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摘   要：【背景】鸽新城疫是由鸽Ⅰ型副黏病毒(pigeon paramyxovirus type Ⅰ，PPMV-1)感染引起的

危害最严重的疫病之一，至今尚无有效的防控制剂。【目的】分析鸽新城疫病毒 BJ-C 株的基因组

信息及系统发育关系，为鸽新城疫的防控提供科学依据。【方法】设计首尾重叠的 6 对特异性引物，

利用分段扩增的方法，以鸽新城疫病毒 BJ-C 株基因组 cDNA 为模板，分别扩增、测序后进行全基

因组序列拼接。以 NCBI 数据库中发布的新城疫病毒序列为参考，针对鸽新城疫病毒 BJ-C 株的基因

组、F 基因建立系统发育树。【结果】鸽新城疫病毒 BJ-C 株的基因组全长为 15 192 nt。基于全基因

组的系统发育分析发现其与 PPMV-1/BJ-01/CH 株的系统发育关系最近，核苷酸相似性为 99.96%，

氨基酸相似性高达 100%，属于同一个分支，而与 LaSota 疫苗株等其他新城疫毒株的亲缘关系相对

较远。基于 F 基因序列的系统发育树分析发现 BJ-C 株 F 基因与我国的 BJP2013 株同属一个分支。

Class Ⅱ类Ⅵ亚型 F 基因高变区序列(47−420 nt)比对结果显示，安徽株 Pigeon/Anhui/2369/2012、广东

株 Pigeon/Guangdong/GZ288/2013、北京株 BJP13、浙江株 Pigeon/Zhejiang/2036/2012 及比利时株

PPMV-1/Belgium/11-09620/2011 等与 BJ-C 毒株处于同一个分支，同属Ⅵb 亚型。【结论】本研究获

得了鸽新城疫病毒 BJ-C 株全基因组序列，分析了其系统发育关系，确定其属于 Class Ⅱ类Ⅵb 型，

为后续防控产品的开发提供了理论依据。 

关键词：鸽新城疫病毒；全基因组测序；F 基因；系统发育分析  
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Abstract: [Background] Pigeon Newcastle disease (ND), caused by pigeon paramyxovirus type Ⅰ 
(PPMV-1), is a severe infectious disease. However, there is no effective method to control this disease. 
[Objective] To elucidate the phylogenetic analysis of BJ-C and provide a scientific basis for the 
prevention and control of pigeon ND. [Methods] Six pairs of specific primers overlapped at the 
beginning and ending were designed. The genomic cDNA sequence of BJ-C strain was used as the 
template for amplification and sequencing. The phylogenetic tree of BJ-C strain was established by 
sequence alignment with the published PPMV-1 and NDV strains on the NCBI website. [Results] The 
genome length of BJ-C strain was 15 192 nt. BJ-C strain had the closest genetic relationship with 
PPMV-1/BJ-01/CH strain based on the whole genome analysis, with nucleotide similarity of 99.96% and 
amino acid similarity of 100%. BJ-C strain shared the same branch with PPMV-1/BJ-01/CH strain, 
whereas it was far from other ND virus strains such as the LaSota vaccine strain. The phylogenetic tree 
built based on F gene showed that BJ-C strain was in the same branch with BJP2013 strain isolated in 
China. The sequence alignment of the hypervariable region (47–420 nt) of F gene showed that the Ⅵb 
subtype strains including Pigeon/Anhui/2369/2012, Pigeon/Guangdong/GZ288/2013, BJP13, Pigeon/ 
Zhejiang/2036/2012, PPMV-1/Belgium/11-09620/2011, and BJ-C were in the same clade. [Conclusion] 
The full-length genome sequence of BJ-C strain was obtained and the strain was grouped to the class Ⅱ 
Ⅵb type based on phylogenetic analysis. Our results are of theoretical significance for the development 
of pigeon ND vaccines and other prevention and control methods. 

Keywords: Newcastle disease virus of pigeon; full-length genome sequencing; fusion gene; phylogenetic 
analysis 

新城疫(Newcastle disease，ND)是由新城疫病

毒(Newcastle disease virus，NDV)引起的一种禽类

传染病。NDV 属于副黏病毒科(Paramyxoviridae)
副黏病毒亚科 (Paramyxivirinae)正黏病毒属  
(Avulavirus)的禽正黏病毒Ⅰ型。NDV 感染宿主

范围广泛，多数家禽及野生水禽等均可感染

NDV[1-2]，可被自然或人工感染的鸟类多达  

250 余种 [3]。鸽新城疫是由鸽 Ⅰ型副黏病毒

(pigeon paramyxovirus Ⅰ，PPMV-1)引起的一种

发病症状类似于鸡新城疫的传染病。因 PPMV-1
属于 NDV 的变种，而且其引起鸽子的发病症状

与鸡 ND 神经型相似，因此称为鸽新城疫。Liu
等[4]对 1996−2005 年间分离自我国的 14 株鸽

NDV 进行基因分型，发现有 10 株属于基因Ⅵb
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型，有 3 株Ⅶd 型及 1 株基因Ⅱ型。此外，还

有Ⅵj、Ⅵk 等亚型的报道，收录于 GenBank 中

的Ⅵk 型的 NDV 序列多达 28 株[5]。2018 年，

有研究人员分别从英国和美国的肺炎患者体内

分离出了 PPMV-1[6]。鸽子在飞翔过程中极有可

能传播 NDV，其被认为是 NDV 感染家禽的潜

在传播媒介[7]。由于目前缺少专门针对鸽 NDV
的疫苗，鸽 ND 给相关养殖业带来严重的经济

损失。鸽 NDV 既可以感染鸽，也可以感染人，

具有重要的公共卫生意义，对该病毒感染引起

的疫病应高度重视。因此，有必要对鸽 NDV 的

系统发育关系进行分析，这也对防治禽类 ND
意义重大。在全基因组测序的基础上，可通过

构建鸽 NDV 感染性克隆平台实现对鸽 NDV 基

因组的改造，有助于鸽 NDV 致病机理和疫苗载

体的研究。 
本研究通过对实验室保存的鸽 NDV BJ-C

株进行全基因组测序，以期了解 BJ-C 株的全基

因组序列特征和系统发育关系，为鸽 NDV 感染

性克隆平台的建立提供数据，为后期鸽 NDV 致

病机制的研究奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病毒与主要试剂、仪器 

鸽新城疫病毒 BJ-C 株分离自北京某肉鸽

养殖场。病毒 RNA 提取试剂盒，北京艾德莱生

物科技有限公司；反转录试剂盒 FastKing RT 
Kit，天根生化科技(北京)有限公司；高保真酶

PrimeSTAR Max，大连宝日医生物技术有限公

司；pEASY-Blunt Cloning Kit 和感受态细胞

Trans-T1，北京全式金生物技术有限公司。台式

高速离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司；全自动凝胶成像仪，北京赛智科技有限公司；

超微量核酸分析仪，杭州奥盛仪器有限公司。 
1.1.2  引物 

根据 GenBank 中已经公布的鸽新城疫病毒

的全基因组序列(登录号为 MH807446.1)比对分

析后，设计了 6 对特异性引物对 F1-F/R−F6-F/R 
(表 1)，引物由北京擎科新业生物技术公司合成。 

 
表 1  扩增 BJ-C 株全基因序列的引物 
Table 1  Primers for amplification of complete genome of BJ-C 
名称 
Name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

基因位置 
Position 

片段大小 
Length (bp) 

退火温度 
Temperature (℃) 

F1-F ACCAAACAGAGAATCYGTGAGYTA 1−24 2 102 55 

F1-R GTCCTGTTGATTGGAGGTGTCTTGG 2 078−2 102 

F2-F GTGAACTAGGGTGAACATGGCAACT 1 877−1 901 2 255 59 

F2-R AGCACAGAAGGTCCGAGTACATCA 4 278−4 301 

F3-F GACCCGAAGAGCCCGCTAGTAA 3 938−3 969 3 124 59 

F3-R GCAGATGTCCGAAGCACACCAA 7 040−7 061 

F4-F GGCTGCACTCGGATACCCTCAT 6 928−6 949 3 072 59 

F4-R ACCGCCACACTGTCGTCTCTT 9 978−9 999 

F5-F AGACAAGGCAATCGCACATCCG 9 793−9 814 3 265 56 

F5-R GACCACACGTCGAGTGCAAGAG 13 036−13 057 

F6-F ATATTGCAGCTACAATTTCTCACCC 12 909−12 933 2 284 53 

F6-R ACCAAACAAAGATTTGGTGAACGAT 15 168−15 192 
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1.2  方法 
1.2.1  RNA 的提取 

将 BJ-C 株接种 9−11 日龄鸡胚，回收尿囊

液。根据 RNA 试剂盒的说明书提取回收尿囊液

的 RNA。取 200 μL 尿囊液到 1.5 mL 离心管中，

加入 400 μL 裂解液 RLB，充分裂解，加入 450 μL
乙醇吹打混匀。将上述混合液加入吸附柱 RA
中，13 000 r/min 离心 1 min，弃溶液；再加入

500 μL 去蛋白液 RE，12 000 r/min 离心 30 s，
弃溶液；加入 500 μL 漂洗液 RW，12 000 r/min
离心 30 s，弃溶液；13 000 r/min 空离 2 min；
将吸附柱放入 1 个新的无 RNA 酶的 1.5 mL 离

心管中，加入 20 μL Rnase free water 到膜上，

12 000 r/min 离心 1 min，将提取的 RNA 保存于

−80 ℃备用。 
1.2.2  RT-PCR 反应 

将提取的 RNA 反转录成 cDNA。再以

cDNA 为模板进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：

PrimeSTAR Max 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各 1 μL，cDNA 模板 2 μL，无菌水 21 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 20 s，53−60 ℃    
30 s，72 ℃ 90 s，循环 30 次；72 ℃ 7 min。PCR
产物经过１%琼脂糖凝胶电泳，鉴定片段大小

正确后进行胶回收。 
1.2.3  全基因组克隆和序列测定 

分别将 6 个片段连接到 pEASY-Blunt 载体上，

将连接产物转化到大肠杆菌 Trans-T1 感受态细胞

中，37 ℃培养过夜，挑单克隆至氨苄(100 μg/mL)
抗性的 LB 培养基，37 ℃、200 r/min 培养 12 h
左右进行菌液 PCR 鉴定，鉴定正确的样品送至

北京擎科新业生物技术公司测序，每个片段至

少测 3 个重复。 
1.2.4  序列分析 

利用 DNAStar 软件对 6 个片段序列进行拼

接，再利用 MegAlign 将拼接好的全序列与

GenBank 的 NDV 代表株基因组全序列进行系

统发育分析，并利用 MEGA 6.0 软件对 BJ-C 株

F 基因与 GenBank 中其他已知 NDV 毒株的 F
基因进行亲缘关系分析。 

2  结果与分析 
2.1  RT-PCR 结果 

用高保真酶 PCR 扩增目的基因，获得 6 条

大小不同的目的片段(图 1)。6 条目的片段长度

为 2 000−4 000 bp (表 1)，与预期相符。 

2.2  鸽 NDV BJ-C 株全基因组序列测定和

拼接 
将 RT-PCR 获得的 6 个片段进行克隆与测

序，获得了鸽 NDV BJ-C 株的全基因组序列。

BJ-C 株基因组全长为 15 192 nt，与 GenBank
上登录的鸽 NDV 基因组大小一致，3′端前导序

列和 5′端尾随序列分别由 55 和 114 个核苷酸组 
 

 
 
图 1  鸽 NDV BJ-C 株全基因分段 RT-PCR 扩增

产物电泳图   M：Trans2K Plus DNA Marker；
1−6：F1−F6 目的片段 
Figure 1  Electrophoretic diagram segmentation 
RT-PCR of complete genome of BJ-C strain of 
amplified products. M: Trans2K Plus DNA Marker; 
1−6: Purpose fragment of F1−F6. 
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成，其中 NP、P、M、F、HN 和 L 蛋白的 ORF
基因大小分别为 1 470、1 188、1 095、1 662、
1 716 和 6 615 nt (图 2)。BJ-C 株基因间隔序列

与大多数鸽 NDV 相同，NP-P、P-M 和 M-F 基因

间隔均为 1 个碱基；HN 和 L 基因之间间隔 47 个

碱基(表 2)。 

2.3  鸽 NDV BJ-C 株基因组序列与其他

NDV 株系统发育分析 
基于分离毒株全基因组与 26 株参考株制

作系统发育树，如图 3 所示，PPMV-1/BJ-01/CH
株与 BJ-C 分离株亲缘关系 密切，同属一个进

化分支。核苷酸相似性为 99.96%，氨基酸相似性

高达 100%；而 BJ-C 分离株与 Class Ⅰ参考毒株

JX07、LaSota 疫苗株(核苷酸相似性为 83.27%，

氨基酸相似性仅为 61.77%)等亲缘关系均较远。 

2.4  BJ-C 株 F 基因片段系统发育分析 
将 BJ-C 株各基因序列进行在线 BLAST 比

对，发现 BJ-C 株的 6 个结构基因均与 PPMV-1/ 
BJ-01/CH 毒株对应基因的相似性 高。NDV
的 F 蛋白由 553 个氨基酸组成，相对分子量为

59.6 kDa，主要负责病毒囊膜与宿主细胞膜之间

的融合。F 蛋白裂解位点氨基酸基序是决定 F
蛋白裂解能力的关键，也是决定 NDV 毒力的关

键因子。基于 BJ-C 毒株 F 基因完整编码序列绘

制了包含部分 Class Ⅰ毒株和部分 Class Ⅱ不同基

因亚型 NDV 的系统发育树(图 4)。结果显示，

BJ-C 株与国内的 2013 年北京分离株 BJP13 亲

缘关系密切，核苷酸相似性为 98.38%，氨基酸

相似性为 98.73%，处于同一分支，同属Ⅵb 型，

而与 LaSota 疫苗株等其他基因型 NDV 和 Class Ⅰ 

 

 
 
图 2  BJ-C 基因组结构模式图及其全长分段策略   NP、P、M、F、HN 和 L 分别代表 NDV 的 6 个结

构蛋白 
Figure 2  The structure pattern diagram and strategy of complete genome segmentation of BJ-C. NP, P, M, F, 
HN and L represent the six structural proteins of NDV respectively. 
 
表 2  BJ-C 株基因组编码的氨基酸、各基因起始、终止序列及基因间隔 
Table 2  Coding amino acid, sequences of gene start, gene end and intergenic region of BJ-C genome 
Gene ORF position Coding amino 

acid number 
Gene start Gene end Intergenic region 

NP 122−1 591 489 ACGGGTAGAA TTAGAAAAAAA T 
P 1 893−3 080 395 ACGGGTAGAA TTAAGAAAAAA T 
M 3 296−4 390 364 ACGGGTAGAA TTAGAAAAAA C 
F 4 550−6 211 553 ACGGGTAGAA TTAAGAAAAAA CTACTGGATATAAGCAACCGAAAAG

CAATAC 
HN 6 418−8 133 571 ACGGGTAGAA TTAAGAAAAAA TATGGATGGTAGTGAAATACAAGGG

AAAACAACATACAAAGGCCAAC 
L 8 387−15 001 2 204 ACGGGTAGGA TTAGAAAAAA  
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图 3  新城疫病毒全基因组系统发育树   GenBank 登录号列于 NDV 毒株名称之后 
Figure 3  Phylogenetic tree of complete genome of NDV. GenBank accession number were listed after the 
names of NDV. 
 
的 NDV 亲缘关系较远。根据 F 基因编码序列高

变区域(47−420 nt)绘制了基于基因Ⅵ型 NDV的

发育树(图 5)，结果显示，归类于基因Ⅵb 亚型

的我国安徽株 Pigeon/Anhui/2369/2012、广东株

Pigeon/Guangdong/GZ288/2013、北京株 BJP13
及比利时株 PPMV-1/Belgium/11-08304/2011 等

与 BJ-C 毒株处于同一个分支，亲缘关系 近，

而与其他基因Ⅵ亚型的 NDV 毒株亲缘关系较

远。系统发育分析结果表明，BJ-C 株属于 Class Ⅱ
基因Ⅵb 亚型 NDV 毒株，BJ-C 株与 Class Ⅰ类
毒株、基因Ⅶ型毒株及 LaSota 疫苗株系统发育

关系较远。 
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图 4  基于新城疫病毒 F 基因的系统发育树   GenBank 登录号列于 NDV 毒株名称之后；标尺刻度代

表序列差异 
Figure 4  Phylogenetic tree of NDV based on F gene sequence. GenBank accession number were listed after 
the names of NDV; The scale bar means sequence difference. 
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图 5  基于新城疫病毒 Class Ⅱ基因Ⅵ亚型 F 基因高变区(47−420 nt)的系统发育树   GenBank 登录号列于

NDV 毒株名称之后；罗马数字：NDV 基因型 
Figure 5  Phylogenetic tree of NDV based on a variable sequence (47−420 nt) of the F gene of the 
sub-genotype NDV strains in Class Ⅱ. GenBank accession number were listed after the names of NDV; 
Roman numerals: NDV genotype. 
 

3  讨论与结论 

近年来，随着养鸽业的不断发展壮大，鸽

ND 发病趋势也呈现上升状态，危害日趋严重。

已经有研究人员从人体内分离出鸽 NDV[6]。本

研究对分离的鸽 NDV BJ-C 株进行测序分析发

现，其基因组全长为 15 192 nt，遵循“六碱基原 

 

则”，与已报道的鸽 NDV 的基因组长度一致，

结构基因顺序为 3′-NP-P-M-F-HN-L-5′，符合

NDV 的全基因组特征[8]。NDV 各基因非编码区

的基因起始(gene start，GS)、基因终止(gene end，
GE)和结构基因间隔序列(intergenic sequence，
IGS)已被证明能够影响其毒力 [9]。本研究的

BJ-C 株 F 基因的 GE 序列为 TTAAGAAAAA，
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这与基因Ⅳ型毒株 Herts/33、基因Ⅵ型毒株

pi/CH/LGD/110208 等的 GE 序列相同 [10]。当

NDV 入侵细胞时，其 F 蛋白在 116 和 117 位氨

基酸之间被裂解，形成 F1 和 F2 两段蛋白[11]。

多项研究已证实 F 蛋白与 NDV 毒力有着直接

关联，而 F 蛋白能否被宿主细胞裂解常取决于

裂解位点处碱性氨基酸的数目，弱毒裂解位

点碱性氨基酸数量较少 [12]。NDV 强毒株的裂

解位点通常是112R/K-R-Q-K/R-R-F117[13-14]，而弱 
毒 112G/E-K/R-Q-G/E-R-L117 比较常见。由于 NDV
弱毒 F 蛋白裂解位点的碱性氨基酸多被中性氨

基酸替代，F 蛋白无法裂解，导致其融合活性丧

失，从而使病毒感染性降低或消失。本研究中，

BJ-C 株的 F 蛋白裂解位点为 112R-R-Q-K-R-F117，

符合强毒株标准，但之前的研究表明，PPMV-1
的 F 蛋白裂解位点氨基酸组成不能够作为判定

其毒力的唯一标准[15-16]，因此，关于该毒株的

毒力还需开展相关实验进一步验证。有研究者

在 2014−2021 年间搜集了我国多个地区活禽市

场的鸽拭子，分离到 76 株鸽 NDV，并对其中

18 株进行全基因组序列分析，发现所有分离株

F 蛋白均含有 112R-R-Q-K-R-F117 裂解位点，而

且这 18 株代表株均属于Ⅵb 亚型[17]。这与本研

究的 BJ-C 株同属于一个亚型。 近有研究者从

伊 朗 地 区 的 鸽 群 里 分 离 出 了 XXI.2 型 鸽

NDV[18]。因此，不应该忽视鸽 NDV 的遗传变

异，有必要对鸽 NDV 的系统发育关系进行定期

监测。 
截至目前，研究者至少发现了Ⅵa−Ⅵk 11 个

亚型的 NDV 毒株[5]。NDV 分型对其进化及流

行趋势的研究至关重要， 初研究者通过对

NDV F 蛋白的限制性酶切位点来区分 NDV 毒

株的种类[19-20]。目前多用基因分析的方法对鸽

NDV 进行分型。对 NDV 分型的方法通常是基

于 F 基因的 CDS 区[21]或通过比对其 F 基因高变

区(42−470 nt)进行系统发育分析[2]。BJ-C 分离

株全基因组系统发育分析发现，该分离株仅与

Belgium/98-238/1998 分离株同属一个进化分

支，属于Ⅵ亚型，而同其他新城疫毒株的亲缘

关系相对较远。BJ-C 株 F 基因与国内外毒株进

行系统发育分析发现，该分离株与我国北京株

BJP13 株的系统发育关系较近，与 LaSota 疫苗

株等其他国内外参考毒株系统发育关系较远。

同时，BJ-C 分离株 F 基因高变区序列系统发育

分 析 结 果 发 现 ， 该 分 离 株 与 我 国 安 徽 株

Pigeon/Anhui/2369/2012、广东株 GZ288/2013、
北京株 BJP13、浙江株 Pigeon/Zhejiang/2036/2012
及比利时株 Belgium/11-08304/2011 等属于同 
一个分支，属于Ⅵb 亚型。这与王林等[22]分离

自北京地区赛鸽源的Ⅵb 亚型鸽 NDV 一致。

2013 年，Awu 等[23]从北京地区的发病鸽子体内

分离出 1 株Ⅵb 型鸽 NDV。裴育等[24]对分离自

我国北京、天津及山东地区的 4 株鸽 NDV 全基

因组测序比对发现，这 4 株鸽 NDV 均属于Ⅵb
亚型。上述研究中的鸽 NDV 分离株都与本研究

中的鸽 NDV 同属一个亚型，说明北京地区的鸽

NDV 很可能都来源于基因Ⅵ型的病毒。鸽群感

染 NDV 后通常呈现流行性暴发，死亡率可达到

100%[12,25]。从本研究 BJ-C 株的系统发育关系

结果可以看出，BJ-C 株与现有疫苗株 LaSota
进化关系较远，推测鸡 ND 疫苗可能对鸽子不

能形成足够的免疫保护作用，亟待开发一种专

门针对鸽 NDV 的疫苗来控制鸽新城疫。 
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