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摘 要：用674896扩增了%$个不同时期分离的:9&毒株5$基因主要抗原区域的,*0;
片段并对其进行了序列测定。应用*0;<=>/序列分析软件对所测的%$个:9&毒株与国内
外已知的#个毒株;(?’/=株、;(@株、A/+<,B>株、CD+株、9株、9E株及早期已测定的:9F&
株、:9&GH株和北京顺义株（AIGJ$／2#）1个毒株的相应片段进行了同源性比较分析。5$基
因主要区域长度均为$$!.D，包括从:9&$!3K到$L"3位的5$基因A、9区域。所测的疫苗
株:9F&与国外测得的疫苗株9株核苷酸及氨基酸同源性分别为22M%N和%""N，表明目
前应用的疫苗株是稳定的；用目前我国流行的部分野毒株对:9F&株免疫猪的攻击试验表
明，:9F&对野毒株均具有很好的免疫力，这与序列分析结果相吻合。根据系统树分析，可将

:9&分为两大群，K株2"年代的野毒株及%株3"年代的野毒株（其中北京1株、河南$株、
广东%株）均与国内外9株、标准株属同一群（即第一群），其核苷酸及氨基酸的同源性分别为

3KMLN!%""N和31M3N!%""N；与;(?’/=株同属第二群的有#个野毒株（广西北海、辽宁、
河北黄骅、吉林、深圳光明、四川成都），其中3"年代与2"年代的野毒株各有三株，核苷酸及
氨基酸的同源性分别为3!M1N!%""N和3KM%N!%""N；$%株:9&的核苷酸及氨基酸的
同源性分别为L3M%N!%""N和L3M!N!%""N。两群之间的特征性差异表现在L%1和L$2
位氨基酸位点的不同，经分析发现猪瘟野毒株具有复杂性与多样性。
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猪瘟（:’O9P’(+/>，:9）是由猪瘟病毒（:’O9P’(+/>&B/Q<，:9&）引起的一种高度接
触性传染病，在分类上属于黄病毒科（R(>SB/B@>+）瘟病毒属（8+<=BSB/Q<）［%］。目前猪瘟遍布
全世界，经济损失巨大。

:9&的60;是线性单股正链，约%$M1T.，含有单一的开放阅读框架（U6R），编码

1323个氨基酸残基。从K’端到1’端，:9&的U6R可顺次翻译为衣壳蛋白9和高度糖
基化的包膜糖蛋白5$（ODK%／KK）、5%（OD!!／!3）、51（OD11）等四种结构蛋白以及1!K种
非结构蛋白。其中5$基因是能产生中和抗体最为重要的包膜糖蛋白，基因长度为

%%%2.D，编码1L1个氨基酸残基［$］。近年来，针对5$蛋白的单克隆抗体相继研究成功，
基于抗体竞争结合原理，采用抗原俘获检测技术，可将5$基因分为;、A、9、*四个独特
的功能区。其中A、9区域为产生抗原决定簇的主要区域，而且该区域为易变区［1］。通过
对%%个不同时期分离的:9&野毒株及一个法国参考株7PBS+/S>(弱毒株的5$基因主要



抗原区域进行序列测定，并且与已知的!株"#$标准株及野毒株进行序列比较分析，它
们是%&’()*株、%&+株、,)-./01株、23-株、#株、#4株［5］，"#6$株、"#$78株和北京顺
义株（,97:;／!<）为本所测序［=］，试图用分子流行病学的手段揭示该区域的遗传变异特
点，为猪瘟防治研究提供理论依据。

! 材料和方法

!"! 猪瘟病毒
分别收集我国>省市的猪瘟发病病料和我所保存的法国弱毒疫苗株?@0A-)A1&株，共

B;株。其野毒病料的病理变化均为典型的猪瘟病变，荧光抗体染色均为阳性；其中广东
广州株（2C2DB／!=）、河北黄骅株（"-,"";／!=）、北京朝阳株（,9#:B／!<）、北京通县株
（,9?EF／!<）、和河南西华株（"-GE";／!>）经电镜检测为阳性；其中2C2DB／!=株、"-,H
"";／!=株、,9#:B／!<株、,9?EF／!<株、"-GE";／!>株、吉林株（"#$I!5）、广西北海株
（"#$I!>）、河南郑州株（"-GDDB／>;）、深圳光明株（7D28B／>=）、辽宁株（6GB／>5）、四川
成都株（7##CB／J!）均通过了F!5代细胞传代和本动物传代，均为阳性，由此获得细胞毒
和血毒［<］；法国弱毒疫苗株?@0A-)A1&株为本所保存。

!"# $%!&细胞
由中国兽药监察所保存鉴定。

!"’ 病毒细胞毒的纯化与浓缩
参照丘惠深等方法进行［J］，同时设3KB=细胞作平行对照。

!"( 病毒)*+提取
按2L,#M,N6公司?)0O1&试剂盒方法进行，最后溶于;P"6CQR#水中，并加B"6

NG1.0S，备用。

!"& 引物设计
根据%&’()*株的全基因组序列［>］，设计引物对RDCB／RDC;扩增"#$Q;的主要抗

原区域，预计扩增长度为 ;;5T3，RDCB 为 =’H?#（2%）（%?）#%%##%%（?#）

2%2%?%222HF’，位于;5<J位!;5>J位；RDC;为=’H#%#%2（#?）##（%2）%%（?#）##
（%2）%%2?#%?#HF’，位于;JF>位!;JB<位；另外设计测序引物 RDCF为=’H
##%%%?##2%%2?#%?#HF’，与RDC;的后几个碱基重复。引物由大连K1?1N1公司和
中国科学院微生物所合成。

!", 反转录合成第一链病毒-.*+
取上述提取的"#$NG%BP"6，用2L,#M,N6公司的反转录试剂盒（7U3-)7/)03*#

NG1.-"N-A-).-?)1S./)03*1.-，#1*G(VB>P<5HPB5），按操作说明书进行第一链/CG%合
成，反转录引物为=;W!38的欲扩增Q;主要区域的F’端引物，即RDC;引物。

!"/ 01)扩增-.*+片段［!］

取上述/CG%产物J"6于PW=X6离心管中，加入FF"6去离子水，!JY热变性<X0S，
立即冰浴。分别加入="6BPZR#N缓冲液，RDCB和RDC;引物各B"6（约F=3X(&／"6），

;"6BPXX(&／"6+G?R，;V=[?1\酶（鼎国生物技术公司），混匀，终体积为=P"6。覆盖液
体石蜡油，置R#N仪（CG%?@-)X1&#]/&-)5>P，[7%）进行扩增。循环条件为!=Y=P.，
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!"#$%&，’(#)!&，共*%个循环，’(# 延伸!+,-。

!"# $%&’($产物的电泳检测与纯化
取./012.产物!!3，于45琼脂糖凝胶中电泳，凝胶中含%6!!7／+3溴化乙锭，电泳

缓冲液为48/9:，"%;)%+,-，电泳完后于长波紫外灯下观察照相，12.产物纯化采用

1<=+>7?公司的@,A?<B12.1<>C&DEF纯化试剂盒。

!") $%&’($产物的序列测定及序列分析
上述4(个毒株:(主要抗原区域的./012.产物序列测定由百灵克公司和博亚公

司进行，序列分析采用DEFGH?<序列分析软件。

* 结果

*"! !*株+(,的-*主要抗原区域的$%&’($结果
利用引物对1ID4／1ID(从细胞毒和血毒中分别扩增了JDJI4／K!、L>9LL(／K!、

9M2N4／K$、9M/O)／K$、L>EOL(／K"、L2;PK*、L2;PK"、L>EII4／"(、GIJQ4／"!、3E4／

"*、G22D4／’K和/R,S><S?T株等4(株L2;:(基因主要抗原区域的基因片段，通过琼脂
糖凝胶电泳证明了扩增的片段大小与预期的相符合。并对上述4(株L2;进行了序列
测定，结果所测的基因片段为:(基因的主要抗原区域，即从(*"$位到(’%K位，其大小均
为((*UC，结果见图4。

*"* !*株+(,的核苷酸和氨基酸序列分析
利用DEFGH?<序列分析软件对上述4(株L2;的核苷酸序列及其编码的氨基酸序

列与国内外已知的其它K株病毒（FTV=<H株、FTB株、9<>&W,?株、JC>株、2株、2@ 株、

L23;株、L2;GQ株和9MGN(／K$）的相应序列进行比较分析和氨基酸序列的推导，结果
见图(。同时对该(4株L2;的核苷酸及氨基酸同源性进行了比较分析和系统进化树分
析，结果见图)。

. 讨论
利用DEFGH?<序列分析软件对本次研究所测的4(株L2;与国内外所测的$个标

准株（FTV=<H株、FTB株、9<>&W,?株、JC>株、2株和2@ 株）及我所已测的 L23;株、

L2;GQ株和9MGN(／K$株共(4个毒株的相应序列进行分析比较。根据结果分析，它们
之间的核苷酸同源性由’"645到4%%5不等，氨基酸同源性由’"6*5到4%%5不等。系
统树分析结果，9<>&W,?株、JC>株、FTB株、/R,S><S?T株、国外2株、我所及武汉大学所测的

2株、石门强毒株及’株野毒（其中北京)株、河北4株、河南(株及广东4株）均为同一
基因组，其核苷酸同源性从"!6’5到4%%5不等，氨基酸序列同源性从")6"5到4%%5不
等；另外，广西北海、辽宁、河北黄骅、吉林、深圳光明、四川成都等$株野毒株与法国的FT0
V=<H株处于基因(组中，其核苷酸同源性从"*6)5到4%%5，氨基酸同源性从"!645到

4%%5。国外通过对’%株L2;、9;D;、9D;的!’E/.序列分析［4%］，可将三者分为不同
的群，而在猪瘟毒株（*"株）这一群中，根据不同的地区、年代又基本可将猪瘟毒株分为不
同的亚群；3=X,-7&等［44］对二十多个国家不同时期的44!株疫苗毒、经典毒和流行毒株
也进行了遗传发生关系的分析，将其分为两个群、五个亚群，但该系谱中没有一株是中国
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图! "!株#$%&"基因主要抗原区域核苷酸序列比较

’()*! $+,-./(0+1+234516785+3(9505:65175+2&",.;+/)515+2"!03/.(10#$%

!*<82+/3；"*#$%’=>；?*@A!／>B；B*#5C##"／=D；D*#$%’=B；E*F$$G!／H=；

H*FIJK!／>D；>*<89；=*CLFM"／=E；!N*CLOP?／=E；!!*CL$M!／=E；!"*C/507(.；

!?*$；!B*$Q；!D*JGJI!／=D；!E*J-5；!H*#5AP#"／=>；!>*#5AII!／>"；

!=*#$%FK／=H；"N*#$@%；"!*O4(R5/R.8*
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图! !"株#$%&!基因主要抗原区域氨基酸序列比较
注：!代表变异位点

’()*! $+,-./(0+1+2345.,(1+.6(705895165+2&!,.:+/)515+2!"03/.(10#$%

"*;<2+/3；!*#$%’=>；?*@A"／>B；B*#5C##!／=D；D*#$%’=B；E*F$$G"／H=；

H*FIJK"／>D；>*;<7；=*CLFM!／=E；"N*CLOP?／=E；""*CL$M"／=E；"!*C/506(.；

"?*$；"B*$Q；"D*JGJI"／=D；"E*J-5；"H*#5AP#!／=>；">*#5AII"／>!；

"=*#$%FK／=H；!N*#$@%；!"*O4(R5/R.<*

图? !"株#$%的系统进化树

’()*? S4T<+)5153(63/55!"03/.(10#$%

的#$%。因此核苷酸序列分析对国内#$%的分子流行病学调查是一个有力的工具。加
大研究进度，增加不同时间和地区野毒株序列分析的数量和对相同野毒株的其它区域的

序列分析，对猪瘟野毒的抗原性遗传变异及生态学研究具有十分重要的意义。

根据上述同源性结果分析，#$@%株与野毒株CLFM!／=E株、#5AP#!／=>株氨基酸
同源性达"NNU，#$@%株与CLOP?／=E株和CL$M"／=E株为=BVEU，与#$%’=>株、
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!"#!!$／%&株及!’()%*株分别为&+,-.、&/,&.和&0,1.。尽管我国!’2(株与这
些野毒株同源性高低不一，野毒株对猪的毒力不一，传代猪所表现的临床症状、分布地区、

分离时间（1%%*年到1%%&年）不一，但!’2(株对上述0株（除#345$／%0株未作动物试
验外）野毒株的本动物免疫保护相关性试验结果均达到166.［1$］，证明了!’2(株对目
前我国流行的部分野毒株的攻击具有坚强的保护力。虽然上述部分野毒株的氨基酸序列

发生某些变异，但还没有引起免疫原性的明显变化。另外7$蛋白的氨基酸序列中均含
有保守的1-个半胱氨酸（’89）残基，:末端的0个’89残基对7$结构的正确折叠及特异
抗原决定簇的形成至关重要，:端的’890%/和’89+/+形成一个推测的二硫键并固定了

#区及’区的构型。本次所测的7$主要区域中只包括’89+/+，在$1个毒株中，没有一
个’89+/+发生变异。位于第+-/位至+-%位氨基酸处，有一段保守序列;52<42!［11］，
除4=>?1／&-株外，无一氨基酸发生变异，为亲水性，在整个7$蛋白抗原谱中抗原性峰
值为最高，可能对抗原性产生起重要作用。我们对!’2(、!’(4?、#345$／%0、!"#@
!!$／%-株及#A"9BCD和国外’株的7$全序列分析也得到了相同的结果［*］，与李红卫等
的结果是一致的［1/］。可推测7$蛋白在构型和抗原结构方面依然保持一定的稳定性。
从核苷酸及氨基酸序列比较结果来看，发现我们所测的疫苗株!’2(与国外测得的

疫苗株’株同源性分别为%%,1.和166.；武汉大学所测的疫苗株’E与国外’株同源
性分别为%*,$.和%1,%.。三个’株相应序列的较高同源性，证明我们的方法是确切
的，测出的!’2(相应序列是可靠的。根据!’2(株和’株的核苷酸序列来分析，从

$*&-位到$+6%位这段区域，仅有$个核苷酸的差异，并没有影响氨基酸的编码，以至于

!’2(株与国外’株的氨基酸序列达到166.的吻合。1%%0年国外所测的’株［1*］在由
中国引入后已传了若干代次，我们所用!’2(株来源与于广东生药厂，是由中监所第*&6
代种毒传代在16次以下用于制苗用毒株，由此证明了我们所用的’株与国外所测的’
株在抗原性方面保持在较高水平。另外!’(4?株和!’2(株在核苷酸和氨基酸序列
之间的同源性位%*,$.和%/,$.，根据实验室动物试验表明，’株对石门强毒株
（!’(4?）的攻击可产生166.的保护，表明了!’2(株与!’(4?株7$基因主要编码
区没有发生关键的变异。

在整个$1株野毒的差异比较来看，!’()%*株、4=>?1／&-株、4’’F1／+%株与

!’2(株、’株和GHCI"AIDJ株及野毒株!":K!$／%&株和#345$／%0株表现了核苷酸及
氨基酸分别为+&,1.和+&,*.、+%,+.的最低的同源性，表现出&6年代流行的野毒株反
而比%6年代流行的野毒株与疫苗株之间的同源性低，就是在属于第二群的&6年代野毒
株之间，!’()%*株与4=>?1／&-株，!’()%*株与4’’F1／+%株之间也只有&-,1.和

&0,-.的氨基酸同源性，这更说明了猪瘟野毒株具有多样性和复杂性。根据(DL;CML等
对7$抗原区的部分氨基酸进行了点突变特异单抗反应性的研究［1-］，发现+6-、+16（!C9、

>JL、J"N）、+1/、+$%（<9O、>J8）和+/*（289、>JN）位氨基酸互换可影响7$#、’区域中特异性
单抗反应。在我们分析的上述突变位点中，+1/位在第一群中为>JL，在第二群为>JN；

+$%位在第一群中<9L，在第二群中为<9O、>JN和G8A。另外在+$-、+/0、+/&、+-$、+01、

+0*、+++和++%位表现了两群之间较规律的差异与互换。两群之间在这些位点的差异，
是否对!’(造成影响，还要进一步进行研究。
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! 结论
我们所测的"#$%株&’基因主要编码区是确切的，测序方法是正确的；从核苷酸和

氨基酸的同源性及核苷酸系统进化树分析来看，猪瘟野毒株表现了复杂性与多样性。根

据系统树分析，可将"#%分为两大群，()年代的野毒株（除"*+,,-／.’株外）均与国内
外#株、标准株属同一群（即第一群），与/01234株同属一群的5个野毒株，.)年代与()
年代的野毒株各有三株；虽然序列分析结果表明不同毒株&’基因主要序列和氨基酸序
列发生了一定的变化，但部分野毒株的攻毒试验表明，"#$%株对目前我国流行的部分野
毒株仍具有坚强的保护力，该区域中#67898与保守序列:;$/<$"无一氨基酸发生变
异（除<,=>-／.?株外），推测&’蛋白在构型和抗原结构方面依然保持一定的稳定性；两
群之间在8-9和8’(位氨基酸位点有显著的差异，有待在抗原性方面进行进一步的研究。
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