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摘要:本文综述了 IBDV的保护性抗原蛋白VP2 与病毒形态、毒力变异、抗原变异间的关系及在诱导宿主细胞凋亡中的作用。

同时也探讨了其在新型疫苗开发中的应用等方面的研究进展。
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ABSTRACT: In this paper, it is introduced that VP2 protein, which is the main host- protective antigen of Infectious Bursal Disease Virus

( IBDV) , is relative to virus structure, virulence and antigen variation of IBDV, and it can reduce host- cells apoptosis, meanwhile, it is also in�

vestigated that the application of VP2 of IBDV in new vaccine development.
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� � 传染性法氏囊病毒( Infectious Bursal Disease Virus, IBDV)

是传染性法氏囊病的病原,该病毒属于双节核酸病毒科( Bir�

navirade)禽双节核酸病毒属( Avibirnavirus)的成员, 为 T= 13 二

十面体的无囊膜的双层衣壳病毒。其基因组结构为双节段的

双股 RNA 构成, 包含节段 A 和节段 B。其中节段 A 大小为

3200- 3300bp, 含有两个开放阅读框 ( Open Reading Frames,

ORF) : ORF1 和 ORF2, ORF1 编码病毒前体聚合蛋白 VP2- VP4

- VP3,而 ORF2编码 VP5 蛋白。节段 B 大小为 2800- 2900bp,

含有一个 ORF, 编码病毒的 VP1蛋白。目前,研究认为 VP2 和

VP3 为病毒的结构性蛋白, 其中 VP2 蛋白为病毒的主要保护

性抗原,与病毒的形态、抗原毒力变异以及诱导宿主细胞凋亡

等密切相关, 是近年来研究 IBDV 的一大热点, 国内外学者从

以下几个方面开展了大量的研究工作。

1 � VP2蛋白成熟过程及与病毒

形态间关系的研究

早在 1974 年, Hirai等[ 1]用电镜负染技术观察到 IBDV 为

直径 55nm的非囊膜病毒。而VP2蛋白是构成 IBDV的外壳蛋

白,这一结果在 B. Bottcher 等[ 2]的病毒形态学研究中得到证

实。他们发现, VP2由 260 个三聚体结构的亚单位小体构成,

突出于病毒衣壳表面, 它与 VP3 共同构成的病毒双层衣壳。

Christophe C.等[ 3]对 VP2 的前体蛋白 pVP2 的成熟机理进行了

研究,认为 VP2 的成熟是依赖于 pVP2 在VP3 蛋白形成的内壳

上的有效聚集,即 pVP2 蛋白所附着的 VP3 蛋白必须为完整内

壳的组成元素, 而非游离态蛋白或残缺内壳的组成蛋白。

Bruno 等[ 4]进一步研究发现, pVP2 的成熟是因为 1- 512AA 的

pVP2 蛋白裂解为 VP2 蛋白,同时产生 4 个小的肽段, 分别位于

442- 487, 488- 494, 495- 501, 502- 512。这些研究结果分别从

形态学和分子生物学的角度完整的揭示了 VP2 蛋白的位置与

成熟机理,进一步证实了VP2蛋白为 IBDV 主要宿主保护性抗

原。

2 � VP2蛋白与 IBDV抗原性、毒力

变异关系的研究

VP2蛋白的基因组结构是位于节段 A 的 ORF1 的前

1326bp,有部分序列与 VP5 蛋白重合。1990 年, Bayliss 等人[ 5]

对四株 IBDV的 A节段序列进行比较发现 , 239- 332位的氨基

酸差异占整个多聚前体蛋白差异的 50% , 而其长度只占其总

长度的 9% , 故称之为高变区。后为方便研究, 将 AccI 和 SpeI

两酶切位点之间的序列(即206- 350 位间的 145个氨基酸)确

定为高变区研究序列。

在 VP2高变区内,存在三个重要结构,即 212- 224 位、314

- 324位氨基酸构成的两个亲水区和 326- 332 位的七肽区序

列。经典观点认为, 两个亲水区占据了大部分构象依赖区并

参与了病毒中和性表位的形成,第一亲水区与抗原构象稳定

性有关,与抗体中和能力无关;而第二亲水区则与病毒的抗体

结合能力密切相关, 该位点的变异会直接导致病毒逃避特异

性抗体的中和。同时认为病毒的毒力是与 VP2 的七肽区相

关。在VP2高变区两亲水区之间还存在三个小的亲水部位,

分别位于 248- 252 位、279- 290位、299- 305 位。目前研究认

为它们的变化会诱导抗原或毒力发生一定的变异。

2. 1 � VP2 蛋白与 IBDV抗原变异关系的研究

早期的学者在大量试验的基础上, 分析认为亲水区的变

异与抗原变异有关。Heine等[ 6]分析认为, 第一亲水区的氨基
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酸不直接结合McAbs,只在稳定抗原表位的构象中起作用, 变

异株 E 的 213 和 222 位氨基酸的突变引起 VP2 蛋白的中和性

表位的构象改变; 第二亲水区的两个氨基酸突变可能对变异

株逃逸病毒中和抗原能力是一个关键且对结合McAbs 的特异

性也至关重要。这两个亲水区是病毒中和表位的部分, 特别

是第二亲水区的氨基酸改变导致变异株 E 对标准株疫苗的抗

体中和作用有抵抗力。

然而,另外一些学者研究发现, 毒株抗原性的变化并不一

定是由亲水区的氨基酸变异引起的。Dormitoro等[ 7]通过分析

几株变异株的高变区的基因序列发现, 大多数变异株的两个

亲水区都发生了变化,但 Miss 变异株却例外, 它的两个亲水区

与常规 IBDV 毒株 STC、52/ 70 和 PBG98 等具有完全相同氨基

酸序列,仅 254位氨基酸为S。许信刚等
[8]
在比较超强毒株GZ

与其致弱毒株 GZ20 时发现第一亲水区的 222 位氨基酸由 A

变为 P,而生物学实验证实其抗原并没有发生变化, 说明亲水

区氨基酸的变异不一定是毒株抗原性的决定因素。

在进一步研究的基础上, 曹永长[ 9]认为, 249 位 K 和 254

位 S是强毒株变异株的特征性氨基酸, 决定着毒株抗原性的

变化。Vanden Berg等[ 10]使用 Jameson 和Wolf抗原性指数推导

表明,在两个亲水区之间的疏水区存在 3 个次要的抗原位点,

特别是第一个与第二个抗原位点的改变与中和性表位的构成

密切相关。

2. 2� VP2 蛋白与 IBDV毒力变异关系研究的研究

病毒的毒力是目前研究中一个比较有争议的问题。早期

的研究认为 IBDV的毒力与七肽区相关, 富含丝氨酸的七肽区

序列 S- W- S- A- S- G- S 在强毒株中高度保守。推测可

能在VP2高变区的二级结构中, 七肽区形成�折叠, 丝氨酸充

分暴露于分子表面, 通过氢键来实现分子内或分子间的相互

作用,这种作用被认为是病毒毒性所必须的。而一般在致弱

毒株中,由于丝氨酸被其它占较大空间的氨基酸取代, 阻止了

分子间的作用,干扰了病毒的毒力。但 Yamaguchi等[ 11]在比较

超强毒株 vvIBDV- OKMY 株与该毒株驯化致弱的 vvIBDV-

OKMYT毒株后发现, vvIBDV- OKMYT 毒株虽无致病力, 但仍

然保持了 S- W- S- A- S- G- S 七肽区不发生变化。同时

发现,两序列存在 5 个氨基酸差异, 其中 4 个在高变区, 256 位

I、279位 D、284位 A、315 位 S 分别变为 T、N、T、F。VP2 高变区

的279- 290位氨基酸之间是其三个小的亲水区之一[ 5] ,因而

279 位氨基酸和 284 位氨基酸的变化可能导致这一区域的亲

水性下降并阻止�螺旋的形成, 从而影响到病毒的表面结构,

对病毒的毒力变化起到很关键的作用。许信刚[ 7]等人的试验

也证实了这一点, 但所不同的是致弱株中的七肽区发生了变

异。曹永长[ 12]也有类似报道。尽管如此, 至今仍未发现强毒

株的七肽区发生变化。Yamaguchi[ 13]把两株致弱株经 SPF鸡传

代,发现 253 位氨基酸由His 变为 Gln; 而经 CEF传代培养 Gln

又变回 His, 因此认为 253 位氨基酸与毒力有关。但目前尚不

能认定其一定是毒力强弱的标志性氨基酸。

因此,可以初步认为 SWSASGS 七肽区的保守性以及 279

位D和 284位 A两个特征性氨基酸是强毒株的重要标志; 而

279N 和 284T 为弱毒株的特征性氨基酸。

此外, 人们还对大量毒株在该区域的酶切位点进行了分

析,运用比序列测定更为简单易行的限制性内切酶分析 ( RE)

和限制性长度多肽性分析( RFLD)方法来区分各类毒株。 Jack�
wood等[ 14]利用 RT/ PCR对 VP2 基因的 394 个碱基进行酶切分

析,发现除 IN外的所有被测变异株都缺乏 BstN I位点和 Sty I

位点,大部分变异株都有相似的限制酶切图谱,但大部分经典

毒株都有这两个酶切位点。一般认为 ,具有 BstN I和 Sty I 位

点( 222 位氨基酸未发生变异)的毒为经典毒株; 弱毒株不具有

Spe I位点; 强毒株具有Taq I 和Ssp I位点。

大量实验证明, VP2 蛋白与病毒的毒力密切相关。尽管如

此,但还不足以说明 VP2 为病毒毒力的唯一决定性因素。Boot

等[ 15]利用反向遗传操作技术将超强毒株 D6984的 VP2 和致弱

株 CEF94的 VP2 置换后,仍表现出超强毒的特征, 有力的佐证

了这一说法。目前其它的一些研究说明, VP3、VP5 蛋白及病

毒基因组的非编码区都与病毒的毒力有一定的相关性。

3 � VP2蛋白诱导细胞凋亡的研究

VP2蛋白是 IBDV 诱导细胞凋亡的因子。Fernandez [16]用

VT7 LacOI/ VP2 感染 Vero ( 非洲绿猴)、COS - 1( 非洲绿猴)、

HUTK- 143(人 )、Hela(人 )、3T3(鼠 )、L249(鼠)等哺乳动物细

胞,在 IPTG的诱导下发生凋亡, 尽管 VP2 蛋白诱导宿主细胞

凋亡效应的水平有所不同。Fernandez 等将 VP2和 VP3 基因分

别插入 VOTE 表达系统, 组成 VT7LacOI/ VP2 和 LacOI/ VP3, 表

达产物 VP2 可以阻断所有蛋白的合成,并诱导细胞内 rRNA和

DNA 的降解,而 VP3 则不能。几种VV基因可控制细胞程序性

死亡[ 17, 18] ,如 B13R和 B22R基因(该基因编码的多肽属于丝氨

酸蛋白酶抑制因子超家族, 类似于牛痘病毒的 crmA基因) , 可

以阻止细胞发生凋亡。Fernandez [15]在研究中发现, 尽管 VV基

因的抗凋亡作用存在, VP2 表达产物依然可以触发细胞发生凋

亡。这可能是由于 VP2 的诱导机制与 VV 基因的抗诱导机制

不同的缘故。在这一研究中, Fernandez[ 16]还发现,在 CEF 上培

养的适应株 Soroa株不能使 CEF 发生凋亡作用。上述研究分

析说明, VP2 编码蛋白可能与其它已知的细胞凋亡诱导因子无

相同之处。Lee等
[19]
将表达人 bcl- 2 基因的重组病毒 VV-

bal- 2与 VT7LacOI/ VP2 同时转染到 BSC40 细胞中, 在 IPTG的

诱导下,发现 Bcl- 2 表达产物废除了 VP2阻止所有蛋白合成

的作用,同时也使 rRNA和 DNA的降解作用延迟。这说明VP2

诱导细胞发生凋亡的调节通路位于 Bcl- 2 的上游。吕英姿

等[ 20]认为来自不同毒株、毒力的 VP2 基因的表达产物都会导

致其诱导细胞凋亡能力的不同。Tham 和 Moon等[ 21]认为病毒

的自我复制与病毒诱导细胞凋亡是两个相互独立的过程。但

Annett等[ 22]通过细胞双标记试验认为病毒诱导细胞凋亡的过

程与病毒的复制过程是相互协作的, 诱导细胞凋亡的因子有

可能是由那些复制 IBDV病毒的细胞产生的; 同时发现紫外失

活的 IBDV粒子不能诱导细胞凋亡。这一研究结果近一步揭

示了 VP2 蛋白的诱导细胞凋亡的作用机理。据此, 可以认为

只有在细胞内表达的VP2蛋白才有诱导凋亡能力,而外源VP2

蛋白则没有。

4 � VP2蛋白体外表达及其在 IBDV

防治中的应用研究

由于 VP2 是 IBDV主要宿主保护性抗原, 其对于新疫苗的

研究和开发有很好的应用前景,因而许多学者都对其体外表

达的技术进行了大量的研究。目前已报道的体外表达系统有

大肠杆菌、酵母、重组禽痘病毒、重组杆状病毒、重组火鸡疱疹

病毒、重组禽腺病毒、重组痘苗病毒、昆虫表达系统等,其在体

外表达的 VP2 蛋白可在一定程度上诱导中和抗体的产生。

4. 1 � 原核与真核质粒表达
Azad等[ 23]研究认为, VP2 N- 端的小融合蛋白可有助于

VP2基因在大肠杆菌和酵母菌表达系统中获得稳定表达,并可

以减少 VP2 基因在大肠杆菌中表达的包涵体水平; 同时认为
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在酵母菌中表达的VP2蛋白比大肠杆菌的 VP2 表达产物免疫

原性要好的多。Macreadie 等[24]也证实酵母表达的 IBDV VP2

蛋白与天然表达产物相似,该蛋白免疫鸡群, 可使幼鸡获得被

动免疫。国内于涟等[ 25]将 HZ96 VP2 构建成非融合表达重组

体pBv VP2,并在大肠杆菌中表达, 表达量为 8%。姜平等[ 26]

将南京野毒株 VP2 基因与原核表达质粒 pCYTEXP1(含 PRPL

双启动子)构建了重组质粒 pCVP21, 并在大肠杆菌中获得表

达,但其未对表达的 VP2 蛋白的免疫原性进行进一步研究。

王笑梅等[27]将 VP2 基因克隆到 pPICZA 载体上构建 pPICVP2

质粒, 转染酵母, 经甲醇诱导, 测得表达蛋白占酵母总蛋白的

16% ,表达量为 0. 6208g. L- 1。表达产物免疫 SPF鸡可以保护

鸡群免受强毒攻击,具有一定的免疫原性, 但还不能保护法氏

囊组织免受损害,效果不如常规灭活苗。

4. 2� 重组子表达
Wang 等[28]在杆状病毒表达系统表达 VP2 区得到 rVP2 蛋

白,在 rVP2蛋白 C- 末端增加六个组氨酸位点成为 rVP2H, 由

rVP2H 蛋白形成的 VLPs 经过纯化后表达于杆状病毒表达系统

并免疫幼鸡 , 可得到抗 IBDV 的保护性抗体。以 RVP2H 蛋白

肌注 2 周龄 SPF 鸡, 6 只注射一次, 7只在 2 周后再次注射, 另

有五只注射 PBS 作为阴性对照。二次注射后两周均以 vvIBDV

93/ 4/ 6 株饲喂。6 只群和 7 只群幼鸡体内都有高水平中和抗

体的出现, 保护其不受 vvIBDV 的侵害, 并且没有致死现象的

出现, 而阴性对照组的死亡率达到 80%。这一实验证明杆状

病毒载体表达的 VP2 蛋白诱导的抗体具有很好的免疫保护

性。Hu Y. C等
[ 29]
研究得出杆状病毒重组子在昆虫细胞中表

达 IBDV VP2 蛋白的产量受培养基、蛋白酶抑制剂、溶氧浓度

等因素影响。但是,一般杆状病毒的表达产量低, 难以大规模

生产。为此,于涟等[ 30]在克隆了 IBDV HZ96 株 VP2 基因后,大

胆采用家蚕杆状病毒( BmNPV)表达系统在家蚕细胞和幼虫中

高效表达了VP2蛋白, 约 5ul的蚕血淋巴中的 VP2 表达量相当

于 105个细胞的 VP2 表达量,大大降低了生产成本。用 ELISA

和Western- blot均检测到 VP2 基因的完整表达。并通过实

验[31]证实含重组病毒的蚕血注射或口服都可保护幼鸡免受

vvIBDV的攻击。这一研究成果有望使 VP2 重组病毒基因工程

苗的产业化生产得以实现。

除杆状病毒重组子外, 学者们还对其它重组子进行了大

量研究。Tsukamoto 等[32]以 MDV CVI- 988 株表达了 IBDV 的

宿主保护性抗原 VP2 于 US 位点上, 并以 SV40 早期启动子作

为调控元件, 成功地得到可抗 vvMDV(保护率 100% )又可抗

vvIBDV(保护率 55% ) 的疫苗。Darteil等[ 33]以火鸡疱疹病毒

( rHVT )作为表达载体, 表达的 VP2蛋白对 vvIBDV 有 60% 的保

护作用。Sheppard . M 等[ 34]用禽的腺病毒与 IBDV VP2 构建成

重组体 FAV- 10/ VP2, 能够诱导血清中的 VP2 抗体应答, 并对

V877 有保护作用。刘毅
[ 35]
、Heine H. G

[ 36]
、Bayliss C. D

[ 37]
等都

对禽痘重组病毒表达 VP2蛋白作了报道。

5 � 展望

VP2 蛋白作为 IBDV的主要宿主保护性抗原已被国内外

学者广泛研究,取得了很多突破性的进展, 如 VP2 蛋白的成熟

过程、其诱导的 IBDV 毒力变异机制、VP2 体外表达方法等。

但目前仍有许多问题亟待深入探讨, 如病毒的毒力判断标准、

抗原变异机制、诱导细胞凋亡机制、基因工程疫苗的商品化生

产等,都将是今后关于 IBDV 的进一步研究的重点。
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