
 

1993年 9月 

中 国 病 毒 学 
VIROLOGICA SINICA 

；O) 
vd．8 No．3 

Senc． 1993 

乙型脑炎病毒的分子生物学研究进展 

项秉懿 

(第四军 大学分子生协学研兜所’西安- l∞ 2’／vy'3／ 
Research Progress on Molecular Biology of Japanese 

Encephalitis Virus · 

Xiang Biungyi Chen Sumin 

( M(~cular挠蛔 ，Four~Mit~crry Medical College， ’∞ 7l 0032) 

美键词t 

ywords 

日本脑炎病毒 分子哇物学 

日本脑炎病毒(Japanese Encephalitis Virus，jEv)也称乙型脑炎病毒或简称乙脑病毒 ．主要 

引起中枢神经系统损害 ，属人畜共患的自然疫源性传染病 。传播地域广 ，病死率高 ，常留有后 

遗症。目前尚无特效治疗药物 ，虽有疫苗，但不够理想。 

JEV为 RNA病毒，原属披膜病毒(Tosaviridae)乙组虫媒病毒的黄病毒属(Flavlvirus)，分 3 

个血清型 ~aGAr．Nakayama和Wile[h ，它们具有不同的生物学特性，包括生长特性和毒力。分 

子生物学研究发现 ，黄病毒与披膜病毒科甲病毒的基因组结构和蛋白质合成显著不同 ，因此 ． 

于 1984年另立黄病毒科(Flavivirida~)[”。尽管黄病毒的流行病学和致病特性有很大不同，但该 

科各病毒之问血清学上密切相关，具有相似的结构特征。 

JEV毒粒具有黄病毒科的基本构形，显球形 ．直径 45--50nm，沉降系数200s．由核表壳包 

裹基因组 RNA形成病毒核心部位，外层为来源于宿主细胞的脂双层膜和病毒 E蛋自一起构成 

的囊膜 ．其外表有穗状突起。为了研究方便 ，据 Rice等(1985)的建议统一了黄病毒蛋白质的名 

称LI】．本文均用新名称。 

I 基 因组结构与功能 

至今 ，已发表了几株 JEV的部分或全部核苷敬序列 “]。由此得知 。JEV基因组是一个单 

股 、正链 RNA分子 。约 1lkb，分子量约 d×1 0‘D，沉降系数 42s。5一末端有一个 I型帽结构 

(m OpppAmp)-用以保护RNA5~端免受核酸酶或磷酸酶的降解，并促进起始翻译。3，末端没有 

polyA[”]-以 CU—OH结尾。未见亚基因组结构。除含短的 5，和 3，端非编码区补 ，含有一个几乎 

跨越 整个基因组的单一开放读框 (ORF)，共编码约 3 d30个氨基酸残基 。基因区顺序 ：5，一c- 

·车文千 1992年 l2月21日收到，1993年2月4日修回． 
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prM—M．E-NS]-NS2a．NS2b-NS3．NS4a．NS4b-NS5．3一[6]，分别编码结构蛋白 ：核心蛋白(c)、囊膜 

前体蛋白(prM)、囊膜蛋白(M)和囊膜糖蛋白(E)l非结构蛋白-从 NSI至NS5，各基因区之间无 

重叠。基因组 RNA就是 JEV特异性 RNA，具有感染性 、携带全部遗传信息、在病毒增殖时，直 

接起 mRNA作用 ，既可复制子代 RNA，又可翻译出病毒蛋白。 

Sumiyoshi等(1986)测定了 JaOAxS982株基因组 5，端 3 000个核苷酸的序列 ，通过 5，末端 

标记法测得 5一末端序列为 Ca1)-AGAAG，第一个 AUG在 96—98位 ，由它起始了一个上面提到 

的 ORF．他们确定 5 区就是结构蛋白的编码区。次年他们又首次发表了该毒株的全部核苷酸 

序列和三种结构蛋 白的基因位置 ，并与黄病毒其它两个成员 WNV(酉尼罗病毒)和 YFV(黄热 

病毒)的核酸序列傲了比较 ，发现有显著的同源性 ，JEV和 WNV为 71．0 ，JEV和 YEV为 59· 

2 ，WNY和 YF、，为 61．3 ，可见 JEv与WNV的同源比与 YFV的同源性更强 ，这与早 已被 

证实的三种病毒血清学密切相关的结论完全一致 。此外 ，他们还对组成基因组的四种核苷酸 

做了统计 ：A占 27．8 (共 3047)，G占 28．d (共 3113个)，C占 23．1 (共 2531个)和 U占 

20．8 (共 2285个)。 

为了阐明 RNA复制机理 ，搞清 3一端序列的分子结构很重要。3 端不舍 AU富集区和甲病 

毒 3一端的重复序 ]。Bujarski等(1985)曾提出，3 r端似乎具有病毒 RNA聚合酶所识别的位 

点r ]。Wengler等(1986)发现 WNV和 YFV3 非编码区的寡核苷酸 CAUAUUGAC(A／G)CC(u／ 

A)GGG(U／A)AGA紧挨在能折叠成茎环序列的上游 ，而且在这两个病毒中部保留了 CUA- 

GAGGUUAGAGGAGACCC序列 ，由此提示黄病毒基因组 3 非编码区可能有独特的一级和二 

级结构r“]。ORF的 3一端可能编码一个为病毒所特有的RNA聚合酶圈。1986年-Takefg~mi等对 

4株(即 JaGAr．01、Nakayama Yoken、Nië 一l和 Sa~yarna)基因组 31端的 200个棱苷酸序列分 

析表明：31端具有二级结构 。并与wNV和 YFV的相应序列作了比较 ，发现了几个同源序列 ，他 

们推测在黄病毒基因组中，这种结构可能是相似的，与生物学特性可能有关 ．-。为了确定黄病 

毒复制信号 的特性，Brinton等(1986)比较了 WNV，SLEV(圣路易脑炎病毒)和 YEV基 因组 3 

端的校苷酸序列，结果表明这些病毒的 3一端都存在一个稳定的二级结构，保守序列就限定在 

二级结构的环区内，人们提示该保守序列似乎代表病毒RNA多聚酶识别和结合的信号，这种 

二级结构对校酸复制的翻译及合成调控 很重要[1目。计算机分析结果也证明 3，端确实有重复序 

列和反转重复序列[6Il”。经过比较、分析表明3J端非编码区具有以下特点：不含poly A，但是含 

有一个杂多聚体(Heteropolymetr~c)序列，它有一个或多个重复的寡核苷酸，从紧靠 3 端的核酸 

序列能折叠成茎环结构 ，在茎内有错配碱基存在 ，在茎 、环内都含有短的保守序列 ，可用它们 

作探钏‘来鉴定被黄病毒感染的细胞r ]。近年来对 3J区内的二级结构研究较多，但对其功能尚 

未完全了辩。 

Aihara等(1991)借助于计算机分析了四个不同的JEV株，发现非编码区的两个末端具有 

几个高度同源序列E6,s,lO]。虽然这些部位的生物功能还没有阐明，但是可以推断这些序列的保 

守性对于 JEV的复制一定很重要[1 。 

2 JEV蛋白质 

通过 RNA序列分析和推导的氮基酸序列以及对病毒蛋白的研究，提出一个正确的黄病毒 

蛋白图[一：”。结构蛋白是毒粒的主要成份 ，也是维持形态结构的主要物质；现已证实 JEV共有 
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7种非结构蛋白，它们是酶或调节蛋白，与病毒复制和生物合成密切相关。 

C蛋白 分子量约 1 4kDa，位于第一个 AUC起始的单一 ORF的 N末端 ，富含载氮酸和精氮 

酸，所带正电荷 ，在形成壳体时，可与基因组相互作用E 删。C蛋白保护基因组免受核酸酶或 

其它因索的破坏。 

M蛋白：分子量约 9．5kDa，其前体蛋白prM存在于感染细胞内未成熟毒粒中 M的氨基 

末端位于两个 Arg残基之后 ，可能被细胞的高尔基体酶类所识别汹]。M是完全琉水性的 ，参与 

病毒囊膜的构成 ，被包埋在毒粒囊膜的脂双层中[ 。M与感染性有关 ，可能具有分类学上的 

意义。抗 M抗体对 JEV具有轻度中和作用En 。 

E蛋白：分子量约 53kDa，富含甘氮酸和丙氮酸 ，脯氨酸含量低 ，不同基因型的毒株 ，某些 

氮基酸的含量也不同[2]。目前对E一级结构的了解较多，已测定N末端氮基酸序列为：Phe- 
Am —x—Leu—Gly—M et-Gly—Asn—Val—Val—Pha-Lle-[B]

。 E是台有高甘露糖寡糖侧链的糖蛋白，糖基化 

位点在 Am—x-Ser(448--450位)的 Ash上 ，它在多数黄病毒中是保守的 。E通常显示两性分子 

的特性，最大的两性分子区之一是 d20—455位残基之问[踟。E是毒粒表面的重要成份 ，由它形 

成表面抗原决定簇 ，具有血凝活性和中和活性 ，能和血凝抑制抗体结合 ，能刺激机体产生中和 

抗体，保护机体免受病毒攻击。与病毒的吸附、穿入、致病和诱导宿主的免疫应蓦等作用紧密 

相关。所以 ，人们历来把研究的重点放在 E上 ，正深A到高级结构的研究 ，这将为基础研究和 

临床应用以及亚单位或基因工程疫苗的研制提供分子水平的依据。 

非结构蛋白；Spefght等(1989)用。H标记Lys和羧肽酶 B处理 Kunjin病毒，对C末端氨基 

酸进行分析 ．结果显示 NS2a、NS2b、NS3和 NS4b具有相同的 C末j岢Lys-Arg．这是许多黄病毒 

的保守位点E“] 每种非结构蛋白都有独特的结构和功能 ，目前了解最多的是 NSI和 NS5。 

NS1分子量约 42kDa，是分泌型糖蛋白 ，含高甘露糖寡糖基团 ，由半胱氨酸形成二硫键 ，它 

抗还原反应、抗 SDS，但不耐热。常以同二聚体(Homodimer)形式存在于培养液或血清中，自‘人 

证明NS1以这种高分子量形式出现是黄病毒感染的一个特点【踟。NSI可能在病毒组装和释放 

中起作用。NS1是病毒主要抗原成份之一，具有可溶性补体结合活性 ，因为它小组成毒粒 ，所以 

没有中和活性和血凝抑制活性 ，但是 ，它可在不出现中和抗体的情况下 ，诱导保护性免疫 ，它 

优于常规疫苗的最大特点是不产生抗体傲赖性增强 ，因此引起人们的极大关注 ，把它作为研 

制亚单位疫苗的好材 · 。近米研究揭示 ，黄病毒 NS1的基因和表型具高度同源性 ，其核酸 

序列竟可适用于 7种黄病毒，其中就有 JEV[~S3，这就为 NS1可能发展成一种具有广泛作甩的 

黄病毒亚单位疫苗提供 了理论根据。 

NS5；分子量约为 105kDa。有人提出NS5可能是病毒 RNA聚合酶的一种成份，和NS3一 

起在RNA复制中起RNA聚合酶作用“ ，有人发现几种不同病毒的RNA聚合酶(包括 JEV 

的 NS5)具有序列同源性[ 

其它非结构蛋白 ：NS2为疏水性的，同源性最低。NS3是亲水性的 ，据推测 ，在聚蛋白翻译 

后 ，它可能起蛋白酶的作用或是RNA聚合酶的一种成份 ，也可能带有这两种酶的活性。NS4a 

和 NS4b均为疏水性蛋白。总之对非结构蛋白的结构和功能还有待进一步研究。 

3 JEV的生物合成 

一 般说来，含正链RN 病毒基因组RNA的复制基本相似。病毒糖蛋白与细胞受体作用 
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经过吸附、穿入、脱壳后在胞浆中开始复制。以基因组(+)RNA作为信使，借助于宿主细胞的 

核糖体．在必要酶和有关生物大分子参与下，首先翻译产生RNA聚合酶，该酶以亲代(+)RNA 

为模板 ．在核周区合成高度耐 RNA酶的双股 RNA，称为复制中问体(Replicative Intermediate， 

RI)，它含(+)RNA和与其互补的(一)RNA，它们的 3一端均能形成茎环结构 ，可能是 RNA聚合 

酶识别和结合的位置。RI中的(一)RNA从(+)RNA解离后作为模板，复制成与亲代(+)RNA 

完全一样的子代病毒基因组 RNA。新合成的(+)RNA，一部份用来作为病毒基因组 ，另一部份 

则作为信使翻译产生病毒蛋白．其中结构蛋白经过组装成为成熟的病毒颗粒，释放到细胞外． 

就这样周而复始地进行病毒增殖。 

迄今 ，有关 JEW"基因组 RNA复制的报告不多 ，可是 ，JEV也含(+)RNA，想必它的复制过 

程也与上述情况相类似．Takc~mi等(1990)实验研究了JaGAr一01株在感染细胞中病毒特异 

RNA的合成和位置[蛔。发现感 染后 3—6小时就能合成 JEV特异的(一)RNA，它可能相当于 

RI中的(一)RNA．大约在 12小时，(一)RNA的数量达最高水平 ，之后很快下降 ；到 12小时才 

出现与基因组一样长的 42S(+)RNA．直到 24小时都能检测到，这些结果提示．JEV的RNA复 

制可能和其它(+)RNA病毒一样，在复制早期先合成(一)RNA[ 。上述实验中还发现 42S 

(+)RNA多集聚在感染细胞膜部位 ，而(一)RNA则存在于培养液中 ，这种现象可能与 JEV感 

染的细胞膜和核部位具有高水平的病毒 RNA聚合酶活性有关[蜘。 

新合成的(+)RNA，在宿主细胞 内质同膜的多核糖体上 ，在有关酶和生物大分子的参与 

下 ，通过共翻译后 的加工 ，形成一个大分子前体蛋白’彳 快被裂解成数个小分子多献，经加工 、 

修饰 ．形成结构和非结构蛋白。至少有三种细胞蛋白酶 ，加上一个假设的特异蛋白酶参加这些 

蛋白的切割[ 。首先 由氮肽酶切除第一个 Met形成 C蛋白．在合成部位由C端疏水性氮基 

酸将其暂时固定在粗面内质网膜上，以便装配成核衣壳 ，用来包裹基因组。prM带有 N一连接的 

糖侧链 ，具有 AsII-X—Thr序列 的糖基化位点．可能由高尔基体中的细胞蛋白酶催化 ，使 prM裂 

解成无糖基的 M 蛋白，具体过程尚不清楚[4,Z0]。 

由于 E蛋白具有许多重要的生物功能 ，所以对它的生物合成研究较多 ，它需要共翻译的 

蛋白水解酶加工过程 ，具有信号酶样加工位点 ，该位点在黄病毒中是高度保守的口础 。当翻译 

成多肽后 ，经信号酶裂解，在粗面内质网中合成 ．装配成 E多肽骨架 ，到情面内质网附加糖链 ， 

即由B_N糖苷键将糖链的 N-乙酰葡糖胺与肽链第 d 48位上的 Ash残基的氨基相连 ，使之形成 

带有糖链的 E。其 C末端是疏水性的 ，和脂双层膜疏水基团相互作用而结合在囊膜上 ，然后插 

入 ，并包埋在脂双层膜内，成为通透屏障 ，使病毒外部糖蛋白与内部核心成份相互作用 ．并维 

持结构的稳定性。带有高甘霹糖寡糖侧链的N末端则伸出囊膜表面．组成囊膜子粒(peplomer) 

的“穗状物 (spikes)．使毒粒具有形态特征[“ 。各种结构蛋白合成后，经过组装形成成熟的毒 

粒 ．随细胞裂解而释放。 

对于非结构蛋白的生物合成报告不多。NSI的N末端象 E一样 ．有一个信号酶样加工位 

点．经信号酶切割产生NS]，研究表明，NSl在哺乳动物细胞和蚊子细胞中的加工和释放是不 

一 样的。在感染细胞的内质网和高尔基体内 ，NS]和 E共同滞留一段时问 ．这就为 NS1在毒粒 

形成中起一定作用提供了证据[“ 。由于被 JEV感染的细胞生物合成不受抑制 ，所以给研究带 

米田难 ．以至对JEV生物合成 、组装、转运和释放等问题适没有完全搞清。 

近十多年米 ，通过病毒基因工程的办法 ．已在 JEV中展开了各种研究 ．获褥很多成果。已 
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把几株 JEv的基 因组 RNA 的 cDNA全部克隆r “ ̈u。有的克隆基因(多为各种抗原 E和 

NS1)已在原核或真核细胞中获得表达【 。嘲，以便用于研制基因工程或亚单位疫苗 ，这是当前 

分子病毒学的热 门课题之一。也有人把基因工程用于台成研究 ，例如 Fan等(1 990)为了检查 

内质网中滞留NS1的分子基础 ，用 BHK细胞表达了NS1的cDNA片段 ，结果表明，在只含 NS1 

基因的重组质粒转染的细胞中表达盼 NS1，就 内质同中NSI的滞 留、分泌 、糖基化 膜相关性 

和二聚化等同题而言 ，无异于完整毒粒在感染细胞中生成的 NS1r。 。 

‘ JEV的株问变异 

JEV不同株问基因组所含核苷酸数目不同 ，例如 ，JaOArS982株共 10 976个核苷酸 ，编码 

3 432个氯基酸[ ；而 Beiging一1株却含有 10 965个核苷酸 ，编码 3 429个氮基酸[ 。 

Nitayaphan等(1990)通过核酸序列分析和寡核苷酸指纹印迹研究发现 ，尽管我国用于免 

疫人的减毒疫苗株 SA14—14—2(SA(A))-7其原毒株 SAI4(SA(V))的核苷酸总数相同 ，但是 ，在 

减毒过程 中却发生了多形性基因改变(Multiple gonoti~ehages)，共有 d5个核苷酸发生变异 ，导 

致 l5个氮基酸的改变 ；他们比较了 SA(A)，SA(V)和强毒株 JaOArS982及 Beljing—l的核酸序 

列 和推导的氮基酸序列 ，结果表明它们是高度保守的r 。进而 Aihara等(1991)对上述 4毒株 

翻译区内的遗 传变异作了比较 ，计算了它们之问全都核苷酸替代的错义突变(Mis．sonse rllltlta． 

tion)率，SA(V)和 SA(A)之问错义突变率最高，竞达4 d．4％，并且对疫苗株基因突变作了鉴 

定，发现 57个变异的核苷酸分布在整个基因组中，其中2d个引起氮基酸改变，数 目分别是 ：C： 

1、E：8、NS1：3、NS2a；2、NS2b：2、NS3：4、NS4a：1、NS4b：1、NS5：2，3J和 5 非翻译区分别含有 1 

和 2个点突变。由此可见，除M外，每种蛋白都含有错义突变 ，最多在 E。NS5的碱基替换 发 

生在三联码的第三个字母上 ，致使该编码区中氮基酸改变率低 ．该现象指出非结构蛋白氮基 

酸序列保守性对 JEV复制来说要比E蛋白更重要。这些资料为查明JEV的减毒机制提供了分 

子基础I-la~。 

Kob~yashi等(1984)用 JEV一单克隆抗体(JEV—McAb)分析 同年份在日本分离的 JEV抗原 

时发现 ，同一时期分离病毒的抗原性较为一致 ，不同时期分离病毒的抗原性显著不同 ，从而提 

示 ：JEV的抗原性随时问而漂移；他们还用 JEV寡核苷酸图谱分析 证明不同毒株之问确自’差 

异r”]。 

利用指纹法分析病毒基因组 ，是研究毒株间差异的生态学和流行病学的有力手段。Hori等 

(1986)用该法分析了 l935—1 984年闸从 日本和泰目分离的 l2株 JEV．结果指出，所有 日本 

毒株都有某些共同的指纹点，其中第96点是日本株特有的，第22点为泰国株特有。他们通过 

计算毒株问棱苷酸的相似率 (sR)，从分子遗传学角度评价各株问的异同程度，结果发现 日本 

株都比较相似(sR>0．57)，相近年份分离的毒株 ，sR较高 ．同一年、同一地区分离的毒株极为 

相似。近几年分离的泰国毒株与 日本毒株的SR普遍下降 ，该结果揭示 ，地理位置较远的国家 ， 

JEV经历了各自不同的基因突变和建择过程r 。对这种快速变化的原因尚待进一步研 究。 

JEV在自然界的变异问题 ，于 1990年有人报道，通过RNA模板的引物延伸测序怯检查了 

亚洲不同地区的 d 6株 JEV，结果确证 ，不同毒株问存在基因差异 ，并且这些遗传变异流传在亚 

洲的特殊地理区域内。该结果证明，棱苷酸序列的比较能够提供对 JEV进化 、传播及致病性的 

探入了解r”j。此外 ，对一个 JEV野生株及其减毒株的寡核苷酸印迹分析表明，它们即使有共同 
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点出现，也有各自的特殊点[．o_，说明基因发生了变异。基因变异直接影响着功能改变，C~ilm 

等(199i)证实 ，在 JEV中和抗性突变中核苷酸改变引起对小鼠神经侵袭力降低[II]。 

5 TEV的抗原表位 

早在 1977年 Trent就提出黄病毒表面糖蛋白具有种 、亚组和属特异抗原决 定簇[． 。十多 

年来．用淋巴细胞杂交瘤技术获得许多针对 JEV单一抗原决定簇的McAb．由于它特异性强、 

分辨率高．可用于剖析抗原的细微结构和推测结构与功能的关系，大大推动了对JEV抗原表 

位的研究 ，报道很 多。人们应用针对 E蛋白的McAb发现了感染活性 、血凝抑制活性和中和活 

性的抗原决定簇 一岫。Cecilia等(1988)提出了 JEV蛋白的抗原位点图 ，共划出 l6个位点 ，分 

为 A．B，C．D和 E5个功能区．其中 B区与血凝抑制、中和及保护活性有关 ，所以最适用于作亚 

单位疫苗r 。目前正在研究这些决定簇在蛋白区域的定位。Nasoa等(1989)利用 E．coli表达 

的 Nakayama株 E蛋白抗原片段 ，确定了一组具有中和活性和保护活性的McAb结构域(Do 

main)的最短序列为 95个氨基酸残基 ，位于 304—396E 。这组 McAb在体外都能中和 JEV，其 

中某些还能被动地保护小鼠免受病毒的致死性攻击。通过还原反应和烷基化实验表明，该区 

段的免疫活性依赖于 304和 335位上的半胱氨酸形成二硫键 ，由此可见，这些抗体专有的表位 

显然是构象抗原域(Cornformational antigenic domain)的一部份 ，它代表毒粒表面上一个很强的 

抗原决定簇。 

此外 ，有人用溴化氰分割了纯化的E蛋白【 。经SDS-PAGE出现 36kDa、27kDa和 瓢 三 

条带 ，用它们免疫小鼠，取血清作中和试验均为阳性。用反相高压液相层析柱提纯上述各片 

段 ，经N端氦基酸序列分析与E蛋白基因作比较．发现它们都位于E蛋白上，变性一抗性中和 

表位(Denaturation—resistant neuffaI／z~ng epitope)在 8kD 片段上。 
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