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　　[摘　要 ]　根据传染性喉气管炎病毒 ( IL TV ) 美国 632 株T K 基因序列设计并合成 1 对引物, 以 IL TV 烟台株

DNA 为模板扩增了T K 基因, 并对其进行了序列测定。将 IL TV 烟台株的T K 基因和T K 蛋白分别与 IL TV 美国632

株, 英国T ho rne 株,Beijing E2 株, BHV 21, EHV 21, EHV 22, FHV 21, HHV 21, HHV 22, HHV 23, HHV 24, HV T ,M DV 2
1,M DV 22, PRV 和SHV 22 的T K 基因和T K 蛋白比较后发现, 其T K 基因的核苷酸和T K 蛋白的氨基酸同源性分别

为 24. 6%～ 99. 5% 和 15. 1%～ 98. 9% , 表明不同 IL TV 毒株之间T K 基因和T K 蛋白相对保守, 但与其他Α2疱疹病

毒的T K 基因和T K 蛋白同源性则较低。
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　　传染性喉气管炎病毒 ( Infect iou s laryngo trac2
theit is viru s, IL TV ) 属于疱疹病毒科, Α2病毒亚科,

可引起鸡的急性上呼吸道感染, 病鸡表现为呼吸困

难、产蛋率下降和较高的死亡率, 是危害养禽业的重

要病毒之一[1 ]。IL TV 基因组为双股线状DNA , 长约

155 kb。到目前为止, 完整的基因组序列仍然未见报

道, 但已有对基因组中114 kb 的序列进行测序分析

的报道, 包括其整个短独特区[2～ 4 ]。

胸苷激酶 (T hym idine k inase, T K) 基因是疱疹

病毒的主要毒力基因之一, 也是大多数疱疹病毒复

制的非必需基因。由T K 基因编码的胸苷激酶是胸

腺嘧啶合成补救途径中的关键酶, 能够转移A T P 上

的Μ2磷酸到脱氧胸苷的 5′羟基上, 从而生成脱氧胸

苷5′单磷酸和AD P [5 ]。该酶还可使病毒在中枢神经

系统中复制, 导致疱疹病毒具有神经潜伏能力。T K

基因的缺失可使毒株毒力下降和潜伏感染能力降

低。国外已对 IL TV 美国632 株和英国T ho rne 株的

T K 基因序列和结构功能进行了研究, 但国内对

IL TV 各地方株的T K 基因序列和结构功能报道还

较少, 且报道的序列多不完整[6, 7 ]。为此, 本试验对

IL TV 烟台株的T K 基因进行了扩增、克隆和测序,

并对 IL TV 烟台株的T K 基因和T K 蛋白与已报道

的 IL TV 毒株及同属Α2疱疹病毒亚科的其他毒株的

T K 基因核苷酸和T K 蛋白氨基酸序列进行了比较

分析, 以期为进一步研究T K 基因的功能以及研制

T K 基因缺失的 IL TV 基因工程疫苗奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　质粒载体、工程菌和试验毒株

　　pM D 182T 载体, 购自大连宝生物公司; 宿主菌

DH 5Α, 由本室保存; IL TV 烟台株, 由山东省农科院

家禽研究所禽病室惠赠。

1. 2　鸡　胚

SPF 鸡胚, 由山东省农科院家禽所SPF 鸡场提

供。

1. 3　酶和试剂

T aq 酶、限制性内切酶 P stÉ 和B am H É , 均购

自大连宝生物公司; DNA 胶回收试剂盒, 购自上海

生工公司。

1. 4　引物的设计与合成

根据已发表的 IL TV 序列[6 ]设计并合成 1 对引

物, 序列为P1: 5′2A TA CT G CA G GTC T T G CCC

GCA GA G A T G23′; P2: 5′2GCC GGA TCC CA T

TA C GAA CCC CA T AA T CA G23′。引物由大连宝
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生物公司合成, 扩增T K 基因长约1. 1 kb。

1. 5　病毒增殖及其核酸的提取

将 IL TV 烟台株接种于10 日龄SPF 鸡胚的绒毛

尿囊膜, 收集 72～ 120 h 富含痘斑的鸡胚尿囊膜和

尿囊液, 参照文献 [ 8 ]的方法提取病毒DNA , 作为

PCR 模板。

1. 6　PCR 扩增

在 PCR 管中加入 10×PCR Buffer 5 ΛL , 25

mmo löL M gC l2 4 ΛL , 10 mmo löL dN T P 1 ΛL , 上下

游引物各20 pmo l, 模板1 ΛL , T aq DNA 聚合酶0. 5

ΛL , 用超纯水补至50 ΛL , 置PCR 仪上进行扩增。扩

增方法为: 94 ℃预变性5 m in; 然后94 ℃ 45 s, 65 ℃

1 m in, 72 ℃延伸1 m in, 30 个循环; 最后72 ℃延伸10

m in。取5 ΛL PCR 产物于10 göL 琼脂糖凝胶上进行

电泳并分析结果。

1. 7　PCR 产物的克隆与鉴定

取15 ΛL PCR 产物, 在10 göL 琼脂糖凝胶上电

泳, 并用DNA 胶回收试剂盒回收目的片断条带。将

回收的目的片断连接到 pM D 182T 载体中, 转化

DH 5Α大肠杆菌。挑取单个菌落在LB (含50 ΛgömL

Amp ) 培养基中培养, 然后提取质粒用 P st É 和

B am H É 进行双酶切鉴定, 对鉴定为阳性的克隆测

序。

1. 8　序列与功能分析

用DNA Star 软件, 对测序结果与GenBank 收

录的 IL TV 和其他Α2疱疹病毒的T K 基因核苷酸序

列及推导出的T K 蛋白氨基酸序列作同源性分析。

2　结果与分析

2. 1　 IL TV T K 基因的扩增

　　应用设计的引物, 以 IL TV 烟台株的DNA 为模

板扩增出 1 条约 1. 1 kb 的条带, 大小与目的片段相

符, 见图1。

图 1　PCR 扩增的 IL TV T K 基因

1. DL 2 000 m arker; 2. PCR 产物; 3. 阴性对照

F ig. 1　Amp lified T K gene by PCR

1. DL 2 000 m arker; 2. PCR p roduct; 3. N egative con tro l

2. 2　目的基因的克隆与酶切分析

从扩增片段与 pM D 182T 载体连接产物转化

DH 5Α大肠杆菌得到的阳性菌落中, 挑取数个进行

培养。采用常规法提取质粒后, 用P stÉ 和B am H É
进行双酶切, 结果在约2. 7 kb 和1. 1 kb 处各得1 条

带 (图 2) , 表明 T K 基因已成功克隆到pM D 182T 载

体中。将得到的重组质粒命名为pM D 2T K。

图 2　重组质粒pM D 2T K 的酶切鉴定

1. DL 15 000 m arker; 2. 重组质粒

F ig. 2　 Iden tificat ion of the recom bined pM D 2T K

p lasm id by digest ion w ith P stÉ and B am H É
1. DL 15 000 m arker; 2. T he recom bined p lasm id

2. 3　DNA 序列比较分析

经测序, 发现该T K 基因序列包括1 个1 089 bp

的 阅 读 框 架。 将 该 基 因 序 列 ( GenBank N o:

A Y741134)与从GenBank 上查到的 IL TV 美国 632

株、英国T ho rne 株和Beijing E2 株的T K 基因序列

及其他疱疹病毒的T K 基因序列相比较, 结果发现,

该毒株的T K 基因序列与美国 632 株相比有 6 个核

苷酸发生了变异, 其分别是: T 172→A , C 397, 545, 555→T ,

T 563→G, A 1027→C, 核苷酸的同源性高达99. 5% ; 与

英国的T ho rne 株和Beijing E2 株相比, 核苷酸变异

相同, 均有 10 个核苷酸发生了变异, 其分别是:

T 171→A , C302 →G, G303 →T , G304 →C, T 305, 566 →G,

C 399, 547, 557→T , A 1030→C; 另外, 第 302, 303 和 308 个

核苷酸缺失, 核苷酸的同源性为98. 9% ; 与其他疱疹

病 毒 BHV 21, EHV 21, EHV 22, FHV 21, HHV 21,

HHV 22, HHV 23, HHV 24, HV T , M DV 21, M DV 22,

PRV 和SHV 22 等的T K 基因序列同源性不高, 分别

为27. 6% , 39. 6% , 31. 3% , 38. 8% , 39. 7% , 39. 7% ,

24. 6% , 31. 4% , 34. 0% , 39. 6% , 27. 4% , 30. 1% 和

26. 3%。上述与IL TV 烟台株T K 基因进行比较的其

他T K 基因在GenBank 中的序列号详见表1。
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表 1　疱疹病毒T K 基因在GenBank 中的序列号

T able 1　GenBank accession N o. of T K gene of herpesvirus

病毒简称
A bbreviation

病毒全称
Full nam e

序列号
A ccession

病毒简称
A bbreviation

病毒全称
Full nam e

序列号
A ccession

IL TV 632 strain S83714 HHV 22 H um an herpesvirus 2 Z86099

IL TV T ho rne strain D 00565 HHV 23 H um an herpesvirus 3 N C2001348

IL TV Beijing E2 strain A F435453 HHV 24 H um an herpesvirus 4 N C2001345

BHV 21 Bovine herpesvirus 1 N C2001847 HV T H erpesvirus of tu rkey A 06151

EHV 21 Equine herpesvirus 1 N C2001491 M DV 21 M arekπs D isease virus type 1 D 13956

EHV 22 Equine herpesvirus 2 N C2001650 M DV 22 M arekπs D isease virus type 2 AB 049735

FHV 21 Feline herpesvirus 1 S64566 PRV P seudo rab iesvirus A Y217095

HHV 21 H um an herpesvirus1 A Y426828 SHV 22 Saim iriine herpesvirus 2 N C2001350

　　为了更好地了解 IL TV 毒株的遗传学特性及与

其他疱疹病毒的亲缘关系, 在分析各毒株T K 基因

序列同源性的基础上, 绘制了系统发生进化树, 见图

3。由图3 可以看出, 参试的17 株疱疹病毒被分为3

个特定的组: 禽类疱疹病毒组 (包括 IL TV ,M DV 和

HV T )、水痘疱疹病毒组 (包括BHV 21, EHV 21, PRV

和FHV 21 等)和人疱疹病毒组 (包括HHV 22, HHV 2
4 和SHV 22 等) , 其中禽类疱疹病毒组和水痘疱疹病

毒组关系相对较近, 二者又组成了一个大的独立分

支, IL TV 与禽类疱疹病毒组的M DV 和HV T 亲缘

关系最近, 与其他疱疹病毒关系则较远。

图 3　17 株疱疹病毒T K 基因的遗传进化树

F ig. 3　Phylogen tic tree of 17 herpesvirus T K genes

2. 4　氨基酸序列比较分析

将推导出的 IL TV 烟台株T K 蛋白氨基酸序列

和美国632 株T K 蛋白氨基酸序列进行比较, 发现二

者同源性为98. 9% , 有4 个氨基酸发生了变化, 分别

是: P ro 182→Ser, Ser185→Phe, V al188→Gly, L ys343→

Gln。与Beijing E2 株和英国T ho rne 株的T K 基因核

苷酸序列相比, 由于烟台株发生了较大变异并且缺

失了3 个碱基, 所以其T K 蛋白的氨基酸序列变异也

较大, 分别是: P ro 101 →A rg, A la103 →A rg, P ro 183 →

Ser, Ser186→Phe,V al189→Gly, L ys344→Gln, 且第102

个氨基酸缺失, 同源性为97. 8%。 IL TV 烟台株T K

蛋白的氨基酸序列和 BHV 21, EHV 21, EHV 22,

FHV 21, HHV 21, HHV 22, HHV 23, HHV 24, HV T ,

M DV 21,M DV 22, PRV 和SHV 22 的T K 蛋白氨基酸

序列同源性分别为 26. 9% , 27. 9% , 23. 2% , 35% ,

15. 1% , 25. 6% , 25. 9% , 23. 5% , 26. 5% , 21. 3% ,

30. 4% , 28. 4% 和24. 5%。

对氨基酸序列进行分析后发现, 尽管不同疱疹

病毒T K 蛋白氨基酸序列的同源性不高, 但其均有

共同的保守序列, 即位于 N 端的2D GXXGXGK2
和2DRH 2(图4)。这正是所有疱疹病毒T K 蛋白催化

结构域中的亚结构域, 即A T P 结合结构域和核苷酸

结合结构域。由图 4 可知, 核苷酸结合结构域

(2DRH 2) 在所有疱疹病毒的 T K 蛋白中是最保守

的,A T P 结合结构域 (2D GX XGX GK2)在人、鸡、痘

苗病毒和禽痘病毒的胸苷激酶中也是非常保守的。
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图 4　 IL TV T K 蛋白与其他Α2疱疹病毒T K 蛋白中高度保守的氨基酸残基

A. A T P 结合结构域; B. 核苷酸结合结构域

F ig. 4　T he h igh ly conserved am ino acid residues in the T K p ro tein of IL TV and o ther alphaherpesviruses

A. A T P binding site; B. N ucleo tide b inding site

3　讨　论

本试验对 IL TV 不同毒株和Α2疱疹病毒亚科其

他病毒间的T K 基因和T K 蛋白分别进行了核苷酸

和氨基酸序列比较分析。结果表明, IL TV 各分离毒

株间的T K 基因和T K 蛋白还是比较保守的, 但与同

科其他疱疹病毒相比, T K 基因和T K 蛋白的同源性

则较低。与 IL TV T ho rne 株和Beijing E2 株相比, 烟

台株在A T G 下游第 302, 303 和 308 位的核苷酸缺

失, 使该段碱基序列由CCG GT T GCC 变成了CGT

CGC, 对应的氨基酸序列也由 P (P ro ) 2V (V al) 2A
(A la)变为R 2R (A rg)。烟台株为一强毒株[9 ] , 而Bei2
jing E2 株也是国内的强毒株, 可见这种缺失对其毒

力并无太大影响。虽然 IL TV 与M DV 和HV T 同属

禽类疱疹病毒, 但其T K 基因和T K 蛋白间的同源性

并不高。根据绘制的遗传进化树发现, 在4 个不同的

IL TV 毒株中, 烟台株和美国 632 株亲缘关系最近,

推测两毒株有可能是同一起源。

本试验所做的氨基酸序列分析表明, 在所有的

禽疱疹病毒T K 蛋白中都有2 个共同的保守氨基酸

序列, 即位于N 端的A T P 结合结构域: 2D GP FGV

GK2( IL TV 为 35～ 42 位,M DV 为 25～ 32 位, HV T

为16～ 23 位)和核苷酸结合结构域: 2DRH 2。其是所

有疱疹病毒 T K 蛋白的活性中心, 其中的 D 35

(A sp ) , G36, 39, 41 (Gly)和K42 (L ys) 在所有的Α2疱

疹病毒中是非常保守的。在疱疹病毒中, 只有M DV

的第37 位氨基酸为S (Ser) , 并且只有禽类的疱疹病

毒38 位氨基酸为M (M et)或F (Phe)。另外, 在疱疹

病毒中, 共有 6 个病毒的T K 蛋白 37 位氨基酸为 P

(P ro) , 而 IL TV 和HV T 就是其中的2 个, 这些都表

明禽类疱疹病毒的T K 蛋白可能具有底物结合特异

性。A T P 结合结构域的氨基酸基序 (2D GP FGV

GK2)是疱疹病毒T K 蛋白氨基酸的核心序列, 其形

成了一个疏水的袋状构象, 以便与A T P 腺嘌呤环结

合, 在所有的疱疹病毒中均保守的 3 个氨基酸残基

(G) , 则形成这个疏水口袋的可变口部, 其氨基端含

有酸性和芳香族氨基酸残基。该结构域的氨基酸序

列对疱疹病毒的毒力具有很大影响, 如果其 3 个氨

基酸残基 (G)中的一个发生突变, 则会影响T K 蛋白

的构象及其与A T P 的结合, 导致T K 蛋白活性丧失

而致弱。由于 IL TV 烟台株和Beijing E2 株及英国

T ho rne 株之间的氨基酸变异并不在该结构域, 所以

这种变异对其毒力的影响并不大。核苷酸结合结构

域 (2DRH 2) 在所有疱疹病毒中是最保守的, 其中的

天冬氨酸残基是结合M g2N T P 的前体, 其前有一疏

水的Β折叠片。该天冬氨酸残基对T K 蛋白的催化活

性至关重要。

另外, 本试验在4 株 IL TV 的T K 蛋白氨基酸序

列中, 也发现了其他疱疹病毒均有的 5 个保守的半

胱氨酸残基 (C) , 这些半胱氨酸残基可能是通过形
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成二硫键来维持 T K 蛋白氨基酸的功能构象, 使

A T P 结合结构域与核苷酸结合结构域在空间上相

互重叠, 并与底物靠近, 发生反应, 从而发挥T K 蛋

白的功能[10 ]。

以前人们对 IL TV T K 基因功能的了解是根据

其他疱疹病毒T K 基因进行推测, 2002 年H an 等[11 ]

首次通过试验证明, IL TV T K 基因同其他疱疹病

毒的T K 基因一样, 是病毒的毒力基因之一, 且是其

复制的非必需基因。T K 基因缺失后, 可使毒株的毒

力明显下降, 但并不影响毒株的免疫原性。因此, 假

如构建出 IL TV T K 疫苗, 或许可以解决当前使用的

传染性喉气管炎弱毒疫苗所存在的一些问题。
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C lon ing, sequencing and funct ion ana lysis of the thym id ine k inase gene and

its p ro te in of infect iou s la ryngo tractheit is viru s Yan ta i st ra in

L IU W en -bo1, ZHOU B in1, HUANG B ing1, 2, ZHANG X iu-m e i2, ZHANG Su-fang1, CHEN Pu-yan 1

(1 K ey labora tory of A n im al D iseases D iag nostic and Imm unology ,M inistry of A g ricu ltu re,

N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity , N anj ing , J iang su 210095, Ch ina;

2 Institu te of P ou ltry S cience, S hand ong A cad emy of A g ricu ltu ra l S cience, J iπnan, S hand ong 250023, Ch ina)

Abstract: A pair of p rim ers f lank ing the T K gene w ere designed acco rd ing to the pub lished nucleo t ide

sequence of the IL TV U SA 632 stra in. T he thym idine k inase (T K ) gene of the w ild Ch inese IL TV Yan ta i

st ra in w as ob ta ined by po lym erase chain react ion and the PCR p roducts w ere cloned in to pM D 182T vecto r

and the nucleo t ides of the T K gene w as sequenced. By analyzing w ith DNA Star softw are, w e found that

the homo logy of the T K gene and the deduced am ino acid of IL TV Yan ta i st ra in w ith that of IL TV U SA

632 stra in, England T ho rne stra in, Beijing E2 stra in, BHV 21, EHV 21, EHV 22, FHV 21, HHV 21, HHV 22,

HHV 23, HHV 24, HV T , M DV 21, M DV 22, PRV and SHV 22 w ere betw een 24. 6% - 99. 5% and 15. 1% -

98. 9%. T he resu lts show ed that the T K gene w as very con served among differen t IL TV stra in s, bu t very

low betw een differen t herpesviru s.

Key words: infect iou s laryngo tractheit is viru s; Yan ta i st ra in; thym idine k inase gene; homo logy analysis
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