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　 　 摘要:　 对猪细小病毒 ６ 型(ＰＰＶ６)安徽分离株 ＰＰＶ６ ＡＨ 进行全基因组序列克隆ꎬ并进行遗传进化树构建及同

源性分析ꎮ 将病毒基因分 １０ 段进行 ＰＣＲ 扩增并测序ꎬ用 ＳｅｑＭａｎ 进行拼接ꎬ获得全基因组序列ꎮ 将 ＰＰＶ６ ＡＨ 株与

ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰＰＶ６ 其他毒株进行遗传进化分析ꎮ 结果显示ꎬＰＰＶ６ ＡＨ 基因组全长６ １８０ ｂｐꎬ与其他国内外 １５ 株 ＰＰＶ６
全基因的核苷酸序列同源性达到 ９７􀆰 １％~９９􀆰 ５％ꎮ 基于 ＰＰＶ６ 全基因、ＮＳ１ 及 Ｃａｐ 基因构建的遗传进化树显示 ＰＰＶ６
ＡＨ 株与 ＰＰＶ６ ＢＪ、ＢＪ２、ＳＣ 及 ＪＳ 株有着共同的进化起源ꎮ ＮＳ１ 基因第 ７０８、９９６、１ ９３２ 核苷酸位点发生突变ꎻＣａｐ 基因

在第１ ２０５、１ ２１１、１ ５８２、１ ６１４核苷酸位点发生突变ꎻＣａｐ 蛋白氨基酸在第 ４０２ 和 ４０４ 位点发生突变ꎮ 本研究首次报

道 ＰＰＶ６ 在安徽省猪群中存在ꎬ该研究结果为安徽地区 ＰＰＶ６ 的分子遗传进化特征提供了一定的参考ꎮ
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ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ １０ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
Ａｆｔｅｒ ｂｅｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄꎬ ｔｈｅ ＳｅｑＭａｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＰＶ６ ＡＨ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＰＰＶ６ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｔｈｅ ＰＰＶ６ ＡＨ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ６ １８０ ｂｐ. Ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗａｓ ９７􀆰 １％－９９􀆰 ５％ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ １５ ｄｏｍｅｓｔｉｃ
ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ＰＰＶ６ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＰＰＶ６ ｇｅｎｅꎬ ＮＳ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｃａｐ ｇｅｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＰＶ６ ＡＨ
ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ｃｏｍｍｏｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｏｒｉｇｉｎ ｗｉｔｈ ＰＰＶ６ ＢＪꎬ ＢＪ２ꎬ ＳＣ ａｎｄ ＪＳ ｓｔｒａｉｎ. Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ａｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｔｅｓ ７０８ꎬ

９９６ ａｎｄ １ ９３２ ｏｆ ＮＳ１ ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ Ｃａｐ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｍｕｔａｔｅｄ ａｔ
ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｓｉｔｅｓ １ ２０５ꎬ １ ２１１ꎬ １ ５８２ ａｎｄ １ ６１４. Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ ｏｆ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｕｔａｔｅｄ ａｔ ４０２ ａｎｄ ４０４. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄ￣
ｙꎬ ｉｔ ｗａｓ ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈａｔ ＰＰＶ６ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｐｉｇｓ ｉｎ Ａｎｈｕｉ
ｐｒｏｖｉｎｃｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ＰＰＶ６ ｉｎ Ａｎｈｕｉ ｐｒｏｖｉｎｃｅ.
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　 　 细小病毒是属于细小病毒科的单链非囊膜线性

ＤＮＡ 病毒ꎬ其基因组大小为 ４􀆰 ０ ~ ６􀆰 ３ ｋｂꎬ由 ５′端
ＵＴＲ、非结构蛋白(ＮＳ１)、结构蛋白( Ｃａｐ) 和 ３′端
ＵＴＲ 组成ꎮ 细小病毒科宿主范围广ꎬ可根据感染宿

主的不同分为感染脊椎动物的 Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｎａｅ 亚科和

感染节肢动物的 Ｄｅｎｓｏｖｉｒｉｎａｅ 亚科ꎮ Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｎａｅ 亚

科由 ９ 个属组成ꎬ包括 Ｄｅｐｅｎｄｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ、Ｃｏｐｉｐａｒｖｏ￣
ｖｉｒｕｓ、 Ｂｏｃａｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ、 Ａｍｄｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ、 Ａｖｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ、
Ｐｒｏｔｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ、 Ｔｅｔｒａｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ、 Ｅｒｙｔｈｒｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ 和

Ｍａｒｉｎｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ[１]ꎮ 猪细小病毒 １ 型(ＰＰＶ１)属于

Ｐｒｏｔｏｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ 属ꎬ于 １９６５ 年首次从德国的细胞培

养污染物中分离得到[２￣３]ꎮ ＰＰＶ１ 被认为是导致发

生猪繁殖障碍的主要原因之一[１ꎬ４]ꎬ主要表现为怀

孕母猪出现流产、产死胎、畸形胎或木乃伊胎等症

状ꎬ造成了全球养猪业巨大的经济损失[４]ꎮ
在过去的二十年中ꎬ在猪的身上检测发现一些

新型的猪细小病毒ꎬ分别被命名为 ＰＰＶ２ ~ ＰＰＶ７ꎮ
ＰＰＶ２ 是 ２００１ 年在缅甸的一次戊型肝炎病毒血清

调查中发现的[５]ꎮ ＰＰＶ３ 又称 ＰＡＲＶ４ 或 Ｈｏｋｏｖｉｒｕｓꎬ
与人类细小病毒 ４ 型(ＰＡＲＶ４)密切相关ꎬ于 ２００８
年在中国香港被发现[６]ꎮ ＰＰＶ４、ＰＰＶ５ 和 ＰＰＶ６ 是

近年来发现的ꎬ属于 Ｃｏｐｉｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ 属[１]ꎮ 与其他猪

细小病毒相比ꎬＰＰＶ４ 拥有一个额外的 ＯＲＦ３ꎬ它于

２０１０ 年在与 ＰＣＶ２ 共同感染的猪中被发现[７]ꎮ
２０１３ 年和 ２０１４ 年ꎬ在中国和北美分别发现了 ＰＰＶ５
和 ＰＰＶ６[８￣１１]ꎮ 基于遗传进化分析显示ꎬ ＰＰＶ４、
ＰＰＶ５ 和 ＰＰＶ６ 密 切 相 关ꎬ 形 成 一 个 明 显 的 分

支[９ꎬ１１]ꎮ ＰＰＶ７ 是 ２０１６ 年美国研究人员通过对猪直

肠拭子进行宏基因组测序发现的一种细小病毒[１２]ꎮ
然而ꎬ目前仍不清楚这些新发现的 ＰＰＶ 基因型是否

与临床症状有关ꎮ
本研究从安徽地区采集到患病猪的 ７ 份临床样

品ꎬ从中检测发现有一个样本呈现 ＰＰＶ６ 阳性ꎮ 本

研究对其进行全基因组克隆及遗传进化分析ꎬ为后

续开展 ＰＰＶ６ 相关研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 病料来源

７ 份有发生流产现象的死猪肝脏及肺脏样本ꎬ
采集于安徽省部分地区ꎬ样本放置－８０ ℃冰箱保存

备用ꎮ

１.２　 主要试剂

病毒基因组 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒、普通琼脂

糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、２ ×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和 ＤＨ５α 感受态细胞均购自

ＴＩＡＮＧＥＮ 公司ꎬ５０×ＴＡＥ 缓冲液和 ＧｏｌｄＶｉｅｗ Ｉ 型核

酸染色剂( ×１０ ０００)购自北京索莱宝科技有限公

司ꎬ ｐＭＤＴＭ１９￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ、Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 购自宝日医生物技

术(北京)有限公司(ＴａＫａＲａ 中国)ꎬ质粒 ＤＮＡ 小量

试剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司ꎮ
１.３　 引物的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 登录的 ＰＰＶ６ 基因序列(登录号:
ＫＹ０９４４９４)ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件ꎬ分别设计

１ 对 ＰＰＶ６ 鉴定引物和 １０ 对特异性引物ꎬ用于扩增

ＰＰＶ６ 全基因序列ꎮ 引物由通用生物系统有限公司

合成(表 １)ꎮ
１.４　 病毒 ＤＮＡ 提取

取适量采集的肝肺组织放置研钵中ꎬ加入含终

含量 为 １ ０００ ＩＵ / ｍｌ 的 青 霉 素 和 链 霉 素 的 ＰＢＳ
(ｐＨ７.４) 中充分碾磨至匀浆ꎮ 反复冻融 ３ 次后ꎬ
１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液置于－８０ ℃冰箱

待用ꎮ 根据病毒基因组 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒使用

说明书提取病毒基因组 ＤＮＡꎬ提取后的 ＤＮＡ 模板

放置于－２０ ℃备用ꎮ
１.５　 阳性 ＰＰＶ６ 样本检测

以上述提取的 ＤＮＡ 产物为模板ꎬ使用鉴定引物

ＰＰＶ６￣Ｆ / ＰＰＶ６￣Ｒ 进行常规 ＰＣＲꎮ 反应体系 ２０ μｌ:
２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌꎬＤＮＡ 模板 １ μｌꎬ上、下
游引物各 １ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μｌꎮ 反应程序为:
９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５４ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个

循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电

泳检测后ꎬ回收并纯化扩增产物ꎬ将其克隆至 ｐＭＤＴＭ

１９￣Ｔ 载体中ꎬ转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞

中ꎬ涂布于含氨苄青霉素的 ＬＢ 平板ꎬ放置 ３７ ℃培

养箱培养过夜ꎬ次日筛选阳性单克隆提取质粒ꎬ将鉴

定正确的阳性重组质粒送至南京擎科生物科技有限

公司进行测序ꎮ 测序结果进行 ＢＬＡＳＴ 比对验证ꎮ
１.６　 目的基因分段扩增及测序

以检测出 ＰＰＶ６ 阳性样品为模板ꎬ用特异性引

物(表 １)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应体系 ２０ μｌ:２×Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌꎬＤＮＡ 模板 １ μｌꎬ上、下游引物

各 １ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μｌꎮ 反应程序为:９５ ℃ ５
ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ退火(每对引物有对应的退火温度)
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３０ ｓꎬ７２ ℃(每对引物的长度不同有对应的延伸时

间)ꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １ ％琼

脂糖凝胶电泳进行检测后ꎬ参照方法 １.５ 的方法步

骤进行测序ꎮ

表 １　 ＰＰＶ６ 全基因扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ＰＰＶ６

引物名称 序列(５′→３′) 位置 大小(ｂｐ)

ＰＰＶ６￣Ｆ ＡＧＣＡＴＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＴＣ￣
ＣＡＧＡＴＣＣＴ

ＰＰＶ６￣Ｒ ＡＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＴＴＴＣＴＣＣＴ￣
ＧＴＴＴＡ

４９５

Ｆ１ ＧＧＣＧＣＧＣＧＧＡＡＧＴＧＡＣＧＴＴＴ

Ｒ１ ＴＡＡＧＡＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣＣＡＡＴＧ １~４５８ ４５７

Ｆ２ ＴＧＡＣＴＣＣＴＧＡＧＣＧＧＴＡＴＡＴＴ￣
ＴＡＴＧＣ

Ｒ２ ＣＧＧＣＧＣＴＣＣＧＴＡＧＴＣＡＣＡＴ ３５８~９８５ ６２７

Ｆ３ ＴＧＡＴＡＡＴＧＡＴＧＴＧＡＣＴＡＣＧ￣
ＧＡＧＣＧＣ

Ｒ３ ＧＣＴＧＧＧＣＣＴＴＴＣＴＣＡＴＧＴＡＣ ９５９~１７６１ ８０２

Ｆ４ ＣＣＡＴＧＴＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＡＡＴＴ

Ｒ４ ＧＡＡＴＣＴＡＴＣＴＡＣＡＴＣＣＴＧＡＴ￣
ＡＧＧＧＴ

１ ６５２~２ ４８４ ８３２

Ｆ５ ＣＧＴＣＣＴＴＣＴＡＣＣＴＣＡＧ￣
ＣＡＴＣＴＴ

Ｒ５ ＧＡＴＴＡＴＧＡＡＧＣＣＡＧＡＣＧＡＣ￣
ＣＣ

２ ３８９~３ ３３６ ９４７

Ｆ６ ＴＧＣＧＡＴＧＴＣＡＣＡＡＴＣＴＣＣＡＣ

Ｒ６ ＣＴＣＧＣＴＧＡＧＣＡＴＴＡＴＣＣＡＡＧＴ ３ ０１３~３ ７００ ６８７

Ｆ７ ＣＴＴＣＧＴＣＴＴＧＣＣＴＴＣＴＣＡＣ￣
ＣＡＣＴＡＣ

Ｒ７ ＣＡＣＴＡＧＡＧＡＣＴＧＧＡＴＧＧＴ￣
ＣＡＣＴＴＴＡ

３ ５２８~４ ４４６ ９１８

Ｆ８ ＣＣＴＴＧＧＴＧＣＴＡＴＴＡＴＧＡＴＣＴ

Ｒ８ ＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴＡＴＣＡＴＧＡＣＣＴＴ ４ ３２１~４ ９５７ ６３６

Ｆ９ ＣＣＴＴＴＴＣＧＧＴＴＣＡＡＡＧＧＴＣＡＴ￣
ＧＡＴＡ

Ｒ９ ＴＴＧＧＧＴＣＴＡＧＧＣＴＴＡＡＣＴＴＣ￣
ＣＣＡＴＡ

４ ９２４~５ ７１４ ７９０

Ｆ１０ ＣＣＴＣＣＴＡＡＴＧＴＣＡＧＴＡＣＴＴＧＣ

Ｒ１０ ＧＴＧＣＡＣＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＴＧＴ￣
ＧＡＴＧＧＴ

５ ６０２~６ １９９ ５９７

１.７　 遗传进化树的构建

利用 ＤＮＡＳｔａｒ 中的 ＳｅｑＭａｎ 软件将测序结果进

行拼接ꎮ 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载已经发表的 １５ 株全基

因组 ＰＰＶ６ 参考毒株(表 ２)ꎬ使用 ＭＥＧＡ７.０ 软件中

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｇ 法构建基于全基因序列的遗传进化

树ꎮ 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载已经发表的 ２９ 株 ＰＰＶ６ 参

考毒株的序列ꎬ构建基于 ＮＳ１ 和 Ｃａｐ 基因的遗传进

化树ꎮ
１.８　 序列分析

通过 ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件ꎬ利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ
算法将 ＰＰＶ６ ＡＨ 株与参考毒株进行全基因序列核

苷酸同源性分析ꎮ 将 ＰＰＶ６ ＡＨ 株的 ＮＳ１ 基因与

Ｃａｐ 基因的核苷酸序列及编码的氨基酸序列与参考

株进行位点分析ꎮ

表 ２　 ＰＰＶ６ 参考毒株

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＰＶ６ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株名称　 　 登录号 国家 基因

Ｂｒ ＫＹ０９４４９４.１ 巴西 全基因

ＫＳＵ７￣ＳＤ￣２０１４ ＫＲ７０９２６８.１ 美国 全基因

ＫＳＵ６￣ＩＡ￣２０１４ ＫＲ７０９２６７.１ 美国 全基因

ＫＳＵ５￣ＮＥ￣２０１４ ＫＲ７０９２６６.１ 美国 全基因

ＫＳＵ４￣ＮＥ￣２０１４ ＫＲ７０９２６５.１ 美国 全基因

ＫＳＵ３￣ＫＳ￣２０１４ ＫＲ７０９２６４.１ 美国 全基因

ＫＳＵ２￣ＡＺ￣２０１４ ＫＲ７０９２６３.１ 美国 全基因

ＫＳＵ１￣ＡＺ￣２０１４ ＫＲ７０９２６２.１ 美国 全基因

ＦＪ２０１７ ＭＧ７６０７２６.１ 中国 全基因

３４５６ / ２０１２ ＭＨ５５８６７９.１ 西班牙 全基因

ＴＪ ＮＣ＿０２３８６０.１ 中国 全基因

ＳＣ ＫＦ９９９６８４.１ 中国 全基因

ＪＳ ＫＦ９９９６８３.１ 中国 全基因

ＢＪ２ ＫＦ９９９６８２.１ 中国 全基因

ＢＪ ＫＦ９９９６８１.１ 中国 全基因

Ｋ１３￣４ ＫＸ３８４８１９ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｋ１３￣８ ＫＸ３８４８１３ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｋ１７￣３ ＫＸ３８４８２１ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｋ１７￣１０ ＫＸ３８４８２０ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｐ１５￣１ ＫＸ３８４８２３ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣１ ＫＸ３８４８２２ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣４ ＫＸ３８４８１４ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣５ ＫＸ３８４８１８ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣７ ＫＸ３８４８１５ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣８ ＫＸ３８４８１６ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣９ ＫＸ２７３４３５ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

Ｕ１８￣９ ＫＸ３８４８１７ 波兰 ＮＳ１＋Ｃａｐ

ＳＫ￣ＣＡ￣２０１８ ＭＨ８２０２６２ 加拿大 ＮＳ１＋Ｃａｐ

ＳＭＵ ＭＧ３４５０３６ 中国 ＮＳ１＋Ｃａｐ
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２　 结果与分析

２.１　 病毒 ＰＣＲ 鉴定结果

以病毒 ＤＮＡ 为模板ꎬ使用 ＰＰＶ６￣Ｆ / ＰＰＶ６￣Ｒ 引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果显示在 ４９５ ｂｐ 位置出现特

异性条带ꎬ条带大小符合预期(图 １)ꎮ ＢＬＡＳＴ 比对

结果显示ꎬ该毒株为猪细小病毒 ６ 型ꎬ相似性达到

９７％ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阳性 ＰＣＲ 产物ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 １　 ＰＰＶ６ ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＰＶ６

２.２　 全基因序列扩增结果

将检测出的阳性模板以表 １ 中 Ｆ１ / Ｒ１、Ｆ２ / Ｒ２、
Ｆ３ / Ｒ３、 Ｆ４ / Ｒ４、 Ｆ５ / Ｒ５、 Ｆ６ / Ｒ６、 Ｆ７ / Ｒ７、 Ｆ８ / Ｒ８、 Ｆ９ /
Ｒ９ 和 Ｆ１０ / Ｒ１０ 为引物进行全基因分段 ＰＣＲ 扩增ꎮ
琼脂糖凝胶电泳结果显示ꎬ在 ４５７ ｂｐ、６２７ ｂｐ、８０２
ｂｐ、８３２ ｂｐ、９４７ ｂｐ、６８７ ｂｐ、９１８ ｂｐ、６３６ ｂｐ、７９０ ｂｐ 和

５９７ ｂｐ 位置出现条带(图 ２)ꎬ与预期的条带大小相

符ꎮ 序列拼接获得完整的 ＰＰＶ６ 全基因序列ꎬ基因

组全长６ １８０ ｂｐꎬ检测出的病毒命名为 ＰＰＶ６ ＡＨ
株ꎮ 将所得序列上传至 ＮＣＢＩ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:
ＭＫ８２５５７３)ꎮ
２.３　 遗传进化树构建结果

基于 ＰＰＶ６ 全基因组构建的遗传进化树结果显

示ꎬＰＰＶ６ ＡＨ 株与 ＳＣ 株、ＢＪ２ 株及 ＢＪ 株的亲缘关

系较近ꎬ与 ＪＳ 株都属于同一分支 (图 ３)ꎮ 基于

ＰＰＶ６ ＮＳ１ 基因构建的遗传进化树结果显示ꎬＰＰＶ６
ＡＨ 株与 ＳＣ、ＢＪ 和 ＢＪ２ 株属于同一分支ꎬ亲缘关系

较近(图 ４)ꎮ 基于 ＰＰＶ６ Ｃａｐ 基因构建的遗传进化

树结果显示ꎬＰＰＶ６ ＡＨ 株与 ＪＳ、ＢＪ２、ＳＣ 和 ＢＪ 株亲

缘关系较近ꎬ属于同一分支(图 ５)ꎮ 结果表明ꎬ本研

究分离的 ＰＰＶ６ ＡＨ 株与多数中国分离的 ＰＰＶ６

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｆ１ / Ｒ１ꎻ２:Ｆ２ / Ｒ２ꎻ３:Ｆ３ / Ｒ３ꎻ４:Ｆ４ / Ｒ４ꎻ５:Ｆ５ /
Ｒ５ꎻ６:Ｆ６ / Ｒ６ꎻ７:Ｆ７ / Ｒ７ꎻ８:Ｆ８ / Ｒ８ꎻ９:Ｆ９ / Ｒ９ꎻ１０:Ｆ１０ / Ｒ１０ꎮ
图 ２　 ＰＰＶ６ ＡＨ 株基因的分段 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＶ６ ＡＨ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

(ＳＣ、ＢＪ、ＢＪ２、ＪＳ)属同一分支ꎬ有着共同的进化起

源ꎬ与部分中国分离株(ＳＭＵ、ＴＪ、ＦＪ２０１７)及来自美

国分离株 ( ＫＳＵ１￣７)、波兰分离株 ( Ｋ１３￣４、 Ｋ１３￣８、
Ｋ１７￣３、Ｋ１７￣１０、Ｐ１５￣１、Ｕ１８￣１、Ｕ１８￣４、Ｕ１８￣５、Ｕ１８￣７、
Ｕ１８￣８、Ｕ１８￣９)、加拿大分离株( ＳＫ￣ＣＡ￣２０１８)、巴西

分离株(Ｂｒ)和西班牙分离株(３４５６ / ２０１２)亲缘关系

较远ꎬ由此说明本研究的 ＰＰＶ６ ＡＨ 株属于中国流行

毒株ꎮ

▲为测序毒株ꎮ
图 ３　 ＰＰＶ６ ＡＨ 株与其他 ＰＰＶ６ 代表毒株全基因遗传进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｆｕｌｌ￣ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ＰＰＶ６ ＡＨ ｓｔｒａｉｎ
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＰＰＶ６ ｓｔｒａｉｎｓ

２.４　 序列分析结果

利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件中 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 算法将 ＰＰＶ６
ＡＨ 株与参考毒株基因序列进行序列比对ꎬ结果显

示ꎬ ＰＰＶ６ ＡＨ 株 ( ＭＫ８２５５７３ ) 与 巴 西 毒 株 Ｂｒ
(ＫＹ０９４４９４􀆰 １)的核苷酸序列之间同源性为 ９７􀆰 ７％ꎬ
与西班牙毒株 ３４５６ / ２０１２(ＭＨ５５８６７９􀆰 １)的同源性

为 ９７􀆰 １％ꎬ与国内参考毒株(ＭＧ７６０７２６.１、ＮＣ＿０２３８￣
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▲为测序毒株ꎮ
图 ４　 基于 ＮＳ１ 基因绘制的 ＰＰＶ６ ＡＨ 株与参考毒株进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＶ６ ＡＨ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＮＳ１ ｇｅｎｅｓ

▲为测序毒株ꎮ
图 ５　 基于 Ｃａｐ 基因绘制的 ＰＰＶ６ ＡＨ 株与参考毒株进化树

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＶ６ ＡＨ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｃａｐ ｇｅｎｅｓ

６０.１、ＫＦ９９９６８４.１、ＫＦ９９９６８３.１、ＫＦ９９９６８２.１、ＫＦ９９９￣
６８１.１ ) 的 核 苷 酸 序 列 之 间 同 源 性 为 ９７􀆰 ６％ ~
９９􀆰 ５％ꎬ与美国毒株(ＫＲ７０９２６８.１、ＫＲ７０９２６７.１、ＫＲ￣
７０９２６６.１、ＫＲ７０９２６５. １、ＫＲ７０９２６４. １、ＫＲ７０９２６３. １、
ＫＲ７０９２６２.１)同源性为 ９７􀆰 ２％ ~ ９７􀆰 ７％ꎮ 结果发现

ＰＰＶ６ ＡＨ 株(ＭＫ８２５５７３)与 ＢＪ 株(ＫＦ９９９６８１􀆰 １)核
苷酸同源性最高ꎬ达到 ９９􀆰 ５％ꎮ 将 ＰＰＶ６ ＡＨ 株的

ＮＳ１ 基因与 Ｃａｐ 基因的核苷酸序列与参考毒株进行

比对ꎬ结果发现 ＮＳ１ 基因第 ７０８、９９６、１ ９３２位点核

苷酸发生新的点突变:第 ７０８ 位点 Ｇ→Ａꎻ第 ９９６ 位

点 Ｔ→Ｃꎻ第１ ９３２位点 Ｇ→Ａ(图 ６)ꎮ Ｃａｐ 基因第

１ ２０５、１ ２１１、１ ５８２、１ ６１４位点核苷酸发生新的点突

变:第１ ２０５位点 Ｔ→Ｃꎻ第１ ２１１位点 Ｃ→Ｔꎻ第１ ５８２
位点 Ｃ→Ｔꎻ第１ ６１４位点 Ｔ→Ｃ(图 ７)ꎮ 将 ＰＰＶ６ ＡＨ
株的 ＮＳ１ 和 Ｃａｐ 蛋白氨基酸序列与参考毒株进行

比对ꎬ结果发现 Ｃａｐ 蛋白在第 ４０２ 和 ４０４ 氨基酸位

点处发生了新的突变:第 ４０２ 位点Ｉ→Ｔꎻ第 ４０４ 位点

Ｓ→Ｌ(图 ８)ꎮ ＮＳ１ 氨基酸序列未发生新的突变ꎮ

图 ６　 猪细小病毒 ６ 型 ＮＳ１ 基因的序列同源性分析

Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＳ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒ￣
ｖｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ６

３　 讨 论

随着分子生物学的发展ꎬ多种猪细小病毒新的

基因型陆续被发现ꎬ包括的 ＰＰＶ、 ＰＰＶ２、 ＰＰＶ３、
ＰＰＶ４、ＰＰＶ５、ＰＰＶ６ 和 ＰＰＶ７[２ꎬ３ꎬ５￣１２]ꎮ 其中ꎬＰＰＶ 感

染猪主要出现流产、产死胎、木乃伊胎以及不孕等临
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图 ７　 猪细小病毒 ６ 型 Ｃａｐ 基因的序列同源性分析

Ｆｉｇ.７　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃａｐ ｇｅｎｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒ￣
ｖｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ６

图 ８　 Ｃａｐ 蛋白中主要氨基酸位点分析

Ｆｉｇ.８　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｊｏｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ

床症状[１３]ꎮ 而 ＰＰＶ２ ~ ＰＰＶ７ 感染猪后是否致病仍

然尚不清楚ꎮ 目前ꎬＰＰＶ６ 在中国还未被广泛发现ꎬ
其基础病原学特性及致病机制还未有较深入的研

究ꎮ ＰＰＶ６ 基因组大约６ １００ ｂｐꎬ包含 ２ 个开放阅读

框(ＯＲＦｓ)、５′和 ３′非编码区ꎮ ＯＲＦ１ 编码的非结构

蛋白 ＮＳ１ 包含 ６６２ 个氨基酸ꎬＯＲＦ２ 编码含有１ １８９
个氨基酸的衣壳蛋白 ＶＰ１[１１]ꎮ ＰＰＶ６ 与细小病毒其

他亚科成员具有２０.５％~４２􀆰 ６％的序列同源性ꎬ有研

究结果表明 ＰＰＶ６ 与 ＰＰＶ４ 关系最密切ꎬ与其他类

型相距较远ꎮ
本研究以临床检测的 ＰＰＶ６ 阳性样本为模板ꎬ

通过 ＰＣＲ 技术进行 ＰＰＶ６ 全基因组分段扩增ꎬ成功

获得 １ 个 ６ １８０ ｂｐ 的全基因核苷酸序列ꎮ 进行

ＢｌＡＳＴ 验证后ꎬ证实为 ＰＰＶ６ꎮ 将国内外的 ＰＰＶ６ 基

因组序列与之进行核苷酸比较ꎬ结果发现ꎬＰＰＶ６
ＡＨ 株与所有的 ＰＰＶ６ 毒株同源性非常高ꎬ可见目前

ＰＰＶ６ 毒株尚未发生较为明显的变异ꎮ 遗传进化树

结果显示ꎬ ＰＰＶ６ ＡＨ 株与中国分离的 ＰＰＶ６ ＢＪ、
ＢＪ２、ＳＣ 和 ＪＳ 株亲缘关系近ꎬ有共同的进化起源ꎮ
ＮＳ１ 和 Ｃａｐ 核苷酸序列分析结果发现ꎬＮＳ１ 基因第

７０８、９９６、１ ９３２ 位点核苷酸发生新的点突变ꎬＣａｐ 基

因第 １ ２０５、１ ２１１、１ ５８２、１ ６１４ 位点核苷酸发生新的

点突变ꎮ 氨基酸位点分析结果显示ꎬＣａｐ 蛋白第 ４０２
和 ４０４ 位点氨基酸发生新的点突变:第 ４０２ 位点 Ｉ→
Ｔꎻ第 ４０４ 位点 Ｓ→Ｌꎮ 与其他 ＰＰＶ６ Ｃａｐ 结构蛋白存

在差异性ꎬ这种突变是否会对 Ｃａｐ 蛋白的功能以及

病毒的生物学特性造成改变ꎬ仍需要进一步研究ꎮ
而 ＮＳ１ 蛋白氨基酸分析未发现有新的突变ꎬ推测

ＮＳ１ 蛋白在遗传进化过程中较为保守ꎮ
本研究首次报道 ＰＰＶ６ 在安徽地区猪群中的存

在ꎬ研究结果不仅丰富了 ＰＰＶ６ 的流行病学数据ꎬ为
后续疫苗研究提供理论依据ꎬ同时也为进一步研究

ＰＰＶ６ 的致病机理及毒力相关研究提供基础ꎮ
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