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摘　要：参考ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）全 长 基 因 组 序 列，设 计 了 覆 盖 基 因 组 全 长 的 数 对 引 物，通

过ＲＴ－ＰＣＲ方法对口蹄疫病毒ＯＴ株进行分段克隆及序列测定。结果表明不含ｐｏｌｙ（Ｃ）序列的ＯＴ株基因组全序

列长８　１４２ｎｔ，开放读码框（ＯＲＦ）长６　９６９ｎｔ、编码２　３２２ａａ，５′ＵＴＲ长１　００４ｎｔ，３′ＵＴＲ长９３ｎｔ，３′ＵＴＲ之后为２３

ｎｔ的ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴。应用分子生物学软件将ＯＴ株与ＦＭＤＶ其它参考毒株进行序列比对，并对其基因特征进行分

析。结果显示，ＯＴ株的假结节（Ｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔｓ）从第４１５—４９９位连续缺失８５ｎｔ，但是其３Ａ基因却未发生碱基的缺

失。其ＶＰ１基因的核苷酸同源性与Ｏ／Ａｋｅｓｕ５８、ＯＭⅢ两 株 最 高，但ＯＴ株 在 进 化 时 间 上 要 比Ｏ／Ａｋｅｓｕ５８、ＯＭＩＩＩ
早很多，其毒株起源和遗传衍化关系还需要进一步的关注。
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　１期 吕占禄等：口蹄疫病毒ＯＴ株的全基因组序列测定及比较分析

　　口蹄疫（Ｆｏｏｔ－ａｎｄ－Ｍｏｕｔｈ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ）是由

口 蹄 疫 病 毒 （Ｆｏｏｔ－ａｎｄ－Ｍｏｕｔｈ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉｒｕｓ，

ＦＭＤＶ）引起偶蹄动物的一种急性、热性、高 度 接 触

性传染病，主要感染牛、羊、猪等家畜和野生动物，并
且在动物及动物产品贸易中造成严重的经济损失。
世界动物卫生组织（ＯＩＥ）一直将其列为必须报告疫

病，我国将其列为一类传染病。根据动物交叉保护

和血 清 学 试 验，ＦＭＤＶ 可 分 为 Ｏ、Ａ、Ｃ、ＳＡＴ１、

ＳＡＴ２、ＳＡＴ３和Ａｓｉａ　１型共７种血清型，并且型间

无交叉反应性，这７个血清型的口蹄疫病毒在长期

感染动物的过程中，产生了许多变异毒株，目前已有

６５个亚型［１］。而 根 据ＶＰ１核 苷 酸 序 列 同 源 性，国

际上 又 将 Ｏ型ＦＭＤＶ分 为 欧 洲－南 美 洲 型（Ｅｕｒｏ－
ＳＡ）、中东－南亚型（ＭＥ－ＳＡ）或泛亚型（ＰａｎＡｓｉａ）、东
南亚 型 （ＳＥＡ）、古 典 中 国 型 （Ｃａｔｈａｙ）、西 非 型

（ＷＡ）、东非型（ＥＡ）、印度尼西亚１型（ＩＳＡ－１）和印

度尼西亚２型（ＩＳＡ－２）共８种拓扑型［２］。

ＦＭＤＶ属于小ＲＮＡ病毒科口蹄疫病毒属的成

员，其基因组为单股正链ＲＮＡ，约由８　５００个 核 苷

酸（ｎｔ）组成。基因组的５′端共价连接一种特殊的小

蛋白ＶＰｇ（３Ｂ）［３］。紧 接 着 是５′非 翻 译 区（５′ｕｎ－
ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　ｒｅｇｉｏｎ，５′ＵＴＲ），中 间 部 分 是 一 个 大 的

可读 框（Ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｇｍｅｎｔ，ＯＲＦ），编 码 并 翻

译出１个多聚蛋白，经过一系列裂解，产生４种结构

蛋白（ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３和ＶＰ４）和１０种非结构蛋白

（Ｌａｂ／Ｌｂ、２Ａ、２Ｂ、２Ｃ、３Ａ、３Ｂ１－３、３Ｃ和３Ｄ）［４］。５′
ＵＴＲ依次由Ｓ片段（Ｓｍａｌｌ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）、聚胞嘧啶区

（ＰｏｌｙＣ）、假结节（Ｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔｓ，ＰＫｓ）、顺式作用 元

件（Ｔｈｅ　ｃｉｓ－ａｃｔｉｎｇ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ，ｃｒｅ）和 内 部

核 糖 体 进 入 位 点 （Ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｅｎｔｒｙ　ｓｉｔｅ，

ＩＲＥＳ）构成，这个区有丰富的二级结构，起着稳定病

毒 ＲＮＡ 的 作 用 并 参 与 调 控 病 毒 蛋 白 的 翻 译 和

ＲＮＡ的复制［５］。３′端带有Ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，其上游是

３′非翻译区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　ｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ），长约

９０个核苷酸，能 形 成 特 殊 的 高 级 结 构，这 个 区 能 够

促进帽子结构的独立复制或者会影响病毒侵染循环

的其他方面［６－７］。
口 蹄 疫 病 毒 基 因 组 的 基 本 结 构 对 于 研 究 其 组

成、功能和毒力的评价等方面是必须的。目前大多

数ＦＭＤＶ分子序列的研究都基于部分基因片段序

列的比较，尤其是ＶＰ１［８］。本研究采用ＲＴ－ＰＣＲ方

法对分离的１株 牛 源 Ｏ型 口 蹄 疫 病 毒 ＯＴ株 全 基

因组进行了分段克隆、测序。并与国内外参考毒株

进行了序列比较和遗传进化分析，阐明了本毒株基

因结构特点，为研究ＦＭＤＶ的致病机理、分子变异

发生机制和基因组结构以及功能奠定了物质基础。

１　材料与方法

１．１　毒株

ＯＴ株是从牛体中分离到的１株Ｏ型的口蹄疫

病毒，由兰州兽医研究所病毒室保存。

１．２　酶与试剂

ＲＮａｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ购自ＱＩＡＧＥＮ公司；所用的

ＡＭＶ反转录酶和Ｐｌａｔｉｎｕｍ　Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
Ｈｉｇｈ　Ｆｉｄｅｌｉｔｙ聚合酶 购 自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；琼 脂 糖

购自 美 国 Ｂｉｏｗｅｓｔ公 司；Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ购 自

ＯＭＥＧＡ公司。

１．３　毒株参考序列

本研究引用的参考序列均引 自 ＧｅｎＢａｎｋ、ＥＭ－
ＢＬ、ＤＤＢＪ和ＰＤＢ数据库，其序列号见表１。

表１　ＯＴ株及其他参考毒株

Ｔａｂｌｅ　１　ＯＴ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｔｈｅｒ　ＦＭＤＶ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

毒株

Ｉｓｏｌａｔｅ　ｎａｍｅ

血清型

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

来源

Ｃｏｕｎｔｒｙ　ｏｆ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

传代史

Ｐａｓｓａｇｅ　ｈｉｓｔｏｒｙ

ＧｅｎＢａｎｋ序列号

ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８ Ｏ Ｃｈｉｎａ　 Ｂｏｖｉｎｅ　 ＡＦ５１１０３９

Ｏ／Ｔｉｂｅｔ／９９ Ｏ Ｃｈｉｎａ　 Ｂｏｖｉｎｅ　 ＡＪ５３９１３８

Ｏ／ＨＫＮ／２００２ Ｏ Ｃｈｉｎａ　 Ｓｗｉｎｅ，ＢＨＫ２２１ｃｅｌｌ　 ＡＹ３１７０９８

Ｏ／ＴＷ／９７ Ｏ Ｃｈｉｎａ　 Ｓｗｉｎｅ　ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ　 ＡＹ５９３８３５

ＯＭⅢ Ｏ　 Ｃｈｉｎａ　 Ｂｏｖｉｎｅ　 ＡＹ３５９８５４

Ｏ／ＳＫＲ／２００２ Ｏ Ｋｏｒｅａ　 Ｓｗｉｎ　 ＡＹ３１２５８９

１９
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１．４　引物设计与合成

根据已 发 表 的 Ｏ型ＦＭＤＶ毒 株 序 列，设 计 并

合成了７对具有相互重叠的特异引物（表２）。使

除了Ｐｏｌｙ（Ｃ）区段外每两个相邻片段相互重叠（最

少的重叠有８０ｂｐ）（图１）。引物由宝生物工程（大

连）有限公司合成。

图１　Ｏ型ＦＭＤＶ全基因组ＰＣＲ扩增策略

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ａｍｐｌｉｆｙ　ｔｈｅ　ｆｕｌｌ　ｇｅｎｏｍｅ　ｏｆ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ　Ｏ　ＦＭＤＶ

１．５　病毒ＲＮＡ的提取和ＲＴ－ＰＣＲ
使用ＲＮａｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ提取病毒ＲＮＡ，具体操

作按照说明书进行。并以病毒总ＲＮＡ为模板，ｏｌｉ－
ｇｏ（ｄＴ）为反转录引物，在 ＡＭＶ反转 录 酶 和Ｐｌａｔｉ－
ｎｕｍＴａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｈｉｇｈ　Ｆｉｄｅｌｉｔｙ聚合酶作

用下进行ＲＴ－ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应条件为９４℃５
ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 扩 增 的 特 异 性 片 段 经

１．５％琼脂糖凝胶电泳分离纯化。

１．６　ｃＤＮＡ的克隆、鉴定及测序

将所扩增的ｃＤＮＡ片段纯化回收后，分别克隆

于ｐＭＤ　１８－Ｔ　Ｅａｓｙ载 体 中，转 化 大 肠 杆 菌ＪＭ１０９
感受态细胞，在ＬＢ培养基中过夜培养，用碱裂解法

提取质粒，以ＰＣＲ法和限制性内切酶酶切分析法筛

选阳性重组子，并 送 宝 生 物 工 程（大 连）有 限 公 司

测序。利用ＤＮＡＳｔａｒ、ＤＮＡＳＩＳ软件包完成序列拼

接，并对全部ＤＮＡ序列及由ＯＲＦ所推导的氨基酸

序列与参考毒株序列进行分析和同源性比较。

表２　ＯＴ株各基因区段扩增所用引物

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ｆｕｌｌ－ｌｅｎｇｔｈ　ＯＴ　ｇｅｎｏｍｅ

引物Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列（５′→３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
片段

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

长度／ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

Ｓ１

Ｓ１′

ＴＴＧ　ＡＡＡ　ＧＧＧ　ＧＧＣ　ＧＹＴ　ＡＧＧ　ＧＴＹ　ＴＣＡ

ＧＧＧ　ＴＧＡ　ＡＡＧ　ＧＹＲ　ＧＧＣ　ＴＴＹ　Ｇ

１－２４

３５４－３７２
３７２

Ｐ１

Ｐ１′

ＣＣＣ　ＡＡＧ　ＴＴＴ　ＴＴＡ　ＣＣＧ　ＹＣＴ　ＫＴＣ　ＣＣＧ

ＣＧＧ　ＴＴＴ　ＴＣＴ　ＴＧＴ　ＣＧＧ　ＣＧＡ　Ｇ

３７７－４０２

１９５３－１９７１
１　５９２

Ｐ２

Ｐ２′

ＣＡＧ　ＡＡＣ　ＣＡＲ　ＴＣＡ　ＧＧＣ　ＡＡＣ　ＡＣＴ　Ｇ

ＧＴＣ　ＡＧＡ　ＣＧＣ　ＧＧＴ　ＧＴＡ　ＣＧＣ

１７３７－１７５８

３１１４－３１３１
１　３９４

Ｐ３

Ｐ３′

ＣＡＣ　ＡＣＡ　ＧＴＡ　ＣＡＧ　ＣＧＧ　ＣＡＣ　Ｃ

ＴＧＡ　ＴＡＧ　ＣＣＴ　ＴＣＡ　ＣＴＣ　ＣＡＧ　ＴＧＧ　Ｃ

２９０６－２９２４

４０９１－４１１２
１　２０６

Ｎ１Ｆ

Ｎ１Ｒ

ＧＡＧ　ＡＣＧ　ＴＹＧ　ＡＧＴ　ＣＣＡ　ＡＣＣ　Ｃ

ＡＣＣ　ＡＴＣ　ＣＣＣ　ＴＣＲ　ＡＡＧ　ＡＡＹ　ＴＣ

３９３９－３９５８

５４４９－５４６９
１　５３０

Ｎ２Ｆ

Ｎ２Ｒ

ＣＧＲ　ＡＧＧ　ＴＴＹ　ＣＡＣ　ＴＴＴ　ＧＡＣ

ＧＧＧ　ＧＧＴ　ＫＣＣ　ＹＴＴ　ＣＴＴ　ＣＡＴ

５０９８－５１１６

６３７７－６３９５
１　２５１

Ｎ３Ｆ

Ｎ３Ｒ

ＧＧＡ　ＣＡＧ　ＧＡＣ　ＡＴＧ　ＣＴＣ　ＴＣＡ　Ｇ

ＣＡＧ　ＧＡＡ　ＡＣＡ　ＧＣＴ　ＡＴＧ　ＡＣＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＡ

６２８３－６３０２

８１８６－８２２５
１　９４２

２　结　果

２．１　ＯＴ株基因组全序列ＰＣＲ扩增

使用所 设 计 的７对 特 异 性 引 物，分 别 扩 增 出

Ｓ１、Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３共７个基因片段，其产

物大 小 分 别 为 ３７２、１　５９２、１　３９４、１　２０６、１　５３０、

１　２５１、１　９４２ｂｐ，结果见图２。扩增的７个目的基因

片段在泳道上的位置与预期的扩增片段相符，且特

异性和重复性好。

２９
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１．Ｓ１片段；２．Ｐ１片 段；３．Ｐ２片 段；４．Ｐ３片 段；５．Ｎ１片

段；６．Ｎ２片段；７．Ｎ３片段；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准

１．Ｓ１ｆｒａｇｍｅｎｔ；２．Ｐ１ｆｒａｇｍｅｎｔ；３．Ｐ２ｆｒａｇｍｅｎｔ；４．Ｐ３
ｆｒａｇｍｅｎｔ；５．Ｎ１ｆｒａｇｍｅｎｔ；６．Ｎ２ｆｒａｇｍｅｎｔ；７．Ｎ３ｆｒａｇ－
ｍｅｎｔ；Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
图２　ＦＭＤＶ　ＯＴ株基因组全序列ＰＣＲ
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｇｅｎｏｍｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ＦＭＤＶ

ＯＴ　ｓｔｒａｉｎ

２．２　序列测定及全长ｃＤＮＡ序列组装

根据各基因片段的重复序列，使用ＤＮＡｓｔａｒ等

分子生 物 学 软 件，将 各 基 因 片 段 首 尾 相 连 对 接 成

ＯＴ株基因组全序列（表３）。序列测定结果表明，其
基因组序列长约８　１４２ｎｔ，其中５′ＵＴＲ长约１　００４
ｎｔ（不包括Ｐｏｌｙ（Ｃ）区 段），前 导 蛋 白（Ｌ）编 码 区 长

６０３ｎｔ，３′末端带有Ｐｏｌｙ（Ａ）尾，其上游约９３ｎｔ是

３′ＵＴＲ。该毒 株 结 构 蛋 白 与 非 结 构 蛋 白 编 码 区 的

核苷酸序列为６　９６９ｎｔ，编码２　３２３个氨基酸。

２．３　ＯＴ株全基因组序列分析及其基因特征

２．３．１　５′ＵＴＲ的序列分析　　ＯＴ株基因组５′末

端非编码区（除了Ｐｏｌｙ（Ｃ）外）共１　００４ｎｔ。包括完

整的Ｓ区、假结区（Ｐｓｅｕｄｏ　ｋｎｏｔｓ，ＰＫｓ）、顺式 作 用

复制元件（Ｔｈｅ　ｃｉｓ－ａｃｔｉｎｇ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ，ｃｒｅ）
以及内部核糖体进入位点（Ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｅｎｔｒｙ
ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）。Ｓ片段长３７１ｎｔ，能够折叠形成一 个

长的茎－环结 构，且 富 含 ＧＣ，平 均 为６０％。经 与 参

考序列比对发现，在第３６—７６位、第１２５—１３８位、
第３００—３１７位存在几个高度保守的富含多 个 连 续

的鸟嘌呤（Ｇ）和胞嘧啶（Ｃ）组成的小重复序列单元，
而且发现碱基的突变都是（Ｃ／Ｔ）之间的置换。Ｐｏｌｙ
（Ｃ）序列下 游 是ＰＫｓ，序 列 比 对 显 示 ＯＴ株 该 区 域

从第４１５—４９９位连续缺失８５ｎｔ，与 起 源 于 我 国 疫

苗株Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８的 ＯＭⅢ毒 株 的 缺 失 区 完 全 一

致；并 与 Ｏ／Ａｋｅｓｕ５８株 从 第４３２—４７３位 缺 失４２
ｎｔ，Ｃａｔｈａｙ型 的 Ｏ／ＨＫＮ２００２和 Ｏ／ＴＷ９７株 从 第

４３５—４６１位 缺 失２７ｎｔ，第４６７—４８２位 缺 失１６ｎｔ
的区域都有重叠。Ｃｒｅ长为５４ｎｔ形成１个典型的

茎－环结构，其中有保守的ＡＡＡＣＡ特征性基序，加

上其 两 侧 的 序 列 共 同 构 成 了 ＡＣＴＴＧＴＡＣＡＡＡ－
ＣＡＣＧ（第６２３—６３７位）保 守 区，它 是 小ＲＮＡ病 毒

基因组复制所必需的［９］。

表３　ＯＴ株基因组的组成

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＯＴ　ｓｔｒａｉｎ　ｇｅｎｏｍｅ

Ｇｅｎｏｍｅ

Ｓｅｇｍｅｎｔｓ
５′ＵＴＲ　 Ｌ

Ｐ１

ＶＰ４ ＶＰ２ ＶＰ３ ＶＰ１

Ｐ２

２Ａ ２Ｂ ２Ｃ

Ｐ３

３Ａ ３Ｂ ３Ｃ ３Ｄ
３′ＵＴＲ　Ｐｏｌｙ（Ａ）

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　１　００４　 ６０３　 ２５５　 ６５４　 ６６０　 ６３９　 ４８　 ４６２　 ９５４　 ４５９　 ２１３　 ６３９　 １４１３　 ９３　 ２３

Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　 ２０１　 ８５　 ２１８　 ２２０　 ２１３　 １６　 １５４　 ３１８　 １５３　 ７１　 ２１３　 ４７１

　　ＯＴ株的ＩＲＥＳ长为４５３ｎｔ，共分５个结构域，
其中结构 域２中 包 含 与 嘧 啶 区 域 结 合 蛋 白（Ｐｏｌｙ－
ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ　Ｔｒａｃｔ－Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＴＢ）结 合 有 关

的保守的ＣＵＵＵＣＣ基序；在结构域３中 发 现 多 个

ＧＮＲＡ（Ｎ代表任意核苷酸，Ｒ代表嘌呤碱）和１个

ＣＲＡＡＡＡ特征性 保 守 基 序，并 且 也 包 含 新 的 高 度

保守 的 ＴＣＧＴＡＧＣＣＡＧＣＡ 基 序（位 于７９０—８０２
位）；结 构 域４高 度 的 保 守，有２个 保 守 的 ＧＡＵ－
ＣＵＧＡＧ（位于１　００６—１　０１３位）和ＵＵＡＡＡＡＧ（位

于１０３２—１０３８位）基序，或许这２个 基 序 在 其 二 级

结构中形成一个显著的凸起。

２．３．２　前导蛋白（Ｌ）的序列分析　　ＯＴ株前导蛋

白（Ｌ）编码区长６０３ｎｔ，编码２０１ａａ，无 缺 失 或 插

入。共有４个蛋氨酸，分别位于第１位、第２９位、第

１２６位和第１３２位，其 中 第１个 是Ｌａｂ蛋 白 的 起 始

氨基酸，第２个是Ｌｂ蛋白的起始氨基酸，两者相隔

８１ｎｔ，Ｌａｂ和 Ｌｂ的 蛋 白 酶 活 性 和 特 异 性 没 有 差

异［１０］。通过与参 考 毒 株 序 列 比 对 的 结 果 显 示，ＯＴ
株与ＯＭⅢ株的同源性最高，其核 酸 序 列 和 氨 基 酸

序列的相似性分别为９９．７％和１００％，与Ｏ／ＨＮＫ／

３９



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

２００２株的同源性最低，其核酸序列和氨基酸序列的

相似性分别 为８２．８％和８９．６％（表４）。与 其 他 分

离株一样，ＯＴ株Ｌ蛋白酶的第５１、１４８和１６４位分

别是Ｃｙｓ、Ｈｉｓ和Ａｓｐ，这３个氨基酸残基是Ｌ蛋白

酶的活性中心，其丝氨酸蛋白酶活性能在Ｌ／Ｐ１连

接处进行自我切割和释放［１１］。

表４　ＯＴ株与其他Ｏ型ＦＭＤＶ毒株核苷酸序列以及氨基酸序列比较结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｎｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＯＴ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ＦＭＤＶ　ｔｙｐｅ　Ｏ　ｓｔｒａｉｎｓ ％

序列Ｓｅｇｍｅｎｔ　 Ｏ／Ａｋｅｕｓ／５８ ＯＭＩＩＩ　 Ｏ／Ｔｉｂｅｔ／９９ Ｏ／ＳＫＲ／２００２ Ｏ／ＴＷ／９７ Ｏ／ＨＫＮ／２００２

５′ＵＴＲ　 ８３．２　 ９６．６　 ８１．８　 ８１．２　 ８２．６　 ８３．０

Ｌ　 ８４．４／９１．５　 ９９．７／１００　 ８７．９／９３．５　 ８７．７／９３．０　 ８３．９／８９．６　 ８２．８／８９．６

ＶＰ４　 ９０．０／１００　 ９９．２／１００　 ９４．１／１００　 ９４．５／１００　 ８３．５／９５．３　 ８２．７／９５．３

ＶＰ２　 ８９．１／９２．８　 ８８．７／９６．８　 ８８．８／９７．２　 ８９．０／９７．７　 ８６．２／９７．２　 ８５．９／９５．０

ＶＰ３　 ８８．９／９５．５　 ８９．２／９６．４　 ９０．２／９８．２　 ８９．５／９８．２　 ８５．３／９５．５　 ８５．２／９４．５

ＶＰ１　 ９５．８／９５．８　 ９３．３／９６．２　 ８８．９／９７．７　 ８８．６／９８．１　 ８０．０／８８．３　 ７９．３／８７．８

２Ａ ８３．３／１００　 ８３．３／１００　 ９１．７／１００　 ９１．７／１００　 ９３．８／１００　 ９１．７／１００

２Ｂ ９１．１／９８．１　 ９０．９／９８．１　 ９４．２／１００　 ９３．７／９８．７　 ８９．２／９５．５　 ８８．５／９５．５

２Ｃ ９０．６／９６．２　 ９０．４／９６．５　 ９３．７／９６．９　 ９２．７／９６．５　 ８６．５／９５．６　 ８８．６／９６．５

３Ａ ９０．８／９５．４　 ８９．９／９４．２　 ９３．５／９７．４　 ９２．２／９５．４　 ７４．８／７６．９　 ７５．８／７６．９

３Ｂ ９４．８／９８．６　 ９４．８／９８．６　 ９３．０／９５．８　 ９２．５／９５．８　 ９０．６／９５．８　 ９１．１／９７．２

３Ｃ ９０．６／９９．１　 ９０．１／９８．１　 ９１．９／９９．１　 ９１．２／９８．６　 ８９．１／９７．２　 ８７．６／９６．７

３Ｄ ９０．６／９６．２　 ９０．７／９６．８　 ９１．７／９７．０　 ９１．２／９６．６　 ８８．３／９７．４　 ８８．２／９７．０

３′ＵＴＲ　 ９０．５　 ９２．５　 ９５．７　 ９４．６　 ８１．２　 ８０．２

２．３．３　Ｐ１区的序 列 分 析　　ＯＴ株Ｐ１区 核 苷 酸

序列与同型的ＦＭＤＶ相比，既无缺失也无插入，共

长２　２０８ｎｔ，编 码７３６ａａ。含 有４个 小 结 构 蛋 白

（ＶＰ４、ＶＰ２、ＶＰ３和ＶＰ１）编码区，其推导 的 氨 基 酸

序列则分别为８５、２１８、２２０、２１３ａａ。各 结 构 蛋 白 之

间的连接氨基酸分别为Ａｌａ／Ａｓｐ（ＶＰ４／ＶＰ２），Ｇｌｕ／

Ｇｌｙ（ＶＰ２／ＶＰ３），Ｇｌｎ／Ｔｈｒ（ＶＰ３／ＶＰ１）与Ｒｙａｎ等的

报道一致［１２］。ＶＰ４是最为保守的，其核苷酸序列和

氨基酸序列分别与ＰａｎＡｓｉａ型的Ｏ／Ｔｉｂｅｔ／９９等参考

毒株相比，其相似性分别能达到９０％以上和１００％，
而与Ｃａｔｈａｙ型的Ｏ／ＨＫＮ／２００２和Ｏ／ＴＷ／９７株则有

４个位点不同，分别是８位（Ａ／Ｔ）、６０位（Ｔ／Ｎ）、７３位

（Ｓ／Ｎ）和７４位（Ｓ／Ｔ），具有明显的亚型特征。ＶＰ３跟

ＶＰ２一样，无论其核苷酸序列还是氨基酸序列都没有

明显的亚型差异，与所有参考株序列的相似性分别在

８５．２％～９０．２％和９２．８％～９８．２％。

ＦＭＤＶ　ＶＰ１蛋白包含重要的抗原决定簇，表５
为ＯＴ株与其他Ｏ型ＦＭＤＶ毒株的５个主要抗原

位点氨基酸比较结果。抗原位点１由ＶＰ１βＧ－Ｈ环

上第１３３—１５７位 氨 基 酸 和 位 于 ＶＰ１的 Ｃ 端 第

２００—２１３位氨基酸的线性表位形成，并呈现出一定

的拓 扑 型 特 异 性。如 以 Ｏ／ＨＮＫ／２００２、Ｏ／ＴＷ／９７
等 为 代 表 的 Ｃａｔｈａｙ 拓 扑 型 的 氨 基 酸 序 列 为

ＳＳＫＹＧＤＴＳＴＮ，Ｏ／ＳＫＲ／２０００为 代 表 的 ＰａｎＡｓｉａ
株此处的氨基酸序列为 ＮＣＫＹＧＥＳＰＶＴ，而ＯＴ株

与 我 国 疫 苗 毒 株 Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８ 一 样，为 ＮＣＫ－
ＹＧＶＧＰＶＴ，提示这些不同拓扑型毒株之间可能存

在抗原性差异。另外以Ｏ／ＴＷ／９７等为代表的Ｃａ－
ｔｈａｙ拓扑 型 毒 株 在 抗 原 位 点３的 ＶＰ１βＢ－Ｃ环（第

４３—４５位）上氨基酸也有一定的拓扑型特异性。决

定抗原性的关键氨基酸为１４４（Ｖ）、１４８（Ｌ）、１５４（Ｋ）、

２０８、４３（Ｔ）和４４（Ｐ）、１４９（Ｑ）［１３－１４］，除了Ｏ／ＴＷ／９７和

Ｏ／ＨＮＫ／２００２株在抗原位点３的第４３位关键氨基酸

变异（Ｔ／Ｋ），其余毒株的所有抗原位点的关键氨基酸

均未发生变异化（表５）。另外在第１４５—１４８位存在

着高度保守的ＲＧＤＬ基序，ＲＧＤ是一种细胞受体分

４９
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子识别基序［１５－１６］，而且ＲＧＤ基序侧翼序列＋１位和 ＋４位都是亮氨酸。

　　表５　ＯＴ株与其他Ｏ型ＦＭＤＶ毒株主要抗原位点氨基酸比较结果

　　Ｔａｂｌｅ　５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｔ　ｎｅｕｔｒａｌｉｓｉｎｇ　ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ｓｉｔｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＯＴ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ＦＭＤＶ　ｔｙｐｅ　Ｏ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．３．４　Ｐ２区的序 列 分 析　　ＯＴ株Ｐ２区 核 苷 酸

序列长１　４６４ｎｔ，编码４８８ａａ。Ｐ２区潜在的裂解位

点分 别 为 Ｌｅｕ／Ａｓｎ（ＶＰ１／２Ａ）、Ｇｌｙ／Ｐｒｏ（２Ａ／２Ｂ）、

Ｇｌｎ／Ｌｅｕ（２Ｂ／２Ｃ）、Ｇｌｕ／Ｉｌｅ（２Ｃ／３Ａ），与 其 他 各 型 相

同。经过裂解后形成熟的２Ａ、２Ｂ和２Ｃ蛋白，其推

导的氨基 酸 序 列 分 别 为１６、１５４、３１８ａａ。ＯＴ株 与

其他参考序列的Ｐ２区比较结果显示该区是比较保

守的区域，其核 苷 酸 序 列 相 似 性 都 在８７％以 上，氨

基酸序列相似性都在９５％以上，其中与Ｏ／Ｔｉｂｅｔ／９９
的相似性最 高。尤 其 是２Ａ编 码 区 最 为 显 著，与 参

考毒株氨 基 酸 序 列 的 相 似 性 都 是１００％。小 ＲＮＡ
病毒的２Ｂ和２Ｃ蛋白能诱导细胞产生病变，其中２Ｂ
蛋白能提高膜 的 通 透 性 和 阻 断 蛋 白 的 分 泌［１７］。２Ｂ
中第９位Ｓｅｒ／Ａｌａ、第１８位Ｉｌｅ／Ｖａｌ、第４５位 Ｔｈｒ／

Ａｌａ和第１２１位 Ａｒｇ／Ｇｌｎ的改变具有Ｃａｔｈａｙ型 的

特征。另外，在２Ｃ蛋白第１０９—１２０位存在一段相

当保 守 的 氨 基 酸 序 列 ＲＧＫＳＧＱＧＫＳＦＬＡ，有 人 推

测该区域存 在 核 苷 三 磷 酸（ＮＴＰ）结 合 蛋 白 的 特 征

性基序，参与和ＮＴＰ磷酸基结合［１７］。

２．３．５　Ｐ３区的序 列 分 析　　ＯＴ株Ｐ３非 结 构 蛋

白核苷 酸 序 列 长 为２　７２４ｎｔ，编 码９０８ａａ，由３Ａ、

３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ组成，其中３Ａ的核苷酸序列长为４５９
ｎｔ，编码１５３ａａ；３个３Ｂ（ＶＰｇ）分 别 是６９、７２和７２
ｎｔ，氨基 酸 各 为２３、２４和２４ａａ；３Ｃ是６３９ｎｔ，２１３
ａａ；３Ｄ是１　４１３ｎｔ，４７１ａａ，在３Ｄ编码区末端有整个

ＯＲＦ的终止密码子ＴＡＡ。在本研究分离到的牛毒

ＯＴ株与从牛体内分 离 到 的 Ｏ／ＳＫＲ／２０００、Ｏ／Ａｋｅ－
ｓｕ／５８株等，在３Ａ上都没有发 生 氨 基 酸 缺 失 现 象，

而属 于 Ｃａｔｈａｙ拓 扑 型 的 猪 源 Ｏ／ＨＮＫ／２００２、Ｏ／

ＴＷ／９７等毒株在第９３—１０２位缺失１０个 氨 基 酸。

３Ｂ又称为ＶＰｇ，是一小的病毒编码蛋白。脊髓灰质

炎病毒的ＶＰｇ第３位酪氨酸（Ｙ）和第１７位精氨酸

（Ｒ）是关键 氨 基 酸，这２个 氨 基 酸 任 意 一 个 突 变 都

会引起复制终止［１８］。ＯＴ株与所有参考毒株的３个

ＶＰｇ的第３位氨基酸都是酪氨酸（Ｙ）。ＶＰｇ１的第

１６位都是精氨酸（Ｒ），除了Ｏ／ＨＫＮ／２００２株和Ｏ／

ＴＷ／９７株第１６位是赖氨酸（Ｋ）；ＶＰｇ２和ＶＰｇ３的

第１６位也均是赖氨酸（Ｋ）。

ＦＭＤＶ的３Ｃｐｒｏ是一种蛋白酶，结构和功能与

细胞的丝氨酸蛋白酶相似［１９］。ＯＴ株的３Ｃ蛋白酶

存在第１６３位的Ｃｙｓ、第４６位的 Ｈｉｓ和第８４位 的

Ａｓｐ３个重要 的 酶 催 化 活 性 位 点，其 中 第１６３位 的

Ｃｙｓ是重要的催化亲核基团［１１］。总体而言３Ｃ编码

区相对比较保守，无论其核苷酸还是氨基酸序列都

没有明显的亚型特征。３Ｄ蛋白是病毒编码的ＲＮＡ
聚合酶，有 保 守 的 结 构 区。ＯＴ株 的３Ｄ蛋 白 在 第

３３６—３３９位具 有ＲＮＡ聚 合 酶 功 能 基 序 ＹＧＤＤ基

序，而且其位于一个高度保守的以２个天冬氨酸残

基为中心的氨基酸疏水区。

２．３．６　３′ＵＴＲ的 序 列 分 析　　ＯＴ株 基 因 组３′
ＵＴＲ与参 考 株 序 列 的 相 似 性 在８０．２％～９５．７％。

分析表明，在该区核苷酸变异率较大的区域如下：第

１６—３１和６３—７５位 核 苷 酸，在 第１—１５和７７—８８
位则 非 常 保 守，其 共 有 序 列 分 别 为 ＴＣＣＣＴＣＡ－
ＧＡＴＧＴＣＡＣ和 ＴＴＴＴＣＣＣＧＣＴＴＣＣＴ。ＯＴ株 与

其他参考序列一样（除了Ｏ／ＨＮＫ／２００２和Ｏ／ＴＷ／

９７），在第３１位还缺失１个Ｃ碱基，还有在第８９位

也缺失１个Ｔ碱基。

５９
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２．４　系统进化树分析

将ＯＴ株的ＶＰ１基因与Ｏ／ＨＮＫ／２００２等参考

毒株 的ＶＰ１基 因 序 列 进 行 了 比 对 和 分 析，并 用

ＭＥＧＡ４．１软件绘制了系统发生树（图４）。该进化

树表明，ＯＴ株 与 Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８、ＯＭⅢ的 亲 缘 关 系

最为密切。

图４　根据ＶＰ１基因对ＯＴ株与参考毒株绘制系统 发 生

树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅ－
ｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＶＰ１ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　ＯＴ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｅｆｅｒ－
ｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

３　讨　论

本研究采取分段克隆的策略，使用高保真ＤＮＡ
聚合酶，最大限度地降低了ＲＴ－ＰＣＲ过程中核苷酸

可能发生的变异，本研究获得的ＯＴ株ＦＭＤＶ的全

基因组序列是比较接近其真实序列的。本研究克隆

并测定的ＦＭＤＶ　ＯＴ株基因组序列长达８　１４２ｂｐ。
从５′末 端 到３′末 端 依 次 排 列 着５′ＵＴＲ、蛋 白 酶Ｌ
区、结构蛋白Ｐ１区（包括ＶＰ４、ＶＰ２、ＶＰ３和ＶＰ１）、
非结构蛋白Ｐ２区（包括２Ａ、２Ｂ和２Ｃ）、Ｐ３区（包括

３Ａ、３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ）以及部分３′ＵＴＲ。但本研究中未

测到 其 特 有 的Ｐｏｌｙ（Ｃ）序 列。早 期 研 究 表 明［２０］，

Ｐｏｌｙ（Ｃ）与病毒的毒力有密切的关系。关于基因组

中究竟至少含有多长的Ｐｏｌｙ（Ｃ）才不影响其具有感

染性，曾 有 学 者 做 了 相 关 研 究［２１］。ＦＭＤＶ　５′ＵＴＲ
区有许多与病毒复制和翻译密切相关的调控序列，
包括ＰＫｓ、ｃｒｅ和ＩＲＥＳ，而且这些序列进一步能折叠

成特殊的二级和三级结构。之前研究表明属于Ｃａ－
ｔｈａｙ拓扑型的猪源Ｏ／ＨＮＫ／２００２、Ｏ／ＴＷ／９７等

毒株在９３—１０２位 缺 失１０个 氨 基 酸［２２］，与 此 对 应

的ＰＫｓ也从第４３５—４６１位缺失２７ｎｔ，第４６７—４８２
位缺 失１６ｎｔ，这２个 毒 株 只 感 染 猪 而 对 牛 不 致

病［２３－２４］。在乳鼠上连续传代弱化的ＯＭⅢ株也不感

染牛，因此猜测ＰＫｓ区局部的缺失可能与宿主嗜性

有关，正 如３Ａ 基 因 的 缺 失 一 样［２５］。然 而 ＯＴ 株

ＰＫｓ区从第４１５—４９９位连续缺失８５ｎｔ，与 ＯＭⅢ
株的缺 失 区 完 全 一 致，而 Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８株 也 从 第

４３２—４７３位缺失４２ｎｔ，并且ＯＴ株和Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８
株均分离 于 牛 体。一 个 合 理 的 解 释 就 是 ＯＴ株 和

Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８株 可 能 都 是 从 牛 体 到 猪 体 过 渡 型 毒

株，但还需要更多的证据来验证这个猜测。

ＦＭＤＶ非结构蛋白３Ａ保守 性 相 对 较 差，绝 大

数有１５３ａａ。３Ａ 蛋 白 的 氨 基 酸 改 变 可 能 影 响 到

ＦＭＤＶ的毒力和宿主 范 围［２６］。据Ｂｕｒｍａｎ等［１４］报

道６株 猪 源 和 牛 源 的ＦＭＤＶ的３Ａ蛋 白 在１３４—

１４４位氨基酸缺失１１个氨基酸，而且本研究在序列

比对时发现 了 起 源 于 我 国 疫 苗 株 Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８的

ＯＭⅢ毒株在１３１—１４５位氨基酸缺失了１５个氨基

酸。虽然这些发现表明３Ａ蛋白氨基酸缺失与宿主

范围改变可能有一定的相关性，但本研究分离到的

牛毒 ＯＴ株 与 从 牛 体 内 分 离 到 的 Ｏ／ＳＫＲ／２０００和

Ｏ／Ａｋｅｓｕ／５８等，在３Ａ上都没有发生氨基酸缺失现

象。而 同 属 于 Ｃａｔｈａｙ 拓 扑 型 的 猪 源 Ｏ／ＨＮＫ／

２００２、Ｏ／ＴＷ／９７等毒株在９３－１０２位缺失１０个氨

基酸［２２］。并且 Ｏ／ＳＫＲ／２０００却能引起奶牛和韩国

本地牛出现典型症状［２７－２８］。亚 洲 系 猪 源ＦＭＤＶ的

３Ａ蛋白在９３—１０２位缺失１０个氨基酸，这些氨基

酸的缺失，都发生在特定的动物宿主，或许与宿主嗜

性有一定的关系，但很难由此就得出３Ａ蛋 白 的 缺

失改变了其宿主范围的结论，可能还有别的病毒遗

传因子 的 协 同 作 用［２９］。进 一 步 研 究３Ａ的 遗 传 变

异，对解释具有变异致病力的新病毒和变异的宿主

范围是如何出现的和对ＦＭＤＶ的持续感染问题研

究有实际意义。
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