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［摘　 要］ 　 采集一疑似犬细小病毒（ＣＰＶ）患犬的粪便，用纳米 ＰＣＲ 方法对病料进行 ＣＰＶ 检测，
并应用猫肾细胞 Ｆ８１ 进行病毒分离培养，采用免疫过氧化物酶单层细胞染色法（ ＩＰＭＡ）检测病毒

在 Ｆ８１细胞中的增殖动态。 利用 ＰＣＲ 扩增分离病毒的 ＶＰ２ 基因，测序结果用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对获得

的 ＶＰ２ 基因序列进行拼接，并与 ＮＣＢＩ 上已经公布的犬细小病毒的全基因组序列以及相关蛋白的核

酸序列进行比较，确定其所分离的病毒株型并推导氨基酸序列。 结果表明，纳米 ＰＣＲ 检测结果为

ＣＰＶ 核酸阳性，病料接种到 Ｆ８１ 细胞培养后出现明显细胞病变（ＣＰＥ），血清学鉴定为 ＣＰＶ 抗原阳

性，序列测定分析表明，该毒株 ＶＰ２ 基因开放阅读框（ＯＲＦ）为 １７５５ ｂｐ。 进化分析显示，该毒株属于

ＣＰＶ －２ｃ 型，并命名为 ＣＰＶ －２ｃ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３。
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Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ （ ＯＲＦ） ｏｆ ＶＰ２ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ １７５５ ｂｐ
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·９１·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 ９ 月第 ５３ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 犬细小病毒病是由犬细小病毒（Ｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏ －

ｖｉｒｕｓ，ＣＰＶ） 引起的一种高度接触性、烈性传染

病［１］。 该病在临床上以剧烈呕吐、出血性肠炎及白

细胞显著减少为主要特征，分为出血性胃肠炎和急

性心肌炎两种类型［２］。 前者主要侵害犬的肠上皮

隐窝细胞，引起犬剧烈呕吐及血样下痢；后者主要

侵害犬心肌细胞，引起犬心率紊乱，突然死亡［３ － ４］。

该病在世界范围内流行，是危害犬健康最严重的疾

病之一，给养犬业带来了巨大的经济损失。 随着我

国经济的发展，养犬的人数越来越多，犬细小病毒

对犬的危害非常严重［５ － ７］。 本实验采集了纳米

ＰＣＲ 检测为阳性疑似感染犬细小病毒病犬的粪便，

并在 Ｆ８１ 细胞上增殖培养，将分离的病毒通过纳米

ＰＣＲ 试验检测、血凝试验、免疫过氧化物酶单层细

胞染色 （ ＩＰＭＡ） 试验和基因测序分析，确定其株

型［８ － １０］，为监测 ＣＰＶ 的变异状况和流行趋势提供

依据，对其进行持续监测将为是否需要更新当前可

用的疫苗和检测方法提供依据。

１　 材 料

１ １　 细胞、病料和载体　 猫肾细胞（Ｆ８１）由中国兽

医药品监察所病毒制品检测实验室保存；病料采集

于广西大学动物医院临床粪便；ｐＭＤ － １８Ｔ 克隆载

体（批号 Ｋ８２０１ＡＢ）购自于 ＴａＫａＲａ 公司。

１ ２　 主要试剂　 ＤＭＥＭ 培养液（批号 ８１１８１２６）购

自 ＧＩＢＣＯ 公司、ＭＥＭ 培养液（批号 ＡＣ１０４４７３７５）

购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司、胎牛血清（批号 ＳＴ１７０８０２）购自

ＰＡＮ ＳＥＲＡＴＥＣＨ；注射用青霉素钠（批号 １８０５０８）

购自山东鲁抗公司、注射用硫酸链霉素 （批号

２０１８０２０１）购自华北制药公司；ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

（批号 ７４６０８７ＡＨ）购自博迈德公司 ａｎｄ Ｐｌｕｓｓ Ｍａｒｋｅｒ

（批号 ＡＨＦ１９１５Ａ）购自 ＴａＫａＲａ 公司、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚

合酶 （批号 ７４５６６１ＡＨ） 购自博迈德公司； ＤＮＡ

提取试剂盒（批号 ０３７１８ＫＣ５）购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司；

胶回收试剂盒（批号 Ｒ６６２０）购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司；

纳米 ＰＣＲ 试剂盒（批号 ＮＰＫ０１）购自山东大正生物

有限公司；质粒提取试剂盒 （批号 Ｑ６０２０） 购自

ＴＩＡＮＧＥＮ 公司。

１ ３　 主要仪器 　 ＣＯ２ 培养箱 （ ＴＨＥＲＭＯ 公司）、

荧光显微 镜 （ ＯＬＹＭＰＵＳ 公 司 ）、 ＰＣＲ 仪 （ 美 国

ＢＩＯ － ＲＡＤ公司）、小型高速冷冻离心机 （ＨＩＭＡＣ

公司）、高速冷冻离心机（ＰＲＯＴＥＩＮＳＩＰＭＬＥ 公司）、

紫外凝胶成像系统（ＴＡＮＯＮ２５００） （上海天能科技

有 限 公 司 ）、 电 子 天 平 （ ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ

ＰＬ２０３ － ＩＣ）、低温台式高速离心机（Ｂｉｏｆｕｇｏ ｐｒｉｍｏ Ｒ）

（美国 ＴＨＥＲＭＯ 公司）、 Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 纯水仪 （美国

ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ 公 司 ）、 移 液 枪 （ 美 国 ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ

公司）、９６ 孔 Ｖ 型血凝板、微型血凝振荡（上海生物

工程公司）、普通光学显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）等。

２　 方 法

２ １　 临床样品处理 　 采用纳米 ＰＣＲ 检测为阳性

疑似感染犬细小病毒的粪便作为样品，将粪便放入

ＥＰ 管中，用 ＰＢＳ 将其重旋，并加入 １％ 青、链霉素。

１５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，将上清用 ０ ２２ μｍ 滤膜

过滤除菌后作为分离病毒样品， － ８０ ℃保存。

２ ２　 病毒的分离与增殖 　 将病料用适量 ＰＢＳ 重

悬，然后 １５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，用移液器吸取上

清，用 ０ ２２ μｍ 滤器无菌过滤，同步接种于新消化

的 Ｆ８１ 细胞中，加入含 ５％ ＦＢＳ （胎牛血清） 的

ＤＭＥＭ 细胞培养液，加入 １％ 青、链霉素双抗，然后

放入 ３７ ℃，５％ＣＯ２细胞培养箱进行培养，同时设正

常细胞对照。 每天观察细胞生长情况和细胞病变

（ＣＰＥ）情况。 盲传 ３ 代无 ＣＰＥ 则弃去，产生 ＣＰＥ

的细胞再连续传 ３ 代，当出现 ９０％的 ＣＰＥ 时，收获

病毒。

２ ３　 样品 ＰＣＲ 的测定

２ ３ １　 引物设计及合成　 参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中发表的

ＣＰＶ －２（登录号：ＡＢ０５４２２２）基因组序列的分析，应

用 Ｐｒｉｍｅｒ ６ ０ 软件设计扩增 ＣＰＶ ＶＰ２ 基因的全长

序列引物，经过 ＶＰ２ 基因全长序列比对后筛选出保

守区域并设计能扩增出 ５７４ ｂｐ 目的条带的引

物［１１ － １２］。 引物由华大基因公司合成（表 １）。
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表 １　 ＣＰＶ ＶＰ２ 基因保守序列 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＣＰＶ ＶＰ２ ｇｅｎｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
引物名称 序列（５’ － ３’） 产物大小

ＶＰ２ － Ｆ ＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡＣＣＡＧＡ

ＶＰ２ － Ｒ ＴＣＡＧＡＴＣＴＣＡＴＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡ
５７４ｂｐ

２ ３ ２　 样品 ＤＮＡ 提取 　 样品及病毒分离后细胞

培养物 ＤＮＡ 的提取使用 ＡＸＹＧＥＮ 公司的 ＤＮＡ 提

取试剂盒进行，具体操作按照使用说明书进行。

２ ３ ３　 ＰＣＲ 的扩增　 以提取的 ＤＮＡ 为模板，应用

引物 ＶＰ２ － Ｆ 和 ＶＰ２ － Ｒ 来扩增目的片段，大小为

５７４ ｂｐ，用已经优化好条件的纳米 ＰＣＲ 进行扩增，

将 ＰＣＲ 产物 ５ μＬ 与 ６ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 加样缓冲液

混匀，在 １％的琼脂糖凝胶上电泳，电压为 １２０ Ｖ，

３０ ｍｉｎ 后，于凝胶成像系统内观察结果，并照相。

２ ３ ４　 血凝实验　 按常规微量 ＨＡ 操作方法在 ９６

孔 “Ｖ”型微量板上进行。 将待检病毒液于 ９６ 孔微

量血凝板中倍比稀释后加入等量 １％ 猪红细胞悬

液，４ ℃静置 １ ｈ 后判定结果。

２ ３ ５　 免疫过氧化物酶单层细胞染色法（ ＩＰＭＡ）

鉴定　 取 １ ｍＬ 经过离心的病料上清，经过 ０ ２２ μＬ

滤器同步接种于 Ｆ８１ 细胞，加入足量的含 ５％ 胎牛

血清的 ＭＥＭ，于 ５％ ＣＯ２，３７ ℃培养 ４８ ｈ，用 ＰＢＳ

（２００ μＬ ／孔）洗 ３ 次，电吹风吹干，直到孔边缘出现

白色圈为宜。 每孔加入 １００ μＬ ３３％丙酮 － ＰＢＳ，室

温放置 ３０ ｍｉｎ。 弃固定液，用电吹风吹干。 进行

ＩＰＭＡ 试验，具体操作步骤如下：每孔加入 ２００ μＬ

洗涤液，置室温漂洗一次，轻轻甩出洗液，吸水纸上

轻叩。 用样品稀释液将待检样品、阴性血清对照品

和阳性血清对照品作 １ ∶ １００ 倍稀释。 取上述稀释

血清样品分别加入到对应孔，每孔 １００ μＬ，于 ３７ ℃

温箱中孵育 １ ｈ。 再次洗板后，每孔加入 １００ μＬ 稀

释的 ＨＲＰ － ＳＰＡ 辣根过氧化物酶标记的二抗，将反

应板放入盒中，于 ３７ ℃温箱中放置 ３０ ｍｉｎ。 再次

洗板。 每孔加入 １００ μＬ 底物显色液，避光，于

３７ ℃温箱中反应 １５ ｍｉｎ。 弃去反应液，每孔加入

２００ μＬ 蒸馏水洗板一次，每孔加入 １００ μＬ ｄｄＨ２Ｏ

观察结果。 在显微镜下观察各孔显色情况，进行样

品结果判定。 在 ＣＰＶ 阳性血清下，若有病毒感染

的细胞染色后细胞质内或细胞核周围呈棕红色判

定为阳性，若无病毒感染细胞核无着色反应判定为

阴性。

２ ３ ６　 ＶＰ２ 基因 ＰＣＲ 扩增与序列分析 　 在 ＮＣＢＩ

网站上下载几个 ＣＰＶ 的 ＶＰ２ 序列，使用 ＤＮＡＭＡＮ

软件进行比对。 根据比对结果，选择 ＣＰＶ 的 ＶＰ２

基因的保守区域使用 Ｐｒｉｍｅｒ６ ０ 软件设计一对覆盖

犬细小病毒 ＶＰ２ 基因全长的引物 Ｐ１、Ｐ２（表 ２），通

过 ＰＣＲ 扩增获得 ＶＰ２ 全长基因（表 ３）。 所使用的

引物为上海生工生物公司合成，扩增片段长度为

１７５５ ｂｐ。 按文献［１３］ 方法提取待检样品、阴性对照

与标准 ＣＰＶ 的 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ 扩增和琼脂糖电泳

凝胶观察。 用 ＡＸＹＧＥＮ 公司的凝胶回收试剂盒回

收 ＰＣＲ 产物。 将回收的目的基因片段与 ｐＭＤ１８ － Ｔ

载体 １６ ℃连接过夜，转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＪＭ１０９，经酶切鉴

定和质粒 ＰＣＲ 鉴定后，将阳性克隆送上海生工生

物公司测序。

表 ２　 ＣＰＶ ＶＰ２ 全长基因 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＣＰＶ ＶＰ２ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
引物名称 序列（５’ － ３’） 产物大小

ＶＰ２ － Ｐ１ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡ

ＶＰ２ － Ｐ２ ＧＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＴＡＴＡＡＴＴＴＴＣＴＡＧＧＴＧＣＴＡＧＴＴ
１７５５ｂｐ

表 ３　 ＰＣＲ 扩增参数

Ｔａｂ ３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
病原 ＰＣＲ 反应体系 ＰＣＲ 反应程序

ＣＰＶ

Ｐｆｕ 高保真酶 １ μＬ、引物
Ｐ１、 Ｐ２ 各 １ μＬ、 ２ ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ ５μＬ、 ５ ×
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬ，模板
２ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ３０ μＬ

９８ ℃ ５ ｍｉｎ；９８ ℃ ３０ ｓ，
５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃１ ５ ｍｉｎ，
３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ

２ ３ ７　 序列测定及分析　 将鉴定后的阳性菌液送

去测序，测序结果用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对获得的 ＶＰ２ 基

·１２·
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因序列进行拼接，并与 ＮＣＢＩ 上已经公布的犬细小病

毒的全基因组序列以及相关蛋白的核酸序列进行比

较，确定其所分离的病毒株型并推导氨基酸序列。
３　 结果与分析

３ １　 病毒在 Ｆ８１ 细胞上的分离与增殖结果　 病料

上清接种于 Ｆ８１ 细胞后培养 ５ ｄ，接种的细胞明显

出现拉长，变圆，脱落状态，呈现明显的 ＣＰＥ，未接

种的细胞状态正常（图 １）。 反复冻融并继续传代，
仍然出现同样的 ＣＰＥ，将出现 ＣＰＥ 的样品命名为

ＣＰＶ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３。
３ ２　 目的基因的扩增结果 　 将 ＰＣＲ 扩增的目的

基因以 １％琼脂糖凝胶电泳，结果显示在 ５７４ ｂｐ 处

可见目的条带，与预期结果相符合，表明成功扩增

出 ＶＰ２ 保守序列（图 ２）。
３ ３　 红细胞血凝检测结果　 采用微量血凝试验检

测分离上清对猪红细胞的凝集作用，结果显示病毒

在 ４ ℃条件下能够凝集猪红细胞，与己知 ＣＰＶ 血

凝谱相符（图 ３）。 该上清液血凝效价可达 ２１４。

Ａ： ＣＰＶ 感染的 Ｆ８１ 细胞；Ｂ：正常细胞

Ａ： Ｆ８１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰＶ （ × １００）；Ｂ： ｃｏｎｔｒｏｌ Ｆ８１ ｃｅｌｌｓ （ × １００）

图 １　 感染 ＣＰＶ 的 Ｆ８１ 细胞和健康 Ｆ８１ 细胞

Ｆｉｇ １　 Ｈｅａｌｔｈｙ Ｆ８１ ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｆ８１ ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰＶ

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１、２：样品 ＰＣＲ 产物；３：阴性对照

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１、２：ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ；

３：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 ＣＰＶ － ＶＰ２ 基因保守序列的 ＰＣＲ 产物

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰＶ － ＶＰ２ ｇｅｎｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ

３ ４　 免疫过氧化物酶单层细胞染色法（ ＩＰＭＡ）鉴

定结果　 将病毒液同步接种 Ｆ８１ 细胞培养 ４８ ｈ 后

用 ３３％丙酮固定，然后用 ＣＰＶ 阳性血清和阴性血

清，按 １∶ １００ 稀释，按照 ＩＰＭＡ 操作方法进行，结果

显示接种病毒 Ｆ８１ 细胞能与阳性血清反应，细胞核

周围呈棕红色染色；接种病毒 Ｆ８１ 细胞不能与阴性

血清反应，呈现细胞正常颜色，未接种病毒的 Ｆ８１

细胞也不能与阳性血清反应，呈现正常细胞颜色，

结果与预期相符（图 ４）。

３ ５　 测序结果 　 图 ５ 显示，Ｇｕａｎｇｘｉ２３ 样品细小

病毒序列中编码 ＶＰ２ 蛋白 ４２６ 位氨基酸的密码子

为 ＧＡＡ，编码 Ｇｌｕ，表明这份样品中的细小病毒为

ＣＰＶ －２ｃ 型，命名为 ＣＰＶ －２ｃ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３。

·２２·
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１ － ２３ 列：病毒液依次按 ２ 倍倍比稀释；２４ 列：红细胞对照

Ｌｉｎｅ１ － ２３： ｓｅｒｉａｌ ｔｗｏ － ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ； Ｌｉｎｅ２４： ＲＢＣ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 病毒血凝特性检测结果

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ

Ａ： 阴性血清；Ｂ： 阳性血清；Ｃ： 阳性血清 Ａ： Ｒａｂｂｉｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ；Ｂ： Ｒａｂｂｉｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ；Ｃ： ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ

图 ４　 Ｆ８１ 细胞接种 ＣＰＶ 病毒 ４８ ｈ 后 ＩＰＭＡ 结果（ ×１００）

Ｆｉｇ ４　 ＩＰＭＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰＶ ｉｎ Ｆ８１ ｃｅｌｌｓ （ ×１００） ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒａ

ＣＰＶ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３ 编码 ４２６ 位氨基酸的密码子为 ＧＡＡ，而 ＣＰＶ － ２ａ 编码 ４２６ 位氨基酸的密码子为 ＡＡＴ，

ＣＰＶ － ２ｂ 编码 ４２６ 位氨基酸的密码子为 ＧＡＴ

Ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｆｏｒ ＡＡ ａｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ４２６ ｏｆ ＶＰ２ ｏｆ ＣＰＶ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３ ｉｓ ＧＡＡ， ｗｈｉｌｅ ＡＡＴ ｆｏｒ ＣＰＶ － ２ａ ａｎｄ ＧＡＴ ｆｏｒ ＣＰＶ － ２ｂ

图 ５　 ＣＰＶ －Ｇｕａｎｇｘｉ２３ 样品测序彩图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＣＰＶ －Ｇｕａｎｇｘｉ２３

·３２·
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３ ６　 序列分析　 使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行分析比

对，结果显示 Ｇｕａｎｇｘｉ２３ 样品与 ＣＰＶ － ２ｃ 型同源性

都在 ９９％以上。 从所测的 ＶＰ２ 基因氨基酸序列推

导序列变异位点，ＣＰＶ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３ 在 ＶＰ２ 蛋白 ４２６

位氨基酸为 Ｇｌｕ，蛋白序列比对结果表明细小病毒

为 ＣＰＶ －２ｃ 型，并存在 ２６７（Ｆ）→２６７（Ｙ）、３２４（Ｙ）

→３２４（Ｉ） ２ 个位点突变，如表 ４ 所示。

表 ４　 ＣＰＶ －Ｇｕａｎｇｘｉ２３ ＶＰ２ 与参考株 ＶＰ２ 蛋白序列关键位点氨基酸比较

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｔ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｓｉｔｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ＶＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ

ＣＰＶ －Ｇｕａｎｇｘｉ２３ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

毒株 基因型
氨基酸序列中的位置

８７ １０１ ２６７ ２９７ ３００ ３０５ ３２４ ３７５ ４２６

ＣＰＶ － ｂ ＣＰＶ － ２ Ｍ Ｉ Ｆ Ｓ Ａ Ｄ Ｙ Ｎ Ｎ

ＣＰＶ － ＧＺ ＣＰＶ － ２ａ Ｌ Ｔ Ｆ Ａ Ｇ Ｙ Ｙ Ｄ Ｎ

ＣＰＶ －４３１ ＣＰＶ － ２ｂ Ｌ Ｔ Ｆ Ａ Ｇ Ｙ Ｙ Ｄ Ｄ

ＣＰＶ － Ｍ５２ ＣＰＶ － ２ｃ Ｌ Ｔ Ｆ Ａ Ｇ Ｙ Ｙ Ｄ Ｅ

ＣＰＶ － ２ｃ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３ Ｌ Ｔ Ｙ Ａ Ｇ Ｙ Ｉ Ｄ Ｅ

∗ｓｔｒａｉｎｓ： ＣＰＶ － ｂ （Ｍ３８２４５）， ＣＰＶ － ＧＺ（ＪＸ１２０１７８）， ＣＰＶ － ４３１（ＡＹ７４２９５１）， ＣＰＶ － Ｍ５２ （ＫＣ１９６０８７）

４　 讨论与结论

本研究从疑似犬细小病毒感染的犬粪便中分

离出一株病毒，后经细胞培养、病毒形态学鉴定、血

凝试验、免疫过氧化物酶单层细胞染色法以及纳米

ＰＣＲ 扩增试验和 ＶＰ２ 基因分析等多种方法鉴

定［１４］，确定分离的病毒为犬细小病毒，该毒株属

ＣＰＶ －２ｃ 型，并命名为 ＣＰＶ －２ｃ － Ｇｕａｎｇｘｉ２３。

为了区别于 １９６７ 年由 Ｂｉｎｎ 等人从健康犬

粪便中分离到的犬极细小病毒 （ Ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ

ｃａｎｉｎｅ，ＭＶＣ）（习惯上被叫做 ＣＰＶ － １）而将后来发

现的病毒命名为犬细小病毒 ２ 型（ＣＰＶ － ２） ［１６］。

迄今为止，ＣＰＶ 只有一个抗原型，即 ＣＰＶ － ２，但不

同毒株间抗原性有所差异，已出现了多个亚型，即

ＣＰＶ － ２ａ、 ＣＰＶ － ２ｂ、 ＣＰＶ － ２ｃ （ ａ） 和 ＣＰＶ － ２ｃ

（ｂ）。 ＣＰＶ － ２ 型出现后很快在世界广泛传播，该

病毒可能由猫的白血病病毒变异而来，通过野生的

犬科动物如貂和狐狸，适应了新的宿主犬，连续传

播几年后，ＣＰＶ 已经发生抗原漂移，在抗原性、宿主

范围和血凝性上都发生了变化，Ｍａｒａ Ｂ 等研究证实

ＣＰＶ － ２ 与 ＲＮＡ 病毒相似，表现有高的遗传异质

性。 Ｐａｒｒｉｓｈ 等报道，１９７８ － １９８０ 年分离的毒株是

ＣＰＶ － ２ 型，１９８０ 年后分离的毒株又是另一个型，

Ｐａｒｒｉｓｈ 等提出将新的毒株命名为 ＣＰＶ － ２ａ，以表明

是 ＣＰＶ －２ 的亚型，能感染犬和猫。 很快，最初的

ＣＰＶ －２ 被 ＣＰＶ － ２ａ 完全替代。 较 ＣＰＶ － ２ 而言，

ＣＰＶ －２ａ 在 ＶＰ２ 外膜蛋白上有 ５ 个氨基酸的改变，

已证明这些氨基酸代表了抗原和宿主范围的病毒

特性。 １９８４ 年，出现了另一种新的抗原变异株，命

名为 ＣＰＶ －２ｂ，一般和 ＣＰＶ － ２ａ 混合感染，两者不

同之处在 ＣＰＶ －２ｂ 衣壳的主要抗原位点有 １ 个氨

基酸（Ａｓｎ４２６Ａｓｐ）替换。 随后应用单克隆抗体发

现，Ａｓｎ ／ Ａｓｐ４２６ Ｇｌｕ 替代引起抗原的改变。 因此，

有的研究者将 Ｇｌｕ － ４２６ 变异株作为一个新的型，

命名为 ＣＰＶ －２ｃ［１５］。

研究表明 ＶＰ２ 基因是 ＣＰＶ 的特异性基因，为

其最主要的毒力基因，也是 ＣＰＶ 最易变异的集中

·４２·
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区段，尤其是 ＣＰＶ 基因型分型依据就是位于 ＶＰ２

蛋白的第 ４２６ａａ。 为进一步验证该分离株，本实验

又对该病毒株的 ＶＰ２ 基因进行了克隆和分析。 结

果显示从病料样品和细胞培养物中均能够扩增出

大小约为 ｌ７５５ｂｐ 的基因片段，测序后进行同源性

比较显示该基因与 ＣＰＶ ＶＰ２ 的同源性可达 ９９％以

上，从分子水平上证明了该分离株为 ＣＰＶ。 进一步

对 ＶＰ２ 基因对应的氨基酸序列分析表明，该病毒

株 ４２６ａａ 为 Ｇｌｕ，符合 ＣＰＶ － ２ｃ 型的特征［１７］，而且

该病毒株在一些其他位点也发生了变异，在 ２６７

（Ｆ）→２６７（Ｙ）、３２４（Ｙ）→３２４（ Ｉ） ２ 个位点发生突

变，从而可能会影响该分离株的感染谱或毒力。

犬细小病毒随时在变异，可能再经过几年，又

会有新的病毒株型出现。 我国主要以 ＣＰＶ － ２ａ 株

流行［１８］，在 ２０１０ 年之前，国内没有 ＣＰＶ － ２ｃ 出现，

最近几年开始陆续报道我国有 ＣＰＶ －２ｃ 的出现，这

说明犬细小病毒的传播速度很快，具有跨区域传播

的能力。 本研究从犬的粪便中，成功分离到一株

ＣＰＶ －２ｃ 型病毒，在 ＶＰ２ 蛋白 ４２６ 位氨基酸为 Ｇｌｕ，

血凝价为 ２１４，病毒的增殖能力较强，病毒液中所含

病毒的量较高，氨基酸推导序列分析发现存在 ２６７

（Ｆ）→２６７（Ｙ）、３２４（Ｙ）→３２４（Ｉ） ２ 个位点突变，说

明细小病毒在不断进化，应随时监测犬细小病毒变

异情况，如若出现新的株型，就可以快速更新疫苗，

从而对犬起到保护作用。
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