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摘　要：为了解湖南省近年来伪狂犬病病毒（ＰＲＶ）的 分 子 流 行 病 学 情 况，更 好 地 控 制 伪 狂 犬 病，２０１２—２０１４年 从

湖南平江、汨罗、浏阳、长沙４地的４个规模化猪场送检的病料（脑组织）中检测到ＰＲＶ野毒。将脑组织接种ＰＫ－１５
细胞，经ＰＣＲ和动物接种鉴定为ＰＲＶ。４个毒株分别命名为ＰＲＶ－ＸｉａｎｇＡ、ＰＲＶ－ＧＡ、ＰＲＶ－ＹＹ和ＰＲＶ－ＬＹ。对这

４株ＰＲＶ的免疫（ｇＢ、ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、ｇＬ、ｇＭ）与毒力（ｇＥ、ＰＫ、ＴＫ）相关基因进行序列分析，结果显示这４株ＰＲＶ的免

疫与毒力相关基因核苷酸同源性为９９．８％～１００．０％，说明分离得到的４株ＰＲＶ变异极小；将这４株ＰＲＶ与国内

外的主要毒株进行序列比对，结果表明这４株ＰＲＶ与国内的分离毒株同源性很高，与ＢＪ－ＹＴ株和ＴＪ株的亲缘关

系最近，核苷酸同源性为９９．８％～１００．０％，说明当前国内流行的ＰＲＶ毒株变异较小。

关键词：伪狂犬病病毒；分离鉴定；同源性；免疫与毒力相关基因；序列分析

中图分类号：Ｓ８５２．６５＋９．１　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１６）０１－００５０－０８

收稿日期：２０１５－０８－１３

基金项目：长沙市科技成果产业化重点课题（Ｋ１３０８１３５－３１）

作者简介：杨涛涛（１９９１－），男，湖南常德人，硕士，研究方向：动物病原分子学与免疫学，Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｇｔｔ１０１０＠１２６．ｃｏｍ

＊通信作者：余兴龙（１９６５－），男，湖南岳阳人，博士，研究方向：动物病原分子学与免疫学，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｌｙｕ９９９＠１２６．ｃｏｍ

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｅ　ａｎｄ
Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　Ｇｅｎｅｓ　ｏｆ　Ｆｏｕｒ　Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　Ｖｉｒｕｓ　Ｓｔｒａｉｎｓ　ｆｒｏｍ　Ｈｕｎａｎ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＹＡＮＧ　Ｔａｏ－ｔａｏ，ＺＨＡＯ　Ｄｕｎ，ＬＩＵ　Ｃｈｏｎｇ－ｌｉｎｇ，ＱＵ　Ｔａｉ－ｌｏｎｇ，ＹＵ　Ｘｉｎｇ－ｌｏｎｇ＊

（Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｕｎａｎ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０１２８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｏ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ（ＰＲＶ）ｉｎ　ｒｅｃｅｎｔ　ｙｅａｒｓ　ｉｎ
Ｈｕｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　ｍｏｒｅ　ｂｅｔｔｅｒ，ｆｏｕｒ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ＰＲＶ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｗｅｒｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ，ｗｈｉｃｈ　ｗｅｒｅ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｆｏｕｒ　ｆａｒｍｓ　ｏｆ　Ｐｉｎｇｊｉａｎｇ，Ｍｉｌｕｏ，Ｌｉｕｙａｎｇ　ａｎｄ
Ｃｈａｎｇｓｈａ　ｉｎ　Ｈｕｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　ｄｕｒｉｎｇ　２０１２—２０１４．Ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ＰＲＶ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｗｅｒｅ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｂｙ　ｉｎｏｃｕｌａ－
ｔｉｎｇ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ＰＫ－１５ｃｅｌｌｓ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ＰＣＲ　ｔｅｓｔ　ａｎｄ　ａｎｉｍａｌ　ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｎａｍｅｄ　ＰＲＶ－ＸｉａｎｇＡ，ＰＲＶ－ＧＡ，ＰＲＶ－ＹＹ　ａｎｄ　ＰＲＶ－ＬＹ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈｅ　ｎｕ－
ｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｍｏｎｇ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｗａｓ　９９．８％ｔｏ　１００．０％，ｂｙ　ａｌｉｇｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ（ｇＢ，

ｇＧ，ｇＨ，ｇＩ，ｇＬ　ａｎｄ　ｇＭ）ａｎｄ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ（ｇＥ，ＰＫ　ａｎｄ　ＴＫ）ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ＰＲＶ　ｓｔｒａｉｎｓ，ｗｈｉｃｈ　ｉｎ－
ｄｉｃａｔｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅｓｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｄｉｓｐｌａｙｅｄ　ａｌｍｏｓｔ　ｎｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｂｅ－
ｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ｓｔｒａｉｎｓ　ａｎｄ　ｍａｉｎ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ａｔ　ｈｏｍｅ　ａｎｄ　ａｂｒｏａｄ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ｓｔｒａｉｎｓ
ｈａｄ　ａ　ｈｉｇｈ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｗｉｔｈ　ＰＲＶ　ｍａｉｎ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｃｈｉｎａ，ｗｉｔｈ　ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｉｄｅｎ－
ｔｉｔｙ　ｏｆ　９９．８％ｔｏ　１００．０％ｔｏ　ＢＪ－ＹＴ　ａｎｄ　ＴＪ　ｓｔｒａｉｎｓ，ｗｈｉｃｈ　ｒｅｖｅａｌｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ＰＲＶ　ｓｔｒａｉｎｓ
ｉｎ　Ｃｈｉｎａ　ｈａｄ　ａ　ｌｉｔｔｌｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ；ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｈｏｍｏｌｏｇｙ；ｉｍｍｕｎｅ　ａｎｄ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ；ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ



　１期 杨涛涛等：湖南省４株伪狂犬病病毒的分离鉴定及其免疫与毒力相关基因的序列分析

　　伪 狂 犬 病 是 由 伪 狂 犬 病 病 毒（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）引起的一种高度接触性急性传染病，以

发热、奇痒（猪除外）及脑脊髓炎为主要特征［１］。猪

伪狂犬病是猪群重要传染病之一，严重危害养猪业

的健康发展，并对养猪业造成巨大的经济损失。
从近年临床情况了解到，自２０１１年起全国各地

一些猪场纷纷暴发伪狂犬病［２－４］，部分猪场仔猪出现

神经症状、呕吐、腹泻，甚至死亡；怀孕母猪出现流产

等现象。据湖南省部分规模化猪场ＰＲＶ野毒感染

流行病学调查显示伪狂犬病仍然在湖南省呈地方性

流行，感染压力仍然偏高［５］。２０１２—２０１４年动物病

原分子学与免疫学实验室从湖南省多个猪场检测到

ＰＲＶ野毒并从其中４个 规 模 化 养 猪 场 分 离 到４株

ＰＲＶ野毒，对这４株ＰＲＶ的 免 疫 与 毒 力 相 关 基 因

进行测序，通 过 与ＧｅｎＢａｎｋ收 录 的ＰＲＶ毒 株 重 要

基因序列进行同源性比对，并从该角度分析目前湖

南省ＰＲＶ流 行 毒 株 的 流 行 情 况，为 能 更 好 的 控 制

伪狂犬病的流行提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病料　　２０１２—２０１４年从湖南平江、汨罗、
浏阳、长沙４地的４个规模猪场采集病料，这４个猪

场７～１５日龄发病仔猪表现出明显的神经症状、昏

睡、鸣叫、呕吐、拉稀，最后死亡；剖检可见脑膜及肺

脏有明显出血点，肝脏、脾脏有白色坏死点，肾脏有

针尖状出血点，采集发病仔猪的脑组织及肝脏进行

检测和病毒分离。

１．１．２　主 要 试 剂　　ＭＥＭ 培 养 基（含 ＥＢＳＳ及

Ｌ－谷氨酰 胺）购 自 ＨｙＣｌｏｎｅ公 司；新 生 犊 牛 血 清、

０．５％Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡ均购自Ｇｉｂｃｏ公司；细胞培养

板购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公 司；配 制 双 抗 用 青 霉 素 钠（８０万

单位）购自哈药集团制药总厂；配制双抗用硫酸链霉

素（１００万单位）购自瑞阳制药有限公司；柱式病 毒

ＤＮＡｏｕｔ试剂盒、即用型ＰＣＲ试剂盒均购自北京天

恩泽基因科技有限公司；ＤＭ２０００Ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
购自康为世 纪 公 司；Ｆａｓｔ－Ｐｆｕ　ＤＮＡ聚 合 酶 购 自 北

京全式金生物科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　病毒的分离培养　　无菌取约１ｇ病料剪

碎后加入５ｍＬ含１％双抗的 ＭＥＭ培养基，用组织

匀浆机研碎病料；于４℃条件下１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，取上清液用０．２２μｍ微孔滤器过滤除菌，将

滤液１０倍梯度稀释后接种单层ＰＫ－１５细胞，３７℃
感作１ｈ后 弃 病 毒 液，加 入 含２％新 生 牛 血 清 的

ＭＥＭ培养基，置于３７℃细胞培养箱（含５％ ＣＯ２）
孵育３～５ｄ，观察细胞病变（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ　ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）
情况，并设正常对照组，出现ＣＰＥ者，连续传代３次

后经ＰＣＲ进 一 步 鉴 定；未 出 现ＣＰＥ者，盲 传３～５
代再经ＰＣＲ鉴定。

１．２．２　病毒的鉴定　　ＰＣＲ鉴 定：分 别 取 接 种 病

料的细 胞 培 养 物 上 清、未 接 毒 对 照 细 胞 培 养 物 及

ＰＲＶ阳性病料研磨上清，参照柱式病毒ＤＮＡｏｕｔ试

剂盒说 明 书 提 取 病 毒 基 因 组 ＤＮＡ，并 用 即 用 型

ＰＣＲ试剂盒配 制 体 系 并 扩 增。用 动 物 病 原 分 子 学

与免疫学 实 验 室 提 供 的ｇＥ 基 因 检 测 引 物 进 行 鉴

定，引 物 序 列：上 游 引 物：５′－ＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＣＧＴ－
ＴＴＴＡＴＣＴＣＣＧＴＣ－３′；下游引物：５′－ＡＡＧＴＴＧＧＣ－
ＧＣＣＣＴＣＧＧＡＣＡＣＧＴＴＣ－３′。ＰＣＲ反应条件：９８℃
预变性２ｍｉｎ；９８℃变性２０ｓ，６８℃退火２０ｓ，７２℃
延伸３０ｓ，共２５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。取５μＬ
ＰＣＲ产物在０．８％琼脂糖凝胶进行电泳鉴定。

家兔接种 试 验：取１２只 家 兔 分 成６组，Ａ～Ｄ
组分 别 接 种 不 同 分 离 株 的 细 胞 培 养 物，Ｅ组 接 种

ＰＲＶ商品疫苗，Ｆ组作为空白对照组不接种任何物

质。具体操 作：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组 按２００μＬ／只 注 射 家

兔；Ｅ组则按疫苗说明书稀释好疫苗后每 只 家 兔 接

种１０头份生猪剂量的疫苗即可。所有家兔均采用

皮下接种方法进行接种，接种后定期观察家兔状况。

１．２．３　ＰＲＶ免疫与毒力相关基因的引物设计与合

成　　根据ＧｅｎＢａｎｋ上已公布的ＰＲＶ基因组全长

序列比对分析后，选择保守序列设计扩增免疫相关

基因（ｇＢ、ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、ｇＬ、ｇＭ）和毒力相关基因（ｇＥ、

ＰＫ、ＴＫ）的９对引 物，引 物 均 由 上 海 铂 尚 生 物 技 术

有限公司合成。引物信息见表１。

１．２．４　ＰＲＶ免疫与毒力相关基因ＰＣＲ扩增、测序

　　ＰＣＲ 反 应 体 系 ５０μＬ：５×Ｆａｓｔ　Ｐｆｕ　Ｂｕｆｆｅｒ
１０μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　５μＬ，上、下 游 引 物 各

１μＬ，Ｆａｓｔ－Ｐｆｕ　ＤＮＡ 聚 合 酶１μＬ，５×Ｓｔｉｍｕｌａｎｔ
１０μＬ，模板ＤＮＡ　２μＬ，去 离 子 水２０μＬ。ＰＣＲ反

应条件：９８℃预 变 性２ｍｉｎ；９８℃变 性２０ｓ，退 火

２０ｓ（各引物退 火 温 度 见 表１），７２℃延 伸１５ｓ／ｋｂ
（各片段扩增长度见表１），共３５个循环；７２℃延伸

５ｍｉｎ。取５μＬ　ＰＣＲ产物在０．８％琼脂糖凝胶进行

电泳鉴定，其余产物送上海铂尚生物技术有限公司

进行序列测定。
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表１　ＰＣＲ扩增所需引物信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

目的基因

Ｇｅｎｅｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度（℃）

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物大小（ｂｐ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｓｉｚｅ

ｇＢ　 ｇＢＦ１ ＴＴＧＣＡＧＴＣＴＴＣＡＧＧＴＣＣＧＴＣＴＴ　 ６１　 １　１７５

ｇＢＲ１ ＴＴＡＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＧＣＣＡＣＣＧＴＧＡＡＧＴＧ

ｇＢＦ２ ＧＧＣＣＣＡＴＣＧＧＡＧＧＣＣＣＣＣＧＡＣ　 ７２　 １　４９９

ｇＢＲ２ ＧＣＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＧＣＧＣＧＡＣＡＴＣＴＣ

ｇＢＦ３ ＧＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＧＧＣＧＣＡＣＧＴＧＡＡＣ　 ６１　 １　１６５

ｇＢＲ３ ＣＡＡＧＣＧＣＡＴＣＴＴＴＡＴＴＧＴＴＴＣＣＣ

ｇＧ　 ｇＧＦ１ ＡＴＧＡＧＡＴＡＣＴＣＡＡＣＴＴＴＧＧＡＡＴＧＴ　 ５９　 １　６９５

ｇＧＲ１ ＴＡＡＧＣＡＡＧＧＣＣＧＴＡＣＧＣＡＡＡ

ｇＨ　 ｇＨＦ１ ＣＧＣＧＡＣＧＧＡＧＧＣＡＡＣＧＡＣＧＡ　 ６１　 ２　３０７

ｇＨＲ１ ＧＡＴＧＴＣＡＴＣＣＣＧＣＣＧＴＣＴＣＣ

ｇＬ　 ｇＬＦ１ ＣＧＧＣＡＣＧＴＧＧＣＡＣＧＴＡＴＴＴＴ　 ５７　 ６８５

ｇＬＲ１ ＧＣＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＣＧＴＴＡ

ｇＭ　 ｇＭＦ１ ＧＧＧＡＧＧＴＣＧＣＡＡＣＣＧＴＡＴＡＧ　 ５９　 １　４３３

ｇＭＲ１ ＧＧＧＣＧＡＧＡＴＧＧＡＡＴＧＧＣＡＣＡ

ｇＩ　 ｇＩＦ１ ＣＧＴＧＴＧＣＧＴＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣ　 ５７　 １　３２１

ｇＩＲ１ ＡＡＣＣＣＣＧＧＴＧＴＧＴＧＣＧＡＧＡ
ＴＫ　 ｔｋＦ１ ＴＴＣＡＡＡＧＧＣＣＡＧＧＧＴＣＡＡＧＧＡ　 ５９　 １　２１２

ｔｋＲ１ ＡＴＧＡＣＡＴＡＣＡＣＡＴＡＧＣＴＴＴＡＴＡＣＧ

ｇＥ　 ｇＥＦ１ ＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＣＧＴＴＴＴＡＴＣＴＣ　 ５９　 １　９９４

ｇＥＲ１ ＡＧＣＡＧＴＣＣＧＡＧＴＣＧＴＣＣＴＧＧ
ＰＫ　 ｐｋＦ１ ＴＴＣＣＴＴＡＴＡＣＣＴＴＧＣＣＧＧＧＣＴＣ　 ６３　 １　１９９

ｐｋＲ１ ＴＣＴＣＴＧＧＣＣＡＣＧＡＣＧＧＴＧＣＧ

本试验分３段扩增ｇＢ全基因序列，最后将其３段序列拼接

ｇＢｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｅ　ｗａｓ　ｄｉｖｉｄｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｒｅｅ　ｐａｒｔｓ　ｔｏ　ａｍｐｌｉｆｙ，ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｇＢｇｅｎｅ　ｗａｓ　ｔｈｒｅｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｐａｔｃｈｗｏｒｋ

１．２．５　ＰＲＶ免疫与毒力相关基因序列分析　　将

已测得的序列用ＤＮＡＳｔａｒ软件推导出其氨 基 酸 序

列进行分析，且 与ＧｅｎＢａｎｋ中 收 录 的ＰＲＶ参 考 毒

株（表２）的各免疫与毒力相关基因进行同源性比对

分析，绘制系统进化树；并分别用Ｐｒｏｓｉｔｅ数据库及

ＧＯＲⅣ预测方法对蛋白质功能位点及二级结构进

行预测及分析。

表２　ＰＲＶ参考毒株信息

Ｔａｂｌｅ　２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

毒株名称

Ｓｔｒａｉｎ　ｎａｍｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

分离信息

Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ＴＪ　 ＫＪ７８９１８２ 中国天津，２０１２年

ＢＪ－ＹＴ　 ＫＣ９８１２３９ 中国北京，２０１３年

ＥａｇＢ／ｇＧ／ｇＩ／ｇＬ／ｇＭ／ｇＥ／ＰＫ／ＴＫ　 ＡＦ２５７０７９／ＡＹ３１９９２９／ＡＦ３０６５１１／ＡＦ４４８４５６／ 中国湖北，１９９８年

ＡＦ３１０６１７／ＡＦ１７１９３７／ＡＹ３１９９２９／ＡＦ０８０５７１
Ｂａｒｔｈａ　 ＪＦ７９７２１７ 匈牙利，１９６１年

Ｋａｐｌａｎ　 ＪＱ８０９３２８ 德国，１９５９年

Ｅａ株在ＧｅｎＢａｎｋ未上传ｇＨ 基因序列；Ｂａｒｔｈａ株缺失ｇＥ基因

ｇＨｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｅａ　ｓｔｒａｉｎ　ｄｉｄｎ’ｔ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ＧｅｎＢａｎｋ；Ｂａｒｔｈａ　ｓｔｒａｉｎ　ｄｅｌｅｔｅｄ　ｇＥｇｅｎｅ
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２　结果与分析

２．１　病毒分离与鉴定

将病料匀浆上清接种单层ＰＫ－１５细胞２４ｈ后

可见细胞出现 圆 缩、集 聚，４８ｈ后 出 现 明 显 细 胞 拉

网现象，到７２ｈ可见大部 分 细 胞 脱 落，而 正 常 细 胞

对照组未出现病变（图１）。
将收获的细胞培养物冻融后，取细胞液上清提

取ＤＮＡ进 行ＰＣＲ检 测，并 分 别 设ＰＲＶ阳 性 病 料

匀浆上 清 及 未 接 种ＰＲＶ的 细 胞 培 养 物 为ＰＲＶ阳

性及ＰＲＶ阴 性 对 照，可 见 接 种 病 料 匀 浆 上 清 的 细

胞及ＰＲＶ阳性对照组均扩增出了约３６３ｂｐ的特异

性条带，而ＰＲＶ 阴 性 对 照 组 未 见 到 任 何 条 带（图

２）。将分离到的４株ＰＲＶ分别命名为ＰＲＶ－ＸｉａｎｇＡ、

ＰＲＶ－ＧＡ、ＰＲＶ－ＹＹ、ＰＲＶ－ＬＹ。

４株ＰＲＶ分离 株 细 胞 培 养 物 接 种 家 兔 后 出 现

了典型的ＰＲＶ症状：接毒后４８ｈ发病兔出现了瘙

痒症状，撕咬接种部位，导致局部被毛脱落、皮肤出

血及撕裂，继而四肢麻痹、角弓反张，最后死亡；未接

毒的对照组 家 兔 及 疫 苗 接 种 家 兔 均 无 任 何 临 床 症

状，说明分离的４株ＰＲＶ都为强毒株。

Ａ，正常ＰＫ－１５细胞；Ｂ，病变的ＰＫ－１５细胞

Ａ，Ｎｏｒｍａｌ　ＰＫ－１５ｃｅｌｌｓ；Ｂ，Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ　ＰＫ－１５ｃｅｌｌｓ
图１　ＰＲＶ分离毒株产生的细胞病变（４００×）
Ｆｉｇ．１　ＣＰＥ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎ（４００×）

１～４，ＰＲＶ分离株；５，阳性对照；６，阴性对照；Ｍ，ＤＭ２０００Ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
１－４，ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ；５，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；６，Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ，ＤＭ２０００Ｐｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ
图２　ＰＲＶ分离株ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．２　ＰＲＶ分离株免疫与毒力相关基因的扩增结果

及其序列分析

２．２．１　ＰＲＶ分离株免疫与毒力相关基因的扩增结

果　　４株ＰＲＶ免疫与毒力相关基因的９个ＰＣＲ
扩增产物经０．８％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，紫 外 观 察 可 见

特异性条带，大小与预期相符。将４株ＰＲＶ免疫与

毒力相关基因的扩增序列在ＧｅｎＢａｎｋ中注册，各基

因注册登录号结果见表３。

２．２．２　ＰＲＶ分 离 株 免 疫 与 毒 力 相 关 基 因 的 序 列

分析

２．２．２．１　４株ＰＲＶ分离株免疫相关基因序列及系

统进化 树 分 析　　将ＰＲＶ　ＧＡ株、ＬＹ株、ＸｉａｎｇＡ
株、ＹＹ株、ＴＪ株、ＢＪ－ＹＴ株、Ｅａ株、Ｂａｒｔｈａ株及Ｋａ－
ｐｌａｎ株的ｇＢ、ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、ｇＬ、ｇＭ 基因进行核苷酸

３５
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序列和推导氨基酸序列的同源性比对分析，其中ｇＢ
基因核苷酸序列与推导氨基酸序列同源性比对见表

４。结果显示，４株ＰＲＶ分离株的ｇＢ、ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、

ｇＬ、ｇＭ 基 因 核 苷 酸 同 源 性 分 别 为 ９９．９％ ～
１００．０％、９９．９％ ～１００．０％、９９．９％ ～１００．０％、

９９．８％～１００．０％、１００．０％及１００．０％，氨基酸同源

性 分 别 为 ９９．９％ ～１００．０％、９９．９％ ～１００．０％、

９９．４％～１００．０％、９９．５％～１００．０％、１００．０％ 及

１００．０％。这４株ＰＲＶ分离株与国内的ＢＪ－ＹＴ株、

ＴＪ株和Ｅａ株的同源性 较 高，其 中 与ＢＪ－ＹＴ株ｇＢ、

ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、ｇＬ 及ｇＭ 基 因 核 苷 酸 同 源 性 分 别 为

９９．９％、９９．９％、９９．９％～１００．０％、９９．８％～９９．９％、

１００％及１００％，氨 基 酸 同 源 性 分 别 为９９．８％～
９９．９％、９９．８％～９９．９％、９９．６％～１００．０％、９９．５％～

９９．７％、１００％及１００％；与ＴＪ株ｇＢ、ｇＧ、ｇＨ、ｇＩ、ｇＬ
及ｇＭ 基 因 核 苷 酸 同 源 性 分 别 为９９．９％、９９．９％、

９９．８％～９９．９％、９９．８％～９９．９％、１００％及１００％，氨
基 酸 同 源 性 分 别 为 ９９．８％ ～９９．９％、９９．８％ ～
９９．９％、９９．４％～９９．７％、９９．５％～９９．７％、１００％及

１００％；与Ｅａ株ｇＢ、ｇＧ、ｇＩ、ｇＬ及ｇＭ 基因核苷酸同

源性分 别 为９９．７％、９９．７％、９９．６％～９９．７％、１００％
及９９．２％，氨 基 酸 同 源 性 分 别 为９９．１％～９９．２％、

９９．１％～９９．２％、９９．５％～９９．７％、１００．０％及９８．７％。
通过绘制ｇＢ 基 因 系 统 进 化 树，结 果 显 示 分 离 的４
株ＰＲＶ与国 内 的Ｅａ株、ＢＪ－ＹＴ株 和 ＴＪ株 处 于 同

一个分支，而 国 外 的Ｂａｒｔｈａ株 和 Ｋａｐｌａｎ株 在 另 一

分支（图３）。其 他 基 因 绘 制 的 系 统 进 化 树 结 果 与

ｇＢ基因系统进化树结果相同。

表３　ＰＲＶ分离株扩增基因序列的ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｔａｂｌｅ　３　ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ｏｆ　ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

目的基因

Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

ＸｉａｎｇＡ－ｇＢ ＫＰ７１０９８１ ＹＹ－ｇＢ ＫＰ７１０９８２
ＸｉａｎｇＡ－ｇＧ ＫＦ７１１９８５ ＹＹ－ｇＧ ＫＰ２５９８２０
ＸｉａｎｇＡ－ｇＨ ＫＦ７１１９８６ ＹＹ－ｇＨ ＫＰ２５９８１３
ＸｉａｎｇＡ－ｇＩ ＫＦ７１１９８７ ＹＹ－ｇＩ ＫＰ２５９８１９
ＸｉａｎｇＡ－ｇＬ ＫＦ７１１９８８ ＹＹ－ｇＬ ＫＰ２５９８１８
ＸｉａｎｇＡ－ｇＭ ＫＦ７１１９８９ ＹＹ－ｇＭ ＫＰ２５９８２３
ＸｉａｎｇＡ－ＰＫ　 ＫＦ７１１９９０ ＹＹ－ＰＫ　 ＫＰ２５９８２２
ＸｉａｎｇＡ－ＴＫ　 ＫＦ７１１９９１ ＹＹ－ＴＫ　 ＫＰ２５９８１５
ＸｉａｎｇＡ－ｇＥ ＫＪ４６３８３９ ＹＹ－ｇＥ ＫＰ２５９８２１
ＬＹ－ｇＢ ＫＰ７１０９８０ ＧＡ－ｇＢ ＫＰ７１０９７９
ＬＹ－ｇＧ ＫＰ２５９８２９ ＧＡ－ｇＧ ＫＰ２５９８３６
ＬＹ－ｇＨ ＫＰ２５９８２８ ＧＡ－ｇＩ ＫＰ２５９８３５
ＬＹ－ｇＩ ＫＰ２５９８２７ ＧＡ－ｇＬ ＫＰ２５９８３４
ＬＹ－ｇＬ ＫＰ２５９８２６ ＧＡ－ｇＭ ＫＰ２５９８１７
ＬＹ－ｇＭ ＫＰ２５９８２５ ＧＡ－ＰＫ　 ＫＰ２５９８３３
ＬＹ－ＰＫ　 ＫＰ２５９８１６ ＧＡ－ＴＫ　 ＫＰ２５９８３２
ＬＹ－ＴＫ　 ＫＰ２５９８２４ ＧＡ－ｇＥ ＫＰ２５９８３７
ＬＹ－ｇＥ ＫＰ２５９８３０

２．２．２．２　４株ＰＲＶ分离株毒力相关基因序列及系

统进化 树 分 析　　将ＰＲＶ　ＧＡ株、ＬＹ株、ＸｉａｎｇＡ
株、ＹＹ 株、ＢＪ－ＹＴ 株、ＴＪ株、Ｅａ株、Ｂａｒｔｈａ株 及

Ｋａｐｌａｎ株的ｇＥ、ＰＫ、ＴＫ 基因进行核苷酸序列及推

导氨基酸序列的同源性比对分析。其中４株ＰＲＶ
分离株的ｇＥ、ＰＫ 及ＴＫ 基因核苷酸同源性分别为

９９．９％～１００．０％、１００％及９９．９％～１００．０％，氨基

酸 同 源 性 分 别 为 ９９．８％ ～１００．０％、１００．０％ 及

９９．７％～１００．０％。这４株ＰＲＶ分 离 株 与 国 内 的

ＢＪ－ＹＴ株、ＴＪ株、Ｅａ株 的 同 源 性 较 高，其 中 与

ＢＪ－ＹＴ株ｇＥ、ＰＫ 及ＴＫ 基因的核苷酸同源性分别

为９９．９％、１００．０％及９９．９％～１００．０％，氨 基 酸 同

源性分别 为９９．７％～９９．８％、１００．０％及９９．７％～
１００．０％；与ＴＪ株ｇＥ、ＰＫ 及ＴＫ 基 因 的 核 苷 酸 同

源性分别 为９９．８％～９９．９％、１００．０％及９９．９％～
１００．０％，氨 基 酸 同 源 性 分 别 为９９．５％～９９．７％、

１００．０％及９９．７％～１００．０％；与Ｅａ株ｇＥ、ＰＫ 及

ＴＫ 基因的核苷酸同源性分别为９９．７％、９９．０％及

４５
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９９．７％～９９．８％，氨 基 酸 同 源 性 分 别 为９９．６％、

９８．５％及９９．７％～１００．０％（表５～７）。绘 制ｇＥ、

ＰＫ和ＴＫ 基因系统进化树，分离的４株ＰＲＶ与国

内的Ｅａ株、ＢＪ－ＹＴ株和ＴＪ株处 于 同 一 个 分 支，而

国外的Ｂａｒｔｈａ株和Ｋａｐｌａｎ株在另一分支。通过对

ＰＲＶ　ＧＡ株、ＬＹ株、ＸｉａｎｇＡ株、ＹＹ株、ＢＪ－ＹＴ株、

ＴＪ株、Ｅａ株ｇＥ、ＴＫ 和ＰＫ 基 因 的 蛋 白 功 能 位 点

和二级结构的预测分析，结果发现ＰＲＶ　ＧＡ株、ＬＹ
株、ＸｉａｎｇＡ株、ＹＹ株、ＢＪ－ＹＴ株、ＴＪ株、Ｅａ株ｇＥ、

ＴＫ 和ＰＫ 基 因 的 二 级 结 构 均 包 含α－螺 旋、β－折 叠

和无规则卷曲，各毒株相同基因形成这３种二级结

构的位置相同；各 个 毒 株 的ｇＥ、ＴＫ 和ＰＫ 基 因 蛋

白功能位点（包括磷酸化位点、酰基化位点、糖基化

位点）均相同。

表４　ＰＲＶ分离株与各参考株ｇＢ基因的核苷酸序列及推导的氨基酸序列同源性比对（％）

Ｔａｂｌｅ　４　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｇＢｇｅｎｅ

Ｂａｒｔｈａ　 ＢＪ－ＹＴ　 ＴＪ　 Ｅａ　 Ｋａｐｌａｎ　 ＧＡ　 ＬＹ　 ＸｉａｎｇＡ　 ＹＹ

Ｂａｒｔｈａ　 ９８．４　 ９８．４　 ９８．３　 ９９．５　 ９８．４　 ９８．４　 ９８．４　 ９８．４
ＢＪ－ＹＴ　 ９６．９　 １００．０　 ９９．７　 ９８．６　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．９
ＴＪ　 ９６．９　 １００．０　 ９９．７　 ９８．６　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．９
Ｅａ　 ９６．６　 ９９．２　 ９９．２　 ９８．５　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７
Ｋａｐｌａｎ　 ９９．３　 ９７．４　 ９７．４　 ９７．０　 ９８．７　 ９８．６　 ９８．６　 ９８．６
ＧＡ　 ９７．０　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．２　 ９７．５　 １００．０　 １００．０　 ９９．９
ＬＹ　 ９６．９　 ９９．８　 ９９．８　 ９９．１　 ９７．４　 ９９．９　 ９９．９　 １００．０
ＸｉａｎｇＡ　 ９７．０　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．２　 ９７．５　 １００．０　 ９９．９　 ９９．９
ＹＹ　 ９６．９　 ９９．８　 ９９．８　 ９９．１　 ９７．４　 ９９．９　 １００．０　 ９９．９

右上角为核苷酸的同源性比对；左下角为氨基酸的同源性比对。下同

Ｔｏｐ　ｒｉｇｈｔ　ｃｏｒｎｅｒ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｔａｂｌｅ　ｗａｓ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；Ｌｏｗｅｒ　ｌｅｆｔ　ｃｏｒｎｅｒ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｔａｂｌｅ　ｗａｓ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ

图３　ＰＲＶ分离株ｇＢ基因系统进化树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｇＢｇｅｎｅ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ

表５　ＰＲＶ分离株与参考株ｇＥ基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列同源性比对（％）

Ｔａｂｌｅ　５　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｇＥｇｅｎｅ

ＢＪ－ＹＴ　 ＴＪ　 Ｅａ　 Ｋａｐｌａｎ　 ＧＡ　 ＬＹ　 ＸｉａｎｇＡ　 ＹＹ

ＢＪ－ＹＴ　 ９９．９　 ９９．７　 ９７．９　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．９　 ９９．９
ＴＪ　 ９９．８　 ９９．６　 ９８．１　 ９９．８　 ９９．８　 ９９．９　 ９９．８
Ｅａ　 ９９．６　 ９９．２　 ９７．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７
Ｋａｐｌａｎ　 ９６．４　 ９６．５　 ９６．３　 ９７．８　 ９７．８　 ９７．８　 ９７．８
ＧＡ　 ９９．７　 ９９．５　 ９９．６　 ９６．０　 １００．０　 ９９．９　 １００．０
ＬＹ　 ９９．７　 ９９．５　 ９９．６　 ９６．０　 １００．０　 ９９．９　 １００．０
ＸｉａｎｇＡ　 ９９．８　 ９９．７　 ９９．６　 ９６．２　 ９９．８　 ９９．８　 ９９．９
ＹＹ　 ９９．７　 ９９．５　 ９９．６　 ９６．０　 １００．０　 １００．０　 ９９．８
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表６　ＰＲＶ分离株与各参考株ＰＫ基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列同源性比对 （％）

Ｔａｂｌｅ　６　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ＰＫｇｅｎｅ

Ｂａｒｔｈａ　 ＢＪ－ＹＴ　 ＴＪ　 Ｅａ　 Ｋａｐｌａｎ　 ＧＡ　 ＬＹ　 ＸｉａｎｇＡ　 ＹＹ

Ｂａｒｔｈａ　 ９８．７　 ９８．７　 ９７．９　 ９９．８　 ９８．７　 ９８．７　 ９８．７　 ９８．７
ＢＪ－ＹＴ　 ９７．３　 １００．０　 ９９．０　 ９８．５　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 １００．０
ＴＪ　 ９７．３　 １００．０　 ９９．０　 ９８．５　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 １００．０
Ｅａ　 ９５．８　 ９８．５　 ９８．５　 ９７．７　 ９９．０　 ９９．０　 ９９．０　 ９９．０
Ｋａｐｌａｎ　 １００．０　 ９７．３　 ９７．３　 ９５．８　 ９８．５　 ９８．５　 ９８．５　 ９８．５
ＧＡ　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 ９８．５　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 １００．０
ＬＹ　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 ９８．５　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 １００．０
ＸｉａｎｇＡ　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 ９８．５　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 １００．０
ＹＹ　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 ９８．５　 ９７．３　 １００．０　 １００．０　 １００．０

表７　ＰＲＶ分离株与各参考株ＴＫ基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列同源性比对 （％）

Ｔａｂｌｅ　７　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ＴＫｇｅｎｅ

Ｂａｒｔｈａ　 ＢＪ－ＹＴ　 ＴＪ　 Ｅａ　 Ｋａｐｌａｎ　 ＧＡ　 ＬＹ　 ＸｉａｎｇＡ　 ＹＹ

Ｂａｒｔｈａ　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．５　 ９９．８　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．６　 ９９．７
ＢＪ－ＹＴ　 ９９．４　 １００．０　 ９９．８　 ９９．７　 １００．０　 １００．０　 ９９．９　 １００．０
ＴＪ　 ９９．４　 １００．０　 ９９．８　 ９９．７　 １００．０　 １００．０　 ９９．９　 １００．０
Ｅａ　 ９９．４　 １００．０　 １００．０　 ９９．５　 ９９．８　 ９９．８　 ９９．７　 ９９．８
Ｋａｐｌａｎ　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．６　 ９９．７
ＧＡ　 ９９．４　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 ９９．７　 １００．０　 ９９．９　 １００．０
ＬＹ　 ９９．４　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 ９９．７　 １００．０　 ９９．９　 １００．０
ＸｉａｎｇＡ　 ９９．１　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．４　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．９
ＹＹ　 ９９．４　 １００．０　 １００．０　 １００．０　 ９９．７　 １００．０　 １００．０　 ９９．７

３　讨　论

ＰＲＶ糖蛋白对病毒侵染宿主起着重要的作用，

不仅介导感染宿主细胞，而且还是被宿主免疫系统

所识别的主要抗原，ＰＲＶ包含有１１种糖蛋白［６］，其

中ｇＢ是ＰＲＶ囊 膜 蛋 白 的 一 个 重 要 组 分，是ＰＲＶ
糖蛋白中最为 保 守 的 蛋 白 之 一，针 对ｇＢ的 单 克 隆

抗体呈现补体依赖性与非补体依赖性体外病毒中和

活性，并能保护小鼠和猪抵抗ＰＲＶ的致命性感染；

ｇＧ是病毒增殖中大量释放的一种糖蛋白，且具有结

合趋化因子的作用，导致机体不易识别侵入的病毒；

ｇＨ对病毒侵入靶细胞及被感染细胞与邻近未感染

细胞的融合是必需的；ｇＬ是病毒体外感染和复制的

必需糖蛋白之一；ｇＭ对病毒体内增殖是非必需的，

但对病毒在 自 然 宿 主 中 生 长 和 传 播 可 能 有 重 要 作

用［７］；ｇＩ基因具有协同控制ＰＲＶ毒力的功能，ｇＩ蛋

白与ｇＥ蛋 白 形 成 复 合 体 促 进 ＰＲＶ 在 细 胞 间 扩

散［８］。ｇＥ、ＴＫ、ＰＫ 基 因 与 ＰＲＶ 的 毒 力 相 关，对

ＰＲＶ毒力有决定性作用，其中ｇＥ基因是一个主要

的毒力基因，影响ＰＲＶ在猪体内的组织趋向性，从

而有助于ＰＲＶ向神经系统扩散，是ＰＲＶ经三叉神

经侵入中枢神经组织所必需的［９－１０］。本试验选取的

９个基因均为ＰＲＶ主要免疫及毒力相关基因，对于

病毒复制、侵入及保护性免疫均有重要影响，通过对

这些基因的序列比对来分析近年来ＰＲＶ的变异情

况，为更好的控制ＰＲＶ的暴发提供理论依据。

２０１２—２０１４年动物 病 原 分 子 学 与 免 疫 学 实 验

室在湖南省境内相继分离到４株ＰＲＶ，并对这４株

ＰＲＶ的免疫与毒力相关基因的序列进行分析，发现

此次新分离的４株ＰＲＶ与国内的Ｅａ株、ＢＪ－ＹＴ株

和ＴＪ株在系 统 进 化 树 上 处 于 同 一 个 分 支，同 源 性

较高，而国外的Ｂａｒｔｈａ株和Ｋａｐｌａｎ株在另一分支，
其中与Ｅａ株同源性在９９．０％以上，与ＢＪ－ＹＴ株和

ＴＪ株的亲缘关系最近为９９．８％以上。说明近年来

湖南省流行 的ＰＲＶ变 异 极 小，且 与 国 内 的 流 行 的

毒株亲缘关系较近。
国内有研究人员对近年来分离到的ＰＲＶ进行

ｇＥ、ｇＤ及ＴＫ 基因同源性分析，结果表明国内分离

的ＰＲＶ毒 株 同 源 性 均 较 高［１１－１２］，在 此 基 础 上 本 试

验对湖南省分离的４株ＰＲＶ的９个基因进行同源

性比 对 分 析，更 加 系 统、全 面 的 阐 明 湖 南 省 流 行
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ＰＲＶ的 变 异 情 况。将 此 次 新 分 离 的４株ＰＲＶ 与

２０１１—２０１３年分离的ＰＲＶ毒株ｇＥ、ＴＫ 和ＰＫ 基

因核苷酸序 列 进 行 比 对，结 果 发 现 这４株ＰＲＶ与

２０１１—２０１３年分离的ＰＲＶ毒株ｇＥ、ＴＫ 和ＰＫ 基

因的核苷酸序列同源性在９９．１％以上。将２０１１年

以前全国各地分离ＰＲＶ毒株与动物病原分子学与

免疫学实验室分离的４株ＰＲＶ各基因进行同源性

比对，结果发现ｇＢ、ｇＧ、ｇＩ、ｇＨ、ｇＭ、ｇＬ、ＴＫ 基 因

核苷酸同源性 为９９．１％～１００．０％，氨 基 酸 同 源 性

为９８．４％～１００．０％；各毒株与这４株ＰＲＶ　ｇＥ基

因比对，除２０１０年 贵 州 分 离 ＧＺ－Ｚ１株 核 苷 酸 同 源

性为９７．７％外，其余毒株核苷酸同源性为９９．０％～
９９．７％；各毒株与这４株ＰＲＶ　ＰＫ 基 因 比 对，核 苷

酸比对同源性为９７．７％～９９．８％，氨基酸同源性为

９２．８％～９９．７％。这些数据表明２０１１—２０１３年 全

国各地分离的毒株之间变异较小，而２０１１年以前分

离的毒株同样存在同源性较高的毒株，说明近年来

国内流行ＰＲＶ变异较小。
将此次新分离的４株ＰＲＶ与国内ＰＲＶ常用疫

苗株（Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１株及 ＨＢ－９８株）的 免 疫 与 毒 力 相

关基因进行 同 源 性 比 对，结 果 发 现 这４株ＰＲＶ与

Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１株（缺失ｇＥ／ｇＩ）各基因氨基酸序列同源

性为９４．９％～９９．３％，这４株ＰＲＶ与ＨＢ－９８株（缺
失ｇＧ／ＴＫ）各基 因 氨 基 酸 序 列 同 源 性 为９８．５％～
１００．０％。虽然 新 流 行 毒 株 与 疫 苗 株（Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１
株）有些许变异，但从临床上了解到大部分猪场都能

通过加强免疫Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１株和 ＨＢ－９８株弱毒疫苗

控制猪场ＰＲＶ疫 病。整 体 来 看ＰＲＶ野 外 流 行 毒

株与近年来ＰＲＶ的 流 行 有 直 接 的 关 系，但 现 有 的

疫苗株诱导的免疫应答仍然能对ＰＲＶ野外流行毒

株产生免疫保护作用。
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