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摘要：２０１１年初开始，猪伪狂犬病（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ，ＰＲ）在河南省及周边省份再次突然出现严重暴发。为查明原因，应
用ＰＲＶ　ｇＥ抗体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒对２０１１年１月至２０１３年５月送检的１６　８００份猪血清、９０５份猪流行性腹泻病
毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）“返饲”病料和５６份ＰＲ基因缺失活疫苗分别进行野毒感染检测，通过

ＰＣＲ方法对１１株ＰＲＶ新流行毒株的ＴＫ、ｇＥ基因进行序列测定与分子特征分析，同时对这些毒株的毒价测定、免
疫攻毒保护试验以及疫苗效价测定等开展研究。结果显示，ＰＲＶ野毒感染阳性猪场检出率高达６８．０６％，血清总
阳性率为３８．４７％，种母猪、种公猪、后备猪和商品猪的阳性率分别为４０．１２％、３０．８８％、５４．６７％和２６．５２％；新流
行毒株聚在同一进化分支，均属于强毒株，但毒力较经典毒株变化不大，ｇＥ基因长度均为１　７８７ｂｐ，ＴＫ基因长度均
为９６３ｂｐ，与不同年代中国参考毒株的核苷酸、氨基酸序列同源性分别为９８．２％～９９．８％、９７．１％～９９．８％和

９８．９％～９９．６％和９７．５％～９９．４％；商品疫苗对新流行毒株的保护率为１００％；疫苗和“返饲”病料中，ＰＲＶ野毒阳
性检出率分别为０％和４０．４４％。研究结果证实，２０１１年后河南省及周边省份猪群中，ＰＲＶ野毒感染率大幅攀升；

ＰＲＶ新流行毒株的主要毒力基因并未发生明显变异；疫苗中未存在ＰＲＶ野毒污染，而且可完全抵抗新流行毒株的
攻击；种公猪、后备猪普遍带毒和ＰＥＤＶ“返饲”病料中严重污染野毒是造成２０１１～２０１３年间河南省及周边省份猪
群中ＰＲＶ大面积感染和疫情暴发的主要因素。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｃｈｕａｎｑ＠１６３．ｃｏｍ

　　伪狂犬病（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ，ＰＲ）是由伪狂犬病病
毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）引起的一种急性传染
病，临床上以发热、奇痒及脑脊髓炎为特征［１－２］。多
种家畜和野生动物均可感染［３］，以猪发病后危害最
为严重，可致使妊娠母猪流产、产死胎及木乃伊胎，
并造成返情比例增高，公猪则表现为睾丸炎，种用性
能降低或丧失［４］。ＰＲＶ属于疱疹病毒科（Ｈｅｒｐｅｓ－
ｖｉｒｉｄａｅ）α－疱疹病毒亚科，基因组为线状双股ＤＮＡ，

毒力由几种基因协同控制，其中胸腺激酶（ＴＫ）和糖
蛋白ｇＥ对毒力表达具有决定性的作用［５］。ＴＫ基
因与病毒在机体中的潜伏感染和在神经组织中的增

殖有关，一旦失活，病毒毒力将丧失或明显降低［６－７］。

ｇＥ基因则决定ＰＲＶ从细胞上释放和细胞间传播，
并促进其进入中枢神经系统和在其中转运扩散，这

对ＰＲＶ的毒力至关重要［８］。多年来，中国坚持应用
基因缺失活疫苗配合野毒感染监测技术来防制该

病，取得了卓越成效，危害一度曾被养猪业忽视。

２０１１年初至今，ＰＲＶ又在中国猪场中出现大面积
感染现象，一些常年监测为阴性的猪场，短短数月内
猪群突然间转为阳性，其中母猪群阳性率可达到

３０％～４０％，中大猪几乎１００％阳转，疫情并有日趋
扩大和加重之势。河南省及其周边省份是中国养猪
集聚区，年出栏量多年稳居全国前列，也是此次疫情
发生和流行最为严重的区域之一，损失惨重。究竟
是何种原因引起猪群中ＰＲＶ突然大面积感染和疫
情快速反弹，是当前兽医界和养猪业迫切需要解决
的一个重大问题。本研究旨在通过ＰＲＶ野毒感染
监测和新流行毒株主要毒力基因的分子特征开展研

究，以期对病因进行探索，为该病针对性防制措施的
制定提供参考。

材料与方法

１　样品来源　待检样品为２０１１年１月至２０１３年

５月间河南省及周边省份（山西省、山东省和安徽
省）的８８６个猪场送检的血清，共计１６　８００份。其
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中规模化猪场血清共１４　００５份，包括经产母猪血清

６　５８２份，成年公猪血清１　１９０份，后备猪（包括公、
母猪）血清２　７０５份，商品猪３　５２８份；中小型猪场血
清共２　７９５份，包括经产母猪血清１　７６４份，成年公
猪血清１７０份，后备猪（包括公、母猪）血清１８５份，
商品猪６７６份。待检病料采集自１２７个猪流行性腹
泻病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）监
测呈阳性的猪场送检的９０５份发病仔猪的小肠组
织，冻存待用。

２　检测试剂盒和主要试剂　ＰＲＶ　ｇＥ抗体ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒购自美国ＩＤＥＸＸ生物科技有限公司，

ＰＲＶ　ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒购自武汉科前动物生
物制品有限责任公司。ＤＮＡ提取试剂盒由北京百
泰克公司提供；ＥｘＴａｑ　ＤＮＡ 聚合酶、ｐＭＤ１８－Ｔ载
体和ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ等购自宝生物工程（大连）有
限公司；ＰＲ基因工程缺失活疫苗购自某生物制品
厂，每 头 份 中 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 株 病 毒 含 量 ≥１０５．５

ＴＣＩＤ５０。

３　野毒感染检测　应用ＰＲＶ　ｇＥ抗体ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒对送检血样进行ＰＲＶ野毒感染检测。

４　新流行毒株毒价测定及免疫攻毒保护试验　
２０１１～２０１３年从河南省及周边省份发病猪场送检
的疑似病料中分离到１１株ＰＲＶ新流行毒株，分别
在ＰＫｌ５细胞上连传５～８代，出现典型细胞病变后
备用。各毒株的毒价测定按参考文献［９］进行。选取
毒力最强的２株 ＰＲＶ 新流行毒株（ＮＹＸＹ 株和

ＰＹＱＦ２０１３株）进行免疫攻毒保护试验，即是将２０
头试验猪只分为５组，每组４头，其中１、２组为试验
组，第３、４、５组为对照组。第１、２组分别颈部肌肉
注射所购商品疫苗１头份／头，第３、４组为攻毒对照
组（不免疫只攻毒），第５组为正常对照组（不免疫不
攻毒）。免疫４周后采血并分离血清，应用 ＰＲＶ
ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒检测抗体，记录检测结果。
免疫４周后进行攻毒，攻毒剂量为每头仔猪肌肉注
射３ｍｌ，同时滴鼻３ｍｌ。每头仔猪于攻毒当日称
重，３周后再称重，逐日观察３周，记录各组猪只临
床反应情况，根据仔猪发病判定标准计算保护
率［１０］。

５　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ收录的ＰＲＶ　ｇＥ、ＴＫ
基因序列，应用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件分别设计
引物，由上海生工生物工程公司合成。

ｇＥ基因扩增引物为Ｐ１：５－ｇａｇ　ａｃｃ　ａｔｇ　ｃｇａ　ｃｃｃ
ｔｔｔ－３，Ｐ２：５－ｇｔｇ　ｇｇｇ　ａｔｇ　ｔｃｇ　ｇａａ　ｔｇｃ－３，预计扩增片
段长度约为１　７８７ｂｐ，包括一个从 ＡＴＧ到ＴＡＡ的

完整ｇＥ阅读框。

ＴＫ基因扩增引物为Ｐ３：５－ａｔｇ　ｃｇｃ　ａｔｃ　ｃｔｃ　ｃｇｇ
ａｔｃ　ｔａｃ　ｃｔｃ－３，Ｐ４：５－ｔｃａ　ｃａｃ　ｃｃｃ　ｃａｔ　ｃｔｃ　ｃｇａ　ｃｇｔ　ｇ－３，
预计扩增片段长度约为９６３ｂｐ。

ｇＥ基因检测用引物为Ｐ５：５－ｔｔｇ　ｇａｔ　ｃｃｃ　ｔｔｔ　ｃｃｇ
ｃｃｇ　ａｇａ　ｃｇａ　ｃｃｃ－３，Ｐ６：５–ｃｇｇ　ａａｇ　ｃｔｔ　ｃｇｃ　ｇｇｇ　ｔｇｇ
ｔａｇ　ａｔｇ　ｃａｇ－３，预计扩增片段长度约为８０８ｂｐ。

６　ｇＥ、ＴＫ基因的ＰＣＲ扩增及测序分析　取１１株

ＰＲＶ新流行毒株培养液，按照ＤＮＡ提取试剂盒说
明书操作，分别提取总ＤＮＡ，并按照以下参数进行

ｇＥ、ＴＫ基因的ＰＣＲ扩增：

ｇＥ基因的 ＰＣＲ 反应总体积为 ５０μｌ，其中

ｄｄＨ２Ｏ　１３μｌ，２×ＧＣ　ｂｕｆｆｅｒ　２５μｌ，模板２μｌ，ｄＮＴＰ
混合物７μｌ，Ｐ１和Ｐ２各１μｌ，ＥｘＴａｑ　ＤＮＡ聚合酶１

μｌ。反应条件为９６℃５ｍｉｎ，９５℃５０ｓ，５８℃１ｍｉｎ，

７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＴＫ基因的 ＰＣＲ 反应总体积为 ５０μｌ，其中

ｄｄＨ２Ｏ　１５μｌ，２×ＧＣ　ｂｕｆｆｅｒ　２５μｌ，模板３μｌ，ｄＮＴＰ
混合物４μｌ，Ｐ３和Ｐ４各１μｌ，ＥｘＴａｑ　ＤＮＡ 聚合酶

１μｌ。反应条件为９８℃５ｍｉｎ；９６℃３０ｓ，５６℃１ｍｉｎ，

７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
上述各 ＰＣＲ产物胶回收纯化后与ｐＭＤｌ８－Ｔ

载体连接，转化ＤＨ５ａ，提取阳性质粒送至上海生
工生物工程公司测序，每个样本测序两次。并运
用ＤＮＡ　Ｓｔａｒ软件包中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序，将测定
的各序列与不同年代的ＰＲＶ中国参考毒株进行
同源性比较，并应用 ＭＥＧＡ　５．０５软件构建系统进
化树。

７　返饲病料中ＰＲＶ野毒感染检测　对送检的９０５
份用于“返饲”的肠道组织分别用ＰＢＳ缓冲液５倍
稀释，去除筋腱等结缔组织，使用组织捣碎仪将其制
成匀浆，反复冻融３～４次，以４℃８　０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ取上清，提取病料总 ＤＮＡ，按以下参数进行

ｇＥ基因检测：反应总体积为５０μｌ，其中 ｄｄＨ２Ｏ
１２．５μｌ，２×ＧＣ　ｂｕｆｆｅｒ　２５μｌ，模板８μｌ，ｄＮＴＰ混合物

１μｌ，Ｐ５和Ｐ６各１．２５μｌ，ＥｘＴａｑ　ＤＮＡ聚合酶１μｌ。
反应条件为９７℃５ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，

７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。各ＰＣＲ产物
用１％琼脂糖凝胶电泳检测并记录结果。

８　疫苗效价测定及ＰＲＶ野毒污染检测　选取养猪
生产中广泛应用的１０个国内外兽医生物制品厂家
不同批次的５６份ＰＲ基因缺失活疫苗，按参考文
献［９］测定效价。分别用ＰＢＳ缓冲液１０倍稀释上述
疫苗，提取总ＤＮＡ，按照以下参数进行ｇＥ基因检
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测：ｄｄＨ２Ｏ　１８．５μｌ，２×ＧＣ　ｂｕｆｆｅｒ　２５μｌ，模板２μｌ，

ｄＮＴＰ混合物１μｌ，Ｐ５和Ｐ６各１．２５μｌ，ＥｘＴａｑ　ＤＮＡ
聚合酶１μｌ。反应条件为９７℃５ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，

５８℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
各ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测并记录结
果。

结　　果

１　ＰＲＶ野毒感染检测结果
对４省份８８６个猪场送检的１６　８００份猪血清

进行ＰＲＶ野毒感染检测（表１），其中阳性检出场为

６０３个（６８．０６％），阳性血清数为６　４６３份（３８．４７％），

以河南省阳性场检出率和血清总阳性率最高，分别为

７０．１６％和４０．０８％，其他３省份分别为６１．２７％～
６９．１７％和３２．４６％～３９．０１％。种母猪、种公猪、后备
猪和商品猪的血清总 阳性率分 别 为 ４０．１２％、

３０．８８％、５４．６７％和２６．５２％（表２）。其中规模化猪场
总阳性率为４０．２０％，种母猪、种公猪、后备猪和商品
猪的阳性率分别为４２．１１％、３２．３５％、５６．１９％和

２７．０１％；中小型猪场总阳性率为２９．８０％，种母猪、种
公猪、后备猪和商品猪的阳性率分别为３２．６５％、

２０．５９％、３２．４３％和２３．９６％。调查结果表明，河南省
及周边省份不同规模、不同阶段猪群中均存在着严重
的ＰＲＶ野毒感染。

表１　不同省份猪群中ＰＲＶ野毒检测结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｆｉｅｌｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｍｏｎｇ　ｐｉｇｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ　 Ｐｉｇ　ｆａｒｍｓ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｐｉｇ
ｆａｒｍｓ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ（％）

Ｓｅｒｕｍ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒａｔｅ（％）

Ｈｅｎａｎ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ５０６　 ３５５　 ７０．１６　 １０１２０　 ４０５６　 ４０．０８
Ｓｈａｎｘｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 １４２　 ８７　 ６１．２７　 ２５５６　 ９９７　 ３９．０１
Ｓｈａｎｄｏｎｇ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 １０５　 ６９　 ６５．７１　 １９９５　 ７１９　 ３６．０４
Ａｎｈｕｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 １３３　 ９２　 ６９．１７　 ２１２９　 ６９１　 ３２．４６
Ｔｏｔａｌ　 ８８６　 ６０３　 ６８．０６　 １６８００　 ６４６３　 ３８．４７

表２　不同规模猪群ＰＲＶ野毒检测结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｆｉｅｌｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｐｉｇ　ｆａｒｍｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｉｚｅｓ

Ｐｉｇ　ｆａｒｍｓ　 Ｓｏｗｓ　 Ｂｏａｒｓ
Ｒｅｓｅｒｖｅ
Ｓｗｉｎｅ

Ｃｏｍｍｅｒｉｃａｌ

ｐｉｇｓ
Ｔｏｔａｌ

Ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ

ｐｉｇ　ｆａｒｍｓ

Ｓｅｒｕｍ　ｎｕｍｂｅｒ　 ６　５８２　 １　１９０　 ２　７０５　 ３　５２８　 １４　００５
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 ２　７７２　 ３８５　 １　５２０　 ９５３　 ５　６３０
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ（％） ４２．１１　 ３２．３５　 ５６．１９　 ２７．０１　 ４０．２０

Ｓｍａｌｌ　ａｎｄ　ｍｅｄｉｕｍ－ｓｉｚｅｄ

ｐｉｇ　ｆａｒｍｓ

Ｓｅｒｕｍ　ｎｕｍｂｅｒ　 １　７６４　 １７０　 １８５　 ６７６　 ２　７９５
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 ５７６　 ３５　 ６０　 １６２　 ８３３
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ（％） ３２．６５　 ２０．５９　 ３２．４３　 ２３．９６　 ２９．８０

Ｔｏｔａｌ
Ｓｅｒｕｍ　ｎｕｍｂｅｒ　 ８　３４６　 １　３６０　 ２　８９０　 ４　２０４　 １６　８００
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 ３３４８　 ４２０　 １　５８０　 １　１１５　 ６　４６３
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ（％） ４０．１２　 ３０．８８　 ５４．６７　 ２６．５２　 ３８．４７

２　毒价测定及免疫攻毒保护试验结果　根据

Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ方法计算，１１株ＰＲＶ新流行毒株的
毒价为１０－６．２１～１０－７．８５　ＴＣＩＤ５０，均属于强毒株，但
细胞毒力较经典毒株变化不大（表３）。２个试验组
应用疫苗免疫猪４周后检测ＰＲ抗体，Ｓ／Ｎ比值为

０．１７６～０．２２５（抗体阳性标准为Ｓ／Ｎ比值≤０．６），

攻毒后在观察期内均未发病，无任何不良反应。２
组攻毒对照组的仔猪在攻毒后３ｄ均出现体温反应
（４０．８℃～４１．８℃），且持续６～７ｄ，并伴有食欲减退
或废绝现象，发病率为１００％（８／８），正常对照组无任
何不良临床反应。研究结果证明现有疫苗可完全抵

抗ＰＲＶ新流行毒株的攻击，保护率为１００％（表４）。

３　ｇＥ、ＴＫ 基因序列及分析　将所测定的１１株

ＰＲＶ新流行毒株的ｇＥ、ＴＫ基因分别提交至 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ（表３）。其中８株ＰＲＶ的ｇＥ基因长度均为

１７８７ｂｐ，彼此间核苷酸和氨基酸的同源性分别为

９９．３％～９９．９％和９８．８％～１００％，与参考毒株分
别为９８．２％～９９．８％和９７．１～９９．８％（图１），可见
其核苷酸同源性很高，推导的氨基酸序列也都仅在
个别位点发生变异，例如与 ＨＮＪＺ株比较，３３位Ｇ

→Ｄ（ＨＮＰＹ株），８９位Ｓ→Ｐ、３０９位Ｒ→Ｇ和４７１
位 Ｔ → Ａ （ＡＨＢＺ２０１２ 株、ＨＢＣＸ２０１３ 株 和
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ＳＤＨＺ２０１２株），１１０位 Ｔ→Ｍ（ＺＭＤ－１株），２１４位

Ａ→Ｐ（ＡＨＢＺ２０１２株），２７１位 Ｐ→Ａ（ＡＨＢＺ２０１２
株、ＨＢＣＸ２０１３株、ＳＤＨＺ２０１２株和ＺＭＤ－１株），３４６
位 Ｔ→Ａ（ＨＮＰＹ 株、ＳＤＨＺ２０１２株、ＮＹＸＹ 株、

ＳＸＪＣ２０１１株和ＸＣＣＧ株），４９７位Ｅ→Ｇ和５４２位

Ｋ→Ｅ（ＮＹＸＹ株）。６株ＰＲＶ的ＴＫ基因长度均为

９６３ｂｐ，彼此间核苷酸和氨基酸的同源性均为

９９．４％～１００％，与 参 考 毒 株 分 别 为 ９８．９％ ～
９９．６％和９７．５％～９９．４％（图２），并且都具有所有
疱疹病毒ＴＫ催化结构域中的亚结构域：ＡＴＰ结合
结构域（Ａ，位于１０～１６位）和核苷酸结合结构域

（Ｃ，位于１０８～１１０位），即共同的保守序列－Ｇ﹡﹡

Ｇ﹡ＧＫ－和－ＤＲＨ－（图３）。研究结果证明，２０１１年
以后ＰＲＶ新流行毒株的主要毒力基因ｇＥ和 ＴＫ
均未发生明显变异。基于ｇＥ基因绘制的系统发育
进化树显示，８株ＰＲＶ新流行毒株聚在同一进化分
支，与ＧＤＳＨ株亲缘关系最近，其中ＺＭＤ－１株与河
南参考毒株 ＨＮＪＺ株高度同源（图４）；基于ＴＫ基
因绘制的系统发育进化树显示，６株ＰＲＶ新流行毒
株聚在同一进化分支，与ＰＲＶ－ＦＺ株亲缘关系最
近，其中 ＨＢＣＸ２０１３株与四川参考毒株ＳＬ株高度
同源（图５）。

表３　ＰＲＶ新流行毒株和参考毒株信息

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｎｅｗ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

Ｉｓｏｌａｔｅ
ｎａｍｅ

Ｄａｔｅ
ｉｓｏｌａｔｅｄ

Ｏｒｉｇｉｎ
ｉｓｏｌａｔｅｄ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒｓ

ｇＥ　ｇｅｎｅ　 ＴＫ　ｇｅｎｅ
ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ

ＨＮＰＹ　 ２０１１ Ｐｕｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３１１１１２　 １０－７．３

ＺＭＤ－１　 ２０１２ Ｚｈｕｍａｄｉａｎ，Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８３４ ＫＦ３８１３９８　 １０－６．２１

ＮＹＸＹ　 ２０１２ Ｘｉｎｙｅ，Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８３５　 １０－７．８５

ＸＣＣＧ　 ２０１３ Ｃｈａｎｇｇｅ，Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８３６　 １０－７．２５

ＳＸＪＣ２０１１　 ２０１１ Ｊｉｎｃｈｅｎｇ，Ｓｈａｎｘｉ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８３２　 １０－６．８８

ＡＨＢＺ２０１２　 ２０１２ Ｂｏｚｈｏｕ，Ａｎｈｕｉ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８２９ ＫＦ３８１３９３　 １０－６．６７

ＨＢＣＸ２０１３　 ２０１３ Ｃｉｘｉａｎ，Ｈｅｂｅｉ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８３０ ＫＦ３８１３９４　 １０－７．０８

ＳＤＨＺ２０１２　 ２０１２ Ｈｅｚｅ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３６０８３１　 １０－７．１２

ＬＹＹＹ２０１１　 ２０１１ Ｙｉｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３８１３９５　 １０－６．９５

ＰＹＱＦ２０１３　 ２０１３ Ｙｉｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３８１３９６　 １０－７．３２

ＳＤＣＸ２０１１　 ２０１１ Ｃａｏｘｉａｎ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＫＦ３８１３９７　 １０－６．８８

ＰＲＶ－ＳＨ　 １９９９ Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ　 ＡＦ２０７７００　 １０－６．６８

ＧＤＳＨ　 ２００７ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＥＦ５５２４２７　 １０－８．０

ＨＮＪＺ　 ２００８ Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＥＵ５６１３４９

Ｇｕｉｚｈｏｕ－ＤＹ　 ２０１２ Ｇｕｉｚｈｏｕ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＪＸ４１７７１６

Ｅａ　 １９９８ Ｈｕｂｅｉ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＡＦ０８０５７１

ＬＡ　 ２００２ Ｓｈａｎｄｏｎｇ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＡＹ１７３１２５　 １０－８．６２

Ｍｉｎ－Ａ　 ２００３ Ｈｅｎａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＡＹ１７１２４２　 １０－７．０

ＰＲＶ－ＦＺ　 ２００８ Ｆｕｊｉａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＦＪ４７７２９５　 １０－６．６０

ＳＬ　 ２０１１ Ｓｉｃｈｕａｎ　ｐｒｏｖｉｎｃｅ　 ＨＱ２２９００１

表４　仔猪免疫攻毒保护试验结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｔｅｓｔ　ａｇａｉｎｓｔ　ＰＲＶ　ｉｎ　ｙｏｕｎｇ　ｐｉｇｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ／

Ｐｉｇ　ｎｕｍｂｅｒ
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｒａｔｅ　 Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

ＮＹＸＹ　ｓｔｒａｉｎ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　 ４／４　 １００％ Ａｌｌ　ｎｏ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ＰＹＱＦ２０１３ｓｔｒａｉｎ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　 ４／４　 １００％ Ａｌｌ　ｎｏ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｔｒｏｌ　 ０／８　 ０％ Ａｌｌ　ｓｉｃｋ
Ｎｏｒｍａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　 ４／４　 １００％ Ａｌｌ　ｎｏ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ

４　ＰＥＤＶ“返饲”病料和疫苗中ＰＲＶ野毒污染检测
结果

在送检的９０５份肠道组织中，共检测出ＰＲＶ
野毒阳性样品３６６份，阳性检出率高达４０．４４％，

说明存在着严重的ＰＲＶ污染（表５）。５６份疫苗
样品中，检测出ＰＲＶ野毒阳性样品０份，说明当前
市售ＰＲ基因缺失活疫苗中并不存在ＰＲＶ野毒污
染（表５）。
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图１　ＰＲＶ新流行毒株ｇＥ基因与参考毒株的核苷酸同源性比较

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｇＥ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｎｅｗ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｎｄ　ＰＲＶ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

图２　ＰＲＶ新流行毒株ＴＫ基因与参考毒株的核苷酸同源性比较

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ＴＫ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｎｅｗ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ＰＲＶ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｎｄ　ＰＲＶ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

图３　ＴＫ基因氨基酸序列比较

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＴＫ　ｇｅｎｅ

５　疫苗效价测定结果　５６份ＰＲ基因缺失活疫苗
中，每头份的病毒含量均≥１０５．０　ＴＣＩＤ５０，远高于规
程标准的５　０００ＴＣＩＤ５０，说明当前市售疫苗的效价
普遍很高，依然有效。

讨　　论

ＰＲ是危害养猪业最重要的传染病之一，曾在
本世纪初于中国大面积暴发疫情，自２００３年起，以

Ｂａｒｔｈａ　Ｋ－６１株和 ＨＢ－９８株为代表的基因工程缺失
疫苗广泛投入使用，同时结合野毒感染监测技术，使
得ＰＲＶ的感染率和危害在随后很长一段时间内显
著降低。周绪斌等（２００７年）对全国１１个省市规模
化猪场进行 ＰＲＶ 野毒感染监测，总阳性率仅为
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１４．８％，种猪群阳性率为１８．２％，其中河南省阳性
率为１６．０％［２］；程晶等（２００９年）对２００６～２００８年
间我国部分地区规模化猪场开展ＰＲＶ野毒感染监
测，总阳性率为２３．４０％，其中河南省仅为８％［１１］；
庄金山等（２０１０年）对河南省规模化猪场ＰＲＶ野毒
感染监测结果表明，种猪阳性率仅为８．４２％，仔猪

和生长猪阳性率分别为１１．５４％和８．９７％［１２］。本
研究中，河南省及周边省份ＰＲＶ野毒感染阳性猪场
检出率高达６８．０６％，血清总阳性率为３８．４７％，种母
猪、种公猪、后备猪和商品猪的阳性率分别上升至

４０．１２％、３０．８８％、５４．６７％和２６．５２％，表明２０１１年
后该区域猪群中的ＰＲＶ野毒感染率大幅攀升。

图４　基于ＰＲＶ　ｇＥ基因序列的系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＰＲＶ　ｇＥ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图５　基于ＰＲＶ　ＴＫ基因序列的系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ　５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＰＲＶ　ＴＫ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

表５　ＰＥＤＶ返饲病料和ＰＲ基因缺失活疫苗中ＰＲＶ野毒污染检测结果
Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＰＲＶ　ｆｉｅｌｄ　ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ＰＥＤＶ　ｂａｃｋ－ｆｅｅｄｉｎｇ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ａｎｄ　ＰＲ　ｇｅｎｅ　ｄｅｌｅｔｉｅｄ　ｌｉｖｅ　ｖａｃｃｉｎｅｓ

ＰＲＶ　ｆｉｅｌｄ　ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ＰＥＤＶ　ｂａｃｋ－ｆｅｅｄｉｎｇ　ｔｉｓｓｕｅｓ
Ｔｉｓｓｕｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ（％）

ＰＲＶ　ｆｉｅｌｄ　ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ＰＲ　ｇｅｎｅ　ｄｅｌｅｔｅｄ　ｌｉｖｅ　ｖａｃｃｉｎｅｓ
Ｖａｃｃｉｎｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｎｕｍｂｅｒ　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｒａｔｅ（％）

９０５　 ３６６　 ４０．４４　 ５６　 ０　 ０
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　　ＰＲＶ野毒感染率大幅上升时，首先要考虑病毒
的主要毒力基因是否发生变异或疫苗中是否普遍污

染强毒。将６株ＰＲＶ新流行毒株的ＴＫ基因与不
同年代的中国参考毒株进行比较分析，核苷酸和氨
基酸的同源性分别高达９８．９％和９７．５％以上，这些
毒株都具有疱疹病毒 ＴＫ 家族的两个活性中心，

ＡＴＰ结合结构域由３个氨基酸残基形成一个疏水
的袋状构象，这３个氨基酸序列对疱疹病毒的毒力
有很大影响，若其中３个甘氨酸残基（Ｇ）中有一个
发生突变，就会影响ＴＫ蛋白的构象及其与ＡＴＰ的
结合，进而导致ＴＫ蛋白活性丧失［１３］。核苷酸结合
结构域在所有疱疹病毒中最为保守，其中的天冬氨
酸残基是结合Ｍｇ－ＮＴＰ的前体，其前有一疏水的Ｂ－
折叠片，天冬氨酸残基对ＴＫ蛋白的催化活性极其
重要［１４］。ｇＥ基因第１２５位（半胱氨酸）、１２６位（缬
氨酸）的氨基酸缺失，可打断ｇＥ／ｇＩ复合体的结构，
以致灭活ｇＩ和ｇＥ复合体的功能，它们的突变或缺
失与整个ｇＥ基因缺失一样可降低毒力［１５］。８株

ＰＲＶ新流行毒株的ｇＥ基因与参考毒株的核苷酸同
源性很高，推导的氨基酸序列仅在个别位点发生变
异，但上述２位氨基酸都没有发生异常改变，表明其
毒力未出现明显变异，可推定这些当前流行的新毒
株均属于强毒，毒价测定结果证实它们的毒力较经
典毒株变化不大。ｇＥ蛋白Ｎ端的第３３～１００位氨
基酸区段具有高度的抗原性和免疫原性［１６］，新流行
毒株和参考毒株的氨基酸在该区都非常保守，因此
突变位点的氨基酸对抗原性影响并不显著，提示当
前的疫苗应能有效抵御这些强毒株的攻击，免疫攻
毒保护试验的结果也有力的支持了这一观点。但

ＰＲＶ的毒力由多种基因协同控制，因此针对其他毒
力基因的研究仍需进一步开展。鉴于疫苗中必须缺
失ｇＥ基因，因此在疫苗或疑似病料组织中检测到

ｇＥ基因阳性即可判定为污染ＰＲＶ强毒。５６份疫
苗样品中，ＰＲＶ野毒检出率为０％，证明现用疫苗
中并未普遍存在野毒污染。因此，病毒变异和疫苗
污染野毒可能不是造成２０１１年后该区域ＰＲＶ野毒
大面积感染猪群的主要原因。
笔者长期从事猪病临床诊断与实验室研究工

作，发现在养猪实际生产中，一般只对生产母猪和商
品猪进行监测，种公猪的野毒感染检测几乎为空白。
实际上只要部分种公猪感染ＰＲＶ野毒，便可通过
精液在母猪群中迅速扩散。因此，我们建议疫情严
重的猪场送检种公猪血清进行检测，发现总阳性率
高达３０．８８％，其中规模化猪场为３２．３５％，中小型

猪场为２０．５９％，部分猪场甚至１００％带毒。这一研
究结果与以往中小型猪场的ＰＲＶ野毒感染率多高
于规模化猪场的传统观点相反，其原因应是规模化
猪场采用人工授精技术，种公猪使用年限较长，感染
野毒机会相对较多，加之多数种公猪富有攻击性，难
以接近，使得规模化猪场的技术人员责任心不如以
家庭式养殖为模式的中小型猪场畜主强，疫苗接种
的确切性难以落实到位。后备猪群中阳性率高达

５４．６７％，规模化猪场带毒率明显高于中小型猪场，
表明存在着极为严重的ＰＲＶ野毒感染。后备猪在
引入或留种时，应１００％进行ＰＲＶ野毒检测，但实
际上该工作在生产实践中形同虚设，加之猪场多把
后备猪与育肥猪混养，更进一步增加了野毒感染机
率。由于ＰＲＶ为疱疹病毒，感染后备猪后可长期
甚至终身带毒，通过水平或垂直传播方式使得猪群
总感染率快速上升。
自２０１０年冬季至今，以ＰＥＤＶ为主要致病因

素的新生仔猪急性腹泻疫情在国内广泛流行，已成
为猪场常发传染病之一，是当前造成仔猪高死亡率
的最主要原因。由于当前ＰＥＤＶ流行毒株极难分
离，主要免疫原性基因相比于疫苗毒株ＣＶ７７７，也
已发生较大变异［１７］，使得现有商品疫苗并不能产生
确切的免疫效果。因此，近两年来绝大多数猪场在
发生疫情时，均通过使用病死仔猪的肠内容物饲喂
母猪进行“强毒返饲”，使之产生高水平母源抗体以
通过天然被动免疫的方式来保护初生仔猪，短期内
取得了良好效果。但随之而来的问题是，妊娠母猪
接种ＰＲ疫苗可有效阻止感染后出现临诊表现，但
仍有可能被野毒感染形成潜伏，而潜伏感染的病毒
一旦被激活即可引起散播，这种“潜伏－激活”循环机
理决定了ＰＲＶ在种猪群中持续存在，并可通过垂
直传播使病毒侵入胎儿，造成新生仔猪长期的严重
带毒，使其消化道和免疫器官功能不健全，当各类消
化系统致病因子侵入消化道时，便会出现共同症状
为腹泻，使疫情更为严重和复杂化。本研究证实在
用于“返饲”的新生仔猪肠道组织中，ＰＲＶ野毒阳性
检出率高达４４．０９％，污染极为严重，而猪自然感染
本病的传播途径主要是口腔与鼻道，因此这应是该
区域猪群中ＰＲＶ野毒感染率大幅升高的另一个重
要原因。
根据以上研究结果，笔者认为种公猪、后备猪普

遍带毒和ＰＥＤＶ“返饲”病料中严重污染ＰＲＶ野毒，
是造成当前河南及周边省份猪群中ＰＲＶ大面积感
染和疫情快速反弹的主要原因。因此建议各猪场应
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广泛开展种公猪和后备猪ＰＲＶ带毒状况监测预警
工作，完全掌握其健康状况，一旦发现阳性病例，立
即淘汰，从源头上加强防控；同时开展ＰＥＤＶ“返饲”
病料中ＰＲＶ野毒的检测，若结果呈阳性，应立即进
行灭活或停止使用。
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