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摘　要：目的　分离家养野猪脑心肌炎病毒（Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，ＥＭＣＶ），作 全 基 因 组 序 列 测 定 及 与 相 关 物 种 同

源性比较。方法　用改进的“细胞接种与ＲＴ－ＰＣＲ方法相结合”技术，成功分离到国 内 首 株 家 养 野 猪ＥＭＣＶ　ＪＺ１２０２株，并 对

其全基因组序列进行测定和分子特征分析。结果　分离毒的基因组全长为７　７３５ｂｐ，与国内外不同动 物 源ＥＭＣＶ参 考 毒 株

的核苷酸同源性为８１．２％～９９．９％，与国内猪源ＥＭＣＶ分离毒的同源性高达９９．４％以上。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，ＪＺ１２０２株 与 其 他 国 内 参 考 毒 株 同 属 于 Ｇ１
群。结论　结果证实，家养野猪可感染ＥＭＣＶ并引起发病，提醒作野生动物养殖要考虑ＥＭＣＶ的传播；ＥＭＣＶ存在较大的地

域差异，在家养野猪和鼠之间可能存在着交叉感染；ＥＭＣＶ在感染家养野猪时可能发生个别氨基酸突变，以适应不同的猪种。
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　　脑 心 肌 炎 病 毒（Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，

ＥＭＣＶ）是一 种 重 要 的 人 畜 共 患 疫 病 病 原［１］，属 小

ＲＮＡ病毒科、心病毒属，可以感染猪、野生动物、啮

齿动物和灵长类动物等［２－３］，近年来人感染发病也时

有发生［４－５］。自然条件下，鼠类是ＥＭＣＶ的自然 贮

存宿主和传播者［６－７］，但其感染最广泛和最严重的动

物是猪，临诊上主要引起母猪繁殖障碍及断奶仔猪

的脑炎、心肌 炎 和 急 性 死 亡 等［８－９］。自１９５８年 巴 拿

马猪群中首次发生疫情以来，许多国家相继报道了
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该病的存在和发生。中国自２００５年从疑似病死猪

体内 成 功 分 离 到 首 株ＥＭＣＶ并 作 较 多 研 究［１０－１７］。
特对家养野猪ＥＭＣＶ河南株进行分离、鉴定和全基

因组测序解析，以期了解不同猪种对ＥＭＣＶ的易感

情况。

１　材料与方法

１．１　病料采集 和 病 毒 的 分 离 鉴 定　２０１２年５月 收 集 河 南

省焦作市某养猪场送检的疑似发病家养野猪的心脏、淋巴结

和脾脏等标本，－２０℃冻存待用。病毒分离、电镜观察和 初

步鉴定等工作均参考盖新娜等［１０］的方法进行。

１．２　ＲＴ－ＰＣＲ及测序　 取分离毒 的 细 胞 培 养 液，使 用ＴＲ－
ＩＺＯＬ提取总ＲＮＡ。参考文献［１８］中 的 各 片 段 特 异 性 引 物 和

反应条件，分 别 进 行 ＲＴ－ＰＣＲ扩 增、基 因 克 隆 和 序 列 测 定。

并应用Ｃｈｒｏｍａｓ２．３３软件进行拼接，获得全基因组序列。

１．３　同 源 性 比 较 与 系 统 进 化 分 析　运 用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程 序，

将分离毒全基因组序列与１９株从ＮＣＢＩ　ＧｅｎＢａｎｋ搜集下载

的ＥＭＣＶ参考毒株的基因序列及其推导的氨基酸序列进行

同源性分析，并构建系统进化树。

２　结　果

２．１　病毒分离及鉴定　从疑似病料组织中成功分

离到１株 家 养 野 猪ＥＭＣＶ，命 名 为ＪＺ１２０２株。在

透射电镜下可以清晰观察到数个形状规则，直径大

小约为２５～２９ｎｍ的圆形病毒粒子（图１）。１～４代

分离 毒 细 胞 培 养 物 的 ＴＣＩＤ５０ 经 测 定，分 别 为

１０－６．３２／０．１ｍＬ、１０－５．９／０．１ｍＬ、１０－７．４２／０．１ｍＬ和

１０－７．６３／０．１ｍＬ；分离毒经终浓度为４．８％分析纯氯

仿处理后，其 ＴＣＩＤ５０为１０－５．７８／０．１ｍＬ，略 低 于 对

照组的１０－７．６３／０．１ｍＬ，但仍可判定为不敏感；分离

毒经１％胰蛋白酶溶液３７℃消化１ｈ后，其ＴＣＩＤ５０
由１０－７．６３／０．１ｍＬ降 低 到１０－３．９４／０．１ｍＬ，说 明 对

胰蛋白酶较为敏感；病毒液在ｐＨ３．０的酸性环境中

作用１ｈ后，其 ＴＣＩＤ５０由１０－７．６３／０．１ｍＬ降 低 到

１０－３．５３／０．１ｍＬ，表明该分离毒不耐酸；将分离毒分

别置于３７℃、５０℃、６０℃和７０℃时处理１ｈ，发现

３７℃时病毒滴度并无明显变化，５０℃时其ＴＣＩＤ５０
由１０－７．１８／０．１ｍＬ降低至１０－４．２５／０．１ｍＬ，６０℃时

已完全失活，失去感染力，从而表明该分离株对热敏

感；将分离株置于１．１ｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣＬ２溶 液 中５０℃
水浴１ｈ，测定ＴＣＩＤ５０为１０－４．３２／０．１ｍＬ，与对照组

的１０－３．９９／０．１ｍＬ差异不明显，说明二价阳离子对

分离毒并未有保护作用。

图１　ＪＺ１２０２株感染ＢＨＫ－２１超微形态电镜图

Ｆｉｇ．１　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ　ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ＪＺ１２０２ｓｔｒａｉｎ－
ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ＢＨＫ－２１ｃｅｌｌｓ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ　ｐａｒｔｉ－
ｃｌｅｓ

２．２　病毒基因组序列及结构分析　通过序列拼接，

ＪＺ１２０２株 的 基 因 组 全 长 为７　７３５ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＫＦ８３６３８７），其中５′－ＵＴＲ包 含７２４ｂｐ，３′－ＵＴＲ包

含１３２ｂｐ，中间为一个大的ＯＲＦ（６　８７９ｂｐ）编码的

由２　２９２个氨基 酸 组 成 的 多 聚 蛋 白，该 多 聚 蛋 白 可

切割成１个病 毒 自 身 编 码 的 前 导 蛋 白（Ｌ）和１１个

蛋白终产物（１Ａ～１Ｄ、２Ａ～２Ｃ和３Ａ～３Ｄ）（图２）。

图２　ＪＺ１２０２株的全基因组结构图

Ｆｉｇ．２　Ｆｕｌｌ－ｌｅｎｇｔｈ　ｇｅｎｏｍｅ　ｆｅａｔｕｒｅ　ｏｆ　ＪＺ１２０２ｓｔｒａｉｎ

２．３　病毒全基因组及各基因片段的同源性比较　
全基因组序列分析结果表明，ＪＺ１２０２株与国内外不

同动 物 源 ＥＭＣＶ 参 考 毒 株 的 核 苷 酸 同 源 性 为

８１．２％～９９．９％，其 中 与 国 内 猪 源 分 离 毒（ＧＸＬＣ、

ＧＸ０６０１、ＢＪＣ３、ＨＢ１、ＮＪ０８和ＢＤ２）的 同 源 性 高 达

９９．４％以 上，与 韩 国 猪 源 分 离 毒（ＣＢＮＵ、Ｋ３和

Ｋ１１）和欧美 猪 源 分 离 毒（ＰＶ２１、ＥＭＣ－Ｄ、Ｄ　ｖａｒｉａｎｔ
和ＥＭＣＶ－３０）的同 源 性 分 别 为９９．４％～９９．６％和

８３．６％～９９．３％，与 国 内（ＧＸ０６０２）、外（ＰＥＣ９和

Ｒｚ－ｐＭｗｔ）鼠 源 毒 株 的 同 源 性 分 别 为９９．４％和

８１．３％～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ＪＺ１２０２
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株结构蛋白中，ＶＰ１变异幅度最大，ＶＰ２最为保守；
非结构蛋白中，２Ａ变异幅度最大，３Ｄ最为保守；非

结构蛋白编码区相比结构蛋白编码区较为保守。将

ＶＰ１蛋白与 国 内 猪 源ＥＭＣＶ比 较 后 发 现，氨 基 酸

变异多发生在７～６３位，７位由Ｋ→Ｒ，１３位与ＧＸ－
ＬＣ均由Ａ→Ｔ，６３位与ＢＤ２、ＢＪＣ３、ＨＢ１均为Ｑ，不
同于ＧＸ０６０１和ＧＣＬＸ的Ｇ。

２．４　病 毒 系 统 进 化 分 析　基 于ＪＺ１２０２株 全 基 因

组、ＯＲＦ和 ＶＰ１基 因 序 列 绘 制 的 系 统 发 育 进 化 树

显示（图３），可 见ＥＭＣＶ 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。ＪＺ１２０２株与

ＨＢ１亲缘关系 最 近，并 与 国 内 的 良 种 猪 源、鼠 源 和

华南虎源ＥＭＣＶ同属于Ｇ１群。

图３　基于ＪＺ１２０２株全基因组（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　ＪＺ１２０２ｓｔｒａｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｏｍｅ（Ａ），ＯＲＦ（Ｂ）ａｎｄ　ＶＰ１ｇｅｎｅ（Ｃ）ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３　讨　论

　　据统计，目前感染人的病原体中６０％属于人兽

共患病，而这些病原体７１％以上源于野生动物。近

年来，野猪及相关产品作为绿色食品的重要来源之

一，因其独特的营养价值和风味而日益备受青睐，国
内各地都在进行野猪资源的开发利用，如野猪家养

或作为父本经济杂交以满足人们的消费需求。但随

之而来的问题是，由于野生生态环境改变，接触家猪

机会频繁以及屠宰、加工、消费环节中存在的风险因

素，都使得野猪携带多种病原体并感染家畜和人类

变成可能。国内已分离到多株良种猪源ＥＭＣＶ，但

有关家养野猪源ＥＭＣＶ的研究尚未见报道，因此开

展其分离、鉴 定 和 遗 传 演 化 工 作，可 为 研 究ＥＭＣＶ
的分子流行病学特征、分子生态学、疫苗毒株筛选和

制定综合防控措施提供科学依据。

　　ＪＺ１２０２株分离自家养野猪，通常情况下该猪种

抗病力极强，而该毒株的成功分离证实ＥＭＣＶ可感

染家养野猪并导致发病，但其是否来源于良种猪或

是由于传统饲养模式改变而导致的自身内源感染，
则有待进一步研究。另外，ＥＭＣＶ在疑似病料组织

中的含量很低，生产中也多表现为亚临床感染，因此

病毒的直接分离、鉴定等工作难以直接开展。笔者

曾多次尝试 应 用 常 规 ＲＴ－ＰＣＲ方 法 从 病 料 中 直 接

检测 ＥＭＣＶ，但 从 未 获 得 成 功。由 于 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）等多种猪重要病毒性病原均无法在ＢＨＫ－２１
细胞上增殖，而ＥＭＣＶ接种后则很快能出现明显细

胞病变（ＣＰＥ）。因此，作者先将疑似 病 料 处 理 后 接

种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家养野猪

源ＥＭＣＶ。这种改进的“细胞接种与ＲＴ－ＰＣＲ方法

相结合”技术，一方面可利用细胞接种技术进行初步

鉴定，另一方面则大幅提高了病料组织中ＥＭＣＶ的

检出率和分离率。

　　开展不同猪种ＥＭＣＶ地方分离株的基因组序
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列测定与分析，对丰富病毒流行病学资料和研究病

毒结构与 功 能 的 关 系 至 关 重 要。本 研 究 成 功 获 得

ＪＺ１２０２株全基因 组 序 列，分 析 结 果 表 明，该 病 毒 与

国内猪源ＥＭＣＶ分离毒株高度同源，说明可能彼此

间交叉感染或具有共同感染来源，从而提醒我们在

进行野生动物养殖活动中要充分考虑人兽共患疫病

传播的生态学。另外，该毒株与韩国分离株的亲缘

关系较近，与绝大多数欧美分离株的亲缘关系较远，
但与德国分离 株Ｘ７４３１２的 同 源 性 高 达９９．３％，从

而提示ＥＭＣＶ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，日益发达的国际交通和贸

易可能会加速ＥＭＣＶ的扩散。

　　现有研究表明，ＥＭＣＶ在猪只之间传播能力有

限，而鼠类等啮齿目动物在猪群ＥＭＣＶ的传播过程

中具有重要作用。在本研究中，ＪＺ１２０２株与国内鼠

源毒株的同源 性 高 达９９．６％，亲 缘 关 系 极 近，从 而

提示ＥＭＣＶ在家养野猪和鼠之间可能存在着交叉

感染与传播，但要对鼠在ＥＭＣＶ传播中的精确定位

仍需做进一步研究，而做好猪场内及周边的灭鼠工

作，却无疑会对有效防控猪ＥＭＣＶ感染至关重要。

　　ＶＰ１基因是ＥＭＣＶ基因组中最重要的中和性

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，因此对其开展相关研究最具价值。
本研究通过对ＪＺ１２０２株与国内猪源参考毒株的全

基因组、ＯＲＦ和各基因片段进行比较，发现彼 此 间

尽管同源性很高，但 ＶＰ１蛋 白 已 出 现 细 微 变 异，提

示ＥＭＣＶ在感染家养野猪时可能会发生个别氨基

酸的突变，以适应新的猪种。
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４０（６）：８７３－８７８．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

赵婷，张家龙，盖新娜，等．猪源和鼠源脑心肌炎病毒分离株基因

组的比较分析［Ｊ］．畜牧兽医学报，２００９，４０（６）：８７３－８７８．
［１４］Ｃｈｅｎ　ＪＸ，Ｓｈｉ　ＫＣ，Ｈｕａｎｇ　ＳＢ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｎｃｅｐｈａ－
ｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ＧＸＬＣ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｉｔｓ　３Ｄｇｅｎｅ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ　Ａｎｉ　Ｈｕｓｂ　Ｖｅｔ　Ｍｅｄ，

２０１１，３８（１）：８１－８７．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

陈进喜，施 开 创，黄 胜 斌，等．猪 脑 心 肌 炎 病 毒ＧＸＬＣ株 的 分 离

及其３Ｄ基因分子特征的分析［Ｊ］．中国畜牧兽 医，２０１１，３８（１）：

８１－８７．
［１５］Ｋｎｉｐｅ　ＤＭ，Ｈｏｗｌｅｙ　ＰＭ，Ｇｒｉｆｆｉｎ　ＤＥ，ｅｔ　ａｌ．Ｆｉｅｌｄｓ　ｖｉｒｏｌｏｇｙ［Ｍ］．

４ｔｈ　ｅｄ．Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ：Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆ Ｗｉｌｋｉｎｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈ－
ｅｒｓ，２００１：６８５－７１５．

［１６］Ｓｕｈ　ＹＳ，Ｈａ　ＳＪ，Ｌｅｅ　ＣＨ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ＶＰ１－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｍ－
ｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａｉｎｓｔ　ＥＭＣＶ－Ｋ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｂｙ　ｃｏ－
ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ＩＬ－１２ＤＮＡ　ｗｉｔｈ　ＶＰ１ＤＮＡ　ｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，

２００１，１９（１５－１６）：１８９１－１８９８．ＤＯＩ：１０．１０１６／Ｓ０２６４－４１０Ｘ（００）

００４４３－６
［１７］Ｋｏｅｎｅｎ　Ｆ，Ｖａｎｄｅｒｈａｌｌｅｎ　Ｈ，Ｃａｓｔｒｙｃｋ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃ，

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｅｎｔ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉ－
ｔｉｓ　ｏｕｔｂｒｅａｋｓ　ｉｎ　Ｂｅｌｇｉｕｍ［Ｊ］．Ｚｅｎｔｒａｌｂｌ　Ｖｅｔ　Ｍｅｄ　Ｂ，１９９９，４６（４）：

２１７－２３１．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．０９３１－１７９３．１９９９．０＿２１６．ｘ
［１８］Ｌｉｎ　ＷＣ，Ｌｉｕ　ＹＢ，Ｃｕｉ　ＳＪ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ－
ｔｉｏｎ，ａｎｄ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ

ｖｉｒｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＨＢ１０ｉｎ　Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔ　Ｇｅｎｅｔ　Ｅｖｏｌ，２０１２，１２：

１３２４－１３２７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｅｅｇｉｄ．２０１２．０４．００８

收稿日期：２０１３－１１－２９；修回日期：２０１４－０４－２１

６９７


