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流行性出血病病毒血清分型 RTＧPCR 方法的建立及应用
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摘要　以决定流行性出血病病毒(EHDV)血清型的第二基因节段(SegＧ２)为检测靶基因,设计７对特异性

引物,建立用于鉴定EHDV血清型的 RTＧPCR检测方法,并通过对扩增产物的测序,进一步了解病毒SegＧ２的

遗传特性.特异性试验结果显示,该检测方法可准确鉴定不同血清型的 EHDV 毒株,与蓝舌病病毒、中山病病

毒、阿卡斑病毒均无交叉反应;灵敏度试验结果显示,对不同血清型 EHDV核酸的检测下限均可达１０２拷贝;对
我国不同时间与不同地域分离的 EHDV 毒株进行血清型 RTＧPCR鉴定,结果显示分离的３１株 EHDV 分属

EHDVＧ１、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７与Ｇ１０型等５种血清型,与血清中和试验的鉴定结果完全吻合.以上结果表明,该方法具有良

好的特异性和较高的灵敏度,可快速准确地鉴定EHDV毒株的血清型.
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　　 流 行 性 出 血 病 病 毒 (epizootichaemorrhagic
diseasevirus,EHDV)主要通过雌性 库 蠓 (CuliＧ
coides)吸血叮咬反刍动物进行传播,并感染引起流

行 性 出 血 病 (epizootic haemorrhagic disease,

EHD)[１].EHD作为一种严重侵害反刍动物的非

接触传染病,广泛流行于热带、亚热带等媒介昆虫活

跃的地区,可感染牛[２]、鹿[３]、羊驼和部分山羊[４]等

反刍动物,对鹿和牛的危害最为严重[２Ｇ４].疫病的暴

发给肉牛养殖业造成了严重的经济损失,扰乱了畜

产品的正常国际贸易,２００８年世界动物卫生组织

(OIE)已将该病列为法定报告的跨境动物疫病[５].

EHDV为呼肠孤病毒科(Reoviridae)环状病毒

属(Orbivirus)成员,基因组由SegＧ１至SegＧ１０的

１０个双链 RNA 节段构成,SegＧ２编码的病毒外层

衣壳蛋白 VP２,是诱导寄主机体产生特异性中和抗

体 的 主 要 蛋 白,决 定 着 EHDV 的 血 清 型[６Ｇ７].

EHDV的SegＧ２/VP２具有高度变异的特性,不同

血清型EHDV毒株之间SegＧ２核酸序列的相似度

在 ４３．８％ ~７０．１％,VP２ 氨 基 酸 序 列 相 似 度 在

２９．４％~７２．２％ [８].值得注意的是,同一种血清型

的不同地域毒株间SegＧ２核酸序列的差异度可达

２９．５％,据此可将同一种血清型EHDV 毒株进一步

分为２种地域型,Eastern型与 Western型[９].澳大

利亚、日本和中国的 EHDV 分离株均属 Eastern
型,而分离自美洲、非 洲、中 东 的 EHDV 毒 株 为

Western型[１０].
目前世界范围已发现 ９ 种血清型的 EHDV

(EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ４、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ９和Ｇ１０).EHDV 的

不同血清型毒株在世界各地区的流行存在较大差

异:北美 洲 和 南 美 洲 主 要 流 行 有 EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ６
型[１０];非洲主要流行有 EHDVＧ１、Ｇ４、Ｇ６、Ｇ９型[４];澳
大利亚流行有 EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８型[１１];地中

海地区流行有 EHDVＧ６ 与Ｇ７ 型[１２],日本 流 行 有

EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ７与Ｇ１０等４种血清型[１３].我国也同

样存在多种血清型 EHDV 的流行,广西流行有

EHDVＧ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８血清型[１４],广东流行有 EHDVＧ
１与Ｇ５型[１５],内蒙古存在 EHDVＧ６型[１６],云南省

流行有 EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ１０型[１７].随着近

年来全 球 一 体 化 进 程 的 深 入 及 全 球 气 候 变 暖,

EHD作为一种虫媒跨境传播疫病,在世界范围
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的活动范围正日趋扩大,导致的经济损失也在逐

步增多.
由于不同血清型 EHDV 毒株间缺乏交叉免疫

保护,在自然界中甚至存在一头动物被多种血清型

EHDV感染的现象,给病毒的血清型鉴定和防控工

作带来了极大的阻力[１８],因此,快速准确鉴定本地

区流行的EHDV毒株血清型具有重要意义.目前,
国内尚无EHDV 血清型特异性 RTＧPCR检测方法

的报道,因此,根据我国流行的EHDV序列特征,建
立快速准确的 EHDV 血清型诊断方法不仅是控制

疫情的必要前提,也是制定动物免疫计划的基础.
本研究报道了７种血清型 EHDV(EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ５、

Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ１０)特异性RTＧPCR检测方法的建立以及

在中国分离EHDV毒株血清型鉴定上的应用,旨在

为我国开展EHDV 的病原学诊断与流行病学调查

提供有力保障.

1　材料与方法

1.1　毒株和质粒

研究中使用的３１株分离自中国的EHDV毒株

见表１,蓝舌病病毒(bluetonguevirus,BTV),阿卡

斑病病毒 (akabanevirus,AKAV)和中山病病毒

(chuzanvirus,CHUV)由笔者所在实验室保存.

EHDVＧ２型毒株(AUS１９７９/０１)与EHDVＧ８型毒株

(AUS１９８２/０６)源自澳大利亚麦克阿瑟Ｇ伊丽莎白

(EMAI)研究所.EHDVSegＧ５(基因节段５,编码

NS１蛋白)全长克隆质粒PLBＧEHDVＧSeg５由笔者

所在实验室构建保存.
表１　在中国分离的EHDV信息

Table１　EHDVinformationisolatedfromChina

病毒编号

Number
血清型

Serotype
分离日期

Date
分离地点

Region
经度

Longitude
纬度

Latitude
动物

Animal
V１２８ EHDVＧ１ ２０１３/９/１７
V２５８ EHDVＧ６ ２０１６/８/２３
V２６０ EHDVＧ６ ２０１６/８/２３
V２６１ EHDVＧ６ ２０１６/８/２３

广东汕头

Shantou,Guangdong
E１１６°４０ N２３°２１′

奶牛

Cow
V２５９ EHDVＧ６ ２０１６/８/３１
V２６２ EHDVＧ６ ２０１６/８/３１
V２６３∗ EHDVＧ６ ２０１６/８/３１

V１９４∗ EHDVＧ１ ２０１６/６/１１ 广西合浦

Hepu,Guangxi
E１０８°５５′ N２１°２９′

黄牛

CattleV１９５ EHDVＧ１ ２０１６/６/１１

V１２５ EHDVＧ５ ２０１３/６/２７
V１２６ EHDVＧ５ ２０１３/６/２７

广西马山

Mashan,Guangxi
E１０８°０９′ N２３°４２′

水牛

Buffalo
V１２９ EHDVＧ５ ２０１３/７/４

V１２７∗ EHDVＧ５ ２０１５/７/４
广西融水

Rongshui,Guangxi
E１０９°１５′ N２５°８′

水牛

Buffalo

V０２３∗★ EHDVＧ５ ２０１３/９/１６
V０２４ EHDVＧ５ ２０１３/９/１６

云南德宏

Dehong,Yunnan
E９８°３１′ N２４°２３′

黄牛

Cattle
V１３２∗ EHDVＧ１ ２０１４/７/２９

V２７１∗ EHDVＧ５ ２０１４/６/１８
V２７４∗ EHDVＧ６ ２０１４/７/２４ 云南普洱

Puer,Yunnan
E１０１°５１′ N２２°３５′

黄牛

CattleV２７０∗ EHDVＧ５ ２０１４/８/１３
V２７８∗ EHDVＧ７ ２０１５/８/１９

V００３∗★ EHDVＧ６ ２０１２/７/１８
V２７７∗ EHDVＧ１０ ２０１３/６/１２
V２６９∗★ EHDVＧ７ ２０１３/８/１３
V０８３∗★ EHDVＧ１ ２０１４/８/１２
V２７３∗ EHDVＧ６ ２０１５/７/１４ 云南师宗

Shizong,Yunnan
E１０４°１７′ N２４°３６′

黄牛

CattleV２７６∗ EHDVＧ６ ２０１５/８/２５
V２８１ EHDVＧ１ ２０１６/６/８
V２８３ EHDVＧ６ ２０１６/６/１５
V２８２ EHDVＧ１０ ２０１６/７/１１
V２７５ EHDVＧ５ ２０１６/１０/１８
V２８０∗★ EHDVＧ１０ ２０１７/７/１１

　注:∗表示该毒株已经完成全基因组测序,★表示选择作为不同血清型 EHDV 的代表毒株进行 RTＧPCR特异性实验.Note:∗repreＧ
sentsthatthewholegenomeofthestrainhasbeensequenced,★representsthatthestrainwasselectedasarepresentativestrainofdifferent
serotypesofEHDVforspecifictest．
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1.2　主要试剂

MagMAXTMＧ９６ViralRNAIsolationKit购自

Ambion公司;PremixExTaq (ProbeqPCR)Kit、

OneStepRTＧPCR Kit、PrimeScriptⅡ 逆 转 录 酶、

RNAseInhibiter、dNTP(１０ mmol/L)、Radom ６
mers随机引物(５０μmol/L)、EXTaq DNA 聚合

酶、SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒、pMD１９ＧT载

体、E．coliDH５α感受态细胞和 DL５０００Marker购

自 TaKaRa公司.
1.3　引物设计

从 GenBank中下载不同血清型 EHDV 毒株

SegＧ２序列,使用 MEGA７．０软件与我们前期获取

的１５株中国分离 EHDVＧ１、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ１０型代表毒

株(表１)的SegＧ２全长序列进行序列比对.根据序

列比对结果,选择不同血清型EHDVSegＧ２的保守

区域使用PrimerPremier６软件进行 EHDV 血清

型特异性RTＧPCR引物的设计(表２).引物由武汉

金开瑞 生 物 有 限 公 司 合 成,纯 度 为 HAP 级,用

DEPC水溶解、稀释至终浓度为１０μmol/L.
1.4　病毒核酸提取及 cDNA 合成

使用病毒核酸提取试剂盒,按说明书操作提取

EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ１０ 代 表 毒 株 (表 １)、

BTV、AKAV、CHUV的病毒核酸.取５μL提取的

核酸为模板进行变性处理,使用PrimeScriptⅡ逆

表２　EHDV血清型RTＧPCR扩增引物

Table２　DifferentEHDVserotypeＧspecificprimerofRTＧPCR

引物编号

Primer
number

血清型

Serotype
地域型

Topotype

引物名称

Primer
name

引物序列(５′Ｇ３′)
Primersequence

(５′Ｇ３′)

引物位置

Position

产物大小/bp
Amplicon
length

P１ EHDVＧ１ Western
EHDV１ＧS２ＧF AACGGACAATCGTGGTGAGAG １２３０~１２５１
EHDV１ＧS２ＧR GCATACAGCATAGCAACGGTAG ２３７８~２４０２

１１９４

P２ EHDVＧ２ Eastern
EHDV２ＧS２ＧF GGAGATACTATTTATAAATGGGA １３１１~１３３４
EHDV２ＧS２ＧR GCCCTATTCACATTCTCATAG ２３２１~２３４２

１０５２

P５ EHDVＧ５ Eastern
EHDV５ＧS２ＧF AAGGAGACAACTTCGGAAGAGG １３６９~１３９０
EHDV５ＧS２ＧR CCAGCGGAATCAAGTCTTCTAC ２３４２~２３６３

９９６

P６ EHDVＧ６ Eastern
EHDV６ＧS２ＧF AGTTGCCCAAGAGTATGTGA １２２９~１２４９
EHDV６ＧS２ＧR CATCATTCTGTAAAGATAGGTCG ２１１６~２１３９

９１３

P７ EHDVＧ７ Eastern
EHDV７ＧS２ＧF AAGTGCGGAACATAAGAGATA １０５１~１０３６
EHDV７ＧS２ＧR AAGAGTTTGTAGTACCTCATTCC ２１８０~２２０３

１２１１

P８ EHDVＧ８ Eastern
EHDV８ＧS２ＧF ATATACGAGGAGTGAGTGGTGAG １０３５~１０５７
EHDV８ＧS２ＧR TGCCATCAGGATCATTGAGACA ２０７４~２０９５

１０６１

P１０ EHDVＧ１０ Eastern
EHDV１０ＧS２ＧF GGAGATACTATTTATAAATGGGA １３１１~１３３４
EHDV１０ＧS２ＧR GCCCTATTCACATTCTCATAG ２３２１~２３４２

１０５２

转录酶以２０μL反应体系进行cDNA 的合成:５×
PrimeScriptⅡ Buffer４μL,dNTP(１０ mmol/L)

１μL,RNaseInhibitor(４０U/μL)０．５μL,Radom６
mers(５０μmol/L)１μL,PrimeScriptⅡ RTase(２００
U/μL)１μL,变性RNA５μL,补水至２０μL.反应

条件为:３０℃１０min,４５℃４０min,７２℃１０min.
1.5　PCR 反应体系的建立

使用表２中的EHDV 血清型 RTＧPCR引物与

对应的不同血清型EHDV 代表毒株的cDNA 进行

PCR扩增,不同血清型反应体系均同时设立阴性对

照.PCR 反应体系为:cDNA 模版１μL,ExTaq
(５U/μL)０．１２５μL,１０×ExTaq Buffer２．５μL,

dNTPMixture(２．５mmol/L)２．５μL,上下游引物

(１０μmol/L)各０．５μL,加水补充至２５μL.反应条

件为:９４ ℃ ３ min;９４℃ ３０s,５０℃ ３０s,７２℃
９０s,共３０个循环;７２℃ ５ min.取 PCR 产物以

１．５％琼脂糖凝胶进行电泳检测,将符合扩增片段大

小的PCR产物进行胶回收后,与 T 载体进行连接

转化,筛选阳性菌落进行测序.
1.6　特异性试验

取合成的７种血清型 EHDV(EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ５、

Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ１０)、BTV、AKAV 和 CHUV 的 cDNA
１μL为模板,使用表２中不同血清型引物,按建立的

PCR反应体系进行 PCR 检测,不同血清型 EHDV
反应体系均同时设立阴性对照,取PCR产物进行电

泳检测,分析EHDV血清型RTＧPCR引物的特异性.
1.7　敏感性试验

以１０倍梯度稀释的 PLBＧEHDVＧSeg５质粒为

７８
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标准品(拷贝数为:１．５×１０２~１．５×１０８拷贝/μL)建
立标准曲线,取１μL不同血清型 EHDV 代表毒株

cDNA为模板,采用绝对定量qPCR方法计算出不

同血清型EHDV的cDNA拷贝数后将其进行１０倍

梯度稀释.取１μL稀释后不同梯度的cDNA 为模

板,使用对应的血清型特异性引物进行PCR反应,
不同血清型反应体系均设立阴性对照,确定该方法

可检出的最低模板拷贝浓度,分析 EHDV 血清型

RTＧPCR引物的检测灵敏度.
1.8　中国分离 EHDV 毒株血清型的 RTＧPCR 定型

取分离自我国云南省、广西壮族自治区与广东

省的３１株EHDV毒株病毒液各５０μL(表１)提取

病毒核酸.取 ５μL 变性后的核酸为模板,使用

EHDV群特异性引物和血清型特异性引物进行一

步法RTＧPCR反应,鉴定各毒株的血清型并同前期

血清中和试验结果进行对比.将不同血清型阳性

PCR产物送上海捷瑞公司进行测序,测序引物为

EHDV各血清型RTＧPCR引物.
使用 DNASTAR 软件对测序结果进行拼接,

MafftＧwin[１９]软件进行序列的比对,MEGA７．０[２０]进

行系统发生树的构建,建树选择的模型为:NeighＧ
borＧjoining(邻近法),PＧdistance(遗传距离模式),

Bootstrap(自举检验)取值１０００.系统发生树中其

他国家分离的 EHDV 毒株序列以“GenBank序列

号_病毒血清型_分离地点_分离时间”表示.

2　结果与分析

2.1　PCR 反应体系的建议及产物鉴定

取不同血清型 EHDV 代表毒株(EHDVＧ１、Ｇ２、

Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８和Ｇ１０血清型毒株)cDNA 为模板,用对

应的血清型特异性引物进行PCR扩增,同时每种血

清型 均 设 立 阴 性 对 照.结 果 显 示 ７ 种 血 清 型

EHDVSegＧ２的扩增产物大小在８００~１２００bp,每
种血清型阴性对照(N１~N１０)均未出现非特异性

扩增(图１).对PCR产物进行 TＧA 克隆的测序结

果显示,所获得的节段均为EHDV的SegＧ２基因片

段:EHDVＧ１型代表毒株与分离自美国的 Western
毒株相似度最高(＞８５％),EHDVＧ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７与Ｇ１０
型代表毒株与分离自澳大利亚和日本的Eastern毒

株相似度最高(＞９５％),表明设计的不同血清型

RTＧPCR引物可有效完成对应血清型毒株SegＧ２片

段的扩增.

　１:EHDVＧ１(YNSZ/V０８３/２０１４),２:EHDVＧ２(AUS１９７９/０１),

５:EHDVＧ５(YNMS/V０２３/２０１３)．６:EHDVＧ６(YNSZ/V００３/２０１２),

７:EHDVＧ７ (YNSZ/V２６９/２０１３),８:EHDVＧ８ (AUS１９８２/０６),

１０:EHDVＧ１０(YNSZ/V２７７/２０１３);N:阴性对照 Negativecontrol;

M:DL５０００DNAmarker．

图１　不同血清型EHDVPCR检测结果

Fig．１　DetectionofdifferentserotypesofEHDVbyPCR
2.2　特异性试验结果

以BTV、AKAV、CHUV和７种血清型EHDV
(EHDVＧ１、Ｇ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８和Ｇ１０)的cDNA 为模板,
分别使用表２中不同血清型EHDV鉴定引物(P１~
P１０)进行PCR扩增,均设立阴性对照,分析引物的

特异性.结果显示:EHDV血清型RTＧPCR引物仅

与对应血清型EHDV 毒株的cDNA 模板间有特异

性的扩增条带产生,条带大小在８００~１０００bp,与
其他血清型EHDV毒株,及相关病毒BTV、AKAV
和CHUV之间及阴性对照无非特异性扩增产物出

现(图２),表明EHDV血清型RTＧPCR引物具有良

好的特异性.

　１、２、５、６、７、８、１０:同图１ThesameasFig．１;B:蓝舌病毒株BTV;

A:阿卡斑病 病 毒 AKAV;C:中 山 病 病 毒 CHUV;N:阴 性 对 照

Negativecontrol;M:DNA分子质量标准 DL５０００DNAmarker．
图２　EHDV血清型引物特异性检测

Fig．２　ThespecificityassayofEHDVserotypeprimers

８８
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2.3　灵敏度试验结果

通过绝对定量qPCR计算出EHDVＧ１、EHDVＧ
２、EHDVＧ５、EHDVＧ６、EHDVＧ７、EHDVＧ８ 和

EHDVＧ１０不同血清型 EHDV 代表毒株的cDNA
拷贝数分别为１．１×１０９、１．４×１０１０、１．２×１０１１、３．６×
１０１０、２．４×１０１０、８．７×１０８和２．１×１０９/μL.将上述

cDNA进行１０倍梯度连续稀释后,以对应的血清型

特异性引物(P１~P１０)进行PCR反应,分析EHDV
血清型RTＧPCR引物的灵敏度.结果显示 EHDVＧ
１、Ｇ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ１０血清型特异性 RTＧPCR 引物

对不同血清型 EHDV 核酸检测的最低拷贝数可达

到为１０２拷贝(图３),表明 EHDV 血清型 RTＧPCR
引物具有良好的灵敏性.

　１~１０:病毒cDNA１０１~１０１０倍稀释 Theviralnucleicaciddilution

was１０１Ｇ１０１０;N:阴性对照 Negativecontrol;M:DNA 分子质量标

准 DL５０００marker．

图３　EHDV血清型引物灵敏度检测

Fig．３　SensitivedetectionofEHDVserotypeprimers

2.4　中国分离 EHDV 毒株的血清型 RTＧPCR 鉴定

结果

　　对分离自我国云南省、广西壮族自治区与广东

省的３１株EHDV毒株进行群特异性和血清型特异

性一步法RTＧPCR扩增,结果显示:３１株EHDV分

属EHDVＧ１、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ１０等５种血清型,与前期中

和试验鉴定的血清型结果吻合.将扩增的中国

EHDV毒株SegＧ２进行测序,构建的系统发育树

(图４)显示,我国云南省、广东省与广西壮族自治区

分离的３１株 EHDV 分属 EHDVＧ１、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７与Ｇ１０
等５种血清型,并以对应的血清型参考毒株聚为一

簇,进一步表明血清型 RTＧPCR扩增的正确性.我

国流行的EHDVＧ１型毒株的SegＧ２属 Western型,
与分离自美国、尼日利亚的EHDVＧ１型毒株具有共

同的起源,而我国流行的 EHDVＧ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ１０型等

毒株的SegＧ２与分离自日本、澳大利亚的对应血清

型毒株聚为一簇,均属Eastern型,有着最近的亲缘

关系.

3　讨　论

EHDV的血清型主要由SegＧ２编码的 VP２决

定,因此,SegＧ２是 EHDV 血清型鉴定的首选靶基

因.英国 Pirbright实验室根据分离自非洲与中东

地区 的 EHDV 毒 株 SegＧ２ 序 列,初 步 建 立 了

EHDV血清型特异性 RTＧPCR 检测方法[２１Ｇ２２].但

是研究中我们发现Pirbright实验室开发的 EHDV
血清型 RTＧPCR引物对部分中国EHDV 毒株无法

扩增,或者扩增产物十分微弱,测序无信号产生.通

过EHDV代表毒株的全基因组测序分析我们发现,

Pirbright实验室公布的EHDV血清型 RTＧPCR引

物与北美洲和中东的 EHDV 毒株的SegＧ２序列具

有较高的匹配度,但与中国不同血清型 EHDV 的

SegＧ２序列的匹配度较低,存在较多的碱基错配,这
是导致引物对中国 EHDV 毒株无法扩增或者扩增

效果较差的主要原因;此外,在日本和我国均发现

EHDVＧ１０型[２３],目前尚无该血清型特异性 RTＧ
PCR鉴 定 方 法 的 报 道.因 此,针 对 我 国 流 行 的

EHDV血清型毒株SegＧ２序列特征,设计引物和建

立我国流行的EHDV 毒株血清型鉴定 RTＧPCR方

法十分必要.
目前血清中和试验是国际上血清检测的金标

准,但该方法有操作要求高、检测时间长和必须获得

血清 型 完 整 的 标 准 毒 株 或 血 清 等 缺 点,不 利 于

EHDV血清型的快速鉴定.而病毒核酸的分子检

测具有操作简便、检测样本量多、准确和快速等优

点,已被广泛应用于各类疾病的快速诊断及血清型

鉴定等方面.本研究以我国流行的 ５ 种血清型

EHDV(EHDVＧ１、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７ 和Ｇ１０)和 澳 大 利 亚 的

EHDVＧ２、EHDVＧ８型毒株的SegＧ２序列为靶基因,
设计血清型特异性 RTＧPCR检测引物用于 EHDV
的血清型检测.EHDVＧ４和 EHDVＧ９型主要流行

于非洲,目前世界范围仅报道过１株EHDVＧ４型毒

株(NIG１９６８/０１)在尼日利亚的分离[８],而EHDVＧ９
毒株序列尚未在 GenBank上公布任何序列信息,由

９８
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　不同血清型EHDV参考毒株以▲表示,本研究中获取的序列以●表示.ReferencestrainsofdifferentserotypesofEHDVareexpressed

intriangles;virussequencesobtainedinthisstudyarerepresentedbydots．

图４　基于NJ法的EHDV参考毒株和中国毒株SegＧ２序列的系统发育分析

Fig．４　NeighborＧjoiningtree,showingrelationshipsinSegＧ２betweenreferenceandfieldstrainsofEHDVfromChina

于缺 乏 参 考 毒 株,我 们 暂 无 法 建 立 EHDVＧ４ 与

EHDVＧ９型血清型RTＧPCR的检测方法.
本研究建立的EHDV 血清型 RTＧPCR方法具

有较好的特异性,在不同血清型EHDV间无交叉反

应,与同样感染反刍动物的BTV、AKAV和CHUV
等病毒之间也无交叉反应,可准确鉴定出 EHDVＧ
１、Ｇ２、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７、Ｇ８、Ｇ１０等７种不同血清型的 EHDV
毒株.由于不同 EHDV 毒株在细胞上的增殖复制

能力不同,导致分离EHDV毒株的病毒滴度及增殖

特性差异明显,因此要求 EHDV 血清型 RTＧPCR
方法应具备良好的灵敏度.灵敏度试验结果显示,
本研究建立的方法对不同血清型 EHDV 核酸分子

检测的最低下限均为１０２拷贝,表明该血清型 RTＧ

PCR 方 法 有 较 高 的 灵 敏 度.我 国 分 离 的 ３１ 株

EHDV毒株的血清型 RTＧPCR 鉴定结果显示,这

３１株EHDV 毒株分属 EHDVＧ１、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７血清型,
与前期病毒血清型鉴定的血清中和试验结果吻合,
表明该方法可成功应用于我国流行的 EHDV 血清

型鉴定.
建立EHDV血清型 RTＧPCR的另一个优势在

于可以通过对扩增产物测序,进一步了解病毒SegＧ
２的遗传特性,从而分析病毒可能的来源以及病毒

的活动规律,这将有助于更好地了解病毒的分布与

流动情况.本研究中我们通过对中国 EHDV 毒株

的测序发现:流行于我国云南、广东与广西 EHDVＧ
１的SegＧ２均属于 Western型,与美国毒株的亲缘

０９
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关系 最 近,EHDVＧ５、Ｇ６、Ｇ７ 与Ｇ１０ 型 属 于 Eastern
型,在遗传进化上与澳大利亚和日本毒株最接近,表
明了我国EHDV 起源上的多样性,因此,该 EHDV
RTＧPCR方法具有较好的推广使用价值.下一步我

们准备在 EHDV 血清型 RTＧPCR 的基础上开发

EHDV血清型荧光定量RTＧPCR方法,进一步提高

检测灵敏度和缩短鉴定时间,实现对临床血液样本

中EHDV血清型的快速鉴定.

参考文献References

[１]　SAVINIG,AFONSOA,MELLORP,etal．EpizootichaemorＧ

rhagicdisease[J]．Researchinveterinaryscience,２０１１,９１(１):

１Ｇ１７．
[２]　YADIN H,BRENNERJ,BUMBROV V,etal．EpizootichaeＧ

morrhagicdiseasevirustype７infectionincattleinIsrael[J]．

Veterinaryrecord,２００８,１６２(２):５３Ｇ５６．
[３]　MUTLUTE,KADIRY,CARRIEB,etal．EpizootichemorＧ

rhagicdiseaseincattle,westernturkey[J]．EmerginginfecＧ

tiousdiseases,２００９,１５(２):３１７Ｇ３１９．
[４]　MACLACHLANNJ,ZIENTARAS,SAVINIG,etal．EpizoＧ

otichaemorrhagicdisease[J]．RevuescientifiqueettechniqueＧ

officeinternationaldesepizooties,２０１５,３４(２):３４１Ｇ３４９．
[５]　CORBEL MJ,MACMILLAN A P．Officeinternationaldes

epizootiesOIE manualofstandardsfordiagnostictestsand

vaccines[M]．Paris:OfficeInternationalDesEpizootiesOIE,

２０１４:４２２Ｇ４３２．
[６]　MERTENSPPC,MAANS,SAMUELA,etal．VirustaxonＧ

omyeighthreportoftheinternationalcommitteeontaxonomy

ofviruses[M]．London:Elsevier/AcademicPress,２００５:４６６Ｇ

４８３．
[７]　ANBALAGANS,COOPERE,KLUMPERP,etal．WholegeＧ

nomeanalysisofepizootichemorrhagicdiseasevirusidentified

limitedgenomeconstellationsandpreferentialreassortment
[J]．Journalofgeneralvirology,２０１４,９５(２):４３４Ｇ４４１．

[８]　ANTHONYSJ,MAANS,MAANN,etal．GeneticandphyＧ

logeneticanalysisoftheouterＧcoatproteinsVP２andVP５of

epizootichaemorrhagicdiseasevirus(EHDV):comparisonof

geneticandserologicaldatatocharacterisetheehdvserogroup
[J]．Virusresearch,２００９,１４５(２):２００Ｇ２１０．

[９]　ANTHONYSJ,MAANN,MAANS,etal．GeneticandphyＧ

logeneticanalysisofthecoreproteinsVP１,VP３,VP４,VP６

andVP７ofepizootichaemorrhagicdiseasevirus(EHDV)[J]．

Virusresearch,２００９,１４５(２):１８７Ｇ１９９．
[１０]VIAROUGEC,LANCELOTR,RIVESG,etal．Identification

ofbluetonguevirusandepizootichemorrhagicdiseasevirusseＧ

rotypesinFrenchGuianain２０１１and２０１２[J]．VeterinarymiＧ

crobiology,２０１４,１７４(１/２):７８Ｇ８５．
[１１]OHASHIS,YOSHIDA K,YANASET,etal．AnalysisofinＧ

tratypicvariationevidentinanIbarakivirusstrainanditsepiＧ

zootichemorrhagicdiseasevirusserogroup[J]．JournalofcliniＧ

calmicrobiology,２００２,４０(１０):３６８４Ｇ３６８８．
[１２]WILSON W C,RUDER M G,KLEMENT E,etal．Genetic

characterizationofepizootichemorrhagicdiseasevirusstrains

isolatedfromcattleinIsrael[J]．Journalofgeneralvirology,

２０１５,９６(６):１４００Ｇ１４１０．
[１３]OHASHIS．IdentificationandPCRＧrestrictionfragmentlength

polymorphismanalysisofavariantoftheIbarakivirusfrom

naturallyinfectedcattleandabortedfetusesinJapan[J]．JourＧ

nalofclinicalmicrobiology,１９９９,３７(１２):３８００Ｇ３８０３．
[１４]曹颖颖,吴健敏,林俊,等．广西首例牛源鹿流行性出血热病毒

的分离鉴定[J]．中国预防兽医学报,２０１５,３７(１０):７４６Ｇ７５０．

CAOYY,WUJM,LINJ,etal．Isolationandidentificationof

thefirstcaseofepizootichemorrhagicdiseasevirusfromcattle

inGuangxi[J]．ChinesejournalofpreventiveveterinarymediＧ

cine,２０１５,３７(１０):７４６Ｇ７５０ (in Chinese with EnglishabＧ

stract)．
[１５]吕敏娜,朱建波,李娟,等．广东一株牛源流行性出血病病毒的

分离鉴定[J]．中国预防兽医学报,２０１７,３９(１):６７Ｇ７０．LYU M

N,ZHUJB,LIJ,etal．IsolationandidentificationoftheepiＧ

zootichemorrhagicdiseasevirusfromcattleinGuangdong[J]．

Chinesejournalofpreventiveveterinary medicine,２０１７,３９
(１):６７Ｇ７０(inChinesewithEnglishabstract)．

[１６]李占鸿,肖雷,杨振兴,等．牛源流行性出血病病毒(EHDV)血

清１０型毒株在我国的分离鉴定[J]．中国病毒学报,２０１９,３５
(１):１１２Ｇ１２０．LIZH,XIAOL,YANGZX,etal．Isolationand

identificationoftheepidemichemorrhagicfevervirusserotype

１０strainfromcattleinChina[J]．Chinesejournalofvirology,

２０１９,３５(１):１１８Ｇ１２６(inChinesewithEnglishabstract)．
[１７]杨振兴,孟锦昕,肖雷,等．流行性出血病病毒(EHDV)血清７

型毒株在中国的首次分离与鉴定[J]．畜牧兽医学报,２０１９,５０
(３):６０２Ｇ６１０．YANGZX,MENGJX,XIAOL,etal．Isolation

ofepizootichaemorrhagicdiseasevirusserotype７strainin

Chinaforthefirsttime[J]．ChinesejournalofanimalandvetＧ

erinary,２０１９,５０(３):６０２Ｇ６１０ (inChinesewithEnglishabＧ

stract)．
[１８]VIAROUGEC,BREARDE,ZIENTARAS,etal．DuplexrealＧ

timeRTＧPCRassaysforthedetectionandtypingofepizootic

haemorrhagicdiseasevirus[J]．PLoSOne,２０１５,１０(７):１Ｇ１１．
[１９]KATOH K,ASIMENOSG,TOH H．Multiplealignmentof

DNAsequenceswithMAFFT[J]．MethodsinmolecularbioloＧ

gy,２００９,５３７(８):３９Ｇ６４．
[２０]KOICHIROT,GLENS,DANIELP,etal．MEGA６:molecular

evolutionarygeneticsanalysisversion６．０[J]．MolecularbioloＧ

gyandevolution,２０１３,３０(１２):２７２５Ｇ２７２９．
[２１]MAAN NS,SUSHILA M,KYRIAKIN,etal．RTＧPCR AsＧ

saysforsevenserotypesofepizootichaemorrhagicdiseaseviＧ

rus&theirusetotypestrainsfromthemediterraneanregion

andNorthAmerica[J/OL]．PLoSOne,２０１０,５(９):e１２７８２．htＧ

tps://doi．org/１０．１３７１/journal．pone．００１２７８２．
[２２]SUNF,COCHRAN M,BECKHAM T,etal．Moleculartyping

１９



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３９卷　

ofepizootichemorrhagicdiseasevirusserotypesbyoneＧstep

multiplexRTＧPCR[J]．Journalofwildlifediseases,２０１４,５０
(３):６３９Ｇ６４４．

[２３]SHIRAFUJIH,KATOT,YAMAKAWA M,etal．CharacterＧ

izationofgenomesegments２,３and６ofepizootichemorrhagic

diseasevirusstrainsisolatedinJapanin１９８５－２０１３:identificaＧ

tionoftheirserotypesandgeographicalgenetictypes[J]．InＧ

fection,geneticsandevolution,２０１７,５３(１２):３８Ｇ４６．

DevelopmentandutilizationofRTＧPCRassayfordetermining
serotypesofepizootichaemorrhagicdiseasevirus

YANGZhenxing１,LIZhanhong１,SONGZiang２,LIZhuoran１,

ZHUJianbo１,LIAODefang１,YANGHeng１

１．YunnanTropicalandSubtropicalAnimalVirusDiseaseLaboratory,YunnanVeterinaryand
AnimalScienceInstitute,Kunming６５０２２４,China;

２．CollegeofAnimalScienceandTechnology,YunnanAgriculturalUniversity,

Kunming６５０２０１,China

Abstract　Epidemichaemorrhagicdiseasevirus(EHDV)isanarbovirusthatseriouslyendangers
ruminants．Currently,nineserotypesofEHDVhavebeendiscoveredworldwide,andfiveofthemare
prevalentinChina．NeutralizationtestisthegoldstandardforserotypeidentificationofEHDV,which
hastheshortcomingsoftimeＧconsuming,laboriousandlongexperimentalperiod．Therefore,establishing
anaccurateandrapidserotypingmethodforEHDVisofgreatsignificanceforthepreventionandcontrol
ofthisdisease．Inthisstudy,thesecondgenesegment(SegＧ２),whichdeterminestheserotypeofepizoＧ
otichaemorrhagicdiseasevirus(EHDV),wasusedasthetargetgenetoestablishaoneＧstepRTＧPCR
methodforserotypeＧspecificdetectionofEHDV．Theresultsofspecificitytestshowedthatthemethod
couldaccuratelyidentifydifferentserotypesofEHDV,andhadnocrossＧreactionwithbluetonguevirus,

chuzanVirusandakabanevirus．Theresultsofsensitivitytestshowedthatthedetectionlimitofthe
EHDVnucleicacidfordifferentserotypescouldreach１０２copies．EHDVstrainsisolatedfromdifferent
timesanddifferentregionsinChinawereidentifiedbythisoneＧstepRTＧPCRandtheresultsshowedthat
the３１EHDVisolatesbelongedtofiveserotypes,inculdingEHDVＧ１,Ｇ５,Ｇ６,Ｇ７andＧ１０．Theresultsofthe
RTＧPCRwerecompletelyconsistentwiththeresultsoftheserumneutralizationtest．Theaboveresults
showedthatthemethodestablishedinthisstudyhadgoodspecificityandhighsensitivity,andcould
quicklyandaccuratelyidentifytheserotypeofEHDVstrains．
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