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陕西 杨凌

巨摘 要 〕 采用
‘

方法对兔病毒性 出血症病毒 八二 株基因组
,

端全序列进行 了扩

增
、

克隆和测序
,

并利用
、 和 软件分析了 盯 株 与各参 比毒株

厂

的序列 同

源性
,

用 软件对
‘

的二级结构进行了预测和分析
。

结果表明
,

所妇
’

增的 目的基因片段长
,

包括部分 基因序列
、

基 几
、 ‘

端非编码 区
, 〔 , ‘

乖 尾 巴
,

其
‘

位于 终 止密码子 之后
,

长
,

司 至少含有 个 甲 序列具有较高的同源性

一 。。写
‘

二级结构可以形成 个潜在的茎 环结构 和
,

其中 具有一定的保守性
,

其

形状和形成位置与 尾 巴 的长度关系不大
,

但是 的结构和形成位置与 尾 巴的存在 与否密切相

关
,

提示 尾 巴与
‘

高级结构的稳定性 以及荃因组复制有一定关系
。
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兔病毒性出血症
,

是 由兔病毒性 出血症病毒
。 ,

引起的兔的一 种急性
、

败血性传染病
,

主要表现为传染性极强
,

呼吸系统出

血
,

肝坏死以及实质脏器发生水肿
、

淤血
、

出血变化
。

目前 已测试过的所有兔的品系均对该病易感
,

致病

率可达
,

致死率可达
,

是兔的一种毁灭性

传染病
。

年该病首先在我国暴发仁
’ ,

随后迅速在全

世界广泛流行
,

朝鲜
、

韩国
、

德国
、

意大利
、

法国
、

澳大

利亚
、

墨西哥等国家均相继报道有本病流行卜 〕
,

可

见该病已经成为一种国际性传染病
。

由于该病的发

病率和致死率都很高
,

感染兔基本上在 一 死

亡
,

给养兔业造成了巨大的经济损失
,

而且严重威胁

濒临灭绝的野兔品种
。

属于杯状病毒科
,

其基因组为单股正链
,

全 长
,

拥 有 个 开 放 阅 读 框 架
弓〕。 其中

‘

末端的长开放阅读框架

编码 一个含有 个氨基酸的多聚蛋白前体 分

子量 叫
,

该多聚蛋白被病毒蛋白酶进一步分

解为衣壳蛋 白和多个非结构蛋白
,

其中分子量为

的衣壳蛋 白为病毒的主要结构蛋 白
,

与

诱导机体产生抗感染免疫直接相关 「〕
‘

末端的短

开放阅读框架 编码病毒另一个小的结构蛋

白
,

该 蛋 白的生 物学 功能 还 不 清楚
。

在

基因组的
‘

末端还具有一段长仅 个核昔

酸的非编码区 胡
, ,

含有丰

富的二级结构
,

在病毒的转录与翻译过程中可能具

有重要作用
。

目前
,

对 基因组的结构与功能

了解得还很少
,

仅部分基因的编码产物及其功能得

到诊释
,

而对 基因组表达调控机理的研究更

少
。

本研究采用
‘

方法对

株基因组
‘

端全序列进行 了扩增
、

克隆和测序
,

同时利用计算机软件对
’

所含的生物学信息

进行了分析
,

以为进一步开展 表达调控等方

面的研究工作奠定基础
。

一 一
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,
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,
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主要从事动物病毒分子生物学研究
。 一
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端非编码 区 的分子克隆及生物信息学分析

材料与方法

材 料

毒 株 株 由浙江省农业科

学院动物病毒室提供 参 比毒株的序列资料均来 自
,

具体情况见表
。

表 参比毒株的序列资料

毒株
基因登录号

来源
登载年份

中国
一 英国

美国

澳大利亚 、

西班牙

法国
一

墨西哥

中国

工程菌与载体 大肠杆菌 由浙江省

农业科学院农业部病毒学与生物技术重点实验室保

存 载体为
一

载体
,

购 自 公司
。

引物设计与合成

使用 引物设计软件
,

根据 基

因组的结构特点以及 株 已知区域的序

列
,

由大连宝生物工程有限公司设计并合成了扩增

盯 株基 因组 ’端未知序列 的特异性引

物
,

序列如下
‘一

一 ‘

一 ’
一

一 ‘

一 ’
一

一 ‘ 。

病毒 的提取

使用 公司的 提取病

毒
,

具体操作按照说明书进行
。

株基 因组
‘

末端序 列的

扩增

以反转录引物 一 进行反转 录
,

合成

第一链
,

以之为模板
,

使用引物 和 一 进行

反应
,

扩增
‘

端序列
。

反应条件 变性
, ‘ ,

个循

环 最后 延伸
。

取 阿 产物进行凝

胶电泳鉴定
。

目的基因的克隆与鉴定

将 目的基因片段的 产物用 凝胶 回

收 试 剂 盒 公 司 纯 化 回 收 后
,

克 隆 于
一

载体 中
,

转化 感受态细胞
,

在

培养基中培养过夜
,

用碱裂解法提取质粒
,

以

法和 工 公 司 酶切分析法鉴定 阳性

重组子
。

阳性重组子的测序由大连宝生物工程有限

公司进行
。

’ 序列分析

使用 和 等分子生物学软

件
,

对 株基因组
,

的序列

进行分析
,

并与参 比毒株的序列进行 比较
。

’ 的生物信息学分析

使用 软件
,

根据 乏‘

及 的核甘酸序列
,

对
‘

的二级结构进

行预测
,

并分析 尾 巴 以及
‘

核昔酸的

变异对二级结构的影响
,

参考其他 病毒的研

究资料
,

分析
‘

对 基因组的复制和表

达调控等可能发挥的作用
。

结果与分析

目的基因扩增结果

应用所设计的特异引物扩增出了预期的基因片

段
,

大小约 图
。

卜

图 株
,

扩增结果
· ,

扩增产物 阴性对照
‘ ,

一 ,

重组质粒鉴定结果

用 扩增及 工酶切鉴定重组子
,

结果

表明成功地克隆到 株基因组的
‘

端序

列
。

测序结果

测序结果表明
,

扩增的 目的基 因序列长
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户谈 卜
「 。

丫
一 、

几公八 魂二

尸
丁

即 衬
、满六 、权

故万黔淤
分瓣

尸

型 型

图
‘

预测的二级结构
‘

对
‘

二级结构的影响

通过递减 尾 巴 的长度
,

预测分析 了
‘

二级结构的变化情况
。

结果发现
,

当

完全缺失时
, ‘

的二级结构发生显著变化 图
,

与上述 种类型的二级结构不同
,

其 由第

一 位核昔酸形成 虽然形状与位置未发生

改变
,

但其茎区的碱基对由原来的 对减少到 对

图
,

这 种 结 构 的 最 低 自 由 能 为 一
,

高于上述预测 的二级结构的 自由能
,

提示

序列对
‘

二级结构 的稳定起一定作

用
。

当 尾 巴 的长度恢 复 到 个 以 上 时
,

‘

的二级结构得以完全恢复
。

占

仁忿
场燕峨

凡杯省 六一燕扮一气二 八 峨 【 丁确一八

八器 个
一

妇
一 一 一

乃万丁节

图 序列对
‘

二级结构的影响
‘

讨 论

迄今为止
,

已有足够的证据证明单股正链

病毒基因组的
‘

与其基 因组复制田和翻译朗

的调控 以及亚基因组产生的调控密切相关 〕。 例

如
,

若删除 基 因组
‘ 一

区
‘

端约

中 的茎 环结构
,

的复制能力将 丧失山习
。

‘

中的一些高级结构 如茎
一

环等 也可与蛋 白

因子相互作用
,

调节病毒基因的翻译过程
,

如
‘

中的 结构可与细胞抽提物中的一些翻译

调控因子 如 。 结合起来
,

调控翻译的过程 〕
。

尽
,

猪生殖与呼吸综合征病毒 等一些

正链 病毒
,

在感染过程 中存在亚基因组的转

录和翻译过程
。

有研究表明
,

亚基因组生成的一些调

控元件可能存在于基因组的非编码区
,

如 、等巨
‘ 〕

研究发现
,

鼠疤疹病毒
,

末端 一

的序列对病毒的亚基因组生成有促进作用
,

若将 以后的区段缺失
,

将没有亚基因组的产

生
。

可见
,

深人研究病毒基因组的非编码区
,

对于揭

示病毒基因组的表达调控机理有着重要意义
‘。

随着

计算机技术及生物信息学的不断发展
,

将 结

构预测和实验室研究技术相结合
,

深人研究病毒基

因组非编码区的结构与功能已经被广大科研工作者

所采用
。

实践证明这是一条研究病毒基因组功能的
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新思路
。

目前
,

还没有见到关于 非编码区结

构与功能的研究报道
,

因此本研究为 以后开展的相

关研究工作
,

提供了一些科学的借鉴资料
。

本研究结果表明
, ‘

二级结构可形

成 个 结构 和
浏 ,

由于第 位和第

位碱基的突变
,

发生 了一定变化
,

而且呈现出一

定的规律
,

据此可将 ’ 的二级结构分为 种类

型 型和 型
一

的这种构象变化是否会影响

病毒的复制与表达
,

尚需要进一步的研究证明
。

是一种保守性的结构
,

参考它在其他病毒上 的研究

结果
,

预测 该结构区可能含有病毒复制酶结

合的信号
,

对于调控基因组的复制具有重要意义
。

关

于 基因组的 尾 巴 的精确长度及其

长度对基因组表达与调控的影响
,

尚未见研究报道
,

本研究结果表明
,

基因组的 尾 巴至

少含有 个
,

该序列对
‘

二级结构的稳定

性存在一定影响
,

要维持
‘

二级结构的正常
、

稳定
,

的长度至少要含有 个
,

但该长度

是否也是维持病毒感染性的需要
,

尚需实验验证
。

在

这方面
,

的相关研究结果可能有一定借鉴作

用
,

例如
,

型 的 序列少于 个碱

基时病毒的感染性
,

与具有大约 个 的

相同巨川
,

型 的长度与病毒感染性

之 间 的 关 系则 很 小 或 没 有阳 」
,

与 此 相 反
,

型

序列 一 的感染性差异在

一 倍
‘ 〕。 可见

,

研究 基因组的非编码区

和 结构
,

对了解病毒的复制
、

感染性病毒粒

子的形成等具有重要意义
。

杜念兴
,

徐为燕
, ,
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