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摘要 ：首次对犬瘟热病毒(coy)大熊猫(GP)毒株 附着或血凝蛋 白(H)基因进行 了序列测定井与疫 

苗株 Onderstepoort进行 了比较。我们设计合成 丁4对引物，对 GP株进行 了 RT-PCR扩增与测序 。 

H蛋白基因全长为 1 946 bp，开放 阅读框架(ORF)始于 21—23位的 ATG．『终止于 1 842—1 844位的 

TGA．编码 607个氪基酸．该基因序列 已被 GenBank收录。将 GP毒 株与 GenBank中疫苗 弱毒株 

Onderstepoort进行 比较，二者核苷酸序列的 同源性 为 91 4％．推导的氨基酸序 列的同源性 为 90． 

2％．GP和 Onde~stepoort株 H蛋 白的半胱氪酸残基数 目均 为 12个且相对位置不变 ；魔水性有一定 

的变化，但推测的穿 膜区位置(约 35—55位氪基酸)是一致的 ；Onde~tepoort株的 H蛋 白潜在 的 N一 

联糖基化位点为 4个．GP株 H蛋白为 9个，培基化位点的不同可能对 GP株 H蛋白的抗原性 产生 

影响。 
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犬瘟热病毒(Canine distemper virus，CDV)是副粘病毒科麻疹病毒属的重要成员 ，主要引 

起犬科、鼬科和浣熊科动物犬瘟热(CD)的发生，但是伴随生态环境的变化和 CDV对动物流行 

病 因索的适应．它的 自然感染宿主范围在不断扩大．就连大熊猫科的大熊猫也不能幸免。1983 

年张振兴等⋯报道了大熊猫发生犬瘟热 (CD)感染。我们实验室在对 四JII某动物园送检的 2 

只死亡大熊猫的肝脏病料的检验中．发现犬瘟热病毒(cDv)感染是这 2只大熊猫致死的主要 

原 因之一_2 J。由于 CDV附着蛋白(haemagglutinin．H)在病毒的致病性、免疫原性以及分类上 

均具有重要意义  ̈J．为了进一步研究大熊猫 CD的预防、诊断和 治疗，我 们对 CDV大熊猫 

(GP)株的 H蛋白基因进行了序列分析，大熊猫 CDV H基因的序列测定 尚属首次．现将结果 

报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 病毒 CDV GP株来源于四川某动物园死亡大熊猫的肝脏病料 

1．2 引物 我们对 GenBank中 已有的 CDV融合蛋 白(F)基因、H基固、大蛋 白(L)基因的保 守序 列进行分析 

后．设计合成了 8条引物，见表 1。 
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1．3 RNA的镧备 参照Chorecxys P等b 报道的“异硫氰酸肛一酚一仿抽提分离 RNA的一步法”进行。 

1．4 RT-PCR 

1．4 J RT反应 取 2嵋 提 取的总 RNA．加人 20 L的 RT反应 液 50mm~／L Tris-HC|(pFI8 3，室 温)；50 

mmol／LKCh 10 mmol／I M gcl2；10 mmoL／I 1邢 ；0 5mmol／1 鱼精子 ；0 25 U／／*L AMV 反 转 录 酶 ；0．5 

mmol／L dATP、dGTP、dCTp和 dTTP；1 u I．RNA酶抑制剂 ；1／*mol／L引钧 P1或 P5；于 42℃ 反应 1-1．5 h。 

衰 l 引袖序列殛其在 CDV mRNA上的位量 

Table1 The seq忡 眦 the ⋯ a州 sit In n1RNA s 

1．4．2 PCR反应 取 2 lJ RT产 物．加人 48 lJ扩 增反 应{瘦【0 2~mol／L dATP、dGTP、dCTP和 dTTP； 

50mmol／LKCI；2．5mmol／LMgC ；10retool／I Tris-HC1(pH8．3．室温 )；0 01％明胶 ；上游引钧 1t*moUL．下 

游引钧 1 tool／L；0 03U／}̂LTaq酶]。PCR反应条件为 ：94℃变性 30 s，52℃退火 50 s．72℃延伸 60 s，共 35 

十循环。扩增产物经 1．5％琼脂错凝胶 电泳检涌。PCR使用的 引钧配对是 Pl—p2、P3一P4、P5一P6、P7一P8，依次 

对应的反转录时所使用引物分别是 P1 P1、P5和 P5。 

1．5 PCR产韵潮序 

1．5．1 PCR产物的纯化 按 日本宝生物工程 (大连 )公 司的 PCR Fragment Recovery Kit试剂盘使用说 明书 

操作。 

1．5 2 纯化的 PCR产物的序列涌定 由日本宝生物工程(大连 )公司完成的 

I．6 CO~H基因爰其推导的 H置白的序碉分析 应用分子生物学轼件 GOLDKEY对 CDVGP株 H蛋 白完 

整基因的涌序结皋进行 了分析。井与疫苗弱毒株 Ond~ tepoort进行 了比较。 

2 结果 

2．1 RT-PCR扩增结果 

用引物 P1．P2、P3 P4、P5一P6和 P7一P8对大熊猫 CDV病料进行扩增，均得到 了阳性扩增结 

果，扩增片段的理论值分别为792、578、761和 423 bp 图1为大熊猫 CDV的RT—PCR扩增结 

果 。 

_ 囤I大熊猫CDV的RT-PCR扩增结果 l：DNA Marker【l 500．1 000．90O．800．700．6∞．500，4OO．3∞- 200．100 bp) 2：P1．1"2．3； ．P4 4：P5一P6，5：PT-P8 啦．I Elect re由of RT—FCR prod~ rn in。d fr讲II ghmt panda．La眦I．100 bp DNAI der Cl 500．1 000．90O．80(I．70(I． 600．500．4OO．300．20O．100 b口j L j ％frmlane 2to 】 5 produc o1"P1-P2．P3-P4．P5一P6 and P7-P8．respecIIvdy． 
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2．2 大熊猫 CDV株 H基因的序列测定结果 

将大熊猫 CDV基因的 4个 PCR片段所测序列拼接后，得到一个 由 2180个核苷酸组成的 

基因序列，去掉侧翼的 F基因 3’端和 L基因 5’端序列，18~JT H蛋白的全基因序列(图 2)
，该 

序列已被 GenBank收录，登记号为 AF178038。H基因全长为 1 946 bp，开放阅读框架始于 21— 

23位的 ATG．终止于 1 842—1 844位的 TGA，编码 607个氨基酸。 

1 Ĝ∞呵c柚B T̂盯∞^̂ĉ 糕 nmcT加ĉ Ĝ—c从 ∞T 眦 TIETAT~ ATAAI~CAAG AGCTAATTCA T。：̂脚 『m 

91 cCTrA6TGAC AGAAGAGCAA GG~ GC．AG6A GACCACC~ A T1T 兀T GTCC1TCTCA TCCTACTGGT TGGAATCAT~ 60~'TACTTG 

181 CTAWAC'I~ AG'IEI~ Trt c ĉĉ 盯̂ T̂ c^̂c懈 从 T̂ W Ĝ 6̂ĉ 6̂ rmc 从 Ĝ T̂ Ĝ  1℃船 舶 蝴  

271 TA~ATO~ A AGTCATAGAT G1a  Ĉ c CGCI~ AA AATTAT~ GATGAC,ATI~ ∞̂ m  Gcĉ ĉ ^̂ 从 CTAAACGAGA 

361 Tc从 ĉ̂  ̂ T̂ TTc11C从 ^ Ĝ̂ c^̂^cT TcTTĉ 仳̂ GIl̂c Ĝ叭 懈 ĉrmc优 Ĝ 册 队 CT~ TT AAC~ A 

451 GTAA6ATCAA ~"P2,AA'ITTA ACTAATT,~ ~ ATACAAT G( Ĉ 6̂ AAATCTATI~ cI ∞c【眦 AAATCCCATC aT广r̂ 

1 c ĉ1口  AGGCA~,,AG6T GACATATI~C CACCATACAG ATC,CA~ GC．A 6CTACTACTT C．AGT,~ Z6 肿 trn 眦 CTATCA6TAT 

631 cIlTIcTcĈ T GTCI"ITC,ATC TCAAGAACAT c 瑚̂ G T̂从T CAATAT~CTA ACC~ TATCT c  ̂ c(W  GTA]~ 'rAAA A(~rATITGC 

721 T̂ 们Gc TT̂T腓 从 GGGGAGTF~ ACACt~AAAA cJlT1璐 m̂  TTTGAGAT~ c6T1c 亿̂ M  ACGb"I'I~CT6 AATGACATGC 

811 CATCACTCCA dÎl  ̂ TATATGG'I~C ．『c嘣  T10 M0oc AAGGTATGTA CTATAGCAGT ；a 6̂ ACAC'rC,~  

901 ∞ 丌啊 黼 AGATGAG~ C 加 ∞ T̂ 丌计 TATATCA'I~A CAGCAATGgr Tc ĉ 抓 儡 l̂11跚 Ĝ％ ĉ肼 GGAATATTTG 

991 cG Ic加c TA'IC~ATCAA GTrGAAfi~ TC．A／r~c"ru-'r∞ c1ĉc0ĉ 亿 C~ATACATAT AACAAA'rC~ 0G 

10B1 T 从̂  T̂Ic AATA~TAACC TGGATGI~TGC CTGCATrGGT ĜG从^ CAAGACg,~GC 从 从 ^̂ ĉTG Tc'rGGAG'I~6 GCTTG'R~AA 

1171 Cu~AATCCTA CCCTATGTGC ^̂ Ⅸ M 0̂cT CATG(~ CC aTI。ĉ0Ĝ ⅨW GI懈 a T6G cc m ĉ̂ TTACCI~TAfi 

1251 1̂℃Ĉ ĜĈ T Dc 叭 CTTAACATAT cI-T丌  ̂ TGG1D∞m  ATACT6~ 6AC,AC(~TAT O 丌 丌̂ T̂ GAAAGCCCAC 

1351 T1Tr0【 cTc CGGA'rGGC'IT 。̂ĉ 0cTc CCAAGAAOG~ AZCAGTCCTT GC,ATTChTAA (̂ ^̂a：“6 r̂ 蚰0 眦 CAG'~CACTG 

1441 加 眦 ^ l"6"t6Tlr,g~ Trlr．,(73c~ c “̂ 盯c¨G TGGMdtTT6T TATrTACCTA TTc^̂ CCAGA~rATG GATAAAfiATG 

153l W cT CT鼬 沁 从 TrT̂ 6TGGTATTAC cr̂c Ĝ̂ ^ 仃 丌惦 盯 T̂ 6TCflTAGCAA CAr̂ T6 r̂ T T̂c∞ 0∞ 。c 烈 Tc柙 0C^̂ 

1691 11守r|T̂ 11 m ，BI CCAAI~ fiGA CGATTTCTTA ∞ ĉ TrTAGACTAA a Z^ ∞̂ G TAGACCTfiAT T'I~CTACGGA 

171l T1quTc1TT 明 G ĉ 盯丌盯 O rC 。̂ĉ A~ TTACCOA T1 0叮 ^ACATCACTAA CTCTACAA(~ AG'r6TTGAC~ 

1801 _̂一rnc1蹦  m̈ 6 1TA16TMllC GI1ĉ  ̂ I~ ／IGTAT GJ订砌 A~ I"IV．̂ ĉ 粕  |Ĝc0cr 

189l a ^“ T Cm 嘶 O 舯  “ 帅 C CAACATTATA A,I~AAA 

田 2 大熊猫 CDVH基因的拔苷酸序列 

F-嚼 2 Nuclear@de s朗 0f ham agglutiaia gene 0f CDV 卸t panda st~in． 

注 ：21-23位的 ATG和 1 842·1 g44位的 TGA分捌为开放阿读框架的起始密码子和终止密码子麓加了底绞 

Note：Them n (ATG)¨ positioa 21—23 andthet— m Im 。 m (TGA)a·position1 842-1 844m  shaded 

2．3 推导的大熊猫(GP)cDV与疫苗弱毒 Omlerstep0ort(O皿d)株 H蛋白的分子生物学特性 

的差别 

利用 GOLDKEY软件分析了 CDV GP株和疫苗弱毒 Ond株 H蛋 白的亲水性和疏水性 

(图 4)、糖基化位点(图 3)、半胱氨酸残基(图 3)。 
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图 3 推导的 CDVGP棣和 Onder~t p0on H蛋自壹c基酸序刊的 比较 

注：N—xIS／T是借在的 N．联糖基化位点标志，字符柱加上 了底皱。 

F 3 Compafi．~on deduced amlno acid蜘 唧 僻 of the H proteins of CDV GP and onde 怔唧 n strslns 

The N-llnked poLemlsl glymsyhdon ‘器 n 5haded 

3 讨论 

本文首次测定了大熊猫 CDV H蛋白基因序列，并与疫苗株 Onderstepoort进行了比较 ，二 

者核苷酸序列的同源性 为 91．4％(1 778／1 946)，推导的氨基酸序列的同源性 为 90．2％(545／ 

604)，GP和 Onderstepoort株 H蛋白的半胱氨酸残基数 目及其位置是保守的，均为 12个且相 

对位置不变；疏水性和二级结构均有一定的变化．但推测的穿膜区位置(约 35位至 55位氨基 

酸)是一致的．胞质内34个氨基酸，霸在外面的糖蛋白骨架分别为 552和 549个氨基酸；On． 

derstepoort株的 H蛋白潜在的 N一联糖基化位点为 4个(19．22，149—152，422—424，587—589位氨 

基酸)，其中2个位于N末端 2／3处(～个位于推测的胞质部分．不能利用)，而另 2个位于蛋 

白质 C末端的 1／3处，GP株 H蛋 白潜在的 N一联糖基化位点为 9个(19．22，149．152，309 312． 

391—393，422．425，456．458，585—587，587．589，603．605)，其中4个与 Onderstepoort的 N．联糖基 

化位点完全相同，但另外 5个是 Onderstepoort株所不具有的．1watsuki．k等” 认为 N．联糖基 

化位点不同可能影响 H蛋白抗原性的不同。 

综上所述，大熊猫 CDV与疫苗弱毒 Onderstepoort株 H 蛋白的同源性较低．同时 GP病毒 

株 H蛋白疏水性和糖基化位点与 Onderstepoort株比较已发生了某些变化，至于上述变化对 

GP株的抗原性、致病性会产生什么样的影响．以及使用现有弱毒疫苗究竟能否有效地预防大 

熊猫犬瘟热的发生，尚待进一步的研究。 
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图 4 推导的 CDVGP株和 or】de叫ep∞n株 H蛋 白的亲水性图 

注：推耐们跨膜区位置约在 35 55位氨基酸之问 

Fig．4 Predicted H protein hydrophilicil7 profile o1 the GP 卸d on E ，Dn strains- 

No ：The p,'ediel~ Iransemb~'ane po 【35-55~nlno acM r du 
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Nueleotide seqnecnce Analysis of the Haemagglutinin Protein Gene 

of Giant Panda Strain of Canine Distemper Virus 

脏 Hong—bin2
， L1 Jin-zhong ，XIA Xian-zhu ，YU Chun。， 

FAN Quan-shui。，HUANG Geng ，QIU Wel ，YEN Zhen 

(The V 州 m ry Institute，Uni~．rsity ofAgriculture and Animal Science，Ct~zngchun，130062，China) 

(Department o，Biological Science．Nord~easternAgriculturalUniversity．Harbin 150030，Chb*a) 

Abstract：The sequence analysis of the heemagglutinin(H)protein gene of giant panda strain of 

canme distemper virus(CDV)from giant panda in China was conducted and compared with On— 

derstepoort vaccine strain．Four pa irs of primers weile"designed and synthesized．The PcR prod— 

uCts ampl击ed from GP strain were directly seqoenced after they were purified ．There are 1 946 tit 

of the complete H gene．The H gene of the GP strain showed that the l~gest open reading frame 

(ORF)encoding a protein of 607 am ino acid residues started at the ATG at position 21—23 and 

extended to a termination~odon(TGA at position 1 842—1 844)．The deduced am ino acid se— 

quence of the H protein of the GP strains was compa red wi th the CDV vaccine On derstepoort 

strain extracted from the GenBank database．The sequence of the H gene and ded UCed H protein 

ofthe GP strainahowed anidentityof91．4％ and 90．2％ withOn derstepoort strain．respective一 

1Y．Allthe12一c~ teine residuesfound intheGP strain H protein were cou~erved inOn derstepoort 

strain．AIthough predicted  hydmphilicity of the GP strain difiefed  from that of the On derstepoort 

strain，the pred icted transmemhrane position at 35—55 amino  acid residues was co nserved in both 

strains．Out of the 4 potential N-linked  glycosylation sites of On derstepoort H protein．two were 

located in the N-terminal 2／3 of the protein(one located in the putative cytoplasmic part and is 

probably not used) while the remaining 2 sites wel~e kr．ated in the C-term inal 1／3 of the protein． 

Fourofthe 9 po tentialN—linked glyco sylation sites ofGP H pro teinwereco t'kc,erved intheOn der— 

stepoort，but the other five sites aloe unique to GP，the extra glycesylation sites may influence 

antigeniclty of the GP． 

Key word：Gian t panda；Canine dlstemper v／ms；Haemagglutinin gene sequence analysis 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

