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不同猪源脑心肌炎病毒的分离、鉴定
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摘　要：为研究脑心肌炎病毒（ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，ＥＭＣＶ）对不同猪种的感染情况，本研究应用改进的“细

胞接种与ＲＴ－ＰＣＲ方法相结合”技术，成功分离 到 中 国 国 内 首 株 地 方 土 猪 源ＥＭＣＶ、首 株 家 养 野 猪 源ＥＭＣＶ和３
株良种猪源ＥＭＣＶ，并进行了全基因组序列测定和分析。结果显示，５株ＥＭＣＶ分离毒株的基因组全长７　７２４～

７　７３５ｂｐ，彼此间核苷酸相 似 性 为９９．３％～９９．８％，与 其 他 不 同 动 物 源 ＥＭＣＶ参 考 毒 株 的 相 似 性 为７９．９％～

９９．９％，与国内猪源、鼠源毒株的相似性均在９９．４％以上；各基因片段中，以ＶＰ１和２Ａ变异幅度最大，ＶＰ２和３Ｄ
最为保守；基于ＥＭＣＶ全基因组、ＯＲＦ和ＶＰ１基因序列绘制的系统发育进化树显示，ＥＭＣＶ可分为 Ｇ１、Ｇ２和Ｇ３

３个群，猪源ＥＭＣＶ主要分布在Ｇ１群和Ｇ２群，鼠源ＥＭＣＶ在Ｇ１群和Ｇ３群中均有分布；５株ＥＭＣＶ分离毒株与

其他国内参考毒株同属于Ｇ１群。研究结果证实，地方土猪 和 家 养 野 猪 可 感 染ＥＭＣＶ并 引 起 发 病，提 醒 在 进 行 地

方品种养殖和野生动物家养时要充分考虑人兽共患疫病传播的生态学；鼠在不同猪种间交叉感染ＥＭＣＶ时，可能

起到重要媒介作用；ＥＭＣＶ流行毒株存在 较 大 的 地 域 差 异，其 传 播 具 有 一 定 的 区 域 限 制 性；ＥＭＣＶ在 感 染 不 同 猪

种时可能会发生某些氨基酸突变，以适应新的宿主。
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　　脑 心 肌 炎 病 毒（ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，

ＥＭＣＶ）是一种具有自然疫源性的人畜共患疫病病

原［１］，可以感染家畜、啮齿动物、野生动物、灵长类动

物和人［２－３］，其 中 以 猪 感 染 后 危 害 最 为 严 重。１９５８
年，ＥＭＣＶ作为仔猪致死性心肌炎的病原首次被报

道，随后进一步确定该病也可致使母猪发生繁殖障

碍［４－５］。中国于２００５年从疑似病死猪体内分离到首

株ＥＭＣＶ［６］，近年来已证实猪群中感染较为普遍，血
清抗体平均阳性率高达７２％［７－８］，并陆续分离到多株

良种猪 源ＥＭＣＶ［６－７］。ＥＭＣＶ是 单 股 正 链 ＲＮＡ病

毒，分类上属小ＲＮＡ病毒科、心病毒属，基因组全长

约７．８ｋｂ，含有１个大的开放阅读框（ＯＲＦ），衣壳蛋

白由ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３和ＶＰ４等４种结构蛋白组成，其
中以结构蛋白ＶＰ１的抗原性最强，可刺激机体产生

中和抗体［９－１０］，并与致病性有关［１１］。本研究分离不同

猪源的ＥＭＣＶ河南株，并进行鉴定和全基因组测序

解析，以期了解不同猪种对该病毒的感染情况，丰富

ＥＭＣＶ基因序列数据库，并为研究其分子生态学和有

效防控该病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与细胞

ＲＰＭＩ－１６４０、新 生 牛 血 清 等 购 自 美 国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公 司，ＲＮＡ 提 取 用 ＴＲＩｚｏｌ　ＬＳ　Ｒｅａｇｅｎｔ购 自Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司，Ｍ－ＭＬＶ 反 转 录 酶、Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚 合

酶、胶 回 收 试 剂 盒、ｐＭＤｌ８－Ｔ 载 体、５′－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ
Ｋｉｔ和３′－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ　Ｃｏｒｅ　Ｓｅｔ　Ｖｅｔ．２．０Ｋｉｔ等均购

自宝生物工程（大连）有限公司，ＢＨＫ－２１传代细 胞

系由本实验室保存。

１．２　病毒分离鉴定

从河南省发病猪场采集良种猪、家养野猪和淮

南猪的心、淋巴结 和 脾 等 疑 似 病 料，－２０℃冻 存 待

用。毒株的分离和电镜观察、间接荧光抗体法等初

步鉴定工作均参考盖新娜等［６］的方法进行。

１．３　引物设计

利用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软 件，参 考 已 发 表 的

猪 ＥＭＣＶ　ＢＪＣ３ 株 基 因 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＤＱ４６４０６２），设计并合成可覆盖其完整ＯＲＦ的特异

性引物（表１），进行分段扩增、克隆。

１．４　病毒总ＲＮＡ提取

取各分离毒的细胞培养液，按照ＴＲＩｚｏｌ使用说

明书，提取病毒总ＲＮＡ。

１．５　ＲＴ－ＰＣＲ及测序

应用各片段特异性引物，以各分离毒的总ＲＮＡ
为模板反转 录 成 相 应 片 段 的ｃＤＮＡ，并 以 各ｃＤＮＡ
为模板进行ＰＣＲ扩 增，同 时 优 化ＰＣＲ的 最 佳 反 应

条件。ＰＣＲ反应条件：９５℃４ｍｉｎ；９５℃４５ｓ、５７～
６０℃６０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３５个 循 环；７２℃延 伸１０
ｍｉｎ。基因组５′端和３′端扩增方法按５′－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ
和３′－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ　Ｃｏｒｅ　Ｓｅｔ　Ｖｅｔ．２．０试 剂 盒 说 明 书

操作进 行。各 扩 增 产 物 经１％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴

定、胶 回 收 纯 化 后 与 ｐＭＤｌ８－Ｔ 载 体 连 接，转 化

ＤＨ５α，筛选阳性克隆，经ＰＣＲ鉴定后送上海生工生

物工程公司测序。并应用ＤＮＡＳｔａｒ软 件 和 测 序 峰

图软件Ｃｈｒｏｍａｓ２．３３对各片段测序结果进行拼接，
获得各分离毒的全基因组序列。

１．６　同源性比较与系统进化分析

运用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序将各分离毒全基因序列与

１７株从ＮＣＢＩ　ＧｅｎＢａｎｋ搜集下载的ＥＭＣＶ参考毒

株（表２）的基因序列及其推导的氨基酸序列进行同

源性分析，并应 用 ＭＥＧＡ　５．０５软 件 构 建 系 统 进 化

树。
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表１　用于ＥＭＣＶ全基因组ＲＴ－ＰＣＲ扩增的引物参数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ＥＭＣＶ　ｆｏｒ　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

长度／ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＥＲ－１Ｆ ＡＴＴＧＴＡＴＧＧＧＡＴＣＴＧＡＴＣＴＧＧＧＧ　 ６０３－６２５　 １　５１３

ＥＲ－１Ｒ ＧＴＧＴＴＧＧＡＴＧＣＣＴＣＡＡＴＧＴＡＧＧＧ　 ２　０９３－２　１１５

ＥＲ－２Ｆ ＧＴＡＴＴＣＴＡＣＴＣＴＧＣＣＡＧＡＣＡＧＣＡＣ　 １　９４８－１　９７１　 １　５７５

ＥＲ－２Ｒ ＣＴＡＡＡＣＡＡＴＣＴＡＡＣＣＴＣＣＡＡＡＣＣＴＣ　 ３　４９８－３　５２２

ＥＲ－３Ｆ ＣＴＧＡＴＴＴＣＧＧＣＡＣＴＣＴＧＴＴＣＴＴＴ　 ３　２５８－３　２８０　 ２　０９７

ＥＲ－３Ｒ ＣＡＴＣＴＧＴＣＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＴＴＧＴＴ　 ５　３３２－５　３５４

ＥＲ－４Ｆ ＴＧＧＣＴＡＧＧＡＴＴＧＡＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧ　 ５　２２６－５　２４８　 １　０５０

ＥＲ－４Ｒ ＴＴＴＴＡＣＧＴＧＧＴＡＣＧＴＧＡＡＴＡＣＧＧ　 ６　２５３－６　２７５

ＥＲ－５Ｆ ＧＴＡＧＴＧＡＡＴＧＣＣＴＴＴＧＡＧＣＣＡＣＡ　 ６　２００－６　２２２　 １　３１４

ＥＲ－５Ｒ ＴＴＣＣＴＧＣＴＴＡＣＣＡＧＡＡＴＧＡＡＣＧＧ　 ７　４９１－７　５１３

５′ＧＳＰ１ ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＴＴＡＴＴＣＴＴＧＴＣＴＧＡＧＧ　 ９４２－９６６　 ５′－ＵＴＲ

５′ＧＳＰ２ ＧＧＧＧＣＣＴＡＧＡＣＧＴＴＴＴＴＴＡＡＣＣＴＣ　 ６５９－６８２

５′－ＲＡＣＥ

ｏｕｔｅｒ　ｐｒｉｍｅｒ
ＣＡＴＧＧＣＴＡＣＡＴＧＣＴＧＡＣＡＧＣＣＴＡ

５′－ＲＡＣＥ

ｉｎｎｅｒ　ｐｒｉｍｅｒ
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣＣＴＡＣＴＧＡＴＣＡＧＴＣＧＡＴＧ

３′－ＧＳＰ１ ＡＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＡＴＣＧＴＣＣＡＧＧ　 ７　４３０－７　４５２　 ３′－ＵＴＲ

３′－ＲＡＣＥ

ｏｕｔｅｒ　ｐｒｉｍｅｒ
ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

ＵＴＲ．Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ　ｒｅｇｉｏｎ

Ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＥＭＣＶ　ｓｔｒａｉｎ　ＢＪＣ３（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ　ＤＱ４６４０６２）

表２　用于序列比较和分析的ＥＭＣＶ参考毒株

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ＥＭＣＶ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｆｏｒ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＧｅｎＢａｎｋ序列号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ
分离地Ｏｒｉｇｉｎ 宿主 Ｈｏｓｔ

毒株命名

Ｉｓｏｌａｔｅ　ｎａｍｅ

核苷酸／ｂｐ
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄ（ｂｐ）

ＦＪ８９７７５５ 中国Ｃｈｉｎａ 猪Ｐｉｇ　 ＧＸＬＣ　 ７　７２５
ＦＪ６０４８５２ 中国Ｃｈｉｎａ 猪Ｐｉｇ　 ＧＸ０６０１　 ７　７２９
ＰＤＱ４６４０６２ 中国Ｃｈｉｎａ 猪Ｐｉｇ　 ＢＪＣ３　 ７　７４６
ＤＱ４６４０６３ 中国Ｃｈｉｎａ 猪Ｐｉｇ　 ＨＢ１　 ７　７３５
ＨＭ６４１８９７ 中国Ｃｈｉｎａ 猪Ｐｉｇ　 ＮＪ０８　 ７　７２４
ＤＱ５１７４２４ 韩国Ｋｏｒｅａ 猪Ｐｉｇ　 ＣＢＮＵ　 ７　７１３
ＥＵ７８０１４８ 韩国Ｋｏｒｅａ 猪Ｐｉｇ　 Ｋ３　 ７　７３１
ＥＵ７８０１４９ 韩国Ｋｏｒｅａ 猪Ｐｉｇ　 Ｋ１１　 ７　７４４
Ｘ７４３１２ 德国Ｇｅｒｍａｎｙ 猪Ｐｉｇ　 ＰＶ２１　 ７　８６１
Ｍ２２４５８ 加拿大Ｃａｎａｄａ 猪Ｐｉｇ　 ＥＭＣ－Ｄ　 ７　８２９
Ｍ３７５８８ 巴拿马Ｐａｎａｍａ 猪Ｐｉｇ　 Ｄ　ｖａｒｉａｎｔ　 ７　８４２
ＡＹ２９６７３１ 美国ＵＳＡ 猪Ｐｉｇ　 ＥＭＣＶ－３０　 ７　６７８
ＦＪ６０４８５３ 中国Ｃｈｉｎａ 鼠 Ｍｏｕｓｅ　 ＧＸ０６０２　 ７　７２５
ＤＱ２８８８５６ 美国ＵＳＡ 鼠 Ｍｏｕｓｅ　 ＰＥＣ９　 ７　７２２
ＤＱ２９４６３３ 美国ＵＳＡ 鼠 Ｍｏｕｓｅ　 Ｒｚ－ｐＭｗｔ　 ７　７６５
Ｍ８１８６１ 美国ＵＳＡ 黑猩猩Ｃｈｉｍｐａｎｚｅｅ　 ＥＭＣＶ－Ｒ　 ７　８３５
Ｌ２２０８９ 乌干达Ｕｇａｎｄａ 猴 Ｍｏｎｋｅｙ　 Ｍｅｎｇｏ－Ｍ　 ７　７６１
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２　结　果

２．１　ＥＭＣＶ的分离与鉴定

２．１．１　ＥＭＣＶ的分离　　从送检的疑似病料组织

中成 功 分 离 到５株 ＥＭＣＶ，分 别 命 名 为ＪＺ１２０１、

ＪＺ１２０２、ＹＭ１３、ＹＹ１３和 ＨＮＸＸ１３（表３），初代培养

４８ｈ时均出 现 细 胞 病 变（ＣＰＥ），连 传３代 后，接 种

２４ｈ即出现典型ＣＰＥ。

２．１．２　不 同 代 次ＴＣＩＤ５０测 定　　经 测 定，５株 分

离毒 株１～４代 细 胞 培 养 物 的 ＴＣＩＤ５０（表４）除

ＪＺ１２０２株和 ＨＮＸＸ１３株的病毒滴度在第２代时略

有下降外，其他分离毒各代次基本稳定。

表３　５株ＥＭＣＶ毒株的分离情况

Ｔａｂｌｅ　３　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　５ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＥＭＣＶ

毒株

Ｉｓｏｌａｔｅ　ｎａｍｅ

分离时间、地点

Ｄａｔｅ，ｏｒｉｇｉｎ

分离宿主

Ｈｏｓｔ

分离组织

Ｔｉｓｓｕｅ　ｏｒｉｇｉｎ　ｆｏｒ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ＪＺ１２０１　 ２０１２，焦作Ｊｉａｏｚｕｏ 猪Ｐｉｇ 脾Ｓｐｌｅｅｎ

ＪＺ１２０２　 ２０１２，焦作Ｊｉａｏｚｕｏ 家养野猪 Ｄｏｍｅｓｔｉｃ　ｂｏａｒ 心＋淋巴结 Ｈｅａｒｔ＋ｌｙｍｐｈｏｎｏｄｕｓ

ＹＭ１３　 ２０１３，义马Ｙｉｍａ 猪Ｐｉｇ 心＋脾 Ｈｅａｒｔ＋ｓｐｌｅｅｎ

ＹＹ１３　 ２０１３，原阳 Ｙｕａｎｙａｎｇ 猪Ｐｉｇ 心＋脾 Ｈｅａｒｔ＋ｓｐｌｅｅｎ

ＨＮＸＸ１３　 ２０１３，信阳Ｘｉｎｙａｎｇ 淮南猪Ｌｏｃａｌ　ｐｉｇ 心 Ｈｅａｒｔ

ＪＺ１２０１株和ＪＺ１２０２株分离自同一猪场

ＪＺ１２０１ａｎｄ　ＪＺ１２０２ｗｅｒｅ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｆａｒｍ

表４　５株ＥＭＣＶ毒株不 同 代 次 细 胞 毒 的ＴＣＩＤ５０测 定（０．１

ｍＬ）

Ｔａｂｌｅ　４　ＴＣＩＤ５０（０．１ｍＬ）ｏｆ　５ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＥＭＣＶ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐａｓｓａｇｅｓ

代次

Ｐａｓｓａｇｅ
ＪＺ１２０１ ＪＺ１２０２ ＹＭ１３ ＹＹ１３ ＨＮＸＸ１３

１　 ６．１２　 ６．３２　 ５．９８　 ６．２５　 ６．２１

２　 ６．４４　 ５．９０　 ６．２２　 ６．３９　 ５．８６

３　 ７．３９　 ７．４２　 ６．７３　 ７．０１　 ７．３９

４　 ７．５０　 ７．６３　 ６．９６　 ７．５８　 ７．６０

２．１．３　病毒形态　　在透射电镜下对５株分离毒

株的病毒粒子进行形态学观察，均可清晰观察到数

个形状 规 则，直 径 为２５～２９ｎｍ 的 圆 形 病 毒 粒 子

（图１）。

２．１．４　间接荧 光 抗 体 鉴 定　　５株 分 离 毒 株 所 感

染的ＢＨＫ－２１细 胞 的 细 胞 质 内 均 可 见 到 特 异 的 绿

色荧光（图２）。

２．２　病毒基因组序列及结构分析

通过序列拼 接，５株 分 离 毒 株 的 基 因 组 全 长 为

７　７２４～７　７３５ｂｐ，基因序列已提交ＧｅｎＢａｎｋ（表５），

ＯＲＦ均为６　８７９ｂｐ，编码由２　２９２个氨基酸组成的

多聚蛋白，可切割成１个病毒自身编码的前导蛋白

图１　分离毒株感染ＢＨＫ－２１的超微形态

Ｆｉｇ．１　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｒａｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ　ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓ－ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ＢＨＫ－２１ｃｅｌｌｓ（Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｉ－
ｃｏｒｍａｖｉｒｕｓ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ）

（Ｌ）和１１个蛋白终产物（１Ａ～１Ｄ、２Ａ～２Ｃ和３Ａ～
３Ｄ），差 异 只 是 在 于５′－ＵＴＲ（７０９～７２４ｂｐ）和３′－
ＵＴＲ（１３１～１３７ｂｐ）的长度略有不同。

２．３　病毒全基因组及各基因片段的相似性比较

全基因组核 苷 酸 序 列 分 析 结 果 表 明，５株 分 离

毒株之间的相似性为９９．３％～９９．８％，与国内外参

考毒株的相似性为７９．９％～９９．９％，其中与国内猪

源毒株的相似性高达９９．４％以上，与韩国毒株和欧

美毒株的相似性分别为９９．４％～９９．８％和８２．３％～
９９．７％，与 国 内、外 鼠 源 毒 株 的 相 似 性 分 别 为

０７９



　６期 常洪涛等：不同猪源脑心肌炎病毒的分离、鉴定和全基因组序列分析

Ａ．正常ＢＨＫ－２１细胞；Ｂ．ＥＭＣＶ分离毒株感染细胞

Ａ．Ｎｏｒｍａｌ　ＢＨＫ－２１ｃｅｌｌ；Ｂ．ＥＭＣＶ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ＢＨＫ－２１ｃｅｌｌ
图２　５株ＥＭＣＶ毒株的免疫荧光鉴定（２００×）
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　５ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＥＭＣＶ　ｂｙ　ＩＦＡ（２００×）

表５　５株ＥＭＣＶ毒株的全基因组信息

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｆｕｌｌ　ｌｅｎｇｔｈ　ｇｅｎｏｍｅ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　５ＥＭＣＶ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

毒株命名

Ｉｓｏｌａｔｅ　ｎａｍｅ

ＧｅｎＢａｎｋ序列号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

基因组全长／ｂｐ
Ｆｕｌｌ　ｌｅｎｇｔｈ　ｇｅｎｏｍｅ

５′－ＵＴＲ／ｂｐ　 ＯＲＦ／ｂｐ　 ３′－ＵＴＲ／ｂｐ

ＪＺ１２０１ ＫＦ８３６３８６　 ７　７３５　 ７２４　 ６　８７９　 １３２

ＪＺ１２０２ ＫＦ８３６３８７　 ７　７３５　 ７２４　 ６　８７９　 １３２

ＹＭ１３ ＫＦ８３６３８９　 ７　７２９　 ７１３　 ６　８７９　 １３７

ＹＹ１３ ＫＦ８３６３９０　 ７　７２４　 ７１４　 ６　８７９　 １３１

ＨＮＸＸ１３ ＫＦ７７１００２　 ７　７２５　 ７０９　 ６　８７９　 １３７

９９．４％～９９．７％和７９．９％～９９．６％。３株良种猪源

分离毒株 之 间 的 相 似 性 为９９．３％～９９．５％，与 国

内、外其他猪源参考毒株的相似性分别为９９．４％～
９９．９％和８３．５％～９９．６％。ＪＺ１２０１株和ＪＺ１２０２株

分离自同一猪场，相似性高达９９．８％。ＪＺ１２０２株与

国内猪源 参 考 毒 株 的 相 似 性 为９９．５％～９９．９％。

ＨＮＸＸ１３株与国内猪源毒株的相似性高达９９．６％
以 上，与 韩 国 毒 株 和 欧 美 毒 株 的 相 似 性 分 别 为

９９．２％～９９．７％和８３．５％～９９．２％，与 国 内、外 鼠

源毒株的相似性分别为９９．６％和８０．８％～９９．５％。
进而与参考 毒 株 ＯＲＦ和 各 基 因 片 段 的 核 苷 酸、氨

基酸序列比对分析，发现５株分离毒株的非结构蛋

白编码区 均 比 结 构 蛋 白 编 码 区 保 守。在 结 构 蛋 白

中，以ＶＰ１变异幅度最大，ＶＰ２最为保守；非结构蛋

白中，以２Ａ变 异 幅 度 最 大，３Ｄ最 为 保 守。ＶＰ１片

段的氨基 酸 变 异 多 发 生 在７～６３位，ＪＺ１２０１株 和

ＪＺ１２０２株的７位由Ｋ→Ｒ，ＹＭ１３株的１３位由Ｔ→
Ａ，６３位 变 数 最 大，ＨＮＸＸ１３株 为 Ｑ，ＪＺ１２０１株 为

Ｒ，ＪＺ１２０２株和ＹＹ１３株为Ｇ，ＹＭ１３株为Ｅ。

２．４　病毒系统进化分析

基于全基因组和ＯＲＦ序列绘制的系统发育进

化树（图３）显示，ＥＭＣＶ分为Ｇ１、Ｇ２和Ｇ３　３个群。

猪源ＥＭＣＶ主要分布在Ｇ１、Ｇ２群，鼠源ＥＭＣＶ在

Ｇ１群和Ｇ３群中均有分布。５株分离毒株与其他国

内参考毒株均 属 于Ｇ１群，但 分 布 并 不 完 全 集 中，３
株良种猪源ＥＭＣＶ也相距较远。家养野猪源ＥＭ－
ＣＶ与同场分离的良种猪源ＥＭＣＶ亲缘关系最近，

二者与 ＨＢ１株 高 度 同 源。淮 南 猪 源 ＥＭＣＶ 则 与

ＧＸＬＣ株亲缘关系最近。基于ＶＰ１基因序列绘制

的系统发育进化 树（图３），可 见５株 分 离 毒 株 聚 集

在一起，与ＧＸＬＣ株 最 为 接 近，并 同 处 于 进 化 树 主

干上。猪源ＥＭＣＶ－３０株尽管属于Ｇ１群，却位于一

个独立分支，明显不同于其他ＥＭＣＶ毒株。

３　讨　论

猪 脑 心 肌 炎 是 近 年 来 新 发 现 的 人 兽 共 患 传 染

病，加强地方流行毒株的分离、鉴定工作，逐步积累
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图３　基于ＥＭＣＶ全基因组（Ａ）、ＯＲＦ（Ｂ）和ＶＰ１基因（Ｃ）核苷酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＥＭＣＶ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｏｍｅ（Ａ），ＯＲＦ（Ｂ）ａｎｄ　ＶＰ１ｇｅｎｅ（Ｃ）ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

分子流行病学和生物信息学研究资料，是有效防控

该病的当务之急。由于ＥＭＣＶ在疑似病 料 中 的 含

量极低，养猪生产中也多表现为亚临床感染，因此病

毒的直接分离、鉴定等工作难以开展。本研究中，笔
者曾多次尝试应用各种分子生物学技术从病料中检

测ＥＭＣＶ，但 均 未 获 得 成 功。由 于 ＥＭＣＶ 接 种

ＢＨＫ－２１细胞后很快能出现明 显ＣＰＥ，而 猪 瘟 病 毒

（ＳＣＦＶ）、猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒（ＰＲＲＳ）、猪 圆

环病毒（ＰＣＶ）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）和猪细小病毒

（ＰＰＶ）等多种 猪 病 毒 性 病 原 接 种 后 不 会 增 殖。因

此，笔者 先 将 疑 似 病 料 处 理 后 接 种 于 ＢＨＫ－２１细

胞，一旦出现ＣＰＥ后再用ＲＴ－ＰＣＲ方法进行检测，
最终成功分离到国内首株地方土猪源ＥＭＣＶ、首株

家养野猪源ＥＭＣＶ和３株良种猪源ＥＭＣＶ。这种

改进的“细胞接种与ＲＴ－ＰＣＲ方法相结合”技术，一

方面大幅提高了疑似病料组织中ＥＭＣＶ的检出率

和分离率，同时可利用细胞接种技术进行初步鉴定。
通常情况下，家养野猪和地方土猪多在艰苦条

件下长期培育而成，抗病力极强。家养野猪源、淮南

猪源ＥＭＣＶ的成功分离，证实该病毒可感染这些猪

种并导致发 病。遗 传 进 化 分 析 表 明，５株 分 离 毒 株

彼此高度同源，与国内猪源、鼠源参考毒株处于同一

分支，因此应具有共同感染来源或存在交叉感染，提
醒在进行地方品种养殖和野生动物驯化中要充分考

虑人兽共患疫病传播的生态学。另外，ＪＺ１２０１株和

ＪＺ１２０２株分离自 同 一 发 病 猪 场，该 场 依 山 而 建，家

养野猪采用 山 上 自 由 放 牧 与 舍 饲 相 结 合 的 饲 养 模

式，良种猪为山下集约化饲养，２个猪舍之间相距约

３ｋｍ，饲料、饲养人员以及各种工具均为独立配置。
此次疫情中，家养野猪群首先表现出临床症状，其分

离毒株与随后分离到的同场良种猪源ＥＭＣＶ相似

性高达９９．８％，推断应是同一株病毒感染不同猪种

所致。

ＥＭＣＶ在 猪 之 间 的 传 播 能 力 有 限，鼠 在 猪 群

ＥＭＣＶ的传播过程 中 则 具 有 重 要 作 用。ＪＺ１２０２株

和 ＨＮＸＸ１３株 与 国 内 鼠 源 毒 株 的 相 似 性 均 高 达
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９９．６％，亲缘关系极近，从而 提 示ＥＭＣＶ在 家 养 野

猪、地方土猪和鼠之间可能存在着交叉感染与传播，
因此做好猪场内及周边的灭鼠工作，无疑会对有效

防控该病至关重要。除ＹＹ１３株外，其余４株分离

毒株与国内猪源、鼠源ＥＭＣＶ亲缘关系 最 近，与 韩

国毒株的亲缘关系较近，与多数欧美毒株的亲缘关

系较远，说明ＥＭＣＶ尽管存在较大的地 域 差 异，但

传播应有一定范围内的区域限制性，而与德国毒株

ＰＶ２１的亲缘关系 高 达９９．１％以 上，则 提 示 日 益 发

达的国际交通和贸易也有可能加速ＥＭＣＶ的长距

离扩散。
在ＥＭＣＶ基 因 组 所 编 码 的４种 结 构 蛋 白 中，

ＶＰ１基因是最重要的中和性抗原表位所在区域，变

异幅度最大，其氨基酸序列与致病性密切相关［１２－１３］，
因此对其开展相关研究最具价值。通过序列比对发

现，尽管５株分离毒株的ＶＰ１基因具有很高的核苷

酸相似性，但ＶＰ１蛋白已出现细微变异，提示ＥＭ－
ＣＶ在感染良 种 猪、野 猪 和 地 方 土 猪 时 可 能 会 发 生

某些氨基酸的突变，以适应新的猪种。分离自同一

猪场的 良 种 猪 源、家 养 野 猪 源ＥＭＣＶ　ＶＰ１蛋 白 的

第７位氨基酸均由Ｋ→Ｒ，６３位氨基酸则分别为Ｒ、

Ｇ，再次证 实ＪＺ１２０１株 和ＪＺ１２０２株 确 为 同 一 株 病

毒，但在家养野猪体内发生了个别氨基酸的变异。
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