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　　摘要：猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）可感染各阶段的猪，使患病动物出现水样腹泻、呕
吐，并伴随厌食和精神沉郁等临床症状，对哺乳仔猪危害尤为严重。为了解河南某猪场 ＰＥＤＶ流行毒株 Ｓ１基因的变
异情况，以江苏农牧科技职业学院动物药学院实验室保存的感染ＰＥＤＶ临床病料为样本，对其进行Ｓ１基因扩增、克隆
以及序列分析。对Ｓ１基因的进化分析结果显示，该猪场ＰＥＤＶ分离株Ｓ１基因推导的氨基酸序列之间的同源性高达
９９％，ＢＬＡＳＴ搜索结果显示与ＡＨＣＺ－２株的相似性最高，将获得序列与经典毒株ＣＶ７７７相比在第５７位插入了４个氨
基酸ＮＱＧＶ，在第１３４位插入１个氨基酸Ｄ，而在第１５７、１５８位缺失２个氨基酸，在中和表位区域共有１１处氨基酸突
变，与国内其他毒株均位于Ｇ２－ｂ进化分支，研究结果为进一步掌握该地ＰＥＤＶ的流行毒株和毒力变异情况提供了理
论依据。
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　　猪流行性腹泻（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａ，ＰＥＤ）以急性肠
炎为特征，在仔猪常由于致死性水样腹泻导致脱水死亡的高

致死率疾病［１］。病原为猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ），该病毒
可感染各阶段的猪，使患病动物出现水样腹泻、呕吐，并伴随

厌食和精神沉郁等临床症状。仔猪的感染率可达１００％，而
母猪则不一定［２］。腹泻时的排泄物可在４８ｈ内检测到ＰＥＤＶ
病毒，甚至有时可延长至４周。ＰＥＤＶ可感染１周龄以内仔
猪，引起严重水泄和３～４ｄ呕吐，随后出现严重脱水和电解
质失衡而造成死亡，平均死亡率可达到５０％，在１～３日龄仔
猪死亡率甚至可达到１００％，然后降低至１０％。虽年龄大一
点的猪比１周龄以内的仔猪初发时发病更轻，然而 ＰＥＤＶ影
响育肥猪的生长。母猪可能不会腹泻，但是通常会显示抑郁

和厌食［３］。

ＰＥＤＶ是一个大的有囊膜 ＲＮＡ病毒，属于尼多病毒目
（Ｎｉｄｏｖｉｒａｌｅｓ）冠 状 病 毒 科 （Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ）冠 状 病 毒 属
（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ）成员，其基因组共约２８ｋｂ，拥有５′端非翻译区
和３′端非翻译区，共编码至少 ７个开放阅读框（ＯＲＦ１ａ，
ＯＲＦ１ｂ，ＯＲＦ２～６）其中 ＯＲＦ１ａ和 ＯＲＦ１ｂ共占了整个基因组
５′端２／３用于编码非结构蛋白。剩余的３′端的基因共编码４
个结构蛋白，分别是纤突蛋白（Ｓ）、膜蛋白（Ｍ）、小膜蛋白（Ｅ）
和核衣壳蛋白（Ｎ）。其中 Ｓ蛋白是病毒子包膜主要的
ｅｎｖｅｌｏｐｅⅠ型糖蛋白，与病毒入侵以及刺激并诱导宿主产生
中和性抗体密切相关。Ｓ蛋白可划分为 Ｓ１（１～７３５ａａ）和 Ｓ２

（７３６～１３８３ａａ）２个结构域，蛋白 Ｓ１结构域对于识别 ｐＡＰＮ
受体至关重要。ＰＥＤＶ进入细胞始于与ｐＡＰＮ结合，随后通过
直接膜融合的方式与靶细胞完成内化的过程，随后并脱壳释

放病毒基因组进入细胞内开始复制［４－６］。

另有研究表明，冠状病毒 Ｓ蛋白的变异将会导致其宿主
范围、组织细胞培养基毒力发生改变。其中存在较高变异性

的主要是 Ｓ１基因，不同分离株 Ｓ１基因间存在不同程度的核
苷酸插入、突变和删减等现象，进而改变病毒原始抗原特性，

因此常被用来研究不同时间和地区流行毒株的亲缘关系［７］。

本研究于２０１７年１２月至２０１８年３月在江苏农牧科技
职业学院动物药学院实验室开展，主要对该实验室保存的猪

流行性腹泻病料进行 Ｓ１基因克隆，并运用 ＤＮＡＭＡＮ、ＭＥＧＡ
等基因分析软件进行序列分析，为进一步掌握 ＰＥＤＶ的流行
毒株和毒力变异情况提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品的采集
试验用病料为笔者所在实验室保存的感染流行性腹泻病

毒仔猪肠道样品。

１．２　试剂
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＯｎｅＳｔｅｐＲＴ－ＰＣＲＫｉｔＶｅｒ．２（ＤｙｅＰｌｕｓ）一

步法ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、ＥＸＴａｑ酶、ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００、ＭａｒｋｅｒＤＬ
５０００、ｐＭＤ１８－Ｔ载体等，均购自 ＴａＫａＲａ宝日医生物技术有
限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；普通质粒提取，购自
天根生化科技有限公司；琼脂糖，购自西班牙Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；其
他试剂均为国产分析纯。

１．３　样品处理及ＲＮＡ提取
取保存病料的小肠组织加入适量液氮进行研磨稀释后，

于４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。吸取离心后上清液按照
Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取 ＲＮＡ的操作步骤进行，最后将 ＲＮＡ溶解至
ＤＥＰＣ水溶液中，于－２０℃保存。
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１．４　引物的设计
根据ＣＶ７７７毒株 Ｓ基因序列作为参考，采用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０

软件进行引物设计，引物序列为：Ｓ１－Ｆ：５′－ＧＣＴＴＧＴＴＧＡＡＧＡＡ
ＴＧＧＴＡＡＧＴＴＧＣ－３′；Ｓ１－Ｒ：５′－ＡＧＣＣＴＧＣＴＣＴＧＡＡＡＡＡＧＡＡＣＡ
Ｔ－３′，送上海生工生物工程有限公司进行引物合成。
１．５　反转录及基因的ＰＣＲ扩增

根据试剂盒操作说明，配制 ＲＴ－ＰＣＲ反应液，将一步法
酶混合物、Ｂｕｆｆｅｒ、引物、提取的 ＰＥＤＶ总 ＲＮＡ及 ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ配制成２５μＬ反应体系，按照以下程序放入 ＰＣＲ仪进
行反应，扩增条件为：５０℃ ３０ｍｉｎ，９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５８℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ，反应结束后吸
取５μＬ反应液进行１．５％的琼脂糖凝胶电泳。
１．６　Ｓ１基因的克隆

电泳检测条带和目的条带一致后，吸取 ＰＣＲ反应混合液
３μＬ，ｐＭＤ－１８Ｔ载体１μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，灭菌水１μＬ，混合均
匀后置于１６℃连接２ｈ，并转化至ＪＭ１０９感受态细胞，进行蓝
白斑筛选，采用ＰＣＲ法进行鉴定，鉴定成功后将阳性菌株送
上海生工生物工程有限公司进行测序。

１．７　序列分析
将测序得到序列采用ＤＮＡＭＡＮ软件进行翻译。对翻译

推导所得的蛋白质序列进行 ＢＬＡＳＴｐ分析、并与经典毒株
ＣＶ７７７序列进行多序列比对，并分析其突变位点。最后与近
年国内外流行的毒株进行多序列比对，采用 Ｍｅｇａ软件进行
进化树构建，选择毒株信息见表１。

２　结果与分析

２．１　ＰＥＤＶＳ１基因的扩增及克隆
将提取的ＰＥＤＶＲＮＡ样品进行反转录ＰＣＲ扩增，结果显

示目的条带约２１８８ｂｐ，将 ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ－１８Ｔ载体进行
连接，并转化至Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９感受态细胞中，采用 ＰＣＲ方法
对重组质粒进行鉴定，将鉴定结果为阳性的克隆菌株送测序

公司进行序列测定，ＰＣＲ扩增结果见图１。
２．２　ＰＥＤＶＳ１基因的序列分析

通过测序得到 ３条 Ｓ１序列，分别命名为 ＣＨ／ＨＮＺＫ１、
ＣＨ／ＨＮＺＫ２、ＣＨ／ＨＮＺＫ３，长度均为２１８８ｂｐ，共编码约７２０个
氨基酸，３株ＰＥＤＶ分离株Ｓ１基因的核苷酸序列和推导氨基
酸序列相似性为９９％。对３条Ｓ１基因核酸序列进行 ＢＬＡＳＴ
搜索，结果均与ＡＨＣＺ－２株的相似性最高，高达９９％。

将推导氨基酸序列与经典毒株 ＣＶ７７７相比，在第５７位
插入了４个氨基酸ＮＱＧＶ，在第１３４位插入１个氨基酸 Ｄ，而
在第１５７、１５８位缺失２个氨基酸，与王飞等报道的我国部分
地区 ＰＥＤＶＳ基因的蛋白序列［８］相似。进一步采用 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｏｍｅｇａ在线软件对所得３个 Ｓ１基因推导蛋白质序列和经典
毒株ＣＶ７７７的序列进行多序列比对发现，在中和表位区域
（４９９～６３８ａａ）共有１１处突变，分别是５１７位 Ａ→Ｓ，５２１位
Ｌ→Ｒ，５２３位Ｓ→Ｇ，５２７位 Ｖ→Ｉ，５４２位 Ｄ→Ｇ，５４９位 Ｔ→Ｓ，
５９４位Ｇ→Ｓ，６０５位 Ａ→Ｅ，６１９位 Ｆ→Ｓ，６２１位 Ｋ→Ｔ，６３５位
Ｉ→Ｖ。而在预测的２处受体结合域（２５～８８ａａ、２４９～５２９ａａ）
分别有１０处以上氨基酸突变或插入和缺失。具体突变氨基
酸位点见表２。

表１　序列比对ＰＥＤＶ参考毒株信息

毒株名称
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

来源
分离

年份

ＣＶ７７７ ＡＦ３５３５１１ 比利时 １９７７
Ｃｈｉｎｊｕ９９ ＡＹ１６７５８５ 韩国　 １９９９
ＬＺＣ ＥＦ１８５９９２ 中国　 ２００６
ＣＨＧＤ－０１ ＪＮ９８０６９８ 美国　 ２０１１
ＨｕＮ ＪＱ５１７２７４ 中国　 ２０１１
ＩＳＵ１３－２２０３８－ＩＡ－ｐａｓｓａｇｅ３ ＫＦ６５０３７４ 美国　 ２０１３
ＬＪＢ ＤＱ９８５７３９ 中国　 ２００６
８３Ｐ－５ ＡＢ５４８６１８ ２０１１
ＣＨ／ＦＪＮＤ－１ ＪＮ５４３３６７ 中国　 ２０１３
ＣＨ／ＳＤＱＤ ＪＱ６３８９１９ 中国　 ２０１１
ＣＨ／ＪＬＧＺＬ ＪＱ６３８９２３ 中国　 ２０１１
ＶＮ／ＪＦＰ１０１３＿１ ＫＪ９６０１７８ 越南　 ２０１３
ＣＨ８ ＪＱ２３９４３６ 中国　 ２０１１
ＣＨ／ＫＦ ＪＱ２５７００５ 中国　 ２０１１
ＫＨ ＡＢ５４８６２２ 日本　 ２０１１
Ｓｐｋ１ ＡＦ５００２１５ 韩国　 ２０１１
ＮＪ０２ ＫＣ８７９２７９ 中国　 ２０１３
ＤＲ１３ ＤＱ８６２０９９ 韩国　 ２００６
ＪＳ－２００４－２ ＡＹ６５３２０４ 中国　 ２０００
ＤＲ１３ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ＤＱ４６２４０４ 韩国　 ２００６
ＹＳ ＪＱ７７１７５３ 中国　 ２０１２
ＨＺＸＳ－２ ＫＦ２９４２５５ 中国　 ２０１３
ＫＮＵ－０８０１ ＧＵ１８０１４２ 韩国　 ２００９
ＫＮＵ－０８０２ ＧＵ１８０１４３ 韩国　 ２００９
ＭＫ ＡＢ５４８６２４ 日本　 １９９３
ＵＳＡ／Ｃｏｌｏｒａｄｏ ＫＦ２７２９２０ 美国　 ２０１３
ＣＮＵ－０９１２２２－０１ ＪＮ１８４６３４ 美国　 ２０１３
ＳＨ ＪＱ７７１７５１ 中国　 ２０１１
ＶａｃｃｉｎｅＣＶ７７７ ＪＮ５９９１５０ 中国　 １９９４
ＣＨ／Ｓ ＪＮ５４７２２８ 中国　 １９８６
Ｂｒｌ／８７ Ｚ２５４８３ 英国　 １９８７
ＪＳ－ＨＺ２０１２ ＫＣ２０１１４７ 中国　 ２０１２
ＡＨＳＺ－２ ＫＵ７４３２９６ 中国　 ２０１４
ＣＨ－ＱＴＣ－０１－２０１５ ＫＲ２９６６７０ 中国　 ２０１２
ＣＨ－ＳＣＡＹ－２０１４ ＫＵ９７５４０５．１ 中国　 ２０１１
ＹＣ２０１４ ＫＴ４２８８７９．１．１中国　 ２０１４
ＣＨ／ＧＤＺＨ０２／１４０１ ＫＲ１５３３２５．１ 中国　 ２０１５
ＣＨ－ＹＹＣ－２０２５ ＫＴ３８８４１０．１ 中国　 ２０１３
ＣＨ／ＨＢＳＮ／２０１２ ＪＸ０１８１８３．１ 中国　 ２０１０
ＨＢＸＹ１ ＫＹ７７５０４０．１ 中国　 ２０１１
ＭＥＸ／ＰＵＥ／０１ ＫＹ８２９０００．１ 墨西哥 ２０１６
ＭＥＸ／ＪＡＬ／０３ ＫＹ８２８９９８．１ 墨西哥 ２０１６
ＯＮ／０１８ ＫＭ１８９３６７ 加拿大 ２０１４
ＳＫ／０３０ ＫＭ１９６１０９ 加拿大 ２０１４
ＶＡ／ＶＡＰ１１１３－１ ＫＪ９６０１７９ 越南　 ２０１３
ＵＳＡ／Ｔｅｘａｓ３１ ＫＪ６４５６３９ 美国　 ２０１３
ＳＫｏｒｅａ－ＫＵＬＤＬ－ＰＥＤ－２０１４－００１ ＫＪ５８８０６４ 南韩　 ２０１４
Ｍｅｘｉｃｏ－ＭＥＸ－１０４－２０１３ ＫＪ６４５７０８ 墨西哥 ２０１３
ＵＳＡ／Ｉｏｗａ２３．５７／２０１３ ＫＪ６４５６４９ 美国　 ２０１３
ＯＨ－ＯＨ８５１／２０１４ ＫＪ３９９９７８ 美国　 ２０１４
Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ５２／２０１３ ＫＪ６４５７０４ 美国　 ２０１４
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表２　Ｓ１基因片段氨基酸变异情况

突变

位置

突变

氨基酸

突变

位置

突变

氨基酸

突变

位置

突变

氨基酸

２ Ｒ→Ｋ １２６ Ｄ→Ｓ ２８８ Ｙ→Ｆ
５ Ｉ→Ｔ １２７ Ｎ→Ｉ ２９８ Ｈ→Ｑ
１０ Ｌ→Ｆ １３４ Ｖ→Ａ ３００ Ｍ→Ｉ
１５ Ｐ→Ｓ １３５ －→Ｄ ３１０ Ｄ→Ｑ
１７ Ｌ→Ｐ １５２ Ｙ→Ｈ ３５６ Ｉ→Ｔ
２７ Ｑ→Ｓ １５４ Ｒ→Ｓ ３５８ Ａ→Ｔ
２８ Ｓ→Ａ １５５ Ｄ→Ｇ ３６５ Ｅ→Ｑ
２９ Ｔ→Ｎ １５６ Ｇ→－ ４５４ Ｓ→Ａ
５５ Ｓ→Ｉ １５７ Ｋ→－ ５１７ Ａ→Ｓ
５６ Ｍ→Ｇ １５８ Ｄ→Ｈ ５２１ Ｌ→Ｒ
５７ Ｎ→Ｅ １５９ Ｉ→Ｓ ５２３ Ｓ→Ｇ
— ＮＱＧＶ １７４ Ａ→Ｓ ５２７ Ｖ→Ｉ
５８ Ｓ→Ｖ １８２ Ｌ→Ｆ ５４２ Ｄ→Ｄ，Ｇ
６０ Ｓ→Ｔ １９２ Ｒ→Ｋ ５４９ Ｔ→Ｓ
６４ Ｇ→Ａ １９６ Ｒ→Ｓ ５９４ Ｇ→Ｓ
６５ Ｔ→Ｇ １９７ Ｒ→Ｇ ６０５ Ａ→Ｅ
６６ Ｇ→Ｌ １９８ Ｓ→Ｇ ６１９ Ｆ→ＦＳ
６７ Ｉ→Ｈ ２０６ Ｔ→Ｅ ６２１ Ｋ→Ｔ
６８ Ｅ→Ｐ ２２３ Ｙ→Ｅ ６３５ Ｉ→Ｖ
７８ Ｌ→Ｖ ２２５ Ｅ→Ｑ ６６１ Ｔ→Ｔ，Ｉ
８０ Ｙ→Ｈ ２３２ Ｔ→Ｉ ６６７ Ｉ→Ｆ
８２ Ｄ→Ｒ ２４２ Ｄ→Ｅ ６８６ Ｖ→Ｉ，Ｖ
８３ Ｓ→Ｇ ２４３ Ｓ→Ｐ ７０７ Ｎ→Ｄ
８５ Ｑ→Ｈ ２６６ Ｌ→Ｖ ７２４ Ｎ→Ｓ
１１６ Ｉ→Ｔ ２８４ Ｉ→Ｍ ７５６ Ｙ→Ｓ

２．３　ＰＥＤＶＳ１蛋白遗传进化分析
主要选择ＰＥＤＶ经典毒株 ＣＶ７７７，中国周边各国的疫苗

株、经典流行株，及近年来在我国境内分离到的部分毒株与本

试验克隆所得到的３株 ＰＥＤＶ毒株 Ｓ１基因推导氨基酸序列
进行多序列比对，并利用 ＭＥＧＡ５软件，Ｎ－Ｊ法进行遗传进
化树的构建，结果见图２。

利用筛选得到的共５０株代表毒株及本研究获得的Ｓ１蛋
白氨基酸序列构建遗传进化树，可见进化树可分为 Ｇ１和 Ｇ２
２个大分支，每分支可划分为 ａ、ｂ２小分支，本次试验所得３
株Ｓ１蛋白均位于 Ｇ２－ｂ分支，位于同一分支的还有中国境
内 ＹＣ２０１４、ＣＨ／ＧＤＺＨ０２／１、ＣＨ－ＳＣＡＹ－２０１４、ＨＢＸＹ－１、
ＣＨ－ＱＴＣ－０１－２０１５和美国流行株 ＵＳＡ／Ｃｏｌｏｒａｄｏ、ＣＨＧＤ－

０１，提示与本次分离毒株关系较近。韩国经典毒株Ｃｈｉｎｊｕ９９、
ＮＪ０２、ＫＮＵ－０８０１和日本的 ＫＨ野猪毒株均位于 Ｇ２－ａ分
支。美国流行的经典株 ＣＶ７７７以及 ＬＺＣ、ＤＲ１３、Ｂｒｌ／８７等均
位于Ｇ１－ａ分支，ＣＨ／ＪＬＧＺＬ／２０１１、ＪＳ－２００４－２位于 Ｇ１－ｂ
分支，而与乔涵等报道的河南分离株均位于Ｇ２［９］分支相似。

３　讨论

ＰＥＤＶ于１９８２年日本首次报道后便在亚洲各国迅速流
行。２０００年以后，ＰＥＤＶ在菲律宾、泰国、越南和我国台湾等
地报道日益增加［１０－１１］。在９０年代早期，经典毒株 ＣＶ７７７的
灭活苗在中国广泛被应用，直到 ２０１０年 ＰＥＤ只有少数暴
发［１２］。但是，在２０１０后期ＰＥＤ的流行在养猪大省死灰复燃，
我国科学家对这段时间ＰＥＤＶ的分子流行病学进行了大量调
查。从２０１１年２月至２０１４年３月，我国进行了除西藏、海南
和港、澳、台的２９省的大规模调查。样品阳性率从６１．１％到
７８．４９％，猪场阳性率在７１．４３％～８３．４７％［１３］。

２０１７年３月在河南周口某猪场出现大量哺乳仔猪腹泻，
通过对仔猪肠道样品进行 ＰＣＲ以及血清 ＥＬＩＳＡ检测确定本
次为ＰＥＤＶ感染。由于ＲＮＡ聚合酶缺乏矫正功能，所以ＲＮＡ
病毒容易发生变异［３］。ＰＥＤＶ的 Ｓ基因为纤突蛋白基因，是
结构蛋白中最大的基因，是主要的免疫蛋白基因，能诱导机体

产生抗体。而Ｓ基因可变区主要集中在 Ｓ１区（１～７３５ａａ），
因此通常分析Ｓ１蛋白的序列变化情况来研究 ＰＥＤＶ的遗传
进化关系。本研究对采集的样品进行了 Ｓ１基因的扩增和进
化分析，结果显示３份样品的Ｓ基因与疫苗株ＣＶ７７７相比相
似性在９９％，虽然表现出极高的相似性，但是这３株新分离
毒株相对经典疫苗株在中和表位区域（４９９～６３８ａａ）［１４］共有
１１处氨基酸突变，有研究报道在该结构域氨基酸突变易影响
Ｓ蛋白的疏水性［１５］。尤其值得注意的是被检毒株 Ｓ１蛋白中
和表位区域的５４９位 Ｔ→Ｓ、５９４位 Ｇ→Ｓ突变现象，５４９位和
５９４位为 Ｓ蛋白的中和表位结构域，这些位置的突变可能和
免疫动物发病具有重要联系，我国自２０１１年后分离的 ＰＥＤＶ
这２处均突变为丝氨酸，而与 ２００２—２００９年期间分离到的
ＰＥＤＶ毒株２处的突变情况差异较大［１６］。

在２０１０年后的这些年，属于 Ｇ１－ｂ基因群的新的变异
毒株在中国被首次报道。另外，免疫动物的 ＰＥＤ暴发使
ＣＶ７７７毒株疫苗的保护性产生了质疑。至此，ＰＥＤＶ在中国
的不同地区流行被陆续报道。目前，中国ＰＥＤ暴发主要是由
于Ｇ１ｂ变异株和与 ＣＶ７７７不同基因型的 Ｇ２流行野毒［１７］。

对此次分析的３株ＰＥＤＶ病毒进行遗传进化分析显示均属于
Ｇ２－ｂ分支，从亲缘关系看与在河南省附近其他省份分离到
的ＰＥＤＶ毒株亲缘关系较近。这与周兵强等分析的 Ｍ基因
和ＯＲＦ３基因结果［１８］一致，与经典毒株以及疫苗株均发生了

变异，而与２０１０年后国内流行的大多数毒株的同源性较高。
本研究对进一步跟踪监测河南省 ＰＥＤＶ分子流行特征，以及
制定综合防控措施和新疫苗的研发具有重要意义。
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芒果 ＭｉｎＳＰＰ基因的克隆及表达载体构建
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　　摘要：磷酸蔗糖磷酸酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）是合成蔗糖的关键酶，为了研究其在芒果果实中蔗糖合成
的作用机制，从芒果果肉中克隆得到１个与蔗糖合成相关的基因，将其命名为ＭｉｎＳＰＰ，其ｃＤＮＡ全长序列为１５６１ｂｐ，
开放阅读框为１２７５ｂｐ，编码４２４个氨基酸，蛋白质分子量为４８．４６ｋｕ，等电点为５．３４，对ＭｉｎＳＰＰ基因编码的蛋白进
行系统发育分析，发现其与克莱门柚具有较近的亲缘关系。采用ｑＲＴ－ＰＣＲ对该基因在后熟处理的贵妃芒果肉中的
表达量进行分析，结果显示从青熟期到成熟期芒果果肉中该基因表达量逐渐上升，从成熟期到完熟期芒果果肉表达量

逐渐降低，其中成熟期芒果果肉中表达量较高。本研究深入了解了芒果蔗糖合成的分子机制，进一步构建了 ｐＢＩ１２１
－ＭｉｎＳＰＰ过表达载体，为ＭｉｎＳＰＰ的功能鉴定奠定了理论基础。
　　关键词：芒果；ＭｉｎＳＰＰ基因；分子机制；蔗糖合成；甜度；克隆；表达载体构建
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　　在高等植物中蔗糖是光合作用的产物，在植物的生长、发
育、储存、信号转导等方面具有运输糖的核心作用［１－２］。蔗糖

磷酸合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，简称 ＳＰＳ）和磷酸蔗
糖磷酸酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，简称 ＳＰＰ）是蔗糖合

成中的关键酶［３］，且２种酶都已定位于光合作用和储存细胞
的胞质溶胶中［４－６］。蔗糖合成途径是以二磷酸尿苷葡糖

（ＵＤＰ－Ｇｌｃ）和６－磷酸果糖（Ｆ６Ｐ）为底物，蔗糖磷酸合成酶
（ＳＰＳ）催化生成６－磷酸蔗糖（Ｓ６Ｐ），６－磷酸蔗糖（Ｓ６Ｐ）在磷
酸蔗糖磷酸酶（ＳＰＰ）催化下水解形成蔗糖和磷酸根离
子［７－８］。其中ＳＰＳ的催化反应是可逆的，在最后一步中 ＳＰＰ
的催化反应是不可逆的，而 ＳＰＳ和 ＳＰＰ又是以复合物的形式
存在的，所以认为ＳＰＳ和ＳＰＰ共同催化蔗糖合成反应是不可
逆的［９－１０］。

磷酸蔗糖磷酸酶（ＳＰＰ）既是催化蔗糖合成途径的最后一
步，也是光合碳同化途径中的最后一个酶［１１－１２］，与 ＳＰＳ相比
有关ＳＰＰ的研究报道相对比较少。相关研究表明，在植物体
内ＳＰＳ和 ＳＰＰ是以复合体的形式存在的，ＳＰＰ催化生成
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