
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

'

#$

#$!%!#$!'

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%1'&/'&%(

犬细小病毒
+=YLU[

毒株的分离鉴定

及其基因组变异分析

孙
!

明%

!邓小雨%

!刘巧荣%

!马永缨%

!张
!

丽%

!卢会英%

!刘伯华%

!杨欣艳%

!陈西钊%

!

0

"

"

%'

北京世纪元亨动物防疫技术有限公司!北京
%&&&(2

(

0'

中国动物疫病预防控制中心!北京
%&&%02

#

摘
!

要!为分析当前犬细小病毒"

F?-$-B

Q

?ET#T$EH,

!

4Ya

#基因组遗传变异情况!本研究从细小病毒阳性患犬粪便

中分离到一株病毒!经过病毒的形态学观察'血凝试验'动物回归试验以及分子生物学鉴定!分离的病毒确实为犬

细小病毒!并命名为
4Ya!̂ J

&病毒分离结果显示!病料接种
;!10

细胞能产生典型的细胞病变!病毒能凝集猪红

细胞!在电子显微镜下呈圆形或六边形!无囊膜!直径约为
0&-6

&动物回归试验复制出了犬细小病毒病典型症状$

出血性肠炎'肝水肿'肺淤血&全基因组序列测定与分析显示!其基因组全长为
)/0%-R

!与
0&%%

年兰州分离的

4Ya!\L0

分离株基因组相似性最高!为
//d

(

aY0

氨基酸进化树显示!

4Ya!̂ J

分离株与
0&%*!<K!Y01

"中国#分离

株和
M̂ *&.

"乌拉圭#分离株在同一个小的分支上&与
3B-<?-D

上收录的
4Ya

代表株的
%H0

基因比对!核苷酸和

氨基酸相似性分别是
/(d

'

//')d

和
/1'%d

'

//'2d

&以上试验结果表明!成功分离一株
4Ya

变异株!这些数据

将为
4Ya

的流行情况和防控提供基础&
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明等$犬细小病毒
4Ya!̂ J

毒株的分离鉴定及其基因组变异分析
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犬细小病毒病 "

F?-$-B

Q

?ET#T$EH,"$,B?,B

!

4YX

#又称犬传染性肠炎或犬病毒性肠炎!是由犬细

小病毒"

F?-$-B

Q

?ET#T$EH,

!

4Ya

#引起的犬的一种急

性'接触性'致死性传染病)

%

*

&临床表现以急性出血

性肠炎和非化脓性心肌炎为特征!该病一年四季均可

发生!不同年龄'性别及品种的犬均易感!但多发于幼

犬!以发病急'病程短'传染性强'死亡率高为主要特

点)

0!)

*

&

4YX

是危害养犬业最为严重的传染病之一&

%/11

年美国学者
;'='>H

S

,RBE

等从患有出

血性肠炎的病犬粪便中首次观察到类似猫细小病毒

样颗粒)

2

*

&次年!几乎同时在美国'欧洲和澳大利亚

分离获得
4Ya

&为了区别于
%/.1

年由
\'5'<$--

等从健康犬粪便中分离到的犬极细小病毒"

6$-HRB

T$EH,#PF?-$-B

!

Za4

!习惯上也叫
4Ya!%

#

)

.

*

!而将

后来分离的病毒命名为犬细小病毒
0

型"

4Ya!0

#&

4Ya

呈世界性分布!血清学调查显示!

4Ya

阳性血

清在欧洲最早可以追溯到
%/1)

/

%/1.

年(在美国'加

拿大'日本和澳大利亚可以追溯到
%/1(

年&在我国!

梁士哲等于
%/(0

年首次报道了类似犬细小病毒感染

性肠炎!次年!徐汉坤等正式报道了该病的流行)

0

!

1

*

&

4Ya

在分类上属细小病毒科"

Y?ET#T$E$"?B

#!

细小病毒亚科"

Y?ET#T$E$-?B

#!细小病毒属"

Y?ET#!

T$EH,

#

)

(

*

&

4Ya

只有一个血清型!但不同毒株间抗

原性有所差异!自发现
4Ya

至今!共出现了
4Ya!

0?

'

4Ya!0O

'

4Ya!0F

三个抗原亚型&

4Ya

的基因

组是单股'负链'线性
X5;

!全长
2*&&

个核苷酸左

右&有
0

个开放阅读框!

2[

端
89W

编码非结构蛋白

"

..(

个氨基酸#!即早期转录的调节蛋白"

5:%

和

5:0

蛋白#(

*[

端
89W

编码结构蛋白"

100

个氨基

酸#!即晚期转录的病毒衣壳蛋白"

aY%

和
aY0

#&

整个编码区基因是互相重叠的!结构基因和非结构

基因各有一套早期启动子和晚期启动子&通过选择

性剪切
695;

前体形成不同的翻译模板!终止于共

同的
Y#@

I

"

;

#末端&

由于犬细小病毒新变异株的不断出现!临床上

使用的灭活疫苗与弱毒疫苗的免疫效果均有不同程

度的下降!导致免疫失败时有发生&故分离新的毒

株!对其基因组进行分析研究!了解和掌握目前流行

毒株的变异情况!为更有效地预防'控制犬细小病毒

病的发生提供理论依据&

#

!

材料与方法

#H#

!

材料

%'%'%

!

临床样品
!!

来自北京某比格犬养殖场
%

只

雌性经产犬!年龄约
0

岁!临床表现为发烧'呕吐'腹泻

等症状!经
Y49

检测为
4Ya

阳性!采集肠组织备用&

%'%'0

!

培养细胞'载体和菌株
!!

;!10

细胞为本

实验室保存!

Q

ZX%/!7

载体购自
7?=?9?

公司!

XJ2

"

大肠杆菌购自北京全式金生物技术有限公司&

%'%'*

!

主要试剂
! !

>̀ !B$

U

X5;

聚合酶'

"57Y

'

X5;

提取试剂盒均为
YE#6B

S

?

公司产品!

胶回收试剂盒购自
86B

S

?

公司!

XZ>Z

为
3$OF#

公司产品&注射用青霉素钠和注射用硫酸链霉素为

华北制药股份有限公司产品&

#H!

!

方法

%'0'%

!

病毒分离
!!

刮取肠内膜及肠内容物!用

XZ>Z

"含青'链霉素
0&&&VM

+

6\

h%

#冲洗并稀

释!

)&&&E

+

6$-

h%离心
0&6$-

!取上清!经
&'00

,

6

微孔滤膜过滤除菌后!接入
;!10

细胞!

*1 i

吸附

%A

后!加入含
0d

犊牛血清的
XZ>Z

维持液培养!

逐日观察有无细胞病变"

4Y>

#&

2"

后收获病毒!反

复冻融
*

次!连续盲传
2

代仍无病变视为阴性&出

现细胞病变达
(&d

时收获病毒液!经
h0&i

冻融
0

次后置
h1&i

保存备用&

%'0'0

!

病毒鉴定

%'0'0'%

!

血凝试验$取第
)

'

1

代细胞培养毒株!

采用微量血凝及血凝抑制试验鉴定分离病毒株的血

凝特性&

%'0'0'0

!

形态学鉴定$参考文献方法)

/

*对细胞培

养液进行负染!电镜观察&

%'0'0'*

!

病毒滴度测定$取该分离株反复冻融
*

次的
W)

代细胞培养物!用维持液将病毒进行
%&

h%

'

%&

h/系列稀释!分别接种在已长满
;!10

单层细胞

的
/.

孔细胞培养板中!每个稀释度接种
.

孔!每孔

&'%6\

!

*1 i

吸附
%A

加入维持液!置
*1 i 2d

48

0

培养箱培养!同时设只加维持液的细胞作为对

照!连续
1"

观察细胞病变并记录结果!按
9BB"!

ZHB-FA

法计算分离毒株的
74VX

2&

&

201%
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动物回归试验
!!

选择
JV

抗体
%

%u0&

的

.&

日龄健康比格犬
%&

只!随机编号!人工感染组
1

只"

%

-'

1

-

#!经口灌服
06\

病毒液"

74VX

2&

为

%&

h(')

+

6\

h%

#!对照组
*

只"

(

-'

%&

-

#!经相同途

径灌服
06\

细胞培养物!分别隔离观察饲养!每天

观察临床症状!并于第
*

天开始收集攻毒犬粪便!检

测病毒排放情况&

%'0')

!

基因组扩增及分析

%'0')'%

!

病毒
X5;

的提取$按试剂盒操作说明书

进行&

%'0')'0

!

引物设计$应用
X5;Z;5

软件针对

3B-<?-D

上收录的
4Ya

全基因序列设计
2

对引

物!由上海英骏生物技术有限公司合成&

表
#

!

+=Y

全基因扩增引物

.5E41#

!

=F7-1FA:8F5-

N

47:7C567898:+=Y

2

198-1

引物名称

YE$6BE-?6B

上游引物"

2[

#

*[

#

:B-,B

Q

E$6BE

下游引物"

2[

#

*[

#

;-R$,B-,B

Q

E$6BE

Y5:% ;774777;3;;44;;473;44; 34;;77747473;3477;;74

Y5:0 4337;;;477;;4;44;;473 ;347737347;7334773;3

Y5:* 4;733;44;34;;37;4;33; 7;7;;44733;334;4;;3744

YaY% ;7334;44744334;;; 4;474;7733734;;3;77374

YaY0 34433734;33;4;;37; 7;;4;7;7747;;3334;;;44

%'0')'*

!

4Ya

全基因组的扩增$以提取的
X5;

为模板!用设计的
2

对引物进行扩增&程序$

/2i

)6$-

(

/2i*&,

!

2&

'

2(i)2,

(

10i06$-

!

*2

个循环!

10i%&6$-

&扩增产物用
%'2d

琼脂糖凝

胶电泳鉴定并回收&回收产物与
Q

ZX%/!7

载体连

接!转化感受态细胞
XJ2

"

!

Y49

方法鉴定重组质

粒&将鉴定正确的阳性菌株送上海英骏生物技术有

限公司测序&

%'0')')

!

序列分析$将测序正确的各序列用

X5;Z;5

进行拼接!与
3B-<?-D

上国内外发表的

代表性
4Ya

基因组序列进行同源性分析比较!构建

系统发育树&

!

!

结
!

果

!H#

!

病毒分离和形态学观察

病料接种
;!10

细胞后出现明显细胞病变

"

4Y>

#!感染病毒的细胞表现为细胞膨大!变圆!并

有,拉网-现象!继而开始脱落"图略#!将出现
(&d

以上病变的培养物收集!

h0&i

反复冻融
*

次!备

用&并将分离的病毒命名为
4Ya!̂ J

&电子显微

镜观察结果显示!病毒粒子呈圆形或六边形!无囊

膜!直径
0&

'

00-6

!见图
%

&

!H!

!

血凝特性

用新鲜
%d

猪红细胞悬液进行检测!以每孔中

2&d

以上的红细胞出现凝集时判为阳性&结果显示

该分离株
)

'

1

代均能凝集猪红细胞!其凝集价可达

图
#

!

电子显微镜下的负染病毒粒子

S7

2

H#

!

,1

2

567M1A657979

2

M7F3A

N

5F67C41A39;1F141C6F89-7CF8AC8

N

1

0

(

'

0

/

&在血凝抑制试验中!该病毒可被
4Ya

阳性

血清所抑制&

!HI

!

病毒滴度测定

按
9BB"!ZHB-FA

法计算分离毒株
)

代毒的

74VX

2&

为
%&

h(')

+

6\

h%

&

!H%

!

动物回归试验

攻毒组各犬在感染后第
)

天出现不同程度的精

神沉郁'排便异常!出现软便'黏液便!并伴有呕吐症

状!随之停止进食(体温升高!最高达
)&i

&

1

只攻

毒犬在接种后
%&"

内死亡!致死率
%&&d

!剖检发现

攻毒犬呈脱水症状!小肠充血'淤血'甚至大面积坏

死!肠系膜充血'淤血!胃内有大量白色或黄色黏液'黏

膜有出血点!肝水肿'出血'坏死!脾肿大'淤血!肾盂融

合或皮质'髓质区界限不清!肺淤血'坏死!心包膜增

厚!胰腺肿大'有出血点等病理变化&感染组犬粪便

.01%
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明等$犬细小病毒
4Ya!̂ J

毒株的分离鉴定及其基因组变异分析

4Ya

检测结果均为阳性&而对照组健康情况均正常&

!H(

!

全基因组的扩增$克隆与鉴定

以细胞培养
)

代病毒提取的
X5;

为模板!用
2

对引物进行
Y49

扩增后!得到了与目的基因大小一

致的目的片段"图
0

#!其片段长度分别为
(%&

'

1.0

'

/0.

'

2&2

和
0&*/-R

&与
Q

ZX%/!7

克隆载体连接

后!取鉴定为阳性的样品测序&

%

'

2'

扩增的目的片段(

Z'X\0&&&X5;

相对分子质量标准

%!2'Y49

Q

E#"HFR#PPE?

S

6B-R,#P4Ya

S

B-#6B

(

Z'X5;

6?EDBE

"

X\0&&&

#

图
!

!

+=Y

全基因组的克隆

S7

2

H!

!

+4891A8:+=Y

2

198-1

!H)

!

基因组特征

将
2

个片段进行拼接!

Y4a!̂ J

基因组全长

)/0%-R

"

3B-<?-D

登录号为
=̂ )&*//(

#&

4Ya

基

因组有
0

个开放阅读框!分别编码早期转录的调节

蛋白"

5:%

和
5:0

#和晚期转录的病毒衣壳蛋白

"

aY%

和
aY0

#&非结构蛋白
5:%

和
5:0

共长

0&&1-R

!位于基因组的
01*

'

001/-R

之间&结构

蛋白
aY%

和
aY0

编码基因位于基因组的
00(*

'

)2*(-R

之间!长
002.-R

!中间有长
10-R

的间隔

序列&

2[!

端有回文序列形成的发夹结构!

*[!

端有一

个拷贝的长约
.&-R

的重复序列&全基因组序列比

对结果显示!

4Ya!̂ J

毒株与
0&%%

年兰州分离的

4Ya!\L0

分离株相似性最高!为
//d

&

9-%

基因

推导的氨基酸序列与
4Ya!\L0

分离株
5:%

相似性

为
//'22d

!有
*

处发生变异"表
0

#&同时!

%H%

基

因氨基酸序列也出现了
*

处变异"表
0

#!其中第一

处变异存在于
02

位的间隔序列位置!

%H0

基因氨

基酸有两处发生变异!具体见表
0

&

表
!

!

+=YLU[

毒株和
+=YLKb!

毒株
,<#

$

Y=#

和
Y=!

氨基酸序列突变位点

.5E41!

!

.>15-7985C7;-3656789A761AE16?119+=YLU[59;+=YLKb!A6F579A

毒株名称

a$EH,,RE?$-

氨基酸位点
;6$-#?F$",$RB,

5:% aY% aY0

%/

位
2))

位
2(*

位
02

位
2)/

位
2./

位
)&.

位
)0.

位

4Ya!̂ J = W = Z : 5 : 5

4Ya!\L0 9 ^ > V 7 X 7 X

!H$

!

Y=!

核苷酸和氨基酸序列分析

分离株
4Ya!̂ J

的
%H0

基因包括
%122

个核

苷酸!编码
2()

个氨基酸&氨基酸序列进化树显示!

4Ya!̂ J

分离株与
0&%*!<K!Y01

"中国#分离株和

M̂ *&.

"乌拉圭#分离株在同一个小的分支上!见

图
*

&与
3B-<?-D

上收录的
4Ya

代表株的
%H0

基

因比对!核苷酸和氨基酸相似性分别是
/(d

'

//')d

和
/1'%d

'

//'2d

&根据第
)0.

位氨基酸残基的

变异情况!该分离株为
4Ya!0?

型&

I

!

讨
!

论

4Ya

在我国的流行!以
4Ya!0?

亚型为主!

4Ya!0O

伴随存在!

4Ya!0F

偶尔存在)

%

!

%&

*

&目前!

我国主要使用
4Ya!0

型疫苗!鉴于这种情况以及常

出现的免疫失败现象!对国内犬细小病毒抗原变异

株的分子流行病学检测势在必行&本研究从疑似犬

细小病毒感染病例中用
;!10

细胞分离出一株病

毒!经病毒形态学鉴定'血凝特性'动物回归试验以

及全基因组测定等分子生物学鉴定!成功分离出一

株犬细小病毒
4Ya!̂ J

!属于
4Ya!0?

型&

动物回归试验表明!

4Ya!̂ J

分离株为强毒

株&可致比格犬出现细小病毒典型临床症状!死亡

率
%&&d

!这与王建科等报道结果一致)

%%

*

&可用于

建立犬细小病毒病攻毒模型!同时为开发新的疫苗

奠定基础&基因组测序结果显示
4Ya!̂ J

基因组

全长
)/0%-R

&

4Ya

基因组有
0

个开放阅读框!分

别编码早期转录的调节蛋白"

5:%

和
5:0

#和晚期

转录的病毒衣壳蛋白"

aY%

和
aY0

#&细小病毒具

有特征性的末端重复序列)

%0

*

!

4Ya

的第一个末端重

复序列起始于终止密码附近的外显子处!长约
.&-R

!

101%
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!
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)(

卷
!

图
I

!

Y=!

氨基酸遗传进化树

S7

2

HI

!

=>

@

48

2

19167C6F118:Y=!5-7985C7;A8:C59791

N

5FM8M7F3A

另一个
.&-R

的末端重复序列起始于下游的
12-R

处&

4Ya!0

和早期
4Ya!0?

第一个末端重复序列都

是
0

个拷贝!但是目前流行的
4Ya!0?

和
4Ya!0O

多是
%

个拷贝&第二个末端重复序列的变化较大!

%/((

年
;'Y'9BB"

等检测的
4Ya!5

是
*

个拷

贝)

%0

*

!

%/(2

年
:'\'

0

9A#"B

检测的
4Ya!<

是
%

个拷贝)

%*

*

&本研究结果显示!

4Ya!̂ J

毒株在
2[!

端有回文序列形成的发夹结构!

*[!

端有
%

个拷贝的

长约
.&-R

的重复序列&末端重复序列的具体功能

目前尚不清楚&有学者认为末端重复序列的作用是

调节
X5;

的长度到最佳!以使他们恰好包装在各

自的衣壳中)

%*

*

(也有学者认为是调节转录)

%)

*

&

:'

\'

0

9A#"B

的研究表明!将大鼠
J%

细小病毒在

5<

细胞上传代!其
2[

末端出现重复序列!认为是由

于细胞传代造成)

%2

*

&但从细小病毒拥有的重复序

列拷贝数!可以推测这两个末端重复序列对
4Ya

只

有
%

个拷贝就足够&

aY0

氨基酸进化树显示!

4Ya!̂ J

分离株与

0&%*!<K!Y01

"中国#分离株和
M̂ *&.

"乌拉圭#分离

株亲缘关系最为接近&全基因组序列比对结果显

示!

4Ya!̂ J

毒株与
0&%%

年兰州分离的
4Ya!\L0

分离株相似性最高"为
//d

#!

%H0

基因编码氨基酸

第
)&.

位由
7

突变成
:

!第
)0.

位由
X

变成
5

!

%H%

基因编码氨基酸序列出现了
*

处变异&其中第一处

变异出现于
02

位!此位置处于间隔序列位置!目前

关于犬细小病毒
aY%

间隔序列的相关研究尚有欠

缺!剪切方式和具体位置尚未确定!故本毒株此位置

氨基酸的变异是否会直接导致病毒毒力的变化!是否

与病毒的进化和致病性有关还有待进一步的研究&

本研究为
4Ya

的分子生物学提供了数据!为犬

细小病毒病的预防和控制提供了一定的参考依据!

也为犬细小病毒流行病学调查'新型疫苗开发以及

分析生产实践中免疫失败的原因提供素材&

%

!

结
!

论

成功分离到一株
4Ya!0?

亚型分离株!并命名

为
4Ya!̂ J

&其基因组全长为
)/0%-R

"

3B-<?-D

登录号为
=̂ )&*//(

#!与
0&%%

年兰州分离的
4Ya!

(01%
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毒株的分离鉴定及其基因组变异分析

\L0

分离株基因组相似性最高!为
//d

(

aY0

氨基

酸进化树显示!

4Ya!̂ J

分离株与
0&%*!<K!Y01

"中

国#分离株和
M̂ *&.

"乌拉圭#分离株在同一小的分

支上&
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