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摘要： 旨在探究羊口疮病毒 （ＯＲＦＶ） 口唇和内脏感染株的 ＯＲＦＶ１２３ 基因编码蛋白分子特征及其对宿主细胞作用的差异。 采用 ＰＣＲ 技术扩增

ＯＲＦＶ１２３ 基因， 克隆至 ｐＭＤ－１９Ｔ 进行测序， 采用生物信息学方法分析其基因特征； 同时构建真核表达载体 ｐＥＧＦＰ －Ｎ１－ １２３Ｋ、 ｐＥＧＦＰ －Ｎ１－

１２３Ｎ， 将真核表达载体转染至原代山羊口腔上皮细胞， 分别采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证融合蛋白在细胞内的表达水

平； 运用转录组测序技术分析基因表达谱变化。 结果： 口唇及内脏感染株的 ＯＲＦＶ１２３ 基因全长均为 １ ５５１ ｂｐ， 编码 ５１６ 个氨基酸， 虽进化分支不

同， 但具有相似的理化特性和蛋白结构特征， 三维结构分析揭示， ２ 个感染株 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白在 Ｃ 末端环区存在构象差异； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ２
株病毒 ＯＲＦＶ１２３ 基因在羊口腔上皮细胞中均能成功表达。 转录组分析显示 ＯＲＦＶ 口唇与内脏感染株间有 １６ 个差异表达基因 （ＤＥＧｓ）， ７ 个上调，
９ 个下调， ２ 个毒株与空细胞组比较共鉴定出 １ ２０８ 个 ＤＥＧｓ （口唇株 ８０６ 个， 内脏株 ４０２ 个）， 且主要富集于蛋白质消化吸收通路、 磷脂酰肌醇 ３
激酶－蛋白激酶 Ｂ （ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ） 信号通路与晚期糖基化终末产物－其受体 （ＡＧＥ－ＲＡＧＥ） 通路。 本文为深入了解 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白的功能及其在病毒

致病机制中的作用提供了基础数据。
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　 　 羊口疮是由羊口疮病毒 （ＯＲＦＶ） 引发的一种高

度接触性和嗜上皮性的人畜共患病。 近年来， 对

ＯＲＦＶ 各基因的深入研究也随之增加， 对全球养羊业

造成重大经济损失［１－２］。 ＯＲＦＶ 属于痘病毒科副痘病

毒属， 具有强传染性， 能在恶劣环境中长期存活［３］。
病毒粒子呈卵圆形， 含有线性双链 ＤＮＡ 基因组， 编

码 １３２ 个基因， Ｇ＋Ｃ 含量较高［４］。 ＯＲＦＶ 基因组两端

具有反向末端重复序列 （ ＩＴＲ）， 变异较大， 编码与

毒力和免疫调节相关的蛋白； 中央核心区基因保守，
参与病毒复制［５］。 ＯＲＦＶ 在宿主细胞内完成复制过

程， 并通过调节免疫反应逃避宿主防御［６］。 该病毒

主要感染宿主上皮细胞， 其毒力特征与致病机制密切

相关［７－８］， 深入了解 ＯＲＦＶ 上皮细胞嗜性、 免疫调节

逃逸策略及毒力－致病表型关联特性对羊口疮的防控

技术研究至关重要。
ＯＲＦＶ 的宿主范围基因 （Ｈｒｇ） 通过其编码的宿

主范围因子 （Ｈｒｆ） 调控病毒复制和宿主特异性， 主

要作用于细胞的抗病毒信号通路［９］。 目前已知 ＯＲＦＶ
的宿主范围基因包括 ＯＲＦＶ０２０ （痘苗病毒 Ｅ３Ｌ 同源

基因） 和 ５ 个锚蛋白 ／类 Ｆ － ｂｏｘ 基因 （ ＡＮＫ ／ Ｆ －
ｂｏｘ ） ［１０－１２］， 即 ＯＲＦＶ００８、 ＯＲＦＶ１２３、 ＯＲＦＶ１２６、
ＯＲＦＶ１２８ 和 ＯＲＦＶ１２９。 这些基因参与多种细胞生理

过程， 包括细胞骨架重塑、 信号转导和 ｍＲＮＡ 转录

调控等［１３］。 结构分析表明， 这 ５ 个锚蛋白均具有典

型的 ＡＮＫ ／ Ｆ－ｂｏｘ 结构特征： Ｎ 端含有 ６ ～ ９ 个不等的

锚蛋白重复序列 （ＡＮＫ ｒｅｐｅａｔｓ）， Ｃ 端具有 １ 个类 Ｆ－
ｂｏｘ 蛋白结构域， 其中 ＯＲＦＶ１２３ 基因预测的 ＡＮＫ 重

复基序数量最多， 而 ＡＮＫ 重复基序可作为蛋白质相

互作用的桥梁， 介导痘病毒与宿主靶蛋白的特异性结

合， 它们通过与跨膜蛋白和肌动蛋白纤维的相互作用

维持细胞稳定性［１４－１７］。 目前， 关于 ＯＲＦＶ 锚蛋白是

否能影响病毒宿主范围及其与宿主细胞互作的机制尚

不明确。
本课题组在西藏发现 １ 例与常见的口唇、 蹄和外

阴感染部位不同的羊口疮病例， 主要表现为小肠及肠

系膜病变， 不易与其他腹痛疾病区分， 未表现出明显

的口唇部病变。 本研究以内脏感染株和口唇感染株为

研究对象， 通过 ＰＣＲ 分别扩增 ＯＲＦＶ１２３ 基因， 采用

生物信息学分析特征、 构建真核表达载体并通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定表达 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白， 转录组测序分

析揭示不同表型 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白与宿主相互作用的分

子机制， 该结果为阐明 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白的结构－功能

关系， 揭示 ＯＲＦＶ 的致病机制提供重要理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

口唇及内脏感染 ＯＲＦＶ 样品均采自西藏尼玛县某

羊场； 原代山羊口腔上皮细胞由云南农业大学基础实

验室分离保存。
ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 质粒载体、 大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株和

ｐＭＤ－１９Ｔ 质粒载体购自宝日医生物技术 （北京） 有

限公司； 病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶、 限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、 ＫｐｎⅠ均购自宝生物工程

（大连） 有限公司； ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 琼脂糖

凝胶回收试剂盒、 无内毒素小提中量质粒试剂盒均购

自天根生化科技有限公司； ＤＭＥＭ 高糖培养基、 胎

牛血清 （ＦＢＳ）、 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基、 脂质体 Ｌｉｐｏ３０００
均购自 Ｇｂｉｃｏ 公司； 鼠源绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ） 单克

隆抗体、 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的山羊抗小

鼠 ＩｇＧ 均购自全式金生物技术有限公司； 细胞裂解

液、 蛋白酶抑制剂 （ＰＭＳＦ） 均购自上海碧云天生物

科技有限公司； 增强化学发光试剂盒 （ＥＣＬ） 购自亚

科因生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 特异性引物设计与合成

按照 ＯＲＦＶ１２３ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＫＵ６７２０７６􀆰 １）
序列设计引物， 扩增包含基因完整阅读框在内的片

段， 长度为 １ ７１７ ｂｐ。 引物由北京擎科生物科技股份

有限公司合成 （相关引物见表 １）。
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表 １　 引物序列信息

名称 序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ＯＲＦＶ１２３－Ｆ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＡＡＡＡＣＡＡＣＧＡＴＧＧＣＡＡ

ＯＲＦＶ１２３－Ｒ ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＴＴＡＴＧＣＧＡＧＧＧＡＡＧＧＡＡＧＣ
１ ７７１

ＴＭＥＤ２－Ｆ ＡＧＡＣＡＴＧＧＡＡＡＣＡＧＡＡＧＣＴＣＡＣ

ＴＭＥＤ２－Ｒ ＣＣＡＡＡＧＧＡＣＣＡＣＴＣＴＧＣＴＧＴ
１６０

ＣＣＮＢ１ＩＰ１－Ｆ ＧＡＣＣＣＡＧＴＣＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＴＴ

ＣＣＮＢ１ＩＰ１－Ｒ ＴＣＡＧＴＡＧＡＴＴＣＣＡＴＣＴＴＣＡＡＣＣＴＴＴ
２０１

ＦＩＴＭ２－Ｆ ＧＣＡＡＣＧＴＣＣＴＣＡＡＣＧＴＧＴＡＴ

ＦＩＴＭ２－Ｒ ＣＣＣＧＴＧＴＡＧＴＧＣＴＣＧＡＴＧＴＴ
１９９

ＴＲＩＭ４１－Ｆ ＧＴＴＧＣＴＧＡＣＣＡＴＴＣＣＡＡＧＣＧ

ＴＲＩＭ４１－Ｒ ＧＡＣＣＣＡＴＧＣＡＧＡＣＣＴＣＴＡＣＣ
１２９

ＰＲＤＸ１－Ｆ ＣＴＧＡＣＧＣＧＣＧＧＣＴＧＡ

ＰＲＤＸ１－Ｒ ＣＡＡＴＧＡＴＣＴＣＣＧＴＧＧＧＧＣＡ
１７０

ＰＴＰＲＲ－Ｆ ＴＴＣＡＣＧＣＴＧＣＡＧＧＡＴＧＣＣ

ＰＴＰＲＲ－Ｒ ＧＣＴＧＧＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＴＣＣＴ
１９７

ＣＬＩＣ１－Ｆ ＧＴＣＴＧＡＴＣＡＧＧＣＴＣＧＴＧＴＧＧ

ＣＬＩＣ１－Ｒ ＣＣＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＧＣＣＴＴＣＡ
２２０

ＬＲＡＴ－Ｆ ＣＣＣＣＡＡＧＣＣＧＡＣＡＡＧＴＴＴＴＧ

ＬＲＡＴ－Ｒ ＣＧＣＴＧＧＣＡＣＡＧＧＡＧＴＡＴＧＡＡ
１４０

　 　 　 　 　 注： 下划线处分别为 ＨｉｎｄⅢ和 ＫｐｎⅠ的酶切位点。

１􀆰 ３　 ＯＲＦＶ１２３ 原核表达载体及真核表达载体的构建

采用核酸提取试剂盒分别提取 ＯＲＦＶ 口唇 （Ｋ）
和内脏 （Ｎ） 感染样品中的病毒基因组 ＤＮＡ， 以此

为模板 ＰＣＲ 分别扩增 ＯＲＦＶ１２３ 基因开放阅读框。 反

应体系： 高保真酶 Ｍｉｘｔｕｒｅ １２􀆰 ５ μＬ， ＤＮＡ １ μＬ， 上、
下游引物各 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 补足体系至 ２５ μＬ。 反应条

件： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃
１ ｍｉｎ， ４０ 个循环； ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 反应结束后

４ ℃保存。 扩增产物分别命名为 １２３Ｋ 和 １２３Ｎ， 将产

物连接至 ｐＭＤ－１９Ｔ 载体和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 载体， 转化至

ＤＨ５α 感受态细胞， 经含氨苄西林或卡那霉素的 ＬＢ
固体培养基筛选阳性克隆后， 挑取单克隆扩大培养并

提取重组质粒， 通过 ＨｉｎｄⅢ ／ ＫｐｎⅠ双酶切鉴定并测

序验证， 成功构建 ｐＭＤ － １９Ｔ － １２３Ｋ、 ｐＭＤ － １９Ｔ －
１２３Ｎ、 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｋ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｎ。
１􀆰 ４　 生物信息学分析

使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件比对 ＯＲＦＶ１２３ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 上

其他物种的序列同源性， 并用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件构建进

化树； 运用 Ｅｘｐａｓｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线软件（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）对 ＯＲＦＶ１２３ 进行基本参数和

性质分析； 使用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 １ 在线软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ）预测 ／蛋白

磷 酸 化 位 点； 使 用 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ － ２􀆰 ０ ／ ）， 基 于

ＴＭＨＭＭ 方法进行蛋白质跨膜区预测； 使用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ
１􀆰 ０ 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１􀆰 ０）预测基因 Ｎ－糖基化位点；
使 用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４􀆰 ０ 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ ＮｅｔＯＧｌｙｃ－４􀆰 ０）预测基因

Ｏ－糖基化位点； 使用 ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ 在线软件（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ． ｐｈｐ ＳｉｇｎａｌＰ －５􀆰 ０）预

测蛋白信号肽； 使用 ＳＯＰＭＡ 在线软件（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－
ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预测蛋白的二级结构； 使用 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ
在线工具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ） 预测三级

结构。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

构建的真核表达载体转染至山羊口腔上皮细胞

４８ ｈ 后， 收集细胞， 用含 １％ ＰＭＳＦ 的细胞裂解液于

冰上裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后

收集上清与 ５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液按 ４ ∶ １ 比

例混合， ９８ ℃金属浴加热 １０ ｍｉｎ 使蛋白充分变性。
样品经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后转至硝酸纤维素膜， 用 ５％ ＢＳＡ
室温封闭 ２ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 （每次 ５ ｍｉｎ）； 与抗

ＧＦＰ 单克隆抗体 ４ ℃孵育过夜； ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后与

ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗室温孵育 ２ ｈ； 最终

经 ＴＢＳＴ 充分洗涤后， 使用 ＥＣＬ 化学发光底物显影，
通过化学发光成像系统采集信号。
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１􀆰 ６　 转录组测序

收集转染 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｋ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｎ
的原 代 山 羊 口 腔 上 皮 细 胞 并 采 用 ＴＲＩｚｏｌ 试 剂

（ＴａＫａＲａ， Ｃｈｉｎａ） 提取总 ＲＮＡ， 测定其核酸浓度及

完整性， 将合格 ＲＮＡ 样品送北京青莲百奥生物科技

有限公司进行转录组测序分析。 测序原始数据经质控

过滤 后， 以 每 千 碱 基 转 录 本 每 百 万 映 射 读 数

（ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ， ＦＰＫＭ） 标准化计算基因表达水平， 该指

标可客观反映基因转录本丰度。 基于 ＦＰＫＭ 值筛选

差异表达基因 （ＤＥＧｓ）， 对 ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 及空细胞

ＤＥＧｓ 进行京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 和

基因本体论 （ＧＯ） 分析， 推测主要影响山羊口腔上

皮细胞的生物学功能和通路。
１􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证

提取转染 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｋ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｎ
的原代山羊口腔上皮细胞 ＲＮＡ， 参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ 试剂盒说明书进行基因组 ＤＮＡ 去除以及 ｃＤＮＡ 逆

转录合成。 从 ＯＲＦＶ ２ 个毒株间选取涵盖免疫调节、
上皮细胞凋亡等与致病机制相关功能， 且包含转录组

中上调 ／下调趋势， 涉及 ２ 个毒株差异富集通路的

ＤＥＧｓ， 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证， ＲＴ－ｑＰＣＲ 所用引物序

列详见表 １。 使用 ＡｃｅＱ®ｑＰＣＲ® ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ 预混液

（Ｖａｚｙｍｅ， Ｃｈｉｎａ）， 在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＲＴ － ｑＰＣＲ
仪上扩增， 以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计

算目的基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＯＲＦＶ１２３ 基因的扩增及原核、 真核表达载体的

构建

　 　 以 ＯＲＦＶ 基因组 ＤＮＡ 为模板， 采用特异性引物

扩增 ＯＲＦＶ１２３。 琼脂糖凝胶电泳结果显示 ＰＣＲ 产物

在预期位置出现单一目的条带 （图 １Ａ）， 表明 ＰＣＲ
扩增成功。 使用胶回收试剂盒纯化目的条带， 将纯化

产物分别克隆至 ｐＭＤ－１９Ｔ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１， 经 ＫｐｎⅠ／
ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定， ｐＭＤ－ １９Ｔ－ １２３Ｋ、 ｐＭＤ－ １９Ｔ －
１２３Ｎ、 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｋ 和 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｎ 均可见

２ 个条带， 见图 １Ｂ、 １Ｃ。 测序分析表明， 扩增序列

与已发表序列一致， 载体构建成功。

１、 ２􀆰 口唇感染株； ３、 ４􀆰 内脏感染株； ５、 ６􀆰 重组载体 ｐＭＤ－１９Ｔ－１２３Ｋ； ７、 ８􀆰 重组载体 ｐＭＤ－１９Ｔ－１２３Ｎ； ９􀆰 ｐＥＧＦＰ －Ｎ１－ＯＲＦＶ１２３Ｋ；
１０􀆰 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－ＯＲＦＶ１２３Ｎ。

Ａ． ＯＲＦＶ１２３ 基因片段扩增产物； Ｂ． ＯＲＦＶ１２３ 基因重组克隆载体 （ｐＭＤ－１９Ｔ－１２３）； Ｃ． 重组真核表达载体双酶切鉴定结果。

图 １　 ＯＲＦＶ１２３ 基因 ＰＣＲ 及克隆质粒双酶切

２􀆰 ２　 ＯＲＦＶ１２３ 基因生物信息学分析

经 ＤＮＡＭＡＮ 分析显示， 口 唇 及 内 脏 感 染 株

ＯＲＦＶ１２３ 基 因 均 编 码 ５２５ 个 氨 基 酸， 且 ２ 株

ＯＲＦＶ１２３ 蛋白的氨基酸组成及比例高度一致， 其中

源自口唇感染株 （ＯＲＦＶ１２３Ｋ） 和源自内脏感染株

（ＯＲＦＶ１２３Ｎ） 的 ＯＲＦＶ１２３ 等电点分别为 ６􀆰 ６２ 和

６􀆰 ５１， 不稳定指数分别为 ３０􀆰 ０８ 和 ３０􀆰 ７１， 为稳定蛋

白。 平均疏水指数 ＞ ０， 呈现亲水性特征， 其中

ＯＲＦＶ１２３Ｋ第 １４ 位脯氨酸（Ｐｒｏ， Ｐ）（－２􀆰 ５８９）和第 ４２０
位丙氨酸 （Ａｌａ， Ａ） （２􀆰 １） 分别呈现最低和最高疏

水值， ＯＲＦＶ１２３Ｎ 相应位点为第 １４ 位 Ｐｒｏ （－２􀆰 ５８９）

和第 ３７１ 位半胱氨酸 （Ｃｙｓ， Ｃ） （１􀆰 ９４４）。
跨膜结构域分析结果显示口唇和内脏感染株

ＯＲＦＶ１２３蛋白均不存在跨膜结构， 是非跨膜蛋白。
ＯＲＦＶ１２３ 蛋白均含 ４５ 个潜在磷酸化位点 （图 ２Ａ、
２Ｂ）， 其中 ＯＲＦ１２３Ｋ 包含 １２ 个丝氨酸 （ Ｓｅｒ， Ｓ），
１１ 个苏氨酸 （Ｔｈｒ， Ｔ） 和 ６ 个酪氨酸 （Ｔｙｒ， Ｙ） 位

点， ＯＲＦＶ１２３Ｎ 为 １２ 个 Ｓｅｒ， １３ 个 Ｔｈｒ 和 ６ 个 Ｔｙｒ 位
点， 二者差异主要体现为 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 多 ２ 个 Ｔｈｒ 位

点， 分别位于 ２００ 和 ４００ 区间； 结合文中进化树分析

所用的 １８ 株参考序列进一步比对发现， 该 ２ 个 Ｔｈｒ
位点为 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 特有， １８ 株参考毒株中均未检出。
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ＳｉｇｎａｌＰ ５􀆰 ０ 预测证实 ２ 株蛋白均无信号肽， 提示其非

分泌蛋白特性。
ＳＯＰＭＡ 预测 ＯＲＦＶ 口唇感染株和内脏感染株的

ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 蛋白含有 ４ 种二级结构， 主要以 α 螺

旋为主， 占比为 ５０􀆰 １０％和 ４９􀆰 １４％， 无规则卷曲次

之。 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ 在线软件预测显示 ２ 株蛋白三维结

构存在 ３ 处差异 （图 ２Ｃ、 ２Ｄ 中 ３ 个箭头标记处），

分别在第 ２９９， ４１９ 和 ４５７ ～ ４７２ 位， ＯＲＦＶ１２３Ｎ 在

２９９ 位缺失 Ｔｈｒ。 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 在第 ４１９ 位中的 Ａｌａ 在

ＯＲＦＶ１２３Ｋ中被替换为缬氨酸 （Ｖａｌ， Ｖ）， 此为保守

替换。 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 蛋白在 Ｃ 末端区域 （对应模板第

４５７～４７２ 位附近） 展现出与模板更连续、 更长的对

齐区域， 而 ＯＲＦＶ１２３Ｋ 蛋白在该区域的比对则出现

多个短片段错位与中断。

Ａ． 口唇感染株 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白磷酸化位点预测； Ｂ． 内脏感染株 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白磷酸化位点预测； Ｃ． 口唇感染株 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白质三级结构；
Ｄ． 内脏感染株 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白质三级结构。 箭头分别表示 ３ 处差异。

图 ２　 ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 生物信息学分析

２􀆰 ３　 ＯＲＦＶ１２３ 同源性和遗传进化分析

ＤＮＡＭＡＮ 分析显示， ＯＲＦＶ１２３Ｋ 和 ＯＲＦＶ１２３Ｎ
核苷 酸 及 氨 基 酸 序 列 同 源 性 分 别 为 ９８􀆰 ７３％ 和

９８􀆰 ４８％， 存在 ８ 个氨基酸差异， 与 １８ 株不同地区

ＯＲＦＶ１２３ 比较， 核苷酸同源性在 ９６􀆰 ５％ ～ ９９􀆰 ３％之

间， 氨基酸同源性在 ９５􀆰 ２％ ～ ９９􀆰 ８％之间。 在核苷酸

序列 中， ＯＲＦＶ１２３Ｋ 与 中 国 福 建 株 （ ＫＰ０１０３５３ ／
ＫＰ０１０３５５） 同源性最高， 为 ９８􀆰 ８％； ＯＲＦＶ１２３Ｎ 与

马来西亚株 （ ＯＰ５６２３８２） 同源性最高， 为 ９９􀆰 １％
（图 ３Ａ）； 在氨基酸序列中， ＯＲＦＶ１２３Ｋ 与中国福建

株 （ ＫＰ０１０３５４ ）、 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 与 西 班 牙 株

（ＯＮ８０５８３３） 同源性最高， 分别为 ９８􀆰 ３％和 ９８􀆰 ７％
（图 ３Ｂ）； 进化分析表明， ＯＲＦＶ１２３Ｋ 与中国福建分

离株聚于同一分支， 而 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 与印度分离株

（ＯＮ３８０５００） 遗传距离最近， 二者分属不同进化分支

（图 ３Ｃ）。
２􀆰 ４　 融合蛋白表达的鉴定

将重组真核表达质粒分别转染山羊口腔上皮细胞

后， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 试验组在 ８５ ｋｕ 处均检测

到特异性条带 （图 ４）， 与预测的 ＧＦＰ －ＯＲＦＶ１２３ 融

合蛋白分子量一致， 而空载体对照组未见相应条带。
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Ａ． 核苷酸序列同源性分析； Ｂ． 氨基酸序列同源性分析； Ｃ． 遗传进化树， ▲为本试验 ＯＲＦＶ１２３ 基因。

图 ３　 ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 同源性和进化树分析
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１􀆰 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｋ； ２􀆰 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１－１２３Ｎ； ３􀆰 口腔上皮细胞阴

性对照。

图 ４　 融合蛋白功能验证

２􀆰 ５　 转录组测序

２􀆰 ５􀆰 １　 样本重复性检验及差异基因聚类分析

采用皮尔逊相关系数 ｒ 评估生物学重复相关性，
结果显示各样本间 ｒ 值均接近 １ （图 ５Ａ）， 表明重复

性好且组间差异显著， 符合后续分析要求。
转 录 本 聚 类 分 析 结 果 （ 图 ５Ｂ ） 显 示，

ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 组间共表达基因占主导， 差异基因较

少； 而与空细胞组比较时， ２ 组均呈现显著差异表达

模式。
火山图分析显示 （图 ５Ｃ、 ５Ｄ）， 以差异倍数

（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ） 的绝对值 ｜ ＦＣ ｜ ≥２ 且 Ｐ≤０􀆰 ０５
为阈值， 口唇与内脏感染株间共鉴定出 １６ 个 ＤＥＧｓ
（７ 个上调， ９ 个下调）。 与空细胞组比较， 口唇感染

株检测到 ８０６ 个 ＤＥＧｓ （３０８ 个上调， ４９８ 个下调），
内脏感染株检测到 ４０２ 个 ＤＥＧｓ （１４８ 个上调， ２５４ 个

下调）。 结果表明， ２ 个感染株间转录谱相似， 而与

空细胞组存在显著差异。

Ａ． 重复性检验； Ｂ． ＤＥＧｓ 热图； Ｃ． ＯＲＦＶ１２３Ｋ 与 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 组火山图； Ｄ． ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 组与空细胞组火山图。

图 ５　 ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 的转录组差异分析
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２􀆰 ５􀆰 ２　 差异基因 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 分析

ＧＯ 分析显示， 口唇与内脏感染株间 ＤＥＧｓ 注释

到 ８９ 个基因条目 （ＧＯ ｔｅｒｍ）， 包括生物学过程 （ｂｉ⁃
ｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ） ４２ 个， 细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍ⁃
ｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） ２８ 个， 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ） １９ 个； 与空细胞组比较则注释到 ２ ４２７ 个 ＧＯ
ｔｅｒｍ （ＢＰ １ ４１３ 个， ＣＣ ３０８ 个， ＭＦ ７０６ 个）， 均存在

显著富集条目 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 间的差异

主要体现在特定生物学功能层面， 富集的条目包括甘

油三酯隔离 （ ｓｅｑｕｅｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ）、 交叉组装

（ｃｈｉａｓｍａ ａｓｓｅｍｂｌｙ）、 甘油三酯生物合成调控 （ ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ） 等； 而与空

细胞组的差异则更多聚焦于细胞分裂 （ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ）、
ＤＮＡ 复制 （ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ）、 有丝分裂姐妹染色单

体分离 （ｍｉｔｏｔｉｃ ｓｉｓｔｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｉｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ）、 动粒组

装 （ｋｉｎｅｔｏｃｈｏｒｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ） 等基础且广泛的生物过

程， 同时在细胞组分层面显著富集于细胞质 （ ｃｙｔｏ⁃
ｐｌａｓｍ）、 细胞核 （ ｎｕｃｌｅｕｓ） 等结构， 分子功能层面

则富 集 于 ＡＴＰ 结 合 （ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ）、 ＲＮＡ 结 合

（ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ） 等功能 （图 ６Ａ、 ６Ｂ）。
ＫＥＧＧ 通路富集分析 （图 ６Ｃ、 ６Ｄ） 结果表明， ２

个感染株间 １６ 个 ＤＥＧｓ 显著富集于白介素－１７ 信号

通路 （ＩＬ－１７ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） （富集倍数 １􀆰 ８， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＯＲＦＶ１２３Ｎ 中， 核因子 κＢ 抑制蛋白 α 基因

（ＮＦＫＢＩＡ） 显著上调 （ＦＣ ＝ ３􀆰 ２， Ｐ＜０􀆰 ０５）， 该基因

编码的核因子 κＢ 抑制蛋白 α （ＩκＢα） 可抑制核因子

κＢ （ＮＦ－κＢ） 炎症通路激活； 同时白介素－６ （ ＩＬ－
６） 显著下调 （ＦＣ ＝ ０􀆰 ４， Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其编码的 ＩＬ－６
是介导局部炎症的关键分子。 ＯＲＦＶ１２３Ｋ 则呈现相反

的表达特征： ＩＬ－６ 显著上调 （ＦＣ ＝ ２􀆰 ５， Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＮＦＫＢＩＡ 显著下调 （ＦＣ≈０􀆰 ３１， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 此外， ２
个感染株与空细胞组比较， 重点富集于 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信
号通路 （ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、 蛋白质消化

与吸收通路 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ）、 ＩｇＡ 介

导的肠道免疫网络通路 （ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ
ＩｇＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ） 等。
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Ａ． ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ ＧＯ 注释三联图； Ｂ． ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 与空细胞组 ＧＯ 注释三联图； Ｃ． ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ ＫＥＧＧ 通路散点图； Ｄ． ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 与空细

胞组 ＫＥＧＧ 通路散点图。

图 ６　 ＧＯ 注释三联图和 ＫＥＧＧ 通路散点图

２􀆰 ５􀆰 ３　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证

为验证转录组测序结果的可靠性， 从 ２ 个感染株

间 １６ 个 ＤＥＧｓ 中， 选取周期蛋白 Ｂ１ 相互作用蛋白 １
（ＣＣＮＢ１ＩＰ１）、 氯通道蛋白 １ （ＣＬＩＣ１）、 脂肪储存诱

导跨膜蛋白 ２ （ＦＩＴＭ２）、 卵磷脂视黄醇酰基转移酶

（ＬＲＡＴ）、 过氧化物还原酶 １ （ ＰＲＤＸ１）、 蛋白酪氨

酸磷酸酶受体 Ｒ （ＰＴＰＲＲ）、 跨膜 ｅｍｐ２４ 结构域蛋白

２ （ＴＭＥＤ２） 和三重基序蛋白 ４１ （ＴＲＩＭ４１） 共 ８ 个

关键差异基因 （涉及免疫调节、 上皮细胞功能等与

本研究致病机制相关的通路） 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证。
如图 ７ 所示， ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果与转录组测序一致， 证

实了转录组数据的可靠性。
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图 ７　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证表达基因

３　 讨论

ＯＲＦＶ 在全球各地均有小规模的暴发和流行。 基

因组分析显示， ＯＲＦＶ 编码 ５ 个具有 ＡＮＫ ／ Ｆ－ｂｏｘ 结

构特征的锚蛋白基因［１８］。 研究显示， ＡＮＫ ／ Ｆ－ｂｏｘ 参

与病毒和宿主之间的免疫调节， ＯＲＦＶ１２３ 基因编码

的蛋白含有最丰富的 ＡＮＫ 重复基序， 其生物学功能

及作用机制仍不清楚［１９］。 因此， 本研究对口唇和内

脏感染株的 ＯＲＦＶ１２３ 基因进行生物信息学分析及功

能分析， 为进一步探索 ＯＲＦＶ１２３ 在病毒－宿主互作

中发挥作用。
病毒基因组的不稳定性会诱发核苷酸突变和氨基

酸变异， 改变其理化性质， 进而影响病毒与宿主的相

互作用。 分子流行病学研究表明， ＯＲＦＶ 在不同地域

存在明显的遗传分化特征。 本研究发现， 口唇感染株

与中国福建株 （ＫＰ０１０３５３ ／ ＫＰ０１０３５５） 的核苷酸同

源性 达 ９９􀆰 ３％， 而 内 脏 感 染 株 与 马 来 西 亚 株

（ＯＰ５６２３８２） 的同源性为 ９９􀆰 １％， ２ 个感染株间保守

性＞９６􀆰 ５％。 这一地理分布特征与 Ｍａｎｇｇａ 等［２０］ 的研

究结果相互印证， 提示 ＯＲＦＶ 可能存在不同的区域性

传播链。 生物信息学分析显示， ２ 个感染株 ＯＲＦＶ１２３
结构特征与 Ｌａｃｅｋ 等［２１］ 报道 ＯＲＦＶ 锚蛋白二级结构

一致， 但其具体作用在 ＯＲＦＶ 与宿主细胞的作用机制

尚未进行验证， 需进一步进行深入研究。 磷酸化位点

分析发现， ＯＲＦＶ１２３Ｎ 较 ＯＲＦＶ１２３Ｋ 多 ２ 个特有 Ｔｈｒ
位点， 该差异或为二者功能分化的关键分子基础 Ｔｈｒ
作为磷酸化修饰的核心位点， 其特有存在可能通过调

控 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白与宿主信号分子的相互作用， 影响

病毒对不同组织的适应性。 三级结构预测有 ３ 处差

异， ＯＲＦＶ１２３Ｎ 在 ２９９ 位缺失 Ｔｈｒ， 此位点的缺失可

能导致局部主链结构的细微调整。 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 中第

４１９ 位的 Ａｌａ 在 ＯＲＦＶ１２３Ｋ 中被保守替换为 Ｖａｌ， 疏

水， 预计对蛋白质结构影响较小。 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 蛋白在

Ｃ 末端区域展现出与模板更连续、 更长的对齐区域，
而 ＯＲＦＶ１２３Ｋ 蛋白在该区域的比对则出现多个短片

段错位与中断。 这些定位于潜在功能位点的结构差
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异， 为阐释 ２ 株病毒在毒力或宿主范围上可能存在的

表型差异提供了结构生物学依据。
多数脊索动物痘病毒含有痘病毒锚蛋白 Ｃ 端重

复序列结构域 （ＰＲＡＮＣ）， 能够特异性结合Ⅰ型泛素

连接酶 （ＳＣＦ１） ［２１］。 虽有研究仅证实 ＯＲＦＶ５ 种 ＡＮＫ
蛋白含有 ＰＲＡＮＣ 结构域， 可与细胞 ＳＣＦ１ 复合物相

互作用， 但后续尚未进行深入研究。 值得注意的是，
与已报道的痘病毒 ＡＮＫ 蛋白 （如 ＶＡＣＶ Ｋ１Ｌ） 相

比［１２］， ２ 个感染株 ＯＲＦＶ１２３ 也含有 ＡＮＫ 基序。 因

此， 推测本研究发现的 ２ 个感染株 ＯＲＦＶ 病毒中的

ＯＲＦＶ１２３ 蛋白也介导蛋白相互作用。 为进一步探究

ＯＲＦＶ 蛋白与宿主细胞的作用机制， 多选用表达蛋白

于宿主细胞来进一步探究其发挥的作用。 本研究通过

真核表达 ＯＲＦＶ１２３ 基因展开分析， 结合转录组

ＫＥＧＧ 通路富集结果 （ ＯＲＦＶ１２３Ｋ ／ Ｎ 与空细胞组

ＤＥＧｓ 富集于 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 通路） 发现： ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路

在细胞增殖中起关键作用， 而 ２ 个毒株 ＯＲＦＶ１２３ 诱

导的 ＤＥＧｓ 均涉及该通路， 证实 ＯＲＦＶ１２３ 参与宿主

细胞增殖调控， 且口唇株更多的 ＤＥＧｓ 可能使其对宿

主细胞增殖的影响更显著。 此外， ＯＲＦＶ 常通过调节

宿主免疫功能与 ＮＦ－κＢ 通路影响自身复制。 本研究

中 ＤＥＧｓ 显著富集于与晚期糖基化终末产物－受体信

号通路 （ＡＧＥ－ＲＡＧＥ）、 ＮＦ－κＢ 活性及炎症反应相关

的通路， 且关键节点基因蛋白激酶 Ｂ α 型 （ＡＫＴ１）
与 雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ） 、 ＮＦ－κＢ 的表达变化与

Ｗｕ 等［２２］报道的 ＯＲＦＶ 免疫逃逸机制高度吻合， 这提

示 ２ 个感染株 ＯＲＦＶ１２３ 可能通过调控上述通路及基

因， 影响宿主免疫应答， 而 ２ 个感染株在 ＯＲＦＶ１２３
结构与 ＤＥＧｓ 数量上的差异， 或许正是其在免疫逃逸

效率或炎症诱导能力上存在区别的重要分子基础。 具

体而言， ＯＲＦＶ１２３Ｋ 可能通过诱导更多 ＤＥＧｓ （８０６
个） 调控口腔黏膜上皮细胞的增殖与凋亡， 配合 Ｃ
末端结构错位导致的蛋白互作差异， 增强局部炎症反

应； 而 ＯＲＦＶ１２３Ｎ 可能通过较少 ＤＥＧｓ （４０２ 个） 及

连续的 Ｃ 末端结构， 聚焦调控 ＩＬ－１７ 信号通路， 引

发肠道特异性病变， 这种 “结构－转录－表型” 的关

联， 为完整解析 ＯＲＦＶ１２３ 的功能机制提供了闭环证

据。 后续可构建 ＯＲＦＶ１２３ Ｃ 端结构域突变体及

ＰＲＡＮＣ 结构域缺失株， 结合 Ｃｏ － ＩＰ 试验验证其与

ＳＣＦ１ 复合物的互作能力， 并借助 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＮＦ－κＢ
通路特异性抑制剂明确 ２ 个毒株对宿主细胞增殖及免

疫应答的调控差异， 再通过动物感染模型对比 ２ 个毒

株在口腔黏膜、 肠道组织的病变及通路基因表达， 进

一步完善 ＯＲＦＶ１２３ 功能机制的阐释体系。
本研究旨在解析 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白的生物学功能，

通过构建其真核表达载体并转染至宿主细胞， 运用转

录组测序技术分析基因表达谱变化来探究其在病毒与

宿主互作过程中的作用。 尚未构建 ＯＲＦＶ１２３ 基因 Ｆ－
ｂｏｘ 结构域的特异性敲除突变体， 其生物学功能是否

主要依赖于 ＡＮＫ 重复基序介导的蛋白互作仍需要功

能缺 失 试 验 验 证。 本 研 究 的 发 现 为 后 续 借 助

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介导的基因编辑、 点突变及功能回补

试验等分子病毒学技术， 深入探究 ＯＲＦＶ１２３ 蛋白功

能及其与宿主互作中的具体分子机制奠定了基础。
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