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猪传染性胃肠炎病毒 SC—Y株编码复制酶聚蛋白 

ORF1的克隆及结构特征分析 
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摘 要：应用 RT—PCR方法扩增了猪传染性胃肠炎病毒 SC—Y株编码复制酶聚蛋白的 ORF1序列，将其进行克隆、 

序列测定和分析。确认 SC—Y株 ORF1全长 20 053 nt(GenBank收录号 DQ390461)。该序列包含 2个 ORF，其中 

ORFla由 12 053个 核苷 酸构 成 ，可编码 由4 018个 氨基 酸组 成 的多肽 ，ORF1b由 8 036个核 苷酸 构成 ，可 编 码 由 

2 678个氨基酸组成 的多肽 。对 SC Y与 TGEV参考毒株及不 同冠状病毒对 应区进行序列 比较 ，结果显示 ，SC—Y株 

与 PUR46一MAD株 的同源性最高 ，ORF1a的核苷酸 同源性 为 99．5 ，推导氨基酸 同源性 为 99．2 ，ORF1b的核苷 

酸及推导氨基酸同源性均 为 99．8 ；不同冠状病 毒之间 ORF1b比 ORFla具有更高的保守性 。 
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Abstract：In this study， the complete sequence of the repliease polyprotein—encoding ORF1 of 

TGEV SC—Y strain was obtained by RT—PCR，the entire nueleotide sequence was deterrained 

(GenBank Accession No．DQ390461)．Results showed that there were tWO partially over lapping 

open reading frames in replicase polyprotein—encoding ORF1 of SC—Y strain ，the ORFla contains 

12 053 nucleotides encoding a polypeptide of 4 018 amino acids，the ORF1b contains 8 036 nucleo— 

tides encoding 2 6 78 amino acids．The sequences were compared among different TGEV strains 

and other coronary viruses． The results showed that the SC—Y has the highest homology with 

PUR46一M AD strain，the 0RF1a and ORFlb nucleotide sequences had 99．5 and 99
． 8 ，amino 

acid sequences had 99．2 and 99．8 respectively．The ORFl b is highly conserved among the 

different eoronaviruses． 
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TGEV)引起的一种以严重腹泻 、呕吐和脱水为临床 

症状的高度接触性传染病。TGEV属冠状病毒科 

冠状病毒 属成员 ，基 因组 为单股 正链 不分 节 段 的 

RNA，长约 28．5 kb。TGEV 在感染 细胞 内产 生 7 

种亚基因组 mRNA，这些 mRNA分子在 3．_末端具 

有嵌套结构。其中基因组 mRNA15 端约 20 kb为 

一 大的开放 阅读框 ORF1，编码病毒复制酶聚蛋 白， 

研究证 明参与冠状病毒复制和转录的多种蛋白都由 

ORF1编码_1]，该序列又可分为相互 重叠的 2个开 

放阅读框 (ORF)，即 oRF1a和 oRF1b，ORF1a编 

码分子量约为 450 ku的多聚蛋 白 ppla，ORF1b通 

过核 糖 体 移 码 机 制 (Ribosomal frameshift)与 

0RF1a形成分子量约为 750 ku的 pplab。ORF1a 

含有 3个蛋 白酶区 ，即 2个木瓜蛋 白酶样区(Papa— 

in—like proteinase domain-1／2，PI 一1／2)和 3C样蛋 

白酶 区 (3C—like proteinase，3CI 。)。研 究 表 明 ， 

TGEV PL一1／2和 3CL 。可分别裂解 ppla／pplab蛋 

白的 N端和 C端，而释放一 系列非结构蛋 白，它们 

与核衣壳蛋白和一些胞内蛋白共同构成复制酶 转 

录酶l2]。尽管 目前对 TGEV ORF1中的主要功 能 

区域有所鉴定 ，但仍对 多种与病毒复制相关 的蛋 白 

缺乏可靠的研究方法 ，同时关于 TGEV ORF1的材 

料较少，限制了对 TGEV复制机理及生物特性的研 

究。 

目前对 TGEV 的研究 多集 中在某些结构基 因 

序列及编码产物功能分析上 ，非结构基因的研究较 

少 ，尤其是 5 端 ORF1序列 ，由于该序列 片段较长 ， 

结构复杂，编码 产物较多 ，因此限制 了对 其深入 研 

究。鉴于此，本 研究对我 国分离株 SC—Y编码复制 

酶聚蛋白 ORF1进行了基因克隆及结构特征分析， 

为进一 步开 展 TGEV 基 因组分 子特 征 研究 以 及 

SC—Y复制转录机制研究奠定 了基础 。 

l 材料与方法 

1．1 毒株与试剂 

TGEV SC—Y株 (由本 室分离保存 )、ST细胞 、 

DHSa由本 实验室 保存 ，pMD18 T载 体 购 自大连 

TaKaRa公 司，反转 录酶 superscriptⅢ、RNA抽提 

试剂盒为 Invitrogen产品，pGEM—T购 自Promega。 

1．2 引物设计 

参考 GenBank收录的 PUR46 MAD株全基 因 

序列(AJ271965)和 Purdue—l15株 复制酶聚蛋 白基 

因序列(Z34093)，设计 11对引物 对 目的基因进行 

扩增，引物由宝生物工程(大连)有限公司合成，各 

引物核酸序列及在基因组 中的位置见表 1。 

1．3 病毒 RNA提取 

常规方法接种 TGEV SC Y病毒于 ST细胞 ， 

出现明显的 CPE时 ，收获细胞 。按试剂盒说 明操作 

抽提总 RNA。 

1．4 RT-PCR扩增 

参照分子克隆实验指南 ]进行 。 

1．5 PCR产物 的克隆与测序 

将 扩 增 的 11个 片 段 分 别 进 行 胶 回 收，与 

pMD18一T或 pGEM—T载体连接 ，转化 DH5 0[感受 

态细胞后 ，经 Amp、IPTG、X—gal筛选 ，PCR鉴定阳 

性重组质粒送宝生物公司进行测序。 

1．6 SC-Y编码聚蛋 白ORF1序列分析 

利用 BioEdit、DNASTAR生物信息学软件，对 

SC—Y与 GenBank核酸数据 库 中的 TGEV参考序 

列及冠状病毒相关序列进 行比较分析 ，具体有 NC一  

002306(TGEV PUR46一MAD株 )、Z34o93(TGEV 

Purdue一115 株 )、DQ2O1447(TGEV TS 株 )、 

HCVORFIAB(HcoV一229E株 )、AY70021 1(MHV 

A59 株 )、NC-OO1451(IBV Beaudette株 、NC 

004718(SARS Tor2株)。 

2 结 果 

2．1 RT．PCR扩增 

用设计的 11对 引物对细胞毒 SC Y 编码 复制 

酶聚蛋白 ORF1序列进 行扩增 ，结果均获得了与预 

期相一致的片段 ，最长 目的片段 3 842 bp，最短 733 

bp(见图 1)。 

2．2 克隆及测序 

将获得的 l1个 目的片段分别克隆到 pMD18一T 

或 pGEM—T载体 ，阳性质粒 由宝生物公 司测序 ，应 

用软件 BioEdit对 11个片段进行序列拼接 ，最后 获 

得 SC—Y株编码复制酶聚蛋白 ORF1序列 ，全长共 

20 053 bp(GenBank登录号 DQ390461)。 

2．3 SC-Y编码复制酶聚蛋白 ORF1序列分子特征 

SC—Y编码复制酶聚蛋白 ORF1由 2O 053个核 

苷酸组成 ，包含 2个 ORF，其中 ORF1a由 12 053个 

核苷酸构 成 ，编码 由 4 018个 氨基酸组成 的多肽 ， 

ORF1b由 8 036个核苷酸构成 ，编码 由 2 678个氨 

基 酸组成 的多肽 。这两个 阅读框 之间相互重 叠30 
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F为正向引物 ；R为反向引物 

F represent forward primer；R represent reverse primer 

4 250 

3 472 

2 690 

j 882 

j 489 

925 

M ． EcoT14 I digest DNA m arker；1— 11．cDNAs 

displayed in Table 1 

图 1 TGEV (ORF1)的 RT-PCR扩增 

Fig．1 RT-PCR amplication of TGEV (ORF1) 

个 碱基 。SC—Y 与 PUR46一MAD株 和 Purdue—ll5 

株进行序列比较，三者具有相同的“滑脱位点序列” 

(Slippery site sequence)，即 TTTAAC和“假节”基 

本结构。SC—Y株 自身编码 3CL蛋白酶的氨基酸序 

列中共有 2个 氨基酸 发生 变异 ，分别 为第 3位 由 

I eu变为 Phe，第 268位由 I eu变为 His(图 2)。根 

据 同源蛋 白序列比较并结合 3CL 。裂解氨基酸基序 

特征 ，推测多聚蛋 白 ppla／pplab中有 13个 3CI 。 

裂解 位 点 ，其 中 9个 位 于 ORFla中，4个 位 于 

oRFlb中。 

2．4 SC—Y编码复制酶聚蛋 白ORF1同源性 比较 

比较 SC—Y株与 TGEV PUR46一MAD株 、Pur— 

due—ll5株 、TS株 ORF1的同源性 ，结果显示 ，SC—Y 

株与 PUR46一MAD 株的 同源性最 高，0RFla的核 

苷 酸 同 源 性 为 99．5 ，推 导 氨 基 酸 同 源 性 为 

99．2 ，ORFlb的核苷酸及推导氨基酸同源性均为 

99．8 ，不同冠状病毒之间进行 ORFla和 ORFlb 

序列比较 ，结果见表 2，SC—Y ORFla与 HcoV一229E 

ORFla同源性最高，为 38．9 ，与 MHV、IBV和 

SARS病毒 的 ORFla同源性较低，分别为 21．7N、 

2 1．0 和 2 2．0 。SC～YORF1 b与 HCOV一2 2 9 E 
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图 2 sc-Y与 PUR46-MAD和 Purdue-115株 的 3CL蛋 白酶 同源性 比较 

Fig 2 The sequence alignment of the SC-Y 3CL proteinase and 3CL of 

PUR46-M AD and Purdue-1 15 strains 

表 2 冠状病毒之间 ORFla(右 上方)和 ORF1b(左下方)的 同源性 

Table 2 Identity between ORFla(top-rightl and ORFlb(bottom-left)of Coronavirus 

ORF1b 同 源 性 高 达 72．0 ，与 MHV、IBV 和 

SARS病 毒 的 ORF1b 同 源 性 分 别 为 54．4 、 

52．6 和 55．5 。由 此 可 见 ，不 同冠 状 病 毒 间 

ORF1b比ORF1a具有更高的保守性，说明在病毒 

进化过程中 ORF1b的变异程度相对较小。 

3 讨 论 

在 TGEV基 因组转录过程中，首先是 以基因组 

为模板合成复制酶聚蛋 白，即 ppla和 pplab。其 中 

pplab融合蛋白的形成是在核糖体移码机制下完成 

的。该过程至少需要 2种顺式作用元件 ，一个是具 

有三级 RNA结构的“假节”序列 ，另一个 为核糖体 

“滑脱序列” ]。研究表 明Csl，“滑脱序列”和“假节” 

结构及二者之间的碱基数 目都可影响核糖体移码的 

有效 性。推 测 TGEV 的 “假 节”结 构 由 3个 茎 

(Stem)和 3个环(I oop)组成 ，第 1茎 (Stem1)由 14 

个碱基组成 ，位于“滑脱序列”下游 3个碱基处 ，而滑 

脱位点(Slip site)可 以通过改变阅读框 ，导致核糖体 

滑过 ORF1a终止子而启动 ORF1b，从而形成融合蛋 

白。研究结果显示，SC_Y株与 PUR46一MAD和 Pur— 

due-115株的“滑脱位点”和“假节”序列完全一致，故 

推测 SC-Y株在该区域可以表达融合蛋白 pplab。 

SC—Y株 的 ORF1a中 PL一1／2主要参与 ppla和 

pplab蛋 白产物 N 端的裂解，3CL一参与 C端 的裂 

解。序列 比较 表明 ，SC—Y株 PI 1由 3 552—4 133 

位核苷酸编码，其中共有 2个碱基发生了同义密码 

子的转化，即核苷酸第3 897位由G变为 A，第 3 910 

位由A变为G。在 ppla／pplab融合蛋白中_6]，PI 1 

存在 2个切割位点，分别为。 。Gly Gly。。。和 。̈Gly 

Alä ，同样在 SC-Y对应 区存 在这 2个裂 解位点。 
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SC Y株 PI 2区域主要 由 5 037 5 624位核苷酸编 

码，与 PUR46一MAD和 Purdue-115株 PL2的氨基酸 

同源性均为 99．5 。其 中 5 099位的碱基 由 G突变 

为 A，致使编码的第 1 700位氨基酸由 Val变成 Asp。 

在 TGEVppla和 pplab多聚蛋白 C端的加工 

过程中，3CI 。起非常重要的作用 。SC Y株的该蛋 

白酶位于 ppla的 C端 ，在推测 的二肽 Q 一S。 和 

Q” 一A” 处通 过 自身 裂 解 作 用 而 生成 ，研 究 表 

明 ]，冠状病毒 3CI 。优先裂解 L(V)一Q—S(AN)氨 

基酸基序。根据此特征，在 SC—Y复制酶融合蛋白 

中共有 13个 3CI 蛋 白酶裂解位点 ，其中位点 Q” 

S””和 Q A 之间的氨基酸编码产物为 RNA 

依赖 性 RNA 聚 合 酶 ，位 点 Q 蛇 A 。和 Qj 527_ 

A 之间的产 物包括 金属离 子结 合 区和解旋 酶。 

它们在病毒的生命周期中发挥着许多重要的作用。 

SC—Y3CL 。两侧为疏 水性 氨基酸集 中区，分别 

位于 氨 基 酸 2 640 2 960位 和 3 184—3 438位。 

TGEV的 3CL 。由 2个不 同的折叠组成 ，包括结构 

域 I和 Ⅱ的 N端胰凝乳蛋白酶折叠 ，和 C端额外 的 

螺旋区域Ⅲ。其中N端的胰凝乳蛋白酶样的 2个 J3 

折叠，即结构域 I(8-100)和 1I(101—183)，通过 1个 

16氨基酸残基 的环(184—199)与 由 5个 a螺旋组成 

的结构域 11I(200—302)连接 ，N端 残基(1—5)组成 的 

多肽折叠在结构域 Ⅲ的上面。研究表明 N端残基 

(1—5)在保持结构域 Ⅱ、Ⅲ及 16个氨基酸环正确排 

列方位上具有重要作用 ，且所有冠状病毒 3CLp 在 

第 3位 氨基 酸都呈 疏水 性 ，与结 构域 Ⅲ上 的 Phe 

(206)、Ala(209)、Phe(287)、Val(292)和 Met(296) 

共同组成一段疏水区，缺失 N端残基(1—5)的 3CLp 

蛋白水解活性将有所下降 ]。由此推测 N端(1 5) 

的残基组成及 构型可能对 3CL 。水 解活性 产生影 

响，SC—Y 与 PUR46一MAD 和 Purdue l15株 的 

3CL 。序列比较 ，结果显示有 2个氨基酸 发生 了变 

异，一个为第 3位氨基酸 由 Leu变 为 Phe，与 IBV 

和 SARS病毒 3CL 。相应位置残基相同 ，另一个 为 

第 268位氨基酸 由 I eu变为 His。其中第 3位氨基 

酸 Phe具有疏水性，但这一变异氨基酸能否影响 

TGEV 3CL 。水解活性还难以预测 。 

比较 SC—Y、PUR46 MAD、Purdue—l15、TS 、 

HCV229E、IBV、MHV、SARS毒 株之间 oRF1a和 

ORF1b同 源 关 系 ，发 现 在 不 同 冠 状 病 毒 之 间 

ORF1b的同源性要高于 ORF1a。由此推断 ORF1a 

比 ORF1b更易发生变异 。分析 SC-Y株与 PUR46一 

MAD株序列，共有 36个氨基酸发生变异，其中 31 

个发生在 ORF1a中，其余 5个发生在 ORF1b中。 

而在变异 的碱 基中，主 要是 T—C和 A G之 间的变 

化，这一变化规律有何遗传学意义，值得探讨。 

目前，国外学者已从猪传染性胃肠炎病毒基因 

组全长 cDNA 拯救 了具有感染性 的病毒粒 子_8’ ， 

然后在体外对病毒基因组进 行人工操作 ，研究病毒 

复制、致病机制及病毒与宿主细胞之 间的关系。本 

文对 TGEV SC—Y株基因组 5 端 20 053 bp的编码 

复制酶 聚蛋白 ORF1进行 了克隆和测序 ，这为今后 

构建基因组全长 cDNA提供 了材料，也为进一步研 

究病毒 的基因功能打下了良好基础。 
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