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IBD V超强毒株和弱毒株 V P2基因同义
密码子使用偏爱性研究
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[摘　要 ]　应用 RT2PCR方法扩增并克隆了分离自河南省的 30株 IBDV超强毒和 9株弱毒株 V P2基因 cDNA

序列 ,研究 IBDV超强毒和弱毒株的 V P2高变区基因不同位点同义密码子的使用情况。结果表明 ,超强毒株和弱毒

株除特定位点的特征性氨基酸不同外 ,在同义密码子的使用上也有明显的偏爱性。这预示着同义密码子的使用与

V P2基因表达及其表达产物的空间结构有关 ,进而可能影响到 IBDV的毒力。
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Abstract : The V P2 gene cDNA of 30 very virulent IBDV isolates and 9 at tenuated IBDV isolates t hat

were cloned and amplified by R T2PCR in He’nan province were compared. Synonymous codon usage in

V P2 high variable region gene was st udied. The result s showed t hat many amino acids in synonymous co2
don usage had obvious p reference besides t he difference of t he feature amino acids of very virulent IBDV

and at tenuated IBDV st rains. This indicated t hat t here was certain relation between the synonymous codon

usage ,V P2 gene expression and t he space st ruct ure of it s expression product ,which may influence t he viru2
lence of IBDV.
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　　传染性法氏囊病 ( Infectious Bursal Disease ,

IBD)是由传染性法氏囊病毒 ( Infectious Bursal Dis2
ease Virus , IBDV)引起的一种急性、高度接触性传

染病。IBDV 主要影响法氏囊内 B 淋巴细胞的分

化 ,导致不同程度的免疫抑制 ,从而使鸡对其他病毒

及细菌的易感性增加 ,导致 3～6 周龄雏鸡发病死

亡。IBDV属双链双节段 RNA 病毒 ,主要由 V P1、

V P2、V P3和 V P4 4 种结构蛋白组成 ,并分别由相

应的基因所编码。其中 ,V P2 不仅是病毒的主要结

构蛋白 ,还是病毒的主要宿主保护性抗原 ,其含有能

诱导中和抗体的抗原决定簇 ,与病毒的抗原漂移、毒

力变异、中和抗体的诱导和细胞调亡有关[122 ]。不同
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IBDV毒株基因的变异主要发生在 V P2区域 , V P2

蛋白第 206～350位氨基酸残基之间的区域为高度

可变区 ,包含 2 个重要的亲水区和 1 个七肽区。其

中 ,212～224位氨基酸残基为第一亲水区 ,此区氨

基酸的变异直接影响病毒的抗原决定簇与稳定性 ;

314～324位氨基酸残基为第二亲水区 ,中和抗原表

位即位于该区 ,其氨基酸的变异直接影响病毒与单

克隆抗体的结合 ,这也可能是变异株避开血清Ⅰ型

疫苗免疫作用的根本原因。紧接在第二亲水区后的

结构是七肽区 ,由七个氨基酸残基组成 ,位于第

326～332位氨基酸残基。七肽区氨基酸的变化可

导致 IBDV毒力改变 ,但也有不同的看法[324 ]。目前

普遍认为 ,蛋白质的一级结构决定其高级结构与功

能。最近研究表明 ,基因同义密码子的使用与基因

表达产物的生理功能有密切关系[526 ]。在蛋白质的

合成过程中 ,由于密码子与反密码子特性以及细胞

环境的不同 ,同义密码子翻译为氨基酸的过程差异

显著 ,这些差异会影响到新生肽链折叠的动力学过

程 ,进而影响到蛋白质的空间结构 ,并最终影响到蛋

白质的性质和功能。

V P2蛋白高变区氨基酸的变化会影响 IBDV的

毒力和抗原性。但 V P2 高变区基因同义密码子的

使用 ,是否也能影响到 V P2 蛋白功能 ,目前还不清

楚。为此 ,本试验对 2002～2004年自河南省分离的

39株 IBDV地方流行株 ( IBDV超强毒 30株 ,弱毒 9

株)的 V P2基因进行了克隆和序列分析 ,并与 Gen2
Bank中登录的我国和世界不同国家及地区分离的

超强毒株 ( very virulent IBDV st rain ,vvIBDV)和

弱毒株 (at tenuated IBDV st rain , at t IBDV)的 V P2

高变区的基因序列进行了比较 ,以期为 IBDV 不同

毒株的毒力改变和抗原性的漂移进行有益的探索。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　IBDV毒株 　试验毒株为本课题自 2002～

2004年在河南省分离并鉴定的 39株 IBDV 地方流

行株 ,其中 30 株为超强毒株 ,9 株为弱毒株。参考

毒株为 GenBank中登录的我国和其他国家及地区

的 18 株弱毒株 (登录号分别为 : A F076235、

A F281231、A F076236、X03993、A F281312、X84034、

X16137、D00868、A F109154、A F312371、A F416620、

A F413069、 A F076231、 A F413071、 A F076230、

A F006694、A F006697和 A F321054 )及 38 株超强

毒株 (登录号分别为 : AF159216、Y14956、AJ001941、

AJ 001948、AJ 001945、AJ 001946、X92760、Z25418、

A F240686、 D49706、 AB024076、 A F165150、

A F165151、 AJ 238647、 A F247006、 X95883、

A F159217、A F159218、AJ 245884、Y18650、Y18612、

AJ 277801、AJ 404327、Y18682、AJ 95029、AJ 249521、

AJ 249520、 AJ 245886、 A F155127、 A F006696、

A F006698、 A F076228、 A F076223、 A F076227、

A F076226、A F051838、A F303219、A F279287 ) 。

1. 1. 2　菌种与质粒 　J M109 工程菌购自洛阳华美

生物工程公司 ;p MD182T载体购自大连宝生物工程

公司。

1. 1. 3　工具酶与试剂盒 　λDNA/ H i nd Ⅲ+ EcoR

ⅠMarker、EcoR I和 Pst I等限制性内切酶及 RNA

提取试剂盒等均为洛阳华美生物工程公司产品 ;一

步法 R T2PCR 扩增试剂盒、琼脂糖、X2gal、IP T G、

SDS、EB等购自大连宝生物工程公司 ;其余试剂均

为国产或进口分析纯级。

1. 2　病料的处理

将经过 IBDV快速诊断试纸和 A GP试验鉴定

的、采自河南省不同地区各发病鸡群的法氏囊组织 ,

按常规方法处理 , - 20 ℃保存备用。

1. 3　引物设计与合成

根据 GenBank 提供的 IBDV U K661 株 (登录

号 :X92760) V P2 基因序列 ,在 V P2 基因高变区设

计了 1对引物 ,序列如下 :

上游 : 5′:2A GCTGCA GCCGATGATTACCAAT2
TCTC 23′;

下 游 : 5′:2CGGAATTCCCGATTATGTCTTT2
GAA GC 23′。

引物由大连宝生物工程公司合成 ,预期扩增片

段长度为 0. 72 kb。

1. 4　IBDV RNA的提取

按华美生物工程公司 RNA 样品提取试剂盒的

要求 ,提取各 IBDV 毒株的 RNA ,在实际提取过程

中半量操作完全能够满足 R T2PCR 扩增的需要。

取 25μL 处理后的 IBDV毒株上清液 ,先后加入 100

μL 变性液和 25μL V (氯仿) ∶V (异戊醇) = 24∶1

的混合液 ,振荡器上振荡 1 min以充分混匀 ,14 000

r/ min离心 10 min ,上清液移至一个新的离心管中 ,

加入等体积异丙醇 ,颠倒混匀 ,14 000 r/ min离心 10

min。倾去上清 ,加入 400μL 体积分数 75 %的乙

醇 ,淋洗后 ,14 000 r/ min离心 5 min ,弃去上清 ,沉

淀于真空浓缩系统中 65 ℃、300 r/ min 快速抽干。

抽提的 RNA溶于 40μL 无 RNA酶水中 ,最好及时
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用于 R T2PCR扩增 ,或于体积分数 75 %乙醇中 - 20

℃保存待测。

1. 5　IBDV V P2高变区基因 cDNA的 RT2PCR扩增

按照一步法 R T2PCR 扩增试剂盒的要求进行

扩增。R T反应参数为 :热盖温度 104 ℃,50 ℃反转

录 30 min。PCR反应参数为 94 ℃2 min ; 94 ℃50

s ,56 ℃45 s ,72 ℃100 s ,循环 5次 ;94 ℃50 s ,55

℃45 s ,72 ℃100 s ,循环 29次 ;最后 72 ℃延伸 10

min。扩增产物进行 10 g/ L琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 6　IBDV V P2高变区基因 R T2PCR扩增产物的

回收、纯化与序列测定

回收目的条带进行抽提纯化后直接送大连宝生

物工程公司测序 ,或 - 20 ℃保存备用。对于分离自

反复发病鸡群的 IBDV毒株 ,将其 PCR产物克隆于

pMD182T载体 ,转化 J M109受体菌 ,蓝白斑筛选菌

落 ,提取重组质粒 YX10、YB11和 YN05 ,经 EcoR I

和 Pst I双酶切鉴定正确后测序。

1. 7　各分离 IBDV 株 V P2基因序列同源性比较与

变异分析

利用 DNAstar 软件 ,对分离自河南省的 39 株

IBDV 地方流行株与各参照毒株的 V P2 高变区基

因 cDNA进行对比分析。

2　结果与分析

2. 1　39 株 IBDV 地方毒株 V P2 基因的 R T2PCR

扩增、克隆和鉴定结果

提取的各 IBDV RNA 经 R T2PCR 扩增后 ,进

行 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,结果显示扩增产物

长度为 0. 7 kb左右 ,与设计片段长度完全相符 (图

1) ;重组质粒经 EcoR I和 Pst I双酶切后 ,分别切出

2. 69和 0. 72 kb两个预期片段 (图 1) 。

图 1　IBDV分离株 V P2基因 RT2PCR扩增产物和重组质粒的酶切鉴定电泳图谱

1 . MarkerλDNA/ EcoRⅠ+ HindⅢ;2～39 ,IBDV2VP2基因扩增产物 ;40～42 , YX10、YB11和 YN05重组质粒

EcoRⅠ/ PstⅠ双酶切产物

Fig. 1　PCR product s and identification of recombinant plasmids of V P2 gene by rest riction endonuclease

1. MarkerλDNA/ EcoRⅠ+ HindⅢ;2～39. PCR product s of VP2 gene ;40～42. YX10 , YB11 and YN05

identified by digested wit h EcoRⅠ+ PstⅠ

2. 2　IBDV超强毒株和弱毒株 V P2 基因高变区同

一位点密码子的比较

由图 2可以看出 ,几乎所有的弱毒株 V P2蛋白

高变区的 232 和 259 位 A、233 位 N、234 位 I、245

位 E、258位 G、282位 L、283位 T、320位 Q、326位

S和 338 位 H 等 11 处氨基酸的密码子分别为

GCC、GCC、AAC、A T T、GA G、GGC、CT G、ACA、

CAA、TCG和 CA T ,而几乎所有超强毒株在相应的

位置的密码子分别为 GCT、GCT、AA T、A TC、

GAA、GGT、CTA、ACG、CA G、TCA 和 CAC 等同

义密码子 ,这种差异可能与 IBDV 毒力有一定的关

系。在 269、283、286、298 和 350 位等 5 处的 T ,弱
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毒株分别使用 ACA、ACA、ACC、ACA 和 ACG等

密码子编码 ,而超强毒株则使用 ACT、ACG、ACT、

ACC和 ACA 等同义密码子编码 ,这可能是 IBDV

在进化过程中位点特异性选择的结果 ,与其毒力的

变异有潜在的关系。

图 2　IBDV强毒株和弱毒株 V P2高变区核苷酸及氨基酸序列的比较

黑体表示同义密码子置换 ; - .示变化密码子及其编码的氨基酸

Fig. 2　Sequences of vvIBDV and att IBDV strains V P2 nucleotide and amino acids

Boldface type means synonymous codon repliced ; - . means variable codon and it s amino acid

3　讨　论

Trradossi等[7 ]和 Eterrado ssi 等[8 ]认为 , IBDV

不同毒株间毒力及抗原性的差异 ,主要是 V P2高变

区的氨基酸发生了变化所致。因此 ,本试验对河南

省不同地区分离的 39株 IBDV 超强毒株的 V P2高

变区基因与弱毒 IBDV 株进行了比较 ,结果显示 ,

IBDV 超强毒和弱毒株除特征性氨基酸不同外 ,同

义密码子的偏爱性也不同。

目前 ,在 IBDV的毒力研究中 ,均以特定氨基酸

的变异作为划分毒力强弱的基础 ,但有些毒株的

V P2 区域特征氨基酸相同 ,但毒力仍然存在差

异[9210 ] ,说明在翻译过程中 ,除氨基酸序列影响到蛋

白质的结构与功能外 ,基因编码序列可能也携带相

关的信息。其中 ,同义密码子的使用会影响到新生

肽链折叠的动力学过程 ,进而影响到蛋白质的空间

结构及其功能。Komar等[ 11 ]的研究结果表明 ,同义

密码子可以影响蛋白质的折叠。本研究发现 , IBDV

超强毒株与弱毒株有 16处同义密码子使用不同 ,均

表现出明显的偏爱性。超强毒株和弱毒株对某些氨

基酸同义密码子在使用上的偏爱性 ,可能会影响到

V P2蛋白的折叠 ,进而影响到病毒的毒力。
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虽然基因中同义密码子的置换并不改变其表达

产物的氨基酸序列 ,但同义密码子的使用却并非随

机的。本研究结果显示 ,在 IBDV V P2 高变区基因

中 ,超强毒株和弱毒株在 269 ,283 ,286 ,298 和 350

位等 5处的 T的同义密码子使用不同 ,同一毒株在

不同位点使用的同义密码子也不相同 ,263 和 282

位的 L 也呈现相似的情况 ;232和 259位的 A ,超强

毒株偏嗜于 GCT ,弱毒株则偏向于 GCC。这说明 ,

在基因中同义密码子的使用具有位点特异性。进一

步推测 ,基因中不同位点同义密码子使用的偏爱性 ,

能够影响到其表达的蛋白质的空间结构 ,并最终影

响到蛋白质的功能。V P2作为 IBDV的主要结构蛋

白 ,可影响病毒的毒力。

病毒没有完整的自我复制系统 ,必须借助于宿

主细胞中的原料加以复制 ,因此要受到宿主诸多因

素的制约 ,病毒必须对宿主产生适应性的改变 ,其中

包括同义密码子的使用。在鸡细胞中 ,密码子 CAA

和 TCG的使用频率较低 ,而 CA G和 TCA 的使用

频率很高[12 ]。本研究结果显示 , IBDV V P2 高变区

基因中 ,编码第二亲水区 320 位 Q 和七肽区 326位

S的密码子 ,超强毒株分别为 CA G和 TCA ,而弱毒

株则分别为 CAA 和 TCG ,这样很可能使核糖体在

该区域对 mRNA的阅读速度减慢 ,甚至出现堆积和

停顿 ,使翻译后多肽链的折叠发生变化 ,从而改变蛋

白质的空间结构 ,进而影响到病毒的毒力。

在 IBDV 分子生物学特性研究中 ,对 IBDV

V P2高变区研究较多 ,而且基本阐明了毒力相关区

域和中和抗原表位。这些研究均是建立在氨基酸发

生变化的基础之上。IBDV不同毒株 V P2高变区基

因同义密码子使用的偏爱性 ,说明基因序列的一维

信息中蕴涵着蛋白质空间结构和蛋白质功能的信

息。这对进一步诠释病毒的毒力和抗原性的变异 ,

以及病毒的毒力分型具有重要意义。
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