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因子：Chicken anae~aia agent，CAa)引起的再生障碍性贫血和全身淋 巴组织萎缩性免疫缺陷 

病。自Yuasa等⋯首次报道并分离了该病毒后，世界许多国家包括中国l2-3 都相继证 明了该 

病的发生。鉴于此病的垂直和水平传播引起的临床和亚临床感染所造成的较大经济损失，故 

该病 目前已被纳入世界范围内重要禽病研究的行列。 

近年来，随着单克隆抗体(McAb)、核酸探针、聚合酶链反应(PcR)、基因重组及核酸序列 

分析等新技术的不断采用，极大地推动了 CAV分子生物学的研究，尤其在病毒的核酸类型、 

基因组结构及其转录特征、特异性编码蛋白及其功能、病毒致病机理、疾病诊断和基因工程亚 

单位疫苗研制等方面取得了长足进展，本文将就此作一概述。 

1 病毒及其基因组 

CAV为一 23--25 rⅡn大小，无囊膜的正二十面体病毒，浮密度 1．33～1 34 g／mL -5j。理 

化特征上表现为：对丙酮、氯仿、乙醚均不敏感 。可耐受 pH 3．0，8O℃30 min部分失活，100℃ 

10 rain完全失活。对 Sl核酸酶敏感 j。 

电镜检查及 Southern blot杂交显示，CAV 的核酸型为单链负股环状 DNA，外为唯一的、 

且为负股反意链所编码的 50 kDa的衣壳蛋白(又称结构蛋白)I4 5 ，to]。 

在感染病毒后发病 的鸡体内，CAV的 DNA主要 以单链环状形式广泛存在一些内脏器官 

中，其中胸腺、脾脏中的含量较高，相比之下，肝脏、法 氏囊等组织含量稍低。体外细胞培养方 

面的研究资料表明，在病毒感染的细胞中，单链环状和双链复制塑 DNA含量各占一半，而后 

者主要参与 RNA转录和单股环状 CAV基因组的产生(图 1)”“。最近，Noteborn等lI 进一 

步用细胞培养实验研究认为，病毒 DNA以三种主要复制形式存在于感染细胞中：双链开环、 

线形闭环和单链环状，其 复制方式完全类似于单链 环状 DNA噬菌体 phix174(~174)的所谓 

· 本文于 1995年 l J月 J日收到，1996年 1月 29日修回 
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圈 J CAV分子加工 羹 式图 

病毒衣壳中的单股环状 DNA分子在感染细胞中演变为复翩型双胫环状 DN～．由此生威 的 

舍 — y(A)尾多顺反子 mRNA．内舍三十部分重叠的开读框，每十框架都有自身的起始和终止 密 

码子(用 ×和●示出)；在感染细胞 中同时合成三种 CAV编码的蛋白 VPi．vP2和 vPj(脱噬素)， 

萁中 vP1可能为衣壳蛋 白。 

F 一 1 Schematic representation of the r~ leeuhr processe~of carE 】 

A slngle一吼怕nded circularDNAis p士岛eTltinthe virus eapslds( e ekeh)Inirdeeted edls,this船一 

DNA gen~ e ⋯ ds circular pEc毗i interumdiate(double clrde)．iron which l p~yadtmy- 

lated RNA species is t⋯  (1j ) This yelstro~c RNA Ⅻ l Ⅱs t|Ⅱ psrfia1]y o,,erhppi．a 

g∞ each with its— initLatic~ (×)and t~ ination(● )eodons T| e CAV一~coded proteim 

VPt，VP2 and VP3(apopt／n)oze synt~ ized in CAV一／nf~ted cells．vPi is hbly the∞ps】d protdn． 

“滚环复制模式 (Rolling-circle mode1)_I 。 

CAV代表株 CAV．CUX-1_I 的基因组克隆和测序工作已结束，其中克隆化的 DNA代表 

了整个 CAV双股基因组(dsDNA)，全长有 2319个核苷酸(nt)，内含病毒复制及致病时所需的 

全部元件_9 J。限制性内切酶酶切图谱显示 BamHI，EcoRI，XbaI和 SstI在 CAV dsDNA上各含 
一

个酶切位点。核酸序列分析结果表明，位于 CAV基因组的正股链上含有三个部分或完全 

重叠的开读框架(ORF)，其基因编码序列与基因数据库中已知序列问没有显著的同源性 】。 

来自美国、日本、澳大利亚、以色列等 国的核苷酸序列分析结果显示．CAV不同毒株闻序列差 

异极小，这点更证实了 McNulty的“现有 CAV毒株都属于同一种血清型 的论断【j 】。 

至于 CAV的分类地位目前 已有了正式定论。与此类似的另外两种动物病毒——猪圆环 

病毒(Porcine eircovirus，PCV)“ 和鹦鹉喙羽病病毒(Psittacine beak—and—feather-disease virus， 

PBFDV)“ ，1995年国际病毒分类委员会已将三者归为一类，成立了一新的病毒科．定名为圆 

啪 

m 
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环病毒科(Cir~oviridae)[ 】。虽说后两者亦为无囊膜的，二十面体对称的单股环状 DNA病毒， 

但是从本质上看三者间的相似点较少，首先它们间根本不存在同源的 DNA序列和共同的抗 

原决定簇[2o1．另外 P(Ⅳ、PBFDV的病毒粒子远远小于 CAV，同时也不具备 CAV的表面结构， 

更何况 CAV基因组转录产物仅为一个非拼接性多顺反子 mRNA．而 PCV至少有三个 
mRNA[‘0-21．22．J

。  

2 CAV基因组转录 

CAV基因组转录的早先研究是建立在 CAV感染的 MDCB MSB-(马立克氏病病毒转化 

的淋巴肿瘤细胞系)基础之上，其转录的主要产物为一长约 2．1 kb含 pdy(A)尾的 mRNA( 。 

Phenix等【t01用Dot blot杂交发现，病毒感染细胞 8 h后，细胞中的RNA含量较低，而感染 32 h 

后，RNA量明显地上升。s．核酸酶图谱、引物延伸试验、转录主要产物 3'-靖基因放大、克隆和 

序列测定的结果表明，CAV转录起始位点是唯一的．同时仅含一个转录终止点。以上结果还 

揭示，转录起始位点位于 TA射 框(324 nt)下游的第 30 m处，也就是第一个 oRF(380 nt)的 

起绐密码予上游的第 26 nt处。poly(A)位点位于距唯一完整 p0ly(A)信号(AAUAAA，2317 

nt)25nt处。Phenix等【” 利甩一系列基因探针进行的 Northern blot分析证明，2．1 hb的转录 

产物为一非拼接的多顺反子 mRNA，且能编码病毒的三个特异性蛋白vPl，VP2和 V ，此结 

果提示，除 5 ．近靖有一起始密码子外，mRNA的内部仍含二个 AUG起始密码子，故推断拔糖 

体在扫描mPNA时，将有选择性地对第一、第二或第三个起始密码子进行起始翻译。： 

对 CAV-CUA-I基因组全序列分析结果表明 】．CAV的帽子位点(Cap slte)tlp转录起始位 

点定位于352--356tit处，其上游有一套完整的CAV启动．增强子结构(150nt--350nt)。位于 

324 nt处的TA1LA．框又称 Hogness框，其结构和功能大致类似于大肠杆菌和大宝杆菌噬苗体 

启动子中的Pribnow框，在RNA转录时期，CAV的TATA-~被认为是RNA聚合酶Ⅱ转录时 

的结合位点。溯流而上 分别是 SPI5 ．GGGOGG3 (305～310 at)和 OC从 T_TF(260--266 nt) 

结合点。更远上游有 4或 5个拷贝(依不同毒株而定)的近 21 bp完整的正 向重复序列定位 

着，其中间被一 l2 bp的插入子所隔开。试验证明．上述这一非转录结构 区域具有启动子活 

性，正细 Phenix和 Notebom 等Ll。 通过瞬时基因表达法所证明，该区域能刺激人的生长激素 

基因和乙酰氯霉素转移酶报告基因的高效表达。进一步的研究证明了该重复序列为主要转录 

激活元件，具备增强子的性质。事实上无论是单一正向重复序列单元或是 l2 bp插入子虽能 

增强转录活性，但其增强的效率较低。诸多研究[12,23--26]表明，含有串联重复序列和 l2 bp插 

入子是现有CAV毒株的共性，而更多的是 4个拷贝的重复序列。 

总之，启动子的活性与非转录区具有密切关系的特征是 CAV基因组的一重要性质，也是 

与别的动物病毒相区分的一个显著标志。 

3 CAV编码蛋白 

在感染细胞中，CAV的三个ORF分别编码 VPI(51．6kDa)，VP2(24．0 kDa)和 V (13．6 

kDa)(图 1)。 

Todd等I5 在研究 vPl结构时发现，vPl的 N端含有一个氨基酸拖迹——组蛋白的前体， 

而组蛋白主要由精氨酸组成，精氨酸能够和 DNA链牢固地结合在一起，起保护 DNA的功效。 

故VPI的N端区域可以结合在病毒衣壳内的ssDNA上。据推测vPI基因所编码的51．6 kDa 

的蛋白质很可能是衣壳蛋白。 
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近来，CAV株 McAb的研制和重组杆状病毒表达载体的柯建，都加速了对其三种编码蛋 

白性质的研究。v1ak等田 通过对重组杆状病毒表达系统所产生的 vPi，vP2和 VP3抗原性 

分析得出这样的结论：至少 vPi和vP2两种重组体同时感染昆虫细月 其表达产物才具有中 

和抗原特性，而两种或三种单独的表达产物简单的混台不能刺激机体产生中和抗体。可以推 

断，vP2属非结构蛋白，可能是一种辅助性蛋白，在病毒感染过程中的某一时期大量出现，辅助 

病毒装配为成熟粒子后逐渐消失。 

v 为所编码的蛋白质是一种脱噬素(Apoptin) J，该物质是由 121个氨基酸组成的含 

两个脯氨馥富集臂和两个阳离子结合位点的，』、蛋白质。 

4 CAV致病机理 

CAV感染后．机体会出现两种主要临床症状，一是贫血，二是免疫缺陷。导致上述症状的 

原因是 CAV破环了骨髓中的成红细胞和胸腺皮质细胞 (以 T细胞为主)，细胞受损特征在亚 

显镦结构上表现为染色体高度浓缩，大量断裂后的 DNA片段充实于核质中，核膜周围有高度 

密集的电子云小体，细胞的形态和结构完全改变．形成了病理上所谓的 脱噬现象 。 

CAV如何引起脱噬现象?目前存在着两种解释。第一种观点认为，脱噬现象是 CAV感 

染后的副作用，非它直接所致。Cohen等 研究认为，CAV感染可使机体产生糖皮质激素和 

别的一些非病毒性激素。试验表明，这些激素能刺激以胸腺为主的淋 巴组织中的 T细胞．使 

其形态、结构和功能发生严重衰变，同时骨髓中成红细咆的衰变是困缺少来自胸腺产生的调控 

信号所致。以Notebom等 为代表的第二种观点支持者认为，CAV对胸腺和骨髓具有高度 

特异性，一旦病毒入侵至这些组织 T淋巴细胞和成红细胞时，其 VP3编码基因开始表达，产物 

为脱噬素。免疫金电镜技术研究表明，脱噬素的 C'-端基础臂能皤和 T细胞染色体结构中的 

组氨酸或非组氨酸发生作用，造成超尊I旋的 DNA断裂而导致大量 DNA片段 出现，使胸腺皮 

质细胞和骨髓的成红细胞发生衰变，从而造成机体免疫机能丧失伴有严重的贫血症状出现。 

事实上 目前对 CAV诱导脱噬作用的方式仍有争论，故其致病机理有待深入研究。 

5 诊断该病的新技术 

运用特异、敏感方法对 CAV感染快速作出诊断是控制此病流行发生的一项重要措施。 

最初此病的诊断是建立在病毒分离和鉴定基础之上的。1104一x一5(禽白血病病毒所诱导 

的 B淋巴细胞系)和 MDCC．MSB1被视为对 CAV较敏感、又理想的宿主细胞，遗憾的是该法 

既费钱又费时。 

随着分子生物学新方法的不断涌现，PCR技术、核酸探针技术以及第二代 EL1SA技 术等 

B用于 cAv特异性检测。 

Noteborn等 采用同位素标记克隆化的 CAV基因组作探针进行杂交试验，能检测出不 

同毒株感染的细胞中双链复制型及单链环状 CAV基因组。类似地，Tcdd等 】用 P标记的 

克隆化 CAVDNA片段作探针，可检测到 CAV感染鸡组织 中特异性 DNA。随后 Noteborn 

等[ 用非放射性的地高辛(digoxigenin)标记探针，成功地检测了迄今为止全部的 CAV分离 

株。最近 NieL~n等 用生物素标记的双肢 DNA探针进行原位杂交试验，不仅可以检测到 

人工感染发病鸡体内的 CAV，而且还可检测息兰翅病病鸡体内所含的 CAV DNA 

为顺应检测敏感性的需要，CAV特异性 PCR技术在实验室诊断及疫苗试验上，充分体现 

了该法不可比拟的优势，它不仅与病毒分离法一样敏感．而且能检测到高背景DNA下的CAV 
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分子。Soine等_3”利用套式 PCR法(多组 oligo引物)扩增出能和特异性探针发生杂交的 CAV 

基因．可惜此法易造成假阳性结果。CAV感染剂量大小将直接影响其致病程度，故检 出感染 

细胞或组织中的病毒含量尤为重要。Dren等【3 采用的热启动 PCR法[33]不仅克服 了上述缺 

陷，而且还成功地检滑到一个感染细胞．相当于 10 TCR2~中的 CAV分子。 

随着基因重组技术的日臻完善，第二代 ELISA检滑抗体法也相应诞生了。PaIlister等I柚J 

将澳大利亚的一 CAV分离株的 vPl基因(其序列与别的毒株差异极小)克隆进原核表达载体 

中，表达产物经纯化后用作 ELISA的包被材料，检渭 CAV感染鸡血清中的抗体，证明既特异 

又敏感，从而为 CAV感染开辟了一条新的诊断途径。 

6 CAV重组亚单位疫苗 

日前，预防该病的疫苗为非致弱的 CAV活苗，病毒经鸡胚增殖后，免疫成年蛋鸡，产生的 

保护性中和抗体经卵黄囊传至雏鸡，从而使雏鸡达到被动免疫的效果。虽说该法目前在世界 

范围内被普遍采 用，但是使 用活的非致弱的病毒疫苗 总存在一 定危 险。正如 MeCotmeU 

等 试验显示，3周龄含母源抗体的小鸡感染 CAV后，即使无明显桩床症状，其免疫系统 

的功能也将显著降低，仍可导致亚临床感染的出现。事实上目前的非致弱病毒活疫苗研制及 

使用还存在以下几点缺陷：①非致病性的 CAV株至今未分离到；@获得能于鸡胚或细胞上增 

殖的高滴度的病毒较为困难；@失活的 CAV用作疫苗，其免疫效果较差 ；国唯一 已知对 CAV 

敏感的 MDC~ MSBI细胞系对马立克氏病病毒和禽白血病病毒也同样敏感。故人们试 图通 

过基因工程的方法去寻找一种重组亚单位疫苗。业已证明的 vPl、v 基因所编码的蛋白具 

有中和抗原特性．它们的重组杆状病毒载体表达产物免疫成年蛋鸡，使下一代雏鸡都获得保护 

性抗体。另外已知的杆状病毒为昆虫的一种特异性病毒，对鸡属非致病性的，故安全性可以保 

障。 

虽说活病毒疫苗能产生较好的免疫保护性，成本 比基因工程疫 苗低。但 目前认为．对 

CAV重组亚单位疫苗的研究有助于捌的重组病毒表达载体的构建，如禽的疱疹病毒，禽痘病 

毒等，这些病毒载体在机体内表达 CAV vPI和 vP2的同时，其本身编码蛋 白质基因也相应得 

到表达。 

7 结 语 

CAV是一特殊的病毒，该病毒具备的一些性质是常见的一些动物病毒所没有的。CAV 

基因组含三个 ORF，它们在感染细胞中同时被转录、表达，调控方面的原理 仍部分未搞清．其 

病毒复制机制有待进一步研究。另外，CAV产生的脱噬索通过脱噬作用不仅能引起鸡成淋巴 

细胞 、成红细胞的衰变，而且对人的白血病和淋巴瘤细胞也有同样的作用，其应用主要表现在 

人类医学的恶性肿瘤治疗上[3 ，⋯。世界范围内的 CAV毒株基因组是高度一致的，尤其表现 

在其编码区和调控元件上，建立于已知克隆化的 DNA基础上的诊断方法和不同类型疫苗的 

研制方法也是通用的。预计未来的 CAV研究有可能朝这些方向发展 ：①更详尽的 CAV转录 

和调控机制 ；②CAV致病机理 ；③CAV脱噬作用的疾病治疗模式；④高效、廉价的 CAV 重组 

基因疫苗的研制。 
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