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摘 要

为探究大熊猫源猫泛白细胞减少症病毒（Feline panleukopenia virus， FPV）流行

毒株的分子流行特征，本研究对一例腹泻大熊猫（Ailuropoda melanoleuca）粪便样本进

行检测。通过 PCR 成功扩增并测定了 FPV VP2 基因全长序列（命名为 Giant panda/
AB/2025）。遗传进化分析显示，该毒株属于FPV G1基因型，与FPV参考毒株核苷酸

同源性为 99. 2%～99. 9%，与研究团队 2018 年分离的大熊猫源 FPV 株同源性可达

99. 4%。关键氨基酸位点分析发现，决定宿主特异性的位点（80、93、103、323、564和

568）均与典型FPV一致，但其 91位氨基酸由A突变为 S（A91S）。蛋白 3D结构模型预

测显示，A91S突变导致VP2蛋白表面Loop区局部构象改变。结果表明，我国部分地

区的大熊猫种群中已存在携带A91S突变的FPV变异株感染，需加强持续监测。本研

究结果为大熊猫FPV的流行病学和疫苗研发提供了数据参考。
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Sequencing and Genetic Evolution Analysis of 
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Abstract：To investigate the molecular epidemiological characteristics of Feline panleukopenia virus （FPV） strains preva⁃

lent in giant pandas （Ailuropoda melanoleuca）， the faecal samples were detected from a diarrhoeic giant panda.  The full-

length sequence of the FPV VP2 （Viral capsid protein， VP） gene was successfully amplified and determined by PCR （de-

signated Giant panda/AB/2025）.  Genetic evolutionary analysis indicated this strain belonged to the FPV G1 genotype， and 

nucleotide homology was 99. 2%–99. 9% with the FPV reference strain， and homology 99. 4% with the giant panda-derived 

FPV strain isolated in 2018.  Analysis of key amino acid sites revealed that the determining host specificity sites （80， 93， 

103， 323， 564， and 568） all corresponded to those of the typical FPV， except for an A91S mutation at position 91.  Predic⁃

tion of the protein 3D structural model indicated that the A91S mutation induced a local conformational alteration in the sur⁃

face Loop region of the VP2 protein.  Results showed that infection with the FPV variant carrying the A91S mutation were al⁃

ready present within some areas of giant panda populations in China， and continuous surveillance should be strengthened.  

The findings of this study provide data reference for the epidemiology and vaccine development of FPV in giant pandas.

猫泛白细胞减少症病毒（Feline panleukopenia 
virus，FPV）又称猫瘟热病毒、猫传染性肠炎病毒或

猫细小病毒，是引起猫科（Felidae）动物猫泛白细胞

减少症（feline panleukopenia）的主要病原体。该病

临床特征为高热、呕吐、严重白细胞减少和肠炎［1］。

FPV 宿主范围广泛，可感染猫科、灵猫科（Viverri⁃
dae）、犬科（Canidae）、鼬科（Mustelidae）、浣熊科（Pro⁃
cyonidae）、獴科（Herpestidae）、猴科（Cercopitheci⁃
dae）和熊科（Ursidae）的多种动物，其宿主范围呈持

续扩大趋势［2−3］，鉴于其广泛的传染性和致病性，猫

泛白细胞减少症已被普遍认定为一种值得高度关注

的严重传染病［4］。FPV 为无囊膜单股 DNA 病毒，病

毒颗粒呈二十面体对称，直径为 20～24 nm［5−7］。其

基因组长度 5～6 kb，包含两个主要开放阅读框

（ORF），分别编码非结构蛋白（NS1、NS2）和结构蛋

白（VP1、VP2）［8−9］。其中，VP2 作为主要衣壳蛋白，

在病毒侵染与宿主免疫应答中起关键作用。

大熊猫（Ailuropoda melanoleuca）作为我国珍稀

保护动物，其健康备受关注，而FPV已成为其重要威

胁。1986年，某动物园一只成年雌性大熊猫因严重

出血性肠炎死亡，3 个月后，又有 3 只大熊猫感染发

病，首次证实大熊猫可以自然感染细小病毒并引发

致命性肠炎［10］；2012 年，四川一只大熊猫发生腹泻

死亡，从其肠内容物中分离获得一株细小病毒，其基

因组具有犬细小病毒（Canine parvovirus，CPV）和

FPV 的重组特征，且 VP2 基因与 FPV 有较高的相似

性［11］；2018年我国首次从圈养大熊猫中分离出FPV，

表明 FPV 已经从猫扩散至大熊猫等不同物种，实现

了跨物种传播和适应性进化［12］；2020年 5月，4只圈

养大熊猫出现腹泻，其中一只经两周治疗后死亡，病

原学检测确认FPV感染为主要死因［3］。这些事件凸

显FPV对大熊猫种群安全的持续风险。
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随着我国野生动物保护力度加强，针对大熊猫

病原体的深入调查和传播风险评估显得尤为迫切。

本研究采集了临床表现腹泻的疑似猫泛白细胞减少

症的大熊猫粪便样本，通过 PCR扩增技术鉴定出细

小病毒感染后，成功获取 VP2 基因全长序列。在此

基础上，进行了同源性比对、遗传进化分析，并对

VP2 关键氨基酸位点变异及蛋白构象进行了预测，

旨在明确大熊猫 FPV 的分子流行病学特征，为制定

科学有效的防控策略提供科学依据，以保障大熊猫

种群的生态安全。

1　材料与方法

1. 1　样品来源及处理

样品来源于某大熊猫饲养单位 2024年 5月采集

的 4 份大熊猫腹泻粪便（表 1）。取适量粪便样品加

入PBS缓冲液，4 ℃研磨 5 min，5 000×g离心取上清，

用0. 22 μm的滤膜过滤，于-80 ℃保存备用。

1. 2　引物设计与合成

根据 GenBank 上已发表的 FPV 和 CPV 基因序

列，利用Premier 6. 0软件设计VP2基因特异性引物。

上游引物为 5′-AGACAATCTTGCACCAA-3′，下游引

物为 5′-AGGTGCTAGTTGATATG-3′，预期的扩增片

段长度约为 1 815 bp。引物由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。

1. 3　VP2基因的扩增

将处理后的粪便样品吸取适量上清液，按病毒

基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取总核酸。使用

上述 VP2 基因特异性引物对提取的基因组 DNA 进

行 PCR 扩增。PCR 反应体系（50 μL）：2 × Phanta 
Max Master Mix 25 μL，上、下游引物各 2 μL， DNA模

板 5 μL，ddH2O 16 μL。PCR 反应程序：95 ℃预变性

3 min；95 ℃变性15 s，55 ℃退火15 s，72 ℃延伸1 min，
共 35 个循环；最后 72 ℃终延伸 5 min。PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后，参照胶回收试剂盒的操

作步骤进行胶回收。纯化产物送至生工生物工程

（上海）股份有限公司测序。

1. 4　基因同源性和遗传进化分析

参考 GenBank 公布的 FPV 和 CPV VP2 基因序

列，使用 SeqMan 软件拼接阳性样本测序结果。随

后，使用 MegAlign 软件对获得的 FPV VP2 基因核苷

酸及氨基酸序列进行同源性比对分析。采用MEGA 11
软件，基于 VP2 基因序列，使用邻近法（neighbor-
joining）构建系统发育树，以分析本研究获得的 VP2
序列与参考基因组序列间的亲缘关系。

1. 5　关键氨基酸位点变异分析

VP2蛋白的关键氨基酸位点变异是病毒适应宿

主环境的重要因素。为明确流行毒株的特征，对

VP2基因（共编码 584个氨基酸）进行了关键位点分

析。选择 12 个 FPV 经典参考毒株与本研究获得的

毒株 Giant panda/AB/2025 进行比对，重点分析决定

宿主特异性与血凝性的关键氨基酸位点。

1. 6　蛋白构象预测

先用 PDB 数据库检索出 FPV 蛋白的结构，然后

将本研究测定的大熊猫源FPV毒株的VP2序列输入

SWISS-MODEL（https：//www. swissmodel. expasy. org/
interactive）软件进行蛋白构象的预测，将预测结果

和 PDB 数据库中的参考结构进行对比，并利用 Py⁃
MOL软件可视化分析关键氨基酸位点的变异。

2　结果

2. 1　PCR扩增结果

以提取的基因组DNA为模板进行PCR扩增，扩

增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测。结果显示，在4份
粪便样本中，仅 1 份样本成功扩增出预期大小的特

异性条带（图 1），表明成功获取了FPV VP2基因的全

长序列。对该阳性样本的测序结果进行拼接与校正

后，序列已提交至 GenBank 数据库，命名为 Giant 
panda/AB/2025，登录号为PV693405。
2. 2　VP2基因遗传进化分析

系统发育树显示，FPV VP2可分为 G1、G2和 G3
三个分支。Giant panda/AB/2025株序列与最常见的

FPV毒株序列处于一个大分支，均属于G1分型基因

群，亲缘关系较近（图2）。

2. 3　VP2基因同源性分析

序列同源性比对结果（图 3）显示，Giant panda/

表1　大熊猫个体基本信息

Table 1　Basic information of giant panda individuals
编号
No.

1#
2#
3#
4#

出生年份
Year of birth

2022
2022
2022
2022

性别
Sex

♀

年龄
Age

3
3
3
3
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AB/2025株的 VP2基因与 FPV 参考株的同源性最高

（99. 2%～99. 9%），其中与本研究团队 2018 年分离

的大熊猫源毒株（MZ322607）的同源性达到 99. 4%。

表明Giant panda/AB/2025株在遗传上属于典型的FPV，
且与近期大熊猫中流行的毒株关系极为密切。

2. 4　关键氨基酸位点变异分析

选择 12 株 FPV 经典参考毒株，与 Giant panda/
AB/2025 株进行 VP2 蛋白关键氨基酸位点比对分

析。结果表明，在与宿主特异性相关的第 80、93、
103、323、564、568位点，Giant panda/AB/2025株的氨

基酸序列与 FPV 参考株相同；与血凝性及抗原特性

相关的第 87、300、305、426位点均未发生突变，仅其

第91位氨基酸位点由A突变为S（表2）。

2. 5　VP2蛋白构象预测

VP2 蛋白构象预测结果显示，Giant panda/AB/
2025 株与 2018 年分离的大熊猫源 FPV 参考株的

VP2 蛋白均由 8 段反向平行的 β 折叠（反折叠片）组

成，表面由突出的 Loop 环相互连接（图 4）。Giant 

panda/AB/2025 株位于 Loop 1 的尖端突起处的 91 位

点发生突变，A突变为 S（A91S突变），导致 91～92位

氨基酸变为无规则卷曲，进而改变了 VP2蛋白的局

部构象。

M. DL2000 DNA Marker；1～4. 粪便样本；5. 阴性对照；6. 阳性

对照。

M.  DL2000 DNA Marker； 1-4.  Stool samples； 5.  Negative con⁃
trol； 6.  Positive control.

图1　VP2基因PCR扩增结果

Figure 1　PCR amplification results of VP2 gene

图2　VP2基因系统遗传进化分析

Figure 2　Analysis of VP2 gene system genetic evolution
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3　讨论与结论

猫泛白细胞减少症是已知最古老的猫病毒性疾

病，具有高发病率和高死亡率，其病原体FPV的宿主

范围已扩大至多种珍稀野生动物，给我国野生动物

保护工作带来严峻挑战［13−14］。尽管已有有效疫苗，

但 FPV 在全球动物群体中的感染率仍居高不下［15］。

研究表明［3］，FPV 关键位点的基因突变是导致其宿

主范围扩大的重要因素，致使变异毒株能够感染猫

科动物以外的多种野生动物。这一现象直到 Yi et 

al.［12］证实大熊猫存在 FPV 感染症状并首次获得大

熊猫源FPV的基因组序列后，才引起广泛关注。

本研究从大熊猫腹泻样本中成功获得一株FPV
流行株（Giant panda/AB/2025）的完整VP2基因序列。

图3　VP2基因同源性对比

Figure 3　Comparison of VP2 gene homology
表2　VP2蛋白关键氨基酸位点分析

Table 2　Analysis of key amino acid sites of VP2 protein

毒株
Strain

Giant panda/AB/2025（PV693405）
Giant panda/CD/2018（MZ322607. 1）
Giant panda/2018/China（MZ357122）
Giant panda/AMPV2020（MZ712026）
ZJHZ-2202（OP796710）
SH-118（MW017625）
SH-21G5（OP796709）
F10-1（PP619436）
CU-4（M38246，USA）
Purevax Merial vaccine（EU498680）
Felocell Pfizer vaccine（EU498681）
TU-2（AB000066，Japan）
Changc2007（FJ936171，China）

氨基酸位点
Amino acid site

80
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K

87
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

91
S

A
A
A
S

A
S
S
A
A
A
A
A

93
T
T
K
T
K
K
K
I
I
I
T
T
T

103
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V

232
V
V
V
V
V
V
V
V
V
I
I
V
I

299
G
E
G
E
G
G
G
G
G
G
G
G
G

300
M
M
A
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

305
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

323
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

426
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

564
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

568
A
A
D
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
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遗传进化分析显示，该毒株归属于全球最主要的

FPV 分支——G1 基因型［16］，其 VP2 核苷酸序列与

FPV 参考株的同源性高达 99. 2%～99. 9%，符合

DNA病毒相对保守的进化特征。关键氨基酸位点比

对发现，Giant panda/AB/2025 株与其他 FPV 参考株

在决定宿主特异性的第 80、93、103、323、564、568位

点及决定血凝性、抗原特性的第 87、300、305、426位

点［16−17］均未发生改变，仅第 91位氨基酸位点由 A 突

变为 S（A91S），说明在 FPV 演化历程中上述位点近

年保持相对稳定，形成了独特的遗传变异模式。据

报道，A91S变异株于 2005年被首次分离，2017年开

始在我国猫科动物中流行（检出率 8. 33%），2019年
呈现出超过经典FPV的流行趋势（检出率62. 16%）［18］。

本研究首次通过测序证实，大熊猫种群中同样存在

A91S变异株感染，表明该变异株已实现从猫科动物

到大熊猫的跨物种传播。

VP2 蛋白是 FPV 衣壳蛋白的主要成分，其关键

氨基酸位点的突变会影响病毒的抗原特性和宿主范

围。VP2蛋白的三级结构由三折叠单元纤突肩部和

顶部构成，该单元由 4个环形结构（Loop 1～Loop 4）
围绕 8条反向平行的 β折叠片形成，与病毒的血凝性

和致病性密切相关［18−19］。其结构中的 Loop 1 区（尤

其是第 91～92 位）是关键的表面柔性区域，直接参

与病毒与宿主受体的结合［20−22］。本研究中 Giant 
panda/AB/2025 株在位于 Loop 1 尖端突起处的 91 位

点发生 A91S 突变，该突变可能导致 91～92 位点构

象转变为无规则卷曲，进而改变了 VP2蛋白的局部

构象，并通过变构效应影响周围功能结构域的稳定

性。这一结构变化很可能改变了病毒与受体的互作

模式［18］，进而增强了毒株对包括大熊猫在内的新宿

主的适应能力。

本研究的蛋白构象预测表明，大熊猫感染 FPV
的风险很可能源于与携带病毒的野猫、宠物猫或相

关饲养人员的间接接触。因此，必须加强对大熊猫

饲养环境中流浪动物及人员活动的管理。考虑到病

毒可能通过共享生境的野生动物传入大熊猫种群，

有必要加强对同一生境中野生动物携带病原的监测

和防控。

本研究揭示，大熊猫源FPV流行株（Giant panda/
AB/2025）在遗传进化上属于 G1 基因型，其携带的

A91S 突变是该毒株一个关键的分子特征。这一发

现不仅证实了 A91S 变异株的宿主范围已扩展至大

熊猫，也为深入理解 FPV 的跨物种传播机制与分子

进化规律提供了重要线索，同时为我国大熊猫种群

FPV的流行病学监测和针对性疫苗研发提供了科学

依据和数据支持。
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