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Abstract : 112 faecal samples of dogs collected f rom August 2003～J anuary 2004 were tested for

t he p resence of Cani ne coronavi rus (CCV) using a nested2PCR wit h conserved primers for t he M

gene. 18 out of 43 diarrhea feces f rom dogs housed singly of Nanjing city were CCV positively ,

and the CCV detectable rate were po sitively correlated wit h seasons , it was higher in winter t han

t hat of in summer and aut umn. 58 out of 69 feces f rom heat hy dogs t rained in group s were posi2
tive for CCV , and t he positive ratio of samples of dog schools f rom Shenyang (34/ 39) was higher

t han t hat of f rom Nanjing (24/ 30) . Sequence analysis of 4 CCV M gene f ragment s , two f rom pos2
itive diarrhea samples of Nanjing and two f rom heat hy samples of Shenyang , showed t he presence

of the CCVs wit h high similarity (94. 8 %～96. 7 %) to t he CCV of giant panda f rom China in t he

GenBank. All t he CCVs detected in this survey were type Ⅱconfirmed by a PCR gene typing.

Key words :Canine coronavirus ; type ⅡCCV ; nested2PCR.

摘要 :自 2003年夏至 2004年初的 8个月内收集犬粪样 112份 ,其中南京地区家庭单养的腹泻犬粪便 43份 ,某养犬

场群养健康犬粪便 30份 ,沈阳地区某养犬基地群养健康犬粪便 39份 ,用套式 PCR方法检测犬冠状病毒 (CCV)。

结果显示 ,南京家庭单养腹泻病犬 CCV 阳性率为 40. 9 % (18/ 43) ,CCV 检出率与季节相关 ,冬季的检出率较高。

健康犬阳性率为 84. 1 %(58/ 69) ,其中沈阳某场健康犬 CCV的感染率 (87. 2 %)高于南京某犬场 (80. 0 %)。取南京

腹泻犬和沈阳健康犬阳性样本各 2份测序 ,结果表明 ,4个样本 M基因 212bp 的序列与 GenBank登录的中国大熊

猫源的 CCV同源性最高 (94. 8～96. 7) ,并且南京和沈阳 CCV毒株之间存在一定序列差异。所有阳性样本用 CCV

基因型鉴别 PCR鉴定 ,均为 CCVⅡ型。
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　　犬冠状病毒 (Cani ne coronavi rus , CCoV)是引

起犬急性胃肠炎的重要病原 ,CCoV 与猪传染性胃

肠炎病毒 ( T ransmissible g ast roenteri t is V i rus ,

T GEV) 、猫的冠状病毒 ( Fel i ne Coronavi ruses ,

FCoV) 、人冠状病毒 ( H um an Coronavi rus 229 E ,

HCoV 229 E)等同属于冠状病毒第 I群[1 ]。冠状病

毒基因组 RNA 在复制时采用独特的套式转录 ,基

因组的错配率和重组率都很高 ,从而导致冠状病毒

的变异株多[2 ]。不同动物来源的冠状病毒之间也可

发生同源重组[3 ]。在 2003 年引起世界恐慌的

SA RS CoV ,很可能就是不同宿主来源冠状病毒重

组的结果[4 ]。CCV不仅不断有新的变异株发现 ,而

且有较广的宿主范围[5～7 ]。Erles[ 8 ]等最近报道 ,证

实冠状病毒也是犬传染性呼吸道综合征 (Canine in2
fectious respiract ry syndrome diseases , CIRD) 的

重要病原 ,其 S基因与 HCoV2OC43和牛冠状病毒
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(BCoV)同源性最高 ,可能来源于 OC43或 BCoV。因

此 ,对 CCV的研究有潜在的公共卫生意义。

国内外的犬群中普遍存在 CCV的感染 ,也时有

检出 CCV的报道。由于 CCV没有血凝性 ,直接检测

病毒困难 ,电镜观察和细胞培养分离病毒 ,操作繁琐

且容易漏检。PCR方法在病毒检测中具有较好的特

异性和敏感性 ,但是如果样本中病原含量很少 ,仅仅

一次 PCR可能扩增不出足够检测量的目的片段。另

外 ,由于 PCR的高度灵敏性 ,有时可能还会有假阳性

结果出现。而套式 PCR方法 ,先以一对引物扩增极

微量的病原目的片段 ,然后再以一对更特异的引物 ,

以第一次 PCR的产物为模板 ,进行第二次扩增 ,能进

一步提高 PCR的敏感性和准确性 ,而且排除了第一

次结果的非特异性。目前国内一些研究者也建立一

些检测 CCV的方法[9 ,10 ] ,但尚未系统地对国内 CCV

的流行情况进行调查。本试验采用 Pratelli[11 ]等建立

的套式 PCR方法 ,对采集自南京、沈阳两地的 112份

腹泻和健康犬粪便进行检测和基因型分析 ,以调查

CCV的流行情况及病毒的基因型 ,为研究 CoV的演

化研究提供借鉴。

1　材料与方法

1. 1　细胞及参考毒株

CCV21271参考株及 A72细胞 (犬纤维肉瘤细胞

系)均由德国吉森大学 Baljer 教授惠赠。细胞用含

10 %新生犊牛血清的 MEM营养液培养 ,CCV 1271

增殖维持液为含 2 %新生犊牛血清的 MEM。

1. 2　引物

参照文献[11 ]发表的 M基因的套式引物序列合

成下列引物 (所有引物由上海皓嘉公司合成) :

CCV1 :5′2TCC A GA TAT GTA ATG TTG GC23′

CCV2 : 5′2TCT GTT GA G TAA TCA CCA GCT23′

CCV3 :5′2GGT GTC ACT CTA ACA TTG CTT23′

CCV1a :5′2GT G CT T CCT GAA GGT ACA23′

套式 PCR : 第一轮 PCR 用引物 CCV1 和

CCV2 ,可扩增 409bpM 基因片段 ,第二轮 PCR ,以

100倍稀释的第一轮 PCR 产物为模板 ,用引物

CCV2和 CCV3可扩增的到 212bp 的产物。

CCV分型 PCR : 以 100 倍稀释的第一轮 PCR

产物为模板 ,如果样本中有 I型 CCV ,用引物 CCV2

和 CCV1a可扩增的到 239bp 目的片段。

1. 3　RNA提取及 cD NA合成

将 CCV 1271接种 A72细胞 ,至 80 %以上细胞

出现病变后冻融 3 次收获病毒 ,以此病毒液作为检

测时的阳性对照。

待检犬粪便 ,用 p H7. 4 0. 01 mol/ L 的 PBS进

行 5倍稀释后 ,5000r/ min 4℃离心 20min ,取上清

保存于220℃待检。

RNA提取 取 200μL 粪便上清加 1mL Trizol

(32ZOL) (MDBio 公司产品)按说明书进行操作 ,提

取 RNA。

cDNA 合成 R T 反应体系组成 : RNA 模板

5μL ,5 ×反转录缓冲液 4μL , 10 mmol/ L dN TPs

2μL ,下游引物 (30p mol/μL ) 0. 5μL , M2ML V ( Pro2
mega公司产品) R T 1μL ,RNasin (华美生物公司产

品) 0. 5μL ,加 dd H2 O 至终体积 20μL ,然后 42℃孵

育 1h. ,95℃5min. 。

1. 4　PCR反应体系建立及敏感性检测

用参考株 CCV 1271 对 PCR 反应体系进行优

化 ,最终确立套式 PCR的反应体系条件如下 :模板

DNA 5μL , 10 ×PCR 缓冲液 2. 5μL , 25mmol/ L

MgCl2 2μL , 10mMdN TPs 1μL , 引物 各 0. 5μl

(30p mol/μL) , TaqDNA聚合酶 (5U/μL ) 0. 5μL ,用

dd H2O调整终体积至 25μL。反应条件 : 94℃30s、

55℃30s、72℃1min ,扩增 35个循环 ,最后 72℃延伸

5min。

用以上的反应体系和条件检测含 1 TCID50～

1000 TCID50的 CCV 1271 细胞培养物 ,以确定该方

法的敏感性。

1. 5　犬粪样的采集和检测

2003年 7月至 2004年 1月在南京宠物门诊采

集到腹泻病犬粪样 43份 ,南京某养犬场群养健康犬

粪样 30份 ,沈阳某养犬基地群养健康犬粪样 39 份
(参见表 1、表 2) 。用以上建立的套式 PCR方法进

行检测。

1 . 6　测序分析

分别选取南京腹泻阳性样本 N14、N17和沈阳

阳性粪样 S1、S24的第二轮 PCR产物进行测序 ,测

序结果与 GenBank 上发表的 CCV 序列进行比对 ,

然后用 DNAstar 进行同源性和系统进化分析。测

序由上海中科开瑞公司完成。

2　结　果

2. 1　犬粪便中 CCV的检测

通过敏感性检测 ,所采用的套式 PCR方法可检

出 1×TCID50的 CCV 1271。第一轮 PCR可得到大

小为 409bp 的目的片段 ,第二轮 PCR可得到 212bp

的目的片段 (图 1) 。

　　43份腹泻犬的粪样中共检出阳性的 18 份 ,阳

性率为41 . 9 % (18/ 43) (表1 ,图2) ,不同季节的样
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图 1　A CCV 1271 的套式 PCR

Fig. 1　Nested2PCR of CCV 1271

1 ,Products of the first PCR; 2 , Products of the second PCR;3 ,Marker.

本 CCV的检出率之间有显著的差异 ( P < 0. 05) ;

表明 CCV的感染与季节相关 ,冬季的检出率高于

夏秋季 ;不同症状之间的差异不显著 ;不同年龄段的

检出率差别很大 ,但由于老龄犬样本较少没有进行

统计学比较 (表 2) 。粪样取自二十几个犬品种 (未

列出) ,每个品种的数量太少 ,缺乏统计学意义 ,因此

未进行品种间的比较。健康犬粪样中 ,南京的检出

率为 80. 0 %(24/ 25) ;沈阳为 87. 2 %(34/ 39)地区之

间差异不显著 ,但与南京腹泻犬粪便中 CCV 检出

率相比 ,都有显著差异 ( P < 0. 05) (表 2) 。

图 2　部分被检粪样的第二轮 PCR产物
Fig. 2　The second products of the nested2PCR for some samples.
1 ,Marker ;2 ,CCV 1271 ;3～6 , Tested feces.

表 1　不同症状、年龄和采样时间腹泻犬粪样 CCV的检测结果
Table 1 　The presence of CCV in different symptom , age

and sampling time feces
Total no. of

samples tested
No. of samples

positive for CCV
Positive
rate ( %)

Symptom
　Diarrhea 29 12 41. 4
　Bloody stool 14 6 42. 9
　Total 43 18 41. 9
Age (mont h)
　2～12 33 10 30. 0
　12～72 6 5 83. 3
　> 72 4 3 75. 0
　Total 43 18 41. 9
Sampling time
　2003. 7～2003. 11 21 6 28. 5
　2003. 12～2004. 1 22 12 54. 5
　Total 43 18 41. 9

表 2　腹泻及健康犬粪样中 CCV的检测结果

Tab. 2　The presence of CCV in feces of diarrhea and heath dogs

Groups Area Sampling time Age (mont h) Samples Positive amples ( %) State

Ι

Ⅱ

Ⅲ

Total

Nanjing

Nanjing

Shengyang

2003. 7～2004. 1

2003. 12～2004. 1

2003. 12～2004. 1

2～96

2～6

< 1

3～7

43

30

13

26

112

18 (41. 9)

24 (80. 0)

11 (82. 3)

23 (88. 5)

76 (68. 76)

Diarrhea/ housed

Healt h/ grouped

Healt h/ grouped

2. 2　CCV的基因型分析

所有粪样第一轮 PCR产物均用 CCV2、CCV1a

进行检测 ,结果全部为阴性 ,没有检测到 I型 CCV。

2. 3　序列测定与分析

将 4份第二轮 PCR扩增的阳性片段测序后得

到的序列与 GenBank 的 CCV 序列进行比对 ,与之

相符 ,证明检测到确实是 CCV。采用 DNAstar 软

件 ,将所得到的南京 CCV NJ 14、CCV NJ 17及沈阳

CCV SY1、CCV SY24样本 CCV 的序列均与 Gen2
Bank上部分已知的 I群冠状病毒进行比较分析。

结果显示 ,本试验得到的序列与来自中国大熊猫中

的 CCV (A Y436635)同源性最高 ,在 94. 8～96. 7 %

之间 ,与 T GEV ( AJ 271965 ) 的同源性 ( 93. 9～

95. 8 %)高于 FCV UCD1 (79. 7～83. 5 %)和 FCV

7621683 (78. 3～82. 1) (图 3 ,4) 。此外 ,南京和沈阳

检出的 CCV的 M 基因之间存在着轻度差异 ,但在

进化树上都位于同一大的分枝上。(本研究得到的

CCV1271、CCV NJ 17、CCV S24 序列已经在 Gen2
Bank上登录 ,登录号分别为A Y702646、A Y704917、

A Y702644)

3　讨　论

国内外的犬群中普遍存在 CCV 的感染。Ten2
nant 等血清学调查表明 ,英国某些犬群 CCV 抗体

阳性率在 76 %～100 %之间[ 12 ]。Pratelli等指出 ,意

大利腹泻犬粪便中 CCV阳性率为 42. 8 %[13 ]。日本

学者对腹泻犬肛拭子的检查结果表明 ,CCV 带毒率

为 55. 4 %[ 14 ]。国内也在 CCV的流行病学方面做过

工作 ,本课题组的张伯强等 (1994) [15 ]用 EL ISA 法

检测南京地区 CCV 的流行情况 ,证明在南京犬群

中有 CCV的流行 ,腹泻犬中 CCV 的感染有超过犬

细小病毒的趋势。乔军等建立了基于 S基因的
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图 3　犬粪样中 CCV M基因片段与已知Ⅰ群冠状病毒的同

源性比较

Fig. 3 　Nucleotide identity and divergence of CCV M gene

(212bp) f rom dog feces with some known group Ⅰ

coronaviruses

图 4　南京和沈阳犬粪样 CCV M基因 (212bp)

序列的系统进化树

Fig. 4　Phylogenetic t ree of partial CCV M gene nucleotide

sequence (212bp) f rom Nanjing and Shenyang feces.

CCV套式 PCR方法[9 ] ,胡桂学等建立了 CCV 的核

酸探针检测方法[ 10 ]。但是迄今为止 ,国内尚未有人

对犬群内的 CCV进行系统的分子流行病学调查。

本研究采用套式 PCR方法 ,检测了 112 份犬粪便 ,

其中腹泻和健康犬粪样中 CCV 的检出率分别为

41. 9 %和 85. 5 %。地区之间检出率差异不大 ,但腹

泻犬粪样中的检出率与季节有相关性 ,这与 Randall

等的血清学调查的结果相似[16 ]。在本研究中 ,腹泻

犬粪中 CCV 的检出率低于健康犬。分析原因 ,可

能是因为腹泻犬来自兽医门诊 ,每个病例都是家庭

单独饲养的宠物犬 ,而健康犬都是来集中饲养的养

殖场 ,一旦有 CCV的感染 ,很容易通过接触在整个

犬场中传播 ,并表现为健康带毒。Naylor 等对澳大

利亚犬群 CCV 抗体进行了检测 ,证明散养犬和群

养犬血清 CCV 抗体阳性率分别为 15. 8 %和 40.

8 %[17 ] ,与本试验的结果不谋而合。

Pratelli等[ 18 ,19 ]证实 ,在犬群中有两种 CCV 基

因型流行 ,新发现的一种与 I 型 FCoV 相近 ,为

FCoV2like CCV ,建议参照 FCoV 的分型 ,将其称为

I型 CCV ;而目前已知的所有 CCV 毒株均与 II型

FCoV相近 ,归为一类 ,称为 Ⅱ型 CCV。在此基础

上 ,根据两型的 M基因序列的差异设计了用于鉴定

FCoV2like CCV的引物 CCV1a [18 ]。本研究采用了

Pratelli等设计的 CCV 分型 PCR ,但是没有检测到

I型的 CCV ,表明国内 CCV 的基因型不同于意大

利 ,后者腹泻犬粪中 I型 CCV 的检出率为 14. 5 % ,

两种基因型共感染率为 76. 8 %[19 ]。

在所检的腹泻粪样中 ,CCV 感染的占有很大比

例 (41. 9 %) ,但是其致病意义尚不清楚。一般认为

犬可以健康携带 CCV ,一旦有 CPV、腺病毒 (CAV)

等其它肠道病原感染或应激等引发的胃肠炎 ,CCV

的存在就会加重病情 ,甚至导致死亡。但也有研究

表明 ,CCV存在致病株与非致病株的差异[20 ] ,本研

究未发现严重腹泻与一般腹泻的样本之间 CCV 检

出率的差异 ,可作为旁证。

本研究得到 CCV地方株 M基因的序列与中国

大熊猫的 CCV同源性最高 ,达 94. 8～96. 7 % ,说明

此种基因型的 CCV中国普遍存在。CCV 的宿主比

较广泛 ,业已证实 ,实验条件下 CCV 可感染猫和

猪[21 ,22 ]。如果自然条件下 CCV 能感染其他动物 ,

就为 CCV与其他动物源的 CoV发生同源重组提供

了条件 ,从而具有潜在的流行病学意义 ,应予重视。
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