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　　[摘　要 ]　用PCR 方法扩增了PRV FB 弱毒株和PRV FA 野毒株的g E , g I 基因,对FB 弱毒株的g E , g I 基因

进行克隆和测序,并将其与GenBank 中收录的PRV FA 的g E , g I 基因进行了比较。结果发现, PRV FB 和PRV FA

株的g E 基因有2处碱基发生了点突变,同源性为99% ; g I 基因有7处碱基发生了突变,其中1处发生了3个碱基的

插入突变,同源性为 98%。表明PRV FB 在传代过程中发生了遗传性变异。
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　　伪狂犬病病毒 (P seudo rab ies V iru s, PRV )属于

疱疹病毒É 型,可以引起多种家畜和野生动物的亚

临床和临床感染[1 ]。猪是本病毒的唯一自然宿主,妊

娠母猪可发生流产、死胎、木乃伊胎等繁殖障碍,仔

猪出现神经症状, 乳猪患病死亡率高达 100%。自

1902年A u jeszky 在匈牙利发现此病以来,世界上已

有40多个国家和地区发现此病[2 ]。许多国家已把本

病列为动物重大疫病之一,我国自1947年刘永纯首

次从猫体内分离出PRV 以来,已有 20 多个省市报

道有此病发生, 并分离出伪狂犬病病毒闽 A 株

(PRV FA )、鄂A 株 (PRV EA )、鲁A 株 (PRV LA )

等毒株。为了防治本病,发达国家已研制出多种疫

苗,我国袁庆志等[3 ]引进匈牙利Barta2K51 弱毒疫

苗株,并试制成伪狂犬病弱毒冻干苗。福建省农业科

学院畜牧兽医研究所于1978年首次研制成牛、羊伪

狂犬病灭能苗,由于应用范围窄,近年来又继续采用

蚀斑纯化和温度诱变相结合的技术,在伪狂犬病病

毒FA 株的基础上育成了PRV FB 弱毒株[4 ]。为了鉴

定此弱毒株的基因变化,本研究利用PCR 技术扩增

PRV FB 的 g E , g I 基因序列并对其进行了测序,并

与PRV FA 野毒株的g E , g I 基因进行了比较,现将

研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　病毒和细胞

　　PRV FA 野毒株、PRV FB 弱毒株均由福建省

农业科学院畜牧与兽医研究所保存; 鸡胚成纤维细

胞 (CEF)按常规方法制备。

1. 2　主要试剂及酶

重蒸饱和酚、氯仿、异戊醇、DM EM 培养基、

R PM I1640 培养基均购自华美生物工程有限公司;

pM D 218T 载体、蛋白酶K、Ex2T aq酶和dN T P 均购

自宝生物工程有限公司。

1. 3　引物设计与合成

根据GenBank 已发表PRV 的g E , g I 基因序列,

设计了 2 对引物: g E 1: 5′2TCG CA C A CA CCG

GGG T T G A GA 23′, g E 2: 5′2GGC GGT GGG CA T

GTC GGA A T G23′,预计扩增片段大小为1 808 bp;

g I 1: 5′2CGC GCG A CG T GA CCC GGC TC23′,

g I 2: 5′2CGG GTC GCG GCC GGT A GA T G23′,预

计扩增片段为953 bp。引物均由宝生物工程有限公

司合成。

1. 4　伪狂犬病病毒培养与收获

分别将不同的PRV 毒株接种于已长成单层的
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CEF 中,待细胞病变达 80%以上时,置- 20 ℃条件

下冻融3次,收获细胞毒备用。

1. 5　病毒DNA 的提取及PCR 扩增

吸取细胞毒400 ΛL ,分别加入终浓度为400 Λgö

mL 的蛋白酶K 和10 m gömL 的SD S,常规方法提取

DNA [5 ] ,最后用40 ΛL 的T E 溶解沉淀, - 20 ℃条件

下保存备用。

1. 6　g E , g I 基因的PCR 扩增与电泳

将 1. 5提取的DNA 1. 1 ΛL 于 0. 2 mL 反应管

中,加入12 ΛL 灭菌三蒸水, 2 ΛL PCR 缓冲液, 1 ΛL

M gC l2 (20 mmo löL ) , 0. 8 ΛL dN T P,上游、下游引物

(50 Pmo löΛL )各 0. 4 ΛL , 0. 3 ΛL T aq DNA 聚合酶

和2 ΛL 二甲亚砜 (DM SO )。反应程序为: 94 ℃预变

性10 m in; 94 ℃ 1 m in, 64 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 35

个循环;最后72 ℃延伸10 m in, 4 ℃条件下保存。10

m gömL 琼脂糖凝胶电泳 (100 V , 30 m in)后成像分

析。

1. 7　PCR 产物的克隆与筛选

将 1. 6得到g E 和g I 基因的PCR 电泳产物,经

DNA 回收试剂盒回收后溶于ddH 2O 中,取 2. 0 ΛL

回收产物与 1. 0 ΛL 的pM D 218T 载体混合,加高效

连接缓冲液1 ΛL ,补ddH 2O 至总体积为10 ΛL ,于16

℃反应30 m in 后,全部转化新鲜制备的感受态大肠

杆菌DH 5Α,涂布于含 60 ΛgömL 氨苄青霉素的琼脂

LB 平板上,通过异丙基2Β2D 2硫代半乳糖苷 ( IPT G)

(24 m gömL )诱导和X2gal显色进行初步筛选。

1. 8　重组质粒的PCR 鉴定与序列分析

挑取白色克隆菌落进行PCR 鉴定。再挑取PCR

鉴定为阳性的菌落接入含氨苄青霉素 (60 ΛgömL )

的LB 液体培养基中,于37 ℃条件下剧烈振摇过夜,

送大连宝生物工程有限公司测序。

2　结果与分析

2. 1　PRV FB 株 g E 基因的 PCR 扩增与重组质粒

的PCR 鉴定结果

　　将PRV FB 株g E 基因PCR 扩增产物在10 göL
琼脂糖凝胶上进行电泳发现,在约 1 800 bp 处有预

期的电泳条带 (图 1) ; 在PRV FB 株 g E 基因转化的

蓝白菌落中挑选白色克隆菌落,进行PCR 鉴定,在

约1 800 bp 处得到预期的电泳条带 (图2)。

图 1　PRV FB 株g E 基因PCR 产物的电泳结果

1. DNA M arker; 2. PRV FA 株g E 基因扩增条带;

3. PRV FB 株g E 基因扩增条带

F ig. 1　R esu lt of PCR electropherogram

of gE gene of PRV FB

1. DNA M arker; 2. g E gene of

PRV FA ; 3. g E gene of PRV FB

图 2　PRV FB 株g E 基因阳性克隆菌落的PCR 鉴定结果

1. DNA M arker; 2. PRV FB 株g E 基因阴性克隆;

3, 4. PRV FB 株g E 基因阳性克隆

F ig. 2　R esu lt of PCR iden tificat ion of the

po sit ive clone co lony w ith g E gene of PRV FB

1. DNA M arker; 2. N egative clone co lony of PRV FB;

3, 4. Po sit ive clone co lony of PRV FB

2. 2　PRV FB 株g I 基因的PCR 扩增与重组质粒的

PCR 鉴定结果

　　将PRV FB 株g I 基因的PCR 扩增产物在10 gö

L 琼脂糖凝胶上进行电泳发现,在 953 bp 处有预期

的电泳条带 (图 3) ; 在PRV FB 株 g I 基因转化的蓝

白菌落中挑选白色克隆菌落,进行PCR 鉴定,在953

bp 处得到预期的电泳条带 (图4)。
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图 3　PRV FB 株g I 基因PCR 产物的电泳结果
1. DNA M arker; 2. PRV FA 株g I 基因扩增条带;

3. PRV FB 株的g I 基因扩增条带

F ig. 3　R esu lt of PCR electropherogram

of g I gene of PRV FB
1. DNA M arker; 2. g I gene of PRV FA ;

3. g I gene of PRV FB

图 4　PRV FB 株g I 基因阳性克隆菌落的PCR 鉴定结果
1. DNA M arker; 2, 3, 4. PRV FB 株g I 基因阴性克隆;

5. PRV FB 株g I 基因阳性克隆

F ig. 4　R esu lt of PCR iden tificat ion of

the po sit ive clone co lony w ith g I gene
1. DNA M arker; 2, 3, 4. N egative clone of g I gene

of PRV FB; 5. Po sit ive clone of g I gene of PRV FB

2. 3　PRV FB 株与PRV FA 株g E 基因序列的同源

性比较

　　挑选 PCR 鉴定阳性的克隆菌落,接种于LB 液

体培养基扩大培养,送大连宝生物工程有限公司进

行测序。将测得的 PRV FB 株 g E 基因序列与从

GenBank 中查找出的PRV FA 株g E 基因全序列进

行比较可知, g E 基因仅有 2 处碱基发生点突变 (图

5) ,同源性为99%。

图 5　PRV FA 株与PRV FB 株的g E 基因序列同源性比较
. 突变碱基

F ig. 5　B last of g E gene of PRV FA and PRV FB
. M utation base

2. 4　PRV FB 株与PRV FA 株g I 基因序列的同源

性比较

　　挑选PRV FB 株g I 基因PCR 鉴定阳性的克隆

菌落,接入LB 液体培养基扩大培养,送大连宝生物

工程有限公司进行测序,将测序结果与从GenBank

中查找出PRV FA 株g I 基因全序列进行比较可知,
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g I 基因有 7处碱基发生了点突变,且其中 1 处发生 了3个碱基的插入突变 (图6) ,同源性为98%。

图 6　PRV FA 株与PRV FB 株的g I 基因序列同源性比较
. 突变碱基; ø . 插入碱基

F ig. 6　B last of g I gene of PRV FA and PRV FB
. M utation base; ø . In serted base

3　讨　论

g E 和g I 基因均是PRV 的非必需基因,其所编

码的蛋白均是PRV 的囊膜糖蛋白,其中g E 基因编

码的蛋白是一种促进细胞融合的糖蛋白,能促进感

染细胞与临近非感染细胞的融合,从而促进病毒在

细胞之间扩散。gE 糖蛋白能影响PRV 的生长特性,

而且这种影响具有细胞特异性。同时gE 糖蛋白还能

影响PRV 在猪体内的组织趋向性,从而有助于PRV

向 中 枢 神 经 系 统 扩 散[527 ]。W healy 等[8 ] 和
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M etten leiter 等[9 ]均证实了PRV 的g I和gE 糖蛋白

在内质网中合成后几分钟内就形成了二聚体,该二

聚体是g I和gE 糖蛋白从内质网到高尔基体必需的

功能单位。在成熟的病毒囊膜内, g I和gE 糖蛋白也

是以二聚体的形式存在的,但其是以疏水性的非共

价键形式结合成 g IögE 复合体,而不是以二硫键形

式结合的。以此种形式结合的g IögE 复合体能影响

病毒的生长及病毒的释放,这种影响具有高度的细

胞特异性。g I 基因缺失的突变株在CEF 上有生长优

势,但在 PK215, R K 和M DBK 细胞上则无这种优

势[8 ] ,这说明g I 基因表达对病毒在CEF 中的繁殖有

害。有研究[10211 ]表明, g I 基因在疱疹病毒中是非常

保守的基因。在本试验中,利用3′末端带单碱基T 的

通用T 载体pM D 218T 载体,与Ex2T aq酶扩增出3′

末端带有 1个突变碱基A 的 g E , g I 基因互补连接。

将PRV FB 株 g E , g I 基因的序列与 PRV FA 株的

g E , g I 基因比较发现, PRV FB 株和PRV FA 株g E

基因的同源性达到了 99% ,仅 2 处碱基发生了点突

变; g I 基因有7处碱基发生了突变,且其中1处发生

了 3 个碱基的插入突变,表明这两株病毒虽然来源

相同,但PRV FA 株在传代过程中可能已发生了一

些遗传变异,值得进一步研究。
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Study on the hom o logy betw een PRV FB low viru len t st ra in

and g E and g I of PA stra in
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Abstract: T he g I and g E gene of PRV FB ( low viru len t st ra in) and PRV FA (h igh viru len t st ra in)

w ere amp lif ied by PCR , then the g I and g E gene of PRV FB w ere cloned and sequenced. B lasted w ith g E

and g I gene of PRV FA from GenBank, 2 bases in g E w ere found to have po in t m u ta t ion, and the homo logy

w as over 99% ; M eanw h ile, 7 bases in g I resu lted in po in t m u ta t ion and 3 bases w ere in serted, and the

homo logy w as over 98%. T hese m u tat ion revealed PRV FB occu r in heritage m u tat ion and deserve fu rther

research.

Key words: P seudo rab ies viru s; gene clon ing; sequence analysis
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