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　　摘要：为明了Ｏ型口蹄疫病毒基因组的结构特征及其变异与结构、功能的关系，以及系统发生关系，利用 ＤＮＡ
Ｓｔａｒ程序进行了Ｏ型口蹄疫病毒基因组序列同源性分析、多重排比。结果表明，Ｏ型口蹄疫毒株（Ｏ／ＣＨＡ／９９）基因组
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　　口蹄疫（ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈｆｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ）是口蹄疫病毒
（ｆｏｏｔ－ａｎｄｍｏｕｔｈ－ｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＦＭＤＶ）在偶蹄类动物身上引
起的一种急性、高度传染性疾病，其病原属于小 ＲＮＡ病毒科
口蹄疫病毒属。交叉保护和血清学试验确证口蹄疫病毒有７
个血清型：Ａ、Ｏ、Ｃ（欧洲型）、Ａｓｉａ１（亚洲１型）、ＳＡＴ１、ＳＡＴ２、
ＳＡＴ３（南非型）。ＦＭＤＶ基因组为正向、单链ＲＮＡ，由８０００个
核苷酸（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ｎｔ）构成，包括５′非编码区（５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｒｅｇｉｏｎ，５′ＵＴＲ）、３′非编码区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）和
１个大的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）［１－２］。５′ＵＴＲ
由１个短的Ｓ片段、１个多 Ｃ碱基片段（９０％）和１个长的 Ｌ
片段构成，Ｌ片段包含３～４个重复的假结（ｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔ，ＰＫｓ）、
复制顺式作用元件（ｃｉｓ－ａｃｔｉｎｇｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｍｅｎｔ，ＣＲＥ）、内
部核糖体进入位点（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）［２］，５′
ＵＴＲ与启动多聚蛋白的翻译和病毒的复制有重要作用［３］；３′
ＵＴＲ长约９０ｎｔ，它含有与负链 ＲＮＡ合成有关的顺式作用元
件［４］；ＯＲＦ编码的一个多聚蛋白裂解成４个结构蛋白（ＶＰ１～
ＶＰ４），形成病毒衣壳和１０个非结构蛋白，由于ＶＰ１蛋白参与
病毒感染、免疫保护性和血清特异性功能而被广泛研究，尤其

是ＶＰ１的１４０～１６０和２００～２１３氨基酸残基［１－２］。

根据ＦＭＤ病毒基因和暴发的地域不同，把 Ｏ型口蹄疫
病毒分为 ８个谱系［５］，分别命名为中国型、中东 －南亚型
（ＭＥ－ＳＡ）、东南亚型（ＳＥＡ）、欧洲 －南美洲型（Ｅｕｒｏ－ＳＡ）、
印尼－１型（ＩＳＡ－１）、印尼 －２型（ＩＳＡ－２）、东非型（ＥＡ）和
西非型，其中，ＩＳＡ－１和 ＩＳＡ－２目前已灭绝。据报道，东南
亚型、中国型和泛亚型病毒近年来主要在亚洲地区广泛传播

和流行［６－７］。１９９７—２００２年，Ｏ型口蹄疫在东亚和远东地区
暴发［７］。Ｏ／ＹＵＮ／ＴＡＷ／９７是中国血清型的１种，其３Ａ编码

区的 ９３～１０２密码子缺失造成口蹄疫在台湾灾难性暴
发［８－９］。Ｏ／ＡＳ／ＳＫＲ／２００２是泛亚血清型的１种，包含１个完
整的 ３Ａ编码区，使其对猪具有高致病性，但对牛无致病
性［１０］。此外，猪感染另１种 ＦＤＭＶ泛亚株（Ｏ／ＪＰＮ／２０００）后
表现出典型的口蹄疫临床症状，但在日本黑牛身上的症状是

非典型的，荷斯坦牛、绵羊和山羊不易被感染［１１］。对

Ｏ／ＪＰＮ／２０００毒株的２个不同表型结构蛋白的氨基酸序列进
行比较，发现存在２个突变位点：ＶＰ２的１３３位点和 ＶＰ３的
５６位点［１２－１３］，这些替换位点可能影响肝素结合。

本研究针对Ｏ型口蹄疫病毒 Ｏ／ＣＨＡ／９９的细胞适应毒
株进行基因组测序和分析，并将 Ｏ／ＣＨＡ／９９的全基因组与
Ｏ／ＴＷ／９７和泛亚谱系１４个参考株序列进行比较，发现 ＶＰ１、
ＶＰ２、ＶＰ３中由残基发生替换可能改变的受体 －配体相互作
用［１４］。通过对ＦＭＤＶ基因组测序，分析 ＦＭＤＶ（Ｏ／ＣＨＡ／９９）
各个单元的变异特征及其与系统发生的关系，以期对 ＦＭＤＶ
基因组的结构特征以及口蹄疫在宿主间传染关系有新的认

识，对新的变异区和保守区及其中重要的基序和位点有新的

发现，为后续口蹄疫病毒研究打好基础。

１　材料与方法

１．１　细胞与病毒
口蹄疫病毒 Ｏ／ＣＨＡ／９９毒株由国家口蹄疫重点实验室

提供，在分离保存的ＢＨＫ－２１传代细胞中适应并增殖的细胞
毒中获得，相关的细胞及病毒处理均在超净实验台上操作。

１．２　引物设计与合成
用生物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物，表１列出了引物

的序列及其在序列中的位置；用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒，按其说明书从
第４代ＢＨＫ－２１细胞毒中提取ＲＮＡ，然后用ＲＴ－ＰＣＲ方法
扩增覆盖ＦＭＤＶ全基因组的４个片段（Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４），并将
ＰＣＲ产物纯化后送宝生物工程（大连）有限公司测序。
１．３　逆转录ＰＣＲ

取以上制备的ＲＮＡ２μＬ，再用以上合成的引物进行ＰＣＲ
扩增。扩增程序为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５８℃
退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３３个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。
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表１　引物的序列

引物名称 碱基序列（５′→３′） 碱基数（ｂｐ）
Ｅ１＋ ＴＴＧＡＡＡＡＧＧＧＧＣＧＣＴＡＧＧＧＴＣ ２１
Ｅ１－ ＣＣＧＡＧＣＧＴＧＧＡＧＴＣＡＡＴＴＡＣＡＧＴＡ ２４
Ｅ２＋ ＣＴＧＧＴＣＴＴＴＣＣＡＧＧＴＣＴＡＧＡＧＧ ２２
Ｅ２－ ＴＡＡＧＣＡＴＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＡＧＡＡＡＧＧ ２４
Ｅ３＋ ＴＡＣＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＣＡＧＡＣＴＡＴＧＣＴ ２４
Ｅ３－ ＣＧＧＡＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＧＡＧＴＣＧ ２４
Ｅ４＋ ＣＡＧＣＡＡＴＴＧＡＡＴＴＣＴＴＴＧＡＧＧＧＡＡＴＧＧＴＧＣ ３０
Ｔ２１ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ ２１

１．４　目的基因克隆
用ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收和纯化目的片段，

纯化后的ＤＮＡ与 ｐＭＤｌ８－Ｔ载体按照 ｐＭＤｌ８－ＴＶｅｃｔｏｒ载体
试剂盒说明书进行连接。按常规方法制备并转化感受态细胞，

以氨苄抗生素挑选阳性菌落，对提取的质粒进行酶切鉴定。

１．５　生物学软件分析
通过利用 ＤＮＡＳｔａｒ软件作口蹄疫病毒基因组核苷酸和

氨基酸同源性和异源性比较，利用ＣｌｕｓｔａｌＷ程序进行口蹄疫
病毒基因组序列的多重排比。

１．６　参考序列
在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，查得至今我国已注册的２５个口蹄

疫基因组序列。Ｏ型口蹄疫病毒基因组序列有２０个，其余５
个是Ａｓｉａ１型口蹄疫病毒基因组，其 ＧｅｎＢａｎｋ接受号分别为
ＡＹ５９３８３５、ＡＦ５０６８２２、ＡＦ５１１０３９、ＡＹ３１７０９８、ＡＪ５３９１３８、
ＤＱ２４８８８８、ＥＦ１７５７３２、ＡＹ３５９８５４、ＨＱ４１２６０３、ＨＭ００８９１７、
ＡＹ６８６６８７、ＡＹ３３３４３１、ＤＱ４７８９３６、ＤＱ４７８９３７、ＤＱ１６４８７８、
ＧＱ２９２７２６、ＡＦ５０６８２２、ＪＱ９００５８１、ＧＵ９３１６８２、ＪＮ９９８０８５。

２　结果与分析

２．１　口蹄疫病毒基因组结构与各组分的大小
Ｏ／ＣＨＡ／９９经测序得到：ＦＭＤＶ核苷酸全长共 ８１７３ｎｔ，

由５′ＵＴＲ（１０８１ｎｔ）、ＯＲＦ（６９９９ｎｔ）、３′ＵＴＲ（９３ｎｔ）和Ｐｏｌｙ（Ａ）
尾组成，其中，ＯＲＦ由 Ｌ基因、Ｐ１结构蛋白基因、Ｐ２和 Ｐ３非
结构蛋白基因以及起始密码子和终止密码子组成，它们共同

编码２３３２个氨基酸（ａａ）的多聚蛋白，该多聚蛋白随后被逐级
降解为病毒复制所需要的各个组分：Ｌ（２０１ａａ）、Ｐ１［１Ａ
（８５ａａ）、１Ｂ（２１８ａａ）、１Ｃ（２２０ａａ）和 １Ｄ（２１１ａａ）］、Ｐ２［２Ａ
（１８ａａ）、２Ｂ（１５４ａａ）、２Ｃ（３１８ａａ）］、Ｐ３［３Ａ（１５３ａａ）、３Ｂ
（４７ａａ）、３Ｃ（２３７ａａ）、３Ｄ（４７０ａａ）］。此外，二级结构的 Ｓ片
段和ＩＲＥＳ分别为３８０、５５７ｎｔ。
２．２　口蹄疫病毒基因组的变异性和保守性
２．２．１　非编码区　将测得的基因碱基序列进行同源性比较
分析，得到Ｏ／ＣＨＡ／９９口蹄疫病毒５′ＵＴＲ和３′ＵＴＲ同源性分
别为８８％～９８％和９０％～９９％，其二级结构包括ＰＫ、ＣＲＥ和
ＩＲＳＥ，另外，３′ＵＴＲ也可形成保守的二级结构，Ｓ片段和 ＩＲＥＳ
的同源性高达９５％以上。
２．２．２　５′ＵＴＲ　Ｐｏｌｙ（Ｃ）区段前１２ｎｔ和 Ｓ片段末端序列高
度保守，同时发现５′末端前２７ｎｔ在所有口蹄疫病毒 ＲＮＡ中
高度保守，ＰＫ区位点４０３～６００ｎｔ较保守，５′ＵＴＲ的后１５ｎｔ
为高变区，高突变位点有５１３、５３８、６２０、６８４和１１４４，假结节区
４０３～５９６比较保守。保守区和基序定位于假结节区和ＩＲＥＳ，
包 括 ＡＧＡＡＡＴＧＧＧＡＣＧＴ（位 于 ５５６ ～ ５６８）、ＧＣＧ

ＣＡＣＧＡＡＡＣＧＣＧＣ（５７１～５８５）和ＡＣＡＡＡＣ（６０７～６１２）。ＩＲＥＳ
区域６４０～１１５１的同源性为７０％ ～１００％，４７％的核苷酸不
变；区域２的基序 ＴＴＴＣ和 ＧＧＴＣＴＡＧＡＧ以及区域３的新保
守基序ＧＹＲＡ和ＣＲＡＡＡ（ＯＡｋｅｓｕ／５８除外）较为突出。多数
口蹄疫病毒基因组中存在区域３的茎环 Ｄ基序 ＡＣＣＣ，但是
茎环 ３Ｃ基序 ＡＣＡＣ不保守，基序 ＣＴＧＧＴＧＡＣＡＧＧＣＴＡＡＧ
ＧＡＴＧＣＣＣＴ（位于９２０～９４３）形成茎环的突起。区域４非常
保守，其中 ２个新基序 ＧＡＴＣＴＧＡＧ（１０３９～１０４６）和 ＴＴＡ
ＡＡＡＧＣ（１０８０～１０８７）可能形成茎环的突起二级结构。区域
５的２１个核苷酸中１９个保守。通过分析发现，ＦＭＤＶ５′ＵＴＲ
区域较保守，变异程度较低。

２．２．３　３′ＵＴＲ　该区上游的２０个核苷酸具有９５％的同源
性，变异主要位于基因组的３′端中部。
２．２．４　多聚蛋白区　所有口蹄疫病毒 ＯＲＦ比较发现，至少
８８％的核苷酸没有变化，核苷酸变异程度明显大于氨基酸，参
考毒株间的核苷酸同源性为７３％。口蹄疫病毒衣壳蛋白和
结构蛋白之间的切割位点比较保守，Ｌ／１Ａ、１Ａ／１Ｂ、Ｂ／１Ｃ、
１Ｃ／１Ｄ、１Ｄ／２Ａ、２Ａ／２Ｂ、２Ｂ／２Ｃ和 ２Ｃ／３Ａ的酶切位点分别为
Ｋ／Ｒ／Ｇ、Ａ／Ｄ、Ｅ／Ｇ／Ｑ、Ｑ／Ｔ、Ｑ／Ｌ、Ｇ／Ｐ、Ｑ／Ｌ和 Ｑ／Ｉ，而
３Ａ／３Ｂ１、３Ｂ１／３Ｂ２、３Ｂ２／３Ｂ３、３Ｂ３／３Ｃ和 ３Ｃ／３Ｄ则都是 Ｅ／Ｇ，
尤其１Ａ／１Ｂ、２Ａ／２Ｂ、２Ｂ／２Ｃ、２Ｃ／３Ａ、３Ｂ／３Ｃ的切割位点非常
保守，没有发生变化。

２．２．５　结构蛋白　通过氨基酸分段对比同源性分析（表２），
结构蛋白的变异顺序为ＶＰ１＞ＶＰ２＞ＶＰ３＞ＶＰ４，１Ａ是最保守
的结构蛋白，约有９５％的氨基酸未发生改变，包括 Ｎ末端十
四烷基化位点和猪牛 Ｔ－细胞表位２０～３５。１Ｄ的变异位点
相对较多，主要集中在末端。

表２　口蹄疫病毒衣壳蛋白及其基因序列同源性

编码区
同源性（％） 异源性（％）
ｎｔ ａａ ｎｔ ａａ

１Ａ ８３～９９ ９２～９９ １～１７ １～８
１Ｂ ７２～９９ ８２～９９ １～２８ １～１８
１Ｃ ７４～９９ ８１～９９ １～２６ １～１９
１Ｄ ６５～９９ ６８～９８ １～３５ ２～３２

　　１Ｂ的Ｎ末端变化小，变化主要在 Ｃ末端。Ｔ细胞表位
１Ｂ４８～６８、１Ｂ１１４～１３２和１Ｂ１７９～１８７比较保守，Ｏ／ＣＨＡ／
９９型毒株的保守基序是 ＤＫＫＴＥＥＴＴＬＬＥＤＲＩＬＴＴＲＮＧＨＴＴＳＴ
ＴＱＳＳＶＧ。
１Ｃ氨基酸替换集中在 １Ｃ５５～８４（ＬＨＦＤＧＤＶＰＹＶＴＴＫ

ＴＤＳＤＲＶＬＡＱＦＤＬＳＬＡＡＫ）、１Ｃ１２３～１４５（ＩＡＹＡＰＰＧＭＥＰＰＫＴ
ＰＥＡＡＡＨＣＩＨＡ）、１Ｃ１７６～１８６（ＥＴＴＮＶＱＧＷＶＣＬ）和１Ｃ１９６～
２０８（ＧＤＡＬＶＶＬＡＳＡＧＫＤ），插入或缺失集中在前２个区域。

１Ｄ的插入或缺失发生于 １Ｄ１４０～１５０（ＰＶＴＮＶＲＧ
ＤＬＱＶ）和１Ｄ１６６～１７０（ＧＡＩＫＡ），２６％的残基不变。

其他重要的保守位点和基序有以下：１Ｂ的 Ｈ１４５、Ｐ１４４
和Ｌ８３；１Ｃ的Ｇ３９、Ｆ４１和 Ａ５０，这些位点在保守基序 ＧＰＮＴＳ
ＧＬＥＴ（４５～５３）之中。与 １ＡＢ切割相关的位点有 １Ｄ的
Ｋ２０４，在基序ＲＭＫＲＡＥＴＹＣＰＲ（１９５～２０５）中；１Ｂ的Ｖ３２、Ｔ３３
和Ｙ３６，其包含于ＴＴＳＴＴＱＳＳＶＧＶＴＦＧＹ（２２～３６）。１Ｂ的３６～
４７段在同一血清型内变异比较保守，为 ＹＡＴＡＥＤＦＶＳＧＰＮ（Ｏ
型血清），而基序ＧＰＮＴＳＧＬＥＴＲＶＶＱＡＥＲＦＦＫ（４５～６３）在所有
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的ＦＭＤＶ中都保守。１Ｂ的 Ｈ２１、Ｈ１４５、Ｈ１５７和 Ｈ１７４很保
守。另外，１Ｃ包括 ５个保守的 Ｈ残基，分别位于 ８６、１０９、
１４６、１４９和１９８氨基酸位点。
２．２．６　非结构蛋白　由表３可见，口蹄疫病毒的非结构蛋白
氨基酸序列比较保守，２Ｂ和３Ｃ的编码区较少发生变异，其氨
基酸的保守性分别达到９４％和９５％；Ｌ、３Ａ和３Ｂ呈现较高的
变异，变异程度分别为１９％、１９％和１１％。重要的保守位点
包括 Ｌ１９（Ｋ）、Ｌ３０（Ｍ）、Ｌ４０（Ｋ）、Ｌ５２（Ｃ）、Ｌ８１（Ｌ）、１Ｄ３０
（Ｔ）、１Ｄ５１（Ｌ）、１Ｄ１４６（Ｇ）、１Ｄ１４７（Ｄ）、１Ｄ１６０（Ｐ）、３Ａ４４
（Ｑ）、３Ａ５８（Ｑ）、３Ａ５９（Ｒ）、３Ａ６０（Ｌ）、３Ａ１８（Ｑ）、３Ａ７８（Ｖ）、
３Ａ１１９（Ｌ）和３Ａ１３１（Ｅ）；另外，３Ｂ１２（Ｐ）、３Ｂ１３（Ｌ）和３Ｂ１９
（Ｌ）也比较保守。
　　大部分参考毒株Ｌ氨基酸片段插入或缺失较少。起始密

表３　口蹄疫病毒非结构蛋白及其基因序列同源性

编码区
同源性（％） 异源性（％）
ｎｔ ａａ ｎｔ ａａ

Ｌ ８１～９９ ８１～９９ １～１９ １～１９
２Ａ ７５～９９ ８９～９９ １～２５ １～１１
２Ｂ ８８～９９ ９４～９９ １～１２ １～６
２Ｃ ８５～９７ ９５～９７ ３～１５ ３～５
３Ａ ７６～９９ ８１～９９ １～２４ １～１９
３Ｂ ７９～９９ ８９～９９ １～２１ １～１１
３Ｃ ８７～９９ ９５～９９ １～１３ １～５
３Ｄ ８７～９９ ９６～９９ １～１２ １～４

码子高度保守，同时发现２个密码子间只有１个氨基酸残基
Ｃ６没有变化；Ｌ氨基酸替换主要集中于末端，其余７１％残基
未发生改变；突出的位点如 Ｌ５２（Ｗ）、１４９（Ａ）、１６５（Ｅ）、７７
（Ｎ）、１１０（Ｌ）和１３９（Ａ）保守。２Ａ氨基酸同源性约为７５％；
２Ｂ片段中 １３１个残基没有变化，尤其在跨膜区域（ＰＶＦＳＦ
ＧＡＰＩＬＬＡＧＬＶＫＶＡＳＳＦ）更加保守；２Ｃ也比较保守，８４％的氨
基酸未发生变化，保守基序分别为 ＧＫＳＧＱＧＫ、ＤＤＬＧ和
ＮＫＬＤ；３Ａ的插入或缺失经常发生于３Ａ的８０～１１０和１３０～
１５３，氨基酸比较证实３Ａ是 ＦＭＤＶ易变的蛋白之一，５１％残
基没有变化；３Ｂ片段相对比较保守，变异主要发生于Ｃ末端；
３Ｄ的变异率为 １４％，主要集中在序列 ＧＶＦＮＰＥＦＧＰＡＡＬ
ＳＮＫＤ、跨 膜 区 ＣＲＣＡＡＤＹＡＳＲＬＨＳＶＬＧＴ和 ＨＧＶＦＮＰＥＦＧ
ＰＡＡＬＳＮＫＤＰ；其他重要的保守位点有 ２４５Ｄ、２９５Ｇ、３０７Ｎ、
３３７Ｇ、３３８Ｄ、３３９Ｄ以及保守基序 ＫＤＥＩＲ、ＰＳＧ、ＹＧＤＤ、ＦＬＫＲ
和抗原表位ＧＬＩＶＤＴＲＤＶＥＥＲ、ＥＤＫＡＬＬＦＲＲ。
２．３　口蹄疫病毒基因组的进化关系

通过邻接法、最大简约法和最小进化法，比较２０个 Ｏ型
口蹄疫病毒和５个 Ａｓｉａ１型口蹄疫病毒多聚蛋白氨基酸序
列，构建口蹄疫毒株间分子系统进化树（图１）。结果表明，每
个血清型的口蹄疫病毒都集中为１族，系统树总体分为２个
子分支，１个分支是 Ｏ型口蹄疫病毒，而另外 １个分支是
Ａｓｉａ１型口蹄疫病毒；口蹄疫 Ｏ／ＣＨＡ／９９株与 ＯＮＹ００株的
亲缘关系最为密切。

３　小结与讨论

从１９８２年开始，印度暴发Ｏ型病毒株口蹄疫，该病毒是
最近几年的主要流行毒株，分布在世界２４个国家和地区［２］。

在１９９４年，Ｏ型口蹄疫病毒曾向西传播到沙特阿拉伯，并在
中东和东南亚中部地区流行，在１９９６年传播至欧洲，在土耳
其、希腊和保加利亚相继暴发［１５－１７］，２０００年该毒株入侵南
非［１８］，２００１年该病毒在英国造成灾难性暴发［１６，１９］，随后蔓延

到爱尔兰、法国和荷兰。病毒向东传至尼泊尔、孟加拉国、不

丹、中国、日本、韩国，远东地区的蒙古和俄罗斯［３，８，２０］。

ＦＭＤＶ泛亚毒株在易感动物间传播的过程中，会发生不
同程度的遗传变异，使其在培养细胞和宿主中的表型发生改

变，Ｏ／ＣＨＡ／９９口蹄疫病毒种群中核苷酸／氨基酸的突变不断
变化并逐步积累。遗传进化将有可能影响ＦＭＤＶ中５′－ＵＴＲ
和３′－ＵＴＲ的结构和功能。位于 ＦＭＤＶ基因组的５′末端的
Ｓ－片段起翻译、转换、复制的作用［２１］。ＰＫｓ的多样性可用于
分析ＦＭＤＶ的基因族谱树。ＡＡＡＣＡ突变和ＣＲＥ元件发生的
基因突变可以减少 ＦＭＤＶ基因的复制［２２］，这表明位于

Ｏ／ＣＨＡ／９９内循环的２个替换点（第３０和３３氨基酸位点），
引起ＲＮＡ在体内的复制减少。突变替换可能导致ＩＲＥＳ二级

—０３— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期



结构发生变化，调节其内部翻译起始和活性［５］。３′－端非编
码区的 ＲＮＡ－ＲＮＡ和 ＲＮＡ－蛋白质的相互作用可能影响
ＦＭＤＶ的感染性［５］，Ｇｅｏｒｇｅ等在目前的研究中讨论了 Ｌ蛋白
的一些不寻常变异，反映了它在 ＲＮＡ－ＲＮＡ或 ＲＮＡ－蛋白
质相互中增强ＩＲＥＳ依赖性翻译作用［２１，２３］。

迄今为止，２Ａ、２Ｂ、２Ｃ、３Ｂ和３Ｃ保守度较高，这影响了在
遗传变异的口蹄疫病毒非结构蛋白氨基酸水平的阳性选择，

包括Ｄ３Ｎ（Ｏ／ＴＷ／９９）、Ｓ１３Ｐ（Ｏ／ＨＫ／２００２）、２ＡＩ１８Ｖ（Ｏ／ＴＷ／
９７和Ｏ／ＨＫ／２００２）、２ＢＱ１６４Ｈ（Ｏ／ＨＫ／２００２）、Ｉ２４１Ｔ（Ｏ／Ｆｕ
ｊｉａｎ／ＣＨＡ／５／９９）、２Ｃ（近 保 守 基 序 Ｄ１６０ＤＬＧ１６３ 和
Ｎ２４３ＫＬＤ２４６）、３Ｂ１中的 Ｋ１８Ｅ（Ｏ／ＪＰＮ／２０００）和 ３Ｂ２中的
Ｖ１７Ａ（Ｏ／ＴＷ／９７和Ｏ／ＨＫ／２００２）。３Ａ包含豚鼠阳性选择的
残基［２４］，３Ａ中碱基缺失改变了肝病毒、鼻病毒、肠道病毒适
应的宿主范围［２４－２６］。在 Ｏ／ＣＨＡ／９９的 ３Ａ区没有发现这种
缺失，该病毒的其他泛亚菌株也没有发生 ３Ａ缺失（７６％ ～
９９％的核苷酸同源性和氨基酸同源性的８７％ ～９９％，分别在
３Ａ区）。Ｏ／ＴＷ／９７的 ３Ａ编码区 Ｃ－末端产生高度变异
（１１７～１４３），形成一个短的α－螺旋。

口蹄疫病毒中３Ｄ聚合酶在 ＮＴＰ结合域的氨基酸置换
Ｄ３３８Ａ（肽基序 Ｙ３３６ＧＤＤ３３９），破坏病毒聚合酶的活性［２７］，

这表明虽然３Ｄ聚合酶中有许多替换位点，但是三级结构的
高度保守性并没有改变。Ｏ／ＣＨＡ／９９病毒在牛身上的致病机
理仍然不明确，但这些区域的改变导致蛋白质属性发生改变，

并产生动态分布突变［１４］。因此，应利用反向遗传学研究遗传

变异的分子基础，进一步研究 Ｏ／ＣＨＡ／９９的感染性，以了解
它的突变如何导致遗传多样性和抗原漂移，如何影响口蹄疫

病毒和细胞受体的相互作用和选择性限制的调节效应。

中国黄牛和本地牛感染口蹄疫病毒Ｏ／ＣＨＡ／９９株后没有
表现出相应的临床症状。然而，猪感染Ｏ／ＣＨＡ／９９后表现出典
型的临床症状［１８］。研究发现，Ｏ／ＣＨＡ／９９口蹄疫毒株和参考
毒株相比，表型和致病性非常不同，不同的生物特性导致病毒

基因组复制在生命周期中容易出错；Ｏ／ＣＨＡ／９９的核苷酸和氨
基酸突变存在于整个基因组，物理和生物环境因素是导致绝大

多数突变产生的原因，在Ｏ／ＣＨＡ／９９固定的有利病毒基因组突
变对口蹄疫病毒在易感动物上的传播起至关重要的作用。
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狂犬病病毒 Ｎ基因植物表达载体的构建
张二芹１，张东林１，马　强２

（１．南阳师范学院生命科学与技术学院，河南南阳４７３０６１；２．河南省农业科学院畜牧兽医研究所，河南郑州 ４５０００２）

　　摘要：以提取的狂犬病病毒总ＲＮＡ为模板，以Ｎ１和Ｎ２为引物，反转录为ｃＤＮＡ，然后再以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ
扩增，将ＰＣＲ产物克隆至质粒ｐＭＤ１８－Ｔ中，获得重组质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ，采用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切法及ＰＣＲ确
认正确后，利用ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ重组质粒为模板，以Ｎ３和Ｎ４为引物，成功构建了重组植物表达载体ｐＢＩ１２１－Ｎ。
　　关键词：狂犬病病毒；Ｎ基因；植物表达载体ｐＢＩ１２１－Ｎ
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５＋５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）１２－００３２－０２

收稿日期：２０１３－０４－１５
基金项目：南阳师范学院校级科研项目（编号：ｎｙｔｃ２００６ｋ５２）。
作者简介：张二芹（１９７６—），女，河南焦作人，博士，副教授，主要从事
动物分子病毒学及疫苗的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｅｒｑｉｎ７６＠１６３．ｃｏｍ。

　　狂犬病［１－４］（Ｒａｂｉｅｓ）是由狂犬病病毒（Ｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＲＶ）
引起的一种人畜共患的急性中枢神经系统传染病。临床的主

要特征为恐水、怕风、咽肌痉挛、流涎、进行性瘫痪，最后因呼

吸、循环衰竭而死亡。根据临床表现特点分为狂躁型（脑炎

型）和麻痹型（静型）。

狂犬病病毒属弹状病毒科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ），狂犬病病毒
属（Ｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ）。狂犬病病毒是ＲＮＡ病毒，病毒颗粒由脂质双
层外膜、基因组 ＲＮＡ和核蛋白（Ｎ）、磷蛋白（Ｐ）、基质蛋白
（Ｍ）、Ｇ蛋白（Ｇ）和大转录蛋白（Ｌ）组成。人和动物感染后，
一旦发病，死亡率几乎１００％，严重威胁着人类和动物的生命
安全。目前国内主要采用灭活苗和活疫苗等预防为主，但这

些预防方法都具有不同免疫劣势。转基因植物疫苗具有生产

成本低、易保存及使用方便等特点［５－１０］。狂犬病病毒颗粒核

蛋白是一种保护性抗原。因此本试验将核蛋白基因与植物表

达载体连接，转化到农杆菌中，为今后制备转基因植物疫苗奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、农杆菌ＥＨＡ１０５，ｐＢＩ１２１植物表

达载体由本实验室保存。ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体购于 ＴａＫａＲａ
生物工程公司。

１．２　ＰＣＲ引物
用于核蛋白抗原基因（Ｎ）ｃＤＮＡＰＣＲ扩增的引物为 Ｎ１：

５′－ＡＴＧＧＡＴＧＣＣＧＡＣＡＡＧＡＴＴＧ－３′和 Ｎ２：５′－ＴＴＡＴＧＡＧＴ
ＣＡＴＴＣＧＡＡＴＡＣＧ－３′。

用于核蛋白抗原基因（Ｎ）植物表达载体构建的引物为
Ｎ３：５′－ＣＣＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＣＣＧＡＣＡＡＧＡＴＴＧ－３′，
含 ＢａｍＨⅠ酶切位点和 Ｋｏｚａｋ序列；Ｎ４：５′－ＣＣＧＡＧＣＴＣＴ
ＣＡＴＡＧＣＴＣＡＴＣＴＴＴＣＴＣＡＧＡＴＴＡＴＧＡＧＴＣＡＴＴＣＧＡＡＴＡＣＧ－３′，
含ＳａｃⅠ酶切位点和ＳＥＫＤＥＬ序列。
１．３　酶和试剂

ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨ、Ｓａｃ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自ＴａＫａＲａ生物工程
公司。ＰＣＲＭａｓｔｅｒ系统为ＴａＫａＲａ公司产品。其他试剂均为
国产分析纯或试剂纯。

１．４　核蛋白抗原基因（Ｎ）ｃＤＮＡ的ＰＣＲ扩增
以Ｎ１和 Ｎ２为引物，Ｔｒｉｚｏｌ方法提取总 ＲＮＡ，以总 ＲＮＡ

为模板反转录为 ｃＤＮＡ，然后再以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＲＴ－
ＰＣＲ扩增。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，
５２℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃延伸８０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．５　核蛋白抗原基因（Ｎ）ｃＤＮＡ的ＰＣＲ产物的连接转化

由于ＰＣＲ产物的３′端多了一个不依赖于模板组成的脱
氧核苷酸 Ａ，所以利用 Ｔ－Ａ互补原理将 ＰＣＲ产物与
ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，将ＰＣＲ产物用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收
试剂盒回收，然后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，最后将连接产物转
化大肠杆菌ＤＨ５α。
１．６　ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｎ重组质粒的筛选与鉴定

挑取若干个转化子，分别于６ｍＬＬＢ液体培养基中培养
１２～１６ｈ，碱裂解法抽提质粒后经１％凝胶电泳，根据ＤＮＡ分
子量的大小，初步筛选阳性质粒；然后取初步筛选的阳性质粒
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