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摘要: 经 PCR扩增得到虎纹蛙病毒 DNA 甲基转移酶完整基因片段, 并将其克隆到 pUCm- T 载体, 测序可知

该基因读码框大小为 642bp, 编码一由 214 个氨基酸组成的、预期分子量为 24. 8kD 的多肽。RTV 的 MTase 基

因与蛙病毒属的蛙病毒- 3型、叉尾 病毒和 Regina 病毒的一致性为 96% ~ 97% , 与淋巴囊肿病毒属的比目

鱼病毒的一致性为 56% , 从而进一步证明RTV 蛙病毒的分类地位;与其它脊椎动物的虹彩病毒一样, 该基因

包含原核生物 5. 甲基转移酶的前四个高度保守区而缺少第五个区域,可能只是构成甲基转移酶的一个亚基;

RTV、裂唇鱼病毒和大口黑鲈病毒之间 MTase基因的一致性与衣壳蛋白基因的差异较大, 说明同一种类的不

同基因甚至同一基因的不同区域间演化速率不同,因此在虹彩病毒的演化研究中选择合适的基因或基因区

域极为重要。
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Molecular cloning and sequence analysis of the Rana tigrina

ranavirus( RTV) DNA methyltransferase gene
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Abstract:The complete gene of RTV DNA methyltransferase ( MTase) was amplif ied, cloned and sequenced.

The ORF consists of 642 bp which codes for a protein of 214 aa with a predicted molecular mass of 24. 8kD.

Sequence analysis of MTase gene shows much higher identity to the species of genus Ranavirus ( 96% - 97%)

than to lymphocystis disease virus( 56% ) , the type species of the genus Lymphocystivirus, indicating again that

RTV was the member of the genus Ranavirus; just as the other vertebrate iridoviruses, the MTase gene of RTV

contains the first four highly conserved motif s of cytosine MTases but the fifth motif, reponsible for DNA binding

specif icity, is missing; Among the virus of RTV, doctorfish iridovirus and largemouth bass ranavirus, the very

different identity between MTase and MCP gene suggests that the gene used as target to estimate the evolution of

the iridoviruses should be suitable.
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  虎纹蛙( Rana tigrina Cantor)是我国南方蛙类养殖的主要品种,从患病虎纹蛙中分离的病毒根据形

态学和细胞培养特征观察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



( Iridoviridae) ,蛙病毒属( Ranavirus ) ,并命名为虎纹蛙病毒( Rana tigrina ranavirus ,RTV)。在此基础上,本

文进一步对虎纹蛙病毒的 DNA甲基转移酶( DNA methyltransferase, MTase) ,进行了扩增、克隆、测序和分

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鱼表皮瘤细胞系细胞接种病

毒, 72小时后收集细胞培养液、冻融, 1000r#min- 1离心 15min,取上清液。

1. 2  病毒核酸的提取

病毒核酸的提取按文献
[ 1]
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。

1. 3  PCR扩增反应

1. 3. 1  引物

用于 MTase 扩增的引物为 MTF 和MTR,其核苷酸序列分别对应于蛙病毒- 3型( FV3) MTase基因

的1007~ 1023nt 和 1666~ 1682nt[ 2] , 引物的序列如下: MTF: 5. CGTTACTAAAACGCAATG3. MTR: 5.

TGACAGTCGTTACGAGC3.

1. 3. 2  PCR反应

50LL 体系中含10mmol#L - 1
Tris-HCl, pH9. 0, 10mmol#L- 1

KCl, 10mmol#L- 1
( NH4) 2SO4, 2mmol#L- 1

MgSO4, 1%Triton X-100, 200Lmol#L- 1 dNTP,引物 MTF 和 MTR和 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, 35个循环后, 在 72 e 中延伸 10min。PCR相关试剂均购自上海生工。

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 pUCm-T 载体

连接,连接物转化DH5A感受态细胞,用氨苄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 M13+ 和 M13- 通用引物进行双向测序, 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、Genedao 和 DNAStar 软件。本实验所用的其他虹彩病毒参比序列取自

GenBank。

2  结果

2. 1  PCR扩增产物及其克隆

采用 MTF 和 MTR引物进行 PCR扩增, 扩增产物电泳结果可见一明显条带,分子量约为 650bp(图 1

- a) ,与预期的大小相近。PCR产物纯化、连接、转化后的阳性克隆,经 EcoR I和Hind Ó 双酶切鉴定,结

果与预期一致(图 1- b)。

2. 2  MTase 基因序列

重组质粒经 M13通用引物双向测序, 可知插入片段为677bp,其中虎纹蛙病毒的 MTase 基因的读码

框大小为 642bp。由此推断,该基因编码一个由214个氨基酸组成的多肽链(图 2) ,其分子量为24. 8kD,

等电点为 8. 95。
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图 1 虎纹蛙病毒甲基转移酶 PCR扩增产物( a)及其重组质粒酶切鉴定( b)结果

Fig. 1 The results of PCR products ( a) and its restrition pattern of recombinant plasmid ( b) of RTV MTase gene

M为分子量标准( 2000, 1000, 750, 500, 250, 150bp) , A、B为 PCR扩增产物, C为 EcoR I 和HindÓ 酶切结果

图 2  虎纹蛙病毒甲基转移基因序列

Fig . 2 The DNA nucleotide and deduced amino acid sequence of the RTV MTase gene

下划线依次为甲基转移酶的四个高度保守区( Ñ Ô Ö Ø )
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2. 3  MTase 基因分析

采用 Blast 软件对MTase基因进行一致性分析,结果显示, RTV的 MTase基因氨基酸全序列与 FV3

的一致性较高,为96% ;与比目鱼病毒( LCDV-1)的一致性为56%。部分序列的比较结果,RTV的MTase

基因与叉尾 病毒 ( European catf ish iridovirus, ECV)、Regina 病毒 ( Regina ranavirus )、裂唇鱼病毒

(Doctorf ish iridovirus , DFV)和大口黑鲈病毒( Largemouth bass virus, LMBV)的一致性分别为 97%、96%、

66%和 64%。

虎纹蛙 MTase基因结构域分析表明, 该基因具有原核生物5. 胞嘧啶甲基转移酶五个高度保守区的

前四个区域,即 Ñ、Ô 、Ö、Ø。缺少 Ú 区和Ø与 Ú 区之间的长可变区。

3  讨论

虹彩病毒是一类大型 DNA 病毒, 可感染脊椎动物和无脊椎动物。宿主为脊椎动物的虹彩病毒,

CpG 二核苷酸序列中胞嘧啶 5. 端的高度甲基化是其基因组的一个重要特征[ 3, 4, 5]
。这种甲基化现象广

泛存在于真核、原核生物中,迄今为止病毒中仅发现某些DNA病毒有此现象。一般认为,甲基化主要是

为了保护病毒 DNA免受宿主细胞酶切,也与 DNA复制、重组、修复及基因的表达有关[ 2, 6]。

Posfai等[ 6]通过研究 13种细菌的 DNA5. 胞嘧啶甲基转移酶基因序列, 发现该酶的氨基酸序列有十

个保守区,其中五个区域高度保守,这五个区域依次是 Ñ、Ô 、Ö、Ø和 Ú ,在 Ø和 Ú 区之间还有一长可变
区。MTase基因的前四个高度保守区(即N末端)与甲基转移的功能有关, 负责将 S- 腺苷甲硫氨酸分

子上的甲基转移到靶序列上; 而 Ú 区和长可变区是用于靶序列的识别。本文研究的虎纹蛙病毒的

MTase基因与已知完整序列的其它虹彩病毒[ 2, 7]一样,仅具有 N末端的四个高度保守区,无 S末端的长

可变区和 Ú 区。因此已知的甲基转移酶基因可能只是其中的一个亚基, 其活性的体现尚需另一亚基的

参与。

本文扩增、克隆和分析的 RTV MTase 基因的读码框大小为 642bp, 编码 214个氨基酸, 其氨基酸序

列与蛙病毒属的病毒如 FV3、ECV和 Regina 病毒的一致性较高, 为 96% ~ 97% ; 与淋巴囊肿病毒属的

LCDV- 1的一致性相对较低,为 56%,这进一步说明RTV为蛙病毒属的成员。上述病毒之间 MTase基

因的一致性与衣壳蛋白( major capsid protein, MCP)相近,但 RTV、DFV 和 LMBV 之间 MTase 的一致性与

MCP 的差异较大,如虎纹蛙病毒MCP基因的 3. 端与DFV 和 LMBV 的一致性分别为 97%和 81% (待发

表) , 而MTase基因与 DFV和 LMBV的一致性仅为 66%和 64%, 再结合Mao 等
[ 8]
5. 端 MCP基因的研究

结果(FV3与DFV的一致性为 77%) , 说明虹彩病毒 MTase 基因和 MCP 基因之间甚至同一基因的不同

区域,其一致性的差异可以很大,因此, 选用什么指标作为虹彩病毒演化研究的分子标记显得极为重要。

参考文献:

[ 1]  Oshima S , Hata J, Segawa C, et al. A method for direct DNA amplif ication of uncharacterized DNA viruses and for development of a viral

polymerase chain reaction assay: applicat ion to the red sea bream iridovirus[ J] .Anal Biochem, 1996, 242: 15- 19.

[ 2]  Kaur K, Rohozinski J.Goorha R. Ident if icat ion and characterization of the frog virus 3 DNA methyltransferase gene[ J ] . J Gen Virol, 1995, 76:

1937- 1943.

[ 3]  Willis D B, Granoff A. FV3 DNA is heavily methylated CpG sequences [ J] . Virol , 1980, 107: 250- 257.

[ 4]  Wagner H, Simon D, Wemer E, et al. Methylation pattem of DNA of fish lymphocystis disease virus[ J] . J Virol, 1985, 53: 1005- 1007.

[ 5]  Eaton B T, Hyatt A D,Hengstherger S. Epizootic haematopoietic necrosis virus: purf ication and clssssificat ion[ J] . J Fish Dis, 1991, 14: 157- 169.

[ 6]  Posfai L, Bhagw at A, Posfai G, et al . Predictive motif s derived f rom cytosine methyltransferases[ J] . Nucl Acids Res, 1989, 17: 2421- 2435.

[ 7]  Tidona C A, Schnizler P, Kehm R, et al. Identif ication of the gene encoding the DNA ( cytosine-5) methyltransferse lymphocystis disease virus[ J] .

Virus Genes, 1996, 12: 219- 229.

[ 8]  Mao J H, Hedrick R P, Chinchar V G. Molecular characterization, sequence analysi s, and taxonomic position of new ly isolated fi sh iridoviruses

[ J] . Virol, 1997, 229: 212- 220.

160 水  产  学  报                     26卷


