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牛病毒性腹泻病毒(Bovine viral diarrhea virus，BVDV)．也称牛病毒性腹泻 一粘膜病病毒 

(Bovine viral diarrhea—mucosal diseasevirus，BVD—MDV)，在分类学上属黄病毒科(Flavivixi— 

dae)，瘟病毒属(Pestivirus)⋯。鉴于其基因结构及分子生物学特征近来也有人提议新设一瘟 

病毒科 ’ 。BVDV是瘟病毒属的代表病毒，与属内的猪瘟病毒(Hog cholera virus．HCV；或 

称 Classical swine fever virus，CSFV)及羊边界病病毒(Border disease virus，BDV)．在血清学上 

有交叉反应⋯．BVDV感染牛可引起多种临床症状，如：高热、流涎、停食、白细胞减少、粘膜充 

血等，还可引起奶牛产奶量下降、孕牛的流产及牛的持续性感染【5]。． 

牛是重要的经济动物，每年死于BVDV感染的牛不少于500万头，占牛饲养总数的0．5～ 
1％ [61

。 由于 BVDV可通过口鼻接触及血液等多种途径传播 】，且感染 BVDV的牛发病率 ’ 

高、死亡率低，因此牛群中相当一部分是 BVDV的携带者。感染 BVDV的孕牛产下的小牛对 

。BVDV有免疫耐受性，可持续感染 BVDV，最终有可能发展成致死性的粘膜病而死亡。因此 ， 

BVDV对畜牧业造成的经济损失是较为巨大的。此外，含有 BVDV的牛血清会使体外培养细 

胞受到污染，用含 BVDV抗体的牛血清培养的细胞体外繁殖病毒会影响某些病毒．如猪瘟病 

毒的繁殖 目前在我国对 BVDV的研究工作报道较少。随着养牛业在我国畜牧业中所占 

比重的不断增加，有必要加强对 BVDV的研究并重视对牛病毒性腹泻 一粘膜病的防治。 

1 BVDV研究概况 

牛病毒性腹泻病毒是 1946年在纽约州以消化道溃疡和下痢为特征的病牛中首先发现的， 

1957年分离到毒株 ’ J。1971年美国兽医协会统一命名该病毒为“牛病毒性腹泻一粘膜病 

病毒”。BVDV可以在牛的肾、脾、睾丸和气管等器官中繁殖。BVDV的细胞培养始于 1960 

年，现在常甩牛肾继代细胞株 MDBK增殖该病毒及制备疫苗。根据可否使培养细胞产生 CPE 
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(cytopathic effect．CPE)，可把 BVDV毒株分为 cp型(cytopathic biotype)和 ncp型(n。n—cyto— 

pathic b+otyve)两类。 

BVDV病毒粒子近球形，直径约 50 nm【II】，有囊膜。在 CsCI中浮密度为 1．14g／ ，沉降 

系数S ：140。其核衣壳直径为25～30 nm，由一种分子量为 14 kDa的衣壳蛋白构成_I 。 

BVDV基因组为单股正链RNA，约为 12--13kb[ 。整个基固组可分为5 端非编码区 

(5 tmcoding region．5'-uTR)、开放阅读框架区(open reading frame，ORF)和 3 端非翻译区 

(3+1liltranslated region，3'-UTR)三个部分。ORF可编码近 4000个氧基酸、分子量约 500 kDa 

的多聚蛋白[1 。多聚蛋白在病毒编码和宿主细胞内的蛋白水解酶的共同作用下，在翻译过程 

中或翻译后分别进行加工．产生出 10～l1个成熟的蛋白。其中p14(表壳蛋白)，gp48、gra5和 

gp53(均为囊膜糖蛋白)四种为病毒的结构蛋白．p54、p80／p125、pl0、p30、p58及 p75为病毒的 

非结构蛋白【15--”】。 

目前对 BVDV复制过程的细节了解得还不很清楚。BVDV可经受体介导的胞饮作用进 

入细胞。病毒脱衣壳后，进行基因组的复制。BVDV在细胞内增殖过程中一般不关闭宿主 

mRNA的转录，对宿主细胞自身蛋白质的翻译也影响不大．但其复制受二氨基吖啶的抑制⋯J。 

推测BVDV脱衣壳后在病毒复制酶 p75的作用下，以其正链 RNA为模板合成负链 RNA；再 

以负链 RNA为模板，大量合成病毒基因组 RNA【is]。在BVDV感染的细胞中，p75与 ps0结 

合在一起共同参与 BVDV基因组的复制过程ll 。p80的作用可使新合成的 RNA链从模板链 

上释放下 来【 -2l】。 

· 在 BVDV基因组 RNA复制的同时．其蛋白质也在大量合成。BVDV蛋白质的翻译起始 

于 ORF区的第一个密码子 AUG，之后可不间断地翻译，直到出现终止密码子 TGA。BVDV 

结构蛋白的加工主要是在核周的内质网和高尔基体内由宿主细胞酶的作用完成的_2 0 0；非结 

构蛋白的加工则是在细胞质中主要由BVDV编码的 p80／p125作用完成的[241。 

病毒的装配是在内质网和高尔基体中进行的 tl,251。Gray等曾用电子显徽镜在内质网腔 

内观察到了直径约25 nm的病毒按衣壳[1 ，其囊膜来自内质网或高尔基体的膜。最后病毒可 

能是通过内质网或高尔基体释放到胞外。 

2 BVDV的基因组结构及其表达 

随着对 BVDV研究的深入，对BVDV进入宿主细胞后的基因复制、表达有了一定的了解， 

并对病毒编码的蛋白质进行了定位研究【12．“· J。 

BVDV的5 一UCR约有 380个核苷酸。5 末端无甲基化的“帽子”结构ⅢJ。5"-UCR序列 

在 BVDV种内各毒株中保守程度很高，因此研究中常根据 5"-UCR的序列合成引物作为检测 

BVDV的探针或用来对 BVDV分型_l ．27 r圳。BVDV的5'-UCR中有 6个 AUG，但这些AUG 

均不能启动蛋白翻译，也没有表达产物ll 】。这是因为 BVDV的 5'-UCR具有相当保守的稳 

定的二级结构【2 圳，内部有核糖体结合位点(internal ribosome entry site，IRES；或称 ribosomal 

landing pads，RLP)，核糖体与IRES结合在空间上有利于从 ORF的AUG处启动翻译．而这种 

结合过程不依赖于5 端结构I 】。瘟病毒属病毒 5"-UCR序列高度的同源性和相似的二级结 

构提示：这一结构在病毒转录、翻译过程中起重要的作用，瘟病毒属病毒可能以相似的机制进 

行转录和翻译[291。 ’ 

BVDV的 3"-UTR有223--230个核苷酸。始于 ORF的终止子 TGA，3 末端不存在 P0lv 
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(A)“尾”结构I12, ]。3'-UTR内的 60个碱基的富含 A-T的区域中有 8个核苷酸(TGTATA． 

TA)的重复序列。另外，3 一UTR中还存在二段 50个碱基的相似序列(序列中有 30个核苷酸 

是相同的)。这些重复序列在病毒复制过程中的作用还不清楚 ．3 。 

BVDV的基因组中只有一个大的开放阅读框(RNA上第 386～12349个核苷酸)．包含 

3988个密码子，可编码 449kDa的蛋白l1”。合成的聚蛋白经不同的前俸蛋白分子，最终被加 

工成 l0～11个成熟的蛋白。这些蛋白在 BVDV的基因组上的定位见图1。 

pZ0 la~4& gp25 gpS3 p54 PB0 pl0 p30 p58 

∞ 0 O 的  @ ∞ @ 0 

图 1 B'~DV基因组结祷示童图 ’ 

F ．I sc nc工e 即埘 _啪 o|the geT· Ⅲic蛐nlcl1叶 0f BvD 

在 BvDV0RF翻译的同时，进行对多聚蛋白的加工lJ 。最先形成的是 p2O和前体蛋白 

Pr gpl40、p125及 Pf p175。p2o是 BVDV N端的第一个蛋白质产物，也称 N ．由 164个氨基 

酸残基组成 ，具有蛋白水解酶活性，可催化 自身从正在翻译的聚蛋白多肚链上断裂下 

来 。p20存在于宿主细胞的细胞质中，其 His．。为其蛋白水解酶活性所必须，可催化 

Tryl~一Va]I 问肚键 的断裂。p20与病毒结构蛋白的成熟 无关，在宿 主细胞中半寿期为 

110 rain．有报道说 p20可能也是病毒的一种外壳蛋白 J。 

Pr gpl40是病毒结构蛋白的前体分子，分子量为 140 kDa的糖蛋 白。对 Pr gpl40的加工 

主要是在内质网上由宿主细胞的信号酶进行 J。Pr gpl40经蛋白水解酶的切寄j和搪基化 

酶的修饰．被加工成为成熟的病毒结构蛋白：pl4、gp48、gp25和gp53(图2)n ， 】。p14是 

BVDV的衣壳蛋白．与病毒的基因组 RNA构成病毒的核心。 

对 BVDV结构蛋白的研究多集中在其囊膜蛋白上。gp53(E2)是病毒囊膜糖蛋白。由于 

p20 ‘ 目pI40) P125 

(p~tpll6) 

{pf ILP78' 

E ￡口 丑  

QIp62) 
■口日目∞  

gp4；g暑P25 即 53 p54 

●■- l E目|日口 ●■■●■●●  

囤 2 BVDV编码蛋白的加工与戚募过程 】 

F 2 1 e proca ine of p“ d e ed by BVDVt’ 】 

搪基化程度的不同，分子量可为51--58 。未搪基化的蛋白部分由BVDV ORF编码的 

第693～892个氨基酸残基组成 ，含有19个Cys和5个可能的N-连接搪基化位点。这些位 
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点在BVDV不同毒株中非常保守  ̈。gp53通过 C端的疏水区锚定在囊膜上【 】，其 N靖伸出 

BVDV囊膜表面，是决定 BVDV抗原性的主要部位lj ，也是与抗 BVDV抗体结合，介导免疫 

中和反应及与宿主细胞识别、吸附的主要部位ll ，32-34～剐。Xue等在 BVDV的宿主细胞 MD— 

BK细胞膜上找到了一种g053的受体，分子量接近50 kDa的蛋白M(r) 】。gp53 N靖有二个 

抗原决定区，一个是在种内保守的主要抗原区；另一个则是决定不同毒株抗原特异性的区域。 

gp53是 BVDV结构蛋白中变异率较高的一种结构蛋白【矧。中和逃逸频率 为 10 191。 

gp53的变异性使 BVDV对环境有较好的适应性，也是导致疫苗保护失效和牛的持续感染的主 

要原 因【 。 

gp25(E1)非糖蛋白部分分子量为 加 kl~[z2]，以 C靖的琉水区锚定在 BVDV囊膜上 】。 

不能与BVDV抗体进行免疫反应。推测gp25埋在病毒囊膜内口 。gp25可能在病毒包装、成 

熟过程中协助 gp48(E0)的定位 。 

gp48(E0)也是 BVDV的一种囊膜糖蛋白。由于缺乏琉水序列，可能与E1或 E2结合，也 

可被分泌列宿主细胞外l2 州 gp48是 BVDV编码蛋白中保守性很高的蛋白，具有一定的抗 

原性，可与 BVDV抗体进行免疫反应【j 。gp48具有 RNa~．活性 】。但该活性在瘟病毒增殖 

及使机体致病过程中所起的作用还不清楚。对 gp48的 RNase活性的研究有可能为牛病毒性 

腹泻 一粘膜病的防治找到新的途径。 

p125是 BVDV的非结构蛋白。在 ncp型 BVDV感染的细胞中，p125是一种成熟的蛋白 

形式 ”；而在 cp型 BVDV感染的细胞中，除了有稳定的p125外(半寿期长于 6 h)，还可在其 

内部的一个位点断裂，产生 p54和 p8O(半寿期在 6 h以上)[J 。实验证实所有 cp型 BVDV感 

染细胞中均有 p8o的存在。Meyers等提出：p8o是导致细胞产生 CPE的因素，是 cp型 BVDV 

在蛋白水平上的标志分子I枷】。 

p54中Cys的含量为 3．7％，等电点为 10．4。p54有一个保守的富含 ( s的区域，可形成 

类似“锌指”的空间结构，在其“锌指结构域”后还有一段保守的螺旋区。类似的结构存在于可 

与核酸结合的许多基因调控蛋白中，推测 p54可能与 BVDV的基因组结合而调控其基因的表 

达” 。p54可与 gp53共转移，由于 p54 N端琉水性很强，可与膜结合．推测 p54在 BVDV装 

配过程中也起一定作用【川。 

p8o的表达与宿主细胞 CPE的产生有密切关系[2o,2 J,z4]，是多功能的酶。p8o的蛋白酶活 

性中心由N端的三个不连续的氨基酸残基(His Asp Ser)组成，活性依赖于其蛋白结构的完整 

性，C靖的缺失可使酶活性丧失。pso可自催化，从聚蛋白链上断裂下来成为成熟的 pso。其 

蛋白酶活性是 BVDV非结构蛋白加工过程中各位点断裂所必须的f2 。 

此外，p8o还具有核酸酶活性和 RNA解旋酶活性，是 DEAD／DExH解旋酶家族的一个成 

员 。 。pso可通过水解 NTP获得的能量使结合在 RNA模板链上的 RNA或 DNA解旋下 

来，作用方向是从模板链 3 至 5 端。在病毒复制过程中p8o使新合成的 RNA链与模板链分 

离 圳。 

Pr p175是病毒非结构蛋白p58和p75的前体分子。目前对BVDV非结构蛋白p10、p3O、 

p58的性质了解较少。p75是 BVDVORF C端 的一个蛋白，具有依赖 RNA的 RNA聚合酶活 

性，是病毒的复制酶【J 。 

对BVDV基因组结构及其表达策略的研究，可加深对 BVDV在宿主细胞中增殖过程及其 
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与宿主细胞相互关系的了解．有利于揭示 BVDV的致病机制。 

3 ncp型 BVDV向cp型转化的研究 

BVDV的毒株可分为两类，即 cp型和 ncp型BvDv(”_42】。近些年的研究证明ncp型 

BVDV可以转化为 cp型 _| 。比较 ncp型和 cp型的 BVDV在宿主细胞中蛋白质表达的异 

同，发现在 cp型 BVDV侵染的细胞中可检澜刘病毒非结构蛋白p8O和 p54的存在；而 ncp型 

BVDV在宿主细胞中只表达 p125。对 cp型和 ncp型 BVDV基因组核苷酸序列的分析显示： 

病毒基因组 RNA与宿主细胞 RNA间的重组．病毒 RNA自身的重复复制、重排、缺失、替换都 

可导致 ncp型BVDV向cp型转化【“· ‘”_帅． 。上述因素导致BVDV生物型转变的机制是 

目前人们感兴趣的问韪。 

在病毒 p54蛋白编码区插入一段宿主基因可导致 BVDV由 ncp型转变为 cp型l 。 

如：cp型 N．rM~L株的基因组中插入了一段 270个核苷酸的宿主细胞 RNÄ  、cp型 Osloss株 

中插入了一段228个核苷酸的泛素RNA序刊【l 。Tautz等的实验还表明．在有泛索序列插入 

的 cp型 Osloss株中．p125加工成 p8O是由宿主细胞中泛素 c端水解酶( 一．ubiquitin carbosyl 

terminal hydrolase，UcH)介导的f 。 

另外，重组替换也可导致BVDV由ncp型向 cp型的转化l14,t6]。cp型 BVDV的 PeS15CP 

株和 CP6株基因组中有重排的编码 p20、08o及 pl0的重复序列。在这两个毒株的蛋白质加 

工过程中pso的 N端是由p20的作用产生的“ 。 

Tautz等报道 DI颗粒(defective interfering particle，也称缺陷性干扰型颗粒)的存在，可使 

感染 ncp型 BVDV的细胞产生 CPË  。他们从持续性感染 BVDV的牛中分离到BVDV CP9 

毒株。该毒株感染的细胞中不仅具有 12。3 kb的BVDV基因组 RNA，还发现 8 kb的 RNA片 

段。序列分析结果显示：8 kb的 RNA片段是BVDV基因组 RNA内部缺失 4．3 kb的产物，缺 

失部分是基因组中编码病毒结构蛋白和p125 N端的序列。在感染的细胞中．8 kb片段表达的 

O80导致宿主细胞产生CPE。 

尽管导致 ncp型 BVDV向 cp型突变的原因很多，但在蛋白质表达上却有其共同之处：即 

突变后的ncp型BVDV在宿主细胞中可表达病毒非结构蛋白O80。为什么由p125 N端的2／3 

序列所构成的 p80与细胞产生CPE的产生密切相关? 等认为在感染细胞中．P125 N端的 

疏水区域使 p125定位在细胞内质网膜上。pS0缺少这一疏水区域，罅离在胞质中，降解细胞 

中一些重要的蛋白质而损伤细胞 _27】．导致细胞 CPE的产生。但 Pidpath和 Bolin发现感染 

ncp型 BVDV的细胞被 cp型 BVDV双重感染后，尽管有08O的表达．却不产生 CPE【| 。因此 

认为 08O的表达只是导致细胞产生 CPE的必要条件．而不是充分条件。可能需要积累一定量 

的 P 80才能导致 CPE。在双重感染的细胞中，cp型和 ncp型 BVDV在复制中相互干扰，OS0 

不能积累到可使细胞产生 CPE的量。总之．要搞清楚 pso的表达与 CPE产生间的相互关系 

还需要更多的研究工作。 

研究pS0／p125功能的异同，p80在病毒复制过程中的作用，对了解病毒复制、病毒与细胞 

的相互关系以及病毒病的致病机制和防治均具有重要意义。 
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