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　　鸡新城疫是由新城疫病毒(NDV)引起的一种

急性败血性传染病 ,是危害养鸡业发展最严重的疫

病之一。NDV 属于副黏病毒科 、副黏病毒亚科 、腮
腺炎病毒属 , 是一种有囊膜的负链 RNA 病毒[ 1] 。

在病毒复制过程中 RNA 聚合酶缺乏对核酸的校对

功能 ,具有比 DNA 病毒更高的变异率 ,使得新的基

因型不断出现。随着 NDV 分子结构 、分子生物学

特性 、强弱毒株分子结构差异等研究的深入 , 为

NDV 分子水平上的特异性诊断技术奠定了基础 。
这些技术不仅用于新城疫病毒的检测 、鉴定 、特性研

究及致病性的确定等 ,还可以据此追踪病毒的来源

及流行情况。

1　新城疫病毒的分子生物学特性

NDV基因组全长约 15 kb , 主要编码有 6种病

毒蛋白 。其中 3种与基因组 RNA 有关 ,核衣壳蛋

白(NP)与病毒基因组复制有关;大分子蛋白(L)和

磷蛋白(P)是 RNA 依赖的 RNA 聚合酶的 2个亚单

位 ,两者形成基质蛋白。另外 3 种与病毒的囊膜有

关 ,即固定在病毒囊膜表面上的血凝素 ———神经氨
酸酶(HN)、融合糖蛋白(F),以及衬于囊膜内面的

非糖基化内膜蛋白(M)。

1.1　F 蛋白

F 蛋白基因全长 1 790 个核苷酸 ,编码 1个由

553个氨基酸组成的多肽。F 蛋白位于病毒的囊膜

上 ,能够促使病毒和宿主细胞膜的融合 ,进入细胞核

产生溶血 。病毒囊膜和靶细胞融合 ,进而使病毒穿
入细胞浆脱去核衣壳进行复制 ,这一过程是由 F 蛋

白来完成的 。F 蛋白首先以无活性的前体糖蛋白

F0形式存在 ,在其复制过程中裂解为 F1 和 F2后 ,

病毒才有感染性 。F 蛋白的前体 F0 在细胞内被细

胞的胰蛋白酶水解为 F1和 F2 2 条多肽链 ,以二硫
键连接;裂解后的 F1 多肽的 N 端产生 1个疏水氨

基酸区域 ,直接参加融合活动 。F 蛋白有 3个强的

疏水区 ,第 1个疏水区位于 1 ～ 25氨基酸残基处 ,为

F 蛋白 N 端信号肽区 。第 2个疏水区位于 117 ～

142氨基酸残基处 ,为融合诱导区 ,该区正好位于

F1 N 端 ,直接参与膜融合。第 3 个疏水区位于 500

～ 522氨基酸残基处 ,与蛋白的胞质区相邻 ,为蛋白

跨膜区 ,具有终止蛋白转移和膜锚定功能 。

F 蛋白含有 3 段七肽重复序列(HR1 , HR2 ,
H R3), HR1位于 F 蛋白的 C 端 , HR2与穿膜的 N

端相邻 , HR1和 H R2对融合作用都很重要 ,任何一

个区域内的氨基酸突变都会降低融合活性。目前 ,

国内养禽业中新城疫的流行情况依然非常严重 ,免

疫失败的现象比较普遍
[ 2]
。近年研究发现 ,病毒的

遗传变异与疾病的流行有着密切关系。F 蛋白参与

病毒的穿透 、细胞融合和溶血过程 ,可刺激机体产生
中和抗体。而且 ,决定新城疫毒力强弱的主要因素

是:病毒的 F 前体蛋白裂解位点附近的氨基酸序列

组成 ,强毒株的 F 前体蛋白可被多种宿主细胞蛋白

酶识别裂解 ,迅速侵入宿主细胞 ,引起传染 。不同毒

株 F 基因的序列有差异 ,这种差异与亲缘关系密切

相关 ,即亲缘关系越远 ,差异越大 。

1.2　HN 蛋白

HN 蛋白基因全长 2 031bp , 占基因组的
13.5%。由于开放阅读框架长度和终止密码子位置

的差异 ,其翻译的多肽链长短不一 ,分别编码 571 ,
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577 , 616个氨基酸 。HN 蛋白具有血凝素和神经氨

酸酶活性 ,在病毒侵染过程中起着识别细胞受体 、介

导病毒吸附细胞膜的作用。 HN 蛋白是一个二聚

体 ,由二硫键连接同一多肽组成;HN 蛋白的主要疏

水区在 N端 ,以 N 端插入病毒囊膜 ,在碱基 C 端具

有受体结合位点 。HN 主要负责病毒粒子与细胞受

体的结合 ,并使之破坏;HN 与受体的结合还使 F 蛋

白充分接近宿主细胞 ,从而促进病毒与细胞的融合 。

1.3　M 蛋白

M 蛋白即基质蛋白 ,基因全长 1 241bp ,有一个

开发阅读框。编码一个 346个氨基酸组成的多肽 。

它位于病毒囊膜的内侧面 ,一部分镶嵌在囊膜内 ,参

与病毒粒子的组装并调节病毒 RNA 的合成。

1.4　NP 蛋白 、L蛋白和 P 蛋白

这 3种蛋白与病毒基因组 RNA 相结合构成病

毒核衣壳。NP 蛋白有 2个重要的区域 ,一个位于

氨基端 ,与 RNA 直接结合;而另一个位于羧基端 ,

裸露在装配后的核衣壳表面 ,胰蛋白酶处理后 ,可以

从核衣壳上解离下来 。L 和 P 蛋白与病毒基因组的

转录有关 ,两者与病毒模板一起构成转录复合物。

1.5　HN蛋白和 F 蛋白相互作用

HN蛋白和 F 蛋白均为 NDV 的保护性抗原基

因编码的蛋白 ,是 2种糖基化的功能性蛋白 ,位于病

毒囊膜上分别构成大小 2 种纤突 ,直接与病毒的感

染性 、致病性和其他生物学特性有关。在免疫应答

和致病过程中起着极其重要的作用 。两者的相互作

用引起病毒与细胞的融合和病毒感染的发生 。同

时 ,由于这 2种蛋白位于病毒囊膜的表面 ,能够诱导

机体特异性的免疫应答 ,针对 HN 和 F 蛋白的多克

隆抗体和单克隆抗体能够中和 NDV 的复制 。因

此 , HN 和 F 蛋白为宿主特异性保护性抗原 ,均存在

有中和性 B细胞抗原表位。

2　新城疫病毒分子生物学检测方法

2.1　反转录-聚合酶链反应(RT -PCR)技术

PCR技术是一种选择性体外扩增 DNA 或

DNA 片段的方法 ,具有特异 、快速 、灵敏 、简便等优

点 ,在疾病的检测方面具有广阔的应用前景 。在

PCR技术中 DNA 聚合酶不能以 RNA 为模板合成

DNA ,故对 RNA 病毒首先必须提取病毒 RNA ,加

入反转录酶合成 cDNA 后 ,再进行 PCR扩增 ,即所

谓的 RT -PCR。

由于新城疫病毒 F 蛋白基因差异较大 ,很难用

1对引物和 1条(甚至几条)探针检测出所有中 、强

毒力的新城疫病毒。因此 ,建立一种检测所有新城

疫病毒的通用型方法显得尤为重要。强毒株 F 蛋

白在裂解位点附近有 2对成双存在的碱性氨基酸 ,

即赖氨酸(Lys)或精氨酸(Arg);而弱毒株在相应位

置只有 2个单个存在的碱性氨基酸。因此 ,根据强 、

弱毒株此处不同的核苷酸序列 ,设计 RT -PCR引

物分别扩增强毒株和弱毒株的相应 cDNA 片段即

可将它们区分开。张鹤晓等[ 3] 建立了新城疫病毒通

用实时 RT -PCR检测技术 ,不仅可以检出新城疫

强毒株 ,也可检出缓发型毒株和疫苗毒株;再结合中

强毒检测方法 ,对于新城疫病毒的快速检测鉴定具

有重要意义 。

根据 NDV 强 、弱毒株在 F 蛋白裂解位点氨基

酸组成和序列上的差异 ,王泽霖等[ 4] 设计了 3对引

物(A+B , A+C , A+D)。引物 A+B 能从 Lasota ,

B1 , Ⅰ 系和强毒 F48E8 的含毒尿囊液中扩增出

362bp的核酸片段 ,引物 A+C 仅能从强毒 F48E8

的含毒尿囊液中扩增出 254 bp 的片段 ,引物 A +D

仅能从 LaSo ta ,B1 , Ⅰ系的含毒尿囊液中扩增出 254

bp片段 。利用 A+C ,A+D引物对包括标准株在内

的 7株 NDV 毒株进行 RT -PCR扩增 ,3个分离株

HE2 , HE3 ,HE11经传统生物学试验均为 NDV 强

毒株 , RT -PCR检出结果与传统的生物学试验鉴

定结果完全一致。

2.2　核酸探针技术

核酸探针技术是在已获得的病毒特异片段上标

记放射性同位素或生物素作为探针而建立的一种分

子杂交诊断方法。随着对 NDV 各段基因序列和功

能研究的深入 ,对该病毒基因中的保守区 、可变区 、
强弱毒株特异的碱基序列等已经有了明确的认识 ,

这为人工合成特异性检测 NDV 核酸探针的应用

创造了条件 。

近年来 ,国内外针对新城疫病毒 F 0蛋白及其裂

解位点的核苷酸序列与毒力之间的关系 ,不仅建立

了能够区分缓发型 NDV 和速发型 NDV 毒株的核

酸探针 ,也建立了不同毒力 NDV 株的核酸探针。

贺东生等
[ 5]
提取克隆的 NDV 融合蛋白 cDNA ,经光

敏生物素标记后制备探针 ,成功地杂交检测了 NDV

融合蛋白基因片段和病毒样品。核酸探针杂交技术

在实际应用中也存在一些问题 ,即同位素标记的核

酸探针具有放射性 ,对人体有危害;生物素标记的核

酸探针受紫外线照射易分解等。但该技术具有高灵

敏度和高特异性的特点 ,探针可大量合成 ,检测速度

快 ,结果可靠 ,同时可避免扩散病毒 ,更适用于临床

诊断和进出口检疫 。

2.3　单克隆抗体技术

单克隆抗体能够识别并与特定的某个抗原决定

簇发生反应 ,根据单克隆抗体针对单个抗原决定簇
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的特异性 ,以及单抗的均一性和生物活性单一性使

抗原抗体反应结果便于质量控制 ,利于标准化和规

范化 。科技人员试图研制和筛选针对与 NDV 毒力

相关的抗原决定簇的单克隆抗体 ,由此对临床发生

的非典型 ND进行确诊 ,鉴别 ND 强弱毒株表面抗

原的差异 , 以及对 ND 现场分离毒株开展分群

研究[ 6] 。

由于单克隆抗体可以检测抗原性的微小差异 ,

如针对表位的单个氨基酸差异 ,研制的 NDV 单抗

已广泛用于病毒抗原表位和发病机理的研究 、疾病

诊断和流行病学分析[ 7] 。为了快速诊断免疫鸡群中

是否存在 NDV 强毒感染 ,吴艳涛等[ 8] 研制出单抗

ELISA试剂盒 。该试剂盒对 NDV强毒感染鸡泄殖

腔棉拭样品呈检测阳性 ,而疫苗毒株则呈检测阴性 。

蒋风英等[ 9] 采用传统的病毒分离的方法将免疫鸡群

泄殖腔棉拭样品盲传 1 代 ,再用新城疫单抗夹心

ELISA对 F1 代尿囊液进行 NDV检测。NDV 阳性

样品检出率很高 ,且鸡禽流感病毒(AIV)对此无干
扰作用。表明用单抗夹心 ELISA 法检测鸡泄殖腔

棉拭样品 F1 代尿囊液新城疫病毒具有实用 、准确 、

稳定 、快速 、特异性强等优点。

2.4　RNA 指纹图谱法

RNA 指纹图谱法是将病毒 RNA 提纯后 , 用

T1 RNA 酶降解产生大小不同寡核苷酸片段;利用

放射性同位素标记后进行垂直双向电泳 ,再经放射

自显影得到特征性 RNA 指纹图谱 。不同的毒株

RNA 组成和序列有差异 ,可通过指纹图谱反应出

来
[ 10]
,作为 NDV 检测和分析的一种手段 。但这种

方法具有放射污染性 ,且操作复杂 ,所需设备昂贵 ,

因而不经常应用 。

2.5　基因芯片技术

基因芯片又称 DNA 芯片 、DNA 微阵列等 ,是

伴随人类基因组计划而产生的 ,是近年来分子生物

学及医学诊断技术的重要进展 。该技术的突出特点

在于其高度的并行性 、多样化 、微型化 、自动化 ,被认

为是生命科学研究中继基因克隆技术 、基因自动测

序技术 、PCR 技术后的又一次革命性的技术突

破
[ 11]
。该技术是近年来发展起来的一种生物新技

术 ,可应用于基因表达谱分析 、基因位点突变分析和

疫病检测等方面[ 12] 。曹三杰等[ 13] 首次构建制备了

NDV , IBV , AIV 和 IBDV 等禽类主要疫病的基因

检测基因芯片 , 该试验分别设计和克隆鉴定了

NDV , IBV ,AIV 和 IBDV 的靶基因重组质粒 ,以克

隆的靶基因重组质粒为模板 ,分别进行 PCR扩增制

备靶基因并纯化;以基因芯片点样仪将制备的靶基

因点制在氨基化的基片上 ,经干燥 、水合 、紫外线交

联和洗涤后 ,成功制备了 NDV -IBV -AIV -IB-

DV 诊断基因芯片 ,并应用 CY3荧光标记制备的探

针进行芯片的检验 。结果表明 ,制备的 NDV-IBV

-AIV -IBDV 诊断基因芯片质量好 , 对 NDV ,

IBV , AIV和 IBDV 的检测具有同步检测和鉴别诊

断的功能 ,同时具有灵敏性好 、特异性高和芯片可重

复检测的优点。
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