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牛传染性鼻气管炎病毒内蒙古分离株犵犅、

犵犆、犵犇基因的分子克隆与序列分析
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摘　要：对牛传染性鼻气管炎病毒（ＩＢＲＶ）内蒙古分离株犵犅、犵犆、犵犇基因进行克隆和序列测定，结果表明ＩＢＲＶ内

蒙古分离株犵犅、犵犆、犵犇基因序列分别为２８５０、１７２３、１５５９ｂｐ，编码９３３、５０８、４１７个氨基酸组成的完整开放阅读

框。序列比较和系统进化树分析结果显示：内蒙古分离株与其他毒株犵犅、犵犆、犵犇 基因核苷酸序列的相似性为

９４．９％～９９．９％，其推导的氨基酸相似性在９０．３％～９９．７％，不同ＩＢＲＶ毒株犵犅、犵犆、犵犇基因在核苷酸和氨基酸

水平上高度保守。在系统进化树中内蒙古分离株与瑞典毒株亲缘关系较近，属于同一个分支。
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　　牛传染性鼻气管炎病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅｒｈｉ

ｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＩＢＲＶ ）亦称牛疱疹病毒Ⅰ型

（Ｂｏｖｉｎｅｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ１，ＢＨＶ１），能够引起牛广泛

的临床症状，严重的传染性鼻气管炎（ＩＢＲ）、传染性
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化脓性外阴阴道炎、流产、关节炎、脑膜脑炎和生殖

系统损害均可能与ＩＢＲＶ有关
［１］。ＩＢＲＶ是导致养

牛业重大经济损失的一种重要病原，因此，牛传染性

鼻气管炎被世界动物卫生组织（ＯＩＥ）规定为法定上

报疾病。ＩＢＲＶ与其他疱疹病毒一样，病毒囊膜中

存在多个病毒—细胞相互作用的糖蛋白。ｇＢ能引

起细胞融合和多核体形成，对病毒复制是必需

的［２３］；ｇＣ是ＩＢＲＶ最为重要的吸附蛋白之一，病毒

吸附细胞需要ｇＣ与细胞肝素样受体协同作用
［４］。

此外，疱疹病毒的犵犆基因与细胞表面的糖蛋白作

用，能够产生大量的中和抗体［５］；ｇＤ是病毒粒子表

面和病毒感染细胞的主要分子，抗此糖蛋白的单克

隆抗体在病毒吸附后中和病毒，并显示出较高的中

和效价。鼠和牛的免疫试验显示，ｇＤ能够引起比

ｇＢ、ｇＣ更强而持久的细胞免疫
［６７］。

笔者对内蒙古地区分离的ＩＢＲＶ的犵犅、犵犆和

犵犇基因进行扩增、克隆、序列分析，为进一步研究

ＩＢＲＶ理化特性和分子特征，进行ＩＢＲ的流行病学调

查及研究基因工程亚单位疫苗、基因疫苗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　毒株

ＩＢＲＶ内蒙古分离株（简写ＩＢＲＶ／ＮＭ０６），由

内蒙古农业大学动物传染病课程组分离并保存［８］。

１．２　病毒培养及核酸提取

病毒接种于长成单层的 ＭＤＢＫ细胞后，待完全

出现病变时收毒。按照 Ｖｇｅｎｅ公司ＤＮＡ提取试

剂盒说明提取总ＤＮＡ。

１．３　参考毒株基因序列

参考毒株序列均来自ＧｅｎＢａｎｋ。

１．４　试剂

ＤＮＡ提取试剂盒，ｐＭＤ１９Ｔ 载体，ＬＡ 犜犪狇

酶，ＧＣｂｕｆｆｅｒ缓冲液，ｄＮＴＰｓ，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，犡犫犪

Ⅰ、犛犪犾Ⅰ等均购自宝生物工程（大连）有限公司；胶

回收试剂盒，质粒提取试剂盒为 Ａｘｙｇｅｎ产品；Ｘ

ｇａｌ，ＩＰＴＧ和氨苄青霉素购自Ｓｉｇｍａ公司。克隆菌

株犈．犮狅犾犻犇犎５α由内蒙古大学生命科学院惠赠。

１．５　引物的设计与合成

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 发 表 的 ＩＢＲＶ 序 列 （ＮＣ＿

００１８４７），设计了４对特异性引物分别对犵犅、犵犆、

犵犇基因扩增，其中犵犅基因分２段。犵犅基因预扩

增片段大小为２８５０ｂｐ，犵犆基因预扩增片段大小为

１７２３ｂｐ，犵犇基因预扩增片段大小为１５５９ｂｐ。引

物序列由宝生物工程（大连）有限公司合成，灭菌

ｄｄＨ２Ｏ 稀释浓度为 ２０ｐｍｏｌ·μＬ
－１，分装存于

－７０℃备用。

１．６　犘犆犚扩增及产物的回收

在ＰＣＲ管中依次加入２×ＧＣＢｕｆｆｅｒⅡ１２．５

μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９μＬ，引物各０．５μＬ，ｄＮＴＰ１μＬ，模板

１μＬ，ＬＡ犜犪狇０．５μＬ，建立２５μＬ的扩增反应体

系，瞬时离心混匀，同时作一阴性对照。犵犅、犵犆、犵犇

基因ＰＣＲ反应参数：

犵犅１片段：９５℃５ｍｉｎ，９５℃６０ｓ，６６℃４５ｓ，７２

℃５０ｓ；３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

犵犅２片段：９５℃５ｍｉｎ，９５℃６０ｓ，６４℃６０ｓ，７２

℃６０ｓ；３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

犵犆片段：９５℃５ｍｉｎ，９５℃６０ｓ，６２℃６０ｓ，７２

℃６０ｓ；３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

犵犇片段：９５℃４ｍｉｎ，９５℃６０ｓ，６３℃４５ｓ，７２

℃５０ｓ；３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

反应结束后，ＰＣＲ产物经１％的琼脂糖凝胶电

泳分析，切胶后用凝胶回收试剂盒回收并纯化。

１．７　犘犆犚产物的克隆与鉴定

将纯化的目的ＤＮＡ片段与ＰＭＤ１９Ｔ载体１６

℃连接过夜，按常规方法
［９］将连接产物转化至

ＤＨ５α感受态细胞中，在含氨苄、Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ的ＬＢ

平板培养基３７℃培养１４ｈ。选择白色菌落接种

ＬＡ培养基过夜培养，提取质粒后进行ＰＣＲ鉴定和

酶切鉴定。

１．８　犇犖犃序列测定和分析

将ＰＣＲ、酶切鉴定含阳性重组质粒的菌液送宝生

物工程（大连）有限公司测序，测定结果用 ＤＮＡＳｔａｒ

软件进行序列的同源性比较分析，并构建进化树。

２　结　果

２．１　犵犅、犵犆、犵犇基因犘犆犚扩增结果

ＰＣＲ扩增后，产物经凝胶电泳于紫外凝胶成像

仪上观察，结果犵犅１、犵犅２、犵犆、犵犇 分别约在１２６０、

１７４３、１７２３、１５５９ｂｐ处可见清晰条带（图略），片段

大小与预期相一致。

２．２　重组质粒的鉴定

对犵犅１、犵犅２、犵犆、犵犇 基因ＰＣＲ扩增产物进行

克隆，随机选取无重叠的单一白色菌落进行重组质

粒的ＰＣＲ鉴定。结果显示，犵犅１、犵犅２、犵犆、犵犇重组

质粒分别在１２６０、１７４３、１７２３、１５５９ｂｐ左右的位

置出现目的条带（图略），与预期结果一致，说明

６６９
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犵犅１、犵犅２、犵犆、犵犇基因已经成功插入载体中，成功

地被克隆。

２．３　重组质粒的酶切鉴定结果

犵犅１、犵犅２、犵犆和犵犇 基因的重组质粒经ＰＣＲ

鉴定后提取质粒，用犡犫犪Ⅰ酶和犛犪犾Ⅰ酶分别对质

粒进行酶切鉴定，结果显示，大约在１２６０、１７４３、

１７２３、１５５９ｂｐ的位置出现目的条带和约２６９２ｂｐ

质粒载体条带，说明目的基因片段克隆正确。

２．４　序列的拼接与比较分析

对测得的犵犅１、犵犅２、犵犆和犵犇 序列片段利用

ＳｅｑＭａｎ软件进行拼接、校正。结果测定的犵犅基因

长２８５０ｂｐ，包含１个２８０２ｂｐ的完整开放阅读框，

编码区共编码９３３个氨基酸；测定的犵犆 基因长

１７２３ｂｐ，包含１个１５２７ｂｐ的完整开放阅读框，编

码区共编码５０８个氨基酸；测定的犵犇基因长１５５９

ｂｐ，包含１个１２５４ｂｐ的完整开放阅读框，编码区

共编码４１７个氨基酸，与预期的结果完全一致。

犵犅、犵犆 和犵犇 基因的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别是

ＪＮ７８７９５２、ＪＮ７８７９５３、ＪＮ７８７９５４。

利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方 法 对 ＩＢＲＶ／

ＮＭ０６的犵犅、犵犆和犵犇 基因核苷酸序列及其推导

的氨基酸序列与参考毒株基因核苷酸序列及其推导

的氨基酸序列进行同源性比较分析。

２．４．１　犵犅 基因及其推导氨基酸序列分析结果　

　核苷酸同源性比较结果显示：犵犅基因与瑞典的

Ｃａｎｋａｏ株、Ｃｏｌｏｒａｄｏ１株、Ｃｏｏｐｅｒ株及Ｊｕｒａ株相似性

最高，均为９９．８％；与巴西的ＳＶ５０７／９９株的５型疱

疹病毒的核苷酸相似性最低，为９３．５％。氨基酸同源

性比较分析结果显示：犵犅基因推导氨基酸与瑞典的

Ｃａｎｋａｏ株、Ｃｏｌｏｒａｄｏ１株、Ｃｏｏｐｅｒ株和Ｊｕｒａ株氨基酸

相似性最高，均为９９．４％；与巴西的Ｐ８２株氨基酸相

似性最低，为９１．６％。结果见表１。

表１　犐犅犚犞内蒙分离株犵犅基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列同源性比较（犆犾狌狊狋犪犾犠）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犖犕０６犪狀犱狅狋犺犲狉犵犅犵犲狀犲狅犳犐犅犚犞（犆犾狌狊狋犪犾犠） ％

ＮＭ０６ Ｃａｎｋａｏ Ａ７ Ｂ６ ＢＨ５４ Ｃｏｌｏｒａｄｏ Ｃｏｏｐｅｒ Ｊｕｒａ Ｋ２２ ＬＤ１９ Ｐ８２ Ｎ５６５ ＳＶ５０７／９９

ＮＭ０６

Ｃａｎｋａｏ

Ａ７

Ｂ６

ＢＨ５４

Ｃｏｌｏｒａｄｏ１

Ｃｏｏｐｅｒ

Ｊｕｒａ

Ｋ２２

ＬＤ１９

Ｐ８２

Ｎ５６５

ＳＶ５０７／９９



９９．４

９８．９

９３．１

９７．９

９９．４

９９．４

９９．４

９８．９

９９．１

９１．６

９２．９

９２．７

９９．８



９９．５

９３．５

９８．４

９９．９

９９．９

９９．９

９９．５

９９．６

９１．９

９３．６

９３．１

９９．５

９９．７



９３．１

９８．０

９９．５

９９．５

９９．５

９９．９

９９．１

９１．５

９３．１

９２．７

９３．９

９４．０

９３．９



９２．３

９３．５

９３．５

９３．６

９３．１

９３．３

８６．６

９８．２

９８．７

９９．３

９９．４

９９．１

９３．５



９８．４

９８．４

９８．４

９８．０

９８．１

９０．６

９２．２

９１．９

９９．８

１００．０

９９．７

９３．９

９９．４



９９．９

９９．９

９９．５

９９．６

９１．９

９３．６

９３．１

９９．８

１００．０

９９．７

９３．９

９９．４

１００．０



９９．９

９９．５

９９．６

９１．９

９３．６

９３．１

９９．８

１００．０

９９．７

９４．０

９９．４

１００．０

１００．０



９９．５

９９．６

９２．１

９３．５

９３．３

９９．５

９９．７

１００．０

９３．９

９９．１

９９．７

９９．７

９９．７



９９．１

９１．５

９３．１

９２．７

９９．６

９９．８

９９．６

９３．９

９９．２

９９．８

９９．８

９９．８

９９．６



９１．８

９３．１

９２．９

９９．１

９９．２

９８．９

９２．９

９８．７

９９．２

９９．２

９９．３

９８．．９

９９．１



８７．０

８６．５

９３．８

９３．９

９３．９

９８．４

９３．４

９３．９

９３．９

９４．０

９３．９

９３．．９

９３．２



９８．４

９３．５

９３．６

９３．６

９８．６

９３．０

９３．６

９３．６

９３．７

９３．６

９３．６

９２．９

９９．３



右上部分为核苷酸相似性，左下部分为氨基酸相似性，下表同

Ｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｄｅｎｔｉｔｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｆｏｒ犵犅ｇｅｎｅ，ｌｏｗｌｅｆｔｓｈｏｗｅｄｉｄｅｎｔｉｔｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｕｔａｔｉｖｅａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｆｏｒ犵犅ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２．４．２　犵犅 基因遗传演化分析结果　　从进化树

（图１）中可以看出，ＢＨＶ１分离株与ＢＨＶ５分离

株形成２个明显独立的进化分支。ＩＢＲＶ／ＮＭ０６和

瑞典的ＢＨ５４、Ｃａｎｋａｏ、Ｃｏｌｏｒａｄｏ１、Ｃｏｏｐｅ、Ｊｕｒａ的

亲缘关系最近，它们位于同一个分支；加拿大的Ｂ６

株则与５型疱疹病毒位于一个较大的进化分支。

２．４．３　犵犆基因及其推导氨基酸序列分析结果　　

核苷酸序列比较结果显示：犵犆 基因与瑞典的Ｃａｎ

ｋａｏ株、Ｃｏｌｏｒａｄｏ１株、Ｃｏｏｐｅｒ株和荷兰的ＬＡＭ株

之间有很高的同源性，其相似性为９９．７％；与巴西

的ＳＶ５０７／９９株、美国的ＢＨＶ５株相似性为８６．０％

和８５．８％；与意大利的山羊１型疱疹病毒相似性为

７２．８％。氨基酸同源性比较分析表明：犵犆基因推导

氨基酸与瑞典的Ｃｏｌｏｒａｄｏ１株、Ｃｏｏｐｅｒ株氨基酸相

７６９
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似性最高，为９９．２％；与巴西的ＳＶ５０７／９９株和美国

的ＢＨＶ５株基因推导氨基酸相似性为７９．３％和

７８．３％。结果见表２。

图１　犐犅犚犞犵犅基因遗传进化树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犐犅犚犞犵犅犵犲狀犲

表２　犐犅犚犞内蒙分离株犵犆基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列同源性比较（犆犾狌狊狋犪犾犠）

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犖犕０６犪狀犱狅狋犺犲狉犵犆犵犲狀犲狅犳犐犅犚犞（犆犾狌狊狋犪犾犠） ％

ＮＭ０６ Ｃａｎｋａｏ ＢＨ８３ Ｃｏｌｏｒａｄｏ Ｃｏｏｐｅｒ ＬＡＭ ＰＤＲ ＳＶ／６３／０６ Ｚｕｒｉｃｈ ＳＶ５０７／９９ ＢＨＶ５ ＣａｐＨＶ１

ＮＭ０６

Ｃａｎｋａｏ

ＢＨ８３

Ｃｏｌｏｒａｄｏ

Ｃｏｏｐｅｒ

ＬＡＭ

ＰＤＲ

ＳＶ／６３／０６

Ｚｕｒｉｃｈ

ＳＶ５０７／９９

ＢＨＶ５

ＣａｐＨＶ１



９９．０

９５．３

９９．２

９９．２

９９．０

９８．２

９６．３

９７．８

７９．３

７８．３

５９．７

９９．７



９５．９

１００．０

１００．０

９９．８

９９．０

９７．１

９８．６

８０．１

７９．１

６０．３

９７．２

９７．４



９６．１

９６．１

９５．９

９５．１

９３．９

９６．３

７７．０

７５．２

５８．０

９９．７

１００．０

９７．４



１００．０

１００．０

９９．２

９７．２

９８．８

８０．１

７９．１

６０．４

９９．７

１００．０

９７．４

１００．０



１００．０

９９．２

９７．２

９８．８

８０．１

７９．１

６０．４

９９．７

１００．０

９７．４

１００．０

１００．０



９９．．０

９７．１

９８．６

８０．１

７９．１

６０．３

９９．０

９９．２

９６．７

９９．２

９９．２

９９．２



９６．３

９７．８

７９．５

７７．９

５９．０

９８．０

９８．３

９６．８

９８．３

９８．３

９８．３

９７．５



９６．７

７８．６

７６．６

５９．１

９８．４

９８．６

９７．５

９８．６

９８．６

９８．６

９７．８

９８．０



８０．３

７８．３

６０．７

８６．０

８６．３

８４．８

８６．３

８６．３

８６．３

８６．０

８６．２

８６．７



９７．５

６１．２

８５．８

８６．１

８４．８

８６．１

８６．１

８６．１

８５．８

８５．８

８６．４

９８．２



６１．１

７２．８

７３．０

７２．６

７３．０

７３．０

７３．０

７１．０

７３．１

７３．７

７３．８

７５．８



２．４．４　犵犆基因遗传演化分析　　从进化树（图２）

中可以看出，牛传染性鼻气管炎病毒与５型疱疹病

毒和山羊１型疱疹病毒是３个独立的遗传谱系。牛

传染性鼻气管炎病毒分离株其遗传进化趋向于４个

分支：ＮＭ０６、Ｃａｎｋａｏ、ＰＤＲ、ＬＡＭ、Ｃｏｏｐｅｒ和Ｃｏｌｏ

ｒａｄｏ１组成进化分支Ⅰ；ＢＨ８３为分支Ⅱ；ＳＶ６３０６

为分支Ⅲ；Ｚｕｒｉｃｈ为分支Ⅳ。

图２　犐犅犚犞犵犆基因遗传进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犐犅犚犞犵犆犵犲狀犲

８６９



　６期 胡文兵等：牛传染性鼻气管炎病毒内蒙古分离株犵犅、犵犆、犵犇基因的分子克隆与序列分析

２．４．５　犵犇 基因其推导氨基酸序列比较分析结果

　　核苷酸序列比较结果显示：犵犇 基因与瑞典的

Ｃａｎｋａｏ株、Ｃｌｏｎｅ株、Ｃｏｏｐｅｒ株、Ｊｕｒａ株的相似性

最高，为９９．９％；与巴西 ＳＶ５０７９９株和美国的

ＴＸ８９株相似性都为８５．２％；与加拿大山羊１型疱

疹病的相似性最低，为８２．３％。氨基酸同源性比较

分析结果显示：犵犇基因推导氨基酸与瑞典的Ｃａｎｋａｏ

株、Ｃｌｏｎｅ株、Ｃｏｏｐｅｒ株、Ｊｕｒａ株和中国的Ｌｕｏｊｉｎｇｚｈｕ

株氨基酸相似性最高，均为９９．５％；与巴西ＳＶ５０７９９

株和美国的 ＴＸ８９株基因推导氨基酸相似性在

８０．９％和８０．８％；与加拿大山羊１型疱疹病毒基因推

导的氨基酸相似性为７３．０％。结果见表３。

表３　犐犅犚犞内蒙分离株犵犇基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列同源性比较（犆犾狌狊狋犪犾犠）

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犖犕０６犪狀犱狅狋犺犲狉犵犇犵犲狀犲狅犳犐犅犚犞（犆犾狌狊狋犪犾犠） ％

ＮＭ０６Ｃａｎｋａｏ Ｃｌｏｎｅ Ｃｏｏｐｅｒ Ｊｕｒａ Ｋ２２ Ｌｕｏｊｉｎｇ ＳＴ ＡｂｕＨａｍｍａｄＳＶ５０７／９９ＴＸ８９ＣａｐＨＶ１

ＮＭ０６

Ｃａｎｋａｏ

Ｃｌｏｎｅ

Ｃｏｏｐｅｒ

Ｊｕｒａ

Ｋ２２

Ｌｕｏｊｉｎｇ

ＳＴ

ＡｂｕＨａｍｍａｄ

ＳＶ５０７／９９

ＴＸ８９

ＣａｐＨＶ１



９９．５

９９．５

９９．５

９９．５

９３．５

９９．５

９７．６

９０．３

８０．９

８０．８

７３．０

９９．９



９９．８

９９．８

９９．８

９３．８

９９．８

９７．８

９０．６

８１．１

８１．１

７３．２

９９．９

１００．０



９９．８

９９．８

９３．８

９９．８

９７．８

９０．６

８１．１

８１．１

７３．２

９９．９

１００．０

１００．０



９９．８

９３．８

９９．８

９７．８

９０．６

８１．１

８１．１

７３．２

９９．９

１００．０

１００．０

１００．０



９３．８

９９．８

９７．８

９０．６

８１．１

８１．１

７３．２

９８．６

９８．７

９８．７

９８．７

９８．７



９３．．８

９３．３

８８．６

７６．３

７６．５

７１．１
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９０．３

８１．１

８０．８

７３．９
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９８．６

９８．６
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９８．６
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８０．１

８０．１

７３．０

９９．１
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９９．２

９９．２

９９．２

９７．９

９９．１
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７３．１

７２．９

６４．５

８５．２

８５．２

８５．２

８５．２

８５．２

８４．９

８５．３

８５．５
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９９．５

７３．７

８５．２

８５．３

８５．３

８５．３

８５．３

８５．１
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８５．６

８４．４

９９．４



７４．１

８２．３

８２．４

８２．４

８２．４
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８１．９
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２．４．６　犵犇 基因遗传演化分析　　遗传进化树显

示：ＩＢＲＶ／ＮＭ０６ 与分离自瑞典的 Ｃａｎｋａｏ株、

Ｃｌｏｎｅ株、Ｃｏｏｐｅｒ株、Ｊｕｒａ株和中国Ｌｕｏｊｉｎｇｚｈｕ株

亲缘关系最近，从进化树（图３）中可以看出，牛传染

性鼻气管炎病毒与５型疱疹病毒是２个独立的遗传

谱系。

图３　犐犅犚犞犵犇基因遗传进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犐犅犚犞犵犇犵犲狀犲

３　讨　论

本试验通过ＰＣＲ扩增、克隆和序列测定，成功

地扩增了ＩＢＲＶ内蒙古分离株的犵犅、犵犆、犵犇基因。

从以上分析不难发现，ＩＢＲＶ／ＮＭ０６株３个基因的

核苷酸和氨基酸序列与ＩＢＲＶ瑞典毒株相应的核苷

９６９
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酸和氨基酸相似性均很高，在９９．６％和９８．９％以

上，说明 ＮＭ０６株与瑞典株亲缘关系最近，变异不

明显，遗传较为稳定，这一点与遗传进化树分析的结

果一致。

ＩＢＲＶ 各 分 离 株 各 基 因 片 段 与 ＢＨＶ５ 和

ＣａｐＨＶ１基因的核苷酸及推导氨基酸有较高同源

性。国外学者报道ＢＨＶ１和ＢＨＶ５除由于其基

因序列和免疫水平差异而导致致病性和流行特性不

同外，２种病毒具有明显相关性
［１０］。Ｇｏｍｅｓ等通过

对ＢＨＶ５全基因的扩增、序列分析和交叉杂交试

验发现，ＢＨＶ１和ＢＨＶ５的相似性大约在８５％左

右；他指出 ＢＨＶ５病毒在复制时所需的元素和

ＢＨＶ１相似，进一步的研究是验证病原在致病途径

中扮演的角色［１１］。Ｓｉｘ等研究发现，ＢＨＶ１能感染

山羊而ＣａｐＨＶ１也能感染犊牛，说明２种病毒都能

感染异源宿主，并造成潜伏感染，但ＢＨＶ１在山羊

体内能再被激活，而ＢＨＶ１在犊牛体内的再激活

却没能检测到，他们研究得出的结论山羊是ＢＨＶ１

的潜在“储藏库”，说明ＢＨＶ１在病毒演化中具有

适应性和突变性［１２］。

核苷酸序列分析表明：ＮＭ０６株犵犅基因与Ｃａｎ

ｋａｏ、Ｃｏｌｏｒａｄｏ１、Ｃｏｏｐｅｒ、Ｋ２２及Ａ７毒株序列相比，

在５２９—５３１位核苷酸多出３个碱基（ＴＡＣ），编码

Ｔｙｒ蛋白，这种长度的变异一般是由于编码区基因

的插入或缺失型突变所造成的，应该是病毒长期累

积进化的结果；犵犆基因与其它毒株比较时，在１—

８４位核苷酸内完全相同，ｇＣ蛋白膜外区第６５９、６６６

和６６９位变异程度大，第６５９位导致错义突变（Ａ→

Ｇ，Ａｓｐ→Ｇｌｙ，中性ａａ→疏水性ａａ），６６６和６６９位为

同义替换（Ｔ→Ｃ，Ｔ→Ｃ）；犵犇基因与其它毒株比较，

只有１个核苷酸的差异（第７６６位Ｔ→Ｃ），导致氨基

酸变化（２５６ａａ由Ｐｒｏ→Ｓｅｒ，疏水性ａａ→中性ａａ）。

分析序列时发现，ＮＭ０６株３个基因均有多个ＣＧ

ＧＣＣＣ的重复高变区。这个重复高变区编码的氨基

酸为 Ａｒｇ和 Ｐｒｏ间隔排列区，呈现高度亲水性。

Ｐｅｔｏｖｓｋｉｓ等研究犵犇 基因的重复高变区发现，该区

在犵犇基因中位于第６个保守的Ｃｙｓ与跨膜区之间

的亲水区的中心，并在ｇＤ的外表面形成１个高度

亲水结构，其功能尚待阐明［１３］。其他疱疹病毒的

ｇＤ由于ＧＣ含量低而缺少这一富含Ａｒｇ和Ｐｒｏ的

重复高变区。

氨基酸序列分析：ＮＭ０６株ｇＢ有丰富的亲水

区域，在Ｎ端的膜外区域５５９～５８０ａａ存在一个亮

氨 酸 拉 链 结 构 ６Ｌ６Ｌ６Ｌ （ＴＭＦＳＲＬＡＴ

ＳＷＣＬＬＱＮＫＥＲＡＬＷＡＥＡＡＫＬＮＰＳＡＡＡＳＡ），在

６７５～６８３ａａ位存在１个酪氨酸激酶结合位点

（ＨＫＲＹＦＲＦＧＡＤＹＶＹＹＥＮＹＡＹＶＲＲ；ｇＣ 位 于

３７５～３８２ａａ酪氨酸激酶结合位点（ＲＰＰＥＬＲＶＹ）和

位于１８５～１８７ａａ的细胞吸附序列（ＲＧＤ）十分保

守，这对基因的吸附渗透和蛋白质的合成起重要的

作用。另外位于膜外区８个Ｃｙｓ残基和２个潜在的

Ｎ糖基化位点是保守的，位于２０８～２１１ａａ的Ｎ糖

基化位点发生变异，在 Ｔ细胞表位主要抗原位点

２１１ａａ发生了ＩＶ，这种变化可能导致免疫性质的

改变，其具体功能不详；ｇＤ蛋白膜外区１９０～２２０ａａ

变异较大，但位于１６８～１７３ａａ酪氨酸激酶结合位

点十分保守。另外位于膜外区的２个潜在的 Ｎ联

糖基化位点和６个Ｃｙｓ残基是保守的，这６个Ｃｙｓ

排列构成了一定的二硫键走向（ｃｙｓｌ→５，ｃｙｓ２→６，

ｃｙｓ３→４），对于维持ｇＤ蛋白空间构象和保证其生

物学活性是至关重要的［７］

在ＩＢＲＶ的基因中，基因极为偏嗜Ｇ和Ｃ，总体

Ｇ＋Ｃ含量为７２．４％。在犵犅、犵犆、犵犇 基因的ＯＲＦ

中，三密码子中含有 Ｇ 或 Ｃ碱基的占９７．２％～

９８．４％，Ｗｈｉｔｂｅｃｋ等
［１４］认为这种情况是病毒在进

化过程中受某种选择压力的影响所造成的。
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