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Nucleotide Sequence of the Polyprotein of the Tick—borne encephalitis 

virus Senzhang strain Isolated in China 
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Abstract：To assign the ck．borne encephalitis virus(TBEV)Senzhang strain isolated in China to one 

of three TBEV subtypes and understand the relation between the polyprotein structure an d biological 

function an d aid in the development of new TBEV vaccines．the nucleotide sequence of the polyprotein 

of Senzhan g strain was determined．Nine pairs of primers were designed according to the nucleotide 

sequence of Sofjin．HO。Oshima 5·10 strain．By RT·PCR，cDNA fragments of Senzhang strain were 

acquired from infected BHK．21 cells．Then the cDNA fragments was cloned into the vector pGEM ％T 

and then tran sforrned to competent DH5 Q cells．Positive clones were screened an d identified by EcoR 

I cleavage an d PCR．Th e sequences of inserted fragment were determined bv 3 1o0 Genetic Analyzer． 

Sequence analysis showed that Senzhang strain contains a sigle open reading frame(ORF)of 10245 

nucleotides(nt)which encodes a polyprotein of 34 1 4 amino acids(aa)．Senzhang strain is more similar 

to Oshima5·10，So1]in·HO，So1]in，and assigned to the Far Eastern Subtype． 
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摘要：为鉴定我国森林脑炎病毒亚型，了解基因组结构与生物功能的关系，同时为森林脑炎病毒新型疫苗研制打 

下基础，对森林脑炎病毒森张株编码区序列进行测定。根据 已发表的 S in-HO、Oshima5．10株序列设计 9对重 

叠引物，通过 RT．PCR扩增不同的cDNA片段，分别克隆至 pGEM~-T载体，转化 DH5 Q菌，挑阳性克隆 PCR、 

酶切鉴定后测序。结果表明森张株编码区全长 10 245nt，编码 3 414个氨基酸。我国森林脑炎病毒森张株与 

Oshima5．10、Sofjin．HO、SoOin同源性最近，属于远东亚型 。 
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森 林脑 炎病 毒 (Tick．borne encephalitis virus， 

TBEV)是黄病毒科黄病毒属成员，重要的致人疾病 

病毒之一。感染后可引起发热、循环系统障碍、神 

经系统障碍 。根据系统进化学森林脑炎病毒分为远 

东亚型、西伯利亚型、欧洲亚型，此种分类与 E蛋 

白同源性相一致 】̈。远东亚型毒力最强，临床症状 

重，脑神经症状明显，病人恢复期长，常留有麻痹 

性后遗症，病死率达 20％。欧洲亚型毒力最弱，临 

床症状轻，以脑膜炎为主，较少出现后遗症，死亡 

率为 1％一5％。TBEV流行于欧洲、亚洲的苏联及 日 

本、中国等地，在我国主要分布于东北、云南、新 

疆，西藏林芝地区血清抗体阳性率很高I2_3】。 
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森林脑炎病毒基因组为长约 1lkb的单股正链 

RNA，由单一阅读框架编码三种结构蛋白 (C、M 

(prM)、E)、七种非结构蛋白 (NS1、NS2a、NS2b、 

NS3、NS4a、NS4b、NS5)。E蛋白是最重要的病毒 

蛋白，与病毒的受体结合、融合活性、血凝活性有 

关，诱导宿主保护性免疫应答【4J。Mandl等根据晶 

体衍射结果将其病毒膜外部分分成三个结构域： 

I、II、III，并对其跨摸区功能元件进行了研 。 

1997年侯宗柳等对我国东北株 HLJ．1的E蛋 白核苷 

酸序列进行了测定⋯ ，但对我国分离 TBEV其它蛋 

白基因核苷酸序列测定未见报道。TBEV森张株于 

1953年从我国东北某林场病尸脑中分离，现对其整 

个编码区进行了测定，结果报告如下。 

将 PCR 产物经 1％的琼脂糖 电泳后，用 PCR 

Fragment Recovery l(it回收，与 pGEM~-T Easy 

Vector连接，转化感受态的 DH5a菌，经 PCR和酶 

切鉴定后，阳性克隆交给军事 医学科学院八所测 

定 。采 用 荧 光标 记 双 脱氧 测 序法 利 用 Applied 

Biosystems公司生产的 3 1 00 Genetic Analyzer进行 

序列测定I 。 

1．7 序列结果处理 

序列用计算机软件 DNAStar进行编辑、校对与 

拼接。在 GenBank上进行 了同源性比较 ，并从中检 

索 6株森林脑炎病毒编码区序列、12株森林脑炎病 

毒 E蛋白序列，利用 DNAStar进行氨基酸 比较并根 

据 E蛋白构建系统发生树。 

1 材料与方法 2 结果 

1．1 病毒株 

森张株 TBEV Senzhang，1953年从东北某林场 

病尸脑中分离，鼠脑传第 37代 ，由军事医学科学 

院微生物流行病研究所病毒室保存。 

1．2 试剂及工具酶 

TRIZOL、 SUPERSCRIPTTM II及 Taq DNA 

Polymerase (GIBCOBRL 公 司 )：PCR Fragment 

Recovery Kit(宝生物工程 (大连 )有 限公司)； 

pGEM~-T Easy Vector System I及 Wizard~ Plus 

SV Minipreps DNA Purification System(Promega公 

司 )；5 ／3 RACEKit(Roche公司 )。 

1．3 引物设计与合成 

根 据 GenBank 中 已 公 布 的 Sofjin．HO、 

oshima5．10株核苷酸序列设计引物 ，由上海生工生 

物工程公司合成。 

1．4 总 RNA的提取 

将 10。浓度森张株乳鼠脑悬液接种于 BHK．21 

细胞单层 (3．5cm×9cm 空斑瓶 )上，待细胞病变 

至+时，弃细胞上清，每瓶细胞加入 2mL TRIZOL 

试剂 。按 TRIZOL 法提取总 RNA，洋细操作 见 

TRIZOL说明书。 

1．5 RT—PCR扩增 

取总 RNA80L，加入 2 10~mol／L的反向引物， 

70℃水浴 10min。取出立即置冰上，加入 4 5× 

buffer、2 10pmol／L 的 dNTP、2 0．1mol／L 的 

DTT、 1 uL SUPERSCRIPTTM  II、 1pLRnasin，42℃ 

水浴 60min。随后 70℃水浴 10min 。取 2-3gLcDNA， 

用 GIBCOBRL 公司的 Taq DNA Polymerase进行 

PCR扩增。 

1．6 PCR产物克隆及测序 

2．1 森张株编码区序列测定结果 

整个编码区由 10245个核苷酸组成 ，四种碱基 

含量分别为 A 2544(24．8％)、C 2326(22．7％)、G 

3235(31．6％)、T 2140(20．9％)。编码三种结构蛋 

白、七种非结构蛋白，共 3414个氨基酸。其中组 

氨酸含量最高，为 9．5％。密码子 GCC、AUG使用 

频率最高，为 3．0％；UUA使用频率最低，为 0．25％。 

GenBank登录号为 AY182009。 

2．2 核苷酸、氨基酸同源性 比较 

将森张株核苷酸序列在 Transeq上翻译成氨基 

酸，并在 DDBJ上进行了同源性 比较，与 TBE病毒 

Oshima5—10株、Sofjin—HO株、Sofjin株、Vasilchenko 

株、Neudoerfl株、263株、Hypr株的核苷酸同源性 

分别为 94％、93％、93％、85％、83％、83％、83％， 

氨基酸同源性分别为 95％、95％、94％、92％、90％、 

90％、90％，而与 Louping ill病毒核苷酸、氨基酸 

同源性分别为 82％、88％。 

同 Oshima5—10、So1)in—HO、Vasilchenko、Neu— 

doerfl、263、Hyp相 比，森张株存在 16个特异性氨 

基酸变异 ，包括 Thr72---~Met、Lys77一A唱、Val254一 

Ile、Va1271--~A1a、Ala443--~ProI Asn646~ Thr、 Lys893 

一 A唱 、Leu922~ Pro、PhellOO--~Ile、Va11493--~Aln、Ile1631 

一m 、Val21o3~Ile、Arg2671一Lys、Va12963---~Ala、 

Ile3lo2一、ral、Lys3390~Arg，这些氨基酸仅森张株发 

生变异，其余六株均保守。通过比较还发现 13个 

亚型特异氨基酸，见表 1。 

2_3系统进化树分析 

根据E蛋白序列采用 DNAstar中的 clustal方法 

进行系统进化树分析，结果见图 1。TBE有三个主 

要分支：远东亚型分支、西伯利亚亚型分支、欧洲 
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亚型分支 。森张株位于远东亚型分支内。 

表 1 亚型特 异氨基酸 

Table 1 Subtype—special amino acids 

9．1 

8 6 4 2 0 

Nucleotide Substitutions(X 1 00) 

图 1 TBE 的系统进化树 

Fig．t TBE phylogenetic tree 

Virus strain (GenBank No．)：So旬ln(X07755)，Sofjin—HO(AB022703)， 

Senzhang(AY182009)，HYPR(X75286)，Aina(AF091006)，Vasilchenko(M 

97659)；Neudoerfl(U27495)，263(U27491)，Oshima5—10(AB001026)，KH98 

— 5(AB022296)，KH98—10(AB022297)，IR99一lm4(AB049349)，KH99一m9 

(AB049346)，HLJ-1(No．)． 

株，因此属于远东亚犁I 。 

森张株 C蛋白内的 72位、77位变异发生在假 

定螺旋III上，结构与 Leucine zipper motifs相似，每 

圈包含 7个 aa，可能参与形成卷曲螺旋间相互作用， 

此处变异可能影响病毒核衣壳的形成I9J。254位、271 

位变异发生在 M 蛋白跨膜区内，可能影响病毒装配。 

E蛋白有两个变异，一个是发生在 I区13一折叠 F0上 

的 443位变异，F0与 、Co、D0、Eo同位于 E蛋白 

外侧面，参与 I区、III区间相互作用，但 由于 Ala、 

Pro都是非极性氨基酸，疏水性、所带电荷相差不大， 

故该点变异对此影响可能不大。另一个是 646位变 

异，发生在III区 一折叠 E、Dx的连接处， 一折叠 A、 

B、E、D 与 I区相对，并与 II区的 cd环相接触， 

Dx与 Ax、Cx一起覆盖III区的 一折叠桶顶。此处变 

异可能影响 I区与III区间的相互作用、低 pH值诱导 

的 E蛋白构象转变、膜融合过程中cd环的暴露，从 

而影响森林脑炎病毒的宿主范围、细胞敏感性及毒 

力【 。NS1、NS3、NS5蛋白内分别有 3、3、4个变 

异，共同影响病毒复制IJ 。 

氨基酸序列比较时发现的 13个亚型特异性氨 

基酸很可能是三个病毒亚型特性不同的原因之一， 

486位氨基酸 Ecker．M 曾报道过。如多聚蛋白 

第三位氨基酸在 Kunjin病毒中已证实对病毒基因 

组 RNA 的包装、病毒的复制都很重要，三个病毒 

亚 型此位 置上 的差异 也可能影 响到病 毒基 因组 

RNA的包装、病毒的复制，引起生物学性状、致病 

性上的差异I9J。486位氨基酸位于 E蛋白II区 一折 

叠 g、f间的 Q螺旋上，参与低 pH值下诱导的 E蛋 

白构象转变，从而影响病毒毒力。597位氨基酸位 

于 E蛋白III区的 一折叠 A 上，Ile、Thr、Ala疏水 

性上存在一定差异，可能影响 I区、III区间作用力， 

从而影响 E蛋白构象转变及病毒毒力L5】。 

森林脑炎病毒森张株编码区序列的测定，有助 

于进一步研究病毒之 间核苷酸序列差异与病毒致 

病性关系，了解病毒的复制、装配及发病机理，以 

及弄清我国流行株的分子基础，为研制和开发相应 

的森林脑炎疫苗奠定基础。 

3讨论 致谢：凳 校本文初稿’ 云老师 
本文首次测定我国森林脑炎病毒森张株整个 

编码区核苷酸序列，全长 10 245bp。同源性 比较结 

果表明：森张株与 Sofjin—HO株、Sofjin株同源性较 

近 ，与 HLJ一1株 、Oshima5—10株同源性最近，很可 

能与 HLJ一1株、Oshima 5-10株共同起源于 Sofjin 
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