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［摘　 要］ 　 为了解我国吉林省某地区猪伪狂犬病毒流行株 ＪＬ１ 株的遗传变异情况，对 ＰＲＶ ＪＬ１ 株

ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因进行克隆测序，并与 ＧｅｎＢａｎｋ 上发表的国内外毒株进行序列分析和遗传进

化分析。 结果显示，ＪＬ１ 株 ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因与国内外其他参考毒株的核苷酸同源性为

９９．６％～１００％， ９６．４％～９９．９％， ９８．８％ ～ ９９．９％， ９８．１％ ～ ９９．９％， ９８．４％ ～ ９９．９％；氨基酸同源性为

９９．４％～１００％，９４．３％～９９．７％， ９７．３％～９９．８％， ９５．７％～９９．５％， ９７％～９９．７％。 氨基酸多序列比对发

现，ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ｇＥ 基因第 ４８ 位和 ４９６ 位各插入一个天冬氨酸（Ｄ），与流行变异株的基因特征一致；
同时 ｇＤ 基因、ｇＩ 基因和 ｇＢ 基因分别有不同数量的氨基酸的插入和缺失。 遗传进化分析表明，ＪＬ１
株与国内近年来分离的流行毒株亲缘关系较近，尤其与 ＪＳ－２０１２ 流行毒株亲缘关系相对最近，而与

国外分离的经典毒株亲缘关系较远。 通过对 ＰＲＶ ＪＬ１ 流行毒株的重要基因进行遗传变异分析，进
一步了解 ＰＲＶ 变异情况，可为当前流行的猪伪狂犬病防控以及疫苗的研究提供参考依据。
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Ｃｈｉｎａ． ＴＫ， ｇＩ， ｇＤ， ｇＥ ａｎｄ ｇＢ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ， ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗｉｔｈ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ
ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｇｅｎｂａｎｋ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＴＫ， ｇＤ， ｇＩ， ｇＥ ａｎｄ ｇＢ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ９９．６％～１００％，９６．４％ ～９９．９％，９８．８％ ～９９．９％，９８．１％ ～ ９９．９％，９８．４％ ～
９９．９％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｅｒｅ ９９．４％ ～ １００％，９４． ３％ ～ ９９． ７％， ９７． ３％ ～ ９９． ８％， ９５． ７％ ～
９９．５％， ９７％～９９．７％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｗｏ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ４８（Ｄ） ａｎｄ ４９６（Ｄ） ｉｎ ｇＥ ｏｆ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ
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ｖａｒｉａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｇＤ， ｇＩ ａｎｄ
ｇＢ ｇｅｎｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ
ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｆａｒ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｆｏｒｅｉｇｎ－ｃｏｕｎｔｒｙ． Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ， ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｉｓｏｌａｔｅｄｓ ｆｒｏｍ Ｊｉｌｉｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＶ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ＰＲＶ ａｎｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ； ｖａｒｉａｔｉｏｎ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 猪伪狂犬病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ Ｖｉｒｕｓ，
ＰＲＶ）是猪伪狂犬病病原体［１］，可引起新生仔猪的

致命感染、育肥猪呼吸道症状和母猪繁殖障碍，给
养猪业造成严重经济影响［２］。 ＰＲＶ 的一些主要糖

蛋白参与病毒复制和传播，其中 ｇＥ 和 ｇＩ 基因是

ＰＲＶ 增殖的非必需蛋白，同时具有协同控制毒力的

功能，ｇＥ 基因还可作为鉴别野毒感染和疫苗免疫

的重要蛋白［３－５］。 ｇＤ 和 ｇＢ 糖蛋白是病毒复制所必

需的糖蛋白，同时也是 ＰＲＶ 重要的免疫原性蛋白，
诱导机体产生中和抗体和细胞免疫反应［６－７］。 ＴＫ 基

因（胸苷激酶）是 ＰＲＶ 的非必需和主要的毒力基因，
对病毒在中枢神经系统中的复制起重要作用［８］。

自 ２０１２ 年以来，中国许多 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗免

疫猪场再次爆发猪伪狂犬病，特别是在猪群密集地

区广泛传播。 在我国多个省份的猪伪狂犬病疫苗

免疫猪场的发病率和死亡率呈不断上升趋势，研究

表明一些重要的糖蛋白在多个方面有一定程度的

变异，出现了新的发病特征，存在毒力增强的情况，

疫情更加难以控制，给养猪业构成了严重的经济负

担。 为了解吉林省某地区分离的 ＰＲＶ ＪＬ１ 株的遗

传变异情况，对其主要基因进行克隆测序及遗传变

异分析，以期为今后吉林省 ＰＲＶ 新型疫苗的研制

和猪伪狂犬病的预防和净化提供参考。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 病毒与试剂　 ＰＲＶ ＪＬ１ 流行毒株，实验室保

存；大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞，ｐＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ，
Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒ⁃
ａｓｅ，Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００， ２５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 均购自

ＴａＫａＲａ 公司；ＤＮＡ Ｖｉｒｕｓ Ｋｉｔ 购自 ＯＭＧＥＡ 公司；凝
胶回收试剂盒及质粒提取试剂盒购自 Ｏｘｙｇｅｎ 公司。
１．１．２　 引物设计与合成　 按照 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＢＫ００１７４４ 中的 ＰＲＶ ＴＫ、ｇＤ、ｇＩ、ｇＥ 和 ｇＢ 全基因序

列设计 ５ 对特异性引物（表 １），扩增目的片段大小

分别为 ９６３、１１０１、１２０３、１７３４ 和 ２７４２ ｂｐ。 引物均

由库美生物工程有限公司合成。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５＇－３＇）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５＇－３＇）

片段长度 ／ ｂｐ
Ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

ＴＫ－Ｆ 　 　 　 　 　 ５＇－ＡＴＧＣＧＣＡＴＣＣＴＣＣＧＧＡＴＣＴＡＣ－ ３＇

ＴＫ－Ｒ 　 　 　 　 　 ５＇－ＴＣＡＣＡＣＣＣＣＣＡＴＣＴＣＣＧＡＣＧ－３＇
９６３

ｇＩ－Ｆ 　 　 　 　 　 ５＇－ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＧＴＧＧＣＧＣＧＣ－３＇

ｇＩ－Ｒ 　 　 　 　 　 ５＇－ＴＴＡＴＴＧＴＴＣＣＴＣＴＧＣＧＡＴＧＧＴＧＧ－３＇
１１０１

ｇＤ－Ｆ 　 　 　 　 　 ５＇－ＡＴＧＣＴＧＣＴＣＧＣＡＧＣＧＣＴＡＴＴＧ－３＇

ｇＤ－Ｒ 　 　 　 　 　 ５＇－ＣＴＡＣＧＧＡＣＣＧＧＧＣＴＧＣＧＣＴ－３＇
１２０３

ｇＥ－Ｆ 　 　 　 　 　 ５＇－ＡＴＧＣＧＧＣＣＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＣＧ－３＇

ｇＥ－Ｒ 　 　 　 　 　 ５＇－ＴＴＡＡＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＣＡＴＴＣＡ－３＇
１７３４

ｇＢ－Ｆ 　 　 　 　 　 ５＇－ＣＴＡＣＡＧＧＧＣＧＴＣＧＧＧＧＴＣＣＴＣＧＣＴＣＴＣ－３＇

ｇＢ－Ｒ 　 　 　 　 　 ５＇－ＡＴＧＣＣＣＧＣＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＣＴＴＴＧＧ－３＇
２７４２
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１．２　 方法

１．２．１　 病毒基因组 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ 扩增 　 按照

ＯＭＧＥＡ 公司的 Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 说明书提取 ＤＮＡ，并
以提取的 ＰＲＶ 基因组 ＤＮＡ 为模板，对实验室保存

的 ＪＬ１ 毒株的 ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因分别进行

ＰＣＲ 扩增，反应体系为：Ｅｘ Ｔａｑ 酶 ０．２５ μＬ，ＧＣ ｂｕｆｆｅｒⅠ
１２．５ μＬ，ｄＮＴＰ ４ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，上、下游引物

各 ０．５ μＬ，ＤＥＰＣ 水补足于 ２５ μＬ。 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２５ μＬ，ＧＣ ｂｕｆｆｅｒ １２． ５ μＬ ，ｄＮＴＰ
２ μＬ，ＤＮＡ 模板 １ μＬ，上、下游引物各 ０． ５ μＬ，
ＤＥＰＣ 水补足于 ２５ μＬ。 ＴＫ、ｇＤ、ｇＩ 基因的 ＰＣＲ 反

应程序：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ４５ ｓ，５９ ℃退

火 １ ｍｉｎ，７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ。 ｇＥ、ｇＢ 基因 ＰＣＲ 反应程序：９８ ℃变性 １０ ｓ，
６０ ℃退火 ５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ ４０ ｓ ／ ２ ｍｉｎ ４０ ｓ，３０
个循环。 反应结束，取 ３ ～ ５ μＬ ＰＣＲ 扩增产物

经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定并观察其目的条带

大小。将剩余 ＰＣＲ 产物送生工生物公司进行测序

鉴定。
１．２．２　 目的基因克隆测序　 用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂

盒纯化回收目的片段，并与 ｐＭＤ１８－Ｔ 克隆载体于

１６ ℃下连接过夜，次日转入大肠杆菌感受态细胞

ＪＭ１０９ 中， 涂 布 于 含 氨 苄 青 霉 素 （ 终 浓 度 为

１００ μＬ ／ ｍＬ）的 ＬＢ 平板上，３７ ℃ 培养 １２ ～ １６ ｈ。
经蓝白斑筛选后，挑取单个菌落于 ６ ｍＬ 含氨苄青

霉素（终浓度为 １００ μＬ ／ ｍＬ）的 ＬＢ 液体培养基中，
３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２～１６ ｈ。 经 ＰＣＲ 鉴定正

确的阳性质粒送上海生工生物公司进行测序。
１．２．３ 　 遗传变异分析 　 利用 ＤＮＡＳＴＡＲ ＭｅｇＡｌｉｇｎ
软件将 ＰＲＶ ＪＬ１ 毒株与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中具有代

表性的参考毒株（表 ２）序列进行核苷酸及氨基酸

同源性分析以及多序列比对分析，再利用 Ｍｅｇａ６．０
软件的邻近法构建遗传进化树。

表 ２　 序列分析用 ＰＲＶ 参考毒株

Ｔａｂ ２　 ＰＲＶ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
毒株
ｓｔｒａｉｎ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

来源
Ｃｏｕｎｔｒｙ

分离年代
Ｙｅａｒ

参与比对基因
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｇｅｎｅ

Ｂａｒｔｈａ ＪＦ７９７２１７．１ Ｈｕｎｇａｒｙ １９６１ ＴＫ、ｇＤ、ｇＢ

Ｂｅｃｋｅｒ ＪＦ７９７２１９．１ ＵＳＡ １９７０ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

Ｋａｐｌａｎ ＪＦ７９７２１８．１ Ｈｕｎｇａｒｙ １９７１ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＮＩＡ３ ＫＵ９０００５９．１ Ｓｐａｉｎ １９５９ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＢＪ ／ ＹＴ ＫＣ９８１２３９．１ Ｃｈｉｎａ ２０１３ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＴＪ ＫＪ７８９１８２．１ Ｃｈｉｎａ ２０１２ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＪＳ－２０１２ ＫＰ２５７５９１．１ Ｃｈｉｎａ ２０１２ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＨＢ１２０１ ＫＵ０５７０８６．１ Ｃｈｉｎａ ２０１２ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＨｅＮ１ ＫＰ０９８５３４．１ Ｃｈｉｎａ ２０１２ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

Ｅａ ＫＵ３１５４３０．１ Ｃｈｉｎａ １９９８ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

Ｆａ ＫＭ１８９９１３．１ Ｃｈｉｎａ ２００１ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＳＣ ＫＴ８０９４２９．１ Ｃｈｉｎａ １９８７ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

Ｋｏｌｃｈｉｓ ＫＴ９８３８１１．１ Ｇｒｅｅｃｅ ２０１０ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＤＵＬ３４ｇｆｐ ＪＱ８０９３２９．１ Ｇｅｒｍａｎｙ ２０１２ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＨＮＢ ＫＭ１８９９１４．３ Ｃｈｉｎａ ２０１２ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＤＬ１４０８ ＫＵ３６０２５９．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＨＬＪ８ ＫＴ８２４７７１．１ Ｃｈｉｎａ ２０１３ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ

ＬＹ ＫＰ２５９８２４．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ＴＫ

ＬＹ ＫＰ２５９８２７．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＩ
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续表　
毒株
ｓｔｒａｉｎ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

来源
Ｃｏｕｎｔｒｙ

分离年代
Ｙｅａｒ

参与比对基因
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｇｅｎｅ

ＬＹ ＫＰ２５９８３１．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＤ

ＬＹ ＫＰ２５９８３０．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＥ

ＬＹ ＫＰ７１０９８０．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＢ

ＹＹ ＫＰ２５９８１５．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ＴＫ

ＹＹ ＫＰ２５９８１９．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＩ

ＹＹ ＫＰ２５９８１４．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＤ

ＹＹ ＫＰ２５９８２１．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＥ

ＹＹ ＫＰ７１０９８２．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＢ

ＧＡ ＫＰ２５９８３２．１ Ｃｈｉｎａ ２０１３ ＴＫ

ＧＡ ＫＰ２５９８３５．１ Ｃｈｉｎａ ２０１３ ｇＩ

ＧＡ ＫＰ２５９８３７．１ Ｃｈｉｎａ ２０１３ ｇＥ

ＧＡ ＫＰ７１０９７９．１ Ｃｈｉｎａ ２０１３ ｇＢ

ＨＮ－ＤＺ ＫＴ９４８０４３．１ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ｇＥ、ｇＢ

ＧＤ－ＹＦ ＫＴ９３６４７３．１ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ｇＥ、ｇＢ

ＧＤ－ＪＭ ＫＴ９３６４７０．１ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ｇＥ、ｇＢ

ＪＬ１ ＭＧ７３３２８２ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＴＫ

ＪＬ１ ＭＧ７３３２８１ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ｇＩ

ＪＬ１ ＭＧ７３３２７９ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ｇＤ

ＪＬ１ ＭＧ７３３２８０ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ｇＥ

ＪＬ１ ＭＧ７３３２７８ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ｇＢ

２　 结果与分析

２．１　 ＰＲＶ ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因的 ＰＣＲ 鉴定　

以提取的 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ＤＮＡ 为模板，使用 ＴＫ、ｇＩ、

ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因特异性引物进行的 ＰＣＲ 扩增，结

果如图 １ 所示，ＴＫ 基因约 ９６３ ｂｐ、ｇＩ 基因约 １１０１

ｂｐ、ｇＤ 基因约 １２０３ ｂｐ、ｇＥ 基因约 １７３４ ｂｐ、ｇＢ 基因

约 ２７４２ ｂｐ，结果出现与目的条带预期结果一致的

条带。

２．２　 ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因的序列分析

２．２．１　 同源性分析　 核苷酸和氨基酸同源性比对

结果显示，ＪＬ１ 株 ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因与 ２０１２ 年

以后国内分离的流行毒株如 ＢＪ ／ ＹＴ、ＪＳ－２０１２、ＴＪ、

ＨｅＮ１ 等 ＰＲＶ 变异株的核苷酸同源性为 ９９． ７％ ～

１００％；其氨基酸同源性为 ９９％ ～ １００％。 与国内经

典毒株 （如 Ｅａ、 Ｆａ 和 ＳＣ） 的核苷酸同源性为

９９．３％～１００％；其氨基酸同源性为 ９８．９％ ～ １００％。

Ｍ１． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００；１－５． ＪＬ１ 株 ＴＫ，ｇＩ，ｇＤ，ｇＥ 和 ｇＢ 基因

扩增产物； Ｍ２． ２５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００；１－５． ＴＫ，ｇＩ，ｇＤ，ｇＥ ａｎｄ ｇＢ ｇｅｎｅ ＰＣＲ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ； Ｍ２． ２５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ

图 １　 ＪＬ１ 株 ＴＫ，ｇＩ，ｇＤ，ｇＥ 和 ｇＢ 基因 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＶ ＴＫ，ｇＩ，ｇＤ，ｇＥ ａｎｄ
ｇＢ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ
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中国兽药杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ５２ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

与国外毒株（如 Ｂａｒｔｈａ、Ｂｅｃｋｅｒ、Ｋａｐｌａｎ）的核苷酸同

源性为 ９６．４％～９９．７％；其氨基酸同源性为 ９４．３％ ～

９９．７％（表 ３－表 ７）。

结果表明，ＰＲＶ ＪＬ１ 株与国内新流行变异毒株

同源性较高， 与国内早期经典毒株次之， 而与国外

经典毒株同源性较低。

表 ３　 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ＴＫ 基因的核苷酸及推导的氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＴＫ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ

毒株
同源性 ／ ％

ＪＬ１ ＢＪＹＴ ＨｅＮ１ ＪＳ－２０１２ ＴＪ Ｆａ Ｅａ ＳＣ Ｂａｒｔｈａ Ｋａｐｌａｎ Ｂｅｃｋｅｒ

ＪＬ１ １００ １００ １００ １００ １００ ９９．８ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．６

ＢＪＹＴ－２０１３－Ｃｈｉｎａ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．４ ９９．７ ９９．４

ＨｅＮ１－２０１２－Ｃｈｉｎａ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．４ ９９．７ ９９．４

ＪＳ－２０１２－Ｃｈｉｎａ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．４ ９９．７ ９９．４

ＴＪ－２０１２－Ｃｈｉｎａ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．４ ９９．７ ９９．４

Ｆａ－２００１－Ｃｈｉｎａ １００ １００ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．４ ９９．７ ９９．４

Ｅａ－１９９８－Ｃｈｉｎａ １００ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．４ ９９．４ ９９．７ ９９．４

ＳＣ－１９８７－Ｃｈｉｎａ ９９．４ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．５ １００ ９９．７ １００

Ｂａｒｔｈａ－１９６１－Ｈｕｎｇａｒｙ ９９．４ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．５ １００ ９９．８ ９９．９

Ｋａｐｌａｎ－１９５９－Ｈｕｎｇａｒｙ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．５ ９９．８ ９９．７ ９９．７

Ｂｅｃｋｅｒ－１９７０－ＵＳＡ ９９．４ ９９．６ ９９．６ ９９．６ ９９．６ ９９．６ ９９．６ ９９．９ １００ ９９．７

　 右上角为核苷酸的同源性比较，左下角为氨基酸同源性比较（表 ４－表 ７ 同）

表 ４　 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ｇＩ 基因的核苷酸及推导的氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇＩ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ

毒株
同源性 ／ ％

ＪＬ１ ＢＪＹＴ ＨｅＮ１ ＪＳ－２０１２ ＴＪ Ｅａ Ｆａ ＳＣ Ｂｅｃｋｅｒ Ｋａｐｌａｎ ＮＩＡ３

ＪＬ１ ９９．７ ９９．９ ９９．８ ９９．７ ９９．５ ９９．６ ９９．６ ９６．４ ９６．４ ９６．５

ＢＪＹＴ－２０１３－Ｃｈｉｎａ ９９．５ ９９．８ ９９．９ ９９．８ ９９．６ ９９．７ ９９．７ ９６．３ ９６．３ ９６．４

ＨｅＮ１－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．７ ９９．７ ９９．９ ９９．８ ９９．６ ９９．７ ９９．７ ９６．４ ９６．５ ９６．５

ＪＳ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．７ ９９．７ １００ ９９．９ ９９．７ ９９．８ ９９．８ ９６．４ ９６．４ ９６．５

ＴＪ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．５ ９９．５ ９９．７ ９９．７ ９９．６ ９９．７ ９９．７ ９６．５ ９６．４ ９６．５

Ｅａ－１９９８－Ｃｈｉｎａ ９９．５ ９９．５ ９９．７ ９９．７ ９９．５ ９９．９ ９９．９ ９６．５ ９６．５ ９６．５

Ｆａ－２００１－Ｃｈｉｎａ ９９．７ ９９．７ １００ １００ ９９．７ ９９．７ １００ ９６．５ ９６．６ ９６．６

ＳＣ－１９８７－Ｃｈｉｎａ ９９．７ ９９．７ １００ １００ ９９．７ ９９．７ １００ ９６．５ ９６．６ ９６．６

Ｂｅｃｋｅｒ－１９７０－ＵＳＡ ９４．３ ９４．３ ９４．５ ９４．６ ９４．８ ９４．３ ９４．６ ９４．５ ９９ ９９

Ｋａｐｌａｎ－１９５９－Ｈｕｎｇａｒｙ ９４．３ ９４．２ ９４．５ ９４．５ ９４．３ ９４．３ ９４．５ ９４．５ ９８．１ ９８．９

ＮＩＡ３－１９７１－Ｓｐａｉｎ ９４．６ ９４．５ ９４．８ ９４．８ ９５．１ ９４．６ ９４．８ ９４．８ ９８．６ ９８．６

·１１·
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表 ５　 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ｇＤ 基因的核苷酸及推导的氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇＤ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ

毒株
同源性 ／ ％

ＪＬ１ ＢＪＹＴ ＨＢ１２０１ ＨｅＮ１ ＪＳ－２０１２ ＴＪ Ｅａ Ｆａ ＳＣ Ｂａｒｔｈａ Ｂｅｃｋｅｒ Ｋａｐｌａｎ

ＪＬ１ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．３ ９９．５ ９９．５ ９８．８ ９９．２ ９９

ＢＪＹＴ－２０１３－Ｃｈｉｎａ ９９．８ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．６ ９９．６ ９８．９ ９９．３ ９９．１

ＨＢ１２０１－Ｃｈｉｎａ ９９．８ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．６ ９９．６ ９８．９ ９９．３ ９９．１

ＨｅＮ１－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．８ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．６ ９９．６ ９８．９ ９９．３ ９９．１

ＪＳ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．８ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．６ ９９．６ ９８．９ ９９．３ ９９．１

ＴＪ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．８ １００ １００ １００ １００ ９９．４ ９９．６ ９９．６ ９８．９ ９９．３ ９９．１

Ｅａ－１９９８－Ｃｈｉｎａ ９９．３ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．８ ９９．８ ９８．６ ９８．８ ９８．８

Ｆａ－２００１－Ｃｈｉｎａ ９９．５ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．５ １００ ９８．７ ９９ ９８．８

ＳＣ－１９８７－Ｃｈｉｎａ ９９．５ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．５ １００ ９８．７ ９９ ９８．８

Ｂａｒｔｈａ－１９６１－Ｈｕｎｇａｒｙ ９７．３ ９７．５ ９７．５ ９７．５ ９７．５ ９７．５ ９７ ９７．３ ９７．３ ９８．９ ９９．８

Ｂｅｃｋｅｒ－１９７０－ＵＳＡ ９８．８ ９９ ９９ ９９ ９９ ９９ ９８．５ ９８．８ ９８．８ ９７．５ ９９．１

Ｋａｐｌａｎ－１９５９－Ｈｕｎｇａｒｙ ９７．８ ９８ ９８ ９８ ９８ ９８ ９７．５ ９７．８ ９７．８ ９９．５ ９８

表 ６　 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ｇＥ 基因的核苷酸及推导的氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇＥ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ

毒株
同源性 ／ ％

ＪＬ１ ＢＪＹＴ ＨｅＮ１ ＪＳ－２０１２ ＴＪ ＸｉａｎｇＡ ＳＣ Ｅａ Ｆａ Ｂｅｃｋｅｒ Ｋａｐｌａｎ ＮＩＡ３

ＪＬ１ ９９．９ ９９．９ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９８．３ ９８．１ ９８．１

ＢＪＹＴ－２０１３－Ｃｈｉｎａ ９９．５ ９９．７ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．８ ９９．８ ９９．８ ９８．１ ９８ ９８

ＨｅＮ１－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９ ９９．３ ９９．８ ９９．７ ９９．８ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９８．２ ９８ ９８

ＪＳ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．１ ９９．７ ９９．７ ９９．８ ９９．９ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９８ ９７．９ ９７．９

ＴＪ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．３ ９９．８ ９９．１ ９９．５ ９９．９ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９８．２ ９８ ９８

ＸｉａｎｇＡ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．３ ９９．８ ９９．５ ９９．８ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９９．７ ９８．１ ９７．９ ９７．９

ＳＣ－１９８７－Ｃｈｉｎａ ９９ ９９．５ ９８．８ ９９．１ ９９．３ ９９．３ １００ １００ ９８．１ ９８ ９８

Ｅａ－１９９８－Ｃｈｉｎａ ９９ ９９．５ ９８．８ ９９．１ ９９．３ ９９．３ １００ １００ ９８．１ ９８ ９８

Ｆａ－２００１－Ｃｈｉｎａ ９９ ９９．５ ９８．８ ９９．１ ９９．３ ９９．３ １００ １００ ９８．１ ９８ ９８

Ｂｅｃｋｅｒ－１９７０－ＵＳＡ ９５．８ ９６．２ ９６．２ ９５．９ ９６．４ ９６ ９６ ９６ ９６ ９９．３ ９９．７

Ｋａｐｌａｎ－１９５９－Ｈｕｎｇａｒｙ ９６ ９６．４ ９６．４ ９６ ９６．５ ９６．２ ９６．２ ９６．２ ９６．２ ９９ ９９．１

ＮＩＡ３－１９７１－Ｓｐａｉｎ ９５．７ ９６ ９６ ９５．７ ９６．２ ９５．９ ９５．９ ９５．９ ９５．９ ９９．５ ９８．８

表 ７　 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ｇＢ 基因的核苷酸及推导的氨基酸序列同源性比较

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇＢ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ

毒株
同源性 ／ ％

ＪＬ１ ＢＪＹＴ ＨｅＮ１ ＨＢ１２０１ ＪＳ－２０１２ ＴＪ Ｅａ Ｆａ ＳＣ Ｂａｒｔｈａ Ｂｅｃｋｅｒ Ｋａｐｌａｎ ＮＩＡ３

ＪＬ１ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．６ ９９．７ ９９．７ ９８．４ ９８．６ ９８．７ ９８．６

ＢＪＹＴ－２０１３－Ｃｈｉｎａ ９９．７ １００ １００ １００ １００ ９９．７ ９９．８ ９９．８ ９８．４ ９８．５ ９８．６ ９８．５

ＨｅＮ１－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．７ １００ １００ １００ １００ ９９．７ ９９．８ ９９．８ ９８．４ ９８．５ ９８．６ ９８．５

ＨＢ１２０１－Ｃｈｉｎａ ９９．７ １００ １００ １００ １００ ９９．７ ９９．８ ９９．８ ９８．４ ９８．５ ９８．６ ９８．５

·２１·
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续表　

毒株
同源性 ／ ％

ＪＬ１ ＢＪＹＴ ＨｅＮ１ ＨＢ１２０１ ＪＳ－２０１２ ＴＪ Ｅａ Ｆａ ＳＣ Ｂａｒｔｈａ Ｂｅｃｋｅｒ Ｋａｐｌａｎ ＮＩＡ３

ＪＳ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．７ １００ １００ １００ １００ ９９．７ ９９．８ ９９．８ ９８．４ ９８．５ ９８．６ ９８．５

ＴＪ－２０１２－Ｃｈｉｎａ ９９．７ １００ １００ １００ １００ ９９．７ ９９．８ ９９．８ ９８．４ ９８．５ ９８．６ ９８．５

Ｅａ－１９９８－Ｃｈｉｎａ ９８．９ ９９．２ ９９．２ ９９．２ ９９．２ ９９．２ ９９．９ ９９．９ ９８．２ ９８．３ ９８．４ ９８．３

Ｆａ－２００１－Ｃｈｉｎａ ９９．１ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．８ １００ ９８．３ ９８．４ ９８．５ ９８．４

ＳＣ－１９８７－Ｃｈｉｎａ ９９．１ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．５ ９９．８ １００ ９８．３ ９８．４ ９８．５ ９８．４

Ｂａｒｔｈａ－１９６１－Ｈｕｎｇａｒｙ ９７ ９６．９ ９６．９ ９６．９ ９６．９ ９６．９ ９６．４ ９６．６ ９６．６ ９９．１ ９９．５ ９９．１

Ｂｅｃｋｅｒ－１９７０－ＵＳＡ ９７．６ ９７．５ ９７．５ ９７．５ ９７．５ ９７．５ ９６．９ ９７．２ ９７．２ ９８．６ ９９．２ ９９．９

Ｋａｐｌａｎ－１９５９－Ｈｕｎｇａｒｙ ９７．５ ９７．４ ９７．４ ９７．４ ９７．４ ９７．４ ９６．８ ９７ ９７ ９９．３ ９９ ９９．２

ＮＩＡ３－１９７１－Ｓｐａｉｎ ９７．５ ９７．４ ９７．４ ９７．４ ９７．４ ９７．４ ９６．８ ９７ ９７ ９８．５ ９９．７ ９８．９

２．２．２ 　 多序列比对分析 　 通过对 ＪＬ１ 株 ＴＫ、ｇＩ、

ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因进行氨基酸多序列比对分析，结

果显示，与国外经典毒株 Ｋａｐｌａｎ 比较，ＴＫ 基因有

１ 个氨基酸发生突变，与 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 相比有 ２ 个氨

基酸发生突变，与国内近年来里流行株 ＪＳ－２０１２ 株

相比没有氨基酸发生突变，ＴＫ 基因较为保守。 与

国外毒株 Ｋａｐｌａｎ 和 Ｂａｒｔｈａ 比较，ｇＤ 基因在第 ２７８

位和 ２７９ 位插入两个氨基酸，即精氨酸（Ｒ）和脯氨

酸（Ｐ），同时有 ８ 个氨基酸发生突变，与国内流行

株 ＪＳ－２０１２ 毒株具有相同的氨基酸插入和缺失。

与国外经典毒株 Ｋａｐｌａｎ 比较，ｇＩ 基因在第 １７２ 位缺

失一个组氨酸（Ｈ），第 ２３８ 位插入一个甘氨酸（Ｇ），

ｇＩ 基因这两处发生的缺失和插入与国内流行株

ＪＳ－２０１２ 毒株相同，此外还发现 １９ 个氨基酸发生点

突变。 与国外经典毒株 Ｋａｐｌａｎ 比较，ｇＥ 基因在第

４８ 位插入一个天冬氨酸（Ｄ），第 ４９６ 位插入一个天

冬氨酸（Ｄ），ｇＥ 基因这两处的插入与国内新流行株

ＪＳ－２０１２ 株具有相同氨基酸插入，该位置发生的变

异与国内报道的流行毒株变异特征相一致，此外还

有 １６ 个氨基酸发生突变。 与国外毒株 Ｂａｒｔｈａ、

Ｋａｐｌａｎ相比，ｇＢ 基因在第 ７５ ～ ７７ 位缺失 ３ 个氨基

酸，即丝氨酸（Ｓ），脯氨酸（Ｐ）和甘氨酸（Ｇ），在第

９４ 位插入一个甘氨酸（Ｇ），ｇＢ 基因这两处发生的

缺失和插入与国内新流行株 ＪＳ－２０１２ 毒株相同，另

外在 １１９ ～ １２２ 位插入 ４ 个氨基酸（ＡＡＶＲ），ｇＢ 基

因该处发生的插入与德国分离的 ＤＵＬ３４ｇｆｐ 毒株具

有相同插入，此外还有 ２０ 个氨基酸发生突变，该 ｇＢ

基因多处位置发生较大的变异，可能导致其抗原性

发生变化。 以上多序列比对结果表明，除去部分氨

基酸变异，ＪＬ１ 株的变异与 ＪＳ－２０１２ 株相同。

２．２．３　 遗传进化分析　 如图 ２ 所示，将 ＪＬ１ 株 ＴＫ、

ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 主要基因与 ＧｅｎｅＢａｎｋ 上其他参考

毒株进行遗传进化树分析，ＰＲＶ 根据不同国家分离

的毒株可分为 ２ 个基因型，欧美毒株属于 ＧⅠ型，

而国内毒株属于 ＧⅡ型。 ＴＫ 基因遗传进化树结果

如图 ２Ａ 所示，ＰＲＶ ＪＬ１ 毒株与中国新流行毒株处

于一个分支（除了 ＳＣ 株），尤以与 ＬＹ、ＹＹ 和ＢＪ ／ ＹＴ

新流行毒株遗传关系较近，而与国外欧美毒株遗传

关系相对较远。 ｇＩ 基因遗传进化树结果如图 ２Ｂ

所示，ＰＲＶ ＪＬ１ 株与国内 ２０１２ 年分离的 ＨｅＮ１ 变异

毒株处于一个相对独立的小分支，遗传关系较近，

而与欧美毒株处于不同的分支，遗传关系相对较

远。 ｇＤ 基因遗传进化树结果显示，欧美毒株中

Ｂｅｃｋｅｒ 和 ＮＩＡ３ 毒株又处于一个独立的小分支；中

国毒株又可根据分离的年代不同分为 Ａ 和 Ｂ 两个

亚型，Ａ 型包括 ＰＲＶ ＪＬ１ 株和国内 ２０１２ 年以后分

离的新型变异毒株，Ｂ 型包括国内早期经典毒株；

由图 ２Ｃ 可见，ＪＬ１ 毒株与中国新流行变异毒株遗

传关系较近，而与欧美毒株处于不同的分支，遗传

关系相对较远。 ｇＥ 基因遗传进化树结果显示，国

·３１·
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外毒株 Ｂｅｃｋｅｒ 和 ＮＩＡ３ 毒株又处于一个小分支；中
国毒株又可根据其分离的年代不同分为 Ａ 和 Ｂ 两

个亚型，ＰＲＶ ＪＬ１ 株与国内 ２０１２ 年以后分离的新

型变异毒株属于 Ａ 亚型，而国内早期经典毒株属于

Ｂ 亚型；由图 ２Ｄ 可见，ＰＲＶ ＪＬ１ 株与中国新流行毒

株 ＢＪ ／ ＹＴ 和 ＴＪ 变异毒株遗传关系较近，而与欧美

毒株处于不同的分支，遗传关系相对较远。 ｇＢ 基因

遗传进化树结果显示如图 ２Ｅ 所示，ＰＲＶ ＪＬ１ 株与国

内 ２０１２ 年以后分离的变异毒株遗传关系较近，而与

欧美毒株处于不同的分支，遗传关系相对较远。

·４１·
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３　 讨　 论

２０１２ 年以来，新型猪伪狂犬病已经发生在中国

大部分 Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 疫苗免疫猪场。 由于新型的

ＰＲＶ 变异株的出现导致中国猪场感染 ＰＲＶ 局势日

益恶化，对养猪业造成巨大的影响。 研究报道［９－１１］

表明，这些新出现的 ＰＲＶ 变异株的致病性高于以

前 ＰＲＶ 分离株，其免疫原性也不同于 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１

疫苗，造成传统疫苗不能对变异株提供有效的免疫

·５１·
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图 ２　 ＪＬ１ 株 ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因系统进化树分析图

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒＴＫ（Ａ），ｇＩ（Ｂ），ｇＤ（Ｃ），ｇＥ（Ｄ），ｇＢ（Ｅ） ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＰＲＶ ＪＬ１ ｓｔｒａｉｎ

保护。 不同毒株遗传进化分析表明，ＰＲＶ 可根据区

域的不同划分为 ２ 种不同的基因类型，中国分离株

属于基因 ＩＩ 型，欧美国家分离株属于基因 Ｉ 型。 这

些新爆发的 ＰＲＶ 变异毒株之间的亲缘关系较近而

与欧美国家分离的 Ｂａｒｔｈａ 株遗传关系较远，这可能

也解释了 ＰＲＶ 再次出现在 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗免疫猪

场的原因。 另外，中国近几年分离的 ＰＲＶ 变异株

与以前分离株相比，新流行毒株在基因和蛋白水平

上发生了变异，进而导致现有疫苗保护率降低，疫
病难以防控，这些基因变异可能也是导致传统猪伪

狂犬病疫苗接种失败的一个关键因素。
为更好了解吉林省某地区 ＰＲＶ 流行及遗传变

异情况，对 ＰＲＶ ＪＬ１ 株 ＴＫ、ｇＤ、ｇＩ、ｇＥ 和 ｇＢ 基因进

行了克隆测序，与 Ｇｅｎｂａｎｋ 上已发表参考毒株在核

苷酸和氨基酸水平上进行同源性比对和多序列比

对分析，并绘制了遗传进化树。 其中核苷酸和氨基

酸同源性比对表明，ＰＲＶ ＪＬ１ 毒株与国内近几年新

流行 ＰＲＶ 毒株在核苷酸和氨基酸水平上同源性较

高，而与国外经典毒株同源性较低。 遗传进化树分

析表明，ＰＲＶ ＪＬ１ 株与中国近年来不同地区分离的

新型 ＰＲＶ 变异株遗传关系密切相关，而与国外经

典毒株遗传关系较远，表明 ＪＬ１ 毒株属于中国 ＰＲＶ
新流行的变异毒株。 氨基酸多序列比对表明，与
ＧｅｎＢａｎｋ 中其他的参考毒株相比，ＰＲＶ ＪＬ１ 毒株表

现了广泛的变化，包括在大多数病毒蛋白发生替

换、插入和或缺失。 其 ｇＤ 基因在第 ２７８ 位和 ２７９
位插入两个氨基酸（ＲＰ），ｇＩ 基因在第 １７２ 位缺失

一个组氨酸（Ｈ）和第 ２３８ 位插入一个甘氨酸（Ｇ），
ｇＥ 基因在第 ４８ 位和第 ４９６ 位各插入一个天冬氨酸

（Ｄ），ｇＥ 基因该两处的插入为近几年 ＰＲＶ 变异株

特征变异位点，该位置发生的变异与国内范克

伟［１２］和 Ｆａｎ［１３］报道的流行毒株变异特征相一致，
这也表明该 ＪＬ１ 毒株属于我国近几年的新流行毒

株。 ｇＢ 基因在第 ７５ ～ ７７ 位缺失 ３ 个氨基酸

（ＳＰＧ），第 ９４ 位插入一个甘氨酸（Ｇ），另外在 １１９～
１２２ 位插入 ４ 个氨基酸（ＡＡＶＲ），ｇＢ 基因该处发生

的插入与德国分离的 ＤＵＬ３４ｇｆｐ 毒株具有相同插

入。 因此，ＰＲＶ ＪＬ１ 株重要基因的变异可能导致

·６１·
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ＰＲＶ 毒力和抗原性发生变化。

总而言之，通过对 ＰＲＶ ＪＬ１ 毒株重要基因

（ＴＫ、ｇＩ、ｇＤ、ｇＥ、ｇＢ）的遗传变异分析表明 ＰＲＶ ＪＬ１

毒株不同于以前的分离株，具有 ＰＲＶ 新流行变异

株独特的变异特征。 但这些氨基酸残基的变异对

ＰＲＶ 变异株毒力及免疫原性的影响是否是导致中

国近几年猪群 ＰＲＶ 广泛流行的原因有待进一步研

究。
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