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基因组遗传变异分析及动物致病力试验
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三个代次毒株进行全基因组序列测

定!分析其遗传变异特性&通过分段
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%

"/(0.1

和
2/(0.1

法扩增病毒基因组!并运用生物信息学软件和

动物致病力试验进行相关分析&结果表明$

+'

株
'%

%

',&

%

'-&

株基因组全长分别为
3"2%,

%

3"2-%

和
3"2-24

5

&

2

个代次病毒的基因组序列中
6(738

基因和
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代次毒株基因组序列比对发现
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个核苷酸位点和
#$

个氨基

酸位点发生突变!
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蛋白抗原指数和表面亲和力与
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相比呈增加趋势!动物致病力试验表明
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代次毒株基因组序列存在着一定的差
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代致弱阶段!遗传进化关系上该病毒分属于
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美洲株分支!并与高致病性
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株亲缘关系最为接近!相似性高达
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和
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#属于动脉

炎病毒属!其基因组为单股正链
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!全长约
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!含有
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个开放阅读框"
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#!是目前危害世界

养猪业的重要病原之一!可引起母猪妊娠后期的早

产%流产%产弱胎%死胎%木乃伊胎及仔猪肺炎%免疫

力下降等!造成严重的经济损失)
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基因

组高度易变!其非结构蛋白编码区域
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和
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是整个基因组的高度变异区域!根

据病毒基因组的差异!可将
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个基因
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株为代表株#和美洲株"
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株为代表株#!两者氨基酸相似性仅为
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不同国家和地区分离的病毒毒株其致病性和病

毒基因组间存在差异!目前已出现多种基因亚型&

从美国中西部分离的
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株
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的
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序列的核苷酸同源性在
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在细胞传代致弱过程中!不同代次
'(()*

间的毒

力%基因序列和抗原性等方面都存在着较大的差异&

吴国军等)
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*研究发现
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株致弱过程

中
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基因发生了多位点的核苷酸与氨基酸变
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株
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个不同致弱代次的病毒基因组进行了深入分

析!发现该毒株在致弱过程中基因组均发生了不同

程度的变化!致弱到第
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代次时在
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位核苷酸出现了
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个碱基片段的插入&

本研究对自广东某地区分离并鉴定的高致病

性
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株
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进行全基因组序列测定%毒力位点%抗原

指数分析和动物致病力试验!分析
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株致弱过程

中的遗 传 变 异 情 况!旨 在 进 一 步 丰 富 中 国 的
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基因序列数据库!寻求病毒的变异机制!

为
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的分子诊断与防制%基因工程疫苗的研

制提供参考数据&
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的

基因序列!设计
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对扩增基因组内部片段的引物%

2

条扩增病毒基因组
"/9+(

的引物和
3

条扩增基因

组
2/9+(

的引物"表
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病毒
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试剂盒说明书提取
'%

%

',&

%

'-&

病毒
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运用表
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试剂说明配制反应体系!其中反应参数$
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细胞培养液为阴性对照&
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产物目的片段的克隆测序
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产物经回收%纯化%克隆%转化和鉴定后!

阳性样品送大连宝生物公司进行序列测定&
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全基因序列拼接比对及抗原性差异分析

利用
PQ0)Y8Z

%

PQ0C8H

等生物信息学软件对
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'-&2

个代次的病毒基因组分段完成测

序和拼接!获得全基因组序列并登录
>GH̀8Ĥ

!并

与
>GH̀8Ĥ

收录的
3$

株
'(()*

全基因序列进行

比较分析!绘制全基因系统进化树&同时选取
+'

'%

%

',&
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'-&2

个代次毒株的
6(7#

%

6(7"

和

6(7$

!利用
PQ0)Y8Z

软件的
'Z:YG8H

程序推断氨

基酸序列柔韧性%亲水性%抗原性和表面活性指数&

#C&

!

不同传代毒株猪体回归试验

选取
'(()*

抗原%抗体检测均为阴性的散养

户
2"

日龄仔猪为试验猪!随机分成
%

组!每组
=

头

猪!分别为
'%

%

',&

%

'-&

试验组和空白对照组&

+'

株
'%

%

',&
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'-&

病毒每组接种
3&

,

+.WP

"&

,

CO

b3各

#CO

'空白对照组
=

头猪接种正常细胞液&注射方

式均为颈部肌肉注射!

3CO

,头b3

!滴鼻
3CO

&各

组均设置
#

头猪同居混合饲养!作为同居感染观察&

预饲
3

周后!于免疫前
2

天%后
"

天连续测量各组猪

的体温!免疫后
3

周开始采血!每周
3

次!直到免疫

后第
#=

天!

'.(

检测病毒血症及抗体水平!免疫后

每天观察猪只的精神状况%采食量等临床症状&及

时剖解死亡猪!剩余猪于接种病毒后
3%U

解剖!分

别观察肺脏%淋巴结%肾脏%脾脏%扁桃体%大脑%胃和

肠道等处的病理变化!采样!记录结果!并根据肺部

及各器官病变程度进行综合评分!具体操作参照文

献)

3"!3,

*进行&

!

!

结
!

果
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病毒基因组各片段的克隆与鉴定

利用
(+!'.(

和
(0.1

法分别扩增出了含

'(()*+'

毒株
'%

%

',&

%

'-&

代全基因组的
3%

个

FPQ0

片段!琼脂糖凝胶电泳鉴定显示扩增条带大

小与预期片段大小基本一致"电泳图谱略#&

-3$
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全基因组序列拼接及系统进化分析

通过对
'(()* +''%

%

',&

%

'-&

株全基因组

进行分段
(+!'.(

扩增和
(0.1

法扩增测序!利用

基因之间的重叠部分进行拼接!最终获得
'(()*

+'

毒株
'%

%

',&

%

'-&

代次的基因组全序列"

+'

'%

%

',&

%

'-&

株
>GH̀8Ĥ

登 录 号 分 别 为

19=,%#22

%

>9#2#$2,

%

>9#2#$2$

#&测序结果显

示
+''%

%

',&

%

'-&

株全基因组序列组成一致!但长

度不尽相同!全基因全长分别为
3"2%,

%

3"2-%

和

3"2-24

5

!包含
-

个
6(7

&

全基因组核苷酸序列进化树 "图
3

#表明!

'(()*

可分为两大主群!分别为以
OG;

<

KY8U\DZJK

和
O*%A#A3

为代表的欧洲株和以
*(!#22#

和
(G!

K

5

'(()VO*

为代表的美洲株&其中美洲株根据

遗传背景差异!可进一步分为
#

个遗传背景差异较

大的亚群$

?@03

株%

+?

株为代表的
#&&,

年以后新

分离的
'(()*

毒株归属于亚群
3

!亚群
#

则以
)3

%

?̀!%

和
..!3

为代表!并与
*(!#22#

及
(GK

5

'(()

VO*

%韩国分离株
OVR

和新加坡分离株
)'

类聚

于同一分支&

+''%

%

',&

%

'-&

株隶属于国内分离的

高致病性
'(()*

变异毒株簇群!尤其与
?@03

株亲

缘关系最为接近!相似性分别高达
--A"B

%

--A#B

和

--A2B

!与
+?

%

N1̀3

株的相似性次之&

图
#

!

不同代次
)>>?1()

株与其它参考毒株的全基因组序列系统进化树

I/

<

J#

!

);

7

64

<

,-,./0.3,,4=.;,04:

H

6,.,

<

,-4:,4=9/==,3,-.

<

,-,32./4-84=()8.32/-2-94.;,3

H

K@6/8;,9)>>?1/8462.,8

!CD

!

不同代次病毒全基因组遗传变异分析

#A2A3

!

基因组两端非编码区核苷酸序列分析
!!

"/9+(

位于
6(738

起始密码子上游!

+''%

%

',&

和
'-&

株
"/9+(

均为
3=-4

5

!其核苷酸高度保守!

均未发生变异&

+' '%

与
*(!#22#

%

(GK

5

'(()

VO*

及
?̀!%

相比!起始位置缺失
3

个
+

!与
.N!

38

%

O*

%

OVR

和
)'

等一致&此外!

+''%

%

',&

%

'-&

毒株均在
"/9+(

编码区的
2/

端含有
,4

5

高度保守

的
++00..

转录调控序列"

+()

#&

+'

株不同代次
2/9+(

编码区核苷酸序列长

度则差异较大!

+''%

为
3$,4

5

!而经传代致弱后

',&

%

'-&

毒株的
2/9+(

增加至
##%

和
##24

5

&其

中
':;

<

"

0

#尾分别由
'%

代的
#%88

增加至
$%

和
$2

88

&与其它参考毒株相比!不同毒株间
':;

<

"

0

#尾

差异显著!其中
?̀!%

株
':;

<

"

0

#尾达
-%88

!而
(G!

K

5

'(()VO*

株%

)3

株和
)'

株则不存在
':;

<

"

0

#

尾&比较发现
+'',&

%

'-&

株与
+''%

株在
2/

9+(

编码区同时存在
#

处核苷酸突变!第
,

位碱基

均由
.

突变为
+

!第
33=

位碱基由
0

突变为
>

&与

此同时!

':;

<

"

0

#尾上游的八核苷酸病毒复制酶识

别结合基序
"/!..>000++!2/

"图
#

#在
+''%

%

',&

和
'-&2

个代次毒株中均未发生改变!高度保

守!与选取的
'(()*

参考毒株相比较!该序列也表

现出高度的保守性!参考毒株中仅有
..!3

株发生
3

个碱基的改变&

#A2A#

!

6(738

与
6(734

接合区的滑动序列分析

!!

+''%

%

',&

%

'-&

株的
6(738!6(734

接合区

滑动序列位置相同!均位于
$"--

+

$,&"

位核苷酸&

序列分析结果显示!这一区域的序列在各
'(()*

分离株间高度保守!均含有相同的滑动序列$

"/!

+++000.!2/

!与之相隔
2

个碱基后是
6(738

的

终止密码子&

&#$
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+'

株
'%

%

',&

%

'-&

基因组遗传变异分析及动物致病力试验

图
!

!

DLM(>

核苷酸序列比较

I/

<

J!

!

56/

<

-:,-.4=-K06,4./9,8,

N

K,-0,4=.;,O/3K8DLM(>

!C$

!

各开放阅读框序列比较差异分析

将
'(()*+'

株
2

个不同代次的病毒基因组

各
6(7

编码区核苷酸及氨基酸序列进行比较!发

现致弱不同代次的毒株中各
6(7

间核苷酸%氨基

酸的变化差异较大&

+''-&

与
+''%

相比!共有
"=

个核苷酸位点

发生了变异!其中
#$

个为有义突变!变异位点主要

集中在非结构蛋白基因
6(738

%

6(734

和
6(7#

编码区!结构蛋白编码区变异较少&

+'',&

与
+'

'%

相比!分别有
%3

处核苷酸位点和
#&

个氨基酸位

点发生改变&而
+'',&

和
+''-&

间核苷酸和氨

基酸差异则相对较少!分别为
2-

和
3=

个&

此外!对国内外参考毒株的
QK

5

#

序列比对发

现!这
2

个代次毒株与
*(!#22#

%

OVR

%

(GK

5

'(()

VO*

%

)'

以及国内分离的
?̀!%

%

..!3

%

)3

%

.N!38

株的差异较大!序列中间存在高变区!氨基酸同源性

为
23A2B

!

==A#B

&

+''-&

与
+''%

株的
6(738

推导 的 氨 基 酸 序 列 比 较!共 发 生 了
3#

处 变

异!其中
=

处变异位于
QK

5

#

蛋白!

3

处位于
QK

5

2

蛋白!

3

处位于
QK

5

%

蛋白!

3

处位于
QK

5

$

蛋白&

比较
+''%

%

',&

%

'-&2

个代次毒株结构蛋白

核苷酸及氨基酸序列发现!编码各结构蛋白的基因

中糖蛋白
>'#

%

>'2

%

>'%

和囊膜蛋白
>'"

变异较

大!而
V

蛋白和
Q

蛋白则较为保守&其中!

2

个代

次毒株的
6(7"

氨基酸序列与欧洲分离株
OG;

<

KY8U

\DZJK

和
O*%A#A3

株差异较大!其同源性仅为

"=A$B

!与
*(!#22#

%

OVR

%

(GK

5

'(() VO*

%

)'

%

?̀!%

%

..!3

%

)3

的同源性介于
="B

!

=$A"B

!而与国

内
#&&,

年后分离的
>P

%

N1̀ 3

%

+?

等
'(()*

变异

株同源性则高达
--B

&

!C'

!

毒力相关氨基酸的推测与变异分析

0;;GHUG

等通过对
*(#22#

%

VO*(GK

5

'(()

-

(G

5

Z:

及强毒株
3,#%%̀

进行序列比较发现有
-

个

氨基酸的突变可能与
'(()*

的毒力相关!其中
%

个位于非结构蛋白!

"

个位于结构蛋白)

3$

*

&作者对

+''%

%

',&

%

'-&2

个代次毒株的及部分国内外分离

株的这
-

个氨基酸位点进行了比较分析!结果见

表
#

&

表
!

!

毒力相关氨基酸的推测与变异分析

(2@6,!

!

G4:

H

23/84-4=

H

3,9/0.,92:/-420/98:K.2./4-8/-O46O,9/-

H

2.;4

<

,-,8/8

毒株

)YZ8DH

6(738

223

6(738

,,=

6(738

-"#

6(734

-"#

6(7#

3&

6(72

=2

6(7"

32

6(7"

3"3

6(7,

3,

(GK

5

'(()VO* 7 7 _ N O3& 1 c > 1

*(!#22# ) ) 1 R O3& > ( ( c

O*%A#A3 )

"

22$

#

) ! 7

"

-"3

#

b 1 T (

"

3"2

#

c

"

3"

#

OVR ) 7 1 R O3& > c ( c

)' ) ) 1 R O3& 1 ( ( c

.N!38 ) ) 1 N O3& > ( ( c

?@03 ) _

"

,2=

#

1

"

-##

#

R

"

-%-

#

O3& ) ( ( c

+''% ) _

"

,2=

#

1

"

-##

#

R

"

-%-

#

O3& ) ( ( c

+'',& ) _

"

,2=

#

1

"

-##

#

R

"

-%-

#

73& ) ( ( c

+''-& ) _

"

,2=

#

1

"

-##

#

R

"

-%-

#

73& ) ( ( c

!C%

!

不同代次毒株氨基酸序列与抗原性差异分析

根据
6(7#

基因的高度变异特性和潜在毒力

位点突变结果!进一步的氨基酸序列比对发现!

+'

'%

%

',&

%

'-&2

个代次毒株
6(7#

基因共发生了
"

3#$
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处氨基酸位点的改变!分别为亮氨酸突变为苯丙氨

酸"

O3&

#

73&

#!酪氨酸变为苯丙氨酸"

R"&

#

7"&

#!

异亮氨酸变为缬氨酸"

W33=

#

*33=

#!缬氨酸变为异

亮氨酸"

*##3

#

W##3

#!苏氨酸变为异亮氨酸"

+#"&

#

W#"&

#&有趣的是!以上氨基酸位点的变化!均以

第
,&

代为分界点!第
,&

代和第
-&

代相应的位点变

化趋于一致&根据抗原指数和对应的亲水性%柔韧性

能"图
2

#!可以看出
'%

与
',&

%

'-&

在
3-#

+

#&%88

和

#2-

+

#"&88

存在明显差异!抗原性有减弱的趋势'而

柔韧性%亲水性和表面活性则基本一致&

而对
6(7"

主要抗原基因氨基酸序列的比对

则发现!

+''%

%

',&

%

'-&2

个代次毒株的
6(7"

基

因氨基酸序列有很大相似性!仅仅存在
32%

和
3$2

位氨基酸位点的差异&抗原指数图谱"图
%

#显示!

'%

%

',&

与
'-&

在
3#$

+

3%%88

和
'%

与
',&

%

'-&

的

3$3

+

3=288

差异明显!抗原性和表面活性呈现增强

的趋势'而柔韧性和亲水性则基本一致&编码
Q

蛋

白的
6(7$

基因高度保守!在核苷酸和氨基酸上均

未因毒株在细胞的传代致弱发生任何改变&

图
D

!

())$

!

)%"

!

)*"D

个代次毒株
P>I!

基因抗原性比较

I/

<

JD

!

5-./

<

,-/0/.

7

04:

H

23/84-4=)>>?1P>I!

<

,-,2:4-

<

())$

%

)%"2-9)*"

图
$

!

())$

!

)%"

!

)*"D

个代次毒株
P>I'

基因抗原性比较

I/

<

J$

!

5-./

<

,-/0/.

7

04:

H

23/84-4=)>>?1P>I'

<

,-,2:4-

<

())$

%

)%"2-9)*"

!C&

!

不同传代毒株猪体回归试验

感染
'(()* +''%

株试验组猪接种后
#%I

即出现病态!主要表现为体温升高快且明显!接种后

第
#

天体温升至
%&a

以上!并逐渐出现食欲减退%

精神沉郁%全身皮肤发红%眼结膜发红肿胀%神经症

状等临床表现&解剖见全身淋巴结肿胀!肺呈实质

性病变!病变面积占整个肺部的
%&B

!

$&B

&

'(()*+'',&

和
'-&

试验组猪只精神状况良好!

仅见个别猪出现轻微的体温升高和采食量下降!但

持续时间较短!接种后
3

!

#U

恢复正常!解剖见轻

微的组织器官病理变化&正常细胞液对照组体温均

正常!无明显的临床症状和不良反应!详见表
2

&接

种后
$

!

#=U

采血!其中
+''%

组病毒血症最为严

重!

+''%

和
',&

同居猪均有病毒血症出现!而正

常细胞液对照组则均为阴性!详见表
%

&

表
D

!

病毒猪体回归试验检测结果

(2@6,D

!

>,8K6.84=.;,2-/:263,

<

3,88/4-,Q

H

,3/:,-.

组别
>Z:J

5

K

临床症状
.;DHDF8;K

<

C

5

Y:C

症状
)

<

C

5

Y:C

8 死亡
PG8YI

发病率
V:Z4DUDY

<

4

+''% ddd #

-

= =

-

=

+'',& d &

-

= 3

-

=

+''-& d &

-

= &

-

=

正常细胞液
V8ZF!3%" b b &

-

=

8A

临诊$.

b

/无明显临床异常表现'.

d

/除体温升高外!出现
3

!

"U

食欲下降'.

dd

/除体温升高外!出现
"

!

3&U

食欲下降!

有呼吸道症状!眼结膜炎'.

ddd

/除体温升高外!出现
33U

后食欲下降!明显呼吸道症状!眼结膜炎!后肢无力!耳发紫&

4A

发病率$分母为每组总试验猪头数!分子为每组发病和死亡猪数

8A.;DHDF8;K

<

C

5

Y:C

$.(/

CG8HKH:JHJKJ8;;

<

F;DHDF8;4GI8\D:Z

'.

d

/

CG8HK4GKDUGK4:U

<

YGC

5

GZ8YJZGZDKDH

L

!

8

55

G8ZDH

L

3!"

U8

<

K8

55

GYDYGUZ:

5

K

'.

dd

/

CG8HK4GKDUGK4:U

<

YGC

5

GZ8YJZGZDKDH

L

!

8

55

G8ZDH

L

"!3&U8

<

K8

55

GYDYGUZ:

5

K

!

ZGK

5

DZ8Y:Z

<

YZ8FYK

K

<

C

5

Y:C

!

G

<

GKF:H

e

JHFYD\DYDK

'.

ddd

/

CG8HK4GKDUGK4:U

<

YGC

5

GZ8YJZGZDKDH

L

!

8

55

G8ZDH

L

33U8

<

K8

55

GYDYGUZ:

5

K

!

ZGK

5

DZ8Y:Z

<

YZ8FYKK

<

C

5

Y:C

!

G

<

GKF:H

e

JHFYD\DYDK

!

JH84;GIDHU;G

L

!

G8Z4;JGA4AV:Z4DUDY

<

$

YIGUGH:CDH8Y:ZDKYIGF:JHY:XYGKY

5

D

L

K

!

YIGHJ!

CGZ8Y:ZDKYIGHJC4GZK:XD;;HGKK8HUUG8U

5

D

L

KX:ZG\GZ

<L

Z:J

5

##$
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表
$

!

攻毒后病毒血症变化情况

(2@6,$

!

R,O,64

H

:,-.4=O/3,:/2/-0;266,-

<

,92-/:268

组别
>Z:J

5

K

攻毒后时间-
UP8

<

K

5

:KY!FI8;;GH

L

G

"

P'.

#

& $ 3% #3 #=

+''% &

-

= =

-

= =

-

= ,

-

= &

-

=

+'',& &

-

= #

-

= ,

-

= %

-

= &

-

=

+''-& &

-

= ,

-

= %

-

= &

-

= &

-

=

正常细胞液
V8ZF!3%" &

-

= &

-

= &

-

= &

-

= &

-

=

D

!

讨
!

论

'(()*+'

毒株系通过
V8ZF!3%"

细胞分离培

养!并经连续噬斑纯化而获得!后经体外细胞连续传

代致弱!获得不同代次的病毒&本研究选取传代致

弱过程中
2

个不同代次的病毒液!利用高保真
PQ0

聚合酶以及
(+!'.(

和
(0.1

方法扩增了
'(()*

+'

株
'%

%

',&

%

'-&

全基因序列并登录至
>GH!

8̀Ĥ

!并对该基因序列进行了抗原指数分析的潜在

毒力位点突变推测!在分子水平上深入分析了不同

代次病毒基因组的遗传变异特征!一定程度上丰富

了病毒资源库&

'(()*

各分离株间基因组存在广泛的变异&

目前!国内外已经完成多株
'(()*

的全基因组序

列测定&本研究对
'(()* +'

毒株
'%

%

',&

%

'-&

代序列比较结果表明!

'(()*

的变异分布于整个

基因组!核苷酸位点的变异主要存在于
%

!

,&

代的

致弱传代阶段!并以编码非结构蛋白的
6(738

和

':;

<

"

0

#尾的长度差异最为显著&刘光清等)

3#

*报道

':;

<

"

0

#尾的上游具有一个高度保守的
=

核苷酸序

列
"/!..>000++!2/

!该保守基序在病毒的复制过

程中可能作为复制酶识别并结合的区域!从而在病

毒的复制过程中启动负链
(Q0

的合成&通过比较

可以看出!

+'

毒株
'%

%

',&

%

'-&2

个代次的高度保

守的
=

核苷酸序列均未发生改变!由此推测不同代

次病毒在复制过程中识别结合并启动负链
(Q0

合

成的能力未发生变化&此外!不同代次病毒
2/9+(

编码区
':;

<

"

0

#尾的核苷酸序列长度差异较大&

':;

<

"

0

#尾分别由
'%

代的
#%

个增加至
',&

代的
$%

个和
'-&

代的
$2

个&研究认为!

':;

<

"

0

#尾在真核

生物
C(Q0

中的主要作用是稳定
C(Q0

和提高

C(Q0

的翻译效率)

3=

*

&在单股正链
(Q0

病毒!基

因组的
':;

<

"

0

#尾参与构成该假结!一定长度的

':;

<

"

0

#尾对维持
2/

端假结完整性及发挥假结功能

是必需的!短的
':;

<

"

0

#突变体复制能力低!无
':;

<

"

0

#则不发生复制)

3-

*

&袁海峰等认为当
'(()*

基

因组
':;

<

"

0

#尾小于
3&

时不具有感染性!可能是由

于过短的
':;

<

"

0

#尾不能使病毒基因组
(Q0

有效

与宿主蛋白
'0̀ '

结合!抑制基因组
(Q0

的翻译

起始)

#&

*

&本研究发现
'%

%

',&

%

'-&

代次的病毒
':!

;

<

"

0

#差别较大!同一毒株高代次的
':;

<

"

0

#尾比低

代次的长!结合病毒在细胞上的稳定传代和细胞病

变分析!笔者推测这可能与病毒在细胞上的传代适

应性和稳定性增强有关!此外!可能与病毒传代过程

中毒力的变化也存在一定的关系&但
'(()*

基因

组中
':;

<

"

0

#尾巴对病毒基因组的翻译%复制以及

毒力等作用仍有待进一步深入研究&

有研究表明!某些编码氨基酸的改变可能导致

其相应毒株毒力的改变&因此本研究根据
0;;GHUG

等)

3$

*通过对
*(#22#

%

VO* (GK

5

'(()

-

(G

5

Z:

及

3,#%%̀

等进行序列比较发现
-

个潜在的毒力氨基

酸位点!对
+''%

%

',&

%

'-&

开展了相应的比较分

析&结果显示
2

个不同代次的
+'

毒株与国内分离

的高致病性
'(()*

变异株"如
?@03

等#与经典

'(()*

毒株"如
.N!38

#和
*(!#22#

相比较!有
$

个位点完全一致!仅在
6(738

"

QK

5

#

区域#的
_,2=

位氨基酸!

>'2

的
)=2

处与
.N!38

和
*(!#22#

不

同&国内分离株
.N!38

%

?@03

%

+'

与
OVR

%

)'

%

O*%A#A3

以及
(GK

5

'(()VO*

的毒力氨基酸位

点差异主要集中在
6(738

第
,,=

"

,2=

#位%

6(72

第

=2

位和
6(7"

第
3"3

位氨基酸位点&由高致病性

'(()*

强毒
+''%

经细胞传代致弱的
+'',&

与

+''-&

仅仅在
6(7#

第
3&

位氨基酸存在差异!由

亮氨酸"

O

#突变为苯丙氨酸"

7

#!其它位点均未发生

变化"表
#

#&

2

个代次毒株
6(7#

和
6(7"

基因氨

基酸序列比对及抗原性%柔韧性%亲水性和表面活性

等指数表明!随着病毒细胞传代次数的增加!高变区

6(7#

基因的变化主要体现在抗原性!其氨基酸位

点的变异发生在
',&

代次!

',&

和
'-&

代较为一致'

而
6(7"

基因则呈现抗原性和表面亲和性明显增

2#$
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!
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!
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!
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!

报
%3

卷
!

加的趋势!笔者认为
>'"

蛋白氨基酸突变趋势可能

与病毒毒株致病力强弱相关&结合
+''%

%

',&

%

'-&

各个代次毒株的猪回归试验分析表明!

+''%

毒株对亲本动物的致病力最强!病毒血症持续时间

长!至接种后
#=U

仍可见病毒血症的存在!另临床

症状及病理变化明显!而经过细胞传代的后获得的

',&

%

'-&

毒株!其动物致病力相对减弱!接种后
#=U

后病毒血症消失!未见明显临床症状&因此!笔者推

断!

+'',&

%

'-&

与
'%

毒株在
6(7#

第
3&

位氨基

酸的差异!有可能是病毒毒力的重要靶位点'与此同

时!高代次毒株
':;

<

"

0

#尾的增长也是一个值得关

注的病毒毒力相关区域!这有待进一步深入研究&

目前国内外的商品化
'(()*

的弱毒疫苗毒株

多数采用细胞传代致弱的方法获得&

N8H

等)

3%

*对

国内
'(()*

变异代表毒株
?@03

株在
V8ZF!3%"

细胞上传代致弱的
3#

个代次病毒基因组的分析结

果表明!病毒在致弱过程中基因组发生了不同程度

的变化!至第
=&

代次时共计发生了
3&=

个核苷酸和

%"

个氨基酸的变异!并在第
$&

!

=&

代子代病毒基

因组中出现了
3#

个核苷酸的插入!其突变频率远远

高于
>ZG4GHHD̂:\8

等)

#3

*对
'(()* Q0P.!=

株和

RJ8H

等)

##

*对
'(()**(!#22#

株致弱后发现的
"&

和
%%

个核苷酸改变&本研究对分离的
'(()*+'

毒株进行了相应的
V8ZF!3%"

细胞传代致弱!并对其

中的
2

个代次病毒基因组进行了测序!

+''-&

株与

亲本强毒
+''%

差别较大!存在有
"=

个核苷酸位

点和
#$

个氨基酸位点的变异!突变频率较
?@03

株

低&同时!在传代致弱过程中!

+'',&

和
+''-&

均未发现与
?@03

致弱过程中类似的单一或连续核

苷酸插入现象&自从
#&&,

年暴发.高热病/后!我国

'(()*

的基因缺失主要表现在以
?@03

株为代表

的第
%=#

位和第
"2%

+

",#

位氨基酸发生了
2&

个氨

基酸的缺失!

+''%

%

',&

%

'-&2

个代次毒株与
#&&,

年以后分离的高致病性的
'(()*

毒株在相应位置

均发生了相同的缺失区域&有趣的是!

+'',&

和

+''-&

株与
?@03

株
3#

个不同代次致弱毒株一

样!

QK

5

#%=#

位和第
"2%

+

",#

位
2&

个氨基酸的共

有缺失未曾改变&此现象与最近有研究者认为

'(()*QK

5

#

区域氨基酸的插入和缺失在亲本强

毒和 致 弱 疫 苗 毒 株 有 共 同 表 型 的 结 论 相 吻

合)

-!3&

!

#2

*

&基于此!可认为这
2&

个氨基酸的缺失并

不与病毒的高致病力相关&因而!笔者认为病毒毒

力在体外细胞传代致弱与病毒基因组生物学特征的

相关性颇有意义!值得进一步深入探讨分析&
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