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猪瘟病毒(Hog Cholera Virus．HCV)在分类上曾属于披膜病毒科(Togaviridae)瘟病毒属 

(Pestivirus)⋯，但就 瘟病毒基 因组结 构与基因表达特 征而论，瘟病 毒更 接近 于黄病 毒科 

(Fhviridae)，因此 Wengnex等建议将瘟病毒属归入黄病毒科【2】，然而也有一些异议，因为目前 

的研究显示瘟病毒和黄病毒问存在着一些根本上的差异(涉及其病毒粒子组成、结构，核苷酸 

与氨基酸序列的同源性，瘟病毒开放阅读框第一个蛋白的酶活性以及由病毒编码 RNA依赖 

的 RNA聚合酶活性等)，从而有理由考虑将其单独成一新科一 瘟病毒科(Pestiviridae) ’ 。 

1 HCV病毒粒子结构 

HVC病毒粒子呈球形，直径为 40—60 m ，有脂双层囊膜，囊膜表面有囊膜糖蛋白突起。 

在 CsC1中浮力密度为 1．16g／mL．沉淀常数 s20=140～150。不能凝集鸡、豚鼠、猪、牛和人的 

红细胞。其核衣壳由单独衣壳蛋白组成．超薄切片中呈六用形 】，可能具有 20面体对称性 

(图 1)。 ． 

HCV基因组为一单股正链 RNA，约 12．3 kb，5 端可能有 I型帽子结构 rn7G5pppAnp，而 

3 端未发现有 多聚腺苷酸(Poly-A)尾部．代之 以一段 十分保守的核 苷酸序列，富含亚序列 

ATTT。eDNA序列分析表明，HCV基因组 RNA只含一个大的开放阅读框(ol ) ’ 。从 5 

端到 3 端它可依次翻译成4个结构蛋白：衣壳蛋白c和高度糖基化的囊膜蛋白EO(gp44／48)、 

El(gp33)和 E2(gp55)，以及 3～5个非结构蛋白(包括在 ORF 5 末端表达 的 P23)(图 2)。这 

些蛋白、特别是非结构蛋白的功能 目前尚不完全清楚 J。cDNA序列分析还发现 另外一些不 

同长度的 ORF，但均不表达。在HCV基因组大的开放阅读框的前后分别有一段 360nt与 226 

nt的非翻译区(Nontranslation region．NTR)，存在一段 17个核苷酸的互补序列，在 HCV种内 

是非常保守的 J。 

本文于 1995年 9月 11日收拜 ．12月 8日仕回 

．2 
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2 Hcv的复制过程 

HCV 可能通过与宿主细胞的质膜融合或经受体介导的胞饮作用进入细胞。病毒 RNA从 

核衣壳中释放的机制尚不清楚。一经释放，HCVRNA可发挥两方面的功能：一方面，在基因 

组 ORF前的 5 NTR、130--320核苷酸之间，存在着一个大的茎环结构，此结构在瘟病毒中极 

为保守，而黄病毒无此结构。这一结构被认为是核糖体的结台位点，启动翻译[ 。从ORF单 
一

的翻译起点开始，E上共翻译与后翻译的方式表达全部病毒蛋白；另一方面。病 毒(+)RNA也 

可作为合成( )RNA链的模板．进而再以(一)RNA链为模板合成更多基因组 (+)RNA链。 

正链与负链 RNA的比值估计约为10：1。与甲病毒所不同的是．在瘟病毒感染的细胞中尚未 

发现有亚基因组 RNA。HCV RNA的合成不为放线菌素 D所抑制，暗示 HCV复制所必需的 

RNA依赣的RNA聚合酵直接由正链 RNA翻译而来I 】。 

由于 HCV基因组 RNA只有一个开放阅读框，因此其表达产物是一个 3 898氨基酸残基 

的多聚蛋I~(polyproteln)．而后再经病毒自身的或细胞的蛋白酵作用，将其裂解成各结构蛋白 

与非结构蛋 白⋯ (图 3)。 
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HCV开放阅读框编码的第一个蛋白是一分子量为 "23 kD的多肽 P23．以前 曾认为它就是 

病毒核衣壳蛋白，但实际上核衣壳蛋白是一个位于 P23和第一个病毒糖蛋 白E0之间的 14 kD 

蛋白 P14。P23本 身具有蛋 白水解酶 活性，可使 P23与 P14之 间迅 速断裂，离 开多 聚蛋 

白㈨  。 

PI4与其随后的信号肽之间的蛋白酶解可能与位点 EKA(氨基酸 248到 250)有关。这一 

段信号序列及糖蛋白之间的内部信号序列可能启动 HCV E0、El、E2结合并插入到内质网膜 

上．并在宿主细胞信号酶介导下完成断裂。只是 EO／E1间的断裂可能是受内质网腔中某一未 

知蛋白酶作用的结果 J。 

E2下游区翻译产物的研究比较少，主要是非结构蛋白的表达。在 1030--1310氨基酸残 

基之回有一 7O个氨基酸组成的疏水区域，Col|ett认为此疏水多肽可能与内质网膜的结合有 

关ll“。对瘟病毒中牛病毒性腹泻病毒(Bovine Viral Diarrhoea Virus，BVDV)和边界病毒(Bor． 

der Disease Virus，BDV)的研究发现，非结构蛋白 P125在表达后即被加工成 P54与 P80。P80 

在瘟病毒问星极高同源性，PS0属于以 elF一4a为代表的类解螺旋酶(helicase like)超家族，并 

形成丝氨酸蛋白酶结柯域的一部分，因而 P80是一个双功能蛋白，但尚未发现 HCV P125被加 

工成P80。在ORF 3 极末端的表达产物中存在一段 Gly—Asp—Asp序列．可能代表着病毒 

RNA依赖的 RNA聚合酶的一部分““。 

衣壳蛋白在合成后几分钟内即与病毒基 因组 RNA相结合，包装进入核衣壳 。E2一E2、E2 
一 E0及E2一E1之间由二硫键(或个别较强的非共价键)连接成同型或异型二聚物，形成病毒 

的囊膜抗原。因此，二聚化可能在病毒装配中非常重要_3J。E2与 El的 C蜡均有疏水氨基酸 

残基的伸展结柯，可作为跨膜结柯域，使之镶嵌于 HCV囊膜脂双层中；E0无此疏水伸展结构， 

它与病毒粒子的联系尚不清楚，可通过与 E2形成异型二聚物而相连。总之这种联系不如 El、 

E2那样牢固，易脱落ll 。棱衣壳与糖蛋白El、E2胞质面结构域的相互作用可能引发病毒粒 

子的出芽。在出芽的同时，病毒粒子即披上宿主细胞的脂双层质膜而形成病毒的囊膜。 

3 猪瘟病毒疫苗 

猪瘟病毒(HCV)弱毒株的获得是研制抗猪瘟疫苗的关键一步。将强毒性 HCV连续地传 

代，会引起 HCV毒力的变化。HCV可在实验动物和鸡胚中繁殖，特别是可在兔体内弱化，以 

产生抗猪瘟病的减毒疫苗。我国研制的 HCV兔化弱毒株( p／nized chinese strain，Lc)疫苗 
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的生产和应用对我国猪瘟乃至世界一些地区猪瘟病的防治起了十分重要的作用u 。Ferrari 

将 HCV的 LC株在一微型猪肾细胞系(Minipig kidney cell line，MPK)中适应生长后，经感染 

新西兰白兔测量体温的方法检测，获得比在兔体繁殖高得多的滴度。而且在适应 以后，经 

HCV抗体检测，其抗原性并未发生任何明显的变化，与原 Lc病毒株相比，MPK—Lc适应的 

病毒株(MPK—LC—Hcv)在兔中也显示出较高的免疫活性。用 MPK—LC—HCV接种猪， 

可保护猪免受强毒 HCV的感染，即使将接种的猪生长在 HCV强传染区也不会致病。这意睬 

着 MPK—LC—HCV毒株有可能作为新的预防 HCV感染的疫苗【l 。但母源抗体水平似乎 

影响疫苗抑制 HCV在扁桃体 中复制的能力：母源抗体效价较低时，接种可完全抑制病毒复 

制；而母源抗体效价较高时，仅会减少病毒繁殖周期“ 。 

IB—RS一2猪肾细胞系在不断地用 HCV接种和传代过程中，能 自发地减毒，并产生携带 

HCV基因组的克隆(第 154代与第 188代)，但此克隆并不表现 HCV的病症。Ribeiro(1971) 

已成功地用该 IB—RS一2细胞克隆的提取物接种猪，使其产生对 HCV强毒的免疫性【l 。 

House(1988)又在 IB—RS一2的第 201代上获得了Clone17，在此克隆中发现 了一个 HCV阴 

性的品系(即细胞中不携带 HCV基因组)m —RS一2 D10。此细胞系不仅对 HCV 不敏感，而 

且对其它 20多种病毒及支原体也不敏感。用其培养物上清液或用其细胞裂解物接种猪，都能 

产生对 HCV的免疫性【1 。因此，IB—RS一2 D10细胞系被提交给美国标准培养物保藏中心 

( rI3c)．并由此推广。曾考虑用 IB—RS一2 D10生产无 HCV的疫苗，然而，最近采用套式聚 

合酶链式反应技术(nested PCR)检测是否有 BVDV污染时，发现此细胞系亲本早就被一抗原 

变异的 HCV所污染，只是不易为常规免疫检测出。迄今实验室所用的 IB—RS一2 D10株已 

传 200代以上，此 HCV毒株 已不能诱导出足够的 HCV抗体以抵御 HCV强毒 gnles 株感染， 

故 ATCC已在 1994年将此细胞系镑毁【卸J。 

应用 HCV弱毒疫苗接种．由于疫苗难以与经常发生的抗原变异毒株相对应，而且猪的品 

种和个体对疫苗的感受性不同，再加上家畜和畜产品的贸易检疫等同题，活毒疫苗的试制及应 

用受到一定的限制。 ’ 

近年来，对 HCV防治机理的研究进入分子生物学阶段。痘苗病毒(Vaceinia virus，VAC) 

拥有广泛的宿主范围和低的毒性，用它作 为其他病毒的重组 载体是较理想的免疫实验材料。 

将编码 HCV结构蛋白的 cDNA片段插入到VAC的tk基因中，得到 vAc／HcV重组体 ：VAC— 

o0re(带有 HCV co]~e基 因)、VAC 3．8(带 有 HCV lore—E0一E1一E2基因 )与 VAC 3 8* 

(VAC 3．8缺失大部分 E2基因而得)。用 VAC 3．8接种猪，可 获得能中和 HCV的抗体，并可 

完全抵抗 HCV强毒的攻击；用 VAC3．8*接种的猪，在 HCV感染后的第 5天，有发烧的症状 

(4o．8--41℃)，但随后 2 d则完全康复 ；而用 VAC。。re接种，猪在感染 HCV后很快发病死亡。 

因此，利用 HCV结构糖蛋白作为亚单位疫苗，可以使猪产生抵抗 HCV的免疫力，而以核心蛋 

白接种则无免疫保护性．这可能是由于 HCV囊膜的存在 ．使其抗体无法接触到病毒核心【2“。 

然而由于痘苗病毒会引起未种痘 人群的感染、并使极少数感染者发病，这使 VAc／H ，重组 

体疫苗的应用受到限制，但为发展亚单位疫苗的研究提供了思路。 

在全部 HCV结构蛋白中．gp55引起的抗体中和效力是最强的，而且 gp55的抗原结构业 

已研究清楚 ， 。然而由于 HCV存在抗原变异，使其亚单位疫苗的研制变得较为困难。序 

列分析表明，gp44／48比 gr65序列更为保守，但免疫测试显示，gp44／48单抗 只能完全中和滴 
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度为 10 TC1Dso的 HCV，而多抗体也只能部分地中和滴度为 104 TC1Dso的 HCV，而多抗体也 

只能部分地中和滴度为 lo4 TCIDso的 HCV，仍远低于 HCV 自然发病组织中 HCV的滴度 5× 

10 TCIDso。因此，以 gp44／48作为亚单位疫苗在目前仍未成熟，gp55可能仍是 目前较好的研 

究材料 】。 

编码 HCV Brescia株囊膜蛋白 E2的 eDNA序列已被插入到伪狂犬病病毒(Pseudorabies 

Virus．PRV)gX位点 】。这个 PRV重组体所包含的 E2序列有两种情况：不带 (M203)或带 

有(M204与 M205)一段 E2 C-末端跨膜区(C-terminal transmembrane region，TMR) 用 M203 

癔染 SK一6细胞，E2表达后分泌到培养基中；而若用 M204与 M205感染．则 E2表达后积累 

在细胞中。如用M204接种猪，则产生大量的抗 HCV抗体；若用 M203接种，仅产生少量的抗 

体，只能部分起到对 HCV的防护作用。 

然而重组疫苗的一个潜在危险在于载体株与其他弱毒疫苗或野生株病毒之间的异常遗传 

信息交换 j。同源或非同源重组会产生一个有外源基因的强毒性突变株．从而有可能改变其 

生物学特征。由于重组疫苗的实际应用仍然是一个有争议的问题，发展一个更为安全的疫苗， 

如 E2亚单位疫苗，可能具有一定的意义。然而，只有接种大量抗原 时，亚单位疫苗才能诱导 

出保护性的免疫应答反应。因此．需要寻找一个比PRV更为高效的表达系统。 

许多事实表明．杆状病毒(Baculovirus)在昆虫细胞系中可高效地表达外源蛋白的基因，除 

N一连接的塘基化及其修饰外．大部分蛋白质加工过程与哺乳类细胞相同。因此，杆状病毒已 

成为非常流行和有效的疫苗研制体系。以 pAcAS3作为载体，构建能表达 E2并带有一段信号 

序列 gx的重组体 pAcA 3gXE2±TMR，然后与分离出的杆状病毒 AcNPV的 DNA共转染昆 

虫细胞 SF一21，经 一互补筛选出重组病毒 BacE2±TMR。E2一TMR表达后可分泌到培养 

基中，其最大产率约 20~g／mL(或 30~,g／lO6细胞)。用 20嵋 的 E2蛋白接种猪，四周之内，可 

达到很高的抗体效价，其偶联中性过氧化物酶的抗体效价 NPLA>3000，被接种猪能完全抵抗 

致死剂量的 HCV Brsecia株强毒的攻击。另外，接种后猪体 内E2抗体的效价 比用 HCV弱毒 

进行免疫或 PRV M204接种免疫时的抗体效价的提高快得多，而且杆状病毒对宿主的专一性 

强，对人、家畜和植物无害，因此有可能成为一个新的、更为安全有效的以及免疫性可随时改变 

的亚单位疫苗 。 

值得一提的是，为了研究HCV的分子生物学和免疫学特征，提高其病毒滴度是非常关键 

的。用 Roux培养瓶或转瓶在猪肾细胞 PK～15上培养 HCV是应用最为广瑟的方法，其滴度 
一 般在 10 ～10v TClDso／mL。而应用徽载体细胞培养术，至少可将 HCV的滴度再提高 l0 

倍。这种微载体(Cytodex3 ．Pharmacia)是一种多孔徽珠，将其加于悬浮细胞培养物中．在 37 

℃，5％c0 培养箱中摇动培养时，细胞即可贴附在微载体上生长。由于减少了培养基用量．同 

时扩大了细胞的培养量，从而使 HCV的滴度比一般贴壁培养的毒价提高了 1．5个滴度，且这 

种微载体经处理后仍可继续使用，因此徽载体细胞培养也是提高 HCV滴度的一个比较好的 

方法[驯 。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 1I卷 

参 考 文 献 

1 We~awayE G．Brilat~lM G|lid曲 ch SYad a1．n e．【ntm  d0 ．1蛆 5．24：l25～ 139 

2 w岫 G．Family 秆i ．In：a _口th 柚d加m呻d日 o1" 1嬲 ． 删 olthelII蛔m t I桦 聊 

T|啪I— y of r嘛 Fn~hlR I B， u C地 l(【rud蚰nDLd a／ed．B h ：sp血 g Ved吐 l991．223～∞ 3 

3 HLStarkR．Werla~lE a／ № cb ：m 阳  ∞叫Ⅻ r岫 from a pe 面  ．J V ，1991， ： 

47n5～ 4712 

4 Hush M M ．}r咄 G  N州  E d a／．a  。pf 皿 o1"c ： -m ．衄 ed 柚 di,t~ tlf,ea。 

n咖  a n1H mde噼 ．V ，l9¨ ；2呻 ：558～ 565 

5 M渊  V． n瞄 ：a T ．Vd 蛐  d l’90．23： 一54 

6 MocnrI V．1k I哪 ch。l啪  ．Q，血p1岫 呲 Mi口0 I如  ．1992．t5(3)：18t／~201 

7 Me，啪 G，RI删 一 T．T dH J．M0I鲍1Iar cI口 柚dⅡ睇k0tide辩qIIe豫  I噜 etM e~ vh僻 ．V ．1989．171：555～ 

567 

8 M ∞t玎炯 R J1N．W 缸m廿山m P ^ M．啪 d叮 M 船 B d ．M0k IlIard I晤 柚 d TMd∞6de鹫q咄 ed l畔 c●出 j 

5n e 柚d删 p_噬  the∞硼  T lm ∞。0d 衄却 Pf呻 E1．Vi~1．1 99l1．|77：l阱一l蛆 

9 0-nE _ H．1A H a／．se∞ f·di叮 蝴 嘣 栅 the5 呻 蚍棚d a 日  lH 血 C _̂柚 d pe 即 嗍  
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