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摘　要：为了研究基因Ⅶｄ亚型新城疫病毒 （Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）的分子流行病学及遗传变异规律，作

者对２００８年分离自江苏地区１６株具有一定代表性ＮＤＶ分离株的犉和犎犖 基因片段进行了扩增。根据犉基因

和犎犖 基因序列绘制的２个遗传进化树基本一致，表明分离株中不存在囊膜糖蛋白基因发生重组的 ＮＤＶ；同时，

ＨＮ蛋白线性表位发生Ｅ３４７Ｋ突变的变异株的分离率在我国呈上升趋势。基因Ⅶｄ亚型变异株的出现应引起相

关领域从业者们的高度重视。
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　　新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）为能够感染多

种禽类的一种急性、高度传染性疫病，是危害世界养

禽业的重要传染病之一，给许多国家的养禽业造成

巨大的经济损失［１］。新城疫病毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓ

ｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）属于副黏病毒科，禽腮腺炎病毒

属［２］，其基因组由单负股ＲＮＡ构成。基因组结构

为３′犖犘犘犕犉犎犖犔５′，依次编码６种病毒蛋

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）和大蛋白

（Ｌ）。病毒囊膜表面的２种糖蛋白Ｆ和 ＨＮ是构成

ＮＤＶ主要致病性的分子基础，尤其Ｆ蛋白在 ＮＤＶ

致病过程中发挥着重要作用［３］。

ＮＤＶ分为ＣｌａｓｓⅠ和ＣｌａｓｓⅡ两大谱系，Ｃｌａｓｓ

Ⅰ基因组长度为１５１９８ｎｔ；ＣｌａｓｓⅡ中ⅠⅣ型和Ⅴ
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Ⅸ型ＮＤＶ分别为１５１８６和１５１９２ｎｔ
［４６］，其中，基

因Ⅶ型又分为Ⅶａ、Ⅶｂ、Ⅶｃ、Ⅶｄ和Ⅶｅ５个亚型
［７］。

诸多文献表明，开始于２０世纪９０年代的第４次

ＮＤＶ大流行主要是由基因Ⅶ型ＮＤＶ引起的，在亚

洲、非洲和欧洲则主要由基因Ⅶｄ亚型引起。为了

研究近年来基因Ⅶｄ亚型ＮＤＶ分离株流行特点及

其变异情况，作者对２００８年分离自江苏地区的１６

株ＮＤＶ进行了犉和犎犖 基因序列的分析，旨在为

当前中国ＮＤ的防制提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　病毒和实验动物　　２００８年间从江苏采集

疑似ＮＤ发病禽群病料，参考 ＯＩＥ标准进行 ＮＤＶ

分离、鉴定［８］。所有毒株均先通过接种鸡胚成纤维

细胞（ＣＥＦ）进行蚀斑克隆纯化３代后，再在１０日龄

ＳＰＦ鸡胚传代３次
［９］。ＳＰＦ种蛋购自山东家禽研究

所，在实验室自行孵化至所需日龄。

１．１．２　常用分子生物学试剂及其工程菌　　Ａｇａ

ｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ，ＸＧａｌ，ＩＰＴＧ，ｄＮＴＰ

和犜犪狇酶等购自宝生物工程（大连）有限公司；ＬＢ

培养基、Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｌｉｆｅｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ；６ｎｔ随机引物、犈犮狅犾Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ购自上海

生物 工 程 公 司；ＭｏＭＬＶ 反 转 录 酶、ＲＮａｓｉｎ、

ｐＧＥＭＴｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ和琼脂糖购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；

犈．犮狅犾犻菌种ＤＨ５α为本室保存。ＰＢＳ、１％鸡红细

胞按ＯＩＥ标准方法自制。

１．２　引物设计

依据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的ＮＤＶ基因序列，针对

犉、犎犖 基因核苷酸序列两端的保守区域运用 Ｏｌｉ

ｇｏ６．０引物设计软件设计引物，由上海生物工程公

司合成。引物序列见表１。

表１　犉和犎犖 引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳狔犻狀犵狋犺犲犉犪狀犱犎犖犵犲狀犲狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

片段大小／ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ

Ｆ１

Ｆ２

ＧＴＴＡＧＡＡＡＡＡＡＣＡＣＧＧＧＴＡＧＡＡＧＡ

ＴＣＣＡＡＡＴＡＧＧＴＧＧＣＡＣＧＣＡＴＡ

４４８６４５０９

５４４０５４６０
９７５

ＨＮ１

ＨＮ２

ＧＡＴＣＡＧＡＴＧＡＧＡＧＣＣＡＣＴＡＣＡＡ

ＧＡＴＡＧＡＴＧＴＧＡＣＴＣＴＧＧＴＡＧＧＡＴ

６１８２６２０４

８４２５８４４８
２２６７

１．３　病毒犚犖犃提取和基因片段的扩增

取２５０μＬ分离株病毒的尿囊液，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司Ｔｒｉｚｏｌ试剂使用说明书流程提取病毒全基因

ＲＮＡ。ＲＴ反应体系：１７μＬ病毒ＲＮＡ悬液，１μＬ５０

ｐｍｏｌ·Ｌ
１的６碱基随机引物，７０℃水浴１０ｍｉｎ后立

即冰浴５ｍｉｎ，依次加入５μＬ５×反转录ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ１），０．５μＬ反转录酶 ＭＬＶ，

０．５μＬＲＮａｓｉｎ，４２℃反应６０ｍｉｎ，于９５℃下５ｍｉｎ

灭活反转录酶。犉和犎犖基因片段一起扩增，ＰＣＲ扩

增体系：２．５μＬ１０×犜犪狇ＤＮＡ聚合酶缓冲液，０．５μＬ

ｄＮＴＰｓ，０．５μＬ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ·μＬ
１），上、下游

引物各０．５μＬ，１．５μＬｃＤＮＡ，灭菌超纯水加至２５μＬ；

ＰＣＲ反应条件：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃２ｍｉｎ，５个循环；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃

２ｍｉｎ，２０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

１．４　基因片段的克隆转化和序列分析

取ＰＣＲ产物在１％琼脂糖凝胶上电泳检查结

果。ＰＣＲ产物的回收按 ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎＫｉｔ说明书进行，将纯化后的产物按ｐＧＥＭ

ＴｅａｓｙＶｅｃｔｏｒ说明书进行连接和转化，转化感受态

大肠杆菌，经ＡＩＸ平板筛选阳性克隆，常规方法提

取质粒，用犈犮狅ＲⅠ进行酶切鉴定。

每个样品挑取３个阳性克隆，送至上海生物工

程有限公司进行测序。测序片段经比对分析后进行

拼接，应用ＤＮＡＳｔａｒ软件对测定基因编码区的核苷

酸序列及其推导的氨基酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ上已发

表的序列进行比对分析，并构建系统进化发生树。

２　结　果

２．１　病毒分离

２００８年在江苏地区共分离到１６株基因Ⅶｄ亚

型ＮＤＶ，序列分析表明：其中有５株 ＮＤＶ在 ＨＮ

的线性表位发生了Ｅ３４７Ｋ突变（表２）。
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表２　１６株基因Ⅶ犱亚型犖犇犞的具体信息

犜犪犫犾犲２　犇犲狋犪犻犾狊狅犳１６狊狌犫犵犲狀狅狋狔狆犲Ⅶ犱犖犇犞狊

犉基因登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ犉ｇｅｎｅ

犎犖 基因登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ犎犖ｇｅｎｅ

分离株

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｓ

宿主

Ｈｏｓｔ

裂解位点

Ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ

线性表位（３４５３５３ｂｐ）

Ｌｉｎｅａｒｅｐｉｔｏｐｅ

（Ｒｅｓｉｄｕｅｓ３４５ｔｏ３５３）

ＧＱ２４５８０５ ＧＱ２４５８６０ ＳＹ１０８Ｃｈ Ｃｈｉｃｋｅｎ ＲＲＱＫＲＦ ＰＤＥＱＤＹＱＩＲ

ＧＱ２４５７８２ ＧＱ２４５８３７ ＤＴ３０８Ｃｈ Ｃｈｉｃｋｅｎ ＲＲＱＫＲＦ ＰＤＧＱＤＹＱＩＲ

ＧＱ２４５８０２ ＧＱ２４５８３９ ＨＡ４０８Ｃｈ Ｃｈｉｃｋｅｎ ＲＲＱＫＲＦ ＰＤＧＱＤＹＱＩＲ

ＧＱ２４５７９１ ＧＱ２４５８４６ ＳＮ５０８Ｃｈ Ｃｈｉｃｋｅｎ ＲＲＱＫＲＦ ＰＤＧＱＤＹＱＩＲ

ＧＱ２４５７８４ ＧＱ２４５８５７ ＳＮ６０８Ｃｈ Ｃｈｉｃｋｅｎ ＲＲＱＫＲＦ ＰＤ犓ＱＤＹＱＩＲ

ＧＱ２４５８１０ ＧＱ２４５８６５ ＸＺ７０８Ｃｈ Ｃｈｉｃｋｅｎ ＲＲＱＫＲＦ ＰＤＥＱＤＹＱＩＲ
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２．２　犉基因序列分析

应用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．０软件对分离株和从 ＥＭ

ＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋ选 取 代 表 性 毒 株 的 犉 基 因 （４７

４２０ｎｔ）进行比较，绘制了系统进化发生树（见图１）。

ＸＹ１１０８Ｃｈ和ＪＳ１８０８Ｇｏ的Ｆ０蛋白裂解位点序

列分别为１１２ＲＲＲＫＲＦ１１７和１１２ＲＲＫＫＲＦ１１７，其余

均为１１２ＲＲＱＫＲＦ１１７。七肽重复序列（ＨＲ）、信号肽

区以及抗原表位关键氨基酸位点高度保守。

２．３　犎犖基因序列分析

分析分离株犎犖 编码氨基酸序列发现：犎犖 基

因编码的氨基酸长度均为５７１ａａ；１３个半胱氨酸残

基和神经氨酸酶活性部位完全保守；１１９、３４１、４３３

和４８１位４个糖基化位点完全保守，除 ＸＺ７０８

Ｃｈ、ＸＹ１１０８Ｃｈ和ＣＺ１００８Ｃｈ３株病毒外，其余

１３株 ＮＤＶ 在５０８位均具有糖基化位点，１６株

ＮＤＶ均缺失５３８位糖基化位点；ＨＮ的受体结合部

位相关区域（第１９３２０１、３４５３５３、４９４、５１３５２１及

５６９位氨基酸）除３４５３５３位氨基酸外，其余４个区

域在这１６株ＮＤＶ中完全保守。

另外，以分离株犎犖 基因绘制的系统进化发生

树（图２）与根据犉绘制的系统进化发生树基本一

致，表明分离株中并不存在犉和犎犖 基因发生重组

的ＮＤＶ。

３　讨　论

目前，我国通过长期大剂量重复使用疫苗来预

防和控制 ＮＤ，对 ＮＤＶ 造成较大的免疫压力。

ＮＤＶ囊膜表面的Ｆ和 ＨＮ两个糖蛋白，容易经受

选择压力的作用，导致犉和犎犖 基因在ＮＤＶ的进

化过程中发生点突变。Ｆ 蛋白裂解位点基序是

ＮＤＶ毒力的主要决定因素，所以犉 基因一直是

ＮＤＶ分子流行病学研究的首选基因
［１０］。本试验

中，根据犉基因绘制的遗传进化树与犎犖 编码区绘

制的遗传进化树相似，仅有个别毒株的位置发生细

微变化。此结果表明 犎犖 基因的变化同样能代表

ＮＤＶ的进化规律和趋势，同时也表明分离株中并不

存在犉和犎犖 基因发生重组的ＮＤＶ。

分析Ｆ和ＨＮ蛋白的氨基酸序列发现，很多重

要的功能性氨基酸位点高度保守，暗示 ＮＤＶ没有

发生大的变异。在 ＨＮ蛋白上至少有５个受体结

合相关区域，即第１９３２０１、３４５３５３、４９４、５１３５２１及

５６９位氨基酸
［１１］，其中３４５３５３位氨基酸为线性表

位［１２］。值得注意是３４７位氨基酸的变异。３４７位氨

基酸多数为Ｅ，但也有突变为Ｇ或Ｋ。作者实验室

通过反向遗传操作技术以及 ＨＮ蛋白单抗排谱试

验推测３４７位点可能对单抗所针对的抗原决定簇的
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图１　根据犉基因４７４２０位核苷酸绘制的系统进化发生树

犉犻犵１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犉犵犲狀犲犳狉犪犵犿犲狀狋狊（４７４２０狀狋）狅犳犖犇犞狊狋狉犪犻狀狊

空间构象起决定性作用［１３］。２００７年Ｃｈｏ等
［１４］报道

了基因Ⅶｄ亚型ＮＤＶ变异株的存在，认为基因Ⅶｄ

亚型３４７位氨基酸发生Ｅ→Ｋ的突变与疫苗免疫相

关，并且发现这类变异株已成为韩国当前的主要流

行毒株，给该国的养禽业造成了严重的经济损失。

２００７年姚春峰等
［１３］对分离的１５株基因ＮＤＶ进行
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图２　根据犎犖基因编码区核苷酸绘制的遗传发生树

犉犻犵２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犮狅犱犻狀犵狉犲犵犻狅狀狊狅犳犎犖犵犲狀犲

了遗传变异分析，发现有３株ＮＤＶ发生Ｅ３４７Ｋ突

变，分离率为２０％（３／１５），而本研究中Ｅ３４７Ｋ变异

株分离率为３１％（５／１６），说明此类突变株的分离量

和分离率均呈上升趋势，这些变异株的出现与流行

给当前ＮＤ的防控带来了新的挑战，同时研制具有

针对性的新型疫苗也迫在眉睫。
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