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Abstract：The entire S1 genes from nephropathognic strain JS／95／03 and respiratory strain SD／97／01 

of infectious bronchitis virus were amplified，cloned and sequenced The nucleotide and deduced amino 

acid sequences of S1 genes from two isolates and ten reference strains were compared．The results 

showed that JS／95／03 and SD／97／01 were geneticalty closely related to M41 and H120．respectively． 

So jt speculated that they were possible variants of raceine strains Two isolates were different in 

pathogenicity．but they genetically related．Only 24 amino acid differences were found between S1 

glycoproteins of two isolates， and 15 of them occurred in the region of the first 130 amino acid 

residues A amino acid differece Rt the position 1 I6 might he involved in pathDgenicity The corctpa~一 

son of the predicted secondary structures of S1 glycoproteins from two isolates revealed that only one or 

a few amino acid differences were r~ponsible for different antigenicity and structure． 

Key words：Infectious bronchitis virus(IBV)；S1 gene；Amplification；Cloning；Sequence anatysis 

摘要：对 IBV肾型毒株JS／95／03和呼吸型毒株 SD／97／01的 s1全基困进行了扩增、克隆和序列测定．将两毒株的 

sl基因序列与 l0个参考毒株进行了比较。结果表明，1s／95／03和 SD／97／01分剐与 M41和 H120株亲缘美幕最 

近，它们可能是疫苗毒株的变异株。JS／95／03和 SD／97／01问的亲缘关系也较近，两者 s1蛋白中只有 24个氨基酸 

的差异，其中有 15个位于前 130个氯基酸中。第 116位氪基酸可能与毒株的致病性有关 对两毒株 s1蛋白的二级 

结构进行了预测和比较，结果发现，一个或极少数氨基酸的差异即可导致 s1蛋自二级结构和抗原性的改变。 

关键词：传染性支气管炎病毒(IBV)；S1基因；扩增；克隆；序列分析 
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传染性支气管 炎病毒 (infectl。us b chitis 

virus．IBV)属于套病毒 目(Nidovirale~)，冠状病毒 

科(Coronaviridae)，冠状病毒属(CoronⅡ口irus)，IBV 

是该属的代表种，主要侵害鸡的呼吸系统和泌尿生 
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殖系统， 呼吸道症状、肾脏损害、蛋产量和蛋品质 

下降为特征。其基因组为不分段的单股正链 RNA， 

全长约为27kb[ ．编码三个主要结构蛋白，即：纤突 

糖蛋白(s)、膜蛋白(M)和核衣壳蛋白(N)。S糖蛋 

白形成病毒表面的纤突结构，翻译后裂解为两个非 

共价结合的多肽，N端s1和 C端 S2。s2的 C端有 

一 个小跨膜区“锚”定于病毒囊膜并形成纤突的柄． 

S1则形成纤突的顶部。IBV基因组 RNA特有的先 

导引物转录机制，使病毒具有高度变异性，导致新血 

清型和组织嗜性的毒株不断出现．常规疫苗的免疫 

效果下降 给疾病的防制带来了很大的田难。 

大量研究表明，IBV的各个基因均可发生变异， 

但s1基因变异最为活跃。由于s1糖蛋白与病毒的 

许多生物学功能有关，可以诱导血凝抑制(HI)和病 

毒中和(VN)抗体的产生，是病毒的主要免疫原蛋 

白_2· ．其 N端还可能对病毒的组织亲嗜性和毒力 

起决定作用-4 j。因此，可以根据不同毒株 s1基因 

间的差异来分析 IBV的变异原因．为 IB的防治提 

供理论依据。 

本研究分别扩增了两个致病性不同的 IBV地 

方分离株的s1基因．并对其核苷酸及由此推定的蛋 

白质氨基酸序列进行了比较和分析．从分子水平上 

探讨了 IBV的变异机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 毒株 IBV JS／95／03和 SD／97／01株分别 

从发病的免疫鸡病料中分离获得．经鉴定分别为肾 

型和呼吸型毒株_6】。由南京农业大学传染病学教 

研室保存。 

1．1 2 质粒和菌种 质粒 pMD18一T购自TaKaRa 

(大连)公司。大肠杆菌 JM109由南京农业大学传 

染病学教研室保存。 

1．1．3 酶和试剂 反转录酶 M-MI V RT、连接酶 

T4 DNA ]igase、RNasin、Taq酶、限制 性 内切酶 

BarnH I、Sai I和 I等均购自Promega公司， 

DNA分子量标准 DI，2000及 kDNA／Hin dⅢ购自 

TaKaRa(大连)公司，RNA纯化试剂盎(High Pure 

Viral RNA Extraction Kit)和 DNA快速纯化回收试 

剂盒分别为 Boehringer Mannhein公司和博大公司 

产品。 

1．1．4 引物 参照 GenBank上公开的 IBV S1基 

因序列设计了一对引物： 

5‘一primer． 5 一GCAAACTGAACAAAA6；ACCG 

ACTTAG一3 

3'-Primer： 5'-CTTACCATAACTAACATAAG 

GGCA 3 

扩增范围包括s1基因全序列、部分s基因5 端 

非编码序列和少量的 S2基因序列。由TaKaRa(大 

连)公司协助台成。 

1 2 方法 

l 2．1 病毒增殖与浓缩 IBV种毒液稀释后，接种 

10d龄非免疫鸡胚，37*(2孵育 40h，收获尿囊液． 

2 500r／min，离心 10min 取上清，一20~C冻融 3次． 

3 000r／rain，离心 10 min加入 PEG6000和 NaCl至 

终浓度分别为 8％和 95g／I ．4℃缓慢搅拌过夜， 

10 000r／min，4℃离心 30min，沉淀用适量 PBS液溶 

解后．将其置于预先制备好的20％～60％的连续蔗 

糖梯度之上．35 000r／min，4℃离心 3h后．收集40％ 

～ 50％处的白色病毒带．PBS透析除去蔗糖后．再用 

PEG6000除去部分水分．即得浓缩的病毒液。 

1．2．2 RNA的提取 取浓缩病毒液 lOOuL．按 

RNA纯化试剂盒的操作说明快速提取病毒 RNA． 

最后溶于 10,uI 无 RNase的水中，立即进行反转录。 

1．2．3 RT-PCR RT和 PCR反应均在基因扩增仪 

(PE2400，Perkin Elmer Applied Biosystems)上进行。 

RT：反应体系中各成分组成为：病毒 RNA液 

8uI ，3一primer(20pmol／L)2 L，5×M—MLV RT 

buffer 4,uI ，l0mmol／I dNTPs 2 Lj 25mmol／I Mg— 

CI2 2 I ，RNasin(40U／td )l I 。离心混匀后．置 

65℃．15min后．加入 M MI v RT(200U／~I．．42℃ 

lh，然后95℃ 5rain灭活反转录酶，冷却至4"C后。进 

行 PCR反应。 

PCR反应体积为 lO0,ul 。反应体系中含：RT 

产 物 20uI ，lO×PCR buffer(Mg free)8“I ， 

25mmol／I MgCI22．8uI ，5‘一primer(20pmol／I )2uI 

超纯水 66．2td 。混匀后．94℃预变性 5min，加 口 

酶(5U／tH )lid ．然后进入 PCR循环。循环条件为： 

92℃ 1min．45℃ 2min，72℃ 4min，循环40次。循环 

结束后，72V延伸 10min，最后置4℃保存。PCR产 

物在含 1％ EB的琼脂糖上电泳，紫外灯下观察结 

果。 

1 2．4 PCR产物的克隆 PCR产物在 1％琼脂糖 

电泳后，切下目的条带，用 DNA快速纯化回收试剂 

盒回收凝胶中的DNA，然后与 T载体连接 反应体 

系组 成为：目的 DNA溶液 2 I ，pMD18一T载体 
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(50vg／ )，2×]igase buffer 5 I，，10mmd／[ ATP 

N 0 5gI ，T4DNA 连接酶 (3weiss U／ut )0 5gI ， 

超纯水 1 I 。离心混合后，22℃孵育 2h，70"C灭活 

连接酶．一20*(2保存备用。 

将连接产物转化进大肠杆菌菌株JM109，待长 

出菌落后．挑取白色菌落接种 I B液体培养基，3712 

过夜摇振培养。小量提取法提取质粒，用其进行 

PCR 及酶切鉴定，获得重组质粒。 

l 2．5 序 列测 定 重组 质粒 的测序工 作 由 

TaKaRa(大连)公司协助完成。利用 M1 3通用引物 

在 DNA测序仪(ABI PRISM ”377型．Perkin—Elmer 

Applied Biosystems)上进行双向测序，然后在序列中 

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，即得 sl基因的全序列。 

1．2 6 序列分析 将所得序列与 NCBI冈上 Gen— 

Bank中公开的 IBv sl基因序列进行同源性比较， 

然后用 DNASTAR软件(DNASTAR lnc Madison， 

WI)等进行基因及据其推定的氨基酸序列分析。 

用于比较的各参考毒株 sl基因序列在 Gen— 

Bank 中 的 登 录 号 为：Beau，M95169；CU—T2， 

U49858；Gray． L14069； H120， M21970； Holte， 

1 】8988；M41，M21883。 

2 结果 

2 1 IBV S1基因的 RT-PCR扩增 

IBV JS／95／03和 sD／97／01两个毒株均扩增出 

一 条 1．72kb的片段，与预期的结果相符(图 1)。 

2．2 IBV Sl基因的克隆与鉴定 

将RT-PCR产物分别与克隆载体 pMD18-T连 

接，转化大肠杆菌 JM109，挑取白色菌落，增菌培养 

后，提取质粒。以质l粒为模板与原引物进行 PCR， 

均扩增出 1 72kb的片段，用 BamH I单酶切，切出 

约 4 4kb的条带，BamH I和 Sal I双酶切，切出 

大小分别为 l 7和 2．7kb的条带(图 2)，证实连接 

成功．将两重组质粒分别命名为 pMDJS9503S1和 

pMDSD9701SI。 

2．3 序列测定 

重组质粒为材料进行序列测定，经冈上 Blast 

软件比较证实所测序列为 IBv sl基凼。碱基长度 

为l 72kb，包括部分 s基因先导序列和 S2基因， 

JS／95／03和 SD／97／01的 sl基因序列均 已在 Gen— 

Bank 上 登 录，序 列 号 分 别 为 AF208239 和 

AF208240。sl基因序列推定的氯基酸序列见囝3。 

i 

一A B M C D bp 
隔2 霞坦 电隆质粒 pMDJS9503S1和 pMDSD9701S1的酶切鉴定 

A．DM州$9503S1 BamH I和 Bal I敢酶 切；B，pMDJ$9503S1 

踟卅H I 单 酶 切；C．pMDSD9701SI Ba rnH I单 酶 切，D． 

uMDSD9701S＆，nH I和 Sat I双酶切；M，井子量标准 k-DNA／ 

H／ dⅢ 

Fig 2 Restriction etlz~axte analysis of recombinant plasmid pMD 

j田 503S1 or pMDSD9701S1 

A pMDJ$9503S1 digested with BamH I and I； B．pMD 

JS9503S dighted with ＆ mH I C，pMDSD9701S1 digested wkh 

Eta 【H I；D．pMDSD9701SI dighted with ＆ mH I and f I； 

M．DNA molecul~ weight marker -DNA／ nd Ⅲ 

2．4 序列分析 

2 4 l JS／95／03和 SD／97／0l株与其它 IBV毒株 

sl基因核苷酸和蛋白质氨基酸序列比较 

采用 Clustal法将 JS／95／03和 SD／97／01株的 

sl基因核苷酸和蛋白质氨基酸序列与其它 6个参 

考毒株进行了比较(表 1)和进化树分析(图4)。结 

果表明，8个毒株可分为两太基因群，I群由JS／95／ 

03、s 97／0l、M4i、Hl20和Beau毒株组成，它们之 

间核苷酸 和氨基酸 序列 同源 性分 别 为 97，0％～ 

99 7％和 94．4％～99 3％：11群包括 H。l1e、CU—T2 

和 Gray毒株，它们之问的核苷酸和氡基酸序列同源 

性分别为 82．3％～82．7％和 76 1％～79．2％：两 
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个基因群毒株问棱苷酸和氨基酸同源性分别为 

79 6％--83 7％和 73 2％～78．2％。不同毒株基 

J S／95／03 LllCVLCSAAL 
． ． ． A ．．．．V - 

HGGRVV A S 

IRVSAMKNGO 

K^GGPITYKV 

VROKFlVYRE 

SSFvYKESN F 

YAYSYGCPSL 

CVDYNIYGRT 

CEDVNQOFVV 

、ES 

因间的差异主要是由碱基替换和插入或缺失 f起 

分布于整个 s1基因中。 

OSAFRPPNGw HLHGGAŶ VV NISSESNNAG 60 
· ⋯ · · · D- · ·-····-·· ·-·-· 

AW SSSOFCTA HC DTTVF VTHCYR~DGC 120 
． ． ． G -．-．．． Y ⋯ ·-· ·-··· KHV ·· 

KYPTFKS FQc VNm SVYLN GD【 VYTS LE工 1 80 
‘ ‘ ‘ 。 ‘ 。 ‘ 。 ‘ 。 ‘ ’ =— ⋯ ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ’ ‘ ：． 

V 【虹 AQDVIL cDcSPRGLLA CQYNTG LESD 240 
‘  

— =⋯ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ：．： -_ _ 

Ⅱ FH E工GA NPN PSGVQNl QTYQTQT̂ QS 300 

R L ETINNGL W FNSLSVSIA YGPLOGGcKQ 360 

LNFECGLLVY VTKSGGSRIo TATEPPVlTR 420 

lI········· ·········· ·········O 
SAvSYNYLAD AGLAIIJDTSG SID【FVvoSE 480 

SRNETGSQLL ENQFYIKIT fiT．BBE腿 sIT 540 

Cleavag~s『te 553 

between Sl and S2 

图3 推定的IBV js／95／03和JS／97／01拭的 s1蛋白氨基酸全序列 

Fig．3 Complete dedu~d amino acid sequ~ 0f S1 glymprotein from IBV imlatm JS／95／03 IuId sD，97／01 

Potential gIyeosylation si~es(NXS or NXT．except where X=P】and cleavage sitos betw~n S1 and S2⋯ e~ derlined 

表 I JS／95／03和 SD／97／01株与其它 IBV毒株 s1基因序列比较 

Table 1 Comparison of nueleotide and amino acid seqtrenc~s of S1 genes frem 8 strains of IBV 

—  。 

— — —
— — — — — _j i 

图4 基于 IBV S1蛋白氪基酸序列的系统壁生树 

Fig 4 Phylogenetietree based。n amino acid sequences of1BV SI gly 

~ pm teins 

两个基因群毒株在 S1蛋 白氨基酸数疑上存 在着差 

异，分别由537和543个氨基酸组成，n群较 I群毒 

株多 l『6个氯基酸残基。序列比较后发现，这个差 

异出现在 120～ 121和 139～146位、CU—T2株在 

120、139～142及 144位插入了 6个氯基酸 ，Grav是 

在 120、121、l39～142和 144位插入r 7个氨基酸， 

但在 146位则缺失 一个，而 Holte株则是在 l39～ 

144位有6个氨基酸的插入。 

从潜在的糖基化位点(NXT或 NXS，x为除 P 

以外的所有氨基酸)的比较结果来看，第 1群毒株 

中，除 Beau株在 271～273位缺少一个位点为 16个 

外，其余 4个毒株均为 17个。Ⅱ群毒株巾．除 Hotte 

株在 5l～53位缺少一个糖基化位 苣为 17个外．其 

余皆为 18个，它们在23～25位氨基酸处均较 I群 

多了 个糖基化位点。除上述差异外，同基因群中 

干Ⅱ不同基因群间其它糖基化位苣完全 一致，高度保 

守。 

由于 Cys能形成二硫键，对蛋白质的结构和功 

能有较大的影响。经比较发现，同基因群或亚群的 

毒株的SI蛋白中Cys的数董和位骨高度保守。 I 

群毒株巾只有 Beau株在 267位多 r一个 Cv ，为 19 

个，其余均为 l8个且位置完全一致；Ⅱ群毒株皆为 

乏：三： m 

譬l， 矗 一一 一 
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l7个 Cvs．Grav株的第 l6位缺失，但在第 11位增 

加了 一个，除此以外，其它 cvs的位置完全一致。两 

个基因群毒株间有 l5个 Cvs的位置是完全一致的。 

2．4 2 IS／95／03和 SD／97／01株s1基固核苷酸和 

蛋白质氨基酸序列及其它一些特征的比较 

比较结果表明，Js／95／03和 SD／97／0l株在遗 

传上分别与 M41和 HI20株关系最近。Js／95／03 

与M41 S1基因核苷酸和蛋白质氨基酸同源性分别 

为99 2％和 98 0％，而 sD／97／01与 H120间分别 

为99．7％和 99．3％。Js／95／03和 sD／97／01间的 

遗传关系也比较近，它们的s1基固核苷酸和蛋白质 

氨基酸的同源性分别为 97 5％和 95 3％。两个毒 

株的 s1蛋白均由537个氨基酸组成，两者的糖基化 

和Cys位点和数量均完全一致 它们之间有 24个 

氨基酸的差异，其中 15个位于前 130位。两毒株 

sl蛋 白在 533～537位有一富含精氨酸的序列 

RPFRR，该处应为s1和 问的裂廨位点。 

根据 sl蛋白氨基酸序列对两个毒株的二级结 

构进行了预测(图5)和比较。较之于 sD／97／01株， 

Js／95／03株 s1蛋白中约 20～100位氨基酸间，a螺 

旋结构数量较多，而 折叠和 转角数量较少。在 

该区域中或附近两毒株存在着 2个氨基酸的差异， 

js／95103株第 l9和94位氨基酸分别为Ala和Ser， 

而 sD／97／叭 则分别为 Val和 Gly。在抗原性方面． 

JS／95／03株在第 380～400位氨基酸间的抗原性较 

sD／97／01弱，而在与此对应的区域，两毒株问有 2 

个氨基酸的差异，JS／95／03株第 390、391位氨基酸 

分别为Gly和 beu，是不带电荷的极性氨基酸或非 

极性氨基酸，而 SD／97／01株则分别为As口和 H 

为带正或负电荷的极性氨基酸[ 。 

两毒株 s1蛋白的前 18个氨基酸有强烈的疏水 

性，此处应为信号肽序列。 
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图 5 JS／95／03和 SD／97／01}丰S1蛋白的二圾结掏预测(A
，jS／95／03株；B，SD／97／01}丰) 

Fig·5 Predicted secottdary struct㈣ ofS1 glycoproteias[rom IBV strains JS／95／03(A)aad SD／97／01(B 

s1糖蛋白是 1BV的主要保护性抗原，病毒抗原 

性和致病性的改变主要是 S1蛋白引起的。因此根 

据各毒株S1基因的差异可匕上探讨病毒变异的原固。 

本试验扩增 r两个致病性不同的 1BV毒株的 SI蛋 

白全基因序列，并与 6个参考毒株进行了比较。结 

果表明不同毒株问的s1蛋 白的基因和氨基酸同源 

性分别为 79．6％～99．7％和 73．2％～99．3％．变异 

幅度较大，碱基的点突变分布于整个 s1基因内，难 

探究其规律性。根据 sl基因的同源性对这些毒 

株进行 了基因分群，JS／95／03、SD／97／01与 Bea 、 

H120和 M41的 sl基因高度同源，它们同属于 I 

群。JS／95／03和 sD／97／0l的 s1基因分别与 M41 
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和 H12O毒株亲缘最近。实际上 JS／95／03与 H120 

间遗传关系也很近，两者 s1基因桉苷酸和蛋白质氨 

基酸同源性也分别高达 97．7％和 96．3％。由于 

H120为长期使用的疫苗毒株，因此这两个毒株有可 

能是由疫苗毒株在野外条件下经点突变产生的变异 

毒株。 

IBV sl蛋白的N端，即 s1蛋白的前 300个氨 

基酸变异频率较高．称为高变区(hype~'arible re— 

Ri。n．HvR)【 ～ 。本研究采用的 js／95／03和 SD／ 

97／01是从两个相距较远的鸡群分离到的，它们的 

s1蛋白基因核苷酸和氨基酸的同源性很高，分别高 

达 97．5％和 95 3％。它们的 s1蛋白中有 24个核 

苷酸的差异．其中有 15个位于前 130个氨基酸中。 

由此可见．s1蛋白 N端前 130个氨基酸，尤其是 

101～l3O位(其中有7个氨基酸的差异)是高变区， 

变异的形式主要是氨基酸的替换。该结果与其它报 

道基本一致。此外，两个毒株 s1蛋白二级结掏比较 

后发现s1蛋白二缀结构及抗原性上的差异，仅仅是 

由一个或少数几个氨基酸残基的替换引起的，表明 

极少数氨基酸的变异即可引起 s1蛋白的结构和抗 

原性改变。当然．预测的结果与实际情况可能会有 

差异，极少数这样的差异也许不会引起病毒的抗原 

性和／或致病性发生根本性的变化，但点突变积累到 
一

定程度时将会使病毒发生质的变化 

IBV S蛋白介导的病毒与细胞结台功能决定了 

病毒的致病性和组织亲嗜性。因此许多研究工作者 

试图通过比较不同毒株间s1基因的差异，来探讨不 

同 IBV毒株间致病’陛和组织亲嗜性 差异 的分子基 

础，然而进展甚微。肾型毒株 H52与弱毒株 H120 

间仅表现在 126位氨基酸的不同E4]。呼吸型毒株 

V5／90和肾型株 Vic S只是在 126位氨基酸处发生 

变异，即由前者的Asp突变为后者的Gly，而与其它 

呼吸型毒株比较，则未发现类似的变异．但在126位 

的两侧有氨基酸的差异ll 。本研究采用的 IBV毒 

株 JS／95／03和 SD／97／01是两个致病性不同的毒 

株，它们在s1蛋白的第 126位氨基酸前后约 2O个 

氨基酸的跨度中．就存在着 6个氨基酸的差异，即 

¨6、117、118、128、129、130位。js／95／03在这些位 

点的氨基酸分别为 Arg、Tyr、Lys、Asn和 Phe，后四 

个与 M41株相 同，而 sD／97／01为 Lys、His、Vat、 

G1n、His和 Ser，与 H120株相同。由于 M41、H120 

和 SD／97／01株均为呼吸型毒株，因此．仅有 116位 

氨基酸可能会与两个毒株的致病性和组织亲嗜性差 

异有关，这尚待进一步研究证实。 
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