
华南农业大学学 报
J

.

阮
u

i l
l

C瓦n a Ag n
e

2 0(3 ) 1性赵〕 :3 2一 3 5

U ri t v
.

鸽 1型禽副粘病毒 F基因克隆及序列分析
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摘要 利用 RT
一

CP R 技术获得了编码鸽 工型禽副粘病毒 G D / 1P 分离株 0F 裂解位点附近 8 84 b p 的

F 基因
C D N A 片段

,

并将其克隆到 丙E M 一 T
asE

y 质粒中
,

获得 了重组质粒 T 一 p l
〕
M v 一 F 一 I

,

核酸序

列测定和分析表明
,

该片段与新城疫病毒强毒株 场肠和 HE R/ 3 3 相应区域的同源性分别为 87
.

5 %

和 88
.

19 %
,

与新城疫病毒弱毒株 l习阮at 和 B :
株的同源性分别为 83

.

83 % 和 84
.

巧 %
.

该病毒 0F 裂

解位点的氨基酸序列 为 A gr
一

龙g
~

G h
一

助
s 一

srA
一

heP
一

n-e vlG
一

龙
a

.

这在分子水平上证明该毒株较接近于

新城疫病毒强毒
.
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.

3

鸽 工型禽副粘病毒可引起鸽一种急性传染病
,

给养鸽业造成较大的损失
.

该病在世界其

他国家都有流行 ( Ball ou h e t al
,

19 85 )
,

我国也不例外 (黄鉴明
,

19% ;任祖伊等
,

19 98 )
.

鸽 工型禽

副粘病毒基因组编码的 2 种囊膜蛋 白 ( M ill a : e t al
,

19 8 8 ; C h a n l玩。 e r al
,

19 8 6 )
,

即 F 蛋 白 (融合

蛋白
,

fu
s i o n Por te in )和 H N 蛋白 (血凝素

一

神经氨酸酶
,

h e m嘿 l u ti n 一 n e u

anur
in d as e p or te i n )

,

其 中 F

糖蛋 白是以非活性前体 ( 0F )形式存在
,

经裂解产生 F l 和 凡 2 个片段后
,

才能使病毒具有感染

力
,

而决定这种感染力的因素主要 与 F 蛋白裂解位点的氨基酸组成和序列有密切关系 (殷震

等
,

19 9 7)
.

因此
,

笔者对一株分离 自病鸽的 工型禽副粘病毒 F 基因片段 (含 0F 裂解位点 )进行

了扩增
、

克隆
、

测序及序列分析
.

1 材料与方法

1
.

1 病毒
、

细菌
、

质粒
、

工具酶

鸽 工型禽副粘病毒 C D / lP 分离株从广东省某鸽场病死鸽 中分离
,

并进行了鉴定 ; 大肠杆

菌 D H a5 由华南农业大学禽病研究室提供 ;
NR A 提取试剂盒为 B

.

M
.

公司产品 ; p c EM
一

T aE sy 质

粒载体为 P or m ge
a

公司产品 ;

RT
一

P C R S ys et m 混合酶为 GI B c o B R L 公司产品 ; 几 D N A 连接酶为

P or m e ga 公司产品 ; L’c 。 R l 酶为华美公司产品
.

1
.

2 引物的设计与合成

根据国外 已发表的其他 工型禽副粘病毒的 F 基因核酸序列 ( oT y do a e t a l
,

19 8 9) 设计上
、

下

游引物各一条
,

其跨幅约 8 84 h p
,

由上海 S an go
n 生物工程公司合成

.

1
.

3 病毒的繁殖
、

收获及浓缩

病毒的繁殖
、

收获及浓缩按陈金顶等 ( 19 98 )方法进行
.

1
.

4 病毒 R N A 的提取

取适量经离心浓缩纯化的病毒悬液
,

参照 B
.

M 公司试剂盒说明书抽提病毒 R N A
.

1哭冲 一
01

一
27 收稿 陈金顶

,

男
,

科 岁
,

讲师
,

硕士
、
国家自然科学基金 ( 3 977 05 63) 和 广东省自然科学基金 ( 97 00 17 )资助项 目
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.

3 鸽 I 型禽副粘病毒 G D / P l 株 F 基因核酸序列比较及 F0 裂解位点附近氨基酸序列分析

将鸽 工型禽副粘病毒 G D / Pl 株 F 基 因片段核酸序列与新城疫病毒强毒株 玩玛
、

H E印33

和弱毒株 l` 弘ta
、

B , 株相应基因序列比较
,

结果发现
,

与强毒株 瑞马 和 EH形33 的同源性分别

为 87
.

5 % 和 88
.

19 %
,

而与弱毒株 Ì 弘 at 和 B l
株 的同源性分别为 83

.

83 % 和 84
.

巧%
.

根据鸽 I 型禽副粘病毒 G D / lP 株 F 基因片段核酸序列
,

推导出相应的氨基酸序列
,

其 0F

裂解位点附近的氨基酸序列为 A gr
一

srA
一

G场
一

场
s 一 A啥 P he

一

leI
一

lG y
一

lA a
.

3 讨论

根据 国外发表的禽副粘病毒 F 基 因核酸序列 ( voT od a et al
,

19 89 )
,

设计 并合成 了一对引

物
,

用 RT
一

CP R 的方法扩增出了预期大小 (8 84 b p )的鸽 工型禽副粘病毒 F 基因片段
,

它包含了

完整的 0F 裂解位点功能区
.

通过对该 。 D N A 片段的分子克隆及序列测定
,

为 比较鸽 工型禽副

粘病毒 G D / 1P 株与其它禽副粘病毒株之间的相互关系奠定了基础
.

本研究应用 uS pe ` icr tP One
一

S et p
MT R T

~

p C R 即st e m 扩增鸽 工型禽副粘病毒 F 基因片段
,

反

转录和扩增反应在 同一反应体系 内进行
,

简化了操作步骤
,

有效的防止操作 中的交互污染 ;

50 ℃反转录可避免 NR
A 二级结构对反转录的影响

,

提高反转录的效率 ;

鞠
D N A 聚合酶混合

物扩增效率高
,

错配率低
,

这为 F 基因的克隆及序列测定提供 了保证
.

核昔酸序列分析表明
,

鸽 工型禽副粘病毒 C D / lP 株与新城疫病毒强毒株和弱毒株的 F 基

因裂解位点附近核酸序列同源性在 80 % 一
90 % 之间

,

尤其与强毒株 的基 因离散率较近
,

因此

推断
,

G D / lP 分离株与现有新城疫强毒株和弱毒株有差异
.

0F 蛋白是 F 蛋白的前体
,

其裂解位点的氨基酸组成和序列与禽 I 型副粘病毒的毒力有密

切关系
,

强毒株的 0F 蛋白裂解位点在谷氨酞胺残基两侧各有一对碱性氨基酸
,

即 A gr
一

A gr
一

lG n -

妨
s
或 A r g

一

hP
e
或 A gr

一

leI
一

lG y
一

lA a ;而弱毒株的裂解位点在谷氨酞胺两侧只有一 对碱性氨基酸
,

即 lG y
一

A笔 或 场
s 一 G h

一

lG y
一

A笔
一

此 u 一

leI ( oC ~
e t a l

,

19 9 0)
.

本研究表 明鸽 工型禽副粘病毒 GD / lP

株的 0F 蛋 白裂解位点的氨基酸序列为 A gr
一

A笔
一

G ln
一

场 s -

A r g
.

hP
e 一

leI
一

G ly
一

lA a ,

这与强毒株的 0F 蛋

白裂解位点氨基酸的组成和序列相符
,

从而在分子水平上证 明鸽 I 型禽 副粘病毒 C D / lP 株为

强毒株
,

这对鸽 工型禽副粘病毒病的防制具有指导意义
.
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