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� � 摘要:参照 GenBank 中 NDV 的核酸序列设计一对引物,利用 RT-PCR扩增 F 基因并得到长约 1� 7 kb 的全基因片

段,并将其构建到 pMD-19T 载体上。核苷酸序列测定结果表明:该基因片段全长 1 662 bp,编码 553 个氨基酸, 与 Gen-

Bank下载的 13株参考毒株 F 基因比较,核苷酸和氨基酸序列同源性分别为 97� 2% ~ 99�2%和 96� 9% ~ 98�7% ; 但与

LaSota、F48E9及 B1 等常见疫苗株的氨基酸同源性仅为 88� 6% ~ 91� 5%。NDV分离株 F 蛋白裂解位点的氨基酸序列

为112R-R-Q-K-R-F- I-G119,属于基因 � NDV。
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Abstract:One pair of primers for amplifying the F gene of NDV on GenBank were designed,with which the predict-

ed 1. 7 kb fragment had been amplified via RT-PCR from NDV strainHebei. The 1. 7 kb fragment was inserted into pMD-

19T vector. DNA sequence analysis showed that the cloned fragment consisted of 1 662 bp and coding for 553 amino acid.

Compaired with 13 strains of NDV on GenBank, neucleitide and amino acid sequence homologies were found to be 97. 2%

- 99. 2% and 96. 9% - 98. 7% respect ively, but the amino acid sequence homologies to other NDV strains such as La-

Sota,F48E9 and B1 were only 88. 6% - 91. 5%. The deduced amino acid sequence of the cleavage site of F protein of

the NDV isolates were 112R-R-Q-K-R-F-I-G119. the NDV isolates belonged to the genetype � .

Key words:Newcastle disease virus ; F gene; Cloning; Sequence analysis

� � 新城疫( Newcast le disease, ND)是由新城疫病毒

(Newcastle disease virus, NDV)引起的一种禽类烈性

传染病。新城疫的研究已不仅局限于传统的生物学

特性,从分子生物学的角度,已将新城疫病原细分为

多种基因亚型[ 1, 2]。F 基因的分子流行病学研究表

明,我国ND的主要流行毒株为基因 � 型,但传统的

基因 �、�、�型依然存在。F 蛋白是 NDV主要的

宿主保护性抗原,与 NDV的致病性和免疫应答密切

相关。F1 与 F2 裂解位点区的氨基酸组成是 NDV

毒株毒力强弱的主要因素[ 3]。目前 La Sota、�系等

活疫苗和灭活苗的应用, 在 ND 的防治中发挥了重

要作用。尽管如此, 由于近年来 ND 的流行和发病

特点发生了很大变化,以非典型为主, 常在免疫禽群

中发生, 表现为无法解释的�免疫失败�现象, 且 20

世纪 90年代以来流行于我国的基因 � 型新城疫病
毒, 与疫苗毒的遗传距离越来越远,促使人们开始重

新思考新城疫病毒的基因型与病毒毒力和疫苗免疫

保护的关系究竟如何[ 4] ? 据此, 我们对河北省流行

新城疫病毒分离株进行了 F 基因的克隆与序列分

析研究, 鉴定了其毒力强弱、进化地位并确定了基因
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型,为研究我国新城疫分子流行病学特点和制定综

合防治措施提供依据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 毒株

新城疫病毒河北分离株为本实验室保留毒株

HBW-1。

1. 2 � 试剂和主要仪器

限制性内切酶 SacI和 XbaI 购自 Takara 公司;

反转录酶( M-MLV)购自 Promega 公司; RNA 酶抑制

剂Solarbio 公司; rTaq酶购自 Takara公司; 质粒抽提

试剂盒、DNA凝胶回收试剂盒、Marker III 购自北京

天根生化科技有限公司。

高速冷冻离心机, PCR 仪( 25 型基因扩增仪宁

波新芝生物科技股份有限公司) , 凝胶成像系统,电

泳系统(北京六一仪器公司)。

1. 3 � 方法

1. 3. 1 � NDV河北分离株的增殖及总 RNA的提取 �

用实验室保存 NDV 河北分离株接种 9日龄 SPF 鸡

胚, 37 � 孵育, 24~ 120 h,收取尿囊液。尿囊液反复冻

融3~ 5次, 6 000 r/ min离心 20 min,取尿囊液上清按

Trizol 试剂说明书提取病毒总RNA,并稍做改进。

1. 3. 2 � F 基因的RT-PCR扩增

1. 3. 2. 1 � 根据 GenBank 已发表的新城疫病毒 F 基

因的序列,利用 Primer Premir 5. 0 设计一对引物,上

游引入 XbaI酶切位点,下游引入 SacI酶切位点(下

划线部分)引物由三博远志有限公司合成。

上游引 物 P1: 5 -'TGCTCTAGAATGGGCTCTA-

CATCTTCTACC-3 '; 下游引物 P2: 5-' CGAGCTCTCAT-

GTTCTTGTAGTGGCTC-3'。

1. 3. 2. 2 � RT-PCR � 反转录引物为特异性引物 P1。

RT 反应条件: 70 � 5 min, 42 � 70 min, 95 � 5 min。

PCR体系( 25 �L) :引物各 1 �L、模板 cDNA 4 �L、10

�反应缓冲液 2. 5 �L 、dNTP 2 �L、rTaq 0. 5 �L、灭菌

三蒸水 14 �L。反应程序: 94 � 预变性 5 min, 94 � 变

性1 min; 50 � 退火1 min, 72 � 延伸 2�5 min, 35个循

环,最后 72 � 延伸 10 min。取 PCR产物 5 �L, 0�8%
琼脂糖凝胶电泳检查后, PCR产物全部上样电泳,用

DNA凝胶回收试剂盒回收。

1. 3. 3 � 扩增产物连接克隆载体和序列测定 � 回收

片段与 pMD19-T Simple Vector 连接后转化感受态

E . coli TOP10,涂布于含氨苄青霉素( 100 �g/mL) , X-

gal, IPTG的 LB培养板, 37 � 培养过夜, 挑取白色菌

落,增殖后提取质粒, 经酶切和 PCR初步鉴定为阳

性的重组质粒进行序列测定。阳性菌液送北京诺塞

基因生物技术有限公司测序,正反向各测一个反应。

1. 3. 4 � F 全基因序列分析、同源性比较、遗传进化

树的构建 � 将所测 F 全基因序列与Genbank中已发

表的 9株NDV相应片段进行比较, 应用 DNAStar 软

件分析各株之间核苷酸同源性、氨基酸同源性及绘

制系统发育进化树。

2 � 结果与分析

2�1 � F基因的 RT-PCR扩增

RT-PCR扩增产物的电泳结果,在 1 700 bp处有

特异性目的条带(图1)。用所设计的引物从 pMD19-

T-F 质粒中扩增到特异性条带, 大小约 1 700 bp, 与

预期大小相符(图 2)。

M.Marker � ; 1, 2. PCR结果

M. Marker � ; 1, 2.Result of PCR

图 1� F基因 RT-PCR 扩增结果

Fig. 1� Result of amplification by RT-PCR for F gene

M.Marker� ; 1, 2. PCR结果; 3.阴性对照

M.Marker � ; 1, 2. Result of PCR; 3. Negative control

图 2� 重组质粒 pMD19-T- F的 PCR鉴定

Fig. 2 � Identification of plasmid pMD-F-19T by PCR

M.Marker � ; 1.质粒 pMD-F-19T;

2. Sac I单酶切结果; 3. Sac I, Xba I双酶切结果

M.Marker �; 1. Plasmid pMD-F-19T; 2.Result of plasmidpMD-F-19T by

Sac I; 3.Result of plasmid pMD-F-19T by Sac I, Xba I

图 3 � 重组质粒 pMD19-T-F 的酶切鉴定

Fig. 3 � Identification of plasmid pMD-F-19T by PCR
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2. 2 � 重组质粒的酶切鉴定

重组质粒用相应的酶单酶切和双酶切后, 0�8%
琼脂糖凝胶电泳,可见均获得了符合预期的目的基

因条带。表明成功构建了含有 F 基因目的片段的

重组表达质粒。

2�3 � 核苷酸同源性、氨基酸同源性比较结果及绘制
的系统发育树(图 4~ 6)

图 4� NDV 分离株 F基因核苷酸全序列及氨基酸同源性比较

Fig. 4 � Comparision of NDV strains F gene nucleotide acid and amino acid homology

图 5� NDV 分离株 F基因氨基酸全序列同源性比较

Fig. 5� Comparision of NDV strains F gene amino acid homology

图 6 � NDV F 基因核苷酸序列绘制的系统发育树

Fig. 6� Phylogenetic tree of the nucleotide sequence of NDV strains F gene
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3 � 结论与讨论

本研究成功克隆了河北分离株 NDV F 基因的

全序列1 662 bp。由于NDV为负股单链 RNA 病毒,

其核酸极易降解,操作时所有塑料器具包括枪头和

离心关均需用 0�1%的 DEPC水浸泡后高压 30 min,

配试剂用水均须用 DEPC 处理的三蒸水, 玻璃器皿

均需在 160 � 高热灭菌 4 h 以上。要勤换一次性手

套,佩戴口罩防止汗液和唾液中的 RNA酶污染。为

了提高NDV RNA提取过程中成功的几率,也可采用

浓缩病毒的方法来增加单位体积病毒的含量[ 5]。

F 基因核苷酸序列分析的结果表明, 该毒株与

我国标准的强毒株 F48E9 的同源性最低只有

87�3%, 与新城疫弱毒株LaSota的同源性只有 85%。

其 F 基 因 裂 解 位 点 区 氨 基 酸 序 列 均 为

112R-R-Q-K-R-F117与强毒株在这一区域的序列相

符合,表明该河北分离株HBW-1为NDV强毒株。

新城疫病毒是副粘病毒中的典型代表, 是重要

的人和动物致病病毒, 其致病力的强弱主要在于病

毒体表面的两种包膜糖蛋白 � 融合蛋白( Fusion pro-

tein, F ) 和血凝素-神经氨酸酶 ( Hemagglutinin-neu-

raminidase,HN) ,特别是 F 蛋白, 其一级结构决定了

细胞融合能力的强弱,而细胞融合能力越强, 则病毒

表现出来的致病力越强。细胞融合同时也是副粘病

毒侵入靶细胞的重要手段[ 6]。F 蛋白和 HN 蛋白具

有良好的免疫原性, 用真核细胞表达系统表达的 F

蛋白和 HN蛋白免疫动物后, 对强毒的攻击具有一

定的保护作用。HN和 F 相互作用的部位尚存在着

争论[ 7] ,某些学者认为,同源性 F 和HN 在细胞表面

发生物理性相互作用, 提示这种作用是副粘病毒引

起细胞融合所必需的[ 8]。

NDV F 基因的遗传变异与 NDV的变异和流行

密切相关,是 NDV 分子流行病学研究的首选基因。

最初的研究是根据 NDV F 基因全长序列分析绘制

系统发育进化树的。随着研究的深入, 人们发现 F

基因的1~ 374位的核苷酸序列具有很好的代表性,

根据其绘制的进化树和全长序列绘制的完全一致,

并且与当地的流行病学资料符合性很好,是进行ND

分子流行病学研究的良好材料[ 9, 10]。攻毒试验结果

可以看出, 分离株 HBW 灭活苗免疫组鸡在免疫后

不同时期 ( 对 HI 抗体效价为 6log2 以上时 ) , 对

F48E9标准强毒株、基因 � 型野毒株 HBW和基因�

型野毒株 HBB 的攻击均能 100%保护。说明 HBW

的免疫原性好, 可以作为以后疫苗研究的后备毒

株
[ 11]
。本试验克隆出河北分离株 NDV F 基因的全

基因序列主要是用于进一步研究, 为新型疫苗的研

制, 如转基因植物口服疫苗的研究打下基础。

目前,国内众多学者从分子生物学角度对我国

西北地区、广东地区、山东地区、河北地区, 以及标准

株 F48E9, LaSota 株新城疫病毒进行分析
[ 12- 14]

, 为

研究该病毒的变异情况打下了良好的基础,同时,也

为新城疫的诊断与防治方法的研究打下了坚实的基

础,为有针对性地防治本病疫情的蔓延提供了可靠

的理论指导。同一基因型的新城疫病毒具有较近的

亲缘关系,其抗原位点也基本相同。据此我们可以

有的放矢的防治不同基因型新城疫的流行。总之,

从分子生物学的角度出发, 研究疾病的抗原性质及

其变化, 必将为新城疫的防治带来新的突破。
[ 15]
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