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摘　要:根据伪狂犬病病毒 ( PRV) Rice株 gE 基因的序列设计并合成了 1 对引物, 以我国 PRV 地方毒株

广东株的基因组 DNA 为模板, 通过PCR方法获得了一大小约 1.6 kb 的 DNA 片段, 并将其克隆到 pMD18_T

载体上进行测序.序列测定结果显示, 该片段长1 665 bp, 编码 555 个氨基酸, 与PRV Rice株 gE 基因的核

苷酸序列同源性为 97.7%, 氨基酸序列同源性为 95.9%.
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　　伪狂犬病 ( Pseudorabies, PR) 是可感染多

种家畜及野生动物的一种传染病, 该病已给世界

畜牧业尤其是养猪业造成了巨大的经济损失[ 1] ,

美国 1990年因伪狂犬病的流行造成的损失达 6

亿美元, 我国自 1947 年首次发现猫的伪狂犬病

以来, 已有 24 个省市报道了该病的流行, 猪场

的血清阳性检出率逐年上升, 广东省 1988 -

1995年间发病猪场的数量为建国后 40年总和的

8.7倍[ 2] .

疫苗接种是防制伪狂犬病的重要手段, 目前

广泛使用的疫苗有灭活疫苗和弱毒疫苗 (包括基

因缺失疫苗) , 但没有一种能够完全阻止PRV的

感染及潜伏感染, 因此无法达到根除伪狂犬病的

目的.利用缺失一个或多个伪狂犬病病毒

( Pseudorabies virus, PRV) 生长复制非必需基因

的基因缺失疫苗免疫动物, 结合使用能检测缺失

蛋白抗体的血清学方法, 可将疫苗接种动物与野

毒感染动物区分开来, 在感染早期甚至潜伏感染

期就将患病动物清除出动物群, 阻断伪狂犬病的

流行, 使根除该病成为可能[ 3] .gE 基因是 PRV

在体外复制的非必需基因, 也是一种毒力参与基

因[ 4] .结合使用 gE基因缺失的 PRV疫苗与高效

灵敏的 gE-ELISA 检测方法是伪狂犬病防制工

作的一项重要策略.本文利用 PCR方法成功地

获得了 PRV广东株的 gE 基因去信号肽片段, 为

今后在真核表达系统中大量表达 gE 基因产物并

进而建立 gE_ELISA检测方法打下了基础.

1　材料与方法

1.1　实验材料　非洲绿猴肾细胞 ( Vero 细胞)

由广东省动植物检验检疫局惠赠;伪狂犬病病毒

广东株 ( GD株) 由华南农业大学动物医学系林

绍荣教授惠赠.

1.2　主要试剂　哺乳动物细胞培养用 DMEM 培

养基购自 GIBCO 公司;无菌小牛血清购自上海

天达生物工程有限公司.

Taq DNA 聚合酶 、 dNTPS 、 pMD18_T 载体 、

DL2000 、DL15000 分子 Marker 及限制性内切酶

EcoRⅠ与 Pst Ⅰ购自 Takara 公司;200 bp DNA

分子梯度购自华美生物工程公司;BstE Ⅱ为

NEB产品;回收胶试剂盒购自QIAGEN 公司.

1.3　方　法

( 1) 病毒的培养及模板的制备.参见文献

[ 5] .

( 2) 引物设计与合成.参照 PRV Rice 株 gE

基因的序列[ 6]设计了 1对扩增 PRV gE 基因去信

号肽片段的引物.引物序列为 P1:5' -CGGG

AT CCGAGGCCCCGAGCCTCTCCG CCGAG

-3' ;P2为:5' -CGGAATTCAGCGGGGCG

GG CA TTCAACAGG -3' , 由上海生工生物工

程有限公司合成.引物跨度约 1.6 kb, 包括PRV

Rice株去除了信号肽及终止密码子的 gE 基因片

段.
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( 3) PCR扩增及片段回收.扩增反应体积50

μL, 模板 DNA 0.5 μL (约 200 ng) , 10 mmol/L

dNTPs 1μL, P 1、 P 2各 1 μL ( 20 nmol/L) , 10×

buffer 5 μL, Mg2+1.5 mmol/L, 甘油 φ=10%.

98 ℃预变性 10 min 后加Taq DNA酶 0.5μL, 循

环参数为 95 ℃ 1 min, 65 ℃ 2 min, 72 ℃ 2.5

min, 30个循环后 72 ℃延伸 10 min.全部反应

结束后于 w=0.8%琼脂糖凝胶中电泳, 用 QIA-

GEN公司 Gel Extaction Kit 试剂盒回收 PCR 片

段.

( 4) PCR产物克隆及序列测定.PCR扩增片

段回收后按操作手册与 Takara 公司 pMD18_T 载

体在 16 ℃连接过夜.连接产物转化XL1_blue 菌

株, 筛选阳性克隆子 pMD18_T_GD, 并送至上海

基康生物技术有限公司测序.

2　结　果

2.1　PCR扩增与重组质粒的酶切鉴定　PCR反

应结束后, 取 5μL 反应液与 200 bp DNA分子梯

度同时电泳, 可见在 1 600与 1 800 bp之间有一

明显扩增带 (见图 1) .PCR产物经纯化回收后,

与 pMD18_T 载体连接, 获得的阳性克隆子

pMD18_T_GD经 EoR Ⅰ 、 Pst Ⅰ 、 BstE Ⅱ等酶切

后获得的酶切片段与 PRV Rice 株 gE基因经同种

酶切的片段大小基本一致.

图 1　PCR扩增

Fig.1　The result of PCR amplification

1 200 bp DNA 分子梯度;　2 PCR 产物

2.2　PRV 闽 A 株 gE 基因去信号肽片段的序列

测定结果　利用 pMD18_T 载体上的 M13测序引

物对重组质粒 pMD18_T_GD 上的克隆片段进行序

列测定, 测序结果显示, 该片段全长 1 665 bp,

编码 555个氨基酸 (见图 2) , 与PRV Rice 株 gE

基因的核苷酸序列同源性为 97.7%, 编码的氨

基酸序列同源性为 95.9%.实验所得序列已登

录GenBank, 登录号为AF403050.

3　讨　论

通过PCR技术特异性地扩增了我国 PRV 地

方毒株广东株去除了信号肽及终止密码子的 gE

基因片段.与 Rice 株 gE基因相比, 该片段有 35

个核苷酸发生了变异, 且在 940 ～ 942 bp处存在

3个碱基的缺失.这些碱基的变异导致了 22 个

氨基酸的改变及 1 个氨基酸的缺失 (第 324位,

见图 2) .运用Expasy 在线蛋白分析软件对 PRV

广东株 gE基因去信号肽片段编码的氨基酸序列

进行分析发现, 该片段含 5个潜在的 N-糖基化

位点及 12个潜在的 O-糖基化位点, 糖基化位

点的数目及位置与 Rice 株的完全一样, 说明这

些氨基酸的改变没有影响到蛋白的免疫原性.蛋

白结构域分析显示, 第 408 ～ 430 位氨基酸组成

蛋白的疏水性跨膜区, 第 1 ～ 407 位为蛋白的胞

外区, 431位以后为胞质区.推测的二级结构全

为α-螺旋及 β -折叠, 主要为 β -折叠, 占

62.6%.
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　　　　　　　注:…代表氨基酸相同;＊代表氨基酸缺失

图 2　PRV 广东株与 Rice 株 gE 基因去信号肽片段编码的氨基酸序列比较

Fig.2　The comparison of deduced amino acid sequences

of PRV gE gene fragment exclude signal peptide between the Guangdong strain and Rice strain

Cloning and Sequencing of gE Gene Fragment Exclude Signal Peptide

of Pseudorabies Virus Guangdong Strain
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Abstract:A fragment about 1.6 kb w as amplified by PCR technique from the genome DNA of PRV Guang-

dong strain, using primers designed and synthesized according to the gE gene fragment exclude signal peptide

of PRV Rice strain.This PCR product was then cloned into pMD18_T vector and sequenced.The sequencing

result showed that the PCR product spanned 1 665 bp, encoding 555 amino acids.The homology of DNA se-

quence and amino acid sequence between it and gE gene of Rice strain was 97.7%and 95.9%respectively .
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