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摘要  新城疫病毒( Newcastle disease virus , NDV) HN糖蛋白位于病毒囊膜表面 ,与病毒的毒力及致病性密切相关 ,因此在NDV 的研究中
具有重要的意义。从 HN蛋白的1 级结构、空间结构分析了与其相应的受体结合能力、神经氨酸酶活性和促膜融合活性等生物学活性。
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Research Advance inthe Structure and Biologic Activity of the Hemagglutinin- Neuraminidase Protein of Newcastle Disease Virus
WANG San-hu et al  ( College of Ani mal Science , Henan Institute of Science and Technology , Xinxiang , Henan 453003)
Abstract  The hemagglutini n-neuraminidase protein of Newcastle disease virus is a surface glycoprotei n, and plays a major role i n the virulence and
pathogencity of the virion. Analysis of the first structure and the three-di mensional structure of Newcastle disease virus ( NDV) HNproteinreavealed the
biologic activities i ncl uding the attachment to receptors containing sialic acid , neuraminidase( NA) activity and the promotion of membrane fusion .
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  新城疫病毒( Newcastle disease virus , NDV) 属于副粘病毒

科腮腺炎病毒属, 含有 1 条单股、负链 RNA, 基因组全长

15 186个核苷酸( bp) , 可编码6 种结构蛋白, 即核衣壳蛋白

( NP) 、磷蛋白( P) 、基质蛋白( M) 、融合蛋白( F) 、血凝素- 神经

氨酸酶( HN) 及大蛋白( L) 。HN 糖蛋白位于病毒囊膜表面 ,

与病毒的毒力及致病性密切相关 , 因此在 NDV 的研究中具

有重要意义。

1  HN 的基因

HN 基因全长2 001 或2 002 个核苷酸( bp) , 其转录起始

信号( 第1～10 bp) 和终止信号序列高度保守, 蛋白翻译的起

始密码子位置亦完全相同, 即都在第92～94 bp , 但不同毒株

蛋白翻译的终止密码子的位置不尽相同, 有的位于1 805～

1 807 bp , 有的位于1 823～1 825 bp , 还有的位于1 940～1 942

bp , 因此,NDV HN 蛋白的编码长度可以分为3 种 , 即1 713、

1 731、1 848 bp ,编码长度较短的 HN 基因显然是由编码长度

较长的 HN 基因在C 末端发生变异而产生的。

2  HN 蛋白的结构

2 .1  HN 蛋白的1 级结构  不同 NDV 毒株的 HN 蛋白1 级

结构的长度不同。Sakaguchi 等[ 1] 研究发现 , 依 HN 多肽长度

的不同可以将 NDV 毒株分成 A、B、C 3 组。A 组病毒 HN 多

肽长616 个氨基酸, 该种多肽实际上是无活性的前体, 需经

宿主细胞的蛋白分解酶作用才能转化为有生物活性的蛋白 ,

相应的毒株都是无毒株;B 组病毒 HN 多肽长577 个氨基酸 ,

相应的毒株既有无毒株又有强毒株;C 组病毒 HN多肽长571

个氨基酸 ,相应的毒株全是典型的强毒株。因此 ,HN 蛋白结

构与 NDV 的毒力有关。

2 .2  HN 蛋白的空间结构和功能  成熟的 HN 是一种四聚

体寡聚蛋白,亚单位之间通过二硫键形成二聚体,2 个二聚体

再以非共价方式结合成四聚体[ 2 ,3] 。

2 .2 .1 HN 蛋白的膜外区与 HN 生物学活性的关系。不同

NDV 毒株 HN 蛋白从第76 位氨基酸到 C 末端的整个胞外区

氨基酸序列差异较小。 �
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  和多数囊膜蛋白不同,HN 蛋白以其 N- 末端插入病毒囊

膜,C- 末端则暴露于表面[ 4 ,5] 。在空间结构上,HN 蛋白的膜

外区可以分为近膜区的柄部和与柄部相连的球状区。从目

前的报道[ 6] 来看, 柄部包含膜外区的第49～146 位残基,147

位及其随后残基构成 HN蛋白的球状区。

NDV HN 蛋白膜外区有12 个完全保守的半胱氨酸( C) 残

基,分别位于172、186、196、238、247、251、344、455、461、465、531

和542 位氨基酸处。这些C 残基对 HN 蛋白的成熟起着重要

作用。Mcginnes 等[ 7] 以 Western 免疫印迹、免疫荧光和蔗糖密

度梯度沉淀等方法, 对以上各个位点C 残基突变的蛋白进行

分析,结果发现不同的 C 残基突变, 可以分别阻断 HN 蛋白

成熟的不同阶段。此外,HN 蛋白还含有一些非保守的 C 残

基[ 6] ,一些无毒株, 例如 D26/ 76 , Que/ 66 ,Uls/ 67 , 因其 HN 蛋

白长616 个氨基酸, 故在第596 位还有1 个 C 残基。

据报道[ 1] ,HN 蛋白有6 个潜在的糖基化位点, 即 NXT/ S

结构, 分别位于119、341、433、481、508 及538 位氨基酸。前4

个位点可以被糖基化 ,后2 个位点不能被糖基化。

2 .2 .1 .1  HN 蛋白的球状区与 HN 生物学活性的关系。

Langedijk 等[ 8] 推断出 HN 蛋白球状区的三维结构模型, 他们

认为球状区形成β- propeller 结构 , 其包含6 个反向平行的β-

折叠, 每个折叠反复4 次;6 个β- 折叠所对应的区域可能为β1

( 175～228 位残基) 、β2( 237～288 位残基) 、β3( 316～396 位残

基) 、β4( 401～433 位残基) 和β5( 472～515 位残基) 。

HN 蛋白的大多数功能位点如受体结合位点和神经氨酸

酶活性位点等主要位于球状区。目前, 受体结合活性和神经

氨酸酶活性已经可以用点突变[ 9] 和单抗功能抑制[ 10] 等手段

明确区分,但两者在HN蛋白上的定位还未完全明确。

有报道认为, 受体结合位点和神经氨酸酶活性位点在

HN 蛋白上是相互独立的[ 11] , 并认为受体结合位点位于C- 末

端1/ 3 的多肽范围[ 12] 。

Iorio 等[ 10] 在用单克隆抗体与 HN 蛋白反应时发现,HN

蛋白分子在球状区有7 个连续且有部分重叠的抗原位点, 用

这7 个位点的单克隆抗体进行血凝抑制试验和神经氨酸酶

抑制试验 ,其中针对1、2、12、14、23 共5 个位点的单克隆抗体

能通过阻断细胞受体与病毒粒子结合而中和 NDV 的感染
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性,2、12 和23 位点的单克隆抗体还能明显抑制神经氨酸酶

活性。这一结果提示 NDV HN 蛋白的血凝活性和神经氨酸

酶活性在分子结构上有部分重叠, 而针对其余2 个位点( 3、

4) 的单克隆抗体既不能抑制血凝活性, 也不能抑制神经氨酸

酶活性。Iorio 等根据这些单抗对应的氨基酸序列, 推测 HN

蛋白上可能有5 个与受体结合有关的区域, 即第193～201、

345～351、494、513～521 及569 位氨基酸, 其中第193～201 位

氨基酸同时具有受体结合及神经氨酸酶2 种活性。

Iorio 等[ 13] 鉴定了球状区对于 NDV HN 蛋白 NA 活性有

重要影响的氨基酸位点。Sheehan 等[ 14] 经过比较发现,NDV

HN 蛋白存在一段保守序列171GCTRIPSF178 ,并且第175 位氨基

酸及其附近区域对于NA 位点的完整性至关重要。

也有报道认为,HN 蛋白受体结合位点是位于234 ～239

位氨基酸之间的一段寡肽 X- R- K- S- C-S , 神经氨酸酶活性位

点大致位于HN 蛋白的中心部位 , 而血凝素位点则靠近 HN

蛋白的 C 末端[ 6] 。

Connarish 等[ 15] 则于2002 年报道,402 位 E、416 位 K 和

526 位Y3 个残基与 HN 受体结合活性密切相关, 提出了 HN

蛋白的单一位点模型, 他们认为 HN 蛋白具有单一的唾液酸

识别位点,该位点可以在受体结合与神经氨酸酶催化状态之

间进行转换。这些不尽一致甚至相互矛盾的报道表明,HN

蛋白球状区各种活性位点的定位远未完成, 同时也强烈暗示

这些位点属于空间构象位点, 而非线性位点。

Sergel 等[ 16] 研究发现,NDV HN 蛋白第398 位残基附近 ,

存在一段保守序列 G( A , S) EGR (I , L , V) , 该段序列对 HN

蛋白的分子折叠至关重要。

2 .2 .1 .2 HN 蛋白的柄状区与 HN 生物学活性的关系。1999

年Hulslander 等[ 17] 分析发现, 在 HN 蛋白柄部含有2 个七肽

重复序列( heptad repeat region , HR) 。HR 中每隔7 个残基出现

1 个疏水性氨基酸, 该序列能形成α- 螺旋,α- 螺旋间可形成

coiled 卷曲,进而介导蛋白与蛋白的相互作用。NDV HN 蛋白

柄部的 HR 位于第74～110 位残基内, 中间含7 个残基的间

隔区; 2 个 HR 内单个氨基酸突变后, HN 蛋白吸附红细胞的

能力不变或增强,NA 活性为野生型蛋白的14 .0 %～15 .7 % ,

在半数以上的突变 NA 活性略微降低或保持不变, 但 HN 蛋

白的促融合活性显著下降,其中L74A 或 V81A 的突变使促融

合活性完全丧失; 另外L74A、V81A、L96A、L97A 及I102A 的突

变结果表明,HR 内一些特殊氨基酸对于 HN 蛋白的促融合

作用是必需的。

Deng 等[ 16] 发现 HN 蛋白柄部第49～143 位氨基酸范围

内存在1 个能促进F 蛋白融合活性的区域。HN 蛋白柄部的

这种特性具有病毒特异性,即促融合活性只有在相同血清型

病毒( 禽副粘病毒) 的HN蛋白及F 蛋白之间才能发生。并且

确定了决定促融合作用特异性所对应的 HN 蛋白的区域, 确

定其不在球状区, 也不在胞内区 ,而在跨膜区和柄部范围内 :

在NDV, 这一区 域包含 第 20 ～141 位 残基 , 占 总残基 数

的21 .4 % 。

除了促融合活性外, 柄部结构还选择性地影响 HN 蛋白

的NA 活性。Wang 等[ 18] 发现, 柄部一些氨基酸位点的突变

能影响 HN 蛋白的神经氨酸酶活性,但不影响受体识别。

2 .2 .2 HN 蛋白的跨膜区和胞质区及其生物学活性。HN 蛋

白的疏水区主要集中于N 端,且蛋白的转运无信号肽切除过

程。N端包括了 HN 蛋白的胞质区( 第1～26 位氨基酸) 、跨

膜区( 第27～48 位氨基酸) 和胞外区27 个氨基酸( 第49～75

位氨基酸) 。

对许多 NDV 毒株的比较表明,跨膜区是 HN 蛋白保守性

最小的区域[ 19] 。所有NDV 在该区域都含有1 个 HR, 其中分

布3 个保守的L 残基 ,该 HR 亦形成α- 螺旋并在 HN 蛋白与

膜的相互作用中发挥作用[ 20] 。有证据表明, 跨膜区和胞质

区都参与HN蛋白四聚体的形成 ,这2 个区域缺失后只能形

成二聚体蛋白。

McGinnes 等[ 21] 将 HN 蛋白跨膜区保守的 L 残基( 第30、

37、44 位氨基酸) 逐一或同时突变为丙氨酸( A) , 所有突变蛋

白都能形成二聚体, 但44 位L 置换后 ,HN 蛋白不能形成四

聚体, 而30 位L、37 位L 突变后能形成不稳定的四聚体。这

一结果表明,跨膜区对HN 蛋白四聚体结构形成起重要作用。

这些突变也影响 HN 蛋白的生物学活性 ,第44 位L 突变后 ,

HN 蛋白受体结合能力显著下降 ,NA 活性也有所改变, 但其

他2 个位置突变后,HN蛋白的受体结合能力及 NA 活性与野

生型蛋白相当。另外, 上述突变还使促融合活性下降, 其中

第44 位L 突变或30、37 位L 同时突变后,下降最为显著。

3  结语

对蛋白质结构的研究是现代分子生物学的基础之一, 如

今,对 NDV 囊膜糖蛋白的分子生物学研究取得了较大进展 ,

为研究新城疫的抗原免疫机制提供了材料, 为研发新城疫表

位疫苗奠定了基础。
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向上渐短,所以其生物量主要集中在地上部分靠近地面的0

～15 c m。林问荆则植株较矮, 由于具有多级分枝而近于平

卧, 因而其生物量主要集中在地上部分靠近地面的0～5 c m。

草问荆植株较高, 而且地上部分的分枝接近等长,所以在0～

20 c m生物量的垂直变化不大, 但该种植株地上部分细弱, 因

此地下部分的生物量相对较高。

  表3 林问荆的生物量

部分
部位

cm

样方3

生物量∥g/ m2 占比例∥%

样方4

生物量∥g/ m2 占比例∥%

地下  16 .632   42 .44   5 .252 20 .44

地上 0～5 22 .466 57 .32 18 .118 70 .53

5～10 0 .096 0 .24 2 .319 9 .03

合计 39 .194 100 25 .689 100

  表4 草问荆的生物量

部分
部位

cm

样方5

生物量∥g/ m2 占比例∥%

地下 1 .657 43 .37

地上 0～5 0 .572 14 .97

5～10 0 .743 19 .45

10～15 0 .574 15 .02

15～20 0 .271 7 .09

20～25 0 .004 0 .10

合计 3 .821 100

4  结论

3 种问荆属植物在山西的分布都较广泛, 特别是问荆广

泛分布于全省各地 , 林问荆和草问荆分布也较广。然而, 由

于问荆属植物体形相对较小, 为林下植被层, 在其他药材和

资源植物被采挖的过程中,往往容易被忽视而受到损毁或破

坏, 所以其种群数量和大小都在减少。

针对目前药用问荆资源日渐受到威胁的现状,必须采取

相应的措施对其加以保护。首先, 各级领导和有关行政部门

要加强对资源植物保护的重视, 制定相应的政策和制度, 体

现保护与发展、局部与全面、眼前与长远利益相结合的原则 ,

使工作有规可循。同时, 还要宣传和教育广大药农, 提高保

护意识, 改变掠夺性开发的传统观念, 使自然保护和持续发

展相结合[ 13] 。其次,要加强生态环境的保护, 林下植被的生

存依赖于其特殊的生态环境, 如果这种环境遭到破坏, 必然

会引起连锁反应 , 所以, 要禁止乱砍滥伐, 减少环境污染 , 对

于山西省这样的能源重化工基地来说,更是如此。从研究结

果可知,3 种问荆有不少伴生的其他草本植物, 因此, 在采收

的同时还要注意保护其他植物。问荆属是多年生草本 ,在采

收时应尽可能保护地下部分 , 保持其繁衍。另外, 要进行科

学研究,比如引种驯化, 进而建立专门的栽培基地或种植园 ,

还要进行快速繁殖等方面的研究, 以解决药源少, 产量低的

问题, 使其能够得到更多更广泛的应用。
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