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[摘　要 ] 　根据 GenBank公布的猪瘟病毒 (Classical swine fever virus ,CSFV) Shimen株全基因序列 ,设计并合成

2对引物 ,用 RT2PCR方法对采自陕西省部分地区的 30份 CSF病料中 ,CSFV流行毒株的 E2基因进行了扩增 ,并将

其克隆入 pMD182T载体 ,转化感受态大肠杆菌 D H5α。提取 pMD218 T2E2重组质粒 ,进行 B am HⅠ、Hind Ⅲ双酶切

鉴定 ,并对阳性质粒进行测序 ,将测序结果与 HCLV 疫苗株和 shimen株 E2基因及 E2蛋白进行序列分析。结果表

明 ,从 30份病料中共扩增到 10株 CSFV流行毒株的 E2基因 ; 扩增的 10株陕西 CSFV 流行毒株 E2基因同源性为

92. 3 %～99. 6 % ,与 Shimen株及 HCLV疫苗株的同源性为 75. 0 %～79. 4 % ;10株 CSFV流行株 E2蛋白的同源性为

90. 0 %～100 % ,与 Shimen株和 HCLV疫苗株 E2蛋白的同源性分别为 78. 9 %～84. 4 %和 77. 8 %～83. 3 %。说明所

扩增的 10株陕西 CSFV流行毒株的 E2基因发生了较大变异。
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Abstract : Two pairs of special p rimers were designed and synt hesized according to f ull sequences of

CSFV Shimen st rain p ublished in GenBank. E2gene of ten CSFV Shaanxi st rains was amplified by reverse

t ranscription2polymerase chain reaction ( R T2PCR) . The PCR product was cloned into pMD218 T vector ,

t hen t ransformed into E. col i D H5αcompetent cells. The pMD218 T2E2 recombinant plasmid was ext racted

and t he positive plasmid was sequenced af ter identified by digestion of B am HⅠand Hi nd Ⅲrest riction en2
zyme. The result s show t hat nucleotide homogeneity of E2 gene of ten CSFV Shaanxi st rains is 92. 3 % -

99. 6 %. Nucleotide homogeneity of E2 gene of ten CSFV Shaanxi st rain with E2 gene of Shimen and HCL V

st rain ranged f rom 75. 0 % - 79. 4 %. Amino acid homogeneity of E2 gene of ten CSFV Shaanxi st rains is

90. 0 % - 100 % ,while 78. 9 % - 84. 4 % wit h Shimen st rain and 77. 8 % - 83. 3 % wit h HCL V st rain. The re2
sult s suggested t hat mutation occurred in E2 gene of t hese ten CSFV Shaanxi st rains.
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　　猪瘟 ( Classical swine fever , CSF)是严重危害

养猪业的传染病之一 ,传染性很强 ,致死率较高 ,给

养猪业造成巨大的经济损失 ,国际动物卫生组织早

在 1984 年就将此病列为 A 类传染病之一[1 ] ,我国

也将其列为一类动物疫病。CSF的病原为猪瘟病毒

(Classical swine fever virus ,CSFV) ,其基因组为单

股正链 RNA ,属于黄病毒科、瘟病毒属。CSFV 所

有的结构蛋白 (C (p14) 、Erns (gp48) 、E1 ( gp33) 、E2

(gp53) )和非结构蛋白 ( Npro、P7、NS223 (p125) 、

NS4A、NS4B、NS5A、NS5B)均由基因组中唯一的大

开放阅读框 ( ORF)编码[2 ]。在结构蛋白中 ,由 E2

基因编码的 E2囊膜糖蛋白是最为重要的保护性抗

原 ,其刺激机体产生的中和抗体是疫苗免疫保护力

的物质基础[324 ]。我国上世纪 50年代研制成功的猪

瘟兔化弱毒疫苗 ( HCL V 株) ,具有免疫猪只后产生

抗体快、安全性高、免疫保护期长等优点 ,为我国猪

瘟的防制作出了重大贡献[5 ]。但近几年来 ,猪瘟兔

化弱毒疫苗的免疫效果越来越差 ,慢性、非典型性猪

瘟常常在免疫猪群中发生。究其原因 ,可能是长期

使用疫苗免疫导致 CSFV流行毒株处于强大的免疫

压力下 ,从而使 CSFV 流行毒株逐渐向远离疫苗株

的方向变异[627 ]。因此 ,了解猪瘟病毒流行株的变异

情况 ,对猪瘟流行病学及其防制研究具有重要意义。

为了掌握当前陕西省 CSFV 流行株 E2基因的变异

情况 ,本试验对陕西省部分地区猪瘟的流行情况进

行了调查 ,并对 CSFV 流行株 E2 基因进行了克隆

和序列分析 ,以期为了解当前陕西 CSFV流行株 E2

基因的变异态势提供理论参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　病　料　病料为疑患 CSF猪的脾脏、肾脏、

肝脏和淋巴结组织 ,共 30份 ,其中 10份采自西安市

临潼区和长安区的 2个猪场 ,15 份采自咸阳市泾阳

县和礼泉县的 3 个猪场 ,5 份采自铜川市宜君县某

猪场。

1. 1. 2 　试 　剂 　TRIzol Reagent 购自 Invit rogen

公司 ,AMV 反转录酶 (5 U/μL ) 、HPRI RNA 酶抑

制剂 ( 40 U/μL ) 、T aq DNA 聚合酶 ( 5 U/μL ) 、

dN TP (2. 5 mmol/ L ) 、pMD182T 载体克隆试剂盒、

B am HⅠ(15 U/μL)和 H i ndⅢ(15 U/μL)限制性内

切酶均购自 Ta KaRa 公司 ,UN IQ210 柱式 DNA 胶

回收试剂盒购自生工生物工程 (上海)有限公司 ,

D H5α大肠杆菌购自华美生物科技有限公司。

1. 1. 3　引物的设计与合成　根据 GenBank上发表

的 CSFV Shimen株 ( GenBank登录号为 AF092448)全

基因序列 ,设计了 E2P1/ E2P2 和 E2P3/ E2P4 两对

引物 ,引物序列如下。

E2P1 :5′2GTAACT GGGGCACAA GG23′(2423

～2439 bp) ;

E2P2 : 5′2T TA TCACTA TCA GCCACA GGA2
CA T23′(3524～3504 bp) 。

E2P3 : 5′2TCGACAACCAA T GA GA TA GGG2
3′(2467～2487 bp) ;

E2P4 : 5′2CACA GCCCAAATCCAAA GTCATC 2
3′(2738～2716 bp) 。

引物 E2P1/ E2P2和 E2P3/ E2P4由生工生物工

程 (上海)有限公司合成 ,预期扩增片段长度分别为

1 102 和 272 bp。

1. 2　CSF流行病学调查

对陕西省部分地区 (西安市、咸阳市及宜君县)

的规模化猪场猪群 ,及农户散养猪只中 CSF的发病

情况 ,进行流行病学调查。

1. 3　陕西省 CSFV流行株 RNA的提取

将病料组织采用常规方法充分研磨后离心收集

上清液 , - 70 ℃保存备用。取各病料上清液各 250

μL ,参照 TRIzol Reagent 试剂说明进行总 RNA 的

提取 ,空气中自然干燥。同时分别用疫苗毒和灭菌

水做阳性和阴性对照。

1. 4　陕西省 CSFV 流行株 E2 基因的 R T2PCR扩

增

1. 4. 1　第一链 cDNA 的合成　核酸干燥后用10. 0

μL D EPC 处理水充分溶解 ,加入下游引物 E2P2

(25. 0μmol/ L) 1. 0μL ,置 65 ℃水浴 10 min ,取出

后立即冰浴 5 min ,再分别加入 dN TP 4. 0μL ,5 ×

AMV Buffer 4. 0μL , AMV 0. 5μL , HPR I RNA

酶抑制剂 0. 5μL ,总体积 20. 0μL。42 ℃水浴反转

录 90 min后取出 ,备用。

1. 4. 2　PCR反应　PCR反应体系为 50μL : cDNA

模板 4. 0μL ,超纯水 34. 0μL ,10 ×PCR Buffer 5. 0

μL ,dN TP 4. 0μL ,上、下游引物 (25. 0μmol/ L )各

1. 0μL , T aq DNA聚合酶 1. 0μL。一扩 PCR反应

程序为 :95 ℃预变性 5 min ;94 ℃50 s ,54 ℃60 s ,

72 ℃60 s ,共 35 个循环 ;最后 72 ℃延伸 10 min。

二扩取 10 倍稀释的一扩产物 4. 0μL 作为模板 ,

PCR反应程序为 :95 ℃预变性 5 min ;94 ℃30 s ,58

℃30 s ,72 ℃45 s ,共 35个循环 ;最后 72 ℃延伸 10

min。反应完毕后取 5. 0μL PCR产物进行 10 g/ L
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琼脂糖凝胶电泳 ,在凝胶成像系统中观察并照相。

1. 5　陕西省 CSFV流行株 E2基因的回收、克隆及

测序

按照 UN IQ210 柱式 DNA 胶回收试剂盒说明

回收纯化 PCR产物 ,与 pMD182T载体连接 ,构建重

组质粒 pMD218 T2E2。连接产物转化 D H5α感受态

细胞 ,涂板、挑菌并进行 PCR鉴定。将 PCR鉴定为

阳性的菌液扩大培养 ,碱裂解法小量提取重组质粒

pMD218 T2E2 ,进行 B am H Ⅰ和 Hi nd Ⅲ双酶切鉴

定 ,并将正确的 pMD218 T2E2 送上海生工进行测

序。

1. 6　陕西省 CSFV流行株 E2基因与 E2蛋白序列

的比较分析

利用 DNAstar软件将测序结果与 GenBank 中

发表的 CSFV 代表毒株 HCL V ( GenBank 登录号

A F091507 ) 和 shimen 株 ( GenBank 登 录 号

A F092448)分别进行核苷酸及推导的氨基酸序列同

源性比较分析 ,并绘制系统发生树。

2　结果与分析

2. 1　流行病学调查结果

CSF在陕西省规模化猪场及农户散养的猪只中

时常发生 ,以慢性、非典型性发病为主 ,且时常在免

疫猪群发生。病猪初期体温稍升高 (40～41 ℃) ,结

膜发炎 ,眼角有脓样分泌物 ,食欲不定 ,粪便闭结或

成黑色干粪 ,寒战 ,行走时摇摆 ,容易倒下 ;后期下痢

或粪中带血 ,皮肤苍白色 ,在腹部、两耳、四肢内侧皮

肤有点状或弥漫状出血斑点。病猪迅速消瘦、衰弱 ,

有时突然倒地出现痉挛等症状。病程长达 5～15 d ,

甚至更长。各年龄段猪只均可发病 ,但以 3 月龄或

90日龄以下 ,特别 10日龄以内的仔猪多见 ,育肥猪

和种猪较少发病。发病率较低 ,死亡的多为仔猪 ,较

大的猪一般能耐过。剖检死猪及濒死期病猪可见喉

头粘膜充血 ;口腔粘膜有出血点 ,有时可见溃疡 ,上

附灰白色或黄色的假膜 ;有的胃有出血点 ,可见溃

疡 ,上附灰白色或黄色的假膜 ;回盲瓣和结肠上段部

分出血坏死或有钮扣状溃疡 ,直肠粘膜有出血点 ,有

时有溃疡 ;肠系膜淋巴结肿大出血 ,切面外翻 ;胆囊

粘膜有出血点及溃疡 ;脾脏边缘有红色针尖状出血

点 ,有的有梗死 ;心脏内外膜、喉、膀胱有小点出血 ,

肾脏苍白色 ,并有小点出血。慢性病猪的最显著病

变是大肠粘膜 ,特别是回盲瓣附近有钮扣状溃疡。

母猪感染常表现为产弱胎、死胎、木乃伊胎 ,有的胎

儿产出后发生先天性震颤 ,共济失调。调查中还发

现 ,人们在进行猪瘟免疫接种时 ,使用的免疫剂量常

常是疫苗推荐剂量的 2～3倍 ,而在免疫失败发生猪

瘟时 ,常用推荐剂量 5倍以上的剂量进行紧急接种。

这种不规范使用疫苗的做法是否与免疫失败有关 ,

值得探讨。

2. 2　陕西省 CSFV流行株 E2基因扩增结果

采用上述方法从 30 份病料上清液中成功扩增

了 10株 CSFV流行毒株的 E2基因片段 ,其长度为

272 bp (图 1) ,与预期结果相符 ,分别命名为 SX01、

SX02、SX03、SX04、SX05、SX06、SX07、SX08、SX09

和 SX10。其中 ,SX01～SX03 株来自长安区 , SX04

株来自临潼区 , SX05 株来自泾阳县 , SX06～ SX09

株来自礼泉县 ,SX10株来自宜君县。

图 1　陕西省 CSFV流行株 E2基因 RT2PCR

扩增产物电泳结果 (部分)

M. DL2000 DNA分子质量标准 ; P.阳性对照 ;N.阴性对照 ;

1～5.部分阳性病料 E2基因扩增产物 ;6～9.部分阴性病料扩增产物

Fig. 1　Result of PCR elect ropherogram of E2

gene of CSFV Shaanxi st rain

M. DL2000 DNA marker ; P. Positive cont rol ;N. Negative cont rol ;

1 - 5. Result of some positive ;6 - 9. Result of some negative

2. 3　陕西省 10株 CSFV 流行株 E2基因核苷酸和

E2蛋白氨基酸序列分析

用 DNAstar 软件分析 SX01～SX10 与 HCL V

株、Shimen株的核苷酸和推导氨基酸序列的同源

性。由表 1可知 , 陕西省 10株 CSFV流行株 E2基

因核苷酸序列同源性为 92. 3 %～99. 6 % , SX02 与

SX03及 SX07 与 SX08 同源性最高 (为 99. 6 %) ,

SX04与 SX05同源性最低 (为 92. 3 %) ;陕西 10 株

CSFV 流行株与我国强毒 Shimen 株和疫苗毒

HCL V株 E2 基因核苷酸序列同源性为 75. 0 %～

79. 4 % ,提示流行毒株 E2 基因无论与经典强毒株

还是与疫苗株相比均发生了变异。由表 1 还可知 ,

陕西省 10 株 CSFV 流行株 E2 蛋白氨基酸同源性

为 90. 0 %～100 % ,其中 SX06 与 SX10 E2 基因推

导氨基酸同源性最高 (为 100 %) , SX04 与 SX05 同

源性最低 (为 90. 0 %) ; 10 株 CSFV 流行株与 Shi2
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men和 HCLV株 E2蛋白氨基酸序列同源性分别为

78. 9 %～84. 4 %和 77. 8 %～83. 3 %。说明在氨基

酸水平上 E2 蛋白也有明显的变异。与 HCL V 株

E2蛋白主要抗原区相比 ,陕西 10 株 CSFV 流行毒

株的 729位氨基酸发生了 N →A 或 N →V 的变异 ,

734位氨基酸发生了 K→R的变异。
表 1　陕西省 10株 CSFV流行株 E2基因核苷酸序列及其推导氨基酸序列的同源性

Table 1　Homogeneity of nucleotide and deduced aminon acid sequence of E2 gene of ten CSFV strain f rom Shaanxi %

毒株名称
St rain

SX01 SX02 SX06 SX07 SX08 SX09 SX10 SX03 SX04 SX05 HCLV Shimen

SX01 94. 9 96. 0 95. 6 96. 3 96. 7 95. 6 95. 2 97. 4 93. 8 79. 4 79. 4

SX02 95. 6 96. 0 97. 4 97. 8 96. 7 98. 5 99. 6 94. 5 93. 8 77. 2 77. 2

SX06 97. 8 97. 8 97. 1 97. 4 97. 1 96. 7 96. 3 94. 9 95. 6 77. 9 77. 6

SX07 95. 6 97. 8 97. 8 99. 6 97. 4 97. 4 97. 1 94. 5 94. 9 77. 9 77. 9

SX08 96. 7 98. 9 98. 9 98. 9 98. 2 97. 8 97. 4 95. 2 95. 2 78. 3 78. 3

SX09 96. 7 94. 4 96. 7 94. 4 95. 6 97. 4 97. 1 95. 6 94. 9 78. 3 78. 3

SX10 97. 8 97. 8 100. 0 97. 8 98. 9 96. 7 98. 9 95. 2 94. 5 79. 0 79. 0

SX03 96. 7 98. 9 98. 9 96. 7 97. 8 95. 6 98. 9 94. 9 94. 1 77. 6 77. 6

SX04 97. 8 93. 3 95. 6 93. 3 94. 4 94. 4 95. 6 94. 4 92. 3 77. 9 77. 9

SX05 92. 2 92. 2 94. 4 92. 2 93. 3 91. 1 94. 4 93. 3 90. 0 75. 0 75. 0

HCLV 83. 3 81. 1 83. 3 81. 1 82. 2 82. 2 83. 3 82. 2 82. 2 77. 8 98. 5

Shimen 84. 4 82. 2 84. 4 82. 2 83. 3 83. 3 84. 4 83. 3 83. 3 78. 9 97. 8

　　注 :右上部分为核苷酸序列同源性 ,左下部分为氨基酸序列同源性。

Note : The upper right of content s are t he homogeneity of nucleotide sequence ,and t he lower left of content s are t he homogeneity of deduced

aminon acid sequence.

2. 4　陕西省 10株 CSFV 流行株 E2基因系统发生

树分析

用 DNAstar 软件中的 MegAlign功能 ,绘制陕

西省 10株 CSFV 流行株和 HCLV 株及 Shimen株

的核苷酸系统发生树 ,结果见图 2。从图 2 可以看

出 ,所比较的 12个毒株明显分为两大支 ,10株流行

毒株组成一支 , HCLV株和 Shimen株组成另一支 ,

提示流行毒株和经典毒株亲缘关系较远。

图 2　陕西省 10株 CSFV流行株和参考毒株 E2基因系统发生树

Fig. 2　Phylogenetic t ree of E2 gene of ten CSFV Shaanxi st rains and other reference st rains

3　讨　论

CSF是严重危害我国养猪业的一大传染病 ,常

呈区域性流行或散发。CSF在陕西省的发生一直未

曾停止 ,而且经常在免疫猪群中发生 (免疫失败) ,给

养猪业造成巨大的经济损失。免疫失败的原因以往

认为主要有以下两点 :一是疫苗注射剂量不足 ;二是

持续感染和先天感染。但作者认为 ,目前已基本不

存在疫苗注射剂量不足的问题 ,因为在实际免疫接

种时 ,人们接种的剂量常常是 CSF疫苗推荐剂量的

数倍。因此作者认为 ,导致免疫失败的更主要原因

可能是长期疫苗接种 ,使 CSFV 地方流行株处于强

大的免疫压力下 ,从而使 CSFV 流行毒株逐渐在向

远离疫苗株的方向变异。有研究表明 ,我国 CSFV

流行毒株 E2基因发生了较大变异[627 ]。由于 E2 蛋

白是 CSFV的主要保护性抗原 ,能诱导机体产生保

护性中和抗体 ,流行毒株 E2 基因的变异可能导致

E2蛋白抗原性的改变 ,从而影响疫苗的免疫效果。

因此研究 E2 基因核苷酸序列和 E2 蛋白氨基酸序

列的变异情况 ,对研究 CSFV流行毒株的变异趋势
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具有重要意义[829 ]。本试验对陕西省部分地区 CS2
FV流行株 E2基因核苷酸和 E2蛋白氨基酸序列的

变异情况进行了研究 ,结果发现 ,所克隆的 10 株

CSFV 流行毒株 E2 基因核苷酸序列同源性为

92. 3 %～99. 6 % ,氨基酸序列同源性为 90. 0 %～

100 % ,与疫苗毒 HCL V E2基因同源性为 75. 0 %～

79. 4 % ,氨基酸序列同源性为 77. 8 %～83. 3 %。说

明 ,所克隆的 10株 CSFV 流行毒株 E2基因与疫苗

株亲缘关系较远 ,发生了变异。

Van等[10 ]研究表明 , CSFV E2 蛋白 705 ,710 ,

713 ,729和 734位的氨基酸变异会导致流行毒株发

生免疫逃逸。HCL V疫苗株 E2蛋白在上述 5个位

点的氨基酸分别为 N、L、G、N 和 K。本研究 10 株

CSFV流行毒株与 HCL V 株 E2 主要抗原区相比 ,

其中 729位发生了 N →A 或 N →V 变异 ,734 位发

生了 K→R变异 ,这 2 个位点的变异对流行毒株的

致病性以及疫苗的免疫保护作用有多大程度的影

响 ,尚需进一步研究。

由于各种原因 ,本研究的采样范围还不够大 ,样

本数量还不足够多 ,因此要完全反映陕西省 CSFV

流行株 E2基因的变异情况 ,还需扩大采样范围及

样本数量 ,进行更进一步的研究。
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