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我们曾报道过弹状病毒的基因组结构研究的新进展，本文将对弹状病毒的结构蛋白及其 

功能区、转录与复制和核衣壳化研究的新进展作进一步的报道。 

根据弹状病毒在细胞内复制及装配的位置，可分为两个亚组。第一亚组其复制和装配在 

细胞质内，水泡性 口炎病毒(vsv)为其代表，病毒含有 5种结构蛋白，分子量最大的为 L蛋 

白．它具有多种功能，而最主要的功能是作为病毒本身携带的 RNA聚合酶 ；其次为组成病毒 

外壳突起的糖蛋白G蛋白；N蛋白和基因组 RNA紧密结合作为 RNA合成的模板；比 N蛋白 

分子量略小、过去曾错误地命名为非结构蛋白即 Ns蛋白．因它是磷酸化蛋白．目前文献中也 

称为P蛋白．分子量最小的是位于包膜中的膜蛋白M。第二亚组中．病毒的复制和装配在细 

胞核内，其代表病毒为狂犬病毒(RV)，其结构蛋白的差异仅在于未发现有 P蛋白，但膜蛋白有 

Ml和 M2两种。 

1 弹状病毒结构蛋白及其功能区 

1 1 L蛋白 

到 1991年为止，已有 9种负链 RNA病毒的L蛋白基因进行了克隆和序列测定．由此推 

出了它们的氨基酸序列。它们是 3种 VsV血清型病毒(新泽西型、Hazel—hurst、新泽西型 Og— 

den和新泽西型)、狂犬病毒、副流感病毒(Parainfluenza Virus)、仙台病毒(Sendai Virus)、新城 

疫病毒(Newcastle Disease Virus)、呼吸道合胞病毒(Respiratory Syncytial Virus)和麻疹病毒 
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(Measles Virus)。 

通过比较 L蛋白的氨基酸序列发现，它们在大小和氨基酸组成上都相似．并含有保守区 

域 BoxA到 BoxD⋯。这些蛋白的N端保守性较高．：丽c端保守性较低。结构域 I的第3个伸 

展区(stretehe)处有高保守的 GHP，其中的组氨酸是构成转角所必须的；结构域 Ⅱ和结构域Ⅲ 

主要是一些带电荷的氨基酸残基，其中结构域 Ⅱ中的 KEKE(X)。K是构成两亲性 a螺旋的成 

分，参与识别模板 RNA；结构域Ⅲ中的 QGDNQ是 RNA聚合酶的活性区；结构域Ⅳ中含有保 

守的脯氨酸．是形成转角的区域。结构域V存在丰富的组氨酸和半胱氨酸，是结合金属离子的 

区域 ；结构域Ⅵ中的 KGXGXG，与一些蛋白激酶的相应特征结构(motif)类似，是表现蛋白激 

酶活性的区域。与ATP结合的 G-X-G-X-G，在该序列的上游 18到 20个氨基酸残基处有丰富 

的赖氨酸 ，而许多与ATP结合的蛋白激酶中都含有这一特征结构．所以认为该区是 L蛋白 

表现蛋白激酶的区域。此外，作者还认为它是 L蛋白的多聚腺苷酸化的区域．推测它可在不 

同的条件下对 dATP表现不同的亲合性。在BoxA的结构域 Ⅱ中有一个高碱性氨基酸(精氨 

酸和赖氨酸)丰富的区域，其结构特点是 22个氨基酸残基呈现疏水氨基酸．碱性氨基酸相间排 

列的两亲性 a螺旋结构，其碱性氨基酸残基面对 RNA．此区域可能与 L蛋白和模板 RNA的结 

合有关，因为许多调节转录的蛋白质园子都含有精氨酸丰富的序列．而且也有相似的两亲性 a 

螺旋。在结构域Ⅲ中发现了它们含有相同的不变序列 QGDNQ[ ， ，在许多依赖于 RNA的 

RNA聚合酶中．Kamer和Argos15]于 1984年发现都含有相同的二肽序列DD．推测在弹状病毒 

中 L蛋白中该 5肽序列为 RNA聚合酶活性位点所在。 

1994年，Parksl6 等通过在 eDNA水平上进行点突变的实验证明，L蛋白的 N端区域是它 

与 P蛋白形成复合物的区域。同时，N端也是 L蛋白对mRNA进行多聚腺苷酸化的功能区所 

在，而 c端可能与 N蛋白相作用 J。 

1．2 G蛋白 

不同弹状病毒的 G蛋白尽管大小、糖基化位点与数目和跨膜区长度等有所不同，但都含 

有信号肽区、跨膜区和糖基化位点。 

图 1是几种已知的G蛋白同源性比较。它列出了6种 G蛋白的氨基酸序列，其中半胱氨 

酸、脯氨酸和甘氨酸残基高度保守．见图中明影部分，图中高保守残基用附加字母表示，糖基化 

位点下划短线表示；星号表示功能相似的残基。 

G蛋白是糖基化蛋白，糖基化是病毒颗粒在成熟过程中由宿主细胞内分泌到细胞外所必 

需的【J 。有实验说明，水泡性 I：1炎病毒 G蛋白的穿膜区之后的 29个氨基酸残基，关系到 G 

蛋白能否有效地从粗面内质网转运到高尔基体[tt J。 

近年来发现，在被牛流行热病毒感染的寄主细胞中存在第二种形式的 G蛋白，即 G _l ． 

由 586个氨基酸残基组成，估算分子量为 68 806道尔顿，P I为 8．41，它与存在于被感染细胞 

中的G蛋白前体(67 kD)相似[【|_。GN 的 8个 N．糖基化位点已被鉴定．它们都位于膜外。其 

基因位于 G蛋白基因的下游[9】，这一现象在 ARV中也有发现。由此认为这两种病毒都由一 

个共同的原始祖先进化而来lI 。由于 G 在结构上与别的弹状病毒 G蛋白有同源性，可以预 

测它应有相类似的功能。 

狂犬病毒 G蛋白的一段序列与蛇毒液中的一种口q做番木鳖样的神经毒蛋白的全序列有 

惊人的相似性。在该神经毒中由20个氨基酸残基组成的“毒环”位于分子的中央．它与乙酰胆 
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碱受体上的相应位点作用。也许 G蛋白上的相应区域是该病毒嗜神经的关键所在_J 。 

1．3 N蛋 白 

比较几种弹状病毒 N蛋白氨基酸的同源性发现：牛流行热病毒与水泡性口炎病毒印第安 

那型有较高的同源性(28．1％)．其次是狂犬病毒(17．6％)，但与传染性造血器官坏死病毒(I， 

HNV)和苦苣菜黄脉病毒(SYNV)无同源性。水泡性 口炎病毒印第安那型与牛流行热病毒的 

同源域主要在其蛋白的中央区域，见图2。 
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图 2 几种弹状病毒 N蛋白的比较E”1 
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比较水泡性 口炎病毒、牛流行热病毒和狂犬病毒的 N蛋白氨基酸序列发现，它们含有保 

守区，见圈2的保守区I(RI)到保守区V(RV)。保守区 Ⅱ(RⅡ)是疏水核；保守区Ⅲ(Rm) 

在高级结构上的同源性高达 70％，该区为 螺旋；牛流行热病毒和水泡性 IZl炎病毒印第安那 

型在保守区Ⅳ(RⅣ)有 66．7％的保守残基；牛流行热病毒与狂犬病毒相比有 48 1％的保守残 

基．而且此区中特征结构 G(L／I)SXKSPYSS在牛流行热病毒、水泡性口炎病毒和狂犬病毒 

中均是保守的．但在传染性造血器官坏死病毒和苦苣菜黄脉病毒中却不是。保守区V是残基 

高保守区，位于近 C末端，在牛流行热病毒、水泡性 口炎病毒和狂犬病毒中，只有保守区V有 
一

个残基不同。N蛋白的保守区主要集中在蛋白的中部．该区被认为是 N蛋白与基因组 

RNA发生作用的区域_l 。特征结构 G(I／L)SXKSPYSS在所有已测定序列的水泡性口 

炎病毒、副流感病毒和表皮热病毒中都是保守的。同源性高的区域主要是亲水性较高的 C末 

端。实验发现，水泡性口炎病毒 N蛋白的 C末端是它与前导 RNA(1eader RNA)相作用而发生 

成核化的区域_2口J，而 N蛋白与 P蛋白的相互作用有可能是阻止 N蛋白与非特异性的 RNA相 

互作用。狂犬病毒中在此区含有单一的磷酸化位点(丝氨酸) ，而且 N蛋白的抗原决定簇 

也在此区并与特征序列 G(I／L)sxKsPYss相邻。在流行热病毒中 N蛋白也有磷酸化位点。 

弹状病毒 N蛋白磷酸化的有：牛流行热病毒、狂犬病毒、Mokola Virus、Lago~Bat Virus,Spring 

VirusofCarp、KernCanyonVirus、和 FlandersVirus[22,23]。在牛流行热病毒中还有3个氨基酸 

残基可被 CK皿磷酸化酶磷酸化，其中之一是丝氨酸 371，但磷酸化的功能还不知道。 

弹状病毒 N蛋白是一种结构蛋白，它的主要功能是：(1)参与核衣壳的组装；(2)与基固 

州哪 哪 哪 
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组 RNA一道作为转录的模板；(3)对转录和复制有调节作用。 

1992年，Das等为了检验在E．coli中表达的水泡性口炎病毒 N蛋白是否有与前导 RNA 

结合的能力，实验将表达后纯化的 N蛋白与前导 RNA相作用后，再用核酸酶消化．结果发现 

前导 RNA有抗核酸酶的功能；而用在 BL21(DE3)中表达的P蛋白重复相同的实验，则不能抗 

核酸酶。实验还发现，如果 N蛋白浓度超出最佳值，结合能力下降。在体外转译系统中合成 

的N蛋白也有与前导 RNA结合的能力 l。 ． 

1．4 P蛋自 

水泡性 口炎病毒的 P蛋白在结构上被分为三个功能区域．位于 N端的结构域 I．它是高 

酸性的区域．含有酸性的精氨酸和谷氨酰胺以及组成型的磷酸化位点，见图3。1993年，Adri— 

enne等发现该区参与了和模板中 N蛋白的结合f捌。 

图 3 vsv P蛋白的三十结构域【 

Fig．3 Thethr~e domainBin P pmteln olVSV㈨  

与结构域 I不同，结构域 Ⅱ和结构域Ⅲ是碱性区域。结构域 Ⅱ的功能是与 L蛋白结合． 

结构域Ⅲ的功能是与模板RNA结合 。结构域 I的保守性高于结构域 Ⅱ和Ill[27．z8]。在几 

种副流感病毒中也发现有类似的蛋白【2 】，它们也是高碱性和含有丰富精氨酸的小分子量多 

肽．套存于 P蛋白mRNA的 5 端，但它们的确切功能仍不明。 

通过比较 18种不同的新泽西血清型 P蛋自发现它们在氨基酸的分布上有相似性 ．在 

结构域 I和结构域 Ⅱ之间为高可变区．可能为活性区域提供一个关节点(hinge)或为活性区域 

的空间安排提供一个正确的空间，因为有实验发现，若在此高可变区进行点突变．则导致 P蛋 

白转录活性降低(28,32]。有趣的是，尽管不同血清型的水泡性 1：3炎病毒 P蛋白差别较大．可是 

它们在亲水性和疏水性结构域的分布上却非常相似．由此推断它们的空间结构可能是相似 

的( 。 
．  

在体外转录和表达系统中分析点突变和缺失的 P蛋白eDNA后发现，水泡性 1：3炎病毒新 

泽西型 P蛋白结构域 Ⅱ中，两个保守的丝氨酸残基(236位和 242位)可被 L蛋白具有的蛋白 

激酶活性磷酸化，磷酸化后的 P蛋白对它与 N．RNA模板的结合和其转录活性至关重要，由此 

推测这两个残基是其活性部位的组成成分[27．44]。对结构域Ⅱ进行缺失分析时发现，所产生的 

P蛋白与 L蛋白的结合能力丧失。若使其 C端的11个氨基酸残基(结构域IU)缺失，则产生的 

P蛋白不能与 N。RNA模板结合 。在体外实验中与 P蛋白 C端的 21个氨基酸残基相同的 

寡肽可抑制水泡性口炎病毒的转录活性 。P蛋白的结椅域 Ⅱ可能跟它与 L蛋白结合后的 

转录活性有关，而碱性的结构域Ⅲ可能是与 RNA结合的区域。结构域 Ⅲ还是调节转录变成 

复制的关节点，这一转变可能是通过它与前导 RNA的结合实现的，甲基化保护实验已证明 P 

蛋白上存在与前导 RNA结合的特异区域_3 。结构域Ⅲ可能与 N蛋白的相互紧密作用有关。 

如果将结构域 I的两个碱性氯基酸残基突变成中性残基(赖氨酸 6和精氨酸 8变成丙氨 

酸)，将使结构域 I变成一个强的反式作用因子【3 ，同时，这种改变使水泡性 口炎病毒 P蛋自 
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在转录中的作用丧失。 

1991年，Barik等用 P标记培养大肠杆菌后发现所表达的P蛋白不磷酸化，用这种P蛋 

白进行体外实验发现它仍具有转录功能，而且它还可以在体外由 L蛋白催化磷酸化；磷酸化 

后的 P蛋白仍然可以与模板结合【2】。 

1．5 M 蛋白 

与水泡性!Zl捉病毒的其它结构蛋白相比．M 蛋白的结构与功能的关系知道得很少。已知 

M蛋白与病毒颗粒的组装和出芽有关_3 。 

M蛋白与病毒颗粒组装的起始有关．这种起始作用一方面是通过它与已组装的 N．RNA 

复合物相作用来实现的，另一方面与宿主细胞膜上已含有的G蛋白有关 ．而 M蛋白在病 

毒颗粒的组装中是通过与 N-RNA中的 N蛋白的 N端相作用来实现的。 

1991年．Lenard等用光亲和标记的探针证明 M蛋白的 N端 10个氨基酸残基直接参与了 

与膜的结合，它与病毒颗粒的出芽过程有关[4 

2 弹状病毒基因的转录、复制与桉衣壳化 

2．1 转录 

水泡性口捉病毒是弹状病毒进行转录、复制和核衣壳化研究的原型。它转录的特 点是转 

录模板为核糖核蛋白体(即N RNA)。RNA的转录开始于负链基因组的3 端L4 ，并顺序产生 

(+)leader RNA、N、P、M、G和 L蛋白的mRNA。转录有极性和衰减现象，而且在基因间隔区 

有暂停现象“ 。 

1975年，Emerson和 Yu创立了体外重组转录系统 ，用纯化的 L、P蛋白和模板 N．RNA 

在体外转录系统中成功地进行了转录．同时还发现了L蛋白的RNA聚合酶功能需要P蛋白 

的存在，若无P蛋白，则只能合成非全长的RNA基因组；若只有P蛋白和模板，则不能发生转 

录，即使后来加入 L蛋白也不能合成寡核苷酸_4 。由此推断 L蛋白与转录的起始有关．而 

P蛋白在起始后的步骤中起作用。体外转录系统实验表明，转录的最佳分子比是 1／70【| 。P 

蛋白是高酸性的蛋白，功能可能是暂时使 N蛋白离开 RNA，以利于 L蛋白进入 RNA．并在 

RNA中移动。 

1988年，孙伟和龚祖埙[451发现，在体外转录系统中以小麦丛矮病毒(WRSV)N·RNA为 

模板、用纯化的小麦丛矮病毒 L和 Ns蛋白成功地转录了病毒基因组 RNA；系统中只有 № 蛋 

白而没有 L蛋白则没有转录产物，反之亦然；同时，和 RNA结合的 N蛋白对保持模板活力也 

是必需的。 

用体外合成 RNA研究转录发现：当合成完整的、含有 50(实际为 47)个核苷酸的前导 

RNA．并以病毒颗粒来源的N-RNA作模板、L和P蛋白作聚合酶进行转录，结果产生了完整 

的 RNA；若去掉前导 1LNA中部的 15个核苷酸或去掉 5 端的 13个横苷酸．则转录产物较短， 

说明前导 RNA对转录至关重要 。 

前文已经提到水泡性!Zl丧病毒 RNA的头 22个核苷酸是保守的。1993年 Smollwood等 

发现，随着合成它的RNA 3 蛸核苷酸数目的减少，转录效率降低【 。例如，只有 3到 8个棱 

苷酸时，则分别只转录基因组的 3％和 12％；而合成的核苷酸长度为 17到 22个时．则 86％的 

基因组 RNA被转录：合成 l2到 15个核苷酸时，则28％到39％的基因组 RNA被转录；如果合 

成前导RNA在3 端加上多余的几个核苷酸，则97％的转录被抑制。说明病毒来源的1LNA聚 
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合酶不能忍受任何加在基因组 3 端的核苷酸。 

用单核苷酸突变的方法来研究水泡性 口炎病毒前导 RNA 中的22个保守桉苷酸对转录 

的影响发现，若单核苷酸突变发生在前导 RNA3 端的头 3个核苷酸处，则转录不发生。说明 

这三个核苷酸是至关重要的和不可变的，它是 RNA聚合酶进入的位置所在，尤其是 3 

UGC5 。将第 l6和 17位的GG变成 AA，则转录所受影响较小，说明这两个 GG是转录非必 

需的[ “。 

关于转录的终止信号，1994年 Walker等_l 比较了几种弹状病毒的前导 RNA与 N蛋白 

基因起始密码之前的基因组 RNA序列后发现．除了牛流行热病毒和狂犬病毒以外．都有保守 

的 3 UGUU5 顺序。在弹状病毒其它结构蛋白基因间转录的终止信号是终止密码及其后的多 

个 u。至于终止密码与寡聚 u之间的核苷酸数目，不同的弹状病毒各不相同．而下游基因转 

录的起始信号除了 LNYV以外，苦苣菜黄脉病毒、水泡性口炎病毒和狂犬病毒等皆是3 U— 

UGU5 ，而莴苣坏死黄化病毒是 3 CACA5 。 

关于转录过程中 RNA聚合酶在基因组上的结合位点也有报道。1982年 Issaac等_4 发 

现，在水泡性 口炎病毒中 RNA聚合酶结合于基因组 3 端第 16到 3O个核苷酸之间(即其基因 

组保守的 3 UUUGGU5 之后)。 

由于对水泡性 口炎病毒 RNA聚合酶复合体的结构还不了解，故其转录的详细机制也不 

清楚。例如，RNA聚合酶复合体中究竟要多少 L和 P蛋白分子才能有效地发挥作用?P和 L 

蛋白在转录中是如何进行再循环的?N蛋白在转录中是如何接近 L和 P蛋白的?不同形式 

的磷酸化 P蛋白对转录活性的影响如何?都有待进一步研究。 

2 2 复制和核衣壳化 

水泡性 口炎病毒基因的复制过程是先合成与(一)基因组 RNA互补的(+)RNA．然后该 

(+)RNA再成为模板，以便合成更多的(一)RNA基因组，只有到最后这种(一)RNA才能核 

衣壳化成为成熟的病毒粒子。 

关于复制的模型来源于 1981年 Blumberg等的体外实验。在实验中他们发现水泡性 口炎 

病毒有关复制的如下事实：第一产物是前导RNA，之后出现核衣壳化。于是他们提出复制的 

模型：病毒 N蛋白与新生的前导 RNA结合，从而阻止了 RNA聚合酶在前导 RNA与 N蛋白 

基因间连接区的终止作用，这一作用导致了 RNA合成由转录到复制的转变，N蛋白在各个蛋 

白基因同连接区中充当抗终止物的作用。由于N蛋白的需求量在桉衣壳化中相对较大，所 

复制只可能发生在病毒生活周期的晚期，只有晚期才有足够的 N蛋白的合成。复制期足够量 

N蛋白的合成与随之而来的核衣壳化，也避免了非复制期不能核衣壳化的基因组 RNA被核 

酸酶降解所造成的浪费 。 

以上模型在以后的体内和体外实验中得到了证实。可溶性 N蛋白与前导 RNA可形成特 

异复合物，该复合物在 CsC1梯度中呈现的浮力密度与病毒核糖核蛋白相似L4 。从被病毒感 

染的宿主细胞中抽提到的可溶性抽提物，在体外实验中可支持病毒基因组 RNA的复制[5o,51]， 

而且复制的产物具有与病毒核糖核蛋白相似的浮力密度和抗核酸酶特性 。用抗 N蛋白的 

抗体免疫沉淀除去无细胞抽提物中的 N蛋白或 N．RNA中的N蛋白，则复制不能进行 “ J。 

用胶过滤法从被感染细胞中纯化 N．RNA并加入去 N蛋白的体系中，则复制又恢复_5 。1991 

年，Moyer等用人工合成的RNAs在体外实验中证明了在水泡性口炎病毒基因组的 5’端含有 
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结合 N蛋白的位点 。1993年，Smallwood和 Mayer等H 又证明了水泡性口炎病毒基因组 

上存在与 RNA聚合酶结合的启动子。1992年，Pattniak等 在体内实验中，又证明了在水泡 

性 口炎病毒基因的5 端和3 端含有结合 N蛋白的位点和与 tLNA聚合酶相结合的启动子位 

置。这些结构区域中有保守序列3 UGCU 5 和多个(一般是 5个)U，揭示在核衣壳的形成和 

RNA聚合酶的识别上，基因组本身就存在结构上的信号。 

1983年，Blumberg等 在水泡性口炎病毒中发现核衣壳化的信号位于水泡性 口炎病毒 

基因组 RNA 3 端的头 l4个核苷酸中，由5次重复的 u组成，即从基因组的 3 端算起，在每3 

个核苷酸中第一个核苷酸总是 u。在 1991年和 1993年又有两个实验室发现在水泡性口炎病 

毒中核衣壳化的信号不但位于基因组的 3 端，而且也包括了 5 端的 26个核苷酸_4 6' 。在流 

感病毒和副流感病毒系统中，只有病毒 RNA的末端区域对核衣壳的形成是必须的[56,57]。用 

体外合成的 RNA来研究水泡性口炎病毒基因组 5 端和 3 端区域 RNA与核衣壳化关系的实 

验表明，当合成完整的、含有前导RNA的50个核苷酸(水泡性口炎病毒前导 RNA为47个核 

苷酸)、并利用从病毒中分离到的模板和 RNA聚合酶进行转录，结果产生了完整基因组长度 

的RNA，并发生了核衣壳化；若去掉前导RNA中部的一段长 15个核苷酸序列，或者去掉其 5 

端的 13个核苷酸，则不能核衣壳化；若只合成前导RNA的头22个核苷酸(它在目前已知的弹 

状病毒基因组中是保守的)，刚发生了核衣壳化；如果只合成前导 RNA的头 10个核苷酸，则 

不能发生核衣壳化。由此证明前导 RNA中保守的22个核苷酸是形成核衣壳的关键所在。 

3 结柬语 

从几种不同的弹状病毒分子水平研究发现，它们无论是在基因组上还是在蛋白质上都有 

许多共同点，由此决定了它们在功能上的相似性。 

随着研究的深入，近年来发现了被感染细胞中存在非结构蛋白的基因，例如前面提到的几 

种存在于弹状病毒基因组中G蛋白基因与 L蛋白基因间的 G 基因，狂犬病毒基因组中位于 

相同区域的 基因，它们的功能还有待进行研究。此外，弹状病毒 RNA聚合酶结构的研究， 

对了解弹状病毒基因组的转录、复制和核衣壳化的详细机制将会有很大的帮助。P蛋白分别 

被宿主细胞中的蛋白激酶 C11磷酸化，和随之被病毒颗粒 L蛋白磷酸化，对病毒基因组的转录 

和复制的意义，也是今后研究的一个方面。另外，弹状病毒基因组在转录、复制和核衣壳化过 

程中，是否有宿主细胞园子的参与和如何参与，也是今后研究的一个领域。对于以上问题的回 

答将会使人们对弹状病毒基因从转录、复制到核衣壳化有一个更全面的了解；对有害病毒疫苗 

的研制也有很大的帮助。 
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