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两株基因 !!! 型强毒新城疫的全基因组测序及其与 ! 系苗的亲

缘性分析
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摘要：【目的】研究基因 --- 型新城疫（/FU+)=6<F P?=F)=F，/V）强毒分离株 C.4A4$342, 和 C.4"4$34W9 与中等毒力

疫苗株 (:X6F=U)* 的亲缘性关系，分析三株新城疫病毒（/FU+)=6<F P?=F)=F R?*:=，/VY）的全基因差异。【方法】

采用 ZEH[2Z 方法获得两株 /VY 分离株的全基因组核苷酸序列，与 WF;D);X 中公布的 (:X6F=U)* 序列比对分

析。【结果】强毒分离株与中等毒力疫苗株 (:X6F=U)* 全基因组核苷酸同源性均为 ""TA\；病毒 1 个阅读框核

苷酸序列与 (:X6F=U)* 同源性为 ""T1\ ] ""T"\；预测的 ’ 种病毒编码蛋白同源性在 "’T’\ ] ""T’\。然

而，测定 (VE，-2[- 和 -Y[- 发现 C.4A4$342, 和 C.4"4$34W9 毒力明显强于 (:X6F=U)*，其中 C.4A4$342, 株的 -Y[-
达到了 %T0’。【结论】综合 # 株 /VY 的遗传分析结果和已有的流行病学资料可以推断分离株 C.4A4$342, 和

C.4"4$34W9 是由疫苗株 (:X6F=U)* 自然进化而来的返强毒株。因此，必须停止使用中等毒力疫苗以免造成更

大的危害。
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新城疫（/FU+)=6<F P?=F)=F，/V）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［0］。最新的分类将 /VY 归类为副粘病

毒科，副粘病毒亚科，禽腮腺炎病毒属［%］。目前，已

知的新城疫病毒基因组长度有 # 种，030’1 _7，030"%
_7 和 030"’ _7［# & !］。# 种长度的 /VY 都包含相同的

1 个阅读框，基因排列方式为 #‘H/[H[H(HIHa/HbH3‘，
主要编码 1 种病毒蛋白［3］，依次分别为核衣壳蛋白、

磷蛋白、基质蛋白、融合蛋白、血凝素H神经氨酸酶蛋

白和大分子蛋白。另外，在 [ 基因的转录过程中会

出现 Z/^ 编辑现象［1］，即在 @Z/^ 特定的位置上插

入一到两个 W，从而产生额外的 Y 蛋白及 c 蛋白。

尽管 /VY 只有一个血清型，不同毒株之间的生

物学特性存在明显差异。根据致病力的不同，/VY
通常分为强毒株，中等毒力株和弱毒株。强毒株会

导致感染动物大量急性死亡，其发病症状以神经呼

吸道症状或者肠道严重出血为主；中等毒力株引起

雏鸡的呼吸道症状和产蛋母鸡产蛋下降；而弱毒株

一般不致病，偶尔能引起雏鸡轻微的呼吸道症状。

根据 0""" 年 ^<FJ);PF* 等的报道［A］，可以用 0 日龄雏

鸡脑内接种致病指数（?;6*)+F*F_*)< 7)6,9SF;?+?6N ?;PFJ
?; 0HP)NH9<P，=7F+?L?+H7)6,9SF;HL*FF +,?+XF;=，-2[-）判定

/VY 的毒力。-2[- 值小于 $T3 为弱毒，介于 $T3 到

0T3 之间为中等毒力，大于 0T3 为强毒。

基因 --- 型 /VY 疫苗株 (:X6F=U)*，在中国也称



为 ! 系 苗，曾 在 国 内 大 规 模 应 用。 一 般 认 为，

"#$%&’()* 的毒力较强，属于中等毒力，大规模使用

可能会导致毒株毒力返强，造成新的流行。因此，目

前很多国家已经停止了中等毒力疫苗的使用。本实

验室分离到的 +,- 毒株 ./01023045 和 ./06023078 鉴

定为 基 因 !!! 型，9 基 因 :1 ;% < :=2 ;% 序 列 与

"#$%&’()* 的同源 性 高 达 66>6?［@］。然 而，./010230
45 和 ./06023078 的 !4A! 指数明显高于 "#$%&’()*。
为了 探 讨 两 株 +,- 分 离 株 与 中 等 毒 力 疫 苗 株

"#$%&’()* 的遗传进化关系，我们展开了进一步的研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 病毒、实验动物：鸡源 +,- 分离株 ./010230
45，鹅源 +,- 分离毒株 ./06023078 为本实验室近期

分离，分离株通过蚀斑筛选的方法纯化 B 次［@］。测

定和分析病毒 9 基因 :1;% < :=2;% 的核苷酸序列后，

两株病毒鉴定为基因!型。/A9 鸡胚购自山东家禽

研究所，/A9 鸡由本室孵化。

!"!"# 主 要 仪 器 和 试 剂：ACD=222 A4E 仪，"8F&G
B222HI 电泳仪购自 JI8JK, 公司；KL)*8’& 7&G ,+K
MN%*)O%I8; PI%、HD7)G、!AC7、F+CA、!"# 酶等购自宝生

物工程（大连）有限公司；QJ 培养基、C*IR8G 抽提试

剂，购自 !;SI%*8L&; GIT& %&O5;8G8LI&’；限制性内切酶主

要为 上 海 生 物 工 程 公 司 产 品；"D"Q- 反 转 录 酶、

E+)’I;、CD&)’U 载 体 和 琼 脂 糖 购 自 A*8V&L)

48*W8*)%I8;。

!"# 静 脉 接 种 致 病 指 数 实 验（ $%&’()*%+,-
.(&/+0*%121&3 1%4*5，$67$）

按照 X!M 标准进行 !-A! 实验。取新鲜病毒尿

囊液用无菌 AJ/ 做 Y2 倍稀释。稀释液接种 Y2 只

Z 周龄 /A9 鸡，静脉接种，每只注射 Y22"Q。饲养

Y2 F，每隔 =: 5 观察一次，记录实验动物发病情况并

评分。正常为 2，发病为 Y，瘫痪或神经症状为 =，死

亡为 B。最后计算 Y2 F 内平均每只鸡每天的评分

值，即为该毒株的 !-A! 值。

!"8 鹅致病力实验

采用未免疫的隆昌鹅雏鹅，隔离饲养，定期采血

分离血清，检测针对 +,- 的 [! 效价，待平均母源抗

体水平低于 Y 时（=: 日龄），分别用 Y23 个 M!,32的病

毒尿囊液病毒点眼滴鼻。设 9:@M@ 攻毒组做阳性对

照，AJ/ 组做阴性对照。实验鹅每组 1 只，隔离饲养

= 周，记录发病情况。病死鹅采集病料做病毒分离，

存活的实验鹅采血分离血清，检测 [! 效价。

!"9 病毒全基因的 :;<7=: 扩增

!"9"! 引物设计：参考 7&;J);$ 中!型新城疫病毒

"#$%&’()* 毒 株 的 全 基 因 组 核 苷 酸 序 列（登 录 号：

M9=2Y@23）以及其它 +,- !型、!- 型和 !H 型部分核

苷酸序列，共设计了 Y2 对引物。相邻扩增片段之间

有 32 ;% < Y22 ;% 重叠，连接起来可以覆盖 +,- 全基

因组。引物在上海生物工程有限公司合成。引物序

列均在表 Y 中列出。

表 ! 针对基因!型 >?6 的 !@ 对核苷酸引物序列

C)\G& Y C&; W)I*’ 8T W*IV&*’ #’&F %8 L&;&*)%& A4E W*8F#O%’ T*8V L&;8%UW& ! +,- ’%*)I;’
9*)LV&;% F&’IL;)%I8; A*IV&* ’&]#&;O&（3^!B^） A8’I%I8; MNW&O%&F W*8F#O% ’IR& 0\W
KY K44KKK4K7K7KKC447C7K7 YD=Y Y=12

4CCCK74C4774K744KCKC44C4 Y=:1DY=12
K= C7K74K4KC4KCC4C77K7K4CC7 YY@3DY=2@ Y26Z

C77K47KCCCKCC74CKK74CC7 ==3@D==@2
J 4KK7K4C77K74KK74KK4C ==Y6D==B@ =22B

77K7K774KCCC74CKCK77 :=2=D:==Y
4 7774C4K7C7KC7C74C47 :Y22D:YY@ Y6Z:

KCKCK77CKKC7K7K74K7KC7C7 Z2:2DZ2ZB
, KKKCKKCKC747C744K44C 3:B:D3:3B YZZY

7KK474K7K7CK7KKKK7KKCK 121BD126:
M 4KK7KK4K44C7KKCCCCKC4447 ZZ@ZDZ626 ==Z2

CCK7KC744CCC77K44C7CCCCK @6==D@6:3
9 C77CCC4K4C4KKKKC77C44 @@1ZD@@6Z Y==B

KC444CC4C744KCCK44C7 Y2216DY226@
7 K444CC7K7CK44CKK7K7KC7K 66Z3D66@1 =YYZ

C7C4444KCKK7444K7KC Y=2Z=DY=2@2
[ KKC44C7KCK44KCK7KK4CC7C YY@2YDYY@=B =2B=

7C447KKKC7C474C7C7 YB@Y3DYB@B=
! 4CK77KK7K744CCKKCCC7KC YBB32DYBB1Y Y@B@

K4KKK7KCCC77C7KKC7K4K Y3YZ1DY3Y@1
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!"#"$ 病毒 !"# 提取：取 $%&!’ 分离株病毒的尿

囊液，按照 ()*+,-./0) 公司 1-+2.3 试剂使用说明书流

程提取病毒全基因 !"#［4］。每份病毒 !"# 样品溶

解于 %&!’ 5678 处理水，保存于 9 :&;备用。

!"#"% 病毒全基因的 !1<78! 扩增：用 = 碱基随机

引物进行反转录，表 > 中的 >& 对特异引物对 ?@<:<
&%<8A 和 ?@<B<&%<C. 的全基因进行 78! 扩增。!1 反

应条件为：D$; =& E+)，:&; >% E+)；78! 反应条

件：B%; F E+)；BD; F& G，%%; D% G，:$; $ E+)，F& 个

循环；:$; >& E+)。取 78! 产物在 >H琼脂糖凝胶

上电泳检查结果。

!"& 全基因片段的克隆转化和基因测序分析

78! 产物的回收按 #/I-.G0 C03 5"# 7J-+K+LI,+.)
M+, 说明书进行。将纯化后的产物按 NC6O<1 0IGP

Q0L,.- 说明书进行连接和转化。经 #(R 平板筛选阳

性克隆，常规方法提取质粒，用 !"#!"进行酶切鉴

定。将含有重组质粒的菌液送上海生物工程有限公

司进行测序。应用分析软件 5"#@1#! 对实验毒株

和 C0)SI)T 收录的其它 "5Q 毒株的相应序列进行

比对分析。

$ 结果

$"$ 两株!型 ’() 对实验鸡的致病力

根据 U(6 标准进行 (Q7( 实验，测定 ?@V:V&%V8A
株 (Q7( 为 $W>4，?@VBV&%VC. 株 (Q7( 为 >WFF。综 合

O51，(87( 和 (Q7( 实验数据，?@V:V&%V8A 株为强毒，

?@VBV&%VC. 株稍弱，接近于中等毒力。本实验两株病

毒以及#型疫苗株 OJT,0GXI- 的各项毒力指标见表 $。

表 $ *+,-,.&,/0，*+,1,.&,23 和 456789:;< 的来源、特性及毒力

1IY30 $ U-+/+)，N-.N0-,+0G I)Z *+-J30)L0 .K ?@V:V&%V8A，?@VBV&%VC. I)Z OJT,0GXI-
(G.3I,0 U-+/+) [.G, O51VA (87( (Q7( C0).,PN0
?@<:<&%<8A [I+E0)/ LA+LT0) D=W4 >W44 $W>4 #
?@<B<&%<C. \+2A0)/ /..G0 DBW$ >W=> >WFF #
OJT,0GXI- LA+LT0) D=WD >WDD &W&4 #

$"% 两株!型 ’() 对实验鹅致病力

?@VBV&%VC. 攻毒组实验鹅，未出现明显的症状，

饮食饮水正常，泄殖腔棉拭没有分离到病毒；?@V:V
&%V8A 株攻毒后，第 F 天全部出现症状，至全部转归，

共死亡 $ 只，从病料和泄殖腔棉拭中分离到 "5Q 病

毒，测序后证明为 ?@V:V&%V8A 株。阴性对照组未出

现症状；阳性对照组攻毒后第 F 天出现病变，: 只实

验鹅死亡 F 只，与早期报道相符［B］。

$"# 全基因组分析

!1<78! 扩增出的 >& 个目的片段与预期大小相

符，测序后，利用 5"#@1#! 软件拼接，获得除 F]和 %]
最末端引物设计区域以外的整个基因组的核苷酸序

列。鉴于副粘病毒在末端的高度保守，可以确定获

得了 "5Q #型毒株 ?@V:V&%V8A 和 ?@VBV&%VC. 的全基

因序 列。 ?@V:V&%V8A 和 ?@VBV&%VC. 全 基 因 组 序 列

C0)SI)T 登录号为 ^?DF&>%B 和 ^?DF&>=&。两株病毒

在 "7 %]"8! 上没有文献报道的 = ), 插入，全基因组

长度为 >%，>4= YN，与 C0)SI)T 上公布的 (<(Q 型 "5Q
全基因长度相同。比对发现，?@V:V&%V8A 和 ?@VBV&%V
C. 全基因组核苷酸序列的同源性高达 BBW=H。在

所有 C0)SI)T 公布的 "5Q 全基因组核苷酸序列中，

OJT,0GXI- 与本文两株病毒的同源性最高，F 株病毒

全基因组核苷酸序列同源性超过 BBH。此外，两株

病毒均为标准的强毒 ^ 蛋白裂解位点>>$ !!_!!!

^>>:，编码 [" 蛋白长度为 %:> II。
将 ?@V:V&%V8A 和 ?@VBV&%VC. 全基因组非编码区，

间隔区与其它 "5Q 毒株进行比较，发现两株病毒 =
个基因的起始信号、终止信号及基因间隔区核苷酸

序列与其它 "5Q 毒株的相应序列具有高度的同源

性。$%<%、%<&、&< ’、’<($、($< ) 各基因间区的序列长

度依次为 > ),、> ),、> ),、F> ), 和 F$ ),，长度与 "5Q
基因组各基因之间的间隔区序列长度相符。

$"& 同源性及遗传进化分析

将测序获得的病毒全基因组序列与 C0)SI)T 上

发表的序列比较，发现本文两株#型毒株与疫苗株

OJT,0GXI- 全基因组同源性均为 BBW:H；病毒 = 个阅

读框核苷酸序列与 OJT,0GXI- 同源性为 BBW=H ‘
BBWBH；预测的 4 种病毒编码蛋白同源性在 B4W4H
‘ BBW4H。进一步的比对分析发现 F 株病毒的氨基

酸差异主要集中在 [" 和 ’ 蛋白，而病毒蛋白 "7、

7、Q、a、O 和 ^ 的氨基酸序列同源性很高，只存在

两到 F 个氨基酸的差异，且大多属于保守突变。

利用测定的病毒 = 个阅读框核苷酸序列及预测

的 4 种病毒蛋白氨基酸序列绘制遗传进化树。两株

病毒在几个进化树上的位置保持不变，始终与基因

#型毒株处于同一分支，且与 OJT,0GXI- 最为靠近。

图 > 为根据 ^ 基因和 O 基因核苷酸序列绘制的遗

传进化树。图 $ 为根据最保守的 ’ 蛋白的氨基酸序

D&F RJGA0)/ _+J 0, I3 b V*"+, -."/#0.#)#1.", 2.$.",（$&&B）DB（F）



列绘制的遗传进化树。

图 ! 根据 "#$ %基因和 &基因核苷酸序列绘制的遗传进化发生树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0,0)(1"1 201+3 *, ,4.)+*-"3+ 1+54+,.+ *6 ! 0,3 7 #+,+ *6 89: 1-/0",1$ ;*/"<*,-0)=)",+ 3"1-0,.+1 0/+ >/*>*/-"*,0) -* -’+ ?","?4?

,4?2+/1 *6 ,4.)+*-"3+ .’0,#+1 ,++3+3 -* @*", ,*3+1 0,3 #+,+ 1+54+,.+1$ A’+ B+/-".0) )",+1 0/+ >/+1+,- 1"?>)( 6*/ 1>0.",# -’+ 2/0,.’+1 0,3 )02+)1$

’ 讨论

全基因组的比对分析结果显示，本研究中的两

株基 因 CCC 型 分 离 株 DEFGFHIFJ’ 和 DEFKFHIFL* 与

74M-+1N0/ 的亲缘性最高。一方面，两株分离株与

74M-+1N0/ 全基因组以及 O 个阅读框核苷酸序列的

同源性为 KKPOQ R KKPKQ，而预测的 S 种病毒编码

蛋白质的氨基酸序列同源性在 KSPSQ R KKPSQ。另

一方面，89: 所有基因和编码蛋白质的遗传进化分

析结果显示，在所有比对的基因 CCC 型 89: 中，DEFGF

IHT仇旭升等：两株基因 CCC 型强毒新城疫的全基因组测序及其与 C 系苗的亲缘性分析 $ F微生物学报（UHHK）VK（T）
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图 ! 根据 "#$ %蛋白的氨基酸序列绘制的遗传进化树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0,0)(1"1 201+3 *, 04",* 0."3 1+56+,.+ *7 8 #+,+ *7 9:; 1-/0",1$ <*/"=*,-0)>)",+ 3"1-0,.+1 0/+ ?/*?*/-"*,0) -* -’+ 4","464 ,642+/1
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CDEF’、GHEIECDEJ* 和 K6L-+1M0/ 的遗传距离最近，与

NOH B".-*/"0EP%、K"(03+/0EDQ 等强毒株遗传距离稍远。

一般认为，基因 RRR 型和 R; 型 9:; 强毒与 %C 世

纪 %C 年代的 9:; 第一次大流行有关［QC］，不过，半个

多世纪以来，世界范围内很少有基因 RRR 型 9:; 的

分离。中国一直没有基因 RRR 型强毒 9:; 流行的报

道，而且国内偶尔分离到的基因 RRR 型毒株也都与

K6L-+1M0/ 具有很高的同源性［QQ］。因此，除了曾经大

规模使用的中等毒力疫苗株 K6L-+1M0/ 以外，国内应

该不存在其它来源的基因 RRR 型 9:;。综合 P 株

9:; 的遗传分析结果和流行病学资料可以推断 GHE
SECDEF’ 和 GHEIECDEJ* 是由疫苗株 K6L-+1M0/ 自然进

化而来的返强毒株。

从实验数据上看，GHESECDEF’ 和 GHEIECDEJ* 的毒

力明显强于 K6L-+1M0/，GHESECDEF’ 毒力最强，RF&R 达

到了 %TQU，对鹅均有一定的致病力。在免疫压力

下，中国基因!型 9:; 毒株可能会获得更强的毒

力，造成更大的危害。值得注意的是，在分子流行病

学的研究中，通常测定 9:; 分离株 ! 基因的部分核

苷酸 序 列 进 行 毒 株 鉴 定。在 未 测 定 病 毒 RF&R 和

R;&R 的情况下，很容易将 GHESECDEF’ 一类的基因!
型强毒误判为疫苗株 K6L-+1M0/。GHESECDEF’ 等毒株

的存在严重干扰了流行病学检测。因此，必须停止

使用中等毒力疫苗株，同时加强对 9:; 的流行病学

监测。

GHESECDEF’ 和 GHEIECDEJ* 的毒力为什么会明显

强于 K6L-+1M0/，其分子机制如何？一般认为，! 蛋白

的裂解位点基序决定了细胞蛋白酶对病毒 ! 蛋白的

剪切能力，从而决定了 9:; 的毒力。在病毒蛋白合

成的过程中，! 蛋白最早以没有融合活性的前体状

态存在，即 !C。细胞蛋白酶将 !C 剪切成两个以二

硫键相连的多肽片段（!Q 和 !%）之后，! 蛋白才具有

融合活性［Q%］。然而 P 株基因 RRR 型病毒具有相同的

强毒 ! 蛋白裂解位点基序QQ% VVWVV!!QQS，因此，应

该存在影响毒力的其它分子机制。

基因 测 序 结 果 显 示 GHESECDEF’、GHEIECDEJ* 和

K6L-+1M0/ 所有基因的起始信号、终止信号及基因间

隔区核苷酸序列完全相同。P 株病毒的 U 个编码蛋

白（尤其 9&、&、K 和 !）的氨基酸序列均高度同源，

氨基酸差异主要集中在 <9 和 8 蛋白。

9:; 的 <9 蛋白的长度曾经被认为是影响病毒

毒力的因素之一［QP］。然而，%CCP 年 N,#+)0 等［QX］利

用反向遗传技术构建了带有不同 <9 蛋白长度的

F)*,+>PC 重组毒株，认为 <9 蛋白的长度不影响 9:;
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的毒力。!" 蛋白在膜外区可分为近膜的柄部和与

柄部相连的球状区，!" 蛋白受体结合位点和神经

氨酸酶活性位点都位于球状区［#$］，柄部则具有促融

合作用［#%］。&’’(’)* 等［#+］认为病毒蛋白 !" 的球状

区和柄部都影响病毒的毒力。, 蛋白是 "-. 基因

组中最后一个被转录的基因，主要参与 "-. 基因组

复制，病毒基因的转录以及对新合成 /0"1 加帽和

加尾［#+ 2 #3］。一般认为，, 蛋白与病毒的繁殖速度有

关，可能会影响病毒毒力。最近，45/56 等［#7］通过反

向遗传技术将强毒 8’59:’((’ ; 替换为疫苗株 ,54<(5
的 , 基因，重组病毒的繁殖速度和致病力明显高于

母本病毒。本研究中 = 株基因!型 "-. 毒株病毒

蛋白氨基酸的差异是否影响蛋白的功能，是否是导

致分离株 >4?+?@$?;A 和 >4?7?@$?B< 毒力明显强于疫

苗株 C9D(’*E5) 的决定因素还需要实验进一步的验

证。
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《微生物学报》答作者问——— 关于署名

问：我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后即将发表，如果想在作者和单位方面增、减新

的内容，并且修改作者及单位署名顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：可以变更，但需要作者再提供以下材料。

（[）如变单位署名顺序，需要原研究内容所属单位（通常是第一署名单位）的证明信，证明内容：原署名顺序#现署名顺序#
盖章。

（B）如变更作者署名顺序，需要通讯作者和第一作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序#修改之后的作者姓名

及顺序。

（\）将此证明信返回编辑部（邮寄或扫描后 b!</*5 发来），新的变更即可生效。
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