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,目的-调查陕甘地区猪场
ZRAE

流行情况*为进一步研究与防控
ZRAE

奠定基础+,方法-根据

W3+S,+K

中
ZRAE

基因序列*设计并合成了
#

对引物*对
D"

个猪场的
D"

份混合样本进行
ZRAE

检测*将阳性样品进

行序列测定分析*同时对
ZRAE

阳性样品进行
"

种常见猪群病毒病检测+,结果-检测出了
ZRAE

阳性样品
&

份*阳

性率为
&<EEX

+其中
I

份样品与其他
"

种常见猪群病毒存在不同程度的混合感染现象*混合感染率
&I<CX

+序列分

析表明*陕甘地区猪场
&

株
ZRAE

基因片段核苷酸同源性在
D&<EX

"

#%%X

*与不同地域参考毒株的同源性在

DI<"X

"

#%%X

+,结论-陕甘地区
$%#C

年样品中即存在
ZRAE

感染*不同地区的
ZRAE

基因同源性较高*遗传稳定'

基因进化树显示不同地域
ZRAE

毒株交叉分布*没有明显的地域特征+
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猪圆环病毒!

Z(*>9+3>9*>(:9*)4

*

ZRA

"是单股

环状
F/5

病毒*直径为
#I+M

*是迄今发现的最小

的动物病毒%

#BE

&

+

ZRA

分为
E

个基因型
ZRA#

.

ZRA$

和
ZRAE

*其中
ZRA#

是在污染的
ZcB#C

细



胞中发现的*不引起细胞病变*对猪无致病性+

ZRA$

主要引起断奶仔猪多系统衰竭综合征.皮炎

肾炎综合征.仔猪先天性震颤和母猪繁殖障碍*是严

重危害养猪业的重要病原%

!B&

&

+

ZRAE

是由
Z,-9+4K9

等%

D

&从患病母猪及流产胎儿体内首次鉴定*其基因

组长
$<%KT

*

ZRAE

与圆环病毒科病毒具有类似基

因组结构和遗传相似性*但与其他圆环病毒衣壳蛋

白氨基酸序列同源性低于
I%X

*因而认为
ZRAE

是

一种新的圆环病毒基因型+

我国学者对国内部分省区的
ZRAE

流行情况进

行了调查*湛洋等%

#%

&对江苏.湖南.湖北疑似猪皮炎

肾炎综合征的病猪组织样品进行
ZRAE

巢式
ZRU

检测*结果在这些病料中检测到
ZRAE

的存在*部分

病料表现为
ZRA$

和
ZRAE

共感染的特性+贺会利

等%

##

&从广西某猪场腹泻死亡仔猪的病料样品中检

测到
ZRAE

并进行了测序分析*发现
#E

株国内

ZRAE

毒株间及
C

株美国
ZRAE

毒株间的
R,

L

基因

序列同源性分别在
D"<DX

"

DD<!X

和
D&<EX

"

DD<CX

+刘晓东等%

#$

&对我国
#%

个省区
#%"

份样品

进行
ZRU

检测*结果表明*安徽.江西.山东.福建.

河南和广西存在
ZRAE

阳性猪场*从
#%"

份样品中

检测出阳性样品
#D

份*样品阳性率为
#&<%X

+庞

笑语等%

#E

&建立了
ZRAEZRU

检测方法*对从河北省

猪场收集的
#"&

份疑似样品进行检验*检出阳性样

品
D

份*表明河北猪群存在
ZRAE

感染+迄今为止*

尚未见到对西北地区猪场
ZRAE

感染情况的调查报

道*本研究拟对陕西省和甘肃省猪场
ZRAE

感染状

况进行检测*并对病毒序列进行测序分析*以期为防

控
ZRAE

在猪群中的蔓延提供技术基础和理论依

据+

#

!

材料与方法

#<#

!

材
!

料

#<#<#

!

病料和血清
!

病料和血清由咸阳职业技术

学院畜牧兽医研究所采集*样品来源猪群存在发热.

呼吸道症状.流产.渐进性消瘦或腹泻等不同临床表

现*共采集
D"

个猪肺脏.肝脏.脾脏.肠道.流产胎儿

与血清样本*样品中组织病料共
&C

份*血清样品共

##

份+其中陕西陕南地区
$$

份.关中地区
EC

份.

陕北地区
$E

份*甘肃
#"

份+每个猪场的组织病料

按照脏器种类研磨处理*

#E%%%

%

离心
#%M9+

*收集

上清液*与血清样品同置于
PI%b

冰箱保存备用+

#<#<$

!

试剂与仪器
!

F/594(U3,

a

3+0

.

U/594(

L

-)4

.

*/+

A

F/5

聚合酶.

@/VZ

.

L

]F#&BV

载体等

分子生物学试剂购自宝生物工程!大连"有限公司*

无水乙醇.异丙醇和氯仿等化学试剂为国产分析纯

级试剂*

F[C

$

感受态细胞.超纯水为实验室自制+

ZRU

仪为美国
5SH

公司生产的
DI%%

型*高速冷冻

离心机为
=9

a

M,

公司
#B#Cc

型*凝胶成像系统为英

国
=O/W?/?

公司产品+

#<$

!

方
!

法

#<$<#

!

引物设计与合成
!

参考
W3+S,+K

上公开的

ZRAE

全基因组序列*包括
WF$%#"

株!登录号

cO!#&"%"

".

RR$%#"

株!登录号
cO!$#E!&

".

5+B

1)9B#!

株!登录号
]7%&!DD!

".

WFSY#

株!登录号

]7!%C$I$

"和
Ẁ ['#

株!登录号
]7!%C$IE

"*经过

综合分析比对*设计
$

条引物*其序列为*

ZRAEB7

#

CdBVVW55RWWVWWWWVR5V5VWVWVBEd

!

#!!CP

# !"I

"'

ZRAEBU

#

CdB5W5VW555WVV5R5RVB

R5WRRRBEd

!

#IE!P#I#E

"*预期扩增片段长度
$D%

T

L

+引物由生工生物工程!上海"有限公司合成*工

作浓度为
$%

#

M(-

$

Y

+

#<$<$

!

其他
"

种常见猪病毒病检测引物的合成
!

为了查明
ZRAE

阳性样品中是否存在其他常见猪病

毒的混合感染*按照文献%

#!B#&

&的方法*合成了猪

瘟病毒!

R=7A

".猪伪狂犬病病毒!

ZUA

".猪繁殖与

呼吸 综合 征病 毒 !

ZUU=A

".猪 圆 环 病 毒
$

型

!

ZRA$

".流行性腹泻病毒!

Z?FA

"和传染性胃肠炎

病毒!

VW?A

"检测引物*用于对
ZRAE

阳性样品进

行这
"

种病原的
ZRU

$

UVBZRU

检测分析+

#<$<E

!

样品中
F/5

的提取
!

吸取病料上清液或

血清
#%%

#

Y

于无菌
#<CMY

离心管中*加入
F/59B

4(U3,

a

3+0I%%

#

Y

*颠倒混匀后静置裂解
#%M9+

*加

入
"%%

#

YP$%b

保存的无水乙醇*混匀后沉淀
#%

M9+

+

!b

.

#E%%%

%

离心
#%M9+

*弃去上清*加入
#

MYP$%b

保存的体积分数
I%X

乙醇*轻轻颠倒数

次*弃去清洗的乙醇*

E%%%

%

离心
#M9+

*用移液器

吸去残留在管底的乙醇*离心管倒置在无菌滤纸上

干燥
$M9+

*用
!%

#

Y

超纯水充分吹打溶解
F/5

*即

得到用于核酸扩增的
F/5

模板+

#<$<!

!

样品中
ZRAE

的检测
!

取上述
F/5

模板*

进行
ZRAE

目的基因扩增+

$C<%

#

Y

反应体系中*

F/5

模板
$<%

#

Y

*

#%gZRUS)..3*$<C

#

Y

*

@/VZ

$<%

#

Y

*

ZRAEB7

.

ZRAEBU

.

*/+

A

F/5

聚合酶各
%<C

#

Y

*超纯水
#I<%

#

Y

*混合均匀+

ZRU

条件为#

DCb

预变性
CM9+

'

D!b!%4

变性*

C&b

退火
!C4

*

I$b

延伸
!C4

*共进行
EC

个循环'循环结束后
I$b

延伸

#%M9+

+反应完成后取
C<%

#

YZRU

产物*进行
#C
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$

Y

琼脂糖凝胶电泳*凝胶成像系统中照相观察+

#<$<C

!

ZRAE

阳性样品中
"

种常见猪病毒的检测

!

直接用
ZRAE

阳性样品
F/5

模板进行
ZRA$

和

ZUA

检测*试验条件见参考文献%

#C

*

#&

&+

R=7A

.

ZUU=A

.

Z?FA

和
VW?A!

种
U/5

病毒检测*首

先进行
U/5

提取与第一链
>F/5

的合成*在
#<C

MY

无菌无
U/5

酶离心管中加入
ZRAE

阳性病料

上清或血清
$C%

#

Y

*加
IC%

#

YU/594(

L

-)4

裂解

#%M9+

*再加
$%%

#

Y

氯仿后剧烈振摇乳化*静置
#%

M9+

后于
!b

.

#E%%%

%

离心
#%M9+

'吸取
"%%

#

Y

上清液置入另一离心管中*加入
IC%

#

Y

异丙醇混匀

后在
P$% b

沉淀
$%M9+

'

! b

.

#E%%%

%

离心
#%

M9+

*弃去上清液*加入
#MY

体积分数
ICX

乙醇洗

涤
#

次*弃去乙醇*倒置离心管自然干燥即得总

U/5

*然后按照参考文献%

#!

*

#"

*

#&

&的体系与条件

进行
R=7A

.

ZUU=A

.

Z?FA

和
VW?A

检测+

#<$<"

!

ZRAE

基因片段序列分析
!

将
ZRAE

阳性

ZRU

产物纯化回收*连接
L

]F#&BV

载体*转化

F[C

$

感受态细胞*经
5M

L

筛选*挑取单个菌落*空

气浴摇床
EIb

摇动培养
#$1

*菌液
ZRU

鉴定为阳

性的菌液送生工生物工程!上海"有限公司测序+从

W3+S,+K

上下载美国.韩国.意大利.巴西及我国不

同地区
ZRAE

参考序列
$%

个*将参考序列统一按照

ZRAE

扩增引物位置进行截短*用
F/5=0,*

软件进

行序列比对分析*并构建进化树+

$

!

结果与分析

$<#

!

样品中
ZRAE

的检测结果

通过
ZRU

扩增与电泳*从
D"

个猪场的组织样

品或血清中检测出
&

份样品!组织
"

份*血清
$

份"

出现
$D%T

L

的目的条带*即有
&

份阳性结果!图
#

"*

ZRAE

阳性率为
&<EEX

+

]<F/5

分子质量标准'

E

*

D

*

#E

*

#I<ZRAE

阳性样品!

E

*

D

*

#E

为组织样品*

#I

为血清样品"'

#

*

$

*

!

*

C

*

"

*

I

*

&

*

#%

*

##

*

#$

*

#!

*

#C

*

#"

*

#&

*

#D<ZRAE

阴性样品

]<F/5 ],*K3*

'

E

*

D

*

#E,+@#I<Z(4909:34,M

L

-34(.ZRAE

!

E

*

D

*

#E<V944)34,M

L

-34

*

#I<=3*)M4,M

L

-3

"'

#

*

$

*

!

*

C

*

"

*

I

*

&

*

#%

*

##

*

#$

*

#!

*

#C

*

#"

*

#&,+@#D</3

a

,09:34,M

L

-34(.ZRAE

图
#

!

部分猪场样品
ZRAE

检测结果

79

a

<#

!

?-3>0*(

L

1(*3494@303>09(+ZRAE.*(M4(M34,M

L

-34

!!

&

份阳性样品来源与分布见表
#

+从表
#

可见*

陕西和甘肃地区猪场均有
ZRAE

阳性场*

$%#CP

$%#I

年均有
ZRAE

阳性样品检出*样品来源多样*

包括小肠及内容物.流产胎儿.肺脏.肝脏.脾脏以及

血清等+

表
#

!

陕甘地区
ZRAE

阳性样品来源与分布情况

V,T-3#

!

=()*>34,+@@940*9T)09(+(.ZRAE

L

(4909:34,M

L

-349+=1,,+\9,+@W,+4)

样品编号

=,M

L

-3+)MT3*

毒株名称

=0*,9++,M3

来源地点
!!!

Y(>,09(+

!!!

样品类型

=,M

L

-30

;L

3

发病特点

F943,43>1,*,>03*9409>4

采样年份

=,M

L

-9+

a

09M3

#$ #$BZRAE

陕西宁强县

/9+

aQ

9,+

a

*

=1,,+\9

小肠及内容物

=M,--9+03409+3,+@>(+03+04

腹泻
F9,**13, $%#I

$% $%BZRAE

陕西兴平市

9̀+

aL

9+

a

*

=1,,+\9

流产胎儿
5T(*09(+.30)4

母猪流产
=(2,T(*09(+ $%#I

$C $CBZRAE

陕西西乡县

9̀\9,+

a

*

=1,,+\9

肺脏.肝脏和脾脏

Y)+

a

*

-9:3*,+@4

L

-33+

败血症
=3

L

09>3M9, $%#I

EC ECBZRAE

甘肃古浪

W)-,+

a

*

W,+4)

小肠及内容物

=M,--9+03409+3,+@>(+03+04

腹泻
F9,**13, $%#"

!% !%BZRAE

陕西延安市

O,+

3

,+

*

=1,,+\9

小肠及内容物

=M,--9+03409+3,+@>(+03+04

腹泻
F9,**13, $%#I

C& C&BZRAE

陕西户县

[)\9,+

*

=1,,+\9

血清
=3*)M

母猪流产
=(2,T(*09(+ $%#I

CD C&BZRAE

陕西扶风县

7).3+

a

*

=1,,+\9

肺脏.肝脏和脾脏

Y)+

a

*

-9:3*,+@4

L

-33+

败血症
=3

L

09>3M9, $%#C

&" &"BZRAE

甘肃天水市

V9,+41)9

*

W,+4)

血清
=3*)M

败血症
=3

L

09>3M9, $%#C
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$<$

!

ZRAE

阳性样品中
"

种常见猪病毒检测结果

应用
ZRU

$

UVBZRU

技术对
&

份
ZRAE

阳性样

品进 行
ZRA$

.

ZUA

.

R=7A

.

ZUU=A

.

Z?FA

和

VW?A

检测*检测结果见表
$

+

表
$

!

ZRAE

阳性样品中其他
"

种病毒检测结果

V,T-3$

!

U34)-04(."(013*:9*)403404.(*ZRAE

L

(4909:34,M

L

-34

样品编号

=,M

L

-3+)MT3*

毒株名称

=0*,9++,M3

ZRAE ZRA$ ZUA R=7A ZUU=A Z?FA VW?A

#$ #$BZRAE f P P P P f P

$% $%BZRAE f f P P P P P

$C $CBZRAE f f f P f P P

EC ECBZRAE f P P P P f f

!% !%BZRAE f P P P P f P

C& C&BZRAE f P P P P P P

CD CDBZRAE f P f P P P P

&" &"BZRAE f f P P f P P

!!

注#(

f

)表示阳性*(

P

)表示阴性+

/(03

#(

f

)

9+@9>,034

L

(4909:3

L

,01(

a

3+@303>09(+

*

,+@

(

P

)

9+@9>,034+3

a

,09:3

L

,01(

a

3+@303>09(+<

!!

从表
$

结果可以看出*在检测的
I

种病原中*

ZRAE

单一感染的仅
#

份!

C&

号"*其他均为混合感

染*混合感染率为
&I<CX

!

I

$

&

"+

$C

号样品的病原

最为复杂*存在
ZRAE

.

ZRA$

.

ZUA

和
ZUU=A

四重

混合感染+与
ZRAE

混合感染机率最大的是
ZRA$

与
Z?FA

*均为
EI<CX

!

E

$

&

"+

$<E

!

ZRAE

基因片段序列分析比对结果

&

株
ZRAE

流行毒株与
$%

株参考毒株核苷酸

和氨基酸序列的同源性比对见表
E

+

表
E

!

&

株
ZRAE

流行毒株与
$%

株参考毒株核苷酸和氨基酸序列的同源性比对

V,T-3E

!

/)>-3(09@3,+@,M9+(,>9@1(M(-(

a;

(.&ZRAE3

L

9@3M9>40*,9+49+

=1,,+\9,+@W,+4),+@$%*3.3*3+>343

Q

)3+>34

序号

/(<

# $ E ! C " I & D #% ## #$ #E #!

# D&<E D&<" D&<" #%%<% DD<E D&<" D&<E D&<" D&<E D&<" DD<% DD<% D&<"

$ DC<& DD<% DD<% D&<E DD<% DD<% #%%<% D&<E D&<" D&<E D&<E D&<E DI<D

E D"<D D"<D DD<E D&<" DD<E DD<E DD<% D&<" DD<% D&<" D&<" D&<" D&<E

! D"<D D"<D DI<D D&<" DD<E DD<E DD<% D&<" DD<% D&<" D&<" D&<" D&<E

C #%%<% DC<& D"<D D"<D DD<E D&<" D&<E D&<" D&<E D&<" DD<% DD<% D&<"

" DD<% D"<D DI<D DI<D DD<% DD<E DD<% DD<E DD<% DD<E DD<E DD<E DD<%

I D"<D D"<D DI<D DI<D D"<D DI<D DD<% D&<" DD<I D&<" DD<E DD<E DD<%

& DC<& #%%<% D"<D D"<D DC<& D"<D D"<D D&<E D&<" D&<E D&<E D&<E DI<D

D D"<D D!<& DC<& DC<& D"<D DC<& DC<& D!<& D&<E DD<E D&<" D&<" D&<E

#% DC<& DC<& D"<D D"<D DC<& D"<D DD<% DC<& D!<& D&<E DD<% DD<% D&<"

## D"<D D!<& DC<& DC<& D"<D DC<& DC<& D!<& DI<D D!<& D&<" D&<" D&<E

#$ DI<D D!<& DC<& DC<& DI<D DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& #%%<% DD<I

#E DI<D D!<& DC<& DC<& DI<D DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& #%%<% DD<I

#! D"<D DE<& D!<& D!<& D"<D D!<& D"<D DE<& D!<& DC<& D!<& DD<% DD<%

#C DI<D D!<& DC<& DC<& DI<D DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& #%%<% #%%<% DD<%

#" DI<D D!<& DC<& DC<& DI<D DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& #%%<% #%%<% DD<%

#I DI<D D!<& DC<& DC<& DI<D DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& #%%<% #%%<% DD<%

#& D"<D D!<& DC<& DC<& D"<D DC<& DC<& D!<& DI<D D!<& DI<D DC<& DC<& D!<&

#D DI<D DC<& D"<D D"<D DI<D D"<D DD<% DC<& D"<D DI<D D"<D DD<% DD<% DI<D

$% D"<D D"<D DI<D DI<D D"<D DI<D DI<D D"<D DI<D D"<D DI<D DC<& DC<& D!<&

$# DC<& DI<D D"<D D"<D DC<& D"<D DD<% DI<D D!<& DI<D D!<& D"<D D"<D DC<&

$$ D"<D D"<D DI<D DI<D D"<D DI<D #%%<% D"<D DC<& DD<% DC<& DI<D DI<D D"<D

$E DD<% D!<& DC<& DC<& DD<% DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& DD<% DD<% DI<D

$! DD<% D!<& DC<& DC<& DD<% DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& DD<% DD<% DI<D

$C DE<& DE<& D!<& D!<& DE<& D!<& D"<D DE<& D$<I DC<& D$<I D!<& D!<& DE<&

$" DD<% D!<& DC<& DC<& DD<% DC<& DI<D D!<& DC<& D"<D DC<& DD<% DD<% DI<D

$I DC<& DE<& D!<& D!<& DC<& D!<& D"<D DE<& D!<& DC<& D!<& D"<D D"<D DC<&

$& D!<& D!<& DC<& DC<& D!<& DC<& DI<D D!<& DE<& D"<D DE<& DC<& DC<& D!<&
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表
E

!续"

!

R(+09+)3@0,T-3E

序号

/(<

#C #" #I #& #D $% $# $$ $E $! $C $" $I $&

# DD<% DD<% DD<% D&<" DD<% D&<" D&<E D&<" DD<E DD<E DI<" DD<E D&<E DI<D

$ D&<E D&<E D&<E D&<E D&<" DD<% DD<E DD<% D&<E D&<E DI<D D&<E DI<D D&<E

E D&<" D&<" D&<" D&<" DD<% DD<E DD<% DD<E D&<" D&<" D&<E D&<" D&<E D&<"

! D&<" D&<" D&<" D&<" DD<% DD<E DD<% DD<E D&<" D&<" D&<E D&<" D&<E D&<"

C DD<% DD<% DD<% D&<" DD<% D&<" D&<E D&<" DD<E DD<E DI<" DD<E D&<E DI<D

" DD<E DD<E DD<E DD<E DD<I DD<E DD<% DD<E DD<E DD<E D&<E DD<E DD<% D&<"

I DD<E DD<E DD<E D&<" DD<I DD<E DD<I #%%<% DD<E DD<E DD<% DD<E DD<% DD<E

& D&<E D&<E D&<E D&<E D&<" DD<% DD<E DD<% D&<E D&<E DI<D D&<E DI<D D&<E

D D&<" D&<" D&<" DD<E DD<% DD<E D&<E D&<" D&<" D&<" DI<" D&<" D&<E DI<D

#% DD<% DD<% DD<% D&<E DD<E DD<% DD<E DD<I DD<% DD<% D&<" DD<% D&<" DD<%

## D&<" D&<" D&<" DD<E DD<% DD<E D&<E D&<" D&<" D&<" DI<" D&<" D&<E DI<D

#$ #%%<% #%%<% #%%<% D&<" DD<I D&<" DD<% DD<E DD<I DD<I D&<E DD<I DD<% D&<"

#E #%%<% #%%<% #%%<% D&<" DD<I D&<" DD<% DD<E DD<I DD<I D&<E DD<I DD<% D&<"

#! DD<I DD<I DD<I D&<E DD<E D&<E D&<" DD<% DD<E DD<E DI<D DD<E D&<" D&<E

#C #%%<% #%%<% D&<" DD<I D&<" DD<% DD<E DD<I DD<I D&<E DD<I DD<% D&<"

#" #%%<% #%%<% D&<" DD<I D&<" DD<% DD<E DD<I DD<I D&<E DD<I DD<% D&<"

#I #%%<% #%%<% D&<" DD<I D&<" DD<% DD<E DD<I DD<I D&<E DD<I DD<% D&<"

#& DC<& DC<& DC<& DD<% DD<E D&<E D&<" D&<" D&<" DI<" D&<" D&<E DI<D

#D DD<% DD<% DD<% D"<D DD<% DD<E DD<I DD<% DD<% D&<" DD<% D&<" DD<%

$% DC<& DC<& DC<& DI<D D"<D DD<% DD<E DD<I DD<I D&<E DD<I DD<% D&<"

$# D"<D D"<D D"<D D!<& DI<D D"<D DD<I DD<% DD<% D&<" DD<% D&<" DD<%

$$ DI<D DI<D DI<D DC<& DD<% DI<D DD<% DD<E DD<E DD<% DD<E DD<% DD<E

$E DD<% DD<% DD<% DC<& D"<D DD<% D"<D DI<D #%%<% D&<E #%%<% DD<% D&<"

$! DD<% DD<% DD<% DC<& D"<D DD<% D"<D DI<D #%%<% D&<E #%%<% DD<% D&<"

$C D!<& D!<& D!<& D$<I DC<& D!<& DC<& D"<D D!<& D!<& D&<E DI<D D&<E

$" DD<% DD<% DD<% DC<& D"<D DD<% D"<D DI<D #%%<% #%%<% D!<& DD<% D&<"

$I D"<D D"<D D"<D D!<& DC<& D"<D DC<& D"<D D"<D D"<D DE<& D"<D D&<E

$& DC<& DC<& DC<& DE<& D"<D DC<& D"<D DI<D DC<& DC<& D!<& DC<& D!<&

!!

注#右上角为核苷酸同源性*左下角为氨基酸同源性+

#

"

$&

分别代表我国的
#$BZRAE

.

$%BZRAE

.

$CBZRAE

.

ECBZRAE

.

!%BZRAE

.

C&B

ZRAE

.

CDBZRAE

.

&"BZRAE

.

ZRAER/5+1)9B#!

.

ZRAER/R1(+

aQ

9+

a

B#C"

.

ZRAER/7)

J

9,+B#$

.

ZRAER/WFSY#

.

ZRAER/WFYR#

.

ZRAER/WF_W#

.

ZRAER/ WF='#

.

ZRAER/ Ẁ ['#

.

ZRAER/ Ẁ Y'#

.

ZRAER/ [3+,+B#E

.

ZRAER/'9,+

a

\9BS#

.

ZRAER/

=1,+@(+

a

B#

毒株*韩国的
ZRAEc8B#"%&

.

ZRAEc8B#"%D

毒株*巴西的
ZRAEBSUU=&

毒株*我国的
ZRAEBR[/RR$%#"

.

ZRAEBR[/

WF$%#"

毒株*意大利的
ZRAEBHV]/$%#I

毒株*美国的
ZRAEB8=]/$%#"

.

ZRAEB8=]G$%#C

毒株+

/(03

#

/)>-3(09@31(M(-(

a;

9+013)

LL

3**9

a

10>(*+3*,+@,M9+(,>9@1(M(-(

a;

9+013-(23*-3.0>(*+3*<=0*,9+4#P$&,*3$BZRAE

*

$%BZRAE

*

$CBZRAE

*

ECBZRAE

*

!%BZRAE

*

C&BZRAE

*

CDBZRAE

*

&"BZRAE

*

ZRAER/ 5+1)9B#!

*

ZRAER/R1(+

aQ

9+

a

B#C"

.

ZRAER/7)

J

9,+B#$

*

ZRAER/WFSY#

*

ZRAER/WFYR#

*

ZRAER/WF_W#

*

ZRAER/WF='#

*

ZRAER/Ẁ ['#

*

ZRAER/Ẁ Y'#

*

ZRAER/[3+,+B

#E

*

ZRAER/'9,+

a

\9BS#

*

ZRAER/=1,+@(+

a

B#

*

ZRAEc8B#"%&

*

ZRAEc8B#"%D

*

ZRAEBSUU=&

*

ZRAEBR[/RR$%#"

*

ZRAEBR[/

WF$%#"

*

ZRAEBHV]/$%#I

*

ZRAEB8=]/$%#"

*

,+@ZRAEB8=]G$%#C<

!!

从表
E

可见*

$&

株
ZRAE

基因片段核苷酸同源

性在
DI<"X

"

#%%X

*同 源 性 最 低 的 是
R[/

WF$%#"

!

cO!$#E!I

"与
#$BZRAE

.

!%BZRAE

.

5+1)9B

#!

!

]7%&!DD!

".

7)

J

9,+B#$

!

cO%ICD&I

".

[3+,+B#E

!

cO%ICD&&

"*同源性均为
DI<"X

+陕甘地区猪场
&

株
ZRAE

基因片段核苷酸同源性在
D&<EX

"

#%%X

*其中
#$BZRAE

与
!%BZRAE

.

$%BZRAE

与
&"B

ZRAE

同源性均为
#%%X

*

#$BZRAE

与
$%BZRAE

同

源性最低*为
D&<EX

+推导氨基酸序列比较*参比

序列同源性为
D$<IX

"

#%%X

*测定的
&

株
ZRAE

基因片段氨基酸同源性为
DC<&X

"

#%%X

+

图
$

显示*基因进化树上不同来源的
ZRAE

并

没有显著的地域特征*我国不同地区.美国.韩国.意

大利和巴西
ZRAE

毒株交叉分布*提示不同区域

ZRAE

毒株亲缘关系很近*推测
ZRAE

毒株可能具

有同一起源+

$&

个毒株中*仅有
R[/ WF$%#"

与

其他毒株遗传距离较远*形成了一个单独的进化分

支*其余
$I

株均处在同一个大的进化分支上+
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图
$

!

ZRAE

基因进化树

79

a

<$

!

?:(-)09(+0*33(.ZRAE

a

3+3

E

!

讨
!

论

由于
ZRAE

是
$%#"

年才首次鉴定的猪圆环病

毒新的血清型*迄今还未见成功分离病毒的报道*因

此对
ZRAE

的病原特征.传播方式.致病机理等方面

仍然不甚了解%

#DB$E

&

+本研究参考
W3+S,+K

上公开

的
ZRAE

全基因组序列*设计了
#

对引物*通过对陕

甘地区
D"

个猪场样本进行检测和测序分析*成功获

得了
&

株
ZRAE

流行毒株基因片段*阳性率为

&<EEX

*研究证实在陕西和甘肃猪场中存在
ZRAE

感染*并发现
$%#C

年采集的样品中就存在
ZRAE

*

$%#"

.

$%#I

年也连续检出
ZRAE

阳性样品+国内有

学者通过公开的
ZRAE

序列设计引物进行盲检*同

样发现猪场感染
ZRAE

%

#%B#!

*

$!

&

*与本研究结果基本

一致+从样品来源来看*小肠及内容物.流产胎儿.

肺脏.肝脏.脾脏和血清中均检测到
ZRAE

*提示

ZRAE

在猪体组织中分布广泛*检测时可灵活采样+

对这
&

份
ZRAE

阳性样本进行
ZRA$

.

ZUA

.

R=7A

.

ZUU=A

.

Z?FA

和
VW?A

检测*发现混合感染率为

&I<CX

*混感病原种类复杂*包括
ZRA$

.

ZUA

.

ZUU=A

.

Z?FA

和
VW?A

*因而难以推测
ZRAE

与

腹泻.母猪流产与败血症之间的联系*揭示
ZRAE

的

致病性仍需进一步的病原分离与攻毒试验来证实+

基因序列分析表明*

$&

株
ZRAE

基因片段核苷酸同

源性在
DI<"X

"

#%%X

*陕甘地区猪场
&

株
ZRAE

基因片段核苷酸同源性为
D&<EX

"

#%%X

*氨基酸

同源性为
DC<&X

"

#%%X

+不同地区的
ZRAE

基因

同源性高*显示
ZRAE

遗传稳定%

$C

&

+基因进化树显

示我国不同省份.美国.韩国.意大利和巴西
ZRAE

毒株交叉分布*没有显著的地域特征*推测
ZRAE
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阳性
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