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禽流感病毒分离株A/ Goose/ Guangdong/ 3/ 96 (H5N1) HA基因序列分析

贾永清1 ,陈化兰 ,邓国华 ,唐秀英 ,田国斌 ,于康震2 ,刘保全1

(中国农业科学院哈尔滨兽医研究所　兽医生物技术国家重点实验室 ,哈尔滨　150001)

摘要　采用 RT- PCR技术 ,以 A/ Goose/ Guangdong/ 3/ 96(H5N1) RNA为模板 ,扩增了 1. 73kb的 HA全基因 cDNA。将 HA cD2
NA克隆后进行了序列测定 ,测序结果表明所扩增的 1728个核苷酸片段包含了完整的 HA基因的开放阅读框架和上下游引物
序列、蛋白质合成的起始密码子和终止密码子。核苷酸序列比较分析结果表明 :A/ Goose/ Guangdong/ 3/ 96 ( H5N1)与 A/ Goose/
Guangdong/ 1/ 96(H5N1)有 11个核苷酸差异 ,同源率 99. 4 % ;与 A/ HongKong/ 156/ 97(H5N1)有 25个核苷酸差异 ,同源率 98. 6 % ;
与A/ Chicken/ HongKong/ 258/ 97 (H5N1) 有 30个核苷酸差异 ,同源率 98. 3 % ;它们的氨基酸序列同源率依次分别为 99. 2 %、
98. 6 %和98. 1 %。受体结合位点的氨基酸序列完全一致 ;HA裂解位点氨基酸序列也完全一致 ,各有 5个碱性氨基酸插入。这
说明上述 4个流感病毒分离株可能来自同一个祖先 ,具有相同的毒力和相似的生物学特性。
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Analysis of Hemagglutinin Gene of Avian Influenza Virus Isolate
A/ Goose/ Guangdong/ 3/ 96( H5 N1)
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(State Key Laboratory of Veterinary Biotechnology , Harbin Veterinary Research Institute of CAAS ,Harbin　150001)

Abstract　In this study , full-length cDNA of HA gene of A/ Goose/ Guangdong/ 3/ 96( H5N1) ( GD/ 3) was amplified using RT- PCR
method. The cDNA was cloned into Sma I site of pUC18 plasmid and then sequenced. The result of sequencing shows that the cDNA contains
whole open reading frame of HA gene , initiation codon and termination codon. The results of comparative sequence analysis indicated that the
sequence of the cDNA had 11 nucleotide differences and 99. 4 % of homology with A/ Goose/ Guangdong/ 1/ 96(H5N1) ( GD/ 1) ,25 nucleotide
differences and 98. 6 % of homology with A/ HongKong/ 156/ 97(H5N1) (HK/ 156) ,and 30 nucleotide differences and 98. 3 % of homology with
A/ Chicken/ HongKong/ 258/ 97(H5N1) (HK/ 258) . Furthermore , the HA of GD/ 3 had the homology of 99. 2 % with GD/ 1 ,98. 6 % with HK/
156 , and 98. 1 % with HK/ 258 at amino acid level. They shared the same basic amino acid insert at the cleavage site , which indicates that all
4 influenza virus isolates are probably evolved from same ancestor and have similar virulence and biological properties.
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　　1997年发生于香港的禽流感“杀人”事件令世
人震惊 ,以铁的事实警示我们 H5N1 亚型的 HPAIV
可以引起人的发病甚至死亡[1 ] ,它打破了人流感只
是 H1、H2和 H3亚型的 A型流感病毒感染 ,禽流感
病毒只有通过在中间宿主 (如猪)体内与人流感病毒
发生基因重排后才能感染人的常规。Suarez 等对
1997年分离自香港人和鸡的 7 株流感病毒进行了
鸡致病性试验和 8 个基因片段的基因序列比较分
析 ,结果表明所有分离株均为高致病力毒株 ,且病原
性和毒力相似 ;8个基因片段的基因序列同源性极
高 (90 %以上) [2 ] ,进一步确定了人和禽的流感由同
一亚型 HPAIV所引起 ,给 H5 亚型 AIV赋予了全新
的公共卫生学意义。1996年我国也分离到了 H5N1
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亚型 HPAIV[3 ] ,并对 A/ Goose/ Guangdong/ 1/ 96 ( H5N1)

分离株的 HA基因进行了克隆和序列分析[4 ]。
HA是构成 AIV囊膜纤突的主要蛋白之一 ,也

是诱导动物机体产生中和抗体的主要免疫原 ,是病
毒变异、毒力和宿主特异性的主要决定因素。因此 ,

开展 AIV HA基因序列及其变异的分析研究 ,对于
AI的诊断和防制具有重要的理论价值和实践意义。
本研究对我国又一高致病力禽流感分离株 A/

Goose/ Guangdong/ 3/ 96(H5N1) HA基因进行了序列测
定 ,并对其核苷酸和所推导的氨基酸序列与有关的
H5亚型毒株进行了比较分析 ,现将结果报告如下。

1　材料和方法

111 毒 　株 　A / Goose / Guangdong / 3 / 96
(H5N1) ( GD/ 3) :为华南农业大学辛朝安教授提供
的广东分离株 ,由哈尔滨兽医研究所禽流感研究中
心保存。
112　质　粒 　pUC18由哈尔滨兽医研究所兽医生
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物技术国家重点实验室仇华吉博士惠赠。
113　HA 基因的 RT- PCR 及克隆 　方法参见文献

[5 ]。

114　序列测定　采用双脱氧链终止法以 F引物 (M13-

47 : cgccagggttttcccagtcacgac) 和 R 引物 (RV-M: gagcg2

gataacaatttcacacagg) ,在ABIPRISMTM377DNA测序仪上对

克隆于 pUC18Sma I位点的 HA cDNA进行测序。

115　HA基因序列及氨基酸序列分析 :　用所测定的

GD/ 3HA 基 因 序 列 与 A/ Goose/ Guangdong/ 1/ 96

(H5N1) [4 ] ( GD/ 1)、A/ Hong Kong/ 156/ 97 ( H5N1) ( HK/

156) [1 ]和 A/ Chicken/ HongKong/ 258/ 97 ( H5N1) ( HK/

258) [2 ]HA基因序列相比较 ;并对根据其 cDNA序列推

导的氨基酸序列进行分析 ,比较它们的同源性。

2　结果和讨论

211　GD/ 3 HA基因序列见图 1 ,所测定的 1728个核

苷酸包含了 HA完整的开放阅读框架 ,共编码 568

个氨基酸 ,其中信号肽 16 个氨基酸 , HA1 330 个氨

基酸 ,HA2 222个氨基酸 ,并含有起始密码子和终止

密码子。它所推导的氨基酸序列见图 2。

212　核苷酸序列比较结果表明 GD/ 3与 GD/ 1只有

11个核苷酸差异 ,同源率 994. % ,氨基酸序列有 5

个差异 ,同源率 99. 2 % ;与 HK/ 156 有 25 个核苷酸

差异 ,同源率 98. 6 % ,氨基酸序列有 8个差异 ,同源

率 98. 6 % ;与 HK/ 258 有 30 个核苷酸差异 ,同源率

98. 3 % ,氨基酸序列有 11 个差异 ,同源率 98. 1 %。

可以看出 4个流感病毒分离株间同源性很高 ,有可

能是由同一病毒株进化而来。

213　AIV HA基因可在一定程度上决定病毒感染的

宿主特异性 ,也就是由受体结合位点的氨基酸组成所

决定。AIV的受体结合位点由位于 HA1上的 98、153、

183、190、194、225、226和 228位的氨基酸所组成 ,在同

种动物变异很小 ,非常保守[6～8]。226和 228位氨基

酸组成的改变 (226 :L v Q ,228 :S v G)可使人的 H3亚

型流感病毒感染鸭 ,在鸭的肠道中繁殖 ,同时还改变

了其血凝活性[7 ]。我们对这 4株 H5亚型流感病毒

HA氨基酸序列比较的结果表明 ,其受体结合位点的

核苷酸和氨基酸组成完全一致 ,无一差异。

214　AIV高致病力毒株与低致病力毒株的差别 ,主要

表现在 HA酶切位点附近的氨基酸组成上 ,HPAIV HA1

的羧基端含有较多的碱性氨基酸[7～9]。GD/ 3、GD/ 1、

HK/ 156和 HK/ 258酶切位点核苷酸和氨基酸序列完全

一致 ,各有 5个碱性氨基酸插入 ,从酶切位点氨基酸序

列分析 ,这 4株 H5亚型流感病毒都属 HPAIV。
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图 1　AIV GD/ 3 HA基因核苷酸序列比较分析

Fig. 1　Comparative sequence analysis of HA gene of AIV GD/ 3

图 2　根据核苷酸序列推导的 AIV GD/ 3 HA氨基酸序列比较分析

Fig. 2　Comparative Amino acid sequence analysis of HA deduced from nucleotide sequence of AIV/ GD/ 96/ 3/ (H5N1)
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抗A型产气荚膜梭菌α毒素单链抗体 1A8的基因克隆及序列测定
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摘要　应用 RT- PCR技术 ,从分泌具有中和活性的抗 A型产气荚膜梭菌α毒素单克隆抗体 (McAb)的杂交瘤细胞 1A8中 ,

扩增出抗体VH和VL基因 ,用 linker ( Gly4Ser3) 3基因 ,将VH和VL基因连接成 ScFv基因 ,并将其克隆至 pGEM- T载体中。经核甘

酸序列分析证实 ,VH和 VL基因及 linker基因拼接正确 ,基因全长 729bp ,经计算机分析 ,VH和 VL基因均为新发现的基因序列 ,

符合功能性重排的鼠抗体可变区基因特征。VH和 VL基因分别属于鼠免疫球蛋白重链Ⅱ(A)和轻链 KⅥ家族。

关键词　A型产气荚膜梭菌 ;　α毒素 ;　单链抗体 ;　基因克隆 ;　核苷酸序列
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Cloning and Nucleotide Sequencing of ScFv Gene for Anti-alpha- toxin of clostridium perfringens Type A
ZHAO Baohua , XU Chongbo , ZHU Ping
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Abstract　The VH and VL genes were amplified from a hybridoma cell line 1A8 producing mouse McAb against alpha-toxin of Clostridium

perfringens type A by RT- PCR. The VH and VL genes were connected through a flexible linker( Gly4Ser) 3 and the VH-linker-VL (ScFv) fusion

gene was cloned into a clone vector pGEM- T. The ScFv gene was sequenced , analyzed by computer. The ScFv gene consists of 729bp encoding

243 amino acid residues. Both VH and VL genes were confirmed as functionally rearranged mouse immunoglobulin variable region genes and ap2

peared to be new genes. According Kabat classed method , McAb 1A8 VH gene segment and VL gene segment belong to the mouse lg heavy

chain subgroup Ⅱ(A) andκchain subgroup Ⅵ respectively.

Key words　Clostridium perfringens type A ;　alpha-toxin ;　ScFv ;　gene cloning ;　nucleotide sequencing

　　α毒素是 A型产气荚膜梭菌所致平战时创伤性
气性坏疽的主要致病因子 ,至今尚无有效的防治方
法。许崇波等[1 ,2 ]在克隆和高效表达α毒素保护性
抗原基因基础上 ,又研制了抗α毒素的单克隆抗体
(McAb) ,其中 McAb 1A8具有中和α毒素活性的作
用[3 ]。但由于这种单克隆抗体是鼠源性的 ,难以用
于临床。因此本研究在上述研究的基础上 ,从具有
中和α毒素活性的McAb 1A8 细胞株中克隆了其单
链抗体 (ScFv)基因 ,以期在适当的载体中表达出理
想中和活性的 ScFv ,便于将来用于临床α毒素中毒
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的治疗。

1　材料和方法

111　细胞株、菌株及载体　1A8为分泌具有中和活
性的抗 A型产气荚膜梭菌α毒素McAb杂交瘤细胞
株 ,系许崇波等构建[3 ] ;受体菌 JM105由本室保存 ;

p GEM - T载体购自 Promega公司。
112　试　剂　限制性核酸内切酶 SfiⅠ、NotⅠ,DL2000

DNA Marker ,购自 TaKaRa 公司 ; Taq DNA 聚合酶、T4

DNA连接酶、dNTPS、RNAgents Total RNA Isolation Sys2

tem、PolyATract mRNA Isolation System、Wizard PCR Preps

DNA Purification Systemiv ,购自 Promega 公司 ; Mouse

ScFv Module/ Recombinat Phage Antibody System ,购自
Pharmacia公司。
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