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摘 要：对中国蓝舌病毒 &株疫苗株、"&株野毒株及 &株南非毒株进行测序。结果揭示 ""株
毒株 O&%基因核苷酸长度均为 9$$/G，O&%基因为基因内基因，其核苷酸链的第 $% P $$和 32 P
#&位有两个起始密码子，共有终止子在 ;%; P ;%2位，预测编码 1O"和 1O"4两种蛋白；"$株
中国毒株间核苷酸差异 % P &%;个，同源性 9#Q P &%%Q；1O"蛋白氨基酸差异 % P &%个，同源
性 23R#Q P &%%Q。测序毒株与 S,JT=JI中 2株其它毒株比较，建立的 O&%基因系统发生树，
将蓝舌病毒分为 5N@J= U0(HG和 VO U0(HG两大基因群，两大群的同源性为 93Q；VO U0(HG包括美
国 9株及南非 &株毒株；5N@J= U0(HG包括中国 "$株及澳大利亚 &株毒株；说明蓝舌病毒 O&%
基因分群与毒株的地理区域来源有关。在国内首次进行了全国较大范围内蓝舌病毒分子流

行病学调查，揭示了我国蓝舌病毒毒株的遗传多样性。
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蓝舌病毒（T)H,B(JUH, E@C,=C, D@0HC，T8’）是呼肠孤病毒科环状病毒属的成员，是引起反
刍动物蓝舌病的病原，国际兽医局（W6?）将蓝舌病列为 4类动物疫病，我国规定为一类动
物传染病［&，$］。T8’基因组由 &%个 714节段组成，分别编码 ;种结构多肽（’X& P ’X;）和
"种非结构多肽（1O& P 1O"），O&%基因为基因内基因，编码的 1O"和 1O"4两种蛋白质，定
位于感染细胞的表面，与 T8’粒子从细胞中释放有关。保守性的 O&%片段序列分析常可
揭示毒株的地理起源，作为动物蓝舌病区域分子流行病学研究主要的片段［" P 3］。

全球 T8’已知有 $!个血清型，型与型之间不能交互免疫。我国自张念祖等［$，#］在云
南首次分离 T8’以来，经鉴定存在 T8’:&、$、"、!、&$、&3、&#等 ;个血清型，其中 T8’:)型和
T8’:)#型曾在发病绵羊体内分离获得，是主要的致病血清型。本研究对我国 T8’野毒株
及疫苗株分子流行病学进行了研究。

" 材料和方法

"$" 病毒
"%株野毒株、&株驯化株（’=-<&;）、&株疫苗株（’=-<!3）、$株南非毒株为云南动物病



毒病重点实验室及国家动物外来病诊断实验室（!"#$%&’）保存［(，)］；对照毒株及国外参考
毒株序列来自 *+,-.,/数据库，基本情况见表 0和表 (。

表 ! "#$毒株的来源、血清型及基本特性
".12+ 0 34565, .,7 1.859.2 9:.4.9;+4.8;59 <= ;:+ 8+6>+,9+ -"% 8;4.5,

%54>8 #+4<;?@+ ’<9.;5<,（#;.;+AB<>,;?） &.;+ <= 58<2.;5<, C<8; *+,+ 64<>@

%D0 E !FA#:5G<,60) 0HH) B.;;2+ B:5,.(

%DD 0) !FAI8:.,0J 0HH) B.;;2+ B:5,.(

%0K0 0 !FAI8:., ( H) L KD B.;;2+ B:5,.0

%00) 0 !FAI8:., M H) L KD B.;;2+ B:5,.0

%0JJ 0 !FAI8:., 0( H) L KD B.;;2+ B:5,.0

%0E( 0 !FAI8:., 0E H) L KH B.;;2+ B:5,.0

%0)J 0 !FAI8:., M H) L KD B.;;2+ B:5,.0

%0D) 0 !FAI8:., ( H) L KM B.;;2+ B:5,.0

%0MD 0 !FAI8:., 0K H) L KD B.;;2+ B:5,.(

%0HK 0 !FAI8:., ( H) L KM B.;;2+ B:5,.0

%(0K 0 !FAI8:., J H) L KD B.;;2+ B:5,.0

%(N0 0 !FAO5,6:<,6M H) L 0K ->==2< B:5,.0

%(NE 0 !FAO5,6:<,6 D H) L 0K B.;;2+ B:5,.0

%(NN 0 #<>;: $=459. MH L K) #:++@ P#0

%(ND 0) #<>;: $=459. ME L KH #:++@

%NKD 0 !FAI8:., ( H) L KD B.;;2+ B:5,.0

%N(( 0( !FA&+:<,60N 0HH) B.;;2+ B:5,.0

%N(M 0 #:.,Q5R0 HM L KJ #:++@ B:5,.(

%NJK 0) C>1+5 HM L KJ #:++@ B:5,.0

%)0) 0 !FA&+:<,60N HD L KM ->==.2< B:5,.0

%)JE 0 !FAI#0D HD L KH ->==.2< B:5,.0

%)NE 0 #59:>., HM L 0( #:++@ B:5,.0

%)NM 0 #59:>., HM L 0( #:++@ B:5,.0

%))J 0( !FA!.,8:.,EK HM L 0( *<.; B:5,.0

%))N 0 !FA!.,8:., )E HM L 0( *<.; B:5,.(

%))M 0 !"A!#$%&#$ 0)) HM L 0( *<.;

%.9SEN 0 %)NM #:++@ B:5,.(

!M)J 0 !FA#:5G<,6 0HM) *<.; B:5,.(

%JEH J !FAI8:., 0HH) B<T B:5,.(

%E0J E !FA&+:<,6 0HH) B<T B:5,.(

%EEK ( !FAO5,6:<,6 0HH) B<T B:5,.(

%EE( 0( !FAO5,6:<,6 0HH) B<T B:5,.0

%EED 0N !FAI8:., 0HH) B<T B:5,.(

#U 0) U>Q5 0HMM #:++@ B:5,.(
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表 ! "#$国外参考对照毒株血清型及基本特性
!"#$% & ’()*)+ "+, #"-)."$ ./"(".0%("-0). 12 0/% (%2%(%+.% 3!4 -0(")+-（2(15 6%+3"+7）

4)(8- 9%(10:;% <1."0)1+ =..%--)1+ +85#%(- 6%+% *(18;

=8-> > =8-0("$)" ?@@&AB C/)+"&

8-&"0.. & D9 =E>BF&B@ D9>

>@3G@H >@ D9 =E@FFBIF D9&

>>3I@H >> D9 =E@FFJ@& D9&

30K>B >B D9 =E@FFBJF D9>

>J3I>: >J D9 =E@FFJ@J D9&

4"K>@ >@ D9 =E@FFJ@J D9>

4".>> >> D9 =E@FFBJJ D9>

4".>J >J D9 =E@FFBJI D9>

%&! 试剂
!LMH1$试剂为 6)#.13L<公司产品，’+% 90%; LN= OCL P)0和 O(%5)Q !"R P)0为大连宝

生物公司产品，6%$ SQ0(".0 P)0为上海华舜公司产品，!/%(51 -%R8%+"-% .:A ,:% 0%(5)+"01( 7)0
为 =5%(-/"5 ;/"(5".)" 公司产品。3TPU&>引自中国科学院昆明动物研究所。
%&’ 引物设计
参考已发表的 3!4核酸序列资料［B］，设计合成 >对 L!UOCL扩增引物（=和 3）及 >对

测序引物（C和 ?），由大连宝生物工程公司合成。
=：AV6!!=====6!6!C6C!6WC= BV（> X &@）；3：AV6!==6!6!L!=6WLWC6C BV（I&& X I@F）。
C：AV6C!6C=!!C6C=!C6!=C6C BV（&FA X &YF）；?：AV6!=====C!C=!WC!C=CW66 BV（YY@
X YBG）。（注：W Z C [ !，L Z = [ 6）
%&( 病毒培养和 )*+提取
病毒用 3TPU&>细胞培养，收集病变细胞，用 !LMH1$试剂提取总 LN=，进行琼脂糖凝

胶电泳或 9?9UO=6S检查。
%&, -.)扩增
样品总 LN= &!*，加去离子甲酰胺 >!<，GA\ 加热 A5)+，使双链 LN= 变性。用 ’+%

90%; LN= OCL P)0进行 L!UOCL，反应条件为：FA\反转录 A@5)+，GF\ &5)+灭活反转录酶；
GF\ F@-，AA\ F@-，J&\ Y@-，BA个循环；J&\ J5)+。再用 O(%5)Q !"R P)0进行 OCL，反应条
件为：GA\>5)+；GA\ B@-，AI\ B@-，J&\ I@-，B@个循环；J&\ J5)+。OCL产物用 6%$ SQU
0(".0 P)0纯化。
%&/ 核酸序列测定和分析
以纯化的 OCL产物为模板，用 !/%(51 -%R8%+"-% .:A ,:% 0%(5)+"01( 7)0 准备测序反应。

每个反应大约用 &@@+* .?N=和 &@ ;51$引物，测序反应的条件同 OCL扩增条件。用 =<U
E%Q;(%-- " ?N=分析仪进行电泳和数据收集，并按说明书操作编辑测序资料。序列测定
工作在 W!9=4?<完成。应用 ?N=9M9、OL’9M9和 OTW<OUUPM!9CT分析软件进行核苷酸序
列和氨基酸序列分析比较，构建遗传发育树。
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! 结果
!"# 病毒总 $%&提取
由 !"#感染 !$%&’ 细胞提取的总 ()*，经琼脂糖电泳及 +,+-.*/0 检测，见病毒

()*为 ’1个节段，呈 2-2-2-’带型。
!"! $’()*$扩增和产物鉴定
用提取总 ()*进行 ("-.3(的扩增产物，经琼脂糖电泳，可见 451 6 ’111 78的片段，

与预计所需的 9&1 78相符合。回收的 .3(产物取样 ’!:在 ’;琼脂糖凝胶上进行电泳，
加 5!: <=>?@>作为参照（每条 <=>?@>带 ,)*量为 51 AB），纯化样品无非特异性片段，纯化
的特异性 .3(产物（,)*）浓度在 5 ABC!:以上时，测序效果较好。
!"+ 核酸测序
采用双脱氧 ,)*末端终止法，两条引物双向测序，获得 2&株中国 !"#毒株 +’1基因

核苷酸序列。序列分析表明，所有毒株 +’1基因核苷酸长度为 9&&78（包括引物），核苷酸
链中有两个起始密码子（核苷酸 &1 6 &&和 5D 6 E’），共有一个终止子 "/*或 "**（核苷酸
414 6 41D），预测编码两种蛋白（)+2和 )+2*），)+2长度 &&D个氨基酸，)+2*蛋白基因为
基因内基因，)+2*起始于 )+2蛋白的第 ’F个氨基酸，长度为 &’E个氨基酸。
!", 基因分群或系统发育树分析
采用 .$G:H.软件包中的 ,)*,H+"I %H"+3$程序，计算出所测毒株的核酸距离矩阵，

再根据此矩阵，用 %H"+3$程序构建了遗传发育树（图 ’）。根据 !"#的 +’1基因分群及生
态分布，所绘制的遗传发育树将 !"#分为 3JKA= />LM8和 N+ />LM8两大基因群，两群间的
同源性为 95;，说明 !"# 毒株的基因分群存在地域分布差异性。N+ />LM8 包括美国
!"#&、’1、’’、’2、’4等 5 型代表毒株（毒株号为 MO&=PQQ、’1!D1R、’’!91R、!PS-’2、’4!9’T）及
美国 !"#’1、’’、’4等 2株弱毒疫苗株（毒株号 #=Q’’、#=Q’2、#=Q’4）；试验测序的 ’株南非
毒株（#&55）。3JKA= />LM8包括所有中国 2&株及澳大利亚 ’株毒株；可分为 +M7B>LM8 3JKA=
" 和 +M7B>LM8 3JKA=#两个亚群，其同源性为 D5;，3JKA="亚群包括 ’ 株驯化毒株
（#=QU’4）、’株 !"#’E型毒株（#521）、2株 !"#’&型毒株（#EE2、#55&、#FF&）及 ’5株 !"#’
型毒株（毒株号 #&’1、#’1’、#’22、#’F&、#E2F、#E5F、#&5&、#’4E、#’’E、#514、#&5’、#’D1、
#’E2、#E’E、#E59）。3JKA=#亚群包括 ’株疫苗株（#=QUF5）、’株澳大利亚毒株（*MO’）、’株
!"#&型毒株（#FF1）、’株 !"#2型毒株（#2FD）、&株 !"#F型毒株（#F’2、#4’）、’株 !"#’5
型（#FF4）、&株 !"#’E型（#44、+V）及 F株 !"#’型毒株（#EE5、#5&9、G9E2、#’94）。
!"- 同源性分析
同源性比较，2&株中国 !"#毒株间同源性 9E; 6 ’11;（核苷酸差异为 1 6 ’14个），

)+2C)+2*蛋白同源性 D5; 6 ’11;（氨基酸差异为 1 6 ’1个）。
从血清型看，&’株 !"#-’型毒株核苷酸同源性 95; 6 ’11;，分布在不同的亚群中，

差异较大；2株 !"#-’E型毒株（#44、#521与 +V）同源性 D’; 6 D&;，分布在不同的亚群；&
株 !"#-&型毒株（#4’与 #F’2）核苷酸同源性 DD;，分布在同一亚群同一谱系，2株 !"#-’&
型毒株（#FF&、#5&&与 #EE2）同源性 DD;，分布在同一亚群同一谱系，；相同血清型毒株被
划分在不同的基因群，说明 +’1基因系统发生分析与毒株的血清型无关。中国 !"#不同
血清型代表毒株 +’1差异及同源性见表 2。
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图 ! 蓝舌病毒 "!#基因分群及生态分布图
!"#$% &’()*#+,+-". #/*01 2"3-/04"-"*, *5 -’+ 6%7 #+,+ *5 89:
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表 ! 中国 "#$不同血清型代表毒株 %&’差异及同源性比较
!"#$% & !’% ()*+",-.)/. )0 /1($% )2-3% "/3 "*-/) "(-3 3-00%,%/(%. 0,)* 3-00%,%/2 .%,)24+% ,%+,%.%/2"2-5% 5-,1.

6%,)24+% 7!89: 7!89; 7!89& 7!89< 7!8:; 7!8:= 7!8:>

8-,1. 8>=? 8<<@ 8&<A 8B: 8=;; 8<<B 8=&@
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<
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>B

A:C=D

8&<A
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:
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;B
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B
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&
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:@B

?>E<D
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=
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:@=
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(%/2"F% )0 -3%/2-24 G%,% )/ $%0293)G/ .%(2-)/C

表 ( 不同地区来源 "#$代表毒株差异比较
!"#$% < !’% ()*+",-.)/. )0 /1($%)2-3% "/3 "*-/) "(-3 3-00%,%/(%. 0,)* 5",-)1. F%)F,"+’-( ,%F-)/ ,%+,%.%/2"2-5% 5-,1.

H%F-)/ 6)12’ I0,-(" J6 I1.2,"$-" 6-(’1"/ 6’"/K- L1#%- M1K- N1//"/

8-,1. 8;== :@7A@O I1.: 8>=? 8=;? 8=&@ 6M N?>&
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从地区来源看，中国 !"#毒株间，核苷酸同源性 $%&’(（云南景洪 #’’)与湖北 #*+)
毒株最大核苷酸差异 ,)-个），./+蛋白同源性 0*&%(（四川 #%*$与湖北 #*+)毒株最大
氨基酸差异 ,)个）。1个四川毒株 #%*’与 #%*$核苷酸同源性 0%(，1%株云南毒株核苷
酸同源性 0,( 2 ,))(。差异最大毒株均出现在两个不同省区之间，再次说明了 /,)基因
与毒株地域分布的特征性。不同地区来源 !"#代表毒株同源性及差异比较见表 ’。
从分离时间及驯化代次看，分离年代最早 3$%+（,0-0）毒株与近 +年分离毒株核苷酸

同源性 $*( 2 0%(。原始株 #%*$与鸡胚驯化 ,-代毒株 #456,-核苷酸同源性 0%(，与驯
化 ’*代的疫苗株 #456’*核苷酸同源性 $0(。说明野毒株在自然进化或鸡胚传代培育驯
化中均发生遗传变异。中国 !"#不同分离时间或驯化代次代表毒株差异比较见表 *。
从分离动物种类来源看，+ 株水牛毒株（#1*,、#%,% 与 #%+’）核苷酸同源性 0-( 2

00(；+株山羊毒株（#%%+、#%%*与 #%%$）核苷酸同源性 0,(；*株绵羊毒株（#*1$、#*+)、
#%*’、#%*$及 /7）核苷酸同源性 0,( 2 0$(；* 株奶牛毒株（#+’0、#’,+、#’’)、#’’1、
#’’-）同源性为 $*( 2 0-(；,’株黄牛毒株同源性为 0,( 2 ,))(，其中在同一次流行期
间，+株从云南峨山黄牛分离毒株（#,,%、#,-%、#*)-）核苷酸同源为 ,))(，说明 !"#毒株
在同一次流行期间有一定的稳定性。

表 ! 中国 "#$不同驯化代次或分离时间代表毒株差异比较
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% 讨论
以基因测序为基础的系统树分析是分子流行病学研究的基本方法，已广泛用于分析

病毒和细菌等病原微生物不同毒株的遗传关系。L@:?5:（,00$）基于 /,)片段分析，把美国

’)- 微 生 物 学 报 ’+ 卷



!"#原始株、弱毒疫苗株及 $%株野毒株分为两个基因群，并证明在 &’() * &’’%年间可能
出现过 !"#毒株的群内重组［)］。!+,,-./对美国 (个型和中国 0个型代表毒株进行序列
分析比较，提示基因分群与毒株地理来源有关系，并提出了用 123415 67"82软件进行 9&%
基因分群的可信度［(］。本研究用 123415 :7"982软件进行 9&% 基因系统分析，将 ;$ 株
!"#毒株分为 8<=,. >?+/@和 A9 >?+/@两大基因群，确定两群间的同源性是 B(C。并首次
将中国 !"#毒株分为两个基因亚群，研究说明 9&%基因分群与毒株地理区域来源明显相
关，与毒株血清型及宿主来源无关。
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