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摘 要
: 利用对应于蛙病毒

一

3 型 ( Fv 3 ) A IP 酶基因 ( A” 、 朋 ) 的 162
一 178 , 和 1 186

一 1 174 in 碱基序列作为引

物
,

采用 P CR方法扩增得到虎纹蛙病毒 ( RIV ) 的 AT P 酶基因
,

并对该基因进行克隆
、

测序和分析
。

基因读码

框大小为 945 ha
,

预计可编码一相对分子质量为 35 绷 的蛋白质
。

氨基酸序列比较结果
,

RIV 的 A” 、 eS 基因与虹

彩病毒科蛙病毒属的代表种 F V3 的一致性最高
,

为 87
.

9%
,

与该科其它脊椎动物病毒的一致性在 50 % 一
52 %之

间
。

A作 酶蛋白质结构域分析可知该基因编码的 左 IP 酶含有 W al k
e r
型 A】P 酶 AAA 族蛋白质的全部结构域

,

其中

既具有 Wal k e r
型 A犯 酶所具有的 W日ke r

A 和 W司医e r
B保守区

,

还含有 A AA 族蛋白质基因所具有的 SRH 高度保守

区
,

因此
,

该基因是一完整的活性蛋白编码基因
。
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砧 79 (姗 ) 胳以刀今以

虹彩病毒科 ( irI d o v i ir dae ) 病毒是一类大型胞

浆内 DN A 病毒
,

可感染脊椎动物和无脊椎动物
,

从已作了全基因组序列测定的病毒看
,

脊椎动物虹

彩病毒基因组的编码能力在 100
一 2仪) 个蛋白质之

间
,

脊椎动物虹彩病毒中与已知蛋白质同源的基因

主要约十余个 ( C七
n B an k 数据库 )

,

其中研究较多

的是主衣壳蛋白基因和胞啥吮 ND A 甲基转移酶基

因
,

其它基因的结构和功能还有待作进一步的分析

鉴定
。

近十几年来
,

虹彩病毒已被认为是水产养殖上

的一类重要病原
,

可引起贝类
、

鱼类
、

两栖类和爬

行类的疾病
,

危害较大
。

从人工养殖的泰国虎纹蛙

aR an t

咖an C田 l to r
中分离到的一株可引起虎纹蛙幼

体发病死亡的病毒
,

根据形态学和细胞培养特征观

察 (王晓红等
,

待发表 ) 以及病毒衣壳蛋白基因的

分析
,

已确定它在分类上属于虹彩病毒科
,

蛙病毒

属 佃五做沉、 )
,

并命名为虎纹蛙病毒 ( Ran a t ihg an

~
ur s ,

RTV l)[
〕。

本文扩增
、

克隆了 RT v 的 ATp

酶 (
a de n OS ien itr p h os p h a胜坦毛

,

尤砰公 e
) 基 因

,

并对

A耳a)S e
蛋白的结构域进行了分析

,

为该基因的体

外表达和功能鉴定奠定了基础
。

1 材料和方法

1
.

1 病毒和细胞

参见文献 〔1 ]
。

1
.

2 病毒核酸的提取

参见文献 【1 ]
。

1
.

3 PC R 扩增反应

用于 A)砰 ase 扩增的引物为 ATP F 和 ATP R
,

其

核昔酸序列分别对应于蛙病毒
一

3 型 ( VF 3) AT B明 e

基因的 162
一 178 nt 和 1 171 一 1 186 in

,

由上海生工

生物工程公司 (简称上海生工 ) 合成
,

引物序列如

下
:

A IT 不 : 5
, 一 C口陀 AACA CC川 rA I叮戊 一 3’

,

A IT吸 : 5
` 一 AC A口陕G左n 刃陀C (兀人 一 3

’ 。

CP R 扩增反应体系和扩增反 应条件见 文献

〔l 〕
。

1
.

4 CP R 产物的纯化和克隆

代R 产物经 w 二 1% 琼脂糖凝胶电泳鉴定
,

用

CP R 产物纯化试剂盒 (上海生工 ) 纯化
,

与 p UCm
-

T (上海生工 ) 载体连接后转化大肠杆菌 D5H
a
感

受态细胞
,

用氨节青霉素抗性和蓝白斑筛选阳性克

隆
,

并进行酶切鉴定
。

1
.

5 DNA 序列测定和分析

克隆片段采用 M 13 通用引物进行双向测序
,

测序由上海生工完成
。

序列分析采用

DN AS枉rI
软件

。

本实验所用的其他虹彩病

列取自 诀
n Ban k

。

用于 A IT 、 eS 基因 比较的序列为

卜级

.
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(AA 9[ 884 7 )
、

GW ( AA场 865 2 )
、

1扒VB ( A A场 865 4 )
、

R SVI ( B九妞 867 0)
、

肺鱼虹彩病毒 ( B AA9 6 泊8 )
。

2 结 果

2
.

1 CP R 扩增及其克隆

采用 A IT 那 和 A皿吸 引物对虎纹蛙病毒的核酸

进行 CP R 扩增
,

扩增产物电泳结果可见一明显条

带
,

约 1 以X〕坤 (图 1 )
,

与预期的大小相近
。

CP R

产物经纯化
、

连接
、

转化后的阳性克隆
,

经 召山刀 H

I 单酶切和 及
。 R l 和 天加 I 双酶切鉴定

,

单酶切

结果可见约为 750 坤 和 3 以x〕坤两条带
,

双酶切可

见约为 1 以x ) b p 和 2 7 00 bP 的两条带
,

与 VF 3

尤即韶 e基因一致 (图 2)
。

2 0 0 0

1 0 0 0

7万0

005000
ù、ú,ù
` 1̀

图 l 虎纹蛙病毒核酸 P CR扩增结果

iF g
.

1 代R p袱】u e st of R l
,

V D N A

M 为核酸相对分子质量标准 ; A 为扩增产物

5000500000
,ùl月声̀J,4

图 2 重组质粒酶切鉴定电泳图

iF g
.

2 eR
s itr c it o n l犯 11e rn of er

e o n
U

) i n

ant lP as 而 d

M 为 ND A 相对分子质量标准 ; A 为 及训团单酶切结果 ;

B和 C为 及
。

R 工/Xb
a
工双酶切结果

2
.

2 A
r

伴 as e
基因序列及分析

重组质粒经 M 13 通用引物双向测序
,

可知插

人片段为 9 85 饰
,

其中虎纹蛙病毒 A Tp as e
基因的读

码框大小为 945 坤
,

GC 含量为 55 % (图 3)
。

由 AT Pas e
基因核昔酸序列推断

,

该基因编码

一个由 31 5 个氨基酸组成的多肤链 (图 3)
,

其相对

分子质量为 35 500
,

等电点为 5
.

11
。

虎纹蛙病毒 A IT几eS 基因编码的氨基酸序列见

图 3
,

其中包括 39 个强碱性氨基酸 (K
、

)R
、

48 个

强酸性氨基酸 ( D
、

E )
、

102 个疏水性氨基酸 ( A
、

I
、

L
、

F
、

W
、

v ) 和 7 8 个极性氨基酸 (N
、

C
、

Q
、

s
、

T
、

Y )
,

从其氨基酸组成分析可见
,

sA p 含量最

高
,

为 9
.

52 %
,

vsC
、

iH s 、

孙 的含量最低
,

仅为

1
.

5 9%
。

蛋白质结构域搜索发现 尤即韶 e
蛋 白中含有

Wal k er 型 A TP 酶 AA A 族蛋白质的结构域 (图 4 )
,

其中既具有 Wal k e r 型 A TP 酶所具有的 W al ker A ( 35

一
42 aa ) 和 W滋k e r B ( l or 一 1 17 aa ) 保守区

,

还含有

AAA 族蛋 白质所具有 SRH 高度保守区 ( 146
-

16 2 aa ) (图 3 )
。

同源性分析结果
,

虎纹蛙病毒 AT E始 e
蛋白的

氨基酸序列与虹彩病毒科蛙病毒属的代表种 VF 3

的一致性最高
,

为 88 % ; 与淋巴囊肿病毒属代表种

比目鱼病毒 (砚 DV
一

l) 的 N竹a)S e
一致性为 52 % ;

与石 斑 鱼 虹 彩 病 毒 ( GW )
、

真 明 虹 彩 病 毒

( SR W )
、

肺鱼虹彩病毒 ( iafr
c an l朋叩 e gy iir do v iur s

)

和级鱼虹彩病毒 ( is in ep o a c
hu ast i vi ur s

) 的 A吓as) e

蛋白的一致性在 50 % 一
52 % 之间 ; 与昆虫虹彩病

毒 CW 的一致性是 37 %
。

3 讨 论

虹彩病毒中
,

对 A TP 具有高度亲和力的 NT
-

asP
。
的活性早在 e w [ ,〕 、

即 3 [, 〕和 砚vn
一

l仁4 ]的纯化

病毒粒子中就有研究
,

W 3 中的 ATP a s e
与宿主细

胞本身具有的 A耳a)S e
明显不同

,

是病毒特异的
,

这种酶位于病毒的核心
,

能将 ATP 水解为 AD沪;]

而 CL DV
一

1的酶活性位置是在核衣壳与囊膜之间〔4 ,
。

一

如今
,

DN A 的序列测定结果
,

在 VF 3
、

CL VD
一

1
、

CW
、

SR W
、

撅鱼病毒和肺鱼病毒等虹彩病毒中都

得到了与已知 A TP as e
同源 的基因的完整或部分序

列 ( eG nB 田永数据库 )
,

相对于其它基因来看
,

本

文克隆得到的虎纹蛙病毒 A竹址 e
基因序列与上述

虹彩病毒 AT Pas e
基因的一致性不高

,

与 卿3 的一

致性为 88 %
,

其阅读框的大小相差 24 坤
,

与 CW

的一致性仅为 37 %
。

AA A蛋 白质族是 目前较热的研究方向
,

近几

年来
,

已鉴定了 200 多个该族的基因川
。

AAA 族蛋

白质的基因有 3 个保守区域
,

W a] k e r A 和 W al k e rB

是所有 Wal ke r 型 AT P as e
均具有的保守区域

,

而另

一高度保守的区域
`

sRH 区为 A AA 家族所特材
’。〕 。

W al k e
rA

、

B 区是 ATP 酶的结合位点
,

而 SRH 区则

可能是催化中心 s[, 7〕 。

除了结合和水解 ATp 的功能
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1
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月
卫1℃ A八C GA C A A G G A G G l 〔 A G G GC G C于G 4加

何己 I k e r B
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1
.
l

u
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图 3 虎纹蛙病毒 ATP酶基因的核昔酸及相应的氛基酸序列

凡
.

3 DNA n谧坛币 de 山 d d创 I诩目

~
` id se 印岭 n c吧 试 A叨、 舰 乎此 试 m V

(虎纹蛙病毒 (几叮协吨油协

~
) 左 n、 eS 基因核昔酸序列已登录 G田 B al lk

,

录人号为 A” 11叹抖)

黑斜体分别示 A AA 蛋白质基因的 3个保守区

116113121

3318153241乃30193361113421133481

153541173砚193砚213721233781253841扔叨柳蚁313

50 l 0() 15 0 2X() 2 5 0 30() 3 l 5

图 4 虎纹蛙病毒 A” 、 eS 蛋白所包含的蛋白质结构域

iF .g 4 OI 群油丽 on of

一
钊阂 浅翔画翻 in Rr V 尤印ase g

e n e

具有 AAA 族蛋白质基因所具有的全部三个保守区

域 (图 3)
,

说明该基因所编码的蛋白质也是 W司k
-

er 型 AAA 族蛋白质的成员
,

同时也说明它是一完

整的活性蛋白编码基因
,

它的功能还有待于鉴定
。

参考文献
:

外
,

该类蛋白质还具有多种细胞学活性如基因的表

达
、

细胞周期的调节
、

蛋白质的降解
、

过氧化酶体

的装配和 26 5 蛋白酶功能等8[, 刃
。

AAA 族蛋白质基

因序列的高度保守性和功能的多样性这一矛盾的存

在
,

引起了生物学家广泛的兴趣
。

本研究所得到的

虎纹蛙病毒的 A IT 队se 基因经结构域分析
,

发现其
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