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　　[摘　要 ]　利用R T 2PCR 和 PCR 技术扩增出近期猪瘟流行野毒株的 E2 基因, 将其克隆到载体上测定核苷酸

序列, 根据A lfo rt 株和B rescia 株、C2株确定起始氨基酸三联体的正确位置后推导出其氨基酸序列, 结果表明近期

流行的猪瘟毒株与疫苗毒株和强毒株之间存在一定差异; 利用DNA star 软件分析 E2 基因编码的 gp 55 蛋白的疏水

性、抗原性和二级结构, 并与猪瘟疫苗毒株 (C2株) 进行比较, 结果表明, 目前流行的猪瘟病毒与疫苗毒的 gp 55 蛋白

在抗原性、二级结构上存在一定的差异, 而 C 末端疏水性差异不大。
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　　猪瘟 (classica l sw ine fever, CSF)是由猪瘟病毒

(CSFV ) 引起的严重危害养猪业的重要传染病。国

际兽疫局 (O IE) 将猪瘟列入A 类 15 种法定传染病

中, 我国农业部 1999202212 发布的 96 号公告中, 也

将猪瘟列为一类传染病。在我国, 由于C2株疫苗的

长期使用, 有效地控制了猪瘟的发生和流行, 但到

20 世纪 70 年代末和 80 年代初, 我国猪瘟的流行特

点发生了很大的变化 [1 ]。猪瘟病毒为黄病毒科

(F laviviridae) 瘟病毒属 (P estiv irus) 成员, 是有囊膜

单股正链RNA 病毒, 基因组大小约 12. 3 kb, 含一

个大的开放阅读框 (OR F ) , 由 11 个编码结构蛋白

与非结构蛋白的基因组成[2, 3 ]。在猪瘟病毒基因组

中, E 2 基因编码 gp 55 蛋白参与病毒感染细胞的过

程, 并引起猪的保护性免疫, 猪瘟病毒的中和性抗原

表位在 gp 55 蛋白上。gp 55 蛋白诱导的免疫反应足

以抵抗野毒的攻击, 而且 E2 基因也是猪瘟病毒中最

易突变的基因[4, 5 ]。本研究将所获得的猪瘟流行野毒

株 gp 55 蛋白与国内外发表的参考毒株 gp 55 蛋白序

列同源性进行比较, 分析了猪瘟流行野毒株的变异

程度, 通过对流行野毒株和疫苗毒株 (C2株) gp 55 蛋

白的疏水性、抗原性和二级结构的比较, 旨在从分子

角度探讨猪瘟流行毒株与疫苗毒株间存在的差异,

为分析目前猪瘟仍频繁发生的原因提供依据。

1　材料与方法

1. 1　病　毒

　 　猪瘟流行野毒采自陕西省周至县 (编号

SXZZ) , 取发病后症状典型猪的脾脏。

1. 2　试剂和软件

反转录酶 (AM V ) 及反转录试剂、T aqDNA 聚

合酶及 PCR 试剂、RNA 酶抑制剂、PM D 218T 载体

均购自宝生物 (大连)工程有限公司; DNA 纯化试剂

盒 为 BO EHR IN GER M ANN H E IM 公 司 产 品;

DNA star分析软件由农业部畜禽病毒病重点实验室

(兰州兽医研究所)提供。

1. 3　引物设计及合成

参照CSFV A lfo rt 株[2 ]、B rescia 株[3 ]和C2株[6 ]

序列, 设计 4 条引物, 引物由宝生物 (大连)工程有限

公司合成, 引物位置 (参照C2株)及序列见表 1。

1. 4　猪瘟病毒流行野毒 E 2 基因的获取

1. 4. 1　RNA 提取　参照试剂盒操作进行。

1. 4. 2　R T 2PCR 和 nPCR R T 2PCR 反应　体积为

20 ΛL , 反应条件为 42 ℃ 1 h; PCR 反应体积为 50
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ΛL , 反应条件为 98 ℃热变性 8 m in 后, 98 ℃ 50 s,

48 ℃ 60 s, 72 ℃ 120 s, 35 个循环, 72 ℃延伸 10

m in; nPCR 反应条件为: 98 ℃热变性 8 m in 后, 98

℃ 50 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 90 s, 35 个循环, 72 ℃延

伸 10 m in, 其余条件及步骤均同 PCR。

表 1　引物的编号、序列、位置和长度

T able 1　T he code, sequence, location and length of the p rim ers

编号
P rim er

序列
Sequence

位置
L ocation

长度ön t
L ength

E1 5′T GTA T TA GA CCA GA CT GG3′ 2 222～ 2 239 18

E1′ 5′CT GCCAA CCGCCGTCTA TCT T 3′ 3 793～ 3 773 21

E2 5′CGGCTA GCCT GTAA GGAA GA 3′ 2 442～ 2 461 20

E2′ 5′T GGTCGCCGCTCAA CAA GA CA 3′ 3 540～ 3 560 21

1. 5　猪瘟病毒流行野毒 E2 基因序列测定

猪瘟病毒流行野毒 E 2 基因与 PM D 218T 连接

产物转化、涂板、挑菌, 小量制备质粒, 经酶切、PCR

鉴定出阳性克隆, 送宝生物 (大连) 工程有限公司测

序。

1. 6　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白抗原性分

析

利用DNA star 中 Jam eson2W o lf 关于蛋白抗原

性分析软件进行 gp 55 蛋白抗原性分析。

1. 7　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白疏水性分

析

利用DNA star 中 Kyte2Doo lit t le 关于蛋白疏水

性分析软件进行 gp 55 蛋白疏水性分析。

1. 8　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白二级结构

分析

利用DNA star 中 Gam ier2Rob son 关于蛋白二

级结构分析软件进行 gp 55 蛋白二级结构分析。

2　结　果

2. 1　猪瘟病毒流行野毒 E2 基因的克隆

　　用 E 2、E 2′为引物进行 nPCR , nPCR 产物与

PGEM 2T easy 载体连接后重组质粒 PCR、酶切鉴

定产物电泳结果见图 1。由图 1 可以看出, nPCR 扩

增产物的片段与预测的大小 (1 119 bp ) 相符, PCR

及酶切鉴定产物均有与预测大小相符 (1 119 bp ) 的

片段。

图 1　nPCR 产物、重组质粒的 PCR 和酶切鉴定

M. 标准分子量DL 2000; 1. 以 E2, E2′为

引物的 nPCR 扩增产物; 2. 重组质粒的酶切鉴定;

3. 重组质粒的 PCR 鉴定

F ig. 1　nPCR p roduct, PCR and restrict ion

analysis of recom binan t p lasm id

M. DNA m arker DL 2000; 1. PCR p roduct amp lified

w ith p rim ers E2 and E2′; 2. Restriction analysis

of recom binan t p lasm id; 3. PCR iden tification

of recom binan t p lasm id

2. 2　猪瘟病毒 gp 55 蛋白氨基酸同源性比较

猪瘟病毒流行野毒 E 2 基因编码 gp 55 蛋白核苷

酸测序结果及氨基酸序列结果, 均证明获得了猪瘟

病毒E 2 基因编码 gp 55 蛋白。猪瘟病毒 gp 55 蛋白氨

基酸序列同源性见表 2。

表 2　猪瘟病毒 gp 55 蛋白氨基酸同源性比较

T able 2　Comparison of the am ino2acid sequence gp 55 p ro tein of CSFV

毒株
Strain

氨基酸同源性 Homo logy of the am ino2acid

A lfo rt B rescia C SXZZ GXYR HN KF Sh im en

A lfo rt 93. 8 94. 4 89. 5 89. 0 87. 4 96. 8

B rescia 90. 3 90. 3 89. 9 87. 9 92. 8

C 86. 9 86. 3 84. 7 93. 8

SXZZ 98. 4 97. 3 88. 7

GXYR 95. 7 88. 2

HN KF 86. 3
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　　猪瘟病毒流行野毒株 (SXZZ 株) gp 55 蛋白与近

期流行的野毒株氨基酸同源性为 98. 4% (GXYR ) [7 ]

和 97. 3% (HN KF) [8 ] , 与疫苗毒株 (C2株) 的氨基酸

同源性为 86. 9% , 与经典强毒株的氨基酸同源性为

88. 7% ( Sh im en ) [9 ] , 89. 5% (A lfo rt ) [2 ] 和 90. 3%

(B rescia) [3 ]。近期流行的猪瘟野毒株 gp 55 蛋白之间

同源性较高, 而与疫苗毒株和经典强毒株之间氨基

酸同源性较低, 表明近期流行的猪瘟毒株与疫苗毒

株和经典强毒株之间存在一定的差异。

2. 3　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白的抗原性

猪瘟 gp 55 蛋白作为病毒粒子囊膜上的主要结

构糖蛋白之一, 是抗猪瘟中和抗体的主要诱发者, 是

猪瘟病毒的主要保护性抗原。近年来, 利用单抗竞争

结合和抗原捕捉实验结果对 gp 55 蛋白抗原结构的

分析表明, gp 55 蛋白上存在A、B、C、D 4 个抗原区,

这 4 个区均位于 gp 55 蛋白N 端氨基酸残基 690～

866, 而 C 端氨基酸残基 866～ 1 007 的部分不是其

抗原表位必需的, 不参与这些表位构像的形成, 因此

氨基酸残基 690～ 866 的部分似乎是 gp 55 蛋白最具

抗原性的部分。其中A 区位于 766～ 866 位氨基酸

残基, A 区又分为 3 个功能区, 即A 1、A 2 和A 3; B

区位于 690～ 773 位氨基酸残基; C 区位于 690～

800 位氨基酸残基; D 区位于 766～ 800 位氨基酸残

基。功能上,A 1 亚区、B 区和C 区与猪瘟病毒的中和

过程有关, 是中和性抗原域,A 2、A 3 亚区和D 区不

参与病毒的中和, 是非中和抗原域[4, 5 ]。利用

DNA star 中 Jam eson2W o lf 关于蛋白抗原性分析软

件进行 gp 55 蛋白抗原性分析, 得到猪瘟病毒 E 2 基

因编码的 gp 55 蛋白的抗原性图谱 (图 2, 图中标为 1

的氨基酸残基相当于 gp 55 蛋白N 端 690 位氨基酸

残基)。由图 2 可见, 疫苗毒株 (C2株) 在 690～ 709,

720～ 738, 774～ 793, 801～ 807, 833～ 858, 862～ 867

位氨基酸残基之间抗原指数较高, 而流行野毒株

(SXZZ 株)在 690～ 699, 703～ 709, 722～ 734, 751～

756, 782～ 789, 801～ 806, 835～ 856, 880～ 884 位氨

基酸残基之间抗原指数较高。结果表明, C2株和流

行野毒株在 gp 55 蛋白的主要抗原结构域690～ 866

氨基酸残基抗原性存在差异, 不同区域差异对抗原

性的影响程度, 要利用点突变的方法进行分析。

图 2　猪瘟病毒 E2 基因编码的 gp 55 蛋白的抗原性

F ig. 2　A ntigen icity of E 2 gene code gp 55 p ro tein of CSFV

2. 4　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白的疏水性

在感染细胞中, 猪瘟病毒 gp 55 蛋白主要以同源

二聚体或与 gp 33 蛋白形成异源二聚体的形式存在

于感染细胞或病毒离子的表面。这是因为猪瘟病毒

的 gp 55 蛋白的 C 末端含有至少由 40 个疏水性氨

基酸残基构成的跨膜区 ( t ran sm em b rane region,

TM R ) , 由 18 个疏水性氨基酸残基构成的疏水延伸

区, 该伸展区作为跨膜区在病毒囊膜的脂质双层固

定 gp 55 蛋白[10, 11 ]。利用DNA star 中 Kyte2Doo lit t le

关于蛋白疏水性分析软件进行 gp 55 蛋白疏水性分

析, 得到猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白的疏水

性图谱见图 3 (图中标为 1 的氨基酸残基相当于

gp 55 蛋白N 端 690 位氨基酸残基)。由图 3 可见, 疫

苗毒株 (C2株) 和流行野毒株 (SXZZ 株)C 末端疏水

性差异不大。

图 3　猪瘟病毒 E2 基因编码的 gp 55 蛋白的疏水性

F ig. 3　H ydrophobicity of E 2 gene code gp 55 p ro tein of CSFV
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2. 5　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白的二级结

构

W en svoo rt G [12 ]于 1989 年提出了一种 gp 55 蛋

白的可能的结构模型, 根据该模型, gp 55 蛋白具有

抗原性的部分形成 2 个相对独立的结构单位, 一个

由B、C 抗原区组成, 另一个由高度保守的A、D 抗

原区组成。2 个结构单位均含有中和性表位, 并且这

些中和性抗原表位是构像依赖型的。利用DNA star

中 Gam ier2Rob son 关于蛋白二级结构分析软件进

行 gp 55 蛋白二级结构分析, 得到猪瘟病毒 E 2 基因

编码的 gp 55 蛋白的二级结构图谱见图 4 (图中标为

1 的氨基酸残基相当于 gp 55 蛋白N 端 690 位氨基

酸残基)。由图 4 可见, 猪瘟病毒 gp 55 蛋白二级结构

有 Α螺旋结构、Β结构、无规卷曲, 疫苗毒株 (C2株)

和流行野毒株 (SXZZ 株) 二级结构存在差异, 二级

结构的差异可能引起抗原表位的差异。

图 4　猪瘟病毒 E 2 基因编码的 gp 55 蛋白的二级结构

F ig. 4　Secondary structu re of E2 gene code gp 55 p ro tein of CSFV

3　讨　论

测序技术的快速发展, 使人们获得大量的核酸

和蛋白质序列, 但由于蛋白质结构测定技术的相对

滞后, 使得现在分子数据库中的序列数据量与结构

数据量形成了巨大的反差。开发有效的数据分析工

具, 将序列信息转换成生物化学和生理学知识, 弄清

它们所蕴含的结构和功能信息, 最终了解它们所代

表的生物学意义成为这一领域现阶段的首要任务。

Jones 等[13 ]利用 Jam eson2W o lf 蛋白抗原性分析软

件对疟原虫的M SA 2 (51 ku) 基因进行抗原性分析,

利用单抗技术证明所预测的抗原性与实际符合。

D eleage 等[14 ]利用二级结构预测方法对 59 种蛋白

进行二级结构的预测, 发现正确率为 72% , 但一般

认为经典的蛋白质二级结构预测方法, 其准确性只

能达到 65% , 这是因为用作统计二级结构构象趋势

的蛋白质空间结构数据库中, 非同源蛋白的数量还

不够多。F ro shauer 等[15 ]利用Kyte2Doo lit t le 关于蛋

白疏水性分析软件对大肠杆菌的m al F 蛋白进行疏

水性分析发现, 蛋白可能含有 2～ 3 个跨膜区, 已证

明其中有 2 个为跨膜区。利用数据分析工具对已知

的蛋白质序列进行分析, 所获得的结果与实际可能

存在一定的差异, 但有助于人们对蛋白结构的了解,

为进一步的试验研究提供重要参考价值。

猪瘟病毒 gp 55 蛋白是猪瘟的主要保护性抗原,

本试验利用分子生物学技术克隆得到 gp 55 蛋白的

氨基酸序列, 与国内外已发表的猪瘟病毒 gp 55 蛋白

的同源性进行比较, 表明近期流行的猪瘟毒株与疫

苗毒株和经典强毒株之间存在一定的差异。利用生

物信息学有关知识对 gp 55 蛋白的抗原性、疏水性、

二级结构进行模拟预测分析, 表明近期流行的猪瘟

毒株与疫苗毒株 gp 55 蛋白在抗原性、二级结构上存

在一定差异, 而C 末端疏水性差异不大。
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Sim u la t ion ana lysis of E 2 gene code gp 55 p ro te in of

classica l sw ine fever viru s

ZHANG Y ong-guo1, ZHANG Yan -m ing1, X ING Fu- shan 1,

XU X in -gang1, HU J ian -he1,L IU X iang- tao2, HAN Xue-q ing2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 L anz hou V eterinary R esearch Institu te, Ch inese A cad emy of S ciences,L anz hou , Gansu 730046, Ch ina)

Abstract: T he E2 gene of p revalen t viru len t st ra in of classica l sw ine fever viru s w as amp lif ied by the

R T 2PCR and PCR. T he amp lif ied fragm en ts w as cloned in to vecto r and then sequenced, based on the am ino

- acid sequences of A lfo rt and B rescia st ra in s, am ino2acid sequence of gp 55 p ro tein w ere deduced. T he

resu lts show ed that there w as som e differences among recen t ly p revalen t viru len t st ra in s, C2st ra in and

viru len t st ra in s. A n t igen icity, hydrophob icity and secondary structu re of E 2 gene code gp 55 p ro tein of

classica l sw ine fever viru s w ere analysed u sing DNA star soft w are. T he p revalen t viru len t st ra in and C2
st ra in an t igen icity, hydrophob icity and secondary structu re w ere compared. T he resu lts show ed that

an t igen icity and secondary structu re w ere differen t betw een the p revalen t viru len t st ra in and C2st ra in, the

C2term inal hydrophob icity has lit t le d ifference betw een the p revalen t viru len t st ra in and C2st ra in.

Key words: classica l sw ine fever viru s; E 2 gene; gp 55 p ro tein; an t igen icity; hydrophob icity; secondary

structu re
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