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Abstract：NS1 gene of Porcine parvovirus SD一68 strain was cloned and sequenced．Based on the sequence 

we can conclude that 1 gene of SD一68 strain is composed of 1 989 nucleotides．encodes a polypiptide 

of 662 amino acids and shares 99．9％，99．9％，99．7％，98．1％ identity of nucleotides and 99．7％，99．5％， 

99．5％。96．7％identity of amino acids wim mat of SY．99 strain，Kresse strain，NADL一2(5075)strain and 

NADL一2(4973)strain．respectively．The distances ofⅣ J『gene of all strains analyzed by phylogenetic 

tree。we can conclude that SD一68 strain is near to MVM(i)strain and far to BPV3 straias．The residues 

of Thr and Ser at the position 435 and 473 in the NSI gene of SD一68 strain are phosphorylated sites 

because they are also found at the same position in the 1 gene ofMVM(i)strain． 
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摘要：对猪细小病毒(PPV)SD．68株NS1基因进行了克隆和序列测定，结果表明SD．68株NS1基因全长 1989bp， 

编码662个氨基酸组成的多肽。该序列与PPV Syo99株、Kresse株、NADL．2(5075)和NADL．2(4973)株的NS1基 

因比较，核苷酸的同源性分别为99．9％、99．9％、99．7％、98．1％，氨基酸的同源性分别为99．7％、99．5％、99．5％、 

96．7％。PPV SD．68株与MVM(i)、MEV(Abashiri)、CPV、FPV、BPV3、GPV NS1的进化树分析表明：PPV SD．68 

株NS1与MVM(i)NS1亲缘关系最近，与BPV3 NS1的亲缘关系最远；在Thr435和Ser473位点PPV SD．68株与 

MVM(i)完全一致，表明Thr435和 Ser473是PPV SD．68株NS1潜在的磷酸化位点。 
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猪细小病毒 (Porcine parvovirus，PPV)是引起 

母猪繁殖障碍的主要病原之一，主要引起母猪流 

产，产死胎和畸形胎，给养猪业造成巨大经济损失， 

因此研究PPV生活周期和致病机理非常重要，其中 

NS1是PPV的主要非结构蛋白，在病毒繁殖和侵害 

宿主细胞过程中发挥着重要作用，例如参与病毒 

DNA的复制，调节早期启动子和晚期启动子，对宿 

主细胞有细胞毒素作用，并有转录激活的功能【l】， 

但对其诸多功能的作用机理还不清楚，因此对PPV 

NSl的进一步研究尤为重要。本研究是对 PPV的一 

株自然弱毒株 (SD一68株)NS1基因进行了克隆和 

序列分析，为进一步研究PPV NS1的功能和作用机 

理提供分子生物学依据。 

1 材料与方法 

1．1 质粒、菌株及试剂来源 

PPV SD一68株是由齐鲁动物保健品厂分离的一 

株自然弱毒株，PK一15细胞由本实验室保存，宿主 

菌大肠杆菌 TG1由山东畜禽疫病防治中心保存， 

pMD18一T质粒载体、Taq DNA聚合酶、BamH I、 

Hind III、X—ga1．、IPTG、PCR回收试剂盒以及Marker 

等试剂均购自大连TaKaRa公司。 
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1．2 PPV SD一68株病毒DNA的提取 

参照李文刚等 的方法提取 PPV SD一68株 

DNA 

l 3 引物设计 

参照GenBank收录的PPV NADL．2(5075)株、 

NADL 2(4973)株、Kresge株全基因组序列，选 

择保守序列设训‘了一对 f物用于扩增SD一68株NSl 

基因．Pl：5’一C1TrCAGTTAGTTCCTTTCTGC．3。， 

P2：5’．GTATCCTGGTAGAGrI AGTCC一3’ 以 引 

物由大连TakaRa公司台成 

1．4 PCR扩增 

以提纯的PPV SD一68株DNA为模板，扩增NSl 

序列。扩增条件为95℃ 40s变-性，58℃lrain，72℃ 

2min，反应周期为32个循环。取8)．tL PCR产物用 

O．8％琼脂糖凝胶电泳 

1．5 克隆与序列分析 

PCR 物的克隆按常规方法 进行，PCR产物 

经 0 8％~19琼脂糖凝胶电泳纯化后． PCR【司收试 

剂盘回收，与 pMD18-T质粒戴体连接后．转化大 

肠杆菌 TG1．提取重组质粒，经 PCR法和酶切法 

箍定阳性克隆 阳性重组质粒送交大连 TakaRa公 

司测序。 

将删序结果与 PPV Kresse栋、SY-99株、 

NADL一2(5075)株、NAD~2(4973株)1的NSl 

基因进行核苷酸和氨基酸的 源性分析 

1 6 细小病毒NSI基因进化辩分析 

用DNAStar分析PPV SD一68株与Minute 

ofmice(MVM)、Mink enleritis irusfMEV)、Canine 

parvovirus(CPV)、Felinepanfeu~penia~,lrus(FPV1、 

Goose parvovirus(OPV)、Bovine parvovirus(BPV3) 

的亲缘关系 

2 结果 

2，l PPV SD一68株NS，基因的PCR扩增结果 

以PPV SD．68株全基因组为模板．经PCR扩 

增出 条特异性条带 长度约为 2．2kb，与预期结果 

相符， 

2．2 PPV SD一68株NS1基因的克隆与酶切鉴定结果 

挑取克隆的阳性蘑组质粒，戚裂解法少量抽提 

蘑组质粒 以 BamH l手n HindF1双酶切，切出长 

约2．2kb和 2．7kb的特异性条带，与顾期结果相符 

(闰 1)， 

2 3 NSt核苷酸序列测定和分析 

测序结祟表明 PPV SD一68株 NS1基因全K 

I98％p(GenBank收录号为AY5021 I4)，编码662个 

图 l 莛组质粒的取酶明箍定 

Fig I Recombinant Plasmid digested by enzyme 

1 DL一2000 marker：2，DL-I51~00 marken j Prt~ucls ol PPV SD-fi8 NS 

gene digested by BamH f and 押dⅡl 

氨纂酸，推测其分子量为75．6kDa。~!JffJ DNAStar 

对SD一68株NS1核苷酸序列进行分析显示：该序列 

与PPV SY-99株、Krcgse株、NADL．2(5075)株 

和NADL一2(4973)株NSI基因核苷酸同源性分别 

为 99．9％、99．9％、99．7％、98．1％ 。 

2．4 氨基酸序列分析 

该)'Y-Y~I与SY-99株氮基酸同源性为99 ％．只 

有 1个氨摹酸变化．即Gly．242一Ser；与Kresse株 

和NADL．2(5075)株的同源性均为99 5％，都有 

2个氨基酸变化，并且这两个氨基酸变化相同，分 

别为Val一55一A1a、Am—l95一Lys：与NADL．2(4973) 

株的同酒性为96．7％，共有17个氧基酸变化，除了 

Val一55一Ala、Arg培6一Gly、Arg—l 95一Lys、Arg．274 

一 Lys和Val一376~Cys散在的点变异外．主要变异 

集 中在 62I～636位 点 ．即 由 SD．68株 ： 

“NLHLTPTPPDSAIRTP”变异 为 “T-AHLQH． 

ARFSNTDT-”，这主要是NADL一2(4973)株 NSl 

基闻的核苷酸序列从 1862到 I906位 I5个碱基中 

有5个碱基缺失，4个碱摹发生变异的结果 以上 

结果表明，PPV的NS1基因具有高度保守性 

PPV SD一68栋与 MVM、FPV、CPV和 MEv 

(Abashiri)NS，同源性分别为70．3％、67．3％、67．1％、 

67．1％．其 I从380到 530约 150个氨基酸残基同 

源性明显高于其他区域，同源性可高达86％，在这 

个【x域内存在 MVM NSl的 2个磷酸化位点，即 

Thr435和Ser473l ，在这两个位点上，PPV SD一68 

株及其它田栋 PPV与 MVIvl氨基酸残基竞全一致， 

这表明 PPV SD一68株 NSl序列k的 Thr435和 

Ser473也是其潜在的磷酸化位点 

2．5 进化树分析 

PPV SD一68株 NSl与 MVM、MEV、CPV、FPV、 

BPV3、GPV 的 NSl进化树分析结果袤明 PPV 

SD一68株NS 与MVM (i)NS1的亲缘关系是近， 
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同源性高达67．6％，而与 BPV3 NS1的亲缘关系最 

远，只有 15．1％的同源性；而MEV(Abashiri)、CPV、 

FPV NS1的亲缘关系非常近，同源性高达 99％；这 

可能是 MEV(Abashiri)、CPV、FPV感染亲缘关系 

相近的宿主，又都引起肠炎的遗传基础 (图2)。 

lO8 5 

100 80 60 40 20 0 

图2 PPVSD-68株NS1和其它细小病毒NS1的进化树分析 

Fig．2 Phylogenetic tree of NS 1 of PPV SD·68 strain with 

otherparvovirus 

MEV, Mink enteri~s virus； CPV, Canine parvovirus； FPV, Feline 

panleukopenia virus；MVMiMinute virus ofmice；GPV,Goose parvovirus； 

BPV,Bovine parvoviM  

3 讨论 

PPV NS1基因具有高度保守性，这比PPV VP2 

基因的同源性要高【，J，PPVNS1基因与MVM、MEV、 

CPV、FPV NSI基因的同源性(67％以上)也比这几种 

细小病毒结构蛋白的同源性要高(低于 60％)[6】，这从 

分子水平证实了有关报道：几种脊椎动物细小病毒的 

抗血清与NS 1能产生交叉免疫反应，而结构多肽仅在 

紧密相关的几种细小病毒之间才能产生类似的反应 
[7,81

。 在PPV、MVM、MEV、CPV、FPVNS1氨基酸 

序列中，380~530为这几种细小病毒的高度保守区， 

这段保守序列含有NS1发挥ATPase／GTPase功能，与 

ATP／GTP结合的位点 ，其中在PPV NS1序列上为 

“GPASTGKSIIAQHI”，在MVM(i)、MEV(Abashiri)、 

CPV、FPV NSI序列上为“GPASTGKSRAQHI”，在 

GPV序列上为 “GPATrGKINIAEAI”，在BPV3序列 

上为 “GPASTGKINLAKAI”。NADL-2(5075)是用 

NADL．2(4973)$1]备感染克隆时得到的[1 o】，两者在 

621～636位点变异很大，NADL．2(4973)缺失2个氨 

基酸残基，而PPV其它3个毒株在此处与NADL．2 

(5075)相同，此处产生变异的原因还不清楚。 

NS1蛋白的推测分子量约为 75．6 kDa，但用 

SDS．PAGE凝胶电泳测出的分子量为86 kDa，这可 

能是NS1被磷酸化和糖基化的缘故，有研究表明， 

PPV上有3个潜在的糖基化位点：356~359、446～ 

449、515～516 J。NS1的磷酸化和糖基化对于NS1 

在病毒复制和转录激活的功能很重要[1̈，因为NS1 

发挥其功能的过程也是 NS1与宿主细胞内的细胞 

因子相互作用的过程，而NS1与细胞因子相互作用 

的结果往往是NS1的磷酸化或糖基化。 

虽然国内外学者对 PPV NS1的功能和作用机 

理进行了一些研究，但到目前为止，对 PPV NS1 

的许多作用机制还不清楚，例如PPV NS1在哪些作 

用位点以怎样的形式和哪些细胞因子相互作用等 

等，因此这就需要我们对PPV NS1进行更深入的研 

究，这对PPV进行预防和监测也具有重大意义。 

参考文献 
[1】 周 锐，陈焕春．猪细小病毒的分子生物学研究进展【J】．国外兽医 

学．畜禽传染病，1998，18(3)：15—18． 

【2】 李文刚。甘孟候．聚合酶链反应检测猪细小病毒的研究【J】．中国兽 

医杂志，1995，22(8)：3．5． 

【3】 J萨姆布鲁克，E F弗里奇等，著．金冬雁，梨孟枫，等，译．分子克隆实 

验指南IM]．北京：科学出版社；1998． 

【41 Lachmann S，Rommelcare J，Nuesch J P'NovelPKCetais requiredto 

activate replicative functions of the major nonstructural protein NS1 

of minute virus of mice[J]．J Vh-ol，2003，77(4)：8048—8060． 

【5】 李昌文，仇华吉，吴 丹，等．猪细小病毒SY-99株VP2基因的序 

列分析【J】．动物医学进展，2001，22(1)：44-46． 

【6】 Jayarama Sulda B，Ranga V S，et a1．Nucleotide Sequence Analy— 

sis of the Capsid Genes and the Right-Hand Terminal Palindrome of 

Porcine Parvovirus，Strain NADL一2【J】'Viology,1989，173：368—377． 

【7】 Cotmore S TattersaU E The Automously Repficating Parvovirus of 

Vertebratesm．AdvV'u'usRes，1987，33：91—114． 

【8】 Mengeling W L，Paul P S，Bunn T 0，et a1．Agtigentic relationships 

among autonomous Parvoviruses ．J Ge n Virol，1992，187：515—524． 

【9】 吴 丹，仇华吉，李昌文，等．猪细小病毒 SY-99株非结构蛋白 

NS1基因的克隆与序列分析【J】．中国预防兽医学报，2002，24： 

241-2,14． 

【10】 Jayarama、‘Sukla B，Ranga V S，et a1．The Complete nucleotide 

seq uence of infectious clone of Porcine Parvovirus strain NADL-2 

V'u'ology,1990，178：611-616． 

【111 Corban R，Salom N，Rommelaere J，et a1．Phosphorylation of the 

viral nonstructural protein NS lduring MVMp infection of A9 cells 

Vh'ology,1999，259(2)：402-415． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

