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赵
!

婷!张家龙!盖新娜!郭
!

鑫!周
!

磊!陈艳红!查振林!杨汉春"

"中国农业大学动物医学院!农业部人畜共患病重点开放实验室!北京
"##"$%

#

摘
!

要!为了分析猪源和鼠源脑心肌炎病毒"

&'()

#基因组的差异!对分离自同一猪场猪临床样本和鼠组织样本

的
*

株病毒"

+,#-#"

和
+,#-#*

#进行了全基因组序列测定和比较分析%结果显示!

*

个分离毒株的基因组全长

"包含
.

/0

1

2

#分别为
33*$

和
33*456

!核苷酸和氨基酸同源性均在
$$789

以上%与国外毒株及国内已报道的分

离株的序列比较结果表明!

*

个毒株与
:;(%

和
<:"

的核苷酸同源性为
$87"89

!

$$7="9

!推导的氨基酸序列同

源性为
$$749

!

$$739

!与国外分离株的核苷酸序列和氨基酸序列的同源性分别介于
8#74%9

!

$$7439

和

$%7"9

!

$$749

%基于基因组开放阅读框推导的氨基酸序列的系统进化分析表明!我国分离毒株与国外毒株
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:&A!*8832

'

$"

和
&'()!B

的同源性较高!位于同一个亚群%研究结果提示!猪源与鼠源毒株的基

因组具有很高的同源性!鼠是猪场
&'()

感染的传染来源%
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脑心肌炎病毒"

&5KN

.

JG0/F

1

/KGVOH6HSWHVLS
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#属于微
B?2

病毒科心病毒属的成员%

&'()

感染可引起断奶仔猪的急性心肌炎&突然死

亡和母猪的繁殖障碍)

"!4

*

%

&'()

可感染多种宿主

动物!其中猪是感染最普遍!也是最严重的动物)

-

*

!

而鼠类是
&'()

的自然储存宿主)

3

*

%许多国家猪

群中曾暴发过
&'()

感染)

-

*

!鼠类可能在疾病的暴

发中扮演了重要角色%

!!

&'()

为单股正链
B?2

病毒!基因组全长约

378][

!有
"

个大的开放阅读框"

QB\

#!其基因组结

构与其他微
B?2

病毒相似%盖新娜等)

8

*率先从我

国猪群的临床组织样本中分离到
&'()

!张家龙

等)

$

*相继应用酶联免疫吸附试验从血清学角度揭示

了我国猪群中
&'()

感染的普遍存在%

PJG5

I

等)

"#

*完成了国内
*

株猪源
&'()

分离毒株的全基

因组测序%然而!国内鼠源毒株的基因组序列!以及

与猪源毒株间的差异尚未见报道%本研究对分离自

同一猪场猪源和鼠源
&'()

毒株进行了全基因组

序列测定与分析!以期了解猪源和鼠源毒株在基因

组分子特征上的差异%

H

!

材料与方法

HIH

!

病毒

!!

&'()+,#-#"

和
+,#-#*

分别是
*##-

年作

者实验室从广西某一猪场分离到的猪源和鼠源毒

株%

+,#-#"

分离自猪的临床脾脏样本!

+,#-#*

分

离自猪场捕杀鼠的心脏和脾脏组织%

*

株病毒分别

在
:< !̂*"

细胞上增殖传至第
=

代用于全基因组序

列测定%

HI!

!

细胞与载体

!!

:< !̂*"

传代细胞系由本实验室保存(

'GKJ!

E"

.

JG

I

NVNSHS6G56

感受态细胞和克隆载体
.

+&'!

E!NGS

1

&

.

+&'![0L56

购于北京全式金生物技术有

限公司%

HI(

!

主要试剂

!!

EBDZ/0

#

AC BN

I

N56

购自
D5WH6V/

I

N5

公司%

BE##32')BNKNVSNEVG5SKVH

.

6GSN

"含
4_:LTTNV

#

购自
>V/FN

I

G

公司%

EĜ GBG>VHFNCE2B

>4

<C

酶&

EĜ GBG0!>$

?

UH6J+([LTTNV

酶&

À*###

?̀2AGOONV

购自宝生物工程"大连#有限公司%

B?GSH5

购自华美生物工程公司%

O?E>S

购自北京

天为时代公司%

:

型小量
?̀2

片段快速胶回收试

剂盒购自博大泰克生物科技公司%

HI$

!

用于序列比较分析的毒株

!!

研究中用于序列比较和分析的
"=

个
&'()

毒

株的全基因组序列均下载自
+N5:G5]

"见表
"

#%

HIJ

!

;B)>

全基因组的
KLMA)K

扩增与克隆测序

!!

利用
>VHFNV>VNFHNV47#

软件!参考
+N5:G5]

上登录的
&'()

毒株的全基因序列!设计合成
-

对

引物"表
*

#!进行毒株基因组的分段扩增和克隆+

"#

,

%

表
H

!

用于序列比较和分析的
;B)>

毒株

L-E52H

!

;B)>.282.24<27/.-047?72=04/9077/?=

6

登录号
+N5:G5]GKKNSSH/5?/M

来源
QVH

I

H5

动物
C

.

NKHNS

病毒名称
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婷等$猪源和鼠源脑心肌炎病毒分离株基因组的比较分析

方法简述如下$取细胞培养后的病毒上清液!提取总

B?2

%

B?2

在
-4b

水浴
4FH5

后!置于冰中急冷

"FH5

!之后
44b

水浴或
=*b

反转录
$#FH5

合成

K̀ ?2

%以
K̀ ?2

为模板!按.

$8b"FH5

(

$8b"#

S

!

4=74

!

4-74b"%S

!

3*b"

!

*FH5

(

%#

个循环后

3*b

延伸
"#FH5

/的程序进行
>(B

扩增%

>(B

产

物回收后克隆于载体中!转化
'GKJ"!E"

.

JG

I

NVN!

SHS6G56

感受态细胞!阳性克隆经
>(B

鉴定后送北京

英俊公司测序%

表
!

!

用于病毒全基因组
KLMA)K

扩增的引物

L-E52!

!

C50

D

*4?<52*/0=2

,

.0+2.78*.KLMA)K-+

,

5080<-/0*4-4=<5*404

D

引物

>VHFNV

扩增片段位置

>/SH6H/5T/VGF

.

0HTHNOTVG

I

FN56S

引物序列 "

4c

#

%c

#

>VHFNVSN

Y

LN5KN

扩增片段'
[

.

2F

.

0HTHNOTVG

I

FN56

&F"\

&F"B

"!""33

EE+222+((+++++E+++2+

E2++EE(E+++E+++E(

""33

&F*\

&F*B

"#%$!*=-=

2EE((2((E((E(2+2(2

E(((222E(+(2E22+E

"=*-

&F%\

&F%B

*"8=!=*4-

2E(((E22E+(E+E(((

(2(E+(E2EE+E(2E(((E

*#3%

&F=\

&F=B

="34!4$3%

2+222(2(E222(22(((2+

2+2++(++2E+222+2E2

"3$$

&F4\

&F4B

4==4!3443

(2+(22+(+2(2+2E+2

(E++2(+2E2+E2E+2(22(2

*""%

&F-B

%SH6NS2OG

.

6/V

.

VHFNV

3#"4d38%4

2+(+E+E(E2(+2E+E++

(E+2E(E2+2++E2((++2E((

!

8%#

HI%

!

序列拼接与分析

!!

应用
?̀2'2?

软件将各片段测序结果顺次

拼接成病毒全基因组序列!并与
+N5:G5]

中登录的

&'()

毒株的全基因组序列进行比较分析%根据

核苷酸序列推导出氨基酸序列!使用
(0LS6G0X

软件

进行氨基酸序列比对%基于病毒完整的
QB\

编码

的氨基酸序列!用
'N

I

G%7"

软件以
?NH

I

J[/V!

e

/H5!

H5

I

方法绘制病毒的系统进化树%

!

!

结果与分析

!IH

!

毒株的全基因组分段扩增

!!

利用设计的引物!采用
BE!>(B

!扩增出
&'!

()

分离毒株
+,#-#"

和
+,#-#*

全基因组的
-

个

片段!扩增片段与预期大小相符"图
"

#%

'7 ?̀2 'GV]NV

(

"!-7 H̀TTNVN56TVG

I

FN56S/T+,#-#"

(

3!"*7̀ HTTNVN56TVG

I

FN56S/T+,#-#*

图
H

!

;B)>:N"%"H

"

3

#和
:N"%"!

"

O

#基因组各片段
KLMA)K

扩增结果

P0

D

IH

!

L92-+

,

50802=

D

24*+0<<QR38.-

D

+24/7*8;B)>:N"%"H-4=:N"%"!E

6

KLMA)K

!I!

!

毒株的全基因组序列比较分析

!!

通过序列拼接!猪源毒株
+,#-#"

和鼠源毒株

+,#-#*

的基因组全长分别为
33*$

和
33*456

!包

括
.

/0

1

"

2

#尾!其全基因组序列已收录到
+N5:G5]

"

\;-#=84*

&

\;-#=84%

#%

*

个毒株的全基因组的同

源性为
$$78*9

!编码氨基酸的开放阅读框"

QB\

#

438
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长度皆为
-83$56

!该段同源性为
$$7$%9

%

*

个毒

株基因组的差异在于$猪源毒株
+,#-#"

的
4c@EB

长度为
3"=56

!而鼠源毒株
+,#-#*

为
3#$56

!猪源

毒株
+,#-#"

的
.

/0

1

"

(

#可读序列为
"*56

!而鼠源

毒株
+,#-#*

为
356

%

*

个毒株的
%c@EB

起始于

各自核苷酸序列的
34$%

位和
3488

位!长度分别为

"%3

和
"%856

%

!!

与国内外
&'()

毒株的全基因组核苷酸序列

比较结果表明!

*

个毒株与
&'():;(%

和
&'()

<:"

具有很高的同源性"

$87"89

!

$$7="9

#!与

&'() <:"

的同源性要高于
:;(%

(与国外毒株

>&($

&

(:?@

&

:&A!*8832

'

$"

和
&'()!B

的同源

性较高"

$37-=9

!

$$7439

#!而与
&'(!:

&

&'(!

`

&

BZ!

.

'U6

和
>)*

的同源性较低 "

8*7"=9

!

8*7=9

#%其中!国外的鼠源毒株
>&($

与
BZ!

.

'!

U6

与
+,#-#*

同源性分别为
$$7449

和
8#73=9

%

+,#-#"

与
+,#-#*

的开放阅读框均编码
**$*

个

氨基酸!同源性为
$$7839

%它们在
)>=

&

)>"

&

*2

和
%̀

区域各有
"

处氨基酸不同%与核苷酸序列比

较结果相似!

+,#-#"

&

+,#-#*

氨基酸序列与国内分

离株
<:"

&

:;(%

同源性很高!在
$$749

!

$$739

!共

有
"=

处氨基酸不同!其中
)>"

&

*2

蛋白各有
%

处不

同%

*

个毒株开放阅读框各基因编码区氨基酸序列

与国内外毒株的同源性比较详见表
%

&

=

%

表
(

!

:N"%"H

与其他
;B)>

毒株各基因氨基酸序列同源性

L-E52(

!

S*+*5*

D6

*8

,

.2=0</2=-+04*-<0=72

T

?24<278.*+2-<9

D

2427-+*4

D

:N"%"H-4=*/92.;B)>7/.-047 9

&'() A "2 ": "( "̀ *2 *: *( %2 %: %( %̀
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婷等$猪源和鼠源脑心肌炎病毒分离株基因组的比较分析

!I(

!

毒株的进化分析

!!

基于
&'()

的完整
QB\

编码的氨基酸序列!

使用
'N

I

G%7"

软件针对
+,#-#"

&

+,#-#*

以及国

内外
"=

个
&'()

毒株!绘制系统进化树"图
*

#%

图
*

显示!

&'()

可分为
%

个不同的亚群!其中!

'N5

I

/!'

株与
'N5

I

/BZ!

.

'U6

病毒位于一个独

立的亚群"

'N5

I

/

病毒的完整
QB\

为
**$%GG

!其

他毒株均为
**$*GG

#!明显不同于其他
&'()

毒

株(

&'()!:

&

`

&

>)*

&

`WGVHG56

的亲缘关系较近!

形成一个亚群(

+,#-#"

&

+,#-#*

和国内分离株

:;(%

&

<:"

与其他
&'()

毒株形成另一个大的亚

群"该亚群中
&'()!%#

形成一个小的分支#%我国

的
=

个
&'()

分离株亲缘关系较近!其中
+,#-#"

和
+,#-#*

亲缘关系最近%我国分离株与韩国的分

离毒株
(:?@

的亲缘关系较近!其次为
:&A!

*8832

'

$"

%

图
!

!

基于
;B)>CKP

氨基酸序列绘制的系统进化树

P0

D

I!

!

A9

6

5*

D

242/0</.22<*47/.?</2=E-72=*4-+04*-<0=72

T

?24<2724<*=2=E

6

<*+

,

52/2CKP*8;B)>

(

!

讨
!

论

!!

尽管已有研究表明!我国猪群中存在较高的脑

心肌炎病毒"

&'()

#感染率!血清学阳性率很

高)

"#

*

!但其对养猪生产的危害性还不突出%实际生

产中!

&'()

主要表现亚临床感染!可能在猪的多

病原感染中具有一定的作用%然而!分析
&'()

变

异以及猪场鼠在传播
&'()

中的作用具有潜在的

价值%本研究中!作者对分离自同一猪场的猪源和

鼠源
&'()

毒株进行了全基因组序列测定!并与国

内外毒株进行了比较分析!结果显示!猪源毒株

+,#-#"

与鼠源毒株
+,#-#*

的全基因组序列尽管

高度同源!但也存在一定的差异%这就提示鼠可能

是猪群
&'()

感染的一个重要传染源%从它们之

间基因组的微小差异来看!

&'()

从鼠到猪体内有

可能会发生一些变异!以适应新的宿主%虽然我国

的
=

株
&'()

之间的亲缘关系较近!全基因组以及

各基因片段的同源性都很高!但已出现了
)>"

蛋

白&

*2

蛋白中的少数氨基酸的变异%

!!

遗传进化分析表明!来自同一猪场鼠源毒株

+,#-#*

与猪源毒株
+,#-#"

的亲缘关系最近!国

外鼠源毒株
>&($

与我国及大部分国外猪源毒株的

亲缘关系较近!处于进化树的同一亚群!而且我国的

&'()

毒株与韩国毒株
(:?@

的亲缘关系较近!

提示
&'()

存在一定的地域差异%

5̂/U0NS

等将

意大利不同地区不同时期分离到的
$

株猪源或鼠源

338



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
=#

卷
!

&'()

毒株与其他国家的
&'()

毒株进行序列比

对和进化分析!发现意大利存在的猪源与鼠源
&'!

()

毒株同源性较高!处在同一进化群上)

""

*

%

!!

已有的研究表明!

&'()

在猪只之间传播能力

有限!猪群暴发疾病可能依赖于一些特定的条件!而

鼠在猪群
&'()

的传播过程中可能有重要的作

用)

"*

*

%本研究的结果表明!鼠源毒株和猪源毒株间

基因组同源性高达
$$7$%9

!说明他们存在极高的

亲缘关系!从而暗示
&'()

在鼠和猪之间存在互相

传播的可能性%但要揭示鼠在
&'()

传播中的地

位以及
&'()

在猪群中的传播途径仍需做进一步

的研究%
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