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猪伪狂犬病病毒新流行株主要糖蛋白的

分子特征分析

向柯宇，潘　慧，吉艺宽，王　雨，张宝石，罗永文，琚春梅
（华南农业大学 兽医学院／广东省动物源性人兽共患病预防与控制重点实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】进一步了解猪伪狂犬病毒新流行株的遗传特征。【方法】对从安徽某猪场分离的１株猪伪狂犬病病
毒（ＰＲＶ）ＡＨ株进行遗传进化分析及主要糖蛋白ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ的序列分析。【结果】ＰＲＶＡＨ株与国内２０１１年以
来的流行毒株非常相似，但与Ｂａｒｔｈａ株及其他国外毒株遗传关系较远；国内流行毒株与 Ｂａｒｔｈａ株及其他国外毒株
相比，其主要糖蛋白均存在明显的连续氨基酸的缺失和插入，且部分突变位点位于这些糖蛋白的重要功能区。

【结论】从分子水平上解析了ＰＲＶ新流行株与疫苗株Ｂａｒｔｈａ株的遗传差异，为进一步深入研究 Ｂａｒｔｈａ株疫苗免疫
失败的原因提供了理论依据。
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疫苗免疫是防控猪伪狂犬病的重要措施。在我国，

许多猪场采用Ｂａｒｔｈａ株疫苗预防猪伪狂犬病且取得
了显著效果，但自２０１１年以来，许多 Ｂａｒｔｈａ株疫苗
免疫猪场重新爆发了猪伪狂犬病疫情［１］。将新流行

株接种Ｂａｒｔｈａ株疫苗免疫的猪和羊，结果显示猪和
羊均发病，表明 Ｂａｒｔｈａ株疫苗对新毒株不能提供完
全保护［１５］。

伪狂犬病毒的糖蛋白不仅在病毒的侵入、释放

以及细胞间扩散等过程中起重要作用，而且也是参

与机体免疫反应的主要靶蛋白［６］。因此，对这些糖

蛋白进行深入分析有助于了解新毒株的致病性及免

疫原性。本研究在成功分离猪伪狂犬病毒新流行株

的基础上，对其进行了遗传进化分析及主要糖蛋白

ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ的序列分析，以期从分子水平上解析
现阶段猪伪狂犬病疫情爆发的可能原因。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　病料和细胞　病料采自安徽某猪场流产胎儿
的脑组织，经ＰＣＲ检测为ＰＲＶｇＥ阳性。ＰＫ１５细胞
由华南农业大学兽医微生物学与免疫学教研室保存。

１．１．２　试剂　ＬＡＴａｑ酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、琼脂糖、

ｐＭＤ１８Ｔ载体均为ＴａＫａＲａ公司产品，ＤＭＥＭ培养液
为Ｇｉｂｃｏ公司产品，胎牛血清为Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品。
１．１．３　试验动物　５周龄的雌性昆明小鼠购自南方
医科大学实验动物中心。

１．２　方法
１．２．１　病毒的分离　将病料在 ＤＭＥＭ中充分研磨
后，于４℃ 条件下６８００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集
上清液。将上清液用０２２μｍ的滤器过滤，接种至
ＰＫ１５单层细胞中，观察到细胞出现明显病变时，将
细胞反复冻融３次后收集病毒，通过ＰＣＲ鉴定病毒。
１．２．２　致病性试验　将３０只５周龄的昆明小鼠分
成６组，分别接种 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４稀释度的
ＰＲＶＡＨ病毒液１００μＬ，另外２组分别接种未稀释
的病毒液１００μＬ作阳性对照和 ＤＭＥＭ１００μＬ作阴
性对照，每天对小鼠的临床症状和死亡情况进行观

察，最后计算出病毒的ＬＤ５０。
１．２．３　引物设计　参照 ＧｅｎＢａｎｋ发布的 ＰＲＶ序列
（ＧＩ：３２１８７３３９）设计４对引物分别扩增ＰＲＶｇＢ、ｇＣ、
ｇＤ、ｇＥ基因序列，引物由生工生物工程股份有限公
司合成。

１．２．４　ＰＣＲ扩增　用ＬＡＴａｑ酶扩增ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ
４段基因序列，其引物见表１。

表１　扩增主要糖蛋白基因的引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｍａｊｏｒｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）

ｇＢ ＣＣＧＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣ ＴＧＧＴＧＣＧＴＣＡＧＴＧＡＧＴＴ

ｇＣ ＧＧＧＧＧＧＣＣＡＴＴＣＧＣＡ ＧＣＧＧＧＧＧＣＧＴＣＡＣＡＧ

ｇＤ ＧＣＣＡＴＧＣＴＧＣＴＣＧＣＡ ＣＴＧＣＧＧＡＧＧＣＴＡＣＧＧ

ｇＥ ＧＧＧＧＴＴＧＡＧＡＣＣＡＴＧＣＧＧ ＣＧＧＴＴＣＴＣＣＣＧＧＴＡＴＴＴＡ

　　ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
４５ｓ，退火温度条件下４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，循环３０
次；７２℃末次延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ
基因的ＰＣＲ扩增最适退火温度分别为：５０、５６、５８、
５５℃。
１．２．５　遗传进化分析　用 ＭＥＧＡ５０软件将 ＰＲＶ
ＡＨ和部分国内外经典的ＰＲＶ毒株的ｇＣ、ｇＥ基因序
列进行比对分析，并采用邻位相连法绘制系统发育树。

１．２．６　主要糖蛋白的序列分析　将 ＰＲＶＡＨ与
ＰＲＶ其他毒株的 ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ氨基酸序列进行比
对分析，以解析新流行株与其他毒株的差异。

２　结果与分析

２．１　病毒分离
将流产胎儿脑组织样品接种到 ＰＫ１５单层细胞

上，在接种４８ｈ后观察到了明显细胞病变，提取病变
细胞总ＤＮＡ为模板，利用 ＰＲＶｇＥ特异性引物进行
ＰＣＲ检测，结果显示可以扩增出 ｇＥ特异性条带（图
略），证实病料中含有伪狂犬病毒，并命名为 ＰＲＶ
ＡＨ。
２．２　致病性试验

所有接种１０－１和１０－２稀释度病毒液的小鼠都在
７２～８４ｈ内死亡，有３只接种１０－３稀释度病毒液的
小鼠在７２～８４ｈ内死亡。接种１０－４稀释度病毒液
的小鼠未发生死亡。所有接种死亡的小鼠都表现典

型的伪狂犬病症状，如神经症状和奇痒症状，小鼠在

接种不同稀释度的病毒液后的死亡情况见表２。在
ＰＫ１５细胞中测得 ＰＲＶＡＨ分离株的 ＴＣＩＤ５０为
１０－７４／０１ｍＬ。经寇氏法测得病毒对小鼠的ＬＤ５０为
１０４３ＴＣＩＤ５０。
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表２　分离株ＰＲＶＡＨ对小鼠的致病性试验

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＰＲＶＡＨｔｏｍｉｃｅ

病毒稀释度 病毒滴度 ｔ死亡／ｈ 死亡率

原液 １０７．４ＴＣＩＤ５０ ７２～８４ ５／５

１０－１ １０６．４ＴＣＩＤ５０ ７２～８４ ５／５

１０－２ １０５．４ＴＣＩＤ５０ ７２～８４ ５／５

１０－３ １０４．４ＴＣＩＤ５０ ７２～８４ ３／５

１０－４ １０３．４ＴＣＩＤ５０ … ０／５

空白 ０ … ０／５

２．３　遗传进化分析
分别以ＰＲＶｇＣ和ｇＥ基因对新流行株与其他毒

株进行遗传进化分析。在 ＰＲＶｇＣ基因的遗传进化
分析中，采用了３０株国内不同年代或不同地点分离
的ＰＲＶ毒株和 ５株国外分离的 ＰＲＶ毒株，结果表
明，除２００８年分离的７株毒株外，其他国内毒株都
位于同一个分支，且２０１１年ＰＲＶ重新大流行以来新
分离毒株的遗传关系更近，这些毒株与国外毒株及

疫苗毒株Ｂａｒｔｈａ株遗传关系较远（图１），这与Ｆｏｎｓｅ
ｃａ等［７］的结果相符。本研究中所分离的毒株 ＰＲＶ
ＡＨ与２０１１年 ＰＲＶ重新大流行以来分离的 ＰＲＶ毒
株位于同一分支，因此归属于新流行株。

图１　ＰＲＶｇＣ基因的遗传进化分析

Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎＰＲＶｇＣ

　　ＰＲＶｇＥ基因的遗传进化分析结果与ｇＣ基因的
相似。在ＰＲＶｇＥ基因的遗传进化分析中，采用了
１４株国内不同年代或不同地点分离的ＰＲＶ毒株和９
株国外ＰＲＶ毒株，结果显示，所有国内毒株与国外毒
株（ＰＰｒＶＭａｌａｙｓｉａ株除外）分属于不同分支，说明国
内分离毒株遗传关系较近，而与国外毒株存在较大

差异（图２）。

图２　ＰＲＶｇＥ基因的遗传进化分析

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎＰＲＶｇＥ

２．４　ＰＲＶ主要糖蛋白的序列分析
将ＰＲＶ国内分离株的主要糖蛋白序列与Ｂａｒｔｈａ

株及国外分离株进行比较，结果显示，国内株都存在

明显的氨基酸的缺失或插入。在糖蛋白 ｇＢ区域，所
有国内株在７５～７８氨基酸处存在４个氨基酸的缺
失，在９３～９４氨基酸处存在２个氨基酸的插入（图
３）。在糖蛋白ｇＣ区域，国内毒株（除２００８年分离的
７株毒株外）在６２～６９氨基酸处都存在８个连续氨
基酸的插入（图４）。与 Ｂａｒｔｈａ株相比较，多数国内
株在糖蛋白ｇＤ的２７５～２７６氨基酸处存在２个氨基
酸的插入，而ＰＲＶＥａ株在２７５～２７９氨基酸处存在５
个连续氨基酸的插入（图５）。在糖蛋白 ｇＥ区域，不
同分离株的区别主要位于４８氨基酸和４９５～４９８氨
基酸处，如与国外经典毒株 Ｋａｐｌａｎ株和 Ｂｅｃｋｅｒ株相
比较，国内新分离株（除ＨＮＨＢ株外）在４９６～４９８位
置均存在１～３个氨基酸的插入，部分国内株在 ４８
氨基酸处还存在１个氨基酸的插入（图６）。
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图３　不同ＰＲＶ毒株ｇＢ氨基酸的序列比对分析
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇＢｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＲＶｓｔｒａｉｎｓ

图４　不同ＰＲＶ毒株ｇＣ氨基酸的序列比对分析
Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇＣｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＲＶｓｔｒａｉｎｓ
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图５　不同ＰＲＶ毒株ｇＤ氨基酸的序列比对分析
Ｆｉｇ．５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇＤｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＲＶｓｔｒａｉｎｓ

图６　不同ＰＲＶ毒株ｇＥ氨基酸的序列比对分析
Ｆｉｇ．６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇＥｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＲＶｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论
ＰＲＶＡＨ株从安徽某 Ｂａｒｔｈａ株疫苗免疫猪场的

流产胎儿脑组织中分离得到，经动物试验测得其毒

力较强，对小鼠 ＬＤ５０可达 １０
４３ＴＣＩＤ５０。为了了解

ＰＲＶＡＨ株和国内外其他 ＰＲＶ毒株的关系，我们分
别以ＰＲＶｇＣ和ｇＥ基因进行了遗传进化分析，结果
显示ＰＲＶＡＨ株和２０１１年造成国内 ＰＲＶ大流行的
毒株十分相似。

伪狂犬病毒的糖蛋白不仅在病毒的侵入、释放

以及细胞间传播等过程中起重要作用，而且也是参

与机体免疫反应的主要靶蛋白。因此，对这些糖蛋

白进行深入分析有助于了解新毒株的致病性及免疫

原性等。对 ＰＲＶｇＢ、ｇＣ、ｇＤ、ｇＥ糖蛋白的序列分析
表明，国内不同时期分离的毒株，特别是新毒株序列

基本相似，但与Ｂａｒｔｈａ株存在明显差异，主要表现为

多个连续氨基酸的插入或缺失，且部分差异区域位

于这些糖蛋白的重要功能区。

在ＰＲＶｇＢ糖蛋白 Ｎ端的 ５９～１２６氨基酸序列
存在３个连续的抗原表位区，这一区域的氨基酸序
列具有高柔韧性、易接近性和亲水性，具有抗体结合

位点（ＡＢＤ）的特征［８］。在本研究中，与 Ｂａｒｔｈａ株相
比，所有国内毒株均存在４个氨基酸的缺失（７５～７８
氨基酸）和２个氨基酸的插入（９３～９４氨基酸），这
些突变都在５９～１２６氨基酸区域，可能会影响抗原－
抗体的结合。

ＰＲＶｇＣ基因在诱导感染动物体液免疫和细胞
免疫中起着重要作用。在猪群，无论是野毒感染还

是弱毒疫苗免疫，机体诱导产生的 ＰＲＶ中和抗体主
要是针对 ｇＣ糖蛋白。此外，ｇＣ糖蛋白是介导病毒
与靶细胞的黏附所必须，主要通过其表面的３个肝
素结合区域（ＨＢＤｓ）与靶细胞表面硫酸乙酰肝素糖
胺聚糖链结合。ＨＢＤｓ区域同时也是 ｇＣ糖蛋白 Ｎ
端的抗体结合区域（４４～２９０氨基酸）的一部分，用
ｇＣ特异性抗体结合该区域可干扰病毒的黏附作
用［９］。在本研究中，与Ｂａｒｔｈａ株相比，国内新毒株的
ｇＣ氨基酸序列在 ＡＢＤ区域均存在８个连续氨基酸
的插入，这可能会改变该区的环状结构，从而影响ｇＣ
抗体与其有效结合。这可能也是造成 Ｂａｒｔｈａ株疫苗
对当前ＰＲＶ流行株免疫效果低下的原因之一。

ＰＲＶｇＤ糖蛋白可介导细胞间的融合，主要通过
与细胞表面被称为疱疹病毒侵入介质（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ
ｅｎｔｒｙｍｅｄｉａｔｏｒｓ，Ｈｖｅ）的受体发生结合，以稳定病毒
与细胞的相互作用。ｇＤ糖蛋白也是诱导产生中和
抗体的靶蛋白之一，这种抗体可减少ＰＲＶ侵入细胞，
从而在抗病毒免疫中发挥重要作用［１０］。在本研究

中，与Ｂａｒｔｈａ株相比，国内 ＰＲＶ新毒株的 ｇＤ氨基酸
序列在２６７～２７６氨基酸处存在（ＰｒｏＡｒｇ）５序列，而
在Ｂａｒｔｈａ株是 （ＰｒｏＡｒｇ）４序列，且在这一区域脯氨
酸的连续间隔排列可以在蛋白表面形成严格的亲水

结构，从而有利于蛋白之间的相互作用［１１］。这些特

殊氨基酸序列在ＰＲＶ感染中的具体作用尚不清楚。
国内毒株在ｇＤ蛋白中的这些突变是否会影响其与
Ｂａｒｔｈａ株疫苗抗体的有效结合尚需进一步证实。

ＰＲＶｇＥ糖蛋白在介导细胞融合、病毒扩散和释
放等方面起着重要作用［１２１３］，同时ｇＥ基因也与ＰＲＶ
的毒力相关［１４１５］。在本研究中，国内毒株ｇＥ氨基酸
序列的主要区别在于４８位和４９６～４９８位存在不同
数量氨基酸的插入，这些插入可能会导致病毒毒力

的改变。

综上所述，与 Ｂａｒｔｈａ株相比，国内 ＰＲＶ毒株的
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主要免疫原性蛋白ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ均存在明显差异，这也
可能是影响Ｂａｒｔｈａ株疫苗在国内猪场免疫效果不佳
的原因之一。在２０１１年后国内分离的ＰＲＶ毒株中，
除ｇＥ蛋白外，糖蛋白ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ无明显突变，且与国
内经典毒株 Ｅａ、Ｆａ、ＳＡ２１５等基本相似。因此，国产
疫苗，如由Ｅａ株致弱的 ＨＢ９８毒株，可能可以提供
更好的免疫保护，但国产疫苗生产工艺等方面仍需

改进以提高疫苗的质量。此外，疫苗的免疫效果很

大程度上取决于猪群本身的状况，例如疾病、营养缺

乏和药物滥用等因素导致动物机体的免疫抑制也可

能导致疫苗免疫失败。
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