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摘要：利用初生胎羊鼻甲骨（Ｐｒｉｍａｒｙ　ｏｖｉｎｅ　ｆｅｔａｌ　ｔｕｒｂｉｎａｔｅ，ＯＦＴｕ）细胞从送检的疑似“口疮”症状的病羊唇部痂皮中

分离获得１株病毒，用ＰＣＲ检测、电镜负染观察及理化性质测定等方法对该分离株病毒进行鉴定，证实该分离株

为羊传染性脓疱病毒（Ｏｒｆ　ｖｉｒｕｓ，ＯＲＦＶ），命名为（Ｏｒｆ　ｖｉｒｕｓ　Ｊｉｌｉｎ－Ｎｏｎｇａｎ，ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ株）。对ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分

离株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因进行克隆、测序并对测序结果进行序列分析。结果显示，获得的 ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因序列长为９９４ｂｐ，编码３２９个氨基酸，与ＯＲＦＶ－Ｄ１７０１株、ＯＲＦＶ－Ｊｉｌｉｎ株、ＯＲＦＶ－ＮＺ２株、ＯＲＦＶ－
２０株、ＯＲＦＶ－７株、ＯＲＦＶ－Ｃ２株、ＯＲＦＶ－ＩＡ８２株、ＯＲＦＶ－ＳＡ００株、ＯＲＦＶ－ｍｉ９０株、ＯＲＦＶ－ｔｏｒｉｎｏ株、ＯＲＦＶ－Ｓｈａｎｘｉ
株核苷酸序列同源性分别为９６．４％、９７．３％、９９．１％、９８．７％、９９．０％、９７．５％、９８．４％、９７．２％、９７．４％、９６．９％和

９６．８％。遗传进化树结果显示，ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株与意大利ＯＲＦＶ－７毒株的亲缘关系较近，表明不同地区分离

株的Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因差异不大。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ

　　羊口疮病毒（Ｏｒｆ　ｖｉｒｕｓ，ＯＲＦＶ）属于痘病毒科、
副痘病毒属［１］。羊口疮，又叫羊接触传染性 脓 疱 性

皮炎，是一种遍布世界的病毒性疾病，主要感染小反

刍动物如山羊和绵羊，偶尔也感染其他野生反刍动

物如鹿、麝牛等［２］，以羔羊最为易感。常引起群体发

病，尤其是密集的羊群［３－５］。其 临 床 特 征 是 在 唇 部、
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舌、鼻 端、乳 房 等 部 位 形 成 丘 疹、水 疱、脓 疱 和 痂

皮［３］。且主要引起皮肤和黏膜的增生性病变［６］。此

外，本病也是一种人兽共患传染病，通过直接接触传

染［７］。据报道，该 病 发 病 率 接 近５０％，敏 感 羊 群 的

发病率则可接 近９０％，因 此 该 病 一 旦 发 生，在 给 养

羊业造成巨大经济损失的同时也直接威胁着人类的

健康［８］。近些年不断有报道称发现有新的物种感染

该病毒，这暗示ＯＲＦＶ感染宿主范围存在扩大化的

趋势［９］，同时ＯＲＦＶ具 有 免 疫 逃 避 能 力，可 重 复 感

染同一宿主［１０］。因 此 该 病 的 发 生 应 引 起 人 们 的 高

度重视。

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因位于ＯＲＦＶ基因组中部［１１］，
中间区域基 因 相 对 保 守［１２］。其 可 以 编 码 具 有 肝 素

结合活性的蛋白，这种蛋白能够与大多数哺乳动物

细胞表 面 表 达 的 硫 酸 乙 酰 肝 素（Ｈｅｐａｒａｎ　ｓｕｌｆａｔｅ，

ＨＳ）受体结合，鉴于此认为该蛋白在病毒的 吸 附 和

侵入 过 程 中 起 着 重 要 作 用［１３］。３９　０００蛋 白 是 由

ＯＲＦＶ基因组上的Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因编码产生的，
且３９　０００抗原多 肽 作 为 病 毒 表 面 微 管 的 组 成 成 分

之一，很有可 能 与 诱 导 宿 主 产 生 中 和 抗 体 有 关［１４］。

２０１１年９月，农安县一养羊户送检１只疑似羊口疮

的３月龄羔羊，为了查明病因，本试验首先对研磨病

料进行初步 的ＰＣＲ鉴 定，并 通 过 克 隆 ＯＲＦＶ农 安

分离株（ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ株）的 Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 和

测 序 结 果 分 析，以 了 解 ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ 分 离 株

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 的 分 子 特 性 及 其 编 码 蛋 白 的 功

能，为羊传染性脓疱病致病机制的研究、诊断与防治

等提供重要的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料　ＯＦＴｕ细 胞 由 吉 林 大 学 病 理 解 剖

实验室保存；２只２月龄小尾寒羊，由吉林大学实验

动物中心提供；Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α由 吉 林 大 学 病 理 解 剖

实验室 保 存；ｐＭＤｌ８－Ｔ载 体、ＤＮＡ 限 制 性 内 切 酶

ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ、ｒＴａｑ　ＤＮＡ 聚 合 酶 等 购 自 大 连

宝生物工 程 有 限 公 司；ＵＮＩＱ－１０柱 式 病 毒 基 因 组

抽提试剂盒、质粒提取试剂盒购自上海生工生物工

程有限公司；ＤＮＡ胶回收试剂盒购自长春百奥生物

技术有限公司。

１．２　病料处理　取患病羔羊唇部痂皮，用石英砂对

其进行 充 分 研 磨，制 成１︰１０ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．２）悬液，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清，
按照２０％的比例加入１×１０４　ＩＵ／ｍＬ双抗（青链霉

素），４℃感作过夜，－２０℃冻存。

１．３　病毒分离　取１．２中的病料处理上清液１ｍＬ

接种于生长良好的ＯＦＴｕ细胞，３７℃吸附２ｈ，中间

每隔２０ｍｉｎ轻摇细胞瓶，吸附完成后弃去上清液，
加入含２％胎 牛 血 清 的 ＭＥＭ 细 胞 维 持 液，静 置 培

养于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱。同时设立正常细胞

对照组。以后逐天观察细胞病变效 应（ＣＰＥ），如 果

在接种病料后４～５ｄ内细胞没有出现病变那么就

连续盲传３代，若传至第５代还没有出现病变则可

视其为阴性，但如果８０％以上细胞出现变圆、收缩、
脱落以及拉网等病变现象时立即收毒，反复冻融３
次后，保存于－８０℃。

１．４　常规病毒学鉴定

１．４．１　形态学鉴定　收集出现典型ＣＰＥ的细胞培

养物，反复冻融３次，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，含有

病毒的上清经１％磷 钨 酸 溶 液 负 染，负 染 后 电 镜 观

察。

１．４．２　病毒理化特性试验　鉴定分离毒株的理化

性质。病毒液经５０℃水浴３０ｍｉｎ处理进行病毒耐

热性试验；病毒液经５％氯仿和２０％乙醚处理进行

脂溶剂敏感性 试 验；病 毒 液 经５－ＩＵＤＲ处 理 进 行 病

毒核酸 类 型 鉴 定 试 验。并 且 设 立 正 常 对 照 组。用

ＯＦＴｕ细胞在９６孔板上测定其病毒的ＴＣＩＤ５０。

１．４．３　动物回归试验　４０　０００ｒ／ｍｉｎ超速离心３ｈ
纯化收集的细胞病毒液，在１只２月龄试验羊的口

腔黏膜划痕接种纯化病毒液，每只接种０．５ｍＬ，同

时设正 常 对 照 组，对 照 组 以 同 样 的 方 法 接 种 无 菌

ＰＢＳ　０．５ｍＬ。接种后每 天 对 接 种 部 位 进 行 病 变 观

察。

１．５　病毒ＤＮＡ的抽提及ＰＣＲ扩增　利用 ＵＮＩＱ－
１０柱式病毒基因组抽提试剂盒由接毒细胞中抽 提

病毒ＤＮＡ，具体操作按照抽提试剂盒说明书 进 行。
以抽 取 的 病 毒 基 因 组 ＤＮＡ 为 模 板，并 参 考 文 献

［１５］，设计合成１对 引 物（上 游 引 物 序 列Ｐ１为：５′－
ＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＣＣＧＡＡＡＴＣ
－３′，划线处为 ＨｉｎｄⅢ酶 切 位 点，下 游 引 物 序 列Ｐ２
为：５′－ＣＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＡＣＧＡＴＧＧＣＣＧＴＧＡＣＣ－
３′，划线处为ＥｃｏＲⅠ酶切位点），用于扩增分离株的

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 片 段，引 物 由 上 海 生 工 生 物 工 程

有限公司合成。采用２５μＬ的ＰＣＲ反应体系：２．２５

μＬ灭菌水，１２．５μＬ　２×ＧＣ　ＢｕｆｆｅｒⅠ，４μＬ　ｄＮＴＰｓ
（２ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｐ１、Ｐ２（２５μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，模板５

μＬ，ｒＴａｑ酶０．２５μＬ。
反应条件为：９５℃ 预变性１５０ｓ；９５℃４５ｓ，６０℃

４５ｓ，７２℃１５０ｓ，３０个 循 环；７２℃总 延 伸１０ｍｉｎ。
取５μＬ　ＰＣＲ产物于１％琼脂糖凝胶上进行电泳，观
察ＰＣＲ扩增结果。
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１．６　Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因的克隆与测序　将ＰＣＲ产

物用ＤＮＡ凝胶 回 收 试 剂 盒 回 收 纯 化，将 纯 化 回 收

的目的片 段 与ｐＭＤ１８－Ｔ载 体 进 行 连 接，１６℃连 接

过夜。将连接产物转化到ＤＨ５α感受态细胞，涂布

于含１‰Ａｍｐ的ＬＢ固体培养基，３７℃培养后，挑取

可能插入目的 片 段 的 单 个 白 色 菌 落，接 种 于 含１‰
Ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中，３７℃摇 床１６０ｒ／ｍｉｎ培

养过夜，用质粒ＤＮＡ小量试剂盒提取质粒，酶切鉴

定筛选阳性质粒菌种，送上海生工生物工程有限公

司测序。同 时 对 培 养 后 的 菌 液 用 原 设 计 引 物 进 行

ＰＣＲ鉴定。

１．７　测序结果分析　对获得的ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离

株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因的测序结果，应用ＤＮＡＳｔａｒ软

件进行生物信息学分析（包括核苷酸同源性、遗传进

化树等）。

２　结果

２．１　感染羊临床症状观察　送检患病羔羊极度消

瘦、精神沉郁、被毛粗糙无光泽，且在患病羊的上下

唇、口角以及鼻孔等部位见有大小不等的脓疱，并有

大面积黑褐色痂块形成，非常坚硬。除去硬痂后露

出凸凹不平锯齿状的肉芽组织，很容易出血，压力之

有脓汁排出。

２．２　病毒分离　应用ＯＦＴｕ细胞从患病羔羊唇部

痂皮中分离获得１株ＯＲＦＶ，命名为Ｏｒｆ　ｖｉｒｕｓ　Ｊｉｌｉｎ－
Ｎｏｎｇａｎ（ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ株）。ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株

接种前４代细胞上的ＣＰＥ不太明显，盲传至第５代

时细胞出现变圆、收缩和聚堆等现象，随着连续的传

代，细胞病变越来越明显，可见明显的“拉网状病变”
（图１Ａ）。对照组则呈正常细胞形态（图１Ｂ）。

　图１　接种ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ株后发生病变的ＯＦＴｕ细胞　
Ａ．病变ＯＦＴｕ细胞；Ｂ．正常ＯＦＴｕ细胞

２．３　常规病毒学鉴定结果

２．３．１　电镜观察结果　通过电镜观察可见典型的

痘病毒粒子，病毒粒子外观呈椭圆形，有囊膜，病毒

粒子表面有绳索样结构缠绕（图２）。

图２　电镜负染观察结果（４０　０００×）

２．３．２　理化学特性鉴定结果　５０℃水浴、５％氯仿、

２０％乙醚、５－ＩＵＤＲ分别处理ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株的细

胞毒后，其ＴＣＩＤ５０分别为１０３．２×１０－２、０、０、１０２．５×
１０－２，正常对照组的ＴＣＩＤ５０为１０４．６７×１０－２／１００μＬ。

２．３．３　动物回归试验　０．５ｍＬ纯化病毒液划痕接

种于１只２月龄试验羊，接种后１周在其口角、唇部

等部位出现丘疹、脓疱（图３），以后逐渐结痂愈 合；
同时对照组未见任何病变。

图３　感染羔羊唇部脓疱

２．４　Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 的 扩 增 和 克 隆　以 抽 提 的

ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株的病毒基因组ＤＮＡ为模板进

行ＰＣＲ扩 增，获 得 片 段 大 小 为１　０３１ｂｐ的 扩 增 产

物，与预期的ＤＮＡ片段长度相符（图４）。

图４　ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 的ＰＣＲ扩 增

产物　Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．阴 性 对 照；２．基 因

ＰＣＲ产物
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２．５　重组质粒筛选与鉴定　重组质粒利用原设计

引物扩增出１　０３１ｂｐ大 小 的 特 异 片 段，经ＢａｍＨ　Ｉ
和 ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定得到同样相应大小 的 目 的 条

带，表明目 的 片 段 已 经 成 功 插 入 到ｐＭＤ１８－Ｔ载 体

中，即所选质粒为阳性克隆（图５）。

图５　重 组 质 粒 鉴 定 结 果　１．重 组 质 粒 ＰＣＲ产 物；Ｍ．

ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２．重组质粒双酶切结果

２．６　序列测定及其编码氨基酸序列　将鉴定的阳

性质粒送上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 进 行 序 列 测

定，并对测 序 所 得 结 果 应 用 ＤＮＡＳｔａｒ软 件 进 行 拼

接，获得ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因序

列长为９９４ｂｐ，编码３２９个氨基酸。

２．７　Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 片 段 的 核 苷 酸 同 源 性 分 析

　选 取 ＧｅｎＢａｎｋ中 公 布 的 ＯＲＦＶ的１１个 不 同 毒

株（表１），利用ＤＮＡＳｔａｒ软件，将ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分

离株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）的测序结果同这１１个参考毒株

进行核苷 酸 同 源 性 分 析（图６）。分 析 结 果 表 明，

ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ 分 离 株 Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）与 ＯＲＦＶ－
Ｄ１７０１株、ＯＲＦＶ－Ｊｉｌｉｎ株、ＯＲＦＶ－ＮＺ２株、ＯＲＦＶ－
２０株、ＯＲＦＶ－７株、ＯＲＦＶ－Ｃ２株、ＯＲＦＶ－ＩＡ８２株、

ＯＲＦＶ－ＳＡ００株、ＯＲＦＶ－ｍｉ９０株、ＯＲＦＶ－ｔｏｒｉｎｏ株、

ＯＲＦＶ－Ｓｈａｎｘｉ株 核 苷 酸 同 源 性 分 别 为 ９６．４％、

９７．３％、９９．１％、９８．７％、９９．０％、９７．５％、９８．４％、

９７．２％、９７．４％、９６．９％和９６．８％。

表１　ＯＲＦＶ参考毒株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因的相关信息

分离株 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 宿主

ＯＲＦＶ－Ｄ１７０１（Ｄ１７０１） ＨＭ１３３９０３ 绵羊

ＯＲＦＶ－Ｊｉｌｉｎ（Ｊｉｌｉｎ） ＦＪ８０８０７５ 绵羊

ＯＲＦＶ－ＮＺ２（ＮＺ２） ＡＦ０９７２１５ 绵羊

ＯＲＦＶ－ＯＶ／２０（Ｏｖ－２０） ＡＹ０４００８５ 绵羊

ＯＲＦＶ－ＯＶ／７（Ｏｖ－７） ＡＹ０４００８４ 绵羊

ＯＲＦＶ－ＯＶ／Ｃ２（Ｏｖ－ｃ２） ＡＹ０４００８３ 绵羊

ＯＲＦＶ－ＩＡ８２（Ｏｖ－ＩＡ８２） ＡＹ３８６２６３ 绵羊

ＯＲＦＶ－ＳＡ００（Ｏｖ－ＳＡ００） ＡＹ３８６２６４ 山羊

ＯＲＦＶ－ＯＶ／ｍｉ－９０（Ｏｖ－ｍｉ９０） ＡＹ０４００８２ 羚羊

ＯＲＦＶ－ＯＶ／Ｔｏｒｉｎｏ（Ｏｖ－ｔｏｒｉｎｏ） ＡＹ０４００８１ 羚羊

ＯＲＦＶ－Ｓｈａｎｘｉ（Ｓｈａｎｘｉ） ＨＱ２２１９６４ 山羊

图６　ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ 分 离 株 与 ＯＲＦＶ 参 考 毒 株 Ｏｒｆ０５９
（Ｆ１Ｌ）基因核苷酸同源性分析

２．８　Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 遗 传 进 化 树　将 分 离 株

ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ的 Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 的 测 序 结 果 与

国内外发表的 ＯＲＦＶ不同毒株相应片段进行序列

比较分析，利用ＤＮＡＳｔａｒ软件计算 遗 传 距 离，根 据

遗传距离绘制遗传进化树（图７）。Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基

因遗传进化树结果显示，ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株与意

大利ＯＲＦＶ－７毒株的亲缘关系较近。

图７　ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离株Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因进化树分析

３　讨论

本试验根据送检病羊所表现的典型临床症状，
可初步诊 断 为“羊 口 疮”；为 进 一 步 进 行 确 诊，结 合

ＰＣＲ检测、病毒分离、电镜负染、动物回归试验以及

理化性质测定等方法进行了系统的检测分析，病料

痂皮样本的ＰＣＲ扩增结果显示，获得与预期目的基

因大小一致的条带；将经感作处理的病料研磨上清

接种单层ＯＦＴｕ细胞，在盲传５代后细胞出现有典

型的 ＣＰＥ；电 镜 负 染 观 察 可 见 有 典 型 的 痘 病 毒 粒

子，与ＯＲＦＶ的形态学一致［１６］，这表明我们从送检

病羊痂皮中 成 功 分 离 获 得１株 羊 传 染 性 脓 疱 病 病

毒，命名为 Ｏｒｆ　ｖｉｒｕｓ　Ｊｉｌｉｎ－Ｎｏｎｇａｎ。综 合 分 析 以 上

结果，证实了该起病例为ＯＲＦＶ感染所致。

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因编码的３９　０００蛋白是病毒囊

膜的主要成分之一，能够参与病毒的吸附、侵入和成

熟过程，此外，该蛋白还具有良好的免疫原性，能够
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诱导机体产生中和抗体，在消除病毒感染过程中起

到重要作用［１７］。因此，该基因的微小变化均有可能

改变该病毒的某些生物学特性，例如致病性、免疫原

性等。本 试 验 将 ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ 分 离 株 的 Ｏｒｆ０５９
（Ｆ１Ｌ）基因 序 列 与 国 内 外 发 表 的 ＯＲＦＶ不 同 毒 株

相应的 核 苷 酸 序 列 进 行 同 源 性 比 较，不 同 分 离 株

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因的 同 源 性 为９６．４％～９９．１％，其

中 与 新 西 兰 ＯＲＦＶ－ＮＺ２ 株 的 同 源 性 最 高 （为

９９．１％），这表明不同毒株的Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因高度

保守。遗传进化分析结果表明，ＯＲＦＶ　ＪＬ－ＮＡ分离

株的Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因序列与意大利ＯＶ－７分离株

亲缘关系较近，处于同一遗传进化分支；与２００８年

本实验室分离自吉林长春的ＯＲＦＶ（ＯＲＦＶ－Ｊｉｌｉｎ）分
离 株 相 比，其 形 成 一 独 立 的 进 化 分 支，这 表 明

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基 因 虽 然 高 度 保 守，但 在 遗 传 上 仍 存

在一定差异，这种差异可能是由于病毒在进化过程

中的变异所致，然而这种差异是否影响其生物学特

性还需要进行进一步的深入研究和分析。
目前，羊口疮普遍存在于饲养绵羊和山羊的国

家，是羊群中常见的疫病之一，由于 ＯＲＦＶ抵 抗 力

强，羊群一旦被感染则不易清除，可持续危害羊群多

年，该病的发 生 给 养 羊 业 造 成 严 重 的 经 济 损 失［１０］。
目 前，对 该 病 的 发 病 机 制 尚 还 不 清 楚，因 此 对

Ｏｒｆ０５９（Ｆ１Ｌ）基因及其编码蛋白的研究将不仅有助

于阐明ＯＲＦＶ的致病机制，而且将为羊传染性脓疱

病的预防和治疗措施的制定提供重要的理论依据。
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