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摘 要 〕 采用
一

技术克隆了新城疫病毒 株长约 的核昔 酸序列
,

并进行 了序列 测

定与分析
。

结果表明
,

该序列 中包含有 建株 基 因编码 区
、

和 基 因间隔区 以及 基 因的全部核昔酸

序列
。

株 和 基因与其他 个 毒株相应部分进行 同源性 比较
,

与 。 株的同源性最

高
。

连株 和 基因间隔区序列与其他 株 毒株相应部分的 比较结果表明
,

等强毒株较 二

等弱毒
、

无毒毒株和试验用 株在这个 区域多 了 个碱基
,

这 个碱基插人 的位置在 等弱毒
、

无毒 毒

株全基因组序列 的 一 处 参 比的 株 在这个区域的同源性为 一 。 ,

弱毒株之 间的

同源性较高
,

弱毒株与强毒株之间及强毒株之间的同源性差异较大
。

巨关键词丑 新城疫病毒 基 因 基因 和 基因间隔 区序列 克隆 序列分析
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新城疫
,

是 由新城疫病

毒
,

引起的一种禽类

高度接触性传染病
,

该病发病急
、

致死率高
,

是严重

危害养禽业 的重要疫病之一
,

造成的经济损失 巨大
,

被国际兽疫局定为 类烈性传染病
,

我国也将其列

为一类传染病检疫对象
。

各 国对该病的发生和流行

都高度重视
,

其 中对其病原 的研究一直是禽

病研究的重点之一
。

属 于副粘病毒科 副粘

病毒亚科 巨‘〕,

含有单股负链基 因

组
,

长约
,

主要编码
, , , ,

和

等 种结构蛋白田
。

蛋 白是组成病毒核衣壳的

主要结构蛋 白
,

其亚单位构成 了核衣壳典型的人字

形骨架结构际‘〕,

蛋 白和 蛋 白散布在 蛋 白组

成 的人字形骨架 中
,

共 同包裹病毒 形成一个

螺 旋 的核糖核蛋 白
, ,

与病

毒的转录和复制密切相关 一
,

〕
。

目前
,

对 的研

究主要集 中在与致病性 密切 相关 的 和 蛋户
上

,

对 和 蛋 白及其基因的研究相对较少
。

为了

研究 结构蛋 白 和 的功能
,

进一步全 面

了解 的致病 和免疫机理
,

本研究对

株 的 和 基因及其间隔区序列进行 了克隆和序

列分析
,

以期为 分子生物学 的研究积累一些

资料
。

材料与方法

材 料

病 毒与 鸡胚 株
,

由哈尔滨兽 医

研究所生物技术室提供 一 日龄
,

鸡胚
,

由哈

尔滨兽医研究所 实验动物 中心提供
。

菌种 与 质 粒 大肠 杆菌
,

由兽 医 生

物技术 国家重点实验室提供
一

载体
,

购 自

宝生物工程 大连 有限责任公 司
。

主要工 具酶及试剂 限制性 内切酶 阴 工

和
,

反 转 录 酶
,

聚 合 酶 和
一

,

酶抑制剂等
,

均购 自宝 生物工程 大连

有 限责任公 司
一 ,

购 自
一

胶 回 收试剂盒
,

购 自上海华舜

生物工程有限公司
。

病毒的增殖及 的提取

参考文献巨口的方法进行操作
。

一 一

国家重点基础研究发展规划 项 目 黑龙江省科学技术计划项 目
刘芳宁 一

,

女
,

陕西武功人
,

讲师
,

在读博士
,

主要从事家畜传染病学研究
。

曹殿军 一
,

男
,

黑龙江虎林人
,

研究员
,

博士
,

主要从事畜禽病毒分子生物学和预防兽医学基础研究
。



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

西北农林科技大学学报 自然科学版 第 卷

株 和 基 因及其 间 隔 区序 列的

扩增与克隆
、

引物 的设计 与合成 参照 已 发表 的

序列
,

设计并合成 对 引物
, ‘一

一 ’ , ‘一

一 ‘ ,

由宝生物工程 大连 有限责任公司合成
。

目 的基 因 的合成 按文献 」的方

法进行操作
。

目 的基 因的
一

扩 增 取上述反转录

产物 拼 作为模板
,

以 为引物
,

按 了“

聚合酶说明书扩增 目的片段
。

循环参数为

预热 变性
,

退火
,

延伸
,

个循环 最后 延伸
。

产物

用 琼脂糖凝胶进行电泳分析
,

并切下含有特

异性扩增片段的琼脂糖
,

用小量胶 回收试剂盒进行

回收
。

连接
、

转化
、

质粒鉴定和序 列 测 定
、

将 回收

纯化的 目的片断与
一

载体
,

按文献 「」介绍

的温度循环
一

克隆法进行连接 连接产物按常规

方法转化大肠杆菌 感受态细胞
,

培养后挑取
气

重组质粒
,

用碱裂解法小量提取质粒并进行酶切和

鉴定
。

挑选 阳性重组质粒送宝生物工程 大连

有 限责任公 司进行 序列 测 定
,

将测 序结果 与

中收录 的其他 毒株 的
、

基 因及其

间隔序列进行 同源性分析
,

并对 由基 因推导 出的氨

基酸序列进行 同源性 比较分析
。

结果与分析

目的基因的扩增
、

克隆和序列测定

目的基 因 的扩增与 克隆 用所设计的引物
,

克隆出长约 的 目的片断
,

经鉴定与预期片

断大小一致 图
。

重组质粒用 工和 动

分别进行酶切
,

均得 到长约 的 片段
,

与 目

的片断 载体 的大小一致
,

用 胡 和 动 兀 进行双酶切后得到长约

和 的 个片段
,

分别与
一

载体

和 目的片段的长度一致 将酶切鉴定 为阳性的重组

质粒 用 引物 进 行 扩 增
,

获得 了 长 约

的片断
,

与 目的基 因的
一

一

产物大小

一致 图
。

序列 测 定 将挑选 出的阳性重组质粒进行

全序列测定
,

得到长为 的核营酸序列
。

将

该 序 列 送 进 行 相 似 性 搜 索
,

与

的同源性最高
。

该序列 中包含有 株

基因编码 区
、

和 基因间隔区 以及 基 因的

全部核昔酸序列
。

图 目的基因片断的
一

扩增产物

标准分子量 补 ‘。 , 目的基因片断的 产物
一

久一

及刀 士

序列分析

株 基因和 蛋白序列分析

株 基因编码 区长度为
,

图 重组质粒的 和酶切鉴定结果
重组质粒的 二 鉴定结果 万 班 双酶切产物

石 单酶切产物 皿单酶切产物

标准分子量 补 ‘ 。

今

,

子刀

续 万

久一

田 刊 邵士

含量为
,

编码 个氨基酸
,

预测 的 蛋

白分子量为
。

与 中收录的 、。

、 、 、 、 、 、
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、 、 等 个 毒株 的 基 个氨基酸序列相 当保守
,

相互之间 的同源性 为

因核营酸 同源性 为 一
,

蛋 白氨基 一
,

差异主要集 中在后 个氨基酸序

酸 同源性 为 一
, ,

保守性很高
,

其 中与 列上
,

参 比的 个毒株的差异率为 。 一 珑
,

这

株的同源性最高 表
。

在氨基酸序 与 等〔 〕的研究结果一致
。

列 比较 中发现
,

参 比 的 株 蛋 白起 始 的

表 株 和 基 因及其蛋 白同源性的比较结果

、 。 己

毒株 基 因核普酸同源性 蛋 白氨基酸 同源性 基 因核昔酸 同源性 蛋 白氨基酸同源性
赶一赶

斗︵卜﹄一了口件月寸二

⋯⋯
叮︹卜︹,八匕以只︺八冲“曰口︸门内卜勺自白乌

⋯
价

⋯
‘

已口只︺口﹄目曰八‘八凡︺门凸只︺︵袄︼一肠“,,口月叹口庄

⋯
入份反口

‘

丁尸。口口︺曰一曰曰以门八︵匕︸曰只幻凸︵日乌门

⋯
自,曰门︸议曰以口曰︸讨以

株 基 因和 蛋 白 序 列 分析

株 基 因编码 区 长度为
,

含量为
,

编码 个氨基酸
,

预测 的 蛋 白

分子量为
。

与 个参 比的 毒株核昔

酸 和 氨 基 酸 同 源 性 分 别 为 和
·

一
·

写 表
,

相对来说保守性较小
,

这与
、 等 ‘〔, 」的研究结果一致

。

但试验用 株与

株的同源性很高
,

基因核昔酸和

蛋 白氨基酸 同源性分别为 和
。

株 基 因的第 位也 同样存在一个 编

辑位点
一 一 。

株 和 基 因 间 隔 区序 列分析

将 株 和 基 因间隔 区序列 基

因 中止密码子到 基 因起始密码子 间的核昔酸序

列 与其他 个参 比 毒株的相应部分进行 比

较分析
,

结果见图
。 ‘
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由图 可 知
,

中强毒株
、 、 、

、

、

和 亡 与弱毒

或无 毒 毒 株
、 、 、 、

、

和 试 验用 株 相 比
,

在

和 基 因间隔区有 个碱基插人
,

而且插人 的

位置在全基因组序列 已知 的毒株
、 、

、

和 等全基 因组序列 的 一

处
。

参 比的 株 在 和 基 因 间隔 区 的

同源性为 一 。写
,

变化较大 表
。

试验用

株 和
、

株均属 于无毒毒株
,

在这个 区域

相互之 间的 同源性 为 一 弱毒株
、 、

和 的 同 源 性 为 一

强 毒株
、 、 、 、 、

和

之间的同源性变化大 一
,

这些

强 毒 株 与 以 上 无 毒
、

弱 毒 株 之 间 的 同 源 性 为

一
。

结果表明
,

弱毒株之间的同源性较

高
,

无毒
、

弱毒株与强毒株之间及强毒株之间的同源

性差异较大
。

但在 比较 中也看到
,

无毒株
、

及 和弱毒株
、 、

和

同属于缓发型毒株
,

但他们之间在这个区域的差异

也很大
,

相互之间同源性为 一
。

表 株 和 基 因 间隔 区核普酸序 列同源性的比较结果

一

、 、

毒株 瞥梦 〕 呈皆 诱彗

二

之

,

。

比

魂

,

, ,

讨 论

本研究采用
一

法克隆出 株长

约 的核 营 酸
,

并 进行 了序列 测定
,

经

进行 相似性搜索
,

与 的 同源性最

高
,

表 明所克隆的核普酸序列 为 的序列
。

该序列 中包 含有 株 基 因编码 区
、

和 基因间隔区 以及 基 因的全部核昔酸序列
。

比

较 株 的 和 基 因与其他 个毒株 的

同源性发现
,

其与亲本毒株 的相应

部分同源性最高
,

这与预期的结果一致
,

而且在基因

克隆时采用 的是较大片断基因的克隆
,

所需 的 目的

基因序列均是一次克隆得到
,

减少了操作差异
,

实验

数据更准确
、

可靠
。

株的 基因和 基因间隔区核昔酸

序列与其他 株 相应部分 比较 的结果表明
,

等强毒株 与 等弱毒 或无毒株相 比
,

在这个 区 域有 个碱基插入
,

且插人 的位置在

基 因 ’端 非编码 区 全基 因组序列 已 知 的毒株
、 、 、

和 等 基 因组 序列 的

一 处
,

这是否表明这 个碱基的插人

与 毒力有一定关系
,

还有待进一步探讨
。

黄勇

等 〔‘’刁研究认为
,

个碱基 的插人可能会对 基 因

的转录和表达产生影 响
,

从而影 响病毒的复制和毒

力
,

并认为 个碱基 的插人可 能与 的基 因分

型 和宿主特异性有关
。

参 比的 株 在这个区

域 的同源性为 一
,

各毒株之 间有显 著

差异
,

弱毒之间的同源性较高
,

无毒
、

弱毒株与强毒

株之间及强毒株之间的同源性差异较大
。

说明该区

域的变化从一个侧面局部反映了 从剧毒株到
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无毒株 的变化
,

但能否完全反应不 同毒力毒株之 间 致病性的变化还有待于进一步研究
。

「参考文献习
口

, ,

浅
, , , , ,

一 , 一

」 殷 震
,

刘景华 动物病毒学 「 」第 版 北京 科学 出版社

〔 〕 柴迎梅
,

曹殿军 传衣壳蛋 白及
“
六碱基规则 ”在新城疫病毒复制 中的作用 」中国预防兽 医学报

, 。。 , 一

」 、 , , 。 」 , , , 一 玉

, , , 、 兀 二

飞 习
, , 一

〔 〕
, , , 、 亡 、 〔一。

, 。 。 。 , 〕
, , 一

「 刘芳宁
,

闰丽辉
,

曹殿军
,

等 新城疫病毒 株 基 因的克隆与序列分析 「」中国兽医科技
, , 一

仁 」 李瑞 国
,

安晓荣
,

苟克勉
,

等 提高 产物 一 克隆效率的研究 「口农业生物技术学报
, , 一

,

记 , , 、 〔

口
, , 了 一

仁 。 , , , 、 、 , , ,

一

口习 黄 勇
,

万洪全
,

刘红旗
,

等 鹅源新城疫病毒 株全基因组的序列测定仁 〕病毒学报
, 八

昭
, 一

,

一 ‘
·

, 一 ‘ , 一 ‘ , 一 , , 一

, , 。一 , 、 , , , , ,二 ,‘ , , ,沼, 刀理 袱 , 比“ “ ,双 、 , ,去
, , , 。

山
‘ 召 。 八。 , ‘ , 尸 ,之 ’。。人, 舒

, ,忆 二 、 邑 , , 二召 , 、 夕 , 二 , , , ,

人‘ ,

一 , ,

,

, 〔

〔

,

, ,

,

,

一
, 二、

, ,


