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鸡传染性贫血病毒VP 2基因在真核细胞中的 

表达以及对宿主细胞增殖的影响 

黄超华，杨汉春 ，郑世军 

(中 国农业大学动物 医学 院 农业部 预防医学系重点开放实验室 ，北京 海 淀 100094) 

摘要：鸡传染性贫血是危害养禽业的重要疫病之一，其病原体是鸡传染性贫血病毒(CIAV)。该病原广泛存在于世界各 

地，是危害养禽业的主要病原。VP2是该病毒的重要非结构蛋白，其对宿主细胞的确切作用还不十分清楚。本文通过PCR从 

病毒DNA中扩增出VP2基因并将VP2基因亚克隆到真核表达载体pcDNA4．0。将重组质粒转染至BHK细胞，经Western— 

blotting证实，转染的真核细胞能表达VP2蛋白并具有良好的抗原性。pcDNA4．0-VP2转染 293T或BHK细胞后，与对照组 

(空载体转染细胞以及未转染的细胞)相比，VP2超表达对这两种细胞的增殖没有影响。该结果表明鸡传染性贫血病毒的VP2 

基因不影响宿主细胞 的增殖 。 
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Expression of chicken infectious anemia virus(CIAV)VP2 gene 

in eukaryotic cells and its role in cell proliferation 
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Abstract：Chicken infectious anemia iS one of the most important diseases in poultry industry．The 

causative agent，chicken infectious anemia virus(CIAV )，spread over the globe．The role of VP2，a non— 

structural protein of this virus．in the interaction between the virus and host cells was not clear．In this 

study．VP2 gene was cloned from the viral DNA by PCR．and then sub—cloned into the eukaryotic 

expression vector pcDNA4．0．which was examined by the restricted enzymatic analysis．The pcDNA4．0一 

VP2 plasmid was transfected into BHK or 293T cells for the expression of VP2．The expression of VP2 by 

the transfected cells was determined bv W estern—blot．To probe into the role of VP2 in cell proliferation， 

293T and BHK cells were transfected with pcDNA4．0-VP2 and examined by eell counting after Trypan 

blue staining．The result showed that over—expression of VP2 in 293T or BHK cells did not enhance the 

eell proliferation as compared to the controls。which indicated the uninvolvement of the viral VP2 in eell 

proliferation and divisions． 、 
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鸡传染性贫血病毒(chicken infectious anemia 

virus，CIAV)是鸡传染性贫血(chicken infectious 

anemia)的病原。自1979年Yuasa等在日本首次分离 

到鸡传染性贫血病毒以来_】]，许多欧美国家相继发现 

该病毒的存在。我国于1992年首次在黑龙江省分离 

到CIAV，随后在全国各地的鸡群中发现该病毒。 

鸡贫血病毒基因组含有3个开放阅读框架，分别 
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编码分子质量为51．6 ku(VP1)、24 ku(VP2)和13．6 

ku(VP3)的3种蛋白质[2]。其中VP2为一种非结构 

蛋白，该蛋白的功能目前还不清楚。人们认为CIAV 

VP2为一种多功能蛋白，在病毒的感染和复制过程 

中有着重要的作用[3]。Noteborn等人经实验发现只 

有VP1和VP2共同表达时才能诱导产生中和抗体， 

这表明VP2可能作为一种支架蛋白参与病毒的组 

装[4]。Peters等发现VP2具有双重特异性蛋白磷酸 

酶(DSPs)的活性，可以使蛋白的丝氨酸／苏氨酸和 

酪氨酸位点去磷酸化[5]。经进一步实验确定 了决定 

VP2的丝氨 酸／苏氨 酸和 酪氨酸磷 酸酶 活性 的区 
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域L6]。由于可逆性的蛋白磷酸化和去磷酸化在细胞 

发育和免疫效应性细胞的活化过程 中有着关键性的 

作用 ，因此 VP2蛋 白的双 重特异性蛋 白磷酸 酶活 

性 ，有可能是CIAV 引起免疫抑制的原因之一。后来 

发现VP2下调感染细胞的MHC I类分子的表达，这 

证实了VP2蛋 白有可能影响细胞免疫 。在VP2突变 

株感染期间，VP3只局限于感染细胞的细胞浆中， 

这表明VP2可能调节VP3的磷酸化，从而参与调节 

VP3的诱导凋亡的作用，而VP2本身诱导细胞凋亡 

的作用较弱L7]。根据 目前发表的实验结果分析，VP2 

可能在CIAV感染和致病过程中起着非常重要的作 

用，然而VP2对宿主细胞的增殖有何影响，目前还 

不清楚。我们克隆到了CIAV VP2基因并构建出真 

核表达载体，对该蛋白在细胞增殖中的作用进行了 

研究 。结果表明，在 293T和 BHK 细胞 中瞬时表达 

VP2，不影响细胞增殖和分裂周期 。 

l 材料与方法 

1．1 cIAV病毒毒株与细胞 cIAV病毒Cux一1标 

准株和CIAV阳性血清由北京市畜牧兽医研究所杨兵 

副研究员提供，293T和BHK细胞由本实验室保存。 

1．2 主要试剂 DNA回收试剂盒、质粒小量提取 

试剂盒、Taq plus DNA 聚合酶购 自北京鼎 国生物 

公司 ，限制性内切酶、pMD18一T simple连接试剂盒 

购 自宝生物工程(大连)公司 ，X—gal、IPTG为Sigma 

公司产品，质粒大量提取试剂盒 、真核细胞转染试剂 

盒和化学发光检测试剂盒购 自北京威格拉斯公 司， 

HRP标记的兔抗鸡IgG购自博大泰克公司。 

1．3 引物设计 参考GenBank中cIAV病毒Cux 1 

标准株的基因组序列设计引物，其上、下游引物中分 

别含有EcoRI和 XhoI酶切位点 ，长度为 666 bp。采 

用由上海生工公司合成的如下特异性引物： 

上 游 引 物 ：5 一GAA TTC TGA TGC ACG 
，

● 

GGA AC一3 

下游引物 ：5 一CTC GAG CTC ACA CTA TAC 

GTA CC一3 

1．4 CIAV VP2基因的PCR扩增 以提取的CIAV 

基因组DNA为模板 ，利用上述 引物扩增CIAV VP2 

基因。反应总体积为50 l，其中引物各0．5~tmol／ml， 

dNTP为 0．2 mmol／ml，模 板 1O0 ng，Taq plus酶 

1U，10×反 应缓 冲液 5 l，加灭 菌 三蒸 水 补足 至 

50 l。反应程序 ：95 C 4 rain，94C 45 S，57 C 50 S， 

72_C 1 rain，循环30次 ，72lC终延伸 10 rain。PCR产 

物经1 琼脂糖凝胶电泳检测后进行回收和纯化。 

1．5 扩增产物的克隆和测序 将回收PCR产物与 

pMD18一T vector进行连接 ，1 h后转化感受态细胞 

DH5a，涂布于含 氨苄青霉 素 (100~tg／m1)和 X—gal 

IPTG 的LB培养板 ，于 37 C培养过夜 ，挑取 白色菌 

落后过夜培养，提取质粒，经酶切 和 PCR初步鉴定 

为阳性的重组质粒并进行序列测定。 

1．6 重组真核表达载体pcDNA4．0-VP2的构建 

将上述重组质粒和真核表达载体pcDNA4．0分别用 

EcoRI和 XhoI进行双 酶切 ，电泳 回收和纯化 DNA 

片段后进行连接和转化，筛选阳性菌落并进行酶切 

和 PCR鉴定。 

1．7 重 组真核表达 质粒 pcDNA4．0-VP2在 BHK 

细胞 中的瞬时表达 大量提取重组真核表 达质粒 

pcDNA4．0-VP2。随后 ，按照真核细胞转染试剂盒提 

供的步骤将重组真核表达质粒 pcDNA4．0-VP2转 

染 BHK细胞中，48 h后提取 BHK细胞蛋 白。 

1．8 Western blotting分析 将提取 的BHK细胞 

蛋 白进行 SDS—PAGE电泳，然 后转 印至 PVDF膜 

上，进行Western blotting分析。将PVDF膜置于5 

脱脂奶粉中4C过夜封闭，洗涤后以鸡传染性贫血病 

毒免疫的 SPF鸡阳性血清 (1：20稀释)4 C过夜孵 

育 ，洗涤后加入HRP标记 的兔抗鸡IgG(1：5 000稀 

释)室温孵育45 rain，按照化学发光试剂盒提供的步 

骤进行处理后 ，在暗室中曝光和显影 。 

1．9 VP2对 293T 和BHK细胞生长及活性的影响 

将 293T细胞和BHK细胞分别接种于48孔细胞板 

上 ，293T细胞每孔接种 2×10 个细胞 ，BHK细胞每 

孔接种0．5×10。个细胞。24 h后进行转染 ，试验设计 

有3组，分别为空白对照组(control组)、空载体对照 

组(pcDNA4．0组)和pcDNA4．0 VP2组。转染后24 

h、48 h、72 h、96 h和120 h，分别取细胞进行计数，每 

组有3孔重复。为了观察VP2是否影响细胞的活性， 

进行台盼蓝染色 ，在计数板上计数蓝染细胞 。组间差 

异用￡一检验进行统计学分析，P<0．05为差异显著。 

2 结果 

2．1 CAV VP2基因的PCR扩增和克隆 以cIAV 

基 因组 DNA为模板 ，利用 VP2特异引物进行 PCR 

扩 增，其产物经 1 琼脂糖凝胶电泳显示大小约为 

666 bp，与预期一致。对重组克隆质粒pMD—VP2进 

行PCR和酶切鉴定：PCR扩增出约666 bp的目的条 

带 ；EcoRI和 XhoI双 酶切后切 出大小分别为 2 900 

bp和666 bp的两条带。结果表明，目的片段已克隆 

到克隆载体上。将克隆片段进行序列测定，该片段与 

GenBank发表的鸡传染性贫血病毒Cux一1标准株的 

VP2基因同源性在 99．5 以上，说明克隆片段为 

VP2基 因序列 。 

2．2 重组真核表达质粒 pcDNA4．0-vp2的鉴定和 

瞬时表达 将构建的pcDNA4．0-VP2，以EcoRI和 

XhoI双酶切 得到大小分别为5 300 bp和666 bp的 

两条带(见 图 1A)。经测序 以及序列比对 ，证实克隆 

到真核表达载体的VP2基因的氨基酸序列未发生 

突变 。以pcDNA4．0-VP2转染BHK细胞 ，48 h后提 

取胞浆蛋 白。经Western blotting方法检测 ，出现一 

条特异的抗原抗体结合带(见图1B)，分子质量大小 

与 目的蛋 白相 同，从 而证 明真核表 达质粒 pcDNA 

4．0-VP2能够在真核细胞 中表达具有抗原 表位 的 

VP2蛋 白。 
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图 1 重组真核表达质粒 pcDNA4．0-VP2的鉴 定和瞬时表达 

A：重组真核表达质粒pcDNA4．0-VP2的鉴定：1，2、3，4分别为 

阴性对照、重组质粒 PCR鉴定结果、重组质粒双酶切鉴定结果和 

DNA标准；B；瞬时表达 Western blotting结果， actin为内源蛋白 
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图 2 VP2在 BHK 和 293T细胞 中表达对细胞生 长的影响 

2．3 VP2对 293T和BHK细胞 的增殖 的影响 为 

了解 VP2在细胞增殖 中的作用 ，将 pcDNA4．0-VP2 

转染至293T和BHK细胞中，观察其对293T和BHK 

细胞生长的影响。结果发现pcDNA4．0-VP2转染组 

与空 白对 照组 (control组)和 空 载体 转 染对 照 组 

(pcDNA4．0组)比较，VP2超表达对细胞增殖没有 

明显的影响(见图 2A和图 2B)，说 明VP2不能影响 

293T细胞和BHK细胞的生长周期。另外，台盼蓝染 

色后 ，未观 察到明显 的细胞凋亡情况 ，这说 明 VP2 

不影响 293T细胞和BHK细胞 的活性。 

以pcDNA4．0-VP2转染BHK细胞(A)和 293T 

(B)细胞 ，转染后不同的时间检测细胞数量 ，图中的 

数值为细胞平均数±标准差，图中的数值为细胞平 

均数±标准差。各组间无显著差异(P>O．05)。 

3 讨论 

鸡传染性贫血病毒感染可引起胸腺、骨髓细胞 

大量凋亡，造成雏鸡的免疫抑制，使鸡对其他病原感 

染的易感性增强 ，常常导致疫苗免疫失败，因而该病 

越来越受重视 ，成为养禽业最关注的疾病之一。但是 

人们对CAV的致病机理还不十分清楚，有待于深入 

探讨。在CIAV 3个主要的蛋白成分中，VP3(又称为 

凋亡素，apoptin)是诱导细胞凋亡的主要成分，在体 

外可独立诱导肿瘤细胞凋亡，而VP2属于非结构蛋 

白，具有增强VP1诱导产生中和抗体和促进VP3诱 

导细胞凋亡的作用[4 ]。那么VP2除了辅助VP1和 

VP3外，其本身的主要作用是什么，目前还不十分 

清楚。目前，国内VP2的研究主要集中在对VP2的 

免疫原性的研究，缺乏对VP2的功能分析并没有进 
一 步开展 VP2的功能的研究。 

本研究成功构建了表达鸡传染性贫血病毒VP2 

基因的真核表达载体，该载体转染 BHK细胞和 

293T细胞后 ，可超表达 VP2蛋 白。通过表达 外源 

VP2基因的293T细胞和BHK细胞在不同的时间 内 

与对照组相比，本研究没有发现VP2对细胞增殖周 

期和凋亡方面有明显的作用。通过本实验发现VP2 

超表达对BHK细胞或293T细胞等细胞系的增殖没 

有影响，为进一步研究VP2蛋白的功能提供了新的 

实验证据。 
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