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陕西省部分地区猪瘟流行毒株与疫苗毒株
Ｅ２ 基因主要抗原区序列变异分析
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（咸阳职业技术学院 生物科技系，动物疫病分子生物学诊断实验室，陕西 咸阳７１２０００）

摘　要：研究陕西省猪瘟病毒Ｅ２ 基因主要抗原区变异情况，为猪瘟防控提供依据。用巢式ＰＣＲ
方法对猪瘟疫苗和采自陕西省部分地区的疑似猪瘟病料进行Ｅ２ 基因主要抗原区扩增并测序，将

测序结果与 ＨＣＬＶ疫苗株和Ｓｈｉｍｅｎ株Ｅ２ 基因进行序列比对分析。结果表明，２３株流行毒株之

间的核苷酸同源性在８６．０％～１００％，氨基酸同源性在８７．８％～１００％；与ＨＣＬＶ株相比，核苷酸同

源性在７７．２％～８１．２％，氨基酸同源性为７８．９％～８８．９％；与经典强毒Ｓｈｉｍｅｎ株核苷酸同源性为

７７．２％～８０．９％，氨基酸同源性为８０．０％～９０．０％。２株疫苗毒Ｅ２ 基因和ＨＣＬＶ株相比较，核苷

酸同源性为９３．４％，氨基酸同源性为９０．０％；和Ｓｈｉｍｅｎ株核苷酸同源性为９４．１％，氨基酸同源性

为９２．２％。疫苗和经典ＨＣＬＶ株Ｅ２ 主要抗原区相比，在所测定的９１个氨基酸位点中有９个位点

发生了变异，流行毒株相对于ＨＣＬＶ株有１２个氨基酸位点发生了变异。流行毒株Ｅ２ 基因主要抗

原区发生了较明显的变异，疫苗Ｅ２ 基因主要抗原区和ＨＣＬＶ株相比发生了较为明显的变异。疫

苗和流行毒株只有３个变异位点相同，提示疫苗和流行毒的变异趋势不一致。
关键词：猪瘟；Ｅ２ 基因；序列分析
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　　猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是 一 种 严 重

威 胁 养 猪 业 的 烈 性 传 染 病，其 病 原 为 猪 瘟 病 毒

（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）。ＣＳＦＶ 在 分

类地 位 上 属 于 黄 病 毒 科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）瘟 病 毒 属

（Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ），同属的还有牛病毒性腹泻粘膜病病毒

（Ｂｏｖｉｎｅ　ｖｉｒａｌ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）和边界病病毒

（Ｂｏｒｄｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）。ＣＳＦＶ为有囊膜的

单链正股ＲＮＡ病 毒，其 基 因 组 大 小 约 为１２．３ｋｂ，
仅有 一 个 大 的 开 放 阅 读 框（Ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ），ＣＳＦＶ所有的结构蛋白和非结构蛋白均由这

一ＯＲＦ编 码［１，２］。ＣＳＦＶ的 囊 膜 糖 蛋 白 有 Ｅ０、Ｅ１
和Ｅ２，Ｅ０蛋白具有ＲＮＡ酶活性，进一步的研究还

证实Ｅ０和ＣＳＦＶ感染细胞及减弱宿主的免疫防御

有关［３ －５］；Ｅ２蛋白是ＣＳＦＶ免疫保护的主要相关抗

原，国内外对Ｅ２的研究最多，业已证实Ｅ２蛋 白 可

分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ　４个 功 能 区 域，Ａ区 又 分 为 Ａ１、Ａ２
和Ａ３　３个亚区，其 中 Ａ１亚 区、Ｂ区 和Ｃ区 能 诱 导

产生中和抗体［６，７］。
我国在研制成功猪瘟兔化弱毒苗（ＨＣＬＶ）并大

范围应用以后，对控制ＣＳＦＶ的大范围流行起到了

关键作用，为 我 国ＣＳＦＶ的 防 制 作 出 了 重 要 贡 献，
并且建立了 以 此 疫 苗 免 疫 为 主 的 防 控 策 略。自２０
世纪７０年代以后，ＣＳＦＶ的流行特点发生 了 变 化，
临床上以非典型猪瘟为主，发病以散发为主要特征，
免 疫 失 败 屡 有 发 生，多 数 学 者 认 为 这 一 现 象 和

ＣＳＦＶ基 因 变 异 有 关。在２００８年 到２０１０年 间，陕

西省某些猪场相继发病，临床上出现了多年不见的

典型病理 变 化。为 了 揭 示 当 前ＣＳＦＶ流 行 毒 株 分

子变异情况，我们对ＣＳＦＶ疫苗毒株和流行毒株Ｅ２
基因主要抗原区序列进行分析，以期明确当前流行

毒株的分子变异规律，为ＣＳＦ防控提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　病料和疫苗

由课题组 采 集 陕 西 省 疑 似 ＣＳＦ的 猪 脾 脏、肾

脏、肝脏和淋巴结，将组织病料充分研磨后离心收集

上清液，－７０℃保存备用。猪瘟兔化弱毒疫苗脾毒

苗（批号２００６００３）和细胞苗（批号２００６００２）为 青 岛

某公司生产。

１．２　所用试剂

Ｔｒｉｚｏｌ　ＬＳ　Ｒｅａｇｅｎｔ为 美 国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 产

品；ＡＭＶ反转录酶（５Ｕ／μＬ）、ＨＰＲ　Ｉ　ＲＮＡ酶抑制

剂（４０Ｕ／μＬ）、ＤＥＰＣ处理水、ｒＴａｑ　ＤＮＡ聚合酶（５
Ｕ／μＬ）、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｐＭＤ１８－Ｔ载 体 克 隆

试剂盒、ＢａｍＨⅠ（１５Ｕ／μＬ）及 ＨｉｎｄⅢ（１５Ｕ／μＬ）
限制性内切酶均为ＴａＫａＲａ公司产品；ＵＮＩＱ－１０柱

式ＤＮＡ胶回收试剂盒购自生工生物工程（上海）有

限公司；ＤＨ５α大肠杆菌由本实验室保存。

１．３　引物的设计和合成

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ上 发 表 的 ＣＳＦＶ　Ｓｈｉｍｅｎ株 及

ＨＣＬＶ株全基因序列，由生工生物工程（上海）有限

公司 合 成 了２对 引 物Ｐ１／Ｐ２、ＰＥＤ１／ＰＥＤ２，Ｐ１／Ｐ２
扩增Ｅ２ 全 长 基 因，ＰＥＤ１／ＰＥＤ２扩 增Ｅ２ 基 因 主 要

抗原区Ａ区域。序列及相对位置见表１。

表１　引物名称、序列、位置及长度

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｎａｍｅ，Ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
名称

核苷酸序列
（５′３′）

相对Ｓｈｉｍｅｎ
株位置

扩增
长度

Ｐ１ ＧＴＡＡＣＴＧＧＧＧＣＡＣＡＡＧＧ　 ２４２３－２４３９

Ｐ２ ＴＴＡＴＣＡＣＴＡＴＣＡＧＣＣＡＣＡＧＧＡＣＡＴ　３５２４－３５０４　１１０２ｎｔ

ＰＥＤ１ ＴＣＧＡＣＡＡＣＣＡＡＴＧＡＧＡＴＡＧＧＧ　 ２４６７－２４８７

ＰＥＤ２ ＣＡＣＡＧＣＣＣＡＡＡＴＣＣＡＡＡＧＴＣＡＴＣ　２７３８－２７１６　２７２ｎｔ

１．４　 病 毒 总 ＲＮＡ 的 提 取 及 反 转 录 获 得 第 一

链ｃＤＮＡ
取各病料上清液或疫苗稀释液各２５０μＬ，参照

Ｔｒｉｚｏｌ　ＬＳ　Ｒｅａｇｅｎｔ试 剂 说 明 进 行 总ＲＮＡ的 提 取，

空气中自然 干 燥 总ＲＮＡ。核 酸 干 燥 后 用１０．０μＬ
ＤＥＰＣ处 理 水 充 分 溶 解，加 入 下 游 引 物 Ｐ２（２５．０

μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，置６５℃水浴１０ｍｉｎ，取出后立即

冰浴５ｍｉｎ，再 分 别 加 入ｄＮＴＰ　４．０μＬ，５×ＡＭＶ

５２
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Ｂｕｆｆｅｒ　４．０μＬ，ＡＭＶ　０．５μＬ，ＨＰＲ　Ｉ　０．５μＬ，总体

积２０．０μＬ。４２℃水浴反转录９０ｍｉｎ后取出，－２０
℃保存备用。

１．５　Ｅ２ 主要抗原区基因的巢式ＰＣＲ扩增及鉴定

取第１链ｃＤＮＡ　４．０μＬ作为模板进行ＰＣＲ反

应，反应体系中其他成分为：超纯水３４．０μＬ，１０×
ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，ｄＮＴＰ　４．０μＬ，上 下 游 引 物 各

１．０μＬ（２５．０μｍｏｌ／Ｌ），ｒＴａｑ　ＤＮＡ聚合酶１．０μＬ，
总体积５０．０μＬ。第１次扩增ＰＣＲ条件为：９５℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃５０ｓ，５４℃６０ｓ，７２℃６０ｓ共３５
个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。第２次扩增取１０
倍稀释的第１次 扩 增 产 物４．０μＬ作 为 模 板，ＰＣＲ
条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，

７２℃４５ｓ共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反

应完毕后取５．０μＬ　ＰＣＲ产物于１０ｇ／Ｌ琼 脂 糖 凝

胶中电泳，凝胶成像系统中观察照相。

１．６　ＰＣＲ产物的回收、克隆及测序

ＰＣＲ产物纯化 按 照 ＵＮＩＱ－１０柱 式ＤＮＡ胶 回

收试剂盒说明进行。回收产物与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连

接，转化 ＤＨ５α感 受 态 细 胞，经 Ａｍｐ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ
筛选，挑 取 白 色 单 个 菌 落，３７℃摇 培 至 饱 和，菌 液

ＰＣＲ鉴定为阳性，提取质粒，ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶

切鉴定，阳性质粒送上海生工进行测序。

１．７　Ｅ２ 基因核苷酸和氨基酸序列比较分析

先后获得了２株疫苗毒株和陕西省２３株流行

毒株Ｅ２ 主要抗原区Ａ区域序列，利用ＤＮＡｓｔａｒ软

件与ＧｅｎＢａｎｋ中发 表 的ＣＳＦＶ代 表 毒 株 分 别 进 行

核苷酸 和 氨 基 酸 同 源 性 比 较 分 析，并 绘 制 系 统 发

生树。

２　结　果

２．１　Ｅ２ 基因主要抗原区扩增

采用以上条件从２３份病料上清液和２份疫苗

稀释液中 成 功 扩 增 了Ｅ２ 基 因 的 主 要 抗 原 区 Ａ区

域，这２３株流行毒株命名为ＡＨ１１、ＡＨ２４、ＡＨ４８、

ＡＨ７６、ＡＨ１３９、ＡＨ１４０、ＡＨ１４４、ＡＨ１５０、ＡＨ１５２、

ＡＨ１５３、ＡＨ１５４、ＡＨ１５６、ＡＨ１５７、ＡＨ１５９、ＡＨ１６０、

ＡＨ１６１、ＡＨ１６３、ＡＨ１６５、ＡＨ１６９、ＡＨ１７０、ＡＨ１７１、

ＡＨ１７４和 ＡＨ１８２，分 别 来 自 陕 西 省 咸 阳 市、宝 鸡

市、西安市、渭南市及铜川市，巢式ＰＣＲ扩增结果与

预期的２７２ｎｔ片段大小相符，见图１。

２．２　Ｅ２ 基因核苷酸和氨基酸序列比较

用ＤＮＡｓｔａｒ软 件 分 析２株 目 前 疫 苗 毒 株 、２　３

图１　Ｅ２基因巢式ＰＣＲ扩增电泳

注：图Ｐ阳性对照，Ｎ阴性对照，１～５部分病料扩增，

６脾毒苗，７细胞苗，Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡ分子质量标准

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｎｅｓｔｅｄ　ＰＣＲ　ｏｆ　Ｅｄｇｅｎｅ
Ｎｏｔｅ：Ｐ：Ｐｅｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｖｏｌ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；１～５：

Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｏｍｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅｓ；６：Ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎ　ｏｆ　ｓｐｌｅｅｎ；

７：Ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ；Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ

株流行毒株和经典ＨＣＬＶ株及Ｓｈｉｍｅｎ株的核苷酸

和推导氨基酸的同源性，分析表明ＡＨ１４４、ＡＨ１５２、

ＡＨ１５３、ＡＨ１５４、ＡＨ１６１、ＡＨ１６３、ＡＨ１７１ 和

ＡＨ１７４这８株同源 性 为１００％，选ＡＨ１４４为 代 表；

ＡＨ１５０和ＡＨ１６９同 源 性 为１００％，以 ＡＨ１５０为 代

表；ＡＨ１６５和ＡＨ１７０同 源 性 为１００％，以ＡＨ１６５为

代表；ＡＨ１３９、ＡＨ１４０和ＡＨ１８２同 源 性 为１００％，以

ＡＨ１３９为代表；细胞苗和脾毒苗同源性也为１００％，
以细胞苗为代表。比较结果见表２。

２．３　Ｅ２ 基因系统发生树分析

用ＤＮＡｓｔａｒ软件中 ＭｅｇＡｌｉｇｎ功能，分析２株

疫 苗 毒 株、２３ 株 流 行 毒 株 和 经 典 ＨＣＬＶ 株 及

Ｓｈｉｍｅｎ株的核苷酸分子衍化关系，对这些毒株进行

基因分群。结果见图２。

图２　Ｅ２ 基因系统发生树

Ｆｉｇ．２　Ｐｌｙ　Ｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　Ｅ２ｇｅｎｅ

３　讨　论

３．１　２株疫苗 和２３株 流 行 毒 株Ｅ２ 基 因 主 要 抗 原

区核苷酸和氨基酸同源性分析

Ｅ２蛋白作为ＣＳＦＶ主要保护性抗原能诱导机

６２
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表２　Ｅ２ 主要抗原区核苷酸与推导氨基酸序列同源性

Ｔａｂ．２　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｎｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｏｆ　Ｅ２ｇｅｎｅ ％

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８　 ９　 １０　 １１　 １２　 １３　 １４　 １５

１　 ９５．２　 ９０．８　 ８７．９　 ８９．７　 ９０．４　 ８９．３　 ９０．４　 ９０．１　 ９５．２　 ９４．１　 ９４．５　 ７９．８　 ８０．１　 ８０．１

２　 ９４．４　 ８８．６　 ８９．０　 ８７．５　 ８８．２　 ８７．１　 ８８．２　 ８７．９　 ９７．１　 ９６．０　 ９７．４　 ７７．６　 ７８．３　 ７８．３

３　 ９２．２　 ９２．２　 ９４．１　 ９８．９　 ９９．６　 ９３．０　 ９９．６　 ９９．３　 ８８．６　 ８６．８　 ８７．９　 ７９．４　 ８０．５　 ８０．１

４　 ９２．２　 ９４．４　 ９７．８　 ９３．８　 ９３．８　 ９２．６　 ９３．８　 ９３．０　 ８９．０　 ８７．１　 ８７．５　 ７７．６　 ７９．４　 ７８．７

５　 ９１．１　 ９１．１　 ９８．９　 ９６．７　 ９８．５　 ９２．３　 ９８．５　 ９８．９　 ８７．５　 ８５．７　 ８６．８　 ７９．４　 ８０．５　 ８０．１

６　 ９１．１　 ９１．１　 ９８．９　 ９６．７　 ９７．８　 ９２．６　 ９９．３　 ９８．５　 ８８．２　 ８６．４　 ８７．５　 ８０．１　 ８１．２　 ８０．９

７　 ９１．１　 ９１．１　 ９８．９　 ９６．７　 ９８．９　 ９７．８　 ９２．６　 ９２．３　 ８７．９　 ８６．４　 ８６．４　 ７７．２　 ８０．１　 ７９．４

８　 ９２．２　 ９２．２　 １００　 ９７．８　 ９８．９　 ９８．９　 ９８．９　 ９８．９　 ８８．２　 ８６．４　 ８７．５　 ７９．０　 ８０．１　 ７９．８

９　 ９１．１　 ９１．１　 ９８．９　 ９６．７　 ９７．８　 ９７．８　 ９７．８　 ９８．９　 ８７．５　 ８６．０　 ８７．１　 ７８．３　 ７９．４　 ７９．０

１０　 ９５．６　 ９８．９　 ９３．３　 ９３．３　 ９２．２　 ９２．２　 ９２．２　 ９３．３　 ９２．２　 ９７．１　 ９６．７　 ７７．９　 ７８．７　 ７８．７

１１　 ９１．１　 ９４．４　 ８８．９　 ８８．９　 ８７．８　 ８７．８　 ８７．８　 ８８．９　 ８７．８　 ９５．６　 ９６．０　 ７６．８　 ７７．２　 ７７．２

１２　 ９４．４　 ９７．８　 ９２．２　 ９２．２　 ９１．１　 ９１．１　 ９１．１　 ９２．２　 ９１．１　 ９８．９　 ９４．４　 ７６．８　 ７７．２　 ７７．２

１３　 ８１．１　 ８０．０　 ８４．４　 ８３．３　 ８４．４　 ８５．６　 ８４．４　 ８４．４　 ８３．３　 ８０．０　 ７５．６　 ７８．９　 ９３．４　 ９４．１

１４　 ８２．２　 ８３．３　 ８７．８　 ８６．７　 ８７．８　 ８８．９　 ８７．８　 ８７．８　 ８６．７　 ８３．３　 ７８．９　 ８２．２　 ９０．０　 ９８．５

１５　 ８３．３　 ８４．４　 ８８．９　 ８７．８　 ８８．９　 ９０．０　 ８８．９　 ８８．９　 ８７．８　 ８４．４　 ８０．０　 ８３．３　 ９２．２　 ９７．８

　　注：右上角为核苷酸同源性，左下角为氨基酸同源性。

Ｎｏｔｅ：Ｎｕｃｌｅｏｔｉｅｄ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｉｓ　ｉｎ　ｆｒｏｎｔ　ｏｆ　ｔａｂｌｅ，ｂｅｌｏｗ　ｉｓ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｈｏｍｏｇｅｎｉｔｙ、１．ＡＨ１１，２．ＡＨ１３９，３．ＡＨ１４４，４．ＡＨ１５０，５．ＡＨ１５６，６．

ＡＨ１５７，７．ＡＨ１５９，８．ＡＨ１６０，９．ＡＨ１６５，１０．ＡＨ２４，１１．ＡＨ４８，１２．ＡＨ７６，１３．细胞苗，１４．ＨＣＬＶ，１５．Ｓｈｉｍｅｎ。

体产生保护性 中 和 抗 体，流 行 毒 株Ｅ２ 基 因 的 变 异

可能导 致Ｅ２蛋 白 抗 原 性 的 改 变，从 而 影 响 疫 苗 的

免疫保护力，因 而 研 究Ｅ２ 基 因 和 蛋 白 的 变 异 对 制

定ＣＳＦＶ防制策略具有重要意义。我国数位学者研

究结果均认为 流 行 毒 株Ｅ２ 基 因 发 生 了 较 大 变 异，

和ＨＣＬＶ株同源性约在８２％～８４％［８ －１０］。
从表２可以看出，２３株流行毒株之间的核苷酸

同源性在８６．０％～１００％，氨基酸同源性在８７．８％
～１００％；和ＨＣＬＶ株相比，核苷酸同源性在７７．２％
～８１．２％，氨 基 酸 同 源 性 为７８．９％～８８．９％；与 经

典 强 毒 Ｓｈｉｍｅｎ 株 核 苷 酸 同 源 性 为 ７７．２％ ～
８０．９％，氨基酸同源性为８０．０％～９０．０％。表明２３
株流行毒株与ＨＣＬＶ株Ｅ２ 基因和蛋白主要抗原区

相比发生了明显的变异。
测得的２株当前ＣＳＦＶ疫苗株Ｅ２ 基因主要抗

原区，和ＨＣＬＶ株 相 比 较，结 果 发 现 核 苷 酸 同 源 性

为９３．４％，氨基酸同源性为９０．０％；而和Ｓｈｉｍｅｎ株

相比，核 苷 酸 同 源 性 为９４．１％，氨 基 酸 同 源 性 为

９２．２％，与Ｓｈｉｍｅｎ株 的 同 源 性 反 而 比 和 ＨＣＬＶ株

的同源性高，结 果 提 示 目 前 疫 苗Ｅ２ 基 因 主 要 抗 原

区和ＨＣＬＶ株相比发生了较为明显的变异。
将流 行 毒 株 和 测 定 的 细 胞 苗Ｅ２ 基 因 相 比 较，

核苷酸同源性在７６．８％～８０．１％之间，氨基酸同源

性为７５．６％～８５．６％之 间。相 对 于 和ＨＣＬＶ株 的

比较结果，同源性更低，提示测定的目前疫苗毒株和

流行 毒 株 相 对 于 ＨＣＬＶ株 的 变 异 方 向 是 相 反 的。
综合近年ＣＳＦＶ　Ｅ２ 基因分子流行病学研究成果，可
以看出ＣＳＦＶ　Ｅ２ 基因的变异 呈 现 一 种 随 时 间 的 推

移逐渐远离疫苗株的趋势，现有疫苗株的保护作用

需要密切关注，提示我国应做好针对当前流行毒株

的疫苗技术储备。

表３　测定疫苗株和ＨＣＬＶ株Ｅ２ 主要

抗原区氨基酸位点变异

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ＨＣＬＶ

ＨＣＬＶ 疫苗 位置
在ＯＲＦ中

相对位置
ＨＣＬＶ 疫苗 位置

在ＯＲＦ中

相对位置

Ｎ　 Ｄ　 ４　 ６６５ Ｌ Ｐ　 ６３　 ７２４

Ｓ　 Ｎ　 ２２　 ６８３ Ｌ Ｓ　 ７８　 ７３９

Ｑ　 Ｈ　 ２３　 ６８４ Ｇ Ｒ　 ８７　 ７４８

Ｉ　 Ｓ　 ３５　 ６９６ Ｆ Ｓ　 ８８　 ７４９

３．２　２株疫苗 和２３株 流 行 毒 株Ｅ２ 基 因 主 要 抗 原

区氨基酸位点变异分析

分析测定毒株氨基酸序列，发现和 ＨＣＬＶ株相

比较，疫苗 株 和 流 行 毒 株 均 在 多 个 位 点 发 生 变 异。
疫苗株和 ＨＣＬＶ比较变异位点情况见表３，流行毒

株与 ＨＣＬＶ比较变异位点情况见表４。
表３提示当前疫苗和经典ＨＣＬＶ株Ｅ２ 主要抗

原区相比，在所测定的９１个氨基酸位点中有９个位

点发生了变异，表４则表明流行毒株相对于 ＨＣＬＶ
株有１２个氨基酸位点发生了变异。Ｖａｎ　Ｒｉｊｉｎ等［１１］

７２
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表４　测定流行毒株和ＨＣＬＶ株Ｅ２ 主要

抗原区氨基酸位点变异

Ｔａｂ．４　Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｉｔｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｉｒｕｌｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ＨＣＬＶ

ＨＣＬＶ
Ｖｉｒｕｌｅｎｔ

流行毒

ｓｔｒａｉｎ
位置

ｓｉｔｅ

在ＯＲＦ中

相对位置

ｓｉｔｅ　ｏｆ　ＯＲＦ

ＨＣＬＶ
Ｖｉｒｕｌｅｎｔ

流行毒

ｓｔｒａｉｎ
位置

ｓｉｔｅ

在ＯＲＦ中

相对位置

ｓｉｔｅ　ｏｆ　ＯＲＦ
Ｓ　 Ｔ　 ２　 ６６３ Ｔ Ｉ（４株）４４　 ７０５

Ｇ　 Ｅ　 １２　 ６７３ Ｇ Ｒ　 ６０　 ７２１

Ｑ　 Ｈ　 ２３　 ６８４ Ｌ Ｐ　 ６３　 ７２４

Ｄ　 Ｇ　 ２４　 ６８５ Ｎ Ｓ　 ７６　 ７２７

Ｎ　 Ｄ或Ｅ　２８　 ６８９ Ｌ Ａ或Ｖ　７８　 ７２９

Ｖ　 Ｉ或Ｔ　３７　 ６９８ Ｔ Ｉ或Ｖ　７９　 ７３０

研究表明 在Ｅ２ 基 因 的Ｂ区 和Ｃ区 内７０５位、７１０
位、７１３位、７２９位、７３４位等位点的氨基酸变异会导

致流行毒株发生免疫逃逸，这５个位点在 ＨＣＬＶ株

中分别为Ｎ、Ｌ、Ｇ、Ｎ和 Ｋ。在 所 测 定 的 疫 苗 中，这

５个位点均没有任何改变，９个变异氨基酸位于其他

位点，但疫苗在Ｅ２ 的 主 要 抗 原 区 发 生 了 近１０％氨

基酸变异，这对疫苗的免疫保护力有何影响，值得深

入研 究。流 行 毒 株 和 ＨＣＬＶ株 Ｅ２ 主 要 抗 原 区 比

较，有１２个氨基酸位点变化，其中７０５位有４株发

生了ＴＩ变异，７２９位有ＬＡ或Ｖ的变异，这２个

位点和流行 毒 株 免 疫 逃 逸 有 关。此 外 尚 有 其 他１０
个氨基酸位点 的 变 异，流 行 毒 株Ｅ２ 主 要 抗 原 区 发

生了１３％氨基酸变异，这对流行毒株的致病性以及

疫苗的免疫保护作用有多大程度的影响，应予以密

切关注。
比较疫苗和流行毒株的变异位点，只有３个位

点相同，表 明 疫 苗 和 流 行 毒 株 的 变 异 趋 势 不 一 致。
当前疫苗和 流 行 毒 株 的 差 异 比 ＨＣＬＶ株 和 流 行 毒

株的差异更大，这两种相反的变异趋势对于现有疫

苗的保护力是个严峻考验。

３．３　２３株流行毒株Ｅ２ 基因主要抗原区基因分群

国际上将ＣＳＦＶ划分为３个基因群１０个基因

亚群［１２］。涂长春［１３］测 定 了１９９８－２００２年 我 国３０
个省、市、自 治 区１９１个Ｅ２基 因 片 段，分 析 表 明 这

１９１株ＣＳＦＶ流行毒株可分为２个基因群，以 基 因

Ⅰ群为主，占所分析毒株的７４％（１４１／１９１），基因Ⅰ
群毒株流行 占 次 要 地 位，占２６％（５０／１９１），未 发 现

基因Ⅲ群 毒 株。图３显 示２３株 流 行 毒 株 明 显 和

Ｓｈｉｍｅｎ株、ＨＣＬＶ株及测定的２个疫苗株形成２大

分支，划分为２个 基 因 群，流 行 毒 株 均 属 于 基 因Ⅱ
群。相比１９９８－２００２年研究结果，基因Ⅰ群的流行

进一步减弱，在这次测定的流行毒株中没有发现１
株基因Ⅱ群毒株，提 示ＣＳＦＶ流 行 毒 株 基 因 变 异 趋

向一致，当前ＣＳＦＶ流行株以基因？群占主导地位。
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