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摘 要

东北虎（（Panthera tigris altaica））是全球生物多样性保护的旗舰物种，在维持生态

系统功能中占据不可替代的重要地位。东北虎对于可感染家猫的病毒均易感，但目

前关于东北虎病毒病的流行病学资料仍然十分有限。猫冠状病毒（Feline coronavi‐
rus，FCoV）感染，轻可导致猫科（Felidae）动物腹泻，重则呈现高致病性、致死性的猫传

染性腹膜炎（Feline infectious peritonitis，FIP）。因此，采用巢氏 PCR 方法对来自黑龙

江省东北虎林园的 6 份东北虎全血样本进行 FCoV 检测，结果显示 2 份样本为阳性

（H-11-1241、H-11-1310），阳性率为 33. 3%。所得 PCR 片段与其他参考株同源性为

99. 3% ~ 100. 0%。研究结果丰富了圈养东北虎中猫冠状病毒流行病学数据，为其他

圈养猫科动物的 FCoV 监测提供了参考，对野生猫科动物的保护与繁育具有重要

意义。
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Abstract：Amur tiger （Panthera tigris altaica） is the flagship species for global biodiversity conservation.  The tiger is sus⁃

ceptible to the viruses that can infect domestic cats， but the epidemiological data on the virus diseases of Amur tiger are ex⁃

ceedingly limited.  Infection with Feline coronavirus （FCoV） usually causes general diarrhea in Felidae animals， while se⁃

vere cases can present as highly pathogenic and lethal Feline infectious peritonitis （FIP）.  The nested PCR method was 

used to detect FCoV in six whole blood samples of Amur tiger from Siberian Tiger Park in Heilongjiang Province.  The re⁃

sults showed that two samples were positive （H-11-1241， H-11-1310）， and the positive rate was 33. 3%.  The homology be⁃

tween the obtained PCR fragments and other reference strains was 99. 3% - 100. 0%.  The results enrich the epidemiologi⁃

cal data of FCoV in captive Amur tigers， provided reference for FCoV monitoring of other captive felines， and have great sig⁃

nificance to the protection and breeding of wild felines.

近年随着国家对野生动物保护力度的加大，圈

养和野生猫科（Felidae）动物数量也在增加，人为以

及各种生态因素导致了病原体在不同种间的传播。

病毒性传染病严重威胁着猫科动物的健康及种群数

量，感染家猫的多数病原体都可感染野生猫科动物，

并引起相似的临床症状。猫冠状病毒（Feline coro‐
navirus，FCoV）主要感染半岁至两岁的猫，在全球范

围内广泛存在，幼猫更易感染［1］。Kennedy et al.［2］对

美国多种圈养猫科动物如猎豹（Acinonyx jubatus）、东

北虎（Panthera tigris altaica）进行了 FCoV 检测，结果

显示超过一半的样本呈现阳性反应。东北虎不仅是

我国一级重点保护野生动物，还是全球生物多样性

保护的旗舰物种，但目前关于东北虎的冠状病毒感

染流行病学数据几乎是空白，因此，对东北虎等大型

猫科动物进行冠状病毒感染的监测对于本病的防控

具有重要意义。

FCoV 于 20 世 纪 60 年 代 被 Holzworth［3］首 次 发

现 ，属 于 尼 多 病 毒 目（Nidovirales），冠 状 病 毒 科

（Coronaviridae），冠状病毒属（Coronavirus），它是一

种不分节段的单股正链 RNA 病毒，拥有一个较为庞

大的基因组（约 30 kb）［4］。FCoV 基因组含有 11 个开

放阅读框（open reading frames，ORFs），主要编码 4 种

结构蛋白和 7 种非结构蛋白，其中结构蛋白分别是

刺突蛋白 S、膜蛋白 E、包膜蛋白 M 和核衣壳蛋白 N；

非结构蛋白主要是复制酶蛋白（1a 和 1b）、辅助蛋白

（3a、3b、3c、7a 和 7b）［5］。FCoV 具有两种生物型，一

种为可导致猫传染性腹膜炎（Feline infectious perito‐
nitis，FIP）的猫传染性腹膜炎病毒（Feline infectious 
peritonitis virus，FIPV），呈现高致病性、致死性特征，

临床上根据腹腔和胸腔是否有渗出液，可将 FIP 分

为干性、湿性和混合型 3 种；另一种为低致病性的猫

肠道冠状病毒（Feline enteric coronavirus，FECV）［6］，

只存在于猫的消化道，通常引发猫轻微的肠胃腹泻，

严重时会导致猫脱水。尽管在 FCoV 感染的猫中 FIP
的发病率比较低，但 FIP 是导致患猫死亡的主要原

因［7］。 根 据 S 基 因 序 列 及 抗 原 性 的 不 同 ，可 以 将

FCoV 分为Ⅰ型和Ⅱ型，Ⅰ型 FCoV 是猫科动物独有；

Ⅱ型 FCoV 是Ⅰ型 FCoV 与犬冠状病毒（Canine co‐
rona virus，CCoV）之间发生重组产生的，具有较强的

遗传变异性，在亚洲地区Ⅱ型约占 FCoV 感染的 25%
甚至更多［8］。

本研究采用巢氏 PCR 方法对来自黑龙江东北虎

林园的 6 份东北虎全血样本进行 FCoV 检测，以期了

解和掌握虎源 FCoV 的分子流行病学资料，为我国后

续圈养猫科动物 FCoV 监测和预防提供数据参考。

1　实验动物及药品处理

2021 年 11 月—2022 年 11 月在黑龙江东北虎林

园，由专业兽医采集 6 份（只）东北虎（0 ~ 6 岁）的    
全血样本。所有东北虎在采血前禁食 1 d，用含有

10 mg/kg 氯胺酮飞镖麻醉（江苏中牧倍康药业有限

公司，中国），每只虎由前肢静脉采血 2 mL。采样后

将所有样品血液放置于含有适量抗凝剂的采集管内

并于-80 ℃储存备用。

2　方法

2. 1　引物的设计与合成

参照 Herrewegh et al. ［9］研究基础设计引物，以

FCoV 的 3′-UTR（untranslated region，UTR）部分基因

作为目标片段，采用巢氏 PCR 方法对 6 份东北虎全

血 样 本 进 行 逐 一 筛 查 ，引 物 序 列 以 及 反 应 条 件

见表 1。
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2. 2　病毒核酸的提取与反转录

核酸提取采用 Baypure 通用型磁珠法病毒 DNA/
RNA 快速提取试剂盒（广州湾区生物科技有限公司，

中国），并按照试剂盒说明书对全血样本核酸进行提

取，置于-80 ℃储存。将 4 μL 随机引物加入带有核

酸且无 RNA 酶的 EP 管内，置于干式恒温器中 70 ℃
培养 5 min，再于-20 ℃冰浴 5 min；之后向 EP 管中加

入dNTP 8 μL，DEPC水6 μL，M-MLV 5 × Buffer 10 μL，

RNase 抑制剂 1 μL 和 M-MLV 逆转录酶（Promega 公

司，美国）1 μL，于 37 ℃反应 1 h；继续置于-20 ℃冰

浴 5 min，冷冻保存备用。

2. 3　样品的PCR检测

以病毒核酸的反转录产物为模板进行第 1 轮

PCR 扩增，扩增体系 25. 0 μL，包含 2 × Mix 12. 5 μL，

上、下游引物各 1. 0 μL，DNA/第 1 轮 PCR 扩增产物

1. 0 μL；ddH2O 9. 5 μL。 扩 增 程 序 ：94 ℃ 预 变 性      
5 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，

共 45 个循环；72 ℃终延伸 7 min。将该轮 PCR 产物

进行第 2 轮扩增，扩增程序与第 1 轮完全一致，扩增

产物大小为 177 bp。经琼脂糖凝胶电泳鉴定后，将

PCR 检测阳性产物送至吉林库美生物科技有限公司

进行测序。

2. 4　3′-UTR基因片段的同源性分析

将测序结果与 NCBI 数据库收录的参考毒株进

行 BLAST 比对分析，使用 DNAStar 5. 0 软件的 MegA‐
lign 程序对测序所得序列和参考毒株序列（表 2）进

行同源性比对，再采用 R 4. 3 进行数据分析。组间

比较采用卡方检验，P < 0. 05 具有统计学意义。

表 1　FCoV 3′-UTR 片段序列引物

Tab. 1　Primer sequences of FCoV 3′-UTR gene fragments
引物

Primers
P205-F
P211-R
P276-F
P204-R

序列（5′→3′）
Sequences（5′→3′）

GGCAACCCGATGTTTAAAACTGG
CACTAGATCCAGACGTTAGCTC
CCGAGGAATTACTGGTCATCGCG
GCTCTTCCATTGTTGGCTCGTC

退火温度 /℃
Annealing temperature

58

扩增长度 /bp
Product

177

表 2　FCoV 基因片段参考毒株信息

Tab. 2　Reference strain information of FCoV partial gene fragments
毒株名称

Name of virus strain
HLJ/HRB/2016/11
HLJ/HRB/2016/10
HLJ/DQ/2016/01
HLJ-071
GH4-2
SH143_2011
79-1146
WSU-79/1146_P1
WSU-79/1146_P8
WSU-79/1146_P50
DF-2
DF-2 R3i

参考毒株登录号
Accession number

KY566210
KY566209
KY292377
KY063616
OM950729
MF095852
OQ311323
KC461235
KC461236
KC461237
JQ408981
JQ408980

来源（国家·地区）
Origin（Country·Area）

中国·黑龙江

中国·黑龙江

中国·黑龙江

中国·黑龙江

中国·北京

坦桑尼亚

宿主
Host
家猫

家猫

家猫

家犬

貉

斑鬣狗

注：空白信息毒株为猫冠状病毒体外研究模型所获得的毒株序列。

Note： The virus strain with blank information in the table is the strain sequence obtained from the vitro study model of feline coronavirus.
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3　结果与分析

3. 1　PCR鉴定结果

电泳结果显示，6 份来自黑龙江东北虎林园的样

本中仅有 2 份样本扩增到约 177 bp 的阳性目的条

带，阳性率为 33. 3%，阳性产物电泳结果见图 1。

3. 2　同源性比较分析

猫冠状病毒 3′-UTR 保守基因片段经巢氏 PCR
验证，所获得的 2 株阳性样本序列之间的同源性    
达 100. 0%，对该样本扩增产物进行 BLAST 分析，确

定 2 株 阳 性 样 本（H-11-1241、H-11-1310）为 FCoV。

使 用 DNAStar 软 件 的 MegAlign 程 序 对 2 株 测 序 毒   
株和参考毒株的 FCoV 部分基因进行同源性比对，  
两阳性株与参考株同源性比对相似性为 99. 3% ~ 
100. 0%（图 2）。其中，阳性株与来自黑龙江家猫   

的 KY566210、KY566209 和 KY292377 的 同 源 性 为

99. 3%，结合阳性目的条带长约 177 bp，即存在大约

一个碱基的差异，与黑龙江家猫源毒株具有较高的

同源性。

4　讨论

近年来，我国对圈养东北虎的饲养管理措施逐

渐完善，东北虎数量逐渐上升，但一些病毒（包括

FCoV）性传染疾病给东北虎的繁育带来巨大压力。

FCoV 是一种常见的高传染性冠状病毒，可在家猫和

野生猫科动物中传播，其传播方式主要为粪口传播。

不同品种猫跨地区培育、流浪猫的增多和养殖市场

卫生环境恶劣等诸多因素导致猫冠状病毒的变异和

进化，FCoV 不仅在猫群中广泛流行，还可能对东北

虎造成潜在威胁。本研究采用巢氏 PCR 对 6 份东北

虎全血样本进行 FCoV 检测，结果有 2 份全血样品显

示阳性，阳性率为 33. 3%。同源性比对分析显示，本

研究所获得的基因与黑龙江本地流行毒株具有较高

同源性（99. 3%），即存在流浪猫与圈养东北虎交互

的可能性。

刘秋瑾等［10］在 2015—2016 年对黑龙江省 3 个地

区的猫冠状病毒进行了分子流行病学调查，选取黑

M. DL2000 Marker；1 ~ 2. 阳性样本；3 ~ 6. 阴性样本；7. 阴性

对照。

M. DL2000 Marker； 1 - 2.  Positive sample； 3 - 6.  Negative sample； 
7.  Negative control.

图 1　东北虎血样样本中 FCoV 的 PCR 鉴定结果

Fig. 1　PCR identification results of FCoV in blood samples of Amur tiger

图 2　FCoV 3′-UTR 基因片段核苷酸序列同源性结果

Fig. 2　Homology analysis results of nucleotide sequences of FCoV 3′-UTR gene
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龙江省哈尔滨市、大庆市和齐齐哈尔市不同宠物医

院中初步诊断患 FIP 猫的腹水样品，结果显示我国

FCoV-Ⅰ型、FCoV-Ⅱ型均在国内流行，但以 FCoV-Ⅰ
型流行为主。李少柏［11］通过对东北部分地区猫冠状

病毒的病原学调查，不仅确定了我国东北地区的猫

冠 状 病 毒 主 要 以 FCoV-Ⅰ 型 流 行 为 主 ，还 验 证 了

FCoV 感染与年龄及居住方式显著相关。这与 Klein-

Richers et al. ［12］在多变量试验所得到的结论基本相

符，即在多猫科动物聚集环境中和在幼龄时更易感

染 FCoV。在区分猫冠状病毒的血清型上，一般选取

FCoV 的 S 基因序列进行分析。本研究选取高度保

守的 3′-UTR 基因序列不足以分辨东北虎源 FCoV 的

血清型，但采样时圈养东北虎并未表现出明显的 FIP
症状（如黄疸、腹部膨大和腹围增大等），可以确定该

阳性样本的生物型为 FECV。

Olarte-Castillo et al. ［13］在粪便中长期检测 FCoV
的研究结果表明，个体持续的病毒脱落是 FCoV 持续

感染的结果，而不是不同变体的再感染，即在探讨

FIP 的发病机制时，观察到患病个体具有一种逐渐增

强的自身感染和排毒能力。这种增强的能力主要源

于 FCoV 毒株在机体内引发的二次感染，而机体的抗

依赖性增强作用（ADE）则进一步加剧了 FIP 的严重

程度。目前，针对 FCoV 感染无疫苗和特效治疗的药

物，一般的治疗方法是：及时补液以纠正酸中毒，使

用抗炎抗病毒药物和适宜适量的抗生素药物防止继

发感染。虎林园圈养东北虎有暴露风险，即可能存

在流浪猫与东北虎之间交互传染的情况，故对于抑

制 FCoV 传播的有效措施是加强圈养东北虎的饲养

管理，在无症状或出现类似症状时，定期或及时地对

其进行检查和药物预防，并做好患病虎的隔离措施

避免交叉传播；同时对笼舍严格消毒，规范处理排泄

物；提高饲粮质量，提高免疫力；避免接触外界流浪

猫，对进出笼舍人员或车辆消毒。
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