
登革病毒GD01 98结构蛋白基因序列及
蛋白二级结构初步分析

 

张勤奋
1
, 陈森雄

1
, 蒋廉华

2
, 卢 英

1
, 张景强

1

( 1.中山大学生物防治国家重点实验室,广东 广州 510275;
2.广州军区军事医学研究所,广东 广州 510507)

摘　要:对登革病毒GD01 98 结构蛋白基因采用 RT-PCR、 分子克隆等方法进行测序, 获得了分离株的结构蛋

白基因核苷酸序列 2 419 bp;并通过 Internet、 用 Blast等软件进行同源性分析, 发现它同泰国分离株最近, 可能来

源于泰国;根据核苷酸序列, 推导蛋白一级结构, 并用 GOR、 神经网络 ( Hierarchical Neural Network) 等方法进行

二级结构预测, 发现有 46.74%氨基酸参与无规卷曲, 有 31.16%氨基酸参与α-螺旋, 没有 β 折叠。
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　　登革病毒引起的登革热 ( Dengue Fever, DF) 、

登革出血热 ( Dengue Hemorrhagic Fever, DHF) 和登

革休克综合症 ( Dengue Shock Syndrome, DSS) 是危

害较大的急性传染病
[ 1, 2]
。但由于抗体依赖性感染

增强作用 ( ADE) , 到目前为止还没有有效的疫苗

可以防治登革病毒所引起的这些疾病。登革病毒的

结构蛋白是组成病毒颗粒的主要成分, 也是毒粒的

形态结构的主要物质基础 。结构蛋白存在重要的抗

原决定簇 、 受体结合位点等功能决定簇, 也与 ADE

有关系
[ 3, 4]
。因此研究登革病毒的结构蛋白对揭示

这些活性位点的结构与功能, 控制其引起的疾病有

重要的作用。此外, 已有研究表明, 毒力的变化除

与登革病毒的血清型有关外, 也与毒株的疫源有很

大的关系, 如:登革-2型东南亚株的毒力比其它

地方株的强很多
[ 5]

, 因此, 搞清病毒的来源对控制

其流行及治疗有重要作用 。

本文提取了 1998年在南海市分离得到的登革

病毒 2型分离株 ( GD01 98) 的基因组 RNA, 通过

设计的特异引物, 应用 RT_PCR 、分子克隆等技术

对该基因组 RNA进行了研究, 获得了结构蛋白基

因的核苷酸序列 。并通过 Internet, 用 Blast 等软件

进行同源性分析;同时根据核苷酸序列推导的结构

蛋白氨基酸序列, 应用计算机及 Internet 等技术进

行了结构蛋白二级结构的初步分析, 这些结果将为

登革热等疾病的防治提供依据 。

1　材料与方法

1.1　病毒 、质粒和菌种

登革病毒_2型 GD 01 98 株由广州军区军事医

学研究所分离 、 鉴定和保存
[ 6]

, 并按冯建勋方法培

养 、提纯
[ 7]
。载体 pGEM_Teasy 购自 Promega 公司;

宿主菌 E.coli DH5α为中山大学海洋功能基因组国

家开放实验室提供。

1.2　引物的设计和合成

用 Oligo 软件, 参照登革病毒-2型 NGC 株的

核苷酸序列设计 2对特异引物:

引物 1

上游 5′GAC AGA TTC TTT GAG GGA GCT AAG 3′

下游 5′CTC TTG TCT ACT GAC GAT CAT GTG 3′

引物 2

上游 5′TCC AGC TCA CAA CGC AAC CAC TAT C 3′

下游 5′CCA CAC GTA ACG GAG AAC CAC ACA T 3′

并由上海生工生物工程公司合成 。

1.3　cDNA合成和PCR扩增

将纯化的病毒用GIBCO_BRL公司的TRIzol细胞

总 RNA试剂盒, 参照 TRI Reagent一步法分离病毒

RNA
[ 8]

, 用下游引物, 参照 cDNA Synthesis Kit试剂

盒说明方法进行病毒 cDNA 的合成, 以 cDNA 为模

板, 按常规反应条件, 进行32个循环的 PCR扩增,

反应体积为 50 μL, 循环参数为:94 ℃变性 3 min

后, 94 ℃35 s, 58 ℃50 s, 72 ℃2 min。

1.4　PCR扩增产物的纯化

将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳, 切取与目

的基因大小相符的核酸带, 参照 QIAGEN 的 QIA-

quick Gel Extraction Kit的说明进行提纯。

1.5　DNA片段的克隆与测序

将 PCR 扩增产物与 Promega 公司的 pGEM_T
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Easy Vector 连接, 转化到 E.coli DH5α菌株中, 筛选

阳性克隆子, 培养至对数生长期, 用 Omega Bio_

tek.Inc.的 E.Z.N.A.Plasmid Miniprep Kit Ⅰ, Ⅱ提纯

质粒 DNA, 用 EcoR Ⅰ酶切, 琼脂糖凝胶电泳检测。

用该 DNA为模板,由上海生工生物工程公司测序。

1.6　序列同源分析

摘录国际基因库 ( GenBank) 中的几株登革_2

型病 毒的核 苷酸 序列:中 国分 离株 china04

( AF119661 ) , Den2 NGC ( D00346 ) , Thai

(AF022434) , Strain 16681 (M84727.1) , DV2 Jamaica

(M0558.1) , DV2 strain IQT1797 ( AF100467) , ThNH_

7 93 ( U31949 ) , Puo 218 strain ( D00345) 等, 用

BLAST, DNA STAR, Clustal W等软件进行核苷酸序

列分析和比较。

1.7　结构蛋白的二级结构初步分析

由所获得的 cDNA序列, 推导氨基酸序列, 再

通过 Internet, 用 GOR 二级结构预测 、 神经网络

( hierarchical neural network) 等方法对蛋白的二级结

构进行预测分析
[ 9, 10]

。

2　结　果

2.1　GD 01 98分离株结构蛋白基因克隆和测序

通过 2对特异引物经 RT_PCR对 GD 01 98分离

株的核酸进行扩增, 可分别获得产物约为460 bp和

2 000 bp的片段 (图 1) , 经克隆至 PGEM_T Easy 载

体后, 提取质粒, 重组子可得到这 2片段 。测序结

果表明, 第 1片段共有 465 bp, 包含了登革病毒全

部的C 蛋白基因和部分 PrM基因, 第 2个片段有 2

086 bp, 包含了全部的 PrM, M, E蛋白基因和部分

C, NS1的基因。将 2片段连接起来获得 2 419 bp,

包含了全部的结构蛋白 C ( 70-411) 、 prM ( 411-

680) 、 M ( 681-905) 、 E ( 905-2390) 的基因和部

分 5' 端非编码区 ( 1-69) 、 部分的 NS1 ( 2391-

2419) 基因, 并在所测得的第 70个碱基上存在起

始密码子, 没有终止密码子 (图2) 。

图 1　结构蛋白基因片段扩增结果

Fig.1　PCR amplification of structural protein gene fragment

1 DNA 相对分子量标准;2 PCR产物

1 GACAGATTCT TTGAGGGAGC TAAGCTCAAC GTAGTTCTAA CAGTTTTTTA ATTAGAGAGC AGATCTCTGA TGAATAACCA ACGGAAAAAG GCGAAAACCA

101 CGCCTTTCAA TATGCTGAAA CGCGAGAGAA ACCGCGTGTC GACTGTGCAA CAGCTGACAA AGAGATTCTC ACTTGGAATG CTGCAGGGAC GAGGACCATT

201 AAAACTGTTC ATGGCCTTGG TGGCGTTCCT TCGTTTCCTA ACAATCCCAC CAACAGCAGG GATATTGAAG AGATGGGGAA CAATTAAAAA ATCAAAAGCC

301 ATCAATGTTT TGAGAGGGTT CAGGAAAGAG ATTGGAAGGA TGCTGAACAT CTTGAATAGG AGACGCAGAT CTGCAGGCAT GATTATTATG CTGATTCCAA

401 CAGTAATGGC GTTCCATCTA ACCACACGTA ACGGAGAACC ACACATGATC GTCAGTATAC AAGAGAAAGG GAAAAGTCTT CTGTTTAAGA CTGAGGATGG

501 CGTGAACATG TGCACCCTCA TGGCCATGGA CCTTGGTGAA TTGTGTGAAG ACACAATCAC GTACAAGTGT CCCCTTCTAA GGCAGAATGA GCCAGAAGAC

601 ATAGACTGTT GGTGCAATTC CACGTCCACA TGGGTAACCT ATGGGACTTG TACCACCACG GGAGAACATA GAAGAGAAAA AAGATCAGTG GCACTTGTTC

701 CACATGTGGG AATGGGACTG GAGACGCGAT CCGAAACATG GATGTCATCA GAAGGGGCTT GGAAACATGC CCAGAGAATT GAAACTTGGA TCCTGAGACA

801 TCCAGGCTTC ACCATAATGG CAGCAATCCT GGCATACACC ATAGGGACGA CACATTTCCA AAGAGCCCTG ATTTTCATCC TACTGACAGC TGTCGCTCCT

901 TCAATGACAA TGCGTTGCAT AGGAATATCA AATAGAGACT TTGTAGAAGG GGTTTCAGGA GGAAGCTGGG TTGACATAGT CTTAGAACAT GGAAGCTGTG

1001 TGACGACGAT GGCAAAAAAC AAACCAACAT TGGATTTTGA ACTGATAAAA ACGGAAGCCA AACAGCCTGC CACCCTAAGG AAGTACTGCA TAGAAGCAAA

1101 GCTAACCAAC ACAACAACAG AATCTCGTTG TCCAACACAA GGGGAACCCA GCCTAAAAGA AGAGCAGGAT AAGAGGTTCG TCTGCAAACA CTCCATAGTA

1201 GACAGAGGGT GGGGAAATGG ATGTGGATTA TTTGGAAAGG GAGGCATTGT GACCTGTGCT ATGTTCACAT GCAAAAAGAA CATGGAAGGG AAAATCGTGC

1301 AACCAGAAAA CTTGGAATAC ACCATTGTGG TAACACCTCA CTCAGGGGAA GAGCATGCGA TCGGAAATGA CACAGGAAAA CATGGCAAGG AAATCAAAGT

1401 AACACCACAG AGTTCCGTCA CAGAAGCAGA ATTGACAGGT TATGGCACCG TCACGATAGA GTGCTCTCCG AGAACAGGCC TCGACTTCAA TGAGATGGTG

1501 TTGCTGCAGA TGGAAAATAA AGCTTGGCTG GTGCATAGGC AATGGTTCCT AGACCTGCCA TTACCATGGC TGCCCGGAGC GGACACACAA GGGTCAAATT

1601 GGATACAGAA AGAAACATTG GTCACTTTCA AAAATCCCCA TGCGAAGAAA CAGGATGTTG TTGTTTTAGG ATCCCAAGAA GGGGCCATGC ATACAGCACT

1701 CACAGGAGCC ACAGAAATCC AAATGTCGTC AGGAAACTTA CTCTTCACCG GACATCTCAA GTGCAGGCTG AGAATGGACG AGCTACAGCT CAAAGGAATG

1801 TCATACTCCA TGTGCACAGG AAAGTTCAAA GTTGTGAAGG AAATAGCAGA AACACAACAT GGAACGATAG TTATCAGAGT GCAATATGAA GGGGACGGCT

1901 CTCCATGTAA AATCCCTTTT GAGATAATGG ATTTGGAAAA GAGATATGTC TTAGGCCGCC TGATCACAGT CAACCCAATT GTGACAGAAA AAGATAGCCC

2001 AGTCAACATA GAAGCAGAAC CTCCATTCGG AGACAGCTAC ATCATCATAG GAGTAGAGCC GGGACAACTG AAGCTCAACT GGTTCAAGAA AGGAAGTTCT

2101 ATCGGCCAAA TGTTTGAGAC AACAATGAGG GGGGCGAAGA GAATGGCCAT TTTGGGTGAC ACAGCCTGGG ATTTCGGATC CCCGGGAGGA GTGTTTACAT

2201 CTATAGGAAA AGCTCTCCAC CAAGTCTTTG GAGCAATCTA TGGAGCTGCC TTCAGTGGGG TTTCATGGAC TATGAAAATC CTCATAGGAG TCATTATCAC

2301 ATGGATAGGA ATGAACTCAC GCAGCACCTC ACTGTCTGTG TCACTAGTAT TGGTAGGAAT TGTGACACTG TACTTGGGAG TCATGGTGCA GGCCGATAGT

2401 GGTTGCGTTG TGAGCTGGA

图 2　GD 01 98 登革病毒结构蛋白基因 cDNA 核苷酸序列

Fig.2　The cDNA nucleotide sequence of the structural proteins of Dungue virus II GD 01 08
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2.2　GD 01 98分离株结构蛋白基因同源性分析

通过 Internet, 用 Blast, Clustal W 等软件进行

的基因同源性的分析表明:GD 01 98分离株结构蛋

白基因核苷酸序列同泰国株ThNH_7 93具有最高的

同源性, 达98%, 而同中国海南省 1985年流行的

04分离株仅有 93%的同源性 (图 3) 。图 3还显示

GD01 98与中国 04 分离株较远, 应不属于同一来

源;而与泰国的两分离株较近, 应属同一来源。

图 3　登革病毒 2 型结构蛋白基因系统树

Fig.3　The phylogenetic tree of the structural

proteins of Dengue virus Ⅱ

2.3　GD 01 98分离株结构蛋白二级结构分析

根据核苷酸序列推导 GD 01 98结构蛋白的氨

基酸有 783个, 二级结构预测显示, 有 244个氨基

酸参与形成α_螺旋 ( alpha helix) , 占所有氨基酸的

31.16%, 有 22.09%的氨基酸 ( 173个) 参与形成

伸展链 ( extended strand) , 有 46.74% ( 366个) 的

氨基酸参与形成无规卷曲 ( random coil) (图 4) 。

通过 Internet, 获得中国 04株及泰国株的结构

蛋白氨基酸序列, 用相同的方法进行蛋白二级结构

预测, 并同 GD 01 98 的结果进行比较分析, 发现

GD01 98与泰国株在一级结构上只差 7 个氨基酸,

二级结构基本没差异;而与中国 04株则相差 30个

氨基酸, 其中有部分还引起了二级结构发生变化

(见图 4画线部分) , 如:在 C蛋白的第 101残基处

由 GD01 98:101SAGM …… VMA 变 为中国 04:

101TVGV ……AMA, 其二级结构相应也从 ccce……

变为 eeee…… 。在 E蛋白N 端的第 82-96个氨基

酸, 虽只有两个氨基酸发生了变化, 即第 82 个残

基由 L变为 N, 第 96的 I 变为 M, 其二级结构由

cchccceeeeeeee 变为 chhhchheeecccc, 另一个地方在 E

蛋白的 C端的前面12个残基处, 变了 3个氨基酸,

其后面的残基虽不变, 但二级结构由原来的 eeee 变

为 hhhh。

-※C

MNNQRKKAKTTPFNMLKRERNRVSTVQQLTKRFSLGMLQGRGPLKLFMALVAFLRFLTIPPTAGILKRWG

Cccccccccccchhhhhhhccccchhhhhhhhhecccccccchhhhhhhhhhhhhhhcccccchhhhhhc

-※PrM

TIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRRSAGMIIMLIPTVMA FHLTTRNGEPHMIVSIQEKGKSLLFK

Hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhcccceeehhhhhhhh heeecccccceeeeeeecccceeeee

-※M

TEDGVNMCTLMAMDLGELCEDTITYKCPLLRQNEPEDIDCWCNSTSTWVTYGTCTTTGEHRREKRSVALV

cccccchhhhhhhchchhchccceeccccccccccccccccccccceeeeeccccccccccccccceeee

PHVGMGLETRSETWMSSEGAWKHAQRIETWILRHPGFTIMAAILAYTIGTTHFQRALIFILLTAVAPSMT

eeccccccccccccccccchhhhhhhhhhhheccccchhhhhhhhhhcccchhhhhhhhhhhhhhcccce

-※E

MRCIGISNRDFVEGVSGGSWVDIVLEHGSCVTTMAKNKPTLDFELIKTEAKQPATLRKYCIEAKLTNTTT

eeeeeecccchhecccccceeeeeeecccceeeecccccccceeehhhcccccchhhhheeheccccccc

ESRCPTQGEPSLKEEQDKRFVCKHSI VDRGWGNGCGLFGKGGIVTCAMFTCKKNMEGKIVQPENLEYTIV

ccccccccccccchcccceeeeeeeeehccccccccccccceeeeeeeeccccccccceeeccceeeeee

VTPHSGEEHAIGNDTGKHGKEIKVTPQSSVTEAELTGYGTVTIECSPRTGLDFNEMVLLQMENKAWLVHR

eecccccccccccccccccceeeecccccceeecccccceeeeeeccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhh

QWFLDLPLPWLPGADTQGSNWIQKETLVTFKNPHAKKQDVVVLGSQEGAMHTALTGATEIQMSSGNLLFT

hhhhhcccccccccccccccheecceeeeecccccccceeeeeecccccccccccccceeeecccceeec

GHLKCRLRMDELQLKGMSYSMCTGKFKVVKEIAETQHGTIVIRVQYEGDGSPCKIPFEIMDLEKRYVLGR

hhccchcchhhhhhcccceeecccchhhhhhhhhhccceeeeeeeecccccccccchhhhhhhhhhehce

LITVNPIVTEKDSPVNIEAEPPFGDSYIIIGVEPGQLKLNWFKKGSSIGQMFETTMRGAKRMAILGDTAW

eeeecceeeccccccceccccccccceeeeeeccccceeehhccccchhhhhhhhhhhhhceeeeccccc

DFGSPGGVFTSIGKALHQVFGAIYGAAFSGVSWTMKILIGVIITWIGMNSRSTSLSVSLVLVGIVTLYLG

cccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhchhchhhhhhceehheeeeeeeccccccchhhhhhhhhhhhheee

-※NS1

V MVQADSGCVVSW

eeeecccceeeec

h:α螺旋　　 e:伸展链　　 c:无规卷曲

图 4　GD 01 98结构蛋白的二级结构预测

Fig.4　The secondary structure of the structural proteins of GD 01 98
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3　讨　论

从结构蛋白基因系统树看, GD 01 98与毒力强

的东南亚疫源的泰国分离株同源, 而与中国 04 分

离株不同源, 这一点同其非结构蛋白NS1部分序列

分析的结构相似
[ 6]
。蛋白二级预测表明登革病毒 2

型GD 01 98株的结构蛋白二级结构中最多的结构

类型是无规卷曲,α_螺旋只占约 1 3, 但衣壳蛋白( C)

中的α_螺旋却占 72%。α_螺旋是相当稳定的结构状

态
[ 10]

, 这结果可以显示登革病毒结构蛋白中的衣壳

蛋白结构相对紧密而稳定,对病毒的形态起稳定作

用。而前膜蛋白( PrM) 中的 α_螺旋却只占 10%左

右,说明其形态极不稳定。囊膜蛋白 E的α_螺旋约

占1 3,这也说明其形态也是较为多变的。这些蛋白

的结构特征与登革病毒的形态特征是相符的 。

登革病毒的 E蛋白在病毒的最外表, 其上有重

要的抗原决定簇 、 受体结合位点等功能决定

簇
[ 1-4]

。已有实验证明 E蛋白刺激机体产生的抗体

能引起抗体依赖性感染增强作用 ( ADE) , 与登革

出血热和登革休克综合症密切相关 。在 E蛋白的结

构模型中, 有 3 个非重叠的抗原决定簇:A, B,

C
[ 10]
。GD 01 98株同中国 04株在 N端 82-96个残

基的变化正好在 A区, E蛋白结构的这些变化, 尤

其在A区的结构变化对其抗原决定簇的结构将会产

生影响, 进而有可能对其功能, 如毒力的变化产生

不可忽视的作用 。
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The Nucleotide Sequence and Secondary Structure

of the Structural Protein of Dengue Virus GD01 98 Strains
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Abstract:The sequence about 2 419 bp of the structural protein gene of Dengue Virus GD01 98 strain was obtained by

using RT_PCR, Clone technology etc.It could be concluded that the strain might be Thailand resources for the nucleotide

sequence has highest homologous with ThNH_7 93.The preliminary secondary structure was studied by Gibrat (GOR3)

methods and Hierarchical Neural Network methods together with the internet.The results demonstrated that there were

46.74% random coils and 31.16%α_helix.
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