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大熊猫犬瘟热病毒融合蛋白基因 3 端的序列测定 ／ 

李金中 夏成柱√何洪彬 胡桂学 余 春 
—— 泉环■ 先春 黄 耕 武银莲 

摘 要 从死亡大熊猫的肝脏中直接提取细胞总 RNA．经反转录后，用犬瘟热病毒的两对引物，分 

两段扩增 出融合蛋白基因 3 端的片段。经序列分析表明：此片段的长度为 693 bp；此毒株在核苷 

酸和氨基酸水平与某疫苗弱毒株 、Onderstepoort弱毒株 、海豹瘟热病毒 2型毒株和海豹瘟热病毒 1 

型的同源性分别为97 5％和 96 2％、88．6％和 94 5％、92．9％和 95 6％、63 2％和 76．5％；大熊猫 

毒株与其它毒株融合 蛋白3 端疏水性和二级结构均有一定差异 ；其非编码区比国外报道 的 Onder— 

stepmrt弱毒株多 9个碱基．在非编码区最后 58个碱基．两毒株仅有 17个相同。至于这种差 异的 

生物学意义 尚待进一步的研究。 

关键词 大熊猫．犬瘟热病毒．序列测定 

食肉目大熊猫科的大熊猫是我国特有的濒危物种，近年来人们在研究大熊猫的生态环境、 

生理特性、繁殖特点等方面均取得了显著的成绩 j。然而在大熊猫疾病的研究，尤其是在病 

毒性传染病的研究方面却非常落后。目前仅有两次关于应用常规方法检验大熊猫的病毒性感 

染的报道_2· 。我们应用电子显微镜、PCR和基因序列分析等方法，将一起大熊猫的死固确诊 

为犬瘟热病毒和冠状病毒混合感染H J，为了进一步研究感染大熊猫的病毒的特点 ．为今后大 

熊猫病毒性疾病 的防治提供依据．测定了大熊猫犬瘟热病毒融合蛋白基因 3 端的序列。现将 

结果报道如下。 

1 材料和方法 

1 1 病料 某动物园送检的死亡大熊猫的肝脏 2份 

1．2 RT-PCR 按照李金中等报道的方法 - ．从大熊猫肝脏 中提取细胞总 RNA并进行反转录，应用一对能 

扩增 出融合蛋白穿膜区(P1和 P2)和 一对能扩增出古融合蛋白 3 端非编码区基因的引物(P3和 P4)．分两段 

扩增犬瘟热病毒融合蛋白基因的 3 端。引物的序列及在相应基因中的位置如下 ： 

PI(F 1502--1522) 5 GGCGAC~ CTTCATCCTTGTGC 3 

P2(F 21 13--2096) 5 ctgga TCAAGCG 3 

(5 端的小写字母为保护性碱基和 Sac I的酶切位点) 

P3(F 2051--2067) 5 AAATCCTATGTGAGATC 3 

P4(H 635～616) 5 TAATGAGACTGATAGGGGGA 3 
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Pl和 P2扩增片段的理论长度为 620 bp 

P3和 P4扩增片段的理论长度为 792 bp(除含 F基因的 3 柬端外，还包括 H基固的 5 末端) 

1 3 PCR产物的纯化 将 PCR产物 用 1％普通琼脂糖 电泳，切下相应的 条带后，用 Promega公 司生产 的 

DNA纯化试剂盒 ．回收相应 DNA片段 。 

1 4 基因序列分析 该纯化 片段用两端特异性引物进行序列分析 ．由 日本宝生物工程大连分公司完成。 

1 5 基 因序 列的 计算机 分 析与 比较 应 用 DNASIS和 PROSIS软 件，将 此序 列 结果 与某 疫 苗弱 毒 株 

(JPF3 )、犬瘟热的 Onderstepoon疫苗弱毒抹(ONF3 )[ 、海豹瘟热病毒 2型(PDV2F3 )" 和海豹瘟热病毒 1 

型(PDVIF3 ) 进行分析 与比较．比较其基因和氨基酸序列并绘制幕统发生树，分析该 蛋白氨 基酸的疏水性 

和二级结构 

2 结果 

2．1 PCR扩增结果 经 PCR扩增后，用含溴化乙锭的琼脂糖凝胶电泳，分别得到两个与其 

理论 片段大小相似即约 620 bp和 790 bp的片段，如图 l所示。 

图 1 从大熊猫扩增的两种 PCR产物的电诛结果 

1为 P3和P4的 PCR产转 ；2为 M~rker(分子量从下至 

上依次 为 Io0、2110、300、400、5t10、600，700、800、g00， 

l0o0、15g0 bp)；3．P1和 P2的 PCR产物。 

Fig 1 The dectricphormis of the 2 kinds PcR product~ 

amplified horn the Giant Pan 

1 The PCR product 0f P3 and P4； 2 Marker(The sizes 

M arker＆re r亡 p嘲 jv lo0 200 ，∞ O， 400 ．5蚰 ， 

600，700，800．9011，1000，1590 bp from the bdow to 

toD) 3 ThePeR product Pl andI>2 

2 2 基因片段的序列分析结果 经序列分析大熊猫犬瘟热病毒融合蛋 白基因的3 端共含 

693 bp．其中编码区为 550 bp，编码 183个氪基酸，非编码区为 143个碱基。 

2 3 序列分析与比较结果 图2为大熊猫毒株融合蛋 自基因 3 端与其它相关毒株的棱苷酸 

序列比较结果；表 1为大熊猫毒株与相关病毒株在核苷酸和氮基酸水平上差异和同源性；图 3 

为根据各毒株核苷酸和氨基酸序列绘制的系统发生树 ；图 4为根据其氨基酸序列进行的疏水 

性和二级结构预测。 

裹 l ，：{l隹菇毒捺与相关病毒株在植苷酸和氨基酸木平上差异和同谭性 

Tabk l The r n~tumbers and homdogy of fusion protein gene 3 end 0f different 

CDV re ￡ire vlrus ~ralns in nud~tide and arrfioo acid 

相比较的棱苷酸数 目为两个相比序列中较短的一个，氨基酸数目为 183个氮基酸的比较；空白斜线上方为棱 苷酸，空白 

斜线下方为氪基酶 ；括号外为差异的数量 括号内为同源性。 
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The comp~ed numbers of auel~ tide are the shorter one between 2 nuel~dde fragments There ate 183 amino acids Numbers 

ahove the diag~ al indi~te nueteotid~ Numbe~ below the diago~ l indicate the amino acids Numbers outslde parenthes~ inchoate 

diff b毗⋯ the nudeotide sequ即 ces and the珊 in0 acid seq es NⅢnbe巧 in pareathes~ indicate the sittfiIan'cy be tw~ n 

the nucteotide~quences and the amino acid sequenc~． 

⋯ 】NPUT INFORMATION ⋯  

NO F1LE NAME BP A C G T／U SEQUENCE POS】TION 

L G P3 。．DNA 693 204 14 8 1日4 197 

⋯ EE0U8NCE LrsT ⋯  

pDV1F 3’ DNA 101 

ON3’ DNA 20l 

POV2F3’．DNA 201 

Cn TGGGĉ A 

80 90 

GCGTCTA ^C TATGTAAGTG 
⋯ ● ⋯ ⋯  ● ⋯ ★ ⋯ ● t 

⋯ T ⋯ ⋯ t⋯ ●⋯ ● 

⋯ T ⋯ ⋯ ●★●⋯ ⋯  

⋯ T ⋯  CT G ⋯ ⋯ A 

120 130 

r TCAGAG TCCTGATAAG 
⋯ ⋯ ⋯  ⋯ ⋯ ⋯ ● 

★ ⋯ ● ● ⋯  ● ⋯ t ⋯ ★ ● 

●C⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

⋯C C⋯ A ⋯ ⋯ ⋯C A 

L70 180 l90 

CCACTGG TG A rAGATGG TGTAACTATC 

●⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ★ ⋯ CT ⋯ ●★ 

⋯ ⋯ t⋯ ⋯ ⋯ ⋯ · · CT⋯ ⋯  

⋯  ⋯  ● ⋯ ★⋯ ⋯ ·⋯ ★ C t‘ 

T●★T At★G G⋯ t C⋯ G T‘⋯  T 

230 2日0 

GTATATG ÂA GCAAAGTTGC 

⋯ ★⋯  G ●★★⋯ ⋯  

⋯ ⋯ C G ⋯ ⋯ ⋯ t 

⋯ ●‘C⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ● ★ 

⋯ G ⋯ CG⋯ ⋯ ⋯ AT 

26 0 270 280 290 300 

GP3’，DHA 251 GCt̂ TATCAC W GAGAGGTT A：啪 T。。GT AC^AATm G GGAAcGCCCT 

JPF3’ DNA 251 ⋯ t⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ t ★⋯ tt⋯  ★⋯ t·★⋯ ttt⋯ ★⋯  

ON3’ DHA 251 ⋯ ·★⋯ ·t ⋯  T·⋯ t ●⋯ ● A ⋯ ⋯  C ⋯ ⋯ t●⋯ ★ 

pDV2F3’．DNA 251 ⋯ ●★⋯ tt ⋯ ⋯ ⋯  ●⋯ ● A⋯ t★●●⋯ ⋯ t★ttt⋯ ● 

pDV1F3’ DHA 251 ⋯ A ⋯ G A ‘A A ★ ●⋯ · T⋯ G t●t C ⋯  C GT⋯ T 

0 G ● ● 

色： ～ 灌 

 ̈ 加 坫¨¨¨  ̈ 加如如 巧拍拍 
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3 LO 32O 3 3 o 3 o 35o 

o1 TAAGA~JACTG GACGATGCTA AGGTACTGAT AGACTCT'I'CT AACCAGA'I'CC 35 

01 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  35 

3 01 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ C ⋯ ⋯ ⋯ + 3 5 

3 01 ⋯ ⋯ ⋯ A T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ C ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 35 

]01 G⋯ ⋯ T A ‘T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T⋯ ⋯ ⋯A C⋯ G T⋯ A ⋯  3 5 

350 37C 38D 39O 4O0 

P3- DNA ]51 TTGAGACTGT TAC43CGCTCT TCCn TAATT TTGGCAGTCT CCTCAGOGTT 4 0 

JPF3· DNA 3 5l ⋯ ⋯  A⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 40 

ON3。．D,NA 3 5l ⋯ ⋯  G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 40 

PDV2F3‘ DNA 3 51 ⋯ ⋯  G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  r⋯ 4O 

PDVIF3· DNA 3 51 ⋯  C⋯ ⋯  AAAAI"~ G ⋯AT A GC⋯ A ⋯ CC⋯ A TGCAC c 40 

410 420 4 30 440 450 

G P3 r 口N^ 401 CCTATAI'TAA GTGGTACAGC CCT．GG~ CTGT∞ CTGA Tn ’̂C啊 T G 4 5 

JpF3· DNA 401 ⋯ tt⋯ ★ ⋯ ★ t^⋯ ⋯  ★⋯  C T^⋯ ⋯ t ⋯  ⋯  4 5 

ON3 。．DNA 401 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ t⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  45 

PDV2F3‘ DHA 401 ⋯ ⋯ ⋯ ★ CT⋯ ⋯ T ⋯ ⋯ ⋯  T⋯A ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ C 45 

PDV1F3· DNA 401 GG⋯ CT 1C★ ^TT⋯ G ⋯ AAT ⋯ A T AC T⋯ ⋯ GT⋯ C ’ 45 

4 6O 470 480 490 500 

4；1 TA AAGACGC TACCAACAGA CA rCÂ GCG GAATGCTA^G GT0=ATCCGG 5C 

45 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ★ C⋯ ⋯ ⋯A ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ’ 50 

45 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ·⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ A C⋯ A ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  ̂ 50 

451 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯A ⋯ A ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  A 50 

45 ⋯ ⋯ AG ⋯A T⋯ ★ TC T T ? Gr A ATC⋯A ⋯  r CC⋯ T 50 

510 520 530 540 550 

GP3。 DNA 50 L CAATTAAACC TGATCTAACT GGAACTTCGA AATCcTATGT GAGATCACTC 

JPF3 。+j)NA 5O】 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ t 

c)H 3 DNA 5O1 ⋯ T ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  ̂

l DV2F3。 0NA 5C1 ⋯ T ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ G⋯ ’ G⋯ ⋯ T ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ A ⋯ ⋯  

PDVI F3‘ CNA 50 L r⋯T C G⋯ ⋯ T G⋯ ⋯ G ⋯ ⋯A ⋯ T⋯  C ⋯ ⋯ T ‘A 

56 0 570 58 0 590 600 

GP 3‘ DNA 55 L TGAAGCA TC GGTCACACG rCrr̂ CCCGA rrGrrAGGCr TGA ATCTCT 6O 

JPF]。．DNA 55 L ⋯ ★ T⋯ ⋯ ⋯  T T ． ． ． ． ．． ． 、 ． ． ． ． ． 60 

ON3 DNA 55 L ⋯ t T⋯ ⋯ ⋯ ‘T TA ⋯ CG‘订 ⋯ t‘I：C⋯ T⋯ ⋯ ⋯ A 60 

PDv2F3。．D 晴 551 ⋯  T C⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ · C⋯  C ⋯ ⋯  A’ 60 

PDViP3。 DMA 551 ⋯ GAT CA GT‘C⋯ rT T GA A ACTC TAATG CA GC GG A 60 

61O 620 6]0 64O 6S0 

GP]。 DHA 601 AAATCCCGCC CAArrr rcTr CAAA ĜCTAT CA TATCA AACTGCAACA 6 5 

JPF3’ DNA ∈01 ． ． ． ． ． ． ．． ． ． ． ． ． 6 5 

ON3。．DMA 6 0l TG c⋯ ⋯ ⋯ ⋯ · c⋯ ⋯  Tc’c Tc⋯  GcA T AAcAT∞ G 6 5 

PDv2P] DHA 6 01 ⋯ ★ T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ GC ⋯ ⋯ AcTG A0 r． ．． ． ．． 6 5 

P v1P] DNA 6 01 C TC Ĝ AAT TC⋯ ★ TG r TC 一 ISA TC Cr G rC CCAGAe CAr 65 

660 670 68O 690 

GP]。．DNA 6 51 AGTAGT0GAG A03AcTGAcT A∞ ArrATC^ TAAT AAGA A A 

JpP]‘ DNA 651 ． ． ． ． ． ．．． ． ． ． 、．． ． ． ．．． ． ． ． 

ON]。．DNA 6 51 ’AA ACTGA CCATGA丌 AC Gr⋯ ★ AAG A A ． ． ． 

PDV2P3 DNA 651 ． ． ． ． ． ． 、． ． ． ．． ． ． ． ． 

PDv1P] DNA 651 ’A AATACt TAT。GrC C TACTA TAA G n ． ． ． ． 

图 2 大熊 猫犬 瘟热厢 毒融 台蛋 白基困 3 端 的 序列及 相美病 毒的 比较 

ng 2 Th⋯ d。。“ eq e。fthe 3 end of 1on Pm【口n ge畔 m cDV g 蛐 【panda st 

and㈨ a⋯ w1也 h叭 ela【 ⋯  

通过序列比较发现太熊猫毒株融合蛋白基因在 3 端编码区的长度与其它毒株相 同，而非 

编码区 143 bp的基因，则比犬瘟热 Onderstepo0rt弱毒株的 134 bp多 9个碱基，两毒株在非编 

码区则有 57个碱基的不同，其中在最后的 58个碱基中就有 41个碱基不同，但在 3 最末端的 

10个碱基则是完全相同。大熊猫毒株 3 端非编码区的这个序列与我们测定的小熊猫及一中 

国狗野毒株的相应片段的长度相 同，它与小熊猫株和中国狗野毒株则分别仅有 1个和 7个碱 

基 的不同。 

∞" "" 
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GP3’．DNA 

JPF3’．DNA 

ON3 ．DNA 

PDV2F3’．DNA 

PDVlP3。．DNA 

0N3。．AMI 

PDV2F3-．AMI 

GP3。．AMI 

JP3 ．AMI 

PDV1F3’．AMI 

第 14卷 

★t INPUT INFORMATION ⋯  

FILE NAME ： GP3 ．AMI 

60．6％ 

73．3％ 

图 3 大熊猫犬瘟热病毒融台蛋 

白3端在棱苷酸及氪基酸水 

平的 系统 发生 图 
Fig 3 Phylogeaetic analysis of 

CDV sion protein 

3 end 

⋯ INPUT INFORYe,TION ⋯  

F【LE 

SIZE 

SEO 

NAME ： GP3 ．AM【 

： 1 B3 aa 

FUNCTION ： ChOU and Fasman 

⋯ SCHEH^TIC 0IAGRAN ⋯  

HYDRoPHOBICITY INDEX TABLE FILE ： KYTE．THR 

⋯ f{YDROPHOBICITY INDEX ⋯  

Index 

WINDOW ： 6 MEAN INDEX ： 0．0 9 cFROE 1 TO 18 3 

THRESH0LD LINE ： ·0．40 

6 9 f 
r— U 

76 兰．1 r̂U f一 

1I 9 -5。 
! 洲  

J 

囝 4 夫熊猫犬瘟热病毒融台蛋白3 端的疏水性和二跛结构 

F 4 The hydropachy pmfi[~ and t ~cond strucn】⋯  CDV giant panda strain in fuslon pm*e[n 3 end 
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通过 比较大熊猫毒株和其它毒株的疏水性和二级结构发现，大熊猫毒株与其它毒株均存 

在着一定的差异，尤其是二级结构的差异更为明显。 

3 讨论 

本实验测定了大熊猫犬瘟热病毒融合蛋白基因的 3 端序列．并分析了此 毒株与其它 已知 

序列毒株之间的关系，这些毒株之间在核苷酸和氨基酸水平上的亲缘关系是不同的。本实验 

所得的各毒株之间的亲缘关系．与对该毒抹融合区基因的序列分析所得出各毒株之间的亲缘 

关系有一定的差异(文章待发表)。至于大熊猫犬瘟热病毒准确的进化地位．以及与我国境 内 

其它动物犬瘟热病毒的关系，尚待进一步的研究。本研究还发现我国境内的三个毒株在融合 

蛋白非编码区基因的长度相同，且同源性亦很高，而与国外测定 CDV Onderstepoort弱毒株的 

长度不同，且同源性很低．尤其是在近 3 端的 58个碱基中仅有 17个相同。我国境 内的犬瘟热 

毒株与国外毒株的这种差异虽然不会影响编码氨基酸的变化，但这种变化可能对附着蛋白 

mRNA的转录有一定影响，至于这种差异的生物学意义有待进一步研究。 
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The Nucleotide Sequence of the 3 End of Fusion Protein Gene of 

Canine Distemper Virus Giant Panda Strain 

Li Jinzhong Xia Xianzhu He Hongbin Hu Guixue Yu Chun Fan Quanshui 

Zheng Xianchun Hun g Geng W u Yinlian 

(The Veterinary Institute ofChangchun Uni~,rslty ofAgriculture and Animal＆ c ．Changchun 130062) 

Abstract The cellular tota1 RNA was isolated from 1ivers of the died giant panda．then the tern 

plates were produced  by reverse transcription reaction．Two couple primers were applied to ampli— 

fy the 3 end of fusion protein gene of canine distemper virus(CDV)giant panda strain About 

620 bp and 780 bp fragments were amplified ．The fragments were purified and sequenced There 

were 693 base pairs in the 3 end of fusion protein gene of CDV gian t panda strain．Its homology 

with CDV vaccine attenuated strain，CDV Onderstepoort attenuated strain，phocine distempe r 

virus type 2(PDV一2)and phocine distemper virus type 1(PDV一1)in nucleotide and amino acid 

were 97 5％ an d 96．2％ ，88．6％ and 94．5％ ，92．9％ an d 95．6％ ．63．2％ and 76 5％ ．re— 

spe ctiveIy．The hydmpathy profile and the second structure of the fusion protein gene in the 3 

end of CDV giant panda strain were different from other strains．The numbers of the non—enco d— 

ing region nucleotides of CDV giant panda strain were 9 nucleotides 1onger than CDV Onder— 

stepeort strain in the same region．There were on@ 17 nucletidea homology in the lastest 3 end 

58 bp between the two CDV strains． 

Key wOrds Giant panda，Canine distemper virus，Nucleotide sequence 
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