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　 　 摘要:　 对 ２ 株兔出血症病毒(ＲＨＤＶ)ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 进行全基因组序列测定ꎬ并进行同源性及遗传进化分析ꎮ
按照病毒核酸组成ꎬ将病毒基因分 ７ 段进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ将分段扩增产物分别克隆到 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体进行测序ꎬ用
ＤＮＡＳｔａｒ 进行拼接ꎬ得到全基因组序列ꎻ参照 ＧｅｎＢａｎｋ 上登陆的 ３１ 株 ＲＨＤＶ 毒株全基因核苷酸序列、ＶＰ６０ 基因核

苷酸序列以及 ＯＲＦ２ 编码基因核苷酸序列对 ２ 株病毒进行同源性和遗传进化分析ꎮ 结果显示ꎬＳＣＨ０４ 基因组全长

７ ４３９ ｂｐꎬＳｃｈ０７ 基因组全长７ ４３８ ｂｐꎬ２ 株病毒全基因的核苷酸序列同源性为 ９９􀆰 ８％ꎬ与 ３１ 株参考毒株全基因的核

苷酸序列同源性为 ７８.３％~９７􀆰 ０％ꎻ２ 株病毒的 ＶＰ６０ 基因核苷酸序列同源性为 ９９􀆰 ７％ꎬ ＯＲＦ２ 编码基因核苷酸序列

同源性为 ９９􀆰 ２％ꎮ 进化树显示 ２ 株病毒同属于抗原变异株 ＲＨＤＶａ(ＧＩ.１ａ)基因群ꎬ且亲缘关系最近ꎮ ＶＰ６０ 基因核

苷酸序列与 ＯＲＦ２ 编码基因核苷酸序列均可以作为 ＲＨＤＶ 遗传进化分析ꎮ
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　 　 兔出血症(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬＲＨＤ)是
由兔出血症病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＲＨＤＶ)引起的一种急性、高度传染性和致死性兔疾

病ꎮ ＲＨＤＶ 感染兔后主要以呼吸系统出血、实质器

官淤血水肿、肝脏坏死、淤血及出血性变化为主要特

征[１￣２]ꎮ 在流行初期ꎬ因为其传播快、发病急、发病率

及致死率高等特点ꎬ被称为兔瘟ꎮ 该病毒对于 ２ 月

龄以上的兔子感染致死率极高ꎮ ＲＨＤＶ 自 １９８４ 年

在江苏省无锡市首次发现以来ꎬ在全国各省市迅速

蔓延ꎬ同时在全世界范围内流行[３]ꎮ 虽然 ＲＨＤＶ 基

因序列较为保守ꎬ但是随着时间的推移以及地域面

积的扩大ꎬ其基因组结构一直处在缓慢变异中ꎬ自早

期经典 ＲＨＤＶ(Ｇ１￣Ｇ５)出现以来抗原变异株(ＲＨＤＶ
ａ)、ＲＨＤＶｂ 相继出现[４￣７]ꎮ 为了更好地对嵌杯状病

毒科兔病毒属内的相关病毒进行分类ꎬＬｅ Ｐｅｎｄｕ
等[８]对 ＲＨＤ 的几种病毒进行了重新命名ꎬ将 ＲＨＤ￣
Ｖａ 命名为 ＧＩ.１ａꎬ经典毒株中的 Ｇ１ 命名为 ＧＩ.１ｂꎬ
Ｇ２ 命名为 ＧＩ.１ｃꎬＧ３~Ｇ５ 统一命名为 ＧＩ.１ｄꎬＲＨＤＶｂ
命名为 ＧＩ.２ꎮ ＧＩ.２ 亚群病毒能够感染欧洲野兔以

及幼年兔ꎬ死亡率为５％~ ７０％[９]ꎮ 目前在中国未有

ＧＩ.２ 的相关报道ꎮ
ＲＨＤＶ 为单股正链 ＲＮＡ 兔嵌杯状病毒ꎬ基因

组全长约 ７􀆰 ５ ｋｂꎬ 除全基因组 ＲＮＡ 外ꎬ病毒还含

有约 ２􀆰 ２ ｋｐ 的亚基因组[１０] ꎮ ＲＨＤＶ 的 ５′末端没

帽子结构ꎬ经共价结合 ＶＰｇ 蛋白ꎬ３′末端有一个短

的 ｐｏｌｙＡ 尾巴ꎬ病毒基因组含 ２ 个开放阅读框

(ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ２)ꎬ５′末端的 ＯＲＦ１ 从第 １０ 个核苷

酸延伸至第 ７ ０４１ 个核苷酸ꎬ约占整个基因的

９４％ꎬ编码一个分子质量约为 ２.５６×１０５的多聚蛋

白ꎮ 该多聚蛋白包括该病毒的重要结构蛋白

ＶＰ６０ꎬＶＰ６０ 蛋白与诱导抗病毒感染的免疫反应直

接相关ꎬ是新型诊断制剂、疫苗研制参考的重要部

分[１１￣１２] ꎻ同时 ＶＰ６０ 蛋白的编码基因高度保守ꎬ为
ＲＨＤＶ 分离株分子流行病学调查的首选基因[１３] ꎮ
较短的阅读框 ＯＲＦ２ 在 ３′末端编码一个小结构蛋

白 ＶＰ１０ꎬ分子质量约 １.２ × １０４ꎮ 有研究结果表明

ＶＰ１０ 蛋白可显著下调 ＶＰ６０ 的表达ꎬ调节病毒的

复制以及参与病毒粒子的释放和侵染细胞的过

程[１４￣１５] ꎮ 用大肠杆菌表达 ＲＨＤＶ 多聚蛋白内不同

区域的基因ꎬ并以这些表达产物所制备的一系列

单抗来识别该多聚蛋白的酶解产物ꎬ经放射免疫

技术对 ＶＰｇ 进行定位ꎬ发现 ＯＲＦ１ 的基因编码的

蛋白质顺序为 ＮＨ２￣Ｐ１６￣Ｐ２３￣２Ｃ￣Ｐ３０￣ＶＰｇ￣３Ｃ￣３Ｄ￣
ＶＰ６０￣ＣＯＯＨꎬＶＰ１０ 编码基因从 ＯＲＦ２ ３′末端开

始ꎬ起始于基因组的第７ ０２５位核苷酸ꎬ至７ ３７８位
核苷酸为止ꎬ与 ＯＲＦ１ 有 １７ 个核苷酸重叠[１６￣１７] ꎮ

本试验根据 ＲＨＤＶ 的基因顺序ꎬ设计 ７ 对引物

分别对本实验室保存的 ２ 株 ＲＨＤＶ 的基因进行 ＲＴ￣
ＰＣＲꎬ然后进行克隆测序ꎬ使用软件将测序结果进行

拼接得到全基因碱基序列ꎬ并参考 ＮＣＢＩ 已登录的

ＲＨＤＶ 毒株的 ＶＰ６０ 基因碱基序列、ＯＲＦ２ 编码基因

碱基序列、全基因碱基序列对 ２ 株病毒进行比对分

析ꎬ旨在对 ＲＨＤＶ 的基因碱基序列的变异进行监

测ꎬ丰富其流行病学资料ꎬ并对各基因序列比对方法

进行比较分析ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要材料

２ 株 ＲＨＤＶ ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 肝脏组织由四川农业

大学动物医学院动物检疫实验室保存ꎬ感受态大肠

杆菌 ＤＨ５α、ＥＺＮＡＯＲ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、２×Ｔａｑ ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡ 分子量标准和胶回收试剂盒等购自

天根生化科技北京有限公司ꎬＲＮＡ 提取相关的试

剂、反转录试剂盒和 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体等购自宝生物

(大连)有限公司ꎮ
１.２　 引物设计及合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＲＨＤＶ 的各基因碱基序列ꎬ使
用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计 ７ 对引物(表 １)ꎬ７ 对引物分别

扩增 ＲＨＤＶ 的 Ｐ１６、Ｐ１３、２Ｃ￣ｌｉｋｅ ＮＴＰａｓｅ、Ｐ２９、ＶＰｇ、
３Ｃ￣ｌｉｋｅ 蛋白酶、３Ｄ￣ｌｉｋｅ 蛋白酶、ＶＰ６０ 蛋白和 ＶＰ１０
蛋白的编码基因ꎬ且扩增的基因碱基序列相互有部

分重叠ꎬ覆盖了病毒整个基因组ꎮ 引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成ꎮ
１.３　 ＲＨＤＶ 基因组 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

参照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明书进行 ＲＨＤＶ ＲＮＡ 提

取ꎬ用 Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒将 ＲＮＡ 反

转录成 ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以表 １ 中的引物进

行分段扩增ꎬ反应体系(５０􀆰 ０ μｌ):ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０
μｌꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５.０ μｌꎬ去离子水 ２０.０ μｌꎬ
上、下游引物各 １.５ μｌꎮ ＰＣＲ 循环参数为:９５ ℃预

变性 ５ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５３ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ３４ 个

循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ １％琼脂糖凝胶电泳检测

扩增产物ꎬ用 ＥＺＮＡＯＲ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒纯

化回收 ＰＣＲ 产物ꎮ
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表 １　 ＲＨＤＶ 各基因片段扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ(ＲＨＤＶ)

基因 引物名称 引物序列(５′→３′) 位置

Ｐ１６￣２３ Ｐ１ ＧＴＧＡＡＡＡＴＴＡＴＧＧＣＧＧＣＴＡＴＧＴＣＧＣＧＣ １~１ １２３

Ｐ２ ＴＧＧＧＧＡＣＧＧＡＧＴＣＣＴＣＡＡＡ

２Ｃ￣Ｌ Ｐ１ ＡＡＧＡＧＧＴＴＧＴＴＴＧＡＣＡＣ １ ０８７~２ ２３９

Ｐ２ ＣＡＡＡＧＴＡＣＴＧＴＴＴＣＣＡＣＡＴ

ＶＰｇ Ｐ１ ＡＧＴＧＡＧＣＡＣＣＣＣＧＡＣＧＴＧＧＣＣＴＣ ２ １３５~３ ３６８

Ｐ２ ＣＡＧＣＣＡＣＴＧＣＣＡＴＴＧＴＧＴＣＴＣＡＴ

３Ｃ￣Ｌ Ｐ１ ＴＡＴＧＡＣＡＡＴＧＡＣＴＡＴＧＡＧＧＧ ３ ３１６~３ ７７８

Ｐ２ ＣＡＧＡＡＧＡＡＧＴＴＴＧＡＴＧＴＴＴＣ

３Ｄ￣Ｌ Ｐ１ ＣＡＡＡＧＧＧＡＧＴＴＴＡＴＧＡＡＡＣ ３ ７４６~５ ３１６

Ｐ２ ＴＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡＴＡＡＣＡＴＴＣ

ＶＰ６０ Ｐ１ ＴＧＴＧＡＡＴＧＴＴＡＴＧＧＡＧＧＧＣＡＡＡ ５ ３０８~７ ０４４

Ｐ２ ＡＣＧＣＴＧＧＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＴＣＣＣＡ

ＶＰ１０ Ｐ１ ＡＣＡＣＴＣＧＴＧＴＴＣＡＡＣＣＴＧＧＧＧ ６ ９９４~７ ４３７

Ｐ２ ＴＴＡＴＡＧＣＴＴＡＣＴＴＴＡＡＡＣＴＡＴ

１.４　 ＰＣＲ 扩增产物的克隆和序列测定

将 ＰＣＲ 纯化产物与 ｐＭＤ１９￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 连接转化

至感受态大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ进行蓝白斑筛选ꎬ挑取阳

性克隆菌ꎬ经菌液 ＰＣＲ 进一步筛选验证阳性克隆ꎮ
验证正确的每个片段至少送 ３ 个阳性克隆到 ３ 家公

司(生工生物工程上海股份有限公司、成都擎科梓

熙生物技术有限公司、华大基因科技有限公司)进

行测序ꎮ

１.５　 序列同源性和遗传进化分析

使用 ＤＮＡＳｔａｒ 中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对测序结果

进行拼接ꎬ并登录 ＧｅｎＢａｎｋ 下载国内外 ３１ 株参考毒

株(表 ２)ꎬ根据文献[８]、[１８]、[１９]、[２０]中兔出

血症病毒的分型方法ꎬ对参考毒株的相关序列进行

截取ꎬ使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对两毒株的全基因组碱基

序列、ＶＰ６０ 基因碱基序列以及 ＯＲＦ２ 编码基因碱基

序列进行同源性分析并构建进化树ꎮ

表 ２　 参考 ＲＨＤＶ 毒株信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＲＨＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株　 　 　 登录号 地区 年份 毒株　 　 　 登录号 地区 年份

ＢＳ８９ Ｘ８７６０７ 意大利 ２００４ Ｒｏｓｓｉ ＥＦ５５８５８４ 德国 ２００７
ＳＤ Ｚ２９５１４ 法国 １９９３ ＳＴＲ２０１２ ＫＦ６７７０１１ 波兰 ２００４
ＦＲＧ Ｍ６７４７３ － １９９１ ＧＲＺ２００４ ＫＰ１４４７９１ 波兰 ２００４
ＡＳＴ / ８９ Ｚ４９２７１ 西班牙 － ＣＤ / Ｃｈｉｎａ ＡＹ５２３４１０ 中国吉林 ２００４
Ｅｉｓｅｎｈｕｔｔｅｎｓｔａｄｔ ＥＦ５５８５７８ 德国 ２００７ ＪＸ / ＣＨＡ / ９７ ＤＱ ２０５３４５ 西班牙 １９９７
－ ＤＱ１８９０７７ 巴林岛 ２００５ ＩＮ￣０５ ＥＵ００３５７８ 美国 ２００５
ＰＤ１９８９ ＫＰ１４４７８９ 波兰 １９８９ ＷＨＮＲＨ ＤＱ２８０４９３ 中国 ２００９
ＤＤ０６ ＥＦ３６３０３５ 德国 ２００７ Ｉｏｗａ２０００ ＡＦ２５８６１８ 美国 ２０００
ＨＹＤ ＪＦ４１２６２９ 中国哈尔滨 ２００５ Ｈｏｋｋａｉｄｏ / ２００２ ＡＢ３００６９３ 日本 ２００２
Ｗｉｋａ ＥＦ５５８５７４ 德国 ２００７ ＣＢＥｓｔｏｉ１３￣７ ＫＭ１１５６８０ 葡萄牙 ２０１３
Ｊｅｎａ ＥＦ５５８５７６ 德国 ２００７ ＣＢＣｏｒｕｃｈｅ１４￣２ ＫＭ１１５６９８ 葡萄牙 ２０１４
ＮＺ６１ ＥＦ５５８５８０ 新西兰 ２００７ Ｒｉｊ０６￣１２ ＫＰ１２９３９５ 西班牙 ２０１４
ＭＡＬ ＫＵ８８２０９３ 波兰 １９９４ Ｔａｒ０６￣１２ ＫＰ１２９３９７ 西班牙 ２０１４
Ｖ３５１ Ｕ５４９８３ 澳大利亚 １９９６ ７￣１３＿Ｂａｒｒａｎｃｏｓ ＫＦ４４２９６３ 葡萄牙 ２０１４
ＮＹ￣０１ ＥＵ００３５８１ 美国 ２００１ Ａｌｇａｒｖｅ１ ＫＦ４４２９６１ 葡萄牙 ２０１３
ＮＪ￣２００９ ＨＭ６２３３０９ 中国南京 ２００４
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２　 结果与分析

２.１　 ＲＨＤＶ ＳＣＨ０４ 株和 Ｓｃｈ０７ 株基因组的扩增

测序

　 　 ２ 株 ＲＨＤＶ 经常规方法进行 ＰＣＲ 反应后ꎬ电
泳结果显示 ２ 株 ＲＨＤＶ 扩增出的分段基因片段大

小与各基因预期片段大小一致(图 １、图 ２)ꎮ 将 ２
毒株各基因扩增片段分别克隆到 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体中

进行测序ꎬ采用 ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 程序对基因

组分段测序结果进行拼接并上传 ＧｅｎＢａｎｋꎬＳＣＨ０４
株基 因 组 全 长 ７ ４３９ ｂｐ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＫＸ８４４８３０)ꎬＳｃｈ０７ 株基因组全长 ７ ４３８ ｂｐ( Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号 ＫＹ１７１７４８)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １:ＶＰ６０ꎻ ２:３Ｄ￣Ｌꎻ ３:ＶＰｇꎻ ４:２Ｃ￣Ｌꎻ ５:Ｐ１６￣
Ｐ２３ꎻ ６:３Ｃ￣Ｌꎻ ７:ＶＰ１０ꎮ
图 １　 ＲＨＤＶ ＳＣＨ０４ 株基因的分段 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＨＤＶ ＳＣＨ０４ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １:ＶＰ６０ꎻ ２:３Ｄ￣Ｌꎻ ３:ＶＰｇꎻ ４:２Ｃ￣Ｌꎻ ５:Ｐ１６￣
Ｐ２３ꎻ ６:３Ｃ￣Ｌꎻ ７:ＶＰ１０ꎮ
图 ２　 ＲＨＤＶ Ｓｃｈ０７ 株基因的分段 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＨＤＶ Ｓｃｈ０７ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

２.２　 ２ 株 ＲＨＤＶ 各基因的同源性比较分析

２.２.１ 　 ＶＰ６０ 核苷酸序列分析 　 将 ２ 株病毒的

ＶＰ６０ 基因进行同源性比较ꎬ结果显示核苷酸及其

编码氨基酸同源性均为 ９９􀆰 ７％ꎮ ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 的

ＶＰ６０ 基因核苷酸序列与表 ２ 中的 ３１ 株 ＲＨＤＶ
ＶＰ６０ 基因核苷酸序列比对 结 果 ( 图 ３ ) 显 示ꎬ
ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 除了与 ６ 株 ＧＩ􀆰 ２ 病毒株同源性

(７９􀆰 １％ ~７９􀆰 ９％)稍低外ꎬ与其余的毒株同源性均

在 ８９􀆰 ０％以上ꎬ这说明 ＲＨＤＶ 的衣壳蛋白基因核

苷酸序列相当保守ꎮ 参比的 ３３ 株 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 基

因有 ２ 个大分枝 ＧＩ􀆰 １ 和 ＧＩ􀆰 ２ꎬＧＩ.１ 包括抗原变异

株 ＧＩ.１ａ 以及经典毒株(ＧＩ.１ｂ~ ＧＩ.１ｄ) ２ 个分枝ꎬ
ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 同属于抗原变异株 ＧＩ.１ａ 分枝ꎬ且与

日本株 Ｈｏｋｋｚｉｄｏ２００２、美国株 ＮＹ￣０１ 亲缘关系很

近ꎬ同属于一个基因群ꎻ另一个为 ＧＩ.２ 分枝ꎬＧＩ.２
分枝的毒株 ２０１０ 年在欧洲国家暴发ꎬ分枝 ６ 株参

考毒株均分离自 ２０１３－２０１４ 年ꎬ从进化树可以看

出 ＧＩ.２ 分枝内毒株与经典毒株以及抗原变异株亲

缘关系较远ꎮ
２.２.２　 ＯＲＦ２ 编码基因核苷酸序列的比对分析 　
使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对 ３３ 株 ＲＨＤＶ 的 ＯＲＦ２ 进行

比对ꎬ结果显示 ２ 株 ＲＨＤＶ 的核苷酸、氨基酸同源

性均为 ９９􀆰 ２％ꎬＳＣＨ０４ 与 ３１ 株参考毒株核苷酸同

源性为８４.２％ ~９６􀆰 ９％ꎬＳｃｈ０７ 与 ３１ 株毒株同源性

为 ８４.７％ ~ ９７􀆰 ２％ꎮ 进化树分析结果(图 ４)与以

ＶＰ６０ 基因核苷酸序列构建的进化树稍有差异ꎬ
ＯＲＦ２ 基因进化树中经典 ＧＩ.１ａ ＲＨＤＶ 毒株分为 ２
个主要分枝ꎬ但是 ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 两毒株的遗传距

离还是最近ꎬ且与日本株 Ｈｏｋｋｚｉｄｏ２００２、美国株

ＮＹ￣０１ 同为一个基因群ꎬ这与以 ＶＰ６０ 基因构建进

化树的分析结果相同ꎮ
２.２.３　 全基因比对分析　 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件进行

ＳＣＨ０４ 和 Ｓｃｈ０７ 毒株与 ３１ 株参考 ＲＨＤＶ 毒株的

序列分析ꎬ结果显示 ＳＣＨ０４ 与 Ｓｃｈ０７ 核苷酸序列

以及编码的氨基酸序列同源性均为 ９９􀆰 ８％ꎬ与 ３１
株参 考 株 的 核 苷 酸 序 列 同 源 性 都 在 ７８.３％ ~
９７􀆰 ０％ꎮ ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 的全基因序列全长分别为

７ ４３９ ｂｐ、７ ４３８ ｂｐꎬ与参考毒株相比ꎬ在病毒基因

的末端非编码区７ ４００ ｂｐ 位置分别出现 ２ 个和 １
个腺嘌呤核苷酸的插入突变ꎮ 全基因组进化树分

析结果(图 ５)显示ꎬ３３ 株全基因核苷酸序列构建

的进化树与 ＶＰ６０ 核苷酸序列构建的进化树分枝

结构差异较大ꎬ全基因核苷酸序列构建的进化树

有 ２ 个分枝ꎬ一个分枝由葡萄牙分离的 ４ 株 ＧＩ.２

７５８蒙正群等:２ 株兔出血症病毒全基因测定与遗传进化分析



∗为测序毒株ꎮ
图 ３　 基于 ＶＰ６０ 基因绘制的两毒株与参考毒株的进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＶＰ６０ ｇｅｎｅｓ

毒株 ７￣１３＿Ｂａｒｒａｎｃｏｓ、Ａｌｇａｒｖｅ１、ＣＢＥｓｔｏｉ１３￣７ 和 ＣＢ￣
Ｃｏｒｕｃｈｅ１４￣２ 组成ꎬ另一分枝包括 ３ 个支分枝ꎬ分别

是经典毒株(ＧＩ.１ｂ~ ＧＩ.１ｄ)、抗原变异株 ＧＩ.１ａ 和

２ 株西班牙分离的 ＧＩ.２ 毒株 Ｒｉｊ０６￣１２ 和 Ｔａｒ０６￣１２ꎮ
大分枝 ＧＩ.１ａ 中由 １４ 株 ＲＨＤＶ 组成 ２ 个小分枝ꎮ
经典毒株由 ＧＩ. １ｂ、 ＧＩ. １ｃ、 ＧＩ. １ｄ 组成 ２ 个大分

枝ꎮ 但是 ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 受试 ＲＨＤＶ 毒株的遗传进

化结果与以 ＶＰ６０ 和 ＯＲＦ２ 编码基因为基础构建的

进化树的分析结果一致ꎮ

３　 讨 论

本研究采取分段扩增测序方法进行 ＲＨＤＶ 基

因组扩增ꎮ 与常规测定 ＲＨＤＶ 全基因序列的方

法[２１]比较ꎬ本试验的方法可以更加方便地获取

ＲＨＤＶ 的全基因ꎬ测序的片段小ꎬ测序结果更加准

确ꎬ不仅可以达到 ＲＨＤＶ 全基因组核苷酸序列测

定目的ꎬ同时对于 ＲＨＤＶ ３Ｄ、３Ｃ 样蛋白质等的分

析研究工作可直接提供具体基因片段[２２￣２４] ꎮ 我们

通过对实验室保存的 ２ 株 ＲＨＤＶ ＳＣＨ０４、Ｓｃｈ０７ 毒

株全基因核苷酸序列进行分段扩增并测序ꎬ经拼

接成功获得不包括 ｐｏｌｙＡ 的全基因核苷酸序列ꎬ分
别为７ ４３９ ｂｐ 和７ ４３８ ｂｐꎬ将 ２ 株全基因核苷酸序

列上传 ＧｅｎＢａｎｋꎬ进行同源性比对和基于不同基因

片段的遗传演变分析ꎬ不仅丰富了 ＲＨＤＶ 的分子

流行病学数据资料ꎬ而且为后续 ＲＨＤＶ 毒力相关

研究奠定了基础ꎮ
目前 ＲＨＤＶ 遗传进化分析主要建立在 ＶＰ６０

基因核苷酸序列基础上ꎬ把 ＲＨＤＶ 分为 ＧＩ. １ 和
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∗为测序毒株ꎮ
图 ４　 基于 ＯＲＦ２ 编码基因绘制的两毒株与参考毒株的进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＯＲＦ２ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

ＧＩ.２基因群ꎬＧＩ.１ 包括经典毒株(ＧＩ.１ｂ~ ＧＩ.１ｄ)和
抗原 变 异 株 ＧＩ. １ａ[２５￣２７] ꎮ 本 研 究 通 过 对 ３１ 株

ＲＨＤＶ 全基因核苷酸序列、ＶＰ６０ 基因核苷酸序列、
ＯＲＦ２ 编码基因核苷酸序列的同源性进行比对分

析ꎬ并通过构建进化树分析毒株之间的亲缘关系ꎬ
结果表明 ＶＰ６０ 基因核苷酸序列是极为保守的基

因片段ꎬ与以往相关研究的结果一致ꎮ 进化树分

析结果表明:基于 ＶＰ６０ 基因和 ＯＲＦ２ 编码基因的

分枝结构较全基因更能清楚地显示 ＲＨＤＶ ＧＩ.１ 和

ＧＩ.２ 基因群的区别ꎬＶＰ６０ 基因进化树和 ＯＲＦ２ 编

码基因进化树均显示各毒株遗传距离差异不大ꎬ

这一结果表 明 ＯＲＦ２ 编 码 区 基 因 也 可 以 作 为

ＲＨＤＶ 遗传演变研究的参考基因ꎬ并且 ＯＲＦ２ 编码

区基因比 ＶＰ６０ 基因核苷酸序列(约１ ７４０ ｂｐ)更

短(约 ３５５ ｂｐ)ꎬ在克隆分析操作过程中可能更加

方便ꎮ
本试 验 中 ２ 株 ＲＨＤＶ 均 属 于 抗 原 变 异 株

ＧＩ.１ａꎬ全基因核苷酸序列、ＶＰ６０ 基因核苷酸序列

和 ＯＲＦ２ 编码基因核苷酸序列进化树显示 ＲＨＤＶ
分群与时间有关系ꎬ时间对 ＲＨＤＶ 的变异影响程

度显著高于地理区域的影响ꎮ 比对结果显示 ２ 株

病毒全基因核苷酸序列同源性为 ９９􀆰 ８％ꎬ进化树

９５８蒙正群等:２ 株兔出血症病毒全基因测定与遗传进化分析



∗为测序毒株ꎮ
图 ５　 ＲＨＤＶ 全基因组分子进化树

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｌｌ ｆｕｌｌ￣ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ＲＨＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ

显示亲缘关系最近ꎬ与 ３１ 株参考毒株全基因核苷

酸序列的同源性相似ꎮ 同时 ２ 株病毒在基因核苷

酸序列末端非编码区的同一位置均出现碱基插入

突变的现象ꎬ推测可能与碱基稳定性较差有关ꎬ因
为该非编码区处于病毒基因组末端ꎮ ２ 株 ＲＨＤＶ
基因组末端碱基的插入突变ꎬ是否影响病毒的致

病性以及 ＶＰ６０ 乃至全基因的表达调控ꎬ有待进一

步研究ꎮ
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