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摘　要：犬瘟热是犬瘟热 病 毒（Ｃａｎｉｎｅ　ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）感 染 犬 和 其 他 食 肉 动 物 造 成 的 多 发 性、致 死 性 传 染

病，本文从分子水平上探讨ＣＤＶ遗传进化特 性、变 异 情 况 与 流 行 规 律 之 间 的 关 系。通 过 收 集２００２—２０１０年 在 中

国地区分离的１４株ＣＤＶ野毒株、２００６—２００７年在全球 各 地 分 离 的１２株ＣＤＶ野 毒 株 以 及 从 不 同 宿 主 分 离 的１２
株ＣＤＶ野毒株和４株疫苗株，将其分为４组，将前３组野毒株分别与国内外正在使用的４株疫苗株的Ｈ 基因进行

遗传变异分析。分析发现，ＣＤＶ野毒株与疫苗株间Ｈ蛋白基因的核苷酸相似性为８６．２％～９２．１％，其氨基酸相似

性为８９．１％～９１．９％；Ｈ 基因的５８４位的天冬酰胺糖基化位点是Ａｓｉａ－Ⅰ型ＣＤＶ所特有的；Ｈ蛋白３５５５区域的非

同义氨基酸替换概率较高。作者推测 Ｈ蛋白抗原变异可能造成弱毒疫苗免疫效力降低，不能为某些ＣＤＶ株的感

染提供完全有效的保护。
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　　犬瘟 热（Ｃａｎｉｎｅ　ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ，ＣＤ）是 由 犬 瘟 热 病

毒（Ｃａｎｉｎｅ　ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）感 染 引 起 的 一 种

急性、高度接触性传染病，可引起犬、狐、貉和貂等动

物发病，是当前养犬业和毛皮动物养殖业危害最大

的 疫 病［１］。犬 瘟 热 病 毒（Ｃａｎｉｎｅ　ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ　ｖｉｒｕｓ，

ＣＤＶ）属于 副 黏 病 毒 科（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ），副 黏 病 毒

亚科（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｎａｅ），麻 疹 病 毒 属（Ｍｏｒｂｉｌｌｉｖｉｒｕｓ），
为单股不分节段负链ＲＮＡ病毒。ＣＤＶ的基因组呈

线性排列，约由１５　６９０个核苷酸组成，近年来，虽然在

广泛应用疫苗防治ＣＤ，但是随着自然环境的改变、动
物及病毒的进化，ＣＤＶ自然感染的宿主范围还有不

断扩大的趋势［２－４］，大 熊 猫 等 多 种 野 生 动 物 也 有ＣＤ
自然发病 的 报 道，Ｍｅｅ等［５］甚 至 从 人 的 变 形 性 骨 炎

（Ｐａｇｅｔ）患者体内也检测到了ＣＤＶ的核酸，使得ＣＤ
有可能成为继狂犬病之后人犬共患的第２种疫病，引
起了动物病毒学界及医学界的普遍关注［６］。

到目前为止，ＣＤＶ只有一个公认的血清型。但

是，一些具有 不 同 毒 力 和 细 胞 嗜 性 的ＣＤＶ基 因 型

已经被发现［７］。根据 Ｈ 全 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列

构建系统进化树显示可明显分为几个不同的遗传分

支，根据分支上Ｈ 基因编码氨基酸序列相似性高于

９５％的毒株可归于同一基因型的原则［８－９］，到目前为

止，ＣＤＶ主 要 可 划 分 为 亚 洲Ⅰ型（Ａｓｉａ－Ⅰ）、亚 洲Ⅱ型

（Ａｓｉａ－Ⅱ）、欧 洲 型（Ｅｕｒｏｐｅ）、美 国 型（ＵＳＡ或 Ａｍｅｒｉ－
ｃａ）、北极型（Ａｒｃｔｉｃ）和疫苗型（Ｖａｃｃｉｎｅ或Ｏｌｄ　ＣＤＶｓ）６
个基因型［１０－１２］，前５个基因型均为ＣＤＶ野毒株。

随着世贸交流的不断深入，ＣＤＶ的流行和传播

已经远超出人们的预期，因而对其的监测显得尤为

重要。本 研 究 旨 在 参 照ＣＤＶ参 考 毒 株 对ＣＤＶ　Ｈ
基因的变 异 状 态 进 行 系 统 的 分 析，探 索 我 国ＣＤＶ
的流行趋势及分子基础。

１　材料与方法

１．１　病毒株背景

下载 ＧｅｎＢａｎｋ中２００２—２０１０年在中国地区分

离的１４株ＣＤＶ野毒株、２００６—２００７年在全球各地

分离的１２株ＣＤＶ野毒株、从不同宿主分离的１２株

ＣＤＶ野毒株与国内外正在使用的疫苗株的Ｈ 基因

序列，其分离背景分别参见表１～４。

表１　２００２—２０１０年在中国地区分离的１４株ＣＤＶ野毒株

Ｔａｂｌｅ　１　１４ＣＤＶ　ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　ａｒｅａｓ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｙｅａｒｓ　２００２ｔｏ　２０１０

病毒分离株ＣＤＶ　ｉｓｏｌａｔｅ 分离时间 Ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ 宿主动物 Ｈｏｓｔ 序列登录号 ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

ＰＳ－５　 ２０１０ Ｄｏｇ ＨＱ１２８６０１

ＧＳ０９０４－７

ＧＮ

２０１０

２００９

Ｄｏｇ
Ｄｏｇ

ＨＭ６２３８９１

ＥＦ４４５０５４
ＨｅＢ（０９）１　 ２００９ Ｄｏｇ ＨＭ４４８８３０
ＮＭ　 ２００９ Ｄｏｇ ＥＦ４４５０５３
ＺＤ０１　 ２００９ Ｄｏｇ ＥＦ４４５０５１
ＨＬＪ３－０８　 ２００８ Ｄｏｇ ＦＪ４０９４６４
ＳＣ０１　 ２００８ Ｄｏｇ ＥＦ０４２８１８
ＪＬ（０７）４　 ２００７ Ｄｏｇ ＥＵ５６４８１３
ＭＳ０１　 ２００６ Ｄｏｇ ＤＱ９２２６３０
ＨＬＪ２　 ２００５ Ｄｏｇ ＥＵ７４３９３５
ＨＬＪ１　 ２００４ Ｄｏｇ ＥＵ７４３９３４
ＴＮ　 ２００３ Ｄｏｇ ＡＹ３９０３４７
Ｋｄｋ－１　 ２００２ Ｄｏｇ ＡＢ０２５２７１

９９
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１．２　Ｈ基因序列全长的序列分析

用ＤＮＡｓｔａｒ的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ软 件 对 上 述４组 分 离

野毒株分别进行核苷酸序列的比对和同源性分析；并
分析所有毒株氨基酸水平上的分子遗传进化关系；利
用 ＳＮＡ（Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ／ Ｎｏｎ－ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ　Ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐｒｏｇｒａｍ，ｈｔｔｐ：／／ｈｃｖ．ｌａｎｌ．ｇｏｖ／ｃｏｎｔｅｎｔ／ｈｃｖ－ｄｂ ／

ＳＮＡＰ／ＳＮＡＰ．ｈｔｍｌ）分 析［１３］ＣＤＶ　Ｈ 基 因 的 变 异 情

况；用Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ　ｗｅｂ　ｕｔｉｌｉｔｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｉｖ．ｌａｎｌ．
ｇｏｖ　ｃｏｎｔｅｎｔ／ｓｅｑｕｅｎｃｅ／ＧＬＹ　ＣＯ　ＳＩＴＥ／ｇｌｙｃｏｓｉｔｅ．ｈｔ－
ｍｌ）分析潜在的天冬酰胺糖基化位点。

表２　２００６—２００７年在全球各地分离的１２株ＣＤＶ野毒株

Ｔａｂｌｅ　２　１２ＣＤＶ　ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｒｏｕｎｄ　ｔｈｅ　ｗｏｒｌｄ　ｉｎ　２００６ｔｏ　２００７

病毒分离株ＣＤＶ　ｉｓｏｌａｔｅ 分离地区Ｃｏｕｎｔｒｙ 宿主动物 Ｈｏｓｔ 序列登录号 ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

４Ｌ７０３９ Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａ　 Ｄｏｇ ＦＪ４６１７１４

０７Ｄ１１１ Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ　 Ｄｏｇ ＥＵ７１６０７５

０９５Ｃｒ　 Ｍｉｙａｚａｋｉ，Ｊａｐａｎ　 Ｄｏｇ ＡＢ２８６９５２

１１１－０３Ｂ Ｉｔａｌｙ　 Ｄｏｇ ＤＱ４９４３１９

Ｈ０６Ｎｙ１３ Ｈｕｎｇａｒｙ　 Ｄｏｇ ＤＱ８８９１８９

ＨＬＪ２－０７ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ　 Ｄｏｇ ＥＵ５９３８９４

ＪＬ（０７）４ Ｊｉｌｉｎ，Ｃｈｉｎａ　 Ｄｏｇ ＥＵ５６４８１３

ＳＤ（０６）２ Ｊｉｌｉｎ，Ｃｈｉｎａ　 Ｄｏｇ ＥＵ３２５７２６

４８－０５ Ｉｔａｌｙ　 Ｄｏｇ ＤＱ２２６０８８

ＴＷ－０６－ＰＴ１７ Ｔａｉｗａｎ，Ｃｈｉｎａ　 Ｄｏｇ ＥＵ２９６４９１

１７９－９４ Ｉｔａｌｙ　 Ｄｏｇ ＤＱ２２６０８７

００９Ｌ Ｊａｐａｎ　 Ｄｏｇ ＡＢ２５２７１８

表３　不同宿主分离的１２株ＣＤＶ野毒株

Ｔａｂｌｅ　３　１２ＣＤＶ　ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｏｓｔｓ

病毒分离株

ＣＤＶ　ｉｓｏｌａｔｅ

宿主动物

Ｈｏｓｔ

序列登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

Ｇｉａｎｔ　ｐａｎｄａ　 Ｇｉａｎｔ　ｐａｎｄａ　 ＡＦ１７８０３８

ＧＳ０９０４－８ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ　ｄｏｇ　 ＨＭ６２３８９３

Ｌｅｓｓｅｒ　ｐａｎｄａ　 Ｌｅｓｓｅｒ　ｐａｎｄａ　 ＡＦ１７８０３９

ＬＮ（０７）３ Ｍｉｎｋ　 ＥＵ３２５７３１

Ｌｙｎｘ　ｐａｒｄｉｎｕｓ　 Ｌｙｎｘ　ｐａｒｄｉｎｕｓ　 ＧＵ００１８６３

Ｍａｒｔｅｓ　ｆｏｉｎａ　 Ｍａｒｔｅｓ　ｆｏｉｎａ　 ＧＵ００１８６４

Ｍｏｎｋｅｙ－ＫＭ－０１ Ｍｏｎｋｅｙ　 ＦＪ４０５２２４

Ｐｒ７８０－Ｌｕ　 Ｍｅｌｅｓ　 ＡＢ３２９５８１

ＳＤ（０８）１ Ｃｈｉｎａ－ｆｏｘ　 ＦＪ８１０２１５

ＳＮＰ３５０－０９ Ｖｕｌｐｅｓ　 ＨＭ１２０８７４

０１１Ｃ Ｄｏｇ　 ＡＢ２５２７１７

０１－２６９０ Ｒａｃｃｏｏｎ　 ＡＹ４６５９２５

表４　国内外正在使用的疫苗株

Ｔａｂｌｅ　４　４ＣＤＶ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

疫苗株

Ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

序列登录号

ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ　 ＥＵ１４３７３７

Ｃｏｎｖａｃ　 Ｚ３５４９３

ＣＤＶ３ ＤＱ７７８９４１

Ｌｅｄｅｒｌｅ　 ＥＦ４１８７８２

２　结　果

２．１　基于Ｈ基因序列同源性分析

２．１．１　２００２—２０１０年 间 在 中 国 地 区 分 离 的１４株

ＣＤＶ野毒株与疫苗株Ｈ 基因序列同源性分析　　
通过序列比对发现，各野毒株与疫苗株的Ｈ 基因同

源性相对较低，核 苷 酸 相 似 性 在８６．２％～９１．３％，

氨基酸相似性在８９．４％～９１．３％；２００２—２０１０年 间

中国地区分离到的大部分ＣＤＶ各野毒株间同源率较

００１
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高，在９７．１％～９９．３％，氨 基 酸 相 似 性 为９６．９％～
９９．７％；但２００４—２００５年分离２株野毒株与其他１２
株野毒株间同源性较低，核苷酸相似性在８６．２％～
８８．８％，氨基酸相似性为８１．８％～８６．３％。

根据１４株ＣＤＶ分离毒株与疫苗株的 Ｈ 基因

核苷酸序 列 建 立 了 系 统 进 化 树（图１）。从 绘 制 的

ＣＤＶ进化树可以看出，在２００２—２０１０年内，中国地

区主要流行的ＣＤＶ进化关系比较接近，但在２００４、

２００５年黑龙江地区的ＣＤＶ可能是出现了变异，而

使得其处于另一个大的分支上；在国内地区距离较

近的省 份 分 离 毒 株 同 源 性 更 近，如 黑 龙 江 分 离 株

ＨＬＪ３－０８与吉林分 离 株ＪＬ（０７）４，甘 肃 分 离 株 ＧＮ
与河北分离株 ＨｅＢ（０９）１均是各自又组成一个单独

的小分支；从进化树上不能看出病毒的进化与分离

的时间存在着较明显的相关性。

图１　２００２—２０１０年在中国地区分离的１４株ＣＤＶ毒株

与疫苗株的Ｈ基因系统进化树

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｆｏｒ　ｐａｒｔ　Ｈｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
１４ＣＤＶ　ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ
ａｒｅａｓ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｙｅａｒｓ　２００２ｔｏ　２０１０ａｎｄ
ｔｈｅ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．１．２　２００６—２００７年 在 全 球 各 地 分 离 的１２株

ＣＤＶ毒株与疫苗株Ｈ 基因序列同源性分析　　通

过序列比对发现，２００６—２００７年在全球各地分离的

１２株ＣＤＶ野毒株与４株疫苗株 Ｈ 基 因 序 列 相 似

性均较低，在８９．４％～９２．１％，编 码 的 氨 基 酸 相 似

性在８９．１％～９３．１％，但日本分离野毒株 ＭＤ７７与

疫苗株相似性为９５．０％～９７．６％，氨基酸相似性为

９３．１％～９５．７％，相似性较其他毒株高；各毒株之间

由于地理位置的差异而变化较大，同一地区的基因

相似性高于非同一地区，如 ＨＬＪ２－０７与ＪＬ（０７）４株

基因相似性为９９．１％，氨基酸相似性为９８．８％（均

为中国株），而其与０７Ｄ１１１（分离于Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ）基
因相似性为９２．３％，氨基酸相似性为９２．９％。

对２００６—２００７年 在 全 球 各 地 分 离 的 １２ 株

ＣＤＶ野毒株与疫苗株 Ｈ基因核苷酸序列建立了系

统进化树（图２）。从图中可以看出 ＭＤ７７野毒株与

疫苗株进化关系较近，在同一个大分支上；从Ｊａｐａｎ
分 离 野 毒 株 ００９Ｌ 和 Ｓｏｕｔｈ　Ｋｏｒｅａ分 离 野 毒 株

０７Ｄ１１１组成了一个小支；Ｉｔａｌｙ分离的３株野毒株：

４８－０５、１７９－９４和１１１－０３Ｂ株则分别分布在两个小支

上，表明进化关系较近的毒株也可能分布在不同的

地区，而在一个地区可能分布着进化关系较远的毒

株，这使得病毒发生基因重组的概率增大，从而发生

变异的概率也可能增加。

图２　２００６—２００７年在全球各地分离的１２株ＣＤＶ野毒

株与疫苗株ＣＤＶ　Ｈ基因系统进化树

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｆｏｒ　ｐａｒｔ　Ｈｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
１２ＣＤＶ　ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｒｏｕｎｄ　ｔｈｅ　ｗｏｒｌｄ　ｉｎ　２００６ｔｏ
２００７ａｎｄ　ｔｈｅ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．１．３　不同宿主分离的１２株ＣＤＶ野毒株与疫苗

株Ｈ 基因序列同源性分析　　通过序列比对发现，
从不同宿主分离的１２株ＣＤＶ野毒株与４株疫苗株

Ｈ 基因序列相似 性 均 较 低，在８９．８％～９１．８％，氨

基酸相似性为８９．３％～９１．９％；各野毒株之间的氨

基酸相似性大小也与地理因素有一定关系，大多数

在同一地区的病毒分离株的相似性要高于不在同一

地区的病毒分离株，如Ｌｙｎｘ　ｐａｒｄｉｎｕｓ株 与 Ｍａｒｔｅｓ
ｆｏｉｎａ株（均为Ｓｐａｉｎ分离株）间相似性为９９．３％，其
与ＧＳ０９０４－８株（中国株）相似性为９２．８％。

对从不同宿主分离的１２株ＣＤＶ野毒株与疫苗

株Ｈ 基因核 苷 酸 序 列 构 建 系 统 进 化 树（图３）。从

系统进化树看，野毒株的基因型与动物的种属（家养

犬和圈养毛皮动物、野生动物）、时间没有明显的相

关性，但总体 上 表 现 出 一 定 的 地 理 位 置 相 关 性，如

Ｓｐａｉｎ分 离 株 Ｍａｒｔｅｓ　ｆｏｉｎａ和Ｌｙｎｘ　Ｐａｒｄｉｎｕｓ就 构

成了自己的小分支。

２．２　基于Ｈ基因序列遗传进化分析

对所有毒株进行氨基酸水平上的分子进化关系

１０１
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分析，结果见 图４。从 图４可 看 出 基 因 型 分 布 大 体

呈现地区性分布的特点，与宿主或时间进化之间的

相关性不明显；其 中 Ａｓｉａ－Ⅰ和 Ａｓｉａ－Ⅱ型 全 为 亚 洲

的毒株，其中２００４年和２００５年在中国黑龙江所分

离到的２株野毒株由传统的Ａｓｉａ－Ⅰ型突变为Ａｓｉａ－
Ⅱ型；Ｅｕｒｏｐｅ、Ａｒｔｉｃ和Ａｆｒｉｃａ型为主要是欧洲和美

洲的毒株；Ａｍｅｒｉｃａ－Ⅰ型主要为疫苗型毒株，但从日

本分离到的 ＭＤ７７野毒株与其进化关系也较近，同

处于一个大的分支上。

２．３　基于Ｈ基因序列变异分析

如表５所示，不同基因型之间预测的天冬酰胺

糖基化 位 点 存 在 一 定 差 异，其 中 第１９、１４９、４２２和

５８７四 处 潜 在 糖 基 化 位 点６种 基 因 型 均 含 有；从

Ａｓｉａ－Ⅰ型所随机抽 取 的２株 野 毒 株 有９个 潜 在 糖

基化位点，其中５８４位的糖基化位点是他们所特有；
其他基因型的野毒株都含有７～８个潜在糖基化位

点，其中３９１和６０３位是缺失位点多发区；疫苗株中

除Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ有４个潜在糖基化位点外，Ｃｏｎｖａｃ、

ＣＤＶ３和Ｌｅｄｅｒｌｅ株均含有７个糖基化位点。
对所选择的毒株 Ｈ 基因 所 编 码 的 氨 基 酸 的 同

义置换与非同义 置 换 比 例（ｄｓ／ｄｎ）结 果（表６）进 行

分析，可以看出，整个 Ｈ 基因编码的 氨 基 酸 发 生 同

义置换 的 概 率 远 大 于 发 生 非 同 义 置 换 的 概 率，为

６．５１３　４；但是在３５５５区，其同义置换和非同义置换

的比例为０．５３０　９，其氨基酸发生同义置换的概率和

非同义置换的概率相差不大。

图３　不同宿主分离的１２株ＣＤＶ野野毒株与 疫 苗 株Ｈ
基因系统进化树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｆｏｒ　ｐａｒｔ　Ｈｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
１２ＣＤＶ　ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｏｓｔｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ
ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

图４　所有分离野毒株与疫苗株Ｈ基因的遗传进化分析

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｆｏｒ　ｐａｒｔ　Ｈｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
ｗｉｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

表５　不同基因型的ＣＤＶ毒株Ｈ基因的潜在天冬酰胺糖基化位点分布情况

Ｔａｂｌｅ　５　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｓｔａｔｕｓ　ｏｆ　Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｇｅｎｅ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ＣＤＶ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

分离株

ＣＤＶ　ｉｓｏｌａｔｅ

潜在天冬酰胺糖基化位点 Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｓｕｑｕｅｎｃｅ
１９　 １４９　 ３０９　 ３９１　 ４２１　 ４５６　 ５８４　 ５８７　 ６０３

Ａｓｉａ－Ⅰ
Ｇｉａｎｔ　ｐａｎｄａ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ
ＨＬＪ３－０８ Ｎ Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ

Ｅｕｒｏｐｅ
Ｍａｒｔｅｓ　ｆｏｉｎａ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ －
１１１－０３Ｂ Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ

Ｖａｃｃｉｎｅｓ

Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ　 Ｎ　 Ｎ － － Ｎ － － Ｎ －
Ｃｏｎｖａｃ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ
ＣＤＶ３ Ｎ Ｎ － Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ
Ｌｅｄｅｒｌｅ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ

Ａｒｃｔｉｃ
１７９－９４ Ｎ Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ
４８－０５ Ｎ Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ

Ａｆｒｉｃａ－Ⅰ ４Ｌ７０３９ Ｎ Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ

Ａｓｉａ－Ⅱ
ＨＬＪ１ Ｎ Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ
０１１ｃ Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ　 Ｎ － Ｎ　 Ｎ

“Ｎ”：潜在天冬酰胺糖基化位点；“－”．阴性　“Ｎ”．Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　Ｓｉｔｅｓ；“－”．Ｎｅｇａｔｉｖｅ
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表６　Ｈ蛋白氨基酸序列的遗传差异

Ｔａｂｌｅ　６　Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｈ　ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈ蛋白区域

Ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　Ｈ

氨基酸位点

ａａｐｏｓｏｔｉｏｎ

ＳＮＡＰ分析　ＳＮＡＰ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ｄｓ　 ｄｎ　 ｄｓ／ｄｎ

Ｈ　 １－６０８　 ０．１８２　０　０．０３０　２　 ６．５１３　４

３５５５　 ３５－５５　 １．５１９　９　２．８７８　０　 ０．５３０　９

３　讨　论

３．１　Ｈ蛋白是ＣＤＶ囊膜表面的糖蛋白之一，为典

型的Ⅱ型糖蛋白，相对分子质量为７６　０００。Ｈ蛋白

编码基因由１　９４７个 核 糖 核 苷 酸 组 成，位 于 病 毒 基

因组７　０５３—８　９９９位，编码氨基酸残基的数目也因

毒株不同而异，Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ疫苗株编码６０４个氨

基酸残基，而Ｃｏｎｖａｃ株和野毒株编码６０７个氨基酸

残基［８］。鉴于ＣＤＶ　Ｈ蛋白是诱导机体产生中和抗

体的主要蛋 白 之 一，是 抗ＣＤＶ免 疫 中 很 重 要 的 抗

原，同时 Ｈ蛋白决定 着 病 毒 感 染 的 宿 主 特 异 性，在

免疫压力作用 下，ＣＤＶ抗 原 表 位 可 能 发 生 漂 移，尤

其是较大的 Ｈ 蛋 白 极 易 发 生 变 异，从 而 引 起ＣＤＶ
毒力的 变 化；在 麻 疹 病 毒 属 所 有 结 构 蛋 白 中，Ｈ 蛋

白变 异 大［１４－１５］，抗 原 变 化 最 高［９］，Ｉｗａｔｓｕｋｉ等［１６］报

道，Ｈ蛋白抗原性的变化可能是近来日本免疫过的

犬暴发ＣＤ的 重 要 原 因，因 此 Ｈ 基 因 是 研 究ＣＤＶ
抗原变异的首 选，故 本 试 验 选 择ＣＤＶ　Ｈ 基 因 进 行

研究。

３．２　在麻疹病毒中 Ｈ蛋白的天冬酰胺糖基化位点

在激发中和抗体过程中起着关键作用［１７］，并可能会

影响病毒的抗原性［８，１６］。分析野毒株与疫苗株之间

的Ｎ－糖基化位点的位置及数目时发现３０９位的Ｎ－糖

基化位点为ＣＤＶ野毒株所特有，野毒株都含有７～
８个潜在糖基化位点，疫苗株中除Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ有４
个潜在糖基化位点外，Ｃｏｎｖａｃ、ＣＤＶ３和Ｌｅｄｅｒｌｅ株均

含有７个糖基化位点，第５８４位 的 天 冬 酰 胺 糖 基 化

位点只在Ａｓｉａ－Ⅰ型中发现，经分析认为可能是由于

疫苗株与分离野毒株存在碱基和编码氨基酸上的差

异而引起抗原决定簇发生变化，这些差异可为接种

弱毒苗后仍有ＣＤ暴发这一问题的解决提供一种研

究思路，但Ｎ－糖基化位点在抗ＣＤＶ中 所 起 的 作 用

还有待于进一步的研究。

Ｈ蛋白Ｎ端 的３５－５５位 氨 基 酸 残 基 即３５５５
区域 存 在 着 Ｈ 蛋 白 的 一 个 疏 水 性 区 域，Ｃｕｒｒａｎ

等［１８］认为它具有两方面的作用，一方面为穿膜的信

号序列，另一方面为 Ｈ蛋白的锚定区。笔者分析这

段序列发现变异的趋势较大，其同义替换速率和非

同义替换速率氨基酸的比例为０．５３０　９，大多数基因

受到进化选择压力，其非同义替换速率比同义替换

速率低很多；也有少数基因的非同义替换速率与同

义替换速率相差不大或高，这是因为该基因的功能

正在发生或者已经发生了大的变化［１９］，但目前这一

区域的变异对 Ｈ蛋白功能的影响还未见报道。

３．３　本研究对从２００２—２０１０年在中国地区内分离

的ＣＤＶ野毒 株、２００６—２００７年 在 全 球 各 地 分 离 的

ＣＤＶ野毒株、从不同宿主分离的ＣＤＶ野毒株的Ｈ
基因进行核苷酸序列的比对和同源性分析，结果表

明ＣＤＶ野毒株与疫苗株间相似性在核苷酸水平为

８６．２％～９２．１％，在氨基酸水平为８９．１％～９１．９％，
同源性均偏低，因此推测 Ｈ蛋白抗原变异可能造成

了弱毒疫苗 免 疫 效 力 的 降 低，不 能 为 某 些ＣＤＶ流

行株的感染提供完全有效的保护，因此，对ＣＤＶ进

行全面深入 的 分 子 流 行 病 学 研 究，弄 清ＣＤＶ主 要

流行株的种类和分布，对分析生产实践中免疫失败

的原因，有针对性地采取相应的防治措施，最终有效

控制该病有着重大的实际应用意义。
分析所有毒株氨基酸水平上的分子遗传进化关

系发现，ＣＤＶ基 因 型 的 分 布 大 体 上 依 然 遵 循 地 理

性分布原则，与宿主或时间进化之间的相关性不明

显。在一些国家 或 地 区 也 存 在 着２种 或２种 以 上

ＣＤＶ基 因 型 的 流 行，如 在 中 国 黑 龙 江 地 区 出 现

Ａｓｉａ－Ⅰ和Ａｓｉａ－Ⅱ型２种基因型的ＣＤＶ，因此明确

引起毒株变异的因素是由于外界传入新基因型还是

毒株自身基因发生进化这一问题具有重要意义。作

者推测可能是由于贸易传入外来基因型，不同基因

型间发生基因重组而导致基因出现变异。目前随着

人们生活水平的提高，宠物犬的数量也越来越多，特
别是一些国外犬的引入，可能会引入新的基因型的

病毒，因此加强对跨国引入动物的检疫也是犬瘟热

防控体系中的一个重要环节。
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