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摘 要 采用异硫氰酸胍一步法从 480代猪瘟病毒兔化弱毒株(HCLV)脾毒中提取总RNA．以该 

RNA为模板 ．进行反转录，然后采用套式 PCR扩增出 HCLV的囊膜糖蛋 自 E0基 因，琼脂糖凝胶 

电{末表明其大小与预计相符。将扩增出的 E0基因克隆到 pGEM—T载体中．用 自动序列分析仪对 

其进行序列测定。将测得的序列及推导的氨基酸序列与国外测得的 C株相应序列进行 比较，结果 

发现．它 

关键词 

性为 99 08 96，氨基酸序列同源性为 98 42％。 
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猪瘟病毒兔化弱毒株(HCLV)又称 C株，是我国50年代培育的。它是目前国际上应用最 

广泛、国内唯一应用的疫苗毒株。该疫苗株对我国猪瘟的防治起到了决定性作用．有效地控制 

了猪瘟在我国的急性发生和太流行，也为欧洲一些国家的猪瘟控制和消灭作出了贡献。 

猪瘟病毒(HCV)为黄病毒科瘟病毒属成员，其基因组为单股正链 RNA，长度为 12．3 kb， 

仅含有一个大的开放阅读框架，编码一个含 3 898个氨基酸残基(AA)的多聚前体蛋白 。 

目前已经定位的蛋自有 p23、p14和 E0、E1、E2，它们均由HCVRNA 5 端所编码．除 p23外，其 

它 4种均 为 HCV 的结构蛋 白。EO N末端为 Glu-268，它 由 227AA构成，分子量为 44～48 

kDa 。 

近几年，HCV的基因克隆和序列测定进展很快，仅在 GeaBank中可查到的 HCV基 因组 

全序列就达 10个。其中Moormann等测定了c株细胞毒的基因组全序列并构建了其全长的 

cDNA克隆，在体外可转录为感染性 RNA_4 J。我国近几年在 HCV的基因克隆和序列分析方 

面也取得了较大进展，已经克隆了HCV石门系强毒株部分 5 端非编码区、E2基因及兔化弱毒 

株(细胞毒)的 E2基因等，并对它们进行了序列分析 ，但未见到有关兔化弱毒株组织毒的基因 

克隆和序列分析的报道 ．o J。 

本研究利用RT—PCR技术首次扩增了我国HCLV细胞毒 E0基因，对其进行了克隆和序 

列分析，并与 Moormann等测定的 c株序列进行了比较。这将为进一步研究 E0的功能打下 

基础，也可能为猪瘟的防治提供新的途径。 
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1 材料和方法 

1．1 病毒的增殖及 RNA的提取[71 

HCLV 479代冻千毒引自中国兽药监察所，在健康家兔体内增殖，采取呈定型热反应家免的脾脏，用异硫 

氰酸胍一步法提取其总 RNA(采用 BRL公 司 TRIz0L试 剂盒)，琼脂糖凝 胶 电泳鉴 定其完整性 ．Gene Quant 

(Pharmacia公司)测定其纯度和浓度 。 

1 2 引物的设计与合成 

根据 HCV c株的序列设计合成两对引物 】，引物的序列厦在基因组中的位置分别为： 

PA ：5 A
—

CTA
—

TGGCAACCACCAGAATCTAGGAAG 3 (正链
， 1075～1095，划线部分为另加的起始密码子等) 

PB：5 G GGCAAGC 3 (负链，1941～1922) 

Pa：5 AAACCCCTATTGGCATGGG 3 (正链．1108～1126) 

5 GGTGCAGTTG下TAGTGTACC 3 (负链，1918～1897) 

1．3 lit．PCR 

取上面提取的 RNA10 g．加引物 PB1／~L(200 ng／,uL)，65℃ 5min，立即冰潜 5min；然后依次 加入 5 

RT buffer 4 L，dNTP(10mmol／L)1 I ，AMV(10 u／／~L)1 L，RNazin(40 u／gL)1 L，加水补充至 2O L．42℃ 

1 h 

取反转录产物5 L，加引_物 PA、PB各 1 L(200 ng／ L)，10 x PCR buffer 5 L，2．5 mmol／t，MgCh 5 I 

(25 mmot／L)，dNTP(10 retool／L)1．uL，加水至 49 L；然后 98℃ 8 min，加 Taq DNA聚 台酶 1 pL(1 u／；,I ， 

Promega公司)，以 95℃ 50 5，48℃ 1 min，72℃ 2rain，于 Bio Teehs-97 DNA ThemocycIer(Beijing Biotechs Co 

Ltd)进行循环反应 取 PCR产物 1 L 50倍稀释，取 5 L作为模板 ，以 Pa、Pb为弓【物 ，与上面相 同条 件进行 

PCR。 

1．4 PCR产物的克隆与序列测定 

用 Ag&roseC,dDNAExtraction kit(BoehriagerMarmheim公司)纯 化 PCR产物，然后采用 pGEM—T载体 

(Promega公司)进行克隆 (按操作说明书进行 )。克隆后用 ABI PRISM 377DNA Sequencer对扩增片段进行序 

刊测定。 

2 结果与讨论 

按照要求 HCLV需要来 自组织毒，但组织毒不易纯化，又因为其含 HCLV量较低，单独一 

次 PCR均不能成功扩增出特异性片段 。有时竟扩增出与预计大小相符的片段 ，但经测序证 明 

为非特异性插入。扩增 HCLV基因组其它 区域，也遇到了同样的问题。后来采用套式 PCR 

才成功扩增出了与预计大d~(803 bp)相符的片段．即 E0基因(电泳图略)。 

将扩增的片段克隆到 pGEM-T-载体中，然后采用全 自动序列分析仪对插入片段进行序列 

测定，结果见图 l。将所测定的序列与 Moormann等测得的 c株序 列进行 比较(见图 2和 图 

3)，其同源性达 99．08％(762个碱基中共有 7个不 同)，推导的氨基酸序列同源性为 98 42％ 

(253个氨基酸 中共有 4个差异)．这种差 异的产生可能由 HCLV的来源不 同而引起 (据 与 

Moormann等所在实验室了解，其 C株来 自台湾 ) 
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图 1 猪瘟病毒兔化弱毒株 瑚 基因的核苷酸及推导的氨基酸序列 

Fig 1 Nuc]eodde sequence and deduced m~ino acid 8eq㈣ of E'O gene of} 8 cholera viras n C 

E0是唯一可分泌到 HCV侵染的细胞培养上清液中的糖蛋白，具有产生中和抗体的能 

力[ 。进一步研究发现．从HCV感染的细胞中分离纯化的 EO和杆状病毒载体表达的 E0蛋 

白均具有 RNase活性，而这种 RNase活性在 HCV的复制过程中起着重要的作用．并且有可能 

是 HCV在其 自然宿主持续存在的原因[ 。HCLV EO基因的成功克隆将对我们进一步研究 

E0的功能及如何利用该基因在猪瘟的防治中发挥作用打下了基础。 
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1 o。cTGA r̂Gc 从 丌 ATG丌 G TACCAACCAG TTGAAC~ AAATATAACT 

1 ●●●● Ⅲ ÷} ■÷● ● ● } ●÷● ●● |． ●■H4● -● ●■H4● -● 

51 C TGG从  TGAGTGACAA OGGC-3,CTSu&T GGTATCCAGC ATGCIA]GCA 

51●-H 辩 ● ●}●}●● ● ●-H4● -● ●-H4● -● ●●●● ● 

i01 CCUfAGAG(~ G丌 AACAGAA GCTTGCATGG C 1̂cT0CO∞ GC,GAAAATAT 

l0l●●● 辩 ●# ●●●÷●悻 ●}●●●●●# ● ●●●● ■Hl# ●●●● ■Hl# 

15l Gc从 Ĝĉ GT CCCAACCCAC CT~ ACAG ACG'rGGAGCT GAAAGAAATA 

l51●●● 辩 ●●● 辩 ●}●●●●●# ● ●●●● -Hl# ●●●● -Hl#  

2Ol ĉ ∞ C从 TĜ 砌 TGOĉ G ㈨ ∞ GĜ ĉ 从 m T̂ C GCTGTAAGTT 

201●■H 辩 料 ●●●● Ⅲ ●}■¨}● ●■H4● ●辩 ●■H4● ●#  

25l~CAGAGACAT GAATGGAACA AACATGGATG GTGT从 CTOG CACAATAT̂ G 

25l●● 辩 ●}● ●Ⅲ ● ●●●■H■4辩 ●●●● ■Hl# ●●●● ■Hl#  

30l ACCCCTOGAT ACACC FGATO AATAGA~ AAGCAGACI~ GGCAGAAGGC 

301 ●●● 辩 ●# ●●●÷●悻 ●●●-H_4辩 ●●●● -Hl# ●●●● -Hl# 

351 T∞ G c^AOGAGTC~GC TGTG ĉTTGc ^GGT̂ 0Ĝ 1̂ 从 GAIGCIGA 

'曲 1●}●●} ÷+}# ¨I， ●}■¨}●● ● ●■H4● ■● ●■H4● ■● 

4Ol CATCAACGTG GTCACCCAGG CTAGAAACAG GCCAACAAOC Ĉ∞CCT 

401●■H 辩 }●T ●●÷●}● ●}■¨}●● ● ●■H4● ．# ●■H4● -● 

45l G~ AAAOG GAAAAATTTT TI D GTAC~ TTAT AC,,AC,AC,C~CA 

45l ‘ ●● ● ● ● ●● ● ●●●-H_4辩 ●●●● -Hl# ●●●● -Hl#  

501 TGT从 m cc ATGTTTCC~C 0Ĝ  ^T̂0c rrcTATG~GG ATCATGAffl'~ 

501}}●}● +●|Î ●●÷●}●÷ T ●■H4●#● ●■H4● -● ●■H4● -● 

551 COC~．AGTTTA CTCCAGGACG CAGCTCTGTA。cT̂  Ĝ̂ T 。GAATGACCA 

551●÷●# ●}● ●‘●阜． ●●}-¨}●● ● ●-H4● -● ●● -●H ● 

801 ACACTATAGA GAATGCCAGA CAGC,GAGCAG CGAGG~rGAC ATcrT00CTC 

801● +4# ． ● ●●÷蝌 ●}-¨}●m  H4 4●辩  HC_H 

851 GGĜ ∞ C从C TCAGCACTGC TGGGAAGAGG T1 ∞ GT̂ GA~ AAC 

65l●■H 辩  ●}●̂ ● ■●÷ ●}■¨}●● ●●■H4● ■● ●■H4● ■● 

7Ol cTCGTTTGoc GCI'TATGO~ TATO3CCTTA TGTA ACAAGCAAGA 

701 H4 辩 ●●●÷●}●料  ●}■¨}●‘●● H4 4●● ■ ● Ï  ̂

751 TAC,~ TACAT AT ． ． ． ． ．
． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．  

75 J ■● ■H 料 ● ． 

图 2 不同来媚c E0基因序列的比较 

E0来 自车 实验，CEO来 自Mt~ tmn等恻得的 c株序列。 

Fjg．2 Sequence~mpadson of EO gene from different s 

EO wasfrom ourlab． 

CE0⋯ sequenced by Meo~ ann et al 

1 VIAIWLYQPV EAENIT(~tNL sD TNGI咖 删̂ LRGv陬S u 19PGKIC 

1{ 丰． 料 ¨ ¨  ●̈ 树 丰．# -●# 料 Y# # ●# # # # ●●辩  

51 KCVPIHLATD VEI KElOG删 DAS~GTNYTC CKU~ ffE'INX H(]IICh~HNID 

5i {}●}● -} }●}}料  ● H 蝌 ● ¨{●H ● 料  H唪# ÷} 

l0I IQLWNRTQ ADLAEGPPVK ECAVTCRYDK DADINVvT0̂ RNRPTTLTG~ 

101●●●÷●}●● ● }}料 ● ●44● H4 H4● H4 H4● ●●●÷●}●●—●{ 

I51 KKGKNFSFAG 1VIESPCNFH VSAEDTLyGD HECGS~ ALYLVI~WTN 

151● L 4杠 ●4 悱  H ‘蜊 }● H 蚪  H4 4●● H4 H书● 

∞ i TiEM  ^ R JS R。L STAGKRLE~R SKTW~ AYAL SPYCNVISKI 

201 H4 辩 }}料  H ●+ R}● |．4# ● H4 H4● ●÷●#  ‘●4+ 

25I GYI．． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
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25l# ● ． ． ． 

图 3 不同来源 HCVC抹 E0序列的比较 

F 3 Sequnece comparison of FJJ from different of HC＼r stra；n C 

l 
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Cloning and Sequencing of Envelope Glycoprotein E0 Gene 

of Hog Cholera Virus Strain C 

Li Hongwei Liu Xiangtao Li Xiaobing Han Xueqing Yin Zhen 

(ChangchunUniversity ofAgricultural andAnimal Sciences．Changchun 130062) 

(Lanzhou Veterinary Institute，Lanzhou 730046) 

Abstract The enve~pe glycoprotein E0 gene of hog cholera virus(HCV)strain C was amplified 

from tota1 RNA extracted from HCV strain C infected rabbit spleen by reverse transcription and 

nested PCR．The PCR product was cloned into pGEM —T vector．Nucleotide sequencing was per 

formed using an ABI PRISM sequencing device．Based on the incorporation of fluorescence la— 

belled dideoxynuclotide teminators，the sequence was compared with HCV strain C sequenced by 

Moormann et al The redsult shoWed  that their homologies o12 nucleotide and amino acid sequences 

were 99．08％ and 98 42％ ．respectively 

Key words Hog cholera virus strain C，Envelope glycoprotein E0 gene．aoning，Sequencing 
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