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　 　 摘要：　 为了分析绵羊痘病毒 Ａ１１Ｒ 蛋白质的分子特征，提取了山羊痘病毒古浪分离株（ＧＬ）的基因组 ＤＮＡ，设
计引物进行 ＰＣＲ 扩增，将 ＰＣＲ 产物连接到 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体后转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，筛选阳性克隆

进行序列测定，利用生物信息学软件对 Ａ１１Ｒ 基因序列进行预测分析。 结果显示，Ａ１１Ｒ 基因序列由 ９５４ 个核苷酸

组成的开放阅读框，编码 ３１７ 个氨基酸残基组成的多肽，蛋白质分子质量的理论值为 ３６ ０９１．７，理论等电点为

５􀆰 １４。 Ａ１１Ｒ 蛋白质的二级结构中，α 螺旋占 ２９􀆰 ０２％，β 折叠占 １０􀆰 ４１％，其余 ６０􀆰 ５７％为无规则卷曲。 多序列比对

分析显示，不同羊痘病毒分离株 Ａ１１Ｒ 序列高度保守，同源性在 ９８％以上。 进化树分析结果显示，ＧＬ 株与 ＮＫ 株、
ＴＵ 株以及 ＳＡ 株在一个分支，说明它们之间具有较近的亲缘关系，上述研究结果为进一步研究 Ａ１１Ｒ 蛋白质的生物

学功能和羊痘病毒早期蛋白质分子间相互作用奠定了基础。
关键词：　 羊痘病毒； Ａ１１Ｒ； 基因克隆； 生物信息学
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ｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｏａｔｐｏｘ ｖｉｒｕｓ ＧｕＬａｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ Ａ１１Ｒ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｇｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡ ｂｙ ＰＣＲ． Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｌｉｇａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＧＥＭ⁃Ｔ
Ｅａｓｙ ｖｅｃｔｏｒ． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＤＨ５α， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ Ａ１１Ｒ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａｎ ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ（ＯＲＦ） ｏｆ ９５４ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ３１７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ３６ ０９１．７ ａｎｄ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ５􀆰 １４．
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１１Ｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ

８５１



ｔｈａｔ α⁃ｈｅｌｉｘ， β⁃ｓｔｒａｎｄ ａｎｄ ｌｏｏｐ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ２９􀆰 ０２％， １０􀆰 ４１％ ａｎｄ ６０􀆰 ５７％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
ｓｈｏｗｅｄ Ａ１１Ｒ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃａｐｒｉｐｏｘｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ９８％． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ， ＧＬ ａｎｄ ＮＫ， ＴＵ ａｎｄ ＳＡ ｗｅｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎ ｏｎｅ ｂｒａｎｃｈ， ｉｎｄｉｃａｔｉｖｅ ａ ｃｌｏｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 Ｃａｐｒｉｐｏｘ ｖｉｒｕｓ； Ａ１１Ｒ； ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　 　 羊痘 （ Ｃａｐｒｉｐｏｘ，ＣＰ） 是由羊痘病毒 （ Ｃａｐｒｉｐｏｘ
ｖｉｒｕ，ＣＰＶ）引起的一种急性、烈性、接触性传染病，
中国将其列为一类动物疾病，世界卫生组织（ＯＩＥ）
将其列为“法定通报疾病” ［１］，许多国家都爆发过山

羊痘与绵羊痘，如越南、蒙古、希腊等均爆发过该

病［２］。 近年来中国的江苏、宁夏、内蒙古、山东、湖
南、青海、甘肃、黑龙江、云南等地均有羊痘发生［３］，
有的地区呈爆发性流行。 羊痘主要特征是病羊皮肤

与粘膜上出现特异的痘疹且传播快，致死率高。 发

病羊的生产力以及皮毛质量明显下降，影响养羊业

以及进出口贸易的健康发展。 该病尚无特效的治疗

方法，主要通过接种传统疫苗预防该病［１］。 羊痘病

毒基因组序列全长约为 １５０ ｋｂ，有 １４７ 个开放阅读

框（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），编码密度为 ９３％，所
编码的蛋白质的功能主要通过借鉴和参考痘苗病毒

（Ｖａｃｃｉｎｉａ ｖｉｒｕｓ，ＶＡＣＶ）的研究成果推断而来。 研究

结果表明，Ｆ１０［４］， Ａ１１［５］， Ａ１１Ｒ［６⁃７］，Ｌ２［８］，Ａ６［５，９］

是痘苗病毒粒子早期装配必需的蛋白质，如果缺少

这些蛋白质，在病毒体膜的生物合成的早期步骤中

无法形成“月牙状”膜［４⁃９］。 因此本研究从中国绵羊

痘病毒分离株中克隆了与痘苗病毒同源的 Ａ１１Ｒ 基

因并对其进行初步分析，以便为深入研究羊痘病毒

早期装配机制奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 毒株与细胞

绵羊痘病毒古浪株（ＧＬ），由中国农业科学院兰

州兽医研究所分离鉴定， Ｖｅｒｏ 细胞由本实验室

保存。
１．２　 菌株以及主要试剂

ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢｅｓｔ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ
ｖｅｒ ４．０、Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 酶、ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 等均购

自宝生物工程（大连）有限公司。 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载

体购自普洛麦格生物技术（北京）有限公司。 ＤＭＥＭ
培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ。 大肠杆菌 ＤＨ５ａ 感受态细胞

购自北京全式金生物技术有限公司。 ＭｉｎＥｌｕｔｅ Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（５０）购自 ＱＩＡＧＥＮ 公司。

１．３　 羊痘病毒基因组 ＤＮＡ 的提取

羊痘病毒接种 Ｖｅｒｏ 细胞， 待 ８０％左右细胞发

生病变后收取病毒培养液，参照 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢｅｓｔ
Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ｖｅｒ ４．０ 试剂盒说明书

提取羊痘病毒基因组，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 超微量核酸

仪测其浓度后－２０ ℃保存备用。
１．４　 引物的设计与合成

参照文献［１０］在 ＮＣＢＩ 上找到 ＧＴＰＶ－ＦＺ 全

基因组序列（ ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＣ９５１８５４）及其 ＣＤＳ 所

编码的蛋白质氨基酸序列，使用 ＤＮＡＳｔａｒ 中的

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｌｅｃｔ 软件进行包含 Ａ１１Ｒ 片段的引物设

计。 上 游 引 物 Ａ１１Ｒ⁃Ｃ⁃ＵＰ： ５′⁃ＡＡＡＡＣＡＡＡＣＧ⁃
ＧＣＴＧＡＡＡ⁃３′，下游引物 Ａ１１Ｒ⁃Ｃ⁃ＤＯＷＮ：５′⁃ＡＴＧ⁃
ＴＡＡＴＴＡＴＴＧＧＡＧＧＴＴＧＴＡＴ⁃３′，预期扩增片段大

小为 １ １５４ ｂｐ。 引物由上海捷瑞生物工程有限公

司合成。
１．５　 目的基因的克隆与鉴定

以提取的羊痘基因组作为模板进行 ＰＣＲ 扩增，
反应条件： ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ； ９４ ℃变性３０ ｓ， ５０
℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ９０ ｓ，３５ 个循环； 最后 ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增完成后进行核酸电泳检测目的条

带。 然后进行胶回收并连接到 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ 载体，
随后转化入大肠杆菌 ＤＨ５ａ 感受态细胞，涂布于氨

苄抗性的 ＬＢ 平板（平板已添加 Ｘ⁃Ｇａｌ 与 ＩＰＴＧ），３７
℃ 培养过夜。 随机挑取 ３ 个白色菌落进行菌落

ＰＣＲ、产物进行核酸电泳。 随后挑取 １ 个阳性克隆

进行摇菌扩大培养 １２～１４ ｈ 后提取质粒并送苏州金

唯智生物科技有限公司测序。
１．６　 不同分离株 Ａ１１Ｒ 蛋白质同源性分析

应用 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 系统进行序列比对，分析不同

羊痘毒株 （ ＳＰＰＶ 的 ＴＵ、ＳＡ、ＮＫ 分离株；ＧＴＰＶ 的

ＰＬ、ＧＶ 分离株） ［１１］以及 ＬＳＤＶ（疙瘩皮肤病毒，与羊

痘病毒同源性很高，同属于羊痘病毒属）的 Ａ１１Ｒ 同

源性。
１．７　 Ａ１１Ｒ 蛋白质的生物信息学分析

１．７． １ 　 基 本 理 化 性 质 分 析 　 应用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ
Ａｄｖａｎｃｅ 软件对 Ａ１１Ｒ 蛋白质进行理论分子质量、等
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电点以及氨基酸组成等进行计算并使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）分析蛋白质的亲

水性与疏水性。
１．７．２　 蛋白质抗原表位预测 　 应用 ＤＮＡＳｔａｒ７．１ 软

件中的 Ｐｒｏｔｅａｎ 对 Ａ１１Ｒ 蛋白质的 Ｂ 淋巴细胞抗原

表位进行预测。
１．７．３　 二级结构分析　 应用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ ／ ）对 Ａ１１Ｒ 蛋白质进行二级结

构预测。
１．７．４　 三级结构分析　 应用 Ｐｈｙｒｅ２．０（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔｍｌ ／ ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ）对
Ａ１１Ｒ 蛋白质进行 ３Ｄ 结构预测分析并使用 Ｒａｓｗｉｎ
软件初步预测三级结构。

２　 结 果

２．１　 Ａ１１Ｒ 基因的克隆

提取羊痘古浪毒株基因组为模板进行 ＰＣＲ 扩

增，结果扩增出一条约１ １００ ｂｐ 的条带（图 １），与预

期基因片段长度一致。
２．２　 不同分离株 Ａ１１Ｒ 同源性分析

羊痘病毒不同分离株以及疙瘩 皮 肤 病 毒

（ＬＳＤＶ）所编码的 Ａ１１Ｒ 核苷酸以及氨基酸序列同

源性极高（表 １）。 ＧＬ 毒株与其余毒株核苷酸同源

性最低 ９８％（ＬＳＤＶ⁃ＮＩ），最高为 １００％ （ＳＰＰＶ⁃ＴＵ、
ＳＰＰＶ⁃ＳＡ、ＳＰＰＶ⁃ＮＫ），而氨基酸序列同源性最低为

９９％（ＧＴＰＶ⁃ＰＬ、 ＧＴＰＶ⁃ＧＶ、ＧＴＰＶ⁃ＦＺ、ＬＳＤＶ⁃ＮＩ），最
高为 １００％（ＳＰＰＶ⁃ＴＵ、ＳＰＰＶ⁃ＳＡ、ＳＰＰＶ⁃ＮＫ）。 同时

使用 ＤＮＡＳｔａｒ７．１ 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 初步绘制不同羊痘病

毒分离株以及 ＬＳＤＶ 的 Ａ１１Ｒ 系统发育树，发育树绘

制采用邻近法，比对模型为氨基酸。 结果显示 ＧＬ
毒株与 ＮＫ、ＳＡ、ＴＵ 毒株亲缘性高，ＦＺ 与 ＬＳＤＶ、ＧＶ
与 ＰＬ 亲缘性很高（图 ２）。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：Ａ１１Ｒ 基因 ＰＣＲ 扩增产物；２：阴性

对照。
图 １　 Ａ１１Ｒ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ１１Ｒ ｇｅｎｅ

表 １　 不同分离株 Ａ１１Ｒ 同源性分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａ１１Ｒ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ

毒株
ＧＴＰＶ⁃ＰＬ

（％）
ＧＴＰＶ⁃ＧＶ

（％）
ＧＴＰＶ⁃ＦＺ

（％）
ＳＰＰＶ⁃ＴＵ

（％）
ＳＰＰＶ⁃ＳＡ

（％）
ＳＰＰＶ⁃ＮＫ

（％）
ＬＳＤＶ⁃ＮＩ
（％）

ＧＴＰＶ⁃ＧＬ
（％）

ＧＴＰＶ⁃ＰＬ １００ １００ ９９ ９９ ９９ １００ ９９
ＧＴＰＶ⁃ＧＶ １００ １００ ９９ ９９ ９９ １００ ９９
ＧＴＰＶ⁃ＦＺ １００ １００ ９９ ９９ ９９ １００ ９９
ＳＰＰＶ⁃ＴＵ ９９ ９９ ９９ １００ １００ ９９ １００
ＳＰＰＶ⁃ＳＡ ９９ ９９ ９９ １００ １００ ９９ １００
ＳＰＰＶ⁃ＮＫ ９９ ９９ ９９ １００ １００ ９９ １００
ＬＳＤＶ⁃ＮＩ ９９ ９９ ９９ ９８ ９８ ９８ ９８
ＧＴＰＶ⁃ＧＬ ９９ ９９ ９９ １００ １００ １００ ９９

表中右上部分为 Ａ１１Ｒ 核苷酸序列同源性，左下部分为对应氨基酸的同源性。

２．３　 羊痘病毒 Ａ１１Ｒ 蛋白质的生物信息学分析

２ ．３ ．１ 　 理 化 性 质 　 羊痘病毒的 Ａ１１Ｒ 的 ＤＮＡ
序列含有 １ 个由 ９５４ 个核苷酸组成的开放阅读

框，编码由 ３１７ 个氨基酸残基组成的多肽，蛋白

质分子质量的理论值为 ３６ ０９１ ．７，理论等电点

（ ＰＩ）为 ５􀆰 １４；原子组成是 Ｃ １６１５Ｈ ２６４２Ｎ ４１０Ｏ ５００ Ｓ９；
负电荷残基（ Ａｓｐ＋Ｇｌｕ） 共有 ４８ 个，正电荷残基

（ Ａｒｇ＋Ｌｙｓ） 共有 ３８ 个。 该蛋白质由 １９ 种氨基

酸组成，其中 Ｉｌｅ、 Ｇｌｕ、 Ｌｅｕ、 Ｌｙｓ 的 含 量 相 对 较

多，Ｈｉｓ、 Ｃｙｓ 相对较少。 不稳定系数 （ Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ）为 ５２􀆰 ４９，表明这个蛋白质性质不稳定。
脂肪系数为 １１０􀆰 ３５，总平均亲水性为 －０．１９０。
亲水性分析结果表明该蛋白质是亲水蛋白质

（图 ３） 。
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图 ２　 不同分离株的 Ａ１１Ｒ 系统发育树

Ｆｉｇ．２ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ａ１１Ｒ

图 ３　 Ａ１１Ｒ 蛋白质的亲水性与疏水性分析

Ｆｉｇ．３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１１

２．３．２　 Ａ１１Ｒ 蛋白质抗原表位的预测 　 应用软件

ＤＮＡＳｔａｒ 对 Ａ１１Ｒ 蛋白质进行可塑性分析，采用

Ｋａｒｐｌｕｓ 方案预测可塑性，采用 Ｊａｍｅｓｏｎ⁃Ｗｏｌｆ 方案

对其抗原表位进行预测。 Ａ１１Ｒ 蛋白质可塑性较

高区域和潜在的抗原表位位点见图 ４。 可塑性较

高的区域可能具有一定的柔韧性，这些区域形成 Ｂ
淋巴细胞抗原表位的可能性较大，容易与抗体进

行嵌合。 因此可以推测 Ａ１１Ｒ 蛋白质的抗原表位

可能主要位于氨基酸序列的第 ９ ～ １５、１８ ～ ３４、４１ ～
７６、７９ ～ １１２、１４５ ～ １７７、２０６ ～ ２４２、２６２ ～ ２９０ 等位点

（图 ５）。
２．３．３　 Ａ１１Ｒ 蛋白质二级结构分析 　 根据 Ｐｒｅｄｉｃｔ⁃
Ｐｒｏｔｅｉｎ 预测结果显示，该蛋白质二级结构组成分别

是 α⁃螺旋（Ｈ）占 ２９􀆰 ０２％，β⁃折叠（Ｅ）占 １０􀆰 ４１％，无
规则卷曲占 ６０􀆰 ５７％，共同构成了 Ａ１１Ｒ 蛋白质的二

级结构骨架（图 ５）。
２． ３． ４ 　 Ａ１１Ｒ 蛋 白 质 三 级 结 构 预 测 　 根 据

ＰＨＹＲＥ２．０ 蛋 白 质 结 构 预 测 服 务 器 （ 使 用

Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ 选项）对 Ａ１１Ｒ 蛋白质进行三级结构预

测 ［１６］ 。 可观察到 Ａ１１Ｒ 的螺旋结构有 １０ 个左右

（图 ６） ，且可发现 Ｎ 端存在 １ 个较长的 α 螺旋，
与图 ５ 结合可见 Ａ１１Ｒ 蛋白质的三级结构预测可

信度较高。

图 ４　 Ａ１１Ｒ 蛋白质的可塑性与抗原指数分析

Ｆｉｇ．４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１１Ｒ

３　 讨 论

羊痘病毒（ＣＰＶ）是对乙醚敏感的偶蹄兽痘病

毒，长度为 １９４～２００ ｎｍ，为线性双股 ＤＮＡ 病毒，病
毒复制的全过程都在胞浆内进行，目前尚无特效兽

药可以防治，只能通过注射弱毒疫苗来预防，想要治

疗羊痘就要深入研究羊痘病毒。 而目前就病毒活载

体疫苗方面研究很多，一苗多免更是目前研究的热

门，但这些实质都是预防手段，一旦发病并不能起到

治疗作用。 而在基因组方面最近有新报道，羊痘福

州株已经成功进行全基因组测序，基因组及功能基

因的研究取得了重要进展［１０］，近年来，业内对弱毒

疫苗的安全性提出质疑，通过对已发表的羊痘病毒

基因组序列比对发现，羊痘强毒与羊痘弱毒的基因

组在 ＯＲＦ１～ＯＲＦ１４７ 间并没有出现明显的缺失。 由

于羊痘基因组构成是两端相同的反向末端重复序列

（Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｐｅａｔ，ＩＴＲ）以及中心编码区，研
究人员推测基因组两端的重复序列的差异有可能是

１６１吴　 健等：山羊痘病毒 Ａ１１Ｒ 基因的克隆及生物信息学分析



Ｈ 表示 α⁃螺旋；Ｅ 表示 β⁃折叠；⁃表示无规则卷曲。
图 ５　 Ａ１１Ｒ 蛋白质二级结构模拟图

Ｆｉｇ．５　 Ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１１Ｒ

图 ６　 Ａ１１Ｒ 蛋白质 ３Ｄ 构象预测

Ｆｉｇ．６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１１Ｒ

造成强毒毒力致弱的原因，但由于对两端的重复序

列进行测序具有一定的难度，羊痘病毒的确切致弱

机制尚未得到证实。 而越来越多的报道也显示中国

应用很广的 ＧＴＰＶ⁃ＡＶ４０ 弱毒疫苗能够引发危险的

并发症，包括皮肤结节、流产等［１２⁃１３］。 因此，在弱毒

疫苗存在弱毒返强的背景下，从病毒的装配机制入

手，研究参与病毒粒子早期装配有关的蛋白质以及

它们的相互作用，有助于疫病的检测方法及抗病毒

制剂和新型疫苗的研制。
痘苗病毒是痘病毒科模型病毒，其线性基因组

编码约 ２００ 种蛋白质，分类为早期、中期、晚期。 早

期基因在病毒入侵时立即转录，而中期与晚期基因

（统称为复制后修饰基因）在病毒 ＤＮＡ 复制后开始

转录，而 Ａ１１Ｒ 蛋白质属于痘苗病毒的早期蛋白质，
Ｘｉａｎｇ 等［５］怀疑 Ａ１１Ｒ 会影响病毒的侵入与装配，因

为在抑制 Ａ１１Ｒ 表达情况下在病毒早期复制阶段在

“工厂区”未出现月牙状脂质双分子膜结构，可见

Ａ１１Ｒ 基因对于痘苗病毒装配产生脂质双分子膜结

构有很大的影响，而羊痘所编码的蛋白质的功能主

要通过参考痘苗病毒的研究推断而来，所以对 Ａ１１Ｒ
只是进行了初步探索。

对于痘病毒而言，想要完成吸附、膜融合以及入

侵等步骤， 需要利用多种蛋白质 （已鉴定的有

Ａ１６［１３］、 Ａ２１［１４］、 Ａ２８［１５］、 Ｇ３［１６］、 Ｇ９［１７］、 Ｈ２［１８］、
Ｊ５［１９］、Ｌ５［２０］、Ｏ３［２１］）构成完整的融合复合体（Ｅｎｔｒｙ
ｆｕｓｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＥＦＣ），并将 Ｆ９［２２］、Ｌ１［２３］ 定义为 ＥＦＣ
相关蛋白质，这些蛋白质很有可能形成融合复合

体［２４］。 所以本研究就羊痘 Ａ１１Ｒ 基因进行了初步分

析，为进一步深入探究羊痘病毒作用机制奠定基础。
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