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临床健康犬中一株猫泛白细胞减少症病毒的
分离鉴定及遗传进化分析

许　 佳ꎬ陈　 维ꎬ武凯璐ꎬ岳　 华ꎬ汤　 承ꎬ陈　 曦

(西南民族大学动物医学四川省高等学校重点实验室ꎬ四川 成都 ６１００４１)

摘　 要:已知猫泛白细胞减少症病毒(ＦＰＶ)与犬细小病毒(ＣＰＶ￣２)的遗传关系密切ꎬ然而 ＦＰＶ不能感染犬及其细胞系.
２０２４年 ６月在对四川成都一只 ２月龄临床健康犬做健康带毒情况调查时ꎬ经 ＰＣＲ 检测分析意外发现该犬为 ＦＰＶ 阳

性.因此ꎬ对该临床健康犬中的 ＦＰＶ进行分离鉴定以及分子特征分析.无菌采集该 ＦＰＶ阳性犬的粪便样本ꎬ利用犬肾细

胞(ＭＤＣＫ)进行病毒的分离纯化ꎬ并扩增其完整 ＶＰ２ 和 ＮＳ１ 序列.成功分离到该犬源 ＦＰＶ 毒株并获得其完整 ＶＰ２ 和

ＮＳ１序列.根据其 ＶＰ２蛋白关键位点氨基酸残基类型及遗传进化分析确定该分离毒株为 ＦＰＶꎬ其 ＶＰ２序列与已知 ＦＰＶ
完全一致ꎬ但在其 ＮＳ１上有 ４个氨基酸位点的突变(Ｖ１１５Ｉ、Ｖ１３２Ｌ、Ｈ２４７Ｑ、Ｈ５９５Ｑ) .本研究首次从临床健康犬中分离鉴

定到 ＦＰＶꎬ并对其主要基因序列进行了分析ꎬ为 ＦＰＶ的跨物种传播提供了证据.
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第 ３期 许佳ꎬ等:临床健康犬中一株猫泛白细胞减少症病毒的分离鉴定及遗传进化分析 　　　　　

　 　 猫泛白细胞减少症病毒( ｆｅｌｉｎｅ ｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＦＰＶ)于 １９２８年首次报道ꎬ是引起幼猫重度肠炎

及广泛性白细胞显著降低为特征的一种致死性传染

病的病原[１] .ＦＰＶ 宿主范围广泛ꎬ除自然感染家养和

野生猫科动物外ꎬ还可跨物种传播到熊猫、貂、小熊

猫、浣熊、狐狸ꎬ甚至是猴子等珍稀野生动物ꎬ并造成

严重疾病[２￣３] .犬细小病毒(ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎬＣＰＶ￣２)
最早出现于 １９７８ 年ꎬ是引起幼犬出血性胃肠炎和亚

急性心肌炎的一种对犬危害极大的病原.由于 ＦＰＶ与

ＣＰＶ￣２的基因组序列同源性高达 ９８％以上ꎬ因此

ＣＰＶ￣２常被认为是由 ＦＰＶ 或其亲缘毒株通过遗传变

异产生的一种能够感染犬的变异株[４￣５] .已证实ꎬＦＰＶ
和 ＣＰＶ￣２在 ＶＰ２ 蛋白的一些氨基酸位点( ８０、９３、
１０３、３２３、５６４ 和 ５６８)具有显著差异ꎬ这些位点常被

作为区别 ＦＰＶ 和 ＣＰＶ￣２ 的关键氨基酸位点[６￣８] .此
外ꎬＦＰＶ和 ＣＰＶ￣２ 对犬的感染能力也明显不同ꎬ早
期研究利用 ＦＰＶ 对犬细胞系及犬的感染性试验表

明ꎬＦＰＶ不能在犬癌细胞、犬肾细胞和犬淋巴细胞中

增殖ꎬ并且经口服在犬中感染能力也有限ꎬ仅能在犬

的胸腺和骨髓等器官被检出ꎬ而在消化道和呼吸道

等 ＣＰＶ￣２的易感器官不能感染ꎬ因此无法排毒引起

传播[９] .
ＦＰＶ为单链 ＤＮＡ病毒ꎬ基因组序列约为 ５ ｋｂꎬ包

含两个开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ每个 ＯＲＦ 通过剪接拼接

各自编码 ２ 种蛋白质[１０] .左边的 ＯＲＦ 编码非结构蛋

白 ＮＳ１ 和 ＮＳ２ꎬ其中 ＮＳ１ 是病毒的主要复制蛋白ꎬ
ＮＳ２与 ＮＳ１具有相同的 ８７个氨基酸残基的 Ｎ￣末端结

构域ꎬ与 ＮＳ１ 通过剪接产生的另外 ７８ 个氨基酸残基

拼接而成ꎬ可能有助于病毒的有效增殖[１１￣１２] .右边的

ＯＲＦ编码两个结构蛋白 ＶＰ１ 和 ＶＰ２ꎬＶＰ１ 蛋白包含

ＶＰ２蛋白的完整序列ꎬ连接与影响衣壳的核转运和细

胞感染的 Ｎ￣末端的 １４３ 个氨基酸残基[１３￣１４] . ＶＰ１ 和

ＶＰ２共同组成了病毒的核衣壳ꎬ其中 ＶＰ２ 是最主要

的衣壳蛋白ꎬ约占 ９０％左右ꎬ在病毒的免疫应答、组织

感染、受体识别、宿主范围、致病性和抗原性等方面发

挥了重要作用[１ꎬ１５] .因此ꎬＶＰ２ 蛋白的遗传变异常被

认为是细小病毒跨物种传播、与宿主受体互作、免疫

特性改变等的主要因素.
本研究于 ２０２４年 ６月在对四川成都一只 ２ 月龄

临床健康犬做健康带毒情况检测时ꎬ经 ＰＣＲ 检测分

析发现该犬为 ＦＰＶ 阳性.因此ꎬ本研究的目的是对该

临床健康犬中的 ＦＰＶ 进行分离鉴定以及分子特征分

析ꎬ寻找 ＦＰＶ跨物种传播的证据.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 临床样本与材料

２０２４年 ６月ꎬ采集四川成都一只 ２月龄临床健康

犬肛门棉拭子ꎬ进行常见病原的筛查.ＤＭＥＭ 培养基

购自 Ａｉｄｌａｂ Ｂｉｏｔｅｃｈ北京有限公司ꎻ ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓ￣
ｔｅｒ Ｍｉｘ购自南京诺唯赞有限公司ꎻ胎牛血清购自武汉

普诺赛生物ꎻＦＩＴＣ￣山羊抗兔 ＩｇＧ、ＤＡＰＩ 封片液购自

Ａｂｂｋｉｎｅ公司ꎻｐＭＤ￣１９Ｔ 克隆载体购自有 ＴａＫａＲａ 公

司ꎻＤＮＡ提取试剂盒购自天根生化科技有限公司ꎻ兔
抗 ＦＰＶ高免血清ꎬＴＯＰ １０大肠杆菌感受态ꎬＭＤＣＫ细

胞由西南民族大学畜牧兽医学院实验室保存.
１􀆰 ２　 ＰＣＲ检测

将样本置于 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ加入生理盐水

１􀆰 ５ ｍＬꎬ涡旋混匀后置于 ４ ℃离心机中７ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 ５ ｍｉｎꎬ收集上清保存备用.取 ３００ μＬ样本处理液ꎬ
用 ＤＮＡ提取试剂盒提取样本 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ对样本

进行检测.ＦＰＶ和 ＣＰＶ￣２通用引物信息为 Ｆ:５′￣ＴＧＡＴ￣
ＴＧＴＡＡＡＣＣＡＴＧＴＡＧＡＣＴＡＡＣ￣３′ꎻ Ｒ: ５′￣ＴＡＡＴＣＧＡＧＴ￣
ＴＡＡＡＧＧＡＣＣＡＴＡＡＧ￣３′ꎬ目的片段大小为 ５６７ ｂｐ(位
于 ＶＰ２蛋白上 ２６８￣４５７位氨基酸) [１６] .扩增体系为 ２×
Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎬ上下游引物

各 １ μＬꎬ样本 ＤＮＡ ２ μＬꎻ ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃
３ ｍｉｎ预变性ꎬ９５ ℃ １５ ｓ 变性ꎬ５８ ℃ １５ ｓ 退火ꎬ７２ ℃
１０ ｓ延伸ꎬ共循环 ３５ 次.ＰＣＲ 反应产物用 １􀆰 ５％琼脂

糖凝胶电泳进行验证ꎬ并将阳性 ＰＣＲ 产物送至北京

擎科生物有限公司测序分析.
１􀆰 ３　 病毒的分离与鉴定

１􀆰 ３􀆰 １　 病毒的分离

将 ＭＤＣＫ细胞培养于 ６ 孔板ꎬ待其长至 ９０％左

右.吸取 ５００ μＬ 样本处理液用 ０􀆰 ４５ μｍ 的无菌滤器

过滤后入到 ６ 孔板中ꎬ阴性对照加入等量的 ＤＭＥＭ
培养基ꎬ放置于 ３７ ℃ ５％ＣＯ２培养箱孵育 １ ｈꎬ孵育结

束后弃去上清并加入 ２ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养基ꎬ放置培养

箱每天观察ꎬ待细胞产生明显 ＣＰＥ 现象后ꎬ反复冻融

３次收集病毒液.将分离的病毒盲传 ３ 代ꎬ并进行噬斑

纯化后分装保存于－８０ ℃备用.

３７２
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１􀆰 ３􀆰 ２　 分离毒株 ＰＣＲ鉴定

取 ２００ ｕＬ细胞上清液ꎬ利用 ＤＮＡ 提取试剂盒提

取病毒 ＤＮＡꎬ按照 １􀆰 ２ 的扩增体系及反应程序进行

ＰＣＲ扩增ꎬ将 ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进行

验证ꎬ阳性 ＰＣＲ产物送至北京擎科生物有限公司测序.
１􀆰 ３􀆰 ３　 分离毒株 ＴＣＩＤ５０测定

将 ＭＤＣＫ细胞接种至 ９６ 孔板中ꎬ待每孔细胞长

至 ９０％左右ꎬ用 ＤＭＥＭ培养基 １０ 倍梯度稀释纯化后

的病毒液ꎬ共计 １１ 个稀释梯度ꎬ以 １００ μＬ /孔分别设

置 ８个重复孔ꎬ并设置阴性对照.放置于 ３７ ℃ ５％ＣＯ２
培养箱培养 ４ ｄꎬ观察记录细胞病变孔数ꎬ并按照

Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒滴度.
１􀆰 ３􀆰 ４　 分离毒株间接免疫荧光鉴定

将纯化后的病毒液接种于 ＭＤＣＫ 细胞ꎬ并设置

阴性对照ꎬ培养 ４８ ｈ 后弃去培养液用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次

后加入适量甲醇常温固定 １５ ｍｉｎꎬ弃去甲醇清洗后加

入含有 ３％牛血清白蛋白(ＢＳＡ)的 ＰＢＳ 在 ３７ ℃下封

闭 ３０ ｍｉｎꎻＰＢＳ清洗后加入 １％ＢＳＡ 稀释的兔抗 ＦＰＶ
高免血清作为一抗孵育 １􀆰 ５ ｈꎬ弃去一抗ꎬ清洗后加入

１％ＢＳＡ 稀释的 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 作为二抗

孵育 １􀆰 ５ ｈꎬ彻底清洗干净后加入 ＤＡＰＩ 染色液染色

并使用倒置荧光显微镜观察结果.
１􀆰 ４　 分离毒株 ＶＰ２、ＮＳ１基因组扩增及进化树分析

分别合成扩增 ＦＰＶ 全长 ＶＰ２、ＮＳ１ 的引物 (表
１)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将获得的 ＰＣＲ 产物进行胶回收

后与 ｐＭＤ￣１９Ｔ载体连接ꎬ转化至 ＴＯＰ １０ 感受态细胞

中.挑取单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ并将阳性菌液送至北

京擎科生物有限公司测序.选择 ＧｅｎＢａｎｋ 上不同地域

不同基因型的 ＣＰＶ￣２和 ＦＰＶ完整 ＮＳ１和 ＶＰ２序列共

计 ７１ 条作为参考序列ꎬ运用 ＭＥＧＡ ７ 软件对基因组

进行比对分析ꎬ并使用最大似然法构建分离毒株的

ＮＳ１和 ＶＰ２蛋白的系统发育树.
表 １　 ＮＳ１和 ＶＰ２全基因序列扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳ１ ａｎｄ ＶＰ２

引物名称 引物序列(５′→３′) 片段长度 / ｂｐ

Ｆ￣ＶＰ２ ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＴＴＣＡＡＣ

Ｒ￣ＶＰ２ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＡＴＡＡＴＴＴＴＣＴＡＧＧＴＧＣＴＡＧＴＴＧＡＧＡＴＴＴＴＴＣＡ
１ ７９９

Ｆ￣ＮＳ１ ＣＧＡＧＣＴＣＡＴＧＴＣＴＧＧＣＡＡＣＣＡＧＴＡＴＡＣＴＧＡＧＧ

Ｒ￣ＮＳ１ ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＡＴＣＣＡＡＧＴＣＧＴＣＴＣＧＡＡＡＡＴＣＴＴＣＴ
２ ００７

２　 结果

２􀆰 １　 样本 ＰＣＲ检测

使用检测 ＦＰＶ 和 ＣＰＶ￣２ 的通用引物 ＰＣＲ 扩增

样本的 ＤＮＡꎬ经过 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果

显示(图 １)ꎬ阴性成立的条件下ꎬ有一阳性条带且与

目的基因大小一致.经序列测序比对发现ꎬ根据 ＦＰＶ
和 ＣＰＶ￣２ ＶＰ２关键氨基酸位点 ３２３的差异ꎬ初步确定

本次分离的毒株可能为 ＦＰＶꎬ并命名为 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ /
Ｇ１ / ２０２４.
２􀆰 ２　 病毒的分离与鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 病毒的分离

将处理好的阳性样本上清接种于 ＭＤＣＫ细胞中ꎬ
连续盲传 ３代ꎬ均稳定出现细胞病变ꎬ细胞在 ７２ ｈ 左

右出现脱落、皱缩、聚团等为特征的病变(图 ２).
图 １　 样本 ＰＣＲ鉴定结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

注:Ｍ􀆰 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１􀆰 阴性对照ꎻ２􀆰 临床样本

４７２
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Ａ
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图 ２　 分离毒株 ＭＤＣＫ病变图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ (ＣＰＥ) ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ＭＤＣＫ
Ａ􀆰 阳性样本接种 ＭＤＣＫ细胞ꎻＢ􀆰 阴性对照细胞

２􀆰 ２􀆰 ２　 分离毒株病毒滴度测定

将 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４毒株梯度稀释后分别接

种于 ＭＤＣＫ细胞ꎬ每天观察细胞病变情况ꎬ连续观察

４ ｄ.根据 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４
毒株的 ＴＣＩＤ５０ꎬ测定结果显示 (表 ２)ꎬＦＰＶ￣ＳＷＵＮ /
Ｇ１ / ２０２４株 ＴＣＩＤ５０为 １０￣３􀆰 ５９ / ０􀆰 １ ｍＬ.

表 ２　 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４株 ＴＣＩＤ５０测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＴＣＩＤ５０ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４ ｓｔｒａｉｎ

稀释倍数 细胞病变孔数
累计孔数 累计病变孔数

有病变 无病变 比例 ％

１０－１ ８ ２５ ０ ２５ / ２５ １００％
１０－２ ８ １７ ０ １７ / １７ １００％
１０－３ ７ ９ １ ９ / １０ ９０％
１０－４ ２ ２ ７ ２ / ９ ２２􀆰 ２％
１０－５ ０ ０ １５ ０ / １５ ０
１０－６ ０ ０ ２３ ０ / ２３ ０

２􀆰 ２􀆰 ３　 分离毒株间接免疫荧光鉴定

接种 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４ 毒株于 ＭＤＣＫ 细胞ꎬ
培养 ４８ ｈ 进行间接免疫荧光鉴定ꎬ结果如图 ３ꎬ可见

接毒细胞出现明显绿色荧光ꎬ且均匀分布在胞质内ꎬ
而对照细胞无绿色荧光ꎬ表明该分离株可与 ＦＰＶ 抗

血清发生特异性反应.

　 　
接毒细胞　 　 　 　 对照细胞

图 ３　 分离毒株间接免疫荧光结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ

２􀆰 ３　 分离毒株 ＶＰ２、ＮＳ１基因组扩增及进化树分析

２􀆰 ３􀆰 １　 分离毒株 ＶＰ２、ＮＳ１基因扩增

使用扩增 ＦＰＶ 全长 ＶＰ２、ＮＳ１ 基因引物 ＰＣＲ 扩

增样本 ＤＮＡꎬ经 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果显

示(图 ４)ꎬ阴性成立的条件下ꎬ分离毒株 ＶＰ２、ＮＳ１ 扩

增片段大小分别约为 １ ７５５ ｂｐ 和 ２ ００７ ｂｐꎬ与预期片

５７２
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段大小一致.经测序结果分析本次扩增的两个片段为

ＦＰＶ ＶＰ２及 ＮＳ１的基因序列.

图 ４　 分离毒株 ＶＰ２、ＮＳ１基因扩增

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ＶＰ２ ａｎｄ ＮＳ１ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

注:Ｍ􀆰 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１􀆰 ＶＰ２扩增阴性对照ꎻ２􀆰 ＶＰ２扩增ꎻ
３􀆰 ＮＳ１扩增阴性对照ꎻ４􀆰 ＮＳ１扩增

２􀆰 ３􀆰 ２　 分离毒株 ＶＰ２分析

ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４分离株的 ＶＰ２ 基因全长为

１ ７５５ ｂｐꎬ编码 ５８４个氨基酸残基.与 ＦＰＶ的核苷酸序

列和氨基酸序列的同源性分别为 ９８􀆰 ７％ ~ １００％和

９９􀆰 ６％~１００％ꎬ与 ＣＰＶ￣２的核苷酸序列和氨基酸序列

的同源性分别为 ９５􀆰 ５％ ~ ９６􀆰 ５％和 ９６􀆰 ４％ ~ ９７􀆰 ８％ꎬ
与本实验室前期以及埃及和阿根廷腹泻犬样本中鉴

定到的犬源 ＦＰＶ(ＭＺ９１３３１４ ~ ＭＺ９１３３１８、ＯＭ６３８０４２、
ＯＭ６３８０４３) 氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 为 １００％. ＦＰＶ￣
ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４与 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２代表株的

ＶＰ２蛋白中所有关键氨基酸残基的比较结果见表 ３ꎬ
ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４分离株 ＶＰ２蛋白上含有 ＦＰＶ全

部典型特征的氨基酸残基 ８０ Ｋ、９３ Ｋ、１０３ Ｖ、２３２ Ｖ、
３２３ Ｄ、５６４ Ｎ 和 ５６８ Ａꎬ且可与 ＦＰＶ ＶＰ２ 基因序列

１００％一致.将 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４ 分离株与 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ上的 ７１条 ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２完整的 ＶＰ２ 氨基酸序列

建立系统发育树 (图 ５) 显示ꎬ本研究中的 ＦＰＶ￣
ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４与 ＦＰＶ 聚为一个大支ꎬ但与 ＣＰＶ￣２
及其变异株有明显的遗传距离.

表 ３　 分离株与 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２参考株 ＶＰ２蛋白氨基酸残基的比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＶＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

基因分型 参考株
ＶＰ２蛋白中关键氨基酸位点

８０ ８７ ９１ ９３ １０１ １０３ ２３２ ２９７ ３００ ３０５ ３２３ ４２６ ５６４ ５６８

ＦＰＶ原始毒株(疫苗株) Ｍ３８２４６ Ｋ Ｍ Ａ Ｋ Ｉ Ｖ Ｖ Ｓ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ
ＦＰＶ ＫＸ９００５７０ Ｋ Ｍ Ａ Ｋ Ｔ Ｖ Ｖ Ｓ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ

ＦＰＶＡ９１Ｓ ＯＬ５４７７３７ Ｋ Ｍ Ｓ Ｋ Ｔ Ｖ Ｖ Ｓ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ
ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４ Ｋ Ｍ Ａ Ｋ Ｔ Ｖ Ｖ Ｓ Ａ Ｄ Ｄ Ｎ Ｎ Ａ

ＣＰＶ￣２ ＭＮ４５１６６４ Ｒ Ｍ Ａ Ｎ Ｉ Ａ Ｉ Ｓ Ａ Ｄ Ｎ Ｎ Ｓ Ｇ
ＣＰＶ￣２ａ Ｄ２６０７９ Ｒ Ｌ Ａ Ｎ Ｔ Ａ Ｉ Ｓ Ｇ Ｙ Ｎ Ｎ Ｓ Ｇ
ＣＰＶ￣２ｂ ＭＮ４５１６６２ Ｒ Ｌ Ａ Ｎ Ｔ Ａ Ｉ Ｓ Ｇ Ｙ Ｎ Ｄ Ｓ Ｇ
ＣＰＶ￣ｎｅｗ ２ａ ＭＧ５８３６７６ Ｒ Ｌ Ａ Ｎ Ｔ Ａ Ｉ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｎ Ｓ Ｇ
ＣＰＶ￣ｎｅｗ ２ｂ ＭＴ６４８２０６ Ｒ Ｌ Ａ Ｎ Ｔ Ａ Ｉ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｄ Ｓ Ｇ
ＣＰＶ￣２Ｃ ＫＵ５０８６９３ Ｒ Ｌ Ａ Ｎ Ｔ Ａ Ｉ Ａ Ｇ Ｙ Ｎ Ｅ Ｓ Ｇ

２􀆰 ３􀆰 ３　 分离毒株 ＮＳ１分析

ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４分离株的 ＮＳ１ 基因全长为

２ ００７ ｂｐꎬ编码 ６６９个氨基酸残基.与 ＦＰＶ的核苷酸和

氨基酸同源性分别为 ９８􀆰 ７％ ~ １００％和 ９９􀆰 １％ ~
１００％ꎻ与 ＣＰＶ￣２ 的核苷酸和氨基酸同源性分别为

９８􀆰 ５％~９９􀆰 ４％和 ９８􀆰 ７％ ~ ９９􀆰 ４％ꎬ与犬源 ＦＰＶ 氨基

酸同源性为 ９９􀆰 ３％ ~ １００％. ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４ 分

离株与 ＦＰＶ 经典毒株相比ꎬ在 ＮＳ１ 蛋白上有氨基酸

的突变 Ｖ１１５Ｉ、Ｖ１３２Ｌꎬ并且其 ２４７位点的 Ｑ和 ５９５ 位

点的 Ｑ与 ＣＰＶ￣２ 的氨基酸残基一致ꎬ而大多数 ＦＰＶ
上为 ２４７ Ｉ和 ５９５ Ｌꎬ氨基酸位点变化见表 ４.将其 ＮＳ１
基因与 ＧｅｎＢａｎｋ 上的 ７１ 条 ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２ 完整序列进

行比较分析ꎬ建立 ＮＳ１ 氨基酸系统发育树如图 ６ꎬ
ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４分离株与本实验室前期发现的

犬源 ＦＰＶ(ＭＺ９１３３１４ ~ ＭＺ９１３３１８)聚为一支ꎬ具有明

显区别于其他 ＦＰＶ 毒株独特的遗传进化方式ꎻ且与
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国外发现的两株犬源 ＦＰＶ(ＯＭ６３８０４２、ＯＭ６３８０４３)比
对发现ꎬ这两株犬源 ＦＰＶ ＮＳ１在 ２４７和 ５９５位点氨基

酸残基一致ꎬ但在 ９５ 位点还发生独特的 Ｌ 到 Ｉ 的突

变ꎬ表现出相似的遗传特征.

图 ５　 ＶＰ２氨基酸序列遗传进化分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶＰ２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
注:▲􀆰 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４分离株ꎻ△􀆰 犬源 ＦＰＶ.下同

表 ４　 分离株与 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２参考株 ＮＳ１蛋白氨基酸残基的比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＮＳ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ＦＰＶ / ＣＰＶ￣２ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

基因分型 参考株
ＮＳ１蛋白中关键氨基酸位点

１１５ １３２ ２４７ ５９５

ＦＰＶ原始毒株(疫苗株) Ｍ３８２４６ Ｖ Ｖ Ｈ Ｈ
ＦＰＶ ＥＵ６５９１１３ Ｖ Ｖ Ｈ Ｈ

ＦＰＶ Ａ９１Ｓ ＯＬ５４７７３７ Ｖ Ｖ Ｈ Ｑ
ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４ Ｉ Ｌ Ｑ Ｑ

ＣＰＶ￣２ ＭＮ４５１６６４ Ｖ Ｖ Ｑ Ｑ
ＣＰＶ￣２ａ Ｄ２６０７９ Ｖ Ｖ Ｑ Ｑ
ＣＰＶ￣２ｂ ＭＮ４５１６６２ Ｖ Ｖ Ｑ Ｑ
ＣＰＶ￣ｎｅｗ ２ａ ＭＧ５８３６７６ Ｖ Ｖ Ｑ Ｑ
ＣＰＶ￣ｎｅｗ ２ｂ ＭＴ６４８２０６ Ｖ Ｖ Ｑ Ｑ
ＣＰＶ￣２Ｃ ＫＵ５０８６９３ Ｖ Ｖ Ｑ Ｑ

７７２
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图 ６　 ＮＳ１氨基酸序列遗传进化分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＳ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３　 讨论

　 　 自 １９２８年 ＦＰＶ被发现以来ꎬ一直未有从犬中检

测到 ＦＰＶ的报道.直到 ２０１８年ꎬ巴基斯坦学者首次从

腹泻犬样本中检测到 ＦＰＶ 的部分 ＶＰ２ 序列ꎬ此后泰

国、越南、中国等国学者相继报道了从腹泻犬粪便中

检测到 ＦＰＶ 的部分或完整 ＶＰ２ 序列ꎬ但这些研究未

进行病毒的分离ꎬ且未获得其基因组序列ꎬ无法进行

基因组遗传变异特征分析[１７￣２１] .本团队前期从 ２０１９￣
２０２１年收集的 １１９份腹泻犬粪便样本中检测到 ２８份

样本为 ＦＰＶ阳性ꎬ阳性率为 ２４􀆰 ８％ꎬ表明一种类 ＦＰＶ
毒株已在中国西南地区犬中流行.动物感染性试验发

现ꎬ该毒株可引起犬轻微的腹泻症状ꎬ且可引起全身

性的感染ꎬ证实该 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株具有感染犬的能

力ꎬ且发生了从猫到犬的跨物种传播现象[２２] .本研究

从已无任何临床症状的犬中再一次检测到 ＦＰＶ 的存

在ꎬ并成功分离到该毒株ꎻ该毒株可在 ＭＤＣＫ 细胞中

增殖并引起细胞病变ꎬ证明该毒株具有感染犬细胞系

的能力ꎻ序列分析表明该 ＦＰＶ 毒株的 ＶＰ２ 序列未发

８７２
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生氨基酸突变ꎬ与流行的 ＦＰＶ 经典毒株的 ＶＰ２ 序列

１００％同源ꎬ然而其 ＮＳ１ 蛋白发生了有别于 ＦＰＶ 经典

毒株的特征性突变ꎬ证明是一种 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株ꎻ同
样证明了该毒株是一种能够感染犬的 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异

株ꎬ与本实验室前期鉴定的犬源 ＦＰＶ 基因同源性为

１００％.最近有学者从埃及和意大利病犬的组织中扩增

获得了 ＦＰＶ基因组序列ꎬ其基因组特征与本实验室

鉴定到的犬源 ＦＰＶ ＮＳ１ 具有相似的遗传特征[２３] .本
研究表明这一类可感染犬的 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株已经在

亚洲和欧美洲存在ꎬ具有广泛的地域分布.
本研究首次从临床健康犬中分离鉴定到该 ＦＰＶ

ＮＳ１变异株ꎬ与以往从腹泻犬粪便样本中鉴定到的病

毒及其引起犬腹泻的报道有所不同.这种现象的产生

可能与该 ２月龄幼犬体内母源抗体的抵抗力以及该

病毒对犬的致病力较弱有关.尽管该病毒能够感染犬

并排毒ꎬ但在具有抵抗力的犬体内可能形成一种不发

病的健康带毒的现象ꎬ从而增加潜在的传播风险.此
外ꎬ该 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株的 ＶＰ２ 氨基酸序列与 ＦＰＶ 流

行毒株一致ꎬ鉴于 ＶＰ２ 蛋白主要决定 ＦＰＶ 与宿主受

体的结合以及抗原性等特征ꎬ表明该类犬源 ＦＰＶ ＮＳ１
变异毒株对猫仍然具有极大的威胁ꎬ需要进一步研究

其对猫的致病性.现有检测方法主要集中在 ＶＰ２ 序

列ꎬ且对 ＦＰＶ 的跨物种传播和抗原性研究多仅分析

其 ＶＰ２的变异ꎬ缺乏对 ＮＳ１遗传变异的重视ꎬ这可能

导致该 ＦＰＶ ＮＳ１变异株在猫中流行和传播的风险增

加[２４￣２６] .由于 ＦＰＶ 感染猫后会引起致死性疾病ꎬ因此

该犬源 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株对猫同样构成重大威胁.因
此ꎬ需要加强对这种能够感染犬的新发 ＦＰＶ ＮＳ１ 变

异株在健康犬及猫中的流行病学监测ꎬ以便更好地防

控该病毒的传播以及进一步的遗传变异等.
ＮＳ１蛋白在细小病毒复制中具有重要的生物功

能ꎬ其某些氨基酸的突变可以影响 ＣＰＶ￣２对犬的致病

性[１１ꎬ２７] .最近一项研究指出ꎬＮＳ１中的氨基酸位点 ２４８
能够明确区分 ＣＰＶ￣２ 和 ＦＰＶꎬ这一特征与 ＶＰ２ 中的

关键氨基酸位点相似[２８] .此外ꎬ之前的一项研究表明ꎬ
ＣＰＶ￣２部分 ＮＳ１基因的替换有助于水貂肠炎病毒(也
称为水貂源 ＦＰＶ)在犬细胞中的复制[２９] .这些证据表

明ꎬＮＳ１可能在细小病毒的宿主嗜性中也发挥作用.
本研究中ꎬ在 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株中观察到 ４ 个独特的

氨基酸残基(１１５Ｉ、１３２ Ｌ、２４７ Ｑ 和 ５９５ Ｑ)ꎬ其中 １１５Ｉ

和 １３２ Ｌ为该 ＦＰＶ ＮＳ１变异株独有ꎬ而 ２４７ Ｑ 和 ５９５
Ｑ为 ＣＰＶ￣２ 所特有.考虑到本研究中确认的 ＦＰＶ 能

够有效感染犬及其细胞系ꎬ而其 ＶＰ２ 与 ＦＰＶ 相应序

列 １００％相同ꎬ因此合理推测 ＮＳ１ 的氨基酸突变可能

增强 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株在犬组织中的增殖能力ꎬ从而

实现了 ＦＰＶ从猫到犬的跨物种传播.

４　 结论

　 　 本研究首次从无临床症状的犬中成功分离到一

株 ＦＰＶ ＮＳ１ 变异株ꎬ并命名为 ＦＰＶ￣ＳＷＵＮ / Ｇ１ / ２０２４
株.该毒株与实验室前期从腹泻犬粪便样本中分离到

的 ＦＰＶ以及国外学者从阿根廷和埃及病犬组织中获

得的 ＦＰＶ 的 ＶＰ２ 基因序列遗传特征相似ꎬ仅在其

ＮＳ１基因上具有显著区别于 ＦＰＶ 经典毒株的独特的

分子特征.这种 ＮＳ１的突变可能是 ＦＰＶ实现跨物种传

播到犬的重要原因ꎬ但仍需进一步的实验验证.本研

究的结果有助于了解 ＦＰＶ 的遗传变异、跨物种传播

和致病性等特征.
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