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实验用小型猪乙型脑炎病毒的分离鉴定

王　 吉，付　 瑞，李晓波，王淑菁，巩　 薇，卫　 礼，岳秉飞∗，贺争鸣∗

（中国食品药品检定研究院国家实验动物微生物遗传检测中心，北京　 １０００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 了解小型猪感染乙型脑炎病毒株的特点。 方法　 猪脑组织经过处理，接种 ＢＨＫ２１细胞，进行

病毒培养、间接免疫荧光试验、中和试验、电镜观察，及通过逆转录⁃聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）扩增新分离毒株 Ｅ 区

段和 ＰｒＭ 区段核苷酸序列，测序后进行基因型鉴定。 结果　 ２５ 只猪脑组织接种 ＢＨＫ２１细胞，有 ３ 个组织处理液能

使 ＢＨＫ２１细胞发生圆缩、集聚等病变；３ 个组织接种的 ＢＨＫ２１病变细胞滴片进行免疫荧光试验，均产生强绿色荧光

反应；中和实验结果显示 ３ 株新分离株中和效价均为 １∶ ６４；电镜下可见直径 ４０ｎｍ 左右球型病毒粒子；ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物

测序结果与疫苗株 Ｅ 区段核苷酸比较同源性均为 ９５％ ；３ 株新分离株均为 ＧＩＩＩ 型乙脑病毒。 结论　 实验表明小型

猪场存在乙型脑炎病毒感染，为 ＧＩＩＩ 型乙型脑炎病毒。
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　 　 流行性乙型脑炎病毒 （ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ） 属于黄病毒科 （ Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ） 黄病毒属

（Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ）成员，乙型脑炎病毒基因为单股正链

ＲＮＡ，病毒颗粒呈球形，有包膜，直径 ４０ ～ ６０ｎｍ，病
毒粒子呈 ２０ 面体对称［１ － ４］。 由乙型脑炎病毒引起

的流行性脑炎简称乙脑，乙脑是一种人畜共患的自

然疫源性疾病，是以中枢神经系统损害为主的急性

传染病，带毒猪是本病的主要传染源［４，５］。 因此防

治乙脑不仅可以减少养猪业的损失，并通过猪的免

疫预防，可控制本病在猪及人群中的流行。
我国于 １９４９ 年在北京首次分离到乙脑病毒，随

后在其他地区也相继分离到该病毒［６］。 乙脑主要

流行于亚洲国家及地区，近年来流行区域不断扩

大，已经扩展到澳大利亚，韩国、泰国、印度尼西亚

的爪哇、俄罗斯西伯利亚的滨海地区等相继有乙脑

的报道。 我国除新疆、西藏、青海省外，其余各省均

有发病流行，是严重危害公众健康的重要传染病，
乙脑已成为世界关注的公共卫生问题之一［１，６ － ９］。
国内外对 ＪＥＶ 的研究较多，在我国也从多个省份通

过不同途径分离得到 ＪＥＶ，但从猪脑中分离到 ＪＥＶ
的报道还不多［５］，尤其是从小型猪脑中分离 ＪＥＶ 目

前还没有报道。 为了解北京小型猪感染 ＪＥＶ 的特

征，加强小型猪的免疫预防，本研究从北京市某小

型猪场的 ３ 头猪脑组织中分离到的 ３ 株乙型脑炎病

毒，并进行形态学、血清学和分子生物学鉴定，现报

告如下。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 主要材料

ＤＭＥＭ 培养基：ＨｙＣｌｏｎｅ 公司产品；胎牛血清：
杭州四季青公司产品；免疫荧光素（山羊抗猪 ＩｇＧ⁃
ＦＩＴＣ）：ＫＰＬ 公司产品；猪抗 ＪＥＶ 血清及猪阴性血

清：中国动物疫病预防控制中心兽医诊断室提供；
细胞固定液：中国农业大学生命科学研究中心电镜

室提供；乳仓鼠肾细胞（Ｂａｂｙ Ｈａｍｓｔｅｒ Ｓｙｒｉａｎ Ｋｉｄｎｅｙ，
ＢＨＫ２１ ）。 ＢＨＫ２１ 细 胞： 本 室 冻 存； ＪＥＶ 毒 株

（Ｎａｋａｙａｍａ⁃ＮＩＨ）、兔抗 ＪＥＶ 标准阳性对照血清：由
本院病毒一室提供；２５ 只猪脑组织：北京某小型猪

场提供的 － ７０℃ 冻存脑组织；ＲＮＡ 快速提取试剂

盒：购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司；Ｔａｑ ＨＳ 酶、脱氧核糖核苷

三磷酸（ｄｅｏｘｙ⁃ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）、１０
× ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、１００ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ：均购自宝生物工

程（大连） 有限公司； ＰＣＲ 仪：美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司

ＭＹＣＹＣＬＥＲ；核酸琼脂糖凝胶电泳仪：美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司 ＰｗｅｒＰａｃ Ｂａｓｉｃ；凝胶成像分析仪：美国 Ｋｏｄａｋ
公司 ＧＬ２１２Ｐｒｏ； ＤＮＡ 序列分析软件： ＤＮＡ Ｓｔａｒ
ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 病毒的分离

取的 ２５ 个冻存的猪脑组织（编号为 １ ～ ２５），无
菌条件下用 ＰＢＳ 研磨，经 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
除菌过滤。

将样品处理液接种长满单层的 ＢＨＫ２１细胞，置
于 ３７℃体积分数 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，每天观察

细胞病变，并记录结果。 每隔 ２ ～ ３ ｄ 换液 １ 次，１０ ｄ
后如出现致细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）则
进行盲传，盲传至 ３ 代仍无 ＣＰＥ 出现，则视为分离

阴性。 出现 ＣＰＥ 的细胞，待 ＣＰＥ 达到 ８０％ ～ ９０％
收冻。 冻融 ３ 次后继续传代，传至 ３ 代，仍有 ＣＰＥ
出现，则视为分离阳性［１０ － １２］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 免疫荧光试验

将连续传至第 ３ 代的细胞滴片，与 １∶ １０ 稀释的

猪 ＪＥＶ 阴性血清和猪 ＪＥＶ 阳性血清进行免疫荧光

试验。 同时设正常 ＢＨＫ２１细胞片和 ＪＥＶ 感染 ＢＨＫ２１

细胞片作为阴性抗原片和阳性抗原片对照。 在阴

性抗原对照和阳性抗原对照成立的条件下，样品片

与 ＪＥＶ 阴性血清和 ＪＥＶ 阳性血清均无绿色荧光反

应，该样品判为 ＪＥＶ 阴性；样品片与 ＪＥＶ 阴性血清

无绿色荧光反应，与 ＪＥＶ 阳性血清有绿色荧光反

应，该样品判为 ＪＥＶ 阳性。
１􀆰 ２􀆰 ３　 中和试验

用兔抗 ＪＥＶ 标准阳性血清和细胞维持液分别

与 ＪＥＶ 细胞毒（ＪＥＶ 感染 ＢＨＫ２１细胞毒）、与经细胞

试验和免疫荧光试验检测 ＪＥＶ 阳性的 ３ 只猪脑组

织接种的 Ｐ５ 代 ＢＨＫ２１细胞毒，以 １∶ ２ ～ １∶ ５１２ 混合，
３７℃作用 ３０ ｍｉｎ 后，接种 ＢＨＫ２１细胞。 同时设 ＪＥＶ
标准毒株对照和正常 ＢＨＫ２１对照，每天观察细胞病

变，连续观察 ７ｄ 并记录结果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 病毒形态的鉴定

将细胞试验分离阳性的样品细胞毒继续接种

ＢＨＫ２１细胞，待细胞病变达 ８０％ ～ ９０％ 时，将细胞瓶

内液体弃掉，加入 ０􀆰 ２５％胰酶进行消化。 用 ＰＢＳ 将

分散的细胞吹打悬浮于灭菌离心管中，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ 后，弃上清；将细胞用 ＰＢＳ 再次悬浮，１０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后，弃上清，用细胞固定液将细胞

悬浮，准备用透射电镜鉴定病毒形态。 电镜图片委托
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中国农业大学生命科学研究院电镜室制作。
１􀆰 ２􀆰 ５　 乙脑病毒分离株 Ｅ 基因和 ＰｒＭ 基因的 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 扩增

（１）引物设计

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的乙脑病毒核苷酸序

列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件进行引物设计，其中 Ｅ１⁃Ｆ ／
Ｅ１⁃Ｒ 用于扩增 Ｅ 基因，ＰｒＭ１⁃Ｆ ／ ＰｒＭ１⁃Ｒ 用于扩增

ＰｒＭ 基因，引物的序列和位置见表 １。
表 １　 用于扩增 Ｅ 基因和 ＰｒＭ 基因的引物序列及位置

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎｕｓｅｄｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅＥ ＆ＰｒＭｇｅｎｅｓ
编号
Ｃｏｄｅ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

位置 ／ ｂｐ
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

长度 ／ ｎｔ
Ｌｅｎｇｔｈ

Ｅ１⁃Ｆ ５⁃′ＧＡＧＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＧＡＣＴＡＡＡＣ ⁃３′ １５４８
Ｅ１⁃Ｒ ５⁃′ＣＡＡＧＡＧＣＡＡＣＡＡＣＧＧＡＣＴＣ ⁃３′ １７４４

１９７

ＰｒＭ１⁃Ｆ ５⁃′ＴＴＴＣＧＴＧＣＴＧＧＣＴＣＴＴＡＴＣ⁃３′ ２３０
ＰｒＭ１⁃Ｒ ５⁃′ＣＴＧＣＴＴＣＧＣＴＴＧＧＡＡＴＧＣＣＴＧＧ⁃３′ ７４８

５１９

　 　 （２）病毒分离株 ＲＮＡ 的提取

３ 株乙脑病毒分离株、ＪＥＶ 标准株、正常 ＢＨＫ２１

细胞，各取 ０􀆰 ３ ｍＬ 模板，按 ＱＩＡＧＥＮ 试剂盒说明书

的操作步骤提取病毒 ＲＮＡ。
（３）反转录

反转录体系为：５ × ＲＮＡ ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ、
ｄＮＴＰｓｍｉｘｔｕｒｅ ２􀆰 ５ μＬ、ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬ、随机

引物 １ μＬ、ＲＮａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ μＬ、 ＡＭＶ 反转录酶 ０􀆰 ５
μＬ、病毒 ＲＮＡ ８ μＬ，反应条件为：３７℃ ９０ ｍｉｎ、４２℃
１５ ｍｉｎ、９５℃５ ｍｉｎ。

（４）ＰＣＲ 产物的扩增

以 Ｅ１ 引物及 ＰｒＭ１ 引物，对分离株分别进行

Ｅ 基因和 ＰｒＭ 基因扩增。 利用 Ｔａｑ 酶进行 ＰＣＲ，
其反应体系为：１０ × ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ，ｄＮＴＰ（ ｍｍｏｌ）
２􀆰 ５ μＬ， 上 下 游 引 物 （ Ｅ１ ⁃Ｆ ／ Ｅ１ ⁃Ｒ 或 ＰｒＭ１ ⁃Ｆ ／
ＰｒＭ１ ⁃Ｒ） 各 １ μＬ， ｃＤＮＡ 产 物 ２􀆰 ５ μＬ， Ｔａｑ 酶

０􀆰 ５μＬ，加去离子水总体积为 ２５ μＬ，混匀后进行

ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应条件为：９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ ３０ ｓ，５５℃ ３０ ｓ，７２℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；最
后 ７２ 延伸 ５ ｍｉｎ。

（５）ＰＣＲ 扩增产物的鉴定

反应结束后，取 ５ μＬＰＣＲ 产物进行 １％ 琼脂糖

凝胶电泳，观察扩增结果。 将电泳结果阳性的 ＰＣＲ
产物送上海生物工程技术服务有限公司测序。 测

序结果与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中 ＪＥＶ 核酸序列进行比对，从分

子的角度来验证分离株是否是 ＪＥＶ。
１􀆰 ２􀆰 ６　 乙脑分离株 Ｅ 基因的核苷酸同源性分析

利用 Ｃｈｅｎ 等建立的乙脑病毒基因分型方法，选
择乙脑病毒 Ｅ 区的部分核苷酸序列，对 ３ 株分离株

与已知的 ２３ 株乙脑病毒代表株序列一起进行核苷

酸同 源 性 分 析， 构 建 乙 型 脑 炎 病 毒 遗 传 进

化树［８，９ ，１３］。

２　 结果

２􀆰 １　 病毒的分离

２５ 个猪脑组织接种 ＢＨＫ２１细胞，有 ３ 个脑组织

（编号分别为 ３、１２、２３）接种的 ＢＨＫ２１细胞 ７２ ｈ 之内

发生明显 ＣＰＥ，而且 ＣＰＥ 达到 ８０％ 以上，病变细胞

表现圆缩，形成空斑。 其他 ２２ 个猪脑接种的 ＢＨＫ２１

细胞盲传 ３ 代后，均无 ＣＰＥ 出现，视为分离阴性。
２􀆰 ２　 病毒的鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 免疫荧光试验

取 ２５ 个猪脑组织接种的 ＢＨＫ２１细胞滴片做免

疫荧光试验，有 ３、１２、２３ 号脑组织出现强绿色荧光

反应，其他 ２２ 个脑组织无绿色荧光反应。
２􀆰 ２􀆰 ２　 中和试验

３、１２、２３ 号脑组织感染细胞毒与兔抗 ＪＥＶ 标准

阳性血清反应的中和效价均为 １∶ ６４。
２􀆰 ２􀆰 ３　 病毒形态的鉴定

电镜下可见正常细胞内无病毒颗粒出现，核膜

完整，见图 ５。 感染细胞核膜已被破坏，病毒颗粒有

规律的排列在细胞核膜周围，病毒颗粒呈圆形，外
周有囊膜和纤维突起，直径 ４０ ｎｍ 左右，见图 ６。 所

分离到的 ３ 株病毒分别命名为 ＪＤＹ１、ＪＤＹ２、ＪＤＹ３。
２􀆰 ２􀆰 ４　 分离株部分核苷酸的鉴定

（１）病毒分离株 ＲＮＡ 的提取

３ 株乙脑分离株、ＪＥＶ 标准株、正常 ＢＨＫ２１细胞，
按试剂盒说明书的操作步骤提取病毒 ３ μＬ。

（２）乙脑病毒分离株 Ｅ 基因和 ＰｒＭ 基因的 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 扩增及鉴定

电泳结果显示，３ 株分离株均能扩增到约 １９７
ｂｐ Ｅ 基因和 ５１９ ｂｐＰｒＭ 基因的目的条带，电泳结果

见图 ７ 和图 ８。 扩增到的 Ｅ 基因和 ＰｒＭ 基因测序结

果与 Ｇｅｎｂａｎｋ ＪＥＶ 序列比较，同源性均在 ９５％ ～
９８％之间。
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图 １　 正常 ＢＨＫ２１细胞

Ｆｉｇ． １　 Ｎｏｒｍａｌ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 ３ 号脑组织感染 ＢＨＫ２１细胞

Ｆｉｇ． ２　 Ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ２１ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｏ ３ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

图 ３　 ３ 号脑组织感染 ＢＨＫ２１细胞与阴性血清反应

Ｆｉｇ． ３　 Ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓｉｎ ｔｈｅＮｏ ３ ｂｒａｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｓｈｏｗ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ．

（３）乙脑分离株的基因分型

３ 株分离株与 Ｂｅｉｊｉｎｇ⁃１、ＧＢ３０、Ｎａｋａｙａｍａ、ＳＡ１４⁃
１４⁃２ 等 ２３ 株乙型脑炎病毒参考序列的 Ｅ 基因核苷

酸进行同源性分析，结果显示核苷酸同源性为 ９５％
～９９％ 。 ３ 株分离株比较，ＪＤＹ１ 和 ＪＤＹ２ 核苷酸同

源性为 ９９％ ，ＪＤＹ１ 和 ＪＤＹ３ 核苷酸同源性为 ９７％ ，
ＪＤＹ２ 和 ＪＤＹ３ 核苷酸同源性为 ９７％ 。 ３ 株分离株与

疫苗株 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 核苷酸同源性均为 ９５％ 。

图 ４　 ３ 号脑组织感染 ＢＨＫ２１细胞与阳性血清反应

Ｆｉｇ． ４　 Ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅＮｏ ３ ｂｒａｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｓｈｏｗ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ．

图 ５　 正常 ＢＨＫ２１细胞在电镜下的形态

Ｆｉｇ． ５　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓ

图 ６　 病毒分离株感染 ＢＨＫ２１细胞在电镜下的形态

Ｆｉｇ． ６　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓ

遗传进化树分析结果（见图 ９）显示，本次分离

的 ３ 株新分离株 ＪＤＹ１、ＪＤＹ２、ＪＤＹ３ 与 Ｂｅｉｊｉｎｇ⁃１ 株

亲缘关系最近，３ 株分离株均为 ＧⅢ型乙型脑炎

病毒。
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注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋ；１：ＪＤＹ１；２：ＪＤＹ２；
３：正常；ＢＨＫ２１细胞；４：ＪＤＹ３；５：ＪＥＶ。

图 ７　 ３ 株分离株 Ｅ 基因扩增电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： ＪＤＹ１； ２： ＪＤＹ２；
３： Ｎｏｒｍａｌ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓ； ４： ＪＤＹ３； ５： ＪＥＶ．

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｅ ｇｅｎｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ３ ｉｓｏｌａｔｅｓ

注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋ；１：ＪＥＶ；２：ＪＤＹ１；３：ＪＤＹ２；
４：ＪＤＹ３；５：正常 ＢＨＫ２１细胞。

图 ８　 ３ 株分离株 ＰｒＭ 基因扩增电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： ＪＥＶ； ２： ＪＤＹ１；
３： ＪＤＹ２； ４： ＪＤＹ３； ５： Ｎｏｒｍａｌ ＢＨＫ２１ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ８　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰｒＭ
ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ３ ｉｓｏｌａｔｅｓ

３　 讨论

随着生物、医学等学科的不断发展，实验用小

型猪的应用越来越广泛。 近年来我国实验用小型

猪的开发利用也在逐年递增，但大部分小型猪为开

放饲养，很难避免由蚊虫传播感染疾病，同时 ＪＥＶ
对猪的感染也会对实验人员和饲养人员造成潜在

威胁，尤其是乙型脑炎病毒。 因此实验用小型猪

ＪＥＶ 预防控制也受到相关部门的重视。 本实验用于

鉴定的 ２５ 只小型猪是用于制定北京市小型猪地方

标准做本底筛查样本小型猪的一部分，在样本采集

之前没有接种过 ＪＥＶ 疫苗。 实验室同时对包括被

鉴定的 ２５ 只猪在内的共 ６０ 只小型猪进行 ＪＥＶ 血清

抗体筛查，ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 检测结果显示 ６０ 只小型猪

ＪＥＶ 抗体阳性率分别 ２６􀆰 ７％ 和 ２８􀆰 ３％ ［３，４］，与文献

报道相符（２０％ ～３０％ ） ［１２］。 被鉴定的 ２５ 只小型猪

ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 检测 ＪＥＶ 抗体阳性率均为 ２４􀆰 ０％ （６ ／
２５）。 虽然胡燕等（２００６）和杨欣艳等（２００７）分别通

过血清学方法对北京小型猪感染 ＪＥＶ 进行了报道，
但并没有对病毒进行分离鉴定［１４，１５］。 本实验通过

病毒分离鉴定和抗体检测说明北京小型猪确实存

在 ＪＥＶ 的感染，同时实验也为北京市小型猪地方标

准的修订及其不断完善提供了科学的参考数据。
北京市于 ２０１１ 年发布了地方标准《实验用小型猪

微生物学等级及监测》，将乙型脑炎病毒作为普通

级小型猪必须检测项目［１５］，但并没有对普通级小型

猪是否进行 ＪＥＶ 免疫接种提出要求，只是要求接种

疫苗的普通级小型猪在疫苗接种有效期内群体免

疫合格率达到 ７０％以上 ［１６］。 实际通过本实验室近

几年对北京市小型猪 ＪＥＶ 的检测，还有部分猪场没

有定期接种 ＪＥＶ 疫苗或者没有完全按 ＪＥＶ 免疫接

种程序进行接种。 定期按免疫程序接种疫苗的猪

场，免疫合格率基本均能达到 ７０％以上。 通过本实

验及文献［１４］ 和文献［１５］，建议猪场对普通级小型猪

进行 ＪＥＶ 疫苗的免疫接种，既能保障猪群免受 ＪＥＶ
感染，也能保障饲养人员与实验人员的安全。

实验采用 ＢＨＫ２１细胞培养法从 ２５ 个小型猪脑

组织中分离出 ３ 株疑似为 ＪＥＶ 的毒株，根据细胞病

变情况，说明能分离到活的病毒；３ 株分离株病变细

胞滴片与 ＪＥＶ 抗血清能够产生强绿色免疫荧光反

应；３ 株分离株细胞毒能中和 ＪＥＶ 标准抗血清，中和

效价均为 １：６４；３ 株分离株经扫描电镜形态鉴定，为
直径约为 ４０ｎｍ 的有囊膜病毒，符合 ＪＥＶ 特征；经 Ｅ
基因和 Ｐｒｍ 基因部分核酸序列分析，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中

ＪＥＶ 核苷酸同源性为 ９５％ ～ ９９％ 。 充分证明分离

到的 ３ 株猪源病毒为 ＪＥＶ。
本实验是国内首次从小型猪种群中分离到

ＪＥＶ。 通过部分核苷酸序列分析，ＪＤＹ１、ＪＤＹ２、ＪＤＹ３
与 Ｂｅｉｊｉｎｇ⁃１ 核苷酸同源性分别为 ９８％ 、９８％ 和

９７％ ，与 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 疫苗株核苷酸同源性均为 ９５％ 。
通过 Ｅ 基因遗传进化树分析 ３ 株分离株均为

ＧＩＩＩ ＪＥＶ。
通过农业部批准 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 减毒疫苗可用于猪

乙型脑炎病毒的预防接种［１７］，足见国家对预防猪乙

型脑炎病毒感染的重视。 实验通过对分离到得北

京猪源 ＪＥＶ 的初步鉴定，证明近年在北京流行的仍

然为与 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 减毒株亲缘关系很近的 ＧＩＩＩ
ＪＥＶ。 进一步证明 ＳＡ１４⁃１４⁃２ 疫苗可以用于猪感染
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图 ９　 ３ 株新分离乙脑病毒 Ｅ 基因系统进化树分析

Ｆｉｇ． ９　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪＥＶ Ｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｎｅｗｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

ＪＥＶ 的预防接种，不仅对从源头上控制饲养人员和

实验人员 ＪＥＶ 的感染很有意义，而且对养猪业的发

展也很有意义。
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