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猪瘟病毒石门株 NS2．3基因片段的序列测定及比较 
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摘 要 根据猪瘟病毒 C抹的序列． 计算机辅助设计．化学合 成 1对引物 (PF 5648／PR 6604)． 

应用 RT PCR技术从感染猪血中成功地扩增 了我国猪瘟病毒强毒石门抹 NS2—3基因片段，大小为 

957 bp，位于 Ns3基因的中部 NTPase和 Helicase活性 区。克隆后测序，结果表明该段基因产物具 

有解旋酶超家族全部七个特征性保守序列 ．包括共同的 NTP结台基序 A位点(GXGK1"／s)和 B位 

点(3 hy，2 x)D。序列同源性 比较表 明，石门株与 日本的 ALD和 GPE一抹同源性最高，与其它 3抹 

猪瘟病毒(c株、Brescia株 和 Alfort抹)的同源性 也 很高，井 与 2株牛病 毒性 腹 坞病 毒 (BVDV) 

(NADL株和 SD-1株)也有较高的同源性 ，尤其是由核苷醒序列推导的氨基酸序列，同源性均太于 

90％，是瘟病毒属基因组中最保守的区段，过与该基因产物在病毒复制及聚蛋白前体加工过程中 

所具有的 
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猪瘟是危害养猪业最重要的传染病之一。猪瘟的病原是猪瘟病毒(CSFV)，属于黄病毒科 

瘟病毒属，同属成员还包括牛病毒性腹泻病毒(BVDV)和绵羊边界病病毒(BDV) 瘟病毒基 

因组为单股正链 RNA，长度约为 12．3 kh，含有一个大的开放读码框架(ORF)，编码一个 由约 

4 000个氨基酸残基组成的多聚蛋白。非致细胞病变(NCP)瘟病毒的多聚蛋白经过共翻译 或 

翻译后切割机制 ，由病毒和宿主细胞酶的作用而形成 11种结构蛋白和非结构蛋 白，各产物按 

顺序排列为 NI{，一N 一C-E0一E1一E2一p7．N$2—3一NS4A-NS4B—NS5A—NS5B—COOH⋯。其中 NS2—3 

基因产物(p125)是一个多功能蛋白，NS3部分具有丝氨酸类蛋白酶活性 ．2 J，核苷三磷酸酶活 

性 - 及 解旋酶 活性 · - ，其中蛋 白酶活性对下游各基 因产物 的切割至关重 要 ’ ，而 由 

RNA激活的 NTP酶／RNA解旋酶活性可以在病毒 RNA复制、翻译等过程中解开病毒基因组 

的二级结构 因此，该蛋白在病毒生命周期中至关重要。 

猪瘟病毒石门株是我国猪瘟的标准强毒，1945年在石家庄解放区分离获得，是我国制造 

灭活苗及鉴定、攻毒用标准强毒株。对其序列的测定有助于阐明猪瘟病毒的致病机理、演变规 

律，并为有用基因的利用提供分子基础。我 们扩增 了猪瘟病毒石 门株 NS2—3基因片段，对其 

进行了克隆和测序，并与国外报道的毒株序列作了比较，为我室对石门株 NS2—3基因全序列 

的测定工作奠定了基础，并为以后的基因表达及功能研究提供了嵌据。 
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1 材料和方法 

1 1 病毒的增殖 猪瘟病毒石门株 ／kV1411(04／8／97)购自中国兽药 监察所。用生理盐水 1：10稀释后耳静 

脉接种 2月龄断奶的猪瘟非免疫猪(购 自湖北 省生药厂)。每天 3次检测体温．当俸 温升到最高 而开始下 降 

时，约第 6 7天，前腔静脉采取抗凝血， 30℃冻存。 

1．2 猪瘟病毒 RNA提取 采用异硫氰酸胍 酚一氯仿 步法从猪瘟抗凝血中提取总 RNA。 

1 3 引物设计 根据 已公开报道的猪瘟病毒 C株核苷酸序列_6】，借助计算机辅助设计 了一对引物 PF5648 

(正向引物，位置 5648～5669)和 PR66D4(反向引物，位置 6581～6604)，序列如下 ：PF5648：5 GCA TCA AGT 

GGA ACG GTA GTC G3 ；PR6604：5 CGT CAC TAT GAA GGG CAT L1 T AGG 3 。由上海生工生物工程有 

限公司合成。纯度为测序级。 

1．4 RT-PCR 按照常规方法进行，同时设阴性对照。 

1．5 扩增产物的克隆 按照 Prom~ga公司的 pGEM-T vector systetaa说明书进行。受体 苗为 TG1，由本室保 

存 经蓝／白斑筛选，碱裂解法提取质粒，经限制性 内切酶 (SABC)酶切及 PCR方法鉴定阳性克隆。 

1．6 序列测定 采用 T7和 SP6正向和反向引物进行全 自动测序。 

1 7 序予Ⅱ分析和同源性比较 采用 DNASIS和 PROSIS软件(Hitachi Software En~gineexingCo．Ltd )。 

2 结果 

2．1 PCR扩增及鉴定 PF5648和 PR6604对应的扩增片段长 957bp，位于 NS3的中部，NT— 

Pase及 Heliease活性区⋯。PCR产物经 2％琼脂糖凝胶 电泳，可见一条清晰的扩增带，大小与 

预期的一致，无非特异性扩增。而阴性对照无扩增 我们还采用 PCR技术以扩增片段为棋板 

进行二次扩增，也碍到了大小一致的 目的片段，并与 C株的相应阳性 片段作比较，进一步证实 

已获碍 目的片段(见图 1)。 

2．2 扩增产物的克隆及鉴定 PCR产物经低融点琼脂糖纯化后按 Promega公司的 pGEM—T 

vector syste-m说明书进行克隆，命名为 pGEM957。采用酶切鉴定 阳性克隆。根据 已报道 的 C 

株序列_6 可推测该基因片段 内部存在单一 的 BamH I(6436)和 Hind111(5711)切点及两个 

EcoRI切点(5798，6242)，而 pGEM—T vector无 上述切点。酶切结果显示 BamH i、HindⅢ、 

EocRi均只有单一切点，推测有一个EcoRI位点已经变异。该克隆应该是阳性克隆(见图2)。 

序列分析结果表示推测正确，6247位碱基由 C变为 T，致使该处 EcoRI切点消失。 

2．3 核苷酸序列的测定 石门株 NS2—3基因片段的核苷酸序列及推导的氨基酸序列见图 3。 

该片段具有解旋酶超家族的七个保守区段，其中包括一个截短的“A”位点：GXGKT／S(X：任意 

氨基酸残基)和“B”位点 ：(3by．2X)D (hy：疏水性氨基酸残基)，形成独立的 链 一B一转角 一 

螺旋结构(13-strand一 turn—a—helix)，是推测的 NTP结合区_5 j。 

2．4 NS／．3基因片段的核苷酸和氨基酸序列与国外报道的s株CSFV及 2株 BvDv的同源性比 

较 结果见表 1。石门株与 日本的 CSFV AL1)、GPE一株同源性最高，与另 3株的同源性次之，与 

2株BVDV的同源性也较高，各株的氨基酸序列同源性均大于90％，显示了该段基因的高度保守 

性。如石门株与 AL1)、GPE一株比较在该段多肽内只有 2个氨基酸残基的替换，其中一个为保守 

性替换。即使与 2株 BVDV 比较也只有 28个氨基酸残基 的替换，其中 26个是保守性 替换。 

“A”、”B’．两个 NTP结合位点基序完全保守．可以推测各毒株该段多肽具有共同的高级结构。 
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图 1 957 bp片段的扩增 

Fig 【 Amplilicatlon of 957bp fragment 

1 PCR分子 量标 准 

2 RT-PCR产 物 

3二次扩增产物 

4 阳性 对 照 

5 阴性对 照 

l PCR Marker 

2 product of RT，PCR 

3 product of the second amplification 

4 positive~ ntrd 

5 Negtive control 

图 2 pGEM957克隆的酶 切鉴定 

Fig．2 Identification ol pGEM 957 

done by restriction emrfme 

1；d)NA HindⅢ酶切丹子量标准 

2．pGEM957 BamHI和 HindⅢ职酶 切产物 

3 pGEM957 BamHI酶切产物 

4 pGEM957 HindⅢ酪切产物 

5 pGEM957 EeoR I酪切产物 

6 pGEM T vect0r PstI酶切产物 

1．XDNA／H+~dnr Marker 

2 pGEM957／BamH I+HindⅢ 

3 pGEM957／BamH I 

4 p( 7／H dⅢ 

5 pGEM957／EeoR I 

6 pGEM—T yet'tor，Pst I 

表 1 石门株 NS3．3基因片段与其他瘟病毒的接苷酸和螽基酸序 同薄性比较 

Table 1 Nudeotide aad deduced~ lino acid sequence h 。gy analysis of 

NS2 3 gene fragment CSFV Shimen strain with other p~tivirttses 
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* * * DN A T RA NSLATION * 4l-* 

r-M 2A T eA AGT C-G A AC-G GTA GTC G·GC AC-G GTC AAG OT C Goo AAG AAT GAG 

oly Arg V丑l LyI V丑l oIy LyI Asn G 

GAC TcT AAA CCA Ace AA0 cTT ArG AGT C-GA ATA CAA ACA GTC TCC AAA 

Asp ser LyI Pro Thr LyI I,ou Met Sot Gly ne oIn Thr Val sef Ly| 

AGT ACC ^CA GAC TTG ACA GAA ATG GTA AAG AAG ATA ACG ACT ATG AAC 

ser Thr Thf p Leu T G M ot V丑l LyI LyI ne Th士 T M et n 

AC-G C-．~ A GAA TTC AGA CAA ATA Ace CTT GCT ACA GGT GCC C-GA AAA Ace 

ArS 01y Olu Phe Ars Gln ne "rhr Leu Ala Thr o1y Ala oly L Thr 

ACG OAA CTC 'cCT ^oo TCA oTC ArA oAA oAo ATA GoG AC-G C^T AAG AGA 

Tht olu I,ou Pro Ars Sot V丑l 1k o o1u ne o1．v Arg Hb L即 Arg 

oTC TTo oTC TTo ATC CCT CTo AGG GCo G CA GCA oAo TCA GTA T AC CAG 

V丑l I,ou V．I I,ou Ile Pro I,ou Arg Ala A A Glu ser V．I T GIn 

T AT ATo ^oA CAA AAA CAT CCA AGC ATr G CA TTT AAC CTG AC-G  ATA Goo 

Tyr Met At8 0In LyI H王掌 Pro Ser lie All Pho A8n Leu ArE ne GIy 

0Ao ATo AAo oAA Goo GAC ^To GCC ACA Goo ATA Acc TAT GCC TCA rAC 

olu M ot LyI G Gly Alp M ot A Thr Gly Ⅱe T ht Tyr A ll Sot Tyr 

GGT TAC TTC TGT C^0 AT G CC^ CA A CCT A AG TTA CG GCC GcA ATG GT r 

oly T Phe CyI GIn M ot Pro Gln Pro Ly| I,ou At8 All Ala M ot V丑l 

0 Ao TA C TCC TTC A TA rTT CTT G T̂ oAo TAC CAC TGT GCC Ace Co  GAA 

olu T” Ser Phe 玎e Pho L州 Asp Glu Tyr H C All Tbr pro Glu 

CA A TTG GCT ATC ATG GGG ^Ao AT C CAC A oA TrT TCA OAG AAC CTG CGG 

Gln Lou Ala ne MeI o1y LyI Ile H扭 ^r居 Pho Ser Glu AJn I,ou Arg 

0TA 0TA 13cc ATG Acc GcA ACA CC^ GcA 0Gc Ac0 0T0 ACA Ace ACA Goo 

V ．I V ．I ^ M et T ht Ala I'hr Pro A Gly Thr V丑l rbr Tbr I'hr Gly 

CAo AAA CAC O( ’ATA GAA oAA TTr ^T^ GCC CCA GAA GTo ATo AAA Goo 

01n LyI H王掌 Pro ne olu olu Phe IIe Ala Pro Glu V丑l Mot LyI Gly 

oA^ oAC TTA 0GC TCA GAG TAC TTG GAC ATT OCT ooA CT^ AAo ATA OCA 

Glu p Ltu G1y Sea Glu Tyf I,ou p Ile Ala Gly I,ou Ly| 11e Pro 

oT^ oAo oAo ^T0 AAO ^GC AAC AT0 CTG 0TT TTT orG ccC ACT AC-G AAC 

V ．I o1u Glu M et LyI Sea Ain M ot I,ou V．I Phe V ．I Pro Thf A rg Asn 

^To GC0 0 T0 GAO ACA GCA AAo AA A TTo A^A (}CT A^o GGT TAC A AC T CA 

M et A V．I Glu Tht Ala Ly| L Leu LyI A LyI Gly Tyr Ash sef 

0Gc T AC r^T T^T ^0T C-G A GAG GAT C-GA TCT A AC cTG AC-G  0To 0TA ^cG 

01y Tyf ryf ryf ser G1y Olu Asp Gly ser 舢 n Leu Arg V丑l V丑l Thr 

T∞ CA0 TCC CC0 TAC OT0 OTG GTG GcA Ace A^c GcG ACA GAA TCA GGT 

ser oIn ser PTq Tyf V．I V．I V．I A Thr Ain Ala Thr olu sef o1y 

0TT ACT CTC Cc0 GAC TTG 0AT GTG 0TT 0TC GAT ACA Goo CTT AAG TGT 

Vll Thr I,ou Pro Asp I,ou AJp V ．I V ．I V ．I A ； LyI Cy|
．

Thr Gly I,ou 

0AA AAO AOA ATA Coo Cr0 TCA ocT ^Ao ATG ocC TTC ATA Gro ^c0 

Olu Ly| Arg IIe ^r| L矾 sef 

图 3 猪瘟病毒石门株 NS2 3基因片昆的核苷酸序列及推导的氪基醇序列 

F 3 The nue]eotide and deduced 哪  D acid sequence 0f N 一3 gene fragment of CSFV $hir~en strain 

艚0；5； 川虹m 他蓍詈鹋跏 捌 抛m埘m耋詈m m 跚 珊i茜 Ⅲ 獬洲毛吾呲撕蛳蝴 

。。姻m宕；船m驼m船 瑚；：拼m蕃} 榴m埘Ⅲ萎i m研Ⅲ；§撇 Ⅲ 三吾憎瑚Ⅲ獬搦凇螂暑暑 
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3 讨论 

猪瘟病毒石门株是我国的标准强毒．我们采用 RT—PCR技术扩增了 NS2—3基因的部分片 

段，序列分析表明该段基因高度保守，氨基酸序列同源性很高．两个推测的 NTP结合位点完全 

保守，属于一个包括从大肠杆菌到人的多种解旋酶的超家族l5- ]。在病毒的复制、翻译等过 

程中解开病毒基因组 R-NA的二级结构，在病毒的生命周期 中起重要作用。而且，GPE 和 C 

株都是弱毒株，其余五株为强毒株 ．它们在该段基因区域内的高度保守性说明该区域与病毒的 

毒力关系不大。 

值得注意的是 ，同源性 比较显示石门株与中国猪瘟兔化弱毒疫苗株 C株的序列 同源性反 

而低于与 日本 ALD、GPE 株的同源性。石门株与 C株在该段基因上的核苷酸序列 同源性为 

96．3％．氨基酸序列同源性为 98 4％。共有 6个氨基酸残基的替换，其中五个是保守性 替换。 

而石门株与 ALD、GPE 株的核苷酸序列同源性分别为 97．7％和 97．9％，氨基酸序列同源性 

均为 99．3％，只有两个氨基酸残基的替换，其中一个是保守性替换。我们还对石门株 E2基因 

的序列进行了测定．同源性比较结果相同(结果待发表)。相反．日本的 ALD及其致弱的毒株 

GPE 在该段基因上同源性很高(97 8％)，而氨基酸的同源性更是高达 100％ll 。虽然 C株 

是用从中国分离的强毒株适应兔体培育而成的，但该结果提示石门株与 C株之间的亲缘关系 

可能 比日本的两株更远。这一设想尚需进一步的实验证实。 

参 考 文 献 

1、MeyersG．Thiel H，】 Molecular ehatacterlzation of p~tivirues AdvVirusRes．1996．47：53～118 

2 W iskerchea M Coltett M S Pcstivirus gene express~oa：protein p80 of bovine viral diarrhea virus is a proteinase inV red in 

po[yprotein p~ ing．Virology．1991．184(t)：341～350 

3 Tampa J K．War~ener P．Collett M S et al RNA stimulated NTPa∞ activity asmciated with the p80 protein of the pestiv[rus 

boviae viral diarrhe~virus Virology．1 993．193(1)：1～10 

4 Wa㈣ er P．Collett M S P~tivirus Ns3(ps0)protein p0s一  RNA hdiease activity 】V1 r01．1995，69(3)：l720～1726 

5 Go⋯b len a A E．Koonin V，Doncheako A P et al Two related supeHamilies putative heliea~s involved in repli~tion． 一 

∞mbm tion．repairⅡnd expr~ ion ofDNA andRNA geaomes NueteicAcidRes，1989，17(12)：4713～4729 

6 Moon ⋯ R J M ．van Gennip H G P．M ied ema G K W et Infectious RNA tr~ scribed from an engineered fult—ler gth cD- 

NAt~ p／ate ofthe ge~me of ⋯  J Vim1．1996．70(2)：763一l770 

7 Gorbalenya A E．Donchenbo A P．K— m V al A conserved NTP—motif in putative helimses．Nature，1988．333(5)：22 

8 HodgmanT c A new suparfamily ofmplieanve proteins+Nature，1988．333(5)=22～23 

9 l jnd P l⋯ k P F，Lemy P al Birth oftheDE—A-D box Natu~，1989，337(62G2)：12l～122 

】0 Isbikawa K，Nagai H．Ka rna K et a1．Gamparima of the eatire nudeotide and deduced amino acid sequenc~ of the at 

uated ho cholera vaccine strainGPE andthewild，type parental strainALD ArchVirol，1995．140(8)：1385～1391 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


168 中 国 病 毒 学 第 l4卷 

Sequencing and Comparison of NS2-3 Gene Fragment of 

Classieal Swine Fever Virus Shimen Strain 

Huang Qianhua Zhang Chuyu Wang Ning Fu Lieahen Wang Jiafu 

(Institute。，Virology，Wuhan Unix~'sity，Wuhan 430072) 

Abstract A couple of CSFV specific primer(PF 5648 and PR 6604)was designed with the aid 

of computer primer designation software and synthesized based upon the relative conserved regions 

of published sequenL-~s of C strain．NS2-3 gene(p125 gene)fragment of CSFV Shimen strain was 

amplified successfu~y by RT-PCR from the anticoagulant blood of infected pig． The product 

length is 957 bp，located in the central of NS3，a putative NTPase and helicase domain．The ob— 

tained PCR product was cloned and then sequenced．The sequence showed that this fragment con— 

tained all of seven typical consexved segments of helicase superfamily，including two common 

N11P—binding motifs，namely，“A”site(GXGKT／S)and“B”site(3hy，2x)D．Sequence ho— 

mology analysis revealed that Shimen strain had the highest homology with Japanese strains(ALD 

and GPE )，and slightly lower homology with other three CSFV strains (C．Brescia and AI— 

fort)．Shimen strain had also significant homology with two BVDV strains (NADL and SD-1) 

The deduced amino acid sequence homology of Shimen strain with five CSFV and two BVDV 

strains was all upper than 90％ ．It is further confirmed that this fragment is the most conserved 

in pestivirns amino acid sequence It is cons istent with its essential function in replication and 

trans lation of virus genome and in processing of polypmtein precursor 

Key words Classical swine fever virus Shlmen strain，NS2—3 gene fragment，Clone．Sequence 

analysis 
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