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广州地区猫泛白细胞减少症病毒分离鉴定及

全 基 因 组 遗 传 分 析
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摘要：【目的】分析广州地区猫泛白细胞减少症病毒（Ｆｅｌｉｎｅｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａｖｉｒｕｓ，ＦＰＬＶ）的自然重组、跨宿主传播以
及流行变异情况。【方法】采集疑似感染猫泛白细胞减少症病毒的猫粪便样品进行细胞分离，并对阳性病料提取基

因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增获得病毒的全基因组序列，并与 ＧｅｎＢａｎｋ中相关的参考毒株序列进行遗传进化分析，同时对
ＶＰ２基因与ＮＳ１基因的主要氨基酸位点进行差异分析。【结果】成功获得２株猫泛白细胞减少症病毒及其全基因
组序列。遗传进化分析显示，广州地区分离的猫泛白细胞减少症病毒 ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２与我国其他分离毒
株ＦＰＬＶＸＪ０１、ＦＰＬＶＨＲＢ属同一分支，提示ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２由 ＦＰＬＶＸＪ１进化而来；ＮＳ１基因系统进化树
显示，ＦＰＬＶ存在与ＣＰＶ４４７重组的可能。主要氨基酸位点分析显示，ＦＰＬＶ在ＶＰ２基因中的主要氨基酸位点上的
遗传变异比ＣＰＶ保守；在ＮＳ１基因上发现ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２分别存在不同程度的氨基酸位点突变。【结论】
广州地区分离的猫泛白细胞减少症病毒仍在不断地重组进化。
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　　细小病毒（Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）是一种单股负链的线状
ＤＮＡ病毒，属于细小病毒科 Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｄａｅ细小病毒属
Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，病毒粒子在电子显微镜下呈圆形或六边
形，无囊膜结构，核衣壳为轴对称的二十面体［１］。随

着细小病毒的不断遗传进化，病毒基因组序列也在

不断地发生突变，其宿主特异性、跨物种传播、自然

重组等生物学特性存在改变的可能。细小病毒基因

组含有２个开放阅读框（ＯＲＦ）：第１个 ＯＲＦ位于基
因组的５′端，编码非结构蛋白 ＮＳ１和 ＮＳ２；第 ２个
ＯＲＦ位于基因组的３′端，编码结构蛋白ＶＰ１和ＶＰ２。
２个ＯＲＦｓ分别含有各自独立的启动子，非结构蛋白
和结构蛋白的 ｍＲＮＡ终止于共同的 Ｐｏｌｙ（Ａ）信号，
并且可以通过ｍＲＮＡ的可变剪接形成不同的翻译模
板。ＶＰ２蛋白是衣壳蛋白的主要成分，是主要的抗
原蛋白，具有凝血活性和介导细小病毒感染宿主细

胞的作用。ＮＳ１蛋白是最主要的非结构蛋白，对细
小病毒的复制具有重要的调节作用。病毒基因的中

间部分，存在着５００ｂｐ的间隔区；而基因组的两侧，
存在着与复制密切相关的发夹结构，并且高度磷酸

化，这种结构可能与保护病毒基因组不被降解有

关［２３］。

猫泛白细胞减少症是由猫泛白细胞减少症病毒

（Ｆｅｌｉｎｅｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａｖｉｒｕｓ，ＦＰＬＶ）引起的一种高度
接触性急性传染病，以高热、呕吐、白细胞严重减少

和肠炎为特征，而犬细小病毒病是由犬细小病毒

（Ｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＣＰＶ）引起的犬科动物的一种急
性传染病，以剧烈呕吐、出血性肠炎、白细胞显著减

少及心肌炎为主要特征，幼犬较易发病。ＦＰＬＶ和
ＣＰＶ均属于细小病毒属成员，它们在宿主特异性上
存在一定的差异。ＦＰＬＶ是目前细小病毒属中感染
范围最宽、致病性最强的一种［４］。ＦＰＬＶ在自然条件
下感染猫科和鼬科以及多种野生动物，如虎、豹、狮

子和浣熊，但以体型较小的猫科动物最为易感。此

外，在猴子中也分离出 ＦＰＬＶ。ＣＰＶ主要感染犬、
猫［５６］。随着宿主间的相互接触以及细小病毒的不

断遗传变异，宿主范围也出现了一定的变化，ＣＰＶ的
宿主范围由最开始的单一犬群感染向犬、猫科动物

等多种动物感染发展。在进化过程中，ＣＰＶ出现了

ＣＰＶ２、ＣＰＶ２ａ、ｎｅｗＣＰＶ２ａ、ＣＰＶ２ｂ、ｎｅｗＣＰＶ２ｂ、
ＣＰＶ２ｃ等基因型，而目前鲜见对 ＦＰＬＶ进行基因分
型，这可能与 ＣＰＶ的 ＶＰ２基因核苷酸突变率远高于
ＦＰＬＶ有关［７８］。病毒ＶＰ２基因的一些突变使得病毒
能够有效感染新的宿主，并在其间传播，适应性进化

的逐渐积累导致了细小病毒的广泛流行［９］。此外，

由于ＦＰＬＶ的基因组序列较小，因此可将 ＦＰＬＶ的遗
传进化过程作为研究细小病毒进化以及病毒跨种传

播的重要模型［１０］。

本试验通过对疑似感染猫泛白细胞减少症病毒

的猫粪便样品进行细胞分离，将成功分离到猫泛白

细胞减少症病毒的病料提取基因组 ＤＮＡ后，进行全
基因组序列测定分析，以弄清猫泛白细胞减少症病

毒主要基因 ＶＰ２与 ＮＳ１的突变情况，阐明广州地区
猫泛白细胞减少症病毒在遗传进化方面的情况。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１４年１２月—２０１５年５月在华南农业大学动

物医院采集疑似感染猫泛白细胞减少症病毒的病猫

粪便样品１１份。
Ｆ８１细胞系由广东省兽医临床重大疾病综合防

控重点实验室保存。

ｐＺｅｒｏＢａｃｋ载体、ＦａｓｔＨｉＦｉｄｅｌｉｔｙＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ高保
真酶、ＤＨ５α感受态细胞、粪便基因组ＤＮＡ提取试剂
盒均为天根生化科技（北京）有限公司产品；ＤＮＡ凝
胶回收纯化试剂盒为 Ａｘｙｇｅｎ公司产品；ＤＭＥＭ细胞
培养液为Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　猫泛白细胞减少症病毒的分离　称取猫粪
便样品０２ｇ，用 ＤＭＥＭ细胞培养液混匀，制成质量
比为１∶９的悬浮液，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，上清
液用０２２μｍ的滤膜过滤，收集滤液，置于 －２０℃
条件下保存备用。将处理好的上清液按照细胞培养

液总体积的 １／１０接种于 Ｆ８１细胞系，置于 ３７℃、
ＣＯ２体积分数为５％的培养箱中培养，同时设置正常
细胞作为对照，每日观察细胞病变（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，
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ＣＰＥ）情况。如未出现 ＣＰＥ，则待细胞长满后进行正
常传代。若经过盲传５代后仍不产生 ＣＰＥ，则视为
阴性；若ＣＰＥ达到８０％以上，则经 －８０℃／３７℃反
复冻融３次后收毒，置于－８０℃条件下保存。
１．２．２　引物的设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上 ＦＰＬＶ
（登录号：Ｍ３８２４６）的参考序列设计 ６对分段扩增
ＦＰＬＶ全基因组序列的引物（表１），设计好的引物送
广州华大基因科技股份有限公司进行合成。

表１　猫泛白细胞减少症病毒全基因分段引物
Ｔａｂ．１　ＳｅｇｍｅｎｔｅｄｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｏｆＦＰＬＶ

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＦＰＬＶ１ Ｆ：ＧＡＡＴＧＡＴＡＧＧＣＧＧＴＴＴＧＴＧＴＧ

Ｒ：ＴＣＴＴＣＴＧＣＡＡＴＴＴＣＴＣＴＧＡＧＣ
ＦＰＬＶ２ Ｆ：ＧＣＡＧＡＡＧＡＴＡＧＴＧＡＡＴＧＧＧＴＧ

Ｒ：ＴＴＧＧＴＴＧＴＧＴＡＴＧＴＴＣＡＧＧＴＣ
ＦＰＬＶ３ Ｆ：ＴＴＡＴＧＡＣＡＡＣＴＡＡＴＧＡＡＡＡＴＡ

Ｒ：ＴＴＴＴＡＧＴＴＧＧＴＴＴＴＧＴＴＧＧＴＣ
ＦＰＬＶ４ Ｆ：ＴＧＡＴＡＣＡＣＣＡＧＡＴＣＡＴＣＣＡＴＣ

Ｒ：ＴＡＴＴＴＧＴＴＴＧＣＣＡＴＧＴＡＴＧＴＧ
ＦＰＬＶ５ Ｆ：ＧＡＡＡＡＴＴＣＴＧＴＧＣＣＡＧＴＡＣＡＣ

Ｒ：ＴＡＣＣＴＴＴＣＣＡＣＣＡＡＡＡＡＴＣＴＧ
ＦＰＬＶ６ Ｆ：ＡＡＧＡＣＴＴＣＡＴＧＴＡＡＡＴＧＣＡＣＣ

Ｒ：ＡＧＡＴＴＧＡＴＡＣＴＴＡＴＧＧＴＡＡＧＧ

１．２．３　病毒基因组 ＤＮＡ提取、扩增、克隆及序列测
定　粪便样品 ＤＮＡ提取参考天根粪便基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒操作手册，提取的 ＤＮＡ用无核酸酶的水
溶解，置 －２０℃条件下保存。利用各分段 ＰＣＲ引
物，以提取的基因组 ＤＮＡ为模板，分段扩增全基因
组序列。５０μＬ反应体系：ＤＮＡ模板２μＬ，上、下游
引物各１μＬ，５×ＦａｓｔＨｉＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，
ＦａｓｔＨｉＦｉｄｅｌｉｔｙＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ，２０×ＦａｓｔＰＣＲＥｎｈａｎ
ｃｅｒ２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。ＰＣＲ产物以００１
ｇ·ｍＬ－１琼脂糖凝胶电泳分离，使用 ＤＮＡ凝胶回收
试剂盒进行回收；纯化后的目的基因片段与 ｐＺｅｒ
ｏＢａｃｋ载体连接、转化，将经 ＰＣＲ鉴定为阳性的待测
菌液送广州华大基因科技股份有限公司进行序列测

定，每个克隆送３个阳性菌液，并对测序正确的菌液
提取质粒，－２０℃条件下保存。
１．２．４　序列测定与分析　将测序获得的序列用
ＤＮＡｓｔａｒ软件包中的 Ｅｄｉｔｓｅｑ和 ＳｅｑＭａｎ程序进行整
理，并拼接成线性的全基因组序列。使用Ｂｉｏｅｄｉｔ软件
进行序列匹配和多重序列比对（ＣｌｕｓｔａｌＷ 法）；
ＭＥＧＡ５软件用于遗传进化分析，并与从 ＧｅｎＢａｎｋ上
收集的２６个参考序列（表２）进行比较，采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ，Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ＝１０００）法绘制系统进化树。

表２　２６株细小病毒参考序列
Ｔａｂ．２　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ２６ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓ

毒株 登录号 基因型 年份 来源国

ＣＰＶＮ Ｍ１９２９６ ＣＰＶ２ １９９５ ＵＳＡ
ＣＰＶＭ３８ Ｍ３８２４５ ＣＰＶ２ １９９６ ＵＳＡ
ＣＰＶＦ２６１ ＦＪ００５２６１ ＣＰＶ２ｂ ２００９ Ｇｅｒｍａｎｙ
ＣＰＶ３３９ ＡＹ７４２９３３ ｎｅｗＣＰＶ２ａ ２００５ ＮｅｗＺｅａｌａｎｄ
ＣＰＶ４４７ ＡＹ７４２９３４ ｎｅｗＣＰＶ２ｂ ２００５ ＵＳＡ
ＣＰＶＵ６ ＡＹ７４２９３５ ｎｅｗＣＰＶ２ａ ２００５ Ｇｅｒｍａｎｙ
ＣＰＶ３９５ ＡＹ７４２９３６ ｎｅｗＣＰＶ２ｂ ２００５ ＵＳＡ
ＣＰＶＥＦ ＥＦ０１１６６４ ｎｅｗＣＰＶ２ａ ２００６ Ｃｈｉｎａ
ＣＰＶＮＪ０１ ＥＵ３１０３７３ ｎｅｗＣＰＶ２ａ ２００８ Ｃｈｉｎａ
ＣＰＶ４１０ ＥＵ６５９１１９ ｎｅｗＣＰＶ２ｂ ２００８ ＵＳＡ
ＣＰＶ１３ ＥＵ６５９１１８ ｎｅｗＣＰＶ２ａ ２００８ ＵＳＡ
ＣＰＶ５７９ ＥＵ６５９１１６ ＣＰＶ２ ２００８ ＵＳＡ
ＣＰＶＹ１Ａ Ｄ２６０７９ ＣＰＶ２ａ ２００８ Ｊａｐａｎ
ＣＰＶＬＺ２ ＪＱ２６８２８４ ｎｅｗＣＰＶ２ｂ ２０１３ Ｃｈｉｎａ
ＣＰＶＵＹ３４９ ＫＭ４５７１２９ ＣＰＶ２ｃ ２０１４ Ｕｒｕｇｕａｙ
ＣＰＶＵＹ１３５ ＫＭ４５７１１２ ＣＰＶ２ｃ ２０１４ Ｕｒｕｇｕａｙ
ＦＰＬＶＭ３８２ Ｍ３８２４６ ＦＰＬＶ １９９６ ＵＳＡ
ＦＰＬＶＸ５５ Ｘ５５１１５ ＦＰＬＶ ２００５ ＵＳＡ
ＦＰＬＶＸＪ１ ＥＦ９８８６６０ ＦＰＬＶ ２００７ Ｃｈｉｎａ
ＦＰＬＶ８ｂ ＥＵ６５９１１４ ＦＰＬＶ ２００８ ＵＳＡ
ＦＰＬＶ３６７ ＥＵ６５９１１１ ＦＰＬＶ ２００８ ＵＳＡ
ＦＰＬＶ８８９ ＥＵ６５９１１３ ＦＰＬＶ ２００８ ＵＳＡ
ＦＰＬＶＫＡ ＥＵ６５９１１５ ＦＰＬＶ ２００８ ＵＳＡ
ＦＰＬＶ４６４ ＥＵ６５９１１２ ＦＰＬＶ ２００８ ＵＳＡ
ＦＰＬＶＨＲＢ ＫＰ２８００６８ ＦＰＬＶ ２０１５ Ｃｈｉｎａ
ＦＰＬＶＭＧ１３２ＫＰ７６９８５９ ＦＰＬＶ ２０１５ Ｂｅｌｇｉｕｍ

２　结果与分析
２．１　病毒分离结果

将病料上清液同步接种于 Ｆ８１细胞，并通过带
毒传代的方法成功获得了２株 ＦＰＬＶ，编号为 ＦＰＬＶ
ＧＺ０１和ＦＰＬＶＧＺ０２。对照组的 Ｆ８１细胞贴壁生长，
呈不规则的细胞形态，连接紧密（图１Ａ），而接种病
料上清液的试验组则在连续传代３次后出现 ＣＰＥ，
其表现为细胞生长缓慢、细胞圆缩、胞间联系减少、

细胞脱落等病变现象（图１Ｂ）。

Ａ：对照组的Ｆ８１细胞；Ｂ：试验组的Ｆ８１细胞。

图１　病毒分离结果
Ｆｉｇ．１　Ｖｉｒｕｓｉｓｏｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ
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２．２　序列测定结果及相似性分析
将实验室获得的２株ＦＰＬＶ的核苷酸、氨基酸序

列与表２中的参考序列对比分析发现，ＦＰＬＶＧＺ０１
株ＮＳ１基因与其他毒株的核苷酸序列相似性为
９８９％～９９６％，氨基酸序列相似性为 ９８７％ ～
９９４％；ＶＰ２基因的核苷酸序列相似性为９８０％ ～
９９５％，氨基酸序列相似性为９７１％ ～９９８％；全基
因组的核苷酸序列相似性为 ８７６％ ～９９４％。
ＦＰＬＶＧＺ０２株 ＮＳ１基因的核苷酸序列相似性为
９８８％～９９８％，氨基酸序列相似性为 ９８８％ ～
９９７％；ＶＰ２基因的核苷酸序列相似性为９７９％ ～
９９８％，氨基酸序列相似性为９６９％ ～９９８％；全基
因组的核苷酸序列相似性为８２４％ ～９９０％。表明
分离毒株 ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２与参考毒株之间
的差异较小，相似性高，且 ＮＳ１基因的核苷酸序列相
似性高于ＶＰ２基因和全基因组的核苷酸序列相似性。
２．３　ＶＰ２、ＮＳ１基因及全基因组的核苷酸序列系统

进化树分析

　　将实验室获得的２株 ＦＰＬＶ序列与表２中的２６
株细小病毒序列进行核苷酸序列系统进化树分析

（图２～图４）。结果表明，在 ＶＰ２、ＮＳ１基因与全基
因组的系统进化树上，分别形成ＦＰＬＶ与ＣＰＶ２个大
的分支。ＦＰＬＶＧＺ０１与ＦＰＬＶＧＺ０２均处在ＦＰＬＶ分

图２　细小病毒ＶＰ２基因的核苷酸序列系统进化树
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｐａｒｖｏｖｉｒｕｓＶＰ２ｇｅｎｅ

支上，属于 ＦＰＬＶ，其中 ＦＰＬＶＧＺ０２与 ＦＰＬＶＨＲＢ的
亲缘关系最接近，且 ＦＰＬＶＧＺ０２与 ＦＰＬＶＨＲＢ组成
的分支与 ＦＰＬＶＧＺ０１属于同一分支。此外 ＦＰＬＶ
ＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２与 ＦＰＬＶＨＲＢ组成的分支与
ＦＰＬＶＸＪ１接近。

图３　细小病毒ＮＳ１基因的核苷酸序列系统进化树
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｐａｒｖｏｖｉｒｕｓＮＳ１ｇｅｎｅ

图４　细小病毒全基因组的核苷酸序列系统进化树
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｏｆｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ
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２．４　主要氨基酸位点的分析
分别选取 ＦＰＬＶＭ３８２、ＣＰＶＮ、ＣＰＶＹ１Ａ、ＣＰＶ

ＮＪ０１、ＣＰＶＦ２６１、ＣＰＶ４１０ 和 ＣＰＶＵＹ３４９ 作 为
ＦＰＬＶ、ＣＰＶ２、ＣＰＶ２ａ、ｎｅｗ ＣＰＶ２ａ、ＣＰＶ２ｂ、ｎｅｗ
ＣＰＶ２ｂ和 ＣＰＶ２ｃ的参考毒株，并与 ＦＰＬＶＧＺ０１、
ＦＰＬＶＧＺ０２进行ＮＳ１和ＶＰ２基因的主要氨基酸位点
比对（表３、表４）。
　　在 ＶＰ２基因中主要的氨基酸位点上，与 ＦＰＬＶ
Ｍ３８２相比，ＦＰＬＶＧＺ０１和 ＦＰＬＶＧＺ０２没有出现突
变，提示ＦＰＬＶＶＰ２蛋白的功能在进化过程中较少发

生改变；与 ＣＰＶＮ、ＣＰＶＹ１Ａ、ＣＰＶＮＪ０１、ＣＰＶＦ２６１、
ＣＰＶ４１０和 ＣＰＶＵＹ３４９相比，ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶ
ＧＺ０２、ＦＰＬＶＭ３８２在第 ８０、９３、１０３、３２３、５６４、５６８位
点上出现氨基酸位点的宿主差异变化，表明 ＶＰ２蛋
白可能在不同宿主上表现出功能差异（表 ３）。在
ＮＳ１基因中的部分氨基酸位点上，ＦＰＬＶＧＺ０１分别
在第５４６、５８４位点上出现新的氨基酸突变，ＦＰＬＶ
ＧＺ０２仅在第５４６位点上出现新的氨基酸突变，这些
新的突变是否能引起ＮＳ１基因的功能甚至是细小病
毒的生物学特性改变有待进一步研究（表４）。

表３　ＶＰ２基因中主要的氨基酸位点分析
Ｔａｂ．３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｍａｊｏｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｔｅｓｏｆｔｈｅＶＰ２ｇｅｎｅ

毒株
氨基酸位点

８０ ８７ ９３ １０３ ３００ ３０５ ３２３ ４２６ ５６４ ５６８
核酸类型

ＦＰＬＶＧＺ０１ Ｋ Ｍ Ｋ Ｖ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ ＦＰＬＶ
ＦＰＬＶＧＺ０２ Ｋ Ｍ Ｋ Ｖ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ ＦＰＬＶ
ＦＰＬＶＭ３８２ Ｋ Ｍ Ｋ Ｖ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ ＦＰＬＶ
ＣＰＶＮ Ｒ Ｍ Ｎ Ａ Ａ Ｄ Ｎ Ｎ Ｓ Ｇ ＣＰＶ２
ＣＰＶＹ１Ａ Ｒ Ｌ Ｎ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｎ Ｓ Ｇ ＣＰＶ２ａ
ＣＰＶＮＪ０１ Ｒ Ｌ Ｎ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｎ Ｓ Ｇ ｎｅｗＣＰＶ２ａ
ＣＰＶＦ２６１ Ｒ Ｌ Ｎ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｄ Ｓ Ｇ ＣＰＶ２ｂ
ＣＰＶ４１０ Ｒ Ｌ Ｎ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｄ Ｓ Ｇ ｎｅｗＣＰＶ２ｂ
ＣＰＶＵＹ３４９ Ｒ Ｌ Ｎ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｅ Ｓ Ｇ ＣＰＶ２ｃ

表４　ＮＳ１基因中的部分氨基酸位点分析

Ｔａｂ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｐａｒｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｔｅｓｏｆｔｈｅＮＳ１ｇｅｎｅ

毒株
氨基酸位点

２４８ ５４６ ５８４
核酸类型

ＦＰＬＶＧＺ０１ Ｔ Ｐ Ａ ＦＰＬＶ
ＦＰＬＶＧＺ０２ Ｔ Ｐ Ｔ ＦＰＬＶ
ＦＰＬＶＭ３８２ Ｔ Ｓ Ｔ ＦＰＬＶ
ＣＰＶＮ Ｉ Ｓ Ｔ ＣＰＶ２
ＣＰＶＹ１Ａ Ｉ Ｓ Ｔ ＣＰＶ２ａ
ＣＰＶＮＪ０１ Ｉ Ｓ Ｔ ｎｅｗＣＰＶ２ａ
ＣＰＶ４１０ Ｉ Ｓ Ｔ ｎｅｗＣＰＶ２ｂ
ＣＰＶＵＹ３４９ Ｉ Ｓ Ｔ ＣＰＶ２ｃ

３　讨论与结论
本试验采用 Ｆ８１细胞对收集的疑似感染 ＦＰＬＶ

的猫粪便样品进行细胞分离。与对照组相比，试验

组出现了细胞生长缓慢、细胞圆缩、胞间联系减少、

细胞脱落等病变现象，与亢文华等［１１］的报道相符。

由于细小病毒的复制需要在宿主细胞分裂期才能满

足宿主细胞为其提供复制所需的酶等条件，因此采

取同步接毒的方法分离病毒。通过对ＦＰＬＶＧＺ０１和
ＦＰＬＶＧＺ０２的序列相似性分析，发现在核苷酸相似

性、氨基酸相似性分析上，ＶＰ２基因比 ＮＳ１基因变化
差异大，表明ＶＰ２基因作为细小病毒衣壳的主要结
构蛋白在细小病毒分类、宿主特异性等方面具有重

要作用。

系统进化树分析发现，广州地区猫泛白细胞减

少症病毒分离株 ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２与我国其
他地区的猫泛白细胞减少症病毒分离株 ＦＰＬＶＸＪ１、
ＦＰＬＶＨＲＢ同在一个大分支上，且该大分支上又形
成几个小的分支，显示 ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２、
ＦＰＬＶＨＲＢ毒株可能由早期的 ＦＰＬＶＸＪ１毒株遗传
进化而来，而 ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２毒株处在
ＦＰＬＶＸＪ１与 ＦＰＬＶＨＲＢ毒株之间，是否表明 ＦＰＬＶ
ＨＲＢ毒株可能由广州地区分离株 ＦＰＬＶＧＺ０１、
ＦＰＬＶＧＺ０２进化而来，还需要进一步的研究。从宿
主差异上来看，ＶＰ２、ＮＳ１基因与全基因组的系统进
化树分析显示，总体上看猫泛白细胞减少症病毒与

犬细小病毒单独形成２个大的分支，具有明显的宿
主特异性，但ＮＳ１基因的系统进化树分析显示 ＣＰＶ
４４７与ＦＰＬＶ形成的大分支处在同一分支上，这可能
是由于ＣＰＶ４４７的ＮＳ１基因存在与猫泛白细胞减少
症病毒ＮＳ１基因重组的可能，这与 Ｏｈｓｈｉｍａ等［１２］报

道的 ＦＰＬＶＸＪ１毒株出现 ＣＰＶ和 ＦＰＬＶ的重组进化
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现象相符。为了进一步证明不同宿主细小病毒出现

的重组现象，需要更深入的研究。

细小病毒中的ＶＰ２蛋白作为细小病毒衣壳的主
要蛋白，在宿主差异方面起到关键作用，本研究选取

了１０个与宿主范围、抗原性和血凝性相关的ＶＰ２基
因中的氨基酸位点进行分析，其中第８０、５６４、５６８位
点与ＦＰＬＶ能否在猫体内繁殖有关，而影响 ＣＰＶ在
犬内繁殖的氨基酸位点为第９３、１０３、３２３位点［１３１４］。

此外，有报道在 ＶＰ２基因的第３００位氨基酸位点上
发现天冬氨酸（Ｄ）突变，此位点突变株首先报道于
越南的猫体内，随后在犬体内也出现此氨基酸位点

的突变株［１５］。ＶＰ２基因的主要氨基酸位点分析结果
显示，广州地区分离株 ＦＰＬＶＧＺ０１、ＦＰＬＶＧＺ０２与参
考毒株ＦＰＬＶＭ３８２相比，在这１０个氨基酸位点上均
一致，并没有出现氨基酸突变，表明 ＦＰＬＶＧＺ０１、
ＦＰＬＶＧＺ０２毒株仅在猫体内复制，尚不具备跨犬传
播的可能，但ＶＰ２基因其他氨基酸位点、病毒其他基
因或宿主基因的改变是否会引起细小病毒的跨宿主

传播还有待更深入的研究。与 ＣＰＶ相比，ＦＰＬＶ在
ＶＰ２基因的遗传进化上更为保守，说明猫泛白细胞
减少症病毒在遗传进化上相对较慢。在 ＮＳ１基因的
序列比对中，与 ＦＰＬＶＭ３８２相比，发现 ＦＰＬＶＧＺ０２
在第５４６位点出现由丝氨酸（Ｓ）向脯氨酸（Ｐ）的突
变，而ＦＰＬＶＧＺ０１除了在５４６位点上具有相同的氨
基酸突变外，同时还在第５８４位点上出现了由苏氨
酸（Ｔ）向丙氨酸（Ａ）的突变，ＮＳ１基因中第５４６、５８４
位氨基酸位点的功能还有待于进一步研究，对于这２
个位点的突变是否能引起猫泛白细胞减少症病毒宿

主特异性改变、是否能引起与其他细小病毒发生基

因重组等情况值得研究。

本研究通过收集疑似感染猫泛白细胞减少症病

毒的猫粪便样品进行细胞分离，提取阳性病料的基

因组ＤＮＡ进行测序，对猫泛白细胞减少症病毒进行
相似性、遗传进化、主要氨基酸位点的分析，表明广

州地区的猫泛白细胞减少症病毒在不断地进化。为

此，对猫泛白细胞减少症病毒进行监测，有利于掌握

该地区猫泛白细胞减少症病毒的流行变异情况，不

仅为该地区猫泛白细胞减少症病毒的预防和控制提

供了一定的理论基础和参考依据，而且对研究细小

病毒的生物学特性、评估疫苗保护水平等具有重要

意义。

参考文献：

［１］　ＲＥＥＤＡＰ，ＪＯＮＥＳＥＶ，ＭＩＬＬＥＲＴＪ．Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅ
ｑｕｅｎｃｅａｎｄｇｅｎｏｍｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ［Ｊ］．
ＪＶｉｒｏｌ，１９８８，６２（１）：２６６２７６．

［２］　ＡＧＢＡＮＤＪＥＭ，ＭＣＫＥＮＮＡＲ，ＲＯＳＳＭＡＮＮＭＧ，ｅｔａｌ．
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｅｌｉｎｅｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａｖｉｒｕｓｅｍｐ
ｔｙｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，１９９３，１６（２）：１５５１７１．

［３］　ＰＡＲＲＩＳＨＣＲ．Ｈｏｓｔｒａｎｇｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｎｄｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎ
ｏｆｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＶｅｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９９，６９（１／
２）：２９４０．

［４］　刘景华．动物病毒学［Ｍ］．北京：科学出版社，１９８５．
［５］　ＩＫＥＤＡＹ，ＭＯＣＨＩＺＵＫＩＭ，ＮＡＩＴＯＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｏｍｉ

ｎａｎｃｅｏｆｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ（ＣＰＶ）ｉｎｕｎｖａｃｃｉｎａｔｅｄｃａｔ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄｅｍｅｒｇｅｎｃｅｏｆｎｅｗａｎｔｉｇｅｎｉｃｔｙｐｅｓｏｆＣＰＶｓ
ｉｎｃａｔｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０００，２７８（１）：１３１９．

［６］　ＭＡＲＴＥＬＬＡＶ，ＤＥＣＡＲＯＮ，ＥＬＩＡＧ，ｅｔａｌ．Ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｉｎＩｔａｌｙ［Ｊ］．ＪＶｅｔＭｅｄ：Ｓｅ
ｒｉｅｓＢ，２００５，５２（７／８）：３１２３１５．

［７］　ＤＥＣＡＲＯＮ，ＥＬＩＡＧ，ＤＥＳＡＲＩＯＣ，ｅｔａｌ．Ａｍｉｎｏｒ
ｇｒｏｏｖｅｂｉｎｄｅｒｐｒｏｂｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙｆｏｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｙｐｅ２ｂａｓｅｄｖａｃｃｉｎｅｓａｎｄｆｉｅｌｄｓｔｒａｉｎｓｏｆｃａｎｉｎｅ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００６，１３６（１／２）：６５
７０．

［８］　ＨＯＥＬＺＥＲＫ，ＳＨＡＣＫＥＬＴＯＮＬＡ，ＰＡＲＲＩＳＨＣＲ，ｅｔ
ａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｅｍｅｒｇｅｎｃｅ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ
ａｎｄｄｉｓｐｅｒｓａｌｏｆｃａｒｎｉｖｏｒｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＪＧｅｎＶｉｒｏｌ，
２００８，８９（９）：２２８０２２８９．

［９］　ＳＴＥＩＮＥＬＡ，ＭＵＮＳＯＮＬ，ＶＡＮＶＵＵＲＥＮＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｌｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍ
ｖａｒｉｏｕｓｃａｒｎｉｖｏｒｅｓ［Ｊ］．ＪＧｅｎＶｉｒｏｌ，２０００，８１（２）：３４５
３５０．

［１０］夏咸柱，高玉伟，王化磊，等．略谈人兽共患病跨种传播
与监测及免疫研究中的几个问题［Ｊ］．中国病毒病杂
志，２０１２，２（１）：４１０．

［１１］亢文华，赵凤龙，郝霖雨，等．猫泛白细胞减少症病毒的
分离与鉴定［Ｊ］．中国畜牧兽医，２００８，３５（１０）：８９９２．

［１２］ＯＨＳＨＩＭＡＴ，ＭＯＣＨＩＺＵＫＩＭ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａ
ｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｆｅｌｉｎｅｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａｖｉｒｕｓａｎｄｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏ
ｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２［Ｊ］．ＪＶｅｔＭｅｄＳｃｉ，２００９，７１（４）：４０３４０８．

［１３］ＬＬＡＭＡＳＳＡＩＺＡＬ，ＡＧＢＡＮＤＪＥＭＣＫＥＮＮＡＭ，ＰＡＲ
ＫＥＲＪＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｃａｎｉｎｅ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｗｈｉｃｈｃｏｎｔｒｏｌｓａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄｈｏｓｔｒａｎｇｅ［Ｊ］．
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９９６，２２５（１）：６５７１．

［１４］ＴＲＵＹＥＮＵ，ＡＧＢＡＮＤＪＥＭ，ＰＡＲＲＩＳＨＣＲ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｅｌｉｎｅｈｏｓｔｒａｎｇｅａｎｄａｓｐｅｃｉｆｉｃｅｐｉｔｏｐｅｏｆｆｅ
ｌｉｎｅｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９９４，２００（２）：
４９４５０３．

［１５］ＫＡＮＧＢＫ，ＳＯＮＧＤＳ，ＬＥＥＣＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅａｎｄ
ｇｅｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓｉｎＫｏｒｅａ
［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＧｅｎｅｓ，２００８，３６（１）：１２７１３３．

【责任编辑　李晓卉】

４１ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３８卷　


