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及基因组全序列的测定与分析
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摘 要：从发病长毛兔中分离鉴定了兔病毒性出血症病毒 DEFGE株。参考 H.;I7;J中已登录的 GEKL毒株序列
对 GEKL DEFGE分离株进行了全基因组序列测定与分析。设计 #对扩增区段相互重叠的 GEKL特异性引物，扩
增除 #M和 4M末端以外的序列，采用设计锚引物的 #MGNO5方法以及针对 GEKL 4M末端的 P,1BN结构设计引物获得了
GEKL DEFGE株的 #M和 4M末端序列。胶回收各 QOG 产物，连接 PRK &230克隆载体，测得 GEKL DEFGE分离株的
基因组全长为 ’!4’;+（不包括 P,1BN），与 H.;I7;J公布的全部共 "株 GEKL全基因序列进行同源性比较分析，同源性
在 2?>%S ( ?’>&S之间，)GT&同源性为 2?>%S ( ?’>&S，编码氨基酸序列的同源性为 ?#>$S ( ?2>’S；)GT$的核
酸苷序列同源性为 ?$>&S ( ?’>’S，编码氨基酸序列的同源性为 ?!>&S ( ?">"S。
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兔病毒性出血症（L8/71 :7.6,//:7<8* V8W.7W. ,X
/7--8+W，LEK），又名兔瘟，是由兔出血症病毒
（G7--8+:.6,//:7<8* V8W.7W. Y8/ZW，GEKL）引起的一种
高度接触传染性、急性、致死性传染病。该病自

&?2!年春于我国江苏无锡、江阴等地首先暴发［&］，
然后迅速流行蔓延到世界各地［$，4］。GEKL为单股
正义 GFN［!］病毒，国际病毒分类委员会于 $%%%年将
其确定为新成立的杯状病毒科兔病毒属的代表种。

自兔病毒性出血症从我国首次爆发的 $%多年来，我
国迄今还没有 GEKL 全基因组序列测定的详细报
道，本研究在分离鉴定 GEKL 的基础上，采用 G03
QOG方法对分离到的病毒进行部分重叠的分段克
隆，得到涵盖 GEKL的全基因组的重组质粒，并对其
序列进行测定和拼接，得到其全基因组序列，弥补我

国 GEKL的基因组数据及分子流行病学研究方面的
不足。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 病毒毒株和菌株等：病料为四川雅安某长毛
兔场的病死兔，以青年和成年兔为主，发病率 $%S，
死亡率 2%S，可能与兔场的免疫不齐有关。临床表

现为精神委顿，呼吸急促，死前有哀鸣、兴奋、挣扎等

神经症状，偶见鼻孔出血，一般在出现症状后 " ( 2:
内死亡，用抗生素治疗无效，病死兔角弓反张，剖解

可见气管环出血，肝出血且质脆，脾出血肿大，肺出

血，肾出血，无菌采集未经抗生素治疗的病死兔的

心、肝、脾、肺、肾、淋巴节经涂片及细菌培养检验均

为阴性，怀疑为兔病毒性出血症。人“)”红细胞由
雅安市血站提供，兔出血症高免血清（E[#& \ &$2%）
由扬州大学畜牧兽医教研室惠赠，健康成年家兔

（GEKL抗体阴性）由本校实验动物饲养中心提供。
大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）]R&%?工程菌株由本实验
室保存。

’(’() 主要试剂和仪器：反转录酶 NRL，VF0Q，
PRK&230 克隆载体，0! GFN 连接酶，GF7W8;，KFN
^8<7+8,; _8+ L./ C $ 及 KFN 胶回收试剂盒购自大连
07_7G7公司；+(, P1ZW KFN 聚合酶，‘3<71，[Q0H 和
R7/J./!购自博瑞克生物技术公司；L8/71 GFNaKFN
R8;8 _8+购自上海华舜生物工程公司；琼脂糖和 H,1V
Y8.9核酸染料购自赛百胜公司，其它试剂均为国产
分析纯级产品。0H^3&"I台式高速离心机为湘仪离
心仪器有限公司产品；QOG仪为德国 I[)R50GN产
品；电泳槽和凝胶成像系统为 I[)3GNK 公司产品；



超净工作台为浙江安泰公司产品；微量加样器购自

!""#$%&’(公司；!""#$%&’(管，)*+ 管及 ,-"头等耗材
均购自成都天泰公司。

!"# 病料处理和病毒分离
无菌采集、称量病死兔肝组织，研磨，用 ". /01

的 )23液配成 4 5 6（75 8）悬液，9 1:;反复冻融 <
次，经 6:::’=>-$离心 <:>-$，取上清液，经 11:$>微
孔滤膜过滤后作为待检样品液，于 9 ?:;保存。取
待检样品液接种 <只敏感成年家兔，每只肌肉注射
1>@，同时设健康兔肝悬液及生理盐水阴性对照，取
发病死亡兔的肝脏（涂片及细菌检验为阴性）经处理

后，再传 <代，兔发病及死亡情况呈稳定的规律性，
取第 6代死亡的兔肝脏按上述方法处理为粗提病毒
液，作实验材料，于 9 ?:;保存。
!"$ 病毒鉴定
!"$"! 血凝（.A）和血凝抑制（.B）试验：取粗提病
毒液，按常规方法进行 .A和 .B试验［C］。
!"$"# 琼脂扩散（AD)）试验：取粗提病毒液，按文
献［E］的方法进行。
!"$"$ 电镜检测：取冻存的粗提病毒液，参考盛祖
恬等［/］的方法纯化病毒，用 1F磷钨酸（)GA）负染，

电镜观察。

!"$"% +GH)*+鉴定：参考 D#$2I$J中登录的 +.K8
全序列，采用 KLA3GA+的 >#MIN-M$程序进行序列比
对，找到序列保守区设计特异性引物，上游引物：COH
DGDAGDAGGADAD*****GH<O； 下 游 引 物： COH
DGAGGA*GA*DAG*A*AG*AAGGA*AH<O，预期扩增片
段长度为 4<:1P"，按常规 +GH)*+程序进行扩增，琼
脂糖凝胶电泳检测 )*+结果。将符合预期长度的
)*+产物经 G载体克隆后送大连宝生物工程有限公
司测序。

!"% &’()的基因组全长序列测定
!"%"! 基因组内侧序列的引物设计：参考 D#$2I$J
中已登录的 +.K8全基因组序列（8<C4（QC6R?<4）、
3K（S1RC46）、T+D（L* ::4C6<）、B&UI1:::（AT1C?E4?）、
23?R（V?/E:/）及 *K（AWC1<64:）），采用 KLA3GA+的
>#MIN-M$程序对这些序列进行比对，找到 +.K8 的
保守区，在相对比较保守的区段采用 )’->#’
)’#>-#’C0:软件设计 C 对引物（表 4，不包括获取基
因组 CO和 <O末端引物），扩增片段之间部分重叠，连
接后可以覆盖除基因组末端序列之外的全基因组。

引物由大连 GI+IXI公司合成。

表 ! &’()全基因组非末端扩增引物
GIPN# 4 GY# $&$H,#’>-$IN "’->#’Z [Z#% (&’ I>"N-(-\I,-&$ &( +.K8 M#$&>-\ +LA

T&’UI’% "’->#’（CO ] <O） +#^#’Z# "’->#’（CO ] <O） )&Z-,-&$ !_"#\,#% "’&%[\, Z-‘#=P"

)44：DA*AAAGDGDD*AAAGDD*GG
)14：DA*AADGGDDGDAADG*G*ADDG
)<4：AGD*G*A***A*GA*GDA**GDG
)64：***GG*A*GG*DDG*AG*AA*G*
)C4：DGDAGDAGGADAD*****G

)41：*DGAGGDDD*DG*GDDDGAD
)11：ADGDGGGG*GGDAGD**AGADDG
)<1：G*AG*DDADG*AGDD*AGA*A*
)61：AA*GDDDDG*DGDADDADD*
)C1：DGAGGA*GA*DAG*A*AG*AAGGA*A

4R: ] 11:E
1:EC ] <C/?
<66/ ] 6?C1
6ER< ] E:6C
CR/6 ] /1/C

1:4/
4C46
46:E
4<C<
4<:1

!"%"# 基因组内侧序列的 +GH)*+：按两步法进行
常规 +GH)*+ 反应。+G 引物采用 aN-M& %GHA%I",&’
)’->#’，按 Ab8反转录酶使用说明进行 +G反应，产
物于 9 1:;冻存备用；)*+ 反应体系参考 !"# "N[Z
KLA聚合酶的产品使用说明，反应程序按常规 )*+
程序进行，因引物不同对延伸时间和退火温度进行

调整。

!"%"$ 基因组 CO末端序列的获取（+A*!）：按引物
设计一般原则先设计一条随机锚引物，再根据锚引

物设计其最佳配对引物；CO+A*!下游引物针对基因
组 CO端 <::P"左右处的保守序列进行设计。CO+A*!
的锚引 物 A$\Y&’： COH**GDA*D*AG**ADAAG*DD
ADDGDAADH<O（CO端磷酸化）；与锚引物配对的上游
引 物 C+4： COH*A*ADD*AAD*ADDG**AAA*H<O，
COH+A*!下游引物 C+1 ：COHA**G**DAGG*GDDAGD*

DGH<O，CO +A*! +G 引 物：COHDAADG*GGG**GDG*
A*D*H<O，)*+产物长度为 <<:P"。按常规方法进行
+G反应。取 +G 产物 1:!@，C c +LIZ# 2[((#’ 4C!@，
%%.1a 6:!@，+LIZ# 4!@。<:;反应 4Y。在上述反应

液中加入 4::!@ G!，C::!@无水乙醇，均匀混合后在
9 ?:;放置 4C>-$ 进行乙醇沉淀，41:::’=>-$ 离心
4:>-$，去上清，加入 C::!@ /:F的乙醇，41:::’=>-$
离心 C>-$，去上清，沉淀干燥。向干燥后的乙醇沉
淀物（单链 \KLA）中加入 4: c G6 +LA连接酶缓冲液
6!@、锚引物（E:!>&N=@）E!@、%%.1a R!@的混合液溶

解 \KLA，加入 4!@ G6 +LA 连接酶、1:!@ 6:F )!D
E:::，均匀混合。4E;反应 4?Y。按常规方法进行
)*+反应。
!"%"% 基因组 <O末端序列（不含 "&NdA）的获取：针
对 +.K8 <O端的 "&NdA 结构，设计 <O端上游引物
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!"#：$%&’(()***((’(’’*(((**((**&"%，下游引
物 !"+：$%&)(’((*()((*************&"%，!*引物
采用 ,-./0 1*&’123405 65.785，6)!产物长度为 ""9:3，
按两步法进行常规 !*&6)!。!*和 6)!反应体系同
上。

!"#"$ 6)!产物的回收和 *载体克隆子的构建：按
胶回收 6)!产物，采用 ;<’连接试剂盒将 6)!产
物与 3=; #>&*克隆载体连接，通过 6)! 方法鉴定
筛选出阳性克隆子。

!"#"% 序列测定与分析：将各片段的阳性克隆送大
连 *2?2!2公司测序。采用 ;<’@*’!的 78/2-./A程
序对各片段的测序结果进行拼接，并将该结果与国

际基因库（(8AB2AC）中已登录的全部 D 株 !E;F全
基因组序列 F"$#（G$HI>"#）、@;（J+I$#H）、K!(（<)
99#$H"）、L0M2+999（’K+$>D#>）、B@>I（N>OD9O）及 );
（’P$+"H#9）株序列进行同源性比较分析。为避免
!"# 酶可能出现的碱基掺入错误，确保全基因序列
的真实性和正确性，本研究采用了保真度高的 !"#
3-QR ;<’聚合酶进行扩增，每个测序片段选 "个阳
性克隆进行序列测定，综合多次测序结果获得各片

段的序列。

& 结果

&"! ’()*的分离鉴定
&"!"! 敏感兔接种实验：试验兔于接种后 #D S "DT
全部死亡，症状如前所述，对照兔全部存活，症状与

兔病毒性出血症相符。

&"!"& E’和 EL试验：E’试验测得粗提病毒液的
血凝效价为 #：#9+H，该样品液能够凝集人的“,”型
红细胞，该血凝特性能被兔病毒性出血症高免血清

特异性的抑制，初步判断该样品液中含有兔病毒性

出血症病毒。

&"!"+ 琼脂扩散（’(6）试验：采用琼脂扩散试验可
见明显的沉淀线。

&"!"# 电镜观察：电镜下可见 H9A7左右的病毒粒
子（图 #），存在形态完整的实心粒子和病毒空壳，基
本判定已经分离到兔病毒性出血症病毒。

&"!"$ !*&6)!扩增结果：!*&6)!扩增出约 #"99:3
的条带，与预期片段大小相符（该片段即全基因组测

序的 6$，图略），将该 6)! 产物克隆测序，并与
(8AB2AC登录的 !E;F 序列进行同源性分析，同源
性可达 I#U$V S IOU+V，可判定本研究分离到
!E;F，命名为 WE<!E株。

图 ! 纯化病毒负染电镜图片（!&,,,, -）
K./X # *T8 8-8Y450A 7.Y50RY038 3T040 0Z A8/24.[8&R42.A.A/ 3Q5.Z.81 !E;F
（#+9999 \）X

&"& 全基因组 ’./01’扩增结果
&"&"! 基因组内侧片段 !*&6)!扩增结果：内侧片
段各段扩增产物经 9U>V琼脂糖凝胶电泳结果见图
+，$个 6)!扩增产物均与预期片段大小相符，分别
为约 +999:3、#$99:3、#H99:3、#"$9:3和 #"99:3。

图 & 基因组内侧片段的 ’./01’结果
K./X+ !*&6)! 58RQ-4 0Z .AR.18 Z52/78A4R 0Z 4T8 /8A078X #U6#；+U6+；

"U6"；HU6H；$U6$；=X=25C85 ! X

&"&"& 基因组 $%和 "%末端的获取结果：$%和 "%末端
扩增产物经 9U>V琼脂糖凝胶电泳分析表明，均扩
增出了与预期 ""9:3的片段大小相符的电泳条带。

图 + 基因组 $2和 +2末端的 ’./01’结果
K./X" !*&6)! 58RQ-4 0Z 4T8 $%2A1 "%4857.AQR 0Z 4T8 /8A078X=X=25C85

!；#U *T8 273-.Z.81 3501QY4 0Z $%4857.AQR；+U *T8 273-.Z.81 3501QY4 0Z "%

4857.AQRX

&"&"+ 基因组测序结果及序列分析：!E;F
WE<!E的全基因组序列已经提交国际基因库
（(8AB2AC），序 列 登 录 号 为 ;]+>9HI"。 !E;F
WE<!E株的全基因组为 OH"O:3，与 (8AB2AC公布的
全部共 D 株 !E;F 全基因组序列 F"$#（G$HI>"#）、
@;（J+I$#H）、K!(（<) 99#$H"）、L0M2+999（’K+$>D#>）、
B@>I（N>OD9O）及 );（’P$+"H#9）的基因组序列长度

++O ^L _.2A&M8A $% "& X ‘’(%" )*(+,-*,&,.*(" /*0*("（+99D）HD（$）



相同，进行同源性比较分析，同源性在 !"#$% &
"’#(%之间。分子进化树分析表明（图 )），*+,-+
株与 ./株和 01234$$$ 的亲源关系较近，按进化树
分析可以归入一个亚群。其余 ) 株均为欧洲分离
株，可归入另一个亚群。由于目前 5678379中登录

的 -+/:全基因组序列数量较少，作者对几乎所有
已登录的 :;<$基因序列进行了进化树分析（图 =），
结果发现 -+/:按 :;<$的基因序列可以将目前世
界上现有的 -+/:大致分为 >个大的亚群。

图 ! "#$%全基因组分子进化树
?@AB) CD6 EDFG1A676H@I HJ66 1K 3GG KLGGMN6OL67I6P -+/: NHJ3@7NB

图 & ’()*+),登录的 %-./基因的分子进化树
?@AB= CD6 EDFG1A676H@I HJ66 1K -+/: NHJ3@7NB

0 讨论
本研究成功分离了 -+/: *+,-+株，并对其

全基因组序列进行了测定。该序列是迄今登录

5678379的第七株 -+/: 全基因组序列，本研究丰
富了 -+/:的分子流行病学资料。

-+/:的基因组含 ’)>’个核苷酸，基因组和亚
基因组的 =Q端与 :;A 共价结合，>Q端为 E1GFR 结
构［! & ((］；基因组 -,R 含两个开放阅读框［(4］，($ &
’$))SE为 T-?(，约占整个基因组的 ")%，编码含
4>))个氨基酸的多聚蛋白，该蛋白通过病毒编码的
>.样蛋白酶加工成成熟的病毒蛋白［(> & (<］；’$4= &
’>’!SE为 T-?4，与 T-?(有 4$个核苷酸的重叠，但
其阅读框架发生了 U ( 个碱基的移码，编码由 (’’
个氨基酸组成的小结构蛋白 :;($［(4］。( & "SE 和

’>’! & ’)>’SE分别为 -+/:基因组的 =Q和 >Q端非编
码区（,C-）；-+/: 还含有 4#49S 的亚基因组［!，"］。
-+/: T-?(编码多聚蛋白的顺序为：,+ME(<ME4>M4.
解旋酶ME>$M:;AM>. 样蛋白酶M>/ -,R 依赖的 -,R
聚合酶M衣壳蛋白 :;<$M.TT+，然后由 >.蛋白酶进
行翻译后的加工［(>］。:;<$与诱导抗病毒感染的免
疫反应直接相关，可通过对基因组 -,R编码多聚蛋
白前体的加工或对亚基因组的翻译来实现［"，(=］，后

者是构成成熟病毒粒子结构蛋白的主要途径［(4］。

:;A蛋白是 -+/:的 -,R聚合酶合成正股 -,R时
的起始引物［(’］。T-?4编码小结构蛋白 :;($，可能
在基因组 -,R的包装中发挥作用［(!］。
与已经报道的 -+/: 全基因组序列相同，

*+,-+株的不包括 E1GFR 的基因组全长 ’)>’SE。
在 -+/爆发以前 -+/:以无致病性的形式在兔体
内存在了数百年［("］，结合序列分析的结果可发现

-+/:的基因组序列进化上比较保守，可能所有编
码蛋白均为病毒存活所必需，基因组任何较大的变

异均为无效变异，作者发现 T-?( 的氨基酸序列同
源性（其中的 ;(<除外）均大大高于相应核苷酸序列
的同源性，暗示突变主要发生在密码子的摆动位点

上。通过对 T-? 编码氨基酸序列的分析表明，
*+,-+株的 T-?(编码的 ($个氨基酸与其它毒株
完全不同；T-?4 存在 4 个氨基酸的不同，表明
*+,-+株自身也在缓慢进化。参考前人的研究结
果［4$］，将 *+,-+株与其它 5678379 中的 -+/:全
基因组序列分段进行序列比对表明，对 T-?( 编码
多聚蛋白进行加工的 >.样蛋白酶的氨基酸序列保
守性最高，其次是 >/ -,R依赖的 -,R聚合酶和 4.
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解旋酶，这可能与其重要的功能有关；! " #$% 和
&’&( " &)’&$%分别为 *+,-基因组的 ./和 ’/端非编
码区（01*），./非编码区仅 2,（34.5’)!6）株的第 &
位由 7 突变成 3；’/端非编码区核酸同源性为
#’859 " #:8:9。除 ;<(#（=(&:6&）株的 &!( 位为
3>%外所有 *+,-毒株在 ’2蛋白酶切割多聚蛋白
的 )个 ?7二肽键位点［!(］均未发生变异；作者还发
现多聚蛋白在相同的位点大多突变成相同的氨基

酸，可能也暗示 *+,-对变异的耐受范围非常窄。
作者对几乎所有已登录的 -@:6基因序列进行

了进化树分析的结果表明，国内的 *+,-主要位于
’个亚群的其中 5 个亚群，几乎所有的亚群在欧洲
都存在，这可能与 *+,-的非致病形式最初存在于
欧洲有关［!#］，虽然 *+,-在进化上比较保守，但仍
处于缓慢进化中。虽然依据衣壳蛋白 -@:6的基因
序列可以大致对 *+,-进行分群，不过目前的研究
表明 *+,-的血清型比较单一，有人对分离自健康
和典型病死兔的 *+,-的衣壳蛋白部分序列进行比
较，没有发现二者存在显著差异［!#］。迄今还没有

*+,-毒力基因的相关研究报道，不过有报道从意
大利商品兔中分离到一株非致病性的 *+,-的变种
（*A$$BC DAEBDBFBGH>，*2-），该病毒可诱导免疫反应，抵
御致病性 *+,-的攻击［5!］，这为今后 *+,-毒力基
因的研究提供了一条途径。I+0*+株全基因组序
列的测定为今后 *+,-全长 D,03克隆的构建以及
从分子水平研究致病机制等方面的研究奠定了基

础。
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