
猪水疱病病毒致病和免疫的分子基础 3

孙世琪 ,郭慧琛 ,刘湘涛3 3 ,谢庆阁
(中国农业科学院兰州兽医研究所农业部畜禽病毒学重点实验室 ,甘肃兰州 ,730046)

Molecular Basis of Pathogenesis and Immunity of Swine Vesicular Disease Virus
SUN Shi2qi , GUO Hui2chen , L IU Xiang2tao3 3 , XIE Qing2ge

( Key L aboratory of A nimal V i rology , Minist ry of A gricult ure/ L anz hou V eterinary Research I nst it ute , Chinese A cadem y of

A gricult ural Science , L anz hou 730046 , China)

关键词 :猪水疱病病毒 ; 抗原表位 ; 受体

中图分类号 :S852. 65　　　文献标识码 :A　　　文章编号 :100325125 (2005) 0420450205

　　猪水泡病病毒 ( Swine vesicular disease virus ,

SVDV)属于小 RNA 病毒科 ( Picornavi ri dae)肠道

病毒属 ( Enterov i rus) ,其抗原特性与柯萨奇病毒 B5

(Coxsackievirus B5 , CVB5) 关系密切 ,被认为是

CVB5的一个猪变种或亚种[1 ]。SVDV 只有一个血

清型 ,但对其分离株进行系统发生分析可进一步分

为 4个抗原群或基因群[2 ,3 ]。第 1群包含 SVDV 早

期分离株 ( ITL/ 1/ 66) ,第 2 群包含 1972～1981 年

间欧洲和日本分离株 ,第 3 群包含意大利 1988 年

12月～1992年 6 月间的分离株 ,第 4 群包含 1987

～1994年间 ,罗马尼亚、荷兰、意大利和西班牙的分

离株。

1 　SVDV 的基因结构及其编码蛋白
的功能

1 . 1　SVDV的基因组结构和功能

SVDV的基因组为一单股正链 RNA 分子 ,既

是 mRNA ,又是负链 RNA 的模板 ,全长约为 7400

个核苷酸 (nt) (poly (A)尾除外) [425 ] ,与其他小 RNA

病毒相似 ,其基因组的碱基组成中 ,腺嘌呤 (A)含量

较高 , G2C碱基对出现频率较低 ;5′端共价连接小分

子蛋白 V Pg (3B) ,其基因组结构从 5′端到 3′端依次

为 5’非编码区 (Non2coding region ,NCR) 、单一的开

放读码框 (Open reading f rame ,ORF) 、3′非编码区
(3′2NCR)和 poly ( A)尾结构。SVDV 核酸具有感

染性 ,目前已经构建了 3株 SVDV 的全长感染性分

子克隆[ 6～8 ] ,并利用其对 SVDV 的毒力和抗原表位

等进行了研究[8～12 ]。

SVDV的 5′NCR长约 742个核苷酸[4 ,5 ] ,在 5′

末端与 V Pg相连的是一高度保守的 10个核苷酸的

序列 UUAAAACA GC ,其中 5′末端的两个 U 是以

V Pg2p Up U 的形式在无模板的条件下先合成后结

合到病毒 RNA的 5′末端的。5′NCR具有丰富的二

级结构或高级结构 ,没有帽子结构 ,但有一个内部核

糖体进入位点 ( Internalribosome ent ry site , IRES)

和调控病毒复制与装配的信号 ,如 5′NCR的两个特

异序列 ,即碱基 U 丰富区 (562～576nt)和 8个碱基

保守序列 ( CU UAU GGU ,587～594nt )可能就是维

持病毒复制率的重要信号。

SVDV的 ORF 包括 P1、P2 和 P3 区 ,其中 P1

区为结构蛋白编码区 ,编码 1A (V P4) 、1B (V P2) 、1C

(V P3)和 1D (V P1) 4种结构蛋白。1B、1C和 1D为

外壳蛋白基因 ,也是病毒中和性抗原基因编码区 ;

P2和 P3为非结构蛋白编码区。P2 编码 2A、2B 和

2C 3种蛋白 , P3 编码 3A、3B、3C和 3D 4 种蛋白。

值得一提的是 ,1D22A 编码区为主要的毒力基因编

码区[10 ]。

SVDV的 3′NCR 包括以终止密码子 UAA 开

始长约 103nt 的序列和 poly (A)尾 ,与其他小 RNA

病毒一样 ,3′NCR含有负链RNA复制所需的顺式
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作用信号 ,末端的 A残基作为模板与尿苷酸化的引

物 V Pg2p Up U 结合 ,以合成病毒基因组的负链

RNA。Saiz等的研究发现 ,缺失 3′NCR (保留完整

的 PolyA ) 的口蹄疫病毒 ( Foot2and2mout h diease

virus , FMDV)全长 cDNA 克隆丧失了其感染性 ,

以 SVDV 的 3′NCR 替代 FMDV 3′NCR 的全长

cDNA克隆虽然在转染后能形成低拷贝的重组病

毒 ,但仍无复制能力 ,表明 3’NCR 的主要功能是参

与病毒的复制[13 ]。

1 . 2　病毒编码蛋白及其功能

SVDV 的 ORF编码一条由 2185个氨基酸组成

的多聚蛋白 ,经初级裂解产生 P1、P2和 P3 ,P1进一

步裂解产生 4 种结构蛋白 ( V P4、V P2、V P3 和

V P1) ,组成 20 面体对称的病毒衣壳。P2 和 P3 裂

解产生 7 种非结构蛋白 (2A、2B、2C、3A、3B、3C和

3D) ,参与病毒的复制。

1. 2. 1 结构蛋白 :SVDV编码的结构蛋白有 4种 ,即

1A (V P4 ,69aa) 、1B (V P2 ,261aa) 、1C ( V P3 ,238aa)

和 1D (V P1 ,283aa) ,分别由 SVDV 基因组 P1 区的

1A、1B、1C和 1D 区编码 ,是组成 SVDV 粒子衣壳

的基本结构单位 ,SVDV 的抗原表位位于外壳蛋白

V P2、V P3和 V P1上[8 ,14～17 ] ,且 V P1的第 132 位氨

基酸与毒力强弱有关[10 ]。

1. 2. 2 非结构蛋白 : 　SVDV 的 2A 是一种蛋白酶 ,

其可能的功能活性区在 C端附近的 107～119残基
( P GDCGGXL XCXH G) 。2A 蛋白酶的功能主要

有 : (1)多聚蛋白的初级裂解过程中 ,在 1D/ 2A 间切

割 (切割位点是 T/ G) ; (2)它是 SVDV 的一个毒力

决定因子 ,诱导细胞蛋白酶裂解 eIF4 GI ,抑制细胞
(帽依赖) 蛋白质的合成。Kanno 等的研究表明

V P12132 和 2A220 共同决定了 SVDV 的毒力 ,但

2A220是主要的毒力决定因素[10 ] ; (3)激活 IRES的

活性 ,促进 IRES依赖的蛋白质的合成[12 ]。

SVDV 2B和 2C蛋白的功能还不清楚。但从

其他肠病毒的研究结果来看 ,它们与病毒 RNA 的

合成有关。2C可能是一种解旋酶 ( helicase) ,在病

毒的复制过程中参与 RNA链的分离[ 18 ]。

SVDV 3A和 3B的功能还不清楚 ,但研究发现

脊髓灰质炎病毒 ( PV)的 3A 突变可影响 3B (V Pg)

的尿苷化 ,并选择性地抑制病毒正链 RNA 的起始

合成。大量的疏水性 3AB 蛋白在与膜结合的病毒

RNA合成复合体中极有可能是既作锚定 (anchor)

又作 V Pg供体 (donor) [19 ]。3B 蛋白是一个小肽分

子 ,又称 V Pg ,即病毒基因组连接蛋白 ( Viral ge2
nome2linked protein) ,共价结合于 SVDV 基因组 5′

端的 p U 上。在病毒 RNA 复制起始时 ,RNA 聚合

酶 3D使 V Pg尿苷酸化 ,随后尿苷酸化的 V Pg引导

病毒 RNA从 3′Poly (A)处开始复制。V Pg也是一

个包装信号 ,能自身催化连接到新生的正链病毒

RNA上。

和其他的小 RNA病毒一样 ,SVDV 的 3C蛋白

也是一种半胱氨酸蛋白酶 ,催化多聚蛋白前体的大

部分成熟裂解 ,除了 2A 对 P12P2 的裂解和 1AB 自

身裂解外 ,其他所有的裂解过程都是由 3Cpro或其前

体 3CD完成的 ,其切割位点在 Q/ G处。脊髓灰质

炎病毒的 3C还能裂解转录因子 IID的 TA TA结合

蛋白亚基和转录因子 IIIC ,使它们失活 ,从而抑制细

胞 3种 RNA聚合酶的转录活性。

3D蛋白是一种依赖 RNA 模板的 RNA 聚合

酶 ,以 V Pg2p U2p U 为引物催化合成病毒基因组

RNA。

2　SVDV 的衣壳结构和抗原特性

SVDV的衣壳具有小 RNA 病毒衣壳的典型结

构 ,由 60个亚单位或原体构成 ,每个亚单位由 4 个

不同的多肽 (V P1、V P2、V P3 和 V P4)形成 ,这些亚

单位自我组装形成二十面体对称 ( T = 1)结构 ,并包

裹一条单股正链 RNA。

在成熟的病毒粒子中 ,V P1、V P2 和 V P3 (分别

为 33kDa、32kDa和 29kDa)位于表面形成一紧密的

蛋白外壳 ,而 V P4 位于衣壳内 ,与病毒 RNA 相互

作用。V P1、V P2和 V P3呈现三级结构 ,在小 RNA

病毒中高度保守且在八链β桶中形成一疏水中心 ,

这些链按其出现顺序 ,以字母从 B 到 I命名。β桶

由两个四链β片组成 ,即 BID G和 CH EF ,大多数连

接这些链的环 ,即三条多肽的 C末端暴露在衣壳表

面 ,而其 N 端朝里。另外还有两条内部α螺旋 (名

为αA和αB) ,分别位于βD片和βF片之前。

2 . 1　构象依赖型中和表位

抗单克隆抗体突变体 (MAR mutant)普遍用于

鉴定病毒的抗原表位 ,用该方法已鉴定出 SVDV 的

8个中和表位[ 14 ,15 ,17 ] ,其中 6 个表位可分为 3 个主

要抗原位点 ,位点 1 靠近 SVDV 三维模型结构的 5

重轴 ,由 V P1 BC环 87288 位氨基酸残基和 C末端

261位氨基酸残基两个表位构成。位点 2由两个独

立的表位 2a 和 2b组成 ,它们分别位于 V P2 EF环

的 163位和 154位氨基酸残基。位点 3是一个复杂

的位点 ,由 3a和 3b组成 ,其组成表位位于 3个不同

的结构蛋白上 ,其中 3a 包括 V P1 C末端的 272 和

275位氨基酸残基和 V P3 B 结节的 60位氨基酸残
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基。3b包括 V P2 HI环上 233位、V P3 BC环上 73

和 76位以及 V P2 BC环上 70位氨基酸残基。第 7

个表位位于 V P3 C末端 234位 ,是 SVDV特有的中

和位点 ,在其他小 RNA 病毒中未曾见过[15 ]。第 8

个表位包括 V P1 95位和 98 位氨基酸残基 ,是已知

SVDV中和表位中唯一一个与 CVB5 共有的表

位[17 ]。另外 ,利用融合 PCR ( Fusion PCR)技术构

建的嵌合病毒 ( Chimeric virus)也是研究抗原表位

的理想方法[20 ] , Rebel 等 ( 2000) 用该法已鉴定出

SVDV 的两个新抗原表位 ,它们均位于结构蛋白

V P1上 ,其一包括 C末端的 258位和 266位氨基酸

残基 ,其二包括 HI环的 225 位残基。以上 10 个抗

原表位 (表 1)均位于 SVDV 结构蛋白上 ,是构象依

赖型表位[8 ]。

2 . 2　线型表位

尽管构象依赖型非连续表位是 SVDV 的功能

表位 ,但在其他小 RNA病毒中 ,线型表位也参与体

液免疫应答。目前已经用多肽扫描 (pep scan)技术

鉴定了 SVDV的数个线型表位 ,而且用大肠杆菌表

达的重组蛋白 P1能够被 SVDV阳性血清识别且能

诱导产生 SVDV 特异的细胞和体液免疫反应[21 ]。

J imenez2Clavero 等 (2000)用感染 SVDV 的猪血清

与合成肽反应后发现 ,在 SVDV 的结构蛋白上至少

有 7个抗原区 (表 1) 。计算机三维模型分析表明 ,

只有 4区和 7区位于衣壳表面 ,其他抗原区均位于

衣壳内。只有 4区与中和位点 3a重叠[16 ]。Borrego

等用大肠杆菌表达的重组蛋白 P1 的单抗揭示了 5

个线型抗原区 ,其中 V P3 N末端和 V P1 51260位残

基位于衣壳内 ,而且这两个抗原区在 SVDV 和 CV2
B5间保守。而其他三个抗原区 ,即 V P2 1422161、

V P3 61270和 V P1 C末端位于衣壳外表面 ,并且具

有抗原易变性。SVDV 阳性血清不能阻断单抗与

相关表位的结合 ,这 5 个抗原区不参与病毒感染的

中和作用 ,这提示线型表位的免疫原性弱[22 ]。
表 1 SVDV的主要抗原表位

Table 1　Major antigenic sites identified in the cap sid of SVDV

St rategy Name Protein Amino acid St ructure location Reported by

MAR mutant s Site 1 VP1 87 ,88 βB2βC loop Kanno et al ,1995 ;

Site 2a VP2 163 βE2βF puff Nijhar et al ,1999

Site 2b VP2 154 βE2βF puff

Site 3a VP1 272 ,275 C2terminus

VP3 60 βB knob

Site 3b VP2 70 βB2βC loop

VP2 233 βH2βI loop

VP3 73 ,76 βB2βC loop

ND VP1 261 C2terminus

ND VP3 234 C2terminus

ND VP1 95 ,98 N2terminus Borrego et al ,2002

Chimeric virus ND VP1 258 ,266 C2terminus Rebel et al ,2000

ND VP1 225 βH2βI loop

Pepscan Region 1 Vp2 42261 N2terminus Jiménez2Clavero et al , 2000

Region 2 VP2 822121 αA2βD and part of

βD2βE loop

Region 3 Vp3 1240 N2terminus

Region 4 VP3 51270 vB knob

Region 5 VP3 912120 αA2βD
Region 6 VP1 1240 N2terminus

Region 7 VP1 2012220 βG22βH loop

3　病毒受体和细胞内化

普遍认为 ,包括作为 CVB5亚种的 SVDV 在内

的所有 B组柯萨奇病毒 ( CVB126)利用共同的表面

分子 % %柯萨奇病毒 - 腺病毒受体 (CA R) ,作为宿

主细胞受体 ,Martino 等的研究进一步证实了这一

观点[ 23 ]。CAR 是一 46kDa 的跨膜糖蛋白 ,具有两

个细胞外免疫球蛋白样结构域 ,它也是腺病毒纤维

蛋白的黏附分子[24 ]。Martino 等研究表明 ,持续表

达 CAR的细胞系对 SVDV 参考毒株、临床分离株

和所有其他柯萨奇 B 组病毒易感 ,而不表达 CA R

的细胞系对这些病毒不易感。而且 ,若对柯萨奇 B

组病毒和 SVDV 不易感的细胞系转染表达 CA R

时 ,该细胞系对这些病毒变得易感了。而该研究中

的对照 (病毒包括柯萨奇 A9 和艾柯病毒 9)不感染

任何细胞系 (无论表达 CAR 与否) 。另外 ,某些 B
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组柯萨奇病毒株以衰变加速因子 (DA F , CD55)作

为共受体 ,DA F是一 70kDa 蛋白 ,参与补体的同源

裂解。在 Hela细胞中 ,CA R单抗可降低 SVDV 噬

斑形成约 75 % ,在同样的细胞系中抗 DA F 单抗可

达同样的结果 ,这表明 CAR 和 DA F 均可作为

SVDV的受体[ 23 ]。

硫酸粘多糖 ( GA Gs)尤其是乙酰肝素糖原在许

多病毒与细胞间的相互作用中起作用。通常 ,结合

有硫酸乙酰肝素 ( HS)的病毒易于吸附到细胞上并

与细胞受体结合[25 ] , Escribano2romero 等用亲合色

谱法比较分析了包括肝素和硫酸乙酰肝素在内的几

种粘多糖 ( GA Gs)结合 SVDV 的能力 ,用可溶性硫

酸乙酰肝素、肝素和硫酸软骨素 B (CS2B)处理病毒

或用酶消化细胞表面的 GA Gs均可抑制 SVDV 对

IB2RS22细胞的感染 ,对感染过程的分析表明 ,

SVDV利用 HS结合到细胞表面 ,该作用发生在病

毒内化前的吸附过程。通过对体外筛选的对肝素抑

制作用不敏感的变异株的序列分析 ,提示有两个氨

基酸残基 (A2135V 和 I1266 K)参与肝素/硫酸乙酰

肝素的作用。在三维结构模型中 ,这些残基集中在

衣壳外露区。以上研究提示 ,SVDV 和细胞 GA Gs

的结合介导病毒 - 细胞相互作用的早期阶段 ,有利

于其受体 (如 CA R等)随后的识别[26 ]。

SVDV进入细胞的机理尚未完全弄清 ,和其他

小 RNA病毒一样 ,病毒受体分子的存在是病毒入

侵细胞的先决条件 ,在病毒的感染过程中起着重要

的作用。SVDV与其受体相互作用时 ,其衣壳发生

一系列构象改变 ,V P1 N末端外露 ,V P4丢失 ,这些

改变导致其结构和抗原性改变 ,变为 A 粒子。A 粒

子是感染早期病毒在细胞内最丰富的形式 ,似乎是

小 RNA病毒脱衣壳和将 RNA 释放入胞浆的必需

阶段 ,但其发生的方式仍然不祥。
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