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提 要 对一株长春地区/亚型分离株（00)%$）的1蛋白基因进行了序列分析，结果表明：

我国呼吸道合胞病毒（234）分离株00)%$同234/亚型原型株05)-+(,的核苷酸同源性

为$.6，核苷酸的有义突变率达%+6。由核苷酸推导出氨基酸序列的同源性为-$7.6，氨

基酸的变异全部发生在胞外区，并主要集中在一个高度保守区的两端，胞内区和跨膜区保守

不变。氨基酸的变异导致了分离株既有糖基化位点的改变，又有蛋白长度的变异。此外还初

步探讨了我国234/亚型分离株00)%$的1蛋白基因同原型株之间的变异与疫苗研制中

的意义。
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呼吸道合胞病毒（2:;<=>?@">A3ABCA@=?D4=>E;，234）属副粘病毒科，肺炎病毒属，是婴幼儿

急性下呼吸道感染最常见的病毒病原。从本世纪%*年代用福尔马林灭活疫苗的失败至

今仍未研制出安全有效的234疫苗，其原因主要是对234的生物学特性和感染后的免

疫机理缺乏足够的认识。

234为非节段性的负链2!9病毒。病毒核酸编码)*个特异性蛋白，其中两种病毒

表面糖蛋白———F蛋白和1蛋白是激发机体产生保护性抗体的最主要的病毒抗原［)!’］。

1蛋白是234结构蛋白中变异最显著的蛋白，234两个亚型（9和/）间的抗原性和氨基

酸序列的差异性主要表现在1蛋白上（+6的抗原相关性，+(6的氨基酸同源性）［(］。不

同亚型234的1蛋白中和抗体，不能提供有效的亚型间交叉保护作用。儿童初感9亚

型234后，再次感染似对234/亚型更易感［.］。因此研究234亚型间的抗原差异性，

对于了解234反复感染的免疫反应中具有重要的意义。

在我国，自,*年代以来已证明234为引起婴幼儿下呼吸道感染最主要的病毒病原，

而且还是引起我国所特有的流行性喘憋性肺炎的主要病原。我们对我国部分地区不同年

份)**株234分离株的亚型检测结果证明，我国不但有2349亚型感染，同时还存在/
亚型的感染［+］。对我国-株2349亚型分离株的1蛋白基因序列分析表明：同国外

234原型株比较，我国2349亚型分离株的1蛋白基因无论在核苷酸序列还是在糖基

化位点上，均存在一定的变异。为深入了解我国234分离株的基因状况、变异特征，我们

对一株/亚型分离株1蛋白基因进行了序列分析。
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! 材料和方法

!"! 毒株来源

!""!年从因下呼吸道感染在长春市儿童医院住院患儿中分离出"株#$%，经瑞典

&’(()*教授惠赠的+株#$%单克隆抗体检测［,］，+株为-亚型，!株为.亚型（//!,"），

对此株进行0蛋白序列分析。

!"# 主要试剂

1213%逆转录酶、4567&-聚合酶、487&-多聚酶、487&-连接酶、牛小肠碱性磷

酸酶（/9:）、48多核苷酸激酶、;</!+／1!=逆转录引物和>?@A（B4）!C引物均购于:(’DEA5
公司。限制性内切酶等购于华美公司。克隆质粒载体;4F!+#购于友谊公司。4G7&-
测序试剂盒购于$H5IAH5@:(’DEA5公司（含;</!+／1!=J’(K5(B;(@DE(）。7&-快速纯

化回收试剂盒:<#90L&L为原平生物技术有限公司产品，低熔点琼脂糖购于.#3公司。

!"$ 引物设计

参考#$%.亚型原型株（/M!+C=G株）的0蛋白基因序列，分别设计用于:/#和序

列分析引物:!、:N、:=和:8，其位置和序列见表!。

表! %&’（((!)*）+蛋白基因,(%扩增和序列测定的引物

45)?E!:(@DE(OPOEBQ’(:/#5IB7&-OE6PEIR@IA’Q0;(’SE@IAEIE’Q#$%
（//!,"）

引物 位置 序列 功能

:(@DE(O 3’R5S@’I $E6PEIRE JPIRS@’I

:! G!NG CT--40/--//-404//---/-/=T 聚合酶链反应:/#

:N "U8!"N! CT0--4--/4--0/-4040-=T 聚合酶链反应:/#

:= NU!!NN! CT/-4/4/40//--4/-/---0=T 序列分析$E6PEIR@IA

:8 8=G!8C= CT--/-0-//--/--0//=T 序列分析$E6PEIR@IA

!"- 病毒%./提取、01./合成、,(%扩增、目的基因的克隆及序列测定

见文献［G］。选取=个阳性克隆（来自不同:/#反应）进行序列测定。

# 结果

#"! 阳性克隆的鉴定

从#$%（//!,"）分离株D#&-中经#42:/#扩增得到0蛋白编码区"!8);的片段，将

其插入;4F!+#$D5"酶切位点中，重组质粒采用酶切和:/#鉴定，筛选出阳性克隆［+］。

#"# ((!)*的核苷酸序列

#$%分离株（//!,"）的核苷酸序列及与-亚型（-N）和.亚型原型株（/M!+C=G）0
蛋白R7&-的序列比较见图!。因CT端NU个碱基（G!NG）及=T端!G个碱基（"U8!"N!）

为:/#引物区，所以这两端的序列不能确定。//!,"同-N株比较，其核苷酸的同源性为

,,V。同/M!+C=G的核苷酸同源性为"8V。由于-亚型原型株（3’IA株和-N株）间的

核苷酸同源性为",V，-N株同/M!+C=G间的核苷酸同源性为,GV［=］。说明//!,"株属

.亚型。在-N株,8N位核苷酸上，同/M!+C=G一样//!,"有三个核苷酸（-//）的框架

插入。//!,"由于在/M!+C=G终止密码处的核苷酸突变（+"N位4!/），导致//!,"终
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止在!"#$%&’的第(个终止密码处（)*#位核苷酸），比!"#$%&’多编码三个氨基酸，为

()%个氨基酸。

图# +,-分离株（!!#.)）/蛋白0123序列与+,-4亚型原型株（!"#$%&’）和

+,-3亚型原型株（3(）相应序列的比较

底部横线标明的是起始密码，方框内为终止密码。

5678#,9:;9<09=>/?@=A96<79<9>@=B+,-6C=DEA9CA@E6<（!!#.)）E<F6AC0=B?E@6C=<
G6AH+,-CA@E6<C3(E<F!"#$%&’

IH9?=C6A6=<C=>AH96<6A6EA6<73I/E@9;<F9@D6<9FE<FAH9A9@B6<EA6<70=F=<CE@99<0D=C9F6<J=KC8

%(#期 耿学辉等：呼吸道合胞病毒4亚型分离株的/蛋白基因分析



图! 推导出的"#$分离株（%%&’(）)蛋白氨基酸序列与"#$*亚型原型株（%+&,-./）和

"#$0亚型原型株（0!）相应序列的比较

“%”表示1个保守的半胱氨酸；“!”表示0!株的1个氮连接的糖基化位点；“"”表示%%&’(和

%+&,-./共有的氮连接糖基化位点；“!”表示%+&,-./特有的氮连接糖基化位点；“#”表示%%&’(
特有的氮连接糖基化位点。

2345!%6789:3;6<6=>?>@A?>973<69A3>;?B@?<A?6=)8:6C?3<=:67;C:93<%%&’(D3CE%+&,-./9<>0!
26@:A6<;?:F?>AG;C?3<?:?;3>@?;9:?3<>3A9C?>HG“%”；I6C?<C39JKLJ3<M?>4JGA6;GJ9C36<;3C?;16=0!9:?
79:M?>D3CE“!”；I6C?<C39JKLJ3<M?>4JGA6;GJ9C36<;3C?;3<H6CE%%&’(9<>%+&,-./9:?79:M?>D3CE“"”；

I6C?<C39JKLJ3<M?>4JGA6;GJ9C36<;3C?6<JG3<%+&,-./3;79:M?>D3CE“!”；I6C?<C39JKLJ3<M?>4JGA6;GJ9C36<
;3C?6<JG3<%%&’(3;79:M?>D3CE“#”5

!"# $$%&’的氨基酸序列

由核苷酸推导出的%%&’(核苷酸序列及同"#$0、*亚型原型株的比较见图!。同

%+&,-./比较，%%&’(有-/个核苷酸发生变异，导致.&个氨基酸改变。在-/个核苷酸

突变中，有./个 发 生 有 义 突 变，!N个 为 同 义 突 变。有 义 突 变 率 为’-O。%%&’(同
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!"#$%&’的氨基酸的同源性为$()*+，与,-./0等报道的1亚型分离株间$$2(’+的

同源性基本一致，同34的氨基酸同源性只有%4+。而5673亚型原型株（89/:株和34
株）间的氨基酸同源性为(*+，5671亚型原型株（!"#$%&’株和$／;<株）间的氨基酸同

源性为($+，56731亚型（!"#$%&’和34株）间的氨基酸同源性为%&+［&，$］，进一步证

明!!#;(属5671亚型。从图4可见，同!"#$%&’比较，!!#;(的氨基酸变异全部在细

胞外区，集中在一个保守区（#%#!4<;）的两端。而胞内区和跨膜区无变异。胞外区的氨

基酸同源性为$;)&+。分离株在已知的所有人类和牛567中保守的#’&!#$;位点上

的*个半胱氨酸残基未发生改变，且其外周区同样保守不变。从糖基化位点来看，分离株

同!"#$%&’株一样，仍有高达&<+左右的丝氨酸和苏氨酸这种氧连接的糖基化位点。

对于氮连接的糖基化位点，分离株保留了!"#$%&’株&个位点中的4个（$#和$;位），而

!"#$%&’第#<<位上的位点!!#;(由于氨基酸=!6的改变缺失。而且由于突变的结

果!!#;(增加了4个氮连接的糖基化位点（4’;和4(<位）。

! 讨论
通过核苷酸及氨基酸同源性比较证明：我国长春地区567分离株!!#;(为1亚型。

同1亚型原型株!"#$%&’比较，!!#;(的变异主要表现在以下几方面：（#）同文献报道的

相似，变异全部发生在细胞外区，胞内区和跨膜区保守［&，(］。（4）核苷酸的有义突变率为

;%+，远远高于4*+的随机突变率。（&）由于终止密码处的核苷酸变异，导致!!#;(的氨

基酸长度较!"#$%&’多出&个氨基酸。（*）氮连接糖基化位点的改变。因此考虑!!#;(
的变异可能为免疫选择压力所致。

!!#;(又存在着567>蛋白共同的特点：（#）具有&<+左右的氧连接糖基化位点。

（4）在变异较大的胞外区存在着一个以*个半胱氨酸（#’&?#$;）为中心的高度保守区

（#%#?4<;）。

研究结果进一步阐明了567不同亚型间>蛋白缺乏交叉保护作用的分子生物学基

础，提示567反复感染可能同亚型的变异有关，同时说明在研制有效的567疫苗时应包

括31亚型的>蛋白。此外，在发展我国567疫苗时应考虑选用我国的分离株。当然，

只对一株5671亚型>蛋白的基因分析不能完全反映我国5671亚型>蛋白的基因状

况和变异特征。为此，我们正对我国不同地区，不同年份的5671亚型>蛋白基因进行

分析，其结果将对我国567感染的免疫预防起到积极的推动作用。
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