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Abstract：A ofprimers w∞ desigr~ and synthesized accordingtothe~poned S1 keprotein gene 

quence of IBV．The viral RNA of SD／97／02 strain was amplified by w髓 呦 scdpt|叽-p yⅡlera姑 chain re— 

action(RT-PCR)．1he amplified product was an出z。d by agareec gel electe~horesis，all apr~ a a f／agn3cmt of 

1657 bp 8．S expected．The r_PcR pn：Muct was cloned into pMD18一T vector．and then the recombinant plasmid 

was sequenced．The result suggested that it was the S1 spike g,G~ne of IBV．The r~omhirmnt plasmid w丑s desig· 

hated pMDQXS1．The sequence has been published in山e Genbank．and the ecce~iotl number is AFl93423． 

se ence an8l s showed thatthe s1 gene haslow G+C content at about 37．0％ ．There existed several RE 

cleavage sites such as HindIH，BamHI．硒  Ill，SacI and So2I，but have130 R I site，which is rl：'-~rent 

frem that of other strains．Ib homology ccmpared with otherIBV stI~I3S WaS between 87．O2％ and9 21％ ．In 

the site between 154 and429 ofthis S1 gene is a highly variation re 0I1．Th e Sl protein is o口∞p of 540 

amino aied residues afterthe geneWas transhted into alP．JllO acids，the pIis 8．24．In theinnerof the protein 

there havel8 Cys residues．The se enceof the cleavage site between S1 and S2 submitsisHRRRR，whichis 

different 0rn that other IBV strains(RRF／SRR)．Three high ccaxservative Ie咖 Were located at 169·181， 

230．250．485．506 amino acids residues ．Comparative analysis of the anfigeninityof SD／97／02wi山 山at ofother 

stI~illB showed epitope disappearance in 320-326an and 390-401an ，two strong epitopes珥 Ba in 325·345an 

and卯9·389ea；_m 438-444aa，the epitope which e~sted in other strains of IBV(except zj971 skrsilq)disap· 

peared；and the antigenicity between the&~lJllO acids residues 53_65 becmne weak． 

K words：Infectious bronchitis virus(IBV)；Proventriculus strain；S1 spike protein gene；Sequence analysis 

摘要：参考Genbank上发表的IBV s1纤突蛋白基因序列，设计了一对引物．对鸡传染性支气管炎病毒青岛腺胃分离 

株(5D／97／0"2)RNA进行RT-PCR扩增。将 PCR产物克隆人pMD18-T载体中进行序列测定和分析。序列分析表明， 
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该毒株的 s1基因的 G+c％含量较少，为 37 0％，存在 Hindm． HI，岛 II，Sad和 Sa／l位点．无 geoRI位点，与 

其他毒株的同源性在87．02％一94 21％之间，在第 154 429m处为高度的变异区；将基因序列翻译成氨基酸后，假定 

的s1蛋白由54O个氨基酸组成．等电点8 24，在蛋白质内部存在 l8个 c ，在 s1与 蛋白之间的剪切位点为 

}Ⅱ删哝，这与太多数IBV毒株(RRF／StLR)不一样，有三十区域的氨基酸序列高度保守；169—181aa．230～250aa，485 

— 506阻；与其他毒株进行抗原性比较后发现，在该毒株的320～326aa及390—401aa处的抗原表位消失，而在325～ 

345aa、379～389aa处则出现了很强的抗原表位；第438—444蛆处，其他 IBV毒株(赊Z1971株外)原来存在的强抗原 

位点在本毒株中消失；在53～ 位的氨基酸抗原性与其他毒株相比明显变弱。 

美建词：IBV；腺胃株；S1纤突蛋白基因；序列分析 

中图分类号：$852．65 9．6 文献标识码 ：A 文章编号：lff)3—5125(2001)04—0377—05 

鸡传染性支气管炎病毒(IBV)属于套式病毒 目 

(又叫尼多病毒目(Nidovirilaes))⋯，为冠状病毒科． 

冠状病毒属的代表成员。该病毒可引起鸡的严重的 

传染病，此病以气管哕音、咳嗽、打喷嚏为特征_2j。 

IBV由于具有独特的先导与I物转录机制，虽然能使 

如此大的基因组(约 27．6kb)保持其种属的稳定性． 

但也由此造就了 IBV的另一特性一多变异性，使 IBV 

具有多种血清型．并且也产生了很多的组织嗜型，如 

最经典的呼吸型．稍后出现的肾型，以及最近出现的 

产蛋下降型和肠型。而中国从 1995年以来，出现了 
一 种以腺胃病变为典型特征的鸡急性传染病l 3l3，一 

些人认为它是由变异株的IBV引起的一种新的传染 

病，但也有人有不同的观点．而在国外尚未见报道。 

IBV的结构蛋白主要为三种：纤突糖蛋白(s)、 

基质蛋白(又叫膜蛋白，M)、核衣壳蛋白(N)。纤突 

蛋白在病毒成熟后裂解成两个亚单位：s1和 s2，其 

中s1亚单位位于病毒粒子的最外端，比较容易脱 

落，它能介异病毒与细胞受体的结合并进人细胞；另 

外，s1蛋白还介导细胞融合．诱发产生中和抗体和 

血凝抑制抗体。正是由于 s1蛋白具有如此重要的 

功能，现在对 s1蛋白及其基因的研究是最多的，而 

且比较深人。从以往的研究来看，s1蛋白基因的变 

异还可能导致组织嗜性的改变本试验中所用的病毒 

分离自青岛当地腺胃严重病变鸡的腺胃组织，已确 

认为冠状病毒 4J。本试验拟从分子生物学的角度出 

发，直接测定该病毒的 s1基因序列，试图从分子水 

平来研究该病毒的变异机制。 

1 材料和方法 

1．1 引物设计和合成 

利用 NCBI网站 Genbank上的 BL4,ST软件对大 

量的IBV S1基因序列进行了同源性比较，选取较为 

保守的部位作为引物，其中5 引物(S11)位于s1基 

因起始密码子以前的约 40nt处，该处的序列经序列 

同源性比较为保守的区域．且包含了前导序列的共 

有部分：CTGAACAA，这样可以使该引物的适用性更 

广；3 端引物则位于s2亚单位基因内．同样比较保 

守。引物序列如下： 

Sll 5'-GCAAACTGAACAAAAGAC(CA)GACT- 

TAG-3 

S12 5'-Crr(AG)ccAT̂ ĉI cAT̂ ĜccCA一 

3 

(注：括号内(CA)的意思为此个碱基为 C或 A， 

同样(AG)为 A或 G，在引物中以相同的比例出现 ， 

在此引人简并碱基的目的是更好的扩增 RNA，使引 

物的引发功能更为强大。此对引物中未加酶切点， 

可通过T载体来进行克隆。) 

1．2 SD／97／02株 IBV S1基因的获取 

具体方法见文献l5J，现将实验步骤简要描述如 

下：病毒一接种 10日龄鸡胚一40h后收毒一冻融 ， 

离心，纯化一提取 RNA_+反转录一PcIl一电泳检查； 

其中反转录的条件为 42℃ lh，37~C 50min(用 M— 

MLV RT)，PCR的条件为 ，94℃预变性 5min，然后 

94℃lmin，47℃ 2min，72℃ 4rain，进行 40个循环，最 

后 72"12延伸 10mln。 

1．3 目的基因的克隆 

同样按文献 ]，将PC,R产物克隆人 pMD18．T载 

体(大连宝生物(TaKaRa)工程公司产品) 

1．4 刹序 

在大连宝生物(TaKal~)工程公司的协助下，利 

用 ABI PRISMTM377型自动测序仪，通过通用引物 

M13-47和RV-M进行双向测序，然后在序列的中间 

再合成一个引物将此序列测通，通过自动序列拼接 

软件进行拼接后即为所需的s1基因序列。 

1．5 序列分析 

首先将所得的序列和 NCBI网站上 Genizak中 

的序列进行同源性比较，然后用 DNASTAR等分子生 

物学软件进行分析。 
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2 结果 

2．1 目l物的设计和目的基因的获取 

经过 Goldkey软件的辅助分析，引物 sll和 S12 

内部均没有连续 4个 以上碱基构成反向互补序列， 

二者的3’末端也无同源性，不会形成引物二聚体， 

且错误引发的能力也较弱，唯一的缺点就是这对引 

物的 G+c％均较低，仅在 35％～40％之间，这是不 

符合常规的引物设计原则的，不过整个 sl基因的整 

体 G+c％也仅在 36％左右，后来也表明 PcR过程 

中非特异扩增较多，这也是 sl基因较难扩增的原因 

之一。 

2．2 Sl全基因序到的测定 

SD／97／02株s1基因的全序列和相应推导出的 

氨基酸序列见图 l(该序列已提交 Genbmlk注册，注 

册号为 AF19~423)。 

2．3 序列分析 

ATG1TGCt~ 帕̂ To“瑚  讯 G AL~AIT1TG~TGCA 1研 蝴 0ĉ 盯̂m 玳 6 T口∞ 盯̂ Ⅱ̂w 0 W 1 CM AGTG。cTrr̂ 0Gcc lⅦ 

M L G K s L F L v T I L C ^ L C s A L F D s  ̂ N N Y v Y Y V O S A F R P 

T0=̂ ^盯 OĜ To0C盯  C ∞ 0O 0cr1_盯 Oo ^盯 Tcc^cr^盯 W ^ ^盯 盯̂ Oo 0了r1Cr0=̂ O盯 。 TOcACT O ^ ĜG ĉG 

P N G w H L 0 G G A Y A V v N S T H Y S N N A G s A P 0 C T v G v I K D 

TC1l盯 ^盯C 盯 0CGo 1Crm 0 m ^C^0=̂ O盯 C 0缸 脚 0 1001cr̂ ĜTC～C T 丽 蝴 Oo C T ^ ĉTn1Cnĵ  ̂ ^c ·̂町  

v Y N O S A A s I  ̂ M T ^ P L Q 6 M A w s K S q F C S A H C F s E I T V 

毹 ^c^C盯 丽 1l盯 ĜT蝴 0缸 ôC0∞ TCr1研 C盯 m ĉ^∞ C脚  0ĉ O盯 0 0口 ∞ r TCrOc^—町。^^̂ ^盯 0河 Tcrm  1Ⅺ M  

F V T H c Y S S 6 S 6 S C P 【 T G M I P R D H I R I S A M K N G S．L F V 

TT Ĉ  ̂ 0̂： 盯 AAATACO盯 ^盯 T ^U 1Cn c^^T【|1 ^ ĉ~ C3TC^ĉ 1CrG丌 1l盯 T ^盯 。盯 W C盯  Trr 
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v i L C D N S P K G L L A C O Y T G N F S D 0 F Y P F T N S T L v R E 

0r 毹 W ∞ CG^^ ĜT  ̂ ^盯 ^cr̂  CTOGO~TTA ĉr̂ 盯 T ^crr ^cr 盯̂   ̂ ^盯 0 o 。 ^盯 盯 O O 盯̂  ̂ TTTC l∞ 
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盯 T 1l盯 C 小 C n o C 0̂  ̂ 0缸 W w ^ 1Tr̂ 盯 T 。rc T̂丌 ∞ 盯 C Ĝt ∞ W ^̂ 0Oo 盯 ∞ rrrm 1l盯 0∞ TcrTACf r̂rcr g．r~i 
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^G『Tu TCrr n̂ 0ĉ G从 ÔC ^盯^ O Tm1啪 T ^盯T。亡T略Tĉ  1Cr ^cr1_盯O缸 0Zm C I孙 00印’缸 ^ ĜC Tcr r ^o Jl∞ 

s C s F R P ￡ T I s G L w r H s L s v s L T Y 0 P L q o 0 C K 口 s V F 

TO ^ Ĝoĉ D̂6TGT11盯 TATGCCw  盯 TAT 盯̂ 03亡a 帕 G0ĉ 1耵 ^^^G呵 G丌 1Ⅺ 似 0 ^̂ T 腰 椰 ^盯 r G从 1研 O T ∞ G丌 1 G 12lu 

s 0 K A T C c Y A Y s v N G P R ^ C K G Y S G E L s M N F E C G L L v v 

丌 ^cr^ AGTC~'GUC TCrO盯 m o ĉr̂ n ĉ。G帕 0ccT T ^0 CM C ĉ^盯 。时 ^盯 ^盯   ̂ T 0 ^ Ĝ丽  。 w ^盯 m W  l 

v T K s H G s R l q T R T E P L v L T Q H N Y l T L D K C v A Y N l V 

0。亡心 G ∞ C0 O ĉr 舶 ^crW TCr0crO口 ^盯1Tr 0̂T丁盯TnOc^W O 000Tnocr 丌^0 Ô0T0 O 0亡亡m G口盯  
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TT丌 ^加 OCC^0：1l盯。田 ^盯 W  ^ Ĝ ^盯 O0 1Bro W  ^ C o Tn硼 ∞ TCrO ∞ C^盯m  G 

v F v v K G s Y G L N Y Y K V N P c E D v N q q f v v s G 0 N I V G 

cr心 ^盯G从 ^c^0河 TCrG从 ĉ G ^ ĉc加 TTrw  T 胀 ^盯^0CTC 。̂叮 C 。 ^030G『 J6∞ 

s R N E T G s E Q V E N Q F Y v K I T s s H R A R R 

图 1 SD／97／02株 ]BV s|基因序列段其所推导的氨基酸序列 

ng 1 哪 嘴 0f 1HV SD／97／02straln S1日∞e帅d its d~uood蚰 r10 aeid~aequ~  

2．3．1 SD／97／02株 IBVS1基因的特征及其与其他 

IBV毒株的同源性比较 在 sl基因中，各种核苷酸 

的 比例 为：A．27．6％(457／1657)，c．20．3％(337／ 

1657)，C-15．7％(260／1657)，T-36．4％(603-1657)，这 
一 比率和其他毒株的IBV几乎一致。此基因的特征 

就是它的 G+c％含量较少。 

对该毒株的 sl基因的酶切位点进行分析表明 

存在 HindIII，Bo~nHI，BglII，Sac I和 S I位点。但 

无 EcoRI位点；该毒株的sl基因与C,enbank上的其 

他IBV毒株sl基因的同源性在 87．0'％～94．2l之 

间，在第 154～429为高度的变异区，该毒株与大多 

数毒株的差异即在此。 

2．3．2 SD／97／02株 IBV sl蛋白一些特征 用 

DNASTAR中的强大功能，分析了以下特征，见图2。 

在亲水性上，我们发现前 l8个氨基酸具有强烈的疏 

水性，这儿应该是信号肽区域，这与其他 IBV毒株完 

全一致。 

sl蛋白由 540个氨基酸组成，等电点为 8．24， 

在蛋白质 内部存在 l8个 Cys，在 sl与 s2蛋白之间 

的剪切位点为 Ⅲ删腿(剪切位点位于最后一个 R 

后)；进行多序列氨基酸同源性比较后发现，有三个 

区域的氨基酸序列高度保守：169—181aa，230— 
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崮 2 SD／97／02群 IBV SI蜇 臼舯一些特性 

ng．2 Some cb B of IBV(SD／97t02 smtln)S1 protein 

250 ，485—506~18t。 

2．3．3 sD／97／02株 IBV与其他 Ⅲv的进化树分析 

(参见图3，可见 SD／97／02株与其他毒株相比较 

为独立，在基因分型上可将其独立地分为一个型。 

此图列举了几种在组织嗜型上各不相同的毒株，其 

中IBV D41为我国分离的肾型毒株，IBV H120为来 

自荷兰的标准呼吸型毒株，M41株为美国麻省标准 

呼吸型毒株，IBV Beau为美国另一标准呼吸型毒株， 

3 讨论 

图3 IBV的sl基因进化树分析 

F培3 1he PlIyl ctree 0fIBV s1 gene 

IBVZ为分离自浙江杭州的腺胃表现型毒株【t2])。 

2．3．4 SD／97／02株sl蛋白与其他毒株进行抗原性 

分析 参见图4，对SD／97／02株的sl蛋白的比较分 

析表明，在320—326 及390—401~t处的抗原表位 

消失，而在325—345 、379—389 处则出现了很强 

的抗原表位；第438—444位，其他毒株(除IBV ZJ971 

毒株，为另一个腺胃表现型的IBV毒株)都有一个强 

的抗原表位，而在此毒株中不存在；在 53—65位的 

氨基酸抗原性与其他毒株相比明显变弱。 

50 75 100125150 175 2OO 225 250 275 300 325 350 375 4O0 425 450 4"／5 525 

图4 mv 50／97／02株 sl蛋白的抗原性比较分析 

Fig 4 Compertlve Andy~s 0fthe Antigetfc~ty 0flW  SD／97／02 strain 

IBV的sl蛋白一直被认为能激发中和抗体和 

血凝抑制抗体 ，并与病毒的组织嗜性有关，S蛋 

白与宿主细胞膜上糖蛋白受体的结合可能是IBV及 

吸附细胞的前提条件 ，S1基因的变异，将直接影 

2B栅岫  

B~．'zj971sl 

” 722 

ilwxO2342 

~ O014 

ib,~a95I 69 

ibvm2l9 

1~03693 D41 

响到病毒与细胞膜受体的结合。挑选有代表性的毒 

株(指不同组织嗜性的病毒株)，克隆其 sl基因，并 

进行测序及序列分析，或许会从中找出一些规律，从 

而为阐明IBV的致病机理奠定坚实的基础。 

我们分析了SD／97／02毒株 sl基因的限制酶切 

位点，发现存在 H／ridIlI，BamHI，BglII，SacI和 s I 

q 
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位点，但无 DR I位点，这与已报道的不致l9 J。将 

基因序列翻译成氨基酸，发现sl蛋白由540个氨基 

酸组成，等电点为8．24，在蛋白质内部存在 l8个 Cys 

(在 IBVS1蛋白中，cvs在 l6～l9个之间)，而 Cvs能 

形成二硫键，因此在 Cys上的变异会导致蛋白功能 

较大的变化。在 sl与 s2蛋 白之间的剪切位点 

HRRRR，这与大多数 IBV毒株(RRF／SRR)不一样。 

在禽流感病毒中的血凝素切割位点为 R．X．R／K-R， 

这与 IBV的 S蛋白切割位点相类似。在 NDV的F 

蛋白切割位点的变异可导致毒力的变化ll ，或许这 

也可以推广到 IBV的 S蛋白，但这还需要实验的证 

实。 

我们将 SD／97／02株的氨基酸序列与 Ganbank 

中的序列进行了比较发现，有三个区域的氨基酸序 

列高度保守：169—181aa，230～250aat，485～506aa。 

Wang等 J报道在 sl蛋白的第 24O～255位为高度 

保守区。我们的结果与此比较接近。在第24位的 

氨基酸处，SD／97／02株与其他毒株相比多了一个氮 

基酸(Ala)，这是否对 sl蛋白的功能会产生影响还 

有待进一步研究。 

鸡的传染性腺胃炎在中国已存在几年，现大部 

分研究者认为它是由一种冠状病毒即传染性支气管 

炎病毒引起的，但这是一种变异的 IBV，这意味着 

IBV的组织嗜性又发生了变化。而其 sl蛋白的变 

异直接决定了 IBV的组织嗜性，我们通过 RT-PCR 

技术，取得了 SD／97／02株的sl基因，并通过测序获 

得了其基因序列，对 SD／97／02株 s1基因序列测定 

结果的初步分析表明，该毒株与其它 IBV的差异较 

大．尤其在高变区(5 ．m )有极大的差异。 

本文中所比较的序列 中，其中一个 (ZJ971 

株)” j为腺胃表现型的 IBV，对 sl蛋白的序列比较 

表明，SD／97／02株 IBV与这个毒株的 sl蛋白的差 

异也很大，这就说明在病毒的致病型和sl等国的基 

因型问还看不出直接相关性。决定病毒的组织嗜性 

的可能是其中的单一或几个抗原表位，这两个都是 

腺胃型的毒株虽然在整个 sl基因同源性上相差较 

大，但在第438～4 44日a处均比其他毒株少了一个表 

位，该表位的缺失是否会造成 sl蛋白整体抗原性的 

改变，有待进行深入的研究。 
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