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计算机在确定牛病毒性腹泻病毒基因组 

常用限制性内切酶位点中的应用 

陆家疆 王 薇 糜克永 

(武援纺织工学院，武汉‘30o73) (中国科学院武汉崭毒研究所，武 ~430071) 

摄 一 

直 用计算 机测定71种限制性 内切酶在牛病毒性腹 泻病毒 NADL株(BVDV NADL)基 

因组的 eDNA核苷酸序列中酶切位点，结果表 明其中 s8种醇的酶切位点所 在的接苷陵序 

列数，也表明了其中 i3种限铜性内切酶在棱苷陵序列中无酶切位点。这些结果有助于进 

一 步研究BVDY InL株的 eDNA基因库。 

关■调：牛崭毒性腹泻病毒 限制性内切酶 计算机 

牛病毒性腹泻病毒(BVDV)在世界范围内严重影响养牛业的发展Iu。麋克永等人在内 

蒙古羔羊下痢病流行区分离到一株 BVDV E~7，并于1984--1986年间在该病区作了病原调 

查，证明该病毒病原为羔羊下痢病重要的病原之一口’，根据湖南和河南等省的耨查结果， 

该病毒对内地奶牛场的发展影响也很大。为了防治由病毒引起的疾病流行，我们进行了 

BVDV基因探针及基因工程疫苗的研究，建立了含有编码免疫原性蛋白的核酸片段基因 

库。国外 toilet等人完成 了对 BVDV NADL株基因组 克隆插入eDNA核苷酸序列的分 

析，并报道有12537个核苷酸，说明该序列具有编码3988个氨基酸，分子量为 449KD的 

蛋白，且具有免疫原性f"。我们以Co]]ett等人提出的核苷酸序列为基础，应用电子计算 

机技术将核苷酸序列及71种限制性内切酶作用特殊序列片段编制程序输入电子计算机进 

行了研究。 

材 料 和 方 法 

计算执量号：Apollo DN460j使用语言是Fortronl l语言}计算根据为Collett等人提出的核 

苷酸序 捌。 

舅定方法和步■：利用 Collett等人提出的 12537个核苷酸序刊，把它们作为原始数据搔其排 

列顺序输入到每个数组申去 一个数扭分配一个桉苷酸，12537种核苷酸分配了 12537个数组。利用 

循环语句从第 1号数组开始到第 12537号数组作循环计算。根 据限制性 内切酶的讽别序 列 中核苷陵 

的个数 ．取出相 同数目的鼓组进行比较。在相 同的情况下 ，计算机打印出序列的识别号的位置 。在不 

相同的情 况下，直接从 下一号数组开始 循环。这样一直算到第12537号数组为止。例如要确定 PvuI 

限铜性 内切酶的酶切位点的核苷酸 序列 号， 它的识别序列为 CGAT CG．如果计算机 循环到 第 i 
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号数组，刖取出第 i号蓟第 t+5号共六十数组来， 

较，在相同情况下，计算机打出 i+3号数组号来， 

数组开始循环，以便找出另一个序列号来。 

将此六十数组内核苷馥排刊一序与 ccATCG 

这就是PvuI识别位置的序号。 再从靠 i+l号 

按 以上的方法和步骤，我们对71种内切瞎的酶切位点的核苷瞳序列号进行 弼定-得 |I s8种内 

切 瞎的酶切 位点序 列号，并说明另外l3种内切 瞎无酶切位点 

结 果 和 讨 论 

Apollo计算机计算结果获得前58种内切酶作用的核苷酸序列号，列于表 1。 

囊 1 BVDV‘■曩曲eDNA■昔一序一IJ 一切位点曲一定· 

Table 1． The dete rminatlon 0f Ihe restrietlon 0．syme ·jtes iit the tnNA nuelcotide 

seq．eⅢ ● f～ BVDV NADL geⅡⅡⅢd 
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无酶觇位点的 酶 是 aI， AtuI， HaeⅡ， AatⅡ， BstEⅡ， Asp770，ClaI， 

MluI，TehⅢ，MaeⅢ，NacI，SauI，N ral等 13种。从表 l中可以查知 FcoRI， 

Alu I，San3A，HaeⅢ，Atul，Hinf I，Apy I等 14种酶有30个以上酶切位点t这样多 

的酶切位点对于研究基园探针和基因库中各种片段的按酸密码含义是困难的，而PuaⅡ． 

PstI， EcoR I， BamH I， BgI I， BalI， EeoRV， AvaI， BstI， AspT18，KpnI， 

NspⅢ，Stu I，Sea I等仅有4至5个酶切位点，这给我们上述的研究带来了方便。 这 

些酶中的Pstl酶的酶切位点分布在序列号在340．593，9835，12225处，分布比较均匀 ， 

这对于确定有特异性的基因探针片段以及精确测定 12573个核 苷 酸 序 列 的 病 毒 敏惑 

区 ’帮确定编码免疫原性蛋白的基因片段、研制基 因工程疫苗是有很大价值的。 

夏志清 I]和榜学楼等人” 利用计算机技术研究人干扰素编码基因的酶切位点作了报 
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道。我们采用相似方法进行处理 ，但由于我们所处理的核苷酸序列比千扰素编码基因的按 

苷酸序列大得多，所以我们对于 12357个长按苷酸序列采用分段处理方式，解决了因容量 

不足而引起的困难。为了提高计算机检测酶切位点的速度，还作了特殊处理。我们编制的 

程序可以处理无论多长的序列的编码基因，且在较短时间内迅速而正确地完成n种内切 

酶位点的测定。若不用电子计算机，以71种内切酶对这样多的核苷酸进行酶切位点柏分 

析。工作量是难以想像的，因此使用计算机技术发展分子生物学的前景是乐观的。 

我们用来建立 BVDV基因库及 eDNA探针的出发毒株是BVDV InL：慷，该株与Col一 

[ett等人研究 的毒 株 BVDV NADL株在抗原上是相似曲 】。 所以我们认为以电子计算 

机对BVDV NADL株的棱苷酸序列酶切证点的分析结果对我们正在进行的研究是有参考 

价值的。 由于这样， 我 们采用 Pst I酶以及选用含有 Pat I酶切位点的 pUC8质 粒 与 

BVDV核酸的双链eDNA进行重组并进行克隆。建立了该病毒株的eDNA基因库。 
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Applicaion of the (；omputer to Determine Sites of Most 

Restriction Enzymes Used to Assay the Genome of Bovine 

ViralI Diarrhea Virus 
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Mi Ke—yong 
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Using computer to dete rmine site s of 71 species of restriction enzymes 

in the sequence of eDNA from Bovine viral diarrhea virus NADL genome， we 

get the results indic sting numbers of nueleotides Sequences of 58 species。 The 

others 13 species have n0 sites of restriction enzymes in the nueleotide seque— 

rices． These resalts are of heIp to study gene isl0raries of eDNA from BVD V 

I丑L． 
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