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陕西省猪瘟流行毒株Ｅ０和Ｅ２全基因分子特征分析
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［摘　要］　 【目的】分析目前陕西省猪瘟病 毒（ＣＳＦＶ）流 行 毒 株 的Ｅ０、Ｅ２全 基 因 分 子 特 征，为 猪 瘟 防 控 提 供 参

考。【方法】根据ＣＳＦＶ　Ｓｈｉｍｅｎ株及 ＨＣＬＶ株全基因序列，设计并合成了４对引物，采用ＲＴ－ＰＣＲ方法，从采自陕西

不同地区的猪瘟病料中扩增Ｅ０、Ｅ２全基因并进行序列测定分析。【结果】从采集的病料中成功扩增了５株猪瘟流行

毒株的Ｅ０、Ｅ２全基因，这５株流行毒株Ｅ０基因核苷酸同源性在９４．４％～９９．８％，与参考毒株ＡＬＤ、Ａｌｆｏｒｔ１８７、Ｂｒｅｓ－

ｃｉａ、ＣＡＰ、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ、ＧＸＷＺ０２、ＨＣＬＶ、Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ、Ｒｉｍｅｓ和Ｓｈｉｍｅｎ的 核 苷 酸 同 源 性 在８０．４％～９６．３％，氨 基 酸

同源性在８６．５％～９９．３％。５株流行毒株Ｅ２基因核苷酸同源性在９１．１％～９８．０％，与 参 考 毒 株 的 核 苷 酸 同 源 性 在

７７．７％～９４．６％，氨基酸同源性在８５．２％～９５．９％。５株流行毒株Ｅ０Ｒｎａｓｅ活性区域氨 基 酸 基 序 位 点 没 有 变 异，但

导致流行毒株发生免疫逃逸的Ｅ２蛋白关键位点中 有３个 发 生 了 变 异。【结 论】测 定 的 陕 西 省 猪 瘟 流 行 毒 株Ｅ０、Ｅ２
基因序列变异明显，其中Ｅ２蛋白关键位点变异较大。
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　　猪 瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）旧 称 猪 霍 乱

（Ｈｏｇ　ｃｈｏｌｅｒａ，ＨＣ），是 一 种 由 猪 瘟 病 毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）引 起 的 高 度 接 触 性 传 染

病，ＣＳＦ在世界范围内流行并造成巨大的经济损失，
是猪病中最为重要的病毒性传染病之一。

ＣＳＦＶ的 基 因 组 为 单 股 正 链 ＲＮＡ，全 长１２．３
ｋｂ，含有１个大的开放阅读框，编码蛋白的顺序依次

为 ＮＰＲＯ、Ｃ、Ｅ０、Ｅ１、Ｅ２、Ｐ７、ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、

ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ［１－２］，其 中Ｃ、Ｅ０、Ｅ１和Ｅ２为４
种结构蛋白，其余８种为非结构蛋白。在这 些 蛋 白

中，能够刺激机体产生中和抗体的只有Ｅ０和Ｅ２，因
而Ｅ０和Ｅ２基因及 其 编 码 的 蛋 白 成 为ＣＳＦＶ研 究

的重要对象。Ｅ０囊 膜 糖 蛋 白 由２２７个 氨 基 酸 残 基

组成，分子量为４４～４８ｋｕ［３］。有研究表明，Ｅ０蛋白

具有ＲＮＡ酶活性，通过对Ｃ株的Ｅ０基因突变分析

发现，Ｅ０蛋白ＲＮＡ酶活性消失后的突变重组株会

使宿主细胞产生病变，并诱导细胞凋亡，提示Ｅ０可

能是病毒 能 持 续 存 在 于 天 然 宿 主 体 内 的 原 因［４－６］。

Ｅ２囊膜糖蛋白是ＣＳＦＶ中最重要的保护性抗原，是
中和抗体的主要诱导蛋白，在ＣＳＦＶ编码的多聚前

体蛋白中定位于６９０～１　０６２位。在Ｅ２蛋白内存在

Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ　４个独特的抗原结构域，定位于６９０～
８６６位氨基酸处。由于近年来我国免疫猪群时有猪

瘟免疫失败的现象出现，免疫耐受和带毒综合征表

现突出，许多学者针对这一问题进行研究后认为，我
国ＣＳＦ流行现状与ＣＳＦＶ遗传变 异 特 别 是Ｅ０、Ｅ２
的基因变异有关［７－１０］。为进一步了解ＣＳＦＶ流行毒

株Ｅ０和Ｅ２基因的遗传变异情况，明确其在自然界

的衍化以及二者的相关规律，本研究对获得的陕西省

５株ＣＳＦＶ流行毒株进行了Ｅ０和Ｅ２基因全序列的

测序分析，以期对我国ＣＳＦＶ的分子流行病学研究提

供资料，为制定ＣＳＦ防制计划提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　病　料　从陕西咸阳市、宝鸡市、渭南市采

集疑似ＣＳＦ的 猪 脾 脏、肾 脏 和 淋 巴 结，将 组 织 病 料

充分研磨后于１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清

液，－７０℃保存备用。

１．１．２　试　剂　ＴＲＩｚｏｌ　ＬＳ　Ｒｅａｇｅｎｔ，为 美 国Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产 品；ＡＭＶ反 转 录 酶（５Ｕ／μＬ）、ＨＰＲⅠ
ＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ）、ＤＥＰＣ处理水、ｒ　Ｔａｑ　ＤＮＡ
聚合酶（５Ｕ／μＬ）、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｐＭＤ１８－Ｔ载

体克 隆 试 剂 盒、ＢａｍＨⅠ（１５Ｕ／μＬ）及 ＨｉｎｄⅢ（１５
Ｕ／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；ＤＨ５ɑ大肠杆菌，由咸阳职业技术

学院动物疫病分子生物学诊断实验室保存。

１．１．３　引物的设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ上发表

的ＣＳＦＶ　Ｓｈｉｍｅｎ株（登 录 号 ＡＦ０９２４４８）及 ＨＣＬＶ
株（登录号ＡＦ５３１４３３）全基因序列，参考文献［９］合

成了Ｅ０ＤＦ／Ｅ０ＤＲ（用于第１次扩增）、Ｅ０ＥＦ／Ｅ０ＥＲ
（用 于 第２次 扩 增）、Ｅ２ＡＦ／Ｅ２ＡＲ（用 于 第１次 扩

增）和Ｅ２ＢＦ／Ｅ２ＢＲ（用 于 第２次 扩 增）４对 引 物，序

列 分 别 为：Ｅ０ＤＦ．５′－ＡＡＣＣＡＣＣＡＧＡＡＴＣＴＡＧ－
ＧＡＡＧ－３′（第 １　０８９～１　１０８ 位）；Ｅ０ＤＲ．５′－ＧＴ－
ＧＴＴＴＴＴＧＧＧＧＡＧＧＣＡＡＧＣ－３′（第１　９４１～１　９２２
位）；Ｅ０ＥＦ．５′－ＡＡＡＧＣＣＣＴＡＴＴＧＧＣＡＴＧＧＧ－３′
（第１　１１８～１　１３６位）；Ｅ０ＥＲ．５′－ＧＧＴＧＣＡＧＴＴＧＴ－
ＴＡＧＴＧＴＡＣＣ－３′（第１　９１９～１　９００位）；Ｅ２ＡＦ．５′－
ＡＴＣＡＡＣＣＡＣＧＧＣＡＴ－３′（第２　３４４～２　３５７位）；

Ｅ２ＡＲ．５′－ＣＴＧＣＣＡＡＣＣＧＣＣＡＴＣＴＡＴＣ－３′ （第

３　７９３～３　７７５ 位）；Ｅ２ＢＦ．５′－ＣＡＴＴＣＣＴＣＡＴＣＴ－
ＧＣＴＴＧＡ－３′（第 ２　３５５～２　３７２ 位）；Ｅ２ＢＲ．５′－
ＣＡＣＴＧＴＴＡＴＡＧＴＣＴＴ－３′（第３　７３６～３　７５０位）。
引物由生工生物工程（上 海）有 限 公 司 合 成，Ｅ０、Ｅ２
基因预计扩增长度分别为８０１和１　３８０ｂｐ。

１．２　ＣＳＦＶ总ＲＮＡ的提取及第一链ｃＤＮＡ反转录

取１．１．１中 病 料 上 清 液２５０μＬ，参 照 ＴＲＩｚｏｌ
ＬＳ　Ｒｅａｇｅｎｔ试剂 说 明 分 别 提 取 其 总 ＲＮＡ，空 气 中

自然干燥后，分别用于进行Ｅ０和Ｅ２基因模板第一

链ｃＤＮＡ的反转录。取干燥后的核酸样品１份，用
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１０．０μＬ　ＤＥＰＣ处理水充分溶解，加入２５．０μｍｏｌ／Ｌ
下游引物（Ｅ０、Ｅ２基因分别用Ｅ０ＤＲ、Ｅ２ＡＲ引物反

转录）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　Ｂｕｆｆｅｒ
４．０μＬ，ＡＭＶ反 转 录 酶０．５μＬ，ＨＰＲⅠ ＲＮＡ酶

抑制剂０．５μＬ，总体积２０．０μＬ。４２℃水浴反转录

９０ｍｉｎ后取出，－２０℃保存备用。

１．３　ＣＳＦＶＥ０和Ｅ２全基因的巢式ＰＣＲ扩增及鉴定

以第一链ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ反应，反应体

系为：第 一 链ｃＤＮＡ　４．０μＬ，１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５．０

μＬ，ｄＮＴＰ　４．０μＬ，上、下 游 引 物（２５．０μｍｏｌ／Ｌ）各

１．０μＬ，ｒ　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶１．０μＬ，加超纯水３４．０

μＬ至总体积５０．０μＬ。Ｅ０基因第１次ＰＣＲ扩增条

件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，５４℃６０ｓ，７２
℃６０ｓ，共３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。Ｅ２
基因第１次扩增ＰＣＲ条 件 为：９５℃预 变 性５ｍｉｎ；

９４℃５０ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃６０ｓ，共３５个循环；最

后７２℃延 伸１０ｍｉｎ。第２次 扩 增 体 系 中，模 板 为

１０倍稀释的第１次扩增产物４．０μＬ，其余组分同第

１次ＰＣＲ。Ｅ０基因第２次ＰＣＲ扩增条件为：９５℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，５８℃６０ｓ，７２℃６０ｓ，共

３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。Ｅ２基因第２次

ＰＣＲ条件为：９５℃预 变 性５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，５２℃
６０ｓ，７２℃６０ｓ，共３５个 循 环；最 后７２℃延 伸１０

ｍｉｎ。反应完毕后取ＰＣＲ产物５．０μＬ于１０ｇ／Ｌ琼

脂糖凝胶中电泳，凝胶成像系统中观察照相。

１．４　ＣＳＦＶ　Ｅ０和Ｅ２全基因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。将回收产物与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℃振荡培养１２ｈ，对菌

液进行ＰＣＲ鉴 定。提 取ＰＣＲ鉴 定 阳 性 克 隆 的 质

粒，进 行ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双 酶 切 鉴 定，并 送 上 海

生工进行测序。

１．５　ＣＳＦＶ　Ｅ０和Ｅ２全基因核苷酸和氨基酸序列

的比较与分析

将上海生工测得的序列进行拼 接，得 到 完 整 的

Ｅ０、Ｅ２基因，利用ＤＮＡｓｔａｒ软件，将５株ＣＳＦＶ　Ｅ０
和Ｅ２全基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ中发表的国内外古典

猪瘟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　结果与分析

２．１　ＣＳＦＶ　Ｅ０和Ｅ２全基因的扩增

按照本研究的试验方法成功地从采集的病料中

先后扩 增 出 了５株 ＣＳＦＶ 的 Ｅ０（８０１ｂｐ）和 Ｅ２
（１　３８０ｂｐ）全基因（图１）。

图１　部分病料中ＣＳＦＶＥ０、Ｅ２基因的巢式ＰＣＲ扩增结果

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ分子质量标准；１，２．部分病料中扩增Ｅ０基因；３，４．部分病料中扩增Ｅ２基因

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｃｌｏｎｅｄ　ｇｅｎｅ　Ｅ０ａｎｄ　Ｅ２ｂｙ　ｎｅｓｔｅｄ　ＰＣＲ
Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，２．Ｃｌｏｎｅｄ　ｇｅｎｅ　Ｅ０ｆｒｏｍ　ｔｉｓｓｕｅ；３，４．Ｃｌｏｎｅｄ　ｇｅｎｅ　Ｅ２ｆｒｏｍ　ｔｉｓｓｕｅ

２．２　ＣＳＦＶ　Ｅ０和Ｅ２基因阳性质粒的酶切鉴定与

测序结果

Ｅ０、Ｅ２基 因 阳 性 质 粒 径ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双

酶切鉴定，获 得 了 预 期 长 度 的 片 段（图２）。经 过 测

序，获得了５株ＣＳＦＶ流行毒株的Ｅ０和Ｅ２全基因

序 列，将 这５株 病 毒 分 别 命 名 为 ＦＪ２２１、ＦＪ２３７、

ＦＪ２７９、ＦＪ２８８、ＦＪ２９２。

２．３　ＣＳＦＶ流行毒株与参考毒株Ｅ０基因核苷酸及

氨基酸序列的比较

将所测得的ＦＪ２２１、ＦＪ２３７、ＦＪ２７９、ＦＪ２８８、ＦＪ２９２

Ｅ０ 基 因 与 ＧｅｎＢａｎｋ 上 发 表 的 ＡＬＤ（登 录 号

Ｄ４９５３２）、Ａｌｆｏｒｔ１８７（登录号Ｘ８７９３９）、Ｂｒｅｓｃｉａ（登录

号ＡＦ０９１６６１）、ＣＡＰ（登录号Ｘ９６５５０）、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ（登

录号Ｕ４５４７８）、ＧＰＥ（登录号Ｄ４９５３３）、ＧＸＷＺ０２（登

录号ＡＹ３６７７６７）、ＨＣＬＶ（登录号ＡＦ５３１４３３）、Ｐａｄ－
ｅｒｂｏｒｎ（登 录 号 ＡＹ０７２９２４）、Ｒｉｍｅｓ（登 录 号

ＡＹ２５９１２２）和Ｓｈｉｍｅｎ（登 录 号 ＡＦ０９２４４８）ＣＳＦＶ
参考毒株进行比较，结果表明，这５株ＣＳＦＶ流行毒

株Ｅ０基因的核 苷 酸 同 源 性 在９４．４％～９９．８％，其

中ＦＪ２２１与ＦＪ２９２同源性最高，为９９．８％；ＦＪ２３７与

７２第７期 吴旭锦，等：陕西省猪瘟流行毒株Ｅ０和Ｅ２全基因分子特征分析



ＦＪ２７９最低，为９４．４％。与参考毒株相比，ＦＪ２２１与

ＧＸＷＺ０２同源 性 最 高，达９６．３％；ＦＪ２３７与 Ｒｉｍｅｓ
的同源性最低，只有８０．４％。５株流行毒株Ｅ０氨基

酸序列比较 结 果 表 明，ＦＪ２２１与ＦＪ２９２的 氨 基 酸 同

源性最高，为９９．３％；ＦＪ２３７与ＦＪ２７９同 源 性 最 低，
为９５．５％；其 他 流 行 毒 株 的 氨 基 酸 同 源 性 介 于

９５．５％～９９．３％。５株 流 行 毒 株 与 参 考 毒 株Ｅ０的

氨基酸同源性在８６．５％～９９．３％，其中抗原性最接

近的是ＦＪ２２１与ＧＸＷＺ０２，二者 同 源 性 为９９．３％；
抗原性相差最远的是ＦＪ２７９和Ｒｉｍｅｓ，二 者 同 源 性

仅为８６．５％。

图２　部分ＣＳＦＶＥ０、Ｅ２基因阳性质粒的酶切鉴定

Ｍ１．ＤＬ１５０００ＤＮＡ分子质量标准；Ｍ２．ＤＬ２０００ＤＮＡ分子质量标准；

１～３．Ｅ０基因阳性质粒ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切产物；４～６．Ｅ２基因阳性质粒ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切产物

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄｓ　ｏｆ　Ｅ０ａｎｄ　Ｅ２

Ｍ１．ＤＬ１５０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－３．Ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄｓ　ｏｆ　Ｅ０ｂｙ　ＢａｍＨⅠ，ＨｉｎｄⅢ；

４－６．Ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄｓ　ｏｆ　Ｅ２ｂｙ　ＢａｍＨⅠ，ＨｉｎｄⅢ

２．４　ＣＳＦＶ流行毒株与参考毒株Ｅ２基因核苷酸及

氨基酸序列的比较

将５株流行毒株Ｅ２基因与２．３中的参考毒株

进行比较，结果显示，５株流 行 毒 株Ｅ２基 因 核 苷 酸

同源性 在９１．１％～９８．０％，其 中 同 源 性 最 高 的 是

ＦＪ２２１与ＦＪ２７９，同 源 性 最 低 的 是ＦＪ２８８与ＦＪ２９２，
分别为９８．０％和９１．１％。与参考毒株相比，核苷酸

同源性最高的是ＦＪ２７９与ＧＸＷＺ０２，达９４．６％；最

低的是ＦＪ２８８与 ＨＣＬＶ、Ｒｉｍｅｓ，仅为７７．７％。５株

流行毒 株Ｅ２氨 基 酸 序 列 比 较 结 果 表 明，同 源 性 最

高的是ＦＪ２２１与ＦＪ２７９，达９６．５％；最低的是ＦＪ２８８

与ＦＪ２９２，为８９．８％，其 他 流 行 毒 株 同 源 性 介 于

８９．８％～９６．５％。５株 流 行 毒 株 与 参 考 毒 株Ｅ２氨

基酸 同 源 性 在８５．２％～９５．９％，其 中 ＦＪ２３７与

ＧＸＷＺ０２、Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ的 同 源 性 均 最 高，为９５．９％；

ＦＪ２８８与Ｒｉｍｅｓ的最低，为８５．２％。可知氨基酸比

较和核苷酸比较结果基本一致。

２．５　ＣＳＦＶ　５株流行毒株和参考毒株Ｅ０、Ｅ２基因

系统发生树的绘制

利用ＤＮＡｓｔａｒ软 件 分 别 比 较 测 得 的５株 流 行

毒株以及１１株参考毒株Ｅ０和Ｅ２基因，绘制系统

发生树，结果见图３。

图３　５株ＣＳＦＶ流行毒株与参考毒株Ｅ０（Ａ）、Ｅ２基因（Ｂ）的系统发生树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　５ｖｉｒｕｌｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ　ａｎｄ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｇｅｎｅ　Ｅ０（Ａ）ａｎｄ　Ｅ２（Ｂ）

　　从图３可以看出，Ｅ０基因和Ｅ２基因的系统发 生树均明 显 的 分 为２大 群，其 中 ＡＬＤ、Ａｌｆｏｒｔ１８７、
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Ｂｒｅｓｃｉａ、ＣＡＰ、Ｇｌｅｎｔｏｒｆ、ＧＰＥ、ＨＣＬＶ、Ｒｉｍｅｓ和Ｓｈｉ－
ｍｅｎ属于基因Ⅰ群，这 些 毒 株 均 为２０世 纪５０～８０
年 代 分 离 的 毒 株；而 ＦＪ２２１、ＦＪ２３７、ＦＪ２７９、ＦＪ２８８、

ＦＪ２９２、ＧＸＷＺ０２和Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ属 于 基 因Ⅱ群，其 中

ＧＸＷＺ０２和Ｐａｄｅｒｂｏｒｎ分 别 是 我 国 与 德 国 近 年 的

流行毒株，本试验中获得的５个毒株与之同群，提示

陕西省近年ＣＳＦＶ流行以基因Ⅱ群毒株为主；在基

因分群上，Ｅ０与Ｅ２基因分群结果是一致的。

２．６　ＣＳＦＶ 流 行 毒 株 与 参 考 毒 株Ｅ０蛋 白 Ｒｎａｓｅ
活性区域氨基酸基序的比较

Ｅ０蛋白中存 在２个 具 有Ｒｎａｓｅ活 性 的 氨 基 酸

基序ＳＬＨＧＩＷＰＥ和ＥＷＮＫＨＧＷＣ，其在陕西省５
株流行毒株的氨基酸序列中分别位于第４７～５４位

和第９４～１０１位（图４）。

图４　ＣＳＦＶ流行毒株与参考毒株Ｅ０　２个Ｒｎａｓｅ活性区域氨基酸基序的比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｄｏｍａｉｎｓ　ｏｆ　Ｒｎａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　从图４可以看出，５株流行毒株的ＳＬＨＧＩＷＰＥ
基序没有发生变异，尤其是对Ｒｎａｓｅ活性最为关键

的４９位和９８位的氨基酸（Ｈ），均没有任何变异。

２．７　ＣＳＦＶ流行毒株与参考毒株Ｅ２蛋白免疫逃逸

关键位点的比较

Ｖａｎ　Ｒｉｊｉｎ等［１１］研究证实，在Ｅ２蛋白Ｂ区和Ｃ

区的７０５，７１０，７１３，７２９，７３４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。在本试验所测

定的５株流行毒株Ｅ２蛋白氨基酸序列中，上述５个

位点相对应定位于４４，４９，５２，６８和７３位（图５）。

图５　ＣＳＦＶ流行毒株与参考毒株Ｅ２氨基酸变异位点的比较

Ｆｉｇ．５　Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　Ｅ２ｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图５可见，Ｅ２蛋白氨基酸序列中，第４４和４９
位氨基 酸 没 有 变 异，第５２，６８及７３位 分 别 发 生 了

Ｇ→Ｅ、Ｎ→Ｄ和Ｋ→Ｒ变异。

３　讨　论

ＣＳＦＶ　Ｅ０囊 膜 糖 蛋 白 的 Ｒｎａｓｅ活 性 在 ＣＳＦＶ

９２第７期 吴旭锦，等：陕西省猪瘟流行毒株Ｅ０和Ｅ２全基因分子特征分析



的复制中具有重要作用，推测这种Ｒｎａｓｅ活性可能

与 ＣＳＦＶ 的 持 续 性 感 染 有 关。在 体 外 免 疫 抑 制 试

验中，Ｅ０能 够 完 全 抑 制 由 刀 豆 蛋 白 Ａ 诱 导 的 猪、
牛、羊和人的淋巴细胞增殖，这表明Ｅ０能够诱导这

些种属动物的淋巴细胞的凋亡［４］。由于ＣＳＦＶ感染

的一个显著特点就是白细胞减少和免疫抑制，因此

Ｅ０可能在ＣＳＦＶ的 致 病 性 方 面 有 重 要 的 作 用［１２］。
另外，Ｅ０蛋白能够 刺 激 机 体 产 生 保 护 性 抗 体，因 而

研究Ｅ０基因 和 蛋 白 的 变 异 情 况，对 于 明 确 目 前 我

国ＣＳＦ流行现 状 有 重 要 意 义。将 本 研 究 获 得 的 陕

西省５株ＣＳＦＶ流行毒株与我国疫苗株 ＨＣＬＶ　Ｅ０
基因核苷酸序列进行比较，结果显示，ＦＪ２２１、ＦＪ２３７、

ＦＪ２７９、ＦＪ２８８、ＦＪ２９２与 ＨＣＬＶ 的 同 源 性 分 别 为

８２．８％，８０．５％，８２．１％，８１．６％和８２．４％，氨 基 酸

同 源 性 分 别 为８９．１％，８７．６％，８７．３％，８８．４％和

８８．４％；与我国广西参考流行毒株ＧＸＷＺ０２的核苷

酸同源性分别为９６．３％，９３．３％，９５．５％，９５．０％和

９６．０％，氨 基 酸 同 源 性 分 别 为 ９９．３％，９６．６％，

９７．４％，９８．１％和９８．５％。表明这５株流行毒株与

ＨＣＬＶ差异 较 大，而 与 近 年 的 流 行 毒 株 ＧＸＷＺ０２
亲缘关系密切。对Ｅ０蛋白Ｒｎａｓｅ活性的氨基酸基

序比较发现，第５４位 除 疫 苗 株Ｒｉｍｅｓ和 ＨＣＬＶ为

Ｇ外，其他株均为Ｅ，这一差异对ＣＳＦＶ的影响机理

尚不清楚；基序ＥＷＮＫＨＧＷＣ比较结果表明，只有

ＦＪ２７９的９４位氨基酸为Ｑ，其他毒株均为Ｅ，这一不

同之处如何影响ＦＪ２７９的生物活性，还需进一步深

入研究。
由于Ｅ２蛋 白 是ＣＳＦＶ中 的 主 要 保 护 性 抗 原，

国内外对Ｅ２的研究最为深入。研究证实，Ｅ２蛋白

可划分为Ａ、Ｂ、Ｃ和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

均能诱导机体产生中和抗体［１３－１４］。本研究获得的陕

西省５株 ＣＳＦＶ 流 行 毒 株 ＦＪ２２１、ＦＪ２３７、ＦＪ２７９、

ＦＪ２８８、ＦＪ２９２与 ＨＣＬＶ　Ｅ２基因的核苷酸同源性分

别为８０．９％，７９．５％，８０．１％，７７．７％和７８．３％，氨

基酸同源性分别为８８．５％，８８．０％，８８．０％，８５．７％
和８６．５％；与 ＧＸＷＺ０２的 核 苷 酸 同 源 性 分 别 为

９４．１％，９４．０％，９４．６％，９１．７％和９４．０％，氨 基 酸

同源性则分别为９５．２％，９５．９％，９５．７％，９２．８％和

９４．３％。从比较 结 果 可 见，这５株 流 行 毒 株Ｅ２基

因的核苷酸序列与 ＨＣＬＶ相比差异大，呈现比较明

显的变异，其变异程度较Ｅ０基因大；但是氨基酸序

列与 ＨＣＬＶ相比差异较小，提示核苷酸的变异多为

同义变异。与ＧＸＷＺ０２相 比，这５株 流 行 毒 株Ｅ２

的核苷酸和氨基酸同源性均较高。在Ｅ２蛋白与免

疫逃逸相关的５个关键位点中，第５２，６８及７３位分

别发生了Ｇ→Ｅ、Ｎ→Ｄ和 Ｋ→Ｒ变异，这３个氨基

酸位 点 的 变 异 对 ＦＪ２２１、ＦＪ２３７、ＦＪ２７９、ＦＪ２８８ 和

ＦＪ２９２流行毒株 的 致 病 性 及 免 疫 机 制 有 何 影 响，尚

需要进一步的研究证实。
从以上Ｅ０、Ｅ２基因比较结果来看，本研究中的

５株流行毒株在核苷酸水平上均发生了比较明显的

变异，与经典毒株的氨基酸同源性均较高，但在一些

关键性位点上Ｅ２发生了变异。这些变异的积累有

可能会对我国目前的疫苗免疫防控策略构成威胁，
需要密切关注ＣＳＦＶ流行毒株的基因变异态势，及

时为猪 瘟 的 预 防 控 制 提 供 参 考。另 外，由 于 我 国

ＣＳＦＶ分子流行 病 学 研 究 起 步 较 晚，目 前 积 累 的 资

料不多，今后还应在流行毒株变异株的地理分布及

免疫应答关系方面进行深入研究。
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