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［摘　 要］ 　 为了解猪细环病毒（ＴＴＳｕＶｓ）在吉林部分规模化猪场的遗传变异情况，对 ２０１７ － ２０１８ 年

来自吉林部分地区的 １０ 家规模化猪场的 ５７４ 份血清样品进行 ＴＴＳｕＶｓ 流行情况调查，并根据收集地

点对 ２０ 株 ＴＴＳｕＶｓ 进行 ＯＲＦ１ 全基因序列扩增及遗传变异性分析。 结果显示：１０ 家规模化猪场中，
ＴＴＳｕＶ１ 感染率为 ３６． ７５％ ，ＴＴＳｕＶ２ 感染率为 ６３． ２％ ，ＴＴＳｕＶ１ 与 ＴＴＳｕＶ２ 混合感染率为 ３０． ３％ 。
１０ 株 ＴＴＳｕＶ１测序株之间的核苷酸同源性为 ７５． ７％ ～ ９４． ７％ ，氨基酸同源性为 ４８． １％ ～ ８８． ２％ ；
１０ 株 ＴＴＳｕＶ２测序株之间的核苷酸同源性为 ７７． ５％ ～ ９４． ０％ ，氨基酸同源性为 ７０． ６％ ～ ８７． ４％ 。
研究表明：吉林地区部分规模化猪场流行的 ＴＴＳｕＶ１ 均属于 ＴＴＳｕＶ１ － ｌｂ 型，而 ＴＴＳｕＶ２ 流行情况较

为复杂，各种亚型均有涉及且呈现遗传变异多样性。
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ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｒａｔｅ ｏｆ ＴＴＳｕＶ１ ａｎｄ ＴＴＳｕＶ２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ３０． ３％ ． Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ １０ ＴＴＳｕＶ１ ｓｔｒａｉｎｓ
ｗａｓ ７５． ７％ ～ ９４． ７％ ， ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗａｓ ４８． １％ ～ ８８． ２％ ． Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ １０ ＴＴＳｕＶ２
ｓｔｒａｉｎｓ ｗａｓ ７７． ５％ ～９４． ０％ ， ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗａｓ ７０． ６％ ～８７． ４％ ． Ｔｈｅ ＴＴＳｕＶ１ ｉｎ ｓｏｍｅ ｌａｒｇｅ － ｓｃａｌｅ ｐｉｇ
ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｊｉｌｉｎ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ＴＴＳｕＶ１ － ｌｂ． Ｔｈｅ ＴＴＳｕＶ２ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｖａｒｉｏｕｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ， ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＴＴＳｕＶｓ； ｅｐｉｄｅｍｉｃ； ＯＲＦ１； ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

　 　 猪细环病毒（Ｔｏｒｑｕｅ ｔｅｎｏ ｓｕｓ ｖｉｒｕｓ，ＴＴＳｕＶ）是

一种无囊膜、环状、单股负链 ＤＮＡ 病毒，病毒粒子

直径约 ３０ ～ ３２ ｎｍ［１］。 人细环病毒 （ Ｔｏｒｑｕｅ ｔｅｎｏ
ｖｉｒｕｓ，ＴＴＶ）是由日本学者 Ｎｉｓｈｉｚａｗａ 等在 １９９７ 年使

用代表性差异分析技术发 现 的 一 种 新 病 毒。
１９９９ 年，美国学者首次从猪血清中分离到该病毒

后，已在中国、加拿大、日本等国家发现 ＴＴＳｕＶｓ 的

流行［２］。 根据核苷酸序列差异， ＴＴＳｕＶｓ 可分为

ＴＴＳｕＶｌ 和 ＴＴＳｕＶ２ 两种基因型。 其中 ＴＴＳｕＶｌ 有

４ 种亚型，即 ＴＴＳｕＶｌａ、ＴＴＳｕＶｌｂ、ＴＴＳｕＶｌｃ 和 ＴＳｕＶｌｄ。
ＴＴＳｕＶ２ 有 四 种 亚 型， 即 ＴＴＳｕＶ２ａ、 ＴＴＳｕＶ２ｂ、
ＴＴＳｕＶ２ｃ 和 ＴＴＳｕＶ２ｄ［３］。 该病毒编码区中包含 ３ 个

开放阅读框（ＯＲＦ１ － ＯＲＦ３），１ 个 ＴＡＴＡ 盒和 １ 个

ＰｏｌｙＡ。 其中 ＯＲＦ１ 基因是编码衣壳蛋白和复制相

关结构域的基因，不同毒株之间差异较大，可用于

ＴＴＳｕＶｓ 的分型鉴定。
吉林省虽是养猪大省，但到目前为止仍没有关

于猪群 ＴＴＳｕＶｓ 遗传变异分析的报道。 为此，本研

究对 ２０１７ － ２０１８ 年吉林省猪生态养殖及疫病防控

科技创新中心收集的 ５７４ 份血清样品进行检测，并
对其部分毒株进行 ＯＲＦ１ 序列分析，了解吉林部分

地区规模化猪场 ＴＴＳｕＶｓ 的基因特性，为进一步研

究 ＴＴＳｕＶｓ 的遗传进化提供依据。
１　 材料与方法

１． １　 病料的收集 　 收集 ２０１７ － ２０１８ 年来自吉林

地区 １０ 家规模化猪场的血清样品 ５７４ 份。 猪场所

在地分别为：长春市、吉林市、白城市、四平市、通话

市、白山市、延吉市 ７ 个地区。 同时记录每份样品

的基本信息，包括猪的身体状况、年龄及品种等。
１． ２　 材料与试剂　 ＵＮＩＱ － １０ 柱式病毒基因组抽

提试剂盒购自上海生物工程技术服务有限公司；

ＰＣＲ 克隆载体 ｐＭＤ１８ － Ｔ、感受态细胞 ＪＭ１０９、蛋白

酶 Ｋ、ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００、Ｔａｑ 酶、ｄＮＴＰ 购自

ＴａＫａＲａ 公司； ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、溴化乙锭

（ＥＢ）、琼脂糖、琼脂粉购自维特杰公司。
１． ３　 引物的设计与合成　 在对比分析 ＧｅｎＢａｎｋ 上

公布的国内外不同 ＴＴＳｕＶｓ 毒株 ＯＲＦ１ 基因序列的

基础上，选取保守区，并在引物设计软件 ｐｒｉｍｅｒ ６． ０
的辅助下设计引物。 各 ＰＣＲ 反应体系的引物序列

如表 １ 所示。

表 １　 分段扩增所用的引物序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

片段 引物
ＰＣＲ 产物
大小 ／ ｂｐ 引物序列（５’ － ３’）

ＴＴＳｕＶｌ

Ｆｒａｇ． １

Ｆｒａｇ． ２

Ｆｒａｇ． ３

Ｆｒａｇ． ４

Ｆｒａｇ． ５

Ｆ１ － １

Ｆ１ － ２

Ｆ２ － １

Ｆ２ － ２

Ｆ３ － １

Ｆ３ － ２

Ｆ４ － １

Ｆ４ － ２

Ｆ５ － １

Ｆ５ － ２

２９２

２９８

８１３

３０６

４８３

ＡＴＣＧＧＧＣＡＧＧＡＧＣＡＧＣＴ

ＡＣＧＴＡＧＡＧＣＧＣＧＣＣＣＣＴ

ＡＣＧＴＡＧＡＧＣＧＣＧＣＣＣＣＴ

ＴＧＴＧＧＡＧＡＡＡＴＡＴＡＴＧＧ

ＣＡＧＡＴＧＧＧＡＴＡＣ

ＣＡＧＡＴＧＧＧＡＴＡＣ

ＣＴＧＡＧＡＧＧＣＣＴＡＧＴ

ＴＴＡＣＡＣＡＣＣＣＣＡＡＡＴ

ＣＣＣＡＣＡＧＧＡＡＴＣＣ

ＧＧＧＧＧＧＧＣＴＴＧＣＣＣＣＣＣＣＧ

ＴＴＳｕＶ２

Ｆｒａｇ． １

Ｆｒａｇ． ２

Ｆｒａｇ． ３

Ｆｒａｇ． ４

Ｐ１ － １

Ｐ１ － ２

Ｐ２ － １

Ｐ２ － ２

Ｐ３ － １

Ｐ３ － ２

Ｐ４ － １

Ｐ４ － ２

８００

３００

４００

６００

ＡＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＴＧＡＣＧＧＴＡＧ

ＧＧＡＣＡＣＡＡＡＴＡＡＡＡＴＡ

ＴＣＡＡＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡＡＡＴＡＡ

ＣＴＡＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡＡＡＴ

ＧＡＡＣＡＡＧＡＣＡＴＴＡＡＡＡＡＡ

ＡＣＴＣＡＡＡＧＡＣＴＡＴＡＡＴＡＴＡ

ＴＴＴＧＣＡＡＣＡＡＣＡＧＡＣＣＣ

ＡＴＧＧＡＡＡＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡ
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１． ４　 病毒 ＤＮＡ 的提取及 ＴＴＳｕＶｓ 阳性率的检测　
应用 ＵＮＩＱ －１０ 柱式病毒基因组抽提试剂盒，按照

说明书，提取 ５７４ 份检测样品中的病毒 ＤＮＡ 并进

行 ＰＣＲ 鉴定，分析吉林部分地区规模化养猪场

ＴＴＳｕＶｓ 的阳性率。
１． ５ 　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 全基因扩增及测序 　 为研究

ＴＴＳｕＶｓ 在同一感染体内不同亚型间的基因特点，
本研究根据所收集样品的地点，对每家规模化猪场

选取同时感染 ＴＴＳｕＶ１ 和 ＴＴＳｕＶ２ 的样品 １ 份，应
用所设计的引物，扩增各代表株的 ＯＲＦ１ 全基因序

列。 将扩增产物纯化并与 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体连接后，
４２ ℃热击转化到 ＪＭ１０９ 感受态细胞中，进行蓝白斑

筛选。 筛选后挑取白色菌落，经鉴定后进行测序。
１． ６　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因的序列分析　 采用ＤＮＡＭＡＮ、
ＤＮＡＳｔａｒ、ＭＥＵＡ 等生物信息学软件对 ＴＴＳｕＶｓ 测序

株 ＯＲＦ１ 基因进行分析，使用参考株资料见表 ２。
２　 结果与分析

２． １　 吉林部分地区规模化猪场 ＴＴＳｕＶｓ 流行情况

调查　 对从 １０ 家规模化猪场收集到的 ５７４ 份血清

样品进行 ＰＣＲ 鉴定，其中共检出 ２０１ 份 ＴＴＳｕＶ１ 阳

性样品，其感染率为 ３６． ７５％ ；３６３ 份 ＴＴＳｕＶ２ 阳性

样品，感染率为 ６３． ２％ ；ＴＴＳｕＶ１ 与 ＴＴＳｕＶ２ 的混合

感染样品有 １７４ 份，混合感染率为 ３０． ３％ 。 在吉林

部分地区规模化猪场中，ＴＴＳｕＶ１ 感染率最高的城

市是长春市，感染率为 ４８． ９７％ ；ＴＴＳｕＶ２ 感染率最

高的城市是延吉市，感染率为 ７６． ２８％ ；而混合感染

率最高的城市同样也是长春市，感染率为 ４２． ８２％ 。
结果表明，吉林省部分地区规模化猪场中，ＴＴＳｕＶ２
的感染率普遍高于 ＴＴＳｕＶ１，且各个年龄段的猪均

可感染 ＴＴＳｕＶｓ（表 ３ －表 ５）。
２． ２　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因的扩增　 根据所收集样品

的地点，每家规模化猪场选取同时感染 ＴＴＳｕＶ１ 和

ＴＴＳｕＶ２ 的样品 １ 份，并进行 ＴＴＳｕＶ１、ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１
全基因序列扩增，扩增结果见图 １ 和图 ２。 将 ＰＣＲ
结果测序后，通过软件拼接为完整的 ＯＲＦ１ 全基因

序列，大小为 ２０００ ｂｐ 左右，与预期结果相符，完成

了 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因的扩增与测序。

表 ２　 本研究使用参考株资料表

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｌｉｓｔ
毒株 类型 国家 分离时间

ＧＵ５７０２００ ＴＴＳｕＶ１ － １ａ 西班牙 ２０１０

ＧＵ５７０１９８ ＴＴＳｕＶ１ － １ａ 西班牙 ２０１０

ＧＵ５７０２０２ ＴＴＳｕＶ１ － １ａ 西班牙 ２０１０

ＭＨ１７００７１ ＴＴＳｕＶ１ － １ａ 巴西 ２０１８

ＡＹ８２３９９０ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 巴西 ２００４

ＧＱ１２０６６４ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 加拿大 ２００９

ＧＵ１８８０４５ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 德国 ２００９

ＧＵ４５０３３１ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 中国 ２０１０

ＧＵ４５６３８４ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 美国 ２０１０

ＨＭ６３３２５３ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 中国 ２０１０

ＨＭ６３３２５４ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 中国 ２０１０

ＨＭ６３３２５８ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 中国 ２０１０

ＫＹ９３７９９３ ＴＴＳｕＶ１ － １ｂ 中国 ２０１７

ＡＹ８２３９９１ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 巴西 ２００４

ＧＵ５７０２０６ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 巴西 ２０１０

ＧＵ５７０２０７ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 西班牙 ２０１０

ＨＭ６３３２３３ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１０

ＨＭ６３３２３１ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１０

ＨＭ６３３２４０ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１０

ＧＵ５７０２０５ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 西班牙 ２０１０

ＨＭ６３３２２０ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１０

ＨＭ６３３２３１ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１０

ＧＵ５７０１９７ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 西班牙 ２０１０

ＪＦ９３７６５６ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１１

ＪＱ７８２３８５ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 中国 ２０１２

ＫＲ０５４７５０ ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ 日本 ２０１５

ＧＵ４５６３８５ ＴＴＳｕＶ２ － ２ｂ 美国 ２０１０

ＧＵ１８８０４６ ＴＴＳｕＶ２ － ２ｂ 德国 ２０１０

ＨＭ６３３２３０ ＴＴＳｕＶ２ － ２ｃ 中国 ２０１０

ＧＵ４５６３８６ ＴＴＳｕＶ２ － ２ｃ 美国 ２０１０

ＪＦ６９４１１８ ＴＴＳｕＶ２ － ２ｃ 中国 ２０１０

表 ３　 ２０１７ －２０１８ 年吉林部分地区 ＴＴＳｕＶｓ 感染情况

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｙｐｅ ｏｆ ＴＴＳｕＶｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｒｔ ｏｆ

Ｊｉｌｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ２０１７ －２０１８

感染类型
送检血清
总数 ／ 份

阳性血清
数 ／ 份 感染比例 ／ ％

ＴＴＳｕＶ１

ＴＴＳｕＶ２

ＴＴＳｕＶ１ ＋ ＴＴＳｕＶ２

５７４

２１１ ３６． ７５（２１１ ／ ５７４）

３６３ ６３． ２（３６３ ／ ５７４）

１７４ ３０． ３（１７４ ／ ５７４）
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表 ４　 吉林部分地区 ２０１７ －２０１８ 年 ＴＴＳｕＶｓ 分布情况

Ｔａｂ ４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＴＴＳｕＶｓ ｉｎ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｊｉｌｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ２０１７ －２０１８

地区
ＴＴＳｕＶ１

阳性血清数 ／ 份 感染比例 ／ ％

ＴＴＳｕＶ２

阳性血清数 ／ 份 感染比例 ／ ％

ＴＴＳｕＶ１ ＋ ＴＴＳｕＶ２

阳性血清数 ／ 头 感染比例 ／ ％

四平 ２９ ３６． ２５（２９ ／ ８０） ５７ ７１． ２５（５７ ／ ８０） ２１ ２６． ２５（２１ ／ ８０）

延吉 ３１ ３２． ００（３１ ／ ９７） ７４ ７６． ２８（７４ ／ ９７） ２７ ２７． ８３（２７ ／ ９７）

通化 ３１ ３９． ２４（３１ ／ ７９） ４２ ５３． １６（４２ ／ ７９） ２４ ３０． ３８（２４ ／ ７９）

白山 １２ ２４． ００（１２ ／ ５０） ２８ ５６． ００（２８ ／ ５０） ９ １８． ００（９ ／ ５０）

白城 ２６ ３１． ３０（２６ ／ ８２） ４１ ５０． ００（４１ ／ ８２） ２６ ３１． ７０（２６ ／ ８２）

长春 ４８ ４８． ９７（４８ ／ ９８） ７１ ７２． ４５（７１ ／ ９８） ４２ ４２． ８６（４２ ／ ９８）

吉林 ３４ ３８． ６３（３４ ／ ８８） ５０ ５６． ８１（５０ ／ ８８） ２５ ２８． ４１（２５ ／ ８８）

表 ５　 吉林地区 ２０１７ －２０１８ 年 ＴＴＳｕＶｓ 不同年龄段分布情况

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｐｉｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＴＴＳｕＶ ｉｎ Ｊｉｌｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ２０１７ －２０１８

年龄段 样品数 ／ 份
ＴＴＳｕＶ１

阳性血清数 ／ 份 感染比例 ／ ％

ＴＴＳｕＶ２

阳性血清数 ／ 份 感染比例 ／ ％

ＴＴＳｕＶ１ ＋ ＴＴＳｕＶ２

阳性血清数 ／ 头 感染比例 ／ ％

仔猪 １６３ ６８ ４１． ７（６８ ／ １６３） １３０ ７９． ７（１３０ ／ １６３） ６４ ３９． ３（６４ ／ １６３）

保育猪 ２５７ ９２ ３５． ８（９２ ／ ２５７） １６６ ４９． ０（１２６ ／ ２５７） ７４ ２８． ８（７４ ／ ２５７）

育肥猪 １５４ ５１ ３３． １（５１ ／ １５４） ６７ ４３． ５（６７ ／ １５４） ３６ ２３． ４（３６ ／ １５４）

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１ － ５：分段基因扩增结果

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１ － ５： Ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 １　 ＴＴＳｕＶ１ ＯＲＦ１ 全基因分段扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＴＳｕＶ１ ＯＲＦ１ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２． ３　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因核苷酸同源性分析　 将所

测得的 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 全基因序列与国内外参考株

的 ＯＲＦ１ 序列进行对比分析，结果见图 ３、图 ４。 结

果显示，１０ 株 ＴＴＳｕＶ１ 测序株之间的核苷酸同源性

为 ７５． ７％ ～ ９４． ７％ ， 其与 ２００４ 年巴西参考株

ＡＹ８２３９９０ 之间同源性最高，为 ９８． ０％ ；与 ２０１８ 年

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１ － ４：分段基因扩增结果

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１ － ４： Ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ２　 ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ 全基因分段扩增结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

巴西参考株 ＭＨ１７００７１ 的同源性最低，为 ６１． ２％ 。
１０ 株 ＴＴＳｕＶ２ 测序株之间的核苷酸同源性为

７７ ５％ ～ ９４． ０％ ， 其与 ２０１０ 年 西 班 牙 参 考 株

ＧＵ５７０２０５ 及 ２０１０ 年中国参考株 ＪＦ６９４１１８ 之间同

源性 最 高， 为 ９７ １％ ； 与 ２０１５ 年 日 本 参 考 株

ＫＲ０５４７５０ 同源性最低，为 ７７． ５％ 。

·１１·
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图 ３　 １０ 株 ＴＴＳｕＶ１ 测序株与国内外参考株 ＯＲＦ１ 核苷酸序列的同源性对比结果

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ

ＴＴＳｕＶ１ ａｎｄ ＯＲＦ１ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ４　 １０ 株 ＴＴＳｕＶ２ 测序株与国内外参考株 ＯＲＦ１ 核苷酸序列的同源性对比结果

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ

ＴＴＳｕＶ２ ａｎｄ ＯＲＦ１ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｔｒａｉｎｓ

２． ４　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因编码的蛋白氨基酸同源性

分析　 将测序结果推导出的氨基酸序列与国内外

参考株的 ＯＲＦ１ 氨基酸序列进行对比分析，结果见

图 ５、图 ６。 结果显示，１０ 株 ＴＴＳｕＶ１ 测序株之间的

氨基酸同源性为 ４８． １％ ～ ８８． ２％ ，其与 ２０１０ 年中

国参考株 ＨＭ６３３２５３ 之间同源性最高，为 ９６． ２％ ；
与 ２０１０ 年西班牙参考株 ＧＵ５７０１９８、ＧＵ５７０２００ 同

源性最低，为 ３４． ２％ 。 １０ 株 ＴＴＳｕＶ２ 测序株之间的

氨基酸同源性为 ７０． ６％ ～ ８７． ４％ ，其与 ２０１０ 年西

班牙 参 考 株 ＧＵ５７０２０５ 之 间 同 源 性 最 高， 为

９３ ６％ ；与 ２０１５ 年日本参考株 ＫＲ０５４７５０ 同源性最

低，为 ７２． ４％ 。

２． ５　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因编码的蛋白氨基酸序列突

变位点分析　 ＴＴＳｕＶｓ 测序株 ＯＲＦ１ 基因推导的氨

基酸序列与国内外参考株的 ＯＲＦ１ 氨基酸序对比

存在多处氨基酸的差异，结果见图 ７、图 ８。 结果显

示，在 ２９６ ～ ４６４ａａ 处是 ＴＴＳｕＶ１ ＯＲＦ１ 的超变区，
１０ 株 ＴＴＳｕＶ１ 测序株在 ３９２ａａ 和 ３９７ａａ 均有与 １ｂ
型相同的 ５ 个氨基酸的缺失；ＴＴＳｕＶ１ － ＪＬ 在 １０ａａ
处有一个氨基酸的突变（Ｒ 变 Ｋ），与其他毒株均不

相同。 与 ２０１７ 年中国参考株 ＫＹ９３７９９３ 相比，
ＴＴＳｕＶ１ － ＪＬ、 ＴＴＳｕＶ１ － ＣＣ１ 和 ＴＴＳｕＶ１ － ＣＣ２ 在

６４ ～ ６５ａａ处有两个氨基酸的缺失；ＴＴＳｕＶ１ － ＴＨ１ 在

６２０ ～ ６２２ａａ 处有三个氨基酸的缺失。 ２００ ～ ２８０ａａ

·２１·
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图 ５　 １０ 株 ＴＴＳｕＶ１ 测序株与国内外参考株 ＯＲＦ１ 氨基酸序列的同源性对比结果

Ｆｉｇ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ

ＴＴＳｕＶ１ ａｎｄ ＯＲＦ１ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ６　 １０ 株 ＴＴＳｕＶ２ 测序株与国内外参考株 ＯＲＦ１ 氨基酸序列的同源性对比结果

Ｆｉｇ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ

ＴＴＳｕＶ２ ａｎｄ ＯＲＦ１ ｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ７　 部分 ＴＴＳｕＶ１ ＯＲＦ１ 基因编码氨基酸序列对比结果

Ｆｉｇ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＴＳｕＶ１ ＯＲＦ１ ｇｅｎｅ ｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图 ８　 部分 ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ 基因编码氨基酸序列对比结果

Ｆｉｇ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ ｇｅｎｅ ｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

是 ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ 的超变区，１０ 株 ＴＴＳｕＶ２ 测序株在

３９ａａ 和 ４７ａａ 处均有两个氨基酸的缺失，与 ２０１２ 年

的中国参考株 ＪＱ７８２３８５ 相同； ＴＴＳｕＶ２ － ＢＣ 和

ＴＴＳｕＶ２ － ＹＢ 在 ２９２ ～ ２９４ａａ 处存在与 ２０１０ 年中国

参考株 ＨＭ６３３２２０ 相同的三个氨基酸的缺失；

ＴＴＳｕＶ２ － ＪＬ、 ＴＴＳｕＶ２ － ＢＣ、 ＴＴＳｕＶ２ － ＹＢ 和

ＴＴＳｕＶ２ － ＳＰ２ 在 ３７７ａａ 处有与 ２０１２ 年中国参考株

ＪＱ７８２３８５ 相同的一个氨基酸的缺失。

２． ６　 ＴＴＳｕＶｓ ＯＲＦ１ 基因遗传进化树分析　 为进一

步分析吉林部分地区 ＴＴＳｕＶｓ 毒株与其他参考株在

进化上的关系，将 ２０ 株测序株与国内外发表的参

考株共同构建遗传进化树，结果见图 ９、图 １０。 结

果显示，在吉林部分地区规模化猪场中，测序的 １０

株 ＴＴＳｕＶ１ 均属于 ＴＴＳｕＶ１ － ｌｂ 型，其中测序株

ＴＴＳｕＶ１ － ＪＬ、ＴＴＳｕＶ１ － ＣＣ１ 和 ＴＴＳｕＶ１ － ＣＣ２ 与巴

西参考株亲缘关系较近；测序株 ＴＴＳｕＶ１ － ＢＣ、

ＴＴＳｕＶ１ － ＹＢ、ＴＴＳｕＶ１ － ＳＰ１ 和 ＴＴＳｕＶ１ － ＳＰ２ 与

２０１０ 年中国参考株 ＨＭ６３３２５３ 亲缘关系较近。 １０

株 ＴＴＳｕＶ２ 测序株中，ＴＴＳｕＶ２ － ＪＬ、ＴＴＳｕＶ２ － ＳＰ２、

ＴＴＳｕＶ２ － ＹＢ 和 ＴＴＳｕＶ２ － ＢＣ 属于 ＴＴＳｕＶ２ － ２ａ

型；ＴＴＳｕＶ２ － ＣＣ１、ＴＴＳｕＶ２ － ＣＣ２、ＴＴＳｕＶ２ － ＴＨ２ 和

ＴＴＳｕＶ２ － ＳＰ１ 属于 ＴＴＳｕＶ２ － ２ｃ 型；ＴＴＳｕＶ２ － ＢＳ

与 ＴＴＳｕＶ２ － ＴＨ１ 属于 ＴＴＳｕＶ２ － ２ｂ 型。 测序结果

表明， 在吉林部分地区规模 化 猪 场 中 流 行 的

ＴＴＳｕＶ１ 均属于 ＴＴＳｕＶ１ － ｌｂ 型，而 ＴＴＳｕＶ２ 流行情

况较为复杂，各种亚型均有涉及。

３　 讨论与结论

ＴＴＳｕＶｓ 的感染不会立刻引发疾病，然而 ＴＴＳｕＶｓ

却可以影响一些疾病的发展，甚至影响它们的结

果。 目前，人类的 ＴＴＶ 已证实与自身免疫风湿性疾

病、肝脏病变和呼吸性疾病有关［４］，这也使得近年

来对 ＴＴＳｕＶｓ 的研究成为热点。

本研究对 ２０１７ － ２０１８ 年间吉林部分地区规模

化猪场的 ５７４ 份样品进行检测，结果显示，ＴＴＳｕＶ１

感染率为 ３６． ７５％ ； ＴＴＳｕＶ２ 感染率为 ６３． ２％ ；

ＴＴＳｕＶ１ 与 ＴＴＳｕＶ２ 的混合感染率为 ３０． ３％ ，与王

礞礞 ２００９ 年的调查结果相近，但与徐茜 ２０１３ 年对

江西省猪 ＴＴＳｕＶｓ 感染率的调查结果相反（ＴＴＳｕＶ１

的感染率为 ７２． ９％ ，ＴＴＳｕＶ２ 的感染率为 ６９． ８％ ，

总混合感染率为 ５３． ０％ ），说明 ＴＴＳｕＶｓ 已在我国

多省份流行，但流行情况各个地域间差异较大［５］。

细环病毒的基因组具有高度变异性和多样性，

其中约 ２０００ ｂｐ 的 ＯＲＦ１ 全基因序列分型法是公认

的经典分型方法之一［６］。 ＯＲＦ１ 全序列分型法是根

据其核苷酸的差异来确定不同基因型，即差异程度

在 ３０％ ～ ４０％ 之间的为不同基因型，大于 ４０％ 为

不同基因群［７］。 ＯＲＦ１ 全基因序列占 ＴＴＳｕＶｓ 基因

总长度的 ６０％ ，所以 ＯＲＦ１ 全基因序列分型法可以
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图 ９　 ＴＴＳｕＶ１ 测序株与参考株 ＯＲＦ１ 基因进化树分析

Ｆｉｇ ９　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＲＦ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＴＴＳｕＶ１ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

图 １０　 ＴＴＳｕＶ２ 测序株与参考株 ＯＲＦ１ 基因进化树分析

Ｆｉｇ １０　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＲＦ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＴＴＳｕＶ２ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

代表 ＴＴＳｕＶｓ 基因组多变性特点，并且该方法相对

来说更加经济有效［８ － ９］。 对 ２０ 株 ＴＴＳｕＶｓ 测序株

ＯＲＦ１ 基因同源性分析发现，在吉林部分地区规模

化猪场中流行的 ＴＴＳｕＶ１ 均属于 ＴＴＳｕＶ１ － ｌｂ 型，而

ＴＴＳｕＶ２ 流行情况较为复杂，各种亚型均有涉及。

现阶段，国内外对于 ＴＴＳｕＶｓ 的研究大部分停

留在流行情况调查及检测方法的建立，而对于病毒

的基因与其致病性及如何逃避宿主免疫的机制研

究较少［１０］。 学者对于人 ＴＴＶ 基因组研究发现其普

遍存在 Ｇ 和 Ａ 之间的转换［１１］，而在本次的调查中Ｇ

和 Ａ 也出现了较高的突变率，这可能与 ７ ＡＰＯＢＥＣ３

（Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｅｄｉｔｉｎｇ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ３）蛋白有关，但

具体相关性仍需进一步的探查。

本研究对多株 ＴＴＳｕＶｓ 基因研究发现，其核苷

酸同源性大于 ６０％ ，而氨基酸同源性不及 ６０％ 。

对于一般的病毒，氨基酸同源性会大于其核苷酸同

源性，但 ＴＴＳｕＶｓ 却是核苷酸同源性大于氨基酸同

源性，这和其他病毒显著不同［１２］。 ＯＲＦ１ 可能是

ＴＴＳｕＶｓ 编码的最大蛋白，可能在宿主体内诱发宿

主抗体的形成，推断 ＯＲＦ１ 的多样性可以让其逃避

宿主的免疫攻击。

通过序列比较分析，本研究发现了一些保守区
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域：ＴＴＧＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧ，ＡＣＧＡＧＴＧＣＣＧＡＡＡＧＣＴＣＴ，

ＡＴＧＧＡＴＣＧＴＣＴＧＡ，这与 ２０１１ 年国内学者发现的

保守区并不完全相同［１３］，但是均属于高 ＣＧ 区，与
人源 ＴＴＶ 保守区相似［１４］。 对其研究显示，突变的

原因可能是在几个不同的个体内进行序列的改变

和进化，推测 ＴＴＳｕＶｓ 与近来发现单股 ＤＮＡ 病毒相

似，其高频率的突变可能和病毒基因组的单链或和

参与复制的蛋白的编码能力有关。

近几年来国内学者对于 ＴＴＳｕＶｓ 的基因研究显

示，ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ 核苷酸序列较为保守，其测序的

ＴＴＳｕＶ２ ＯＲＦ１ 核苷酸序列可与 ２０１０ 年中国参考株

ＨＭ６３３２３１ 的同源性高达 ９７％ ［１５］。 虽然在本研究

中 ＴＴＳｕＶ１ 测序株与 ２０１０ 年中国参考株 ＨＭ６３３２５３

之间同源性最高可达 ９６． ２％ ，与 ２０１７ 年中国参考

株 ＫＹ９３７９９３ 之间同源性最高也达 ９４． ２％ ，但其突

变频率也最为频繁，其序列之间的多样性大于

３０％ ，而 ＴＴＳｕＶ２ 序列之间的多样性大于 １５％ 。

ＴＴＳｕＶ１ 和人源 ＴＴＶ 在这点上具有相似性［１６］，人源

ＴＴＶ 基因组序列之间的多样性在 ３０％以上，这一高

百分比对于 ＤＮＡ 病毒来说是极不常见的。

有学者推测，只有一小部分人源 ＴＴＶ 拥有可以

成功感染宿主的所有组分，与 ＨＩＶ 病毒一样，需要

不同的 ＴＴＶ 共感染才可满足持续性感染发生的条

件［１７］，即感染人类的 ＴＴＶ 不是一个基因型而是

ＴＴＶ 的一个族群。 为此，本研究选取同一感染体来

源的 ＴＴＳｕＶｓ 进行分析，结果显示，同一感染体中的

两种 ＴＴＳｕＶｓ 亚型在氨基酸及核苷酸分析上与其他

单独感染猪的 ＴＴＳｕＶｓ 亚型没有明显的共同差异或

突变，ＴＴＳｕＶｓ 不同亚型的共感染是否可以引起持

续性感染以及其感染机制是什么，将是下一步的主

要研究方向。

总之，本次流行病学调查更好地了解了 ＴＴＳｕＶｓ

在吉林部分地区规模化猪场中的流行情况，掌握了

ＴＴＳｕＶｓ 发生、发展的动态规律，这将有助于揭示

ＴＴＳｕＶｓ 遗传变异规律，丰富其分子生物学特性内

容，并为今后预防和控制 ＴＴＳｕＶｓ 提供理论依据，也

为 ＴＴＳｕＶｓ 的机理研究奠定基础。
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２０１５， １０１： ３８ － ４１．

·６１·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 ７ 月第 ５３ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

［１０］ Ｌｅｅ Ｙ， Ｌｉｎ Ｃ Ｍ， Ｊｅｎｇ Ｃ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｔｏｒｑｕｅ

ｔｅｎｏ ｓｕｓ ｖｉｒｕｓ １ ａｎｄ ２ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｖｉｒａｌ

ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ａｎｄ ｈｏｓｔ ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｗａｓｔｉｎｇ ｐｉｇｓ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１５， １８０（３）： １８６ － １９５．

［１１］ Ｓｉｎｇｈ Ｇ， Ｒａｍａｍｏｏｒｔｈｙ Ｓ． Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ － ｓｐｅｃｉｅｓ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ Ｔｏｒｑｕｅ ｔｅｎｏ ｖｉｒｕｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１８， ２１５： ６６ － ７７．

［１２］ Ｈａｍｉｌｔｏｎ Ｇ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ： Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗｅａｖｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２００６，

４４１（７０９４）： ６８３ － ６８５．
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