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摘要： 为明确鸽副黏病毒 １ 型 （ＰＰＭＶ－１） 流行毒株的遗传特征， 通过 ＰＣＲ 方法对疑似病料进行 ＰＰＭＶ－１ 及其他外源病毒的检测， 并通过绘制

遗传进化树及分析其关键氨基酸位点变化对 ＰＰＭＶ－１ 毒株进行详尽的遗传进化分析， 以期为 ＰＰＭＶ－１ 感染的临床防控提供理论依据。 结果： 自

１４０ 份病料中检测到 ５ 份 ＰＰＭＶ－１ 阳性， 与鸽腺病毒 ２ 型 （ＰｉＡＤＶ－２）、 鸽圆环病毒 （ＰｉＣＶ） 和鸽疱疹病毒 （ＰｉＨＶ） 有不同情况的混合感染， ５
株毒株 Ｆ 蛋白裂解位点序列均为１１２ＲＲＱＫＲＦ１１７， 符合强毒性禽副黏病毒 １ 型 （ＡＰＭＶ－１） 的特征； 基于 Ｆ 基因高变区的遗传进化分析显示， 鉴定

到的 ５ 株 ＰＰＭＶ－１ 毒株均属于基因 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 型， 其中 Ｆ 基因的核苷酸同源性为 ９３􀆰 ８％～９７􀆰 ３％， ＨＮ 基因的核苷酸同源性为 ９５􀆰 ７％ ～９９􀆰 ４％，
上述结果说明基因 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 型仍是我国 ＰＰＭＶ－１ 的优势流行基因型； 与临床常用疫苗株 ＬａＳｏｔａ 株相比， ５ 株毒株 ＨＮ 蛋白的中和表位有多处

氨基酸突变， 可能导致 ＬａＳｏｔａ 株不能提供完全保护。 综上， 本研究从流行病学调查的角度对 ＰＰＭＶ－１ 的流行及关键性抗原蛋白的氨基酸变异情况

进行分析， 为 ＰＰＭＶ－１ 感染的临床防控及疫苗研发提供了一定理论指导。
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　 　 鸽副黏病毒 １ 型 （ ｐｉｇｅｏｎ ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １，
ＰＰＭＶ－１） 属于副黏病毒科、 禽正腮腺炎病毒属， 是

危害鸽健康的重要病原， 感染鸽常呈现头颈扭转、 失

衡、 瘫痪等神经症状和水样腹泻、 排绿色稀粪等消化

道症状， 给养鸽业造成较大经济损失［１］。 ＰＰＭＶ－１
属于 禽 副 黏 病 毒 血 清 １ 型 （ ａｖｉａｎ ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ １， ＡＰＭＶ－１） 基因Ⅵ型， 其基因组为单股负

链 ＲＮＡ， 包含 ６ 个开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，
ＯＲＦ） 区， 从 ３′端到 ５′端分别编码 ６ 种结构蛋白： 核

衣壳蛋白 （ＮＰ）、 磷蛋白 （Ｐ）、 基质蛋白 （Ｍ）、 融

合蛋白 （Ｆ）、 血凝素神经氨酸酶蛋白 （ＨＮ） 和大分

子蛋白 （Ｌ） ［２］， 此外， Ｐ 基因额外编码 ２ 种非结构

蛋白 （Ｖ 和 Ｗ） ［３］。 Ｍ 蛋白参与囊膜的形成， Ｌ 蛋白

和 Ｐ 蛋白共同构成病毒 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶，
ＮＰ、 Ｐ、 Ｌ 与病毒基因组 ＲＮＡ 构成的病毒核糖核蛋

白复合体 （ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｖＲＮＰｓ） 是病

毒基因组转录与复制的活性模板［４］。 Ｆ 和 ＨＮ 蛋白是

决定病毒致病性和免疫原性的关键蛋白， 其中 Ｆ 蛋

白主要介导病毒囊膜与宿主细胞膜的融合， 是影响

ＡＰＭＶ－１ 致病性的基础［５－６］， 该蛋白是影响 ＡＰＭＶ－１
毒力的重要因素之一， 因此受到国内外研究学者的重

点关注［７］； 而 ＨＮ 蛋白能与宿主细胞表面唾液酸受体

结合， 又能促进与 Ｆ 蛋白融合， 大多数 ＰＰＭＶ－１ 的 Ｆ
蛋白需要与 ＨＮ 蛋白协助共表达来促进膜融合［８］。 Ｆ
和 ＨＮ 蛋白是 ＰＰＭＶ－１ 的关键抗原蛋白， 可诱导感

染宿主产生中和抗体， 因此 Ｆ 和 ＨＮ 基因是遗传进化

分析的重要分子靶标。
ＰＰＭＶ－１ 的流行无明显季节性， 一年四季均有

发生， 但春冬季节温度较低， 鸽抵抗力下降， 发病率

一般较高［９］。 鸽感染 ＰＰＭＶ－１ 后临床症状表现为双

侧或单侧翅膀或腿部运动障碍、 斜颈和水样绿色腹

泻［１０］。 ＰＰＭＶ－１ 于 ２０ 世纪 ７０ 年代首次在德国被发

现， １９７７ 年传播到中东， 随后迅速传播至欧美等各

国， 并导致第 ３ 次 ＡＰＭＶ－ １ 全球大流行。 １９８５ 年

ＰＰＭＶ－１ 首次传入我国， 随后在各地相继被报道，
已严重阻碍了我国养鸽业的健康发展。 ２０００ 年以后，
ＰＰＭＶ－１ 亚基因型 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 １ 和 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 成

为鸽 的 流 行 毒 株［１１］。 在 过 去 十 年 间， 基 因

ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 亚型为我国鸽群的主要流行毒株［１２］。
２０１２—２０１８ 年间， Ｙｕ 等［１１］从我国广西养殖场鸽中分

离到 １８ 株 ＰＰＭＶ－１， 其中 ５ 株属于 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 １ 亚

型， 另外 １３ 株属于 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 亚型。 ２０２１—２０２２
年间， 彭真奇等［１２］ 从我国不同地区分离到 ８ 株

ＰＰＭＶ－１， 其中 ４ 株属于 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 亚型， 另外 ４

株属于 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 １ 亚型。 综上所述， ＰＰＭＶ－１ 基

因亚型 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 为目前鸽的优势流行基因型。
世界范围内 ＰＰＭＶ－１ 的流行造成了十分严重的潜在

生物安全隐患， 同时其毒力在传播过程中不断增加，
新的变异毒株不断出现， 因此对鸽群疫情的监测尤为

重要［１３］。
本研究从南京、 无锡、 上海、 广东、 新疆等地疑

似发病鸽群中检测到 ＰＰＭＶ－１， 通过 ＰＣＲ 方法进行

鉴定， 并重点对 ５ 株毒株的 Ｆ 和 ＨＮ 基因进行序列测

定与遗传进化分析， 重点分析 ５ 株 ＰＰＭＶ－１ 与 ＬａＳｏｔａ
毒株的 Ｆ 和 ＨＮ 蛋白差异， 从而了解 ＰＰＭＶ－１ 的遗

传多样性， 为 ＰＰＭＶ－１ 的分子流行病学监测和疫苗

研发提供数据支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 临床样品处理

２０２４—２０２５ 年间， 从南京、 无锡、 上海、 广东、
新疆等地部分肉鸽养殖场采集 １４０ 份样品， 患病鸽出

现拉绿色稀粪、 头颈扭曲、 死亡等异常状况， 剖检肉

鸽可见其脑部水肿， 肠道有出血点， 肌胃中可观察到

绿色内容物， 肾脏因尿酸盐沉积出现典型的 “花斑

肾” 样剖检病变。 取各脏器约 ０􀆰 ５ ｇ， 加入适量无菌

ＰＢＳ 后冷冻研磨制备组织匀浆， 反复冻融 ３ 次于

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液－ ８０ ℃
保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、 总核

酸快速提取试剂盒及核酸提取仪、 ＤＮＡ 凝胶回收试

剂盒均购自南京诺唯赞生物科技有限公司； Ｈｉｅｆｆ®

ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 反转录试剂购自翌圣

生物科技 （上海） 股份有限公司； Ｔ 载体快速克隆试

剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司。
１􀆰 ３　 引物设计

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中已经公布的 ＡＰＭＶ－１ 序列， 利

用 Ｓｎａｐｇｅｎｅ 软件设计 ＡＰＭＶ－１ 通用型鉴定引物以及

ＰＰＭＶ－１ 特异性引物对收集到的临床病料进行检测，
其中阳性病料继续扩增病毒 Ｆ 和 ＨＮ 蛋白的完整编码

区序列 （ ＣＤＳ）， 并参考文献中的鸽腺病毒 １ 型

（ｐｉｇｅｏｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １， ＰｉＡｄＶ － １）， 鸽疱疹病毒

（ｐｉｇｅｏｎ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ， ＰｉＨＶ）， 鸽圆环病毒 （ｐｉｇｅｏｎ ｃｉｒ⁃
ｃｏｖｉｒｕｓ， ＰｉＣＶ） ［１４］引物以及实验室合成的鸽腺病毒 ２
型 （ｐｉｇｅｏｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２， ＰｉＡｄＶ－２） 引物对病料

进行检测。 引物由生工生物工程 （上海） 股份有限

公司合成。 引物信息见表 １。
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表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 用途

１Ｆ ＧＣＡＴＴＣＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴＣＡＡＡＡＴＧＧＴＣ

１Ｒ ＣＣＣＴＣＣＡＴＣＡＴＡＴＣＴＧＣＡＴＡＣＡＴＣＡＡ
２４５ ＡＰＭＶ－１ 通用鉴定引物

２Ｆ ＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＡＡＣＣＣＣＡＣＡＴＣＡＧ

２Ｒ ＣＣＡＣＴＧＣＴＡＧＴＴＧＣＧＡＴＡＡＴＣＣＧ
５３２ ＰＰＭＶ－１ 鉴定引物

３Ｆ ＡＴＣＴＡＴＣＴＴＧＡＴＴＧＣＴＴＡＴＡＧＴＣＡＧＴＴＴＡＣＣＴＧＣ

３Ｒ ＧＣＡＡＴＡＣＡＣＧＧＧＴＡＧＡＡＣＧＧＴ
１ ８９０ ＰＰＭＶ－１ Ｆ 基因全长测序引物

４Ｆ ＧＣＡＡＴＡＣＡＣＧＧＧＴＡＧＡＡＣＧＧＴ

４Ｒ ＴＴＧＧＴＧＴＴＧＣＧＡＧＡＧＡＴＡＧＧＴＧＡＴ
１ ８９４ ＰＰＭＶ－１ ＨＮ 基因全长测序引物

５Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＣＧＣＴＣＡＣＴＣＣＴＧＡＣＣＴＧＡＣＴＡ

５Ｒ ＡＧＧＴＣＣＧＣＧＡＴＣＴＡＧＣＡＣＧＣＣＣＴＴＧＡＴ
３５１ ＰｉＡｄＶ－１ 鉴定引物

６Ｆ ＧＡＧＧＡＣＴＡＣＴＣＣＧＴＧＴＧＴＣＧＧ

６Ｒ ＡＣＧＣＣＴＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＴＴＴＧＣＣ
２３９ ＰｉＨＶ 鉴定引物

７Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＣＧＣＴＣＡＣＴＣＣＴＧＡＣＣＴＧＡＣＴＡＣＣＧＣＣ

７Ｒ ＡＧＧＴＣＣＧＣＧＡＴＣＴＡＧＣＡＣＧＣＣＣＴＴＧＡＴ
３４８ ＰｉＡｄＶ－２ 鉴定引物

８Ｆ ＧＧＴＴＴＧＣＣＧＴＡＧＣＣＡＧＡＴ

８Ｒ ＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＧＴＡＴＴ
４１８ ＰｉＣＶ 鉴定引物

１􀆰 ４　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测及 Ｆ 和 ＨＮ 基因全长的扩增

取 １􀆰 １ 制备的组织研磨液上清液 ３００ μＬ， 参照

总核酸快速提取试剂盒说明书提取总核酸， 并按照反

转录试剂盒说明书进行反转录。 具体步骤： ５×ｇＤＮＡ
Ｄｉｇｅｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２ μＬ， ＲＮＡ ３ μＬ， ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ５ μＬ，
４２ ℃孵育 ２ ｍｉｎ； 上一步的反应液 １０ μＬ 加入 ４×Ｈｉ⁃
ｆａｉｒ® ＡｄｖａｎｃｅＦａｓｔ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ５ μＬ， Ｒａｎｄｏｍ Ｐｒｉｍｅｒｓ
１ μＬ， ＲＮａｓｅ－ ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ３ μＬ， ５５ ℃ ５ ｍｉｎ， ８５ ℃
５ ｓ。 反应结束后的产物作为 Ｆ 和 ＨＮ 基因的扩增模

板， 用 １􀆰 ３ 设计的引物进行 ＰＣＲ 反应。 ＰＣＲ 反应体

系 （５０ μＬ）： ２ ×Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
１８ μＬ， 上游引物 ２ μＬ， 下游引物 ２ μＬ， 模板 ２ μＬ，
Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｓｕｐｅｒ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ。
ＰＣＲ 反应条件： ９８ ℃ ３０ ｓ； ９８ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ５ ｓ，
７２ ℃ ３５ ｓ， 进行 ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 反应

结束后取 １０ μＬ 反应产物进行 １％琼脂糖凝胶电泳

检测。
１􀆰 ５　 Ｆ 和 ＨＮ 基因遗传进化分析

以 １􀆰 ４ 中测得的 Ｆ 基因高变区 （４７～４２０ ｂｐ） 和

ＨＮ 基因全长序列为基础， 利用遗传进化分析软件

ＭＥＧＡ ６ 中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 算法对齐各序列后进行最佳

数据模型的计算及同源性分析， 基于计算所得的最佳

数据模型， 通过最大似然法绘制遗传进化树， 并以

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 算法 （１ ０００ 次） 检验进化树的可信度， 以

对阳性样品中的 ＰＰＭＶ － １ 进行基因分型； 通过

ＤＮＡＳｔａｒ 软件包中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 进行核苷酸序列同源型

分析， 并对比 Ｆ 基因区域氨基酸裂解位点， 从氨基

酸分子水平上分析毒株的毒力变化。 各参考毒株详细

信息见表 ２。

表 ２　 ＰＰＭＶ－１ 参考毒株信息

毒株名称 基因型 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 毒株名称 基因型 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ｕｌｓｔｅｒ ／ ６７ Ⅰ ＡＹ５６２９９１

ＬａＳｏｔａ Ⅱ ＡＦ０７７７６１

Ｍｕｋｔｅｓｗａｒ Ⅲ ＥＦ２０１８０５

Ｈｅｒｔｓ ／ ３３ Ⅳ ＡＹ７４１４０４

Ｉｔａｌｉｅｎ Ⅳ ＥＵ２９３９１４

ＮＤＶ－Ｐ０５ Ⅴ ＨＭ１１７７２０

Ｐｉ ／ ＣＨ ／ ＬＪＬ ／ １００６０５ Ⅵ ＪＸ４８６５５１

ＰＰＭＶ－１－１ ／ ＱＬ－０１ ／ ＣＨ ／ １５ Ｖｉａ ＫＸ０６５１８８

ＰＰＭＶ－１－１ ／ ＳＸ－０１ ／ Ｃｈ ／ １５ Ⅵ ＫＸ２４７３７６

Ｐｉ ／ ＣＨ ／ ＧＸＧ２ ／ ２０１２ Ⅵ ＭＫ４６９９６９

ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＳＤＳ ／ ２０１１ Ⅵ ＪＱ９９３４３１

ＫＦ８２８８８４ Ⅵ ＫＦ８２８８８４

Ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＢＪ２０１３ Ⅵ ＫＪ８０８８１９

Ｐｉ ／ ＣＨ ／ ＧＸＧ２８ ／ ２０１６ Ⅵ ＭＫ７４９３０１
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续表 ２

毒株名称 基因型 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 毒株名称 基因型 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＪＳ－０７－０４－Ｐｉ Ⅵ ＦＪ７６６５２７

ＪＳ－０７－０３－Ｐｉ Ⅵ ＦＪ７６６５３１

Ｐｉ ／ Ｂｅｌｇｉｕｍ ／ ２４８ＶＢ ／ １９９８ Ⅵ ＥＦ０２６５８３

ＰＰＭＶ－１－１ ／ Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ Ⅵ ＦＪ４１０１４５

ＮＤＶ－Ｏ５－０２９ Ⅵ ＦＪ７６６５２８

Ｐｉ ／ ＣＨ ／ ＬＨＬＪ ／ １１０８１３ Ⅵ ＪＸ４８６５５３

ＳＤＬＣ ／ ２０１１ Ⅵ ＪＱ９７９１７６

ＡＶ３２４ ／ ９６ Ⅵ ＧＱ４２９２９２

ＤＯＶＥ ／ ＩＴＡＬＹ ／ ２７３６ ／ ００ Ⅵ ＡＹ５６２９８９

ＩＴ－２２７ ／ ８２ Ⅵ ＡＪ８８０２７７

ＮＡ－１ Ⅶ ＤＱ６５９６７７

ＺＪ１ Ⅶ ＡＦ４３１７４４

Ｃｈｉｎａ ／ Ｇｕａｎｇｘｉ１１ ／ ２００３ Ⅶ ＤＱ４８５２３１

ＱＨ１ Ⅷ ＦＪ７５１９１８

ＱＨ４ Ⅷ ＦＪ７５１９１９

Ｆ４８Ｅ８ Ⅸ ＦＪ４３６３０２

ＤＥ－Ｒ４９ ／ ９９ Ｃｌａｓｓ Ⅰ ＤＱ０９７３９３

Ｄ ／ ＦＪ ／ １ ／ ０２ Ｃｌａｓｓ Ⅰ ＦＪ５９７５８０

ＪＳ１０＿Ａ１０ Ｃｌａｓｓ Ⅰ ＫＴ１２４５４４

ＪＳ ／ ０３ ／ １１ ／ Ｐｉ Ⅵ ＭＴ８１１５７１

ＳＤ ／ ０９ ／ １９ ／ ｐｉ Ⅵ ＭＴ８１１５８６

Ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｈｕｂｅｉ ／ １８８ ／ ２０２２ Ⅵ ＯＲ５４２５４１

Ｐｉ ／ ＳＨＪＳ ／ ２０２３ Ⅵ ＰＰ４４４６９３

ＡＰＭＶ１ ／ Ｐｉｇｅｏｎ ／ ＮＪ ／ ＵＳＡ ／ ０７２１ ／ ２００７ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 １ ＪＸ９０１３５１

ＡＰＭＶ１ ／ Ｐｉｇｅｏｎ ／ ＰＡ ／ ＵＳＡ ／ ０８１０ ／ ２００８ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 １ ＪＸ９０１３６７

ＮＤＶｓｔｒａｉｎ ｓｍｓ１２ Ｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 １ ＪＸ０９４５１０

ＰＰＭＶ－１－１ ／ Ｂｅｌｇｉｕｍ ／ ９８－２４８ ／ １９９８ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 １ ＪＸ９０１１１０

ＰＰＭＶ－１－１ ／ Ｂｅｌｇｉｕｍ ／ １１－０９６２０ ／ ２０１１ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ ＪＸ９０１１２４

Ｐｉ ／ ＳＨ ／ ＣＨ ／ ０１６７ ／ ２０１３ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ ＫＴ１６３２６２

ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｎｉｎｇｘｉａ ／ ２０６８ ／ ２０１６ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ ＭＧ８４０６５４

ＪＳ ／ ０９ ／ １６ ／ Ｐｉ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ ＭＴ８１１５７８

ＪＳ ／ ０５ ／ １９ ／ Ｐｉ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ ＭＴ８１１５８２

ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｎｉｇｅｒｉａ ／ ＮＩＥ０９－１８９８ ／ ２００９ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ ＨＧ３２６６０４

ＰＰＭＶ－１－１ ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ ＪＸ５１８５３２

Ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｔｅｘａｓ ／ ２０９６８２ ／ ２００２ ＶＩ􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ ＪＮ８７２１８０

Ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ ／ １２３３９ ／ １９９８ ＶＩ􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ ＪＮ８７２１８２

ＰＧ ／ ＣＨ ／ ＪＳ ／ １ ／ ０５ ＶＩ􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ ＦＪ４８０８２５

Ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｃｈｉｎａ ／ １００ ／ ０８ ＶＩ􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ ＪＸ２４４７９４

１􀆰 ６　 Ｆ 和 ＨＮ 氨基酸分析

使用 Ｓｎａｐｇｅｎｅ 软件， 将 Ｆ 和 ＨＮ 基因核苷酸序

列推导为氨基酸序列， 参考 ＬａＳｏｔａ 疫苗株， 对 ５ 株

毒株中 Ｆ 和 ＨＮ 蛋白的糖基化位点、 半胱氨酸残基和

中和抗原表位进行比较， 分析关键氨基酸位点的突变

情况。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病料检测

２０２４—２０２５ 年间， 本研究从南京、 无锡、 上海、
广东、 新疆等地部分养殖场采集了 １４０ 份病料， 病鸽

有出现拉绿色稀粪、 头颈扭曲、 死亡现象， 剖检发现

肌胃内容物变绿， 脑部水肿， 肠道和腺胃有出血点。
上述病料中， 有 ５ 个养殖场检测出 ＰＰＭＶ－１ 阳性，
病毒信息及混合感染其他病毒情况见表 ３。
２􀆰 ２　 Ｆ 和 ＨＮ 基因全长扩增

自各省份同一养殖场的阳性病料中随机选择 １ 份

强阳性病料， 并以实验室病料编号暂时对待毒株进行

命名， 共挑选 ５ 株阳性病料， 通过结合于 Ｆ 和 ＨＮ 的

ＣＤＳ 区侧翼非编码区的引物进行扩增， 并对扩增产

物进行测序分析， 病料均可检到明亮条带， 大小约为

１ ８９０ ｂｐ （图 １Ａ） 和 １ ８９４ ｂｐ （图 １Ｂ）， 与预期结果

一致， 测序结果分析， ５ 株毒株均属于 ＰＰＭＶ－１ 基因

Ⅵ型。

表 ３　 临床检测病料结果汇总

病料编号 来源 时间 ＰＰＭＶ－１ 阳性病料占比 混合感染病毒情况

ＰＡ１１７～１１９ 南京 ２０２４ 年 １２ 月 ３ ／ ３ ＰｉＡｄＶ－２、 ＰｉＣＶ

ＰＡ１７３～１８２ 无锡 ２０２４ 年 １２ 月 ３ ／ １０ ＰｉＡｄＶ－２、 ＰｉＨＶ

ＰＡ３６３～３６４ 湖南 ２０２５ 年 ０３ 月 １ ／ ２ ＰｉＣＶ

ＰＡ３６５～３７０ 上海 ２０２５ 年 ０４ 月 ６ ／ ６ ＰｉＣＶ

ＰＡ４１４～４２２ 上海 ２０２５ 年 ０５ 月 ７ ／ ９ ＰｉＣＶ

２􀆰 ３　 Ｆ 和 ＨＮ 基因遗传进化分析

Ｆ （图 ２） 和 ＨＮ （图 ３） 基因的遗传进化分析结

果显示， ５ 份 ＰＰＭＶ－１ 病料均属于 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 亚

型， 核苷酸序列有较大同源性， Ｆ 基因的核苷酸同源

性为 ９３􀆰 ８％ ～ ９７􀆰 ３％， ＨＮ 基因的核苷酸同源性为

９５􀆰 ７％～９９􀆰 ４％， 毒株与临床上常用作疫苗株的基因
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Ⅱ型 ＬａＳｏｔａ 株距离较远， 主要保护性抗原 Ｆ 基因的

核苷酸同源性为 ８０􀆰 ９％ ～ ８２􀆰 ４％， 氨基酸同源性为

８４􀆰 ７％～８５􀆰 ９％。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｎ． 阴性对照； １􀆰 ＰＡ１１７； ２􀆰 ＰＡ１７４； ３􀆰 ＰＡ３６３； ４􀆰 ＰＡ３７０； ５􀆰 ＰＡ４１７。

图 １　 ＰＰＭＶ－１ 阳性病料中 Ｆ （Ａ） 和 ＨＮ （Ｂ） 基因全长 ＰＣＲ 扩增结果

▲． 本试验毒株。 下同。
图 ２　 ＰＰＭＶ－１ Ｆ 基因 （４７～ ４２０ ｂｐ） 遗传进化树
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图 ３　 ＰＰＭＶ－１ ＨＮ 基因遗传进化树

２􀆰 ４　 Ｆ 和 ＨＮ 氨基酸分析

尽管本实验室鉴定到的 ５ 株 ＰＰＭＶ－１ 在遗传进

化树上的位置稍有差异， 但它们 Ｆ 蛋白裂解位点处

的氨基酸序列都符合典型的 ＡＰＭＶ－１ 强毒株的序列

特征， 即１１２ＲＲＱＫＲＦ１１７， 与近年报道的一致。 ５ 株毒

株的 Ｆ 蛋白功能区氨基酸变异分析结果 （表 ４） 显

示， Ｆ 蛋 白 均 有 ６ 个 潜 在 的 Ｎ － 糖 基 化 位 点

（ ８５ＮＲＴ８７、 １９１ＮＮＴ１９３、 ３６６ＮＴＳ３６８、 ４４７ＮＩＳ４４９、
４７１ＮＮＳ４７３、 ５４１ＮＮＴ５４３） 和 １３ 个高度保守的半胱

氨酸残基化位点 （分别位于 ２５、 ２７、 ７６、 １９９、 ３３８、
３４７、 ３６２、 ３７０、 ３９４、 ３９９、 ４０１、 ４２４、 ５２３ 位）。 与

ＬａＳｏｔａ 疫苗株相比， ５ 株毒株在 Ｆ 蛋白信号肽、 融合

肽、 七肽重复区 （ＨＲ） 和跨膜区均有多处氨基酸变

异， 其中 ＰＡ３６３ 和 ＰＡ４１７ 有 ２６ 个氨基酸变异，

ＰＡ３７０ 有 ２５ 个氨基酸变异， ＰＡ１１７ 和 ＰＡ１７４ 株有 １７
个氨基酸变异。

ＨＮ 蛋白跨膜区和中和抗原表位氨基酸变异分析

结果 （表 ５） 显示， 与 ＬａＳｏｔａ 疫苗株相比， ５ 株毒株

均包含 ５ 个潜在的 Ｎ －糖基化位点 （ １１９ＮＮＳ１２１、
３４１ＮＮＴ３４３、 ４３３ＮＫＴ４３５、 ４８１ＮＨＴ４８３、 ５０８ＮＩＳ５１０ ）
和 １３ 个半胱氨酸残基 （分别位于 １２３、 １７２、 １８６、
１９６、 ２３８、 ２４７、 ２５１、 ３４４、 ４５５、 ４６１、 ４６５、 ５３１ 和

５４２ 位）。 ５ 株毒株的 ＨＮ 蛋白在跨膜区有多处氨基酸

变异， 中和抗原表位均包含 Ｒ１９７Ｉ、 Ｎ２６３Ｋ、 Ｅ３４７Ｇ、
Ｄ３４９Ｅ、 Ｇ４９４Ｄ、 Ｉ５１４Ｖ 这 ６ 处氨基酸变异， ＰＡ１１７
和 ＰＡ３７０ 毒株除携带上述 ６ 个共有氨基酸变异位点，
还增加了 Ｄ５６９Ｋ 位点氨基酸变异。
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表 ４　 Ｆ 蛋白各区域氨基酸差异

毒株
信号肽区 融合肽区 七肽重复区 跨膜区

１～２５ ａａ １１７～１４１ ａａ ＨＲ－Ａ： １４３～１８５ ａａ ＨＲ－Ｂ： ２６８～２９９ ａａ ＨＲ－Ｃ： ４７１～５００ ａａ ５０１～５２１ ａａ

ＰＡ１１７ Ｒ４Ｓ、 Ｔ１７Ｉ、 Ｍ１９Ｉ Ｇ１２４Ｓ、 Ａ１３２Ｓ Ｑ１４３Ｋ、 Ｋ１４５Ｎ、 Ｖ１７９Ｉ Ｔ２８８Ｎ
Ｎ４７６Ｈ、 Ｎ４７９Ｄ、
Ｅ４８２Ａ、 Ｒ４８６Ｓ

Ｖ５０６Ｉ、 Ｆ５１４Ｓ、
Ｉ５１６Ａ、 Ｉ５２０Ｖ

ＰＡ１７４ Ｒ４Ｓ、 Ｔ１７Ｉ、 Ｍ１９Ｉ Ｇ１２４Ｓ、 Ａ１３２Ｓ Ｑ１４３Ｋ、 Ｋ１４５Ｎ、 Ｖ１７９Ｉ Ｔ２８８Ｎ
Ｎ４７６Ｈ、 Ｎ４７９Ｄ、
Ｅ４８２Ａ、 Ｒ４８６Ｓ

Ｖ５０６Ｉ、 Ｆ５１４Ｓ、
Ｉ５１６Ａ、 Ｉ５２０Ｖ

ＰＡ３６３

Ｒ４Ｋ、 Ｓ６Ｈ、 Ｔ７Ｉ、
Ｋ８Ｒ、 Ｎ９Ｉ、 Ｐ１２Ｓ、

Ｍ１３Ｐ、 Ｍ１４Ｔ、 Ｔ１６Ｉ、
Ｉ１７Ｔ、 Ｖ１９Ｉ、 Ａ２０Ｔ、

Ｃ２５Ｙ

Ｌ１１７Ｆ、 Ｇ１２４Ｓ、
Ａ１３２Ｓ

Ｋ１４５Ｎ、 Ｖ１７９Ｉ Ｔ２８８Ｎ
Ｎ４７９Ｄ、 Ｋ４８０Ｒ、
Ｅ４８２Ａ、 Ｒ４８６Ｓ

Ｖ５０６Ｉ、 Ｉ５１６Ａ、
Ｉ５２０Ｖ

ＰＡ３７０
Ｒ４Ｋ、 Ｓ６Ｈ、 Ｋ８Ｒ、

Ｎ９Ｔ、 Ｍ１３Ｓ、 Ｍ１４Ｔ、
Ｔ１６Ｉ、 Ｖ１９Ｉ、 Ａ２０Ｔ

Ｇ１２４Ｓ、 Ａ１３２Ｓ
Ｋ１４５Ｎ、 Ｄ１７０Ｎ、

Ｖ１７９Ｉ
Ｔ２８８Ｎ

Ｎ４７６Ｓ、 Ｎ４７９Ｄ、 Ｋ４８０Ｒ、
Ｅ４８２Ａ、 Ｒ４８６Ｎ、 Ｖ４９１Ｉ

Ｖ５０６Ｉ、 Ｖ５１３Ｉ、
Ｉ５１６Ａ、 Ｉ５２０Ｖ

ＰＡ４１７

Ｒ４Ｋ、 Ｓ６Ｈ、 Ｔ７Ｉ、 Ｋ８Ｒ、
Ｎ９Ｉ、 Ｐ１２Ｓ、 Ｍ１３Ｐ、
Ｍ１４Ｔ、 Ｔ１６Ｉ、 Ｉ１７Ｔ、
Ｖ１９Ｉ、 Ａ２０Ｔ、 Ｃ２５Ｙ

Ｌ１１７Ｆ、 Ｇ１２４Ｓ、
Ａ１３２Ｓ

Ｋ１４５Ｎ、 Ｖ１７９Ｉ Ｔ２８８Ｎ
Ｎ４７９Ｄ、 Ｋ４８０Ｒ、
Ｅ４８２Ａ、 Ｒ４８６Ｓ

Ｖ５０６Ｉ、 Ｉ５１６Ａ、
Ｉ５２０Ｖ

　 　 注： 与 ＬａＳｏｔａ 毒株相比， “－” 代表无氨基酸变异， 下划线处代表非 ５ 株 ＰＰＭＶ－１ 共有突变。 下同。

表 ５　 ＨＮ 蛋白各区域氨基酸差异

毒株
跨膜区

２５～４５ ａａ

中和抗原表位

１９３～２０１ ａａ ２６３ ａａ ２８７ ａａ ３２１ ａａ ３３２～３３３ ａａ ３４６～３５３ ａａ ３５６ ａａ ４９４ ａａ ５１３～５２１ ａａ ５６９ ａａ

ＰＡ１１７ Ｆ３１Ｌ、 Ｓ４３Ａ、 Ｌ４５Ｖ Ｒ１９７Ｉ Ｋ － － － Ｅ３４７Ｇ、 Ｄ３４９Ｅ － Ｄ Ｉ５１４Ｖ Ｋ

ＰＡ１７４
Ｉ２９Ｖ、 Ｆ３１Ｌ、
Ｓ４３Ａ、 Ｌ４５Ｖ

Ｒ１９７Ｉ Ｋ － － － Ｅ３４７Ｇ、 Ｄ３４９Ｅ － Ｄ Ｉ５１４Ｖ －

ＰＡ３６３ Ｆ３１Ｌ、 Ｓ４３Ａ、 Ｌ４５Ｖ Ｒ１９７Ｉ Ｋ － － － Ｅ３４７Ｇ、 Ｄ３４９Ｅ － Ｄ Ｉ５１４Ｖ －

ＰＡ３７０
Ｆ３１Ｌ、 Ｖ３５Ａ、
Ｓ４３Ａ、 Ｌ４５Ｖ

Ｒ１９７Ｉ Ｋ － － － Ｅ３４７Ｇ、 Ｄ３４９Ｅ － Ｄ Ｉ５１４Ｖ Ｋ

ＰＡ４１７
Ｉ２９Ｖ、 Ｆ３１Ｌ、 Ａ４２Ｔ、

Ｓ４３Ａ、 Ｌ４５Ｖ
Ｒ１９７Ｉ Ｋ － － － Ｅ３４７Ｇ、 Ｄ３４９Ｅ － Ｄ Ｉ５１４Ｖ －

３　 讨论

自 ２０ 世纪以来， 不断有关于 ＰＰＭＶ－１ 在世界各

地大流行的报道出现， 最初我国预防 ＰＰＭＶ－１ 主要

通过接种 ＬａＳｏｔａ 株油乳剂灭活疫苗， 此后 ＬａＳｏｔａ 株

及其克隆株的活疫苗也被应用到了 ＰＰＭＶ－１ 的日常

防控中［９］。 国家 ＡＰＭＶ－１ 参考实验室的长期监测数

据显示， 近年来我国 ＰＰＭＶ－ １ 流行率有升高的趋

势［１１］， 其主要原因可能是 ＬａＳｏｔａ 株与 ＰＰＭＶ－１ 流行

毒株抗原性匹配不佳［８］， 而这种抗原选择压力可能

促进 ＰＰＭＶ－１ 的进化［１５］， 进一步增加 ＰＰＭＶ－１ 防控

的难度和复杂程度。 值得注意的是， ＬａＳｏｔａ 株虽然与

ＰＰＭＶ－１ 遗传进化关系较远， 免疫 ＬａＳｏｔａ 株疫苗仍

可提供一定的保护， 但不能完全阻止排毒［１６－１７］， 这

可能是导致 ＰＰＭＶ－１ 在 ＬａＳｏｔａ 株疫苗高免鸽场传播

的重要原因之一。 而多项研究表明， 使用基因型匹配

的疫苗可以显著减少排毒， 两种抗原匹配的疫苗分别

显示出减少基因 ＶＩＩ 型和 Ｖ 型排毒的能力增强［１８－１９］。
因此， 展开对 ＰＰＭＶ－１ 流行毒株的监测， 分析其与

ＬａＳｏｔａ 株抗原性差异的具体分子机制， 以指导开发与

现有流行毒株抗原性相匹配的疫苗株， 是控制

ＰＰＭＶ－１ 疫情传播的重要思路。
基于此， 为了初步解析我国 ＰＰＭＶ－１ 的流行情

况及 ＬａＳｏｔａ 株不能提供良好保护的原因， 本研究对

部分 ＬａＳｏｔａ 株疫苗免疫鸽场的 ＰＰＭＶ－１ 进行了遗传

进化分析。 相关结果显示， 本研究鉴定的 ５ 株

ＰＰＭＶ－１ 的 Ｆ 蛋白裂解位点均为１１２ＲＲＱＫＲＦ１１７， 具备

典型 ＰＰＭＶ － １ 强 毒 特 征， 且 均 属 于 基 因 亚 型
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ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２， 这说明基因亚型 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 仍是

我国的 ＰＰＭＶ－１ 优势流行基因型［１１］。 鉴于体液免疫

在 ＰＰＭＶ－１ 防控中发挥的关键作用， 本研究随后着

重分析了能够诱导中和抗体产生的关键抗原蛋白 Ｆ
蛋白及 ＨＮ 蛋白的氨基酸位点变异情况。 相关研究结

果显示， 和 ＬａＳｏｔａ 株 相 比， 本 研 究 鉴 定 的 ５ 株

ＰＰＭＶ－１ 的 Ｆ 和 ＨＮ 蛋白功能域出现多个氨基酸突

变： Ｆ 蛋白的突变主要集中于融合肽区、 七肽重复

区、 跨膜结构域， 其改变可能会影响 Ｆ 蛋白的融合

活性［２０］； 与中和表位相关的 ５ ～ ６ 个氨基酸突变主要

集中于 ＨＮ 蛋白， 这些突变可能会影响中和抗体对于

ＨＮ 蛋白的结合， 从而促使 ＰＰＭＶ－１ 逃逸 ＬａＳｏｔａ 株疫

苗诱导的中和抗体作用［２１－２２］。
综上所述， 本研究自临床病料中鉴定到 ５ 株

ＰＰＭＶ－ １ 病毒， 其 Ｆ 蛋白氨基酸裂解位点均为
１１２ＲＲＱＫＲＦ１１７， 具有强毒分子特征， 均属于ＡＰＭＶ－１
基因 ＶＩ􀆰 ２􀆰 １􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２ 亚型， 其中 ＨＮ 蛋白中和抗原表

位存在多处氨基酸变异， 这可能是导致 ＬａＳｏｔａ 株不

能提供良好保护的重要原因， 但具体的分子机制仍需

通过生物信息学和反向遗传学进一步验证， 以期为开

发抗原性相匹配的 ＰＰＭＶ－１ 疫苗提供良好的理论基

础。 本研究丰富了我国 ＰＰＭＶ－１ 流行病学信息库，
为防控 ＰＰＭＶ－１ 流行提供了一定参考。
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