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［摘　 要］ 　 为了解猪伪狂犬病病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）野毒株的特点，对沈阳一养殖场疑似

感染 ＰＲＶ 的组织病料进行 ＰＣＲ 鉴定、病毒分离和纯化、ｇＤ 和 ｇＥ 基因序列测定及分析、动物回归实

验。 结果显示：分离株能在 ＳＴ 细胞中产生典型的细胞病变，且 ＰＣＲ 显示为 ＰＲＶ 阳性；通过 ｇＤ、ｇＥ
基因进行序列分析发现，分离株与 ２０１１ 年后分离的 ＰＲＶ 变异株位于同一进化分支；氨基酸位点分

析发现分离株与 ＰＲＶ 变异株具有相同的变异模式。 感染仔猪出现典型的伪狂犬病症状，且在试验

期内仔猪全部发病（５ ／ ５），其中 ４ 头死亡（４ ／ ５）。 本研究成功分离到一株 ＰＲＶ 变异株，命名为 ＨＰ －
ＳＹ２０２２，为丰富我国 ＰＲＶ 分子流行病学及后续的免疫防控提供了参考。
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　 　 猪伪狂犬病是由伪狂犬病病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＶ）引起的一种急性传染病，猪是该病的主

要宿主［１ － ３］。 感染 ＰＲＶ 后可引起新生仔猪发生脑

脊髓炎，死亡率高达 １００％ ，其主要表现为神经症状

和呼吸困难；还会导致母猪的繁殖障碍，表现为流

产、死胎和木乃伊胎；感染 ＰＲＶ 后的成年猪和育肥

猪会长期带毒或排毒［４ － ５］。 该病给世界生猪养殖

业造成了严重损失。
２０１１ 年以前，对于伪狂犬病的防治方法主要依

赖于接种 Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 灭活疫苗，但是从 ２０１１ 年开

始，伪狂犬病新型变异株在我国开始出现，传统的

Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 灭活疫苗已不能提供足够的保护

力［６］。 为了解沈阳一猪场是否感染了 ＰＲＶ 变异

株，本试验对该猪场病料进行了病毒分离、ＰＣＲ 鉴

定及序列分析、动物回归试验，以期能掌握 ＰＲＶ 毒

株的流行情况及趋势。
１　 材料与方法

１． １　 主要试剂、细胞与试验动物 　 ＳＴ 细胞由华

派生物工程集团有限公司保存；ＤＬ － ２０００、２ ×
ＧＣ － Ｒｉｃｈ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＮＡ 提取试剂盒均购

自天根生物科技（北京）有限公司；ＤＭＥＭ 高糖

培养基、低熔点琼脂糖、ＭＥＭ 培养基、胰蛋白酶

购自 Ｇｉｂｃｏ；新生牛血清购自内蒙古奥普赛生物

科技有限公司；细胞培养板及 Ｔ２５ 培养瓶购自

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；２１ 日龄仔猪购自四川成都某规模

化养猪场。
１． ２　 病料的采集与处理　 辽宁省沈阳市某养殖场

部分猪只出现精神沉郁、呼吸困难、站立不稳等症

状。 采集发病猪只的肝脏、肾脏、肺、淋巴结及脑等

组织样品，一部分加入适量 ＰＢＳ 混合后研磨成浆置

于 － ７０ ℃ 保存，用于后续进行 ＰＣＲ 鉴定及病毒

分离。
１． ３　 引物设计及扩增 　 参照 ＧｅｎＢａｎｋ 已公布

的 ＴＪ 株 （ 登 录 号： ＫＪ７８９１８２ ） 的 全 基 因 设 计

ＰＲＶ ｇＤ 和 ｇＥ 基因的扩增引物，并送至英潍捷

基（上海）贸易有限公司合成，引物相关信息详

见表 １。

表 １　 ＰＲＶ ｇＤ 和 ｇＥ 基因的扩增引物

Ｔａｂ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＰＲＶ ｇＤ， ｇＥ ｇｅｎｅｓ

引物
名称

引物方向
片段

大小 ／ ｂｐ
退火

温度 ／ ℃

ｇＤ Ｆ１ ＣＧＣＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＣＴＴＴＧＧＣ

ｇＤ Ｒ１ ＧＧＡＣＧＣＧＧＧＧＣＣＣＡＣＧＡＣ
１４７７ ６３

ｇＥ Ｆ１ ＣＧＴＧＴＡＣＧＡＧＣＣＣＴＧＣＡＴＣＴＡＣＣＡ

ｇＥ Ｒ１ ＣＣＣＡＴＴＣＧＴＣＡＣＴＴＣＣＧＧＴＴＴＣＴ
１７５２ ５５

１． ４　 病料组织的 ＰＣＲ 鉴定 　 将研磨后病料组织

冻融 ３ 次，使用天根 ＤＮＡ 试剂盒按照说明书提取

组织 ＤＮＡ，以提取的 ＤＮＡ 作为模板进行 ＰＲＶ 的

ＰＣＲ 鉴定。
１． ５　 病毒分离与纯化 　 将保存于 － ７０ ℃的样品

取出，冻融 ３ 次，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液，
经 ０． ２２ μｍ 过滤器过滤后，吸取 ５００ μＬ 接种至长

满单层的 ＳＴ 细胞中，放于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞培养

箱中培养，每日观察细胞病变（ＣＰＥ）。 盲传 ３ 代后

若无 ＣＰＥ 则弃去培养物，当出现 ＣＰＥ，当其病变达

到 ８０％左右时收毒，经 ＰＣＲ 鉴定后保存至 － ７０ ℃
备用。

取分离株病毒液做连续 １０ 倍稀释， 选择

１０ － ３ ～ １０ － ６稀释倍数，分别接种至长满单层 ＳＴ 细

胞的 ６ 孔板中，孵育 １ ｈ 后弃去病毒液，将含有 ４％
血清的 ２ × ＤＭＥＭ 与低熔点琼脂糖按 １∶ １ 的比例进

行混合后加入细胞板中，待其凝固后放入 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养，每日观察细胞病变情

况，待出现 ＣＰＥ 后，用枪头挑取单一蚀斑，放入

１ ｍＬ无血清 ＤＭＥＭ 中，冻融后用相同方法再次进

行蚀斑纯化，将 ３ 轮纯化后鉴定为 ＰＲＶ 阳性的病

毒液扩大培养，分装保存至 － ７０ ℃，记为 Ｆ１ 代

ＰＲＶ 毒种。
１． ６　 分离株病毒滴度测定 　 用 ＭＥＭ 按 １０ － １ ～
１０ － ８进行连续 １０ 倍稀释病毒液，按 １００ μＬ ／孔接种

于 ９６ 孔板内生长良好的单层 ＳＴ 细胞上，每个稀释

度做 ８ 个重复，使用 ＭＥＭ 溶液作为阴性对照，接种

４ ｄ 后观察细胞病变结果，按照 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计

算病毒滴度。
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１． ７　 动物回归试验　 选取 ２１ 日龄 ＰＲＶ ｇＢ 抗体阴

性的健康仔猪 １０ 头，随机分为 ２ 组（攻毒组和对照

组），每组 ５ 头。 其中攻毒组通过滴鼻接种分离株

病毒液 １ ｍＬ（１０６． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ），对照组滴鼻接种 １
ｍＬ 的 ＭＥＭ。 同等条件下隔离饲养，每日定时测量

仔猪体温，观察临床症状及死亡情况。
１． ８　 分离株 ｇＤ、ｇＥ 基因的序列测定及分析　 将蚀

斑纯化后的分离株病毒液提取核酸作为 ＰＣＲ 反应

模板，ＰＣＲ 反应体系为：２ × ＧＣ － ｒｉｃｈ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １２． ５ μＬ，上下游引物各 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ９． ５ μＬ，
样品 ＤＮＡ １ μＬ，ＰＣＲ 总反应体积为２５ μＬ。 ＰＣＲ 反

应程序为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃ ４５ ｓ，６３ ／ ５５ ℃ ４５ ｓ，
７２ ℃延伸 ４５ ｓ，进行 ３０ 个循环，１５ ℃保持 １５ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 扩增产物使用 １． ５％ 琼脂糖凝胶电泳进行鉴

定，观察并保存结果。 将鉴定为阳性的 ＰＣＲ 产物

送至生工生物进行测序。 使用 ＭＥＧＡ６． ０、ＢｉｏＥｄｉｔ
软件对分离株序列进行处理并于 ＧｅｎＢａｎｋ 中收录

的国内外参考株（表 ２）进行比较分析。
２　 结　 果

２． １　 病料组织中 ＰＲＶ 的 ＰＣＲ 鉴定　 以提取的病

料组织 ＤＮＡ 作为模板，使用 ＰＲＶ － ｇＥ 引物进行扩

增，鉴定结果显示有一条约 １７５２ ｂｐ 左右的特异性

条带，将样品送至生工生物进行测序，将测得序列

在线进行 ＢＬＡＳＴ 分析表明为 ＰＲＶ 的部分基因。
２． ２　 病毒分离与纯化 　 经过无菌处理的组织上

清 接种单层 ＳＴ细胞 ，培养 ３ ６ ｈ可出现典型病

表 ２　 ＰＲＶ 参考株序列

Ｔａｂ ２　 ＰＲＶ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

毒株 登录号 分离地 分离年份 基因型

Ｅａ ＫＵ３１５４３０ 中国 １９９０ 经典株

Ｆａ ＫＭ１８９９１３ 中国 ２０１２ 经典株

ＳＣ ＫＴ８０９４２９ 中国 １９８６ 经典株

ＨＮＸ ＫＭ１８９９１２ 中国 ２０１２ 变异株

ＨＮＢ ＫＭ１８９９１４ 中国 ２０１２ 变异株

ＨＮ１２０１ ＫＰ７２２０２２ 中国 ２０１２ 变异株

ＨｅＮ１ ＫＰ０９８５３４ 中国 ２０１２ 变异株

ＪＳ － ２０１２ ＫＰ２５７５９１ 中国 ２０１２ 变异株

ＺＪ０１ ＫＭ０６１３８０ 中国 ２０１２ 变异株

ＴＪ ＫＪ７８９１８２ 中国 ２０１２ 变异株

ＨＬＪ８ ＫＴ８２４７７１ 中国 ２０１２ 变异株

ＤＬ１４ ／ ０８ ＫＵ３６０２５９ 中国 ２０１４ 变异株

ＢＪ ／ ＹＴ ＫＣ９８１２３９ 中国 ２０１２ 变异株

ＢｅｃＫｅｒ ＪＦ７９７２１９ 美国 １９７０ 欧美株

Ｂａｒｔｈａ ＪＦ７９７２１７ 匈牙利 ＮＡ 欧美株

Ｋａｐｌａｎ ＪＦ７９７２１８ 匈牙利 １９７１ 欧美株

Ｋｏｌｃｈｉｓ ＫＴ９８３８１１ 希腊 ２０１０ 欧美株

ＮＩＡ３ ＫＵ９０００５９ 英国 １９５９ 欧美株

变，主要表现为细胞圆缩、折光性增强、出现空洞

（图 １Ａ）。 待传至第 ２ 代时，细胞病变趋于稳定，且
病变时间提前至 ２４ ｈ。 同期对照组细胞呈梭形，边
缘整齐，形态清晰（图 １Ｂ）。

将第 ３ 代病毒液进行 １０ 倍系列稀释后进行蚀

斑纯化，经 ３ 次纯化后获得 ＰＲＶ 纯化毒株，将其命

名为 ＨＰ － ＳＹ２０２２。

Ａ： 接种组织上清的 ＳＴ 细胞（１００ × ）； Ｂ： 正常细胞对照（１００ × ）

图 １　 分离病毒细胞病变观察

Ｆｉｇ １　 ＣＰＥ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
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２． ３ 分离株 ＰＣＲ 鉴定 　 提取第 ３ 代病毒液进行

ＰＣＲ 鉴定，电泳结果显示 ｇＤ 基因和 ｇＥ 基因的扩

增片段分别在 １４７７ ｂｐ 和 １７５２ ｂｐ 左右有特异性目

的条带（图 ２Ａ、图 ２Ｂ）。 将 ＰＣＲ 阳性样品送至生工

生物进行测序，测得序列与 ＰＲＶ 参考株进行比对

分析。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ＰＲＶ ｇＤ； ４． ＰＲＶ ｇＥ；

２、５： 阳性对照； ３、６： 阴性对照

图 ２　 ＰＲＶ 分离株 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＶ ｉｓｏｌａｔｅ

２． ４　 分离株病毒滴度 　 将纯化后的病毒液进行

１０ 倍连续稀释，按 １００ μＬ ／孔接种至已长满单层 ＳＴ
细胞的９６孔板中，每个梯度做８个重复，放入细

胞培养箱中，４ ｄ 后观察结果发现 １０ － １ ～ １０ － ６稀释

度全部出现病变，１０ － ７ 稀释度有 ５ 孔病变。 采用

Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算测得分离株的抗原含量为

１０８． ２ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
２． ５　 动物试验结果　 接种分离株 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 的

５ 头仔猪在攻毒后第 １ 天都有不同程度的体温升

高，第 ２ 天开始出现食欲不振、精神沉郁、流涎和转

圈的临床症状，第 ３ 天逐渐站立不稳，倒地后出现

划水动作，试验期内攻毒组 ５ 头仔猪全部发病，其
中 ４ 头仔猪死亡，对照组在试验期内没有出现体温

升高及其他临床症状。
２． ６　 ＰＲＶ ｇＤ 和 ｇＥ 基因序列分析 　 使用 ＭＥＧＡ６
软件对分离株 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 的 ｇＤ、ｇＥ 基因分别进

行序列分析及绘制遗传进化树（图 ３Ａ、图 ３Ｂ）。 根

据 ＰＲＶ 毒株来源的不同，可将其分为 ２ 种基因型，
即 ＧｅｎｏｔｙｐｅⅠ型和 ＧｅｎｏｔｙｐｅⅡ型，欧美毒株均属于

ＧｅｎｏｔｙｐｅⅠ型，国内 ＰＲＶ 毒株属于 ＧｅｎｏｔｙｐｅⅡ型；
ＧｅｎｏｔｙｐｅⅡ型中又可分为经典株（Ｅａ 株、Ｆａ 株和 ＳＣ
株）和变异株。 本试验分离株 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 的 ｇＤ、
ｇＥ 基因位于 ＧｅｎｏｔｙｐｅⅡ型，且与 ２０１１ 年后的分离

株位于同一小分支，表明 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 与 ２０１１ 年

后的分离株亲缘关系更近。

Ａ： ｇＤ 基因； Ｂ：ｇＥ 基因

图 ３　 ＰＲＶ ｇＤ、ｇＥ 基因遗传进化树

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰＲＶ ｇＤ ａｎｄ ｇＥ ｇｅｎｅｓ
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中国兽药杂志 ２０２３ 年 ６ 月第 ５７ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

３　 讨　 论

ＰＲＶ 在世界范围内广泛流行，给全球养猪业造

成巨大经济损失。 部分欧美国家通过免疫基因标

记疫苗及区分疫苗毒和野毒的诊断方法，并结合生

物安全措施，现已宣布在家猪中净化该病［１ － ２］。 我

国也积极开展对伪狂犬病的净化工作，但由于我国

地域辽阔、养殖情况复杂，该病在我国仍有暴发［７］。
近年来有研究报道，部分养殖场为节省成本而接种

不同种类的 ＰＲＶ 疫苗，导致了疫苗毒株间发生重

组毒力返强，这可能是造成伪狂犬病爆发的原因

之一［８］。
ＰＲＶ 的基因组大小约为 １５０ ｋｂ，属于双链

ＤＮＡ 病毒，其中 ｇＤ 基因在不同 ＰＲＶ 毒株中的核苷

酸及氨基酸序列的同源性较高，表明其具有高度保

守性［９］。 ｇＥ 基因是 ＰＲＶ 主要的毒力基因之一，但
ｇＥ 基因又不是病毒复制所必须的基因，因此可通

过敲除 ｇＥ 基因来降低 ＰＲＶ 毒力来构建 ＰＲＶ 基因

缺失疫苗［１０ － １１］，接种 ｇＥ 缺失苗的动物将不会产生

针对 ｇＥ 基因的抗体，这可作为鉴定是否为 ＰＲＶ 野

毒感染的依据［７］。 本研究的组织样品来自于已免

疫 Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 灭活疫苗的养殖场，通过对分离株

ＨＰ － ＳＹ２０２２ ｇＤ、ｇＥ 基因的遗传进化树分析发现，
本研究分离株 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 与 ２０１１ 年后分离的

ＰＲＶ 变异株位于同一小分支。 氨基酸序列分析发

现，分离株 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 的 ｇＤ 基因在第 ３４４ 位和

３４８ 位的氨基酸发生了替换，即 Ｑ３４４Ｐ、Ｐ３４８Ｔ。 ｇＥ
基因与国内变异株具有高度一致的突变，其氨基酸

序列中的第 ４８ 位和 ４９６ 位均有一个天冬氨酸的插

入，这也与 ２０１１ 年后分离的 ＰＲＶ 变异株突变位置

相同［１２］，符合 ＰＲＶ 变异株的变异模式［１３］。 试验证

明了该养殖场的猪只感染了 ＰＲＶ 变异株，表明传

统疫苗已不能对 ＰＲＶ 流行株提供完全的保护。
根据 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法测得 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 的抗

原含量为 １０８． ２ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 通过对仔猪进行攻毒试

验发现 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 株可引起 ２１ 日龄仔猪全部发

病（５ ／ ５），４ 头仔猪死亡（４ ／ ５），表明分离株 ＨＰ －
ＳＹ２０２２ 具有高致病性。 随着近年来流行株毒力的

增强，原有疫苗已不能为猪群提供足够的保护，为

减少 ＰＲＶ 感染所带来的经济损失，应根据流行株

的分子特征进行新型疫苗的研发，并且更加注重生

物安全管理工作，避免外来输入。
本研究分离到的 ＨＰ － ＳＹ２０２２ 株可为我国

ＰＲＶ 分子流行病学、病原诊断及疫苗株筛选提供一

定的参考。
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