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猪捷申病毒犎犅株的分离与全基因序列分析
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摘　要：为分析河北省某规模化猪场猪捷申病毒（ＰＴＶ）的遗传变异和进化关系，作者成功分离到ＰＴＶＨＢ株，对

其进行了毒力测定和动物回归试验，设计引物进行了全基因序列测定，并与国内外４２株ＰＴＶ全基因序列进行了

同源性比较。结果表明猪捷申病毒 ＨＢ株病毒滴度为１０－６．４ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，健康仔猪接毒２８ｄ后均出现明显猪

捷申病症状，该毒株全基因组序列长度为７０９０ｂｐ。系统进化树分析表明，猪捷申病毒 ＨＢ株（ＪＱ６６４７４６）属于

ＰＴＶ８型血清型，和国内分离的ＰＴＶｊｉｌｉｎ／２００３株（ＧＱ２９３０９２）同源性最高，从而为进一步研究该毒株的遗传变异

提供参考。
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ｓａｍｐｌｅｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ，ａｎｄｔｈｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰＴＶＨＢｓｔｒａｉｎｈａｄｂｅｅｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ，ｃｏｍｐａｒａ

ｔｉｖｅｇｅｎｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒ４２ＰＴＶｓｔｒａｉｎｓｉｎＧｅｎＢａｎｋ．Ｔｈｅｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｗａｓ
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７０９０ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＰＴＶＨＢｓｔｒａｉｎ（ＪＱ６６４７４６）ｂｅ

ｌｏｎｇｅｄｔｏｓｅｒｏｔｙｐｅ８ａｎｄｈａｄａｖｅｒｙｃｌｏｓｅｌｙｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈＰＴＶｊｉｌｉｎ／２００３ｓｔｒａｉｎ
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　　猪捷申病又称塔尔凡病（Ｔａｌｆａｎｄｉｓｅａｓｅ）和脑

脊髓炎，是由猪捷申病毒 （Ｐｏｒｃｉｎｅｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ，

ＰＴＶ）引起的猪脑脊髓灰质炎、繁殖障碍、肺炎、下

痢、心包炎和心肌炎、皮肤损伤及无症状等多种表现

的一种病毒性传染病［１２］。１９２９年该病最先发现于

原捷克斯洛伐克的捷申地区，并具有高病死率（９０％

以上）。在过去的３０多年，该病主要发生于欧洲，亚

洲、北美洲及大洋洲等地区均有报道，非洲也有散

发，该病的广泛传播给工业化养猪带来了巨大的经

济损失［３４］。ＰＴＶ呈广泛的隐性感染状态，对外界

环境的抵抗力较强，可以在猪舍中长期存在，该病毒

和圆环病毒２型（ＰＣＶ２）共同感染可以引起断奶仔
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猪的多系统衰竭综合征［２］，并且易与猪繁殖与呼吸

综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）、猪细

小病毒（ＰＰＶ）、口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）和猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）等混合感染，从而引起感染猪群出现更严

重与复杂的临床症状［５］。

ＰＴＶ属于小 ＲＮＡ 病毒科（Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）捷

申病毒属（Ｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ）成员，基因组为单股正链

ＲＮＡ，长约７．２ｋｂ，仅含有１个完整的开放阅读框

（ＯＲＦ）。ＯＲＦ编码１个多聚蛋白，该产物可被蛋白

水解酶裂解为结构蛋白Ｌ、ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３、ＶＰ４和

非结构蛋白２Ａ、２Ｂ、２Ｃ、３Ａ、３Ｂ、３Ｃ、３Ｄ
［６８］。２００３

年，哈尔滨兽医研究所在我国内蒙古自治区首次分

离到了猪捷申病毒 Ｓｗｉｎｅ／ＣＨ／ＩＭＨ／０３株
［９］，王

斌、崔尚金等［１０１１］分别在我国黑龙江省和吉林省分

离到了ＰＴＶＪＦ６１３株和ｊｉｌｉｎ／２００３株，并进行了全

基因组测定与分析。作者对实验室在河北省某规模

化猪场发现的猪捷申病毒 ＨＢ株进行了分离、毒力

测定和动物回归试验，并将其全基因测序结果与国

内外分离鉴定的毒株进行了同源性比较分析，为深

入研究该病毒在我国的遗传变异与进化关系提供了

参考。

１　材料与方法

１．１　细胞及试剂

ＳＴ细胞由中国兽医药品监察所提供，Ｔｒｉｚｏｌ、

ＰｆｕＵＩｔｒａＴＭⅡＦｕｓｉｏｎＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｓｕｐｅｒ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭ
Ⅲ Ｒｅｖｅｒａｓｅ、Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；

Ｅｘ犜犪狇 聚合酶购自ＴａＫａＲａ公司。

１．２　病料来源

２０１０年９月于河北省某规模化猪场采集了病

死仔猪的肺脏、肝脏、淋巴结等组织。

１．３　病料的核酸提取及犚犜犘犆犚检测

将病变组织的匀浆液用ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂充

分重悬，然后参照试剂盒说明书提取核酸，获得病料

组织的总ＲＮＡ后，用常规反转录体系反转录并进

行ＰＣＲ鉴定。参考ＧｅｎＢａｎｋ上ＰＴＶ基因组全长

序列中犔基因的保守区域，通过Ｐｒｉｍｅｒ５．０生物软

件设计１对特异性引物，其中上游引物为Ｐ１：５′

ＧＡＣＡＧＡＧＴＡＣＡＧＡＡＧＡＧＣＡＡＧＴ３′，下游引物

为Ｐ２：５′ＴＧＡＣＴＡＴＡＣＡＡＡＧＴＡＣＡＧＡＣＧＧ３′，

利用Ｅｘ犜犪狇 聚合酶进行扩增。ＰＣＲ反应条件：９５

℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５３℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，

共进行３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增后取８．０

μＬＰＣＲ产物进行２％琼脂糖凝胶电泳。

１．４　犘犆犚产物的克隆与测序

从２％琼脂糖凝胶回收特异的扩增片段与

ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体１６℃过夜连接，将连接产物转

化ＴＯＰ１０感受态细胞，经Ａｍｐ、ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ筛选，

挑取单个白色菌落扩大培养，送阳性菌液至英潍捷

基（上海）贸易有限公司测序。

１．５　病毒的分离

按常规方法，用 ＤＭＥＭ 营养液将仔猪病料组

织匀浆化，无菌处理后离心取上清，接种于ＳＴ细

胞，３７℃培养５ｄ，每日观察细胞病变（ＣＰＥ）。盲传

３代，收集出现细胞病变的培养物，－２０℃保存。

１．６　病毒犜犆犐犇５０的测定

用ＤＭＥＭ维持液将分离的病毒做１０－３～１０
－８

倍梯度稀释，分别接种于长满单层ＳＴ细胞的９６孔

板，每个稀释度接种５孔，每孔接种１００μＬ。同时

设定２排细胞孔加入维持液作为阴性对照，于３７℃

细胞培养箱静置培养５ｄ，观察细胞病变，按 Ｒｅｅｄ

Ｍｕｅｎｃｈ法计算病毒的ＴＣＩＤ５０。

１．７　动物回归试验

选择１０头６周龄ＳＰＦ健康仔猪，分成２组，每

组５头。第１组每头猪肌肉注射３ｍＬ、口鼻滴入２

ｍＬ病毒液；第２组每头猪肌肉注射３ｍＬ，口鼻滴

入２ｍＬ生理盐水，作为对照，隔离饲养。每日测量

体温，观察并记录猪的精神、食欲等状况。饲养２８ｄ

后全部剖杀，观察病变，并用上述ＲＴＰＣＲ方法检

测肺脏、肝脏和淋巴结等组织中是否存在ＰＴＶ。

１．８　分离病毒基因组序列的测定

１．８．１　核酸提取及ＲＴＰＣＲ扩增　　按１．３步骤

提取分离病毒的ＲＮＡ，并反转录成ｃＤＮＡ，设计６

对引物（见表１），利用 ＰｆｕＵＩｔｒａＴＭⅡＦｕｓｉｏｎＨＳ

ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ对ＰＴＶＨＢ株的基因组片段进行

ＰＣＲ扩增。

１．８．２　ＰＣＲ产物克隆及测序　　凝胶回收特异的

扩增片段，经末端加 Ａ后与ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体连

接，转化ＴＯＰ１０感受态细胞，并利用菌落ＰＣＲ以及

犖狅狋Ⅰ单酶切进行鉴定，阳性菌液送英潍捷基（上

海）贸易有限公司测序。

１．８．３　序列分析　　利用ＤＮＡＳｔａｒ生物学软件拼

接所得各个基因的测序结果以获得全基因序列，并

与ＧｅｎＢａｎｋ上的ＰＴＶ参照序列进行比对，绘制系

统进化树。

８３９
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表１　全基因扩增引物一览表

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

片段Ｓｅｇｍｅｎｔ 引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｆｒｏｍ５′ｔｏ３′） 片段／ｂｐＳｉｚｅ

Ｓ１
Ｓ１Ｆ

Ｓ１Ｒ

ＣＴＣＣＣＴＴＴＧＡＡＴＴＴＧＴＡＡ

ＴＣＡＴＡＣＴＣＡＡＣＴＴＣＡＧＣＡ
６００

Ｓ２
Ｓ２Ｆ

Ｓ２Ｒ

ＧＧＡＣＴＧＧＡＣＴＴＧＴＧＣＴＧＣＣ
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Ｓ３
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２３５８

Ｓ４
Ｓ４Ｆ

Ｓ４Ｒ

ＡＧＡＡＴＧＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＣＣＧ

ＣＣＡＣＡＡＡＴＧＣＣＴＴＴＣＣＡＡＡＣ
１８７３

Ｓ５
Ｓ５Ｆ

Ｓ５Ｒ

ＧＣＧＧＣＡＡＴＡＣＣＧＴＧＡＣＡＴ

ＣＡＡＣＡＧＧＣＡＧＡＡＡＡＴＣＡＣＴＡＡＡＣＴ
１７４４

Ｓ６
Ｓ６Ｆ

Ｓ６Ｒ

ＴＴＡＡＡＣＧＧＧＧＡＴＴＴＧＴＡＣＴＧＧ

ＣＡＧＡＡＡＡＴＣＡＣＴＡＡＡＣＴＧＣＴＣＡＣ
２８７

２　结　果

２．１　犚犜犘犆犚检测及测序

设计的１对特异性引物分别对病死仔猪的肺

脏、肝脏、淋巴结及阴性样本的核酸进行扩增，扩增

条带长度约为１８７ｂｐ，与目的条带相符（图１）。将

该ＰＣＲ产物测序结果与ＰＴＶ基因组犔基因序列

比对，相似性达１００％，初步判定为ＰＴＶ阳性。

１．ＤＬ２０００ＤＮＡ 相对分子质量标准；２．肺脏；３．肝脏；

４．淋巴结；５．阴性对照

１．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２．Ｌｕｎｇｓａｍｐｌｅ；３．Ｌｉｖｅｒｓａｍ

ｐｌｅ；４．Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓａｍｐｌｅ；５．Ｎｅｇｅｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ
图１　犚犜犘犆犚产物电泳分析

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺犲狉狅犵狉犪犿狅犳犚犜犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊

２．２　病毒的分离与犜犆犐犇５０测定

将无菌处理后的病料接种ＳＴ细胞，盲传３代

后可观察到明显的细胞病变。纯化后的病毒感染

ＳＴ细胞４８ｈ后便出现病变，主要表现为细胞间距

变大，折光性增强，逐渐呈拉网状，最后破裂、崩解、

成片脱落（图２）。利用长满单层ＳＴ细胞的９６孔板

对其进行毒价测定，ＴＣＩＤ５０为１０
－６．４·ｍＬ－１，并命

名该毒株为ＰＴＶＨＢ株。

２．３　动物回归试验

第１组ＳＰＦ仔猪接毒３ｄ后均出现体温升高，

平均体温最高达４１℃，接毒７ｄ后陆续出现猪捷申

病典型临床症状：体温升高、食欲下降，精神沉郁，腹

泻，排黄色水样稀便等。仔猪接毒２８ｄ后剖检可见

肺脏坏死严重，肺前区有灰红色突变区，肺泡和支气

管中有渗出液，肝脏淤血，结肠肠壁变薄，肠道出血，

肠腔中充满黄色水样内溶物（图３）等病变状况。提

取病变组织核酸进行ＲＴＰＣＲ检测，电泳后均出现

１８７ｂｐ目的条带，而第２组猪饲养期间体温正常，

剖杀后未发现异常病变组织（图３），ＲＴＰＣＲ检测

为阴性。

２．４　犘犜犞犎犅株全基因组克隆与序列分析

２．４．１　ＰＴＶＨＢ株核酸片段的扩增　　以ＳＴ细

胞增殖的ＰＴＶＨＢ株第８代的核酸为模板，应用６

对特异性引物分别进行ＰＣＲ扩增，经琼脂糖凝胶电

泳后，分别获得２８７、６００、１２６４、１７４４、１８７３、２３５８

ｂｐ的目的条带，与预期大小一致（图４）。

９３９
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ａ．感染ＰＴＶＨＢ株的ＳＴ细胞；ｂ．正常的ＳＴ细胞

ａ．ＩｎｆｅｃｔｅｄＰＴＶＳＴｃｅｌｌｓＨＢ；ｂ．ＮｏｒｍａｌＳＴｃｅｌｌｓ
图２　犛犜细胞感染犘犜犞后产生的细胞病变（１００×）

犉犻犵．２　犆犘犈犻狀犛犜犮犲犾犾狊狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀

Ａ．肺脏；Ｂ．肝脏；Ｃ．小肠

Ａ．Ｌｕｎｇｓ；Ｂ．ｌｉｖｅｒ；Ｃ．Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
图３　接毒和对照组仔猪２８犱后主要组织的病变状况

犉犻犵．３　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犲狓犪犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狆犻犵狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狅狉狑犻狋犺狅狌狋犘犜犞犎犅狊狋狉犪犻狀犪犳狋犲狉２８犱犪狔狊

２．４．２　ＰＣＲ产物的克隆与测序　　将６段ＰＣＲ

产物电泳回收后连接入ｐＧＥＭＴＥａｓｙ克隆载体，

利用菌落ＰＣＲ和单酶切手段筛选阳性克隆，送鉴定

好的阳性菌液测序，拼接测序结果，获得了ＨＢ株基

因组全序列，长度为７０９０ｂｐ。

２．４．３　系统进化分析　　利用 Ｍｅｇａ３．１软件，将测

序结果分别与国内外ＰＴＶ毒株１１种血清型的４２个

全序列样本进行了系统进化树分析（图５），结果表明

ＰＴＶＨＢ株（ＪＱ６６４７４６）属于ＰＴＶ８血清型，与崔尚

金等分离的ｊｉｌｉｎ／２００３株（ＧＱ２９３０９２）遗传关系最近，

０４９



　６期 张晓杰等：猪捷申病毒 ＨＢ株的分离与全基因序列分析

核苷酸相似性达９９％，而与国内分离的Ｓｗｉｎｅ／ＣＨ／

ＩＭＨ／０３株（ＤＱ３５５２２２）和ＪＦ６１３株（ＧＵ４４６６６０）遗传

关系较远，核苷酸相似性分别为８１％和８５％。

３　讨　论

ＰＴＶ共有１１个血清型
［１２］，不同型毒株不仅基

因组存在明显差异，而且感染猪群后产生的临床症

状也略有不同，严重者可造成猪群的大批量死亡，轻

微者则无明显临床症状。１９３０—１９５０年，ＰＴＶ 毒

株使欧洲养猪业蒙受了巨大的经济损失，但随后其

毒力下降，高致病性的毒株被弱毒株所取代，虽然毒

力不强，但此病毒仍不容忽视［１３］。本实验室分离的

ＰＴＶＨＢ株属于ＰＴＶ８血清型，病毒毒力较高，细

胞接毒４８ｈ就出现明显的ＣＰＥ现象，利用长满单

层ＳＴ细胞的９６孔板对其进行毒价测定，ＴＣＩＤ５０为

１０－６．４·ｍＬ－１。接毒１ｄ后就有２头仔猪出现体温

升高现象，接毒７ｄ后所有仔猪陆续出现体温升高、

食欲下降，精神沉郁，腹泻，排黄色水样稀便等临床

症状，接毒２８ｄ后剖检可见肺脏坏死严重，肺前区

有灰红色突变区，肺泡和支气管中有渗出液，ＰＣＲ

检测表明仔猪肺脏病毒含量要明显高于其他组织。

１．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；２～７．ＰＣＲ扩增产

物；８．１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ相对分子质量标准

１．ＤＬ２０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；２７．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；８．１ｋｂ

ＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ

图４　犘犜犞犎犅株６个片段的琼脂糖电泳

犉犻犵．４　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犻犿犪犵犲狅犳狊犻狓犳狉犪犵犿犲狀狋狊狅犳犘犜犞

犎犅狊狋狉犪犻狀

图５　犘犜犞犎犅株系统进化树结构

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犎犅狊狋狉犪犻狀狑犺狅犾犲犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲

１４９
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　　哈尔滨兽医研究所分离鉴定的Ｓｗｉｎｅ／ＣＨ／

ＩＭＨ／０３株属于ＰＴＶ１血清型，其核苷酸同源性和

Ｔａｌｆａｎ最高
［９］。吴波平等［１４］成功构建了 Ｓｗｉｎｅ／

ＣＨ／ＩＭＨ／０３株全长ｃＤＮＡ克隆，并对其基因组结

构、功能及免疫机理进行了一定的研究。王斌等［１０］

分离到的ＪＦ６１３株属于ＰＴＶ２血清型，序列分析表

明ＪＦ６１３基因组出现不同程度自然状态下的重组，

该重组有可能在ＰＴＶ 进化中起到有力的促进作

用。本实验室在我国河北省某规模化猪场分离鉴定

并保存的ＰＴＶＨＢ株与崔尚金等
［１１］分离到的ｊｉｌｉｎ／

２００３株同属于ＰＴＶ８血清型，系统进化树分析表

明两毒株遗传关系最近，核苷酸相似性高达９９％，

与国外分离鉴定的ＰＴＶ８血清型毒株全基因序列

（ＡＦ２９６０９３；ＡＦ２９６１１８）比较发现，核苷酸发生了明

显的遗传变异，相似性分别为８６％和８７％。Ｃａｎｏ

等［１５］指出对ＰＴＶＶＰ１蛋白基因组的比较分析有可

能是鉴别不同毒株血清型的一个方法，于是作者将

ＰＴＶ ＨＢ 株与国内分离的ｊｉｌｉｎ／２００３株、Ｓｗｉｎｅ／

ＣＨ／ＩＭＨ／０３株、ＪＦ６１３株的 ＶＰ１蛋白全基因序列

进行了比对，核苷酸相似性分别为１００％、６６％和

７３％，从而为进一步深入研究猪捷申病毒在我国的

遗传变异及其与生物学特性的关系提供参考。
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