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摘要： 盖塔病毒 （Ｇｅｔａｈ ｖｉｒｕｓ， ＧＥＴＶ） 是一种人畜共患的虫媒传播病毒， 主要感染养殖动物， 遗传多样性高， 具有流行风险。 本研究基于高通量

测序技术， 在来自福建省的死亡野生赤腹松鼠中首次发现了 ＧＥＴＶ， 结合一代测序技术进一步鉴定到赤腹松鼠肺组织感染 ＧＥＴＶ， 并成功获得该

病毒的全基因组序列， 命名为 ＧＥＴＶ ／ ＲＳ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ２０２２ 毒株。 基于 ＧＥＴＶ 全基因组的系统发育分析结果表明， 源自野生啮齿目动物的 ＧＥＴＶ ／ ＲＳ ／
Ｃｈｉｎａ ／ ２０２２ 毒株属于罕见 ＧＥＴＶ 谱系Ⅱ型衍生株， 这提示了 ＧＥＴＶ 宿主谱的扩展以及野生动物对甲病毒进化和传播的重要性。
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　 　 甲病毒是引起人畜共患疾病的重要病原体， 绝大

多数甲病毒通过吸血节肢动物进行传播， 其中一些已

经在人类中引发了重要的流行病， 比如基孔肯雅病毒

（Ｃｈｉｋｕｎｇｕｎｙａ ｖｉｒｕｓ， ＣＨＩＫＶ） 和委内瑞拉马脑炎病毒

（Ｖｅｎｅｚｕｅｌａｎ ｅｑｕｉｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＶＥＥＶ） ［１－２］。 盖

塔病毒 （Ｇｅｔａｈ ｖｉｒｕｓ， ＧＥＴＶ） 是披膜病毒科甲病毒属

的成员之一， 是一种单股正链 ＲＮＡ 病毒， 全基因组

长度约 １２ ｋｂ， 于 １９５５ 年第一次在马来西亚库蚊样本

中获得 （毒株： ＭＭ２０２１）， 而后相继在中国、 日本、
泰国和澳大利亚等多个国家和地区被发现［３－４］。
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ｓｈｕｏｓｕ＠ ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

ＧＥＴＶ 可引起多种动物的疾病和死亡， 马感染 ＧＥＴＶ
可引起发热体疹和下肢水肿， ＧＥＴＶ 在猪群中可引起

致死性疾病和生殖障碍等［５－６］。 值得关注的是， 虽然

在澳大利亚、 马来西亚和中国的一些人群的血清中检

测到了 ＧＥＴＶ 的中和抗体， 但是并有发现 ＧＥＴＶ 感染

人类导致疾病的报道［７］。 到目前为止， ＧＥＴＶ 表现出

较高的遗传多样性， 随着 ＧＥＴＶ 暴发感染的报告逐渐

增加， 其感染人类的潜力已经引起了持续的 ＧＥＴＶ 监

测， 以评估其流行特征和公共卫生风险。
本研究对来自福建省的野生死亡赤腹松鼠 （Ｃａｌ⁃

ｌｏｓｃｉｕｒｕｓ ｅｒｙｔｈｒａｅｕｓ Ｐａｌｌａｓ） 组织样品进行高通量测序，
经过序列拼接注释， 发现 １ 条与 ＧＥＴＶ 基因组高度匹

配的序列， 结合 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术， 成功获得了 １ 条

完整的罕见 ＧＥＴＶ 谱系Ⅱ型衍生株基因组序列。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料采集

２０２２ 年 ６ 月， 收集来自中国福建省野生的死亡

赤腹松鼠的组织样本， －８０ ℃冻存。
１􀆰 ２　 样本处理和核酸提取

无菌采取 ０􀆰 ５～１ ｇ 组织样本， 加入 ２ 颗无菌钢珠

和 １ ｍＬ 高压灭菌的磷酸盐缓冲溶液进行低温研磨，
４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 根据试剂

盒 ＲＮＡ Ｃｌｅａｎ ＆ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ ｋｉｔ （Ｚｙｍｏｋｉｔ， Ｚｙｍｏ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ， ＵＳＡ） 说明书提取病毒 ＲＮＡ。
１􀆰 ３　 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试
剂盒 （南京诺唯赞生物科技股份有限公司） 的说明

书进行反转录获得样本的 ｃＤＮＡ 模板。 使用由生工生

物工程 （上海） 股份有限公司合成的 ＧＥＴＶ Ｅ２ 检测

引物进行 ＰＣＲ 检测。 实验室设计的上下游引物序列

分别为 Ｆ： ５′ － ＡＣＴＣＡＹＣＳＧＡＹＴＴＣＧＲＣＧＧＧＲＴ － ３′，
Ｒ： ５′－ＳＣＴＧＹＡＣＣＣＡＴＧＴＣＡＴＴＧＣＣＲＴ－３′。 ＰＣＲ 反应

体系为： ２× Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） （南京诺

唯赞生物科技股份有限公司） １０ μＬ， 上下游引物各

１ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ， 加无菌超纯水 ７ ～ ２０ μＬ。
ＰＣＲ 检测程序为： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ 变性

３０ ｓ， ５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 共 ３５ 个循环；
７２ ℃总延伸 １０ ｍｉｎ。 目的片段大小为 ３１２ ｂｐ。 反应

结束后， 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物用琼脂糖凝胶电泳进行

检测。
１􀆰 ４　 高通量测序与病毒注释

根据试剂盒 ＲＮＡ Ｃｌｅａｎ ＆ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ ｋｉｔ 说明书

提取死亡松鼠组织的病毒 ＲＮＡ。 将上述提取的 ＲＮＡ
液氮速冻， 并低温运输到诺禾致源生物 （北京） 股

份有限公司进行高通量测序， 对获得的原始数据进行

质控、 组装拼接和注释。 使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件的默

认参数程序去除文库的接头序列并对读长 （ ｒｅａｄｓ）
进行质量修剪， 文库 ｒｅａｄｓ 采用从头组装的拼接方

法， 用 Ｍｅｇａｈｉｔ 软件进行拼接， 最小拼接长度设置为

５００ ｂｐ。 将拼接成功的病毒基因组序列与盖塔病毒参

考基因组序列进行比对， 进一步获得病毒株的全部完

整基因组序列。
１􀆰 ５　 系统发育分析

从 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 数据库下载 ７４ 条 ＧＥＴＶ 全基因

组序列， 参考毒株信息见表 １。 结合本研究中鉴定的

源自野生赤腹松鼠的 ＧＥＴＶ 全基因组序列， 使用

Ｍａｆｆｔ 软件进行全局比对， 利用 ＭＥＧＡ 软件进行手动

调整序列和纠错。 采用 ＲＡｘＭＬ 软件中的最大似然

（ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ， ＭＬ） 方法对比对校正好的

ＧＥＴＶ 完整基因组序列进行了系统发育分析， 重构无

根 ＭＬ 树， 使用具有离散伽马分布的一般时间可逆核

苷酸替代模型来模拟位点 （ＧＴＲ ＋ Ｇａｍｍａ） 之间的

速率异质性， 并使用 １ ０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复来评估分

支支持。

表 １　 ＧＥＴＶ 参考毒株信息

毒株 登录号 宿主 地点 年份

ＭＭ２０２１ ＭＷ４０４２１４ 蚊子 马来西亚 １９５５

ＭＭ２０２１ ＭＮ８４９３５５ 白雪库蚊 马来西亚 １９５５

ＭＭ２０２１ ＬＲ９９０８３９ 白雪库蚊 马来西亚 １９５５

ＡＭＭ２０２１ ＭＴ１２１９８４ 白雪库蚊 马来西亚 １９５５

ｕｎｋｎｏｗｎ ＡＢ０３２５５３ 蚊子 日本 １９５６

Ｍ ／ ６－Ｍａｇ ／ １３２ ＭＷ４１０９３４ 蚊子 日本 １９５６

ＬＥＩＶ ／ １６２７５ ／ Ｍａｇ ＥＦ６３１９９８ 伊蚊 俄罗斯 ２０００

Ｂ２５４ ＬＲ９９０８３８ 棕头库蚊 马来西亚 ２０１２

ＹＮ１２０３１ ＫＹ４３４３２７ 白腹丛蚊 中国 ２０１２

ＧＥＴＶ ／ ＳＷ ／ Ｔｈａｉｌａｎｄ ／ ２０１７ ＬＣ５３４２５３ 猪 泰国 ２０１７

Ｍ１ ＥＵ０１５０６１ 库蚊 中国 １９６４

ＭＩ－１１０－Ｃ２ ＬＣ０７９０８７ 马 日本 １９７８

ＭＩ－１１０－Ｃ１ ＬＣ０７９０８６ 马 日本 １９７８

ＬＥＩＶ ／ １７７４１ ／ ＭＰＲ ＥＦ６３１９９９ 库蚊 蒙古 ２０００

Ｋｏｃｈｉ ／ ０１ ／ ２００５ ＡＢ８５９８２２ 猪 日本 ２００５

ＪＬ１８０８ ＭＨ７２２２５６ 牛 中国 ２０１８
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续表１

毒株 登录号 宿主 地点 年份

ＳＤ１７ ／ ０９ ＭＨ１０６７８０ 狐狸 中国 ２０１７

ＧＸ２０１８０８ ＭＴ２６９６５７ 猪 中国 ２０１８

ＪＸ２０２００４ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０２０

ＨｕＮ１ ＭＦ７４１７７１ 猪 中国 ２０１７

ＧＤ２０１９０７－１ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＧＸ２０２００５ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０２０

ｕｎｋｎｏｗｎ ＮＣ＿ ００６５５８ 猪 韩国 ２００４

ＹＮ０５４０ ＥＵ０１５０６３ 白腹丛蚊 中国 ２００５

ＹＮ１２０４２ ＫＹ４５０６８３ 三带喙库蚊 中国 ２０１２

ＳＣ１２１０ ＬＣ１０７８７０ 白腹丛蚊 中国 ２０１２

ＧＥＴＶ－Ｖ１ ＫＹ３９９０２９ 猪 中国 ２０１６

ＡＨ９１９２ ＭＧ８６５９６５ 猪 中国 ２０１７

ＪＳ１８ ＭＴ２１０３１９ 猪 中国 ２０１８

ＦＪ２０２００５－２ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０２０

ＧＺ２０１８０８ ＭＫ４８７９９７ 马 中国 ２０１８

ＧＸ２０１９０９ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＧＤ２０１９０９ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＦＪ２０１８０７－１ ＭＺ７３６７９９ 猪 中国 ２０１８

ＦＪ２０１８０７－１ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１８

ＨＢ０２３４ ＥＵ０１５０６２ 三带喙库蚊 中国 ２００２

ＪＬ１７０７ ＭＨ７２２２５５ 蚊子 中国 ２０１７

ＳＣ２０１８０７ ＭＫ６９３２２５ 猪 中国 ２０１８

ＳＣ２６６ ＭＮ４７８４８７ 猪 中国 ２０１８

ＳＣ４８３ ＭＮ４７８４８６ 猪 中国 ２０１８

ＨｅＢ２０１７０７ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１７

ＮＭＤＫ１８１３－１ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ２０１８ ＭＷ５１２８２７ 蚊子 中国 ２０１８

ＮＭ＿ＪＡ＿Ｆ２＿１８－８Ｌ－ＮＨ－Ｃｘｐ－Ｙ－１－１ ＭＷ２４６７６９ 尖音库蚊 中国 ２０１８

ＧＥＴＶ ／ ＳＣｒｐｈ３２８ ／ ２０１８ ＭＺ３５７１１１ 尖音库蚊 中国 ２０１８

ＳＣ２０２００９ ＯＫ４２３７５８ 猪 中国 ２０２０

ＧＥＴＶ ／ ＳＣｒｐｈ１２９ ／ ２０２０ ＭＺ３５７１１２ 小熊猫 中国 ２０２０

ＨＮＪＺ－Ｓ２ ＫＹ３６３８６３ 猪 中国 ２０１５

ＧＥＴＶ－ＧＤＦＳ９－２０１８ ＭＴ０８６５０９ 猪 中国 ２０１８

ＧＥＴＶ－ＧＤＦＳ２－２０１８ ＭＴ０８６５０８ 猪 中国 ２０１８

１２ＩＨ２６ ＬＣ１５２０５６ 三带喙库蚊 日本 ２０１２

１４－Ｉ－６０５－Ｃ１ ＬＣ０７９０８８ 马 日本 ２０１４

１４－Ｉ－６０５－Ｃ２ ＬＣ０７９０８９ 马 日本 ２０１４

１５－Ｉ－７５２ ＬＣ２１２９７２ 马 日本 ２０１５

１５－Ｉ－１１０５ ＬＣ２１２９７３ 猪 日本 ２０１５

１６－Ｉ－６７４ ＬＣ２２３１３１ 马 日本 ２０１６

１６－Ｉ－６７６ ＬＣ２２３１３２ 马 日本 ２０１６

１６－０８１０－２６ ＬＣ７１０６５６ 伊蚊 日本 ２０１６

１６－Ｉ－５９９ ＬＣ２２３１３０ 马 日本 ２０１６

ＨＮＮＹ－２ ＭＧ８６５９６７ 猪 中国 ２０１６
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续表１

毒株 登录号 宿主 地点 年份

ＨＮＪＺ－Ｓ１ ＫＹ３６３８６２ 猪 中国 ２０１１

ＳＤ２０１９１０ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＨｅＮ２０１９０７ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＪＳ２０１８０９－２ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１８

ＧＸ１ ＭＺ７３６７９６ 猪 中国 ２０１９

ＧＸ１ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＳＸ２０１８０９ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１８

ＨｅＮ２０２１ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０２１

ＨｅＮ２０２００９－２ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０２０

ＨｅＮ２０２００９－２ ＭＺ７３６８０１ 猪 中国 ２０２０

ＪＬ１７ ／ ０８ ＭＧ８６９６９１ 蚊子 中国 ２０１７

ＨｕＢ２０１９０５ Ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 猪 中国 ２０１９

ＨＮＮＹ－１ ＭＧ８６５９６６ 猪 中国 ２０１６

ＨＮＰＤＳ－１ ＭＧ８６５９６８ 猪 中国 ２０１７

ＨＮＰＤＳ－２ ＭＧ８６５９６９ 猪 中国 ２０１７

２　 结果

２􀆰 １　 高通量测序结果与序列比对

对死亡松鼠肺组织样本提取的 ＲＮＡ 核酸进行高

通量测序， 二代测序结果经过质控、 去宿主污染和拼

接组装处理后， 获得拼接序列集。 然后用 ｄｉａｍｏｎｄ 软

件对获得的序列集与 ＮＲ 数据库 （ Ｎｏｎ － ｒｅｄｕｎｄａｎｔ
Ｄａｔａｂａｓｅ） 进行比对分析。 将关注的病毒注释挑选出

来统一整理， 其中发现了之前未在松鼠中检测到的

ＧＥＴＶ 序列。 经 ＢＬＡＳＴ 比对后， 发现该序列与泰国家

猪中分离的 ＧＥＴＶ ／ ＳＷ ／ Ｔｈａｉｌａｎｄ ／ ２０１７ 毒株序列高度

相似， 全基因组核苷酸同一性达到 ９９􀆰 ９％。 为了验

证从赤腹松鼠中鉴定到的 ＧＥＴＶ， 对赤腹松鼠所有组

织样本进行常规 ＲＴ－ＰＣＲ 验证， 结果显示肺组织样

本为 ＧＥＴＶ 检测阳性 （如图 １）。
将从野生赤腹松鼠肺组织中鉴定到的 ＧＥＴＶ 命名

为 ＧＥＴＶ ／ ＲＳ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ２０２２ 毒株， 并成功获取了病毒的

完整基因组序列， 全长为 １１ ６８９ ｂｐ， 基因组由非结

构蛋 白 开 放 阅 读 框 （ ｎｏｎ － ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＮＳ － ＯＲＦ） 和结构蛋白开放阅读框

（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＯＲＦ， Ｓ－ＯＲＦ） 组成， 分别编码非

结构蛋白 ＮＳＰ１～ＮＳＰ４ 和结构蛋白 Ｃａｐ、 Ｅ３、 Ｅ２、 ６Ｋ
和 Ｅ１ （如图 ２）。 第一个 ＯＲＦ 位于病毒基因组的前

２ ／ ３ 处， 编码 ４ 个病毒非结构蛋白， 负责病毒 ＲＮＡ
转录和复制， 有助于病毒的宿主免疫逃逸和蛋白质修

饰。 第二个 ＯＲＦ 在基因组的最后 １ ／ ３ 处， 编码多个

病毒结构蛋白， 它们充当病毒粒子的骨架分子， 并参

与整个病毒生命周期的各种过程。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １～７􀆰 分别表示心、 肝、 脾、 肾、 肌肉、 皮肤、 肠组织样本； ８􀆰 肺组织样本。

图 １　 赤腹松鼠 ＧＥＴＶ 鉴定结果
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图 ２　 ＧＥＴＶ ／ ＲＳ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ２０２２ 毒株基因组结构

２􀆰 ２　 赤腹松鼠 ＧＥＴＶ 遗传谱系鉴定

本研究检索了所有可用的 ＧＥＴＶ 完整基因组， 将

新测序的松鼠 ＧＥＴＶ 毒株序列和从公共数据库下载的

７４ 条序列放入 １ 个数据集中。 通过使用这些完整的

基因组序列， 对 ＧＥＴＶ 的基因型进行了分析， 从构建

的 ＭＬ 进化树结果中识别了 ３ 个主要谱系， 即： 谱系

Ⅰ、 谱系Ⅱ和谱系Ⅲ。 谱系Ⅰ包括最早的 ＧＥＴＶ 序

列， 而谱系Ⅲ则是 ＧＥＴＶ 毒株最流行的谱系类型， 涵

盖了多数已报道的 ＧＥＴＶ 毒株以及当前的流行毒株。
值得注意的是， 来自野生啮齿目赤腹松鼠的 ＧＥＴＶ ／
ＲＳ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ２０２２ 毒株被归类为罕见的谱系Ⅱ （如图

３）。

图 ３　 基于 ＧＥＴＶ 全基因组序列的遗传进化分析

３　 讨论

课题组前期研究调查了猪群中的 ＧＥＴＶ 流行情

况， 发现 ＧＥＴＶ 具有很高的遗传多样性， 且近年来在

家养动物中的流行程度逐渐增加［８］。 本研究在 ２０２２
年 ６ 月收集的野生赤腹松鼠中， 通过高通量测序技术

发现了 ＧＥＴＶ， 并利用 ＲＴ－ＰＣＲ 进一步验证了赤腹松

鼠肺组织 ＧＥＴＶ 的阳性检测结果。 赤腹松鼠在被发现

时已经死亡， 没有观察到任何临床症状。 对于来自死

亡野生啮齿目动物的 ＧＥＴＶ 阳性样品， 结合二代测序

和一代测序技术进行了全基因组扩增获得了完整的

ＧＥＴＶ ／ ＲＳ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ２０２２ 毒株基因组序列， 并将毒株完

整基因组序列上传至 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 （序列登

录号： ＯＰ５９３３０８）。 赤腹松鼠中发现 ＧＥＴＶ 的情况以

前未见报道， 提示 ＧＥＴＶ 的宿主范围在不断扩展并在

野外循环， 这为 ＧＥＴＶ 生态学、 传播模式及其宿主适

应性提供了新的见解。
节肢动物传播的病毒具有更高的宿主可塑性， 并

经常在多个哺乳动物甚至人类之间进行宿主转换， 有

时会导致严重的公共卫生风险。 例如， ＶＥＥＶ 和日本

·９０１·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １ 期



脑炎病毒 （ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＪＥＶ） 利用家

畜作为增殖宿主， 然后溢出到人类中引发流行

病［９－１０］。 因此， 探索诸如 ＧＥＴＶ 之类的甲病毒在更广

泛的宿主范围内的传播， 将有助于揭示该类病毒适应

性进化的动态和人畜共患流行病的潜力。 本文首次发

现了 １ 株源自野生啮齿目动物的 ＧＥＴＶ 毒株， 属于罕

见的谱系Ⅱ， 与泰国家猪中的毒株序列几乎相同， 表

明 ＧＥＴＶ 在猪和野生动物之间的传播经历了一个远距

离和宿主之间转换的复杂过程。 由于 ＧＥＴＶ 除猪和蚊

子之外的宿主样本量不足， 从而导致了研究野生动物

中 ＧＥＴＶ 演化和传播方面的困难。 未来需要在更广泛

的动物群体内监测 ＧＥＴＶ 的流行情况， 并且需要更广

谱、 灵敏的 ＧＥＴＶ 检测引物， 从而覆盖所有的毒株

谱系。
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