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猪瘟是猪最重要的传染病之一，往往给养猪业造成重大经济损失，猪瘟的病原为猪瘟病毒（;<&），

属黄病毒科，瘟病毒属成员，其基因组为单股正链=08，长度为$%:!>.，仅含有一个大的开放阅读框架，

编码一个含!2"2个氨基酸残基（88）的多聚前体蛋白［$，%］。目前已经定位的蛋白有3种，即0?/’、<、@6、

@$和@%，它们均由;<&=083A端所编码，除0?/’外，其它5种均为;<&的结构蛋白［!］。0?/’为具有自

我催化功能的蛋白水解酶，也是多聚蛋白0端的第一个蛋白水解酶，分子量为%!>*，<为构成;<&核

衣壳的核心蛋白，分子量为$5>*。@$以B+C45"3为0末端，分子量约!!>*，是!种糖蛋白中分子量最

小的一种［!，5］。@$不产生中和抗体，在;<&感染的细胞抽提物中，@$常与@%以异源二聚体的形式免

疫共沉淀。@$可能通过与@%形成复合抗原结构而起作用［!，5］。3A端非编码区可能在多聚蛋白翻译调

控中具有重要的作用。

猪瘟病毒兔化弱毒株（;<B&）又称<株，是我国培育的世界公认的免疫原性和安全性最好的猪瘟

疫苗株。本研究将利用=D4E<=技术分三段扩增;<B&3A端非编码区和0?/’、<、@$编码区，并对它们进

行克隆和序列测定。

% 材料和方法

%&% 病毒的增殖及’#$的提取［3］

;<B&57"代冻干毒引自中国兽药监察所，在健康家兔体内增殖，采取呈定型热反应家兔的脾脏，

用异硫氰酸胍一步法提取其总=08（采用1=B公司D=FGHB试剂盒），琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性，

I+J+KCLJM核酸定量仪（ENL/-L,OL公司）测定其纯度和浓度。

%&( 引物的设计与合成

根据;<&<株的序列设计合成"条引物［#］，引物的序列及在基因组中的位置分别为：

E8$3A ID8D8<I8IIDD8IDD<8DD< !A（正链），$!%$；

E8%3A D8<8<<IIDD<<D<<8<D< !A（负链），557!5%"；

E1$3A D<DII8D<<D8D88888D<D<DI<DID8<8DII !A（正链），!57!!76；

E1%3A DD<II<DD<88<DIIDDIID !A（负链），$$77!$$32；

E1!3A <DDD8D<ID8<<DI<88ID< !A（负链），$3%"!$3$6；

E<$3A I88D8I88<<<88I<8I8< !A（正链），$53#!$575；

E<%3A <DD8DI<<<D8D<I<<DD8 !A（正链），$252!$2##；

E<!3A <DID88D<DD<<DDI<8II< !A（负链），%5##!%557；

E<!3A 8<<8<DII<D<I<<DDD<8< !A（负链），!6%5!%""3。



!"# $%&’($
各取上面提取的!"#$%!&，分别加引物’()、’(*、’+,$!-（)%%.&／!-），/01023.，立即冰浴023.；

然后分别依次加入04!5缓冲液,!-，6"5’（$%2278／-）$!-，#9:（$%;／!-）$!-，!"<=3.（,%;／!-）$!-，

用水补至)%!-，,)1$>。

各取反转录产物0!-，分别加引物’#$／’()、’($／’(*和’+$／’+,各$!-（)%%.&／!-），$%4’+!缓

冲液0!-，)?02278／-9&+8)0!-（)02278@：），6"5’（$%2278／-）$!-，用水补至,A!-；然后AB1B23.，

加5<CD"#聚合酶$!-（$;／!-，’E72F&<公司），以A010%=，,B1，$23.，G)1)23.，于(375FH>=—

AGD"#5>F27HIH8FE（(F3J3.&(37KFH>=+7-K6）进行循环反应。各取’+!产物$!-0%倍稀释，取0!-作为

模板，分别’#$／’#)、’($／’()和’+)／’+*为引物，与上面相同条件进行’+!。

!") ’($产物的克隆与序列测定

用#&<E7=FLF8D"#MNKE<HK37.O3K（(7F>E3.&FE9<..>F32公司）纯化’+!产物，然后采用PLM9—5
载体（’E72F&<公司）进行克隆（按操作说明书进行）。克隆后用#(Q’!QR9*GGD"#RFC;F.HFE对扩增

片段进行序列测定。

* 结果和讨论

由于S+-:脾毒中含病毒量很低，而且不易纯化，本研究实验开始阶段遇到了很大困难，单独一次

’+!均不能扩增出特异性片段，后来我们采用套式或半套式’+!终于解决了这一难题，成功扩增出了

S+-:三个与预计大小相符的HD"#片段：#（’#$／’#)）、(（’($／’()）、+（’+)／’+*），大小应分别为

,,GTP、B,%TP、/$ATP（电泳图略），这三个片段分别包括0U端非编码区、"PE7（!)*）和+（!$,）编码区、"$基

因。用套式或半套式’+!扩增S+-:基因组的其它区域也获得了成功，可见该方法对扩增低拷贝基因

具有明显的优势。

将扩增片段克隆到PLM9V5载体中，用’+!鉴定重组质粒（电泳结果略），然后用全自动序列分析

仪对插入片段进行序列测定，结果见图$、)、*。将所测定的部分序列（包括部分0U端非编码区、!)*和部

分)$,基因）与S+:石门株（我国S+:标准强毒株）及+株（977E2<..等测得）相应序列进行比较（见

图,），结果表明S+-:与石门株及+株的同源性分别为A,?/AW和AA?$AW。在序列比较中我们还发

现，+株与S+-:和石门株相比缺乏),,处的碱基+，但因为该碱基位于0U端非编码区，因此并不引起

读码框架的改变。本实验的序列比较结果表明S+-:和977E2<..等用于测序的+株来源可能不同。

图$ 测定的S+-:#片段（可能包括完整的0U端非编码区）序列

本研究首次完成了我国S+-:的0U端非编码区及P)*、P$,、M$编码区的克隆及序列测定，这将对

进一步研究这些基因区域或编码蛋白的功能打下了基础，也可能为猪瘟的防制提供新的途径。
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图! 测定的"#$%&片段的序列（包括完整的’!(和’)*基因）和诱导的氨基酸序列

图( 测定的"#$%#片段序列（包括完整的+)基因）和诱导的氨基酸序列
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图! "#$不同来源#株及石门株（%"&’()*+),）之间部分基因组序列的比较

"#-$*+),来自本研究，#*+),来自’../0122等测得的#株序列；比较的序列包括部分

34端非编码区、567基因和部分58!基因，第8个碱基对应于#株基因组的8!3位碱基*
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