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［摘　要］　从河南省某规模化猪场的死亡仔猪中分离到 １株疑似猪伪狂犬病病毒，命名为

ＺＹ－２０１４株，并对其进行了ＰＣＲ鉴定、ｇＥ基因序列分析、动物感染试验等鉴定。病毒经ｖｅｒｏ细胞培

养可产生典型细胞病变，用Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法测定病毒的滴度为１０７．４ＴＣＩＤ５０／１００μＬ。分离病毒基

因组ＤＮＡ经过ｇＤ、ｇＥ、ｇＧ、三对特异性检测引物扩增后，均出现伪狂犬病毒特异性目的条带，分别为

２１７ｂｐ、６３６ｂｐ、１４４０ｂｐ。测序结果与预期结果相符。将ＺＹ－２０１４毒株ｇＥ基因测序结果与１０个新

分离毒株、１４个经典毒株进行同源性比对分析，其核苷酸及推导的氨基酸序列与国内２０１２年以来

新分离毒株的同源性分别为９９．６％～１００％和９９．１％～１００％，与２０１２年以前分离毒株核苷酸及推

导的氨基酸序列的同源性分别为９７．７％～９９．６％ 和９５．７％～９９．３％。遗传进化树结果显示，所分

离的ＺＹ－２０１４毒株与２０１２年以来新分离毒株同属一分支，与经典毒株分属不同进化分支。动物

攻毒试验中，家兔和小鼠均出现明显的伪狂犬病临床症状。鉴定试验表明，分离株 ＺＹ－２０１４是一

株猪伪狂犬变异毒株。
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　　伪狂犬病（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ，ＰＲ）是由伪狂犬病毒

（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）引起的一种急性传染病，

国际动物卫生组织（ＯＩＥ）将其列为 Ｂ类传染病［１］。

猪是伪狂犬病的最主要宿主，猪感染 ＰＲＶ后的临

床症状随着年龄不同差异很大。新生仔猪及１５日

龄以内的仔猪表现明显的神经症状，死亡率达

１００％。育肥猪常呈隐形感染，成年猪感染后多耐

过，但长期排毒，表现为流产、死胎、木乃伊胎等［２］。

在规模化猪场，一般采用 ＰＲＶ基因缺失疫苗对猪

伪狂犬病进行免疫预防［３］。虽然偶尔有病毒分离

的报道，但总体而言该病得到了有效的控制［４］。

２０１１年猪伪狂犬病疫情率先在华北暴发以来，许多

使用基因缺失活疫苗免疫的规模化猪场出现了疑似

伪狂犬病流行［５］，各科研单位从不同地区发病死亡

的仔猪组织中分离到多株伪狂犬病毒变异株［６－８］。

２０１４年河南省某规模化猪场在已免疫过ＰＲＶｇＥ基

因缺失疫苗（Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１株）的情况下，仔猪出现疑

似ＰＲ典型症状并死亡，本实验室从死亡仔猪的脑组

织、肺脏、肾脏中分离到１株疑似猪伪狂犬病病毒，

命名为ＺＹ－２０１４株，并对其进行了鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基、胎牛清血、

２×ＭＥＭ培养基为 Ｇｉｂｃｏ公司产品。病毒基因组

ＤＮＡ提取试剂盒为 ＱＩＡＧＥＮ公司产品。质粒小提

试剂盒、凝胶回收试剂盒为琼脂糖为Ｏｍｅｇａ公司产

品。ＤＨ５α感受态细胞为天根生化科技（北京）有

限公司产品；Ｔ载体、ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００、ＴａＫａＲａ

ＬＡＴａｑ ｗｉｔｈＧＣｂｕｆｆｅｒ为宝生物工程（大连）有限

公司产品；细胞培养板Ｃｏｒｎｉｎｇ为康宁公司产品；低

熔点琼脂为 ＰＲＯＭＥＧＡ公司产品；中性红为 ｓｉｇｍａ

公司产品。

１．１．２　病料及血清　病料来自于２头出现猪伪狂

犬典型症状死亡仔猪的脑组织、肺脏、肾脏。

１．１．３实验动物　ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠购自北京维

通利华实验动物技术有限公司；普通级大耳白兔购

自北京芳元缘养殖场。

１．２　方法

１．２．１　病料处理　取病料进行研磨，用ＤＭＥＭ培养

液制成 １∶５乳剂，反复冻融三次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ后，取上清液经０．２２μｍ滤膜过滤，加入青霉素

溶液至最终浓度为３００ＩＵ／ｍＬ、链霉素为１００μｇ／ｍＬ。

１．２．２　病毒分离及鉴定

１．２．２．１　细胞接种试验　接种０．５ｍＬ病毒滤液

于长成单层的Ｖｅｒｏ细胞，连续观察细胞生长状态，

接种后 ３６～７２ｈ，细胞应出现典型的细胞病变

（ＣＰＥ），表现为细胞变圆，拉网、脱落。如第一次接

种不出现细胞病变，应将细胞培养物冻融后盲传

三代。

１．２．２．２　ＰＲＶ蚀斑克隆纯化用 ＤＭＥＭ　将 ＰＲＶ

病毒液做１０倍系列稀释，将１０－６、１０－５、１０－４、１０－３

稀释病毒液接种于长满 Ｖｅｒｏ细胞单层的 ６孔板

中，每孔接０．５ｍＬ，同时设一未添加该病毒的阴性

对照孔。３７℃吸附１．５ｈ后吸去病毒液，等比例加

入５７℃预温的２％琼脂糖和３７℃预温的２×ＭＥＭ

养液２．０ｍＬ，在３７℃的５％ＣＯ２培养箱中倒置培

养。４８ｈ后添加１．０ｍＬ含有０．０１％中性红染液的

营养琼脂，第二层琼脂加入后观察蚀斑的大小、形

态和出现时间。将挑取的蚀斑放入５００μＬＤＭＥＭ

的离心管中，经冻融后以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

取上清按上述方法重复克隆 ２次后，进行扩大培

养，测定克隆毒株的病毒含量。
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１．２．２．３　病毒滴度的测定　将纯化收集的病

毒原液用细胞维持液进行连续 １０倍倍比稀释

（１０－３～１０－９）后，按 １００μＬ／孔接种长满单层

ｖｅｒｏ细胞的９６孔板，每个稀释度做８孔，加入等

量的维持液作为阴性对照，置于３７℃的５％ＣＯ２
培养箱中培养，接种１２ｈ后开始观察记录 ＣＰＥ，

观察９６ｈ后统计ＣＰＥ结果，用Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法

计算病毒的 ＴＣＩＤ５０。

１．２．３　病毒的ＰＣＲ检测及ｇＥ基因序列分析

１．２．３．１　引物设计　参考“国标 ＧＢ／Ｔ１８６４１－

２００２伪狂犬病诊断技术”扩增伪狂犬病毒 ｇＤ基因

中４３４～６５１ｂｐ之间２１７ｂｐ基因片段，序列为：上

游引物Ｐ１：５’－ＣＡＧＧＡＧＧＡＣＧＡＧＣＴＧＧＧＧＣＴ－３’，

下游引物Ｐ２：５’－ＧＴＣＣＡＣＧＣＣＣＣＧＣＴＴＧＡＡＧＣＴ－３’。

设计合成针对猪伪狂犬病病毒 ｇＥ基因特异性引

物，上游引物Ｐ３：５’－ＡＴＧＡＡＴＴＣＧＡＧＧＣＣＧＡＣＧＡＣ－

ＧＡＴＧＡＣＣ－３’，下游引物Ｐ４：５’－ＴＡＡＡＧＣＴＴＣＧＴＧ

ＧＣＧＧＴＡＡＡＧＴＴＣＴＣＡ－３’，目的片段大小为６３６ｂｐ。

设计合成针对猪伪狂犬病病毒 ｇＧ基因特异性引

物上游引物Ｐ５：５’－ＡＴＧＡＡＴＴＣＡＧＡＧＡＧＧＣＣＣＣＴＣ－

ＧＧＧＡ－３’，下游引物Ｐ６：５’－ＴＡＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＧＣＧ－

ＧＡＧＧＣＣＡＣＧＴ－３’，目的片段大小为１４４０ｂｐ。同时

设计扩增ＰＲＶｇＥ全基因的特异性引物。引物由宝

生物工程（大连）有限公司合成。

１．２．３．２　目的基因的扩增与克隆　取２００μＬ病

毒液，按照病毒基因组提取试剂盒说明书提取ＰＲＶ

基因组。用所设计的特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，

扩增体系为 ５０μＬ，其中 ２×ＧＣｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ）２μＬ，上下游引物

（１０ｐｍｏｌ／ｍＬ）各１μＬ，ＤＮＡ模板４μＬ，ＬＡＴａｑ酶

０．５μＬ，补充无菌去离子水至终体积５０μＬ。反应

条件为：９５℃５ｍｉｎ预变性；９５℃４５ｓ，５８℃３０ｓ，

７２℃ ４５ｓ，３５个循环后；７２℃ １０ｍｉｎ。取 ＰＣＲ产

物１０μＬ，置于浓度为１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶上电泳。

１．２．３．３　ｇＥ基因序列分析　将扩增的ＰＲＶｇＥ全

长 ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，阳性重组质

粒送由宝生物工程（大连）有限公司进行序列测定。

利用基因分析软件 ＤＮＡＳｔａｒ中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ对

ＺＹ－２０１４毒株 ｇＥ测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中登陆的

１０个新分离毒株、１４个经典毒株进行同源性比对

分析，并使用 Ｍｅｇａ４．０软件构建遗传进化树。

１．２．４　动物感染试验

１．２．４．１　病毒感染小鼠试验　取１０只 ＢＡＬＢ／Ｃ

小鼠，分为三组。第１组和第２组各４只小鼠，分

别在其背部皮下多点接种１００μＬ１０６．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ、

１０５．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ两个不同浓度的病毒稀释液，第三

组接种细胞培养液作为对照，隔离观察。

１．２．４．２　病毒感染家兔试验　取４只健康且体况

相似的成年雄兔，分为２组，分别在其后肢大腿肌

肉接种０．４ｍＬ１０８．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ、１０
６．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ两

个不同浓度病毒稀释液，每个浓度各两只。观察其

发病情况。

２　结 果

２．１　病毒的分离鉴定　病料组织接种 ｖｅｒｏ细胞

后，２４ｈ出现明显的 ＣＰＥ，可见细胞圆缩，出现空

泡，随后细胞聚集成合胞体，４８ｈ后细胞开始溶解，

出现大面积脱落（图１）。

２．２　ＰＲＶ蚀斑克隆纯化　将分离到的ＺＹ－２０１４毒

株进行蚀斑纯化，蚀斑形态较为均一，大小为（０．５±

０．０１）ｍｍ，蚀斑形态见图２，蚀斑中心为不着色的死

亡细胞，周围正常细胞被中性红染成红色。病毒经

过两次蚀斑纯化，病毒滴度为１０７．４ＴＣＩＤ５０／１００μＬ。

２．３　病毒的ＰＣＲ检测　将分离到的 ＺＹ－２０１４毒

株基因组ＤＮＡ经过 ｇＤ、ｇＥ、ｇＧ三对特异性检测引

物扩增后，均出现ｇＤ、ｇＥ、ｇＧ部分基因的特异性目

的条带，条带大小（图３）与测序结果均与预期结果

相符。

２．４　ｇＥ基因序列分析　重组质粒测序结果表明

ＺＹ－２０１４毒株 ｇＥ基因完整的阅读框全长 １７４０

ｂｐ，编码５７９个氨基酸。ＺＹ－２０１４毒株 ｇＥ基因核

苷酸及推导的氨基酸序列与国内２０１２年以来新分

离毒株的同源性分别为９９．６％ ～１００％和９９．１％

～１００％。与２０１２年以前分离毒株核苷酸及推导

的氨基酸序列的同源性分别为９７．７％～９９．６％ 和

９５．７％～９９．３％。其中 ＺＹ－２０１４毒株 ｇＥ基因核

苷酸的同源性与ＪＳ－２０１２株、ＨＮＸＸ－２０１２株、

·３·
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ＺＭ－２０１２株为１００％，与 ＧＤＳＨ－１９９９株、Ｅａ－１９９８

株的核苷酸同源性分别为９９．６％和９９．５％，与韩

国Ｙａｎｇｓａｎ－２００３株、马来西亚Ｐ－ＰｒＶ－２００８的同

源性分别为９９．５％和９９．４％，而与美国Ｂｅｃｋｅｒ株、

匈牙利 Ｋａｐｌａｎ株、爱尔兰 Ｎｉａ－１株、西班牙

ＮｉＡ－３株的同源性较低为９７．７％～９７．９％。

通过对ｇＥ基因构建遗传进化树（图４），结果

表明遗传进化树出现两个较大的分支，分别为亚洲

毒株和欧美毒株。其中所分离的ＺＹ－２０１４毒株与

２０１２年以来新分离毒株同属一个大分支，与２０１２

年前经典毒株ＥＡ株、ＧＤＳＨ株、ＦＡ株、ＭｉｎＡ株、ＬＡ

株等分属不同进化分支，亲缘关系较近，与经典毒

株Ｂｅｃｋｅｒ株、Ｋａｐｌａｎ株、Ｎｉａ－１株、ＮｉＡ－３的亲缘

关系较远。

Ａ．正常的ｖｅｒｏ细胞；Ｂ．感染病毒后２４ｈ的ｖｅｒｏ细胞；

Ｃ．感染病毒后４８ｈ的ｖｅｒｏ细胞

图１　ＰＲＶＺＹ－２０１４毒株在ｖｅｒｏ细胞病变情况

Ａ．ＰＲＶ在ｖｅｒｏ细胞上形成蚀斑；Ｂ．单个ＰＲＶ蚀斑在显微镜下的形态

图２　ＰＲＶＺＹ－２０１４毒株在ｖｅｒｏ细胞上的蚀斑形态

Ａ：猪伪狂犬病毒ｇＤ片段（２１７ｂｐ）；１～２：病毒Ｆ１、Ｆ２代ｖｅｒｏ细胞培养物提取的基因组；

３：猪伪狂犬病毒ＨＢ９８株提取的基因组；４：阴性对照

Ｂ：猪伪狂犬病毒ｇＥ片段（６３６ｂｐ）；１～２：病毒Ｆ１、Ｆ２代ｖｅｒｏ细胞培养物提取的基因组；

３：阳性对照质粒ｐＥＴ３２ａ－Ｅ；４：阴性对照

Ｃ：猪伪狂犬病毒ｇＧ片段（１４４０ｂｐ）；１～２：病毒Ｆ１、Ｆ２代ｖｅｒｏ细胞培养物提取的基因组；

３：阳性对照质粒ｐＥＴ３２ａ－Ｇ；４：阴性对照

图３　ＰＲＶＺＹ－２０１４毒株ＰＣＲ鉴定结果

２．５　小鼠感染试验结果 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠攻毒 ４８ｈ

后，陆续出现伪狂犬典型的症状，全身奇痒，不断啃

咬接种部位导致皮肤出血，攻毒小鼠９６ｈ后陆续

出现死亡，５ｄ后第１组小鼠全部死亡，第２组存活

１只小鼠。对照组小鼠无异常表现，见图５。

·４·
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图４　不同ＰＲＶ毒株ｇＥ基因的遗传进化树

Ａ．正常小鼠；Ｂ．攻毒小鼠啃咬注射部位；Ｃ．攻毒小鼠死亡

图５　ＰＲＶＺＹ－２０１４毒株小鼠感染试验

２．６　家兔感染试验结果家兔接毒后２４～３６ｈ，表

现精神亢奋，食欲减退，啃咬接种部位，接毒 ４０ｈ

后高剂量组的两只家兔出现典型角弓反张肌肉颤

抖等神经症状后相继死亡。低剂量组的两只家兔

啃咬接种部位至皮肤出血，６０ｈ后出现神经症状后

相继出现死亡，见图６。

Ａ．正常家兔；Ｂ．接毒后家兔啃咬注射部位；Ｃ．１０７．４ＴＣＩＤ５０攻毒剂量家兔死亡；Ｄ．１０５．４ＴＣＩＤ５０攻毒剂量家兔死亡

图６　ＰＲＶＺＹ－２０１４毒株家兔感染试验

·５·
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３　讨论与小结

２０１１年以来，各科研单位从我国相继暴发猪伪

狂犬病的猪场中分离到多株伪狂犬病毒，中国农业

科学院上海兽医研究所童光志研究员团队分离到

了ＨｅＮ１株［６］、ＪＳ－２０１２株［９］，哈尔滨兽医研究所

仇化吉研究员团队分离的 ＴＪ株［７］，南京农业大学

姜平教授的团队分离的 ＺＪ０１株［８］等。序列分析表

明伪狂犬新分离毒株存在变异，变异株致病性较之

前的伪狂犬病毒有所增强，而且由于抗原性发生变

异，现有的ｇＥ基因缺失疫苗不能针对新的流行毒

提供完全的临床保护。流行毒株 ｇＥ基因序列与以

往发表的相关序列比对显示，这些分离株均属于一

个相对独立的分支［１０］。

本研究从已免疫过 ＰＲＶｇＥ基因缺失疫苗

（Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１株）的死亡仔猪中分离到１株猪伪狂

犬病病毒，经蚀斑纯化，ＰＣＲ鉴定、动物感染试验等

方法鉴定为猪伪狂犬病毒，命名为 ＺＹ－２０１４株。

重组质粒测序结果表明 ＺＹ－２０１４毒株 ｇＥ基因完

整的阅读框全长 １７４０ｂｐ，编码 ５７９个氨基酸。

ＺＹ－２０１４毒株ｇＥ基因核苷酸及推导的氨基酸序列

与国内２０１２年以来新分离毒株的同源性分别为

９９．６％～１００％和９９．１％ ～１００％，与２０１２年以前

分离毒株核苷酸及推导的氨基酸序列的同源性分

别为９７．７％～９９．６％ 和９５．７％～９９．３％。遗传进

化树结果表明所分离的 ＺＹ－２０１４毒株与２０１２年

以来新分离毒株，如 ＨｅＮ１株、ＪＳ－２０１２株、

ＺＪ０１株同属一个大分支，与２０１２年前经典毒株ＥＡ

株、ＧＤＳＨ株、ＦＡ株、ＭｉｎＡ株、ＬＡ株等分属不同进

化分支，亲缘关系较近，与经典毒株 Ｂｅｃｋｅｒ株、

Ｋａｐｌａｎ株、Ｎｉａ－１株、ＮｉＡ－３的亲缘关系较远。此

外赵鸿远［１０］、张青占［１１］、陈秋勇［１２］等报道新分离

毒株具有相同的分子特征，即在 ｇＥ基因第４８位和

第４９２～４９６位各有１个天冬氨酸的插入，而２０１２

年前分离到的毒株只有个别位置插入一个氨基酸，

绝大部分没有插入。ＺＹ－２０１４株在４８ａａ处４９２ａａ

处各插入一个天冬氨酸，与报道相符，进一步证

ＺＹ－２０１４株属于新流行毒株。

本研究分离到的 ＺＹ－２０１４株与国内２０１２年

以来流行的变异株具有很高的同源性，为新的伪狂

犬变异毒株，这将为伪狂犬病防控提供流行病学依

据并为伪狂犬新型疫苗的研制奠定基础。
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