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摘要： 为了探究猫疱疹病毒 （ＦＨＶ） 在邯郸地区的分子流行病学特征， 从邯郸地区不同动物医院收集到有呼吸道症状猫的眼、 鼻分泌物共 ５５
份， 经 ＰＣＲ 初检后， 将阳性样本接种于猫肾细胞 （ＣＲＦＫ）， 细胞产生病变， 经过蚀斑纯化、 分子生物学检测、 血清学鉴定、 病毒形态鉴定， 得

到 １ 株 ＦＨＶ。 用 ｇＤ 基因引物扩增 ＦＨＶ 分离株基因后能够得到特异性条带， 且经过 ３ 轮蚀斑纯化后， 得到 １ 株亚克隆毒株， 命名为 ＦＨＶ ＨＤ１。
ＦＨＶ ＨＤ１ Ｐ３ 代在 ＣＲＦＫ 上的病毒滴度为 １０６ ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ， 并检测生长过程中 ８ 个时间点的病毒滴度， 绘制分离株生长曲线。 使用 ＦＨＶ－１ 特异

性抗体进行间接免疫荧光检测， 结果 ＦＨＶ ＨＤ１ 能够出现特异性荧光。 ＢＬＡＳＴ 分析表明 ＦＨＶ ＨＤ１ 株 ｇＤ 基因与其他 ＦＨＶ－１ 相似性达 ９８􀆰 ２５％ ～
９９􀆰 ９１％。 进化树分析表明与猫科动物源 ＦＨＶ－１ 亲缘关系较近， 处于同一大分支， 与犬疱疹病毒和其他动物疱疹病毒亲缘关系较远。 本研究结果

为 ＦＨＶ 的进化分析和现阶段疫苗研发奠定了基础， 对猫病毒性鼻气管炎的病原学、 免疫学、 临床诊断及分子生物学的研究具有重要参考价值。
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　 　 猫病毒性鼻气管炎 （ ｆｅｌｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｒｈｉｏｎｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ，
ＦＶＲ） 是由猫疱疹病毒 １ 型 （ ｆｅｌｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ
１， ＦＨＶ－１） 引起猫的一种急性、 高度接触性上呼吸

道传染病［１－２］， 主要侵害幼猫， 发病率可达 １００％，
死亡率约 ５０％。 ＦＨＶ－１ 为双链 ＤＮＡ 病毒， 属于疱疹

病毒科、 α 疱疹病毒亚科、 水痘疱疹病毒属。 自美国

１９５８ 年首次分离到 ＦＨＶ－１ 以来， 加拿大、 瑞士、 英

国、 荷兰、 匈牙利、 日本等许多国家也陆续发现了

ＦＨＶ－１［３］， 我国也多次成功分离到 ＦＨＶ－１［４－６］。 目

前研究确认 ＦＨＶ－１ 只有一种血清型， 猫科动物均易

感［７］， 主要通过直接接触传播途径感染易感幼猫，
并在其结膜、 上呼吸道及舌上皮细胞内增殖， 随分泌

物排出体外。 ＦＨＶ－１ 可进入感染猫的神经元内， 当

感染猫康复后在其体内进行周期性的病毒再激活， 尤

其是应激后免疫力下降更容易激活病毒复制， 因此康

复猫终身潜伏带毒， 成为临床 ＦＨＶ－１ 的主要携带

者［８］。 感染猫临床症状表现为抑郁、 发热、 打喷嚏、
眼鼻浆液性分泌物增多、 结膜充血等， 严重者还会出

现皮肤溃疡。 据统计， ９０％以上猫的 ＦＨＶ－１ 抗体呈

阳性， 约 ８０％的猫潜伏感染， ４５％的猫终生带毒、 排

毒［９］。 因此 ＦＨＶ－１ 已经对猫科动物的健康产生了较

大威胁， 加强对该病毒研究尤为重要。
本研究从邯郸地区不同动物医院采集了 ５５ 份有

结膜充血、 眼鼻分泌物增多、 打喷嚏等呼吸道症状猫

的眼鼻分泌物， 经过 ＰＣＲ 初步检测后， 筛选出 ６ 份

阳性样品， 阳性率为 １０􀆰 ９％， 将阳性样本接种于猫肾

细胞 （ｃｒａｎｄｅｌｌ ｒｅｅｓｅ ｆｅｌｉｎｅ ｋｉｄｎｅｙ， ＣＲＦＫ） 进行病毒分

离纯化， 通过 ＰＣＲ 扩增、 间接免疫荧光测定、 ＦＨＶ ｇＤ
基因序列分析、 电子显微镜观察等病毒鉴定， 为

ＦＨＶ－１ 的生物学特性研究及防控提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料与细胞

采集河北省邯郸市的动物医院疑似感染 ＦＨＶ－１
猫的眼、 鼻拭子共 ５５ 份， 患猫临床表现为发热、 打

喷嚏、 口腔溃疡、 眼鼻分泌物增多等症状； ＣＲＦＫ 保

存于河北工程大学实验室。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ ｋｉｔ 纯化试剂盒、 Ｅａｓｙ⁃
Ｓｃｒｉｐｔ®一步法 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒， 购自北京全式金

生物技术有限公司； ＤＭＥＭ 高糖培养基、 ＤＭＥＭ 粉

末和胎牛血清， 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； ２×ＴａｑＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ
和 Ｓｔｅｒｉｌｅ ｄｄＨ２Ｏ， 购自北京康润诚业生物科技有限公

司； ５０×ＴＡＥ 购自生工生物技术有限公司； 二氧化碳

培养箱， 购自海尔公司； ＰＣＲ 仪， 购自德国耶拿分

析仪器股份有限公司； 核酸琼脂糖凝胶电泳仪， 购自

北京六一生物科技有限公司； 凝胶成像分析仪， 购自

通用电气健康护理生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 病料处理

将采集到的疑似感染 ＦＨＶ－１ 猫的眼、 鼻拭子置

于 １ ｍＬ 含有青霉素 （１００ Ｕ ／ ｍＬ） 和链霉素 （０􀆰 １
ｍｇ ／ ｍＬ） 的灭菌 ＰＢＳ 中， 反复搅动、 挤压拭子使病

料充分溶解于溶液中， 然后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ，
取上清液无菌条件下经 ０􀆰 ２２ μｍ 细菌滤器过滤后

备用。
１􀆰 ４　 ＰＣＲ 初步检测

用 ＦＨＶ ｇＤ 引物对 ５５ 份处理后的病毒液进行初

步检测， 从中筛选出阳性样本， 进行后续分离培养。
１􀆰 ５　 病毒的分离

待 ＣＲＦＫ 生长至单层， 弃掉培养液， 无菌 ＰＢＳ
清洗 ２ 次， 加入无血清 ＤＭＥＭ 培养液 ３ ｍＬ （Ｔ２５ 培

养瓶）， 每瓶加入 ２００ μＬ 病料处理液， 置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱感作 ２ ｈ， 加入 ３ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养基， 继续置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱培

养。 待细胞出现圆缩、 聚集成团、 间隙增大、 漂浮

时， 收取 ＣＲＦＫ 培养物， 反复冻融 ３ 次后， １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎ， 取上清液分装后－８０ ℃冻存备用。
若无病变， 需在培养第 ５ 天后进行细胞传代， 盲传 ３
代仍无病变， 则弃掉。
１􀆰 ６　 病毒的纯化

将 １􀆰 ４ 中经 ＣＲＦＫ 细胞培养分离的初代病毒培养

液进行蚀斑纯化［１０］后， 置于冰箱－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ７　 ＰＣＲ 检测

特异性引物由天津擎科生物科技有限公司合成，
其中 ＦＨＶ ｇＤ 特异性引物自行设计 （表 １）， 猫杯状

病毒 （ｆｅｌｉｎｅ ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ， ＦＣＶ） 和猫泛白细胞减少综

合征病毒 （ ｆｅｌｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＦＰＶ） 引物参照文献

［１１－１２］ 合成。 用 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ ｋｉｔ 病毒

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 纯化试剂盒提取病毒核酸， ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ®一

步法 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒对 ＲＮＡ 进行反转录， 使用

２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ 进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 扩增产物经

１％琼脂糖凝胶电泳后， 送天津擎科生物科技有限公

司进行测序。

表 １　 ＦＨＶ－１ 的特异性引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＦＨＶ－ｇＤ－Ｆ ＡＴＧＡＴＧＡＣＡＣＧＴＣＴＡＣＡＴＴＴＴＴＧＧ

ＦＨＶ－ｇＤ－Ｒ ＴＴＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧＡＧＴＴＧＴＡＴＧＴＡＴ
１ １２４
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１􀆰 ８　 病毒滴度检测

在含有 ＣＲＦＫ 单层细胞的培养瓶中加入胰酶， 当

细胞脱离瓶壁， 悬浮于培养液中时， 将其接种到 ９６
孔板上， 每孔加 １００ μＬ。 将分离纯化的 ＦＨＶ－１ 上清

液 １０ 倍倍比稀释， 每个稀释度重复 ６ 孔分别接种于

ＣＲＦＫ 细胞中。 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养 ６ ｄ， 观

察并记录细胞出现病变的孔。 按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ， 计

算病毒滴度。
１􀆰 ９　 病毒生长动力学检测

以感染比 （ＭＯＩ） 为 ０􀆰 １ 将 ＦＨＶ－１ 分离株接种

于 ＣＲＦＫ， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养， 每 １２ ｈ 收

集 １ 次培养上清液， 共收集了病毒生长过程中 ８ 个时

间点的培养液， 每个时间点 ２ 份重复组， 分别检测每

个时间点培养上清液的病毒滴度， 以获取 ＦＨＶ－１ 分

离株的生长动力曲线。
１􀆰 １０　 病毒形态鉴定

取 １ ｍＬ ＦＨＶ－１ 的 ＣＲＦＫ 培养液 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 弃 掉 沉 淀， 然 后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心

３０ ｍｉｎ， 弃掉上清液。 将沉淀用 ５０ μＬ ＰＢＳ 重悬， 进

行常规负染， 电子显微镜下对病毒形态进行观察

鉴定。
１􀆰 １１　 间接免疫荧光测定

将分离纯化的 ＦＨＶ－１ 上清液接种于单层 ＣＲＦＫ

的 ９６ 孔板中， 每孔加 １００ μＬ 病毒滴度为 １０２ ＴＣＩＤ５０ ／
１００ μＬ 的 ＦＨＶ ＨＤ１， ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃培养箱中培养，
培养 ２４ ｈ 后加入 １００ μＬ 冷甲醇 （－２０ ℃） 进行固定

和透膜， ２０ ｍｉｎ 后弃去甲醇， 用 ＰＢＳ 清洗培养板。
将 ＦＨＶ－１ 阳性血清用 ＰＢＳ 按 １ ∶ １００ 稀释后加入培

养板， 每孔加 １００ μＬ。 作用 １ ｈ 后， 用 ＰＢＳ 清洗培

养板， 将 ＦＩＴＣ 标记山羊抗猫二抗 ＩｇＧ 用 ＰＢＳ 按

１ ∶ １００稀释后加入培养板， 每孔加 １００ μＬ， 避光作

用 １ ｈ。 ＰＢＳ 清洗培养板后， 用荧光显微镜观察。 同

时设置阴性对照组。
１􀆰 １２　 基因序列鉴定

通过在线分析网站 ＢＬＡＳＴ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）的核酸 ＢＬＡＳＴ 界面对基因序列

进行 搜 索 和 分 析。 基 因 序 列 进 化 分 析 从 ＮＣＢＩ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ） 下载猫源

ＦＨＶ ｇＤ 序列、 猎豹源 ＦＨＶ ｇＤ 序列和老虎源 ＦＨＶ ｇＤ
序列， 以及犬疱疹病毒 （ ｃａｎｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ）、 牛疱

疹 病 毒 （ ｂｏｖｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ）、 山 羊 疱 疹 病 毒

（ｃａｐｒｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ） 和猴疱疹病毒 （ｍｏｎｋｅｙ ｈｅｒｐｅｓ⁃
ｖｉｒｕｓ） 等的 ｇＤ 序列 （表 ２）， 利用 ＭＥＧＡＸ 软件采用

邻接法， 进行可靠性分析， 构建基因系统发育树［１３］。

表 ２　 构建基因系统发育树的毒株信息

序列 毒株 感染动物 病毒种类 地点 分离时间 登录号

１ ＭＭ－４ 猎豹 猫疱疹病毒 １ 型 美国 ２０１６􀆰 ６ ＯＬ４１０２８９􀆰 １

２ ＧＺ００１ 老虎 猫疱疹病毒 １ 型 中国 ２０１３􀆰 ５ ＫＪ４６６１５０􀆰 １

３ Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ 犬 犬疱疹病毒 １ 型 澳大利亚 ２００１􀆰 ３ ＡＦ３６１０７６􀆰 １

４ ＲＰ 猴 猴疱疹病毒 １ 型 美国 ２００１􀆰 １１ ＡＦ４４７０８９􀆰 １

５ Ｂａ－１ 山羊 山羊疱疹病毒 １ 型 意大利 ２００５􀆰 ７ ＤＱ１３９３４４􀆰 １

６ ＣＹＣ 牛 牛疱疹病毒 １ 型 蒙古 ２０１８􀆰 １２ ＭＫ３１４０５１􀆰 １

７ Ｍ２７ 牛 牛疱疹病毒 １ 型 蒙古 ２０１８􀆰 ５ ＭＨ３７０８５６􀆰 １

８ ＡＨ０２ＬＡ 猪 猪疱疹病毒 １ 型 中国 ２０１５􀆰 ５ ＫＲ６０５３２１􀆰 １

２　 结果

２􀆰 １　 样本的 ＰＣＲ 检测

将 ５５ 份处理后的样本用 ＦＨＶ ｇＤ 引物进行 ＰＣＲ
初步检测， 其中 ６ 份出现目的条带， 为 ＦＨＶ－１ 阳性

（图 １）。
２􀆰 ２　 病毒的分离

ＣＲＦＫ 细胞在接种其中一份 ＰＣＲ 检测为阳性的

病料处理液后 ３ ｄ， 开始出现圆缩、 聚集成团、 间隙

增大、 脱落等病变现象， 接种后 ５ ｄ， 细胞病变率

（ＣＰＥ） 达 ８０％以上 （图 ２Ｄ～Ｆ）， 正常 ＣＲＦＫ 未出现

ＣＰＥ （图 ２Ａ～Ｃ）。
２􀆰 ３　 病毒的纯化

经过 ３ 轮的病毒蚀斑纯化后， 通过 ＰＣＲ 检测仅

可检测到 ＦＨＶ－１， 而检测不到 ＦＰＶ 和 ＦＣＶ。 纯化蚀

斑的 ０􀆰 ５％结晶紫染色结果见图 ３。
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Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 （ＤＬ２０００）； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 阳性对照； ３～２４． 部分病料。

图 １　 病料的 ＰＣＲ 检测结果

图 ２　 病料接种 ＣＲＦＫ 后细胞形态的变化

Ａ． ＭＯＩ＝ １００； Ｂ． ＭＯＩ＝ １０； Ｃ． ＭＯＩ＝ １； Ｄ． ＭＯＩ＝ ０􀆰 １， 其中白色箭头表示已取蚀斑， 黑色箭头表示未取蚀斑。

图 ３　 病毒的蚀斑纯化结晶紫染色
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２􀆰 ４　 ＰＣＲ 检测

ＦＨＶ ｇＤ 引物扩增后得到的条带长度为 １ ０００ ｂｐ
左右 （图 ４）， 与预期结果一致， 为 ＦＨＶ－１ 阳性。

Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 （ ＤＬ２０００）； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 阳性对照；
３． ｇＤ 基因扩增结果。

图 ４　 ｇＤ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

２􀆰 ５　 病毒滴度检测

按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法， 经计算得出分离毒株病

毒滴度为 １０６ ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ。
２􀆰 ６　 病毒生长动力学检测

分别检测病毒生长过程中 １２、 ２４、 ３６、 ４８、 ６０、
７２、 ８４ 和 ９６ ｈ 共 ８ 个时间点培养上清液的病毒滴度，
每个时间点 ２ 份重复组， 取 ２ 组平均值， 绘制出病毒

分离株的生长曲线， 见图 ５。

图 ５　 分离毒株生长曲线

２􀆰 ７　 病毒形态鉴定

在电子显微镜下观察负染后的病毒分离株培养上

清液， 可见病毒粒子为球形， 外观呈椭圆形， 直径为

１６０ ｎｍ 左右， 病毒粒子外周有囊膜包裹， 囊膜表面

附有纤突， 内部有核心和衣壳 （图 ６）。

图 ６　 ＦＨＶ－１ 分离株病毒粒子形态鉴定

２􀆰 ８　 间接免疫荧光鉴定

荧光显微镜显示， 感染分离株的病变细胞胞质中

有特异性的绿色荧光， 阴性对照细胞中无特异性荧光

（图 ７）， 表明细胞培养物中存在 ＦＨＶ－１。

Ａ． 分离株感染细胞； Ｂ． 阴性对照。

图 ７　 分离毒株的间接免疫荧光鉴定结果

２􀆰 ９　 基因序列鉴定

分离株的 ｇＤ 基因扩增产物序列与 ＮＣＢＩ 所录入

的 ＦＨＶ ｇＤ 基因的相似性达 ９８􀆰 ２５％ ～ ９９􀆰 ９１％， 表明

该病毒分离株为 ＦＨＶ－１， 命名为 ＦＨＶ ＨＤ１。
２􀆰 １０　 基因序列进化分析

分离毒株 ＦＨＶ ＨＤ１ 与猫源、 猎豹源和老虎源等

猫科动物疱疹病毒 ＦＨＶ ｇＤ 序列亲缘关系最近， 处于

同一进化分支； 与犬疱疹病毒亲缘关系较近， 共处于

较大的进化分支； 而与牛疱疹病毒、 猪疱疹病毒和猴

疱疹病毒亲缘关系较远 （图 ８）。
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注： ●本试验分离株。

图 ８　 ＦＨＶ ＨＤ１ 分离株 ｇＤ 基因的分子进化树

３　 讨论

近年来， 随着我国城市化和老龄化进程不断加

深， 饲养猫的家庭越来越多， 猫作为伴侣动物， 其健

康问题也引起了人们的广泛重视。 ＦＨＶ－１ 是猫最易

感染的病毒之一， 对 ＦＨＶ－１ 的防控主要以接种疫苗

为主， 药物治疗效果欠佳［１４］。 目前临床最常用的是

猫病三联灭活疫苗， 但是疫苗仅仅能够阻止发病， 并

不能阻止感染。 当猫感染 ＦＨＶ－１ 时， 需要对症治疗，
根据发病情况对呼吸道症状和眼睛溃疡进行治疗［１５］。
为避免 ＦＨＶ － １ 大范围传播， 对本区域的猫进行

ＦＨＶ－１ 的分离鉴定及流行特征的研究极其重要。
本研究从邯郸地区不同动物医院采集有呼吸道症

状、 疑似感染 ＦＨＶ－１ 猫的眼、 鼻分泌物拭子 ５５ 份，
通过对样本进行 ＰＣＲ 检测， 初步鉴定其中 ６ 份为

ＦＨＶ－１ 阳性， 将阳性样本接种于 ＣＲＦＫ 细胞进行扩

增培养， 最终分离鉴定出 １ 株 ＦＨＶ－１ 分离株。 由此

表明在病料的采集和运输过程中存在纰漏， 导致病毒

活性降低， 分离难度增大。 ＦＨＶ－１ 主要引起猫上呼

吸道疾病 （ＦＵＲＴＤ）， 但可引起 ＦＵＲＴＤ 的病原体不

仅有猫疱疹病毒， 还有猫杯状病毒、 支原体、 衣原体

和部分细菌等， 单从临床症状来看， 很难对其做出判

断， 且感染 ＦＨＶ－１ 初期的猫出现症状但不一定对外

排毒， 因此仅以 ＦＵＲＴＤ 作为采样依据， 难以准确采

集到 ＦＨＶ－１ 样本。 普通 ＰＣＲ 检测方法敏感性不够，
也存在一定的误差， 萧晟等［１６］ 对 ３ 种常见的 ＦＨＶ－１
检测方法进行对比， 荧光定量 ＰＣＲ 和普通 ＰＣＲ 的最

低检限分别为 ２０ 拷贝和 ２０７ 拷贝； 荧光定量 ＰＣＲ、

普通 ＰＣＲ 以及胶体金速测卡的检出率分别为 ７１％、
５７％和 ２９％。 因此还需针对 ＦＨＶ－１ 建立出快速、 准

确的检测方法。
张国军等［１７］从河北某宠物医院送检的病料中成

功分离出 １ 株 ＦＨＶ－１， 其 ｇＤ 基因序列与已发表序列

同源性达 １００％。 本研究从河北邯郸地区分离出的

ＦＨＶ ＨＤ１ 株， 其细胞培养产物在荧光显微镜下显示

病变细胞胞质中有特异性的绿色荧光， 其 ｇＤ 基因序

列与 ＮＣＢＩ 所录入的 ＦＨＶ ｇＤ 基因序列相似性达

９８􀆰 ２５％～ ９９􀆰 ９１％， 进化树分析显示 ｇＤ 基因与猫源、
猎豹源和老虎源等猫科动物疱疹病毒 ＦＨＶ ｇＤ 序列亲

缘关系最近， 表明本研究成功分离出 １ 株 ＦＨＶ－１ 毒

株， 由于 ＦＨＶ－１ 基因序列较保守， ＦＨＶ ＨＤ１ 未出现

明显变异。 近年来， ＦＨＶ－１ 毒株相对来说变异不是

很大， 但也在不断地变异之中， 需要时刻监测病原的

变化， ＦＨＶ－１ 新毒株的不断分离鉴定为 ＦＨＶ－１ 遗传

进化和疫苗研发奠定了坚实基础。
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