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摘  要 : 蓝舌病毒 (Bluetongue virus，BTV) 作为由媒介昆虫库蠓传播的引起反刍动物蓝舌病 (Bluetongue，BT) 

的病原微生物，同时也是研究无囊膜病毒 (Non-enveloped virus) 释放机制的经典模型。文中以 BTV 侵染细胞及

组装为始，对 BTV 诱导细胞自噬并通过多囊泡体以细胞外囊泡形式释放、BTV 诱导细胞凋亡而裂解释放、BTV

从质膜出芽释放的不同途径以及 BTV 关键非结构蛋白 NS3 在调控 BTV 释放过程中作用机制的研究进展进行综

述，为进一步了解 BTV 感染、增殖、释放的分子机制提供参考。 

关键词 : 蓝舌病毒，细胞外囊泡，裂解性释放，非裂解性释放，NS3 蛋白 

Advances in the release mechanisms of bluetongue virus 

Junhong Lin, Rang Wang, Yao Zhao, Yujuan Chen, Xianping Ma, and Huashan Yi 
College of Veterinary Medicine, Southwest University, Chongqing 402460, China 

Abstract:  Bluetongue virus (BTV) causes Bluetongue (BT) of ruminants vectored by culicoides midges. It is also a classic 

model for studying the release mechanism of non-enveloped virus. This review begins with the infection and assembly of 

BTV, then summarizes the advances of different ways of releasing BTV. This includes BTV-induced autophagy and the 

release as extracellular vesicles via multivesicular bodies, BTV-induced apoptosis and the lytic release, as well as different 

pathways of release through budding via plasma membrane. The regulatory mechanisms of NS3 which is a key non-structural 

protein during the release of BTV are also discussed, providing a basis for further understanding the molecular mechanisms 

underpinning the infection, proliferation and release of BTV. 

Keywords:  bluetongue virus, extracellular vesicles, lytic release, non-lytic release, NS3 protein 
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蓝舌病毒 (Bluetongue virus，BTV) 属于呼肠

孤病毒科 (Reoviridae)、环状病毒属 (Orbivirus)，

病毒粒子为核衣壳二十面体对称的圆形无囊膜颗

粒，由 10 条分节段的双链 RNA (Double-stranded 

RNA，dsRNA) 编码 7 种结构蛋白 VP1–VP7 和至

少 4 种非结构蛋白 NS1、NS2、NS3/NS3A、NS4

以及可能的 NS5 (S10-ORF2)[1-2]。其中，VP2 与

VP5 组成外衣壳，VP2 锌指基序 CCCH 感知早期

核内体 (Endosome) pH 后发生构象变化与细胞表

面糖蛋白结合促进网格蛋白介导的病毒内吞作用，

VP5 锚定结构域中组氨酸残基感知晚期核内体低

pH (–5.5) 获得膜融合性穿透宿主细胞膜而使病

毒核心颗粒进入细胞质，但 BTV-1 通过一种与巨

胞饮作用相似的方式进入晚期核内体[3-5]。核心颗

粒由 VP3 与 VP7 组成的内衣壳包含 VP1 (RNA 依

赖的 RNA 聚合酶)、VP4 (加帽酶)、VP6 (RNA 解

旋酶) 及 10 条分节段 dsRNA[6]。非结构蛋白 NS1

促进病毒蛋白质合成及聚合后在感染细胞内形成

小 管  (Tubular) ； NS2 招 募 单 链 RNA 

(Single-stranded RNA，ssRNA) 转录本、VP1、VP4、

VP6 以及内衣壳；NS3 作为 BTV 唯一具有膜结构

域的非结构蛋白调控病毒成熟、转运和释放；NS4

拮抗细胞内干扰素的产生[7-10]。目前，BTV 作为由

媒介昆虫传播的世界范围流行的病原微生物，同时

也是无囊膜病毒研究的模型[11]。因此，笔者以近

年来 BTV 侵染、病毒颗粒的组装，成熟 BTV 颗

粒通过细胞外囊泡释放、裂解性释放、出芽释放

的不同方式及非结构蛋白 NS3 调控病毒释放机制

的研究进展进行综述，为深入研究 BTV 致病机制

及相关的防控措施提供参考。 

1  BTV 感染与组装 

1.1  BTV 对细胞的感染性 

BTV 通过媒介昆虫库蠓叮咬传播，感染引起

反刍动物蓝舌病 (Bluetongue，BT)，患病动物 (包

括牛、鹿、骆驼、绵羊等，绵羊病症最为典型) 出

现舌部发绀、口唇充血肿胀等症状及病毒血症，

并产生多种细胞因子，但对主要传播虫媒库蠓并

不致病[12]。BTV体外感染不同的哺乳动物 (仓鼠、

绵 羊 等 ) 细 胞 均 引 起 严 重 的 细 胞 病 变 效 应 

(Cytopathic effect，CPE)，但在库蠓衍生细胞系

KC 细胞中以高滴度复制但不引起 CPE 的方式形成

长期的非致命感染 (Non-lethal infection)，且 KC 细

胞感染 BTV 后能产生具有抗病毒作用的 21 nt 的病

毒源小干扰 RNA (Virus-derived small interfering 

RNAs，viRNAs)[13]。研究表明，用胰蛋白酶处理形

成 的 感 染 性 亚 病 毒 颗 粒  (Infectious subviral 

particles，ISVPs) 和被库蠓唾液中蛋白酶降解而失

去 VP2 的 BTV 颗粒在 KC 细胞与库蠓载体中均表

现出高于成熟 BTV 颗粒的感染性，但 NS3 基因的

敲除可显著降低感染性[14]。研究还表明，自然生活

的库蠓幼虫中编码 VP7 片段的检出率为 VP2 的两

倍，且内衣壳 VP7 的 RGD 基序可以结合在 KC 细

胞的表面以促进BTV入胞[15-16]。上述证据说明BTV

感染及释放机制在哺乳动物及与虫媒间存在较大

差异，这种差异也见于同属成员非洲马瘟病毒，因

此针对虫媒病毒感染及释放差异性的研究为从传

播途径切断疾病的流行提供了新的思路[17]。 

1.2  BTV 组装 

BTV 的 10 个 RNA 节段 (0.8–3.95 kb) 可分

为小、中、大 3 类，每个 RNA 节段均具有两端为

高度保守六核苷酸序列的短 5ʹ和 3ʹ未翻译区 

(Untranslated regions，UTRs)，通过这些 UTRs 的

招募，BTV 和其他相关的病毒开始分类募集各自

基因组 ssRNA 节段[18]。基因组的装配始于 VP1

以 ssRNA 为模板合成 dsRNA[19]；VP6 解旋 dsRNA

并分离转录本与模板 RNA[20]；VP4 在 RNA 三磷

酸酶 (Rtase)、鸟苷转移酶 (Gtase)、鸟嘌呤-N7-

甲基转移酶 (N7Mtase) 以及核苷-2ʹ-O-甲基转移

酶 (2ʹOMTase) 的作用下在 mRNA 的 5ʹ端形成

m7GpppGm 的帽子结构[21]。感染细胞胞浆中病毒

包涵体 (Virus inclusion bodies，VIBs) 是呼肠孤

病毒科家族成员的标志以及病毒装配的功能位点，

由钙离子水平影响 NS2 的磷酸化水平而形成网格
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制 BTV 的复制[37-39]。病毒粒子的整体传播 (En 

bloc transmission) 指若干病毒粒子聚集于具有膜

结构的封闭囊泡内释放与传播的形式，如小核糖

核酸病毒的颗粒在内质网衍生的 EVs 中释放；甲

型肝炎病毒以类外泌体的形式被宿主细胞源的膜

覆盖而释放；呼肠孤病毒科成员轮状病毒在可能

来自质膜的 EVs 中释放等，是病毒增强传染性和

适应环境变化的方式[40-42]。对 BTV 感染细胞的上

清液与 BTV 感染牛的血液中纯化 EVs 的电镜观

察表明，在胞内与胞外的囊泡中均可观察到 BTV

颗粒的聚集，进一步的研究发现以 EVs 释放的

BTV 颗粒感染性高于以裂解释放的裸病毒颗粒，

且抑制多囊泡体 (Multivesicular bodies，MVBs) 

和自噬溶酶体均能减少 EVs的释放[32]。此外，BTV

感染引起膜上自噬相关的溶酶体相关膜蛋白 1 

(Lysosomal-associated membrane protein 1 ，

LAMP1) 表达以及溶酶体 pH 值升高[28]。研究表

明，BTV 还通过 NS3 与神经前体细胞表达的发育

下 调 蛋 白 4 (Neural precursor cell expressed 

developmentally down-regulated protein 4，NEDD4) 

泛素连接酶作用参与 MVBs 形成且抑制这种相互

作用可抑制病毒成熟与释放[43]。以上研究表明，

BTV 诱导自噬，通过 MVBs 进入溶酶体，随后被

运送至细胞膜上以整体传播的 EVs 形式释放。 

2.2  BTV 诱导细胞凋亡与裂解性释放 

细胞凋亡是细胞主动、程序性清除衰老、损

伤或有害细胞的自主死亡方式，细胞通过凋亡抵

抗病毒侵染，也被某些病毒诱导以促进其裂解细

胞释放，如呼肠孤病毒科的非洲马瘟病毒、轮状

病毒等均可诱导细胞凋亡[44-45]。丝裂原活化蛋白

激酶 /细胞外信号调节激酶  (Mitogen activated 

protein kinase/extracellular signal-regulated kinase，

MAPK/ERK) 通路调控细胞的凋亡，BTV 感染激

活 MAPK通路，并通过 c-Jun氨基末端激酶 (c-Jun 

N-terminal kinase，JNK) 与 p38 调节线粒体中细

胞色素 C 的释放与半胱氨酸蛋白酶-3 (Caspase-3) 

的激活诱导细胞凋亡，进一步的研究表明，BTV

是通过其非结构蛋白 NS3 与丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶 B-Raf 作用而激活 MAPK 通路及下游的

ERK1/2 和真核起始因子 4E (Eukaryotic initiation 

factor 4E，eIF4E)，与 BTV 不同，同为环状病    

毒属的流行性出血症病毒、非洲马瘟病毒的  

NS3 蛋白不具有该作用[46-47]。此外 BTV 感染还可

诱导 Caspase-7、Caspase-8、Caspase-9 与核因子  

κB (Nuclear factor kappa B，NF-κB) 表达，但

NF-κB 由 NF-κB 抑制物 α (Inhibitor of NF-κB α，

IκBα) 而非 IκBβ 控制，这种短暂而非持续的激活

表明 NF-κB 在 BTV 感染引起的凋亡中不占据主

导地位[48-49]。与哺乳动物细胞中仅表达 BTV 外衣

壳就能诱发细胞凋亡不同，BTV 感染库蠓并不引

起凋亡，这种差异性使 BTV 更易在虫媒中传播而

增加其感染哺乳动物的机会与能力[17,48]。综上，

BTV 感染诱导的凋亡是引发 BTV 裂解性释放的

主要形式。 

2.3  BTV 从质膜出芽释放 

内吞体分选转运复合体 (Endosomal sorting 

complex required for transport，ESCRT) 是存在于 

细胞胞浆中具有自噬、胞质分裂、核内体成熟、

膜修复等功能的异多聚体蛋白[50]。人类免疫缺陷

病毒等典型囊膜病毒在宿主细胞膜表面以出芽获

得囊膜，形成成熟的病毒颗粒的过程通常由

ESCRT 介导，而无囊膜呼肠孤病毒科的轮状病毒以

及 BTV 均能与 ESCRT 作用从而促进释放[19,51-52]。

研究发现，纯化的 BTV 裸病毒颗粒通过细胞膜的

“挤压”(Extrusion) 释放，而另一部分裸病毒颗粒

被感染细胞内短暂存在的囊膜包围后在细胞膜处

出芽释放[25,32]。Hyatt 等利用杆状病毒系统对 BTV

的出芽释放进行了研究，表达由 BTV 内外衣壳蛋

白 (VP2、VP5、VP3、VP7) 组成的病毒样颗粒 

(Virus-like particles，VLPs) 和仅由内衣壳蛋白 

(VP3、VP7) 组成的核样颗粒 (Core-like particles，

CLPs)，在 NS3 的参与下，VLPs 与细胞骨架相作



☏：010-6480

用以出芽形

此外，用免

病毒颗粒出

的细胞膜扰

上述证据表

外衣壳之间

BTV 出芽必

3  NS3 调

NS3 由

基化和非糖

网腔内，通

基体网络 

到达 MVB

25.5 kDa 的

第 2 个起

前 13 个氨

(Annexin 

NS3、NS3

motif，CC

序 PPRY

motifs，PB

domain，T

VP2 结合域

利用宿主细

的氨基酸

VP2 同为

与 NS3 第
 

 
 

图 2  NS3
Fig. 2  Stru

07509 

形式释放，但

免疫胶体金标

出芽部位的细

扰动 (Membr

表明，BTV 能

间的相互作用

必不可少的条

调控 BTV 释

由 BTV 基因

糖基化两种形

通过内质网到

(Trans-Golg

Bs、溶酶体

的全长 NS3 和

始密码子开始

氨基酸的缺失

Ⅱ) 与 S100

3A 中均存在

M)、晚期结构

与 PSAP、两

BMs)、两个跨

TM)、糖基化

域 (图 2)，N

细胞不同成分

序列在不同

BTV 毒力的

24 位脯氨酸

功能域模式图

ucture of the fu

但 CLPs无法进

标记的 NS3 蛋

细胞膜上，与病

rane perturba

能以出芽方式

用及 NS3 蛋

条件。 

释放 

因组的第 10 节

形式存在，翻

到达高尔基体

gi network，T

及细胞膜 [54]

和 24 kDa 的

始翻译的截短

失造成 NS3A

0A10 结合域

在卷曲螺旋基

构域 (Late d

两个多碱基基

跨膜结构域 (

化位点 (Glyc

NS3 通过上述

分调控 BTV

血清型中均

的决定因素，毒

酸的变化有关

图 
functional dom

进行该过程[53

蛋白定位于 B

病毒释放过程

ation) 有关[30

式释放，且其

蛋白的调控均

节段编码，以

翻译后位于内

体，在反式高

TGN) 的分选
]。NS3 可分

从 N 端第 14

短亚型 NS3A

A 中膜联蛋白

域的缺失。此

基序  (Coil-c

domain，LD) 

基序 (Polyba

(Transmembr

cosylation) 以

述的功能结构

的释放[43]。N

均较为保守，

毒力的减弱可

关[26,55-56]。 

mains of NS3.

 

3]。

BTV

程中
,32]。

其内

均是

以糖

内质

高尔

选下

分为

4 位

A，

白Ⅱ 

外，

coil 

基

asic 

rane 

以及

构域

NS3

与

可能

3.1 

分之

毒如

NS3

Ⅱ的

依钙

抑制

放，

时甚

此外

纯化

成二

(Viro

式还

3.2 

基因

调节

类似

促进

TSG

siRN

进一

基序

从细

于 T

突变

 NS3 的 N

作为依钙蛋

之一的膜联蛋

如麻疹病毒和

 N 端的前 1

的双亲分子螺

钙蛋白复合物

制 NS3 与 ann

而含有 NS3A

甚至直接失去

外，与轮状病

化表达的 NS3

二聚体，具有

oporin) 活性

还有待进一步

 NS3 的 LD

作为 ESCR

因 101 (Tumor

节囊泡运输，参

似能被囊膜病

进病毒释放[64

G101 相关，小

NA) 对 TSG

一步的研究发

序 PSAP 与 TS

细胞膜上“截断

T7 转录的 BT

变体 (由 PSA

林俊泓 等

端结构域 

蛋白复合物 (C

蛋白Ⅱ  (Anne

丙型肝炎病毒

13 个氨基酸可

螺旋 (Amphip

物的另一组分

nexin Ⅱ的作

A 的突变体 B

去出胞能力而

病毒 NSP4 的

3 可能通过其

有诱导质膜

性，但 NS3 在

步研究[61-63]。

Ds 

RT-Ⅰ复合物

r susceptibilit

参与 MVBs 的

病毒如人类免
4-65]。研究表

小干扰 RNA (

101 的抑制减

发现 BTV 通过

SG101 结合，

断” (Pinch off

TV 反向遗传

AP 变为 GAA

等/蓝舌病毒释放机

：c

Calpactin com

exin Ⅱ) 参

毒的成熟与释

可以形成结合

pathic helix)

分 S100A10/p1

作用能减少 B

BTV 在毒力

而分散在细胞质

的功能类似，

其 N 端预测的

膜通透的病毒

在真核细胞中

 

组分之一的

ty gene 101，

的形成，与 An

免疫缺陷病毒

明，BTV 的

Small interfe

减少了 BTV

过其 NS3 蛋白

，将成熟的 B

ff)[66]。Celma

传系统对 PSA

AP) 进行研究

 
 

制的研究进展 
 

cjb@im.ac.cn 

mplex) 组

与囊膜病

释放[57-59]。

合 annexin 

，也能与

11 作用，

BTV 的释

减弱的同

质中[9,60]。

在细菌中

的 CCM 形

毒孔蛋白 

的具体形

肿瘤易感

TSG101) 

nnexin Ⅱ

等募集以

释放也与

ering RNA，

的释放，

白上的 LD

BTV 颗粒

等应用基

AP 基序双

究，发现该 

 

3183



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3184 

 

突变体使病毒粒子无法释放出胞而存在于细胞膜

上，但并不影响 dsRNA 合成或蛋白表达等病毒复

制行为，表明 PSAP 前两位氨基酸可能是该基序

调控 BTV 释放而非复制的关键功能位点[67]。 

研究表明，囊膜病毒如马尔堡病毒、埃博拉

病毒等中鉴定的 LD 基序 PPXY 能与 E6AP C 端同

源 (Homologous to E6AP C-terminus，HECT) E3

泛素连接酶 NEDD4 家族结合以促进病毒释放，

在 BTV 中的 LD 基序同样具有该功能，但该基序

第 3 位为精氨酸 (即 PPRY) 而非常见的脯氨酸，

BTV 中 PPRY 的缺失使病毒颗粒分布在囊泡外，

影响 BTV 以 EVs 形式释放[43, 68-69]。 

3.3  NS3 的 C 端结构域及 PBMs 

Celma 等和 Bhattacharya 等对 BTV NS3 C 端

构建的多位点突变体研究表明，NS3 通过 C 端结

构域与外衣壳 VP2 相作用并促进病毒的释放，但

不影响病毒复制及蛋白表达等行为 [67,70]。PBMs

介导蛋白质通过 TGN 转运，参与高尔基体与内质

网间的信号转导，在病毒蛋白如爬行动物呼肠孤

病毒融合相关小跨膜  (Fusion-associated small 

transmembrane，FAST) 蛋白 P14 和尼帕病毒融合

蛋白 (Fusion protein) 中作为膜融合与膜输出信

号参与病毒的转运与释放[71-73]。Labadie 等在 BTV 

NS3 的氨基酸序列中发现两个由赖氨酸、精氨酸、

组氨酸组成的在环状病毒属病毒中保守的 PBMs，

其中 PBM1 决定 NS3 在内质网的集中分布，且

PBM1 的缺失使 BTV 核心颗粒只存在于 VIBs 附

近，表明 PBM1 是一种内质网保留信号  (ER 

retention signal)。另一基序 PBM2 的缺失使核心

颗粒分散在细胞质中，降低了 NS3 从高尔基体转

运至胞膜的效率和 NS3 的胞膜表达量，表明

PBM2 是一种膜输出信号  (Membrane export 

signal)。此外，PBMs 的缺失还影响 BTV 外衣壳

VP2 与 VP5 的组装，从而形成缺乏感染性的核心

颗粒，也减少了病毒的释放，表明 NS3 的 PBMs

可促进 BTV 的成熟[30]。 

3.4  NS3 与脂筏的作用 

研究表明，除 VP2 外，NS3 还能与存在于

VIBs 内的 VP5 相作用，VP5 通过 WHXL 基序与

在多种囊膜病毒的出芽释放中发挥重要作用的脂

筏结构域 (Lipid raft domain) 相联系，通过胆固

醇提取对脂筏的破坏进一步证实了 NS3-VP5-脂

筏之间的作用，表明 NS3 可能通过 VP5 与脂筏相

联系从而调控 BTV 的转运[25,70]。此外，研究还发

现 BTV 的 NS3 和 VP5 与在囊膜病毒如流感病毒

和人类免疫缺陷病毒的出芽中发挥重要作用的调控

因子磷脂酰肌醇(4,5)二磷酸 (Phosphatidylinositol (4,5) 

bisphosphate，PI(4,5)P2) 共定位，且 PI(4,5)P2 的

缺失影响了 BTV 的成熟与释放[74-76]。以上研究表

明，BTV NS3 通过外衣壳与脂筏产生联系，与具

囊膜的流感病毒通过 HA、NA、M1、M2 等蛋白

与脂筏作用的出芽存在相似性，为 BTV 非裂解性

释放与脂筏间作用的研究提供了新的思路。 

3.5  NS3 拮抗宿主天然免疫 

研究表明，宿主天然免疫系统产生的干扰素

能诱导骨髓基质细胞抗原 2 (Bone marrow stromal 

cell antigen 2，BST2) 在脂筏富集，通过其 N 端

的 TM 结 构 域 与 C 端 的 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇 

(Glycosylphosphatidylinositol，GPI) 锚定蛋白将

病毒限制在胞膜表面从而抑制囊膜病毒如人类免

疫缺陷病毒的释放，该作用同时可被人类免疫缺

陷病毒附属病毒蛋白 u (Viral protein u，Vpu) 所

拮抗[77-78]。在无囊膜的 BTV 中，NS3 与 NS4 通

过靶向 Janus 酪氨酸激酶-信号转导子和转录活化

子 (Janus tyrosine kinases-signal transducers and 

activators of transcription， JAK-STAT) 通路中

STAT1 的肉瘤 (Sarcoma，Src) 基因同源结构域 2 

(Src homology domain 2，SH2) 结构域并抑制其

磷酸化、二聚化及核内转位等拮抗宿主天然免疫

应答[79]。笔者实验室对 BTV NS4 基因进行的克隆

及序列特征分析发现其以亮氨酸拉链  (Leucine 

zipper，LZ) 结构的二聚体形式存在。在此基础上，
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可能具有的病毒孔蛋白活性的关系、NS3-VP5-脂

筏间的作用与病毒释放的关系等问题仍有待研究。

其中，笔者认为探究 NS3、NS4 调控 BTV 的释放

与其他的结构 /非结构蛋白和宿主细胞间的联系

具有重要意义，也是本课题组即将进行的工作。

总之，上述问题的深入研究能更好地理解 BTV 感

染、复制、释放及致病的分子机制，从而为 BTV

新型疫苗的研发提供新的思路，对 BT 防控具有

重要意义。 
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