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摘要： 猪萨佩罗病毒 （ＰＳＶ） ＶＰ１ 蛋白是位于病毒粒子表面的结构蛋白， 发挥主要的抗原效应。 为了弄清 ＰＳＶ ＨＮＨＢ－０１ 株 ＶＰ１ 基因的表达与

分子特征， 本研究设计针对 ＶＰ１ 基因的特异性引物， 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增获得 ＶＰ１ 基因， 并重组到真核表达载体 ｐＣＡＧＧＳ 上， 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 间

接免疫荧光鉴定， 成功表达 ＶＰ１ 蛋白。 随后基于 ＰＳＶ ＨＮＨＢ－０１ 株全基因序列以及 ＶＰ１ 基因序列与其他参考毒株的基因序列构建遗传进化树， 分

析遗传进化关系。 结果表明： 实验室分离的 ＨＮＨＢ－０１ 株与 ２０１７ 年分离的 ＨＮＸＸ－０１ 株亲缘关系最近， 与日本株 ＪＰＳＶ－１３１５ 关系接近； ＨＮＨＢ－

０１ ＶＰ１ 基因与国内 ２０１６－２０１７ 年流行的毒株 ＨＮＸＸ－０１、 ＰＳＶ－Ａ２、 ＪＸＸＹ－ａ２ 的 ＶＰ１ 基因高度同源， 与国外 ２００９ 年流行的日本毒株 ＪＰＳＶ１３１５ 的

ＶＰ１ 基因亲缘关系较近； ＨＮＨＢ－０１ 株 ＶＰ１ 氨基酸与 ＨＮＸＸ－０１ 株 ＶＰ１ 氨基酸同源性最高， 同源性为 ９９􀆰 ３２％。 三级结构分析表明， ＶＰ１ 蛋白存在

３ 条位于蛋白结构外侧的抗原表位区， 对应的氨基酸序列分别为 ２０～３０ ａａ、 ９０～１００ ａａ 和 ２６５～２７５ ａａ。 本研究为 ＰＳＶ 感染的诊断与预防提供依据，
并为今后研究 ＶＰ１ 基因的功能和开发疫苗奠定基础。
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　 　 猪萨佩罗病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｐｅｌｏｖｉｒｕｓ， ＰＳＶ） 属单

股正链 ＲＮＡ 病毒， 没有囊膜结构， ２０１４ 年国际病毒

分类委员会 （ＩＣＴＶ） 将其归为微 ＲＮＡ 病毒科萨佩罗

病毒属［１－５］。 该病毒传播迅速， 通过消化道扩散、 蔓

延， 亦可通过猪相互接触传播。 各年龄段猪均可感染

ＰＳＶ， 以仔猪感染最为严重。 发病后会出现各种临床

症状， 如脑脊髓灰质炎、 繁殖障碍、 腹泻、 肺炎等。
ＰＳＶ 在临床上易与其他病毒混合感染， 如猪瘟病毒

（ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＣＳＦＶ）， 猪繁殖与呼吸综

合征病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒ⁃
ｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ） 和猪细小病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＰＰＶ） 等［６］， 导致病情复杂严重， 大量仔猪死

亡， 降低了同期生猪出栏率， 严重制约了畜牧养殖业

的发展。
ＰＳＶ 基因组大小为 ７􀆰 ５ ～ ８􀆰 ３ ｋｂ， 仅有 １ 个开放

阅读框， 编码 １ 个多聚蛋白［７－９］。 ＰＳＶ 的蛋白结构组

成与其他微 ＲＮＡ 病毒类似， ＶＰ４、 ＶＰ２、 ＶＰ３ 和 ＶＰ１
组成了该病毒的衣壳［１０］， 其中 ＶＰ２、 ＶＰ３、 ＶＰ１ 蛋

白均位于核衣壳外部， 发挥主要的抗原效应， 而短的

ＶＰ４ 蛋白则位于核衣壳内部， 不参与免疫应答［１１］。
ＲＮＡ 病毒的衣壳蛋白可保护病毒 ＲＮＡ 不被环境中的

ＲＮＡ 酶水解， 以及将病毒 ＲＮＡ 包装进入衣壳和将病

毒 ＲＮＡ 释放到宿主细胞的功能［１２］。 此外， 病毒衣壳

蛋白还可通过与宿主细胞膜上的受体结合介导最初的

感染， 决定宿主的范围； 与整合素受体结合从而激发

受体途径或线粒体途径的细胞凋亡［１３－１４］。
上世纪 ６０ 年代， ＰＳＶ 在英国暴发［１５］， 而后在中

国、 西班牙、 巴西、 韩国等国家迅速传播［１２，１６－１８］，
截至目前， 相关疫苗或抗病毒药物尚未被研发。 我国

ＰＳＶ 呈现多发、 散发态势， 近年来该病毒检出率不

断提高， 严重影响生猪生产性能， 给养猪业带来重大

损失。 ＰＳＶ 在传播疾病的同时常常伴随着 ＶＰ１ 基因

的变异。 ＶＰ１ 蛋白作为核衣壳组成成分之一， 具有

免疫原性， 可作为血清学检测方法建立的候选蛋白。
此外， ＶＰ１ 蛋白能诱导产生中和抗体， 而中和抗体

水平是研发疫苗的关键性指标之一， 因此 ＶＰ１ 是研

发 ＰＳＶ 疫苗的理想候选蛋白［１９－２１］。
本研究利用真核表达系统成功表达 ＶＰ１ 蛋白，

并通过构建 ＰＳＶ 遗传进化树， 揭示了 ＰＳＶ 在全球范

围内的流行情况， 进一步以 ＶＰ１ 基因为基础构建进

化树， 分析 ＨＮＨＢ－０１ 株与参考毒株间的遗传进化关

系， 随后对 ＶＰ１ 进行同源性分析和蛋白结构预测。
本研究不仅为 ＰＳＶ 的诊断与预防提供依据， 并且为

今后研究 ＶＰ１ 基因的功能和开发疫苗奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病毒

猪萨佩罗病毒 ＨＮＨＢ－０１ 株由河南省动物性食品

安全重点实验室保存。
１􀆰 ２　 主要材料

人胚肾上皮细胞 （ＨＥＫ－２９３Ｔ）、 ｐＣＡＧＧＳ 载体

均由本实验室保存； ＤＨ５α 感受态细胞购自北京擎科

生物科技有限公司； ＰＳＶ ＶＰ１ 单抗由本实验室制备；
ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠二抗购自 ＳＩＧＭＡ 公司； ２×Ｒａｐｉｄ
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科

技有限公司； ＮＥＢ Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、 ＮＥＢ ＳｍａⅠ、
ＮＥＢ ＸｈｏⅠ内切酶均购自宝日医生物技术 （北京） 有

限公司； 质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司； ＤＮＡ 凝

胶回收试剂盒购自北京庄盟国际生物基因科技有限

公司。
１􀆰 ３　 主要仪器

ＮａｎｏＤｒｏｐ－２０００ 超微量紫外分光光度仪购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ 公 司； ＰＣＲ 核 酸 扩 增 仪 购 自 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 电泳仪购自北京六一仪器厂； 紫外凝

胶成像系统购 Ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ 公司。
１􀆰 ４　 引物的设计与合成

基 于 ＧｅｎＢａｎｋ 上 载 录 的 ＰＳＶ （ 登 录 号：
ＭＮ９３９５４１） 基因序列， 运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软

件， 设计靶向 ＶＰ１ 基因的特异性引物 （表 １）， 送至

武汉奥科公司合成。

表 １　 ＶＰ１ 基因的引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 大小 ／ ｂｐ

ＶＰ１ Ｆ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＧＡＧＡＴＧＴＧＡＡＡＧＡＣＧＡＧＧＴＣＣＡＡＧ （ＥｃｏＲⅠ） ３４

ＶＰ１ Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＴＧＴＴＣＴＧＣＧＧＧＡＴＡＡＡＡＧＣＣＴ （ＸｈｏⅠ） ３４

　 　 　 　 　 　 　 　 注： 斜体部分为酶切位点。

·４８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １



１􀆰 ５　 重组质粒的构建与鉴定

用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ， 反转录为 ｃＤＮＡ 后， 以

ｃＤＮＡ 为模板， 通过 ＰＣＲ 扩增 ＶＰ１ 基因， 反应总体

系为 ２５ μＬ： ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １３ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
９ μＬ， 上、 下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， 模板 ２ μＬ。 扩增程

序为： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃
５ ｍｉｎ， ３５ 个循环。 通过琼脂糖凝胶电泳， 胶回收纯

化 ＰＣＲ 产物， 然后利用 ＳｍａⅠ和 ＸｈｏⅠ对 ｐＣＡＧＧＳ 载

体和 ＶＰ１ 基因进行双酶切， 产物回收纯化， 利用 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶将连接产物转化至 ＤＨ５α 感受状态细胞，
在含有 Ａｍｐ＋的 ＬＢ 培养皿上 ３７ ℃培养 １４ ～ １６ ｈ， 挑

取白色单菌落， 利用通用引物进行 ＰＣＲ 鉴定， 随后

提取重组质粒， 对质粒进行双酶切鉴定， 筛选出阳性

重组质粒， 送至武汉奥科公司测序， 测序正确的质粒

命名为 ｐＣＡＧＧＳ－ＶＰ１。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＰ１ 蛋白表达

首先将 ｐＣＡＧＧＳ－ＶＰ１ 转染至 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞中，
转染 ３６ ｈ 后吸弃培养液， 用 １ ｍＬ 预冷 ＰＢＳ 洗细胞，
加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液， 置于冰上 １０ ｍｉｎ， 收集 ＶＰ１
蛋白于 ＥＰ 管中， 加入 ２５ μＬ ５×ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，
９５ ℃加热 １０ ｍｉｎ。 经 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 在 ４００ ｍＡ
１ ｈ 条件下将蛋白转印至 ＮＣ 膜上； 使用 ５％脱脂奶粉

室温封闭 ２ ｈ； 以鼠源 ＶＰ１ 单克隆抗体作为一抗，
４ ℃过夜孵育； 以 ＴＢＳＴ 缓冲液清洗 ５ 次， 每次

５ ｍｉｎ， 然后加入 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗， 室温

孵育 ２ ｈ； 以 ＴＢＳＴ 缓冲液清洗 ５ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 最

终使用 ＥＣＬ 成像系统进行检测。
１􀆰 ７　 间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 检测 ＶＰ１ 蛋白表达

以 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞铺设 １２ 孔细胞培养板， 待细

胞长至 ８０％时， 将 ｐＣＡＧＧＳ－ＶＰ１ 质粒转染至 ＨＥＫ－
２９３Ｔ 细胞中， ３６ ｈ 后吸弃维持液， 用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
以预冷的无水乙醇 ４ ℃固定过夜； 加入 ５％ ＢＳＡ 室温

封闭 ２ ｈ； 以鼠源 ＶＰ１ 单克隆抗体作为一抗， ４ ℃孵

育过夜； 以 ０􀆰 ０５％ ＰＢＳＴ 洗 ５ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 然后

加入 １ ∶ １００ 稀释的 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠二抗， 室温孵

育 １ ｈ； 以 ０􀆰 ０５％ ＰＢＳＴ 洗 ５ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 加入含

ＤＡＰＩ 的封片剂染细胞核， 置于荧光显微镜下观察

拍照。
１􀆰 ８　 基于 ＰＳＶ 全基因组遗传进化分析

从 ＮＣＢＩ 中选择各个国家具代表性的毒株序列，
共 ３３ 株 （表 ２）， 运用ＭＥＧＡ ７ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎ⁃
ｉｎｇ 算法 （邻系接合法）， 基于 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ 参数

模式， 自展值设置为 １ ０００ 个重复， 将 ＨＮＨＢ－０１ 毒

株序列与 ＮＣＢＩ 上下载的 ３２ 株毒株序列进行比对，
而后建立 ＰＳＶ 全基因组遗传进化发育树。

表 ２　 ＰＳＶ ＨＮＨＢ－０１ 与其他 ＰＳＶ 参考毒株信息

毒株名称 国家 分离时间 登录号

ＨＮＨＢ－０１ 中国 ２０１６ ＭＨ４２２１２１

ＨＮＸＸ－０１ 中国 ２０１７ ＭＮ９３９５４２

ＰＳＶ－Ａ２ 中国 ２０１６ ＭＧ７３２８１３

ＪＸＸＹ－ａ２ 中国 ２０１７ ＭＨ６２６６３４

ＨｕＮ１ 中国 ２０１５ ＫＸ３５４７４０

ＳＨＣＭ２０１９ 中国 ２０１９ ＭＮ６８５７８５

ＰＳＶ２０２０ 中国 ２０２０ ＯＮ１４６２８６

ｃｓｈ 中国 ２００９ ＨＱ８７５０５９

ＱＴ２０１３ 中国 ２０１３ ＫＪ４６３３８４

ＧＳ０１２０２１ 中国 ２０２１ ＯＭ３２８１１１

ＨＮＮＹ－０１ 中国 ２０１８ ＭＮ７５５８７５

ＹＣ２０１１ 中国 ２０１１ ＪＸ２８６６６６

ＪＤ２０１１ 中国 ２０１１ ＫＦ５３９４１４

ＹＮ０２－Ｃ１ 中国 ２０１７ ＭＫ３７８９６６

ＨａＮ０１－ＣＨ２０１９ 中国 ２０１９ ＭＴ０８０９９９

ＯＰＹ－１－Ｃｏｒｓｉｃａ 中国 ２０１７ ＭＨ５１３６１２

Ｊｐｓｖ１３１５ 日本 ２００９ ＬＣ３２６５５５

ＨｇＯｇ１１ 日本 ２０１８ ＬＣ４２５４１７

ＫＳ０４１０５ 韩国 ２００５ ＫＪ８２１０１９

Ｃ６ 印度 ２０１５ ＫＹ０５３８３５

ＷＢ－７６－ｔｃ 印度 ２０１８ ＭＮ２４１８１９

Ｖ１３ 英国 ２００１ ＮＣ００３９８７

ＩＡ３３３７５ 美国 ２０１５ ＫＸ５７４２８４

ＩＳＵ－ＳＨＩＣ 美国 ２０１６ ＫＸ８１０８２７

ＩＡ３３３７５ 美国 ２０１５ ＫＸ５７４２８４

ｌｅｎ－７５４６－ｃｏｖ－１３􀆰 ０５１３９５ 美国 ２０１８ ＭＷ５０４５１１

ＳｗＰＳＶ７５ＢＯ２０１２ 意大利 ２０１２ ＭＮ８３６６８３

ＤＩＡＰＤ５４６９－１０ 意大利 ２０１５ ＭＫ４９７０４４

ＢＳＦ２ 南非 ２０２１ ＯＭ１０５０３０

ＳＺ１Ｍ－Ｆ 匈牙利 ２０１３ ＭＮ８０７７５２

ＮＧＲ 尼日利亚 ２０１７ ＭＮ７８４１２２

ＰＣ４５－ＢＣ２４－ＰＳＶ－８８－６５８０ 澳大利亚 ２０１８ ＭＺ５１５４９８

ＸＴＮＤ 越南 ２０１８ ＬＣ４９３０８８

ＰＳＶ－４６－Ｂ 赞比亚 ２０１８ ＬＣ５０８２３４

１􀆰 ９　 基于 ＶＰ１ 基因遗传进化分析

运用 ＭＥＧＡ ７ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 算法， 基

于 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ 参数模式， 自展值设置为 １ ０００ 个

重复， 从表 ２ 挑选 １７ 株参考毒株， 建立 ＶＰ１ 基因的

遗传进化树， 并对所得结果进行分析。
１􀆰 １０　 基于 ＶＰ１ 抗原表位氨基酸突变的分析

应用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对代表性参考毒株 ＰＳＶ ＶＰ１
蛋白氨基酸序列与 ＨＮＨＢ－０１ ＶＰ１ 蛋白氨基酸序列进
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行比对， 分析抗原表位氨基酸的突变情况。
１􀆰 １１　 ＶＰ１ 蛋白三级结构预测

登陆在线网址 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｉｅｄｂ． ｏｒｇ ／对 ＶＰ１ 蛋白

的抗原表位进行预测， 然后登陆在线网址 ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ， 预测 ＶＰ１ 蛋白三级结构。

２　 结果

２􀆰 １　 ｐＣＡＧＧＳ－ＶＰ１ 重组质粒的构建与鉴定

以 ｃＤＮＡ 为模板， 通过 ＰＣＲ 扩增 ＶＰ１ 基因， 获

得了 ８７９ ｂｐ 的 ＶＰ１ 基因条带 （图 １Ａ）。 将连接产物

转化至 ＤＨ５α 感受态细胞， 经培养后挑取单菌落， 通

过 ＰＣＲ 筛选出含有 ＶＰ１ 目的基因的菌落， 随后提取

质粒， 用限制性内切酶 ＳｍａⅠ和 ＸｈｏⅠ进行双酶切鉴

定， 结果显示， 酶切产物出现 ２ 条带， 其中 ８７９ ｂｐ
处有目的条带， 符合预期结果 （图 １Ｂ）。 进一步测序

结果表明， ＰＳＶ ＶＰ１ 基因被成功构建入 ｐＣＡＧＧＳ 载

体中。

Ｍ１􀆰 ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００； １􀆰 ＶＰ１ 基因 ＰＣＲ 产物； ２􀆰 阴性对照； Ｍ２􀆰 ＤＮＡ 标准 ＤＬ５０００；
３􀆰 双酶切产物； ４􀆰 阴性对照； ５􀆰 ＶＰ１ 基因 ＰＣＲ 产物

图 １　 ＶＰ１ 基因 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 和重组质粒 ｐＣＡＧＧＳ－ＶＰ１ 的双酶切鉴定 （Ｂ）

２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 检测 ＶＰ１ 蛋白表达

将空载体 ｐＣＡＧＧＳ 和重组质粒分别转染 ＨＥＫ－
２９３Ｔ 细胞， 转染 ３６ ｈ 后裂解细胞， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测蛋白表达， 结果显示 （图 ２Ａ）， 表达的 ＶＰ１ 蛋

白为 ３６ ｋＤａ， 符合预期结果。 而后将空载体 ｐＣＡＧＧＳ

（阴性对照） 和重组质粒 ｐＣＡＧＧＳ －ＶＰ１ 分别转染

ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， ３６ ｈ 后通过间接免疫荧光检测 ＶＰ１
蛋白的表达情况， 结果显示 （图 ２Ｂ）， 阴性组未见绿

色荧光， 而试验组存在大量绿色荧光。 以上试验表明

ＶＰ１ 蛋白成功表达。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 转染 ｐＣＡＧＧＳ 空载体 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞裂解物； ２􀆰 转染 ｐＣＡＧＧＳ－ＶＰ１ 质粒 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞裂解物。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ａ） 和 ＩＦＡ （Ｂ） 鉴定 ＶＰ１ 蛋白

２􀆰 ３　 基于 ＰＳＶ 全基因组遗传进化分析

为揭示 ＰＳＶ 在全球范围内的流行情况， 应用

ＭＥＧＡ ７ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 算法， 将 ＨＮＨＢ－０１
株和从 ＮＣＢＩ 上下载的 ３２ 株参考毒株建立遗传进化
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树 （图 ３）。 结果显示， 所有的 ＰＳＶ 全基因序列被分

为 ２ 个大的亚群： ＧｒｏｕｐⅠ和 ＧｒｏｕｐⅡ， 实验室分离的

ＨＮＨＢ－ ０１ 株位于 ＧｒｏｕｐⅠ － ２， 与 ２０１７ 年分离的

ＨＮＸＸ－０１ 株亲缘关系较近， 其次与 ２０１７ 年流行的

ＪＸＸＹ－ａ２ 株、 ２０１６ 年流行的 ＰＳＶ－Ａ２ 株关系较近，
说明河南毒株与 ２０１６—２０１７ 年流行的毒株可能为同

一来源， 而与 ２０１５ 年流行的 ＨＵＮ１ 株关系较远， 与

中国当前 ２０１９—２０２１ 年流行 的 毒 株 ＳＨＣＭ２０１９、

ＰＳＶ２０２０、 ＧＳ０１ 关系较远， 同时与中国首次分离毒

株 ｃｓｈ 关系更远， 说明 ＨＮＨＢ－０１ 株与中国其他地区

分离株进化程度具有差异， 我国 ＰＳＶ 存在地区间交

叉感染。 另外 ＨＮＨＢ－０１ 株与日本株 ＪＰＳＶ－１３１５ 关系

接近， 而与印度株、 韩国株、 美国株、 意大利株、 英

国株等处在不同的亚分支， 亲缘关系较远， 推测我国

ＰＳＶ 可能从日本传入。

注： ●代表 ＨＮＨＢ－０１ 株。

图 ３　 基于 ＰＳＶ 全基因序列构建的系统进化树

２􀆰 ４　 基于 ＶＰ１ 基因遗传进化分析

研究表明， 微 ＲＮＡ 病毒 ＶＰ１ 基因变异性最大，
容易发生突变和缺失， 所以进一步以 ＰＳＶ 的外层衣

壳蛋白 ＶＰ１ 基因为基础构建进化树， 分析 ＨＮＨＢ－０１
株 ＶＰ１ 基因与 １７ 株参考毒株 ＶＰ１ 基因间的遗传进化

关系。 如图 ４ 所示， ＰＳＶ ＶＰ１ 基因序列被分为 ２ 个大

群： ＧｒｏｕｐⅠ和 ＧｒｏｕｐⅡ， 其中 ＧｒｏｕｐⅠ又分为 Ｇｒｏｕｐ
Ⅰ－１、 ＧｒｏｕｐⅠ－２ 两大亚群， ＨＮＨＢ－０１ ＶＰ１ 基因位

于 ＧｒｏｕｐⅠ － １， 与国内 ２０１６—２０１７ 年流行的毒株

ＨＮＸＸ－０１、 ＰＳＶ－Ａ２、 ＪＸＸＹ－ａ２ 的 ＶＰ１ 基因高度同

源， 而与 ＨＮＸＸ－０１ 株 ＶＰ１ 基因位于同一分支， 与国

外 ２００９ 年流行的日本毒株 ＪＰＳＶ１３１５ 的 ＶＰ１ 基因亲

缘关系较近， 推测我国 ＰＳＶ 可能为日本传入， 与印

度株同属 ＧｒｏｕｐⅠ－１ 亚群， 具有一定的亲缘关系， 但

与韩国、 美国、 意大利等国外毒株亲缘关系较远。 值

得注意的是， ＨＮＨＢ－０１ 株 ＶＰ１ 基因与 ２０１９—２０２０
年国内流行 ＳＨＣＭ２０１９ 株、 ＰＳＶ２０２０ 株 ＶＰ１ 基因亲

缘关系较远， 说明 ＰＳＶ 在长期流行传播过程中， 出

现一定程度的变异， 地缘性特征明显， ＨＮＨＢ－０１ 株

与当前国内 ＰＳＶ 流行株存在明显遗传分化， 研发疫

苗时可考虑选择流行株为对象， 以期提高疫苗保

护力。
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注： ●代表 ＨＮＨＢ－０１ 株 ＶＰ１。

图 ４　 基于 ＰＳＶ ＶＰ１ 基因序列构建的系统进化树

２􀆰 ５　 基于 ＶＰ１ 抗原表位氨基酸突变的分析

为了研究 ＶＰ１ 蛋白特征， 将 １６ 株参考毒株的

ＰＳＶ ＶＰ１ 基因编码的氨基酸序列与 ＨＮＨＢ－０１ 株 ＶＰ１
氨基酸序列的抗原表位区进行分析比较， 结果显示，
２０１６—２０１７ 年国内流行的 ４ 株毒株 （ ＨＮＨＢ － ０１、
ＨＮＸＸ－０１、 ＰＳＶ－Ａ２、 ＪＸＸＹ－ａ２） 的 ＶＰ１ 氨基酸高

度同源， 均不存在氨基酸的插入和缺失， 但存在部分

突变。 ＨＮＨＢ－０１ 株与 ＨＮＸＸ－０１ 株 ＶＰ１ 氨基酸同源

性最高， 为 ９９􀆰 ３２％； ＨＮＨＢ － ０１ 株 ＶＰ１ 氨基酸与

ＰＳＶ２０２０ 株 ＶＰ１ 氨基酸同源性最低， 为 ８０􀆰 １３％；
ＰＳＶ－Ａ２ 株 ＶＰ１ 氨基酸序列与 ＪＸＸＹ－ａ２ 株 ＶＰ１ 氨基

酸序列完全一致， 表明两者来源为同一祖先。
与国内 ４ 株 ＰＳＶ 分离株的 ＶＰ１ 氨基酸相比，

ＳＨＣＭ２０１９ 株 ＶＰ１ 氨 基 酸 共 有 ２４ 处 突 变， 而

ＰＳＶ２０２０ 株的 ＶＰ１ 氨基酸共有 ３３ 处突变， 且在 Ｂ、
Ｃ 区域有一高变区， 两者共同突变有 １６ 处， 散布于

Ａ、 Ｂ、 Ｃ ３ 个区域。 值得注意的是， ＰＳＶ２０２０ 株的

ＶＰ１ 氨基酸在第 ２８７～２９０ 存在连续 ４ 个氨基酸插入，
这可能会影响 ＰＳＶ 整体的功能 （图 ５）。 与 ２００１ 年世

界上首次分离的英国株 Ｖ１３ ＶＰ１ 氨基酸对比， 国内 ４
株 ＰＳＶ 分离株的 ＶＰ１ 氨基酸共有 ２０ 处共同突变， 以

上数据表明近年来 ＶＰ１ 蛋白变异频率越来越快。 ＶＰ１
蛋白作为 ＰＳＶ 中核衣壳的组分之一， 不仅可诱导产

生高中和抗体， 而且在病毒入侵增殖过程发挥着关键

作用。 ＰＳＶ ＶＰ１ 蛋白的主要抗原表位在 １０ ～ ７０ ａａ、

９０～１０５ ａａ、 １５５～１７０ ａａ、 ２０５～２１５ ａａ、 ２３０～２４０ ａａ、
２６５～２８５ ａａ 处， 其中最优势抗原位点位于 ２０～３０ ａａ、
９０～１００ ａａ、 ２６５～ ２７５ ａａ， 氨基酸变异位点主要集中

在 １０～ ７０ ａａ、 ２０５ ～ ２８５ ａａ 区段。 本研究分析出的集

中突变区正好位于此区域内， ＶＰ１ 蛋白抗原表位区

域氨基酸的突变是导致其毒力及抗原性发生改变的根

本原因。 以上种种数据表明， ２０１９ 年后中国 ＰＳＶ 流

行株与国内其他分离株相比存在明显变异， 出现了

ＰＳＶ 变异株。
２􀆰 ６　 ＶＰ１ 蛋白三级结构预测

衣壳蛋白 ＶＰ１ 与病毒逃逸宿主免疫有关， 对致

病性尤为关键。 对 ＶＰ１ 蛋白进行三级结构预测， 以

期进一步了解 ＶＰ１ 蛋白功能。 首先登录网址 ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ ／对 ＶＰ１ 蛋白抗原表位进行预测， ＶＰ１
蛋白存在多个潜在的抗原表位 （如图 ６Ａ）， 挑选出 ３
条最优势抗原表位氨基酸序列， 然后登陆在线网址

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ， 利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ
程序进行同源建模， 预测 ＶＰ１ 蛋白三级结构， 在所

预测的 ＶＰ１ 蛋白上， 标记并放大 ３ 条抗原表位对应

的氨基酸序列， 分别为 ２０～３０ ａａ、 ９０～１００ ａａ、 ２６５～
２７５ ａａ （图 ６Ｂ）。 结果显示， ３ 条抗原表位区对应的

氨基酸均位于蛋白结构外侧， 更易与抗体结合。 Ｒａ⁃
ｍａｃｈａｎｄｒａｎ 评价显示蛋白结构稳定性均良好， 表明

预测结果成功。 此次预测缩小了定位表位的范围， 为

抗体制备、 免疫检测提供了一定的理论基础。
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图 ５　 ＶＰ１ 蛋白氨基酸序列分析

图 ６　 ＶＰ１ 抗原表位分析 （Ａ） 与 ＶＰ１ 蛋白的三维预测模型 （Ｂ）

３　 讨论

近年来， ＰＳＶ 在中国猪场广泛分布［２１］， 致死率

较低， 但感染性较高， 且常和猪瘟病毒、 猪繁殖与呼

吸综合征病毒和猪细小病毒等混合感染， 引起猪群生

产性能下降， 使中国养猪企业和养殖户蒙受巨大损

失。 迄今为止， 尚无针对 ＰＳＶ 的疫苗或药物投入市

场， 伴随着 ＰＳＶ 检出率的逐年升高， 亟需开展有关

ＰＳＶ 的研究。
本研究采用 ＰＣＲ 方法， 扩增出 ＰＳＶ 衣壳蛋白

ＶＰ１ 基因， 并成功构建真核表达载体 ｐＣＡＧＧＳ－ＰＳＶ－
ＶＰ１， 为今后研究 ＶＰ１ 蛋白功能以及疫苗研制奠定了

基础。 同时， 通过对我国 ＰＳＶ 构建遗传进化发育树

发现， ＨＮＨＢ－０１ 株与 ＨＮＸＸ－０１ 株遗传进化关系最

为接近， 二者均分离于河南， 其次与 ２０１６—２０１７ 年

流行的 ＰＳＶ－Ａ２、 ＪＸＸＹ－ａ２ 中国株关系最近， 而与中

国 ２０１９—２０２１ 年流行的毒株 ＳＨＣＭ２０１９、 ＰＳＶ２０２０、
ＧＳ０１ 关系较远， 与中国首次分离毒株 ｃｓｈ 关系更远，
说明 ＨＮＨＢ－０１ 株与中国其他地区分离株进化程度具

有差异， 我国 ＰＳＶ 存在地区间交叉感染。 另外，

ＨＮＨＢ－０１ 株与日本株 ＪＰＳＶ－１３１５ 存在一定亲缘性，
可能为日本传入， 与英国、 韩国、 美国、 印度分离株

遗传距离较远。
由于 ＰＳＶ 基因组和结构的特点， 常常伴随着

ＶＰ１ 基因的变异。 本研究结果分析表明， ２０１６—２０１７
年国内流行的 ４ 株毒株 （ＨＮＨＢ － ０１、 ＨＮＸＸ － ０１、
ＰＳＶ－Ａ２、 ＪＸＸＹ－ａ２） 的 ＶＰ１ 氨基酸高度同源， 并且

ＰＳＶ－Ａ２ 株 ＶＰ１ 氨基酸序列与 ＪＸＸＹ－ａ２ 株 ＶＰ１ 氨基

酸序列完全一致， 表明两者来源为同一祖先。 与国内

４ 株 ＰＳＶ 分离株的 ＶＰ１ 氨基酸相比， ＳＨＣＭ２０１９ 株

ＶＰ１ 氨基酸共有 ２４ 处突变， ＰＳＶ２０２０ 株的 ＶＰ１ 氨基

酸共有 ３３ 处突变， 且氨基酸变异位点散布于抗原表

位区， 甚至 ＰＳＶ２０２０ 株的 ＶＰ１ 氨基酸在第 ２８７ ～ ２９０
存在连续 ４ 个氨基酸插入。 而与世界上首次分离的英

国株 Ｖ１３ ＶＰ１ 氨基酸对比， 国内 ４ 株 ＰＳＶ 分离株的

ＶＰ１ 氨基酸共有 ２０ 处共同突变。 这些氨基酸的改变

可能导致抗原性发生改变， 对 ＰＳＶ 生物学特性的意

义还有待进一步的研究。
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［１７］ ＤＯＮＩＮ Ｄ Ｇ， ＬＥＭＥ Ｒ Ｄ Ａ， ＡＬＦＩＥＲＩ Ａ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ
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［２１］ 兰道亮， 吉文汇， 王长松， 等． 华东部分地区猪群中猪萨佩罗病
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