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摘 要 本研究利用对应于
一

株及 株 基 因保守序列的 对均 为 个碱基

的引物
、

一 对 中国分离株 进行
一 ,

扩增 出 了包括完整 基 因的 片

段
,

片段长约
。

将此片段定向克隆人 载体的 工和 位点之间
,

获得 了 , 基因

与 载体的重组质粒
。

通过
、

班及 方法证明此重组质粒为 , 基

因与 载体的重组质粒
。

同时
,

对此 基因进行全序列测定
,

并与
一

及 序列做了

比较
。

结果 序列与 的十分相似
,

其核昔酸同源性达到
,

氨基酸序列完全相同
,

而与
一

株则相差甚远
,

其核昔酸和氨基酸同源性分别为 写和 。
。

故而 在基因结构上与 较

为接近
。
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, , ,

一 ,

、

猪生殖和呼吸综合征
,

是危害世

界养猪业 的一种病毒性疾病
,

其病原是猪生殖和呼吸综合征病毒 ”

, 仁, 〕。

是单股 病毒
,

其基因组长
,

含有

个开放性阅读框
,

其中
。
编码糖基化的膜蛋白 户 〕。

现 已发现
,

在中和抗体出现后
,

多

克隆血清识别的主要蛋白为 蛋白川
。

此外
,

在 的
。

内还存有数个与抗原性有关

的高变区
。

故研究其序列有利于从分子水平上揭示 的变异基础和规律
,

并对开发相

应的基因工程疫苗有重要意义
。

目前
,

我国已发现存在
,

且 已分离到
,

并对其生物学特性及血清学特点作 了

一定的研究〔‘一 ,

但对其分子生物学方面的研究还未见报道
。

本研究旨对 中国分离株
, 株的 基因进行克隆及序列测定

,

以期为国内 分子流行病学研究提供依据
,

并

为进一步表达
,

株
。

基因奠定基础
。

材料和方法

材料

病毒中国分离株
,

株 由大连动植物检疫局馈赠 细胞 由美 国明尼苏达大学
。。 。。 馈赠 用于做感受态细胞的

。。

菌种及 质粒载体由广东省农科院兽

医研究所宋长绪博士馈赠
。

方法

病毒 的增殖 将
飞
株接种 细胞上

,

营养液为含 犊牛血清
、

谷氨酞胺和

的
,

培养 一
,

细胞 出现 时
,

收毒
。

一 保

存
。

病毒 的纯化 参照 〕的方法进行
。

取 一 保存的病毒液
,

反复冻融 次
,

火
,

收集上清
,

铺加于 蔗糖垫上
,

弃上清
,

沉淀用

无 酶水悬浮
,

弃 清
,

沉淀用无 酶水悬浮
,

一 保存
。

病毒 的提取 用 公司的总 提取试剂盒
,

反应按其说明书进行
。

引物的设 计与合 成 参照 已发表的
一

和 的 基因上下游保守

区段序列设计出 了一对 的引物
。

引物的代号及序列如下
, ,

, ’ 。

引物的位 置 及所 扩增 的 片段 的长度 见 表
,

和 两 引物 间包括 完 整 的
,

基因
。

两引物
‘

端分别引人
‘ ‘

和
‘ ‘

酶切位点
,

且在酶切位点外侧加有保护碱基
。

引物的合成 由上海 生物工程公司合成
。

一

反应 用宝灵曼公司的单管
一

试剂盒
,

反应按其说明书进行
。
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表
,

位置及所扩增片段的长度

引物
毒株 毒株

一

位置 扩增片段长度
“

位置 扩增片段长度
’

,

扩增片段长度包括酶切位点及保护碱基
。

产物的克隆 将 产物纯化后用
、

酶部分消化
,

与用
、

酶完全消化且用碱性磷酸酶处理的 质粒连接
,

转化大肠杆菌
。 ,

在含有
、

一

及 的 固体培养基上培养
,

挑取 白色菌落
,

利用质粒快速提取法川
,

进行重组质

粒的初筛
。

重组 质粒 的酶切鉴定 将初筛确定 为阳性 的重组质粒 的 用
一 皿 ,

卜 双酶切
,

电泳
,

并设定载体 未重组质粒 和 产物对照
。

重 组 质粒 的 鉴定 将初筛及酶切鉴定 为阳性的重组质粒的 作为模板
,

进

行 扩增
。

反应体系为 产 , · 一 ’ 拌 , ·

一 ’ 拜 , 拌
· 一 ’的上下游引物各 拌 ,

模板 拌 ,

,
一 ‘ 酶 仁 ,

用无离子水将终体积调至 拌 ,

混匀
,

于 公 司的 仪扩增
。

扩增条件为
, , ,

共进行 个循环
,

最后 延伸
,

用

琼脂糖凝胶分析 产物
,

同时设置空载体 未重组 质粒
,

无模板阴性对

照各 管
, 一

产物阳性对照 管
。

测序及 其 序 列分析 在加拿大真达公 司的帮助下
,

从 个方 向读取
,
株

。
基 因的全序列

,

分析并推倒 出氨基酸序列
,

与已发表的
一

和 株

基因及其氨基酸序列作 比较
。

结果

引物设计与 目的墓因的获取

经过分析
,

引物 和 内均无连续 个 以上

碱基构成反 向互补配对序列
,

二者 ’端也无同源性
,

不会形成

引物二聚体
。

利用这对引物对 株进行
一

反

应得到标准分子量 的 片段 电泳结果 图
,

绘制标准 曲

线
,

求出扩增片段约为
,

与预期 的吻合
。

贡组子酶切鉴定及 鉴定

在克隆之前
,

用 引物引人 的限制性 内切酶对 产物进

行预酶切
,

结果发现在该 片段存在 个 的酶切位点
,

因

而克隆时用
,

双切 产物采用部分酶切
,

使克

隆仍能在不更换 限制 内切酶情况下完成
。

筛选 出的重组质粒

命名为
。

因 产物中含有 位点
,

故

而
一

双切重组质粒
,

产生 条约 的大片段

图 的
一

结果

标准 分 子 ,

空 白对烈
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和数条 的小片段
。

同时
,

又选用质粒载体多克隆酶切位点 外侧的 与

双切重组质粒
,

结果产生 条约 的小片段和 条 的大片段
,

他们

分别与目的基 因 以及载体质粒大小一致 图
。

用 引物
、

对 重组质粒进行
,

得到唯一 条约为 的片段 图
。

以上结果表明
,

株 基因已正确

插人载体质粒 用 和 切开的窗 口 中
。

图 】
的

醉切结果
一

产物阳性对照 未重组 质粒

未切开 , ,

标准分子

图

的 结果

空 白对照 对照
一

产物阳性对照

标准分子

, 株 , 基因序列测定及与
一 ,

序列的比较
,

株 基因序列及氨基酸序列见图
。

结果表明获得了 中国分离株
, 基 因的完整编码 区

,

与已报道的 序列 比较
,

在 个碱基组成的 基因中
,

仅在第 位和第 位有 个同义突变的碱基变异
, ,

而氨基酸序列完全相同
。

讨论

引物设计
是单股 病毒

,

易发生变异
,

尤其
,

内具有数个高频突变的位点
,

所 以

设计引物时要据不同的研究 目的有所侧重
。

本研究 目的在于调取完整的
,

基因
,

另外还要

便于以后该基因的表达 因此上游引物开始于起始密码子之前
,

下游引物则终止于终止密码之

后
。

另外
,

引物上附加的限制性内切酶酶切序列的选择要慎重
,

最好是在克隆前做预酶切
。

洲序及分析

据文献报道
,

的 个基因型 欧洲型 和美洲型
一

在临床上引起 的症状

极为相似
,

但其核昔酸序列及氨基酸序列却有着相 当大的差异
。

本研究首次报道 了 中

国分离株
。
基因的全序列

,

并与标准毒株
一

和 的
,

序列作 了比较
。

测序结果表明
,

株
。
基因共包括 个碱基

。 , ,

和 四个碱基 的分布
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‘

图 株 墓 因的核普酸序列 和氨墓酸序列

及其与 株
、 一

株 的同源性比较
一 一 同源 缺失
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为
、

为
、

为
、

为
。

对该基因进行限制性 内切酶位点分析
,

结果发现除第 一 位
、

第 位有

个 位点外
,

无
、 、 、 。 等常用酶的识别序列

。

因此克隆
。
基

因时
,

可以从这些酶中选择克隆用酶
。

根据基因核昔酸序列推断
, , 。 。

氨基酸序列 由

个氨基酸组成
,

其编码蛋 白的分子量约为
,

在 之后带有一段信号肤序列
,

其切割

位点位于第 位氨基酸
。

另外在其第 位及 位各有 个糖基化位点
。

这与特点均与

所报道的 序列一致 “。

与
一 、

序列同源性 比较结果表明
, ,

株
、

基因核昔酸序列

与 的序列非常相似
,

仅有 个核昔酸不一样
,

且属于同义突变
,

核昔酸同源性达
,

氨

基酸序列则完全相 同
。

而与
一

序列相 比则差 异较 大
,

核昔酸同源性 为
,

氨基酸同源性 为
。

通过以上 的分析
,

此序列即为 基因序列
,

且其在基因结构上与 较为

接近
。

这说明在我国 的流行中可能存在着欧洲亚型的
。
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