
猪伪狂犬病病毒新流行株的分离鉴定及抗原差异性分析

彭金美 1，安同庆 1，赵鸿远 1，刘益民 1，陈家锃 1，冷超粮 1，孙 艳 1，

常 丹 1，田志军 1*，童光志 2*

(1. 中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 兽医生物技术国家重点实验室 / 猪病研究室，黑龙江 哈尔滨 150001；

2. 中国农业科学院 上海兽医研究所，上海 200241)

摘 要：2011 年以来我国多个省份的规模化猪场发生了新生仔猪出现神经症状和死亡的现象，为确定其是

否为猪伪狂犬病病毒(PRV)感染所引发，我们利用 PCR 方法从死亡的新生仔猪脑组织中扩增 PRV 的 gE 基因，发

现被检猪场均存在 PRV 野毒感染。gE 基因序列分析表明，从 5 个省 14 个猪场的病料中扩增的 gE 基因高度同

源，与以往发表的相关序列比对显示，这些分离株均属于一个相对独立的分支。病料接种 Vero 细胞能够产生典

型的细胞病变，将命名为 PRV HeN1 分离株接种小鼠能够引起瘙痒、死亡等伪狂犬病症状，并且对小鼠的 LD50

(102.37 TCID50)显著低于经典强毒 PRV 双城株(103.83 TCID50)。此外，中和试验结果显示，PRV Bartha k61 活疫苗免

疫猪仅能诱导对 HeN1 分离株低水平的中和抗体，而 HeN1 分离株能够诱导较高水平的中和抗体，并具有更强的

交叉中和能力。根据本实验结果推测，近期各猪场流行的 PRV 可能存在一定的抗原变异。
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Abstract: An epidemic disease characterized by neurologic symptoms and death in neonatal piglets occurred in many large

scale pig farms of mainland China since 2011. To investigate the causative agent of the disease, the gE of pseudorabies virus

(PRV) was amplified by PCR from the brain tissues of dead piglets and the results showed that PRVs were found in all detected

farms. Sequence alignments of gE indicated that gE genes from 14 farms of 5 provinces in 2012 were highly homologous and they

were all belong to a relatively independent sub-branch in phylogenetic analysis. In addition, the isolated PRV named HeN1 was

able to cause itch and death in experimentally infected mice and the LD50 of PRV HeN1 isolate was 102.37 TCID50 which was

significantly lower than that of virulent PRV Shuangcheng strain (103.83 TCID50). Furthermore, the cross-neutralization tests

indicated that the serum from Bartha k61 vaccine strain inoculated pigs had low neutralizing effect to the PRV HeN1 isolate, but

serum from HeN1 inoculated pigs had higher neutralizing effect to both of the viruses. In conclusion, we speculated that the

prevalence of PRVs might have antigenic variation to some extent since 2011.
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猪 伪 狂 犬 病 (Pseudorabies， PR) 是 由 PR 病 毒

(PRV)引起的一种猪急性传染病。PRV 可以感染不

同年龄段的猪，但以妊娠母猪和哺乳仔猪感染最为

严重：导致妊娠母猪流产、死胎和木乃伊胎；哺乳

仔猪出现神经症状、麻痹、衰竭死亡，死亡率几乎

高达 100 %。在规模化猪场，一般采用 PRV 基因缺

失疫苗进行防制。虽然偶尔有病毒分离的报道 [1-3]，

但总体而言该病得到了有效的控制。但 2011 年以

来，许多使用基因缺失活疫苗免疫的规模化猪场出

现了疑似 PR 流行，主要表现为猪群 gE 抗体阳性率

显著升高，母猪产弱仔、死胎，仔猪出现神经症状

及死亡等。本研究对从部分省份的 14 个 PR 免疫猪

场送检的 153 份 临床样品进行 PRV 野毒的分离鉴

定、gE 基因序列分析及血清中和试验，结果初步表

明这些猪场流行的 PRV 野毒具有某种程度的抗原变

异。

1 材料和方法

1.1 病毒株及病料 PRV Bartha k61 疫苗株和 PRV

经典强毒双城株(PRV-S)为本实验室保存。疑似 PR

发病猪脑组织 153 份，分别来自于黑龙江、吉林、
辽宁、内蒙、河南等 5 个省 14 个免疫 PRV Bartha

k61 弱毒疫苗的猪场。取适量组织进行匀浆，匀浆

液一部分用于提取病毒基因组 DNA 做 PCR 鉴定，

一部分用于病毒分离鉴定。
1.2 细胞及实验动物 Vero 细胞为本实验室保存；

BALB/c 小鼠和实验猪购自哈尔滨兽医研究所实验

动物中心。
1.3 引 物 设 计 及 合 成 根 据 GenBank 中 登 录 的

PRV 基因组序列(NC_006151)分别设计扩增部分 gE

基因的检测引物(gEup1：5'-GCCTGCCACCCGGACC

TGGT-3'； gELow1： 5'-CACGTACAGCCCCGACTCG

TCC-3') 和 用 于 gE 全 基 因 扩 增 和 序 列 分 析 的 引 物

(gEup2：5'-ATGCGGCCCTTTCTG-3'；gELow2：5'-C

GGTTCTCCCGGTATTTAAGC-3')。
1.4 病毒基因组的提取及 PCR 扩增 参照文献[4]

的方法进行操作。
1.5 病毒分离 将 PCR 鉴定为阳性的脑组织匀浆

液，采用 0.22 μm 滤器过滤除菌后，取 1 mL 接种

Vero 单层细胞，孵育 1 h 后更换含 2 %胎牛血清的

DMEM 培养液，逐日观察细胞病变(CPE)。待 70 %

左右的细胞出现 CPE 时收毒，冻融一次后，连续在

Vero 细胞中传代扩大培养。
1.6 病毒粒子的电镜观察 取 Vero 细胞中培养的

第 5 代病毒液用 2 %磷钨酸负染，在电镜下观察病

毒粒子形态。
1.7 小鼠感染试验 6 周龄～8 周龄 BALB/c 小鼠

65 只，30 只接种 10×倍比稀释(101～106)的 F5 代分

离毒，30 只接种 10×倍比稀释(101～106)的 PRV-S 强

毒 株 ，每 个 稀 释 度 5 只、每 只 经 腹 股 沟 皮 下 接 种

0.1 mL，并设 5 只小鼠注射等体积 DMEM 培养液作

为阴性对 照。观 察 小 鼠 临 床 症 状 及 死 亡 情 况 并 按

Reed-Muench 法计算其 LD50。
1.8 病毒中和试验 采用固定病毒稀释血清法测定

疫苗株 Bartha k61 接种猪血清和新分离病毒接种猪

血清对两株病毒(Bartha k61 和新分离病毒)的中和抗

体效价，操作过程参照文献 [5]的方法。抗血清制

备 ：10 头 40 日 龄 PRV 阴 性 仔 猪 ， 其 中 5 头 肌 注

1 mL 含 107.0 TCID50 的新分离 PRV，5 头肌注 1 mL

含 107.0 TCID50 的 PRV Bartha k61 株，每周采血分离

血清，56 ℃灭活 30 min，病毒量为 100 TCID50/ 孔。

2 结 果

2.1 病料检测 将疑似 PR 发病猪场病料中的脑组

织进行匀浆，提取总 DNA，以其为模板利用 PRV

gE 特异性引物(gEup1/gELow1)进行 PCR 检测。结果

表明从黑龙江、吉林、辽宁、内蒙、河南 5 省 14 个

猪场中检测到 87 份阳性病料，各猪场均存在野毒感

染。图 1 为其中一个猪场的检测结果。

中 国 预 防 兽 医 学 报 2013 年2



图 3 病毒粒子的电镜观察(Bar=500 nm)

Fig.3 The morphology of virus particles under electron microscope

(Bar=500 nm)

2.2 病毒的分离及鉴定 将部分阳性脑组织匀浆液

过滤除菌后接种 Vero 细胞，48 h 后即可以观察到网

状的 CPE (图 2)。利用 gEup1/gELow1 对培养物进行

PCR 鉴定，能够扩增到预期大小的片段，而利用猪

瘟、猪圆环病毒以及猪繁殖与呼吸综合征病毒特异

性引物 [6]扩增均呈阴性反应。将 F5 代培养物负染后

进行电镜检测，可以观察到病毒粒子呈圆形，有中

空和实心两种特征，有的有囊膜有的无囊膜(图 3)。
将其中一分离病毒命名为 PRV HeN1。

2.3 gE 基因序列分析 采用 gEup2/gELow2 引物，

以提取的阳性病料组织和细胞培养物的 DNA 为模

板，扩增完整的 gE 基因编码区，克隆于 pMD18-T

载体中进行测序。利用生物学软件 DNAStar 6.24 对

PRV gE 核苷酸序列进行比对，结果表明本实验室

最近分离的 PRV 均位于一个相对独立的分支中，与

以前分离的病毒株亲缘关系相对较远(图 4)。
2.4 小鼠感染试验 BALB/c 小鼠接种 PRV HeN1

株和 PRV-S 株后均出现了典型的 PR 症状：发病鼠

撕咬接种部位，导致局部被毛脱落、皮肤出血、严

重者后肢被咬断，接种病 毒量在 103.0～106.0 TCID50

的小鼠在接种后 72 h 内死亡。通过计算 PRV HeN1

对 BALB/c 小 鼠 的 LD50 为 102.37 TCID50， PRV-S 对

BALB/c 小鼠的 LD50 为 103.83 TCID50。注射 DMEM 培

养液的对照鼠无任何临床症状。

2.5 血 清 交 叉 中 和 试 验 利 用 中 和 试 验 测 定 了

PRV Bartha k61 和 HeN1 接 种猪在不同时间点采集

的血清对 Bartha k61 和 HeN1 病毒的中和能力。结

果表明，Bartha k61 接种猪产生的中和抗体水平与

HeN1 接种猪相比普遍较低，能够 50 %中和自身病

毒的血清稀释度均在 1∶20～1∶40 之间，对分离病毒

HeN1 的中和能力更低，50 %中和病毒的血清稀释

度在 1 ∶10 左右(图 5A)。HeN1 接种猪在感染后 2 周

即能够产生高水平的中和抗体，50 %中和病毒的血

清稀释度均在 1∶80 以上，而且对两种病毒的中和能

力均较高(图 5B)。

3 讨 论

PR 是危害养猪业的重要传染病，目前 PR 防制

主要依靠接种基因缺失疫苗。欧盟许多国家通过使

用 gE- 的基因缺失疫苗和与之相配套的鉴别诊断方

法控制和根除了 PR。我国于上世纪 70 年代从匈牙

利引进了 PRV Bartha k61 株 [7-8]，该病毒株是公认的

优良疫苗株，上世纪 90 年代以来国内规模化猪场普

遍使用该疫苗，使 PR 得到了很好的控制 [9-10]。但近

一年多来不断有猪场发生 PR 流行，并且呈逐渐严

重的趋势。本实验室从黑龙江、吉林、辽宁、内蒙

古、河南等省的猪场送检发病猪组织中通过 PCR 和

细胞接种证明为 PRV 野毒感染。这些猪场均按照正

常程序接种 PRV Bartha k61 疫苗，因此新分离的病

A: Infected Vero cells; B: Normal Vero cells

图 2 脑组织匀浆液感染 Vero 细胞产生的细胞病变
Fig.2 Virus isolation from pig brain tissue in Vero cells

图 4 PRV gE 基因的进化树分析
Fig.4 Phylogenetic analysis based on PRV gE sequence

A B
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A: The sera from pigs inoculated with PRV Bartha k61 strain.

B: The sera from pigs inoculated with PRV HeN1 strain

图 5 两株病毒诱导中和抗体水平比较
Fig.5 Comparision of neutralizing antibody level induced

by two virus strains

毒是否发生了变异有待深入研究。本实验室对检测

和分离的野毒株 gE 基因进行了测序并与 GenBank

中登录的相应序列进行比对，其同源性均在 97 %以

上，但本实验分离的 PRV 均在一个相对独立的分支

中，是否这些病毒株形成一个新的流行毒株群还有

待更多的分子流行病学数据来验证。
近期发生 PR 猪场的主要表现为仔猪出生后有

腹泻和神经症状，死亡率较高，发生类似症状的猪

场有时误诊该病为高致病性猪蓝耳病、猪瘟和流行

性腹泻。另外，PRV 感染猪几乎不形成病毒血症，

因此在血液中检出 PRV 的概率很低，而我们在病料

的检测过程中发现脑组织的病毒含量高，因此该病

的诊断应尽量以发病猪的脑组织检测为主。PRV 基

因组 GC 含量高达 70 %，设计检测病毒的 PCR 引物

难度较大，有时造成检测样品不够敏感。由于以上

原因，PR 目前在我国的流行现状还不清楚。

利 用 微 量 中 和 试 验 进 行 血 清 学 分 析 表 明 ，

Bartha k61 株 接 种 猪 血 清 产 生 中 和 抗 体 水 平 较 低 ，

对 HeN1 分离株的中和能力差，而 HeN1 分离株接

种猪血清产生抗体水平高，而且对 Bartha k61 株也

具有较高的交叉中和能力，表明 PR 现地流行的病

毒株与疫苗株之间在抗原性存在一定的差异。但现

有疫苗株对 HeN1 分离株免疫保护效果还有待动物

试验来进一步验证。
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Weeks post inoculation of PRV Bartha k61 strain

Weeks post inoculation of PRV HeN1 isolate
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