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从健康狐狸、貉粪中检出犬冠状病毒的两种基因型
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摘 要：取某养殖场健康狐狸（91 份）、貉（#! 份）粪样，用套式 HIJ（J20AHIJ）方法检测犬冠状病毒（II%）并进行基

因型鉴定。结果显示：狐狸粪样中有 !. 份（;$G"K）为 II%!型阳性，#: 份（!;G"K）为 II%"型阳性，两型混合感染

#" 份，占 !1G$K，两型总感染率为 ;;G$K。#! 份貉粪样中，## 份为 II%!型阳性（:1G;K），其中 19 份为 II%"型、

!型混合感染（99G;K）。分别取狐狸和貉粪样中 II%"、!型阳性 HIJ 产物各 # 份（共 8 份）进行测序，均与 II%
的 L 基因序列相符，证实 HIJ 结果非假阳性。序列及系统进化分析表明，II%"型与源于意大利腹泻犬的 II%"
型（)5"$#"8.）同源性最高（:9G;K M :8G1K）；II%"、!两种基因型同源性为 88G.K M 8:G;K，在进化树中处于两个

大的分支上；同为 II%!型，狐狸源与貉源序列也存在多个位点差异。首次在貉粪中检出 II%，证实在健康狐狸、

貉群体中存在 II% 流行，且 II%"、!型并存。
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犬冠状病毒（ !"#$#% !&’&#"($’)*，II%）为冠状病毒科成

员，与猫冠状病毒（5I%），猪传染性胃肠炎病毒（2O<%），猪流

行性腹泻病毒（H</%）及人冠状病毒 ##:<（PI&%0##:<）同属

第一群。该病毒宿主范围较广，可感染犬、猫，猪、大熊猫、狐

狸、狼等［1 M !］。

冠状病毒的基因组庞大，复制时采用独特的套式转录方

式，错配率和重组率都很高，极易发生变异。不同动物来源

的冠状病毒间也可发生重组，从而导致抗原性及致病性的改

变，或产生新的基因型甚至新种，如 5I%!型就是由 5I%"
型和 II% 重组的产物［"］，Q)JQ 冠状病毒也怀疑是不同冠状

病毒重组的结果［9］。犬冠状病毒的变异株也较多。H+6R3’’,
等［;］检 测 了 腹 泻 犬 群 II%，证 实 有 新 的 基 因 型（5I%0’,S3

II%）存在。因其与 5I%"型同源性最高而建议将其命名为

II%"型（II% 2E*3"），而目前已知的其他 II%（I6A,A30’,S3）

则归为!型。国内未见关于 II% 两种基因型的报道。

冠状病毒的健康带毒现象较为普遍，宿主感染后往往成

为病毒携带者，可长期慢性排毒，并可引发新一轮感染［8，:］。

健康犬群中 II% 有很高的感染率，但尚未见其他犬科动物也

有此种现象报道。狐狸、貉在我国不少地区作为经济动物养

殖，与人类关系密切，对其健康群体进行 II% 的检测，具有潜

在的公共卫生意义。本试验采用 H+6R3’’, 等［1$，11］建立的套式

HIJ（J20A HIJ）方法，对某养殖场健康狐狸、貉粪样中的 II%
进行了检测，以期了解该群体中 II% 的感染及基因型的分

布。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 细胞和参考毒株：);# 细胞（犬纤维肉瘤细胞系）及

参考株 II%010;1 均由德国吉森大学 T6’B3+ 教授惠赠。前者

用含 1$K新生犊牛血清的 L<L 营养液培养，II%010;1 增殖

维持液为含 #K新生犊牛血清的 L<L。

!"!"# 主要试剂 和 仪 器：2JUV&’（.0WXY）购 自 L/T,& 公 司，

J-6Z,A购自华美生物公司，L0LY% J2 和 +", /-) 聚合酶

（"[4#Y）购自 H+&=3\6 公司，/-) 回收试剂盒购自中科开瑞公

司，2 载体购自 26]6J6，HIJ 仪购自 L^ 公司。

!"!"$ 引物：参照文献［:，1$］发表的 L 基因的套式 HIJ 引

物序列合成下列引物（由 26]6J6 合成）。II%1："_02II)O
)2)2O2))2O22OOI0._（ ‘ ）；II%#： "_02I2O22O)O2))2I
)II)OI20._（ D ）；II%.： "_0OO2O2I)I2I2))I)22OI220._

（ ‘ ）；II%16："_0O2OI22II2O))OO2)I)0._（ ‘ ）。

其中，第一轮扩增用引物 II%14II%#，目的片段大小为

!$:a*，将第一轮产物作 1 b 1$$ 稀释，用引物 II%#4II%. 进行

第二轮扩增，目的片段大小为 #1#a*。第二轮若用引物 II%#4
II%16，则可特异性扩增出 II%"型 L 基因片段，大 小 为

#.:a*。

!"# 粪样的采集及处理

#$$! 年 ! 月从安徽某特种经济动物养殖场采集健康狐

狸粪样 91 份，貉粪样 #! 份。粪样用 $G$1=&’4Y HTQ 作 1$ 倍

稀释，1#$$$+4=,A 离心 "=,A，取上清保存于 D #$c待检。



!"# $%& 提取及 ’(%& 合成

将 !!"#$#%$ 接种 &%’ 细胞，至 ()*以上细胞出现病变

后冻融两次收获病毒，以此病毒液作为检测时的阳性对照。

!"#"! +,& 提 取：取 -))!. 粪 便 上 清 加 )/(0. 1+2345（6#
78.）按说明书提取 +,&。

!"#") 9:,& 合成：提取的 +,& 用 ’)!. ;;<’8（+=>?@#AB@@）

溶解，取 C!. 用于 9:,& 合成。+1 反应体系：+,& 模板 C!.，

下游 引 物 !!"’（6)D045E!.）$!.，C F 缓 冲 液 -!.，$)0045E.
;,1G? $!.，+,>?H= $CI，J#J." +1 $))I，加 ;;<’8 至终体积

’)!.，然后 -’K孵育 $L，MCK C0H=。

!"* 套式 +,$ 反应体系建立和敏感性检测

用参考株 !!"$#%$ 对 G!+ 反应体系进行优化，最终确立

套式 G!+ 的反应体系条件如下：参考株 :,& C!.，$) F G!+
缓冲液 ’!.，’C0045E. JN!5’ ’!.，$)0045E. ;,1G? $!.，上下游

引物各 )/C!.（6)D045E!.），!"# :,& 聚合酶 ’/CI，补加 ;;<’8
至终体积 ’)!.。反应条件：M-K 6)?，CCK 6)?，%’K $0H=，

6C 个循环；%’K C0H=。第二轮与第一轮反应体系和条件均相

同。反应结束后，取 C!. 产物于 $/C*的琼脂糖凝胶电泳，观

察结果。

用以上的反应体系和条件分别检测含 $)))、$))、$)、$ F
1!2:C)的 !!"#$#%$（!!""型）细胞培养物，以确定该方法的

敏感性，并 用 于 检 测 处 理 好 的 粪 样。同 时，用 引 物 !!"’E
!!"$> 扩增到的 !!"$#%$ 的第一轮产物，以确定该引物的特

异性。

!"- 基因克隆和测序分析

对 - 份 !!""型阳性的样品（O8P#!!"#6#’，O8P#!!"#-#
’，+&!#!!"#’#’，+&!#!!"#(#’）以及 - 份 !!"#型阳性样品

（O8P#!!"#6#$，O8P#!!"#$(#$，+&!#!!"#’#$，+&!#!!"#$-#$）

的 G!+ 产物用胶回收试剂盒进行回收，连接 1 载体，转化大

肠杆菌（$%&’()*&’*" &+,*）:<C$，挑取阳性克隆，由上海中科开

瑞公司进行测序，测序结果与已知 !!" 序列进行比对，然后

用 :,&?Q>B 和 R.&S1 软件进行同源性和系统进化分析。

) 结果

)"! $./0+,$ 的敏感性

+1#=G!+ 方法可检测出 $ F 1!2:C) 的 !!"$#%$，第一轮可

扩增出 -)MTD 的目的片段，用引物 !!"’E!!"6 进行第二轮

图 ! $./0+,$扩增结果

OHNU$ !40D>BH?4= 4A QL@ QLB@@ +1#=G!+ DB4;V9Q?

JU J>BW@B；$ U -)MTD；’ U ’$’TD；6 U 1L@ ?@94=; G!+ DB4;V9Q 4A !!"

QXD@#H= A@9@?（ ’6MTD）；- U !!"$#%$ 9>==’Q T@ >0D5HAH@; TX QL@ DBH0@B?

!!"$>E!!"’U

G!+ 可扩增出 ’$’TD 的目的片段。用引物 !!"’E!!"$> 未能

扩增出目的片段，证明该检测方法敏感性极高，且用于检测

!!"#型的引物不能扩增出 !!""型基因（图 $）。

)") 粪样中 ,,1!型、"型的检出

Y$ 份 狐 狸 粪 样 中，-6 份 为 !!""型 阳 性，阳 性 率 为

%)/C*；’- 份貉粪样中，’’ 份为 !!""型阳性，阳 性 率 为

M$/%*。部分样品的 +1#=G!+ 结果如图 ’ 所示。对所有样

品的第一轮产物经 $)) 倍稀释后用引物 !!"’E!!"$> 进行

!!"#型的检测。在狐狸粪样中有 ’M 份可扩增出 ’6MTD 的

目的片段（图 $），阳性率为 -%/C*。在这 ’M 份阳性中，有 ’C
份同时也是 !!""型阳性，两型混合感染率为 -$/)*，其余 -
份仅为 !!"#型阳性。貉粪样中，$Y 份为 !!"#型阳性（占

YY/%*），同时也是 !!""型阳性（表 $）。

图 ) （&）$./0+,$第一轮结果；（2）$./0+,$第二轮结果

OHNU’ （&）+@?V5Q? 4A QL@ AHB?Q G!+（R）+@?V5Q? 4A QL@ ?@94=; G!+

J/ J>BW@B；$ Z -/ 1@?Q@; A@9@?；C/ !!"$#%$；Y/ [>Q@B U

表 ! 健康狐狸、貉粪样 ,,1的检测

1>T5@ $ 1L@ ;@Q@9QH4= B@?V5Q? 4A !!" H= >55 QL@ A@9@?

S4VB9@ 4A
?D@9H0@=? &04V=Q !!" QXD@"

D4?HQH\@（*）
!!" QXD@#
D4?HQH\@（*）

!4#H=A@9QH4=
（*）

14Q>5
H=9H;@=9@E*

O4]@? Y$ -6（%)/C） ’M（-%/C） ’C（-$/)） %%/)

+@9944= ;4N? ’- ’’（M$/%） $Y（YY/%） $Y（YY/%） M$/%

)"# 测序分析

所得序列与已知序列进行比对，均与 !!" 的 J 基因序

列相符，证实 G!+ 结果非假阳性。其中狐狸源 !!""型序列

与参考株 !!"$#%$ 同源性最高（MM/C*），与源于中国大熊猫

的 J 基因序列（&^-6YY6C）同源性 MM/$*，与 1_‘" 同源性为

M%/’*。而貉源 !!""型则与犬源南京株 !!"#1$- J 基因序

列同 源 性 最 高（M%/%* Z M(/$*），与 !!"$#%$ 同 源 性 为

MY/’* Z M%/’*，与狐狸源 !!""型有差异，两者同源性为

MC/(* Z MY/%*。狐 狸 源 与 貉 源 !!"#型 序 列 与 GB>Q@55H
等［$’，$6］所 发 现 的 犬 源 !!"#型（&OC)’C(6）同 源 性 最 高

（MY/%* Z M(/$*），而 !!""型与其同源性仅有 ((/6* Z
(M/%*。比对序列发现，!!"#型与 !!""型相比存在着多

个的碱基差异，变异位点多发生在 Ca端，6a端相对保守。在

系统进化树（图 6）中，以 !!"$#%$ 及 !!" &^-6YY6C 为代表的

!!""型与以 !!"#型（&OC)’C(6）为代表的 !!"#型处于两

个大的截然不同的分支上。!!"#型与 O2G" 关系很近，而

!!""型则与 1_‘" 处于同一分支上。狐狸源 !!""型与貉

源 !!""型又处于两个小的分支上，两者序列也存在着多处
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的差异。

图 ! 健康狐狸、貉粪样中 ""#!型、""#"型与已知 ""# $ 基

因片段系统进化树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 12/-"2) 3 #+,+ ,4.)+*-"5+ 6+74+,.+6（898:1）

*0 -;* <<= #+,*-(1+6 2,5 6+>+/2) ?,*;, <<=6

! 讨论

冠状病毒的感染常具有宿主特异性，只感染相应的动物

并引起特定的疾病。有些冠状病毒也可感染其他种类的动

物，引起或不引起相应的临床症状。近年来对犬冠状病毒的

研究发现其宿主范围较广，除犬外，猫、猪、狼、大熊猫、狐狸

等均可感染［9 @ A］。<<= 在犬群中的感染尤为普遍。B+,,2,-
等血清学调查表明，英国某些犬群 <<= 抗体阳性率在 CDE
@ 9FFE之间。&/2-+))" 等［98］指出，意大利腹泻犬粪便中 <<=
阳性率为 A8GHE。日本学者［9%］对腹泻犬肛拭子的检测结果

表明，<<= 感染率为 IIGAE。国内也在 <<= 的流行病学方面

做过工作，张伯强等［9A］用 JKLMN 法检测南京地区的 <<=，证

明在南京犬群中有 <<= 的流行，腹泻犬中 <<= 的感染有超

过犬细小病毒的趋势。但以上研究多集中于对发病群体中

<<= 的检测，对于健康群体中是否也存在有 <<= 的感染则未

见报道。

本研究用 &/2-+))" 等［9F，99］建立的 OBP,&<O 方法对健康的

狐狸、貉群体进行了 <<= 的检测，首次发现貉也是 <<= 的宿

主，并且在该健康狐狸、貉群体中 <<= 感染率很高（CFGIE @
Q9GCE），可能由于狐狸、貉处于同一集约化养殖场，<<= 易

在群体内R间相互传 播，从 而 导 致 了 较 高 的 感 染 率。有 研

究［9I］表明，<<= 存在致病株与非致病株的差异。这些在健康

群体中存在的 <<= 致病意义究竟如何，尚不清楚。

冠状病毒的变异和重组是近些年来研究的热点，不同冠

状病毒 间 的 重 组 往 往 导 致 病 毒 嗜 性 的 改 变，并 可 产 生 新

种［9D，9C］。J/)+6 等［9H］发现冠状病毒也是犬传染性呼吸道综合

征（<2,",+ ",0+.-"*46 /+61"/2.-/( 6(,5/*S+）的重要病原，其 M 基

因与 T<*=PU<A% 和牛冠状病毒（V<*=）同源性最高，可能来

源于 U<A% 或 V<*=。<<= 的变异株也较多，不断有新的毒株

被发现。

W2()*/等［9Q］鉴 定 了 分 离 自 澳 大 利 亚 肠 炎 犬 的 变 异 株

<<=PXYM3WP9，进化位置处于 !<= 和 <<= 之间，认为可能是

<<= 新的亚型。&/2-+))" 等［C］证实，在腹泻犬群中有两种 <<=
基因型流行，<<=!型的检出率为 9AGIE，两种基因型共感

染率为 CDGHE。根据两型保守的 3 基因的序列差异，&/2-+))"

等［89］设 计 了 用 于 鉴 定 新 基 因 型（<<=!型）的 特 异 引 物

<<=92R<<=8。本研究采用这对引物在健康狐狸、貉粪样中检

测到了 <<=!型，与 <<="型的共感染率分别为 A9GFE，

DDGCE。说明目前在狐狸、貉群体中也同时存在着两种 <<=
基因型流行，新发现的基因型（<<=!型）在犬科动物中可能

较为普遍。序列及系统进化分析表明，两种基因型在进化树

中处于两个大的分支上，序列上存在着多处特异突变，而型

内则关系很近，这与以往的研究相符［8F］。有趣的是，即使同

为 <<="型，狐狸源与貉源序列也存在多处差异，提示 <<=
在适应不同宿主过程中会发生变异。由于在同一宿主体内

存在两种基因型共感染，两种基因型理论上存在自然重组的

可能。另外，自然条件下 <<= 也能感染其他动物，就为 <<=
与其他动物源的冠状病毒发生异源重组提供了条件，导致新

种出现或是宿主范围的改变，其潜在的公共卫生和流行病学

意义显而易见。
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科技论文中计量单位的标准写法

参照《中国科学院自然科学期刊编排格式规范》、国家标准 \G>>!" A => 和《中国学术期刊（光盘版）检索与评价数据规范》

等要求，对本刊经常遇到的一些格式作如下规定。计量单位和单位符号以国家技术监督局发布的《量和单位》\G"!UU3"!US3<"
执行。

!B 时间：日（天）用 :；小时用 &；分钟用 P’4，秒用 8 等，单位符号均用英文小写正体。

SB 溶液浓度：溶液浓度用 P$7aE 表示，而不用 # 或 R。TTP 应写为 P,aE。

"B 旋转速率：单位符号为 -aP’4，而不用 -TP。

CB 生物大分子的分子量：蛋白质用 *K；核酸用 ;T 或 *;。

?B 光密度：光密度符号用斜体表示，如 D?，D?@UU等。

@B 体积：升用 E；毫升用 PE；微升用#E。

>B 压力a压强：帕斯卡用 Z.，不用 *,a%PS、磅；UB??*,a%PS（= 磅）#UB?? d !U? Z.，!BU?*,a%PS（!? 磅）#! d !U? Z.。
=B 图表中数值的量和单位：用量与单位的比值表示数值，即物理量符号（斜体）与单位（正体）之间用斜线隔开，如 /a&（时

间，单位是小时）。

<B 有些数值带的计量单位不能省略，如 "U%P d UB?%P 不可写成 "U d UB?%P。
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