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细小病毒是 目前动物病毒中属于最小最简单的一类单链线状 DNA病毒。病毒粒子直径 

20--26 nm，无囊膜，呈二十面体，其基因组大小约 5 ida。对细小病毒易摩的宿主范围很广，包 

括脊椎动物 、无脊椎动物以及人类。目前认为细小病毒科主要包括三个属 ：细小病毒属、依赖 

性病毒属和浓核病毒属。尽管细小病毒分成独立的三个属．但它们的基 因组结构是非常相似 

的；另外腺联病毒在其繁殖过程中．也并不总是需要辅助病毒的参与．同样有些 自主细小病毒 

有腺病毒共摩染时，其增殖作用也会大大增加，特别是对细小病毒分子水平的研究，证实各属 

病毒复制的调节过程存在很多相似性 ；而基因组中转录启动子的位置、剪接的部位、Poly(A)信 

号的位置以及末端基因组序列的结构又有各自不同的特点。因此有人提出对细小病毒的分类 

应重新加以修定。近年来，对细小病毒的分子生物学研究进展非常快，这不仅与其基因组结构 

本身特点有关．更重要的是研究中发现，细小病毒与其它 DNA病毒相 比，又在诸 多方面表现 

出与众不同的特性。本文主要拟就 自主细小病毒基因组结树、基因表达调节、病毒编码蛋白以 

及病毒致病类型作一评述 。 

1 细小病毒基因组结构 

细小病毒基因组容量在 DNA病毒中是最小的。 目前，已完成了其 中大多敷病毒成员基 

因组一级结构的测定和分析(MVM 一小鼠细小病毒．大鼠细小病毒 一H一1，犬细小病毒 一 

CPV，猪细小病毒 一PPV，人类细小病 一B19．貂阿留申细小病毒 一AD、 )Il-7]o国内学者 1993 

年首次完成了貂肠炎病毒(MEv)近全序列的测定．并对其基因组结构进行 了精细分析。序列 

同源性 比较发现，MEV序列与 CPV、PPv序列有很高的同源性。自主细小病毒基因组结构是 

极为相似的．基因组均有两个主要的开放阅读框架，3 端编码结构蛋白，5 端编码非结构蛋白． 

即调节蛋白(见示意图)。整个编码区基因是相互重叠的 ．目J，结构基因和非结构基因有各自 

独立的启动子区域 ；编码结树蛋白和非结树蛋白的 mRNAs共 同终止在 Poly(A)处．即位于基 
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因单位 94--96 mu．；细小病毒基因组在其不同基因单位处都有启动子区域，以起始基因组编 

码蛋白的转录。对 CPV和 FPv研究证实，Poly(A)序列下游(4o nt)有 TATA序列．MVM、H 

一 1病毒基因组中也有此序列。在 BPV 中发现．保守的启动序列有三个 ，分别位于 251 nt、 

705nt和 2128 nt。不仅在BPV基因组中存在上述启动子序列，研究发现，AAV2、H一1、MVM 

细小病毒基因组中也有类似启动子序列．其共同的特点是：1．激活区序列富含 G—C碱基，从 

而构成了极稳定的激活区域．一般位于 5 端帽子部位上游 5O到 70 bp处。2．增强序列区：一 

般位于 5 端帽子部位上游序列 100 bp处。3．TATA框 ：位于 5 端帽子部位上游序列 30～35 

bp处，也是 RNA多聚酶起始转录识别部位。这些结构特点与真核基因启动子成份具有共同 

之处。目前研究较多的是对 MVM病毒基因组中早期启动子 P4和晚期启动子 P38的研究。 
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细小病毒基因组结构更显著的特点就是其两末蜡均有发夹结构 J。一般由 120～160 

bp碱基构成，但是整个发夹结构 又被两个短的坷文序列中断，后者对称性地位于较大的回文 

结构中心的另一边。因而末靖序列可折成 T形或 Y形结构。这一结构对细小病毒的复嗣是 

十分重要的。对其一级结构进行序列同源性分析，证实细小病毒各成员核酸序列同源性很高， 

特别是编码非结构蛋白的 DNA序列同源性更高。比较独特的是 B19基因组序列与其它细小 

病毒基因组序列同源性很低。对各属成员核酸序列同源性 比较发现，家蚕 DNV病毒基因组 

的 3OO个核苷酸与其它两眉病毒核酸序列有很高的同探性Ⅲ]，这一序列区域是细小病毒科各 

病毒基因组中的保守序列。 

2 绷小病毒基因组的转录调节 

2．1 基因组的转录 

细小病毒转录在不同的细小病毒感染中产生的 mRNA转录物有所不 同IIll!如 MVM 感 

染宿主细胞后，主要产生三种 mRNA转录物，大小分别为 4．8、3．3和 3．0kb，分别命名为 Rt、 
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R2和 R3。R1编码非结构 蛋 白 NS1(83kD)和 NS2(25kD)；R2和 R3编码结构 蛋白 VP1 

(83kD)和 vP2(64kD)(见示意图)。通过 RNA／DNA杂交和 Northem 杂交证实，MVM 编码 

的病毒蛋白转录物发生剪接过程，它们都在其基因组单位 mu．46～48处有一个 内含子。R1 

和 R2由位于 mu．4的早期启动子(P4)起始转录，起始点位于 201±5 nt；同时发现 R2还有一 

个位于 I]IU．10～l4的内含子，在转录形成 mRNA时通过剪接被■去．而 R3由位于 mu．38处 

的晚期启动子(P38)起始转录，P4和 P38起动的转录物具有共 同的 3 端非翻译区序列和不同 

的5 非翻译区序列。三种转录物的转录都共同终止于基因组 3 端 Poly(A)信号处，这是细小 

病毒转录的一个主要特点。细 小病毒利用这种不同位点的剪切来调节 mRNAs的合成。在 

CPV和 MVM 中均发现，基因组中有 5 端供体位点和 3 端受体位点，这两位点均是保守序列 

区，其序列特征是 5 蜡供体为 A／CAGGT A／GA．CT．3 端受体是(py)6 x d 0c／T。通过 s1 

酶作圈和 cDNA涮序，证实在 CPV病毒基因组利用 2277 tat供体位点和 2400 nt受体位点进行 

剪切，产生表达 VP2蛋白的 mRNA，MVM 病毒基因组表达 vP2蛋 白也 同一方式剪切 R3 

转录物 。 

2．2 基因组的转录调节 ’ 

2．2．1 启动子的转录调节 

细小病毒主要有两个启动子区域．即早期启动子和晚期启动子。其结构与其它病毒启动 

子的转录起始区相似，有 TATA序列转录起始区和刺激蛋白SPI(stimulatory protein)的结合 

位点。这些序列转录激活具有重要作用，一旦缺失，将失去启动子活性。 

2．2．1．1 SP1结合位点 在 MVM 病毒 P38启动子区域 一49-36nt有保守的 SPI结合位点 

(GGGcGG)。Mi—Li Gu【12l等人以此处序列，在俸外合成不同的 SPI片段，再克隆到 MVM 

基因组中．获得了 SP1结合位点突变质垃，用此突变质垃 DNA共转染细胞，结果 P38启动子 

活性降低，由此他们认为，SP1结合位点突变影响了 P38与 DNA的结合，从而使 DNA构型发 

生改变，以致影响 P38启动子转录活性。 

2．2．1．2 TATA元件 MVM 病毒 P38启动子的 一26nt位含有 TATA元件。TATA元件及 

其旁饲区，在细小病毒转录调节中发挥着重要作用。研究表明与 TATA序列结合的是一些结 

合蛋白和细胞内的结合因子．它们之间相互作用的结果．促使 mRNA起始转录。Mi—Li Go 

也进行了TATA元件精细的点突变研究，其结果是同样影响 P38启动子转录活性。同时突变 

SP1结合位点和 TATA元件区序列，尽管大大影响了 P38启动子的转录物表达水平，但 P38 

仍保留其转录活性。说明这些区域的突变并不能完全阻止细胞内因子的结合。 

2．2．2 反式激活元件 

在 MVM 基因组 P38启动子上游 一137到 一166位的一段核苷酸序列是 MVM 反式激活 

因子激活 MVM 基因组转录的必需区，称为反式激活区元件(Tran~activatlon region element． 

Tar)，Tar元件具有双向转录反式激活作用 而且 MVM 基因组 T 元件又特异性地影响 P38 

启动子效应，对外来启动子如 SV40早期启动无激活效应。 

Tar元件主要是与细小病毒早期转录蛋白、一些细胞因子结合，促进和稳定活性转录物的 

形成。有趣的是，在 Tar元件 中心处有 TTGGTTGG序列，这段序列的任何突变物均会影响 

Tar元件的转录囊活作用。说明 Tar元件是细小病毒复制、转录所不可缺步的重要调控点。 

Tar元件的双向转录激活作用、即正调节和负调节作用，主要取决于宿主细胞内多种细胞因子 
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与 Tar元件的相互作用。 

2．2．3 其它腰式激活 0件 

除上面提到的 SP1和 TATA元件具有颓式激活作用外，还发现在细小病毒基因组 3 末端 

Poly(A)信号也具有顺式激活作用，加 Poiy(A)信号是转录终止以及加 Poly(A)尾所必需的序 

列。该信号呈高度保守．AAAAA是典型的加Poly(A)信号。由于细小病毒所有转录物均采用 

这一段加 Poly(A)信号，因此所有转录物的 3 j；i}相同。另外在 ADV研 究中发现，P36启动子 

邻近有顺式激活序列，但是这段序列却使 ADV病毒P36启动子转录水平下降，以致影响转录 

物表达。 

2．2．4 编码蛋白的调节作用 

大量研究结果表明．编码蛋 白一个主要谓节作用就是对多个启动子的转录激活作用，如 

MVM和 H一1的 P38启动子以及 从 v的 P5早期启动子和 P40晚期启动子，其中研究较多 

而又有明显谓节作用的就是 NS1。NSI是细小病毒基因组本身编码的反式激活蛋白。来自 

多方面的研究证实．细小病毒早期、晚期启动子起始转录物的表达受到 NS1蛋 白的影响，在 H 
— l、MVM 病毒感染细胞后，早期转录产物 NS1又使晚期 启动子起始转录活性增加。同时还 

发现 NS1又有抑制 ADV P4启动手转录物表达的效应，所以NSI具有正负调节表达的作用。 

NS1正调节早期启动子促使起始转录 mRNA,结果使基因组得以大量扩增。 

3 细小病毒基因组绾码蛋白 

3．1 结构蛋白 

多数细小病毒的基因组结构已得以阐明．这大大促进了对其编码蛋白分子水平的认识。 

在细小病毒各成员中，病毒基因主要编码 两种结构蛋白：vP1和 vP2，它们的分子量、编码基 

因组大小以及氨基酸序列不尽相同。vP1蛋白 c端氨基酸和 VP2蛋白 N端氨基酸序歹Ⅱ相互 

重叠。比较不同细小病毒 vP1和 VP2蛋白 N端序列区．CPV和 H’v病毒 Ⅶ 1和 VP2蛋白 

N端序列同源性非常高，达 99％，而它 们与其它细小病毒如 MVM、H一1等结构蛋白 N端序 

列同源性不足 60％，与 1319仅为 20％。vP1蛋 白 N端富含碱性残基，同时发现，细小病毒 

vPl蛋白存在类似 SV40和多瘤病毒 vPl蛋白 N端的棱内定位信号序列(Nuclear—localiza— 

tion signal，NLS)，即包括 4个保守序列块区，I区前 10个氨基酸与 SV40、多瘤病毒 vP1蛋白 

N端序列相类似，Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ区也包含两个高度重叠序列区。这种序列信号特征对于所有细小 

病毒在胞核内的定位是至关重要的．如 SV40的 T抗原，可介导其 自身或异种蛋 白进入细胞 

核。 I～Ⅳ序列区在所有细小病毒中均是高度保守的，仅是 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ区间序列在不同毒株中 

有较大变化。通过对编码结构蛋白基因的深入研究，诸如采用基因缺失、重组、编译框移位、蛋 

白氨基酸序列的对比分析．并结合免疫化学分析手段，明确了 CPV结构蛋 白的空间分子结构 

与功能的关系 这在病毒蛋白研究上仍是处于领先水准。最近 Chapman等人在总结已有研究 

结果的基础上．对 CPV病毒结构蛋白进行了原子结构和微机处理分析，阐明了 CPV衣壳蛋白 

二级结构和空间结构。 

3 2 结构蛋白的主要功能区 

3．2．1 抗原决定簇区 

Parrish等人(1991)用一组单抗分析了CPV抗原差异性，发现在 CPV中存在抗原的漂移． 

这种抗原潦移的变化主要是病毒蛋白转角结构区 Loop l、Loop 3内部氨基酸残基的变化，即 
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Loop 1区 M87--)L、I101-3T和 Loop 3区A300-3G、D305-3Y氨基酸残基的变化。研究证实， 

在 CPV病毒至少有三个抗原表位区：A．Loop1和 Loop 3近区域；B．二折叠下陷和三折叠突 

起区之间；c．邻近三折叠中心区。这些外露区域在 B19、FPv病毒都有很好的抗原性．可诱导 

机体产生中和性抗体，这些区域氨基酸残基的高度变化，也就使细小病毒遘避了机体免疫系统 

的监控。在细小病毒抗原表位的研究中，当属 Langeveld等人的工作，1993年他们弄清 CPV 

病毒 B细胞表位，次年他们又成功地获得第一个可保护犬免患细小病毒感染的肽疫苗 一⋯。 

3．2．2 受体结合部位 

采用特异性抗体封 闭以及结合精细的编码结构蛋白基因的缺失和重组体共转染易感细胞 

的研究，发现 VP1、VP2蛋白在细小病毒感染过程中起着极为重要的作用。缺失 VP1或 VP2 

蛋白的突变体均丧失了对宿主细胞的再感染性。对 CPV结构蛋白的分析及编码基因突变的 

研究，仅发现 CPV衣壳蛋白某些区域、甚至几个残基对 CPV侵染细胞有重要影响。如 CPV 

蛋白 93位残基以及邻近 A301区域对 CPV适应细胞有重要影响。Loop1结构区对 ADV侵 

染细胞特异性又是至关重要的。细小病毒不仅需结合包膜受体进入胞浆，它还需进入胞核，进 

行复制 、转录 、包装成熟病毒粒子。因此细胞内受体在细小病毒感染细胞中也起决定性作用。 

在对细小病毒受体的研究中，对唯一感染人类的 B19病毒的研究最为深入．1994年 Agbandjie 

在原有结果的基础上，精细地分析了 B19病毒的结构 】．Brown采用分子克隆重组技术确定 

出B19细胞受体为红细胞 P抗原Ⅲ]。 

3．2．3 血凝部位 

多数细小病毒具有凝集红细胞的特性，病毒结合红细胞不同于结合宿主细胞；．前一种结合 

是非感染性的。CPV无血凝活性突变体对犬细胞仍具感染性，CPV无 HA突变体，就是 R37 

k氨基酸残基的缺失，替代这几个氨基酸的残基，无 HA 的 CPV病毒血凝活性又得以恢复， 

这段结构区氨基酸残基构型的变化 对 CPV病毒结合红细胞是不可缺少的。 

3．3 编码蛋 白的调节作用 

3．3．1 结构蛋 白对宿主细胞的作用 

围绕细小病毒感染宿主细胞后的复制、转录与包装等分子过程，Tullis等It3]率先提出 VP1 

和 VP2蛋 白在病毒感染细胞过程中起着重要作用。他们实验的设计是：先构建缺失 MVM 病 

毒结构蛋白编码基因以及分别构建缺失 VP1或VIY2基因的突变体，来研究其对敏感细胞系 

的感染性。实验证实 VP1蛋白是 MVM 病毒复制和病毒粒子包装必需的一种结构蛋白，缺失 

VP1的突变体克隆，转染敏感细胞后．尽管仍可起始 DNA复制并产生子代病毒．但 已丧失了 

对细胞的感染性．即不能产生感染性的病毒粒子。研究者认为，这主要是其所产生的子代病毒 

与细胞的结合过程受到阻断。VP1与细胞的结合是一种特异性受体结合，它在病毒侵染细胞 

并产生感染性方面是一重要的结构区域 ；同时早先的研究就 已确认．VP1蛋白具有稳定病毒 

ssDNA作用，因为其 N端区富含碱性残基，有助于 ssDNA与其结合 ．它可特异性地结合 MVM 

病毒 DNA病毒 3 端发夹区，从而起始病毒 DNA的复制与包装。1993年 Wilewand_I 采取同 

样的研究技术路线．侧重研究 VP2蛋 白在 MVM 感染细胞中的作用．仅含 VP2蛋 白的病毒粒 

子也能与 MTM 复制 DNA3 端发夹结构 结合．并包 装 ssDNA．但其效率远不及 VP1蛋白。 

VP1和 VP2共 同参与病毒 DNA包装，并形成具有感染性的病毒粒子。 

3．3 2 非结构蛋白的调节作用 
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3．3．2．1 NS的细胞毒性作用 

Legrand[16]的工作是用鼠乳腺瘤病毒启动子来组建编码 MVM 病毒 NS1和 NS2蛋白的 

重组克隆，并通过点突变以及改变编码两种蛋白的 C端区阅读框架，来 阐明 NS1和 NS2对细 

胞的毒性作用。在无 NS2蛋白存在下，仅 NS1蛋白就构成 了对细胞的毒性作用，通过点突变 ， 

改变 NS1蛋白产物，其细胞毒性与野生型 NS1蛋白相比明显降低．野生型 NS1蛋 白表现出极 

显著的延缓细胞生长以及杀细胞作用 ；但 NS2对细胞的毒性作用很小，细小病毒细胞毒性作 

用主要归于 NS1，不过 NS2有促进 NS1细胞毒性作用。由于 NS1和 NS2蛋白 N端 84个氨 

基酸是相同的，所以研究者通过改变 C端序列，观察 NS1对细胞的毒性作用，经突变的 NS1 

蛋白极明显地影响了其对细胞的毒性作用。这说明保持 NS1蛋白原有的构型是非常重要的。 

1993年 xu Li等又报道【”]，他们通过点突变幸运地获得了包含 H一1病毒 NS2基因外显子 3 

端剪切受体部位，又未改变 NS1读码框架 的突变克隆 H1SA，以其感 染 自然宿主细胞，结果 

H1SA不能引起细胞感染 ；但改换宿主细胞后，又呈现出细胞感染性，由此他们提出了 NS2对 

细胞毒性作用有宿主细胞特异性．而且 NS2介导的宿主细胞特异性发生在转译水平。 

3．3．2．2 NS对病毒 DNA复制的调节作用 

现已明确细小病毒 DNA复制是依靠其末端的发夹结构，其起始和终止病毒 DNA复制过 

程的先决前提就是从特异位点解开其末端结构区，以使 3 端区序列引导 DNA合成 ；而 NS蛋 

白具有内切酶作用和共价结合 5 端序列区的特性，这其中主要是 NS1蛋白的作用。NS1蛋白 

能共价结合复制型 DNA 5 末端，它具有特异部位 的解链活性．而且现 已发现，NS1蛋白有 A 

型保守序列【(G／A)XXXXGK(S／T)】。目前认为这类序列是 ATPase相关醇的 ATP结合部 

位，并具 DNA解旋活性，它拓展了病毒 DNA末端区空间构 型．起始病 毒 DNA的复制，所以 

NS1蛋白是细小病毒 DNA复制所必需的。Xu Li报道_I ，通过 PCR技术点突变改变 H一1 

病毒 NS1基因 405位码，这样 Serine替代了原来的 Lysin，以此突变克隆和标记重组质粒共转 

染敏感细胞，发现病毒 DNA复制明显受到抑制。当提供野生型 NS1基因，再共转染敏感细 

胞，病毒 DNA复制又得以恢复。这说明 Lysin残基对 NS1蛋白调控病毒 DNA复制起着极为 

重要的作用。Serine替代 Lysin可能改变了 NS1蛋白的构型，从而影响 NS1蛋 白对病毒 DNA 

的结合。 

4 细小病毒基因表达的调控 

目前已清楚，基因表达的调控主要发生在复制、转录和翻译三个水平。如上所述，在复制 

和转录水平影响细小病毒基因表达调节包括两个因素：(1)病毒基因组本身的调控区：3 、5 末 

端发夹结构、启动子区域、Poly(A)等。(2)病毒自身编码的反式激活蛋白：如 NS1、NS2蛋白。 

以上细小病毒调节基因和调控蛋白等彼此相互作用，从而构成一个基因组表达调节时络 

系统，该网络是建立在各种调节因子间形成的一种动态平衡。许多研究者相继已建立了在细 

胞核内直接影响转录而调节基因表达的模型，同时越来越多的研究表明，转录后水平在基因表 

达调节中也起重要作用。 

除上述调节因素外，细胞因子的调节作用更显得重要，但目前这方面的研究多集中于 

AAV在不同细胞 中表达调节机制的研究。 

应特别指出的是，多数细小病毒(如 MVM、CPV、BPV等 )在宿主细胞内增殖很快 ，基因表 

达水平高，致使宿主细胞死亡，引发急性病程，而 ADV病毒对宿主多呈慢性或持续性感染，使 
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体内维持高水平的抗体．但这种抗体并不能保护幼貂免患 ADV病毒感染。以往的解释多侧 

重于ADV与机体免疫反应的相互作用，以及ADV与宿主细胞的相互作用方面加以探讨。结 

果证实了 ADV在宿主细胞内复制缓慢，这种增殖的特性反而使机体维持较高水平的抗 ADV 

抗体，ADV抗体又进一步抑制了 ADV复制．其结果使 ADV引发疾病类型呈慢性损伤和长期 

的持续性感染。为什么会在 ADV致宿主感染病程发生过程 中表现出与众不同的致病特性? 

最近 ( risⅫ1Sen_加 等人对 ADV基因表达与调节的研究表明，ADV基因表达和免疫反应的相 

互作用决定了ADV致病过程。 

ADV详尽的基因转录过程 已明确．基因组 中有 两个转录 启动子 P3和 P36，P3启动的 

rnIGNA分别翻译 ADV病毒 NS1、NS2和 NS3蛋白；P36启动一种 rnlLNA翻译 ADV结构蛋白 

VP1和 VP2。多数 自主细小病毒早期转录均有激活晚期启动子的作用，这样在细小病毒感染 

后期．可检测出丰富的晚期转录产物。这种早、晚期启动子的切换调节是细小病毒基因表达调 

节的一个基本特点。ADV病毒甚至在其感染后期．P36启动子起始转录活性仍很低．比较研 

究证实．ADV晚期宕动子的转录激活水平以及随后的转录表达水平均低于其它的细小病毒， 

如 MvM、CPV的晚期启动子。P36低效率启动又使病毒结构蛋白 vPl、VP2缓慢积累，vP1、 

VP2自身又影响了病毒 DNA复制 和包装。ADV晚期启动子 的这种低效率启动活性．就使 

ADV在宿主细胞呈非杀伤性生长，从而 ADV引发貂呈持续性感染病程。为什么单单 ADV晚 

期启动子活性这样低?最近 Storgaard[ 等集中研究了与 P36启动表达有关 的 曛式调节元 

件．发现 P36启动子附近序列以及类似 Tar元件序列区，直接影响 P36启动子的活性。比较 

ADV、H—l、MvM 启动区序列发现，ADV启动子也有 TATA框和 GC框。所不同的是 ADV 

启动子区域中．TATA框和 RNA多聚酶起始位点间距离太近，以致 P36启动子作用降低。H 
一 1、M、 4、CPV启动子内包含的 Tar元件序列有高度同源性，而与 ADV启动子 内相应序列 

间同源性很低，这说明 ADV所致病程与病毒基因表达水平存在本质的关 系。 

目前对细小病毒分子生物学的研究仍处于极活跃的阶段．这除与其基因组结构特点以及 

基因表达调节的复杂性和 多样化有关外．更重要的是人们发现细小病毒是研究细胞核内病毒 

基因表达的一个理想模型。此外细小病毒长期存于多种细胞内，但并不影响细胞的生长、形态 

和分化．另一方面，又表现 出对肿瘤细胞的抑制和杀伤作用．其本身又无致癌性，这些都为细小 

病毒的研究开拓更广泛的领域，诸如基因表达与宿主细胞内因子的相互作用、细小病毒抑制肿 

瘤的发生、病毒基因与细胞基因的作用方式、细小病毒载体的构建与应用等都是引人关注的研 

究内容。可以预见，随着分子生物学理论和技术的发展，细小病毒致病机制与免疫以及它本身 

的各种特性都将得到更加完美的解释和利用。 
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