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摘要

犬瘟热（Canine distemper, CD）是食肉科动物中高发病率的急性传染病，由犬

瘟热病毒（Canine distemper virus, CDV）感染引起，感染后临床表现为免疫抑制、

脓性眼鼻分泌物、呼吸道炎症、腹泻便血、神经损伤等多系统症状。近年来 CDV在

环境压力下不断变异进化，CDV野毒株对疫苗株产生免疫逃逸，并获得跨物种传播

能力，给养殖动物及野生动物造成极大损失和危害。病毒分离是研究当前 CDV流行

毒株的有效途径，但由于 CDV对环境抵抗力低、传统细胞系对 CDV敏感度较差等

多种因素，对于野毒株的分离培养较为困难，严重限制 CDV的深入研究。Nectin4

作为 CDV的细胞受体，是 CDV感染宿主上皮细胞的特异性受体且物种间保守性良

好，目前表达受体的传代细胞在分离培养 CDV时扮演重要角色。因此，构建出稳定

高效的细胞工具用于分离培养 CDV，并对我国当前流行毒株进行鉴定分析，对 CD

防控具有重要意义。

本研究利用慢病毒系统构建表达 Nectin4受体的 Vero细胞，经 RT-PCR、IFA、

Western Blot鉴定 Nectin4受体成功在 Vero细胞中表达，外源表达受体 Nectin4在连

续传代 30代后经检测依旧存在，稳定性良好。与普通 Vero细胞相比，表达 Nectin4

的 Vero 细胞对不同 CDV 毒株的增殖均有促进作用，其中 wh15 株可从 104.33

TCID50/mL提升至 105.5 TCID50/mL。利用 RT-PCR对湖南、湖北、江西、广西、河南

五个省份收集的 1255份样品进行 CDV检测，经检测共 280 份 CDV 阳性，平均检

出率为 22.3%，利用 Vero-Nectin4细胞系成功分离 1株能稳定传代的 CDV（WH03），

接种细胞 24 h就能出现明显细胞病变，大大缩短病毒分离时间。此外，还获得 1株

无法在细胞上传代但存在一定毒力的 CDV（WH29）。对 CDV毒株的 H基因测序

进行遗传进化分析，发现WH03属于美洲 1型，WH29属于亚洲 1型，与当前经典

疫苗株的 H基因在核苷酸、氨基酸、糖基化位点、抗原表位均有所差异，其中WH03

毒株糖基化位点为 7个，WH29则进化为 9个，为我国当前流行野毒株所特有。通

过感染幼犬分析 CDV毒株致病力，结果发现WH03对犬只不致病，而WH29对幼

犬有高致病力，引起 100%发病（5/5）、40%死亡（2/5）。

综上，本研究构建表达Nectin4受体的Vero细胞系，利用该细胞系分离 1株 CDV

毒株WH03及 1株无法在细胞上传代的 CDV毒株WH29，经 H基因遗传进化分析，
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WH03、WH29与经典疫苗株存在较大差异。致病性研究结果发现，WH03对幼犬无

致病性，WH29则存在高致病性。本研究为 CDV的临床分离和鉴定，以及疫苗的研

发奠定基础。

关键词：犬瘟热病毒；Nectin4受体；分离鉴定；H基因分析；致病性
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Abstract

Canine distemper (CD), caused by canine distemper virus (CDV), is an acute

infectious disease with high morbidity among carnivores. Clinical symptoms of infection

include immunosuppression, purulent ocular and nasal discharge, respiratory

inflammation, diarrhoea and blood in stool, neurological symptoms and other

multi-system symptoms. In recent years, CDV has been mutating and evolving under

environmental pressure, and wild strains of CDV have escaped immunization against

vaccine strains and acquired the ability to spread across species, causing great losses and

harm to farmed and wild animals. Virus isolation is an effective way to study the current

epidemic strains of CDV, but due to a variety of factors such as low resistance of CDV to

the environment and poor sensitivity of traditional cell lines to CDV, it is difficult to

isolate and culture wild strains of CDV, which severely limits in-depth research on CDV.

Nectin4, as a cellular receptor for CDV, is a specific receptor for CDV-infected host

epithelial cells and is well conserved among species. The current passaged cells

expressing the receptor play an important role in isolating and culturing CDV. Therefore,

it is of great significance for CD prevention and control to construct a stable and efficient

cellular tool for isolation and culture of CDV, and to identify and analyze the current

epidemic strains in China.

In this study, Vero cells expressing Nectin4 receptor were constructed using lentiviral

system. Nectin4 receptor was successfully expressed in Vero cells as identified by

RT-PCR, IFA, and WB, and the ectopically expressed receptor Nectin4 still existed after

30 consecutive passages, which was detected with good stability. Compared with normal

Vero cells, Nectin4-expressing Vero cells promoted the proliferation of different CDV

strains, among which wh15 strain could increase from 104.33 TCID50/mL to 105.5

TCID50/mL. A total of 1255 samples collected from five provinces of Hunan, Hubei,

Jiangxi, Guangxi and Henan, were tested for CDV. A total of 280 positive samples were

detected, with an average detection rate of 22.3%. One stable transmissible CDV strain

(WH03) was isolated using the Vero-Nectin4 cell line, the inoculated cells were able to
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develop cytopathic lesions within 24 h. Besides, one CDV (WH29) was also obtained that

could not be transmitted on cells, but had virulence. Genetic evolutionary analysis of the

H gene revealed that WH03 was America type 1, and WH29 was Asia type 1, differed

from the current classical vaccine strains in nucleotides, amino acids, glycosylation sites,

and antigenic epitopes with mutations. The WH03 strain has 7 glycosylation sites,

whereas WH29 has evolved to 9 sites. Pathogenicity studies showed that WH03 was

non-pathogenic and weakly virulent in dogs, whereas WH29 was highly pathogenic in

puppies, causing 100% morbidity (5/5) and 40% mortality (2/5) in dogs.

In this study, we constructed a Vero cell line expressing the Nectin4 receptor and

used this cell line to isolate one CDV strain WH03 and one CDV strain WH29 that could

not be passed on, and the genetic evolutionary analysis of the H gene showed that there

were large differences between WH03 and WH29 and the classical vaccine strains.

Pathogenicity studies revealed that WH03 was non-pathogenic in puppies and WH29 was

highly pathogenic. This study lays the foundation for the clinical isolation and

characterization of CDV and the development of vaccines.

Keywords: Canine distemper virus; Nectin4 receptor; isolation and identification; H gene

analysis; pathogenicity
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缩略语表（Abbreviations）

英文缩写

Abbreviations
英文全称

English Name
中文全称

Chinese Name

aa Amino acid 氨基酸

Amp Amplicillin 氨苄青霉素

Bb Bordetella bronchiseptica 支气管败血波氏杆菌

bp Base pair 碱基对

CAV Canine adenovirus 犬腺病毒

CCV Canine coronavirus 犬冠状病毒

CD Canine distemper 犬瘟热

cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸

CNS Central nervous system 中枢神经系统

CPE Cytopathic effect 致细胞病变效应

CPV Canine parvovirus 犬细小病毒

d Day 天

ddH2O Double distilled H2O 双蒸水

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 细胞培养基

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸

dNTP Deoxyrinediamine triphoshate 脱氧核糖核苷三磷酸

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验

F Fusion protein 融合蛋白

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清

FITC Fluorescein Isothiocyanate 异硫氰基荧光素
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µg, mg, g Microgram,milligram,gram 微克，毫克，克

µL, mL, L Microliter,milliliter,liter 微升，毫升，升

H Hemagglutinin protein 血凝素蛋白

h, min, s Hour, Minute, Second 小时，分钟，秒

IFA Indirect immunofluorescent assay 间接免疫荧光试验

IFN Interferon 干扰素

Igκ Immunoglobulin kappa-chain 免疫球蛋白κ链

kDa Kilodalton 千道尔顿

L Large protein 大蛋白

LB Luria-Bertani medium LB培养基

M Matrix protein 基质蛋白

MOI Multiplicity of infection 感染复数

MV Measles virus 麻疹病毒

N Nucleocapsid protein 核衣壳蛋白

nt Nucleotide 核苷酸

P Phosphoprotein 磷蛋白

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液

PCR Polymrase chain reaction 聚合酶链式反应

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯

RABV Rabies virus 狂犬病毒

RNA Ribonucleic acid 核糖核酸

RNP ribonucleoprotein complex 核糖核蛋白复合物

TCID50 Median tissue culture infective dose 半数组织培养感染量



表达 Nectin4受体细胞系的构建与犬瘟热病毒的分离鉴定及致病性研究

1

1 前言

1.1 文献综述

1.1.1 犬瘟热概述

犬瘟热（Canine distemper, CD）是由犬瘟热病毒（Canine distemper virus, CDV）

引起的急性或亚急性高度接触性的多种属动物共患传染病。1905 年由莱尔

（Carre´）等人发现 CDV是引起该病的致病因子，因此 CD也被称为莱尔病。

该病广泛分布于世界各地，一年四季均可发病，但寒冷季节多发且症状较为严

重。典型症状为双相热，并伴有消化道、呼吸道炎症及神经系统损伤，同时易

出现细菌、病毒等继发感染(Uhl et al 2019)。CD死亡率与宿主种类关系密切，

死亡率在 30% - 100%之间，其中雪貂最易感，死亡率为 100%(Rendon-Marin et al

2019)。关于 CD 的第一份可信报告由唐·安东尼奥·德·乌略亚 (Don Antonio

de Ulloa)撰写于 18 世纪 30 年代，最初仅限于新大陆(Blancou 2004)。CDV

可能起源于新大陆时期广泛肆虐的人类麻疹病毒（MV），感染 MV 的病

死尸体组织被犬只啃食，进而造成犬只的感染 (Uhl et al 2019)。这种暴露

于病毒感染的身体分泌物和组织是 MV 向新物种传播的常见途径，也是

CDV 感染转移到野生和家养动物的传播方式(Uhl et al 2019)。CDV 传染源

包括已感染动物（显性感染及隐形感染）及愈后带毒动物。传播方式除了

通过接触传播，还能够借助空气飞沫，将带毒的鼻腔分泌物以气溶胶形式

进行传播，也可以通过子宫或胎盘传播(de Vries et al 2017; Elia et al 2015)。

1.1.2 CD流行病学

CD 在最初的报告中描述为感染驯养犬的疾病，但随着人类活动范围

的扩大、动物栖息地环境变化、病毒基因突变及重组的发生(Domingo et al

1997; Panzera et al 2015; Yuan et al 2017)等一系列因素影响，CDV 的宿主

正在不断扩大。目前共有 20 多个食肉动物和非食肉动物家族受到影响

(Duque-Valencia et al 2019; Karki et al 2022)，包括犬科、鼬科、鬣狗科、
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浣熊科、熊科、猫科、猴科、海豹科等多科属动物。CDV 易感宿主范

围的不断扩大，使得 CD对于家养动物、野生动物类造成巨大威胁。家养动物种

群数量十分庞大，目前我国的犬只数量已达 2亿且地区分布十分广泛。相关报

道称，犬类 CDV阳性率为 20%以上，但约 50%的家犬感染后表现亚临床症状。

此外，CD 在犬科及部分非犬科动物（如水貂等）免疫疫苗后疫情虽得到

有效控制，但近年来免疫动物自然感染 CDV 野毒株的事件仍多有报道

(Blixenkrone-Möller et al 1992; Decaro et al 2004; Liu et al 2021;

Simon-Martínez et al 2008; Zhao et al 2014)。CDV 对野生动物的感染严重

威胁到某些野生濒危物种，1993 年在坦桑尼亚狮子（Panthera leo）种群中

CDV感染率超过 85%，约 35%的狮子在感染后 6个月内死亡(Roelke-Parker

et al 1996)；2001 年美国境内浣熊（Procyon lotor）因感染 CDV 导致的死

亡率为 45%(Lednicky et al 2004a)；埃塞俄比亚狼（Ethiopian wolves）在埃

塞俄比亚的野生种群中因 CDV引起的死亡率高达 68%(Gordon et al 2015)；

2016 年，中国野生动物救援和保护中心的大熊猫（Giant panda）CDV 的

发病率为 27%，死亡率为 23%(Feng et al 2016b)；有报道称野生黑足雪貂

（Black-footed ferrets）感染 CDV 后导致种群数量锐减，几近灭绝(Williams

et al 1988)。2019 年、2022 年分别报道了在印度狮群及爪哇豹中的 CDV

感染死亡病例(Mourya et al 2019; Rahman et al 2022)。

CDV 对不同宿主具有广泛感染性，但需依赖于一定数量基础的种群才

能持续存在及感染(Cleaveland et al 2000)。犬科动物的高感染率、庞大种

群数量、广泛分布对 CDV 的传播极为有利，提示了犬仍旧是 CDV 的主要

传播源。因此，对犬只的监测及免疫防控仍至关重要。

1.1.3 CD临床特征

CDV 感染易感动物的潜伏期根据传染源物种的差异性而有所不同，同

源物种潜伏期约为 1 周左右，异源物种间潜伏期为 4 - 8 周不等。CD 在不

同物种间的发病率与死亡率不同，但易感动物间的临床特征与发病机制呈

现一致性 (Jo et al 2019)。感染早期，CDV 与免疫细胞表面的 SLAM 受体

结合，为病毒感染提供趋向性(Gradauskaite et al 2022)，导致出现第一次病
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毒血症并引起短暂性发热（持续期较短很快恢复正常），表现为扁桃体炎

及眼鼻出现少量卡他性分泌物、上呼吸道感染、食欲下降、轻度抑郁。感

染中期，最初的病毒血症将病毒通过血液循环感染扩散到全身的淋巴组织，

进而导致伴有免疫抑制的第二次病毒血症出现。并由于 Nectin4 受体与病

毒结合，使病毒趋向性的感染上皮细胞(Noyce et al 2013)，导致患犬出现

发热、呼吸道症状、消化道症状和皮肤病变。具体表现为双相热、眼鼻出

现大量脓性分泌物、结膜炎、脚垫鼻子严重角质化（变硬干裂），咳嗽、

呼吸困难、肺脏啰音、呕吐、腹泻（粪便逐渐从水样发展为大量黏液及鲜

血）、皮肤疱疹样病变、淋巴细胞下降(Appel et al 1995; Krakowka et al 1975)

以及处于恒牙发育期的幼犬恒牙出现不规则的多灶性牙釉质损伤(Uhl et al

2019)。此外，因机体免疫抑制的发生，常继发细菌或病毒感染加剧临床

症状，导致宿主极度消瘦，严重脱水引起死亡。其中以支气管败血波氏杆

菌（Bordetella bronchiseptica, Bb）、犬腺病毒（Canine adenovirus, CAV）

(Day et al 2020; Matsuu et al 2020)、犬细小病毒（Canine parvovirus, CPV）

(Saltık 2023)为主要继发病原。感染后期，病毒可扩散到中枢神经系统，

导致急性或持续的神经症状，临床表现为精神极度抑郁、部分或完全瘫痪、

头部倾斜、眼球震颤、肌肉痉挛、癫痫发作、共济失调(Beineke et al 2009)。

急性中枢神经系统疾病通常是致死性的，部分犬能够康复，但多数康复犬

留有神经后遗症并伴随终身，表现为强迫性运动如头部震颤等(Martella et

al 2008)。

1.1.4 CDV病原学

犬瘟热病毒又称犬麻疹病毒（Canine morbillivirus），是副黏病毒科

（Paramyxoviridae family）麻疹病毒属（Morbillivirus genus）中的一员(King et al

2018)。CDV病毒形态呈多形性（大多为球状和丝状），成熟的病毒粒子直径在

150 - 300nm之间，为单股负链不分节段的有囊膜 RNA病毒，基因组包含 15690

个核苷酸，包括 6 个基因转录单位（N、P、M、F、H、L），基因组从 3’

端前导序列（约 58 个核苷酸）到 5’端尾随序列（约 38 个核苷酸）呈线性

排列，如图 1-1所示。除M和 F基因之间的非翻译区（Untranslated region, UTR）
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大约有 405 个核苷酸外，其余转录单位由相对均匀的 UTR（107 - 155 个

核苷酸）分开(Anderson et al 2008)，以独立且不重叠的转录单位组织编码

6种结构蛋白和 2种非结构蛋白：包括一个包膜相关蛋白（基质蛋白 M , Matrix

protein）、两个糖蛋白（血凝素蛋白 H, Hemagglutinin protein 和融合蛋白

F, Fusion protein）、两个转录酶相关蛋白（磷酸化蛋白 P, Phosphoprotein

和大 蛋白 L, Large protein）和一 个包装 病毒 RNA 的核 衣壳蛋 白 N

（Nucleocapsid protein）；P 基因还编码 C 和 V 两种非结构蛋白(Martella et

al 2008; Rendon-Marin et al 2019)。目前已知 CDV 基因型有 22 种 (Wilkes

2022)，主要包括：美洲 1 型（America-1）至美洲 5 型（America-5），其

中美洲 4 型（America-4）也称为北美 /南美 4 型（North/South America-4），

加拿大 1 型（Canada-1）、亚洲 1 型（Asia-1）至亚洲 6 型（Asia-6）、里

海型（Caspian）、欧洲 /南美 1 型（Europe/South America-1）、南美 2 型

（SouthAmerica-2）、南美 3 型（South America-3）、欧洲野生动物型（Europe

wildlife）、类北极型（Arctic-like）、岩石型（Rockborn-like）、非洲 1

型（Afira-1）、非洲 2 型（Afira-2）、澳大利亚型（Australia）(Bi et al 2015a;

Mourya et al 2019)。

图 1-1 CDV结构及基因组结构(Rendon-Marin et al 2019)
Fig.1-1 Structure and genome structure of CDV(Rendon-Marin et al 2019)
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1.1.5 CDV蛋白功能

N 基因（开放阅读框为 1572 个核苷酸）编码包裹病毒 RNA 的 N 蛋白，

N 蛋白是病毒核衣壳的主要组成成分。基于 CDV 基因的表达，N 蛋白作

为大蛋白 L 及磷酸化蛋白 P 转录和复制的模板，N、P、L 蛋白与病毒 RNA

组成核糖核蛋白复合物（Ribonucleoprotein complex, RNP）(von Messling et

al 2001)，从而使病毒基因组具备复制和转录功能。此外，N 蛋白与 CDV

毒力有关，有研究发现 CDV 野毒株对宿主中枢神经系统的持续性感染与

N 蛋白有着密切联系 (Stettler et al 1995)。作为 CDV 结构蛋白中相对保守

且含量丰富的蛋白，N 蛋白在诱导免疫反应方面也发挥重要的作用，不仅

能够发挥细胞免疫产生细胞毒性 T 细胞反应，还能诱导中和抗体的产生

(Cherpillod et al 2000)。有研究证实，N 蛋白能以 mTOR 依赖的方式诱导

完全自噬，促进病毒复制(Chen et al 2023)。

P 基因（开放阅读框为 1524 个核苷酸）在 CDV 中高度保守，编码一

个磷酸化蛋白 P 和两个非结构蛋白 V 和 C。P 蛋白能够在磷酸化作用下被

激活发挥转录辅助因子作用 (Liu et al 1997)，进而参与转录复制。有研究

指出 C 蛋白对 CDV 毒力至关重要，缺失 C 蛋白后 CDV 的毒力在体内外

均被减弱(Siering et al 2021)。此外，非结构蛋白 V 和 C 还能够参与调节免

疫反应，通过直接或间接调控干扰素（ IFN），从而参与宿主的免疫抑制

(Nakatsu et al 2008; Sparrer et al 2012)。

基质蛋白 M 由 M 基因编码（具有 1008 个核苷酸），是 CDV 中最小

的蛋白，位于核衣壳和包膜之间，构成病毒包膜的内层(Liljeroos et al 2011)，

参与病毒的转录、组装、出芽过程。M 蛋白作为包膜相关蛋白，通过与

RNP 接触结合，将其连接到包膜上，从而在病毒的释放脱落中发挥作用

(Bringolf et al 2017)。研究发现，M 蛋白不仅能够影响包膜糖蛋白（血凝

素蛋白 H、融合蛋白 F）在细胞膜上的分布，还对病毒致病力有一定影响

(Dietzel et al 2011)。

F 基因（具有 1989 个核苷酸）编码构成病毒纤突的 F 蛋白，属于Ⅰ型

糖蛋白，F 蛋白最初以无活性的 F0 前体蛋白形式存在，后经裂解连结变
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成有活性的 F1、F2亚蛋白，加工折叠后才形成具有融合功能的 F蛋白(Avila

et al 2015)。F 蛋白在识别病毒细胞受体和进入宿主细胞中起关键作用。附

着宿主细胞后，F蛋白介导病毒包膜与宿主细胞膜的融合，从而使病毒 RNP

进入细胞质(Lamb 1993)。F 蛋白还能够促进宿主细胞之间的膜融合，形成

合胞体(Smith et al 2009)。CDV 作为麻疹病毒属成员之一，与其他同属病

毒（麻疹病毒等）具有免疫交叉保护性，这依赖于麻疹病毒属 F 蛋白抗原

表位的高度同源性。此外，有研究发现 F 蛋白信号肽（F signal peptide, Fsp）

有助于 CDV 的特性研究，Sarute 等人通过比较 Fsp 编码区与 H 基因的系

统发育发现 Fsp 具有显著的遗传变异型，对于 CDV 遗传谱系有鉴定作用

(Sarute et al 2013)。

H 基因开放阅读框含 1824 个核苷酸，编码血凝素 H 蛋白，与 F 蛋白

共同组成病毒纤突。H 蛋白是 CDV 感染宿主的关键蛋白，因为病毒在感

染早期利用 H 蛋白吸附在宿主细胞受体上，促进病毒与宿主细胞膜结合，

进而决定病毒的趋向性并启动感染(von Messling et al 2001)。当 H 蛋白四

聚体形成时，受体结合诱导 H 四聚体构象发生变化，释放 F 三聚体，进行

不可逆的结构重排，在细胞膜表面形成融合孔，进而将病毒 RNP 引入宿

主细胞质(Ader-Ebert et al 2015; Plattet et al 2016)。H 蛋白还是诱导机体产

生中和抗体的重要蛋白之一，含多种 T 细胞、B 细胞抗原表位 (Bi et al

2015b)。

有研究发现 H 基因突变导致病毒和宿主之间发生适应性补偿，进而一

定程度上驱动 CDV 的进化 (Martinez-Gutierrez et al 2016; Panzera et al

2015)。这种情况的发生，会导致 CDV 在感染宿主多样性及毒力方面受很

大影响(Ke et al 2015)。McCarthy 等人研究发现 H 蛋白残基 549 处于正选

择状态，该残基 Y549H 的突变（酪氨酸 Y 突变为组氨酸 H）可能与非犬

宿主的感染有重要关系(McCarthy et al 2007)。有研究发现不同毒株间 H 基

因的核苷酸差异性可达 11%(Ke et al 2015)，目前 H 蛋白已成为研究 CDV

变异和进化最合适的靶点，被广泛用于 CDV 系统发育分析(Bolt et al 1997)。

虽然 CDV 血清型只有一种，但由于 H 基因的高度分化，常根据 CDV H 基
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因的差异，并结合地理位置对不同毒株进行分型，如美洲 1 型和亚洲 1 型

等。

大蛋白 L 由 L 基因（6555 个核苷酸）编码形成病毒聚合酶，位于核

衣壳内，L 蛋白为 CDV 结构蛋白中最大蛋白，高度保守，是病毒基因组

转录和复制的重要基础，发挥多功能酶作用(Duque-Valencia et al 2019)。

1.1.6 CDV致病机制

CDV 通过鼻腔或者口腔粘膜侵入宿主体内，穿过呼吸道，利用 H 蛋

白识别并附着于气道巨噬细胞或树突状细胞上的 SLAM受体(de Witte et al

2008)。然后通过 F 蛋白介导膜融合，使得病毒 RNP 侵染细胞进行增殖。

感染后的免疫辅佐细胞（Accessory cell, A cell）（巨噬细胞或树状突细胞）

携带病毒侵入淋巴结进而感染免疫活性细胞（Immunocompetent cell, ICC）

（主要是 T 细胞和 B 细胞），导致病毒大量扩增并引发原发性病毒血症

(Leonard et al 2008)。之后病毒会扩散至脾脏、胸腺、肺脏和胃肠道淋巴结

等，通过血液循环扩散感染至整个免疫循环系统(von Messling et al 2004)，

导致继发性病毒血症，引起淋巴细胞数量一过性下降并伴有严重的免疫抑

制。其中 T 细胞比 B 细胞受影响更大，特别是 CD4+淋巴细胞下降迅速并

持续数周(Iwatsuki et al 1995; Wünschmann et al 2000)。CDV V 蛋白是介导

免疫抑制的关键蛋白，有助于维持病毒在 T 细胞中的有效复制，抑制α干

扰素和细胞因子如 IL-2、IL-6 等的表达 (von Messling et al 2006)。感染中

后期，受感染的淋巴细胞从循环中迁移到管腔上皮的基底外侧 (von

Messling et al 2004)，使得病毒与上皮细胞的 Nectin4 受体相互作用，侵入

宿主上皮组织，破坏组织结构功能进而表现出相应的临床症状。之后 CDV

从上皮细胞的顶端脱落，排出宿主体外进而感染其他易感宿主(Sawatsky et

al 2012)，如图 1-2 所示。感染后期根据毒株毒力及宿主免疫状态而呈现不

同的感染结果。若宿主免疫反应强烈能清除体内多数病毒则愈后良好，但

部分病毒依旧残留在葡萄膜、尿路上皮、皮肤脚垫、淋巴器官等组织中

(Kapil et al 2015; Martella et al 2008)；若免疫反应较弱，病毒通常会穿过

血脑屏障（Blood–brain barrier, BBB），释放到脑脊液中（Cerebrospinal fluid,
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CSF） (Klemens et al 2019)，与中枢神经系统（CNS）中的内皮细胞上的

Nectin4受体及某些尚未识别的神经受体 GliaR等结合并感染细胞(Alves et

al 2015; Lempp et al 2014; Takenaka et al 2016)。感染宿主的中枢神经系统

病变包括脱髓鞘、神经元坏死、神经胶质瘤等(Beineke et al 2009)，大多数

在感染后 2 至 4 周死亡。

图 1-2 CDV入侵宿主示意图 (Zhao et al 2020)
Fig.1-2 Schematic diagram of CDV invading the host (Zhao et al 2020)

1.1.7 CDV诊断技术

CD因宿主广泛及复杂的临床表现，在全球范围内对易感动物造成巨大威胁。

因此 CDV的快速及可靠诊断，为感染动物的确诊和治疗提供重要依据，对 CD

的有效防控具有重要意义。

1、临床鉴别诊断
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CD 的临床症状与 CPV、犬冠状病毒（Canine coronavirus, CCV）、

CAV、狂犬病毒（Rabies virus, RABV）、及部分细菌性和寄生性疾病引

起的其他疾病相似(Kim et al 2018)。临床诊断时需仔细辨别，易感动物出

现任何发热情况时，应首先考虑 CDV。通过其他症状如结膜炎；卡他性或

脓性眼鼻分泌物；皮肤裸露处出现红疹；咳嗽、呼吸困难等呼吸道症状；

呕吐、腹泻等消化道症状等综合考虑。CDV 引起的血液变化包括淋巴细胞

下降、炎性蛋白异常升高、血小板减少等。因此，在血液分析时出现以上

指标变化可考虑 CDV。鉴别诊断可初步判断但不能确诊，必须进一步借助

其他诊断技术方能确诊 CDV 感染。

2、剖检及病理变化诊断

病毒对细胞受体嗜性不同导致对组织趋向性不同，观察淋巴组织可见

淋巴结出血肿大，上皮组织可见肺脏、肝脏、肠道、膀胱、生殖道等器官

出血，神经组织可见脑肿胀出血。但由于组织病理学特异性相对较差，需

要同时将病变组织固定进行病理切片如 HE 染色检测嗜酸性包涵体及免疫

组化检测病毒感染组织器官的具体分布 (Liu et al 2021; Rentería-Solís et al

2014)等，进行特异性验证诊断方可确证。

3、病毒分离诊断

病毒分离是诊断病毒性疾病的“金标准”。将含有活病毒的样品接种细

胞经几代盲传后观察细胞病变，CDV 细胞病变作用与其他麻疹病毒，特别

是麻疹病毒相似，光学显微镜下的特征是细胞脱落、空泡化和多核巨细胞

（合胞体）的形成(Lednicky et al 2004b)。分离后的病毒可通过透射电镜观

察是否符合副黏病毒科形态，但该技术由于特异性较低，不能区分其他同

科病毒，还需要通过动物回归等实验进行进一步验证。而且因病毒分离方

法因分离耗时久且成功率较低、操作过程难度较大，故作为临床诊断应用

时效果不佳。

4、免疫学诊断

单克隆抗体在 CD 的免疫学诊断中的应用是必不可少的，Orvell 等人

首先开发了针对 CDV N、F、H、P 蛋白的单克隆抗体(Orvell et al 1985)，
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具有用于 CDV 免疫诊断和免疫治疗的潜力。免疫荧光技术是诊断 CDV 的

通用法，根据抗原抗体特异性反应，能够通过荧光判定 CDV 诊断结果。

同样在接种疫苗、亚临床或临床感染后的几个月内，CDV 特异性免疫球蛋

白M（IgM）在感染后至少持续存在 3个月，可由酶联免疫吸附实验（ELISA）

特异性识别(Jensen et al 2015)。病毒中和试验（VNT）是检测金标准，但

检测过程用时较长，因此不适用于快速检测。免疫胶体金技术（GICT）目

前由于快速诊断的优势广泛用于临床诊断，此技术耗时短操作简单，10 min

即可判读检测结果。但存在最低检出量的条件限制，在病毒感染初期或本

身病毒含量低的情况下，灵敏度较差。

5、分子生物学诊断

分子生物学诊断主要包括逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）和实时

RT-PCR 等，此技术不要求有活病毒且拥有少量抗原核酸即可进行检测鉴

定，具有良好的敏感性、特异性、准确性，广受实验室诊断青睐。此外，

该检测技术不局限于粪便、尿液、脑脊液等临床样本，大大提高了检测效

率。Martella 等人建立的嵌套 RT-PCR 系统，使用针对 H 基因的特异性引

物能够对不同 CDV 毒株进行基因分型，进而区分 CDV 野毒株及疫苗株

(Martella et al 2007)。巢式 PCR 与常规 RT-PCR 结合，具有较高的特异性

(Kim et al 2001)。Elia 及 Scagliarini 等人分别基于 CDV N、P 基因设计

TaqMan 探针建立的 qPCR 比其他 PCR 检测具有更高的敏感性和特异性

(Elia et al 2006; Scagliarini et al 2007)。但由于存在核酸提取要求的局限性，

分子生物学检测虽然具有极高的准确及灵敏性，但目前局限于实验室阶段，

不能广泛应用于现场临床诊断。

1.1.8 CDV分离培养

病毒分离培养不仅是病毒诊断的“金标准”，同样也是后续相关研究展开

的必要前提。CDV为有囊膜 RNA病毒，对环境抵抗力极低，特别对光照及温度

高度敏感，极易在环境中降解，因此分离成功率较低(Karki et al 2022)。目前常

用于分离 CDV 的细胞系主要分为两类：一类是原代细胞，包括易感动物外

周血淋巴细胞、腹腔巨噬细胞及鸡胚成纤维细胞等，部分毒株还可以通过
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鸡胚绒毛尿囊膜分离。最初 Appel 等人分离 CDV 时，通常需要补充肺泡

巨噬细胞与有丝分裂源刺激的淋巴细胞共培养 (Appel et al 1995)。利用腹

腔巨噬细胞成功分离 CDV 的方法也有报道(Brügger et al 1992)。但由于获

取原代细胞所需成本较高且传代次数少，因此原代细胞不适用于病毒的长

期培养。另一类是传代细胞，包括犬肾细胞（MDCK）、非洲绿猴肾细胞

（Vero）、狨猴 B 淋巴细胞（B95a）、猫肾细胞（CRFK）等。其中 MDCK

和 Vero 细胞等常用于 CDV 的初代分离，但成功率较低且基因易发生突变

(Lednicky et al 2004b)，Kai 等人使用 B95a 细胞有效分离 CDV 毒株且致病

力未发生改变(Kai et al 1993)。传代细胞在分离 CDV 时常需要盲传多代才

能使病毒适应细胞进而产生细胞病变，且多数毒株 CPE 不明显或病毒适应

细胞后随着传代次数的增加导致病变不明显。因此，传代细胞不适用于

CDV 的分离鉴定。自麻疹病毒属的细胞受体被发现后，Seki 等人利用

SLAM 受体在 Vero 细胞上的稳定表达可有效提高 CDV 野毒株的分离成功

率 (Seki et al 2003)。表达病毒细胞受体能够提高细胞对 CDV 的敏感度，

使毒株缩短适应细胞的时间，从而大大增加分离效率。因此，在分离培养

CDV（包括其他相关的麻疹病毒）时，表达病毒细胞受体的细胞系越来越

受欢迎(Adombi et al 2011; Feng et al 2016a; Seki et al 2003)。

1.1.9 CDV受体研究进展

1.1.9.1 信号淋巴细胞激活分子

信号淋巴细胞激活分子（Signaling lymphocyte activation molecule, SLAM）

又被称为 CD150，是一种在细胞膜表面表达的分子质量约为 70 - 95 kDa的 Ⅰ

型糖蛋白(Tatsuo et al 2001)。分布于活化的 T、B 淋巴细胞、巨噬细胞、成熟

树突状细胞上，具有 8个潜在 N -糖基化位点，属于免疫球蛋白 CD2超家族成

员之一。其结构由一个远膜端可变 V 结构域和一个近膜端保守 C2 结构域

（C2 结构域中存在两个二硫键）及胞浆区的三个独特的酪氨酸磷酸化基

序组成(Tatsuo et al 2002)，如图 1-3 所示。最初由 Tatsuo 等人发现人 SLAM

是麻疹病毒的细胞受体，随后 Tatsuo 等人通过试验证实了大多数麻疹病毒

属成员包括 CDV、牛瘟病毒（Rinderpest virus, RPV）等使用 SLAM 作为
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细胞受体，是麻疹病毒属成员感染细胞的共同特性。CDV 的 H 蛋白与靶

细胞上 SLAM 受体的 V 结构域之间的相互作用对病毒感染至关重要 (Ono

et al 2001)，SLAM 受体共有 39 个残基参与与 CDV 蛋白 H 的相互作用。

Ohishi 等人发现 SLAM 受体的残基 K76 在宿主细胞识别和病毒结合中起

着关键作用(Ohishi et al 2014)。其中病毒与细胞间的膜融合程度和效率，

取决于 H 蛋白与 SLAM 的结合，这是因为对膜融合至关重要的残基位于 H

蛋白头部外侧区域（β螺旋桨的 4 - 6 号叶片）与 SLAM 的 V 结构域前部对

齐，并且基于 SLAM 的残基 E123 的关键作用，可以向 H 蛋白的头部结构

域传递有效的融合触发信号(Khosravi et al 2016)。CDV H 蛋白与 SLAM 受

体的结合启动了病毒入侵宿主，进而对靶细胞感染破坏的进程，抑制抗体

和细胞因子的产生，从而导致病毒血症和免疫抑制的发生。

不同种属动物间 SLAM 受体的氨基酸序列差异显著，比较不同物种

（人、犬、浣熊、水貂、狐狸、牛、老鼠）的 SLAM 受体氨基酸序列，发

现各物种间 SLAM 同源性较低(Duque-Valencia et al 2019)。SLAM 的 V 结

构域上关键残基的变化可能是导致不同宿主物种对病毒易感性差异的原

因(Ohishi et al 2014; Yadav et al 2019)。目前有研究已经确定 CDV 可以通

过 H 蛋白的某些特定突变，而获得与人 SLAM 受体结合的能力，进而感

染人类细胞。Bieringer 等人用 CDV 感染表达人 SLAM 受体的 Vero 细胞，

在接毒后第 3代时可以观察到合胞体形成。对病毒 H蛋白氨基酸序列分析，

发现了 D540G位点氨基酸的替换，使得 H 蛋白可以使用人 SLAM 受体引起

细胞感染产生病变(Bieringer et al 2013)。另外，在 Otsuki 等人的研究中发

现 CDV 在 H358 和 Vero-human-SLAM 细胞中连续培养 8 代获得 V、C、F、

H 蛋白的氨基酸突变，适应于人类受体（SLAM、Nectin4 受体）进而感染

细胞(Otsuki et al 2013)，在细胞受体水平上表现出了跨宿主传播人类能力。
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图 1-3 SLAM结构示意图(Tatsuo et al 2002)
Fig.1-3 Schematic diagram of SLAM structure(Tatsuo et al 2002)

1.1.9.2 脊髓灰质炎病毒受体相关分子 4

脊髓灰质炎病毒受体相关分子 4（Poliovirus-receptorlike-4, PVR4），

又称粘附连接蛋白 4（Nectin4），属于粘附连接蛋白家族的成员之一，该家族

由四个成员组成包括 Nectin1、2、3、4(Takai et al 2008a)。Nectin4 是一种 I 型

跨膜糖蛋白，具有三个 Ig 样外结构域（一个 V 结构域和 2 个 C2 结构域）、

一个跨膜区和一个细胞质尾部(Fabre et al 2002)，如图 1-4 所示。Nectin 家

族是介导细胞 -细胞粘附系统中的重要组成成分，在抑制细胞运动、促进

细胞间通讯和调节增殖方面能够发挥关键作用 (Kurita et al 2011; Takai et

al 2008b)。Mühlebach 及 Noyce 等人先后于 2011 年分别证实了 Nectin4 是

麻疹病毒的上皮细胞受体 (Mühlebach et al 2011; Noyce et al 2011)，随后

Noyce 等人证实了 Nectin4 在 CDV 感染中的细胞受体作用 (Noyce et al

2011)。Nectin4 在极化的上皮细胞及中枢神经系统的内皮细胞中表达

(Delpeut et al 2014; Pratakpiriya et al 2012)，例如胎盘细胞、支气管、细支

气管、肺、胃、肠腺上皮细胞以及移行上皮细胞、肾盂上皮、扁桃体上皮、

表皮角质形成细胞以及中枢神经系统的多种神经细胞（神经元、室管膜细

胞等）等(Zhao et al 2022)。

最初 CDV 侵染宿主通过 SLAM 受体与免疫细胞结合，之后携带病毒
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的免疫细胞利用气道上皮细胞基底外侧的 Nectin4 受体，通过膜融合侵入

上皮细胞进而感染并释放病毒，促进病毒传播。Nectin4 受体通过 V 结构

域与 CDV H 蛋白结合，V 结构域参与连接物之间的同型和异型相互作用，

而 C2 结构域增强相互作用的亲和力。Delpeut 等人证明了 H 蛋白中的两个

关键氨基酸残基（P493、Y539）与 Nectin4 受体上的四个关键氨基酸残基

（F132、P133、A134 和 G135）是受体介导病毒进入上皮细胞所必需，并

且以上氨基酸残基高度保守。有报道称 Nectin4 受体广泛参与 H 蛋白的β4

和β5 叶片并使用一个双残基基序渗透到β4 - β5 凹槽中心的疏水口袋中，

接触界面以疏水相互作用为主，Nectin4 相比其他受体对 H 蛋白具有较强

的结合亲和力(Zhang et al 2013)。

Nectin4 受体的 V 结构域氨基酸序列在不同物种中高度保守，通过序

列比较发现氨基酸同源性较高(Yadav et al 2019)。与 SLAM 的差异性相比，

Nectin4 能够有效利用 H 蛋白与人 Nectin4 受体作用结合，且 H 蛋白不需

要发生突变来适应。有研究发现人与犬之间的 Nectin4 序列存在微小的差

异，与人 Nectin4 受体序列相比，犬的 V 结构域只有三个氨基酸不同。因

此，能够利用人 Nectin4 受体的能力是 CDV 毒株的特有表征 (Noyce et al

2013; Otsuki et al 2013)。Nectin4 受体与 CDV 的结合，使得病毒对上皮组

织具有一定的趋向性，进而表现出呼吸道、消化道、泌尿道、生殖道等临

床症状。此外，近年来研究发现 Nectin4 在不同类型的上皮组织癌细胞表

面表达上调，例如乳腺癌、肺癌、结直肠癌、胰腺癌、卵巢癌等多种恶性

肿瘤中过度表达。因此目前以 Nectin4 为靶点的抗体-药物共轭物（ADC）

的研发备受关注，Nectin4 成为癌症治疗的重要潜在靶点 (Bouleftour et al

2023; Chatterjee et al 2021)。
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图 1-4 Nectin4 结构示意图(Zhao et al 2022)
Fig.1-4 Schematic structure of Nectin4(Zhao et al 2022)
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1.2 目的与意义

近年来 CDV在环境压力下不断变异造成易感宿主不断扩大，其中已免疫动

物也多有 CD爆发的报道，提示了目前市售 CDV疫苗株可能无法提供完全保护，

进而导致CDV野毒株在犬科动物及其他易感动物中引起多系统临床疾病甚至死

亡，严重限制了宠物业、养殖业、野生动物保护业的发展。而 CDV作为有囊膜

RNA病毒，存在对外界环境抵抗力弱等缺点，导致不易在普通细胞上分离传代，

制约了对 CDV的深入研究。

Nectin4 作为 CDV 入侵宿主的重要细胞受体，在不同宿主中高度保守，因

此本研究通过构建表达 Nectin4受体的 Vero细胞系，以快速有效的分离 CDV野

毒株且能够进行稳定连续的传代增殖，为 CDV野毒株在分离培养研究中提供有

效工具。同时对 CDV毒株的 H基因进行遗传进化分析，及在易感动物上探究毒

株致病性强弱，充分阐明 CDV流行毒株的生物学特性，为 CDV疫苗研发提供

候选疫苗毒株和效力检验用毒株，对 CD防控具有重要意义。
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2 材料与方法

2.1 实验材料

2.1.1 病料样本、病毒、实验动物

从全国 5 个省份（湖北、湖南、广西、江西，河南）采集犬只眼、鼻、肛

分泌物及病死犬组织尸体等，-80℃保存以供检测和病毒分离。

CDV-wh15株、CDV-SC株均由本实验保存。

实验犬由武汉科前生物股份有限公司代购，饲养于科前生物股份有限公司

SPF级动物房。

2.1.2 细胞、质粒和菌株

Vero细胞系（非洲绿猴肾细胞）、HEK-293T细胞系（人胚胎肾细胞系）均

由本实验室保存。

慢病毒包装质粒 pMD2.G、psPAX2、pLVX由本实验室保存，pMD18-T 克

隆载体购自大连宝生物工程（TaKaRa）有限公司。

大肠杆菌感受态细胞 DH5α由本实验保存。

2.1.3 实验试剂、抗体

各种限制性内切酶、高纯度耐热 DNA 聚合酶（2×Taq Master Mis）、超保

真聚合酶（Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase）、DNA Marker（DL2000、

DL10000）、逆转录酶试剂（HiScript® II Reverse Transcriptase）、同源重组试剂

（ClonExpress® MultiS One Step Cloning Kit）、SYBR染料法 qPCR酶（Taq Pro

Universal SYBR qPCR Master Mix）均购自南京诺唯赞生物科技股份（Vazyme）

有限公司。

胎牛血清（FBS）购自美国 Gibco公司；

细胞培养基 DMEM、青-链霉素（100×）购自美国 Sigma公司；

杀稻瘟霉素（Blasticidin）购自美国 InvivoGen公司；

琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒购自美基生物公司；
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去内毒素提取质粒试剂盒购自美国 Omega公司；

jetPRIME转染试剂购自 Polyplus公司；

慢病毒浓缩液购自博奥龙公司；

蛋白酶抑制剂 Cocktail购自美国 Roche公司；

裂解液 RIPA（强）购自武汉碧云天公司；

病毒 DNA/RNA提取试剂盒（柱提法）购自科前生物股份有限公司；

鼠源 HA标签抗体购自 Sigma公司；

Alexa Fluor 488标记羊抗鼠 IgG（H+L）购自 Invitrogen公司；

HRP标记兔抗鼠 IgG（H+L）购自 Signalway Antibody公司；

抗 CDV-N蛋白单抗 3E5，5A7均由本实验制备并保存。

2.1.4 实验仪器

PCR仪（东胜 ETC811，苏州东胜兴业仪器有限公司）；

电泳仪（DYY-Ⅲ型-8B，中国北京六一仪器厂）；

紫外凝胶成像系统（GelDoc2000，美国 Bio-Rad公司）；

CO2恒温培养箱（MCO-20AIC，日本 SANYO公司）；

生物安全柜（Nu-440，美国 LABCONCO公司）；

生物光学显微镜（Nikon80i，日本 Nikon公司）；

荧光倒置显微镜（IX51，日本 OLYMPUS公司）；

-80℃超低温冰箱（DW-86L626，海尔公司）；

超净纯水仪（Milli-Q® IQ7000，美国 Milipore 公司）；

水浴锅（DK8D，上海精宏公司）；

离心机（5408R，德国 Eppendorf 公司）；

荧光定量 PCR仪（GENTIER 96，天隆科技有限公司）。

2.1.5 培养基、相关试剂的配制

2.1.5.1 细胞培养相关试剂

细胞生长培养液：含 10%FBS和 1%青-链霉素的 DMEM，4 ℃保存备用。

细胞维持培养液：含 2%FBS和 1%青-链霉素的 DMEM，4 ℃保存备用。
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1×磷酸盐缓冲液（1×PBS）：依次称取氯化钠（NaCl）8 g、氯化钾（KCl）

0.2 g、磷酸氢二钠（Na2HPO4）1.42 g、磷酸二氢钾（KH2PO4）0.27 g，加入 800

mL去离子水充分溶解，调节 pH至 7.4，加入去离子水定容至 1000 mL，高压灭

菌后室温保存备用。

0.25%胰蛋白酶消化液：称取胰酶 2.5 g溶解于 1 L1×PBS（PH=7.4）中，用

0.22 µm过滤器过滤分装，-20 ℃保存备用。

2.1.5.2 细菌培养相关试剂

LB 液体培养基：依次称取胰蛋白胨（Tryptone）10 g、酵母浸出物（Yeast

Extract）5 g、NaCl 10 g，加入 800 mL去离子水充分溶解，调节 pH 至 7.0，加

入去离子水定容至 1000 mL，高压灭菌后 4 ℃保存备用。

LB固体培养基：在 LB液体培养基中加入 1.5%的琼脂粉，高压灭菌后待培

养基冷却至 45 ℃左右，按比例加入相应的抗生素混匀，在生物超净台中，倒制

平板，待培养基冷却凝固后，4 ℃保存备用。

氨苄青霉素（Amp）：称取 Amp于去离子水中充分溶解，使浓度为 50 mg/mL，

用 0.22 µm过滤器过滤分装，-20 ℃保存备用。

2.1.5.3 其他相关试剂

50×电泳缓冲液（50×TAE）：称取 Tris base 242 g，加入 700 mL去离子水充

分溶解，再加入冰醋酸 57.1 mL、0.5 mol/L EDTA（pH=8.0）100 mL，加入去离

子水定容至 1000 mL，室温保存备用。

5×SDS-PAGE电泳缓冲液：称取 Tris base：15.1 g、甘氨酸 94 g、SDS 5 g，

加入 800 mL去离子水充分溶解，加入去离子水定容至 1000 mL，室温保存备用。

5×转膜缓冲液：称取甘氨酸 14.43 g、 Tris base3.03 g，加入到 700 mL去离

子水中，再加入甲醇 200 mL，加入去离子水定容至 1000 mL，室温保存备用。

TBST缓冲液：称取 NaCl 8 g、KCl 0.2 g、Tris base 3 g，加入去离子水 800 mL，

加入 1 mL吐温 20充分混匀，去离子水定容至 1000 mL，室温保存备用。

2.1.6 生物学分析软件

分子生物学分析软件包括：DNAMAN、DNASTAR、GraphPad Prism软件、

MEGA7、SnapGene、Signal IP、Image J等。
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2.2 实验方法

2.2.1 引物设计与合成

登录 NCBI，参考发表在 GenBank 基因库中的犬 Nectin4 序列（登录号：

KJ623742 ） ， Nectin4 开 放 阅 读 框 ORF 通 过 Signal IP 在 线 软 件

（http:/www.cbs.dtu.dk/services/Signal IP/）预测分析信号肽位置及信号肽剪切位

点，设计去除信号肽的 Nectin4受体引物 no-Nectin4-F、Nectin4-R，扩增去信号

肽Nectin4基因片段。参考含HA标签的 Igκ膜定位信号肽序列，设计引物HA-F1、

HA-F2、HA-F3，扩增 Igκ-HA-Nectin4 片段。参考实验室 Lenticas9 质粒图谱设

计引物 BSD-F、BSD-R，扩增 P2A-BSD片段。

参考 CDV国家标准引物（GB/T27532-2011），合成检测引物 CDV-GB-F、

CDV-GB-R。下载 NCBI 上已发表 CDV H编码区全长基因序列，比对各参考序

列设计 H基因扩增引物 CDV-H-F、CDV-H-R。参考地方标准（DB31T/954-2015），

设计 CDV 荧光定量检测引物 Q-CDV-F、Q-CDV-R。引物均由北京擎科生物科

技有限公司合成。引物序列如表 1所示：
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表 2-1 实验所用引物列表

Table 2-1 List of primers used in the experiment
引物名称 引物序列(5’→3’)

no-Nectin4-F AGACCTGGAGAACTGGAG
Nectin4-R CTTGTCATCGTCGTCCT
HA-F1 ATTACCCTTACGATGTGCCCGATTACGCCGGCGCTCTGGAAAGA

CCTGGAGAACTGGAG
HA-F2 CTGCTGCTGTGGGTGCTGCTGCTGTGGGTGCCTGGATCTACAGG

AGATTACCCTTACGA
HA-F3 tagagcgctgccaccGAATTCGCCACCATGGAGACCGACACCCTGCTGC

TGTGGGTGCT
BSD-F AGGACGACGATGACAAGgcaacaaacttctctctgc
BSD-R AAAAAGATCTGCTAGCTCGAGttagccctcccacacat
CellYZ-F AGCTCATCGATGCATGGT
CellYZ-R ttagccctcccacacata
CDV-GB-F CGAGTCTTTGAGATAGGGTT
CDV-GB-R CCTCCAAAGGGTTCCCATGA
CDV-H-F AGGTAGTCCAACAATGCTC
CDV-H-R GGCTATCTAGATGGACCTCA
Q-CDV-F CGTCTCAGAATCAGCCATTTGTA
Q-CDV-R GTCGCCCCTAATGCATTGTT

2.2.2 pLVX-Nectin4-BSD真核表达载体构建

2.2.2.1 去信号肽 Nectin4基因扩增与纯化

使用灭菌组织剪将犬只肺脏剪成小块，放入 2.0 mL灭菌离心管内，管内放

3 - 4颗小钢珠，加入无血清 DMEM进行研磨，待组织研磨均匀后，4 ℃，10000

r/min，离心 10 min，取 200 µL研磨液上清，参照 trizol法提取犬只肺脏总 RNA，

以提取的犬肺脏总 RNA为模板，利用诺唯赞逆转录酶试剂（HiScript® II Reverse

Transcriptase）合成 cDNA，反转录体系如表 2所示：

表 2-2 反转录体系

Table 2-2 Reverse transcription systems
组分 体积

5×HiScript II Buffer 4 µL

HiScript® II Reverse Transcriptase 1 µL
dNTP Mix（10 µM） 1 µL

Oligo(dT)23VN（50 µM） 1 µL
Total RNA 10 µL

RNase-free ddH2O 2 µL
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反应程序为：25 ℃ 5 min，50 ℃ 45 min，85 ℃ 2 min，反转录得到的 cDNA

产物立即用于 Nectin4的扩增或-20 ℃保存。

以反转录得到的 cDNA 为模板，以 no-Nectin4-F、Nectin4-R 为引物，进行

PCR扩增去信号肽 Nectin4基因片段，PCR反应体系如表 3所示：

表 2-3 扩增去信号肽 Nectin4基因的 PCR体系

Table 2-3 PCR system for amplification of No-signal Nectin4 gene
组分 体积

5×SF Buffer（with 10 mM MgSO4） 10 µL
dNTPMix（10 µM） 1 µL
no-Nectin4-F（10 µM） 2 µL
Nectin4-R（10 µM） 2 µL

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 1 µL
cDNA 4 µL

RNase-free ddH2O 30 µL

反应程序：95 ℃预变性 5 min，循环反应：95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，

35个循环，72 ℃终延伸 10 min。反应结束后，PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果，将含有目的片段 DNA凝胶切下，

按胶回收试剂盒说明书对目的片段回收纯化，回收产物立即用于后续使用或

-20 ℃存放。

2.2.2.2 Igκ-HA-Nectin4基因扩增与纯化

以去信号肽Nectin4胶回收产物为模板，分别使用HA-F1、Nectin4-R；HA-F2、

Nectin4-R；HA-F3、Nectin4-R三对引物，依次分段进行 PCR扩增 Igκ-HA-Nectin4

基因片段，PCR反应体系如表 4所示：

表 2-4 扩增 Igκ-HA-Nectin4基因的 PCR体系

Table 2-4 PCR system for amplification of Igκ-HA-Nectin4 gene
组分 体积

5×SF Buffer（with 10 mM MgSO4） 10 µL
dNTPMix（10 µM） 1 µL

HA-F1/F2/F3（10 µM） 2 µL
Nectin4-R（10 µM） 2 µL

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 1 µL
DNA 4 µL

RNase-free ddH2O 30 µL
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反应程序：95 ℃预变性 5 min，循环反应：95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，

30个循环，72 ℃终延伸 10 min。反应结束后，PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果，将含有目的片段 DNA凝胶切下，

按胶回收试剂盒说明书对目的片段回收纯化，回收产物立即用于后续使用或

-20 ℃存放。

2.2.2.3 P2A-BSD基因扩增与纯化

以 Lenticas9质粒为模板，以BSD-F、BSD-R为引物，进行 PCR扩增 P2A-BSD

基因片段，PCR反应体系如表 5所示：

表 2-5 扩增 P2A-BSD基因的 PCR体系

Table 2-5 PCR system for amplification of P2A-BSD gene
组分 体积

5×SF Buffer（with 10 mM MgSO4） 10 µL
dNTPMix（10 µM） 1 µL
BSD-F（10 µM） 2 µL
BSD-R（10 µM） 2 µL

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 1 µL
DNA 4 µL

RNase-free ddH2O 30 µL

反应程序：95 ℃预变性 5 min，循环反应：95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30

s，30个循环，72 ℃终延伸 10 min。反应结束后，PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电

泳进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果，将含有目的片段 DNA凝胶切下，

按胶回收试剂盒说明书对目的片段回收纯化，回收产物立即用于后续使用或

-20 ℃存放。

2.2.2.4 pLVX载体双酶切及纯化

使用 Kpn1、Xho1限制性酶切位点，双酶切环状质粒 pLVX，双酶切反应体

系如表 6所示：



华中农业大学 2024届硕士研究生学位（毕业）论文

24

表 2-6 pLVX载体双酶切体系

Table 2-6 Double digestion system of PLVX Vector
组分 体积

10×QuickCut Green Buffer 5 µL
DNA 1 µg

QuickCut Kpn1 1 µL
QuickCut Xho1 1 µL

RNase-free ddH2O Up to50 µL

反应程序：37 ℃水浴 30 min。反应结束后，酶切产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果，将含有目的片段 DNA凝胶切下，

按胶回收试剂盒说明书对目的片段回收纯化，回收产物立即用于后续使用或

-20 ℃存放。

2.2.2.4 同源重组构建 pLVX-Nectin4-BSD

将回收纯化后 Igκ-HA-Nectin4基因片段、P2A-BSD基因片段、线性化载体

pLVX片段使用分光光度计分别测定 DNA浓度并记录，利用诺唯赞同源重组试

剂（ClonExpress® MultiS One Step Cloning Kit）将线性载体与片段进行同源重组，

反应体系如表 7所示：

表 2-7 同源重组体系

Table 2-7 Homologous recombination reaction system
组分 体积

pLVX线性化载体 100 ng
Igκ-HA-Nectin4基因片段 40 ng

P2A-BSD基因片段 10 ng
5×CE MultiS Buffer 2 µL

Exnase MultiS 1 µL
RNase-free ddH2O Up to10 µL

反应程序：37 ℃反应 30 min。反应结束后，重组产物立即置于冰上待后续

使用或-20 ℃存放。

2.2.2.5 重组产物转化

(1) 冰上解冻 100 µL大肠杆菌感受态细胞 DH5α。

(2) 取 10 µL重组产物加入到感受态细胞中，轻弹管壁混匀，冰上静置 30 min。

(3) 42 ℃水浴热应激 60 s - 90 s，再迅速转移至冰上冰浴 2 - 3 min。



表达 Nectin4受体细胞系的构建与犬瘟热病毒的分离鉴定及致病性研究

25

(4) 加入 900 µL液体 LB 培养基（不含抗生素），放入 37 ℃恒温水平摇床

上，以 200 r/min转速摇菌 1 h。

(5) 将含有 Amp抗性的 LB平板固体培养基在 37 ℃培养箱中预热。

(6) 4000 - 5000 r/min室温离心 5 min，弃掉 900 µL上清，剩余培养基重悬菌

体。

(7) 均匀涂布于含有Amp抗性的 LB平板，倒置于 37 ℃培养箱中培养 12 - 16

h。

2.2.2.6 重组产物鉴定

(1) 过夜培养后，在含有 Amp抗性的 LB平板上，挑选肉眼所见且大小一致

的 5 - 10个单菌落于含 10 μL无菌PBS的 2 mL离心管中吹打混匀，每管吸取 1 μL

重悬菌液进行 PCR扩增鉴定。反应体系如表 8所示。

表 2-8 阳性克隆菌菌落 PCR体系

Table 2-8 PCR system of positive clones
组分 体积

2 × Taq PCR Master Mix 5 µL
CellYZ-F（10 µM） 0.5 µL
CellYZ-R（10 µM） 0.5 µL

重悬菌液 1 µL
RNase-free ddH2O Up to10 µL

反应程序：95 ℃预变性 10 min，循环反应：95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1

min 30 s，30个循环，72 ℃终延伸 10 min。反应结束后，PCR产物用 1%琼脂糖

凝胶电泳进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果，将初步鉴定正确的阳性

菌液编号记录。

(2) 离心管内添加 1 mL含有 Amp抗性的液体 LB 培养基，放入 37 ℃恒温

水平摇床上，以 200 r/min转速摇菌直至培养液变浑浊。

(3) 将 PCR初步鉴定正确的阳性克隆菌，吸取部分菌液送至擎科生物科技

有限公司进行序列测定比对。

2.2.2.7 重组克隆质粒提取

将测序比对正确的阳性菌液扩大培养，进行去内毒素质粒提取：

(1) 将菌液转移至 50 mL离心管中。室温，8000 r/min，离心 5 min，弃上清。
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(2) 重复步骤（1），直至收集完所有菌液。

(3) 弃上清，加入 250 μL SolutionⅠ/RNase A，吹打均匀使菌液完全悬浮。

(4) 向重悬液中加入 250 μL Solution Ⅱ，上下颠倒 5 - 7次裂解细菌，避免剧

烈的混匀，裂解反应不应超过 2 min。

(5) 加入 125 μL预冷 N3 buffer，上下轻轻颠倒 5 - 7次，避免剧烈的混匀，

反应时间不应超过 2 min，室温，8000 r/min，离心 10 min。

(6) 收集上清，加入 0.1倍体积的 ETR，冰上冰浴 10 min，42℃孵育 5 min，

室温，8000 r/min，离心 10 min。

(7) 将上清转移到套有 2 mL收集管的 HiBind DNA结合柱中。室温，10000

r/min，离心 1 min，弃掉收集管中液体。重复该步骤，直至将上清过完结合柱。

(8) 将 HiBind DNA 结合柱重新套到收集管上，向 HiBind DNA结合柱中加

入 500 μL HBC Buffer。室温，10000 r/min，离心 1 min，弃掉收集管中液体。

(9) 将 HiBind DNA 结合柱重新套到收集管上，向 HiBind DNA结合柱中加

入 700 μL含有无水乙醇的 DNAWash Buffer。室温，10000 r/min，离心 1 min，

弃掉收集管中液体。

(10) 重复步骤（9）。

(11) 将 HiBind DNA结合柱重新套到收集管上。室温，10000 r/min，离心 2

min，弃掉收集管中液体。

(12) 将 HiBind DNA结合柱装到新的 1.5 mL离心管上，晾干残余的乙醇。

垂直悬空加入 100 μL Endo-Free Elution Buffer到结合柱基膜上，室温静置 2 min。

室温，10000 r/min，离心 2 min，洗脱质粒 DNA。质粒产物立即用于后续使用或

-20 ℃存放。

2.2.3 Vero细胞对 BSD耐受性测定试验

取对数生长期的 Vero 细胞，经胰酶消化后，用细胞生长培养液重悬细胞，

调整细胞数量，以 5×105每孔接种至 12孔板中，十字法摇晃细胞板使细胞均匀

铺在细胞板上，置于 5% CO2培养箱，37 ℃培养，待细胞长满单层，弃去培养基，

PBS清洗 2次，然后更换含不同浓度 BSD的细胞维持培养液(浓度依次为 2、4、

6、8、10、12、14、16 µg/mL)，每浓度设 3个重复孔，同时设立阴性细胞孔作
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为对照。每天观察细胞死亡情况，以第 3 d孔内细胞全部死亡的最低 BSD 浓度

为最适筛选浓度。

2.2.4 慢病毒包装与感染

2.2.4.1 慢病毒包装

取对数生长期的 293T细胞，经胰酶消化后，用生长培养液重悬细胞扩大至

T75细胞瓶中进行培养，待细胞汇合度达到 80% - 90%进行转染，按照质粒转染

比例：pLVX：PSPAX：PMD2G= 12 µg：8 µg：4 µg（共 24 µg），三种质粒加

入到 1 mL Jet Buffer中，混匀 10 s，瞬离；加入 48 µL Jet转染试剂，混匀，瞬离，

室温静置 10 min，最后轻轻加入到 293T 中，4 - 6 h后换维持培养液，转染 48 h

观察细胞状态，收取慢病毒上清（暂于-80 ℃存放），补足维持培养液，72 h再

次收取慢病毒上清。将慢病毒上清液离心，4 ℃ ，5000 r/min，离心 20 min。

2.2.4.2 慢病毒浓缩

(1) 慢病毒上清离心后，取上清使用 0.45 μm滤膜过滤。

(2) 过滤后上清与浓缩液按体积比 4：1混合（上清液 4份，浓缩液 1份），

涡旋 30 s混匀后 4 ℃静置，每隔 30 min涡旋混匀 1次，共混匀 3次。4 ℃孵育

2 h或过夜。

(3) 4 ℃ ，6000 r/min，离心 30 min。

(4) 于超净台内小心弃掉上清，将离心管倒扣于纸上吸除残余 DMEM。

(5) 取 400 μL纯 DMEM小心吹打重悬白色沉淀，混匀后分装于 4支 EP管

内，浓缩产物立即用于后续使用或-80 ℃存放。

2.2.4.3 慢病毒感染 Vero细胞

取对数生长期的 Vero 细胞，经胰酶消化后，用生长培养液重悬细胞，调整

细胞数量，以 5×105每孔接种至 6孔板，十字法摇晃细胞板使待细胞密度 30%左

右时，取一支慢病毒浓缩产物接种于细胞上，接毒后 6 - 8 h，更换生长培养液。

2.2.5 细胞系筛选及鉴定

2.2.5.1 细胞系筛选

待感染后细胞长满单层，使用含 BSD最适筛选浓度的细胞维持生长液连续
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加压 3 d（间隔 1 d更换一次筛选维持液）筛选阳性细胞，同时设置阴性对照组。

待 3 d后阴性对照组细胞全部死亡，将加压后存活阳性细胞消化传代，使用细胞

生长培养液（含筛选浓度的 BSD）扩大培养。

2.2.5.2 细胞系 RT-PCR鉴定

待阳性细胞长满单层后，用细胞刮将细胞刮至培养液中，室温，1500 r/min，

离心 5 min，收集细胞沉淀，提取细胞总 RNA， 参照 2.2.2.1反转录得到 cDNA，

以 cDNA为模板，参照 2.2.2.6的方法扩增基因片段。

2.2.5.3 细胞系间接免疫荧光（IFA）鉴定

(1) 在 12孔板中接种阳性细胞，设置普通 Vero细胞作为对照，培养 24 h。

(2) 弃去培养液，PBS清洗 2次，室温下使用 1 mL甲醇固定 10 min，弃掉

甲醇，PBS清洗 3次。

(3) 室温下使用含 0.25%TritonX-100的 PBS孵育 30 min，PBS清洗 3次。

(4) 37 ℃孵育一抗 1 h（一抗为鼠源 HA标签蛋白抗体，1：1000 稀释使用），

PBS清洗 3次。

(5) 37 ℃避光孵育二抗 1 h（二抗为 Alexa Fluor 488标记羊抗鼠 IgG（H+L），

1：3000稀释使用），PBS清洗 3次。

(6) 37 ℃避光孵育 DAPI染核 10 min（1：5000稀释使用），PBS清洗 3次。

(7) 暗室内，于荧光显微镜下进行观察并拍照保存。

2.2.5.4 细胞系Western Blot鉴定

待阳性细胞长满单层后，用细胞刮将细胞刮至培养液中，室温，1500 r/min，

离心 5 min，收集细胞沉淀，用预冷的细胞裂解液 RAPI（含 1 mM PMSF、蛋白

磷酸酶抑制剂）100 μL重悬细胞，冰上冰浴 10 - 15 min充分裂解。4 ℃，12000

r/min ，离心 5 min ，吸取含靶蛋白的上清产物，产物立即用于后续使用或-80 ℃

存放。

(1) 按照 4:1的比例混合上清产物与 5×SDS Loading buffer，煮沸 5 - 10 min；

取 10 μL进行 SDS-PAGE电泳。

(2) 电泳结束后，凝胶采用湿转法将蛋白转印至 PVDF膜上。

(3) 转膜结束后，将转好的膜置于含 5%脱脂奶粉的 TBST中，4 ℃孵育过夜
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(4) 室温孵育一抗 2 h（一抗为鼠源 HA标签蛋白抗体，1：10000稀释使用），

TBST清洗 3次。

(5) 室温孵育二抗 1 h（二抗为 HRP标记羊抗鼠 IgG，1：10000稀释使用），

TBST清洗 3次。

(6) 使用 BeyoECL化学发光底物显色，通过蛋白成像系统观察并拍照保存。

2.2.6 细胞系稳定性分析

经有限稀释法筛选单克隆细胞株，筛选方法如下：

(1) 将 Vero-Nectin4细胞经胰酶消化，吹打混匀制成单细胞悬液。

(2) 取 96孔板，每孔预先加入 100 μL生长培养液。

(3) 在 96孔板的第一排加入 10倍稀释的 100 μL细胞悬液，吹打混匀。

(4) 吸取 100 μL混合液加至第二排，倍比稀释至最后一列，弃去 100 μL混

合液。

(5) 每孔再添加 100 μL生长培养液，使终体积为 200 μL。

(6) 置于 5% CO2培养箱，37 ℃培养，每日观察并记录单细胞团编号。

(7) 等待 7 - 10 d，待单细胞长满 96孔板时，消化传代扩大培养。

取经免疫荧光鉴定蛋白表达情况最好的细胞株进行连续传代，为检测外源

蛋白 Nectin4受体的稳定表达情况，对 5代、10代、20代、30代细胞参照 2.2.2.6、

2.2.5.3、2.2.5.4方法分别进行 RT-PCR检测基因组表达、IFA检测特异性荧光；

Western Blot检测蛋白表达情况。

2.2.7 不同 CDV在细胞系上生长曲线分析

取 Vero-Nectin4 单克隆细胞株及普通 Vero 细胞，对实验室保存 CDV 毒株

进行生长曲线测定比较，检测细胞系对于不同 CDV毒株的扩增情况。

(1) 将 Vero-Nectin4及 Vero细胞经胰酶消化，计数后调整细胞数量。

(2) 将细胞铺至 6孔板，待细胞贴壁后每孔加入 100 μL CDV病毒液。

(3) 分别在 12 h、24 h、48 h、72 h、96 h收毒进行病毒滴度检测。

(4) 绘制 CDV毒株在不同细胞上的生长曲线。
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2.2.8 CDV流行病学调查

2.2.8.1 样品采集与处理

从全国 5 个省份（湖北、湖南、广西、江西，河南）的部分流浪犬基地、

养殖场、宠物医院等采集犬只眼鼻肛分泌物及病死犬尸体等。拭子类样品，加

入适量无菌 PBS室温静置 1 h，涡旋 30 s，充分混匀，取混合液上清；组织类样

品，用灭菌组织剪将组织剪成小块，按照适当比例加入无菌 PBS或 DMEM充分

研磨，4 ℃，10000 r/min，离心 10 min，取研磨液上清。处理后的样品产物立即

用于后续使用或-80 ℃存放。

2.2.8.2 病毒基因组提取

使用购自武汉科前生物股份有限公司的病毒 DNA/RNA 提取试剂盒进行提

取，操作方法如下：

(1) 在 1.5 mL离心管中依次加入 5 - 10 µL蛋白酶 K。

(2) 加入 200 µL样品上清，混匀 5 s，再加入 200 µL裂解液，涡旋混匀 15 s，

瞬时离心，55 ℃温育或水浴 10 min。

(3) 加入 200 µL结合液至样品中，涡旋混匀 15 s。

(4) 转移至吸附柱内（吸附柱放在收集管中），12000 r/min离心 60 s。弃去

收集管中的废液，将吸附柱放回收集管中。

(5) 向吸附柱中加入 500 µL漂洗液 1，12000 r/min离心 60 s。弃去收集管中

的废液，将吸附柱放回收集管中。

(6) 向吸附柱中加入 650 µL漂洗液 2，12000 r/min离心 60 s。弃去收集管中

的废液，将吸附柱放回收集管中。

(7) 12000 r/min离心 2 min，空柱甩干柱子的基质。

(8) 取出吸附柱至一个新的 1.5 mL 无核酸酶离心管内，打开管盖，室温放

置 3 min，使膜片充分干燥。

(9) 向吸附膜的中间部位悬空滴加 50 µL无核酸酶水，盖上盖子，室温静置

1 min，12000 r/min离心 1 min，弃吸附柱，1.5 mL离心管中得到液体即为总 RNA。

2.2.8.3 RT-PCR检测

参照2.2.2.1反转录得到 cDNA，以反转录得到的 cDNA为模板，以CDV-GB-F、
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CDV-GB-R为引物，进行 PCR检测，反应体系如表 9所示：

表 2-9 CDV检测 PCR体系

Table 2-9 PCR system of CDV detection
组成 体积

2 × Taq PCR Master Mix 5 µL
CDV-GB-F（10 µM） 0.5 µL
CDV-GB-R（10 µM） 0.5 µL

cDNA 2 µL
ddH2O Up to 10 µL

反应程序：95 ℃预变性 5 min，循环反应：95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 30

s，35个循环，72 ℃终延伸 10 min。反应结束后，PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电

泳进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果。

2.2.8.4 CDV阳性率统计

将 RT-PCR检测结果汇总记录，统计 CDV阳性样品数，对不同地区、不同

场所阳性率统计分析，绘制相应表格及图表

2.2.9 CDV分离与鉴定

2.2.9.1 CDV的分离培养

经 2.2.8.3 方法鉴定为 CDV 阳性的样品，经 0.45 μm 过滤器过滤除菌，待

Vero-Nectin4细胞汇合度为 70% - 80%时，按体积比为 1：10的比例接入病毒液，

置于 5% CO2培养箱，37 ℃吸附 1 - 2 h，中间每隔 20 min摇匀一次使病毒均匀

吸附，之后弃去上清，使用含 2%双抗的维持培养液清洗 2次，补齐培养液后置

于 5% CO2培养箱，37 ℃培养 4 - 5 d。每天观察细胞病变，当细胞出现细胞变圆，

融合，拉丝等典型 CPE现象时，将细胞冻存于-80 ℃，反复冻融 3次，4 ℃，10000

r/min，离心 10 min，取部分上清参照 2.2.8.2进行基因组提取，2.2.8.3方法进行

RT-PCR鉴定；若细胞无 CPE，则第 5 d时收毒鉴定。

2.2.9.2 RT-PCR鉴定

所有阳性样品盲传 5代，参照 2.2.8.3方法经 RT-PCR鉴定，第 2 - 5代次检

测均为 CDV阳性时视为成功分离出能稳定传代的 CDV毒株，若代次中检测出

现 CDV阴性则视为未成功分离。
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2.2.9.3 间接免疫荧光鉴定

取第 5代细胞毒接毒培养，观察细胞病变情况，出现细胞变圆，融合，拉

丝现象，参照 2.2.5.3方法（一抗为实验室保存 CDV 3E5单克隆抗体， 1：3000

稀释使用）进行 IFA鉴定，同时设置阴性对照观察结果。

2.2.9.4 病毒粒子形态鉴定

病毒液使用超高速离心机，4 ℃，28000 r/min，离心 2 h，小心吸取上清进

行蔗糖梯度离心纯化，4 ℃，28000 r/min，离心 2 h，将病毒样品使用戊二醛直

接滴定在铜网上，使用 100 kV透射电子显微镜进行观察并拍照保存。

2.2.9.5 H基因全长扩增及测序拼接

参照 2.2.8.2 对分离后的 CDV 基因组进行提取，参照 2.2.2.1 反转录得到

cDNA，以 CDV-H-F、CDV-H-R为引物，进行 H基因的 PCR扩增，反应体系如

表 10所示：

表 2-10 扩增 CDV-H基因的 PCR体系

Table 2-10 PCR system for amplification of CDV-H gene
组分 体积

5×SF Buffer（with 10 mM MgSO4） 10 µL
dNTPMix（10 µM） 1 µL
CDV-H-F（10 µM） 2 µL
CDV-H-R（10 µM） 2 µL

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 1 µL
cDNA 4 µL

RNase-free ddH2O 30 µL

反应程序：95 ℃预变性 5 min，循环反应：95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min

30 s，35个循环，72 ℃终延伸 10 min。反应结束后，PCR产物用 1%琼脂糖凝胶

电泳进行鉴定，使用紫外凝胶成像系统观察结果，将含有目的片段 DNA凝胶切

下，按胶回收试剂盒说明书对目的片段回收纯化，纯化后连接 pMD18-T克隆载

体，挑取阳性菌落送至擎科生物进行序列测定，使用 DNAstar 中 SeqMan软件对

H基因进行拼接。

2.2.9.6 H基因序列分析

登录 NCBI，从 Genbank 中下载 CDV传统疫苗株及不同地区野毒株共 20个

参考毒株进行分析。利用MEGE7软件使用 Clustal W方法将序列比对然后采用
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Neighbor-joining Tree 方法绘制 CDV H 基因系统发育进化树。利用 Lasergene

中Megalign软件对 H基因核苷酸序列及氨基酸序列进行同源性分析，比较毒株

与参考毒株亲缘关系远近。使用 NetNGlyc 1.0 Server 在线软件分析 H 蛋白的潜

在 N-糖基化位点。使用 Protean软件对 H 基因抗原表位进行预测分析，分析 H

基因在野毒株与疫苗株之间抗原差异性。参考毒株信息如表 11所示：

表 2-11 CDV参考毒株信息

Table 2-11 Reference strain information of CDV
毒株名称 登录号 地区 基因分型

Onderstepoort AF378705 USA America-1(Vaccine)
Lederle DQ903854 Hungary America-1(Vaccine)
Convac Z35493 USA America-1(Vaccine)
CDV3 EU726268 China America-1(Vaccine)
01-2689 AY649446 USA America-2
5804 AY386315 USA Europe
5804P AY386316 USA Europe

WT01SA KY971528 South Africa South Africa
CDV2784/2013 KF914669 Italy Artic

CDV SY KJ466106 China Asia-1
CDV-RD-JL KJ848781 China Asia-1
JSNJ-21 MW048556 China Asia-1
GD1818 MK275202 China Asia-1
GS20-11 MW600730 China Asia-1
007Lm AB474397 Japan Asia-2

Chunchon EU252149 South Korea Asia-2
HLJ1 EU743934 China Asia-3
HLJ2 EU743935 China Asia-3

CDV5_TH/2014 MH496778 Thailand Asia-4
D11-5464/2016 MF964186 India Asia-5

2.2.10 CDV致病性研究

2.2.10.1 人工接种感染实验

选取 15只 50 - 60日龄健康幼犬（CDV抗体小于 1：2）随机分为 3组，每

组 5只，第 1组犬只滴鼻及后腿肌肉注射各 1 mLWH29肺脏研磨液，第 2组犬

只滴鼻及后腿肌肉注射各 1 mLWH03 第 3 代细胞毒（106.5 TCID50/mL），第 3

组犬只滴鼻及后腿肌肉注射各 1 mL DMEM。攻毒后隔离饲养连续观察 21 d，每
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天固定时间对犬只称量体重，测量直肠温度，观察临床症状并进行评分，分别

在 0 d、7 d、14 d、21 d时抽取犬只前肢静脉血液，保存于抗凝血管内，利用血

细胞计数仪进行淋巴细胞数测定。临床症状评分标准如表 12所示：

表 2-12 临床症状评分标准

Table 2-12 Clinical symptom scoring criteria
临床症状名称 1分 2分
直肠温度 大于 39.2 ℃ 大于 40.0 ℃
体重变化 减少 5% 减少 10%
神经症状 沉郁萎靡 俯卧或出现神经症状

食欲 减退 废绝

粪便 稀便或有黏液 便血或大量粘液

呕吐 干呕 大量呕吐物

眼鼻分泌物 少量分泌物 大量分泌物或化脓

脚垫角质化 少量增厚 大量增厚或龟裂

咳嗽及呼吸音 轻微干咳 阵咳或呼吸道杂音

2.2.10.2 排毒检测及病理剖检

分别采集犬只眼鼻咽及肛拭子，每隔 3 d采集拭子直至观察期结束，采集后

暂存于-20 ℃保存备用。参照 2.2.8.2进行基因组提取，参照 2.2.8.3进行 RT-PCR

鉴定，检测攻毒后犬只分泌物中 CDV排毒情况。对犬只实施安乐并进行剖检，

剖检观察肺脏、脾脏、肝脏、肠道病理变化。

2.2.10.3 病理切片 HE染色及 IHC染色

采集犬只肺脏组织，使用手术剪小心取下固定于组织固定液（4%的多聚甲

醛中）中 2 - 3 d，将固定的组织进行石蜡包埋，然后在切片机上进行切片。对于

HE染色，切片脱蜡后用苏木素染色 5 min，用蒸馏水冲洗至灰蓝色，1%盐酸分

化数秒，蒸馏水冲洗。用伊红染色 3 min，逐级升浓度酒精脱水，二甲苯透明。

中性树胶封片，显微镜下观察并拍照保存。 IHC染色，切片常规脱蜡至水。30%

H2O2 室温灭活内源性酶 5 - 10 min，蒸馏水洗 3次。0.01 M枸橼酸钠盐缓冲液中

热修复，待冷却后 PBS洗 3次。5% BSA封闭液室温封闭 20 - 30 min。一抗为实

验室保存 CDV 5A7单克隆抗体，1：200稀释使用，4 ℃孵育过夜。PBS洗 3次，

生物素化羊抗鼠 IgG 37℃孵育 30 min。PBS洗 3次，SABC 37 ℃孵育 20 min。

PBS洗 3次，DAB室温显色，镜下控制显色时间。苏木素复染，脱水，透明，

封片，显微镜下观察并拍照保存。
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2.2.10.4 qPCR测定病毒组织载量

观察期结束后，收集犬只下颌淋巴结、肺脏、肝脏、脾脏、肾脏、膀胱、

肠道组织，参照 2.2.8.2及 2.2.2.1方法，得到 cDNA，进行 qPCR测定各组织病

毒载量，采用染料法，以 Q-CDV-F、Q-CDV-R 为引物，标准品为 pMD18-T 载

体连接 CDV F基因质粒，qPCR反应体系如表 13所示：

表 2-13 病毒载量测定 qPCR体系

Table 2-13 qPCR system of viral load determination
组分 体积

Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 5 µL
Q-CDV-F（10 µM） 0.5 µL
Q-CDV-R（10 µM） 0.5 µL

cDNA 1 µL
RNase-free ddH2O 3 µL

反应程序：95 ℃预变性 2 min，循环反应：95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个循环，

采集荧光。反应结束后根据标准曲线计算，分析检测样品中病毒载量。
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3 结果

3.1 pLVX-Nectin4-BSD真核表达载体构建

3.1.1 目的片段扩增及线性化载体的获取

为获得构建重组质粒所必需的 Igκ-HA-Nectin4、P2A-BSD目的片段及 pLVX

线性化载体，利用 PCR对目的片段进行扩增，P2A-BSD目的片段大小为 494 bp，

Igκ-HA-Nectin4目的片段大小为 1602 bp，PCR扩增片段与目的片段大小一致，

使用 Kpn1、Xho1限制性酶切位点将 pLVX环状载体线性化，酶切后载体与预计

片段大小一致为 7935 bp。PCR及酶切结果如图 3-1所示。

图 3-1 pLVX-Nectin4-BSD的目的片段扩增

Fig.3-1 Amplification of the target fragment of pLVX-Nectin4-BSD
A：M：DL2000Marker；1-2：P2A-BSD基因 PCR扩增；B：M：DL2000Marker；1-2：Igκ-HA-Nectin4基

因 PCR扩增；C：M：DL10000Marker；1：pLVX载体线性化

A: M: DL2000Marker; 1-2: PCR system of P2A-BSD gene; B: M: DL2000Marker; 1-2: PCR system of

Igκ-HA-Nectin4 gene; C: M: DL10000Marker; 1: Linearization of pLVX vector

3.1.2 pLVX-Nectin4-BSD重组质粒的构建与鉴定

为获得重组质粒 pLVX-Nectin4-BSD，将含同源臂的 Igκ-HA-Nectin4 及

P2A-BSD目的片段与 pLVX线性化载体同源重组转化 DH5α，使用菌落 PCR挑

选阳性菌落，PCR扩增片段与目的片段大小一致，为 2070 bp，阳性菌液送至擎

科生物科技有限公司进行测序比对，片段序列一致。扩大培养提取质粒，使用

Kpn1、Xho1限制酶对重组质粒双酶切鉴定，得到 2070 bp 及 7935 bp 两条目的

条带，说明 pLVX-Nectin4-BSD重组质粒成功构建。结果如图 3-2所示。
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图 3-2 pLVX-Nectin4-BSD重组质粒的鉴定

Fig.3-2 Identification of pLVX-Nectin4-BSD recombinant plasmid
A：M：DL10000Marker；1-7：阳性克隆菌 PCR鉴定；8：阴性对照；9：阳性对照；B：M：DL10000Marker；

1-2：pLVX-Nectin4-BSD重组质粒双酶切鉴定

A: M: DL10000Marker; 1-7: PCR identification of positive clones; 8:negative control ; 9:positive control ; B: M:

DL10000Marker; 1-2: Identification of pLVX-Nectin4-BSD recombinant plasmid by double digestion

3.2 Vero细胞对 BSD耐受性测定试验

为后续通过药物加压筛选表达 Nectin4 受体及 BSD 耐药基因的阳性细胞，

进而测定 Vero细胞对不同浓度 BSD的耐受性来确定最佳筛选条件。利用含不同

浓度梯度 BSD的细胞维持培养液（浓度依次为 2、4、6、8、10、12、14、16 µg/mL）

培养 Vero细胞，第 2 d时，8、10、12、14、16 µg/mL组的细胞出现死亡，部分

脱落，第 3 d时，以上浓度组的细胞全部死亡脱落，6 µg/mL组的细胞约 95%以

上死亡脱落，但依旧存在少量活细胞，因此将 BSD含量为 8 µg/mL确定为 Vero

细胞最佳筛选浓度。

3.3 表达 Nectin4受体细胞系的鉴定

3.3.1 RT-PCR鉴定

为鉴定 Vero-Nectin4细胞系中 Nectin4基因的表达情况，将经加压筛选后存

活的阳性细胞扩大培养，刮取部分细胞，提取总 RNA并反转录，以 cDNA为模

板进行扩增，RT-PCR扩增片段与目的片段大小一致，为 2070 bp，且设立的普

通 Vero 细胞对照无目的片段大小条带，说明 Nectin4 基因在 Vero-Nectin4 细胞

系中成功表达。PCR扩增结果如图 3-3所示。
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图 3-3 Nectin4受体表达 RT-PCR鉴定

Fig.3-3 RT-PCR identification of Nectin4 receptor expression
M：DL10000Marker；1：阳性细胞 PCR扩增；2：Vero细胞阴性对照；3：阳性对照

M: DL10000Marker; 1: PCR amplification of positive cells; 2:negative control of Vero cell ; 3:positive control

3.3.2 IFA鉴定

由于本实验在构建载体过程中，将 HA标签蛋白与 Nectin4蛋白串联表达，

因此可通过检测标签蛋白来鉴定 Vero-Nectin4细胞系中 Nectin4受体的表达情况，

利用 HA标签蛋白抗体进行孵育，通过 IFA鉴定 Nectin4受体蛋白的表达情况，

Vero-Nectin4细胞系出现特异性荧光，Nectin4受体表达情况良好。IFA结果如图

3-4所示。

图 3-4 Nectin4 受体间接免疫荧光鉴定

Fig.3-4 Indirect immunofluorescence identification of Nectin4 receptor
A：阳性细胞 Nectin4受体荧光观察；B：Vero阴性细胞对照

A: Fluorescence observation of Nectin4 receptor in positive cells; B:Negative control of Vero cell
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3.3.3 Western Blot鉴定

为探究 Vero-Nectin4 细胞系中 Nectin4 受体的蛋白表达情况，刮取 12孔板

内的长满单层的 Vero-Nectin4细胞进行裂解并制备蛋白样品，经 SDS-PAGE 电

泳后将蛋白转印至 PVDF膜上进行Western Blot检测，同样使用 HA标签蛋白抗

体孵育，通过Western Blot 鉴定 Nectin4 受体的蛋白表达情况，Vero-Nectin4 细

胞系在约 75 kDa 处出现特异性条带，说明本实验成功构建表达 Nectin4 受体的

Vero细胞系。Western Blot结果如图 3-5所示。

图 3-5 Nectin4 受体蛋白Western Blot鉴定

Fig.3-5 Identification of Nectin4 Receptor Protein by Western Blot
M：蛋白Marker；1：阳性细胞 Nectin4受体蛋白鉴定；2：Vero细胞阴性对照

M: Protein Marker; 1: Identification of Nectin4 receptor protein in positive Cells; 2:negative control of Vero cell

3.4 细胞系稳定性分析

3.4.1 RT-PCR鉴定

为验证 Vero-Nectin4细胞系在传代过程中 Nectin4基因是否会在细胞中发生

丢失，对细胞系稳定性进行检测，取不同代次的细胞系进行基因组提取并反转

录保存，通过 RT-PCR鉴定 F5、F10、F20、F30代细胞系中 Nectin4基因的表达

情况，不同代次细胞系扩增片段均为 2070 bp，与阳性对照一致。表明 Nectin4

基因在传代过程中能稳定表达。RT-PCR扩增结果如图 3-6所示。
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图 3-6不同代次 Vero-Nectin4细胞 RT-PCR鉴定

Fig.3-6 RT-PCR identification of different generations of Vero-Nectin4 cells
M：DL10000Marker；1：F5代 Vero-Nectin4细胞；2：F10代 Vero-Nectin4细胞；3：F20代 Vero-Nectin4

细胞；4：F30代 Vero-Nectin4细胞；5：阴性对照；6：阳性对照

M: DL10000Marker; 1: 5th generation Vero-Nectin4 cells; 2:10th generation Vero-Nectin4 cells ; 3:20th

generation Vero-Nectin4 cells ; 4:30th generation Vero-Nectin4 cells ; 5:negative control ; 6:positive control

3.4.2 IFA鉴定

为进一步对细胞系中 Nectin4 受体蛋白的表达稳定性情况进行验证，在

Vero-Nectin4细胞系传代过程中，将不同代次细胞冻存并保存于液氮罐内，然后

复苏不同代次细胞并铺于 12孔板内，待细胞长满单层时固定并孵育抗体，通过

IFA鉴定 F5、F10、F20、F30代细胞系中 Nectin4受体蛋白的表达情况，不同代

次细胞系均出现特异性荧光，表明传代过程中受体未发生丢失，能够稳定传代。

IFA结果如图 3-7所示。
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图 3-7不同代次 Vero-Nectin4细胞 IFA鉴定

Fig.3-7 IFA identification of different generations of Vero-Nectin4 cells
A：F5代 Vero-Nectin4细胞荧光观察；B：F10代 Vero-Nectin4细胞荧光观察；C：F20代 Vero-Nectin4细

胞荧光观察；D：F30代 Vero-Nectin4细胞荧光观察

A: Fluorescence observation of 5th generation Vero-Nectin4 cells; B: Fluorescence observation of 10th generation

Vero-Nectin4 cells; C:Fluorescence observation of 20th generation Vero-Nectin4 cells; D:Fluorescence

observation of 30th generation Vero-Nectin4 cells

3.4.3 Western Blot鉴定

本实验还通过将不同代次细胞进行裂解制样，使用特异性标签抗体孵育，

显影观察不同代次细胞中 Nectin4受体的蛋白表达情况，通过Western Blot鉴定

F5、F10、F20、F30代细胞系中 Nectin4受体的蛋白表达情况，不同代次细胞系

均在约 75 kDa 处出现特异性条带。Western Blot 结果如图 3-8 所示。说明表达

Nectin4受体的 Vero细胞系能够稳定传代且稳定性良好。
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图 3-8 不同代次 Vero-Nectin4细胞系Western Blot鉴定

Fig.3-8 Identification of different generations of Vero-Nectin4 cells by Western Blot
M：蛋白Marker；1：F5代 Nectin4蛋白鉴定；2：F10代 Nectin4蛋白鉴定；3：F20代 Nectin4蛋白鉴定；

4：F30代 Nectin4蛋白鉴定；5：Vero细胞阴性对照

M: Protein Marker; 1: identification of 5th generation Nectin4 protein; 2:identification of 10th generation Nectin4

protein ; 3:identification of 20th generation Nectin4 protein; 4:identification of 30th generation Nectin4 protein ; 5:

negative control of Vero cell

3.5 不同 CDV在细胞系上生长曲线分析

为验证 Vero-Nectin4细胞系对不同 CDV毒株是否能够提高增殖滴度，利用

本实验室保存 CDV毒株分别感染 6孔板内的 Vero-Nectin4细胞及 Vero细胞，按

规定时间进行收样，统一暂存于-80℃，待所有时间段样品收集完毕后，统一测

定不同 CDV毒株在 Vero-Nectin4细胞系及普通 Vero细胞系上的生长曲线，分析

Vero-Nectin4细胞系对 CDV的特异性扩增能力。通过不同 CDV毒株生长曲线比

较，发现 Vero-Nectin4细胞对 CDV增殖滴度高于普通 Vero细胞。其中 wh15毒

株在 24 h时扩增滴度便高于普通 Vero，72 h时扩增滴度从 104.33TCID50/mL提高

至 105.5TCID50/mL，滴度提升约 15 倍。SC毒株在 48 h 时扩增滴度稍高于普通

Vero，72 h时滴度提升约 100.5TCID50/mL，提升效果不佳。分析可能是由于 SC

毒株在传代培养过程中对细胞产生了适应性，导致 SC毒株对 Vero细胞适应性

较好，因此表达 Nectin4的 Vero细胞对 SC毒株的滴度提高不佳。生长曲线结果

如图 3-9所示。
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图 3-9 CDV在不同细胞上生长曲线的比较

Fig.3-9 Comparison of CDV growth curves on different cells
A：CDV-wh15生长曲线比较图；B：CDV-SC生长曲线比较图

A: Comparison of growth curves for CDV-wh15; B:Comparison of growth curves for CDV-SC

3.6 CDV分离与鉴定

3.6.1 阳性病料检测结果

从全国 5个省份（湖北、湖南、广西、江西，河南）采集样品，使用 CDV

检测引物，以反转录得到的病毒 cDNA为模板进行扩增，RT-PCR扩增片段与目

的片段大小一致，为 455 bp，部分采集样品 RT-PCR扩增结果如图 3-10所示。
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图 3-10部分采集样品 CDV的 RT-PCR鉴定

Fig.3-10 RT-PCR identification of CDV in partially collected samples
M：DL2000Marker；1-6：样品中 CDV扩增结果；7：阴性对照；8：阳性对照

M: DL2000Marker; 1-6: CDV amplification results in samples; 7:negative control ; 8:positive control

为分析 CDV在易感动物中的阳性检出率，统计采集样品总数及阳性数计算

CDV阳性率，结果如图 3-11所示，共采集样品 1255份，经 PCR检测 CDV 阳

性样品共 280份，平均阳性率 22.3%。按不同地区划分，湖南省总样品数 100份，

阳性样品数 15份，CDV阳性检出率 15%；湖北省总样品数 583份，阳性样品数

101份，阳性率 17.3%；河南省总样品数 70份，阳性样品数 6份，阳性率 8.6%；

江西省总样品数 168份，阳性样品数 26份，阳性率 15.5%；广西省总样品数 334

份，阳性样品数 133份，阳性率 39.8%。结果显示，CDV 在各省份均有一定流

行，且不同省份存在感染差异，广西省阳性率最高为 39.8%，河南省阳性率最低

为 8.6%。

按不同场所划分，主要采集场所为流浪犬基地、宠物医院、养殖场。流浪

犬基地采集样品共 757份，阳性样品 94份，阳性率 12.4%；宠物医院采集样品

共 164份，阳性样品 53份，阳性率 33.5%；养殖场采集样品共 334份，阳性样

品 133份，阳性率 39.8%。结果显示，CDV在各场所均可发生，且不同场所存

在感染差异，其中养殖场、宠物医院 CDV阳性率显著高于流浪犬基地。
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图 3-11 CDV流行率统计结果

Fig.3-11 Results of CDV prevalence statistics
A：不同地区 CDV流行率统计；B：不同场所 CDV流行率统计

A: Prevalence statistics of CDV in different regions; B:Prevalence statistics of CDV in different places

3.6.2分离培养

阳性样品经处理后接种 Vero-Nectin4细胞，在接种细胞 24 h后，出现犬瘟

热特异性病变，表现为细胞变圆，融合拉丝，部分细胞死亡脱落，对照组无病

变。初步判定成功分离 1株 CDV，命名为WH03。细胞病变如图 3-12所示。

图 3-12 CDV细胞病变（CPE）
Fig.3-12 Cytopathic effect(CPE) of CDV

A：CDV阳性样品接种后的细胞病变；B：细胞对照

A: CPE after inoculation of CDV positive sample; B:Cells negative control
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3.6.3 RT-PCR鉴定

为进一步验证是否成功分离，将WH03分离株第 2、3、4、5代次病毒液，

使用 CDV检测引物，以反转录得到的病毒 cDNA 为模板进行扩增，RT-PCR扩

增片段与目的片段大小一致，为 455 bp，经鉴定WH03分离株为 CDV，且能在

细胞上稳定连续传代。RT-PCR扩增结果如图 3-13所示。

图 3-13 CDVWH03不同代次病毒液的 RT-PCR鉴定

Fig.3-13 RT-PCR identification of CDVWH03 viral fluids of different generations
M：DL2000Marker；1-4：F2-F5代病毒液 PCR扩增；5：阴性对照；6：阳性对照

M: DL2000Marker; 1-4: PCR amplification of 2nd to 5th generation viral fluids ; 5:negative control ; 6:positive

control

3.6.4 IFA鉴定

WH03分离株接种 Vero-Nectin4细胞后，细胞病变较为明显，使用 CDV 3E5

抗体作为一抗孵育，对 WH03 分离株观察鉴定。IFA 结果显示，WH03 感染

Vero-Nectin4细胞后，可以观察到特异性荧光，对照组无荧光，进一步说明WH03

分离株为 CDV，且能在易感细胞中大量复制增殖。IFA结果如图 3-14所示。

图 3-14 CDVWH03 IFA鉴定

Fig.3-14 IFA identification of CDVWH03
A：CDVWH03荧光观察；B：细胞对照

A: Fluorescence observation of CDVWH03; B: Cells negative control
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3.6.5 病毒粒子形态鉴定

为观察WH03病毒粒子形态是否符合副黏病毒科病毒形态，取处理后病毒

样品于透射电镜下进行观察。负染观察结果显示，WH03病毒粒子形态为圆球状，

粒子直径约为 150 - 200 nm之间，外部有囊膜包裹，鉴定为 CDV。电镜结果如

图 3-15所示。

图 3-15 透射电镜下 CDVWH03的形态观察

Fig.3-15 Morphological observation of CDVWH03 under transmission electron microscope

3.6.6 H基因全长扩增

H基因在 CDV不同毒株间的核苷酸差异较大，因此 H基因是探究 CDV

变异及进化的最佳基因靶点，通过不同毒株间的 H 基因序列能够对 CDV

进行系统发育分析。本研究发现除WH03株成功分离外，还有一株虽未能在

细胞上成功分离，但临床收集时发现该毒株在已免疫犬上表现一定毒力并能引

起死亡，命名为WH29。为探究 CDV毒株的流行情况及特性，对本研究中 CDV

毒株 H基因进行全长扩增，使用 CDV-H-F、CDV-H-R引物，以WH03、WH29

病毒基因组 cDNA为模板进行扩增，RT-PCR扩增片段与目的片段大小一致，为

2033 bp，将目的片段纯化回收后连接 T载送测序，利用 Lasergene 中 SeqMan软

件将已测序序列进行整理拼接，获得 H基因全长序列。H基因扩增结果如图 3-16

所示。
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图 3-16 CDV H基因 RT-PCR扩增

Fig.3-16 RT-PCR amplification of the CDV H gene
M：DL10000Marker；1：WH03 H基因 PCR扩增；2：WH29 H基因 PCR扩增；3：阴性对照；4：阳性对

照

M: DL10000Marker; 1: PCR amplification of WH03 H gene ; 2: PCR amplification of WH29 H gene ;5:negative

control ; 6:positive control

3.6.7 H基因同源性分析

使用 Lasergene中MegAlign软件，利用 NCBI中已发表的 20株参考毒株（不

同基因型）H基因，与已测序WH03、WH29 H基因（H 基因为 1824 bp）进行

同源性比较分析。核苷酸及氨基酸同源性分析分别如图 3-17、3-18所示，首先

WH03与WH29间核苷酸同源性为 90.4%，氨基酸同源性为 91.1%，二者间同源

性较低，明显为不同 CDV 毒株。其次与 CDV 疫苗株进行比较，WH03核苷酸

同源性为 96.3% - 99%，氨基酸同源性为 94.2% - 97.5%，其中 WH03 与 CDV3

水貂源疫苗株在核苷酸及氨基酸同源性均较高，但存在部分差异；WH29则分别

为 89.9% - 90.5%，89.3% - 91%，与疫苗株同源性较低。与其他参考毒株比较，

WH03核苷酸同源性为：87.3% - 92.4%，氨基酸同源性为 82.6% - 92.3%，与野

毒株同源性较低；WH29的核苷酸及氨基酸同源性分别为 89.1% - 99.4%，85.9%

- 99.5%，其中与我国流行毒株 JSNJ-21、GD1818、GS20-11同源性较高，核苷

酸及氨基酸相似性达 99%以上。WH03、WH29与 Asia-2、3型代表毒株最低，

说明亲缘关系较远。
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图 3-17 CDV H基因核苷酸同源性分析

Fig.3-17 Nucleotide homology analysis of the CDV H gene

图 3-18 CDV H基因氨基酸同源性分析

Fig.3-18 Amino acid homology analysis of CDV H gene

3.6.8 H基因进化树分析

使用 MEGA7 软件对 WH03、WH29与参考毒株的 H 基因序列进行聚类

分析，遗传进化结果如图 3-19所示，其中WH03属于 America-1型，与我国吉

林省水貂源 CDV3疫苗株（Genbank登录号：EU726268）亲缘关系最近；WH29

属于 Asia-1型，与我国犬源 GS20-11株（Genbank登录号：MW600730），犬源

JSNJ-21 株（Genbank 登录号：MW048556），犬源 GD1818 株（Genbank 登录

号：MK275202）亲缘关系最近，与疫苗株亲缘关系则较远。
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图 3-19 CDV H基因遗传进化分析

Fig.3-19 Genetic evolutionary analysis of CDV H gene

3.6.9 H基因潜在糖基化位点分析

糖基化位点与毒株的抗原性相关联，为探究WH03、WH29毒株与疫苗毒株

及其余不同谱系参考毒株的差异性，使用 NetNGlyc 1.0 Server在线软件，将所有

毒株 H基因的氨基酸序列上传后分析潜在 N-糖基化位点的差异，CDV毒株潜在

糖基化位点结果如图 3-20所示。Onderstepoort经典疫苗株有 4个糖基化位点分

别为（19、149、422、587），其余疫苗株为 6 - 7 个，WH03株有 7 个潜在 N-

糖基化位点，WH29含有 9个潜在 N-糖基化位点，与 Onderstepoort经典疫苗株

的糖基化位点相比较发现，WH03株存在 3个位点差异（391、456、603位点），

WH29株有 5个位点差异，其中包括 309、391、456、584、603位点，其中WH29

株与国内其他流行 Asia-1型毒株位点一致均为 9个，584位点为 Asia-1型特有。

Asia-2型至 Asia-5型毒株糖基化位点为 7 - 8个，此外可从结果中发现 126位点

在 South Africa 基因型中存在，其余基因型均无此位点。



表达 Nectin4受体细胞系的构建与犬瘟热病毒的分离鉴定及致病性研究

51

图 3-20 CDV H基因潜在糖基化位点分析

Fig.3-20 Potential glycosylation site analysis of CDV H gene

3.6.10 H基因抗原表位预测分析

H基因不仅与 CDV毒株进化、致病力及易感宿主多样性相关，还能够刺激

宿主机体产生免疫反应，为分析 H 基因的抗原表位，使用 Protean 软件中

的 Jameson-Wolf 方法联合现有的蛋白质结构预测方法预测潜在的 CDV H

蛋白抗原决定簇，H 基因抗原表位预测分析图如图 3-21 所示。结果分析发

现 WH03、WH29 毒株与 Onderstepoort 经典疫苗株之间，在 20 - 25 位、

60 - 75 位、140 - 150 位、325 - 330 位、390 - 400 位、440 - 450 位、580 - 590

位抗原表位存在明显差异。结合图 3-22 氨基酸位点差异进行同步分析，

发现第 20 位氨基酸 WH03 为 Pro，WH29 及疫苗株为 Ser；第 21 位氨基酸

WH03、WH29 由 Thr 突变为 Ser；第 62 位氨基酸，WH03 株为 Lys 与 WH29

及疫苗株位点的 Gln 存在差异；第 145 位 WH03、WH29 由 Thr 突变为 Lys；

第 146 位 WH29 为 IIe；第 324 位点 WH03、WH29 为 Gly；第 330 位点
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WH29 为 Gln，331 位点 WH29 为 Val；第 393 位点 WH03、WH29 为 Thr；

446 位点 WH29 为 Asp；581 位点 WH03 为 Tyr；584 位点 WH03、WH29

为 Asn；585、586 位点 WH29 均发生突变 Thr。综上，WH03、WH29 与

Onderstepoort 经典疫苗株由于个别氨基酸的突变引起抗原表位的差异性，

进而导致不同毒株间存在免疫原性差异。

图 3-21 CDV H基因抗原表位分析

Fig.3-21 Amino acid homology analysis of CDV H gene
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图 3-22 CDV H基因氨基酸差异性分析

Fig.3-22 Amino acid difference analysis of CDV H gene

3.7 CDV致病性研究

3.7.1 毒株制备及外源检测

本研究所用毒株中WH03为第 3代细胞毒，WH29为肺脏研磨液组织毒，经

离心过滤处理后，统一保存于-80 ℃（WH03共制备 30 mL病毒液，WH29共制

备 90 mL病毒液）。为验证毒株有无其他病原污染，我们利用 RT-PCR进行外源

检测。PCR结果显示，常见犬传染病 CPV、CAV、CCV、CPIV均无目的条带，

表明WH03及WH29纯净性良好无常见外源病毒污染。扩增如图 3-23所示。
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图 3-23 不同 CDV毒株的外源病毒检测

Fig.3-23 Detection of exogenous viruses of different CDV strains
M：DL2000Marker；1：WH03 CPV扩增；2：WH29 CPV扩增；3：CPV阳性对照；4：WH03 CAV扩增；

5：WH29 CAV扩增；6：CAV阳性对照；7：WH03 CCV扩增；8：WH29 CCV扩增；9：CCV阳性对照；

10：WH03 CPIV扩增；11：WH29 CPIV扩增；12：CPIV阳性对照

M: DL2000Marker; 1: WH03 CPV amplification; 2: WH29 CPV amplification ; 3: CPV positive control; 4:

WH03 CAV amplification; 5: WH29 CAV amplification; 6: CAV positive control; 7: WH03 CCV amplification;

8: WH29 CCV amplification ; 9: CCV positive control; 10: WH03 CPIV amplification; 11: WH29 CPIV

amplification; 12: CPIV positive control

3.7.2 临床症状变化

攻毒前所有实验犬只食欲、饮欲正常，精神状态均良好。攻毒第 3 d，WH29

攻毒组部分犬只体温升高（39.4 ℃ - 39.7 ℃）、眼角出现少量淡黄色眼分泌物，

鼻孔流出清水样鼻液，高温持续 1 - 2 d后，体温下降恢复正常持续 2 - 3 d，体温

再次升高，之后体温升高持续时间不等，体温最高可达 40.4 ℃，后期WH29攻

毒组临床症状加重，眼分泌物大量出现且呈现脓性，鼻镜干燥，鼻孔流出黄色

脓性鼻液，连续阵咳及出现呼吸道杂音，前掌爪垫增厚龟裂，部分犬只腹泻，

食欲不振，精神萎靡。体重在第 10 d出现负增长，且持续下降，犬只消瘦；观

察期内，部分犬只食欲废绝，症状加剧相继死亡。观察期内，WH03攻毒组犬只

每日体温波动范围均在正常范围内，体重增长稳定，且未出现明显临床症状，

无发病及死亡情况出现；DMEM组犬只未见异常。临床症状变化结果显示，WH03

毒力较弱，对幼犬无明显致病力，WH29毒力较强且组织嗜性较为稳定，能够引

起犬只较为严重的呼吸道及消化道症状。体温、体重、临床评分及临床症状结

果如图 3-24、3-25所示。
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图 3-24 不同 CDV毒株攻毒后犬只的临床变化

Fig.3-24 Clinical changes in dogs after attacked by different CDV strains
A：体温变化图；B：体重变化图；C：临床评分图

A: Chart of body temperature changes; B: Chart of body weight changes; C: Chart of Clinical Score
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A

B

C

图 3-25 不同 CDV毒株攻毒后犬只的临床症状

Fig.3-25 Clinical signs in dogs after virus attack by different CDV strains
A：WH29攻毒后的临床症状；B：WH03攻毒后的临床症状；C：空白对照

A:Clinical signs after WH29 attacked ; B: Clinical signs after WH03 attacked ; C: Negative control

3.7.3 淋巴细胞数变化

为分析 CDV毒株是否会引起免疫抑制，利用血细胞分析仪在 0 d、7 d、14 d、

21 d 时对犬只抗凝血进行分析，通过淋巴细胞数量变化评价免疫抑制水平。结

果发现WH29攻毒组犬只 0 - 7 d时淋巴细胞数下降且低于正常范围，7 - 14 d淋

巴细胞数持续下降，14 - 21 d淋巴细胞数略有增高，但依旧低于正常值；WH03

攻毒组犬只 0 - 7 d时淋巴细胞数呈现小幅下降趋势，但处于正常范围内，14 d

及 21 d时的淋巴细胞数已恢复至先前水平。淋巴细胞数结果表明，WH29能够

破环淋巴细胞并抑制其生成，引起免疫抑制，造成免疫系统损伤，WH03感染后

能短暂引起淋巴细胞数减少，但在正常范围内，很快能恢复至正常水平，不能

造成免疫细胞减少而引起免疫抑制。淋巴细胞数如图 3-26所示。



表达 Nectin4受体细胞系的构建与犬瘟热病毒的分离鉴定及致病性研究

57

图 3-26 不同 CDV毒株攻毒后犬只的淋巴细胞数变化

Fig.3-26 Changes in lymphocyte counts in dogs after attacked by different CDV strains

3.7.4 攻毒后排毒检测

为监测攻毒后犬只排毒情况，通过 RT-PCR检测眼鼻咽及肠道分泌物排毒情

况，结果发现WH29攻毒组犬只自第 3 d起在不同分泌物中均能检测到 CDV并

一直持续到观察期结束，而WH03攻毒组犬只在观察期内，均未见排毒，说明

犬只感染WH29后，该毒株能迅速感染各上皮组织且持续向外排毒，而 WH03

不引起犬只向外释放病毒。排毒检测情况如表 3-1、3-2所示。

表 3-1 WH29攻毒后的排毒检测

Table.3-1 Detoxification testing afterWH29 attacked
犬只编号 3 d 6 d 9 d 12 d 15 d 18 d 21 d

1 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
2 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
3 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
4 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
5 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

注：/前后分别对应眼鼻咽及肛拭子检测结果

表 3-2 WH03攻毒后的排毒检测

Table.3-2 Detoxification testing afterWH03 attacked
犬只编号 3 d 6 d 9 d 12 d 15 d 18 d 21 d

1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
2 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
3 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
4 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
5 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-

注：/前后分别对应眼鼻咽及肛拭子检测结果
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3.7.5 病理剖检变化

为探究 CDV毒株通过细胞受体侵入组织后对不同组织的嗜性及破坏性，对

攻毒犬只进行剖检，剖检观察发现WH29攻毒组犬只肺脏有大量出血，多处表

现为实质性病变，形成间质性肺炎；脾脏肿大，边缘部分出血；肠道、肝脏少

量出血，表明WH29对犬只具有一定的致病力，能造成各脏器不同程度损伤，

尤其对肺脏损伤明显。WH03攻毒组肺脏未见出血及实质性病变，其余脏器肉眼

均未见异常。病理剖检结果如图 3-27所示。

A

B

C

图 3-27 不同 CDV毒株攻毒后犬只的病理剖检变化

Fig.3-27 Pathological profile changes in dogs after attacked by different CDV strains
A：WH29病理剖检变化；B：WH03病理剖检变化；C：空白对照

A: Pathological changes of WH29; B: Pathological changes of WH03; C: Negative control
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3.7.6 病理切片 HE及 IHC观察

采集感染犬只肺脏组织，进行 HE 及 IHC 染色观察。HE 切片结果显示，

WH29感染犬只肺脏实质化严重，肺泡结构不清晰大量消失，肺泡壁增厚，且伴

有炎性细胞浸润，基于实验室 CDV 5A7 单抗的 IHC染色结果显示，肺脏内 CDV

阳性信号大量分布，说明病毒侵染肺组织并大量增殖，破坏肺脏结构进而引起

严重呼吸道症状；WH03肺泡结构清晰，肺泡壁未见增厚，IHC 染色肺脏未见

CDV阳性信号，说明病毒未侵染及破环肺脏组织。HE及 IHC染色结果如图 3-28

所示。

A

B

C

图 3-28 不同 CDV毒株攻毒后肺脏 HE及 IHC结果

Fig.3-28 HE and IHC results of lungs after attacked by different CDV strains
A：WH29攻毒后肺脏 HE及 IHC结果；B：WH03攻毒后肺脏 HE及 IHC结果；C：空白对照

A: HE and IHC results of lung after WH29 attacked; B: HE and IHC results of lung after WH03 attacked; C:

Negative control
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3.7.7 病毒组织载量测定

为检测 CDV毒株在感染动物各组织器官中的病毒载量，分别采集不同组织

利用 qPCR检测组织脏器中 CDV 含量。qPCR结果显示，WH29感染犬只淋巴

结中CDV载量最高，根据标准曲线计算病毒含量高达 2.5×108 copies/g，肺脏CDV

载量其次，含量为 1.3×108 copies/g，膀胱及肝脏 CDV载量较低，表明WH29对

淋巴结及肺脏存在增殖嗜性，从而导致犬只出现免疫抑制及严重呼吸道症状；

WH03检测均无 CT值，说明观察期结束时，先前经人工接种的WH03病毒已被

犬只自身清除，未能在淋巴及各上皮组织内增殖。qPCR结果如图 3-29所示。

图 3-29 WH29攻毒后不同组织的病毒载量测定

Fig.3-29 Determination of viral load in different tissues afterWH29 attacked

3.7.8生存曲线

将在试验过程中由CDV毒株感染后引起犬只的死亡情况统计并绘制相应图

表。统计过程中，DMEM组空白犬只体温较稳定、无任何临床变化及临床症状

出现，因此判定对照成立。结果如图 3-30所示，WH29组在第 15 d及第 21 d各

有一只试验犬出现死亡，死亡率为 40%（2/5），说明WH29在犬只上具有一定

致病性，对犬科动物及其他易感动物的健康存在一定威胁；WH03组试验犬只则

未出现发病及死亡情况，说明WH03对犬只无致病力，不能引起幼犬发病。
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图 3-30 不同 CDV毒株攻毒后犬只生存曲线（n=5）
Fig.3-30 Survival curves of dogs after attacked by different CDV strains(n=5)
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4 讨论

4.1 表达 Nectin4受体的细胞系

传统方法对CDV野毒株进行体外分离时使用的原代细胞通常是易感动物的

免疫细胞，原代细胞利用天然表达 SLAM受体的优势，在早期分离 CDV时有一

定成效，但该类细胞获取时操作复杂极易污染，来源有限且不能多次传代；也

有少数利用鸡胚绒毛尿囊膜分离培养 CDV，但利用该细胞分离率低，且存在需

盲传多代才能使病毒适应细胞进而分离到毒株的可能性，分离成本昂贵。B95a

细胞是由 EB病毒（Epstein-Barr virus, EBV）转化形成的狨猴淋巴细胞系，培养

过程中可能存在分泌 EBV 的风险(Tatsuo et al 2000)，安全性有待考量，且狨猴

为濒临灭绝的动物，B95a细胞无法得到广泛使用；MDCK细胞系在分离过程中，

CPE形成不明显且所需生长周期较长，有学者利用MDCK连续盲传 6代才出现

CPE(Tan et al 2011)；Vero细胞由于缺乏病毒吸附受体，毒株在适应细胞的传代

过程中突变可能会导致毒力下降及氨基酸突变(Lednicky et al 2004b)。

随着麻疹病毒属细胞受体的研究不断深入，SLAM、Nectin4 受体在多

种细胞系中的表达已被用于分离麻疹病毒属，包括MV、CDV、PPRV等(Ono

et al 2001; Sato et al 2012; Seki et al 2003)，病毒分离效率大大提高。Seki

等人通过刺激外周血单核细胞获取 SLAM基因，进而构建 pCAGDogSLAM 载

体转染细胞后使 Vero细胞成功表达 SLAM 受体，但此方法成功的阳性细胞数

量较少，说明转染效率低(Seki et al 2003)，此外，刘玉秀等人在研究中通过瞬时

转染构建的 Vero/SLAM细胞，在传代过程中有外源蛋白丢失的情况发生，因此，

该细胞不能连续传代使用。病毒利用 H蛋白与受体的 V结构域识别结合，SLAM

受体的氨基酸序列因物种而异且差异性显著，通常需要病毒特异性突变来

适应不同物种宿主的 SLAM 受体，而 Nectin4 的蛋白序列在不同哺乳动物

之间高度保守，这消除了病毒需要对受体特异适应的局限性，在识别多物

种来源毒株时存在强有力优势。Muhlebach等人研究发现 MV H蛋白对 Nectin4

受体的亲和力是 SLAM 的 4到 5倍，相较于其他受体与蛋白作用时具有更高的

亲和力(Mühlebach et al 2011)。SLAM分布于淋巴细胞表面，只在感染早期发挥
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作用，引起免疫抑制但不会产生临床症状，感染不易被发现，而 Nectin4为

感染中后期重要细胞受体，主要分布于上皮细胞，病毒必须借助 Nectin4受体才

能够在易感动物上引起明显临床症状并向外界持续排出，此时病毒在各上皮组

织及分泌物中大量分布且含量丰富。因此，Nectin4 受体相较于 SLAM 受体，

具有更广泛的应用潜力。

本研究通过构建重组慢病毒质粒，慢病毒感染细胞能有效改善受体表达效

率，大大增加阳性细胞数量，经验证外源蛋白 Nectin4能够在细胞系中稳定连续

传代 30代以上不丢失，本研究中利用 Vero、Vero-Nectin4细胞系比较病毒生长

动力学，发现 Vero-Nectin4 能有效提高病毒增殖滴度，与 Fakri 等人使用

Vero-Nectin4 细胞有效提高小反刍兽疫病毒（Peste des Petits Ruminants virus,

PPRV）的增殖滴度表现一致。说明该细胞在提高疫苗病毒滴度方面可能具有一

定优势(Fakri et al 2016)，为抗原生产节约成本提供可能性。本研究的细胞系

除利用 Nectin4 细胞受体与病毒吸附结合加快病毒侵染细胞，还利用 Vero

细胞先天免疫/干扰素系统受损的优势，除 CDV 外的不同病毒均能在细胞

上生长繁殖(Chew et al 2009)，使得该细胞系在面对不同病毒的分离培养具

有显著广谱性。此外，细胞在代谢过程中积累的乳酸和氨，对生产产量及质

量造成负面影响，有研究通过表达丙酮酸羧化酶，敲低丙酮酸脱氢酶激酶及

其激活剂降低代谢影响，获得的重组病毒滴度提高了 30 倍(Abaandou et al

2021)，有效节约生产成本。本研究的细胞系在实验室阶段表现出对 CDV

高敏感的优势，未来有望通过基因工程化在促进生长、抵抗凋亡、调节代

谢等方面进行改造，进一步提升抗原生产效率。

4.2 CDV样品采集与分离

自 20世纪 50年代以来，以 Onderstepoort 毒株为主导的弱毒疫苗有效降低

了 CD疫情的爆发(Wilkes 2022)，疫苗接种失败的情况并不常见，但 CD仍在已

免疫个体和群体中发生，最常见的因素是免疫程序不完全、疫苗株的残余毒力，

此外在环境压力下驱动的野生型CDV毒株发生抗原漂移也是疫苗保护失败的重

要因素。本研究结果显示我国五个省份中 CDV平均感染率高达 22.3%，病毒的
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分离培养是深入研究当前流行毒株的必要前提条件，但病毒的成功分离除依赖

于敏感细胞外，病料的新鲜程度也是病毒成功分离的重要因素。但 CDV

对环境抵抗力较低，极易在光热条件下被灭活。本研究在样品收集过程中

可能由于样品保存温度、运输距离及时间等问题，导致大多数样品中的活

病毒被光热破环而破裂死亡；其次新鲜样品与冷冻样品存在较大差异，冷

冻样品在冻融过程中降低了病毒的感染力，导致部分本身病毒含量较低的

拭子类样品中 CDV 吸附侵染细胞的能力大打折扣。因此在经 RT-PCR 鉴

定的 280 份阳性样品中，只成功分离出一株犬源 CDV（WH03），该毒株

在 24 h 时能表现出明显的细胞病变，与 Seki 等人研究中利用 SLAM-Vero

细胞系接种病毒后出现细胞病变的时间一致，细胞系表现出对 CDV 毒株

高度敏感性，且该毒株能够在细胞上稳定连续传代。本研究中除成功分离出

WH03外，在样品采集过程中，获得 3份 CDV胶体金阳性病死犬尸体，PCR病

原鉴定结果显示，2条病死犬除 CDV外还混合感染 CPV及 CCV，1条病死犬为

CDV单一感染，将该 CDV命名为WH29并接种细胞尝试分离，但细胞盲传结

果显示阴性，未能成功分离。组织类样品相对于拭子类样品，在外界环境下能

够对病毒粒子起到一定保护作用，Fakri等人的研究结果显示利用 CDV新鲜组织

病料的能有效提高病毒分离效率(Fakri et al 2016)，但 CDV流行野毒株与经传代

致弱的弱毒疫苗株在细胞适应性上存在显著差异，考虑可能因部分野毒株 H蛋

白中特定氨基酸突变等多种因素，相较于疫苗株对细胞的高度适应性而言，导

致部分野毒株难以适应细胞进而无法增殖，这可能是WH29流行毒株未成功分

离的原因之一。因此，在样品收集时需严格遵守冷藏运输，相较于拭子类样品

而言，应侧重于病死动物组织类样品的收集，注重不同地区、不同场所、不同

物种间的流行毒株的收集，在提高组织类样品收集数量的同时，还要保证接种

细胞时样品的新鲜程度，为 CDV的分离培养提供高质量样品库，以期提高分离

效率。

4.3 CDV遗传进化分析及致病性研究

H蛋白作为 CDV囊膜糖蛋白之一，其遗传变异率显著高于其他基因，被
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广泛用于分析 CDV野毒株的遗传变异。WH03、WH29毒株的 H基因遗传进化

结果显示，WH03毒株与 America-1型（大多数为疫苗株）属于同一分支，这与

Zhao等人研究中我国 CDV流行毒株基因型（Asia-1、Asia-3、Arctic）有所差异

(Zhao et al 2010)，经同源性分析，WH03与疫苗株在核苷酸、氨基酸同源性较高，

推测 WH03 来自疫苗株，但与疫苗株间存在 1% - 3.9%、2.3% - 5.9%的差异，

考虑可能是受野生型和疫苗株之间发生同源重组事件的影响 (da Fontoura

Budaszewski et al 2016a; Yuan et al 2017)，进而导致减毒疫苗毒株在选择压

力下产生部分突变引起差异，具体原因还需进一步探究。WH29 毒株与我

国 2020年发表的犬源 GS20-11株亲缘关系最近，属于 Asia-1型，与疫苗株遗传

距离较远，属于我国当前流行野生型毒株，这与其他有疫苗接种史的 CDV阳性

病例的报道结果相符合(Zhao et al 2010)。潜在糖基化位点是疫苗株与野毒株 H

蛋白间抗原性差异焦点，WH29具有 9个糖基化位点，相较于疫苗株存在至少

2个位点差异及以上，包括 309、584位点，这与 Tan等人研究一致(Tan et al 2011)，

特别是野生型毒株特有的 309 位点，提示了 WH29 的致病性，而 WH03

无此位点，这与本研究中 WH03、WH29 毒株的致病性结果表现一致，但

糖基化位点是否与 CDV 毒力有关还有待进一步研究。此外，Iwatsuki 等人

认为不同的糖基化位点会影响 H 蛋白的免疫原性(Iwatsuki et al 2000)，因

此糖基化位点和位置的变化可能导致 Onderstepoort 疫苗株无法对遗传变

异毒株 WH29 提供有效保护。Liao等人认为 530及 549位点在宿主适应性中

具有重要作用，研究发现犬在 530（G/D/N/E/R/S/A/K）位置上有 8 个可能的

替代，在 549 （H/Y）位置上有 2 个替代(Liao et al 2015)，本研究中 WH03

突变为 530N，WH29 突变为 530G，而 549 位置均为 Y，两毒株均为犬源

CDV，这与 Nikolin等人的研究一致，犬更倾向于呈现 549Y(Nikolin et al 2012)，

提示WH03、WH29可能缺乏跨宿主传播的能力，主要在犬科动物中广泛流行，

但不排除环境压力下跨物种感染其他宿主的可能性。CDV作为麻疹病毒属的一

员，具有强跨宿主传播感染能力(Rendon-Marin et al 2019)，对不同动物如犬、狐

狸、水貂等及多种野生动物致病力表现不一，临床症状及致死率存在较大差异

(Beineke et al 2009)，还有学者利用 CDV动物感染模型模拟MV，为MV发病机
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制或干预策略提供参考(da Fontoura Budaszewski et al 2016b; Schmitz et al 2024)。

致病性研究结果显示，WH03对幼犬无致病性；WH29毒株则对犬只较为敏感，

能够引起多种典型犬瘟热临床症状，观察期内，犬瘟热典型神经症状如肌肉震

颤、转圈等未观察到，说明WH29的神经毒性可能较弱，但不排除延长观察期

后出现神经症状的可能性(Lan et al 2005)。淋巴细胞减少是反映免疫抑制最重要

的临床指标，因此WH29引起的淋巴细胞数急剧下降，说明了免疫抑制的发生，

这就提示了自然环境下感染WH29的易感动物因免疫力低下极有可能混合感染

其他病原，引起严重临床症状甚至危及生命。此外，本研究中WH29毒株对肺

脏嗜性较强，以肺瘀血斑和间质纤维化为主，这与 Qiu 等人剖检结果一致

(Qiu et al 2011)，动物表现为呼吸困难进而引起各脏器缺氧代谢紊乱，最

终呼吸衰竭导致死亡。

本研究通过遗传进化分析及致病性研究发现，WH03、WH29 与疫苗

株 H 基因存在差异，存在免疫逃逸的可能。其中 WH29 作为我国流行优势

毒株，其高致病性对犬类造成严重威胁，可用于后续 CDV 动物感染模型

的构建。为目前仍以 America-1 型为主的市售疫苗厂家，提供改进思路，

以期为易感动物提供更有效的免疫保护。
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5 结论

1. 本研究成功构建出稳定表达 Nectin4 受体的 Vero细胞系，经鉴定受体在

传代过程中稳定性良好，能有效提高 CDV增殖滴度。

2. 流行病学调查结果显示我国五个省份中 CDV 阳性检出率为 22.3%

（280/1255），并利用细胞系成功分离出 1株能稳定传代的 CDV毒株（WH03），

还获得 1株无细胞适应性的 CDV毒株（WH29）。

3. 经 H基因遗传进化分析，WH03为美洲 1型，WH29为亚洲 1型，与经

典疫苗株比较，在同源性、糖基化位点、抗原表位均存在差异。

4. 致病性研究结果显示，WH03 毒力较弱，对犬只不致病，WH29 对犬只

具有高致病力。
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