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摘要 本文对禽传染性支气管炎病毒 (I Bv) 纤突蛋白的形态
、

结构
、

免疫学活性
、

血凝活性
、

与

病毒血清型的关系
,

尤其是其分子生物学研究的新近进展进行了综述
,

以期对BI V基因工程疫苗

的制备及疾病的快速诊断和防治打下基础
.
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禽传染性支气管炎病毒 (I B V )是一种冠状病毒
,

蛋白结构成分主要有 3 种 : 核衣壳蛋

白 (N )
、

膜蛋白 (M )和纤突蛋白 s( )
.

N 蛋 白的分子量约为 50 k D
,

M 蛋白的分子量约为 30

kD ,S 蛋白是一种由
.

5 1和 S:
组成的寡聚蛋 白

,

5 . 和 S : 均为糖多肚
,

其分子量分别 为 90 k D

和 8 4 k D
,

而用酶移去寡糖后的 S , 和 S :
的分子量则分别为 “ k D和 6 1 k D

。

I B 呈世界性广泛流行
,

目前仍难控制
,

免疫接种 的失败往往是 由于疫苗株与流行野毒

株血清型的不同
,

或是有 重组的新的 BI V 毒株的出现
.

近年来
,

对不同病毒血清型 的研究

结果表明
,

病毒纤突表现出较强的型特异性
,

并可能在刺激机体产生保护性免疫力中起着决

定性 的作用
。

因此
,

国内外对 I B V 的研究重点也落在其纤突蛋 白
、

基 因上
。

本文就这方面

的研究状况综述如下
:

1 纤突蛋白的形态结构

D a vi es 等 ( 1 9 7 9) 用磷钨酸负染电镜观察
,

发现 I B V 纤突在病毒子囊 膜表 面
,

呈外观均

匀的特征性柞状突起
,

长度约为 20 n m
、

C va
a an g h( l 9 8 3) 用非离 子去 污 剂2% N P 40 对病

毒进行裂解
,

结合蔗糖密度梯度离心提纯了 S 蛋白
,

经透析
、

冻干
、

浓缩后
,

在 电镜下观察
,

发

现 S 蛋 白聚集在一起形成特征 性 的玫 瑰 花样结 构
,

测得 S 蛋 白分子量 为 3 54( 士 17 ) k D
,

经 S D S 一 聚丙烯酞胺凝胶电泳发现 S 蛋 白是 由等摩尔分子 的 5 1
( 190 kD ) 和 5 2

(84 k D ) 2

部分组成
.

关于 S 蛋白组成的结构模式
,

尽管说法不太一致
,

但大多数学者认为 S 蛋 白是由糖蛋白

S , 和 S:
各两个拷贝组成

,

以寡 聚体形式存在
.

5 . 是通过 S : 而连接到膜上的
,

5 1 和膜有很少

或几乎没有连接
.

5 1 为形成 S 球状末端突起的主要成份
。

S : 在 S 蛋白 C 端
,

占 S 蛋白的一

半
,

有一个穿膜锚和组成 S 蛋白茎的两个
“ 一 螺旋结构

.

纤突中 S : 和 S : 连接非 常弱
,

是通

过肤键之间的二硫键来连接的
.

2 纤突蛋白的免疫学活性

aC 珊
n a g h( 198 4) 分离提纯了 BI v 的 S

、

M
、

N 蛋 白
,

并免疫鸡制取相应的抗血清
。

发现
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只有 S 蛋白才能产生中和抗体
,

而 M 蛋白和 N 蛋白均不能刺激机体产生 中和及血凝抑 制

抗体
.

5 蛋白由 S , 和 S: 组成的
.

M o ck et t ( 1 9 8 4 )用 富含 S 蛋 白的 IB V 一 M
4 .
制备物免疫

B al b C/ 小鼠
,

继而用免疫鼠的脾脏细胞和骨髓瘤细胞系 C P S 一 N SI 一
gA 4 一 1融合

,

成功地

建立了 4 株分泌抗 BI V 一 M
4 . 的特异性抗体的杂交瘤细胞株

,

其 中 2 株具有血凝抑制和 中

和活性
,

且只能和 S ,
反应

,

而不和 5 2反应
.

似乎 S 中仅 5 1
才能刺激机体产生中和及血凝抑

制抗体
。

C va
a n ag h( 198 6 a) 用 6 mo l压 尿素处理提纯的 BI V

,

再 蔗糖密度 梯度 离 心 制 得

s , 和缺乏 5 1 的 BI v
,

用 IB v 完整病毒
、

5 1蛋 白
、

缺乏 s ; 的 I B v 分别免疫鸡群
,

并在一定时

间内攻毒
,

发现完整 BI v 和 5 .
蛋 白均能使免疫鸡群产生高滴度中和及血凝抑制抗体

,

而缺

乏 s , 的 I B v 不能产生中和及血凝抑制抗体
.

完整病毒免疫鸡群有一部分鸡在攻毒时得到保

护
。

因此
,

确证了只有 S ,
才能诱导产生 中和抗体和血凝抑制抗体

,

并继而使机体得 以保

护
.

但这并未完全排除 S :
的诱导机体产生中和抗体和血凝抑制抗 体的可能性

.

一些学者

认为尿素处理病毒
,

可能导致 S : 的构象发生改变 : 一方面是移去 S : ,

另一方面是尿 素对 5 2

的变性效应
.

3 纤突蛋白的血凝活性

aC va an gh ( 198 6b ) 发现缺乏 S :
的 BI V 不再具有传染性

,

也不能引起血凝反应 ; 然而缺

乏 5 1
的放射性标记的 BI V 仍可吸附到红细胞和小鸡 肾细胞

,

其吸附细胞的程度与完整病毒

相差无几 ;用磷脂酶 C 处理 BI V
,

能引起血凝
,

但并不能增加 BI V 吸附到红细胞上的数目
,

从

而揭示了缺乏 S ,
的病毒吸附到细胞与完整病毒吸附到细胞上的机制差异

.

即缺乏 S : 的病

毒是通过 5 2的锚的作用
,

而完整病毒还有 S : 与细胞表面的受体结合的途径来吸附到细胞

上
。

没有 S : 的病毒虽能吸附到细胞上
,

但已不具备传染性
,

因为缺乏 5 . 的病毒不再具有同

细胞膜融合的能力
,

而融合的目的主要是释放其病毒的 R N A
,

故导致了传染力 的丧失
。

从

而也证实了 st u r刃。 a n 等 ( 19 83) 所提 出的纤突蛋 白是膜融合所必需 的重要组分这一结论
。

但 S : 在膜融合中的作用还不太清楚
.

4 纤突蛋白与病毒血清型

病毒血清型是 由病毒与抗体作用的特异性来确定的
.

早 已证实 m V 存在有很多的血

清型
,

但许多学者采用不同的方法对 BI V 血清型进行研究并加以比较得出不同的结论
。

随

着 I B V 分子生物学研究的深人
,

纤突在病毒血清型中的作用已越来越引起人们的兴趣
.

iB n sn

(一9 5 6 ) 通过基因工程技术
,

分别完成 T 编码 I B v 一 M 一, 、 IB v 一 B ca u d e t t e
、

I B V 一 6 /8 2 株纤 突

蛋白的核昔酸序列测定并确定了相应 的氨基酸序列
.

发现马萨诸塞 (M )血清型的 M
4 1 和

B e a u d et et 的氨基酸序列有显著的相似性
,

在 1 162 个氨基酸中只有 4 4 个氨基酸不同 (其中 2 6

个存在于 S ,
多肤中 )

,

二者差异程度仅为 3
.

7% ; 新分离株 6 /82 的纤突蛋 白氨基 酸顺序与

B ca u de tt e 的不同
,

差异程度为 1 3
.

8%
.

这一纤突分子生物学的研究结果 与其它一 些常规

方法的结果基本相同
,

前者则更大大地前进了一步
,

但在差异序列的氨基酸中
,

究竟哪几种是

定 I B V 血清型的关键
,

目前有用 M a b 来确定这些区域的研究
,

但结果不成完备体系
。

5 纤突蛋白基因的研究概况

IB V 基因组为 + s s R N A
,

5
’

端有帽子结构
,

3
’

端有聚 (A )尾
。

B o u sr n e l l等 ( 19 8 7 )测定 了

BI v 的基因全序列
,

共有 2 7 6O8b (P 包括聚 A 尾 )
,

比目前所 知的任何稳定 的 R N A 病毒要

大得多 ;其转录出一套共 6 个 m R N A
,

都具有同一的 3
’

端和相 同的 65 个核昔 酸的 5
’

端先
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导序列
,

自长至短顺序命名 为 m R N A , 、

m R N A : 、

… … m R N A 6 ,

长 的 n 1R N A 比下一个

m R N A 多出的 5
’

端编码一种蛋白
。

所以
,

国际病毒分类委员会脊椎 动物病毒分会冠状病

毒研究小组 C a v a n a g h 等 ( 19 9 0 )确立 I B v 基 因组 的序列为 l 一 s ( S
, 一 5 2) 一 3一 M 一 5一 N

.

K us et sr ( 19 87) 用 R N A T : 酶指纹 图表 明
,

荷兰毒株可分为二簇
:
第一簇包括 H弘 H ,2n, D 387,

v , 2 59 ,

v 13 8 5 ,

v , 3 9 7 ,

估计序列同源性为 9 9 0,0 ;第二簇包括 D ,
,

D Z、 ,

D Z , 2, D l .
,

D , 12: ,

D 3: %
,

序列同

源性为 9 5% ;M
引 不属于上二簇

。

B i n n s
( 19 8 5) 确定 了 B e a u d e t t e 株 S 蛋 白的基因序列

,

有 3 5 5 4碱基
。

C a v a n a g h ( 1 9 8 6 )

报道M as s
株在 5 19/ 52 0氨基 酸位 点 S蛋 白断裂 成 2个 糖蛋 白 5 1、 5 2 ,

但也有 报道 在 53 5一

5 4 5处断裂的
。

K u s t e r s ( 19 8 9 b ) 报道 5 1的 5 4 5 氨基酸中
,

仅 2 4 3 个保守
,

大多数的病毒血清

型决定点 (即有变异处 )位于头 300 个氨基酸中 ;且用 R N as eT
. 指印迹反应发现有 由于基 因

重组而形成的一些新的病毒株
。

K w o n ( 19 9 3 )用 p C R 技术获取了包含有 5 1
序列 的 1 1 个病毒血清型的 1 7 00 b p 序列

,

用限制性酶切片段长度多形型 (R F L )P 来检测
,

用酶 H ae lll
,

可将 H ol et
,

iA k a sn as D IP
,

S E

17
,

M d 2 7
,

I o w a 9 7 与其它 I B V 区分出来 : B e a u d e t t e
,

M a s s a hc us e t st 4 1
,

C o n n e c t i e u t
,

F lo r id a

8 8 虽有相同 的 H a e 111 R F L P 型
,

但可用 X e m l 和 B s t Y I 来 区分 : 而 G r a y 和 JM K 用 2 3

种限制性 内切酶都不能区分
。

用 P C R 和 R F L P 分析的结果与用中和试验得出的传统的病

毒血清型结果一致
。

王林川等 ( 19 94 a) 对用于肾变型 BI 防疫的广东地方株 D 4 , 的 S , 基因的 P C R 产物用 H ae

111 酶切
,

发现其结果与 M
4 1 的一致

,

与美国的标准肾变株 G ar y 不一致
,

这似乎表明国内流

行的 I B V 已有变异
,

且毒株的变异还可导致临床病型的改变
。

6 纤突蛋白与 I B V 基因工程疫苗

对于 I B 的控制
,

目前仍是使用弱毒疫苗或灭活疫苗
,

虽有一定效果
,

但因血清型有 不同

和重组毒株的出现
,

使得 BI 仍有发生
,

有时还相当严重
.

从上面的叙述可知
,

BI V 的纤突蛋

白在刺激机体产生保护性免疫反应中起着关键的作用
,

并且知道了编码病毒纤突的基因序

列
,

因此
,

制备安全
、

高效的基因工程疫苗已成为可能
。

T o inl ey 等 ( 198 7) 用 BI V B aeu d et et

株纤突蛋白基因和痘苗病毒 W R 株重组
,

得到了能感染细胞产生含有 5 1和 S :
亚基的糖基

化的 180 k D 多肤前体的重组病毒 ;此多肤免疫小 鼠产生 的抗体
,

E LI S A 检测为针 对 BI V

纤突抗原
,

能中和 I B V 对培养的支气管纤毛细胞的感染
.

7 结束语

BI V 分子生物学研究国内现才略有报道
,

国外 80 年代初就已开始
,

至今已取得了较丰

富的资料
,

且有突破性进展
,

这对指导国内的理论研究和生产实践有意义
。

我国鸡的年饲养

量在 6 亿只以上
,

BI V 究竟有哪几种血清型在流行
,

变异株情况如何
,

这些工作还不全面 ;常

规的检测方法需时很长
,

无法适应实际工作需要
.

对纤 突蛋 白基因进行 P C R 及 R F L P 实

验
,

既敏感准确又简单快速 (2 一 3 天即可 )
,

既可诊断又可定型
,

无疑为 BI 的诊断防治开辟了新

的前景
.

华南 农 业大 学动物 医学 系 已 组织 了力量就此深人研 究
,

王林川等 ( 1 9 9 4 a) 用

R T 一 P C R 技术已取得了 I B V 一 M
引 及广东地方毒株 D 4 , 的 S ,

基因片段
,

并正着手其 R F L P

分析及将之导人昆虫多角体病毒进行表达的工作
,

希望对本领域的研究有所推进
.
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, a n d g e n e s o f

e o r o n a v i r u s e s
.

V i r o l o g y
,

17 6 : 3 0 6一 3 0 7

D a v i e s H A
,

M a e n a u g h t o n
M R

.

19 7 9
.

C o m P a r i s o n o f t h e m o r P h o l o g y o f t h r e e

e o r o n a v i r u s e s
.

A r e h V i r o l
,

59 : 2 5一 3 3

K u s t e r s J G
,

N i e s t e r s H G M
,

B l e u m i n k P l u y m N M C
, e t a l

.

19 8 7
.

M o le e u l a r

e P i d e m i o l o g y o f i n fe e t i o u s b r o n e h i t i s v i r u s i n t h e N e t h e r l a n d s
.

J g e n V i r o l
,

6 8 :

3 4 3 ~ 35 2

K u s t e r s J G
,

N i e s t e r s H G M
,

L e n s t r a J A
, e t a l

.

19 8 9
.

P h y l o g e n y o f an t i g e n i e va r i a n t s o f

a v i a n co r o n a v i r u s I B V
.

V i r o l o g y
,

16 9 : 2 17 ~ 2 2 1

K w o n H M
,

J a e k w o o d M W
,

J e l b J J r
.

19 9 3 D i ffe
r e n t i a t i o n o f i n fe e t i o u s b r o n e h i t is v i r u s

s e r o t y P e s u s in g P o l yme
r a s e hc a i n r e a e t i o n a n d r e s t r i e t io n f r a g m e n t l e n g t h

P o l y m o r P h is m a n a l y s i s
.

A v i a n D is
,

3 7 : 19 4一 2 0 2
.

M o e k e t t A P A
,

C a v a a n a g h D
,

B r o w n T D K
.

19 8 4
.

M
o n o e l o n a l a n t i b o d i e s t o t h e s -

s P i k e a n d m e m b r o n e P r o t e i n s o f a v i a n i n fe e t i o u s b r o n e il i t i s e o r o n a v i r u s s t r a i n

M
a s s a e h u s e t t s M一 J G e n V i r o l

,

6 5 : 2 2 8 1一 2 2 8 6

S t u r

am
n L S

,

H o l m e s K V
.

19 8 3
.

T h e m o l e e u l a r b i o l o g y o f c o r o n a v i r u s e s
.

A d y V i r u s R e s
.

2 8 : 3 5一 1 12
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T o m l ey F M
,

M
o e k e t t A P A

,

B o u r s n e l l M E G
, e t a l

.

19 8 7
.

E x P r e s s i o n o f t h e I n fe e t i o u s

b r o n e h i t i s v i r u s P r o t e i n b y r e e o m bi n a n t v a e e i n i a v i r us a n d i n d u e t i o n o f

n e u t r a li z i n g a n t i b o d i e s i n v a e e i n a t e d m i e e
.

J g e n V i r o l
,

6 8 : 2 2 9 1一 2 29 8

A D V A N C E S IN R E S E A R C H O N T H E P E P L O M E R P R O T IE N

O F T H E A V IA N IN F E C T I O U S B R O N C H I T I S V I R U S

W a n g L i n e h u a n

(D e P t
.

o f VC t e r i n a r y M e d i e i n e ,

S o u t h

L i u F u a n

C h i n a A g r
.

U n i v
. ,

G u a n g z h o u ,

5 10 6 4 2 )

A b s t r a e t

T h i s P a P e r 15 a r e v i e w a rt i c l e o u t l i n i n g t h e P r es e n t s t a t e o f esr
e a r e h o n t h e a v i a n

i n ft ` t l o us bor n ch i t i s v i r us P e P l o me
r P r o t e i n

,
e m P h a s i五n g t h e

mo l e c u l a r b i o l o g y a s P e e t
.

T h e d i ffe
r e n t t o P i c s d e s e r ib e d a r e a s fo l l o w : 1

.

M o r P h o fo g y
.

2
.

I n u n u n o l o g y
.

3
.

H a e m a g g l u t i n a t i o n a e t i v i t y
.

4
.

R e l a t i o n s h i P t o v i r u s s e r o t y P i n g
.

5
.

N u e l e o t i d e

e o m P o s i t i o n
.

T h e a i m a n d o b j e e t i v e o f t h i s w o r k 15 t o P r o v i d e n e w P e r s P e e t i v e

i n g e n e t i e a l l y 一 e n g i n e e r e d v e t e r i n a r y v a e e i n e a n d r a P id d i a g n o s t i e t e e h n i q u e s
.

K e y w o r d s a v i a n i n fe e t i o u s b r o n e h i t i s v i r u s ; P e P l o m e r P r o t e in ; m o l e e u l a r

b i o l o g y


