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摘要: 【目的】探究广州动物园一例死亡白狐 Alopex lagopus 肾脏中鉴定出的星状病毒的遗传变异情况。【方法】对

死亡白狐进行剖检，利用半巢式 RT-PCR对内脏器官进行病原学检测，对扩增出的病毒株的 RdRp 基因序列进行

相似性分析。【结果】死亡白狐的肾脏苍白肿大，被膜难以剥离，肾脏中检测出的星状病毒 RdRp 基因呈阳性。

RdRp 基因与 9株参考毒株的核苷酸相似性为 67.5%～96.2%，其中与香港猫源星状病毒 1637F的核苷酸相似性

(96.2%)最高。【结论】本研究为星状病毒在野生哺乳动物间的跨种传播及肠外器官中的感染提供了依据。
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Identification and genetic evolution analysis of astrovirus 
RdRp gene of Alopex lagopus

JI Jinzhao1, HUANG Mian2, LU Gang1, OU Jiajun1, PENG Shiming2, SA Jiaqi2, LI Shoujun1

(1 College of Veterinary Medicine, South China Agricultural University/Guangdong Provincial Key Laboratory of
Prevention and Control for Severe Clinical Animal Diseases, Guangzhou 510642, China;

2 Guangzhou Zoo, Guangzhou 510070, China)

Abstract: 【Objective】To  investigate  the  genetic  variation  of  astrovirus  identified  in  the  kidney  of  a  dead

Alopex  lagopus  in  Guangzhou  Zoo.【Method】The  autopsy  was  performed  on  the  dead  A.  lagopus,  and

the etiology detection of the internal organs was determined by semi-nested RT-PCR. The amplified RdRp gene

sequence of the virus strain was used for similarity analysis.【Result】The kidney of the dead A. lagopus were

pale,  enlarged  and  the  capsule  was  difficult  to  be  stripped  off.  The  astrovirus RdRp  gene  in  kidney  showed

positive. The astrovirus RdRp gene had nucleotide similarities of 67.5%−96.2% with nine referenced astrovirus

strains from other animals, and was most closely related to the feline astrovirus 2 strain 1637F isolated in Hong

Kong (96.2% similarity).【Conclusion】The study enlarges  the  knowledge of  the  interspecies  transmission of

astrovirus among wild mammals, also proves the possibility of extraintestinal infection caused by astrovirus.
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星状病毒 (Astrovirus) 是一种无囊膜二十面体

单链正链 RNA病毒，于 1975年首次在肠炎患儿的

粪便中发现，主要引发人和动物的胃肠道疾病 [1]。

该病毒粒子负染后经透射电子显微镜观察，可见表

面具有特征性的五角或六角星状结构，因此命名为

星状病毒[2]。该病毒基因组全长为 6.1~7.9 kb，基因

组结构包括 5′UTR、3个开放阅读框 (ORF1a、ORF1b
和 ORF2) 及 3′UTR、多聚腺苷酸 (PolyA) 尾。其中

ORF1a、ORF1b 编码星状病毒的非结构蛋白，包含

跨膜域、核定位信号、核糖体移框信号、丝氨酸蛋白

酶及 RNA 依赖性 RNA 聚合酶 (RdRp)；ORF2
则编码病毒结构蛋白−衣壳蛋白，其全长氨基

酸序列可以作为星状病毒种间划分的依据 [3 ]。目

前，星状病毒科 Astroviridae 分 2 个属：哺乳动物

星状病毒属 Mamastrovirus 和禽类星状病毒属

Avastrovirus。哺乳动物感染星状病毒后通常会引起

胃肠炎，少数情况下会引起神经综合征和脑炎[4]；禽

类感染星状病毒后可引起肠炎、肝炎和肾炎等多种

疾病[5]。星状病毒在我国哺乳动物及禽类养殖场中

普遍存在，在宠物猫狗临床上常与其他病毒发生混

合感染。

星状病毒自被发现以来，一直被认为是人和动

物胃肠炎的重要病原之一。近年来，随着现代分子

检测技术与病原诊断技术的不断进步，越来越多的

星状病毒在哺乳动物和禽类中被相继发现。有研究

发现星状病毒也可以感染哺乳动物的肠外器官，如

脑[6]、肺脏[7]、脾脏[7]、肾脏[7] 等，并且高度分化的星

状病毒可以越过胃肠道直接感染其他组织或器官[8]。

星状病毒感染宿主通常具有种属特异性，然而报道

显示该病毒在人和动物上存在跨种传播的现象[9]。

目前，星状病毒在世界范围内流行，不仅对经济动

物养殖业和珍稀野生动物造成极大损失和危害，也

对人类健康产生了巨大的威胁。本研究利用半巢

式 RT-PCR 对 1 只死亡白狐 Alopex lagopus 的心

脏、肺脏、肝脏及肾脏进行星状病毒 RdRp 基因的检

测，并对扩增鉴定出的病毒株的 RdRp 基因进行序

列测定和分析，以期了解星状病毒的遗传及进化状

况，为该病毒的诊断及引发疾病的治疗提供参考。

1   材料与方法

1.1    样品

2019 年 1 月采集 1 只死亡白狐的心脏、肺脏、

肝脏及肾脏。

1.2    主要试剂

RNAiso Plus购自 Takara Bio公司；反转录试剂

盒 Hiscript 1st Strand cDNA Synthesis Kit、胶回收试

剂盒 FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit 购自诺

唯赞生物科技股份有限公司 (南京)；预混酶 2×Taq
PCR StarMix with Loading Dye购自 GeneStar；连接

酶 pCloneEZ-NRS-Omni-Amp/HC购自中美泰和生物

技术 (北京)有限公司；感受态细胞 DH5α Chemically
Competent Cell购自上海唯地技术有限公司。

1.3    引物的设计与合成

针对星状病毒 RdRp 基因的保守区域，参照文

献 [10] 设计引物，预计扩增产物的大小为 342 bp，
引物由广州天一辉远生物科技有限公司合成。引物

序列信息见表 1。

1.4    病毒 RNA 的提取

取 50 mg 样品加入 1 mL RNAiso Plus 在液氮

匀浆机中充分匀浆，将匀浆液转移至 RNase Free管
中，室温 (15~30 ℃)条件下静置 5 min；12 000 r/min、
4 ℃ 条件下离心 5 min；小心吸取上清液，转至新的

RNase Free管。利用 RNAiso Plus对 4种样品进行

RNA 提取，将获得的样品 RNA 置于−80 ℃ 保存，

备用。

1.5    cDNA 的合成

反转录体系 (总体积为 20 μL)：样品 RNA 7 μL、
Random hexamers 1 μL、2×RT Mix 10 μL、HiScript II
Enzyme Mix 2 μL。用移液器轻轻吹打混匀，瞬时离

心。cDNA 合成反应条件：25  ℃   5  min，50  ℃
45 min，85 ℃ 2 min。cDNA 产物立即用于半巢式

RT-PCR反应。

1.6    半巢式 RT-PCR 检测

以合成的 cDNA 为模版，以 a s rRdRp2F、
asrRdRp1R为第 1轮引物进行半巢式扩增。PCR体

系 (总体积 20 μL)：样品 cDNA 2 μL、上游引物

asrRdRp2F 1 μL、下游引物 asrRdRp1R 1 μL、2×Taq
PCR StarMix with Loading Dye 10 μL、RNase Free
ddH2O 6 μL。扩增程序：94 ℃ 预变性 5 min；94 ℃
变性 30 s，45 ℃ 退火 60 s，72 ℃ 延伸 60 s，共 36个
循环；72 ℃终延伸 10 min。以 asrRdRp2F、asrRdRp2R

 

表 1   引物序列信息

Table 1    Primer sequence information
 

名称Name 序列(5′→3′)Sequence

asrRdRp1R GGYTTNACCCACATNCCAAA

asrRdRp2F GAYTGGRCNCGNTWYGATGGNACIAT

asrRdRp2R ARNCKRTCATCNCCATA
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为第 2 轮引物，扩增程序与第 1 轮相同，扩增片段

大小约为 432 bp。取 10 μL 扩增产物，用 10 g/L 琼

脂糖凝胶电泳检测。根据 RT-PCR检测结果分别分

析星状病毒在 4种白狐内脏器官中的感染情况。

1.7    目的基因的克隆及测序

通过 FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit 试
剂盒对阳性扩增产物进行回收，取回收得到的产物

与 pCloneEZ-NRS-Omni-Amp/HC 载体连接，25 ℃
条件下反应 5 min；将连接产物转化入大肠埃希菌

Escherichia coli DH5α 感受态细胞中，并接种于含

Amp 的 LB 固体培养基中，37 ℃ 条件下恒温培养

12 h；挑取单个菌落接种于 1 mL 含 Amp 的营养肉

汤培养基中，37 ℃ 条件下摇床震荡培养 6 h。取试

剂盒提供的 M13F/M13R 作为鉴定重组子的引物，

取 2 μL 菌液作为模板进行菌液 PCR；将鉴定为阳

性的菌液送至广州天一辉远生物科技有限公司测序。

1.8    系统进化树的构建及相似性分析

测序结果经 DNASTAR Version 7.1 拼接后与

GenBank 上发表的 FAstV-K40、GZBY-128、FL-
2007 等 9 株病毒分离株进行比较，通过 Lasergene
DNASTARTM 5.06 软件进行序列比对与相似性分

析，使用 MEGA 7.0 软件采用邻接法 (Neighbor-
Joining method)构建系统进化树。

2   结果与分析

2.1    星状病毒 RdRp 基因半巢式 RT-PCR 检测

通过半巢式 RT-PCR 对白狐的心脏、肺脏、肝

脏及肾脏进行检测，在肾脏样品中扩增得到大小约

342 bp 的片段，与预期大小相符。琼脂糖凝胶电泳

图见图 1。

2.2    白狐源星状病毒 RdRp 基因序列相似性分析

系统进化树 (图 2 ) 显示，白狐源星状病毒

Guangzhou 2019 RdRp 基因与猫源星状病毒 1637F、
FAstV-K40、Fc13053，猎豹源星状病毒 FL-2007，家
鼩源星状病毒 GZBY-128分为同一大支，其中与香

港猫源分离株 1637F 亲缘关系最近；与猪源星状病

毒 SF9Cro、PAstV-GX1、Shanghai 2008，犬源星状病

毒 Gillingham 2012的亲缘关系较远。

2.3    目的基因测序及相似性分析

目的基因克隆测序结果正确，对测序结果进行

相似性比较。结果 (表 2) 显示：白狐源星状病毒

Guangzhou 2019 RdRp 基因与猪源星状病毒 PAstV-
GX1等 9株毒株的核苷酸相似性为 67.5%~96.2%。

其中，与香港猫源星状病毒 1637F 的相似性最高，

为 96.2%；与犬源星状病毒 Gillingham 2012的相似

性最低，为 67.5%。

 

M     1st 2nd

bp

2 000→

1 000→
750→

500→

250→

100→

←342 bp

 
M：DL2000 DNA marker；1st：第 1轮扩增产物；2nd：第 2轮扩增产物

M: DL2000 DNA marker; 1st: The first round amplification product; 2nd:
The second round amplification product

图 1     白狐肾脏星状病毒 RdRp 基因的半巢式 RT-PCR 鉴定

Fig. 1    Semi-nested RT-PCR identification of astrovirus
RdRp gene in kidney of Alopex lagopus

 

● Alopex lagopus astrovirus Guangzhou 2019

NC_022249.1 Feline astrovirus 2 strain 1637F

KF155290.1 Feline astrovirus 2 strain FAstV-K40

EU650332.1 Cheetah astrovirus 1 strain FL-2007

KY009115.1 House shrew astrovirus isolate GZBY-128

KT598673.1 Feline astrovirus 2 strain Fc13053

KJ533344.1 Porcine astrovirus 1 isolate SF9Cro

NC_025379.1 Porcine astrovirus 3 isolate PAstV-GX1

GQ914773.1 Porcine astrovirus 2 Shanghai 2008

NC_026814.1 Canine astrovirus strain Gillingham 2012
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“●”为本研究鉴定出的白狐源星状病毒毒株

“●” represents Alopex lagopus astrovirus strain identified in this study

图 2    白狐肾脏星状病毒 RdRp 基因系统进化树

Fig. 2    Phylogenetic tree of astrovirus RdRp gene in kidney of Alopex lagopus
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3   讨论与结论

迄今为止，已在多种禽类和哺乳动物中检测到

星状病毒。星状病毒感染宿主通常具有种属特异

性，但近年来越来越多的研究表明星状病毒可跨越

物种屏障进行传播，其中包括野生动物与人[11]、野

生动物与圈养家畜[12] 之间的跨种传播。RdRp 基因

的系统发育分析表明，跨种传播是导致星状病毒长

期进化的重要因素[13]。本研究结果显示白狐源星状

病毒的 RdRp 基因与猫源星状病毒具有高度相似

性，进一步证明星状病毒跨种传播的可能性。

星状病毒主要感染人和动物的消化系统，通过

改变肠上皮细胞屏障的通透性引发肠炎及腹泻等

症状[14]。近年来，由星状病毒引起的哺乳动物肠外

疾病也相继出现，如人和牛的脑炎及神经系统疾

病[15]、水貂颤抖综合征[16] 以及仔猪先天性震颤和呼

吸系统疾病[17]。哺乳动物肾脏感染的病例报道较

少，目前仅在猪和免疫缺陷小鼠的肾脏中鉴定出星

状病毒[18]。本研究对 1 只死亡白狐进行了剖检，发

现肾脏苍白肿大，被膜难以剥离，对其进行病原学

检测，成功鉴定出一株白狐源星状病毒。

本研究中白狐感染星状病毒可能与园内流浪

猫的活动有关。近来有报道称，动物园内发现一例

星状病毒在东北虎与猫之间传播的事件，该东北虎

表现出严重流涎症状[19]。有调查显示星状病毒在我

国家猫中的感染率高达 23.4%(46/197)，远高于其他

国家，其中无症状感染者可达 8.7% (8/92)[20]。星状

病毒主要通过粪−口途径传播，也可以通过饮用水

源或污水传播[21]，同时隐性感染动物的存在为该病

毒在空间和时间上提供了更多的传播机会。城市中

活动自由的流浪猫极有可能成为星状病毒传播过

程中的中间宿主，提高野生动物感染该病毒的潜在

风险。对于星状病毒的防治，应着手加强对城市内

流浪动物的收治管理，降低圈养野生动物与城市流

浪动物之间的接触机会，建立有效保护区域，提高

食物水源安全性等，以期降低珍稀野生动物感染该

病毒的风险。

本研究在白狐肾脏中鉴定出 1 株星状病毒，该

病毒与香港猫源星状病毒 1637F的相似性较高，达

到 96.2%。对其基因序列进行分析，初步了解了病

毒的进化情况，为星状病毒在野生哺乳动物间的跨

种传播以及肠外器官中的感染提供了依据，有助于

了解该病毒在圈养野生动物与城市流浪动物之间

的传播情况，以及感染其他动物的潜在可能性。
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表 2   白狐肾脏星状病毒 RdRp 基因核苷酸相似性分析1)
 

Table 2    Nucleotide similarity analysis of astrovirus RdRp gene in kidney of Alopex lagopus %
 

毒株Strain 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 79.8 94.6 89.3 80.8 77.3 90.5 96.2 92.1 67.5

2 82.0 81.4 86.4 90.9 84.5 81.4 83.0 67.8

3 93.1 83.3 79.8 94.3 97.2 96.2 69.1

4 82.0 79.5 92.4 91.8 93.1 69.7

5 85.5 83.3 82.3 82.3 66.2

6 80.8 78.9 80.4 67.2

7 92.7 93.1 69.4

8 94.6 67.8

9 69.1

　1：白狐源星状病毒Guangzhou 2019，2：猪源星状病毒PAstV-GX1，3：猫源星状病毒FAstV-K40，4：猫源星状病毒Fc13053，
5：猪源星状病毒SF9Cro，6：猪源星状病Shanghai 2008，7：家鼩源星状病毒GZBY-128，8：猫源星状病毒1637F，9：猎豹源星状病

毒FL-2007，10：犬源星状病毒Gillingham 2012
　1: Alopex lagopus astrovirus Guangzhou 2019, 2: Porcine astrovirus 3 isolate PAstV-GX1, 3: Feline astrovirus 2 strain FAstV-
K40, 4: Feline astrovirus 2 strain Fc13053, 5: Porcine astrovirus 1 isolate SF9Cro, 6: Porcine astrovirus 2 Shanghai 2008, 7: House
shrew astrovirus isolate GZBY-128, 8: Feline astrovirus 2 strain 1637F, 9: Cheetah astrovirus 1 strain FL-2007, 10: Canine
astrovirus strain Gillingham 2012
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