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山东地区新城疫病毒分离株的分离鉴定及
其 F基因的分子特性分析

杨金兴，朱瑞良

( 山东农业大学 动物科技学院，山东 泰安 271018)

摘要: 2011 年从山东不同地区的发病鸡体内分离到 4 株新城疫病毒，分别命名为 SD1 ～ SD4。4 株毒株经病毒蚀
斑克隆纯化后动物回归试验可产生典型的 NDV病变; 为了解其遗传起源和分子特性对其融合蛋白( Fusion，F) 进行序
列和分子特性的分析。研究结果发现，生物学毒力测定显示 4 株毒株均为强毒。F 蛋白多肽裂解位点的序列为112

RRQKRF117，符合 NDV强毒氨基酸基序。F基因分型显示，SD01、SD02、SD03 和 SD04 与另外一株鸡源 SG01 以及广东
鹅分离株等属于基因Ⅶ型。同源性比较显示: SD1-SD4 与同期分离株的同源性明显高于其他的传统毒株，且与国内分
离株的同源性高于国外的分离株。
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Isolation，Identification and Molecular Characterization for F Gene of
Newcastle Disease Virus Isolated in Shandong

YANG Jin-xing，ZHU Rui-liang
( Faculty of Animal Science and Veterinary Medicine，Shandong Agricultural University，Tai'an 271018，China)

Abstract: Four Newcastle Disease Virus isolates named SD01-SD04 were collected from chicken in Shandong in
2011． The four strains were purified by plaque assay can form typical cytopathic． The F genes of the isolates were
cloned and sequenced to study its molecular characterization and hereditary variation． The deduced amino acid se-
quence of F gene showed that these viruses shared a velogenic motif 112 RRQKRF 117 at the cleavage site which were
coincident with biological index． Phylogenetic analysis showed that SD01-SD04 and the viruses derived from chicken
and goose in China belonged to genotypeⅦ． For F gene of the isolates，the homologies of the deduced amino acid se-
quences of SD01-SD04 with the same time isolates in China were higher compared with traditional trains． There was a
closer genetic relationship between the four isolates and epidemic strains in China than foreign epidemic strains．
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新城疫( Newcastle disease，ND) 是由新城疫病
毒( Newcastle disease virus，NDV) 引起禽和野禽等的
一种急性、高度传染性的疾病，可以造成病禽较高的
发病率和死亡率［1 － 3］。ND 目前仍然是我国养鸡业
的两大传染病之一，近年来该病经常呈非典型发生，

对我国的养禽业仍会产生巨大的经济损失［4］。本
试验就 2011 年山东地区发病鸡分离到的 4 株 NDV
进行生物学特性的研究，并对其融合蛋白 F 进行序
列测定和分子特性分析，以了解 2011 年山东地区

NDV的遗传起源和分子特性。

1 材料和方法
1． 1 试验材料
病毒来源于 2011 年山东发病鸡群，分别命名为

SD1 ～ SD4; SPF 鸡和鸡胚均由山东省农业科学院家
禽研究所 SPF 种鸡场提供。Trizol、DNA 回收试剂
盒、质粒提取试剂盒、一步法 RT-PCR 试剂盒和
pMD19-T Easy Vector 均为大连宝生物公司产品。
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1． 2 试验方法
1． 2． 1 病毒的分离纯化和毒力测定 取病死鸡的
肝、肺、脾、输卵管等剪碎研磨，以 Hank's 液制成1 ∶ 5
匀浆，冻融 3 次，离心后加入双抗作用后取上清液备
用。取病料上清液经尿囊腔接种 10 日龄 SPF鸡胚，
弃去 24 h内死亡鸡胚，收取 24 ～ 96 h 的鸡胚尿囊
液，并观察鸡胚病变。接种 40 日龄 SPF 鸡，进行动
物回归试验。分离病毒经蚀斑纯化后接种 SPF 鸡
胚保存备用。分离毒株的毒力测定( MDT、ICPI、IV-
PI) 的检测方法按照 OIE的操作规程进行［5］。
1． 2． 2 序列测定 引物设计: 参照 GenBank 中已
发布的 NDV 的 F 基因序列 ( No． AF077761 ) ，用
Primer Premier 6． 0 设计了 1对引物( F-F、F-R) ，用于
扩增 F基因全长。引物由华大基因合成，序列为:

F-F: 5'-ATGGGCTCCAAACCTTCTAC-3';
F-R: 5'-TTGTAGTGGCTCTCATC-3'。
RT-PCR: 按照 Trizol 试剂说明提取病毒 RNA，

加入适量的 DEPC 水溶解 RNA，－ 70 ℃。按 RT-

PCR一步法试剂盒说明加入引物和模板进行基因
扩增。启动 PCR仪器直到温度上升至 50 ℃时，将
反应管放入 PCR仪器中。PCR反应条件: 反转录反
应 50 ℃ 30 min，94 ℃ 3 min，然后 94 ℃ 1． 5 min，
54 ℃ 1． 5 min，72 ℃ 1． 5 min，进行 34 个循环，最后
72 ℃延伸 10 min。取 5 μL 反应产物进行 0． 8%琼
脂糖凝胶电泳检验扩增结果。
转化和测序: 回收阳性 PCR 产物，16 ℃过夜连

接至 pMD19-T Easy vector，转化感受态大肠杆菌
DH5α，37 ℃震荡培养 1 h 后，均匀涂布于含 Amp、
IPTG和 X-gal 的 LB 固体培养基平板，37 ℃培养
16 ～ 20 h。挑取白色菌落至 Amp +的 LB 液体培养
基小量培养过夜，提取质粒作 PCR扩增鉴定。将鉴
定为阳性菌液送至大连 TaKaRa生物公司测序。
1． 2． 3 NDV F 基因氨基酸序列分析 从 GenBank
下载已发表的 NDV 分离株的 F 基因序列( 包括传
统毒株和疫苗代表株以及 2011 年的国内外分离
株) 。毒株信息及其登陆号详见表 1。

表 1 下载毒株的基本出处及登录号
Tab． 1 Newcastle disease virus strains and GenBank number

菌株
Strain

缩写
Abbr．

GenBank登录号
GenBank No．

菌株
Strain

缩写
Abbr．

GenBank登录号
Genbank No．

La Sota La Sota AF077761 Chicken． Iran． 5． 11 Iran5 JQ267581

Bingham Bingham A03663 Dove． Italy． VIR． 11 VIR JN638234

Herts． 33 Herts33 AY741404 Duck． China． JS． 11 JS JN698890

F48E9 F48E9 AY508514 Goose． China． GD20． 11 GD20 JN627506

TEX-48 TEX-48 M24698 Goose． China． GD450． 11 GD450 JN627508

Taiwan95 TW95 U62620 Pigeon． China． MY． 11 MY JQ268609

Queenland． V4 V4 AF217084 Chicken． Pakistan． UDL8． 11 UDL8 JQ517285

N． Ireland． Ulster． 67 Ulster67 AY562991 Chicken． China． SDSG01． 11 SDSG01 JN400896

Game． USA． 211472． 02 211472 AY562987

取 F基因的全长氨基酸片段对分离毒株和参
考毒株进行基因分型［6］; 利用 DNAStar 和 Mega 软
件，分析 F1 /F2 多肽裂解位点氨基酸序列; 比较 4 株
分离株与 La Sota、F48E9、B1 等传统毒株以及
SG01、UDL8、Iran5、GD20、GD450 等国内外同期发生
的不同宿主源 NDV的 F基因氨基酸同源性，绘制全
基因系统进化发育树，进而对上述所有毒株的 F 基
因分子遗传变异情况进行分析。

2 结果与分析
2． 1 病毒分离鉴定和毒力指标测定
病鸡病料无菌处理后接种 9 ～ 11 日龄 SPF 鸡

胚，多数鸡胚在 48 ～ 60 h 内死亡，死亡胚全身严重
出血、水肿，部分鸡胚肝脏有明显的坏死和出血点。
尿囊液经 HA 试验检验为阳性，效价在 26 ～ 8 ( log2 )

之间。接种的 SPF 鸡在大部分在 48 h 后临床出现
典型的 ND呼吸道症状，气管和泄殖腔棉拭子均可
以分离检测到病毒。剖检呈现 ND 的典型病变，气
管充血出血，十二指肠、泄殖腔粘膜、盲肠扁桃体、腺
胃等出血。所有病变的组织器官都可以检测到病
毒。4 株分离株的 MDT、ICPI、IVPI 结果比较一致，
其中 MDT 值在 52． 5 ～ 58． 0 h 之间，ICPI 值在
1． 85 ～ 2． 1之间，IVPI值在 2． 2 ～ 2． 4 之间。
2． 2 RT-PCR和 F基因测序结果

4 株分离株的 F基因均扩增出预期大小的目的
片段。4 个扩增出的片段经双向测序、拼接和校正
后，确定 F 基因 ORF 全长 1 662 bp，编码 553 个氨
基酸( 图 1) 。
2． 3 F蛋白裂解位点的氨基酸序列

SD1 ～ SD4 分离株在 F 蛋白裂解位点( F1 /F2 )
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的氨基酸序列均为: 112 RRQKRF 117，完全符合 NDV
强毒株此处的氨基酸序列( 图 2) 。

1，5． Marker DL2000; 2． SD1; 3． SD2; 4．尿囊液对照; 6． SD3; 7． SD4。
1，5． Marker DL2000; 2． SD1; 3． SD2; 4． Allantoic fluid; 6． SD3; 7． SD4．

图 1 分离株株 RT-PCR扩增结果
Fig． 1 Amplification of NDV strains

图 2 分离株以及部分下载毒株 F蛋白裂解位点序列
Fig． 2 Cleavage site of the F protein( residues 112 －117)

2． 4 F蛋白的基因分型、同源性及其系统进化树
利用 F基因全长核苷酸片段进行 F 基因的分

型和系统进化分析。从图 3 中可以看出 SD01、
SD02、SD03 和 SD04 与另外一株鸡源 SG01 以及广
东鹅分离株 GD450、GD20 等同属于基因Ⅶ型。另
外，2 株国外鸡源分离株 UDL8 和 Iran5 也属于基因
Ⅶ型。

图 3 NDV的 F基因全长氨基酸的基因分型和进化树比较图
Fig． 3 Genotype and phylogenetic tree of NDV

strains based on F gene amino acids

通过 4 株分离株与 LaSota、F48E9 等传统毒株
的 F基因氨基酸全长同源性的比较后，我们发现:
SD1 ～ SD4 这 4 株分离株与同一基因型的各个毒株
的同源性非常接近，其中与基因Ⅱ型毒株 LaSota、

B1、TEX-48 氨基酸同源性为 87． 4% ～ 87． 9%，
87. 5% ～88． 1%，88． 1% ～88． 6% ; 与基因Ⅰ型毒株
Ulster67 和 V4 的氨基酸同源性为 89． 0% ～ 89． 9%
和 89． 5% ～90． 4% ; 与基因Ⅲ型传统强毒 F48E9 的
氨基酸同源性为 90． 1% ～ 90． 8%。就所有基因Ⅶ
型的分离株而言，这 4 株分离株与国内同期鸡分离
株 SG01 的氨基酸同源性为 97． 1% ～ 98． 6% ; 与国
外鸡分离株 UDL8、Iran5 的同源性分别为 93． 3% ～
94. 0%，94． 2% ～94． 9%。上述结果表明，SD1 ～ SD4
与同期分离株的同源性明显高于其他的传统毒株，

且与国内分离株的同源性高于国外的分离株。
由图 3 可知，2 株鸽源分离株 VIR 和 MY 属于

鸽源特有的Ⅵ基因型而处于一小分支上，只有一鸭
源株 JS 与 F48E9 处于同一分支上，其余所有的
2011 年分离株均处于同一分支上。这 4 株毒株与
国外分离株的遗传距离较远; 而与国内分离株的遗

传距离较近，处于同一基因亚型上。这也与氨基酸
同源性的分析结果相符。

3 讨论
近年来国内外学者对不同年代、不同毒力、不同

区域、不同基因型的 NDV 进行了广泛而深入的研
究，尤其是针对 F 基因的研究更为深入; 因为 F 基
因与 NDV 的致病性密切相关，研究主要集中于
此［7 － 13］。
一般认为，NDV仅有一个血清型。根据其基因

组结构和遗传学特性可分为两大类，即 ClassⅠ和
ClassⅡ。其中，ClassⅠ的基因组长度为 15 198 nt，
在 P蛋白的编码区有 12 个核苷酸的插入，一般为低
毒力或无毒力的毒株，多从水禽中分离。ClassⅡ又
可分为 9 个基因型，分别为基因Ⅰ型 －Ⅸ型［14］。根
据 F基因分型的情况和流行状况分析，ND 的第 1
次大流行主要与基因Ⅱ，Ⅲ，Ⅶ型毒株有关。在第 2
次大流行中，出现了基因Ⅴ和Ⅵ这 2 个新的基因型。
通过学者研究发现，我国目前流行毒株还是以基因

Ⅶ为主［15 － 17］。
山东省 SPE鸡场课题组于 2011 年从山东地区

病鸡体内分离的 4 株毒株，从生物学毒力测定和
F1 /F2 基因裂解位点基序均确定其为强毒株，基因
型为Ⅶ型，它们与 La Sota、V4 等传统疫苗株无论是
在毒力还是同源性比较、遗传演化等方面都存在较
大差异。SD1 ～ SD4 这 4 株分离株的遗传距离非常
接近，它们与同期分离株的同源性明显高于其他的

传统毒株，且与国内分离株的同源性高于国外的分

离株。
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