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　 　 摘要:　 猪塞内加谷病毒(Ｓｅｎｅｃａ Ｖａｌｌｅｙ ｖｉｒｕｓꎬＳＶＶ)是一种新出现的小 ＲＮＡ 病毒科病毒ꎬ感染该病毒的猪群ꎬ
尤其是仔猪可能出现严重的病理症状甚至死亡ꎮ ２０１５ 年之前ꎬ该病毒主要流行于美国、加拿大及巴西等地区ꎬ并于

２０１５ 年 ３ 月传入中国[１] ꎬ给养猪业带来了严重的经济损失ꎮ ２０１８ 年 ２ 月ꎬ本实验室检测并收集了阳性病料ꎬ采用

ＰＫ￣１５ 细胞对病料进行病毒分离ꎬ并通过观察细胞 ＣＰＥ(细胞病变效应)、ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增和 ＶＰ１ 基因序列测定进行鉴

定ꎮ 结果显示ꎬ成功分离到四川地区第一株 ＳＶＶ 并将其命名为 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ꎮ 对 ＶＰ１ 基因的扩增测序及序列分析

结果表明ꎬ本次分离得到的 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 株 ＶＰ１ 基因与 ＧｅｎＢａｎｋ 上分别于 ２０１５ 年分离的 ２ 株和 ２０１６ 年分离的 ３
株美国株的亲缘关系较近ꎬ同源性为 ９８.６％ꎮ 而与最早分离的 ＳＶＶ 原始株关系较远ꎬ仅为８８.０％~ ８９􀆰 ８％ꎮ 本研究

结果为进一步探索四川地区 ＳＶＶ 的生物学性质奠定了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｓｅｎｅｃａ Ｖａｌｌｅｙ ｖｉｒｕｓ (ＳＶＶ) ｉｓ ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｍｉｌｙ Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ. Ｐｉｇｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＶＶꎬ
ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｐｉｇｌｅｔｓꎬ ｍａｙ ｈａｖｅ ｓｅｖｅｒｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｒ ｅｖｅｎ ｄｅａｔｈ. Ｂｅｆｏｒｅ ２０１５ꎬ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｉｎ
ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓꎬ Ｃａｎａｄａ ａｎｄ Ｂｒａｚｉｌꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ Ｃｈｉｎａ ｉｎ Ｍａｒｃｈ ２０１５ [１] . Ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｂｒｏｕｇｈｔ ｓｅｒｉｏｕｓ ｅｃｏ￣
ｎｏｍｉｃ ｌｏｓｓｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｐｉｇ ｉｎｄｕｓｔｒｙ. Ｉｎ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８ꎬ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｂｉｏｔｅｃｈｏｌｏｇｙ ｃｅｎｔｅｒ ｕｓｅｄ ｔｈｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ ａｎｄ ｃｏｌｌｅｃｔ ａ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＳＶＶ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ. Ｔｈｅ
ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ(ＣＰＥ)ꎬ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｆｏｒｓｔ ＳＶＶ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｓｏ￣
ｌａｔｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ａｖａｉｌａ￣
ｂｌｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ｔｈｅ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＣＨ￣
ＭＳ￣２０１８ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｗｏ Ａｍｅｒｉｃａｎ
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ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ２０１５ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ２０１６ꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ９８􀆰 ６％. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎ￣
ｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｆａｒ ａｗａｙꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ８８.０％－８９.８％. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＳＶＶ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｓｅｎｅｃａ Ｖａｌｌｅｙ ｖｉｒｕｓꎻ ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎻ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ＶＰ１ ｇｅｎｅꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 作为小 ＲＮＡ 病毒科(Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ)的一种较

为新型的病毒ꎬ猪塞内加谷病毒(Ｓｅｎｅｃａ Ｖａｌｌｅｙ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＳＶＶ)属于单独为其划分的塞内卡病毒属(Ｓｅｎｅ￣
ｃａｖｉｒｕｓ)ꎮ 塞内加谷病毒与心病毒属(Ｃａｒｄｉｏｖｉｒｕｓ)成
员(如脑心肌炎病毒) 的亲缘关系相对较近[１]ꎮ
ＳＶＶ 病毒粒子直径为２４~３０ ｎｍꎬ在电镜下呈二十面

体ꎬ无囊膜结构[２]ꎮ ＳＶＶ 的基因组为单股正链

ＲＮＡꎬ全长大约为 ７􀆰 ３ ｋｂꎬ由 ５′端非编码区 ( ５′
ＵＴＲ)、一个开放阅读框(ＯＲＦ)和 ３′端非编码区(３′
ＵＴＲ) 三部分组成ꎮ 核糖体可将唯一的 ＯＲＦ 翻译

成“多聚蛋白”ꎮ 该多聚蛋白随后被加工为 ４ 个结

构蛋白和 ７ 个非结构蛋白[３]ꎮ 而在这 ４ 种结构蛋白

中ꎬ对于 ＳＶＶ 及其所属的小 ＲＮＡ 病毒科而言ꎬＶＰ１
是目前研究较多且免疫原性最强的蛋白质[４]ꎮ

最初ꎬＳＶＶ 被认为是细胞培养过程中的污染

物ꎬ推测其可能来源于培养细胞所需营养液的配方ꎬ
如猪的胰酶或胎牛血清ꎮ ２００２ 年ꎬＨａｌｅｓ 等成功分

离了 ＳＶＶ 的原型毒株 ＳＶＶ￣００１ꎬ在对该毒株进行鉴

定后并将其归入小 ＲＮＡ 病毒科ꎬ并在之后将其单独

归为塞内卡病毒属[１]ꎮ ２００６ 年ꎬ部分学者分析了 １２
株来自美国的且能导致猪发生明显水疱症状的微

ＲＮＡ 病毒样(Ｐｉｃｏｒｎａ ｌｉｋｅ)病毒ꎬ并借助实验室方法

证实上述毒株具有抗原性ꎬ提示 ＳＶＶ 感染极可能导

致猪发病[５]ꎮ ２００７ 年ꎬＳＶＶ 在北美地区ꎬ主要是美

国和加拿大的猪群间传播ꎬ并于同年被学者成功分

离[６￣７]ꎬ２０１４ 年巴西出现 ＳＶＶ 的相关报道ꎮ ２０１５ 年

及 ２０１６ 年ꎬＳＶＶ 先后在中国广州及湖北出现[８￣９]ꎬ华
南农业大学成功分离出国内首株 ＳＶＶ 毒株ꎬ并命名

为 ＳＶＶ ＣＨ￣０１￣２０１５[８]ꎮ
尽管早期的研究结果表明ꎬ猪感染 ＳＶＶ 早期分

离株无症状表现[１０]ꎬ但近年来随着毒株的基因组发

生变化ꎬ越来越多的研究发现ꎬ猪群感染 ＳＶＶ 后ꎬ其
鼻镜及蹄冠表面会出现水疱ꎬ进而皮肤发生溃烂从

而导致跛足ꎬ严重者可能死亡[１１]ꎮ 而根据不同地区

的毒株之间的差异ꎬ猪群可出现的症状各异ꎬ如不同

程度的昏睡、精神沉郁和腹泻等ꎬ但病猪体温往往无

明显变化ꎮ 有研究结果表明该病毒可使猪场新生仔

猪的死亡率升高ꎬ最高时可达 ７０％左右ꎬ但感染该

病毒的母猪产仔率并未受到影响[１２]ꎮ 值得一提的

是ꎬ猪群感染 ＳＶＶ 后的临床症状与口蹄疫病毒

(Ｆｏｏｔ￣ａｎｄ￣ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＦＭＤＶ)引起的症状极

其相似ꎬ因此往往需要采集病料通过实验室方法进

行区分ꎮ
２０１７ 年 １２ 月份ꎬ四川眉山某猪场开始发生水

疱性疾病ꎬ主要表现为母猪精神沉郁、口鼻及蹄冠部

出现水疱ꎬ且严重者皮肤表面发生溃烂并且流出水

疱液ꎮ 我们采集病料进行口蹄疫、猪水疱病等常见

猪水疱性疾病检测ꎬ结果均呈阴性ꎮ 本实验室采猪

病变部位水疱皮及水疱液进行 ＰＣＲ 检测ꎬ证实所采

病料呈 ＳＶＶ 阳性之后ꎬ我们从所采病料中分离得到

四川首株 ＳＶＶ 毒株ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试验材料

病料样品为采自 ２０１８ 年四川眉山某规模化猪

场疑似 ＳＶＶ 感染病猪的内脏、水疱皮及水疱液ꎮ 猪

肾细胞系(ＰＫ￣１５)保存于四川农业大学动物生物技

术中心ꎮ
１.２　 引物的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中登记的 ＳＶＶ￣００１(ＤＱ６４１２５７)
序列中的 ＶＰ１ 基因保守区设计 １ 对特异性检测引

物及 １ 对 ＶＰ１ 蛋白全基因引物ꎮ ２ 对引物由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ 检测引物序列

为:ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ１:５′￣ＴＴＧＡＧＧＣＧＧＧＴＡＡＣＡＣＴＧＡＣ￣３′ꎻ
ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｒ１:５′￣ ＧＡＧＴＴＣＣＡＡＧＧＧＡＧＣＡＣＧＡＡ￣３′ꎬ扩
增片段长度为 ５２９ ｂｐꎮ ＶＰ１ 蛋白全基因引物序列为:
ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ２: ５′￣ＴＣＣＡＣＣＧＡＣＡＡＣＧＣＣＧＡＧＡＣＴＧ￣３′ꎻ
ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｒ２:５′￣ＴＴＴＧＡＴＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＴＧＣＴＴＧ￣３′ꎬ扩
增片段长度为 ７９２ ｂｐꎮ
１.３　 阳性病料的检测

在无菌条件下ꎬ将待检样品(内脏、水疱皮或水

疱液等)用液氮充分研磨ꎬ用生理盐水适当稀释后ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液按照 Ｔｒｉｚｏｌ 法提

取总 ＲＮＡꎮ 用 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴＫｉｔ 反转录试剂盒操
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作进行反转录ꎬ将 ｃＤＮＡ 产物保存于－２０ ℃ 备用ꎮ
按照常规 ＰＣＲ 方法进行扩增ꎬ５０ μｌ 反应体系如下:
２５ μｌ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ、ＳＶＶ 检测上下游引物

各 １ μｌ(浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)、ｃＤＮＡ 模板 ４ μｌꎬ剩余

通过加 ｄｄＨ２Ｏ 进行补充ꎮ
用上述合成的检测引物( ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ１ 和 ＳＶＶ￣

ＶＰ１ Ｒ１)进行扩增ꎮ 扩增程序为:９５ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎꎻ ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５９ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０
ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃反应 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 ２％
琼脂糖电泳检测ꎮ
１.４　 病毒的分离与纯化

１.４.１　 病毒分离　 将鉴定好的阳性病料充分冻融 ３
次ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ用青霉素和链霉素处理

上清液 １２ ｈ 以上ꎬ在无菌环境下将处理后的病毒悬

液以 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤头过滤ꎬ并于－７０ ℃保存备用ꎮ 按

细胞培养方法制备符合接毒要求的 ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ即培

养瓶中细胞生长状况良好且汇合度约７０％~８０％时ꎬ
取 １ ｍｌ 病毒悬液接种于细胞ꎬ３７ ℃ 吸附 １ ｈꎬ期间每

隔 ２０ ｍｉｎ 摇晃 １ 次ꎬ倒掉瓶中液体后ꎬ用无钙镁水

(ＰＢＳ) 清洗 ３ 次ꎬ加入含有 ２０ ｍｌ / Ｌ犊牛血清的

ＤＭＥＭꎬ设置阴性对照组ꎮ 每隔 １２ ｈ 观察接毒组和对

照组细胞的状态ꎬ连续观察 ４ ｄꎬ若未出现明显病变ꎬ
则收取细胞瓶在－２０ ℃环境中反复冻融 ３ 次ꎬ将液体

转移至离心管后３ ０００ ｒ / ｍｉｎ低速离心 １０ ｍｉｎ ꎬ取上清

液收毒ꎮ 收毒后继续接毒 ５００ μｌꎬ盲传 ３ 代ꎬ观察每

代细胞能否观察到 ＣＰＥ(细胞病变效应)ꎬ当第一次

出现 ＣＰＥ 时ꎬ等到 ＣＰＥ 达到 ７５％左右时收毒ꎮ 如此

传代至接毒后出现稳定的 ＣＰＥ 为止ꎮ
１.４.２　 病毒蚀斑纯化 ＰＫ￣１５　 提前备好铺满单层 ＰＫ￣
１５ 细胞的六孔板ꎬ将病毒悬液按照 ６ 种梯度(病毒原

液及１０－５ ~１０－１)进行稀释ꎮ 将稀释的病毒悬液分别

加入 ６ 孔板中ꎬ３７ ℃吸附 ２ ｈ 后吸去病毒悬液ꎮ 将配

制好的 ２％琼脂糖与 ２ 倍细胞维持液按１ ∶ １(体积比)
的比例混匀后ꎬ加入各培养孔中ꎬ每孔 ２ ｍｌꎬ冷却后凝

固成覆盖层ꎮ 倒置培养板ꎬ置于 ３７ ℃ ＣＯ２ 培养箱中

培养ꎬ逐天观察细胞病变情况ꎬ出现明显病变时可进

行二次覆盖ꎮ 取上述方法混合的混合液ꎬ加入中性红

( ３￣氨基￣７￣甲氨基￣２￣甲基吩嗪盐酸盐)水溶液使其浓

度为 ０􀆰 ００２％ꎬ向各培养孔中加入 ２ ｍｌ 混合液ꎬ使其

冷却凝固形成第二覆盖层ꎬ再倒置培养板置于 ３７ ℃
ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ４８ ｈ 内观察结果ꎮ 以提前剪掉尖

头的 １ ｍｌ 枪头移液器吸取合适大小的蚀斑ꎬ将获得

的病毒悬液扩大培养后进行鉴定ꎮ
采用本实验室建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测口蹄疫病

毒(ＦＭＤＶ)、猪水疱病病毒(ＳＶＤＶ)、猪 ２ 型圆环病毒

(ＰＣＶ２)、猪轮状病毒 (ＲＶ)、猪流行性腹泻病毒

(ＰＥＤＶ)和猪传染性胃肠炎病毒(ＴＧＥＶ)ꎬ并设阴性对

照ꎮ 将以上 ＰＣＲ 产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.５　 病毒株鉴定

１.５.１　 ＶＰ１ 基因的扩增　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 法从病毒培养物

中提取 ＲＮＡ 并用 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴＫｉｔ 反转录试剂盒

进行反转录ꎬ得到 ｃＤＮＡ 后用上述的 ＶＰ１ 测序引物

进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应体系参照方法 １.３ 中阳性病

料检测中 ＰＣＲ 反应体系ꎬ采用 ＶＰ１ 全长扩增引物

(ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ２ 及 ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｒ２)进行扩增ꎬ反应条件

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ６０
ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃反应 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.５.２　 ＶＰ１ 测序及分析　 将观察到的大小符合预期

的目的片段用凝胶回收试剂盒进行纯化回收ꎬ与
ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体在 １６ ℃环境下连接 １２ ｈ 以上ꎬ转化

ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 将感受态细胞涂布于含氨苄青

霉素的培养板上ꎬ３７ ℃培养 １２ ｈ 后ꎬ挑取单一无污

染菌落ꎮ 用含氨苄青霉素的 ＬＢ 培养基进行扩大培

养ꎬ抽提质粒进行 ＰＣＲ 检测ꎬ将筛选的阳性重组质

粒和扩增所用上、下游引物( ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ２ 及 ＳＶＶ￣
ＶＰ１ Ｒ２)送宝生物工程(上海)有限公司测序ꎮ 使用

ＤＮＡＳｔａｒ 软件对获得的 ＳＶＶ ＶＰ１ 基因片段进行拼

接ꎬ并由此推导 ＶＰ１ 蛋白的氨基酸序列ꎮ 对比所得

序列与国际参考株序列后ꎬ利用基因分析软件

ＭＥＧＡ６.０ 构建系统进化树ꎬ进一步对 ＳＶＶ 分离株的

同源性和分子遗传进化进行分析ꎮ
１.６　 ＴＣＩＤ５０的测定

将分离纯化得到的病毒悬液在离心管中用

ＭＥＭ 培养基作连续 １０ 倍的梯度稀释ꎮ 将稀释好的

病毒接种到已培养了单层 ＰＫ￣１５ 细胞的 ９６ 孔培养

板中ꎬ每一稀释度接种一纵排ꎬ共 ８ 孔ꎬ每孔接种

１００ μｌꎮ 设正常细胞对照组共两纵排ꎮ 逐日观察并

记录有病毒增殖的细胞孔ꎬ按 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算

得到病毒的半数细胞感染量(ＴＣＩＤ５０)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＣＲ 检测

以 ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ１和 ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｒ１ 为检测引物ꎬ对 ４
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份病料进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果 ４ 份病料全部扩增出约

５９２ ｂｐ 的特异性条带ꎬ与预期片段大小一致(图 １)ꎮ

Ｍ :ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ－:阴性对照ꎻ １~４:被检样品ꎮ
图 １　 病料 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２.２　 病毒分离

ＰＫ￣１５ 细胞接种病毒悬液后ꎬ从第 １ 代至第 ３
代未见明显 ＣＰＥꎬ至第 ４ 代开始ꎬ４８ ｈ 左右即出现

ＣＰＥꎬ个别细胞变圆ꎬ表面变粗糙ꎬ折光性增强ꎬ从 ７２
ｈ 开始ꎬＣＰＥ 明显ꎬ大量细胞堆积破碎ꎬ有死细胞漂

浮于液面上ꎮ 目前该病毒株已分离到 ９ 代ꎬ而随着

接毒代数的增加ꎬＰＫ￣１５ 细胞出现 ＣＰＥ 的时间逐渐

变短ꎬ可观察到的 ＣＰＥ 程度也更明显ꎬ存在一种规

律性病变ꎮ 即接毒 ２４ ｈ 细胞生长良好ꎬ未见异常ꎬ
培养 ４８ ｈ 后ꎬ部分细胞变圆且不贴壁ꎬＣＰＥ 约为

５０％ꎬ对照细胞生长良好ꎬ培养 ７２ ｈꎬ细胞破碎脱落

且聚集现象明显ꎬ而对照组单层细胞保持致密排布ꎬ
轮廓清晰ꎬ细胞脱落极少(图 ２)ꎮ 收获的病毒悬液

经测序验证ꎬ分离到 １ 株新的 ＳＶＶ 毒株ꎬ命名为

ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ꎮ

Ａ :接毒后第 ４８ ｈ 出现细胞病变ꎻＢ :接毒后第 ７２ ｈ 细胞病变明显ꎻＣ :正常对照组ꎮ
图 ２　 接毒后 ＰＫ￣１５ 细胞的病变情况

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ(ＣＰＥ) ｏｆ ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２.３　 ＰＣＲ 鉴定及毒株的纯净性

抽提 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 株的细胞培养物和正常 ＰＫ￣
１５ 细胞的总 ＲＮＡꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对病毒细胞培

养液进行跟踪检测ꎬ在阴性对照组电泳样品无明显

条带的情况下ꎬ第１~ ９ 代的病毒细胞培养液经电泳

均能检测到大小约为 ５９２ ｂｐ 的目的片段ꎮ
　 　 对分离株 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 进行纯净性检测ꎬ经验

证ꎬＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 株在采用 ＰＣＲ 及 ＰＴ￣ＰＣＲ 对 ＦＭ￣
ＤＶ、ＳＶＤＶ、 ＰＣＶ２、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、和 ＰｏＲＶ 进行检测

后ꎬ均呈阴性(图 ３)ꎮ
２.４　 ＶＰ１ 基因的扩增

用上述 ＶＰ１ 全基因测序引物(ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｆ２ 及

ＳＶＶ￣ＶＰ１ Ｒ２)对 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 的 ＶＰ１ 基因进行 ＲＴ￣
ＰＣＲ 扩增ꎬ产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳得到大小约

７９２ ｂｐ 的片段ꎬ与预期片段大小相符ꎮ

Ｍ :ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:猪塞内加谷病毒ꎻ －:阴性对照ꎻ２:猪
口蹄疫病毒ꎻ３:猪水疱病病毒ꎻ４:猪 ２ 型圆环病毒ꎻ５:猪流行性

腹泻病毒ꎻ６:猪传染性胃肠炎病毒 ꎻ７:猪轮状病毒ꎮ
图 ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测组织样品中 ＳＶＶ 的纯净性

Ｆｉｇ.３　 Ｐｕｒｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｎｅｃａ Ｖａｌｌｅｙ ｖｉｒｕｓ(ＳＶＶ) ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ
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２.５　 ＶＰ１ 基因序列及遗传进化树分析

在对序列测定结果进行拼接后ꎬＣＨ￣ＭＳ￣２０１８
ＶＰ１ 基因全长为 ７９２ ｂｐꎬ将获得的 ＶＰ１ 基因序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 上已经公布的 ＳＶＶ 世界参考株的 ＶＰ１ 基

因序列进行比对ꎬ并通过 ＭＥＧＡ ６.０ 软件构建 ＶＰ１
基因的遗传进化树(图 ４)ꎮ 结果如图 ５ 显示ꎬＣＨ￣

ＭＳ￣２０１８ 的 ＶＰ１ 基因与已公布的其他株之间的同源

性为８８.０％~９８􀆰 ６％ꎬ本次分离得到的毒株 ＶＰ１ 基因

与分离于 ２０１５ 年的 ２ 株及 ２０１６ 年的 ３ 株美国株的

亲缘关系最近ꎬ同源性为 ９８􀆰 ６％ꎮ 而与 ＳＶＶ 原始株

ＳＶＶ￣００１ 株、美国 １９８９ 年报道的 ２ 株和 １９９７ 年报

道的 ２ 株亲缘关系较远ꎬ同源性为８８.０％~８９􀆰 ８％ꎮ

图 ４　 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ ＶＰ１ 基因的遗传进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８

２.６　 病毒 ＴＣＩＤ５０

经观察病变孔及计算得出该 ＳＶＶ 分离株的

ＴＣＩＤ５０为１×１０－６.６６ ｍｌꎮ

３　 讨 论

虽然 ＳＶＶ￣００１ 在早些年就被成功分离鉴定ꎬ但
之后存在一段较长的研究空白期ꎬ直到近 ５ 年ꎬ才在

美国、加拿大及巴西等美洲地区发现新的疫情ꎬ并且

与 ＳＶＶ￣００１ 株不同ꎬ在近些年分离的 ＳＶＶ 病毒株对

猪具有更强的致病性ꎬ严重时甚至会导致跛行及初

生仔猪的死亡ꎬ如 ２０１５ 年巴西出现的 ＳＶＶ 感染ꎬ该
猪场的仔猪死亡率高达 ７０％ꎮ 自 ２０１５ 年开始ꎬ中国

广东及福建一些猪场相继发生水疱性疾病ꎬ相关研

究机构收集病料进行分离鉴定后ꎬ首次分离得到了

中国首株 ＳＶＶ 分离株ꎬ在之后的研究中ꎬ也陆续分

离到其他 ＳＶＶ 毒株ꎮ 本研究首次在眉山某猪场发

现疑似 ＳＶＶ 感染的猪群ꎬ经采样检测后证实为 ＳＶＶ
感染ꎬ分离鉴定得到了四川第一株 ＳＶＶ 毒株ꎮ 进一

步对 ＶＰ１ 基因进行序列分析ꎬ结果显示该毒株与美

国２０１５－２０１６ 年分离的毒株亲缘关系相近ꎬ但与美

４９３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１９ 年 第 ３５ 卷 第 ６ 期



图 ５　 ＳＶＶ ＶＰ１ 基因核苷酸序列相似性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＶＶ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｔｏ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｎｕｄｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

国早期报道的毒株亲缘关系较远ꎬ这种基因上的变

异可能会导致该毒株的性质发生变化ꎮ
在 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 株的分离鉴定及基因分析过程

中ꎬ我们发现该毒株存在一定特别之处ꎮ 第一ꎬ与之

前的毒株相比ꎬＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 株分离首次出现典型

ＣＰＥ 的时间更长ꎮ 无论是国外还是中国本地 ＳＶＶ
毒株ꎬ接毒后细胞出现典型 ＣＰＥ(细胞病变效应)的
时间一般在 ２４ ｈ 到 ４８ ｈ 之间ꎬ４８ ｈ 后出现 ８０％以

上 ＣＰＥꎮ 而 ＣＨ￣ＭＳ￣２０１８ 在分离的第 １ 代至第 ３ 代

间 ＰＫ￣１５ 细胞均未出现明显 ＣＰＥꎬ至第四代开始ꎬ
接毒后细胞 ４８ ｈ 左右才开始出现 ＣＰＥꎬ直至 ７２ ｈꎬ
ＣＰＥ 才达 ８０％以上ꎮ 第二ꎬ与其他毒株相比ꎬＣＨ￣
ＭＳ￣２０１８ 株 ＶＰ１ 基因序列存在基因突变ꎬ导致 ３ 处

密码子编码的氨基酸由丝氨酸突变为苯丙氨酸( ３４

ＰＨＥ３５)ꎬ１ 处密码子编码的丝氨酸突变为天冬酰胺

( ６７ＡＳＮ６８)ꎮ 由于 ＳＶＶ 的衣壳蛋白 ＶＰ１ 包含多个中

和域ꎬ且暴露在病毒颗粒的表面ꎬ最具免疫显性ꎬ所
以在诱导中和抗体方面起着最主要的作用ꎮ 该序列

的突变是否导致所编码的 ＳＶＶ 衣壳蛋白 ＶＰ１ 发生

变化ꎬ甚至影响该毒株的毒力、感染周期及理化性质

等ꎬ都有待更深入的研究ꎮ
另一方面ꎬ就临床症状来看ꎬ 被 ＳＶＶ 感染的猪

群会出现与 ＦＭＤ 类似的部分症状ꎮ 由于临床症状

难以区分ꎬ２ 种病毒引起的疾病都无疑会给猪场带

来重大的风险和影响ꎬ应将其列为重大疾病对待ꎮ

相比于口蹄疫病毒这类长期受到研究领域及各大猪

场重视的疾病而言ꎬＳＶＶ 由于全世界对其认知都比

较有限往往被忽视ꎬ尤其在四川地区ꎬ以前尚未有该

病毒的报道ꎮ 因而本毒株的分离鉴定对于 ＳＶＶ 在

四川地区的研究具有重要意义ꎬ为后期研究提供了

更多关于其病原学、流行病学与防治的理论基础ꎮ
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