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摘要： 为明确我国东北地区犬细小病毒 （ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＣＰＶ） 近年来的流行特征， 于 ２０２１—２０２３ 年采集黑龙江省与吉林省 ５８ 例犬腹泻病例

的肛拭子样本， 通过 ＰＣＲ 扩增 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 基因并进行序列的遗传进化分析。 结果： ３７ 份样本检出 ＣＰＶ 序列， 其中 ３６ 株为亚洲型 ＣＰＶ－２ （Ａｓｉａ
ＣＰＶ－２）， １ 株为猫细小病毒 （ＦＰＶ）。 基因分型表明 ＣＰＶ－２ｃ 型占主导 （３３ ／ ３６）， 另检出 ＣＰＶ－ｎｅｗ ２ａ 型 １ 株和 ＣＰＶ－ｎｅｗ ２ｂ 型 ２ 株。 进化分析揭

示 ３２ 株 （８９％） 属于 Ａｓｉａ Ⅳ进化簇， ４ 株 （１１％） 归属 Ａｓｉａ Ⅲ进化簇。 此外， 本研究发现携带 ＮＳ１ （６０Ｉ ／ ５４４Ｆ ／ ５４５Ｖ ／ ６３０Ｐ） 与 ＶＰ２ （２６７Ｙ ／
３２４Ｉ ／ ４２６Ｅ） 特征性变异谱的新变异株， 将其定义为 Ａｓｉａ－Ⅴ型； 同时检测到国内 ＦＰＶ 流行株的特征性突变位点 ＶＰ２－Ａ９１Ｓ。 研究表明我国东北地

区 ＣＰＶ 流行以 ＣＰＶ－２ｃ 基因型 （Ａｓｉａ Ⅳ进化簇） 为主， 且存在向 Ａｓｉａ－Ⅴ型演化的趋势。
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　 　 犬细小病毒 （ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＣＰＶ） 属于细小

病毒科、 细小病毒属的成员［１］， 是一种具有二十面体

结构的无囊膜 ＤＮＡ 病毒［２］； 该病毒的直径约为２５ ｎｍ，
其基因组是单股负链线性 ＤＮＡ， 全长约５ ｋｂ。 基因主

要包含 ２ 个开放阅读框 （ＯＲＦｓ）， ＯＲＦ１ 编码非结构蛋

白 ＮＳ１ 和 ＮＳ２， ＯＲＦ２ 编码结构蛋白 ＶＰ１ 和 ＶＰ２［３］。
ＶＰ２ 是主要的衣壳蛋白和抗原蛋白， 决定病毒的组织

嗜性和宿主范围［４－５］。 ＮＳ１ 蛋白在病毒进化过程中相对

保守， 是一种具有多种功能的磷酸化蛋白， 在病毒复

制中起重要作用， 负责诱导细胞凋亡［６－７］。
为了与细小病毒科博卡病毒属成员 ＣＰＶ－１ （犬

微小病毒） 区分， 将犬细小病毒命名为 ＣＰＶ － ２。
ＣＰＶ－２ 是由猫泛白细胞减少症病毒 （ ｆｅｌｉｎｅ ｐａｎｌｅｕｋｏ⁃
ｐｅｎｉａ ｖｉｒｕｓ， ＦＰＶ） ＶＰ２ 蛋白 Ａ３００Ｇ 氨基酸位点突变

而来， 并从 １９７０ 年开始在世界范围内传播［５］。 随着

ＶＰ２ 基因的突变， １９７９ 年报道了具有 ＶＰ２ 蛋白

（Ｍ８７Ｌ、 Ｉ１０１Ｔ、 Ａ３００Ｇ、 Ｄ３０５Ｙ 和 Ｎ３７５Ｄ） 变异特

点的新型 ＣＰＶ－２ａ 变异株［８］， １９８４ 年出现了 ＣＰＶ－２ｂ
型 （ＶＰ２ Ｎ４２６Ｄ） 变异株［９］， ２０００ 年意大利报道了

ＣＰＶ－２ｃ 型 （Ｎ４２６Ｅ） 变异株［１０］。 我国于 １９８２ 年首

次发现 ＣＰＶ－２， １９８６ 年 ＣＰＶ－２ａ 取代 ＣＰＶ－２ 成为主

要基因型［１１］， 随后ＣＰＶ－ ２ｂ 于 １９９７ 年出现， 并与

ＣＰＶ－２ａ 同时传播［１２］。 与 ＣＰＶ－２ 仅感染犬科动物不

同， ＣＰＶ－２ａ、 ＣＰＶ－２ｂ 和 ＣＰＶ－２ｃ 变体不仅感染犬

科动物， 还重新获得感染猫科动物和其他野生食肉动

物的能力［１３］。 研究表明 ＣＰＶ 的频繁变异与疫苗免疫

失败有关［１４］。
ＣＰＶ－２ 的传染性极强， 主要是通过粪－口途径接

触污染的粪便或其周围环境传播。 病毒主要感染有丝

分裂活跃的组织， 如淋巴组织、 肠上皮和骨髓以及新

生犬的心肌细胞， 因而 ＣＰＶ 的临床症状主要是出血

性肠炎， 临床症状包括厌食、 抑郁、 呕吐和黏液样或

带血粪便， 伴随脱水、 发烧和白细胞减少［１５］。 新生

幼犬还会引发心肌炎， 主要引起心脏增大伴左心房和

心室明显扩张。 本研究从东北地区采集的腹泻犬肛拭

子中检测到了 ３７ 个 ＣＰＶ 阳性样本， 对其 ＶＰ２ 和 ＮＳ１
基因序列进行了遗传进化分析， 阐明其氨基酸突变和

遗传进化规律， 以期了解东北地区近 ３ 年 ＣＰＶ 的流

行情况， 为控制该病提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

ＤＮＡ 提取试剂盒、 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙ⁃
ｍｅｒａｓｅ、 ６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 和 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自北京全

式金生物技术股份有限公司。 引物由吉林省库美生物

科技有限公司合成。

１􀆰 ２　 病料收集与处理

分别采集吉林省长春市 （２２ 分） 和黑龙江省讷

河市 （１３ 份）、 齐齐哈尔市 （２３ 份） 宠物医院有腹

泻症状的犬肛拭子， 低温保存下运输。 将采集的犬肛

拭子置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 加入 １ ｍＬ 灭菌 ＰＢＳ
（ｐＨ＝ ７􀆰 ２） 浸泡 ２４ ｈ， 于 ８０ ℃反复冻融 ３ 次， ４ ℃、
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液用０􀆰 ２２ μｍ 滤膜

过滤除菌， 于－８０ ℃冷冻保存。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

参考 ＣＰＶ 基因组（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＯＰ９５７４１９􀆰 １）
保守区， 应用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计 ３ 对引物， 分

别用于 ＣＰＶ 的鉴定， ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 全长的扩增， 扩增

的目的片段大小分别为 ２８６、 １ ７５５ 和 ２ ００７ ｂｐ， 由吉

林省库美生物科技有限公司合成。

表 １　 ＰＣＲ 引物

名称 序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ

ＪＤ－Ｆ ＡＧＡＧＣＡＴＴＧＧＧＣＴＴＡＡＡＴＴＴＣ

ＪＤ－Ｒ ＡＴＣＴＴＧＧＡＴＣＡＡＴＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧ
２８６

ＶＰ２－Ｆ ＧＡＡＧＴＡＧＡＡＡＴＣＡＴＡＴＴ

ＶＰ２－Ｒ ＡＣＡＡＧＴＡＣＡＡＴＡＴＴＴＣＴＡＴＧＣＴＧＴ
１ ７５５

ＮＳ１－Ｆ ＡＣＡＴＴＣＧＣＴＴＣＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡ

ＮＳ１－Ｒ ＣＡＣＡＣＣＣＴＴＡＣＣＴＣＴＣＣＴ
２ ００７

１􀆰 ４　 核酸提取

采用西安天隆核酸提取仪器提取处理后病料的

ＤＮＡ， 保存于－２０ ℃。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 鉴定

采用引物 ＪＤ －Ｆ、 ＪＤ－Ｒ 进行扩增， 反应体系：
２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ、 ＪＤ－Ｆ １ μＬ、 ＪＤ－Ｒ
１ μＬ、 ＤＮＡ 模板 ２ μＬ、 ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。 反应条件：
９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ， ３０
个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶

电泳检测。
１􀆰 ６　 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 全基因扩增

对 １􀆰 ５ 步骤中鉴定为阳性的 ＤＮＡ 样品， 采用

ＶＰ２－Ｆ 和 ＶＰ２ －Ｒ、 ＮＳ１ －Ｆ 和 ＮＳ１ －Ｒ 引物分别对

ＶＰ２、 ＮＳ１ 的 全 基 因 进 行 扩 增。 ＰＣＲ 反 应 体 系

（５０ μＬ）： ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ （２×） ２５ μＬ， 上

游引物 ２ μＬ， 下游引物 ２ μＬ， 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
１９ μＬ。 反应条件： ９８ ℃ ２ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ， ５５ ℃
５５ ｓ， ７２ ℃ ２ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃ ７ ｍｉｎ。
１􀆰 ７　 琼脂糖凝胶电泳检测及测序

取 ５ μＬ 扩增产物混合 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 后加入 １％
琼脂糖凝胶， 在 １ ×ＴＡＥ 缓冲液中进行电泳， 电压

１８０ Ｖ， 时间 １５ ｍｉｎ。 在紫外透射仪中观察结果， 以
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ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 为分子量标准， 将阳性扩增产物

送至吉林省库美生物科技有限公司进行测序。
１􀆰 ８　 ＣＰＶ 遗传进化分析

使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 和 ＭＥＧＡ 软件将本研究获得的 ３７
条 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 下载的 ７２ 条 ＶＰ２ 和 ＮＳ１
参考毒株序列进行比对， ＭＥＧＡ （Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ） 软件

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ Ｖａｌｕｅ （ １０００） 构建核苷酸遗传进化树，
ＭｅｇＡｌｉｇｎ 进行同源性分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 序列扩增

用 ＰＣＲ 方法对 ５８ 份样品进行扩增， 有 ３７ 份检

测为 ＣＰＶ 阳性， 阳性率为 ６３􀆰 ７９％ （３７ ／ ５８）， 结果见

图 １。 对 ３７ 份阳性样品核酸进行 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 全长扩

增， 分别获得了 １ ７５５ 和 ２ ００７ ｂｐ 的 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 基因

全长序列， 结果见图 ２、 图 ３。

Ｍ． ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～１５． 样品； １６． 阳性对照； １７． 阴性对照。

图 １　 部分样品 ＰＣＲ 检测结果

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～１９． 样品； ２０． 阳性对照； ２１． 阴性对照。

图 ２　 部分样品 ＶＰ２ 特异性扩增结果

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～２９． 样品； ２０． 阳性对照； ２１． 阴性对照。

图 ３　 部分样品 ＮＳ１ 特异性扩增结果

２􀆰 ２　 ＶＰ２ 基因遗传进化分析

将本研究中扩增的 ３７ 株 ＣＰＶ ＶＰ２ 基因片段进行

测序， 并与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ６２ 条 ＣＰＶ ＶＰ２ 和 １２ 条 ＦＰＶ
ＶＰ２ 基因参考序列进行比对分析， 结果发现， 样品

序列同源性为 ９７􀆰 ８％ ～ １００􀆰 ０％， 与参考序列同源性

在 ９７􀆰 ３％ ～ １００􀆰 ０％， 与 疫 苗 株 ＥＵ９１４１３９􀆰 １ 和

ＥＵ４９８６８１􀆰 １ 同源性在 ９８􀆰 １％ ～ ９９􀆰 ４％。 在遗传进化

树中， 本研究中的 ３７ 条毒株与疫苗株处于不同分支

中， 亲缘关系较远， ３６ 条 ＣＰＶ 毒株与 ３６ 株亚洲型分

离株的亲缘关系最近， 属于亚洲型进化分支， 与西方

分离株遗传进化关系较远。 发现了 １ 株 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒

株序列， 其与 １０ 条 ＦＰＶ 参考毒株亲缘关系大于

９３％， 结果见图 ４。
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▲． 本试验分离株； ●． 疫苗株； 剩余为参考序列分离株。 下同。

图 ４　 ＶＰ２ 遗传进化树
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２􀆰 ３　 ＶＰ２ 蛋白氨基酸位点分析

将获得的 ３７ 条 ＶＰ２ 基因氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中 ＦＰＶ、 ＣＰＶ－２、 ＣＰＶ－２ａ、 ＣＰＶ－２ｂ、 ＣＰＶ－２ｃ 以及

疫苗株共 １８ 条 ＶＰ２ 参考序列的关键氨基酸位点进行

对比分析 （表 ２）。 ３７ 条毒株序列共分为 ４ 种基因

型， 其中 ＣＰＶ－ ２ｃ 型为 ３３ 株， ＣＰＶ－Ｎｅｗ２ｂ 型为 ２
株， ＣＰＶ－Ｎｅｗ ２ａ 型及 ＦＰＶ－Ｌｉｋｅ 各 １ 株。

本研究获得的 ＣＰＶ－２ｃ、 ＣＰＶ－ｎｅｗ ２ａ 和 ＣＰＶ－
ｎｅｗ ２ｂ 型毒株均具有 ＣＰＶ 的典型氨基酸特征， 其中

３３ 株 ＣＰＶ－２ｃ 具有典型的氨基酸位点特征 １０１Ｔ （与
ＣＰＶ－２ 区分） 和 ４２６Ｅ （４２６ 位点为 Ｎ 代表 ２ａ 型， Ｄ
代表 ２ｂ 型， Ｅ 代表 ２ｃ 型）， 在此基础上， 根据第 ２９７
位氨基酸发生从 Ｓ 到 Ａ 的突变， 确定了 ＣＰＶ⁃ｎｅｗ ２ｂ
型 ２ 株， 以及 ＣＰＶ⁃ｎｅｗ ２ａ 型 １ 株。 此外， 发现 １ 株

具有典型 ＦＰＶ 氨基酸变异特点的毒株 （８０Ｋ、 ９３Ｋ、
１０３Ｖ、 ３２３Ｄ、 ５６４Ｎ 和 ５６８Ａ２４）， 该 ＦＰＶ－ ｌｉｋｅ 株在

９１Ｓ 的突变是目前主要流行的 ＦＰＶ 毒株突变位点。
目前， ＣＰＶ － ２ｃ 型 分 离 株 的 Ａ５Ｇ 突 变 常 与

Ｆ２６７Ｙ、 Ｙ３２４Ｉ 突变一起出现， 获得的 ３３ 株 ＣＰＶ－２ｃ

型毒株 ＶＰ２ 的变异位点分析发现， 各位点的突变占

总毒 株 的 比 率 分 别 为 ３３ ／ ３７ （ ８９􀆰 １９％）、 ３３ ／ ３７
（８９􀆰 １９％）、 ３３ ／ ３７ （８９􀆰 １９％）， 与我国西南部、 上海

等地发现的 ＣＰＶ－２ｃ 变异趋势一致， 且本研究中的

ＣＰＶ－２ｃ 出现 Ｑ３７０Ｒ 和 Ｉ４４７Ｍ 变异趋势。 ＣＰＶ 疫苗

株 ＶＰ２ 与获得的 ３７ 条 ＶＰ２ 序列在第 ５、 ８７、 １０１、
２６７、 ２９７、 ３００、 ３０５、 ３２４、 ４２６ 等氨基酸位点的较

大程度突变， 这可能是导致部分疫苗免疫失败的主要

原因之一。
２􀆰 ４　 ＮＳ１ 同源性和遗传进化分析

３７ 条 ＮＳ１ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ６２ 条 ＣＰＶ 和 １０ 条

ＦＰＶ ＮＳ１ 基因参考序列利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 进行比对分析，
结果发现， ３７ 条 ＮＳ１ 序列之间的同源性在 ９８􀆰 ６％ ～
１００％， 与 ２３ 条来自不同地区参考毒株 ＣＰＶ ＮＳ１ 基

因序列的同源性为 ９８􀆰 ５％ ～１００％。 样品中 ３６ 条 ＣＰＶ
毒株序列属于亚洲型进化分支， 与西方分离株进化关

系较远， 另外还发现了一条 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒株序列， 与

１０ 株 ＦＰＶ 参考毒株在同一进化分支， 见图 ５。

表 ２　 ＣＰＶ 分离株与各参考毒株 ＶＰ２ 关键氨基酸的突变位点

毒株
氨基酸位点

５ １３ ２３ ８０ ８７ ９１ ９３ １０１ １０３ ２３２ ２６２ ２６７ ２９７ ３００ ３０５ ３２３ ３２４ ３７０ ３７５ ４２６ ４４０ ４４７ ５６４ ５６８

ＥＵ６５９１１７ （ＣＰＶ－２） Ａ Ｐ Ｓ Ｒ Ｍ Ａ Ｎ Ｉ Ａ Ｉ Ａ Ｆ Ｓ Ａ Ｄ Ｎ Ｙ Ｑ Ｎ Ｎ Ｔ Ｉ Ｓ Ｇ

ＭＺ９１３３１４ （ＦＰＶ－ｌｉｋｅ） － － － Ｋ － － Ｋ Ｔ Ｖ － － － － － － Ｄ － － Ｄ － － － Ｎ Ａ

ＭＺ００５６３３ （ＦＰＶ） － － － Ｋ － － Ｋ Ｔ Ｖ Ｖ － － － － － Ｄ － － Ｄ － － － Ｎ Ａ

Ｐｆｉｚｅｒ ／ ＦＰＶ ／ ＥＵ４９８６８１． １ － － － Ｋ － － Ｋ Ｔ Ｖ － － － － － － Ｄ － － Ｄ － － － Ｎ Ａ

Ｐｆｉｚｅｒ ／ ＣＰＶ ／ ＥＵ９１４１３９． １ － － － － － － － － － － － － － － － － － － Ｄ － － － － －

ＫＲ００２７９４ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ － － － － －

ＭＧ４３４７３８ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － Ｌ － Ｄ － － － － －

ＭＦ１７７２７７ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － － － Ｄ － Ｓ － － －

ＫＦ６７６６６８ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ － Ａ － － －

ＫＦ６３８４００ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ － Ａ － － －

ＫＦ３６６２５０ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － － － Ｄ － － － － －

ＫＸ７７４２５２ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － Ｌ － Ｄ Ｄ － － － －

ＪＱ２６８２８４ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｄ Ａ － － －

ＭＦ１７７２８０ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － － － Ｄ Ｄ － － － －

ＭＦ１７７２５８ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ｎ Ｇ Ｙ － Ｌ － Ｄ Ｄ － － － －

ＭＴ１０６２２９ （ＣＰＶ－２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ Ｒ Ｄ Ｅ － Ｍ － －

ＭＦ５１０１５８ＣＰＶ－２ｃ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － － Ａ Ｇ Ｙ － － － Ｄ Ｅ － － － －

ＬＣ２１４９６９ （ＣＰＶ－２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ Ｒ Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０２１４ （２ａ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ － Ａ － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１３ （２ｂ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｄ Ａ － － －
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续表２

毒株
氨基酸位点

５ １３ ２３ ８０ ８７ ９１ ９３ １０１ １０３ ２３２ ２６２ ２６７ ２９７ ３００ ３０５ ３２３ ３２４ ３７０ ３７５ ４２６ ４４０ ４４７ ５６４ ５６８

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０７ （２ｂ） － － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｄ Ａ － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１６ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ Ｒ Ｄ Ｅ － Ｍ － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１２ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ Ｒ Ｄ Ｅ － Ｍ － －

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７１０ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ Ｒ Ｄ Ｅ － Ｍ － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１７ （２ｃ） Ｇ Ｓ － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０９ （２ｃ） Ｇ － Ｆ － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０２２８ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － Ｔ Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４２１ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４２０ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１９ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７１１ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７０９ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７０８ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０５１０ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４１５ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４１２ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４１１ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０６ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０４ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０２ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０３３１ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０３２９ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０２０４ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０１２５ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０１０５ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１１０３０ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０８２９ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０８ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０６１９ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０３０７ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０３０６ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０７１５ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０２０８ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０８１３ （２ｃ） Ｇ － － － Ｌ － － Ｔ － － － Ｙ Ａ Ｇ Ｙ － Ｉ － Ｄ Ｅ － － － －

ＦＰＶ－ｌｉｋｅ－ＨＬＪ２１０６２０ － － － Ｋ － Ｓ Ｋ Ｔ Ｖ Ｖ － － － － － Ｄ － － Ｄ － － － Ｎ Ａ

　 　 注： 浅灰色， 本研究获得的序列； 灰色， 突变位点； 深灰色， 突变趋势。 下同。
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图 ５　 ＮＳ１ 遗传进化树
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２􀆰 ５　 ＮＳ１ 氨基酸位点分析

由表 ３ 可见， 样品的 ３３ 条 ＣＰＶ－２ｃ ＮＳ１ 序列中

Ｉ６０Ｖ、 Ｙ５４４Ｆ、 Ｅ５４５Ｖ、 Ｌ６３０Ｐ 位点出现亚洲型ＣＰＶ－
２ｃ 的典型优势氨基酸突变， 突变率分别为 ８６􀆰 ４９％
（３２ ／ ３７）、９４􀆰 ５９％（３５ ／ ３７）、９４􀆰 ５９％（３５ ／ ３７）、９１􀆰 ８９％
（３４ ／ ３７）， 代表了 ＣＰＶ－２ｃ 亚洲型的突变趋势。 ＮＳ１
Ｉ２４８Ｔ 位氨基酸突变是 ＦＰＶ 与 ＣＰＶ－２ 区分的典型位

点［１６］。 本研究发现的 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒株序列与 ＦＰＶ 在同

一遗传分支， 在 ＮＳ１ ２４８ 位氨基酸出现了 ＦＰＶ 的典

型突变位点 Ｔ， 同时该毒株还出现了不同于 ＦＰＶ 以

及 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 参考株 ＮＳ１ 的 Ｎ２３Ｄ、 Ｐ５９０Ｌ、 Ｖ５９６Ｌ 氨

基酸位点的突变。 同该毒株 ＶＰ２ 序列分析结果结合

可进一步证明其归属于 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ。
参考 ＮＳ１ （６０、 ５４４、 ５４５、 ６３０） 和 ＶＰ２ （２６７、

３２４、 ４２６） 氨基酸位点变异而对 ＣＰＶ 进行的分

簇［１７］， 可将本研究中 ３７ 株 ＣＰＶ 归为 ３ 种 Ａｓｉａ 型分

簇， 其中 ４ 株 （ １０􀆰 ８１％） 属于 Ａｓｉａ －Ⅲ型， ３２ 株

（８６􀆰 ４９％） 属于 Ａｓｉａ －Ⅳ型， 此外发现 １ 株 ＣＰＶ －
ＨＬＪ２１０８２９ 为新的亚洲型分簇， 暂时将其命名为

Ａｓｉａ－Ⅴ型， 见表 ４。

表 ３　 ＣＰＶ 分离株与各参考毒株 ＮＳ１ 关键氨基酸的突变位点

毒株
氨基酸位点

１９ ２３ ６０ １８２ ２４７ ２４８ ３５２ ３６１ ４４３ ５４４ ５４５ ５７２ ５７３ ５７７ ５８３ ５９０ ５９６ ６２４ ６３０

ＥＵ６５９１１７ （ＣＰＶ－２） Ｋ Ｎ Ｉ Ｓ Ｑ Ｉ Ｔ Ｎ Ｉ Ｙ Ｅ Ｅ Ｇ Ｐ Ｅ Ｐ Ｖ Ｎ Ｌ

ＯＭ６４００９６ （ＦＰＶ） － － － － Ｈ Ｔ － － Ｖ － Ｑ － － － － － － － －

ＭＺ００５６３３ （ＦＰＶ） － － Ｖ － － Ｔ － － － － － － － － － － － － －

ＭＺ９１３３１４ （ＦＰＶ－ｌｉｋｅ） － － － － － － － － Ｄ － － － － － － － － － －

ＫＲ００２７９４ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － － － － － － － － Ｋ － － － － － － －

ＭＧ４３４７３８ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － － － － － － Ｆ － － － － － － － － －

ＫＦ６７６６６８ （ＣＰＶ－２ａ） － － － － － － － － － Ｆ Ｖ － － － Ｋ － － － －

ＫＸ７７４２５２ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － － － － Ｓ － － － － － － － － － － －

ＪＱ２６８２８４ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － － － － － － － Ｖ － － － － － － － －

ＭＦ１７７２８０ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － － － － － － Ｆ － － － － － － － － －

ＭＦ１７７２５８ （ＣＰＶ－２ｂ） － － － － － － － － － － － － － － － － － － －

ＭＴ１０６２２９ （ＣＰＶ－２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＭＦ５１０１５８ＣＰＶ－２ｃ） － － － － － － － － － － － － － － － － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４１２ （２ａ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － Ｓ － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１３ （２ｂ） Ｒ － － － － － Ａ － － Ｆ Ｖ － － － Ｋ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０７ （２ｂ） Ｒ － － － － － － － － Ｆ Ｖ － － － Ｋ － － － －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０１０５ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － Ｌ － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０６ （２ｃ） － － Ｖ － － － － Ｋ － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０２１４ （２ｃ） － － － － － － － － － － － Ｋ － － － － － Ｋ －

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０８２９ （２ｃ） － － － Ｎ － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１６ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４２１ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４２０ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１９ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１７ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２３０４１２ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７１１ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７１０ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７０９ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＪＬ２２０７０８ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４１１ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０９ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０８ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ
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续表３

毒株
氨基酸位点

１９ ２３ ６０ １８２ ２４７ ２４８ ３５２ ３６１ ４４３ ５４４ ５４５ ５７２ ５７３ ５７７ ５８３ ５９０ ５９６ ６２４ ６３０

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０５１０ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４１５ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０６１９ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０３０６ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０２２８ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０２ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０４０４ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０３０７ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － Ｉ Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０３３１ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０３２９ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０２０４ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２３０１２５ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１１０３０ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０８１３ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０７１５ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＣＰＶ－ＨＬＪ２１０２０８ （２ｃ） － － Ｖ － － － － － － Ｆ Ｖ － － － － － － － Ｐ

ＦＰＶ－ｌｉｋｅ－ＨＬＪ２１０６２０ － Ｄ － － Ｈ Ｔ － － Ｖ － － － － － － Ｌ Ｌ － －

表 ４　 用于进化分析的 ＮＳ１ 和 ＶＰ２ 蛋白的氨基酸位点

亚型
ＮＳ１ ＶＰ２

６０ ５４４ ５４５ ６３０ ２６７ ３２４ ４２６
类型 子分支

占比

（ｎ＝ ３７） ／ ％

ＣＰＶ－２ Ｉ Ｙ Ｅ Ｌ Ｆ Ｙ Ｎ ２ａ ＣＰＶ－２ ０

西方 Ｉ Ｙ Ｅ Ｌ Ｆ Ｌ ／ Ｙ Ｎ ／ Ｄ ２ａ ／ ２ｂ ＷＴ－Ⅰ ０

Ｉ Ｆ Ｅ Ｌ Ｆ Ｌ ／ Ｙ Ｎ ／ Ｄ ／ Ｅ ２ａ ／ ２ｂ ／ ２ｃ ＷＴ－Ⅱ ０

Ｉ Ｙ Ｅ Ｌ Ｆ Ｙ Ｅ ２ｃ ＷＴ－Ⅲ ０

亚洲 Ｉ Ｙ Ｅ Ｌ Ｆ Ｉ ／ Ｙ Ｎ ２ａ Ａｓｉａ－Ⅰ ０

Ｉ Ｙ Ｅ Ｌ Ｙ Ｉ Ｎ ２ａ Ａｓｉａ－Ⅱ ０

Ｉ Ｆ ／ Ｙ Ｖ ／ Ｅ Ｌ Ｙ Ｉ Ｎ ／ Ｄ ２ａ ／ ２ｂ Ａｓｉａ－Ⅲ １０􀆰 ８１

Ｖ Ｆ ／ Ｙ Ｖ ／ Ｅ Ｐ Ｙ Ｉ Ｅ ／ Ｎ ２ｃ ／ ２ａ Ａｓｉａ－ＩＶ ８６􀆰 ４９

Ｉ Ｆ Ｖ Ｐ Ｙ Ｉ Ｅ ２ｃ Ａｓｉａ－Ⅴ ２􀆰 ７０

３　 讨论

ＣＰＶ－２ 自发现以来已在全世界传播了 ５０ 多年，
可引起犬的出血性腹泻和幼犬的心肌炎， 是危害犬科

动物健康的重要传染病。 自 ＣＰＶ－２ 于 １９７８ 年成功被

分离， 随着基因突变， 这种病毒的原始类型被新的基

因和抗原变体取代， 目前 ＣＰＶ－２ 的多种基因型ＣＰＶ－
２、 ＣＰＶ － ２ａ、 ＣＰＶ － ２ｂ、 ＣＰＶ － ２ｃ、 ＣＰＶ － ｎｅｗ ２ａ、
ＣＰＶ－ｎｅｗ ２ｂ 已在亚洲、 非洲、 大洋洲、 欧洲、 南北

美洲等世界范围内广泛分布［１６］， 其中亚洲特别是中

国报道的 ＣＰＶ 毒株序列最多［１８］， 在中国最早于 ２０１０
年发现了以 Ｄ４２６Ｅ 为特征的 ＣＰＶ－２ｃ 变异位点［１９］。
随着毒株的不断进化， 自 ２０２１ 年以来， ＣＰＶ－２ｃ 型

在亚洲、 北美和非洲超过 ＣＰＶ－２ａ 和 ＣＰＶ－２ｂ 型并占

据了主要优势。 截至目前， 亚洲已经形成了以 ＮＳ１
（６０Ｖ， ５４４Ｆ， ５４５Ｖ， ６３０Ｐ ） 和 ＶＰ２ （ ５Ｇ， ２６７Ｙ，
３２４Ｉ， ３７０Ｒ） 序列变异特点的亚洲型［２０］。 中国 ２０１４
年以来报道的东部地区 （江苏、 浙江和上海） ［２１］、
中部地区 （河南、 天津和北京） ［２２］、 西南地区 （四
川和重庆） ［２３］、 东北地区 （吉林省） ［２４］、 广东省［１９］

均报道了亚洲型 ＣＰＶ－２ｃ， 其 ＮＳ１ 和 ＶＰ２ 序列明显不

同于西方 ＣＰＶ－２ｃ 的序列突变特点。
本研究从东北地区的 ５８ 份腹泻症状犬的肛拭子

中成功扩增到 ３７ 个 ＣＰＶ 阳性样本， 对 ＶＰ２ 和 ＮＳ１
基因的遗传进化分析表明亚洲型 ＣＰＶ － ２ｃ 型占比

８９􀆰 １９％ （３３ ／ ３７）， 首次报道了黑龙江省齐齐哈尔市
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的 ２３ 株 ＣＰＶ 属于 ＣＰＶ－２ｃ 亚洲型， 且以 Ａｓｉａ－ＩＶ 为

主 （２３ ／ ３３）， 并且还在该地区发现了新型亚洲变异

型 Ａｓｉａ－Ｖ。 同时在长春的样品中发现 １０ 条 ＣＰＶ－２ｃ
阳性样本序列。 有研究对长春、 辽源等地的 ３１ 株

ＣＰＶ 序列分析结果也显示以 ＣＰＶ－２ｃ 亚洲型为主［２４］，
进一步说明了东北部分地区流行的病毒流行基因型以

ＣＰＶ－２ｃ 为主。 从 ３７ 个阳性样本 ＶＰ２ 的遗传进化分

析可知， ３７ 条序列与辉瑞、 英特威、 梅里亚疫苗株

处于不同的分支中， ３６ 条 ＣＰＶ 与疫苗株 ＶＰ２ 序列在

Ａ５Ｇ、 Ｍ８７Ｌ、 Ｉ０１Ｔ、 Ｆ２６７Ｙ、 Ｓ２９７Ａ、 Ａ３００Ｇ、
Ｄ３０５Ｙ、 Ｙ３２４Ｉ、 Ｎ４２６Ｅ 等氨基酸位点的突变所引发

的基因突变， 这可能会产生免疫逃逸的现象。 免疫逃

逸可能是疫苗接种后对动物体的保护率降低， 从而引

起犬细小病毒病发生的原因。
跨宿主传播是目前 ＣＰＶ 传播的主要特征， 特别

是目前发现在猪肺部中检测到了 ＣＰＶ［２５］。 本研究同

时从犬腹泻病例中发现了 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒株序列， 该毒

株与猫源 ＦＰＶ 处于同一遗传进化分支， 但 ＮＳ１ 中的

Ｎ２３Ｄ、 Ｐ５９０Ｌ、 Ｖ５９６Ｌ 位点不同于猫源 ＦＰＶ 分离株

与国内其他研究中分离到 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒株变异位点也

不同［２６］。 对西南地区猫源 ＦＰＶ 的序列分析发现， 有

３９􀆰 ３７％的 ＮＳ１ Ａ９１Ｓ 位点突变率［２７］， 本试验样品中

ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 株 ＶＰ２ 蛋白出现了目前流行的 Ａ９１Ｓ 位点变

异， 进一步证明了该 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 病例可能是 ＦＰＶ 传播

而来。 有研究发现， 犬腹泻病例中的 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒株

已在 ４ 个亚洲国家报道［２３］， ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 毒株通过人工

攻毒后发现可以引起犬的系统性感染。 ＣＰＶ－２ 是由

ＦＰＶ ＶＰ２ 蛋白 Ａ３００Ｇ 氨基酸位点突变而获得了对犬

的易感性［５］， 但 ＦＰＶ－ｌｉｋｅ 第 ３００ 位氨基酸为 Ａ， 说

明有其他因素导致了其对犬的易感性。
ＣＰＶ 的 ＶＰ２ 决定了中和表位、 宿主受体结合和

致病性密切相关。 ＣＰＶ 的衣壳蛋白表面由 ４ 个 ｌｏｏｐ
环和 １ 个 ＧＨ 环组成： ｌｏｏｐ １ （５０ ～ １００ ａａ）， ｌｏｏｐ ２
（２００～２５０ ａａ）， ｌｏｏｐ ３ （２９５～３５０ ａａ）， ｌｏｏｐ ４ （４００～
４５０ ａａ） 和 ＧＨ 环 （ ３５０ ～ ４００ ａａ）。 Ｌｏｏｐ１、 ｌｏｏｐ２、
ｌｏｏｐ４ 构成纤突顶部， ｌｏｏｐ３ 构成肩部， 分别形成抗原

表位 Ａ 和 Ｂ［２８］， 与 ＶＰ２ 蛋白 Ｎ 端为 ＣＰＶ 的主要 Ｂ 细

胞抗原表位， 诱导机体产生体液免疫反应。 有研究表

明 ＶＰ２ 残基 ｌｏｏｐ １ （Ｎ８５Ａ， Ｍ８７Ａ， Ｖ９２Ａ， Ｎ９３Ａ）
位点 突 变 可 显 著 增 加 对 猫 的 转 铁 蛋 白 受 体

（ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ， ＴｆＲ） 的亲和力， 而 ｌｏｏｐ ３ （ Ｓ２９３Ａ，
Ｑ２９６Ａ， Ｓ２９７Ａ， Ｔ３０１Ａ， Ｎ３０２Ａ， Ｄ３０５Ａ） 位点突变

显著减少对猫的 ＴｆＲ 的亲和力［２８］。 本研究所发现的

亚洲型 ＣＰＶ ＶＰ２ （５Ｇ， ２６７Ｙ， ３２４Ｉ， ３７０Ｒ， ４４７Ｍ）
的变异位点位于多抗原中和表位和环状氨基酸区域，
其中ＶＰ２ 第 ５ 位氨基酸位于Ｎ 端中和表位区 （ＶＰ２ １～

２３ ａａ） ［２９］。 ３２４ 位氨基酸所在的 ｌｏｏｐ ３ 与所在的 ３００
位氨基酸和相邻的残基 ３０１ 位氨基酸是两个主要的中

和抗原位点， 是 ＣＰＶ－２ 与宿主发挥作用的表位区

域［２９－３０］。 ＶＰ２ 第 ３７０ 位氨基酸所在的 ＧＨ 环包括特

异性 ＴｆＲ 结合位点［３１］， 推测这些位点的改变对 ＴｆＲ
的结合力有影响。

ＮＳ１ 控制 ＤＮＡ 包装进入衣壳、 细胞凋亡和与宿

主蛋白的结合［３２］， 研究表明 Ｃ 末端锌指结构域

（５５７～６６８ ａａ） 控制着 ＶＰ２ 的转录活性［３３］。 对其中

６３ 个氨基酸的删除无法激活启动子 Ｐ３８ 和 ＶＰ２ －
５′ＵＴＲ［３４］， 此外有研究发现 ＦＰＶ 的 Ｎ５８８ 位氨基酸显

著抑制干扰素刺激基因从而促进病毒的复制［３５］。 本

研究样品中， ＣＰＶ 序列 ＮＳ１ 中 ５４４Ｙ、 ５４５Ｅ、 ５７３Ｓ、
５７７Ｌ、 ６２４Ｋ、 ６３０Ｌ 等多个突变位点可能与病毒的转

录复制相关， 未来还需进一步证实。
疫苗接种仍是预防 ＣＰＶ 感染的主要手段， 但现

有疫苗在应对病毒变异和母源抗体干扰方面存在局

限。 现有疫苗对 ＣＰＶ－２ａ、 ２ｂ 和 ２ｃ 型有一定保护效

果， 但对基因突变产生的新变种 （如 ＣＰＶ－ｎｅｗ ２ｃ）
则需进一步优化。 ＶＰ２ 作为 ＣＰＶ 的关键抗原表位，
一直以来都是疫苗和诊断试剂研发过程中重点研究对

象， 这就意味着对 ＣＰＶ 基因监测尤为重要。 本研究

探讨了东北地区 ＣＰＶ ＶＰ２ 的基因突变， 为后续疫苗

与诊断试剂的研发所选取有效抗原片段提供了科学的

参考依据。 未来疫苗研发可基于基因突变的前提， 借

助纳米技术、 基因改造及新型佐剂 （如 ｍＲＮＡ 疫

苗）， 高效激活免疫反应， 改进对新毒株的免疫应

答， 应对病毒免疫逃避机制［３６］。
病毒频繁变异是逃避宿主免疫监视的重要因

素［３７］。 目前， ＣＰＶ－２ 型疫苗能否保护犬对新变异株

的感染尚不清楚， 因此需要持续监测 ＣＰＶ 的遗传变

异情况， 以此为 ＣＰＶ 防治和疫苗的研发提供科学

依据。
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