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两个猪瘟病毒野毒株gp55基因抗原编码区序列的分析及比较 
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撮 蔓 利用反转录一PCR方法扩增了吉林省猪瘟病毒(HCV)两个野毒株gp55基因的主要保护 

性抗原蝈码区，并将其克隆到pG．EM—T载体中．然后用 n艚 双脱氧法测定了其棱苷酸序列，并 

推导了其氨基酸序列。将测定的这两十 HCV野毒株的部分序捌(350hp)与国内外已知的 HCV序 

列进行比较．结果表明：这两十野毒株的棱苷酸序列构同源性为94．9％，氨基酸序刊同源性为97．4％， 

与 1985 1992年意太和J中部分离4十野毒株的同拐[性明星高于其它 Hcv毒株．棱苷酸同源性分 

别为 97．2％～98．3％和．94 O％～94 9％，氨基酸同源性分别为 98．3％～99．1％和 卯．4％～98．3％． 

而与我目的HCV标准强毒株即石门株的棱苷酸同源性仅分别为83．1％和83 1％．氨基酸同源性 

仅分别为90．6％和91．4％。因此认为吉林省这两十野毒株与意丈利中部的4／1-野毒株具有密切 

愿 关_ ，_§E塞蛊奎 !! ! 兰里，蜃型坌堑
．： 麟缝  

猪瘟(Hc)是我茸措的最重要传染病之一，其病原体是猪瘟斓『毒 属黄病毒科瘟病毒属成 

员 J。虽然在我国应用兔化弱毒疫苗较好地控制了猪瘟疫情，但各地仍有猪瘟的散发和流 

行．其原因是复杂的。野毒株在大规模免疫接种的压力下发生抗原变异，逃避疫苗保护性免 

疫，可能是导致免疫失败的重要原因之一。 

猪瘟病毒(HCV)只有一个血清型．但用单克隘抗体(McAb)可以将HCV区分为不同的毒 

株。对能引起猪瘟暴发流行的猪瘟病毒株进行流行病学跟踪研究，是成功消灭猪瘟的重要前 

提。且手 cAb可能只对少数具有高免疫原性的位点呈现反应性，仅反复地作用于该病毒的 
一

小部分区域，因此应用 McAb难以全面和深入地阐明 HCV及其相关病毒的内在结构、组成 

和相互关系 2】。 

PCR技术与核酸序列测定技术相结合，F,~r-泛用于如丙型肝炎病毒口l、墨苹病毒【 、牛 

病毒性腹援病毒【5l、口蹄疫病毒【6]等多种病毒的分子流行病学研究。Lowing等[ 和Hof~mn 

等 采用浚技才 分别对意大利和瑞士最近几年发生的猪瘟进行分子流行病学研究，结果表 

明：7年闻从意大利分离的HCV野毒株可以分为两个亚型而与另一亚型(包括Weybridge和 

fort187两个标准株)，在序列上有明显的差异；瑞士最近几年发生的猪瘟至少由两种不同亚 

型的 }ICv野毒株}i起。 

本研究在测定了我国猪癍腐毒标准强毒石门株和兔化弱毒株主要保护性抗原 辨55基因序 
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列的基础上．首次完成了国内两个 Hcv野毒株ggs5基因抗原决定区的克隆和序列分析，并与国 

内外已知的 HCV序列进行了比较．对它们存在的差别和关系在分子水平上进行了分析。 

材料和方法 

1 猪瘟病料 1995年 7月和 1996年 1月长春市郊区和吉林市效区某猪场分别送来病猪，临床症状、病理剖 

检均被诊断为典型的急性猪瘟，免疫荧光染色、电镜负染均为阳性。选择脾或淋巴结作为 PCR检测病料。 

2 病毒 RNA撮取 采用异硫氰酸腻一步法从猪瘟病料(脾或淋巴结)中提取总 RNA。 

3 引物的设计与台成 根据HCV Alfort株Ⅲ与Brescia株 圳的基因组序列．化学合成一对简并引物。其中 

引物 Pe0 5 端后 l9个碱基位于 Brescia株的 2428～2436．PaⅢl【位于 Brascia株的 2992 3011。 

Pe0 5 CAT~ AGCCTGc／tAAGGAAG 3 

Pa 5 GTCACTGGt／gTCGCCTTTc／tAC 3 

4 RT—PCR 取适 量 HCV RNA．分别加入引物 、反转录酶缓冲液、dNTP、RNasin和 AMV(Promega)· 

42℃水浴1 h。再取适量反转录产物，加入引物pe0、Pa等按常规方法以95℃ Irain、37℃ 2 rain、73℃ I rain、 

1个循环，随后以95℃ 40"、51℃ 1min,73℃ 1min．35个循环，最后 73℃延伸1Orain。扩增产物于 2％琼 

脂糖凝睦上进行电泳。 

5 扩增片段的克隆和序捌分析[Jl 用标准方法将扩增片段纯化后或直接克隆劐 pGEM—T载体(按 

Promega操作说明进行)。克隆后用 Promega Taq测序试剂盘或 Pharmacia” 铡序试剂盘对扩增片段进行序 

列测定。 

6 桉苷酸与善基酸的序列对比与分析 将测得的棱苷酸序列与推导的氨基酸序列与其它 HCV株进行同源 

性比较，根据各 HCV株的核苷酸序刊用 DNAsis计算机分析软件(Hitachi SoftwmmEngineerir~gCo．Ltd)~行系 

统树分析。 

结 果 

1 长春、吉林两个野毒株的核苷酸和氧基酸序列 

琼脂糖凝胶电泳表明，以Pe0，Pa为引物用 RT—PCR法成功地从长春、吉林两地收集的 

猪瘟病料提取的 RNA中扩增出了与预计大小(588bp)相符的片段(电泳圈略)。将 PCR产物 

直接克隆到 pGEM—T载体中，然后用双脱氧法进行 寰1}Ic、 糠的毫奢跫GenB 董晕 

了序列测定。核苷酸序列测定结果见图l。由核苷酸 Off ： 】= ： 
序列推导的氨基酸序列见图 2。 

2 核苷酸和氧基酸序列比较 

将测得 HCV长春、吉林野毒株序列中的 5 端 

350bp及其编码的氨基酸序列(N端 116aa)与国内外 

已知的其它 HCV毒株相应序列进行同源性比较。各 

毒株来源及在 GenBank中的编号见表 l，同源性比较 

结果见表 2和表 3。最后我们根据各 HCV株的核苷 

酸序列用 DNAsis计算机软件进行了系统树分析，结 

果见图 3。结果表明：这两个野毒株的核苷酸序列及 

氨基酸序列，与 1985～1992年意大利中部分离的4个 

野毒株的同源性明显高于其它 HCV毒株，它们归于 
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同一基因型，而我国的 HCV标准强毒石门株刚位于另一基因型 
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101 ····---··· ·········- ···---t--· ·········· ·t0······· 

151 CAcrrAAT~T GGI"rAGTAGG 磕m  鼬 CATCATI'6CA TAAGAB{~ r 

151 ·C-⋯ ⋯ I ．·-⋯ -⋯ ·⋯ ··-·̂ · 川 ’-．-川 ··⋯ t·'·- 

201 CTACOCAOCr CA6"t~AOk1"r B^̂CrCrr̂ Tn)eAC~ AA CC．A(X)~ T 

201 it·⋯ ·⋯  ·mA,⋯ · ⋯ ．-I⋯ C---⋯ ·O⋯ ··⋯ ··· 
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寰3 Oc摊和JI 摊与其它 HCV摊鼻基簟序列同谭性比较 

Table 2 Comparison o／homology of the孤 m  acid se口一 ces of HCV stralns 0C and JL with at1】 

讨 论 

在我国，猪瘟仍是猪的头号传染病，但是在分子水平上对猪瘟传播、演变及病毒的遗传变 

异情况还缺乏了解，因此，很有必要在我国进行猪瘟的分子流行病学研究．从而为猪瘟的防治 

提供理论依据。 

本研究所扩增的片段是 HCV主要保护性抗原决定簇编码区，位于主要保护性抗原 gp55 

基因5 端一半。与猪瘟病毒同属的牛病毒性腹泻病毒相对应的 gp53在抗原上的变异，正是导 

致该病逃脱免疫保护的原因 】，因此分析和比较所扩增片段的序列，不仅可以进行 HCV分子 

流行病学研究，而且可以分析 HCV抗原的变异性．进而在分子水平探讨 HC免疫接种失败的 

原因。 ． 

将测得的长春(CC)、吉林(JL)Hcv野毒株的核苷酸序列柑氨基酸序列，与国内外已知的 

其它 HCV相应序列进行比较。这两个野毒株的核苷酸序列的同源性为 94．9％，它们分别从 

相距 100公里左右的长春市郊区和吉林市郊区收集．时间也仅差约半年，可是核苷酸序列却有 

明显的差异，这种差异的产生可能是毒株的变异所致，也可能是来源不同所引起。CC株和 JL 

株与意大利中部的4个野毒株(c1w、c2w、C3D和 G4D)之间的同源性分别高达 97．2％--98．3％ 

和 94．O％--94．9％，可以归于同一基因亚型．因此可以推测吉林省近几年和意大利中部 1985 

～ 1992年发生的猪瘟具有密切的关系，有必要进行深入调查研究。 
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cc株和 JL株与我国的 HCV标准弱毒株即石门株的核苷酸同源性仅分别为 83．1％和 

83 1％，氨基酸同源性分别为90．6％和91．4％；与吉林兽医生物制品厂提供的猪瘟兔化弱毒 

株(HcIv)之间的核苷酸同源性分别为81．7％和 踯．9％，氨基酸同源性分别为 86．2％和 87．1％。 

这种差异的产生一方面可能由CC株和儿 株与石门株的来源不同导致，另一方面也可能是变 

异引起。由于所比较的序列为主要保护性抗原决定区，因此这种差异很可能导致抗原性差异， 

从而使 CC株和 儿 株逃脱免化弱毒株的免疫保护，导致不完全免疫甚至免疫失败。另外，由 

于野毒株与标准石门株的氨基酸序列差异可能导致抗原性的差异。日此 目前利用石门株单克 

隆抗体检漏猪瘟野毒株及其抗体看来不够合理．有必要研究出多种野毒株的单克隆抗体。 

总之，本研究在国内首次开展了HCV野毒株的基禹克隆和序列分析，对吉林省CC株和 

JL株的遗传变异情况在分子水平上有一个初步的了解，为广泛开展我国猪瘟的分子流行病学 

打下实验基础，同时也为猪瘟的防治和诊断提供科学依据。 
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Sequence Analysis and Comparison of gp55 antigen encoding region of 

Hog Cholera Virus isolates of Chan gchun an d Jilin 

Li Hongwei Tu Changchun Lu Zongji Jin Kuoshi Yin Zhen 

(ChangcAun University ofAgric tufa[andAnimal Scie~es．Changchun 130062) 

One pair of oligonueleotide primers were designed to amplify the region of hog cholera virus 

(HCV)genome．which corresponds to a 588 bp portion encoding the rrmjor pmt~tive antigen re· 

gion，a part of gp55 protein．The product was amplified from two virus isolates(strains CC and 

JL)which had been responsible for two hog cholera outbreaks in Jilin province in the northeast of 

China．The cDNA products were donsd into pGEM —T vee~r．Nucleotide sequencing was per— 

formed by Sanger s method．A part of the obtained two HCV (CC and JL)sequences．350 bp， 

were compared with other HCV strains．This allowed confidently assigning the two virus isolates 

and 4 virus isolates from the central regions of Italy to a subgroup．But the Chinese standard viru· 

1ent strain Shimen was assigned to another subgroup． 

Key words Hog ch olera virus，Field isolates，gp55 gene，Sequence an alysis 

* F~han Veterinary College．G~ dong Provin~ 
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