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　 　 摘要：　 为了更好防控广西伪狂犬病，本研究采集广西北海发生疑似伪狂犬病疫情（ＡＤ）猪场的犬和猪样品进

行病毒分离，通过动物接种试验、电镜观察及核酸检测，证实分离到 ２ 株 ＰＲＶ 毒株。 ２ 毒株与 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的参

考毒株 ｇＥ 和 ｇＣ 基因核苷酸序列同源性为 ９７􀆰 ４％ ～ １００􀆰 ０％和 ９１􀆰 ３％ ～ ９９􀆰 ８％；氨基酸序列同源性为 ９５􀆰 １％ ～
１００􀆰 ０％和 ８６􀆰 ６％～９９􀆰 ５％。 基于 ｇＥ 基因和 ｇＣ 基因的进化分析显示，２ 株分离毒与国内不同时期的毒株在进化树

上共同构成一个进化分支，与欧洲和美洲的毒株亲缘关系较远。 对氨基酸序列的分析结果显示，２ 株分离毒的 ｇＥ
基因决定毒力的关键位点未发生突变。 基于 ｇＥ 蛋白质与 ｇＣ 蛋白质的分析结果显示，虽然与国外毒株（Ｒｉｃｅ 和

Ｂａｒｔｈａ）相比存在多个氨基酸位点的变异，但与国内的分离毒，尤其是 ２０１１ 年后的流行毒株，变异情况基本一致。
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　 　 伪狂犬病（Ａｕｊｅｓｚｋｙ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是由伪狂犬

病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）引起的动物烈性自然

疫源性疾病，典型的临床表现为病畜出现神经症状、
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局部奇痒、呼吸症状乃至繁殖障碍［１⁃２］。 ＰＲＶ 的宿

主除偶蹄兽、啮齿兽外，还包括某些灵长类（恒河猴

等）及禽类，但只有猪是它的原始宿主及贮藏宿

主［１⁃３］。 ２０１１ 年以来，中国各省先后暴发 ＡＤ 疫情，
特别是许多已注射了 ＰＲＶ 疫苗的猪场仍然发生疫

情［４⁃５］。 现有的研究结果显示，当前流行的 ＰＲＶ 在

病原性上发生了新的变化［６⁃１０］。 本研究通过对采集

自广西某猪场疑似 ＰＲＶ 感染的动物样品进行病毒

分离鉴定和序列分析，以期为广西 ＰＲＶ 新流行毒株

的防控提供有益参考。

１　 材料与方法

１．１　 病料来源

２０１３ 年广西北海某猪场发生疑似 ＡＤ 疫情，导
致猪场内犬和仔猪死亡。 为进一步确诊，采集病死

动物的淋巴结、肺、肝、脾等器官，进行诊断。 病料研

磨后反复冻融 ３ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 上清

液经 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤后，－８０ ℃保存。 样品

编号分别为 ＧＸＢＨ１（犬）和 ＧＸＢＨ２（猪）。
１．２　 标准毒株、试验动物、细胞、菌株和载体

ＰＲＶ 标准毒、猪肾传代细胞（ＰＫ⁃１５）及大肠杆

菌感受态（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α）由广西壮族自治

区兽医研究所畜禽疫病诊治中心保存；健康家兔购

自广西大学兔场；ＰＭＤＴＭ １８⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 为
宝生物工程（大连）有限公司产品。
１．３　 主要试剂

ＧＩＢＣＯ􀳏 ＭＥＭ 培养基为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司产品；胎牛血清为浙江天杭生物科技有限公司

产品；ＡｘｙＰｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 小量制备试剂

盒为康宁生命科学 （吴江） 有限公司产品；Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳＴＡＲ􀳏 ＧＸＬ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 和 ＤＮＡ Ａ⁃Ｔａｉｌｉｎｇ ｋｉｔ
为宝生物工程（大连）有限公司产品；琼脂糖凝胶回

收试剂盒为天根生化科技（北京）有限公司产品。
１．４　 病毒分离

１．４．１　 动物接种试验 　 ＧＸＢＨ１ 和 ＧＸＢＨ２ 样品以

大腿内侧肌肉注射途径各接种 １ 只家兔，１ 只 ２ ｍｌ；
另有 １ 只家兔注射等量灭菌生理盐水作为阴性对

照。 接种后，试验动物每 １２ ｈ 测 １ 次体温并观察临

床症状，及时剖检死亡家兔。
１．４．２　 病毒的细胞培养　 取死亡家兔的脑组织，研
磨后反复冻融 ３ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ。 上清

液经 ０．４５ μｍ 微孔滤膜过滤后，接种于 ＰＫ⁃１５ 细胞

单层。 逐日观察细胞病变（ＣＰＥ），连续观察 ７ ｄ。 在

ＣＰＥ 达到 ７０％时收获，并在 ＰＫ⁃１５ 细胞上连续传 ３
代，反复冻融后，－２０ ℃保存备用。
１．４．３　 病毒滴度测定　 第 ４ 代细胞培养物和 ＰＲＶ 标

准毒分别进行 １０－１ ～１０－７稀释后，每组分别加入预先

制备了 ＰＫ⁃１５ 细胞单层的 ９６ 孔板，１ 孔 １００ μｌ，每个

稀释度重复 ４ 个孔。 置 ３７ ℃培养；逐日观察 ＣＰＥ，在
细胞对照成立的前提下，连续观察 ７ ｄ，记录结果。 按

照殷震的方法计算病毒 ０􀆰 １ ｍｌ 的 ＴＣＩＤ５０
［１１］。

１．５　 病毒粒子的电镜观察

第 ４ 代细胞培养物在 ＣＰＥ 达到 ５０％时，倾去细

胞培养液，刮取细胞单层重悬于 １ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液

中，冻融 ３ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，取上清液送

广西医科大学电镜室通过透射电镜观察病毒粒子

形态。
１．６　 病毒核酸扩增及序列分析

１．６．１ 　 引物及 ＰＣＲ 反应体系 　 参照文献［６，１２－
１３］分别合成针对 ＰＲＶｇＥ 基因的检测引物 Ｆ ／ Ｒ、
ＰＲＶ ｇＥ 全基因扩增引物 ｇＥ Ｆ ／ Ｒ 及 ｇＣ 基因扩增引

物 ｇＣ Ｆ ／ Ｒ。 引物由北京博迈德生物科技公司合成，
引物序列见表 １。 ＰＣＲ 反应体系：５ ×Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ
ＧＸＬ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μｌ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ （ ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４
μｌ，上 ／下游引物（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μｌ，ＤＮＡ 模板 ５
μｌ，Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ＧＸＬ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μｌ，补水至

５０ μｌ。 ｇＥ 基因的反应程序：９８ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；
９８ ℃变性 １０ ｓ，退火 １５ ｓ，６８ ℃ 延伸，３５ 个循环；
６８ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 其中引物 Ｆ ／ Ｒ 退火温度 ６５ ℃，延
伸时间 １ ｍｉｎ；引物 ｇＥ Ｆ ／ Ｒ 退火温度 ６４ ℃，延伸时

间 ２ ｍｉｎ。 ｇＣ 基因的反应程序为： ９８ ℃ 预变性

３ ｍｉｎ；９８ ℃变性 １０ ｓ，６７ ℃ 退火 １０ ｓ，６８ ℃ 延伸

５０ ｓ，８ 个循环；９８ ℃变性 １０ ｓ，６４ ℃退火 １０ ｓ，６８ ℃
延伸 ５０ ｓ，２７ 个循环；６８ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。
１．６．２　 病毒核酸检测　 用 ＡｘｙＰｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ ／
ＲＮＡ 小量制备试剂盒，取第 ４ 代细胞培养物提取核

酸，用引物 Ｆ ／ Ｒ 进行 ＰＣＲ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖

凝胶电泳检测。
１．６．３　 病毒 ｇＥ 和 ｇＣ 基因的克隆及序列分析 　 分

别用引物 ｇＥ Ｆ ／ Ｒ 和 ｇＣ Ｆ ／ Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增，产物经

１％琼脂糖凝胶电泳检测，回收目的片段。 用 ＤＮＡ
Ａ⁃Ｔａｉｌｉｎｇ ｋｉｔ 在目的片段的 ３′末端添加 Ａ 尾后，连接

ＰＭＤＴＭ １８⁃Ｔ 载体进行 ＴＡ 克隆。 阳性质粒送生工生

物工程（上海）股份有限公司测序。
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表 １　 ＰＲＶ 检测引物及 ｇＥ 和 ｇＣ 基因扩增引物

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＰＲＶ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇＥ
ａｎｄ ｇＣ ｇｅｎｅｓ

引物名 引物序列（５′→３′） 片段长度（ｂｐ）

Ｆ ＡＧＧＣＣＣＣＧＡＧＣＣＴＣＴＣＣＧＣＣＧＡＧＡＣ ９４７

Ｒ ＧＡＡＧＧＣＧＴＣＧＡＣＧＧＧＴＣＡＧＧＣＧＧＴ⁃
ＣＡＧ

ｇＥ Ｆ ＧＡＣＧＧＡＴＣＣＣＣＡＴＧＣＧＧＣＣＣＴＴＴＣＴ⁃
ＧＣＴＧＣＧＣＧＣＣ

１ ７６７

ｇＥ Ｒ ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＧＧＡＡＴＧＣＧＧＧＣＧＧＡＣ⁃
ＣＧＧＴＴＣＴＣＣＣ

ｇＣ Ｆ ＧＴＴＴＣＣＴＧＡＴＴＣＡＣＧＣＣＣＡＣＧＣ ９００

ｇＣ Ｒ ＧＡＡＧＧＧＣＴＣＡＣＣＧＡＡＧＡＧＧＡＣ

下载 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ３０ 个同时上传了 ｇＥ 和 ｇＣ 基

因的毒株序列（表 ２），用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７．２．５ 软件分析序

列间的同源性，用 Ｍｅｇａ ６．０６ 软件中的最大似然法

（Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）进行遗传进化分析。

２　 结 果

２．１　 动物接种试验

无论是猪源还是犬源病料接种家兔后，家兔均

在 ３６ ～ ４８ ｈ 死亡。 死亡家兔呈现角弓反张的症状

（图 １Ａ、图 １Ｂ），接种部位因啃咬导致溃烂。 剖检可

见死亡家兔均发生脑水肿（图 １Ｃ、图 １Ｄ）。 对照组

家兔在试验期间无任何临床症状。
２．２　 细胞培养结果

取家兔脑组织匀浆接种 ＰＫ⁃１５ 细胞，盲传到第

３ 代时，接毒后 ２０ ｈ，ＰＫ⁃１５ 细胞出现明显 ＣＰＥ，表
现为细胞折光性增强，肿胀，变圆，脱落；连续传至第

８ 代，ＣＰＥ 均稳定出现，且出现时间缩短至 １２ ｈ，其
中，ＧＸＢＨ１ 产生的 ＣＰＥ 较 ＧＸＢＨ２ 明显（图 ２）。
２．３　 病毒滴度测定

按 Ｋäｒｂｅｒ 法计算，ＧＸＢＨ１ 及 ＧＸＢＨ２ 的滴度分

别为 １ ｍｌ １０６．５ ＴＣＩＤ５０和 １ ｍｌ １０６．２５ ＴＣＩＤ５０，均低于

ＰＲＶ 标准毒的 １ ｍｌ １０７．２５ ＴＣＩＤ５０。
２．４　 病毒粒子的电镜观察

通过透射电镜观察，ＧＸＢＨ１ 和 ＧＸＢＨ２ 第 ４ 代

细胞培养物中均观察到成熟的病毒粒子。 病毒粒子

呈椭圆形，直径约 １５０ ｎｍ，有囊膜（图 ３）。
２．５　 病毒核酸检测

以 Ｆ ／ Ｒ 为引物，ＧＸＢＨ１ 和 ＧＸＢＨ２ 均检测到

ＰＲＶ ｇＥ 基因核酸（图 ４），由于目前临床上普遍使用

ＰＲＶ ｇＥ 基因缺失疫苗，本研究中死亡犬也没有免

疫过 ＰＲＶ 疫苗，所以检测出 ＰＲＶ ｇＥ 基因可认为 ２
株病毒为 ＰＲＶ 野毒株。

表 ２　 ＰＲＶ ｇＥ ／ ｇＣ 基因参考序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＲＶ ｇＥ ａｎｄ ｇＣ ｇｅｎｅｓ

毒株 国家 ／ 宿主 ／ 年份 ＧｅｎＢａｎｋ（ｇＥ ／ ｇＣ）

Ｂｅｃｋｅｒ 美国 ／ 猪 ／ １９６７ ＪＦ７９７２１９．１∗

ＢＪ ／ ＲＤ 中国 ／ 犬 ／ ２０１３ ＫＦ０１７２７５．１ ／ ＫＦ０１７２７３．１

ＢＪ ／ ＹＴ 中国 ／ 犬 ／ ２０１２ ＫＣ９８１２３９．１∗

ＣＬ ／ １５ 阿根廷 ／ 猪 ／ １９８８ ＪＦ４６００２６．１ ／ ＪＦ４６００３０．１

Ｅａ 中国 ／ 猪 ／ １９９６ ＡＦ１７１９３７．１ ／ ＡＦ１５８０９０．１

ＧＹ 中国猪 ／ ２０１２ ＫＦ０４２３８３．１ ／ ＫＦ９９７１０３．１

ＨＮＨＢ２０１２ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ０１０５００．１ ／ ＫＦ０１０４９４．１

ＨＮＱＸ２０１２ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ０１０５０２．１ ／ ＫＦ０１０４９６．１

ＨｕＮＸＴ２０１２ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ０１０５０３．１ ／ ＫＦ０１０４９７．１

ＪＹ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ０１７６１５．１ ／ ＫＦ９９７１０４．１

Ｋａｐｌａｎ 匈牙利 ／ 猪 ／ ｎａ ＪＦ７９７２１８．１∗

ＬＧＸ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ０４２３８４．１ ／ ＫＦ９９７０９８．１

ＬＸＢ６ 中国 ／ 猪 ／ ｎａ ＧＱ９２６９３２．１ ／ ＧＱ９２６９３１．１

ＬＸＢ８８ 中国 ／ 猪 ／ ｎａ ＧＱ９２６９３３．１ ／ ＧＱ９２６９３０．１

Ｍ５ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ１３０８８０．１ ／ ＫＦ９９７０９５．１

Ｍｉｎ⁃Ａ 中国 ／ 牛 ／ １９６２ ＡＹ１７０３１８．１ ／ ＡＦ４０３０５１．１

ＭＺ１ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ１３０８８１．１ ／ ＫＦ９９７０９７．１

ＭＺ２ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ１３０８８２．１ ／ ＫＦ９９７０９９．１

ＮｉＡ３ 北爱尔兰 ／ 猪 ／ １９７１ ＥＵ５０２９２３．１ ／ Ｄ４９４３７．１

ＮＹ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ１３０８８３．１ ／ ＫＦ９９７０９６．１

Ｐ⁃ＰＲＶ 马来西亚 ／ 猪 ／ ２００３ ＦＪ１７６３９０．１ ／ ＥＵ９１５２８０．１

Ｒｉｃｅ ｎａ ／ ｎａ ／ ｎａ Ｍ１４３３６．１∗∗

ＴＪ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＪ７８９１８２．１∗

ＷＹ 中国 ／ 猪 ／ ２０１３ ＫＦ１３０８８４．１ ／ ＫＦ９９７０９４．１

ＹＹ 中国 ／ 猪 ／ ２０１３ ＫＦ１３０８８５．１ ／ ＫＦ９９７１０１．１

ＺＪ０１ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＭ０６１３８０．１∗

ＺＪＮＢ２０１２ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ０１０５０４．１ ／ ＫＦ０１０４９８．１

ＺＫ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ１３０８８６．１ ／ ＫＦ９９７１００．１

ＺＭ 中国 ／ 猪 ／ ２０１２ ＫＦ１３０８８７．１ ／ ＫＦ９９７１０２．１

Ｂａｒｔｈａ 匈牙利 ／ 猪 ／ １９６１ ＪＦ７９７２１７．１∗∗∗

ｎａ 表示信息未知；∗表示该登录号下为全基因序列；∗∗表示该毒株
仅有 ｇＥ 基因；∗∗∗表示仅有 ｇＣ 基因。

２．６　 ＰＲＶ ｇＥ 基因扩增及遗传变异分析

用引物 ＰＲＶ ｇＥ Ｆ ／ Ｒ，扩增 ２ 株分离毒的 ｇＥ 全

基因序列并进行克隆测序，获得的 ｇＥ 基因全长
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Ａ：ＧＸＢＨ１ 感染家兔出现角弓反张；Ｂ：ＧＸＢＨ２ 感染家兔出现角弓反张；Ｃ：ＧＸＢＨ１ 感染家兔出现脑水肿；Ｄ：ＧＸＢＨ２ 感染家兔出现脑水肿。
图 １　 家兔感染试验

Ｆｉｇ．１　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ：ＧＸＢＨ１；Ｂ：ＧＸＢＨ２；Ｃ：正常 ＰＫ⁃１５ 细胞。
图 ２　 ＧＸＢＨ１ 和 ＧＸＢＨ２ 在 ＰＫ⁃１５ 细胞上的细胞病变（×２０）
Ｆｉｇ．２　 Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＸＢＨ１ ａｎｄ ＧＸＢＨ２ ｉｎ ＰＫ⁃１５ ｃｅｌｌ （×２０）

１ ７４０ ｂｐ，编码 ５８０ 个氨基酸 （图 ５）。 分析显示，
ＧＸＢＨ１ 和 ＧＸＢＨ２ 的同源性为 １００％，提示 ２ 株分离

毒可能为同一毒株。 ２ 株分离株与 ２９ 条参考序列

的核苷酸同源性为 ９７􀆰 ４％ ～ １００􀆰 ０％，氨基酸同源性

为 ９５􀆰 １％～１００􀆰 ０％。 其中，与国内外经典强毒 Ｒｉｃｅ
株和 Ｍｉｎ⁃Ａ 株同源性分别为 ９７􀆰 ４％和 ９８􀆰 ９％，氨基

酸同源性分别为 ９５􀆰 ３％及 ９８􀆰 ２％。
将 ２ 分离株的 ｇＥ 基因核苷酸序列及推导的氨

基酸序列分别与 Ｒｉｃｅ 株、Ｍｉｎ⁃Ａ 株、Ｅａ 株及 ＺＪ０１ 株

等国内外不同时期经典强毒进行比对分析。 ２ 分离

株 ｇＥ 基因核苷酸序列均存在碱基的插入、替换及

颠换，导致氨基酸序列发生改变（表 ３），但是，序列

中半胱氨酸残基（Ｃ）的分布却与参考株基本一致。
基于 ｇＥ 基因的进化分析结果（图 ６）显示，ＰＲＶ

可分为 ２ 群。 其中，ＧＸＢＨ１、ＧＸＢＨ２ 和以 ＺＪ０１ 株为

代表的 ２０１１ 年以后国内新分离的流行株位于 １ 个
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Ａ：ＧＸＢＨ１ 的病毒粒子；Ｂ：ＧＸＢＨ２ 的病毒粒子。
图 ３　 病毒粒子形态学观察（×１００ ｎｍ）
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｖｉｒｕｓｅｓ ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏ⁃

ｓｃｏｐｅ（×１００ ｎｍ）

Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；１：阳性对照；２：阴性对照；３：ＧＸＢＨ１；４：
ＧＸＢＨ２。

图 ４　 ｇＥ 基因检测

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇＥ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ ／ Ｒ

独立的进化分支，与国内早期的分离株共同构成Ⅰａ
亚群，亲缘关系较近。 它们与 ２００３ 年马来西亚的毒

株 Ｐ⁃ＰｒＶ 共同构成基因Ⅰ群，而欧洲及美洲的分离

株则构成基因Ⅱ群（图 ６）。
２．７　 ＰＲＶ ｇＣ 基因扩增及遗传变异分析

用引物 ｇＣ Ｆ ／ Ｒ 扩增 ＧＸＢＨ１ 和 ＧＸＢＨ２ 的 ｇＣ
基因部分片段，扩增出的片段大小约为 ９００ ｂｐ（图
７）。 测序结果显示，扩增的片段包含了 ｇＣ 基因编

码区１～７８０ ｂｐ 序列。 分析结果显示，２ 株分离株之

间核苷酸序列同源性为 １００􀆰 ０％，与 ２９ 条参考序列

的核苷酸序列同源性为 ９１􀆰 ３％ ～ ９９􀆰 ８％，氨基酸序

列同源性为 ８６􀆰 ６％ ～ ９９􀆰 ５％。 其中，与 Ｂａｒｔｈａ 株和

Ｍｉｎ⁃Ａ 株核苷酸序列的同源性分别为 ９１􀆰 ３％、
９８􀆰 ７％，氨基酸序列同源性分别为 ８６􀆰 ６％、９６􀆰 ６％ 。

将 ２ 株分离株的 ｇＣ 基因核苷酸序列和推导氨

基酸序列与经典疫苗 Ｂａｒｔｈａ 株，以及 Ｍｉｎ⁃Ａ 株、Ｅａ

Ｍ：ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：阳性对照；２：阴性对照；３：ＧＸＢＨ１；４：
ＧＸＢＨ２。

图 ５　 ｇＥ 全基因扩增

Ｆｉｇ．５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇＥ ｇｅｎｅ

株和 ＺＪ０１ 株等国内不同时期分离毒株进行比对分

析。 较之 Ｂａｒｔｈａ 株，２ 株分离株 ｇＣ 基因序列存在多

处的碱基替换及颠换，导致氨基酸序列发生改变

（表 ４）。 值得注意的是，与 Ｂａｒｔｈａ 株相比，包括 ２ 株

分离株在内的国内不同年代代表株均在 ５９ 位氨基

酸序列插入了 ７ 个氨基酸残基“ＧＴＴＧＡＡＡ”，紧接着

出现 ４ 个位点的连续突变，由 ＰＥＡＧ 突变为 ＳＴＰＡ。
基于 ｇＣ 基因片段的遗传进化分析结果显示，

与 ｇＥ 基因类似，２ 株分离株与国内大部分的分离株

同处 １ 个进化分支，而 Ｍｉｎ⁃Ａ 和 ２００３ 年马来西亚的

毒株 Ｐ⁃ＰｒＶ 处于另一个小的分支，上述毒株共同构

成了 ＰＲＶ 基因Ⅰ群，而欧洲和美洲的分离株则构成

基因Ⅱ群，与基于 ｇＥ 基因的进化分析一致（图 ８）。

３　 讨 论

本研究从发病的犬和猪身上分离到 ２ 株病毒，
经核酸检测和电镜观察，证实分离到的病毒为 ＰＲＶ
野毒。 ２ 株病毒 ｇＥ 全基因同源性为 １００􀆰 ０％；结合

临床资料，发病犬与病猪有密切接触史，因此，推断

犬源毒株 ＧＸＢＨ１ 与猪源毒株 ＧＸＢＨ２ 可能为同一

株病毒，２ 毒株病毒滴度的差异可能与原始病料中

病毒载量及样品的保存条件有关。
２０１１ 年以来，国内先后从已免疫 Ｂａｒｔｈａ⁃Ｋ６１ 疫

苗后爆发 ＡＤ 疫情的猪群中分离到 ＰＲＶ 野毒株，这
些新流行毒株较之国外经典强毒 Ｒｉｃｅ 株，在 ｇＥ 基

因的第 ５８ 位和第 ４９５ 位氨基酸附近均插入了 １ 个天
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表 ３　 分离株与参考株 ｇＥ 蛋白质氨基酸序列差异

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇＥ ｇｅｎｅ

位点
毒株

Ｒｉｃｅ Ｍｉｎ⁃Ａ Ｅａ ＺＪ０１ ＧＸＢＨ１
位点

毒株

Ｒｉｃｅ Ｍｉｎ⁃Ａ Ｅａ ＺＪ０１ ＧＸＢＨ

４８ － － Ｄ Ｄ Ｄ ４００ Ｇ Ｄ Ｇ Ｇ Ｇ

５４ Ｇ Ｇ Ｇ Ｄ Ｄ ４０３ Ａ Ａ Ｐ Ａ Ａ

５９ Ｄ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ４４８ Ｖ Ｖ Ｖ Ｉ Ｉ

６３ Ｎ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ ４７１ Ｇ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

１０６ Ｖ Ｌ Ｌ Ｌ Ｌ ４７３ Ｒ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ

１２２ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ ４９６ ⁃ Ｄ ⁃ Ｄ Ｄ

１２５ Ｍ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ ４９７ － Ｄ － － －

１３０ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ ５０２～５０３ ＤＡ ＶＩ ＶＩ ＶＩ ＶＩ

１３３ Ｈ Ｙ Ｈ Ｈ Ｈ ５０８ Ｓ Ａ Ａ Ａ Ａ

１４９ Ｒ Ｍ Ｍ Ｍ Ｍ ５１１ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ Ｓ

１６３ Ｑ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ ５１９ Ｐ Ｐ Ｓ Ｐ Ｐ

１７９ Ｔ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ ５２１ Ｖ Ａ Ａ Ａ Ａ

１８１ Ｒ Ｌ Ｌ Ｌ Ｌ ５２５ Ａ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

２１５～２１６ ＬＡ ＡＤ ＡＤ ＡＤ ＡＤ ５４３ Ｅ Ｋ Ｅ Ｅ Ｅ

３０９ － － － Ｒ － ５７２ Ｓ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

３１０ Ａ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ ５７６～５７７ ＮＡ ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ

３４７ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ
“－”表示此位点出现基因缺失。

遗传距离

图 ６　 基于 ｇＥ 基因的系统进化树

Ｆｉｇ．６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇＥ ｇｅｎｅ

冬氨酸残基（Ｄ） ［５⁃１０］。 本研究分离到的 ２ 株 ＰＲＶ 毒

株 ｇＥ 基因序列同样具有上述特征。 同时，遗传进

化分析也证实 ２ 株 ＰＲＶ 与 ２０１１ 年后新流行的优势

毒株亲缘关系更近，表明，本研究分离的 ２ 株 ＰＲＶ
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Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：阳性对照；２：阴性对照；３：ＧＸＢＨ１；４：
ＧＸＢＨ２。

图 ７　 ｇＣ 基因片段扩增

Ｆｉｇ．７　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇＣ ｇｅｎｅ

为近年来引起 ＡＤ 疫情的 ＰＲＶ 新流行毒株。
ｇＥ 基因是 ＰＲＶ 主要的毒力基因，其编码病毒

的囊膜糖蛋白质，对病毒神经嗜性及神经毒性有重

表 ４　 分离株与参考株 ｇＣ 蛋白质氨基酸序列部分差异位点

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇＣ ｇｅｎｅ

位　 点
毒株

Ｂａｒｔｈａ Ｍｉｎ⁃Ａ Ｅａ ＺＪ０１ ＧＸＢＨ
位点

毒株

Ｂａｒｔｈａ Ｍｉｎ⁃Ａ Ｅａ ＺＪ０１ ＧＸＢＨ

１４ Ｐ Ｌ Ｌ Ｌ Ｌ ９０ Ｎ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ

１６ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ ９９ Ｋ Ｒ Ｅ Ｋ Ｋ

２５ Ｔ Ｔ Ｓ Ｓ Ｓ １０２ Ａ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

２８ Ａ Ｖ Ａ Ａ Ａ １０３ Ｈ Ｒ Ｈ Ｈ Ｈ

３４ Ｎ Ｎ Ｔ Ｎ Ｎ １０８ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｔ

５２ Ｐ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ １３０ Ｆ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ

５５ Ａ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ １４２ Ｙ Ｙ Ｃ Ｃ Ｃ

５７ Ａ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ １６３ Ｓ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

５９～６５ － ＧＴＴＧＡＡＡ ＧＴＴＧＡＡＡ ＧＴＴＧＡＡＡ ＧＴＴＧＡＡＡ １８６～１８８ ＴＰＶ ＡＳＡ ＡＳＡ ＡＳＡ ＡＳＡ

６６～６９ ＰＥＡＧ ＳＴＰＡ ＳＴＰＡ ＳＴＰＡ ＳＴＰＡ １９０～１９１ ＥＤ ＶＶ ＶＶ ＶＶ ＶＶ

７５ Ｒ Ｐ Ｒ Ｒ Ｒ １９４ Ｇ Ｅ Ｇ Ｅ Ｅ

７６ Ａ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ ２０４ Ｅ Ｋ Ｅ Ｅ Ｅ

８７ Ｐ Ｑ Ｑ Ｑ Ｑ ２４０ Ｌ Ｖ Ｖ Ｖ Ｖ

“－”表示该位点基因缺失。

要影响［８］。 其中，第 １２５ 位的 Ｖ 和第 １２６ 位的 Ｃ 被

认为是决定病毒毒力的关键位点，缺失这 ２ 个位点

对病毒毒力的影响与缺失整个 ｇＥ 蛋白质无异［１４］。
本研究的 ２ 株 ＰＲＶ 由于 ４８ 位插入了 Ｄ，使 ２ 个关

键位点变为 １２６ 和 １２７，但没发生缺失，提示 ２ 株分

离株的毒力可能未发生明显改变。
氨基酸序列中的 Ｃ 残基对蛋白质的空间构象

有重要影响，ＰＲＶ ｇＥ 氨基酸序列中 Ｃ 残基的保守

分布提示分离株 ｇＥ 蛋白质的空间构象未发生明显

改变。 ｇＥ 蛋白质共有 ６ 个抗原表位区，其中 ５ 个集

中位于 Ｎ 端胞外区的 ５２ ～ ２３８ 位氨基酸［１５］。 与国

外经典强毒 Ｒｉｃｅ 株相比，本研究中的 ２ 株分离毒在

上述区域出现了多个位点的变异，变异位点主要位

于 Ｃ 抗原表位区和 Ｅ 抗原表位区（７８ ～ ２３８ 位氨基

酸）。 已有研究结果表明，感染 ＰＲＶ 后，猪体产生的

抗体大多数是针对 Ｅ 抗原表位区［１６］。 这些区域的

变异提示，较之 Ｒｉｃｅ 株，本研究分离毒 ｇＥ 蛋白质的

抗原性可能已发生了改变。 但是，２ 株分离毒 ｇＥ 蛋

白质抗原表位区变异与国内不同时期分离株的变异

情况基本一致，说明当前的 ＰＲＶ 流行毒株与国内早

期毒株相比，ｇＥ 蛋白质的免疫原性没有明显改变。
ｇＣ 蛋白质是猪体免疫应答的主要靶目标，可诱

导机体产生中和抗体［１７］。 本研究结果表明，包括 ２
株分离毒在内的 ＰＲＶ 国内流行株 ｇＣ 基因在 １７５ ～
２０６ 位核苷酸之间存在碱基的集中突变，使相应的氨

基酸序列在 ５９～６９ 位出现 １ 个高变区，与早前的报道
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遗传距离

图 ８　 基于 ｇＣ 基因的系统进化树

Ｆｉｇ．８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇＣ ｇｅｎｅ

一致［１８］。 资料显示，病毒中和抗体的结合位点位于

Ｎ 端 ６５～９９ 位氨基酸，该区域还存在 ２ 个肝素结合区

域（７６～８１ 位、９６～１００ 位），特别是第 １ 个位点，是介

导体液免疫的潜在位点［１９］。 与国内常用疫苗株

Ｂａｒｔｈａ 相比，由于 ６３ 位 ７ 个氨基酸残基的插入，２ 分

离毒的抗原⁃抗体结合区域位置后移，结合域序列出

现了多处的变异，提示与 Ｂａｒｔｈａ 株相比，本研究分离

毒 ｇＣ 蛋白质的免疫原性可能发生了改变。 虽然本研

究仅扩增了 ｇＣ 基因部分片段，２ 株分离毒与国内流

行毒株的变异情况，尤其是在氨基酸序列高变区

（５９～７４ 位氨基酸）的变异高度一致。
基于 ｇＥ 蛋白质与 ｇＣ 蛋白质的分析结果均表

明，虽然与国外经典强毒 Ｒｉｃｅ 及经典疫苗毒 Ｂａｒｔｈａ
相比存在多个氨基酸位点的变异，但是国内不同年

代的分离毒变异情况却基本一致，提示，中国境内的

ＰＲＶ 可能形成了一个独立的进化群，这与基于 ｇＥ
基因和 ｇＣ 基因的遗传进化分析结果一致。
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ｓｉｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｉ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９９０，７１（４）：８８１⁃８８７．

［１６］ ＪＡＣＯＢＳ Ｌ，ＫＩＭＭＡＮ Ｔ Ｇ． Ｅｐｉｔｏｐｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａ⁃
ｇａｉｎｓｔ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｄｉａｇ⁃
ｎｏｓｔｉｃ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９４，１（５）：５００⁃５０５．

［１７］ ＢＥＮ⁃ＰＯＲＡＴ Ｔ，ＤＥＭＡＲＣＨＩ Ｊ Ｍ，ＬＯＭＮＩＣＺＩ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｅｌｉｃｉｔｉｎｇ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄ⁃
ｉｅｓ［Ｊ］ ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９８６，１５４（２）：３２５⁃３３４．

［１８］ 王键义，郭万柱，徐志文，等．猪伪狂犬病病毒 ｇＣ 基因的克隆

及其部分生物学特性的分析 ［ Ｊ］ ．中国兽医科学，２００８，３８
（１０）：８３０⁃８３６．

［１９］ ＯＢＥＲ Ｂ Ｔ，ＴＥＵＦＥＬ Ｂ，ＷＩＥＳＭÜＬＬＥＲ Ｋ Ｈ，ｅｔ ａｌ．Ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｈｕ⁃
ｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｔａｒ⁃
ｇｅｔｓ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｓｉｔｅｓ ｏｎ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇＣ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，
２０００，７４（４）：１７５２⁃１７６０．
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