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传染性囊病病毒 VP5及非编码区基因的序列分析
马保华 ,曹永长 ,吕英姿 ,陈　峰 ,毕英佐

(华南农业大学动物科学系基因工程实验室 , 广东 广州 510642)

摘要:以反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)方法从传染性囊病病毒(IBDV)CJ801、LX、HK46 基因组中扩增出 VP5 及 5'

端非编码区基因序列 ,然后克隆到质粒 pBssk中 , 用于序列测定和分析.报道了 IBDV CJ801、LX毒株的 VP5 及 5' 端

非编码区基因序列.结果表明:IBDV VP5 及 5' 端非编码区基因序列是高度保守的.一般毒株 VP5 由 145 个氨基酸

组成 ,只有 1 个亲水区.vvIBDV、变异株 VP5 由 149个氨基酸组成 , 有 2个亲水区 ,这可能与毒力变化有关.
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　　传染性囊病(infectious bursal disease , IBD)是由

传染性囊病病毒(infectious bursal disease virus , IBDV)

引起的一种急性 、高度接触性传染病[ 1] .IBDV 属禽

双 RNA病毒科(Birnaviridae)双 RNA 病毒属(Avibir-

navirus),其基因组由 2个双链 RNA(dsRNA)片断组

成 ,分别称为 A 片断和 B 片断.A 片断长约 3 300

bp ,编码 VP2 、VP3 、VP4及 VP5 , 其中 VP2和 VP3 是

IBDV的主要结构蛋白[ 1] ,VP5是一个非结构蛋白[ 2] .

B片断长约为 2 900 bp ,编码 VP1.近年来 ,变异株和

超强毒株的出现使本病出现了新的流行特点.变异

株和超强毒株可突破标准株的母源抗体的保护 ,给

IBD的防治带来了困难 ,因此 IBDV 毒力增强的原因

成为学者们研究 IBDV 的新课题.学者们对许多毒

株VP2基因及序列进行深入的研究 ,但目前的研究

均不能说明病毒毒力变化的原理.随着研究的深入 ,

需要了解 IBDV完整的遗传信息 ,包括VP5及5'端非

编码区基因序列.本研究以反转录-聚合酶链反应

(RT-PCR)方法从传染性囊病病毒中扩增出 VP5 及

5'端非编码区基因序列 ,然后克隆到质粒 pBssk 中 ,

用于序列测定和分析.本研究报道了 IBDV CJ801 、

LX毒株的 VP5及 5' 端非编码区基因序列 ,旨在探讨

IBDV毒力变化的分子基础 ,为 IBDV 毒力变异机理

的研究提供基础.

1　材料与方法

1.1　毒株来源

　　IBDV HK46为华南农业大学动物科学系家禽研

究室分离保存的病毒株.IBDV CJ801 、LX 毒株分别

由北京市农林科学院畜牧兽医研究所周蛟研究员 、

刘爵博士惠赠.

1.2　病毒增殖 、分离及提取纯化

　　参照文献[ 4～ 6]的方法进行.

1.3　引物设计

　　参照已发表的 IBDV A片段序列[ 3～ 5]设计引物A5 、

PII.A5位于 IBDV A片段1 ～ 32位核苷酸位置 ,在 5'端

加上 EcoR I 位点 ,序列为:ATGAATTCAGGATACGATCG-

GTCTGACCCCGGGGGAGTCA .PⅡ位于 IBDV A片段 511

～ 534位核苷酸位置 ,在 5' 端加上Kpn I 位点 ,序列为:

TTGGTACCGTCAGTTCACTCAGGCTTCCTTGG.

1.4　反转录-聚合酶链反应(RT-PCR)

　　参照文献[ 4～ 6]的方法进行.

1.5　基因克隆

　　PCR产物经 EcoR I及 Kpn I 双酶切.质粒 pBssk

经 EcoR I 及 Kpn I双酶切 ,同时用 CIAP 去磷酸化.

使用 T4 DNA连接酶连接 PCR产物和质粒 pBssk ,采

用CaCl2 的方法转化 E.coli XL-1 Blue受体菌 ,然后

于含氨苄青霉素的培养基上培养 ,获得多个阳性菌

落.取阳性菌落 ,使用PCR检测 、酶切分析和DNA序

列测定进行鉴定.

1.6　序列测定和分析

　　取多个阳性菌落进行小规模培养 ,抽提质粒送

往宝生物工程(大连)公司测定序列.确定核酸序列

后 ,采用GenBank的 BLAST 程序 ,检索与之最相近的

核酸序列.由核酸序列推出蛋白质序列 ,用Tfasta程
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序检索与之最相似的蛋白质序列.将与 HK46 、LX 、

CJ801 VP5 序列最相似的 IBDV 有关序列用 Pileup

(Genetics Computer Group , GCG ,Wisconsin , USA)程序

进行比较 ,确定不同毒株的亲源关系.

2　结果

2.1　病毒基因组 dsRNA的纯化与 RT-PCR产物的

检测

　　IBDV经 40 g/L 的蔗糖介质超速离心 ,蛋白酶 K

消化 ,酚/氯仿/异戊醇抽提 ,乙醇沉淀等操作后 ,获

得的 dsRNA经电泳检测 ,分别为 3.3 kb和 2.9 kb ,与

已报道的相吻合
[ 1]
.RT-PCR产物在 10 g/L 琼脂糖

凝胶电泳 ,检测到一条约 500 bp 的 DNA带 ,与预期

大小一致.

2.2　PCR产物的克隆与鉴定

　　将PCR产物双酶切后 ,插入pBssk质粒的 EcoR I

和KpnI位点.采用 CaCl2 的方法转化 E .coli XL-1

Blue受体菌 ,再将转化菌培养于含氨苄青霉素的培

养基上 ,获得多个阳性菌落.以 PII和 A5为引物 ,用

PCR对阳性克隆进行筛选 ,从所有阳性克隆中都能
扩增到约 500 bp的DNA片段.从小规模培养的VP5-

pBssk阳性克隆中抽提质粒 DNA ,用 EcoR I和 Kpn I

双酶切 ,获得 2条 DNA 片段 ,长度分别为 2.9 kb 和

500 bp左右 ,分别与质粒及 VP5基因和非编码区基

因大小一致.

2.3　IBDV VP5及非编码区 cDNA的核酸序列

　　测定的 3个毒株的相关序列如图 1.用 Blast程

序对 CJ801 、LX 、HK46 的 5' 端非编码区及 VP5cDNA

序列进行检索 ,发现该3个毒株与GenBank中已发表

的 IBDV相应序列比较 ,同源性在 94.7%以上.

3　讨论

3.1　IBDV血清 I 型毒株的同源性非常高 ,主要变化

发生于 VP2 的高变区 ,其他部分的变化较小[ 6] .本

文根据已发表
[ 3]
的 IBDV血清 I 型毒株序列设计引

物 ,成功地扩增了相应片断 ,报道了 CJ801 、LX VP5

及5' 端非编码区序列及推导的氨基酸序列 ,说明

CJ801 、LX该部分核苷酸序列与其他 IBDV毒株之间

的差异非常小 ,序列分析的结果也证实了这一点.
3.2　Muller 等[ 7] 发现 ,高度致弱的 Cu1M 株与其野

毒株 Cu1株相比 ,有 2个点突变位于 5' 端非编码区 ,

提示非编码区的突变可能会影响病毒的毒力.

Schroder等
[ 8]
将 IBDV血清 I型毒株 A片段 2段非编

码区与 II型毒株相应位置互换 ,构建了一个重组病

毒.通过细胞培养和接种易感鸡来鉴定重组病毒;发

现重组病毒可在细胞中繁殖 ,可导致易感鸡法氏囊

细胞的轻微减少.他们认为 , IBDV非编码区与血清 I

型毒株或II型毒株的致病性无关 .本研究发现 , 5'

图 1　IBDV标准 I 型株 CJ801 、超强毒株 HK46和 LX的

VP5(97 ～ 534)及 5' 端非编码区(1 ～ 130)cDNA序列

　Fig.1　Nucleotide sequences of 5' end non-coding region(1～

130)and VP5(97～ 534)cDNA of infectious bursal dis-

ease virus classical type 1 strain CJ801 , very virulent

strain HK46 and LX

端非编码区是高度保守的 ,尤其是 5' 端 32 个碱基 ,

基本未发生任何变化 ,这与 Mundt等[ 3]的结论一致.

既然不同毒株的 32 bp都是一样的 ,而不同毒株的毒

力或多或少存在差异 ,说明虽然 A和 B片断 5' 末端

开头 32 bp包含了 IBDV的主要启动元件 ,与 IBDV基

因组复制和表达有关[ 9] ,但这 32 bp可能与病毒的致

病性无关 ,这在一定程度上支持了 Schroder等
[ 8]
的结

论.
3.3　VP5是 A片段的第二个小开放阅读框架(open

reading frame , ORF)(ORF-A2)编码的非结构蛋白(NS

蛋白)[ 2] ;VP5不存在于病毒粒子中 ,只在 IBDV感染

的细胞或鸡法氏囊中检测到[ 10] .VP5的功能尚不清

楚.研究表明 ,VP5不参与培养细胞中 IBDV的复制

过程[ 11] .IBDV 的 VP5 蛋白是强碱性的 , 富含胱氨

酸 ,在所有血清 Ⅰ型 IBDV株中是高度保守的(一致

性超过 95%).而血清 Ⅱ型 IBDV NS 蛋白序列一致

性为 73%[ 12] .本研究发现 ,不同血清 I型毒株 VP5

cDNA差异在 97.3%至 100%之间 ,这与 Yao等[ 12]的
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结论相符.

将不同类型毒株进行比较分析 ,发现各毒株VP5

氨基酸的差异在 5至 8个之间.分析中发现:一般毒

株VP5 只有 1 个亲水区;而超强毒株 HK46 、LX 、
UK661及变异株 GLS 有 2 个亲水区 ,这是由于 VP5

氨基酸数较多 ,比其他毒株多 4个氨基酸.这几个氨

基酸形成 1个亲水区 ,使所在区域的亲水性增加 ,疏

水性降低 ,这些变化引起抗原型的变化 ,导致抗原决
定簇空间结构发生细微变化 ,可使病毒的毒力改变.
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Sequence Analysis of cDNA of the Gene Coding for VP5 and

Noncoding Regions of Infectious Bursal Disease Virus

MA Bao-hua , CAO Yong-chang , Lǜ Ying-zi , CHEN Feng , BI Ying-zuo
(Dept.of Animal Science , South China Agric.Univ., Guangzhou 510642 , China)

Abstract:A cDNA fragment coding for VP5 and noncoding regions of three strains of IBDV were amplified by reverse

transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)from the genomic dsRNA of CJ801 , LX , HK46 respectively.The am-
plified cDNAs of three strains were cloned into the plasmid pBssk to generate recombinant plasmids , and to be used for

sequencing.This experiment is the report about the sequence of VP5 and noncoding regions of CJ801 and LX.The VP5

of most strains consist of 145 AA and has only one hydrophilic region , whereas the VP5 of vvIBDV and variant strains

consist of 149 AA and has two hydrophilic regions , which may contribute to virulence variation.

Key words:infectious bursal disease virus;VP5;5' end noncoding region sequence;sequence analysis

【责任编辑　柴　焰】

66　　 华　南　农　业　大　学　学　报 第 22 卷


