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摘要  为了更全面地探究选择压力和基因重组对猪瘟病毒基因组全编码区进化的影响, 本

研究通过生物信息学软件包 PAML 4.5 中的 codeml程序和 RDP 3.44 中的 6 种重组检测算法, 

对采集时间 1994~2010 年, 涵盖 3 个基因型中的 6 个基因亚型, 遍布 11 个国家的 50 株猪瘟

病毒(CSFV)基因组全编码区进行了选择压力及重组分析. 结果显示编码区基因所编码的全

部 12 个蛋白质的选择压力测度参数 均低于 1, 表明 CSFV 所承受选择压力的总体趋势为

净化选择, 其中 NS3, NS4A 和 NS4B 蛋白所承受的净化选择压力较大; 而 Npro, Erns, E1, E2

和NS5A蛋白含有正选择位点, 存在较大的正选择压力, 表明猪瘟病毒的适应性进化与宿主

免疫应答有关. 重组分析的结果共检测出 4 株重组毒株, 其中 3 株为新发现, 分别为

HCLV/99, ALD 和 SWH, 其重组区域所涉及的基因组主要编码与猪瘟病毒免疫和病毒毒力

相关的蛋白, 且重组的确改变了重组株所在的进化树分支; 而蛋白NS3, NS4A和NS4B的编

码区均没有发现重组痕迹, 其遗传距离较短, 进化程度较低, 这些结果表明重组可能改变猪

瘟病毒毒力, 并影响猪瘟病毒的遗传进化. 由此可见, 猪瘟病毒针对宿主免疫系统的选择压

力而产生的突变和重组推动了病毒编码区基因的进化. 本研究为疫苗靶标的研究与日渐趋

于复杂的猪瘟病毒流行病学研究提供了理论基础. 
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猪瘟病毒(classical swine fever virus, CSFV)——

猪瘟的病原体 [1], 为有囊膜的单股正链 RNA 病毒 , 

是严重危害世界养猪业的病毒性传染病 . 它与牛病

毒性腹泻病毒(BVDV 1 和 BVDV 2)和羊边界病病毒

(border disease virus, BDV)同属于黄病毒科瘟病毒属, 

猪是其唯一宿主. CSFV 基因组全长 12.3 kb, 5′-端无

帽子结构, 3′-端无 poly(A)尾巴, 仅含有 1 个大的开放

性阅读框, 编码约含 3898 个氨基酸的多肽. 该多肽

经宿主细胞与病毒蛋白酶的共同作用, 裂解为 12 个

成熟的蛋白质[2], 依次为 Npro, C, Erns, E1, E2, p7, 

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B[3]. 其中 C, Erns, 

E1 和 E2 为结构蛋白, 其余为非结构蛋白. 国际上基

于 5 UTR′ , E2 和 NS5B 等相关核苷酸序列, 将 CSFV

分为 3 个基因型、10 个基因亚型[4], 这为 CSFV 的分

子流行病学研究提供了理论基础.  

突变与重组作为驱动 RNA 病毒适应环境的主要

分子力量[5], 成为了研究病毒进化机制的热点. RNA

病毒在进化过程中有 3 个突出特点, 突变速率高、复

制时间短、种群规模大[6]. 其较高的突变速率是由于

RNA 病毒的 RNA 聚合酶在复制过程中缺乏纠错功

能, 导致病毒在宿主体内发生变异, 从而产生遗传多

样性 [7,8]. 用于检测选择压力的最大似然法检验已经

被广泛接受, 其中选择系数 ω (非同义/同义置换速率

比值, dN/dS)直观地反映了生物体在密码子水平上的
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进化趋势, ω>1, ω=1 和 ω<1 分别代表在进化过程中

基因承受正选择、中性选择及净化选择(负选择)[9]. 

目前许多研究表明 , 来自宿主特异性免疫的正选择

压力有助于病毒蛋白发生变异从而使病毒逃避宿主

免疫识别 , 发生适应性进化 [10~13], 使得免疫防治效

果不佳. 因此, 了解病毒基因多样性的进化过程对于

提高疫苗防治效果就显得尤为重要. 有研究表明, 基

因组全编码区的选择压力分析对其疫苗的开发具有

相当大的指导意义[14]. 目前已有研究针对 CSFV 毒

株特定抗原蛋白 Erns 和 E2 进行选择压力分析, 结果

均检测到正选择位点的存在 , 但由于样本数据具有

时间与地域差异性 , 结果不尽相同 [15~17]. 迄今为止

未有针对 CSFV 编码区全基因组进行选择压力分析

的研究 , 且基因重组作为另一个影响病毒基因多样

性的原因, 也应该纳入考虑范畴. 基因重组能够直接

影响病毒基因变异 , 在病毒的进化过程中起到重要

作用 [18]. 这一现象已在许多黄病毒科病毒中得到证

实, 如牛病毒性腹泻病毒(bovine viral diarrhea virus, 

BVDV)[19] 、 丙 型 肝 炎 病 毒 (hepatitis C virus, 

HCV)[20,21]、登革病毒(dengue virus, DEN)[22]. CSFV

也存在基因重组 , 重组现象对其遗传变异产生了影

响 [23]. 为了更全面地探究影响病毒基因多样性的因

素, 深入了解 CSFV 的进化过程, 针对较长时间段及

较大流行区域的病毒基因组进行选择压力及重组分

析就变得更为必要 . 本研究采用的实验数据采集时

间为 1994~2010 年, 涵盖 CSFV 的 3 个基因型中的 6

个基因亚型, 遍布 11 个国家, 应用最大似然法及生

物信息学软件 RDP 3.44 对 CSFV 各蛋白质编码序列

的选择压力及基因重组情况进行分析.  

1  材料与方法  

(ⅰ ) CSFV 序列数据 .  本研究采用的 50 条

CSFV 全基因组序列均从 GenBank 上获得, 数据的时

间跨度为 1994~2010 年, 涵盖 CSFV 的 3 个基因型中

的 6 个基因亚型(1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 2.3 和 3.4), 遍布 11

个国家(表 1). 应用 CLUSTAL X1.83[24]对 50 条 CSFV

序列进行对位排列, 剔除基因组非编码区序列, 编码

区部分序列对齐比较工整. 仅有病毒株 LPC 在核苷

酸序列第 1547 位置缺失 3 个碱基, 位于 Erns 蛋白第

125 位. 本研究只针对 CSFV 编码区进行分析, 共编

码 12 个蛋白质.  

(ⅱ) 方法.  应用 MEGA 5.0 依据分别编码 12 个

蛋白质的核苷酸序列构建 N-J 进化树, 自举值为 1000, 

验证进化树的可信程度 , 并采用最大似然复合法

(maximum composite likelihood method)计算各个蛋

白的进化距离, 调查各个蛋白质编码区的进化程度.  

采用 PAML 4.5 软件包中的 codeml 程序[25], 基

于本研究自建进化树及对位比对结果, 分别对 CSFV

的 12 个蛋白质进行选择压力分析. 在分支模型上选

择最简单的单一比率模型, 位点模型选用以下 6 种: 

模型 M0(单一比率模型)、模型 M1(中性模型)、模型

M2(选择模型)、模型 M3(离散模型)、模型 M7(Beta

模型)、模型 M8(Beta-ω 模型). 利用似然比检验统计

来评估成对模型: M0 vs M3, M1 vs M2 和 M7 vs M8, 

检测正选择压力, 其结果遵从 χ2 分布, 自由度为 2 个

模型的参数之差.  

重组分析采用 RDP 3.44 软件包中的 6 种算法: 

RDP, GENBCONV[26], BootScan[27], Maxchi[28],  

Chimaera[28], SiScan[29]. 为了提高检测结果的可信度, 

将 P值设为 0.01, Bootscan 方法中的自举值设为 1000, 

其他参数采用软件默认参数, 且将至少有 4 种方法支

持的重组事件视为有效的潜在重组事件 . 为进一步

研究潜在重组区域是否影响 CSFV 遗传多样性, 采用

MEGA 5.0 基于最大相似法分别对假定重组毒株的潜

在重组区域及非重组区域构建进化树 , 自举值为

1000, 验证进化树可信度.  

2  结果 

本研究基于 CSFV 各个蛋白质构建的进化树树

形不尽相同(结果未列), 各个蛋白质的进化距离见图

1. 结果显示, NS3, NS4A 和 NS4B 蛋白的进化距离相

对较短, 表明这几个病毒蛋白编码区进化程度较低.  

2.1  选择压力分析 

CSFV 的 12 个蛋白质的选择压力分析与似然比

检验结果见表 2. 在模型 M0 下 12 个蛋白质的 ω值均

小于 1, 表明 CSFV 各个蛋白质均主要承受净化选择

(purifying selection)压力. 从表 2 的结果中不难发现

各个蛋白质的 ω 值有差异, 如 E2 蛋白的 ω 值最高, 

而 NS3 蛋白的 ω 值最低, 说明各个蛋白质所承受的

净化选择强度明显不同 . 本研究使用似然比检验评

估了嵌套模型 M0 vs M3, M1 vs M2, M7 vs M8, 结果

显示, 模型 M3 应用于 Npro, Erns, E1, E2, NS2, NS3, 

NS4B, NS5A 和 NS5B 蛋白显著优于模型 M0; 模型 
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表 1  本研究所用到的 50 株 CSFV 病毒株 

分离地 毒株名称 年份 基因型 登录号 
碱基频率(%) 基因组 

总碱基数 G A T C 

中国 HCLV/99 1999 1.1 AF091507 26.4 30.8 22.2 20.7 12310 

中国 C/04 2004 1.1 AY663656 26.3 30.8 22.2 20.7 12310 

中国 HCLV/08 2008 1.1 EU857642 26.4 30.8 22.2 20.6 12311 

中国 SWH 2006 1.1 DQ127910 26.0 31.4 22.1 20.6 12296 

中国 Shimen 1999 1.1 AF092448 26.1 31.2 22.0 20.7 12298 

中国 cF114 2001 1.1 AF333000 26.0 31.3 22.0 20.6 12297 

中国 C/03 2003 1.1 AY382481 26.3 30.8 22.1 20.7 12310 

中国 Thiverval 2008 1.1 U490425 26.0 31.2 22.2 20.6 12321 

中国 Shimen/HVRI 2007 1.1 AY775178 26.0 31.3 22.1 20.6 12297 

中国 C/HVRI 2006 1.1 AY805221 26.3 30.9 22.1 20.7 12310 

中国 JL1 2006 1.1 EU497410 26.0 31.3 22.0 20.6 12298 

中国 HCLV 2002 1.1 AF531433 26.3 30.9 22.1 20.7 12310 

中国 C-ZJ 2008 1.1 HM175885 26.3 30.9 22.1 20.7 12311 

中国 CSFV-GZ-2009 2009 1.1 HQ380231 26.0 31.3 22.1 20.6 12298 

中国 LPC 2001 1.1 AF352565 26.2 30.8 22.4 20.7 12344 

中国 GXWZ02 2002 2.1 AY367767 26.2 31.0 21.7 21.1 12296 

中国 SXYL2006 2006 2.1 GQ122383 26.3 30.9 21.5 21.3 12295 

中国 Zj0801 2009 2.1 FJ529205 26.4 30.8 21.6 21.1 12296 

中国 HEBZ 2010 2.1 GU592790 26.4 31.0 21.5 21.2 12296 

中国 SXCDK 2009 2.1 GQ923951 26.4 30.9 21.6 21.0 12296 

中国 96TD 2004 2.1 AY554397 26.5 30.8 21.5 21.2 12296 

中国 0406/CH 2001 2.1 AY568569 26.3 31.0 21.5 21.3 12296 

中国 39 2001 2.2 AF407339 26.1 31.2 21.6 21.2 12297 

中国 94.4/IL/94 1994 3.4 AY646427 26.3 31.0 21.7 21.0 12296 

日本 ALD 1995 1.1 D49532 26.0 31.2 22.1 20.6 12298 

日本 GPE 1999 1.1 D49533 26.0 31.3 22.0 20.7 12298 

韩国 LOM 2008 1.1 EU789580 26.1 31.2 22.1 20.6 12298 

韩国 flc-LOM 2008 1.1 EU915211 26.1 31.2 22.1 20.6 12298 

瑞士 Brescia/98 1998 1.1 AF091661 26.0 31.3 21.9 20.8 12297 

瑞士 Riems 2003 1.1 AY259122 26.3 30.9 22.1 20.7 12289 

瑞士 Alfort/187 1995 1.1 X87939 26.1 31.2 22.1 20.7 12298 

瑞士 CAP 2005 1.1 X96550 26.0 31.3 22.0 20.7 12297 

瑞士 Eysrup 2003 1.1 AF326963 25.9 31.3 22.0 20.7 12301 

德国 Glentorf 1996 1.1 U45478 26.3 30.9 22.1 20.7 12278 

德国 CSF0382 2010 1.1 HM237795 26.0 31.3 22.1 20.6 12298 

德国 Riems 1996 1.1 U45477 25.9 31.4 22.0 20.7 12298 

德国 CSF857 2006 2.3 GU233731 26.3 30.8 21.9 21.0 12297 

德国 XXX0608 2005 2.3 GU233732 26.3 30.8 21.8 21.1 12297 

德国 CSF1046 2009 2.3 GU233733 26.4 30.7 21.9 21.0 12297 

德国 CSF1045 2009 2.3 GU233734 26.4 30.8 21.9 21.0 12297 

德国 XXX0609 2004 2.3 GU324242 26.3 30.9 21.7 21.0 12297 

德国 Alfort 2005 2.3 J04358 26.3 30.9 21.7 21.2 12297 

俄国 CS 2000 1.2 AF099102 26.0 31.3 21.9 20.8 12310 

丹麦 Paderborn/02 2002 2.1 AY072924 26.4 30.9 21.6 21.2 12229 

丹麦 Paderborn/10 2010 2.1 GQ902941 26.4 30.8 21.6 21.2 12296 

美国 BRESCIAX 2004 1.2 AY578687 25.9 31.4 21.9 20.8 12285 

美国 RUCSFPLUM 2004 1.2 AY578688 26.0 31.2 21.9 20.9 12308 

西班牙 Sp01 2008 2.2 FJ265020 26.3 30.8 21.8 21.1 12299 

荷兰 Brescia/05 2005 1.2 M31768 25.9 31.3 21.9 20.8 12283 

法国 Alfort A19 1997 1.1 U90951 26.1 31.2 22.0 20.7 12298 
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图 1  CSFV 各蛋白质进化距离 

M8 应用于 Npro, Erns, E1, E2 和 NS5A 蛋白显著优于

M7; 而模型 M1 与模型 M2 的比较中, M2 并不优于

M1. 这说明 Npro, Erns, E1, E2, NS2, NS3, NS4B, 

NS5A 和 NS5B 蛋白存在正选择压力. 经贝叶斯推论

计算后验概率, 在 Npro, Erns, E1, E2 和 NS5A 蛋白中

检验到正选择位点, 分别为 Npro (aa27, aa107), Erns 

(aa55, aa107, aa119, aa208), E1 (aa80), E2 (aa34, aa72,  

aa90, aa192, aa197, aa200)和 NS5A (aa163) (表 2). 

2.2  重组分析 

应用软件 CLUSTAL X1.83 和 RDP 3.44 对 50 条

CSFV的编码区全基因组序列分别进行对位排列和重

组分析后共发现 7 个重组事件, 其中 2 个重组事件仅

有 1 种方法支持, 所以将其剔除. 由此得到 5 个潜在

重组事件, 并预测出 4 个发生重组的病毒株: HCLV/ 

99, 39, ALD 和 SWH (表 3). 为了进一步确定潜在重

组区域对 CSFV 遗传多样性的影响, 采用 MEGA 5.0

基于最大相似法分别对预测出的重组病毒株的重组

区域及非重组区域构建了进化树(图 2). 从图 2 可以

看出, 在基于 HCLV/99 非重组区域构建的进化树中, 

HCLV/99 与 C/HVRI 属于同一分支; 而在基于重组区

域构建的进化树中, HCLV/99 却与 Shimen 属于同一

分支. 其他重组株的情况亦如此, 由此可见, 重组的 
 

表 2  检测 CSFV 12 个蛋白质编码区序列的选择压力 a) 

蛋白质 M0 (ω) 
似然比检验(2∆lnL)a 

正选择位点(aa)b 
M0 vs M3 M1 vs M2 M7 vs M8 

Npro 0.13973 74.270168** 1.087760 9.618292** 27; 107 

C 0.10332 5.547734 0 0.001976 未检测到 

Erns 0.11602 99.152688** 0 8.058024* 55; 107; 119; 208 

E1 0.11060 69.573916** 0.694538 6.108360* 80 

E2 0.15441 283.757308** 0 6.717924* 34; 72; 90; 192; 197; 200 

p7 0.09531 2.654936 0.441300 1.198870 未检测到 

NS2 0.09681 131.206348** 0 0.000132 未检测到 

NS3 0.03148 19.266646** 0.000158 0.040464 未检测到 

NS4A 0.03442 0.153904 0.000960 0.000960 未检测到 

NS4B 0.07491 62.693810** 0 2.788948 未检测到 

NS5A 0.11873 143.351246** 0.000006 7.810782* 163 

NS5B 0.08920 125.702082** 0.000156 0.282828 未检测到 

a) a, 用于 LRT 的嵌套模型 M0 vs M3, M1 vs M2 和 M7 vs M8 检测自由度分别为 4, 2 和 2; b, 检测所得位点为氨基酸位点; *, P<0.05, 

**, P<0.01 (χ2
0.05,2=5.99; χ2

0.01,2=9.21; χ2
0.05,4=9.48; χ2

0.01,4=13.277) 
 

表 3  CSFV 重组病毒株 a) 

重组毒株 亲本毒株 a 重组区域 重组区域所涉及蛋白质 

HCLV/99 C/HVRI (99.6%); Shimen(98.8%) 2110~2526 E2 

39 SXCDK (99.6%); CSFV-GZ-2009(99.3%) 1~178; 8150~11694 Npro, C, NS5A, NS5B 

ALD CSF0382 (98.8%); Alfort/187 (99.9%) 738~2024 C, Erns, E1 

ALD CSF0382 (99.1%); Alfort A19 (99.5%) 2381~3859 E2, p7, NS2 

SWH CSFV-GZ-2009(99.6%); Glentorf (99.3%) 8331~11086 NS5A, NS5B 

a) a, 括号中的百分数为重组毒株与亲本毒株重组区域相似性 



 
 
 

    2013 年 12 月  第 58 卷  第 34 期 

3574   

 

图 2  基于重组株与类外群株重组区域及非重组区域的进化树  
“*”所示区域为重组区域. (a) HCLV/99,  C/HVRI, Shimen 为发生重组株; CS 为类外群株; (b) 39,  SXCDK, CSFV-GZ-2009 为发生重组株; 

94.4/IL/94 为类群株; (c) ALD,  CSF0382, Alfort/187, Alfort A19; (d) SWH,  CSFV-GZ-2009, Glentorf 为发生重组株; CAP 为类外群株 

 
 

确改变了重组株所在的进化树分支, 影响了 CSFV 的

遗传多样性. 

3  讨论 

CSFV 的选择压力分析结果显示, CSFV 各个蛋

白质均主要承受净化选择压力 . 事实上已有研究证

明净化选择在 RNA 病毒中比在 DNA 病毒中的作用

更加明显[30]. RNA 病毒的 RNA 聚合酶在复制过程中

缺乏纠错功能, 导致病毒在宿主体内发生变异, 其中

大多数是非同义的有害突变[7,8,30]. RNA 病毒需要一

种能抑制有害突变的机制以保证其稳定性, 而实际上

已有研究表明, 净化选择在 RNA 病毒中较大程度上

剔除了有害突变[30]. 另外, 因为蛋白质功能的重要程

度与非同义/同义替换比率呈负相关关系 [31,32], 所以

CSFV各个蛋白质所承受的净化选择强度不同. NS3蛋

白同时具有丝氨酸蛋白酶活性和 RNA 解旋酶活性, 

在 CSFV 整个病毒周期中起到非常重要的作用[33], 本

研究结果也显示其承受较强的净化选择压力. 然而 E2

蛋白仅被证明为 CSFV 的主要中和抗原, 并不参与病

毒的复制过程[34], 其承受的净化选择压力较弱.  

本研究的似然比检验结果发现 , 所检测出的正

选择位点均属于变异程度较大的氨基酸位点 , 在氨

基酸极性性质上的变异并无规律可循 , 但亲水氨基

酸出现频率较大. 正选择位点大多位于 CSFV 的囊膜

蛋白 . 位于病毒囊膜蛋白的氨基酸位点与宿主分子

的相互作用介导病毒对宿主细胞的感染过程 , 通常

可作为免疫防治的靶标 , 这些位点往往经历正选择

压力[15]. Erns 蛋白中包含一个由 3 个重叠抗原区组成

的显性免疫区域: 抗原区 1 (AR1)-Erns
aa 65~145、抗原区

2 (AR2)-Erns
aa 84~160、抗原区 3 (AR3)-Erns

aa 109~145, 可诱

导抗体产生中和反应 [35]. 本研究中得到的正选择位

点 aa107, aa119 和 aa208 恰好位于 Erns 的显性免疫区

域内, 并且 aa208 位丝氨酸残基突变为精氨酸残基时, 

可加强病毒与细胞表面的硫酸乙酰肝素(HS)的相互

作用 [36], 说明这些位点正承受来自宿主的正选择压

力. 随后, 序列比对结果显示, Erns 的 aa55 位的氨基

酸残基与 CSFV 基因多样性具有潜在联系: 基因型Ⅰ

型以谷氨酰胺氨为主 , 基因型Ⅱ型包含精氨酸或谷

氨酸残基, 基因型Ⅲ型则为亮氨酸. 另外, Erns含有核

苷核酸酶活性, 属于 T2 核苷核酸酶家族[37], 在与已

经确定晶体结构的 BVDV Erns 序列[38]的比对定位中

发现, aa55, aa107 和 aa119 分别处于 β2/α2, α5/β3, 

β3/β4 间的无规卷曲区域, 并未位于核苷核酸酶的保

守活性区域 , 其氨基酸多变性可能是由于病毒与宿
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主细胞的相互作用 , 并未对酶活性产生影响 ; 而

aa208 处于蛋白 C端的 α6上, 虽然氨基酸变异程度很

大, 但在一定程度上受所在结构的两亲性所约束 [39], 

出现的氨基酸均为亲水性氨基酸. 在 E2 蛋白上检验

到 6 个正选择位点(表 2), 其中 2 个(aa72, aa200)与先

前研究结果相一致, 这 2 个正选择位点与病毒在宿主

免疫环境压力下潜在的适应性进化有关 [15~17], 并且

直接关系到强病毒株 Brescia 的毒力衰减[40]. 其余 4

个新发现的正选择位点均位于 E2 蛋白的 N 端, 恰好

位于 E2 蛋白的 4 个重叠抗原区: A, B, C 和 D[41]. 随

后, 根据已经确定三级结构的 BVDV E2 序列[42]对 6

个位点进行定位研究, BVDV E2 的分子结构共分为 4

个 单 元 域 DA(aa4~aa87), DB (aa88~aa164), DC 

(aa165~271)和 DD (aa272~aa333), 其中单元域 DA 和

DB暴露于细胞表面, DC功能不明, DD为最保守单元

域. 结果发现, 正选择位点 aa34 和 aa72 位于 DA, 

aa90 位于 DB, aa192, aa197 和 aa200 位于 DC. 有报

道称 E2 蛋白的 N 端暴露在病毒颗粒表面, 与 E1 蛋

白形成 E1-E2二聚体, 在诱导病毒进入宿主细胞过程

中起到关键作用 [34], 这也是病毒蛋白承受正选择压

力的一个证据. 在 CSFV 主要抗原蛋白上所检测到的

这些正选择位点在一定程度上可以成为 CSFV 适应

性进化的证据 , 作为病毒逃避宿主免疫应答的作用

靶标. 这些正选择位点的分析对识别免疫逃避、抗药

性突变、防治病毒性疾病有积极作用[13,43].  

在本研究中, Npro 蛋白作为黄病毒科瘟病毒属

成员的特有蛋白, 具有相对较高的ω值, 存在 2 个正

选择位点(aa27, aa107) (表 2). Npro 蛋白具有蛋白水

解酶活性, 裂解 Cysl68 与 Ser169 之间的连键[44], 不

参与病毒复制过程[45]. Ruggli 等人[46]证实 Npro 蛋白

的另一个功能与抑制宿主细胞固有免疫有关 , 可通

过抑制 IRF3 活化阻碍干扰素产生, 从而抵抗宿主对

病毒感染免疫应答[47]. 本研究在 NS5A 蛋白上检测

到 1 个正选择位点(aa163). Xiao 等人[48]通过丙氨酸扫

描突变研究表明, NS5A 蛋白的突变可直接影响由内

部核糖体进入位点(internal ribosome entry site, IRES)

所介导的 CSFV 翻译, 对病毒翻译与复制之间的转换

具有十分重要的作用. 此外, 另一研究表明, 与 CSFV

同属黄病毒科的丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)

的 NS5A 蛋白为病毒 RNA 复制的重要元件, 直接或

间接与宿主细胞相互作用 [49], 存在适应性进化 [50], 

而且这种适应性进化是宿主免疫系统作用直接驱动

的结果.  

从表 2 中不难发现, 尽管在 CSFV 部分蛋白上检

测到正选择压力 , 但这些蛋白质检测到的正选择压

力存在差异, 而且还有少数蛋白质, 如 C 蛋白、p7 蛋

白和 NS4A 蛋白, 并没有检测到正选择压力, 表明

CSFV 的各个蛋白质所承受的选择压力可能不同 . 

Ruan 等人[51]在研究 SARS 病毒时也发现功能不同的

蛋白质在进化过程中承受了不同强度的选择压力 , 

与本实验室研究结果一致. CSFV 编码区各个蛋白质

存在选择压力的差异可能与病毒元件和宿主分子相

互作用有关 , 其进化过程受宿主固有免疫系统和病

毒自身的免疫逃避机制的共同影响 , 通过连续的突

变, 与宿主形成一个连续的协同进化过程[52].  

对于 CSFV 的重组情况, 先前 He 等人[23]使用

Bootscan 法证实病毒株 39 是重组病毒株, 其亲本株

为 GXWZ02 和 cF114. 本研究采用 6 种方法检测重组

事件, 并将至少有 4 种方法支持的重组事件视为有效

的潜在重组事件, 检测出 4 株重组病毒株, 其中包括

病毒株 39, 但其来自亲本株 SXCDK 和 CSFV-GZ- 

2009, 重组区域涉及 Npro, C, NS5A 和 NS5B 蛋白的

编码区. 分别对病毒株 39 亲本株的核苷酸序列进行

比较后, 发现 GXWZ02 和 SXCDK 同属于基因型 2.1, 

其重组区域的相似性都在 93.3%以上 ; cF114 和

CSFV-GZ-2009 同属于基因型 1.1, 其重组区域的相

似性都在 99.4%以上. 由此看出, 本研究得到的亲本

株与 He 等人[23]推测的亲本株实际上是相似性很高的

病毒株. 事实上, 毒株 cF114自 2001年被首次分离以

来很少再次出现, 推测毒株 cF114 已逐渐被其他形式

的强毒株(如 CSFV-GZ-2009)所取代. 值得注意的是, 

重组毒株 39 的重组区域所涉及的蛋白中, Npro 为毒

力相关蛋白[46], 且 NS5A 和 NS5B 已经被证实为病毒

复制所必需 [53], 这些蛋白质都与病毒毒力有密切关

系; 还发现病毒株 39 与 SXCDK 的相似性(99.6%)高

于 39 与 CSFV-GZ-2009 的相似性(99.3%), 且 39 与

SXCDK 同属中等毒力毒株, 表明 CSFV 在这里的重

组可能是病毒毒力发生改变的原因之一. 此外, 重组

毒株 SWH的亲本株为 CSFV-GZ-2009和 Glentorf, 与

39 享有一个相同的亲本病毒株 CSFV-GZ-2009, 重组

区域也涉及与病毒毒力密切相关的 NS5A, NS5B 蛋

白的编码区(表 3), 进一步说明了重组影响了 CSFV

病毒毒力.  

重组株 ALD 重组发生于 C-E1 区域, 亲本株是
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CSFV0382 和 Alfort/187; 重组发生于 E2-NS2 区域, 

亲本株是 CSFV0382 和 Alfort A19. 本研究发现在

C-E1 的重组区域, ALD 与 Alfort/187 的相似性(99.9%)

高于 ALD 与 CSFV0382 的相似性(98.8%); 在 E2-NS2

重组区域, ALD 与 Alfort A19 的相似性(99.5%)高于

ALD 与 CSFV0382 的相似性(99.1%). 已有研究称以

ALD 为亲本株在宿主体内传代培养得到的减毒株

GPE[54], 与高毒株 Alfort/187 和 Alfort A19 在序列相

似上更为相近[55]. 这些都说明病毒株 ALD 和 Alfort/ 

187, Alfort A19 之间可能确实存在基因重组, 其重组

区域涉及几个主要的毒力蛋白 Erns, E1 和 E2, 也说明

重组在 CSFV 病毒毒力变异中起到重要作用.  

从表 3 可以看出 , HCLV/99 可能由亲本毒株

Shimen和 C/HVRI重组而来, 重组断裂位点是基因组

的第 2110 和 2526 个碱基处(从编码区开始计数), 这

2 个断裂位点刚好落在 E2 蛋白的编码区. 猪瘟兔化

弱毒株 HCLV/99 为中国标准减毒活疫苗, 早已被广

泛应用于控制猪瘟的传播. 先前的研究指出, 强毒株

Shimen 是猪瘟兔化弱毒株的亲本毒株, 最早在 1945

年分离得到, 经过在兔子体内传代培养, 最终得到可

用作疫苗的猪瘟兔化弱毒株(HCLV/99)[56], 与本研究

预测的结果一致 . 对重组毒株和亲本毒株的重组区

域进行了相似性分析, 发现在 HCLV/99 与 C/HVRI

重组区域内的相似性为 99.6%, 甚至高于 HCLV/99

与 Shimen 的相似性(98.8%), 且 HCLV/99 与 C/HVRI

同为弱毒株. 这些都支持 HCLV/99 可能由亲本毒株

Shimen 和 C/HVRI 重组而来, 又发现重组区域位于

CSFV 的 E2 蛋白的编码区. 已有研究表明, 猪瘟兔 

化弱毒株与强毒株位于 E2 蛋白上的抗原表位并不相

同[57]. 因此, 推测这种重组可能源于宿主免疫压力.  

基于重组病毒株的重组区域及非重组区域构建

的进化树结果显示(图 2), 重组能够改变重组毒株所

在的进化分支 , 所以基于某个单一基因区段来推断

CSFV 的进化过程是不全面的. 对于日渐趋于复杂的

CSFV 进化情况, 重组已成为不可忽略的影响因素. 

另外 , 进化距离的结果显示(图 1), NS3, NS4A 和

NS4B 蛋白的进化距离相对较短, 表明这几个病毒蛋

白编码区进化程度较低 . 本研究在重组分析研究结

果中仅有 NS3, NS4A 和 NS4B 蛋白未检测到重组事

件 . 此外 , 选择压力分析结果显示 NS3, NS4A 和

NS4B 蛋白所承受的净化选择压力较大, 正选择压力

较小. 由此可以看出, CSFV 针对宿主免疫系统选择

压力而产生的突变和重组对病毒编码区基因进化有

较大的影响, 在一定程度上增加了 CSFV 各个蛋白质

进化的复杂程度.  

综上所述, 本研究对 50 株 CSFV 编码区全基因

组序列选择压力和重组分析的结果证实宿主选择压

力及重组均为 CSFV 进化的主要影响因素. 选择压力

共检测出 14 个正选择位点, 分布于 Npro, Erns, E1, E2

和 NS5A 蛋白, 都与宿主免疫应答有直接关系. 另外, 

重组分析的结果显示 , 重组事件涉及病毒的遗传变

异及毒力改变, 且在一定程度上使 CSFV 的进化程度

日渐趋于复杂. 本研究实验结果为今后 CSFV 疫苗靶

标和流行病学研究提供了一定理论依据.  
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Analysis of selection pressure and recombination in coding-region of 
classical swine fever virus 
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We detected the selection pressure and recombination of all 50 strains Classical Swine Fever Virus (CSFV) available complete coding 
region, based on the maximum likelihood estimation and six algorithms within Recombinant Detect Program 3.44, to provide the first 
complete overview of the evolution of CSFV. The results showed the overall ω (nonsynonymous/synonymous) of 12 proteins under 
one-radio model were all lower than 1, indicating that the selection pressure of CSFV was subject to strong purifying selection. Among 
the 12 proteins, NS3, NS4A and NS4B proteins underwent the stronger purifying selection; meanwhile Npro, Erns, E1, E2 and NS5A 
proteins were detected the positive selection sites, underwent the stonger positive selection, indicating that the adaptive evolution of 
CSFV were related to the host immune response. Furthermore, 4 putative recombination virus strains, and the newly found HCLV/99, 
ALD and SWH, were detected in 50 sample sequences by recombination analysis. The proteins related to the genome recombination 
were involved in the immunity and virulence of CSFV, and the recombination changed the phylogenetic tree branch of recombination 
strain. However, the recombination loci were detected in most proteins except NS3, NS4A and NS4B proteins which processed the 
shorter genetic distance. Our research suggested that the mutation and recombination under the selection pressure of the host immune 
system promoted the evolution of coding region in CSFV. These studies would provide the foundation for vaccine targets and the more 
and more complex situation of CSFV epidemiological research. 
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