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　　新城疫（ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）是由新城疫病毒（ｎｅｗｃａｓ
ｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）强毒株引起的一种禽类致死性传染病，
是当今世界上危害最大的家禽传染病之一［１－４］，被国际兽疫

局（ＯＩＥ）列为必须呈报的疫病之一。该病最常侵袭鸡和火
鸡，至少２５０种鸟类可自然或实验室感染 ＮＤＶ，且强毒感染
能对其造成１００％的死亡率［５］。ＮＤＶ属于副黏病毒科，禽腮
腺炎病毒属，其基因组由单股负链 ＲＮＡ构成，基因组结构为
３′－ＮＰ－Ｐ－Ｍ－Ｆ－ＨＮ－Ｌ－５′，依次编码６种结构蛋白：核
衣壳蛋白（ＮＰ）、磷蛋白（Ｐ）、基质蛋白（Ｍ）、融合蛋白（Ｆ）、血
凝素－神经氨酸酶蛋白（ＨＮ）和大分子蛋白（Ｌ），其中病毒囊
膜表面的２种糖蛋白 Ｆ和 ＨＮ是构成 ＮＤＶ致病性的主要分
子基础［６］。对于ＮＤ疾病的控制，在发达国家以捕杀强毒感
染群为主，同时结合疫苗接种，而在广大发展中国家疫苗接种

仍是控制该病的主要手段。ＮＤＶ经典弱毒疫苗毒株 ＬａＳｏｔａ
具有抗体提升快、繁殖性能良好、免疫原性好、抗体效价高、遗

传稳定性好等优势，被世界各国广泛应用于雏鸡免疫。然而，

在长达近百年的使用过程中，ＬａＳｏｔａ毒种被反复鸡胚传代，准
种分化严重。准种是由 Ｅｉｇｅｎ在１９７１年提出的用于描述同
种生物遗传异质性的概念［７］，感染个体内同种病毒的遗传异

质性是ＲＮＡ病毒具有的一种普遍的生物学特性，实际上是由
一系列基因序列相近而又不完全相同的突变体构成的。准种

是病毒基因组突变或重组的结果，是连续的遗传变异、竞争和

选择所产生的［８］。

本研究使用 ＳＰＦ鸡胚极限稀释法对笔者所在实验室保
存的ＮＤＶＬａＳｏｔａ病毒株进行纯化，测定其全基因组序列，以
揭示该毒株的准种遗传变异，这对后续开展该毒株的反向遗

传学研究具有重要意义，也为基因疫苗的研制奠定了一定的

基础。

１　材料与方法

１．１　病毒和鸡胚
ＬａＳｏｔａ株和ＮＤＶ阳性血清购自中国兽医药品监察所，由

江苏省兽用生物制药高技术研究重点实验室保存。ＳＰＦ种蛋
购自山东家禽研究所ＳＰＦ鸡场，由本室孵化至所需日龄。
１．２　常用分子生物学试剂和分子生物学软件

Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂
盒、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）菌种 ＤＨ５α感受态细胞、质粒
小提试剂盒购自天根生物有限公司；Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ、ｄＮＴＰｓ、
６ｎｔ随机引物等购自宝生物工程（大连）有限公司；高保真聚
合酶２×ＬＡｍｐＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京康为世纪生物科技有限公
司；ＥｃｏＲⅠ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒｓ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ生物工程有限公司；
禽白血病反转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂、ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ载体 ｖｅｃ
ｔｏｒ和琼脂糖购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；焦碳酸二乙酯购自 ＡＭＲＥＳ
ＣＯ公司；蛋白栋和酵母提取物购自英国 ＯＸＯＩＤ公司；饱和
酚、三氯甲烷、异丙醇等常规试剂购自生工生物有限公司；其

余试剂均为国内分析纯；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、１％鸡红细胞
按ＯＩＥ标准方法自制。ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０和ＤＮＡＳｔａｒ４．０版
本软 件 包 中 的 分 析 软 件 有 ＤＮＡＳＴＡＲ Ｉｎｃ．Ｍａｄｉｓｏｎ、
ＷＩ１５３７１５，ＵＳＡ。
１．３　ＮＤＶＬａＳｏｔａ株复壮和增殖

取－８０℃保存的 ＬａＳｏｔａ种毒，室温融化，用无菌 ＰＢＳ进
行１０－６稀释，按０．２ｍＬ／胚接种到 ９～１１日龄 ＳＰＦ鸡胚上，
３７℃ 孵育，每１２ｈ观察１次，观察１２０ｈ。弃去２４ｈ内死亡
的鸡胚，将２４ｈ以后死亡及 １２０ｈ以后未死亡的鸡胚置于
４℃ 冰箱中过夜，收集尿囊液，单胚单收，逐个测定每胚尿囊
液的血凝价（ＨＡ效价），从所收获的尿囊液中挑选 ＨＡ效价
高的尿囊液，保存于－８０℃冰箱。ＨＡ试验按 ＯＩＥ标定的 β
微量法进行。

１．４　ＮＤＶＬａＳｏｔａ株纯化和筛选
毒种纯化采用鸡胚极限稀释法，将 ＨＡ效价高的尿囊液

作 １０倍系列稀释至 １０－１０，然后取 １０－６、１０－７、１０－８、１０－９、
１０－１０等５个连续稀释度的尿囊液，按０．１ｍＬ／胚接种到９～１１
日龄 ＳＰＦ鸡胚上，每个稀释度接种鸡胚 ５枚，接种后置于
３７℃ 温箱孵育，逐个收获２４～１２０ｈ死亡鸡胚及１２０ｈ后存
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活鸡胚的尿囊液，无菌操作，单胚单收，分别测定每个鸡胚尿

囊液的血凝价。同时，根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算鸡胚半数
感染量（ＥＩＤ５０）。选择病毒稀释度最高、血凝价 ＨＡ较高的鸡
胚尿囊液作为传代接种物，按上述方法进行，继续病毒接种

传代。

１．５　引物设计与合成
参考 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＮＤＶＬａＳｏｔａ的全基因组序列，利用

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计１０对引物，相邻扩增片段之间有５０～２００ｎｔ
核酸序列相互重叠，拼接起来可以覆盖ＮＤＶ全基因组。引物
序列见表１，引物均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

表１　扩增ＮＤＶＬａＳｏｔａ株全基因组序列的引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物位置（ｂｐ）
１Ｆ ＡＣＣＡＡＡＣＡＧＡＧＡＡＴＣＣＧＴＧＡＧＴＴＡＣＧ １～２６
１Ｒ ＧＡＣＡＡＧＡＴＣＴＡＧＣＴＧＡＴＡＧＴＣＡＡＣＣＴＴＡＣ ２６０２～２６３０
２Ｆ ＴＧＴＧＣＡＡＧＣＧＡＴＧＡＴＧＴＣＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＧ ２５５５～２５８３
２Ｒ ＣＡＧＡＣＴＣＧＡＧＣＣＡＧＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＴＡＣＴＧＣ ３８６３～３８９２
３Ｆ ＧＴＣＴＡＣＡＡＧＡＴＣＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧＴＡＴＴＧＡＡＧＧＴ ３８４５～３８７６
３Ｒ ＡＧＴＣＧＧＡＧＧＡＴＧＴＴＧＧＣＡＧＣＡＴＴＴＴＧＴＴＴＧＧ ４９７４～５００４
４Ｆ ＣＣＧＴＡＧＧＡＴＡＣＡＡＧＡＧＴＣＴＧＴＧＡＣＴＡＣＡＴＣＴＧ ４８４０～４８７１
４Ｒ ＴＡＧＴＣＧＧＴＡＴＧＣＣＴＡＣＡＡＧＡＴＣＧＣＴＡＧＧＴＧ ６５６６～６５９６
５Ｆ ＣＡＧＴＡＧＴＧＡＣＣＴＴＧＧＣＴＡＴＡＴＣＴＧＴＡＧＣＣＴＣ ６５０９～６５３９
５Ｒ ＡＧＡＣＣＴＧＧＣＴＴＣＴＣＴＡＡＣＣＣＣＧＴＣＡＴＣＴＴＴＧ ８１０９～８１３９
６Ｆ ＧＴＴＡＣＴＡＧＴＴＧＡＧＡＴＣＣＴＣＡＡＡＧＡＴＧＡＣＧ ８０９１～８１１９
６Ｒ ＡＡＡＴＧＴＡＣＣＴＧＡＣＧＧＣＴＣＧＡＧＴＡＧＣＴＧＧＡＣ ９２６９～９３９８
７Ｆ ＴＡＴＣＡＣＴＡＡＴＧＧＡＧＧＧＡＴＴＴＧＣＡＴＡＣＧＧＡＧＣＴＧＴ ９２３７～９２７０
７Ｒ ＧＣＴＴＡＡＧＡＡＣＡＡＴＡＴＴＴＧＧＧＣＴＴＧＣＡＡＣＡＧＴＣ １１３２６～１１３５８
８Ｆ ＧＣＣＡＧＴＣＴＧＴＧＣＡＡＣＧＡＣＣＣＡＴＡＣＴＣＴＴＴＣ １１２８８～１１３１７
８Ｒ ＡＣＣＧＣＡＡＣＡＧＧＴＧＣＴＴＣＴＣＴＧＡＴＡＣＡＧＣＡＡＣ １２４２３～１２４５３
９Ｆ ＧＡＣＡＴＴＣＡＣＣＣＣＴＧＣＡＴＣＴＣＴＣＴＡＣＡＧＧＧＴＧＴＣ １２２１１～１２２４３
９Ｒ ＧＡＴＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＡＧＧＡＡＴＴＴＣＡＡＴＧＴＣＡＣ １４０１９～１４０４８
１０Ｆ ＣＡＧＡＴＣＴＧＴＡＴＣＡＴＴＧＣＴＧＣＡＴＴＧＴＧＡＣＡＴＴＧ １３９９６～１４０２７
１０Ｒ ＡＣＣＡＡＡＣＡＡＡＧＡＴＴＴＧＧＴＧＡＡＴＧＡＣＧ １５１５６～１５１８６

１．６　病毒全基因组片段的扩增和序列分析
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组 ＲＮＡ。按文献
［９］报道的方法进行反转录和ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物以琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收纯化试剂盒回收后，与 ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ载体进
行连接和转化。常规方法进行质粒小量提取，用ＥｃｏＲⅠ进行
酶切鉴定。每个片段至少有５个阳性克隆送至南京金斯特科
技有限公司进行测序验证。使用序列分析软件将１０段部分
重叠的核苷酸序列拼接成全长基因组，比较分析纯化的

ＬａＳｏｔａ疫苗株与原种毒株以及 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＬａＳｏｔａ毒株在
基因组结构上的异同。

２　结果与分析

２．１　ＬａＳｏｔａ疫苗株纯化前后的生物学特性
ＬａＳｏｔａ种毒通过鸡胚极限稀释法纯化５次传代后，获得１

株血凝效价高、病毒滴度高且稳定的疫苗用生产种毒。该纯

化株相对于原毒株，其血凝价（ＨＡ）从２９提高到２１１，鸡胚半
数感染量从１０－８．２／ｍＬ提高到１０－８．５／ｍＬ。该毒株在连续传
代后均显示出稳定的生物学特性。其致病力在传代过程中的

变化见表２。
表２　ＬａＳｏｔａ各传代毒株致病力分析

毒株 血凝价
Ｆ蛋白裂解位点氨基酸

（１１２～１１７）
ＥＩＤ５０
（ｍＬ－１）

ＭＤＴ
（ｈ）

种毒株 ２９ ＧＲＱＧＲ／Ｌ １０－８．２ ８０
第一代次 ２９ ＧＲＱＧＲ／Ｌ １０－８．２ ９０
第二代次 ２１０ ＧＲＱＧＲ／Ｌ １０－８．３ ９６
第三代次 ２１１ ＧＲＱＧＲ／Ｌ １０－８．３ １０５
第四代次 ２１１ ＧＲＱＧＲ／Ｌ １０－８．５ １１５
第五代次 ２１１ ＧＲＱＧＲ／Ｌ １０－８．５ ＞１２０

２．２　ＬａＳｏｔａ疫苗株纯化后全基因组片段的扩增
通过 ＲＴ－ＰＣＲ扩增纯化后的 ＮＤＶＬａＳｏｔａ疫苗株，经

１％琼脂糖凝胶电泳结果显示，１０个 ＰＣＲ产物片段与预期的
结果大小一致，具体结果见图１。
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２．３　纯化ＬａＳｏｔａ疫苗株的基因序列分析
利用ＤＮＡＳｔａｒ软件把１０个基因片段拼接成 ＮＤＶＬａＳｏｔａ

全基因组的序列，拼接结果显示其全基因组长度为１５１８６ｎｔ。
基因组的３′端和５′端分别有５５、１１４ｎｔ的Ｌｅａｄｅｒ和Ｔｒａｉｌｅｒ序
列，由基因序列由３′－ＮＰ－Ｐ－Ｍ－Ｆ－ＨＮ－Ｌ－５′等 ６个
ＯＲＦ组成。将此序列与种毒株序列相比较，基因组核苷酸和
它们所推导的氨基酸的同源性均为９９．２％，共有３２个碱基
发生变化，各基因片段上核苷酸和所编码的氨基酸突变个数

及突变率见表３。

表３　ＬａＳｏｔａ传代株与种毒株之间突变统计

基因
核苷酸

突变数（个）

碱基

突变率（％）
氨基酸

突变数（个）

氨基酸

突变率（％）

ＮＰ ３ ０．０２ ２ ０．０５
Ｐ ２ ０．１７ ２ ０．０６
Ｍ ２ ０．１８ ０ ０．００
Ｆ １ ０．０６ ０ ０．００
ＨＮ ５ ０．２９ ３ ０．０６
Ｌ １４ ０．２１ １０ ０．０５

　　测序比对结果表明，纯化株与原病毒株在基因序列上并
没有太大差异，ＨＮ蛋白氨基酸突变率最高，为０．２９％，Ｍ蛋
白和Ｆ蛋白没有突变，说明该纯化株仍为 ＬａＳｏｔａ病毒株，没
有在筛选传代的过程中发生根本变异。

将此纯化株分别与 ＧｅｎＢａｎｋ上的 ＬａＳｏｔａ（登录号分别为
ＡＦ０７７７６１．１、ＡＹ８４５４００．２和 ＪＦ９５０５１０．１）全基因组序列相
比，核苷酸的同源性分别为９９．２％、９９．０％和９９．６％，突变主
要集中在Ｌ和ＨＮ蛋白上。

３　结论与讨论

准种是同一株病毒在宿主体内表现为一群系统发育密切

相关的变异株，它是由一定数量核苷酸相同的优势准种和序

列互不相同的劣势准种组成的。ＲＮＡ依赖的 ＲＮＡ聚合酶因
缺乏３′→５′核酸外切酶活性而使复制中产生的错误未能校
正、宿主本身的选择（正选择作用）和病毒基因组结构的限制

（负选择作用）３种机制会导致优势准种不固定，在一些外界
选择压力作用下，劣势准种甚至可替代优势准种。

为了更好地开展该毒株的反向遗传操作技术研究，在病

毒纯化过程中，有必要进行几个病毒克隆株的筛选，以获得一

株能代表绝大多数病毒克隆株性质的克隆株。首先，在病毒

传代过程中考虑到疫苗制备需要，每次应选择病毒稀释度最

高、血凝价较高的尿囊液作为传代接种物；其次，扩增基因片

段时选择高保真聚合酶，ＰＣＲ循环数设为２５次；最后，为避免
ＰＣＲ过程可能造成基因的变异以及测序过程中可能带来的
突变，对该病毒基因片段至少测序５个阳性克隆，综合多次测
序结果获得其全长基因序列，因此所获得的序列应该能够真

实反映该病毒株基因组的核苷酸序列。

纯化株序列与种毒株序列以及ＧｅｎＢａｎｋ中的３株 ＬａＳｏｔａ

株序列相比较，结果发现核苷酸发生变异，表明该疫苗株是在

自然界的选择压力与免疫压力下对外界环境变化而发生的一

种适应性突变。ＮＤＶ囊膜表面的Ｆ和ＨＮ等２个糖蛋白容易
经受选择压力的作用，同时也是构成ＮＤＶ主要致病性的分子
基础［１０］。Ｐｅｅｔｅｒｓ等在１９９９年发现尤其是 Ｆ蛋白在 ＮＤＶ致
病过程中发挥着重要作用［２］。然而，巩艳艳等在２００９年抗体
免疫选择压可显著影响 ＨＮ基因变异，且其受影响程度高于
Ｆ基因，认为ＨＮ基因的变异更能代表ＮＤＶ的进化规律和趋
势［１１］。笔者发现Ｆ蛋白没有发生突变，而ＨＮ蛋白的突变率
最高，碱基突变率达到了０．２９％，与巩艳艳等的研究结果［１１］

一致。本研究结果在一定程度上也表明 ＮＤＶ的进化是多个
基因包括调控区共同演化的结果。
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