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摘要 :从新分离感染虎纹蛙的病毒培养细胞中提取病毒 DNA 作模板, 用分别对应于蛙病毒-3 型( FV3)主要衣

壳蛋白( Major Capsid Protein, MCP)基因读码框两侧的寡核苷酸片段作引物进行 PCR扩增, 得到预期大小基因

片段 ,进一步将此基因片段插入到 pGEM-T载体中,进行全长片段的序列测定和分析。结果表明, 编码虎纹蛙

病毒的 MCP基因的读码框核苷酸数为 1 392bp, 编码 463 个氨基酸 ;基因的核苷酸序列与其他脊椎动物虹彩

病毒的 MCP 基因序列比较结果显示, 该病毒与蛙病毒属的 FV3 的同源性 ( 98% )明显高于囊肿病毒属的

FLDV-1( 52% ) , 并且与虹彩病毒科其他成员的 MCP基因序列均有所不同, 说明该病毒株是虹彩病毒科蛙病

毒属的新成员。

关键词:虎纹蛙; 虹彩病毒;衣壳蛋白基因; 克隆;病毒分类

中图分类号: S917; Q132. 1   文献标识码: A

Cloning, sequence analysis of the major capsid protein gene

of newly isolated iridovirus from Rana tigrina
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Abstract:The complete gene of major capsid protein ( MCP) of the recently isolated iridovirus from Rana tigrina

was amplif icated using the primers corresponding to the two sides of the frog virus 3 ( FV3) MCP gene and was

cloned into the pGEM-T easy vector. The MCP gene of the virus was 1 392 bp in size and had much higher

identity to FV3 ( 98% ) , the type species of the genus Ranavirus , than to lympocystis disease virus ( 52% ) , the

type species of the genus Lymphocystivirus . Comparison of the MCP sequence here w ith this of other vertebrate

iridoviruses showed that the iridovirus examined here was a new member of the genus Ranavirus.
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  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[ 1]。最近我们从人工养殖的泰国虎纹蛙( Rana tigrina Cantor)中分离到一株可引起皮

肤溃疡病的病毒,从病毒形态特点来看,初步认为是属于虹彩病毒科的种类。为了更进一步明确其分类

地位,我们根据脊椎动物虹彩病毒主要衣壳蛋白( Major Capsid Protein, MCP)基因的两端保守区序列和

对应于蛙病毒-3型( FV3)主要衣壳蛋白基因读码框两侧的寡核苷酸片段设计引物,分别扩增到虎纹蛙

病毒 MCP基因 3. 端 585bp、5. 端 536bp和全长片段,并进行了克隆、测序及其序列比较和分析。



1  材料和方法

1. 1  病毒和细胞

实验用虎纹蛙病毒来自于培养细胞,用 M- 199培养基上长成单层的鲤表皮瘤细胞系( EPC)细胞接

种病毒, 72 h后收集细胞培养液,冻融, 1000 r#min- 1
15min 离心,取病毒上清液。

1. 2  病毒核酸的提取

病毒核酸的提取按文献[ 2]进行,上清液直接用酚、氯仿抽提, 乙醇沉淀,溶于双蒸水用作 PCR反应

模板。同时从未感染的 EPC 细胞提取 DNA作阴性对照。

1. 3  PCR扩增反应

1. 3. 1  引物

MCP 5. 端 PCR 扩增用寡核苷酸正向引物 P1 (
5.
GACTTGGCCACTTATGAC

3.
) 和反向引物 ( P2

5.

CCGCTGTCTCTGGAGAAGAA3. )是根据FV3[ 3]和比目鱼病毒( LDCV- 1) [ 4]的 MCP基因保守区设计的。

MCP 基因 3. 端引物 P3和 P4、编码区两侧引物 P5、P6 序列参见Hyatt 等[ 5]。所有引物由上海生工公

司合成。

1. 3. 2  PCR反应

50Ll体系中含10mmol#L - 1 Tris-HCl, pH9. 0, 10mmol#L- 1KCl, 10mmol#L- 1( NH4) 2SO4, 2mmol#L- 1

MgSO4, 1% Triton X- 100, 200Lmol#L- 1 dNTP, 引物MPF1和 MPR2 各0. 75Lmol, Taq Plus DNA聚合酶

2. 5U和病毒 DNA模板适量,设空白对照和阴性对照。扩增反应在 PTC-100TM 热循环仪上进行,循环

参数为 94 e 1min, 55 e 1min, 72 e 1min 20s, 35个循环后,在 72 e 中延伸10min。PCR相关试剂均购自

上海生工生物工程公司。

1. 4  PCR产物纯化和克隆

PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定, 采用 PCR 产物纯化试剂盒 (上海生工)纯化, 与 pGEM-T

( Promega, USA)载体连接,连接物转化 DH5A感受态细胞,用氨苄青霉素( Amp)抗性筛选阳性克隆, 并

进行酶切鉴定。

1. 5  DNA 序列测定和分析

克隆片段采用 T7和 SP6 通用引物进行双向测序, 再用 MPR引物从中间作反向测序, MPR引物序列

为: 5. ACGACGGGAGTGACGCAGGTGTAA3. , 对应于 FV3 MCP 基因的 969-945nt。测序由上海生工生物

工程公司完成。核苷酸序列分析采用的是 Blast和 Genedao 软件。本实验所用的其他虹彩病毒MCP参

比序列取自GenBank。

2  结果与分析

2. 1  PCR 扩增产物及其克隆

用引物 P1和 P2扩增到虎纹蛙病毒的 5. 端预期的 510bp片段;引物 P3 和 P4 扩增到 3. 端 586bp片

段。扩增片段经纯化后, 直接测出序列, 测得虎纹蛙病毒 MCP 基因两端的核苷酸序列与 FV3 的 MCP

基因同源性极高,于是尝试用 FV3 MCP编码区外序列P5和P6作引物进行扩增,扩增产物电泳结果可见

一明显条带,分子量在 1. 5kb左右(图1) ,与 FV3已知序列两引物间 1 484bp大小接近,初步定性。空白

和阴性对照无相应扩增产物。PCR产物纯化、连接和转化后的 Amp阳性克隆经电泳鉴定,结果与预期

一致(图 2)。
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图 1  PCR产物电泳图
Fig. 1  Photo graph of the agarose gel electrophoresis

of PCR products
A, B.虎纹蛙病毒 DNA 的 PCR 扩增产物,

C .DNA分子量标准

图 2  PCR产物重组质粒 EcoR Ñ
酶切鉴定结果

Fig . 2 The restriction pattern of recombinant
plasmid with EcoR Ñ

A, B.虎纹蛙病毒, C. DNA 分子量标准

图 3  虎纹蛙病毒衣壳蛋白基因的核甘酸及相应的氨基酸序列
注:划线部分为引物区

Fig. 3  The DNA nucleotide and deduced amino acid sequence
of the MCP gene

2. 2  病毒MCP基因序列

克隆片段用三种引物经两次重复测

序, 拼接成 MCP 基因的完整序列(图 3)。

从虎纹蛙中分离的病毒核酸的 MCP 基因

编码区大小为 1392bp, 与 FV3 相同。其中

G+ C 含量较高, 为 59%。

2. 3  病毒MCP基因分析

利用 Blast 软件和 GenBank数据库对

虎纹蛙病毒的 MCP基因进行分析比较,该

病毒完整 MCP 基因的核苷酸序列与 FV3

和 LDCV - 1 的同源性分别为 98% 和

52% ; MCP 5. 端536bp和 3. 端 585bp片段

与 FV3、RGV、Terrapene carolina 病 毒

( Terrapene carolina ranavirus )、 Testudo

hermanni 病毒 ( Testudo hermanni ranavirus)

的同源性相同, 均为 98% , 与虹鳟病毒

( Oncorhynchus mykiss ranavirus)的同源性为

96% , 与 大口 鲈 病毒 ( Largemouth bass

ranavirus)的同源性为 81%; 3. 端 585bp片

段与裂唇鱼病毒 ( Doctorfish iridoviruses,

DFV)、传染性造血组织坏死病毒( Epizoot ic

haematopoetic necrosis virus, EHNV)和孔雀

鱼病毒 ( Guppyfish iridovirus, GV6)的同源

性均为97% ; MCP基因的核苷酸和氨基酸

序列与所有其他虹彩病毒基因均有所不
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图 4 虎纹蛙病毒的演化位置

Fig. 4 The evolution of the viruses isolated from Rana tigrina

EHNV 为传染性造血组织坏死病毒, GV6为孔雀鱼病毒,

DFV 为裂唇鱼病毒, FV3为 蛙病毒-3型。

同。用 Genedao 软件对 DFV、GV6、EHNV、FV3和虎

纹蛙病毒根据 MCP 基因 3. 端 585bp 片段作出的进

化树见图 4。

3  讨论

虹彩病毒( Iridoviridae)是一类二十面体的胞浆

内DNA病毒,下分五个病毒属, 即宿主为无脊椎动

物的虹彩 病毒属 ( Iridovirus )、绿虹 彩病毒 属

( Chloriridovirus ) 和宿主为脊椎动物的蛙病毒属

( Ranavirus)、淋巴囊肿病毒属( Lymphocystivirus)、金鱼

病毒型样病毒属( Go ldfish virus 1- like viruses) [ 6]。该

科病毒的一个主要共同特点是它们均具有一大小约

50 kDa,占病毒总蛋白量45%的主要衣壳蛋白( major

capsid protein, MCP) [ 7, 8]。迄今,已测知 7种虹彩病

毒MCP 基因的完整序列
[ 4, 5, 9- 12]

。通过对几十种脊椎动物和无脊椎动物的虹彩病毒 MCP 基因的全部

和部分序列的分析, 结果显示,该基因既具有高度的保守性,又具有足够的差异性,是进行虹彩病毒分类

和演化研究的良好的分子标记[ 5, 12, 13]。

FV3和 LDCV-1分别是蛙病毒属和淋巴囊肿病毒属的代表种,本研究无论从MCP基因的 5. 端还是

3. 端来看,虎纹蛙病毒与FV3的核苷酸序列同源性均大大高于 LDCV- 1, 且3. 端与其他脊椎动物虹彩
病毒比较,核苷酸序列均有所不同,因此,该新分离的虎纹蛙病毒应是虹彩病毒科蛙病毒属的一新成员。

从Hyatt等[ 5]根据 MCP 基因的 3. 端 585bp片段所作的进化树来看,寄生于鱼类和两栖类的虹彩病毒有

明显的分支。本文研究的病毒是从两栖类(虎纹蛙)中分离得到的, 虽然与两栖类病毒 FV3的同源性

( 98% )稍高于鱼类病毒 GV6, DFV和 EHNV( 97%) , 但由于一些主要核苷酸位点的不同, 其演化位置却

更接近于鱼类虹彩病毒。为方便起见, 暂将其命名为Rana tigrina ranavirus,简称RTV。

Hyatt等[ 5]曾对能引起皮肤溃疡病的十九种脊椎动物虹彩病毒(包括鱼类和两栖类) MCP 基因的 3.

端585bp片段进行过比较,结果表明 DFV和 GV6与 FV3的同源性在 90%以上,而 Mao 等
[ 14]
对 GV6和

DFV 的 5. 端的研究结果, DFV和 GV6与FV3的同源性为 77%, 这可能与病毒混杂有关,也可能是由于

DFV 和GV6 MCP 基因在 5. 端和 3. 端的演化速率不同。本研究通过与 FV3等四种脊椎动物虹彩病毒

5. 端和 3. 端 MCP 基因的比较,表明虎纹蛙病毒的 MCP基因两端的同源性相同,说明该基因的不同区

域,其演化速率相同。

虎纹蛙是从泰国引进,为我国海南和广东的蛙类主要养殖品种。Kauchanckhan等[ 15]曾报道过泰国

虎纹蛙养殖中的皮肤溃疡病病毒,从疾病症状、细胞培养特征和宿主地理位置看,很可能与本文所研究

的病毒为同一病原。

RTV MCP 基因的扩增、克隆、测序和分析,不仅确定了新分离病毒分类地位, 也为今后更好了解该

蛋白的免疫原性、侵染和复制机理,并为进而研制基因工程疫苗奠定基础。
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