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K
、

G3 6 2一A
、

K3 84一R
、 r

l’4 4 3o M
、

H 4 7 9 o Y
,

其中仅

2 个氨基酸为保守性替换
,

其它 9 个氨基酸的改变

涉及到极性或所带电荷的变化
,

且 347 位是 HN 的

抗原区
。

鸭源基因珊型 N D V 在 07 习9 年为集中爆发期
,

分离到较多毒株
。

从进化树分析表明
,

鸭源 N Dv 与

相对早些分离的鸡源毒株同源率高
,

在进化树上距

离较近 ;从分离时间上看
,

鸭源毒株的出现滞后于相

近的鸡源 ND V ;推测应是鸡源毒株在鸭群中适应的

结果
。

对 F基因全长的研究表明
,

国内 ND V 的变异

速度较东南亚
、

澳大利亚等地区的流行株快
,

与传统

疫苗的同源率不断降低
,

且有明显的时间性和地域

性
。

新城疫是 OI E A 类疾病
,

我国动物一类疫病
,

危

害极大
,

国际上曾试图通过统一的法规来防止 ND

的发生
,

但由于不同国家经济水平不同
,

很难达成共

识
。

新城疫的防控是一个系统工程
,

消灭该病的任

务十分艰巨
,

必须依靠科学
,

举全国之力
,

制定长远

的疫病控制和消除计划
,

才能彻底根除 N D 的危害 !
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H SM 亚型禽流感病毒血凝素蛋白裂解位点 P6 位氨基酸

对病毒致病性的影响
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l 前言

HS M 亚型禽流感病毒 H A 蛋白裂解位点周围

氨基酸对哺乳动物的致病性具有重要影响
,

但哪个

氨基酸位点起到关键性的作用和其作用机制还不得

而知
。

本研究对裂解位点 巧 位氨基酸对哺乳动物

的致病性及作用机制进行了研究
,

结果证 明该位点

是影响 H S N I病毒对哺乳动物致病性的关键氨基酸

位点
。

2 材料与方法

2
.

1 材料

M D e K 及 2 9 3 T 细胞
,

PHWZ 0 0 0 流感病毒反向

遗传操作质粒
,

从外表健康禽群分离的 HS M 亚型

流感病毒等
。

2
.

2 方法

流感病毒反向遗传操作技术
,

细胞培养
,

W es t
-

ern
一

b lo t
,

xvPI测定及小鼠动物试验
。

3 结果与分析

3
.

1 玛 位氨基酸突变对 H SM 病毒致病性的影

响

利用反向遗传操作技术
,

对一株对小鼠无致病

性的 7 分支 H SNI 病毒 HA 蛋白P6 位氨基酸进行

定点突变
,

构建了 5 株 H S N I 重排病毒 (G 3 2 5 1
,

G 3 2 5 R
,

郡2 5 * , a n d G 3 2 5 5 )
。

将这些病毒接种小

鼠后发现
,

不同突变株对小鼠的致病性差异很大
,

其

中 G 3 2 5 5 对小鼠的致病性最强
。

G3 25 5 不仅可以

在感染鼠肺部复制
,

而且可以扩散到小鼠的脑部
,

造

成小鼠的系统性感染
。

这些毒株对鸡的 w PI 值说

明这些重排病毒均属于高致病性禽流感毒株
,

但相

比其它重排毒株
,

G 3 2 5 5 对鸡的平均致死时间最短
。

以上数据说明 H SM 病毒 H A 蛋白 P6 位氨基酸对

哺乳动物的致病性有重要影响
,

不仅可以影响病毒

的复制效率
,

而且还能够影响病毒的全身性感染能

力
。

H A 3 25 S 是在印尼流行的 2
.

1
.

3 分支毒株的特

征性氨基酸
,

而在印尼 H S N I 病毒感染的致死率是

最高的
。

本研究在小鼠模型上证明了 H A
一

325 5 可

以导致最强的致病性
,

所以 H A
一

3 25 5 可能对印尼流

一 6 一
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行毒株对人的高致死率具有重要影响
。

3
.

2 巧 位氨基酸影响致病性的机制

裂解位点周围的氨基酸不同可以影响流感病毒

利用蛋白酶水解 HA 的效率
,

而 HA 裂解水平的不

同
,

会影响病毒在体内和体外的复制效率
,

进而影响

病毒的致病性
。

本研究的结果证明了裂解位点 P6

位氨基酸可以影响 HA 蛋白在 MDCK 细胞上的裂解

效率
,

其中 H A
一

3 2 5 5 的裂解效率是最高的
,

其可 以

在不加外源性胰酶的情况下
,

全部裂解
,

而野生型毒

株只能裂解部分 H A
。

进一步的试验证明 G3 2 5 5 在

MD CK 细胞上的复制效率也是最高的
,

而且病毒的

复制效率与其利用蛋白酶的效率呈正相关
。

通过对

所有重排毒株 HAO 蛋白模拟晶体结构的分析发现
,

P6 位氨基酸的突变可 以影响 H A 裂解位点处环状

结构
,

HA 3 25 S 的环状结构最突出于血凝素蛋白的

表面
,

这种结构有利于蛋白酶对 H A 的识别和作用
,

从而导致病毒 H A 最高的裂解效率 ; 而野生 型 的

H A一25 G 的裂解位点处环状结构是平行于糖蛋白

表面的
,

这种结构不利于蛋白酶对 HA 的识别和作

用
。

P6 位氨基酸的突变影响了 HA 的裂解位点环

状结构
,

进而影响了病毒的生物学性质
。
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中国禽戊型肝炎病毒的检出及流行病学状况

周恩民
,

赵钦
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孙亚妮
,

王鑫杰
,

赵冀楠

(西北农林科技大学动物医学院兽医免疫学研究所
,

陕西 杨凌 7 12 100 )

[摘 要] 禽戊型肝炎病毒(H
e pa titis E 访ru s ,

H E V )是鸡的大肝大脾病 (Big live
r a n d s ple e n dise as e ,

B比 )或肝炎脾大

(He Pa titi
s一

印len om
e

脚y
,

Hs )综合症的主要病原
。

病毒感染主要引起 30 一2 周龄的蛋鸡和肉种鸡的死淘率升高和产蛋率下降
,

部分鸡腹部充血
,

卵巢退化
,

偶有肝脾肿大
。

澳大利亚
、

美国
、

加拿大和欧洲等都有 B比 或 H S 综合症爆发的报道
,

并且 B比 曾

给澳大利亚的养禽业带来了严重的经济损失
。

禽 H E V 是 2 00 1 年由 Haq
shen as 等在美国从患有 H S 综合症的病鸡中分离命名

的
,

并且通过序列分析发现其与 BLs v 属于同一病毒的不同变异株
。

在我国
,

1997 年杨德吉等利用琼扩试验证实了

B巧V 抗体在我国鸡群中的存在
,

200 5 年马玉玲等

利用 RT
一

PCR 方法从南京某鸡场扩增获得了一小段

BLS v 的核酸序列
,

但是并没有后续的相关报道
。

直到 2 0 10 年
,

本实验室从患有 H S 的 35 周龄肉种鸡

中分离得到我国首例禽 H E V 分离株 (命名为 Ca
-

H E v )
,

并获得了其全基因组序列
。

通过序列分析

发现
,

C aH E V 与欧洲分离株的同源性最高 (98 % )
,

同属于禽 H E V 基因 3 型
。

同时 CaH E V 不同途径攻

毒巧 周龄的 SPF鸡发现
,

口腔途径接种的鸡只粪便

排毒和病毒血症出现的时间要比翅静脉接种的鸡只

晚
,

但持续时间长
,

两种攻毒途径血清抗体转阳的时

间均约在攻毒后 20 天左右
,

并且攻毒后第 8 周每种

途径分别有两只 SPF鸡只出现肝脾肿大
。

自禽 H E V 被发现以来
,

不同国家的血清学调查

发现
,

越南鸡血清阳性率为 40 %
,

巴西为 20 %
,

美国

为 30 %
。

其中 Men g 等调查的美国 76 个鸡场
,

56 个

为禽 H E V 抗体阳性
,

Pe ra lta 等调查的西班牙 29 个

鸡场
,

26 个为 阳性
。

在我国
,

血清学调查发现禽

H E V 的感染也已广泛流行
。

200 7 年
,

梁久红等报道

我国南方的鸡血清抗体阳性率为 33 % ; 200 8一00 9

年我们对山东
,

黑龙江和广东三省进行的血清学调

查发现健康鸡的血清阳性率为 28
.

5%
,

患有肝脾肿

大综合症的鸡的血清阳性率为 43
.

3 % ; 200 9佗01 1

年继续调查的我国 H 个地区的禽 H E V 感染情况发

现
,

36 个鸡场中 32 个为禽 H E V 抗体阳性
,

阳性率

为 88
.

89 % ;4 8 8 4 份鸡血清中
,

2 2 62 份为阳性
,

阳性

率为 46
.

31 %
。

因此该病毒的感染在我国正在持续
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