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Abstract：The nucleocapsid protein(N)gene of Akabane virus strain YN isolated from bovine was 

amplified by RT—PCR．The product of 696 bp fragment was obtained as expected
． The amplified 

fragment was then cloned into the pDM 1 8一T vector and confirmed by PCR，endonuclease analysis，and 

sequencing．Th e results demonstrated that nucleotide homology with other published AKAV N genes 

was between 94．2％～98．3％，and the deduced amino acid homology was between 97．6％-99．5％． 

respectively．Th erefore，nucleotide capsid protein gene of AKAV was conserved．Phylogenetic tree 

constructed with 1 7 reference strains of 696 bp of the N gene showed that AKAV—YN strain is related to 

Tinaroo strain． 
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摘要：参考 GeneBank发表的赤羽病病毒 (Akabane virus，AKAv)的核蛋白基因 (SmRNA)序列，设计合成一对 

引物，从分离自牛体的 AKAV BHK21细胞培养物巾提取总 RNA，对 AKAV核蛋白基因进行 RT—PCR扩增，产物 

经琼脂糖电泳分析，呈现一条约 696bp的条带，同收纯化后，将其克隆至 pMD18-T质粒载体中，然后进行核苷 

酸序列分析。与 GenBank中报道的多株 AKAV编码核衣壳蛋白 (N)的SmRNA基因比较后发现，与其它株的核 

苷酸的同源性为 94．2％一98．3％，推导的氨荜酸的同源性为 97．6％ 100％，证实为 AKV的 N基冈。为生产 AKAV 

特异性核蛋白抗原、免疫血清学诊断试剂的制备和分子生物学研究打下了坚实基础。 

关键词：赤羽病病毒：核蛋白基因：克隆与序列分析 
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赤羽病 (Akabane disease，AKA)又名阿卡斑 

病，是由赤羽病病毒(Akabane virus，AKAv)引起的 

牛、绵羊和山羊的一种多型性传染病。以流产、早 

产、死胎、畸形产为特征，能引起先天性关节炎弯 

曲和水性无脑症llj。该病于20世纪 30年代在澳大 

利亚的牛、绵羊和山羊群中流行，随后日本亦有报 

道。1972～1973年，在日本关东以西的十群中发生 

原因不明的流产、早产、死产以及先天性关节弯曲 

一 积水性无脑综合征 (AH综合征)，损失犊牛 5万 

头以上l2 j。除日本、澳大利亚以外，以色列(1969)、 

沙特阿拉伯、科威特、也门、巴林、土耳其、印度 

尼西亚 (1979)、韩国 (1982)和阿拉伯联合酋长 

国 (1988)等国也相继报道本病 4-71。AKA给畜牧 

业造成严重的经济损失，是国际动物贸易中重点检 

疫对象。 

AKAv属于布尼安病毒科布尼安病毒属，为负 

收稿日期：2003—07—02，修回日期：2003—08—20 

基金项目：云南省科技攻关计划重点项 目资助 t云计科技 t98)636号) 

¨ 通讯作者：花群义 (1965一)，男，云南武定籍，高级兽医师，博士。主要从事动物病毒分子生物学研究与应用。 
Corresponding author． Tel：0871-4613797．E—mail：CiqHua@yahoo．corn．cn 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


花群义，等．赤羽病病毒核蛋白基因克隆和序列分析 l9 

链单股 RNA病毒，基因组 RNA由大 (L—RNA)、 

中 (M—RNA)、小 (S—RNA) 种分子组成。病毒 

含有三个核衣壳，核衣壳由大量核衣壳蛋白和少量 

的大蛋白分别包裹大、中、小 种 RNA 而成。病 

毒互补的 L—mRNA 编码病毒的转录酶和复制酶 

(L)；M—mRNA编码二种囊膜糖蛋白(G1和 G2)， 

分别诱导中和抗体和血凝抑制抗体的产生，M 

— mRNA 还编码 1种或多种非结构蛋白；S-mRNA 

编码核衣壳蛋白 (N)，在它的5 端有一个与 N蛋 

白重叠的开放阅读框架，编码非结构蛋白 (NSs) 
8-10]

。 为了探讨 AKAV N基因结构及其与功能的关 

系，本文对 AKAV N基因进行克隆和序列分析，为 

今后应用 N 基因表达产物建立酶联免疫吸附试验 

(ELISA)检测方法和快速检测试剂盒的制备奠定 

了基础。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

AKAV—YN分离病毒株由本室从某地l牛群中分 

离保存。幼仓鼠肾细胞 (BHK21)为本室保存细胞。 

pMD18一T载体和 E．coli JM109细菌从宝生物工程 

(大连)有限公司购买。Total RNA 提取试剂盒 

Trizol Regent、TaKaRa RNA LA PCR试剂盒、胶回 

收试剂盒 MinElute Gel Extraction Kit、DNA连接试 

剂盒 (DNA Ligation Kit)、限制性内切酶、Taq酶、 

T4DAN连接酶购自宝生物工程 (大连)有限公司， 

RNeasy Mini Kit为基因公司产品，EZNA Plasmid 

为 Omega公司产品， Gel Extraction Mini Kit为 

promega产品。 

1．2 AKAV核蛋白基因重组质粒的构建 

1．2．1 引物设计：参照 GeneBank上公丌发表的 

AKAV核蛋白基因序列，设计引物，扩增长度为696bp， 

引物由宝生物工程 (大连)有限公司合成。其核苷酸 

组成及其在N基因的位置为：上游引物(Pt)5 一GCA 

CAATICAT-FTI CAACGATGT一3 ，在 N基 

因的位置 15-40nt；下游引物 (P2)5 一GATCTG 

ACC AAA TIG AGC CAG G一3 ，在N基因的何置 

7 10-686nt。 

1．2．2 AKAV RNA的提取：AKAV—YN分离病毒株 

接种BHK21传代细胞，待细胞出现 75％CPE以上 

时，收获病毒，冻融 2次，利用 Trizo1 Regent按 

说明书从病毒细胞培养液中提取总 RNA，取 5gL电 

泳检测 RNA质量。 

1．2-3 目的片段的RT—PCR：以Total RNA 5gL为 

模板，Pl为引物进行反转录，以 lgL DEPC H20代 

替AMV做阴性对照。以cDNA为模板，Pl／P2为引 

物进行PCR，同时以阴性对照为模板，同样条件扩 

增。反应体系如下：LABufferMgz+5 、dNTP 8 、 

LATaq酶 0．5 、Pl 0．5 、P20．5 、cDNA5 、dH20 

up to 50gL。PCR 反应循环参数为：94℃lmin，98℃ 

10s，55℃ 3Os，72℃ lmin做30个循环，然后72℃延伸 

10min，最后置于4~C，反应结束后，取PCR产物在琼 

脂糖上进行电泳检测。 

1．2．4 目的片段克隆株的鉴定：PCR产物在琼脂糖 

上进行电泳后，切下目的条带，用 MinElute Gel 

Extration Kit试剂盒回收目的片段，取 0．5gL电泳检 

测。利用 Solution I(DNA Ligation Kit Ver．2)，取回收 

纯化的PCR目的片段 3．5 、pMD18一T载体 1．5 、 

Solution I 5 ，16~C连接 3h，然后取5 连接反应 

液热转化至 EColi JM109感受态细胞，在含有 

IPTG、X Gal的L—Amp平板培养基上培养。挑取白 

色菌落进行小量培养，碱裂解法提取质粒，进行阳 

性克降株的PCR鉴定。 

1．2．5重组质粒的酶切鉴定： 将序列测定正确的含 

重组质粒菌株大量培养，用质粒提取试剂盒提取克 

隆质粒。根据载体和 目的基因上的酶切位点，用 

NcoI+EcoRV酶切，电泳检测鉴别插入 AKAV—YN 

分离病毒株 N基因的克降质粒。 

1．3 序列测定 

质粒用 RV—M／M13—47引物进行测序。阳性克 

隆命名为pAKE1一N。测序实验由宝生物工程(大连) 

有限公司完成。 

2 结 果 

2．1 目的片段的PCR扩增 

扩增产物分子量大小约为 0．7kb，与预期结 

果相符。 

2．2 目的片段的克隆与鉴定 

将我们设计的引物，用其中扩增强度和特异 

性非常好的一对引物进行 RT．PCR，扩增片段切割 

下来后，用MinElute Gel Extration Kit切胶回收目 

的片段，连接到 pMD18一T 载体上，转化 E．Coli 

JM109感受态细胞，获得含有目的基因696bp片段 

的阳性克隆。用 RV—M／Ml3埘 引物进行PCR检菌。 

根据 pMD18一T载体和目的片段的酶切位点，作限 

制性内切酶分析，结果见图 1，与目的片段和载体 

大小 致。 

2_3 核苷酸序列分析 

利用RV—M／M13—47引物进行序列测定，所测 

AKAV—YN株 N基因的核苷酸序列长度为 699 bp， 
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编码 233个氨基酸，具有 N和NSs两个重叠的阅读 

框。该基因测序结果已在GenBank中注册(登录号： 

AY383717)，经 BLAST搜索证实为 AKAV核蛋白 

基因序列。用DNAStar软件对测得的目的基因序列 

与基因库中已发表的序列进行同源性分析比较，对 

其编码的蛋白质氨基酸序列进行了推测，并绘制系 

统发生进化树，见图 2。序列分析结果表明，其核 

苷酸与 Tinaroo株的同源性最高，达 98_3％，预测 

的氨基酸同源性为99．8％。这充分表明RT—PCR扩 

增片段为特异性扩增的AKAV N基因片段序列，成 

功构建了AKAV—N基因重组质粒。 

M 1 1 2 3 4 M2 

74 

图 l 重组质粒 pAKE1一N酶切鉴定 

Fig．1 Digestion of recombinant plasmid with NcoI an d EcoRV 

M 1，DL-2000 M arker；1，Nagative control；2／3，pAKE1一N；4，pM D18-T 

vector：M2． ／EcoT14 I Marker． 

图2 AKAV—YN株与其它 AKAV的系统发育树 

Fig．2 Phylogenetic tree of AKAV—YN Strain and other Akabane 

virus 

3 讨论 

AKA病毒基因由三个分节段的单股负链 RNA 

构成；为大(L)、中(M)、小(S)。S-RNA编码核蛋白 

(N)和非结构蛋白(NSs)，S-mRNA较保守 刚，N核蛋 

白上存在抗原表位，具有群特异性，可刺激机体产 

生抗体，通过检测核蛋白抗体来诊断此病ll1． 】。 

M—RNA编码两种外膜糖蛋白Gl和 G，M—mRNA变 

异较大，具有型特异性，Gl和 G2分别诱导中和抗 

体和血凝抑制抗体的产生。国外对 AKV糖蛋白基 

因的克隆和测序方面报导较多，对核蛋白基因的克 

隆和测序报导较少 J。本文对 AKAV分离病毒株的 

核蛋 白基因进行了克隆和核酸序列分析，采用 

RT—PCR方法得到了AKAV核蛋白基因编码区的全 

长 cDNA克隆。在 PCR克隆时，利用 Taq酶在产 

物片段3 ．末端外加A的特性，选择 pMD18一T载体， 

使该目的片段与载体连接效率大大提高，并使筛选 

重组克隆时出现的假阳性大为减少，筛选工作简捷 

有效，大大提高克隆速度，节省了试剂费用及实验 

时间。 

对 AKV核蛋白基因片段的PCR产物进行分 

子量大小分析时，采用结晶紫作为染料的PCR产物 

凝胶纯化试剂，目的 DNA 片段在可见光下清显可 

见，同时避免了使用 EB染色对 DNA的损伤。目 

的基因PCR产物经纯化后导入 pMD18一T载体，获 

得多个重组质粒转化子，经插入片段的酶切分析、 

PCR鉴定和 目的基因序列测定。确认已成功克隆获 

得AKAV核蛋白基因，该基因由699个核苷酸组成， 

编码由 233个氨基酸组成的多肽。与 l7株国外病 

毒的目的基因核苷酸和氨基酸序列比较分析显示， 

与TIN(Tinaroo)株的同源性最高达98_3％，与OBE一1 

株的同源性为 95．2％，与 Ks一90 3株的同源性较低， 

为 94．2％，推测的氨基酸同源性为 97．6％以上，说 

明 AKAV 核蛋白基因是非常保守的。有研究者报 

道，OBE一1株和 TIN株的SRNA指纹图非常相似， 

认为这两株病毒可能是自然发生的重组体lJ引。本研 

究的分离病毒株是否存在类似情况，还需进一步研 

究分析。该基因的成功克隆，为进一步进行表达以 

及应用表达产物建立 ELISA诊断方法打下了基础。 

根据绘制的物理遗传树分析显示，可将本研究 

用来比较核苷酸序列的 l8株分离毒株分成三个族， 

第一族包括 1982年至 1990从日本南岛各地分离的 

毒株 (如 Kc一12X84株、Iriki株)以及 Nt—l4株、 

Pt一1株等。第二族包括从 1974年 AH综合症爆发时 

分离的JaGAr39株、OBE一1株和后来分离的F0—90—3 

株、SAB74株、M 株等。第三族为 AKAV—YN株 

和 TIN株病毒。这些结果说明，AKA病毒以多系 

(Multiple lineages)进化，也说明了抗原的多样性。 

由于 RNA病毒变异较大，在宿主体内是以一群大 

致相同但略有不同的病毒粒子的个体组合。所以， 

p  ∞ ∞ 5 5 b． 北舛 M 

辫 
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在病毒群体中的各个病毒的核酸序列可能会有差 

异 ，即相互之间存在一个 “差异谱”(Variation 

Spectrum)。但是，一般还是以某一种主序列为主。 

我们在基因克隆时，病毒总 RNA 提取之前，用 

BKH21细胞进行了蚀斑克隆，以提高主序列被克 

隆、测定的概率，同时也可了解该病毒在传代过程 

中的遗传变异程度。 
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