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摘  要: 根据 GenBank 上发表的犬瘟热病毒(CDV)N 基因核酸序列, 设计一对 CDV N 基因特异性

引物, 采用 RT-PCR 扩增狐源 CDV 泰安分离株(CDV-FOX-TA)的 N 基因, 将 PCR 产物克隆入

pMD18-T 载体, 进行测序分析。结果表明, CDV-FOX-TA N 基因含有 1 个 ORF, 全长 1572 bp, 共
编码 523 个氨基酸。CDV-FOX-TA N 基因与 CDV 疫苗株 Onderstepoort、Convac 的 N 基因的同源

性分别为 96.0%和 95.9%, 与 CDV 野毒株 N 基因的同源性在 98.4%~98.9%之间。CDV-FOX-TA N
蛋白含有 Tyr -Pro-Ala-Leu-Gly-Leu-His-Glu-Phe 九肽序列, 是 T细胞表位, 可致敏靶细胞, 在 CDV 
N 蛋白中高度保守。对 CDV N 基因进行系统发生分析, 结果发现 CDV-FOX-TA 与 CDV 强毒株的

亲缘关系较为密切。 
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Abstract: One pair of primers was designed according to the N genes of canine distemper virus strains 
reported in GenBank. The N protein gene of CDV-FOX-TA was amplified with the primers by RT-PCR. 
The PCR product was cloned into pMD18-T. And the positive recombinant was identified, sequenced 
and analyzed. As a result, the large open reading frame of the N gene of CDV-FOX-TA included 1572 
bp, which encoded 523 amino acids. The nucleotide homology of the N genes between CDV-FOX-TA 
and CDV Ondertepoort strain was 96.0%, and it was 95.9% between CDV-FOX-TA and CDV Convac 
strain. However, the nucleotide homologies of the N genes of CDV-FOX-TA and the CDV wild strains, 
was from 98.4% to 98.9%. A nine-peptide sequence in the N protein of CDV-FOX-TA was Tyr-Pro-Ala- 
Leu-Gly-Leu-His-Glu-Phe, which was T lymphocyte defined antigen and senstized target cells. On the 
basis of phylogenetic analysis, it implied that CDV-FOX-TA and the CDV wild strains had the same 
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犬瘟热(Canine distemper, CD)是由犬瘟热病毒
(Canine distemper virus, CDV)感染引起的一种急性、
高度接触性致死性传染病 [1], 以双向热、卡他性鼻
炎、支气管炎、气管炎、严重的胃肠炎、神经症状

为主要临床特征[2]。CDV是副粘病毒科麻疹病毒属
成员 , 单股负链RNA病毒 , 基因组全长 15690 bp, 
共编码核衣壳蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质膜蛋白(M)、
融合蛋白(F)、血凝蛋白(H)和大蛋白(L)6 个结构蛋 
白[3]。CDV N蛋白是病毒结构中含量最多的结构蛋
白, 在病毒装配、转录和复制过程中起调控作用, 并
且能刺激机体产生强烈的抗体反应, 即使当抗H蛋
白和F蛋白的特异性抗体低于检测水平时, 抗N蛋白
的特异性抗体仍能被检测到 [4], 这对于CDV的早期
诊断和预防有重要意义。CDV不但可感染犬、狐、
水貂等毛皮动物引起发病, 而且还感染多种野生动
物, 严重危害我国养犬业、毛皮动物养殖业以及野
生动物的健康发展[5]。本研究采用分子生物学技术

对狐源CDV泰安株 (CDV-FOX-TA)N基因进行了克
隆与序列分析, 发现CDV-FOX-TA与CDV强毒株的
亲缘关系较为密切, 这为预防CDV-FOX-TA的爆发
流行提供了实验数据。 

1  材料和方法 

1.1  病毒与工程菌 
CDV-FOX-TA由本实验室分离 , 按培养量的

1/10接种MDCK细胞, 37  5% CO℃ 2条件下培养 4d, 
待出现 75%~80%细胞病变(CPE)时收毒, −20℃保存
备用。工程菌DH5α购自宝生物(大连)工程有限公司。 

1.2  试剂与仪器 
TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit、

TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit、AMV 
Reverse Transcriptase、反转录酶抑制剂(RNasin)、T4 
DNA 连接酶、pMD18-T、DNA Marker、限制性内
切酶 BglⅡ、XbaⅠ等常规分子生物学试剂均购自  
宝生物(大连)工程有限公司 , Taq plus DNA poly-
merase 购自上海生工公司, 裂解液购自香港太太基
因公司。 

1.3  引物的设计与合成 
根据GenBank上发表的CDV N基因序列, 利用

DNAstar软件设计一对CDV N基因特异性引物, 在
上下游引物分别引入酶切位点Kpn /Ⅰ XhoI。上游引

物 , 5′-GGTACCAGGGTTCAGACCTACCAATATG- 
-3′, 下游引物 5′-CTCGAGGGTCTTGAATATTTA- 
ATTGAGTAGC-3′, 扩增片段 1603 bp。 

1.4  CDV-FOX-TA RNA 的提取 
取 200 μL CDV-FOX-TA的 MDCK细胞培养物, 

加入 600 μL裂解液和 200μL氯仿, 剧烈震荡, 充分
混匀后, 4 12000℃  r/min离心 15 min; 吸取上清 500 μL
至另一离心管内, 加入 500 μL −20℃预冷的异丙醇, 
上下颠倒 5~6次, 混匀, 4 12000℃  r/min离心 15 min, 
弃上清, 加入 600 μL −20℃预冷的 75%乙醇, 上下
颠倒 5~6次, 混匀, 4 12000℃  r/min离心 10 min, 弃
上清, 在超净工作台内自然晾干, 加入 20 μL DEPC
水溶解 RNA沉淀。 
1.5  CDV-FOX-TA N基因的RT-PCR扩增 

取CDV-FOX-TA RNA 10 μL, 加入 20 pmol/L上
游引物 1.5 μL, 置 70℃水浴 5 min, 取出置冰上, 随
后加入 5×RT-buffer 2 μL, 10 mmol/L dNTP 2 μL,  
5 U/μL AMV Reverse Transcriptase 1 μL, 40 U/μL 
RNasin 0.5 μL, 补加 DEPC水至总体积为 25 μL。将
反应体系置 42℃作用 1 h, 进行反转录, 之后 70℃作
用 15 min灭活 AMV, 即可得到 cDNA。 

PCR反应体系：10×PCR-buffer 5 μL, 2.5 mmol/L 
dNTP 8 μL, 20 pmol/L上、下游引物各 1 μL, cDNA  
5 μL, Taq plus DNA polymerase 0.3 μL, 补加灭菌三
蒸水至 50 μL。PCR反应参数：94℃预变性 40 s, 94℃
变性 3 min, 55℃退火 50 s, 72℃延伸 120 s, 共进行
35 个循环, 最后 72℃再延伸 10 min。PCR 产物经
1%琼脂糖凝胶电泳确定其大小, 回收目的片段。 
1.6  CDV-FOX-TA N 基因的克隆与序列分析 

将纯化的目的片段与 pMD18-T 载体 16℃连接
过夜, 转化宿主菌DH5α, 按试剂盒操作步骤提取质
粒获得重组子 pCDV/TA-N。用限制性内切酶 BglⅡ、
XbaⅠ对 pCDV/TA-N进行酶切鉴定, 筛选阳性克隆, 
送宝生物(大连)工程有限公司测序, 应用 DNAStar
软件对测序结果进行分析。 

2  结果 

2.1  CDV-FOX-TA N 基因的 RT-PCR、克隆与  
鉴定 

CDV-FOX-TA N 基因的 RT-PCR 扩增片段为
1603 bp, 与理论值一致, 琼脂糖凝胶电泳结果见图
1。将 CDV-FOX-TA N 基因的扩增片段连接到
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pMD18-T载体上, 获得 pCDV/TA-N。分别用限制性
内切酶 BglⅡ、XbaⅠ对 pCDV/TA-N进行酶切鉴定, 
BglⅡ切出 3328bp+967bp 大小的片段 , XbaⅠ切   
出 4295bp 大小的片段 , 结果与预期结果一致(见  
图 2)。 

 

 

 

图 2  pCDV/TA-N酶切鉴定结果 
Fig. 2  Identification of recombinant plasmid pCDV/TA-N by 
restriction endonudease digestion.  
1: DL15000+DL2000 Marker; 2: pCDV/TA-N/BglⅡ; 3: 
pCDV/TA-N; 4: pCDV/ TA-N / XbaⅠ 
. 

 95.9%; 与标准强毒株A75-17 N基因的同源性为
98.6%, 与CDV小熊猫株(CDV LP)[6] N基因的同源
性为 98.7%, 与其他CDV野毒株N基因的同源性在
98.4%~98.9%之间(见表 1)。 

图 1  RT-PCR扩增结果 
Fig. 1  The result of RT-PCR. 
1: DL2000 Marker; 2: CDV-FOX-TA N 基因的 RT-PCR  
产物 
1: DL2000 Marker; 2: The RT- PCR product of CDV-FOX-TA 
N gene 2.3  CDV-FOX-TA N 基因系统发生分析 

CDV N基因系统发生分析结果, CDV可分为两
大谱系, 一大谱系由 CDV疫苗株构成, 另一大谱系
由 CDV野毒株构成(见图 3)。CDV-FOX-TA与 CDV
野毒株的亲缘关系较为密切。 

 
2.2  CDV-FOX-TA N 基因的同源性分析 

CDV-FOX-TA N基因与 2个CDV疫苗株Onder- 
stepoort、Convac N 基因的同源性分别为 96.0%和 

  
表 1  CDV-FOX-TA N基因序列同源性分析结果 

Table 1  The homology analysis result of the N genes of CDV-FOX-TA and the other CDV strains 

 同源性(Percent identity) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1  94.7 93.8 93.8 94.7 94.9 94.8 94.7 94.8 96.0 99.5 

2 5.6  97.7 97.7 99.5 98.5 98.5 98.5 99.8 98.6 94.6 

3 6.5 2.4  99.9 98.2 98.2 98.2 98.2 97.9 98.7 93.7 

4 6.5 2.4 0.1  98.2 98.2 98.2 98.2 97.9 98.8 93.7 

5 5.6 0.5 1.9 1.9  98.8 98.8 98.8 99.6 98.9 94.6 

6 5.3 1.6 1.9 1.9 1.2  99.7 99.7 98.6 98.7 94.8 

7 5.5 1.6 1.9 1.9 1.2 0.2  99.9 98.6 98.4 94.6 

8 5.6 1.6 1.9 1.9 1.2 0.2 0.1  98.6 98.6 94.5 

9 5.5 0.2 2.1 2.1 0.4 1.4 1.4 1.4  98.9 94.7 

10 4.0 1.5 1.4 1.2 1.1 1.3 1.6 1.5 1.1  95.9 

差异性 
(Divergence) 

11 0.7 5.7 6.6 6.6 5.7 5.5 5.6 5.7 5.6 4.3  

1: Onderstepoort; 2: A75-17; 3: CDV-LP; 4: CDV-5804; 5: CDV-00-2601; 6: CDV-98-2645; 7: CDV-98-2654; 8: CDV-98-2646;  
9: CDV-01-2689; 10: CDV-FOX-TA; 11: Convac 
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图 3  CDV N基因系统发生树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of the CDV N genes 

 
3  讨论 

CDV N 蛋白是CDV结构中含量最多的结构蛋
白, 含有T淋巴细胞表位与B淋巴细胞表位, 在细胞
免疫和体液免疫中发挥重要的作用。CDV-FOX-TA
有一个ORF, 全长 1572 bp, 编码 523个氨基酸。CDV 
N 蛋白分为三个区, N端可变区、C端可变区和中间
高度保守区[4,7]。CDV-FOX-TA与其他CDV毒株的差
异主要表现在N端和C端可变区, 408-519 位氨基酸
呈现高变态势, 但这些差异并不影响CDV的生物学
特 性 [8-11] 。 CDV N 蛋 白 含 有 一 个

Tyr-Pro-Ala-Leu-Gly-Leu-His-Glu-Phe九肽序列 , 可
致敏靶细胞[12,13], 使细胞溶解产生CTL反应, 为N蛋
白L d限制表位, 是T细胞表位, 在N蛋白中高度保守, 
但是不同的CDV毒株间也会出现个别氨基酸的变异, 
但目前尚不清楚变异对整个CDV N蛋白的结构及功
能的影响, 在CDV-FOX-TA N蛋白的相同位置也存
在这个九肽序列。对CDV N基因进行同源性分析表
明, CDV-FOX-TA N基因与CDV强毒株N基因的同源
性相对较高, 与CDV疫苗株N基因的同源性相对较
低 ; 对 CDV N基因进行系统发生分析 , 发现
CDV-FOX-TA与CDV强毒株的亲缘关系较为密切。 

CDV N蛋白是相对保守的, 这对CDV的繁殖生
存有重要意义。CDV N蛋白在CDV的装配、转录和
复制过程中起调控作用[14,15], 与CDV的毒力密切相
关[16,17], 如发生较大的变异则不利于CDV的繁殖和
生存, 即使CDV N基因序列发生变异, 大多数突变
是同义突变, 不会影响氨基酸序列, 相应的生物学
功能也不会发生改变。 

CDV分布广泛, 并不断进化, 能在种间传播流
行, CDV宿主范围不断扩大[18,19], 给CD的防治带来
困难。目前, CDV疫苗接种是控制CDV流行的主要

手段, 因CDV N蛋白相对保守, 所以CDV N基因是
研制CDV基因工程疫苗的首选基因。并且, CDV N
蛋白能刺激机体产生免疫反应, 特别是当抗H蛋白
和F蛋白的特异性抗体低于检测水平时, 抗N蛋白的
特异性抗体仍能被检测到, 所以CDV N蛋白在CDV
早期诊断中具有重要的意义, 我们对本实验室分离
的CDV-FOX-TA N基因进行了克隆及序列分析, 为
以后开发CDV的诊断试剂和研制有效的基因工程疫
苗提供了实验资料, 并为防治CDV-FOX-TA的爆发
流行提供了分子流行病学资料。 
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