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　 　 摘要:　 兔出血症(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＲＨＤ)是由兔出血症病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＲＨＤＶ)引起的一种具有高度传染性、急性致死性兔病ꎮ 兔出血症病毒 ２ 型(ＲＨＤＶ２)引起的 ＲＨＤ 主要在欧洲流

行ꎬ病兔的死亡率高达 ９０％ꎬ而用经典 ＲＨＤＶ 毒株制备的疫苗几乎不能预防家兔感染 ＲＨＤＶ２ꎬ从而给世界养兔业

造成了巨大的经济损失ꎮ ２０２０ 年 ４ 月ꎬ中国四川省某兔场首次发生由疑似 ＲＨＤＶ２ 引起的 ＲＨＤꎬ笔者所在实验室

通过红细胞凝集试验(Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎꎬ ＨＡ)、逆转录￣聚合酶链式反应(Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ)扩增、ｖｐ６０ 基因序列分析和病毒复制试验ꎬ对采集的病死家兔肝脏样本进行病原鉴定ꎮ ＨＡ 结果显

示ꎬ部分病死家兔的肝脏样本不能引起血凝现象ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ样品中出现了 ＲＨＤＶ２ 的特异性条带ꎮ 对新发

现毒株 ｃＤＮＡ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物进一步分析发现ꎬ所扩增 ｖｐ６０ 基因核苷酸序列与经典 ＲＨＤＶ ｖｐ６０ 基因核苷酸序列的

一致性为７７.５％~８０􀆰 １％ꎬ与 ＲＨＤＶ２ ｖｐ６０ 基因核苷酸序列的一致性为９３.６％~９６􀆰 １％ꎬ并且与 ＲＨＤＶ２ 处于同一个进

化分支ꎮ 病毒复制试验结果显示ꎬ用病死家兔肝脏组织与磷酸缓冲盐溶液(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)按１ ｇ ∶ １０
ｍｌ 混合后制成的悬液分别人工感染 ５ 只非免疫 ２５ 日龄未断奶仔兔和 ５ 只 ２ 月龄兔ꎬ在２４~４８ ｈ 全部死亡ꎮ 基于以

上试验结果ꎬ确定本研究新发现的 ＲＨＤＶ 毒株为 ＲＨＤＶ２ꎬ并将其命名为 ＳＣ２０２０ꎬ这是在中国首次发现 ＲＨＤＶ２ 毒

株ꎬ应引起高度重视ꎮ
关键词:　 兔出血症ꎻ 兔出血症病毒 ２ 型(ＲＨＤＶ２)ꎻ ｖｐ６０ 基因ꎻ 鉴定ꎻ 序列分析
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Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ (ＲＨＤ) ｉｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｆａｔａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍ￣
ｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ (ＲＨＤＶ). ＲＨＬ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ (ＲＨＤＶ２) ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｉｎ
Ｅｕｒｏｐｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｉｓ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ９０％. Ｒａｂｂｉｔｓ ｃａｎ ｈａｒｄｌｙ ｂｅ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ＲＨＤＶ２ ｂｙ ｃｌａｓｓｉｃａｌ

ＲＨＤＶ ｖａｃｃｉｎｅꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｈｕｇｅ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ｌｏｓｓ ｔｏ ｗｏｒｌｄ
ｒａｂｂｉｔ￣ｒａｉｓｉｎｇ ｉｎｄｕｓｔｒｙ. Ｉｎ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ＲＨＤＶ２￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＨＤ ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ａ ｒａｂｂｉｔｒｙ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ
ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ( ＨＡ) ｔｅｓｔꎬ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ ｖｐ６０
ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｄｅａｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｏｕｒ ｌａｂ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＡ ｓｈｏｗｅｄ
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ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｄｅａｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＲＨＤＶ２ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｖｐ６０ ｇｅｎｅ ｓｈａｒｅｄ ７７.５％－８０􀆰 １％ ａｎｄ ９３.６％－９６􀆰 １％ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｗｉｔｈ
ｃｌａｓｓｉｃ ＲＨＤＶ ｖｐ６０ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＲＨＤＶ２ ｖｐ６０ ｇｅｎｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｓｅｇｍｅｎｔ ａｎｄ ＲＨＤＶ２ ｗｅｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｒａｎｃｈ
ｏｆ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｉｖｅ ｕｎｗｅａｎｅｄ ｒａｂｂｉｔｓ (２５￣ｄａｙ￣ｏｌｄ) ａｎｄ ｆｉｖｅ ｒａｂｂｉｔｓ
(ｔｗｏ￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ) ｄｉｅｄ ｉｎ ２４ ｈ ｔｏ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ (ＰＢＳ) ｖｅｒｓｕｓ
１ ｇ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｄｅａｄ ｒａｂｂｉｔｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ＲＨＤＶ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ＲＨＤＶ２ꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ
ｎａｍｅｄ ａｓ ＳＣ２０２０. Ｔｈｉｓ ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ＲＨＤＶ２ ｓｔｒａｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ａｎｄ ｉｔ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｃａｒｅｆｕｌｌｙ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２(ＲＨＤＶ２)ꎻ ｖｐ６０ ｇｅｎｅꎻ ｉｄｅｎｔｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 兔出血症 ( Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬＲＨＤ)
是由兔出血症病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＲＨＤＶ)引起的一种急性、高传染性、高致死性

疾病ꎮ 经典的 ＲＨＤＶ 只感染家兔ꎬ且易感染 ２ 月

龄以上的家兔ꎬ染病后家兔的病死率达 ９０％ꎬ常于

感染后４８ ~ ７２ ｈ 死亡ꎬ死亡家兔具有呼吸系统和

肝、脾、肾、心等实质脏器瘀血、肿大和出血等特

征[１] ꎻ未断奶仔兔不易感ꎮ 该病于 １９８４ 年首先在

中国被报道ꎬ随后迅速在全球大部分地区流行ꎬ同
时 ＲＨＤＶ 也发生了遗传变异ꎮ 从系统发育关系上

看ꎬＲＨＤＶ 可以分为Ｇ１~ Ｇ６ 这 ６ 个基因型(ＧＩ.１)ꎬ
中国的流行毒株主要为 Ｇ２、Ｇ６ 型[２￣３] ꎮ ２０１０ 年ꎬ
在法国首次发现了 ＲＨＤＶ 的新毒株ꎬ研究者将其

命名为 ＲＨＤＶ２[４] ꎮ 目前的研究发现ꎬＲＨＤＶ２ 对不

同日龄的家兔均易感ꎬ家兔感染后的病死率可达

９０％ꎮ ＲＨＤＶ２ 与经典 ＲＨＤＶ 毒株Ｇ１~ Ｇ６ 型感染

家兔致死的典型症状相似ꎬ但在遗传特性及抗原

性上有很大差异ꎬ并且用经典毒株制备的疫苗不

能有效避免家兔感染 ＲＨＤＶ２[５] ꎮ 目前ꎬＲＨＤＶ２ 已

在欧洲扩散ꎬ在亚速尔群岛和澳大利亚也有相关

报道[６￣７] ꎮ 中国肉兔配套系 １００％依赖进口ꎬ主要

进口国为法国ꎬ中国同时是世界上最大的兔肉出

口国ꎬ与欧洲之间在兔行业上的贸易往来密切ꎮ
因此可见ꎬＲＨＤＶ２ 对中国养兔业的潜在威胁极

大ꎮ
２０２０ 年 ４ 月 １ 日ꎬ四川某兔场出现患病家兔的

急性死亡病例ꎬ死亡家兔的临床症状和病理变化与

兔出血症十分相似ꎮ ２０２０ 年 ４ 月 ２ 日至 ４ 月 ５ 日ꎬ
患病家兔的死亡数量明显增多ꎬ且各日龄阶段的家

兔包括未断奶的仔兔都有死亡发生ꎮ 据了解ꎬ该兔

场共有约 ３００ 只母兔、１ ５００只商品兔ꎬ发病前已对

家兔注射兔病毒性出血症、多杀性巴氏杆菌病二联

灭活疫苗ꎬ发病后第 ５ ｄ 紧急注射上述二联灭活疫

苗ꎬ但效果不明显ꎬ兔死亡率约为 ７３􀆰 ３％ꎬ且病死家

兔均出现 ＲＨＤ 的典型临床症状ꎮ 根据 ＲＨＤＶ２ 可

引起低龄幼兔死亡ꎬ且经典 ＲＨＤＶ 组织灭活疫苗不

能有效抵抗 ＲＨＤＶ２ 感染的特征ꎬ初步推测该兔病

的病原为 ＲＨＤＶ２ꎮ 经红细胞凝集 (Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａ￣
ｔｉｏｎꎬ ＨＡ)试验、逆转录￣聚合酶链式反应(Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ) 分

析、序列测定及病毒复制试验ꎬ 确定该病原为

ＲＨＤＶ２ꎬ这是在中国首次发现的 ＲＨＤＶ２ 毒株ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试验材料

病料样品来源为四川省某兔场的 ３ 只病死家兔

(编号为样品 １、样品 ２、样品 ３)ꎻＲＨＤＶ 皖阜株、
ＲＨＤＶ２ ｖｐ６０ 基因构建的重组质粒 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｖｐ６０￣２
由笔者所在实验室保存ꎻ阴性无特定病原体(Ｓｐｅｃｉｆ￣
ｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ ＳＰＦ)兔肝脏由邳州市东方养殖有

限公司提供ꎮ
１.２　 红细胞凝集试验

参照中华人民共和国农业行业标准 ( ＮＹ / Ｔ
５７２—２０１６«兔病毒性出血病血凝和血凝抑制试验方

法»)ꎬ分别取 ３ 只病死家兔的少许肝脏组织ꎬ置于

载玻片上剪碎后滴加用磷酸缓冲盐溶液(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)配制的体积分数为 １％的人“Ｏ”
型红细胞ꎬ同时设 ＳＰＦ 兔肝脏组织为阴性对照ꎬ设
ＲＨＤＶ 皖阜株肝脏组织为阳性对照ꎬ于 ４ ℃放置 ５
ｍｉｎꎮ 若肝脏组织中有兔出血症病毒ꎬ肉眼可观察到

血凝现象ꎮ
１.３　 病毒 ＲＮＡ 的提取及反转录

将家兔肝脏组织样品与焦碳酸二乙酯(Ｄｉｅｔｈｙｌ
ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅꎬ ＤＥＰＣ)水溶液按１ ∶ １０(质量体积比)
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混合后研磨成悬液ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ取上

清液按照 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡꎻ利用反转录试剂盒获

得病毒 ｃＤＮＡꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.４　 病毒 ｃＤＮＡ 的 ＰＣＲ 鉴定

参照笔者所在实验室建立的检测经典 ＲＨＤＶ[８]

和鉴别经典 ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ以
及世 界 动 物 卫 生 组 织 ( Ｏｆｆｉｃｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｄｅｓ
ＥｐｉｚｏｏｔｉｅｓꎬＯＩＥ)推荐的用于检测 ＲＨＤＶ２[９] 的 ＲＴ￣
ＰＣＲ 方法中的引物(由南京擎科生物科技有限公司

合成)ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用高保真的 Ｇｏｌｄｅｎ Ｓｔａｒ
Ｔ６ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ ＭＩＸ 进行家兔出血症病毒 ｖｐ６０ 基因

片段的扩增ꎮ 用笔者所在实验室建立的方法进行检

测时ꎬ经典 ＲＨＤＶ 的扩增产物大小为 ５９１ ｂｐꎻ用鉴

别经典 ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ ＲＴ￣ＰＣＲ 方法时ꎬ经典

ＲＨＤＶ 的扩增产物大小为 １９３ ｂｐꎬＲＨＤＶ２ 扩增产物

大小为 ８２９ ｂｐꎻ用 ＯＩＥ 推荐的方法检测时ꎬＲＨＤＶ２
扩增产物大小为 ４８１ ｂｐꎮ
１.５　 病毒基因序列的同源性分析

　 　 将 ＰＣＲ 扩增产物送至南京擎科生物科技有限

公司测序ꎮ 用 ＤＮＡＳｔａｒ 中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对新分

离毒株 ｖｐ６０ 基因序列的测序结果进行同源性分析ꎬ
并将基因序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎮ
１.６　 病毒的遗传进化分析

ｖｐ６０基因是 ＲＨＤＶ 结构蛋白基因ꎬＯＩＥ 以 ｖｐ６０ 基

因作为ＲＨＤＶ 分型的依据ꎮ 从ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中获得

国内外经典 ＲＨＤＶ 毒株(登录号:ＡＦ２３１３５３、ＡＦ４０２６１４、
ＤＱ２０５３４５、ＦＪ７９４１８０、ＪＮ１６５２３５、ＫＵ２０７１００)、ＲＨＤＶ２ 毒

株(登录号:ＦＲ８１９７８１、ＨＥ８１９４００、ＪＸ１３３１６１、ＫＰ１２９３９７、

ＫＭ１１５７１２)和兔杯状病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓꎬ ＲＣＶ)(登
录号:Ｘ９６８６８)的 ｖｐ６０ 基因序列ꎬ对这些序列构建进化

树并进行分析ꎮ
１.７　 病毒的复制分析

在严格的生物安全防控条件下ꎬ将疑似感染

ＲＨＤＶ２ 的病死家兔肝脏组织样品与磷酸缓冲盐溶

液按１ ｇ ∶ １０ ｍｌ 混合后研磨成悬液ꎬ分别颈部皮下

注射 ５ 只非免疫的 ２５ 日龄未断奶仔兔和 ５ 只 ２ 月

龄兔ꎬ注射量均为每只 １ ｍｌꎬ随后观察家兔的发病、
死亡情况ꎮ 取死亡家兔的肝脏组织进行血凝试验和

用于鉴定经典 ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 试验ꎬ
将扩增产物送至南京擎科生物科技有限公司测序ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 红细胞凝集试验

红细胞凝集试验结果表明ꎬ３ 只病死家兔的肝

脏样本中ꎬ样品 ２ 的肝脏出现血凝现象ꎬ样品 １、样
品 ３ 均未出现肉眼可见的血凝现象ꎮ
２.２　 病毒的 ＰＣＲ 鉴定

以病毒 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用经典 ＲＨＤＶ 鉴定引物

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ图 １Ａ 显示ꎬ３ 个样品在 ５９１ ｂｐ 位置

均未出现特异性条带ꎻ使用 ＯＩＥ 推荐的 ＲＨＤＶ２ 鉴

定引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ图 １Ｂ 显示ꎬ３ 个样品在 ４８１
ｂｐ 位置均出现特异性条带ꎬ其中样品 ２ 的扩增条带

亮度较强ꎻ用经典 ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 鉴别引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ图 １Ｃ 显示ꎬ３ 个样品在 ８２９ ｂｐ 位置均出

现 ＲＨＤＶ２ 的特异性条带ꎬ在 １９３ ｂｐ 位置未出现经

典的 ＲＨＤＶ 特异性条带ꎮ

Ａ:经典 ＲＨＤＶ 鉴定引物扩增结果ꎻＢ:ＯＩＥ 推荐的 ＲＨＤＶ２ 鉴定引物扩增结果ꎻＣ:经典 ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 鉴别引物扩增结果ꎮ 图 Ａ、图 Ｂ 中ꎬ
１:样品 １ꎻ２:样品 ２ꎻ３:样品 ３ꎻ４:ＲＨＤＶ 皖阜株ꎻ５:ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｖｐ６０￣２ꎻ６:ＳＰＦ 兔肝脏组织ꎻＭ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ 图 Ｃ 中ꎬ１:样品 １ꎻ２:样品 ２ꎻ
３:样品 ３ꎻ４:ＲＨＤＶ 皖阜株ꎻ５:ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｖｐ６０￣２ꎻ６:ＲＨＤＶ 皖阜株＋ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｖｐ６０￣２ꎻ７:ＳＰＦ 兔肝脏组织ꎻＭ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ

图 １　 兔出血症病毒 ２ 型(ＲＨＤＶ２)的 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２(ＲＨＤＶ２)
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２.３　 ｖｐ６０ 基因的序列分析

测定 ＲＨＤＶ２ 扩增产物(大小为 ８２９ ｂｐ)的 ｖｐ６０
基因序列并将其上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中(登录

号:ＭＴ３８３７４８)ꎬ将其命名为 ＳＣ２０２０ꎮ 表 １ 的分析

结果显示ꎬ本研究所扩增序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上报道的

经典 ＲＨＤＶ(基因型为 ＧＩ.１)的 ｖｐ６０ 基因(登录号:

ＡＦ２３１３５３、 ＡＦ４０２６１４、 ＤＱ２０５３４５、 ＦＪ７９４１８０、
ＪＮ１６５２３５、ＫＵ２０７１００ ) 的 核 苷 酸 序 列 一 致 性 为

７７.５％~８０􀆰 １％ꎬ与 ＲＨＤＶ２(基因型为 ＧＩ.２) ｖｐ６０ 基

因 ( 登 录 号: ＦＲ８１９７８１、 ＨＥ８１９４００、 ＪＸ１３３１６１、
ＫＰ１２９３９７、ＫＭ１１５７１２ ) 的 核 苷 酸 序 列 一 致 性 为

９３.６％~９６􀆰 １％ꎮ

表 １　 经典 ＲＨＤＶ、ＲＨＤＶ２ ｖｐ６０ 基因核苷酸序列的同源性分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ(ＲＨＤＶ) ａｎｄ ＲＨＤＶ２ ｖｐ６０ ｇｅｎｅｓ

毒株
同源性(％)

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３

１ ９８.１ ９２.８ ９２.１ ９１.１ ９７.２ ８６.３ ８２.５ ８２.１ ７９.９ ８２.５ ８１.４ ７９.５

２ ９３.６ ９３.０ ９１.７ ９８.２ ８６.４ ８３.２ ８２.８ ８０.４ ８２.９ ８２.０ ８０.１

３ ９７.３ ９６.３ ９３.３ ８６.０ ８２.６ ８２.３ ７９.８ ８２.５ ８１.８ ７９.４

４ ９５.２ ９２.４ ８５.５ ８２.９ ８２.６ ７９.６ ８２.７ ８２.１ ７９.８

５ ９１.４ ８５.８ ８１.７ ８１.３ ７８.５ ８１.８ ８１.０ ７７.５

６ ８６.１ ８２.２ ８１.８ ７８.９ ８２.１ ８１.１ ７８.８

７ ８２.６ ８２.１ ７９.０ ８２.８ ８２.０ ７８.６

８ ９８.４ ９７.７ ９７.６ ９６.９ ９４.２

９ ９７.３ ９７.５ ９６.８ ９３.６

１０ ９７.６ ９８.４ ９６.１

１１ ９７.３ ９３.８

１２ ９５.９

１３
１~６ 表示 ＲＨＤＶꎬ登录号分别为 ＡＦ２３１３５３、ＡＦ４０２６１４、ＤＱ２０５３４５、ＦＪ７９４１８０、ＪＮ１６５２３５、ＫＵ２０７１００ꎬ７ 表示 ＲＣＶꎬ登录号为 Ｘ９６８６８ꎬ８ ~ １２ 表示
ＲＨＤＶ２ꎬ登录号分别为 ＦＲ８１９７８１、ＨＥ８１９４００、ＪＸ１３３１６１、ＫＰ１２９３９７、ＫＭ１１５７１２ꎬ１３ 表示新分离的兔出血症病毒毒株 ＳＣ２０２０ꎮ

２.４　 ｖｐ６０ 基因的遗传进化分析

用 ＭＥＧＡ ５.２ 对病毒的 ｖｐ６０ 基因核苷酸序列进

行遗传进化分析ꎬ由图 ２ 可以看出ꎬ新分离的病毒毒

株与 ＲＨＤＶ２(基因型为 ＧＩ.２)的亲缘关系较近ꎬ并
位于同一个大的分支ꎬ与 ＲＨＤＶ(基因型为 ＧＩ.１)的
亲缘关系较远ꎮ
２.５　 病毒的复制情况

分别用样品 ２ 的肝脏悬液注射 ５ 只 ２５ 日龄非

免疫的未断奶仔兔和 ５ 只 ２ 月龄兔ꎬ结果发现ꎬ１０
只家兔均在注射后２４ ~ ４８ ｈ 死亡ꎮ 取死亡家兔的

肝脏组织进行红细胞凝集试验ꎬ结果显示ꎬ２ 月龄

兔中ꎬ有 １ 只出现明显的血凝现象ꎬ有 ２ 只出现较

弱的血凝现象ꎬ有 ２ 只未出现血凝现象ꎻ未断奶仔

兔中ꎬ有 ２ 只出现明显的血凝现象ꎬ有 ３ 只出现较

弱的血凝现象ꎮ 对死亡家兔的肝脏组织进行经典

ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 鉴别 ＲＴ￣ＰＣＲ 试验ꎬ发现均出现

了单一的 ＲＨＤＶ２ 特异性条带ꎮ 进一步对该条带

进行测序ꎬ结果表明ꎬＰＣＲ 扩增产物的测序结果与

攻毒毒株的序列一致ꎮ

３　 讨 论

ＲＨＤＶ２ 自 ２０１０ 年首次在法国被报道以来ꎬ已
逐步取代经典 ＲＨＤＶ 而在欧洲蔓延ꎬ并开始在世界

范围内流行ꎮ 中国在 ２０１７ 年以前的 ＲＨＤＶ 流行株

主要是经典 ＲＨＤＶ 中的 Ｇ２ 和 Ｇ６ 型ꎬ并且存在 Ｇ２ /
Ｇ６ 的重组毒株[２￣３]ꎮ 通过对 ＲＨＤＶ 新分离毒株

ＳＣ２０２０ 的序列分析ꎬ其毒株与 ＲＨＤＶ２ 毒株的核苷

酸序列一致性达 ９３％以上ꎬ与经典型 ＲＨＤＶ 毒株的

核苷酸序列一致性约为 ８０％ꎮ 通过遗传进化分析

可知ꎬ新分离毒株 ＳＣ２０２０ 与 ＲＨＤＶ２ 毒株位于同一

个分支ꎬ表明本研究所分离的 ＲＨＤＶ 新毒株为

ＲＨＤＶ２ꎬ这是在中国首次发现 ＲＨＤＶ２ 毒株ꎮ
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图 ２　 ｖｐ６０ 基因的邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｖｐ６０ ｇｅｎｅｓ

　 　 中国 ＲＨＤＶ 的临床样本检测主要使用行业标

准推荐的人“Ｏ”型红细胞凝集试验方法ꎬ该方法易

于操作ꎬ但存在假阴性和假阳性的可能ꎮ 国内外均

报道过低血凝和无血凝 ＲＨＤＶ 毒株的存在ꎮ 由于

在基层临床检测中较少使用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法和酶联免

疫吸 附 法 ( Ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ
ＥＬＩＳＡ)测定ꎬ因此ꎬ检验人员通过血凝试验进行检

测时可能由于血凝试验呈阴性而判定为非 ＲＨＤꎬ导
致漏诊、误诊ꎮ 在本研究中ꎬ最初 ３ 只病死家兔中有

２ 只的肝脏组织没有出现血凝现象ꎬ在后续病毒复

制试验中ꎬ有 ２ 只死亡家兔的肝脏组织也没有出现

肉眼可见的血凝现象ꎬ而病死家兔均出现 ＲＨＤ 的典

型症状ꎬ且其肝脏样品经 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测和测序ꎬ
其毒株均鉴定为 ＲＨＤＶ２ꎮ 中国已有的检测经典

ＲＨＤＶ 的实验室诊断方法可能并不适用于 ＲＨＤＶ２
的特异性检测ꎬ例如检测 ＲＨＤＶ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法[８]

和检测 ＲＨＤＶ 的胶体金免疫层析试纸条法等[１０]ꎮ
国外已经建立了检测 ＲＨＤＶ２ 的实时荧光定量 ＰＣＲ
方法[１１￣１２]和夹心 ＥＬＩＳＡ 方法[１３]ꎬ但是否能用于中国

新发现毒株的检测还有待进一步确认ꎮ 笔者所在实

验室建立的鉴别经典 ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ
方法ꎬ可以有效鉴别经典 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２ꎬ这为应

对中国出现的 ＲＨＤＶ２ 感染或经典 ＲＨＤＶ / ＲＨＤＶ２
混合感染病例的鉴定提供了有效方法ꎬ可用于中国

ＲＨＤＶ 毒株的检测及鉴别诊断ꎮ
本研究的 ３ 只死亡家兔此前已免疫接种由经典

ＲＨＤＶ 毒株制备的组织灭活疫苗ꎬ但是不能有效抵

抗 ＲＨＤＶ２ 的感染ꎬ这与国外相关报道[５] 相符ꎮ 因

此可以推测ꎬＲＨＤＶ２ 一旦在中国流行ꎬ将对养兔业

产生严重的危害甚至造成毁灭性的打击ꎮ 鉴于中国

可能出现由 ＲＨＤＶ２ 引起的 ＲＨＤ 暴发和流行ꎬ
ＲＨＤＶ２ 的疫苗研制已刻不容缓ꎮ 在加强 ＲＨＤ 流行

病学调查的基础上ꎬ应加快 ＲＨＤＶ２ 组织灭活疫苗

或基因工程疫苗的研制ꎬ从而保障中国养兔业的健

康发展ꎮ
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