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摘要：【目的】为了研究羊轮状病毒 1A 株 MN$ 基因的遗传进化规律，【方法】根据 OB:P;:Q 中相关 MN$ 基因的

保守序列，设计合成引物，扩增 1A 株 MN$ 基因并进行克隆测序和序列分析。【结果】氨基酸序列比较表明

1A 株与其他毒株 MN$ 基因的相似性为 HH RES T "# R!S，且氨基酸突变多发生在 MN$ 蛋白的非功能区。MN$
蛋白进化树表明 1A 株与牛轮状病毒处于同一进化分支，有较近的亲缘关系。结合 )( 株具有代表性的轮状

病毒，计算毒株间 MN$ 基 因 的 核 苷 酸 和 氨 基 酸 进 化 距 离，并 对 核 苷 酸 的 同 义 突 变 率（U0）和 非 同 义 突 变 率

（U1）进行研究，发现 U13U0 的比值小于 $，说明同义替代是 MN$ 基因在进化过程中的主要变异。【结论】本文

首次对羊轮状病毒 1A 株进行了 MN$ 基因的测序，并对 MN$ 基因的进化距离和进化规律进行深入探讨。
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羊轮状病毒（VW>:B X8.;W>9+-，VXM）属呼肠 孤 病

毒科（XB8W>9>U;B）轮状病毒属（X8.;W>9+-，XM），能引起

羊病毒性腹泻暴发流行并导致死亡，造成巨大的经

济损失。尽管羊是重要的养殖动物之一，但目前对

VXM 的研究 还 相 当 有 限。)% 世 纪 H% 年 代 末，首 次

从患有腹 泻 的 羊 身 上 分 离 出 第 一 株 VXM Y")E 株，

并将其用于病毒致病性的研究［$］。在日本暴发病毒

性腹泻期间，又从羊身上分离出 E 株 VXM（ZD$，ZD)，

ZDE），并进 行 免 疫 血 清 学 相 关 研 究［)］。而 研 究 较 多

的是 $"#$ 年 在 中 国 青 海 省 XM 流 行 期 间 分 离 得 到

的羔羊 轮 状 病 毒。基 因 分 型 研 究 表 明 该 病 毒 属 于

O$%N［$&］型病毒［E］。通过血清型、基因型以及毒性

等方面的研究，证明该病毒是弱毒株，适合作为亲本

株用于制备基因重配抗人 XM 疫苗，北京诺 泰 科 华

生物技术 开 发 有 限 公 司 目 前 已 经 在 国 内 申 请 相 关

专利。

对 XM 基因组的克隆及其结构和功能的研究表

明，XM 是 无 膜 囊 的 双 链 X1* 病 毒，其 基 因 组 由 $$
条不连续的双链 X1* 组成，分别编码 ( 个结构蛋白

（MN$，MN)，MNE，MN!，MN( 和 MNH）和 &3( 个非结构蛋

白（10N$，10N)，10NE，10N!，10N&3 10N(）［! ’ &］。根据

MN!，MNH，MN( 和 10N! 基因分别将轮状病毒分为 )#
个 N 型，$& 个 O 型，E 个 0O 亚型和 *DF 基因型［(DH］。

目前，对于羊轮状病毒的研究也集中在这几个型基

因上，虽然这些基因能在一定程度上反映病毒株的

遗传学、免疫学及流行病学等信息，但不能完整的阐

释病毒的感染、复制、宿主范围限制性和进化等一般

特性，所以有必要对 VXM 的其它基因也进行深入的

研究以更好地了解它的生物学特性，从而更全面的

认识 VXM 的结构和功能，研制出更适合于人类或其

他动物的 XM 预防疫苗。

MN$ 是 轮 状 病 毒 X1* 依 赖 的 X1* 聚 合 酶

（XUXN），是病 毒 的 转 录 酶 和 复 制 酶，在 病 毒 的 感 染

和复制过程中起着至关重要的作用［#］。本文首次对



近年 来 在 国 内 分 离、鉴 定 并 同 样 具 有 疫 苗 潜 力 的

!"#$%& 株进行了 #’( 基因的克隆测序，通过计算不

同病毒 #’( 基因的核苷酸和氨基酸序列的进化距离，

对 #’( 基因的遗传进化规律进行了深入的探讨。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 实验材料：本实验所研究的羊轮状病毒分离

自青海省 "# 流行期间一患有病毒性腹泻的羊粪便

样品，由北京诺泰科华生物技术开发有限公司在猴

肾细胞 )*(+, 中 传 代 培 养 而 得 到。该 羊 轮 状 病 毒

被命名为 !"#$%& 株。

! "! "# 主要试 剂 和 仪 器：基 因 克 隆 质 粒 为 -./)$&
载 体（ ’012345 公 司 ），基 因 克 隆 用 大 肠 杆 菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）678!，由本实验室保存。反转录酶

购自 9:;<=0143: 公 司，"%35>? )<:< @<= 试 剂 盒 购 自

A9*43: 公司，&5B 酶购自大连宝生物（&5@5"5）公司，

C%&’ 购 自 ’012345 公 司，"*D/ 试 剂 盒 购 自

DE!%/&/D7 公 司，/& 6?3 &302<:5=10 @<= 购 自 ./
F35G=FH503 公司。

! "! "$ 引 物：下 载 .3:I5:J 数 据 库 中 相 关 "# 的

#’( 序列，用 DGK>=5G L 软件对这些序列进行多序列

比对得到病毒共有的保守区，用 !G<41 软件设计 #’(
的特异引物，并由上海生物工程公司合成。引物的

核 苷 酸 序 列 为 （ 由 8M ! NM 方 向 ）， ’(：

.D&*&*D**&....**.&（ 碱 基 位 点 (($OP）和 ’O：

D*D*&D&**.D.D&D&**（碱基位点 NOP,$NN+(）。

! "# %& 株总 ’%( 的提取

按纪绍忠报道的方法培养 !"#$%& 株［Q］。使用

"%35>? )<:< @<= 试剂盒提取 %& 株的 C>"%*，操作步

骤按照产品说明书。

! "$ ’&)*+’ 和基因末端序列测定

%&R#’( H6%* 的 合 成 按 SK-30SH0<-=&)"反 转 录

酶说明书，使 用 随 机 引 物（"5:C12 -0<230）进 行 反 转

录，转 录 体 系 O+#E，其 中，模 板 "%* 溶 液 P T8#E，

"5:C12 -0<230（8++ :4R#E）O T8 #E，8 U IKVV30 , #E，

+ T( 21GRE 6&& O #E，C%&’（(+ #21GRE）( #E，SS99
（O++ KR#E）( #E，"%5><:（,+ KR#E）( #E。 反 应 产 物

W O+X保 存 备 用。%&R#’( 扩 增 体 系 为 O8#E，其 中

H6%* 模板 O#E，’0<230（’( Y ’O）（(+#21GRE）O#E，

(+ U IKVV30 O T8 #E，)4DGO（O8 221GRE）O #E，C%&’
（O T8 221GRE 35HF）O#E，+(,（8#21GRE）+ T8#E，灭 菌

超纯水 (,#E。反应条件：Q,X 预变性 O 2<:，Q,X变

性 N+ >，8+X 退 火 N+ >，ZOX 延 伸 N 2<:，N8 个 循 环，

ZOX终延伸 (+ 2<:。反应产物用 ([ 琼脂糖凝胶电

泳检测，W O+X保存备用。

经过 ’D" 方法扩增出的 #’( 基因片段，由于受

序列限制无法扩增 8M末端，我们 采 用 "*D/ 试 剂 盒

（S)*"& "*D/ H6%* *2-G<V<H5=<1: @<=）进 行 末 端 扩

增。详细流程请参见试剂盒的使用说明书。

! ", 基因克隆和核苷酸测序

纯化 后 的 ’D" 产 物 与 -./)$& 载 体 连 接 并 转

化到大肠杆菌 678!感受态细胞，经阳性克隆鉴定，

提取质粒 6%* 进行核苷酸序列的测 定。#’( 基 因

的核苷酸序列测定利用 /& 6?3 &302<:5=10 @<= 双 脱

氧法，经乙醇纯化后的产物用 *I9NZN+ 测序仪进行

双向测定。测 序 时，首 先 用 &Z 和 S’\ 引 物 进 行 测

定，再 根 据 测 定 结 果 合 成 新 的 引 物，逐 步 完 成 #’(
基因片段的序列测定。

! "- 序列相似性分析和进化树的构建

利用 6%*S=50\ T+ 软件对 #’( 基 因 的 编 码 区 进

行分析，利用 DGK>=5G ] 多序列联配程序［(+］进行氨基

酸序列比较，用 I<1/C<= 软件进行氨基酸序列相似性

的计算，再用邻接法进行进化树的绘制。

! ". 不同 ’/ 病毒 /*! 基因的核苷酸序列及其推

导的氨基酸序列进化距离的差异比较

从 .3:I5:J 数据库中得到 O8 株 具 有 代 表 性 的

"# 毒株与我们所测的羊 "# 的 %& 株一起进行核苷

酸序列 及 其 推 导 氨 基 酸 序 列 的 差 异 比 较。 利 用

I<1/C<= 软 件 进 行 序 列 的 编 辑，对 比 和 分 析。 用

)/.*, T+ 软件中 的 泊 松 校 正 方 法 计 算 氨 基 酸 进 化

距离，用 @<2K05$O 参数方法［((］计算核苷酸的进化距

离，用 ’52<G1$I<5:HF<$E< 方 法［(O］计 算 核 苷 酸 非 同 义

替代率（C%）和同义替代率（CS）。

# 结果

# "! ’&)*+’ 扩增和测序结果

羊 %& 株 #’( 基 因 经 "&$’D" 扩 增 出 一 个 约

N TN J^ 左右的 目 的 片 段，与 预 期 结 果 一 致。’D" 产

物经过 N 次克隆和核苷酸序列测定，结果表明所克

隆 的 #’( 基 因 片 段 为 NN+O ^-，开 放 阅 读 框 为

NO\Z ^-，编码 (+PP 个氨基酸（55）。序列结果已提交

.3:I5:J，*HH3>><1: %1 T _‘+N(+(Q。

# "# 氨基酸序列比较和进化树分析结果

表 ( 为氨基酸序列同源性比较结果，发现羊 %&
株 #’( 与其他毒株的相似性为 ZZ TN[ a QP T,[。其

中，与人 6"DP\ 株 的 相 似 性 程 度 最 高（QP T,[），与

羊 !#"Z\O 株的相似性次之（QP T([）；而与鸟类 "#

\8+( b5:cK: DF3: 3= 5G d R -#.( /’#&)0’)*)1’#( 2’3’#(（O++Q）,Q（P）



的 !"#$% 株的相似性程度最低（&& ’%(）。氨基酸多

序列联配结果表明，)!$ 蛋 白 的 氨 基 酸 突 变 多 发 生

在非功能区，而在 )!$ 蛋白的 * 个 +,- 依赖的 +,-

聚合酶功 能 区（.. 位 点 /$*#/01，/2*#3$4，302#3%2 和

310#&4*）［$%］的 突 变 较 少，功 能 区 的 变 异 情 况 如 图 $
所示。

表 ! "#$%&’ 株与其他 #$ 株 $(! 基因的氨基酸序列同源性比较

5.678 $ !89:8;<.=8> ?@ .AB;? .:BC BC8;<B<D ?@ )!! !$ ?@ <E8 "+) ><9.B; ,5 FB<E ?<E89 =9?GH - +)>
I<9.B;JIH8:B8> KC8;<B<DJ( -::8>>B?; ,?’ I<9!! .B;JIH8:B8> KC8;<B<DJ( -::8>>B?; ,?’
")+&30J"L 12 ’$ MN//*$*2 5O#PE8;JQG 1&’/ -R&2!! &3/%

!!ST<:JO? 1& ’2 U//*** VI#$JQG 1&’/ VW2&4/4/

!!XP%JO? 1& ’% MN/343$/ V+P23JQG 12’* VW44/$0/

!!IG;1JO? 1& ’0 -O%&*$*% QG;/JQG 12’4 MN//*$4*
O+)4%%JO? 1/ ’1 MN/343$0 QP+%-JQG 1/’4 MS &421!! 4$
I-$$JIB 13 ’3 VW2%23%2 +?$2*/JQG 1*’3 MS&4221!! 4

!!++)JIB 1& ’3 MN/2%443 %4J13JY. 13 ’& VW04/00$
5SPQJIB 1/ ’$ MN/2%4$4 -&1#$4JP. 1/ ’4 MS&421%!! *

!!,$//JQG 13’& MS044&1% T$4JP. 1* ’& MS&4210%
VE.Z.3JQG 21’2 MN/34&4/ PS#$JP. 1* ’1 MS&421$!! 0
O*$43JQG 1&’* ,P [ 44&*&% !! -$%$J!? 23 ’2 MN/343$2

!!X.JQG 21’2 VW*14/%1 !"#$%J-L && ’% -O441301
-S#$JQG 1*’2 VW*14/%%
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图 ! 羊轮状病毒 &’ 株 与 ) 组轮状病毒 $(! 蛋白的 * 个 #+#( 功能区氨基酸序列的比较
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!"# 蛋白的遗传进化树将病毒株大致分为 $ 个

分支：羊 %& 株与 ’!()*+、猿、犬、牛、兔及部分人类

的 (! 病 毒 株 处 于 同 一 个 进 化 分 支 中；人 (! 的

,-./. 和 0. 与猪的 1#$# 形成另一个分支；鸟类的

"’2#$ 单独形成一个分支（图 +）。

图 ! " 群轮状病毒 #$% 蛋白的进化分析

345 6+ "-7895:;:<4= .;.87>4> ?.>:@ 9; <-: .A4;9 .=4@ >:BC:;=:> 9D !"# 9D EF9CG 1 F9<.H4FC> 6 %CA?:F> .< ;9@:> F:GF:>:;< G:F=:;<.5: 8:H:8> 9D ?99<><F.G

>CGG9F<，?.>:@ 9; . %:45-?9F2I94;4;5 .;.87>4> 9D JKKK F:G84=.<:>L 1==:>>49; ;CA?:F> 9D ;C=8:9<4@: >:BC:;=:> .F: 54H:; 4; G.F:;<-:>:>L M.F 4;@4=.<:> +N

>:BC:;=: @4H:F5:;=: 6

! &’ 序列进化距离差异比较结果

对 +* 个不同 (! 毒株的 !"# 基因的核苷酸（;<）
进行 O4ACF.2+ 距离的计算结果 可 以 看 出 !"# 基 因

间核苷酸进化距离在 K LK#+ P K L$Q$ 之间（表 +），平

均距离为 K L+KQ。对 !"# 蛋白的氨基酸进行泊松校

正距离的计算结果可以看出，!"# 的氨基酸进化距

离在 K LKK# P K L+Q* 之间（表 $），平均距离为 K LK)#。

以上结果说明，(! 的 !"# 基 因 片 段 的 核 苷 酸 和 氨

基酸进化距离的差异范围都比较大，尤以氨基酸明

显。另外，核苷酸的进化距离均比氨基酸的大，说明

在进化过程中同义突变率要大于非同义突变率。

对不同 (! 毒株的 !"# 基因的蛋白编码区内核

RJK# S.;IC; T-:; :< .8 6 U !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（+KKQ）VQ（R）
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苷酸自展 !""" 次，进行平均同义替代率（#$）和非同

义替代率（#%）的 计 算，得 到 #$ 和 #% 的 值 分 别 为

! &!’( 和 " &")*，#%+#$ 的比值为 " &",-。#%+#$ 的比

值远远小于 !，说明 ./ 的 /0! 基因在进化过程中

同义突变率要远远大于非同义突变率，此结果与进

化距离分析所得出的结论一致。

! 结论

羊 %1 株 /0! 基因推导的氨基酸序列除与鸟类

./ 023!, 的氨基 酸 序 列 同 源 性 小 于 -"4 以 外，与

哺乳动 物 ./ 的 同 源 性 都 在 -* &-4 5 ’- &)4，甚 至

与大多数 ./ 的同源性都在 ’64 以上（表 !）。说明

羊 %1 株 /0! 基因具有相当高的保 守 性，在 进 化 过

程中能稳 定 遗 传。根 据 早 期 对 轮 状 病 毒 /0! 蛋 白

进化树的研究表明，哺乳动物 ./ 可以分为 两 大 分

支：猪 ./（7!,! 株 等）与 人 ./（893:;<= 病 毒 株）形

成一个分支；牛 ./（>?@A，B./",, 等），猿 ./（$7!!，

1>CD 等）与人 ./（E$3!3:;<= 病毒株）形成另一个大

分支［!) F !6］。本实 验 研 究 结 果 仍 可 以 在 进 化 树 上 看

到哺乳动物 ./ 的 两 大 明 显 分 支，并 且 将 羊（%1 和

2/.(*G 株）、犬和 兔 的 ./ 也 归 类 到 牛 ./ 这 一 分

支上（图 G），说明羊 %1 株 /0! 基因与牛 ./ 具有较

近的进 化 起 源 关 系。/0! 蛋 白 的 进 化 树 研 究 还 发

现，用 /0! 构建的系统进化树和用 /0G，/0, 构建的

进化树非常相似［!* F !(］，但与其它基因片段构建的进

化树差异 较 大。这 种 现 象 提 示，虽 然 ./ 的 基 因 组

由 !! 个不连续的 .%7 片段构成，不同基因在遗传

变异上仍存在一定的内在联系；同时也表明，仅仅对

./ 的 /0)，/0( 和 %$0) 等个别基因片段的研究并

不能完全 阐 释 其 遗 传 特 征 和 进 化 规 律，因 此 对 ./
其他基因 的 研 究 有 利 于 更 全 面 地 认 识 其 结 构 和 功

能，从而为 ./ 疫苗的研发和优化提供更可 靠 的 依

据。

基因间进化距离的远近可以通过不同的统计方

法计算核苷酸和氨基酸替代数来衡量。本研究分别

采用 ?;HIJ93G 参 数 法 和 泊 松 校 正 法 来 计 算 不 同 毒

株 /0! 基因 间 的 核 苷 酸 和 氨 基 酸 进 化 距 离。结 果

显示，不同 ./ 毒株 /0! 基因间的核苷酸遗传差距

远大 于 氨 基 酸 遗 传 差 距，说 明 在 ./ 进 化 过 程 中

/0! 基因的核苷酸变异比 氨 基 酸 变 异 要 快，即 核 苷

酸的同义突变率远大于非同义突变率。在 #% 和 #$
研究中，#% 总是小于 #$ 的结果也表明，同义替代是

轮状病毒 /0! 基因编码区内的主要变异，与外界选

择压力关系不大，即该片段在进化关系中处于负向

选择。这种 /0! 蛋白的高度保守性为 /0! 执行重

要的 .%7 复制功能提供了重要的分子基础。
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