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　　[摘　要 ]　据已发表的 CSFV C2株序列, 设计合成了 5′2U TR 特异性 PCR 引物对 P12N 1 及半套式下游引物

N 1′。从兔脾组织中提取总RNA , 应用R T 2PCR 及H alf2nested PCR 成功地扩增出了CSFV 5′2U TR , 进一步将该片

段克隆到 pM D 218T 载体质粒并进行了序列测定。与 Sh im en 株、ALD 株、GPE2株、Ho lland C2株和R ussian C2株相

应区段的比较分析表明, 其同源性分别为 96. 2% , 95. 7% , 96. 0% , 98. 7% 和 95. 4%。5′2U TR 中发现的隐性AU G

起始密码子及茎环二级结构, 可能在多聚蛋白前体的翻译以及病毒的复制中起着重要作用。
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　　猪瘟病毒 (C lassica l Sw ine Fever V iru s, CSFV )

属黄病毒科 (F laviridae) 瘟病毒属 (P estiv irus) , 是一

种小的 (40～ 60 nm ) 含单股正链DNA 基因组的有

囊膜病毒。CSFV 基因组长约 12. 5 kb, 仅含有一个

大的开放性阅读框架 (OR F) , 编码含 3 898 个氨基

酸残基的多肽序列, 在病毒和宿主细胞蛋白酶的作

用下加工为成熟蛋白。CSFV 的所有结构蛋白和非

结构蛋白均由该OR F 所编码, 其结构蛋白和非结

构蛋白在病毒 RNA 上的编码顺序为N p ro , C, E rns

( E0 ) , E1, E2, P7, N S223, N S4A , N S4B , N S5A ,

N S5B [1 ]。CSFV 基因组无 5′2端帽子结构和 3′2端
po ly (A )尾巴[2 ]。OR F 两侧仅有 5′2端非翻译区 (5′2
un tran sla ted region, 5′2U TR )和 3′2端非翻译区 (3′2
U TR ) , 长度分别约 360 和 226 bp , 并且在 5′2U TR

中存在数量不等的可变区和二级结构[3 ]。本研究旨

在通过对 5′2U TR 的成功克隆及序列测定和分析,

为众多CSFV 株系的系统发育分析、基因型的划分

和遗传图谱分析提供依据, 并进一步为病毒的复制

机理研究以及病毒基因组的重组改造提供参考。

1　材料与方法
1. 1　病　毒

　　CSFV C2株脾淋毒采用中国农业科学院兰州兽

医研究所保存的中国兽药监察所的种毒 (兔脾淋组

织毒 480 代) , 于 3～ 4 月龄兔体中复壮和增殖, 无菌

采集产生定型热兔脾, - 76 ℃保存。

1. 2　引物的设计与合成

根据已发表的CSFV 核苷酸序列, 选择高保守

区段, 设计 3 条特异性引物 (宝生物工程大连有限公

司合成, 表 1)。
表 1　设计合成的 PCR 引物及套式引物

T able 1　PCR and half2nested PCR p rim ers

引物
P rim er

序列
N ucleo tide sequence

位置
Po sition

P1 5′- GTA TA CGA GGT TA GT TCA T TCTCG- 3′ 1～ 24
N 1′ 5′- T T TA CTCCT TCCA CCA CGA TC- 3′ 997～ 1 017
N 1 5′- A GGTA CA TA GCA T GCT GGA TA CC- 3′ 1 217～ 1 239

　　其中引物对 P12N 1′用于对引物 P12N 1 扩增产

物的半套式扩增。

1. 3　病料组织总RNA 的提取

采用 G IBCOBRL 公司的 TR Izo l○
R

R eagen t To ta l

RNA Iso la t ion R eagen t, 所用器皿及试剂均进行无

RN ase 处理。剪取 50 m g 组织, 研磨后加 750 ΛL

TR Izo l○
R

R eagen t, 匀浆, 室温孵育 5 m in。 4 ℃,

11 500×g 离心 15 m in, 取上层水相, 加 0. 5 mL 异

丙 醇, 混匀, 室温 10 m in, - 20 ℃过夜。 4 ℃,

11 500×g 离心 10 m in, 弃上清, 加 1 mL 体积分数

75% 乙醇洗沉淀 1 次, 吸去残余乙醇, 室温或 37 ℃,

干燥 5～ 10 m in 至无色透明。加 RN ase2free 水和
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RN asin 适量, - 20 ℃保存备用。

1. 4　R T 2PCR

取总RNA 11 ΛL , 一扩下游引物 (0. 2 ΛgöΛL ) 1

ΛL , 65 ℃水浴 10 m in, 立即冰浴 5 m in。加 5×R T 2
buffer 4 ΛL , dN T P 2 ΛL , AM V ( T akara ) 2 ΛL ,

42 ℃水浴 60 m in, 得到 cDNA 第一链反转录产物。

取反转录产物 10 ΛL , 10×PCR buffer (M g2+ 2free) 5

ΛL ,M g2+ 3 ΛL , dN T P 4 ΛL , 一扩上游引物和下游

引物各 1 ΛL , 加纯水至 49. 5 ΛL。短时离心混匀, 采

用GeneAmp○R PCR System 2400 进行 PCR 扩增, 反

应体系为 50 ΛL。设定解链 98. 0 ℃, 8 m in; 95. 0 ℃

50 s, 48. 0 ℃ 1 m in, 72. 0 ℃ 100 s 为一次循环, 共

循环 35 次, 第一次变性后, 温度降至 72. 0 ℃时, 加

入 T aq 酶 (T akara) 0. 5 ΛL。最后 72. 0 ℃, 延伸 10

m in。

1. 5　H alf2nested PCR (半套式 PCR )

取 2 ΛL R T 2PCR 产物作半套扩模板, 进行半套

式扩增, 方法同上。设定解链 98. 0 ℃, 8 m in; 以

98. 0 ℃ 10 s, 55. 0 ℃ 30 s, 72. 0 ℃ 100 s 为一次循

环, 第一次变性后, 温度降至 72 ℃时加入 T aq 酶

0. 5 ΛL ; 最后 72. 0 ℃, 延伸 10 m in。PCR 条件略作

调整以增强H alf2nested PCR 目的片段的特异性。

1. 6　PCR 产物的纯化回收

用 1×TA E 配制的质量分数 0. 8% 的琼脂糖
(T akara) , 加入溴化乙锭 0. 5 ΛgömL , 进行凝胶电

泳, 切取目的条带, 采用Roche 公司生产的A garo se

Gel DNA Ex tract ion K it, 按说明书进行。

1. 7　重组质粒的构建、提取和鉴定

取 回 收 DNA 片 段 4 ΛL , pM D 218T 载 体
(T akara) 1 ΛL , 与连接 so lu t ion I (T akara) 5 ΛL 混

匀后, 于 16 ℃恒温循环水浴箱中反应 1～ 3 h, 4 ℃

过夜后, 全量转化新鲜制备的感受态细菌 JM 109,

挑选白色阳性克隆, 于 Amp + LB 中, 37 ℃,

220 röm in摇振培养过夜。以碱法小量质粒制备法,

提取重组质粒, 进行 X ba l É 和 S a l É 双酶切鉴定
(参照说明书操作)和半套式引物 PCR 扩增鉴定[4 ]。

1. 8　目的片段的序列测定及二级结构分析

将鉴定出的阳性重组质粒送宝生物工程 (大连)

有 限 公 司, 采 用 AB I PR ISM TM 377XL DNA

Sequencer 进行测序。用DNA star 和 RNA draw 软

件对测序结果与已发表的 Sh im en 株、ALD 株、

GPE2株、Ho lland C2株和 R u ssian C2株的同源性以

及链内茎环结构的数量、隐性起始密码子数量、互补

的碱基对数等二级结构参数进行比较分析。

2　结果与分析
2. 1　CSFV C2株 5′2U TR 的扩增片段

　　用 P12N 1 引物分别扩增 5′2U TR 后, 继之以

P12N 1′进行半套式扩增。检出预期片段大小是

1 017 bp (为进一步研究的需要, 目的片段远长于

5′2U TR 目的片段, 图 1) , 将半套式 PCR 产物克隆

到 pM D 218T 载体中 (鉴定结果见图 2) , 由宝生物工

程 (大连)有限公司完成测序。

图 1　R T 2PCR 和半套式 PCR
M. 标准分子质量DL 2 000; 1. RT 2PCR; 2. 半套式 PCR

F ig. 1　R T and half2nested PCR
M. Standard mo lecu lar m ass DL 2 000;

1. RT 2PCR; 2. H alf2nested PCR

　

图 2　重组质粒鉴定
M. 标准分子质量DL 2 000; 1. 空质粒; 2. 重组质粒; 3. 双酶切; 4. PCR 鉴定

F ig. 2　R estrict ion and PCR analysis of recom binan t p lasm ids
M. Standard mo lecu lar m ass DL 2 000;

1. pM D 182T; 2. Recom binan t p lam ids;

3. Restriction analysis; 4. Iden tification of PCR
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2. 2　核苷酸序列的测定及同源性比较

中国猪瘟兔化弱毒株 5′2U TR 序列测定结果见

表 2。对其核苷酸序列同源性的比较表明, 在第 83

bp 处, Ch inese C2株和 Ho lland C2株较其他各株多

了 1 个A ; 而在第 246 bp 处, Ho lland C2株较其他各

株少了 1 个C; 在第 30 和 50 bp 处存在 2 个可变区

域。CSFV Ch inese C2株 5′2U TR 同 Sh im en 株,

ALD 株, GPE 株, Ho lland2株, R u ssian C2株的同源

性 分 别 为 96. 2% , 95. 7% , 96. 0% , 98. 7% 和

95. 4% , 说明 CSFV 各株 5′2U TR 具有较高的保守

性。

表 2　中国猪瘟兔化弱毒株 5′2U TR 的序列测定结果

T able 2　Sequencing resu lt of 5′2U TR of Ch inese lapn ized attenuative stra in of CSFV

1 gta tacgagg t tag t tca t t ctcg ta taca cgat tggaca aatcaaaat t

51 ataa t t tgg t tcagggcctc cctccagcga cggccgaact gggctagcca

101 tgcccatag t aggactagca aaacggaggg actagccata g tggcgagct

151 ccctgggtgg tctaagtcct gagtacagga cagtcg tcag tag t tcgacg

201 tgagcagaag cccacctcga gatgctacgt ggacgagggc atgcccaaga

251 cacacct taa ccctagcggg ggtcgctagg gtgaaatcac accacgtgat

301 gggagtacga cctgataggg cgctgcagag gcccacta t t aggctag ta t

351 aaaaatctct gctg tacatg gcac

2. 3　二级结构比较

二级结构比较结果 (表 3) 显示, 各株间存在的

链内茎环结构只有R u ssian C2株为 26 个, 其他各株

均为 27 个。5′2U TR 中存在数量不等的隐性AU G

起始密码子, 其中 Ch inese C2株、Hoo land C2株和

R u ssian C2株均为 5 个, Sh im en 株、ALD 株和 GPE

株为 8 个。链内配对的碱基对数也不相同, 其中

Ch inese C2株、ALD 株和 GPE2株为 120 对, Sh im en

株和Ho lland C2株为 119 对, 而R u ssian C2株为 117

对。同时, 在配对碱基中, G2C, A 2U 和 G2U 的数量

亦存在微小差异。

表 3　5′2U TR 的二级结构比较结果 (RNA rraw V 1. 1)

T ab le 3　Secondary structu re comparing of 5′2U TR (RNA draw V 1. 1)

毒株
Strains

碱基数
Bases

茎环结构
Stem 2loop s

隐性AU G
起始密码子

CA SC s

配对碱基数
Base pairs G2C A 2U G2U

Ch inese C 374 27 5 120 69 40 11

Sh im en 373 27 8 119 70 36 13

ALD 373 27 8 120 68 40 12

GPE 373 27 8 120 69 37 14

Ho lland C 373 27 5 119 68 40 14

Russian C 372 26 5 117 69 35 13

3　讨　论

1) 比较 CSFV 不同毒株的 5′2U TR 核苷酸序

列的同源性, 结果表明 5′2U TR 在猪瘟病毒不同毒

株间基因组结构中相当保守, 这一点与 B row n,

D eng 和B rock 等人的观点相一致[5～ 7 ]。

2) 通过对 CSFV 不同毒株 5′2U TR 相应序列

的分析, 发现在 5′2U TR 中均有 5～ 8 个数量不等的

隐性AU G 起始密码子, 这些隐性AU G 中的大多数

都有 1 个相应的小OR F, 可能编码 1 条 5～ 57 个氨

基酸残基的多肽链, 并可能在多聚蛋白的翻译调控

中具有重要的功能。至于CSFV 如何滑过比真实启

动子更有利的隐性启始密码子而启动OR F 的翻

译, 机理还不太清楚。

3) 在 5′2U TR 上含有丰富且相当稳定和保守

的二级结构, 这些二级结构可能在病毒的复制过程

中具有识别信号的功能。从理论上讲, 丰富的链内茎

环结构的存在, 不利于核糖体从RNA 5′2端结合后

向正确起始密码子的扫描和起始蛋白质的合成, 至

于核糖体如何在 5′2U TR 上正确起始多聚蛋白前体

的合成, 还有待于进一步的研究与探讨。
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C lon ing and secondary st ructu re ana lysis of genom ic 5′2U TR of

Ch inese lapn ized a t tenua t ive st ra in (derived from sp leen) of CSFV
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3 Institu te of L anz hou V eterinary R esearch ,L anz hou 730046, Ch ina)

Abstract: Based on pub lished sequences of st ra in2C of CSFV , a specif ic PCR p rim er pair P12N 1 and a

half2nested PCR reverse p rim er N 1′w ere designed. U tilizing R T 2PCR and half2nested PCR techn iques,

genom ic 5′2U TR of stra in2C w as successfu lly amp lif ied after the to ta l RNA had been ex tracted from

sp leen s of experim en ta lly infected rabb its. T he target fragm en t w as fu rther sequenced after being cloned

in to pM D 182T vecto r p lasm id. Sequence comparison w ith co rresponding region s of o ther st ra in s revealed

that the nucleo t ide sequence homo logies of 5′2U TR of stra in2C are 96. 2% w ith Sh im en2st ra in, 95. 7% w ith

ALD 2st ra in, 96. 0% w ith GPE2st ra in, 98. 7% w ith Ho lland C2st ra in, and 95. 4% w ith R u ssian C2st ra in.

Severa l cryp t ic AU G start codon s (CA SC s) and stem 2loop secondary structu res in the 5′2U TR perhap s

p lay an impo rtan t ro le in the p rocess of p re2po lyp ro tein tran sla t ion and vira l rep lica t ion.

Key words: classica l sw ine fever viru s; Ch inese lapn ized at tenuat ive st ra in of CSFV ; 5′2U TR; clon ing;

sequence and secondary structu re analysis
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