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　 　 摘要：　 为了对分离到的猪瘟流行毒株 ＳＸＹＬ２００６ 进行全基因组序列克隆分析，揭示其遗传变异特征，为猪瘟

分子流行病学研究提供素材，为猪瘟防控提供理论参考，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上发表的古典猪瘟 Ｓｈｉｍｅｎ 毒株及 ＨＣＬＶ 株

全基因序列，参考有关文献合成了 １２ 对引物，应用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术，从陕西省猪瘟流行毒株 ＳＸＹＬ２００６ 中成功扩增出

了 １１ 段 ｃＤＮＡ，测序后拼接得到全长 １２ ２９５ ｂｐ 全基因序列，提交 ＧｅｎＢａｎｋ 获得登录号 ＧＱ１２２３８３。 将 ＳＸＹＬ２００６ 与

参考毒株进行比较，结果表明 ＳＸＹＬ２００６ 与毒株 ３９、ＡＬＤ、Ａｌｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ、ＧＸＷＺ０２、ＨＣＬＶ、
ＬＰＣ、Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ、Ｒｉｅｍｓ 和 Ｓｈｉｍｅｎ 核苷酸序列同源性分别为 ８８􀆰 ２％、８５􀆰 ５％、８５􀆰 ４％、８５􀆰 ０％、８５􀆰 １％、８５􀆰 ０％、８５􀆰 ２％、
９５􀆰 ６％、８４􀆰 ４％、８３􀆰 ８％、９４􀆰 ８％、８４􀆰 ７％和 ８５􀆰 １％，氨基酸序列同源性分别为 ９４􀆰 ２％、９２􀆰 ９％、９２􀆰 ９％、９２􀆰 ９％、９２􀆰 １％、
９２􀆰 ０％、９２􀆰 ５％、９７􀆰 ４％、９１􀆰 ６％、９０􀆰 ６％、９７􀆰 ５％、９２􀆰 ０％和 ９２􀆰 ５％。 系统发生树分析结果表明 ＳＸＹＬ２００６ 与 ＧＸＷＺ０２
在进化上距离最近，亲缘关系最为密切，两者与德国流行毒株 Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ 同处于基因Ⅱ群。 与 ＨＣＬＶ 株相比，ＳＸ⁃
ＹＬ２００６ 株 Ｅ０ 蛋白中，具有 Ｒｎａｓｅ 活性的 ２ 个主要氨基酸序列没有发生任何变异；在 Ｅ２ 蛋白中，与免疫逃逸相关的

５ 个位点有 ３ 个发生变异；已发现的 ２６ 个 Ｔ 细胞表位中，有 １４ 个表位 ２７ 个氨基酸位点变异。 ＳＸＹＬ２００６ 在遗传特

性和抗原性上与经典强毒株 Ｓｈｉｍｅｎ、疫苗毒株 ＨＣＬＶ 差异较大。
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　 　 猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是一种严重危

害世界养猪业的烈性传染病，中国农业部将其列为

一类动物疫病。 现已明确，猪瘟的病原是猪瘟病毒

（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ），分类上属于黄病

毒科、瘟病毒属。 猪瘟病毒基因组为单股正链

ＲＮＡ，长度约为 １２􀆰 ３ ｋｂ，仅含有 １ 个大的开放阅读

框（ＯＲＦ），编码 １ 个含 ３ ８９８ 个氨基酸残基的多聚

前体蛋白，其前体蛋白被加工成 ＣＳＦＶ 蛋白的顺序

依次为 ＮＰＲＯ、 Ｃ、 Ｅ０、 Ｅ１、 Ｅ２、 Ｐ７、 ＮＳ２、 ＮＳ３、 ＮＳ４Ａ、
ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ［１⁃２］。 在结构蛋白中，只有 Ｅ０ 和

Ｅ２ 两种囊膜糖蛋白能够诱导机体产生中和抗体。
Ｅ０ 蛋白是感染细胞后惟一可以分泌到细胞培养上

清液中的糖蛋白，并具有 ＲＮＡ 酶活性，对于病毒感

染宿主细胞有重要意义［３］。 Ｅ２ 是 ＣＳＦＶ 的主要保

护性抗原蛋白，是猪瘟病毒研究的热点区域。 随着

分子生物学技术的飞速发展，猪瘟病毒基因序列不

断被上传到 ＧｅｎＢａｎｋ，为猪瘟病毒致病机理研究、新
型疫苗开发奠定了坚实的理论基础。 １９８７ 年，
Ｍｅｙｅｒｓ 等首先测定了 Ａｌｆｏｒｔ 株的基因组全序列，随
后在 ＧｅｎＢａｎｋ 上相继发表了 Ｂｒｅｓｃｉａ、 ＧＰＥ、ＡＬＤ、
Ｓｈｉｍｅｎ 和 Ｃ 株基因组全序列［１，４⁃６］。 这些研究结果

揭示了 ＣＳＦＶ 在世界范围的流行变异情况，推动了

ＣＳＦＶ 的致病机理、免疫机理研究，为 ＣＳＦ 的控制和

扑灭提供了坚实的理论支撑。 目前，中国猪瘟仍时

有发生，免疫失败经常出现，成为当前中国猪瘟防治

中的一大难题。 很多学者研究认为这一现象与

ＣＳＦＶ 遗传变异有关。 本研究旨在通过 ＣＳＦＶ 流行

毒株的基因序列测定与分析，了解 ＣＳＦＶ 流行毒株

的基因变异情况，分析 ＣＳＦＶ 的遗传进化关系，为
ＣＳＦ 防治提供理论参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病 毒

脾脏和淋巴结于 ２００６ 年采集自陕西省咸阳市

杨凌区某一散养户发病猪，猪瘟临床症状典型。 病

料研磨处理后１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，取上清液加

青霉素和链霉素至 ３００ ＩＵ ／ ｍｌ，接种于 ＳＴ 细胞，盲传

３ 代收获病毒。 采用本实验室建立的猪群疫病 ＲＴ⁃
ＰＣＲ ／ ＰＣＲ 检测方法，证实细胞液中仅含有猪瘟病

毒，无蓝耳病毒、伪狂犬病毒、圆环病毒、细小病毒、
流行性腹泻病毒和传染性胃肠炎病毒，将此猪瘟病

毒命名为 ＳＸＹＬ２００６ 株，置－７０ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 所用试剂

ＴＲＩｚｏｌ ＬＳ Ｒｅａｇｅｎｔ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品，ＡＭＶ
反转录酶 （ ５ Ｕ ／ μｌ）、 ＨＰＲ Ｉ ＲＮＡ 酶抑制剂 （ ４０
Ｕ ／ μｌ）、ＤＥＰＣ 处理水、ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ ／ μｌ）、
ｄＮＴＰ（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体克隆试剂盒

为 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品，ＥｃｏＲⅠ（１５ Ｕ ／ μｌ）限制性内

切酶为 ＴａＫａＲａ 公司产品，ＵＮＩＱ⁃１０ 柱式 ＤＮＡ 胶回

收试剂盒购自生工生物工程 （上海） 有限公司，
ＤＨ５α 大肠杆菌由本实验室保存。
１􀆰 ３　 引物的设计和合成

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 发 表 的 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株

（ＡＦ０９２４４８）及 Ｃ 株（ＡＦ５３１４３３）全基因序列，参考

文献［７］设计了 １２ 对引物，分 １１ 个片段（Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ 和 Ｋ 段）扩增 ＣＳＦＶ 全基因序列。
引物均由生工生物工程（上海）有限公司合成，序列

位置及扩增长度见表 １。
１􀆰 ４　 参考毒株

研究所用参考毒株信息见表 ２。
１􀆰 ５　 病毒总 ＲＮＡ 的提取与反转录第一链 ｃＤＮＡ
的获得

　 　 分别取 １１ 份病毒传代细胞液，每份 ２５０ μｌ 用
于提取总 ＲＮＡ，参照 ＴＲＩｚｏｌ ＬＳ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂说明进

行总 ＲＮＡ 的提取，空气中自然干燥 ＲＮＡ。 在核酸

干燥过程中，在冰上配制反转录反应液：ＤＥＰＣ 处理

水 １０􀆰 ０ μｌ，ｄＮＴＰ ４􀆰 ０ μｌ，５×ＡＭＶ Ｂｕｆｆｅｒ ４􀆰 ０ μｌ，各段

下游引物（Ｉ 段采用巢式 ＰＣＲ 扩增，用 Ｉ１Ｒ 反转录）
１􀆰 ０ μｌ，ＡＭＶ ０􀆰 ５ μｌ，ＨＰＲ Ｉ ０􀆰 ５ μｌ，总体积 ２０􀆰 ０ μｌ。
核酸干燥后用反应液反复吹打核酸，充分溶解后置

４２ ℃水浴进行反转录，９０ ｍｉｎ 后取出，－２０ ℃保存

备用。
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表 １　 引物名称、序列、位置及长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ， ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 碱基序列（５′→３′） 相对 Ｓｈｉｍｅｎ 株位置 扩增长度（ｂｐ）

ＡＦ ＴＡＴＡＣＧＡＧＧＴＴＡＧＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧ １～２３ １ １１０

ＡＲ ＴＴＣＴＴＣＣＴＡＧＡＴＴＣＴＧＧＴＧＧＴ １ １１０～１ ０９０

ＢＦ ＡＴＡＧＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＧＣＡＴＧＡ ９４４～９６３ １ ５５５

ＢＲ ＧＣＣＣＴＡＴＣＧＣＡＴＴＧＧＴＴＧＡＴＧＡ ２ ４９８～２ ４７７

ＣＦ ＧＡＣＣＡＧＡＴＴＧＧＴＧＧＣＣＧＴＡＴＧＡＡＡＣ ２ ２２９～２ ２５３ １ ３２９

ＣＲ ＣＡＧＣＧＧＣＧＡＧＴＴＧＴＴＣＴＧＴＴＡＧＡＡＣ ３ ５５７～３ ５３３

ＤＦ ＣＡＣＧＡＧＴＧＣＴＴＧＡＴＴＧＧＣＡＡＣ ３ １９９～３ ２１９ １ ５４５

ＤＲ ＣＡＧＣＧＧＡＣＣＡＴＴＡＣＴＴＣＡＴＴ ４ ７４３～４ ７２４

ＥＦ ＣＡＣＣＡＴＧＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＴＣ ４ ４５０～４ ４６８ １ １３５

ＥＲ ＴＧＡＴＧＣＴＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡ ５ ５８４～５ ５６４

ＦＦ ＣＡＴＣＡＧＴＴＣＡＧＴＧＧＡＣＣＡＴＧＴ ５ ３２９～５ ３４９ １ ２７６

ＦＲ ＣＧＴＣＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＧＣＡＴＣＴＴ ６ ６０４～６ ５８４

ＧＦ ＴＴＡＣＡＴＣＧＣＡＧＴＣＣＣＣＴＴＡＣＧＴＧＧＴ ６ ４６０～６ ４８４ １ ４２５

ＧＲ ＣＴＡＡＡＧＣＣＧＧＴＴＣＡＡＣＴＡＴＣＴＴＧＧＡＣ ７ ８８３～７ ８５８

ＨＦ ＧＣＧＡＣＴＴＡＣＡＣＡＴＡＣＡＡＡＡＧＣＴＧＧＡ ７ ８２０～７ ８４４ １ ３１７

ＨＲ ＴＧＴＧＴＡＡＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＴＧＴＡＡＣ ９ １３６～９ １１３

Ｉ１Ｆ ＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴＣＴＧＣＡＧＡＡＡＴＡＡＡＴＴＣ ８ ６６１～８ ６８７ ２ ０７７

Ｉ１Ｒ ＴＣＡＧＧＣＧＧＴＣＣＡＧＴＣＡＴＣＡＴＴ １０ ７３７～１０ ７２１

Ｉ２Ｆ ＣＴＴＡＴＧＡＣＴＴＡＴＣＣＣＴＴＣＡＣＡＡＣＣ ９ ０２４～９ ０４７ １ ４０１

Ｉ２Ｒ ＣＣＣＴＴＡＴＴＧＣＴＴＧＡＴＧＧＡＡＧＴＴＧＧ １０ ４２４～１０ ４０１

ＪＦ ＣＣＴＧＡＧＧＡＣＣＡＡＡＣＡＣＡＴＧＴＴＧＡＡＣＣ １０ ２４０～１０ ２６５ １ ３４９

ＪＲ ＴＣＡＧＴＧＧＧＴＴＣＣＡＧＧＡＧＴＡＣＡＴＣＡＧ １１ ５８６～１１ ５６４

ＫＦ ＡＣＧＧＡＡＧＧＧＧＡＣＡＡＧＡＴＧＡＡＡＧＴＧ １１ ３５０～１１ ３７３ ９４８

ＫＲ ＧＧＧＣＣＧＴＴＡＡＡＴＴＡＣＣＴＴＡＧＴＣ １２ ２９７～１２ ２７３

表 ２　 猪瘟病毒参考毒株基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株名称 　 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 序列长（ｂｐ） 分离时间 国家 毒力

３９ ＡＦ４０７３９９ １２ ２９７ － 中国 流行毒株

ＡＬＤ Ｄ４９５３２ １２ ２９８ １９６４ 日本 流行毒株

Ａｌｆｏｒｔ１８７ Ｘ８７９３９ １２ ２９８ １９６８ 法国 中等毒力毒株

Ｂｒｅｓｃｉａ ＡＦ０９１６６１ １２ ２９７ １９４５ 意大利 强毒株

ＣＡＰ Ｘ９６５５０ １２ ２９７ １９９６ 瑞士 －

Ｇｌｅｎｔｏｒｆ Ｕ４５４７８ １２ ２７８ １９６８ 德国 流行毒株

ＧＰＥ Ｄ４９５３３ １２ ２９８ － 日本 疫苗株

ＧＸＷＺ０２ ＡＹ３６７７６７ １２ ２９６ ２００２ 中国 流行毒株

ＨＣＬＶ ＡＦ５３１４３３ １２ ３１０ １９５４ 中国 疫苗株

ＬＰＣ ＡＦ３５２５６５ １２ ３４４ １９５０ 中国台湾 疫苗株

Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ ＡＹ０７２９２４ １２ ２２９ １９９７ 德国 流行毒株

Ｒｉｅｍｓ ＡＹ２５９１２２ １２ ２８９ － 德国 疫苗株

Ｓｈｉｍｅｎ ＡＦ０９２４４８ １２ ２９８ １９４５ 中国 强毒株
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１􀆰 ６　 各 ｃＤＮＡ 片段的 ＰＣＲ 扩增

取各段第一链 ｃＤＮＡ ４􀆰 ０ μｌ 作为模板进行 ＰＣＲ
反应，反应体系中其他成分为：超纯水 ３４􀆰 ０ μｌ，１０×
ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ０ μｌ，ｄＮＴＰ ４􀆰 ０ μｌ，各段上下游引物各

１􀆰 ０ μｌ（２５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １􀆰 ０ μｌ，总
体积 ５０􀆰 ０ μｌ。 其中 Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｈ 及 Ｋ 段 ＰＣＲ 条

件为：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ５０ ｓ，５５ ℃ ６０ ｓ，７２
℃ ６０ ｓ，共 ３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 Ｂ、Ｇ
及 Ｊ 段 ＰＣＲ 条件为：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ５０ ｓ，
５３ ℃ ６０ ｓ，７２ ℃ ６０ ｓ，共 ３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸

１０ｍｉｎ。 Ｉ 段采用巢式 ＰＣＲ 进行扩增，第 １ 次扩增引

物为 Ｉ１Ｆ ／ Ｉ１Ｒ，ＰＣＲ 条件为：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４
℃ ５０ ｓ，５６ ℃ ６０ ｓ，７２ ℃ １２０ ｓ，共 ３５ 个循环，最后

７２ ℃延伸 １０ｍｉｎ；第 ２ 次扩增引物为 Ｉ２Ｆ ／ Ｉ２Ｒ，取第

１ 次 ＰＣＲ 扩增产物 ２􀆰 ０ μｌ 作为模板，ＰＣＲ 条件为：
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ５０ ｓ，５５ ℃ ６０ ｓ，７２ ℃ ６０
ｓ，共 ３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 反应完毕

后取 ５􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 产物于 １５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶中电

泳，凝胶成像系统中观察照相。
１􀆰 ７　 各段 ＰＣＲ 产物的回收、克隆及测序

ＰＣＲ 产物纯化按照 ＵＮＩＱ⁃１０ 柱式 ＤＮＡ 胶回收

试剂盒说明进行。 回收产物与 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体

连接，转化 ＤＨ５α 感受态细胞，经 Ａｍｐ、ＩＰＴＧ、Ｘ⁃ｇａｌ
筛选，挑取白色单个菌落，３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇动培

养至饱和，菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性，提取质粒，ＥｃｏＲⅠ
酶切鉴定，阳性质粒由生工生物工程（上海）有限公

司进行测序。
１􀆰 ８　 流行毒株全基因序列的拼接和比较分析

用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件对测得的 ＳＸＹＬ２００６ 流行毒

株各段序列进行拼接，将拼接完成的 ＳＸＹＬ２００６ 株

全基因组序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ，并与 ＣＳＦＶ 参考毒株

进行核苷酸序列、氨基酸序列比较，绘制系统进

化树。

２　 结 果

２􀆰 １　 ＳＸＹＬ２００６ 株各片段 ＰＣＲ 结果

ＳＸＹＬ２００６ 株 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ 和 Ｋ 段

这 １１ 个片段预期长度分别为１ １０９ ｂｐ、１ ５５５ ｂｐ、
１ ３２９ ｂｐ、 １ ５４５ ｂｐ、 １ １３５ ｂｐ、 １ ２７６ ｂｐ、 １ ４２５ ｂｐ、
１ ３１７ ｂｐ、１ ４０１ ｂｐ、１ ３４９ ｂｐ和 ９４８ ｂｐ。 从图 １ 可见

这 １１ 个片段与预期的大小相符合，说明 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩

增成功。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子质量标准；Ａ～Ｋ： 全基因各段 ＰＣＲ 产物。
图 １　 ＣＳＦＶ 基因各段 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＣＳＦＶ ｇｅｎｅ

２􀆰 ２　 ＳＸＹＬ２００６ 株 １１ 个片段重组阳性质粒酶切鉴

定结果

　 　 将 １１ 个 ＰＣＲ 片段与 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体连接构

建 ＳＸＹＬ２００６ 株 １１ 个阳性质粒。 为了验证重组质

粒目的片段插入的正确性，选用 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体

上的 ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶酶切位点进行单酶切鉴

定，结果见图 ２。
从图 ２ 可以看出，这 １１ 个阳性质粒均被 ＥｃｏＲⅠ

限制性内切酶切成载体条带和目的条带，其中 Ａ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ 和 Ｋ 段重组质粒被切成 ２ 个条带，
即载体条带和目的条带；只有 Ｂ 段重组质粒被切成 ３
个条带，１ 个载体条带，２ 个目的条带。 根据测序分析

结果，Ｂ 段中存在 ＥｃｏＲⅠ酶切位点 ＧＡＡＴＴＣ，因此 Ｂ
段被切为 １ ０７８ ｂｐ 和 ４７７ ｂｐ ２ 个片段。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子质量标准；Ａ～Ｋ： 全基因各段 ＰＣＲ 产物。
图 ２　 ＳＸＹＬ２００６ 株 １１ 个片段重组阳性质粒酶切电泳结果

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ １１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｏｆ
ＳＸＹＬ２００６

２􀆰 ３　 ＳＸＹＬ２００６ 株全基因序列

利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对各段序列进行拼接，剔除

重叠部分序列以及引物序列（引物 ＡＦ 和 ＫＲ 序列

除外）， 得到 ＳＸＹＬ２００６ 株全基因组序列， 全长

１２ ２９５ ｂｐ，５′ ＵＴＲ 长 ３７２ ｂｐ，３′ ＵＴＲ 长 ２２６ ｂｐ；ＯＲＦ
长１１ ６９７ ｂｐ，编码３ ８９８个氨基酸。 将全基因序列提
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交 ＧｅｎＢａｎｋ，获得登录号 ＧＱ１２２３８３。
２􀆰 ４　 ＳＸＹＬ２００６ 株全基因序列的比较分析

将 ＳＸＹＬ２００６ 株全基因组序列与 １３ 株古典猪

瘟病毒参考毒株 ３９、ＡＬＤ、Ａｌｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、
Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、 ＧＰＥ、 ＧＸＷＺ０２、 ＨＣＬＶ、 ＬＰＣ、 Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ、
Ｒｉｅｍｓ 和 Ｓｈｉｍｅｎ 全基因组核苷酸序列与 ＯＲＦ 编码

氨基酸序列进行比较，结果见表 ３。
从表 ３ 中可知， ＳＸＹＬ２００６ 株与 ＧＸＷＺ０２ 株同

源性最高（为 ９５􀆰 ６％），与 Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ 同源性次之（为
９４􀆰 ８％），与 ＨＣＬＶ、ＬＰＣ 和 Ｓｈｉｍｅｎ 的同源性分别为

８４􀆰 ４％、８３􀆰 ８％和 ８４􀆰 ７％，与其他参考毒株 ３９、ＡＬＤ、

Ａｌｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ 和 Ｒｉｅｍｓ 的同

源性分别为 ８８􀆰 ２％、８５􀆰 ５％、８５􀆰 ４％、８５􀆰 ０％、８５􀆰 １％、
８５􀆰 ０％、８５􀆰 ２％和 ８５􀆰 １％。 比较 ＯＲＦ 推导氨基酸序

列， ＳＸＹＬ２００６ 株 与 Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ 同 源 性 最 高 （ 为

９７􀆰 ５％），与 ＧＸＷＺ０２ 同源性次之 （为 ９７􀆰 ４％），与
ＬＰＣ 株的同源性最低（为 ９０􀆰 ６％），与疫苗 ＨＣＬＶ 株

的同源性仅为 ９１􀆰 ６％，与其他参考毒株 ３９、ＡＬＤ、Ａｌ⁃
ｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ、Ｒｉｅｍｓ 和 Ｓｈｉｍｅｎ
株的同源性分别为 ９４􀆰 ２％、９２􀆰 ９％、９２􀆰 ９％、９２􀆰 ９％、
９２􀆰 １％、９２􀆰 ０％、９２􀆰 ５％、９２􀆰 ０％和 ９２􀆰 ５％。

表 ３　 ＳＸＹＬ２００６ 株与 １３ 株参考毒株序列的同源性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＸＹＬ２００６ ａｎｄ １３ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４

１ ９０􀆰 ２ ９０􀆰 ２ ８９􀆰 ８ ８９􀆰 ６ ８９􀆰 ３ ８９􀆰 ９ ８８􀆰 ５ ８８􀆰 ７ ８８􀆰 ０ ８８􀆰 ５ ８８􀆰 ８ ９０􀆰 ５ ８８􀆰 ２

２ ９５􀆰 ３ ９８􀆰 ６ ９７􀆰 １ ９７􀆰 ４ ９７􀆰 ２ ９８􀆰 ２ ８５􀆰 ７ ９６􀆰 ０ ９４􀆰 ７ ８５􀆰 ５ ９６􀆰 ２ ９７􀆰 ６ ８５􀆰 ５

３ ９５􀆰 ３ ９９􀆰 ４ ９７􀆰 ２ ９７􀆰 ６ ９７􀆰 ５ ９９􀆰 ２ ８５􀆰 ６ ９５􀆰 ７ ９４􀆰 ４ ８５􀆰 ５ ９６􀆰 ０ ９７􀆰 ８ ８５􀆰 ４

４ ９５􀆰 ３ ９８􀆰 ７ ９８􀆰 ７ ９６􀆰 ４ ９６􀆰 ２ ９６􀆰 ７ ８５􀆰 ７ ９４􀆰 ８ ９３􀆰 ７ ８５􀆰 １ ９５􀆰 ２ ９６􀆰 ９ ８５􀆰 ０

５ ９４􀆰 ６ ９８􀆰 ２ ９８􀆰 ４ ９７􀆰 ７ ９９􀆰 ５ ９７􀆰 ２ ８５􀆰 ４ ９５􀆰 ０ ９３􀆰 ７ ８５􀆰 ６ ９５􀆰 ４ ９７􀆰 ０ ８５􀆰 １

６ ９４􀆰 ４ ９８􀆰 １ ９８􀆰 ３ ９７􀆰 ６ ９９􀆰 ４ ９７􀆰 １ ８５􀆰 ３ ９５􀆰 １ ９３􀆰 ７ ８５􀆰 １ ９５􀆰 ３ ９６􀆰 ９ ８５􀆰 ０

７ ９５􀆰 ０ ９８􀆰 ８ ９９􀆰 ２ ９８􀆰 ２ ９７􀆰 ８ ９７􀆰 ７ ８５􀆰 ４ ９５􀆰 ３ ９４􀆰 １ ８５􀆰 ２ ９５􀆰 ６ ９７􀆰 ３ ８５􀆰 ２

８ ９４􀆰 ２ ９３􀆰 ０ ９３􀆰 ０ ９３􀆰 １ ９２􀆰 ３ ９２􀆰 ３ ９２􀆰 ６ ８４􀆰 ６ ８４􀆰 ３ ９４􀆰 ８ ８４􀆰 ８ ８５􀆰 ４ ９５􀆰 ６

９ ９３􀆰 ９ ９７􀆰 ３ ９７􀆰 ２ ９６􀆰 ８ ９６􀆰 ３ ９６􀆰 ２ ９６􀆰 ８ ９１􀆰 ７ ９５􀆰 １ ８４􀆰 ３ ９８􀆰 ７ ９５􀆰 ３ ８４􀆰 ４

１０ ９２􀆰 ６ ９５􀆰 ８ ９５􀆰 ９ ９５􀆰 ４ ９４􀆰 ９ ９４􀆰 ９ ９５􀆰 ４ ９０􀆰 ６ ９６􀆰 ２ ８３􀆰 ６ ９５􀆰 １ ９３􀆰 ６ ８３􀆰 ８

１１ ９４􀆰 ８ ９３􀆰 ８ ９３􀆰 ７ ９３􀆰 ７ ９３􀆰 ０ ９２􀆰 ９ ９３􀆰 ４ ９７􀆰 ７ ９２􀆰 ５ ９１􀆰 ２ ８５􀆰 ０ ８５􀆰 ７ ９４􀆰 ８

１２ ９４􀆰 ４ ９７􀆰 ７ ９７􀆰 ７ ９７􀆰 ２ ９６􀆰 ７ ９６􀆰 ６ ９７􀆰 ３ ９２􀆰 １ ９８􀆰 ９ ９６􀆰 ７ ９２􀆰 ８ ９５􀆰 ５ ８４􀆰 ７

１３ ９５􀆰 ２ ９８􀆰 ６ ９８􀆰 ５ ９８􀆰 ３ ９７􀆰 ６ ９７􀆰 ５ ９８􀆰 ０ ９２􀆰 ６ ９６􀆰 ８ ９５􀆰 ２ ９３􀆰 ４ ９７􀆰 １ ８５􀆰 １

１４ ９４􀆰 ２ ９２􀆰 ９ ９２􀆰 ９ ９２􀆰 ９ ９２􀆰 １ ９２􀆰 ０ ９２􀆰 ５ ９７􀆰 ４ ９１􀆰 ６ ９０􀆰 ６ ９７􀆰 ５ ９２􀆰 ０ ９２􀆰 ５
注：右上角为核苷酸序列同源性（％），左下角为氨基酸序列同源性（％）。 毒株 １ ～ １４ 分别代表 ３９、ＡＬＤ、Ａｌｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ、
ＧＸＷＺ０２、ＨＣＬＶ、ＬＰＣ、Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ、Ｒｉｅｍｓ、Ｓｈｉｍｅｎ 和 ＳＸＹＬ２００６ 株。

２􀆰 ５　 ＳＸＹＬ２００６ 株系统进化树

利用 ＭＥＧＡ 软件绘制 ＳＸＹＬ２００６ 株系统进化树

（图 ３），参考毒株包括上述 １３ 个参考毒株、欧盟猪瘟

参考实验室亚型已知的 ＣＳＦＶ 参考毒株（ＧｅｎＢａｎｋ 登

录 号 ＡＪ７８１１１１， Ｓｕｂｇｒｏｕｐ１􀆰 ２； ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＡＹ４５０２８４， Ｓｕｂｇｒｏｕｐ２􀆰 １； ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 Ｌ３６１６７，
Ｓｕｂｇｒｏｕｐ２􀆰 ２；ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 Ｌ３６１７０，Ｓｕｂｇｒｏｕｐ２􀆰 ３；
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＦ５２１７０８，Ｓｕｂｇｒｏｕｐ３􀆰 ２；ＧｅｎＢａｎｋ 登

录 号 ＡＦ２４１６９， Ｓｕｂｇｒｏｕｐ３􀆰 ３； ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＡＹ５２６７３１，Ｓｕｂｇｒｏｕｐ３􀆰 ４），以及 １１ 株陕西省 ２０１５ 年

登录的参考毒株（ＫＭ２３３８７４～ＫＭ２３３８８４）。 从图 ３ 可

见，ＳＸＹＬ２００６ 与 ＫＭ２３３８７４～ＫＭ２３３８８４ 这 １１ 株陕西

省近年测定的 ＣＳＦＶ 毒株序列亲缘关系密切，共同形

成一个小的进化分支。 从基因分群上看，ＳＸＹＬ２００６
属于基因Ⅱ群。 而 ３９、ＡＬＤ、Ａｌｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、
Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ、ＨＣＬＶ、ＬＰＣ、Ｒｉｅｍｓ 和 Ｓｈｉｍｅｎ 共 １１ 株

同处于基因Ⅰ群，这些毒株均是上个世纪 ５０～８０ 年代

分离的代表性毒株，属于经典毒株。
２􀆰 ６　 ＳＸＹＬ２００６ 株分段基因比较

将 ＳＸＹＬ２００６ 株与中国参考毒株 Ｓｈｉｍｅｎ、ＨＣＬＶ
的各段编码结构蛋白和非结构蛋白基因进行核苷酸

和氨基酸序列比较，结果见表 ４。

７３１吴旭锦等：猪瘟病毒 ＳＸＹＬ２００６ 株全基因组序列特征分析



图 ３　 猪瘟病毒系统进化树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣＳＦＶ ｓｔｒａｉｎｓ

表 ４　 ＳＸＹＬ２００６ 与中国参考毒株基因分段比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＸＹＬ２００６ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

比对序列
各分段基因核苷酸序列及编码的氨基酸序列同源性（％）

ＮＰＲＯ Ｃ Ｅ０ Ｅ１ Ｅ２ Ｐ７ ＮＳ２ ＮＳ３ ＮＳ４Ａ ＮＳ４Ｂ ＮＳ５Ａ ＮＳ５Ｂ

ＳＸＹＬ２００６ ／ Ｓｈｉｍｅｎ ８６􀆰 ３ ８４􀆰 ５ ８２􀆰 ４ ８１􀆰 ９ ８２􀆰 ０ ７６􀆰 ０ ８１􀆰 ８ ８６􀆰 ４ ８４􀆰 ９ ８７􀆰 ４ ８３􀆰 ０ ８３􀆰 １

ＳＸＹＬ２００６ ／ ＨＣＬＶ ８４􀆰 ３ ８３􀆰 ８ ８０􀆰 ９ ８２􀆰 １ ８０􀆰 ３ ７８􀆰 １ ８１􀆰 ８ ８５􀆰 ３ ８７􀆰 ０ ８６􀆰 ０ ８１􀆰 １ ８３􀆰 １

ＳＸＹＬ２００６ ／ Ｓｈｉｍｅｎ ９３􀆰 ５ ９１􀆰 ９ ８９􀆰 ４ ９２􀆰 ８ ８９􀆰 ８ ８９􀆰 １ ９０􀆰 ５ ９８􀆰 ４ ９８􀆰 ４ ９６􀆰 ３ ８６􀆰 ６ ９１􀆰 ８

ＳＸＹＬ２００６ ／ ＨＣＬＶ ９３􀆰 ５ ９０􀆰 ９ ８７􀆰 ７ ８９􀆰 ７ ８８􀆰 ５ ８９􀆰 １ ９０􀆰 ５ ９７􀆰 １ ９６􀆰 ９ ９４􀆰 ５ ８５􀆰 ３ ９２􀆰 ３
上两行为核苷酸序列同源性（％），下两行为推导氨基酸序列同源性（％）。

２􀆰 ７　 Ｔ 细胞表位比较分析

Ｉｓｈｉｋａｗａ 等［８］人工合成了 ５７３ 条 １５ 肽片段，这
些多肽覆盖了 Ｇｌｅｎｔｏｒｆ 株 ８２％ＣＳＦＶ ＯＲＦ 编码基因，
经过实验确定了其中 ２６ 个 Ｔ 细胞表位。 在表 ５ 中

列出了 ＨＣＬＶ 株的这 ２６ 个 Ｔ 细胞表位氨基酸序列

及 ＳＸＹＬ２００６ 株相应的变异位点。

３　 讨 论

猪瘟是世界上最为重要的猪群疫病之一，各国

对猪瘟的防控均极为重视，学者们致力于研究猪瘟

病原、流行病学、诊断技术与疫苗开发等各个方面，
并取得了丰硕成果［１２⁃１５］。 中国于 １９５４ 年研制成功

猪瘟兔化弱毒疫苗，为中国乃至世界许多国家控制、
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表 ５　 ＳＸＹＬ２００６ 株 Ｔ 细胞表位的变异位点

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｎ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＳＸＹＬ２００６

位置 定位基因 氨基酸序列（ＨＣＬＶ 株） ＳＸＹＬ２００６ 变异位点

３８１⁃３９５ Ｅ０ ＣＲＹＤＫＤＡＤＩＮＶＶＴＱＡ ＤＡ→ＮＴ；Ｉ→Ｖ

４０６⁃４２０ Ｅ０ ＫＫＧＫＮＦＳＦＡＧＴＶＩＥＳ Ｅ→Ｄ

５６６⁃５８０ Ｅ１ ＴＡＳＡＬＹＬＩＬＨＹＶＩＰＱ Ａ→Ｔ；Ｖ→Ａ

６５１⁃６６５ Ｅ１ ＴＲＶＷＮＳＡＳＴＩＡＦＬＩＣ Ｉ→Ｔ

６６１⁃６７５ Ｅ１ ＡＦＬＩＣＬＩＫＶＬＲＧＱＩＶ Ｖ→Ｔ；Ｉ→Ｖ

６６６⁃６８０ Ｅ１ ＬＩＫＶＬＲＧＱＩＶＱＧＶＶＷ Ｖ→Ｔ；Ｉ→Ｖ；
ＶＶ→ＩＩ

６９６⁃７１０ Ｅ２ ＤＹＲＹＡＩＳＳＴＮＥＩＧＬＬ Ｌ→Ｐ

７３６⁃７５０ Ｅ２ ＩＣＶＡＧＳＦＫＶＴＡＬＮＶＶ Ｖ→Ｔ；ＶＴ→ＡＩ

８０６⁃８２０ Ｅ２ ＴＴＬＬＮＧＳＡＦＹＬＶＣＰＩ

９９６⁃１０１０ Ｅ２ ＹＥＰＲＤＳＹＦＱＱＹＭＬＫＧ

１００１⁃１０１５ Ｅ２ ＳＹＦＱＱＹＭＬＫＧＥＹＱＹＷ

１２９６⁃１３１０ ＮＳ２⁃３ ＡＬＩＬＩＬＰＴＹＥＬＴＫＬＹ Ａ→Ｔ；Ｔ→Ａ

１３６６⁃１３８０ ＮＳ２⁃３ ＫＡＩＬＩＳＣＶＳＮＫＷＱＦＩ Ｖ→Ｉ；Ｆ→Ｌ

１４３１⁃１４４５ ＮＳ２⁃３ ＫＫＦＦＬＬＳＳＲＶＫＥＬＩＩ Ｆ→Ｙ；Ｉ→Ｖ

１４４６⁃１４６０ ＮＳ２⁃３ ＫＨＫＶＲＮＥＶＭＶＲＷＦＧＤ ＭＶ→ＶＡ

１４７６⁃１４９０ ＮＳ２⁃３ ＡＴＬＳＫＮＫＨＣＩＬＣＴＶＣ

１６７６⁃１６９０ ＮＳ２⁃３ ＶＶＣＱＳＮＮＫＭＴＤＥＳＥＹ

２０３１⁃２０４５ ＮＳ２⁃３ ＳＱＳＰＹＶＶＶＡＴＮＡＩＥＳ

２１８６⁃２２００ ＮＳ２⁃３ ＥＰＩＱＬＡＹＮＳＹＥＴＱＶＰ

２２７１⁃２２８５ ＮＳ２⁃３⁃ＮＳ４Ａ ＧＬＳＴＡＥＮＡＬＬＶＡＬＦＧ

２２７６⁃２２９０ ＮＳ４Ａ ＥＮＡＬＬＶＡＬＦＧＹＶＧＹＱ

２２８１⁃２２９５ ＮＳ４Ａ ＶＡＬＦＧＹＶＧＹＱＡＬＳＫＲ

２３４６⁃２３６０ ＮＳ４Ｂ ＥＡＭＴＮＹＡＲＥＧＩＱＦＭＫ Ｍ→Ｖ

２６７６⁃２６９０ ＮＳ４Ｂ⁃ＮＳ５Ａ ＳＥＧＫＶＲＱＬＳＳＮＹＩＬＥ Ｖ→Ｉ

２６８１⁃２６９５ ＮＳ４Ｂ⁃ＮＳ５Ａ ＲＱＬＳＳＮＹＩＬＥＬＬＹＫＦ

２８０１⁃２８１５ ＮＳ５Ａ ＶＥＬＹＹＫＧＡＴＩＫＬＤＦＮ

扑灭猪瘟做出了杰出贡献［１１］。 到目前为止，中国虽

然没有出现猪瘟大规模流行，但点状散发、小范围流

行一直没有停止，距离扑灭猪瘟仍然遥远。 为找出

根源，许多学者从不同角度进行探讨，其中对病原进

行研究是方向之一。 有人认为，中国长期采取疫苗

接种为主的防控策略，在猪群抗体的压力下，猪瘟病

毒发生了逃避疫苗免疫的变异，许多研究结果亦支

持这一观点［１２⁃１３］。 在 ＣＳＦＶ 序列分析上，多数变异

集中在 Ｅ０、Ｅ２ 基因上，但流行毒株全基因资料缺

乏［１４⁃１５］。 本研究分离了陕西省 １ 株猪瘟流行毒株

ＳＸＹＬ２００６，并通过分段测序、拼接，获得了全基因序

列，提交 ＧｅｎＢａｎｋ，获得登录号 ＧＱ１２２３８３。
猪瘟病毒基因组全长约１２ ３００ ｂｐ，分段扩增能

大大降低难度。 扩增长度最好不超过 １ ６００ ｂｐ，超
过这个长度用 ｒＴａｑ 酶扩增难度很大。 另外，合适长

度的 ＰＣＲ 产物与 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体连接的效率较

高，有利于阳性菌落的筛选。 在 Ｉ 段的扩增中，起初

用 ＩＦ２ ／ ＩＲ２ 引物对扩增，经过多次不同条件的摸索

都不能扩增出目的片段，之后合成了 ＩＦ１ ／ ＩＲ１ 引物，
进行套式 ＰＣＲ，大大提高了反应的灵敏度，成功扩

增出了 １ ４０１ ｂｐ 的目的片段。 此外，Ａ 段用 ＡＦ ／ ＡＲ
扩增时目的条带很弱，回收困难，最终解决问题的方
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法：将 ＡＦ ／ ＢＲ 作为 １ 对引物，用 ＢＲ 反转录的 ｃＤＮＡ
做模板，进行第 １ 次 ＰＣＲ 扩增，条件为 ９５ ℃预变性

５ ｍｉｎ；９４ ℃ ５０ ｓ，５４ ℃ ６０ ｓ，７２ ℃ ９０ ｓ，３５ 个循环，
最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，取第 １ 次扩增产物 ２􀆰 ０ μｌ 作
为模板，再用 ＡＦ ／ ＡＲ 引物对进行第 ２ 次扩增，得到

了 １ １１０ ｂｐ 的目的片段。 因此，在全基因组的克隆

测序时，对于难以扩增或扩增效率不高的片段，可以

考虑通过合成或组合引物对进行巢式或半巢式

ＰＣＲ，可大大提高反应的灵敏度，得到高质量的 ＰＣＲ
产物。

序列分析结果表明，ＳＸＹＬ２００６ 株与中国经典

强毒株 Ｓｈｉｍｅｎ、疫苗毒株 ＨＣＬＶ 核苷酸序列同源性

分别仅为 ８４􀆰 ４％和 ８４􀆰 ７％，与中国广西地区近年的

流行毒株 ＧＸＷＺ０２ 的同源性为 ９５􀆰 ６％，与上述 ３ 株

氨基酸序列同源性分别为 ９２􀆰 ５％、９１􀆰 ６％和 ９７􀆰 ４％，
提示流行毒株与上世纪经典毒株亲缘关系较远，变
异较明显，与疫苗毒株同样差异较大，这一结论同国

内许多研究结果一致。
基因分段比较发现，Ｅ０、Ｅ２、Ｐ７、ＮＳ２ 和 ＮＳ５Ａ 基

因变异较大，尤其是 ＳＸＹＬ２００６ 株中这几个基因和

ＨＣＬＶ 株的同源性分别只有 ８０􀆰 ９％、８０􀆰 ３％、７８􀆰 １％、
８１􀆰 ８％和 ８１􀆰 １％；相对而言，ＮＰＲＯ、Ｃ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ 和

ＮＳ４Ｂ 这几个基因同源性较高，提示这几个基因相

对保守。 从氨基酸水平来讲，ＮＰＲＯ、 Ｃ、ＮＳ２、ＮＳ３、
ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ 和 ＮＳ５Ｂ 这几个蛋白质变异较小。 需

要指出的是 ＳＸＹＬ２００６ 和 ＨＣＬＶ 相比，Ｐ７ 基因核苷

酸序列同源性只有 ７８􀆰 １％，但是氨基酸序列同源性

却高达 ８９􀆰 １％，ＮＳ２ 核苷酸序列同源性为 ８１􀆰 ８％，氨
基酸序列同源性却为 ９０􀆰 ５％，提示 Ｐ７ 和 ＮＳ２ 基因

核苷酸变异多为同义变异。
在 ＣＳＦＶ 结构蛋白中，Ｅ０、Ｅ２ 为 ＣＳＦＶ 的囊膜糖

蛋白，对病毒感染宿主细胞、免疫识别都有重要意

义。 有研究结果表明，Ｅ０ 蛋白具有 ＲＮＡ 酶活性，通
过对 Ｃ 株的 Ｅ０ 基因突变分析，发现 Ｅ０ 蛋白 ＲＮＡ
酶活性消失后的突变重组株会使宿主细胞产生病

变，并诱导细胞凋亡，提示 Ｅ０ 可能是病毒能持续存

在于天然宿主体内的原因［１６⁃１８］。 序列分析结果表

明，ＳＸＹＬ２００６ 株与 ＨＣＬＶ 株相比，Ｅ０ 基因的核苷酸

序列同源性为 ８０􀆰 ９％，氨基酸同源性为 ８７􀆰 ７％，ＳＸ⁃
ＹＬ２００６ 的 Ｅ０ 基因变异较大。 Ｅ０ 蛋白中具有 Ｒｎａｓｅ
活性的主要氨基酸基序为 ＳＬＨＧＩＷＰＥ 和 ＥＷＮＫＨＧ⁃
ＷＣ，在推导的氨基酸序列中分别位于第 ２９５ ～ ３０２

位和第 ３４２ ～ ３４９ 位［１７］。 ＳＸＹＬ２００６ 的 Ｅ０ 蛋白这 ２
个重要区域没有发生任何变异，尤其是对于 Ｒｎａｓｅ
活性所必需的 ２９７ 位和 ３４６ 位的 Ｈ，均没有发生任

何变化，这与刘湘涛等［１４］、王琴等［１９］ 的研究结果相

同。 Ｅ０ 氨基酸序列中，第 ３０２ 位的氨基酸均为 Ｅ，
但参考毒株 ＬＰＣ、ＨＣＬＶ 和 Ｒｉｍｅｓ 第 ３０２ 位均为 Ｇ，
这 ３ 株都是弱毒疫苗株，这一变化对 Ｒｎａｓｅ 活性有

何影响尚不清楚。
ＳＸＹＬ２００６ 株与 ＨＣＬＶ 株相比，Ｅ２ 基因核苷酸

序列 同 源 性 为 ８０􀆰 ３％， 氨 基 酸 序 列 同 源 性 为

８８􀆰 ５％，变异较大。 Ｖａｎ Ｒｉｊｉｎ 等［２０］的研究结果表明

在 Ｅ２ 蛋白质的 Ｂ 区和 Ｃ 区内 ７０５ 位、７１０ 位、７１３
位、７２９ 位、７３４ 位等位点的氨基酸变异会导致流行

毒株发生免疫逃逸，这 ５ 个位点在 ＨＣＬＶ 株中分别

为 Ｎ、Ｌ、Ｇ、Ｎ 和 Ｋ，ＳＸＹＬ２００６ 株中 ７１３ 位发生 Ｇ→Ｅ
变异，７２９ 位发生 Ｎ→Ｄ 变异，７３４ 位发生 Ｋ→Ｒ 变

异。 这些位点的变异对疫苗株免疫保护力的影响，
需要进一步研究。

在 ＣＳＦＶ 的免疫中细胞免疫发挥着重要作用，
尤其是细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞（ＣＴＬ），在抵抗 ＣＳＦＶ
感染上具有重要意义。 Ｔ 细胞的活化过程中，需要

Ｔ 细胞抗原受体（ＴＣＲ）识别抗原递呈细胞表面的

ＭＨＣ ／抗原肽复合物；而 Ｂ 细胞要活化成为分泌抗

体的浆细胞，需要活化的 Ｔｈ 细胞辅助并需 Ｔｈ 细胞

识别 Ｂ 细胞递呈的 ＭＨＣ ／抗原肽。 在 ２６ 个 Ｔ 细胞

表位中，相对于 ＨＣＬＶ 株而言，ＳＸＹＬ２００６ 株有 １４ 个

表位 ２７ 个氨基酸位点变异。 Ｅｌｉｓｅｎｄａ 等［８］ 进一步

的研究结果表明位于非结构蛋白 ＮＳ２⁃３ 中１ ４４６ ～
１ ４６０位是一个细胞毒性 Ｔ 细胞表位，在这个表位上

ＳＸＹＬ２００６ 株 １ ４５４～１ ４５５ 位的 ＭＶ 变异为 ＶＡ。 这

些位点的变异可能会对 ＣＳＦＶ 疫苗株的免疫保护力

存在一定影响。
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