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［摘　要］　为研究猪流行性腹泻病毒的流行情况并分析该病毒的培养特性，对甘肃、北京、河北、山

西、浙江五个猪场送检的疑似猪流行性腹泻病猪小肠内容物，用ＲＴ－ＰＣＲ方法进行检测，证明为猪

流行性腹泻病毒核酸阳性。然后将阳性病料进行传代培养、病毒含量测定以及特异性检验，证明获

得五株猪流行性腹泻病毒，分别命名为Ｎｉｎｇｘｉａ９、Ｂｅｉｊｉｎｇ５、Ｇａｏｃｈｅｎｇ８、Ｓｈａｎｘｉ１、Ｚｈｅｊｉａｎｇ０８。对分离的

毒株进行Ｓ基因全长测序及氨基酸序列分析。结果表明：五株分离毒株在盲传１９代开始出现明显

的细胞病变，盲传到 ２４代，出现稳定的细胞病变且五株分离毒株的 ２４代病毒含量在 １０４．５～５．０

ＴＣＩＤ５０／ｍＬ之间；用Ｓ蛋白进行进化树分析表明，五株分离毒株与近年来国内流行毒株亲缘关系很

近，在同一个进化分支上；分离的五株野毒株之间的氨基酸同源性高达９９．２％ ～９９．９％，而这五株

野毒与 ＧｅｎＢａｎｋ上提交的 ２０１１年、２０１２年分离的野毒株的之间的氨基酸同源性为 ９８．４％ ～

９９．９％；实验室分离毒株及国内近年流行毒株均与国内外经典毒株存在一定的共性，即特定位置氨

基酸的插入、缺失或置换。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ；ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

　　猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）为猪的一种冠状病毒，可引起猪的急
性、高度接触性肠道传染病猪流行性腹泻（ｐｏｒｃｉｎｅ
ｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａ，ＰＥＤ）。该病主要特征为脱水、
呕吐和腹泻。各种年龄和品种的猪均易感，尤其是

对哺乳仔猪危害最为严重，发病率高达１００％，死亡
率为３０％～８０％，是导致仔猪早期死亡的主要疾病
之一［１－２］。１９７１年英国首次报道了本病，随后在日
本、德国和比利时等许多国家均有报道，我国１９７６
年首次报道［３］，２０１３年美国爆发疫情，２０１４年德
国、加拿大报道了 ＰＥＤ的流行［４－５］，目前该病已经

成为影响养猪业的重要腹泻病之一。

ＰＥＤＶ为单股正链ＲＮＡ病毒，Ｓ糖蛋白位于病
毒粒子表面，在刺激机体产生中和抗体过程中发挥

重要作用，其中的 Ｓ１结构域包含主要中和抗原表
位［６－７］。Ｓ基因序列分析发现，在不同地区不同时
间分离的毒株之间变异都很大，近几年的流行毒株

和２０１０年以前的毒株以及传统疫苗毒株的差异主
要存在于Ｓ基因［８］，因此Ｓ基因是分析 ＰＥＤＶ流行
毒株的遗传变异和流行特点的主要切入点。

本研究对甘肃、北京、河北、山西、浙江五个猪

场疑似猪流行性腹泻病猪采集小肠内容物，

ＲＴ－ＰＣＲ方法进行检测确定为猪流行性腹泻病毒

感染。采用细胞培养法分离五株猪流行性腹泻病

毒，通过对 Ｓ基因序列进行了分析，结果表明该分
离株与国内当前流行株同源性很高，为进一步疫苗

的研究和猪流行性腹泻的防控奠定了基础。

１　材 料

１．１　病料　疑似猪流行性腹泻病猪小肠内容物，
收集于甘肃、北京、河北、山西、浙江五个地方猪场。

１．２　细胞和培养基　Ｖｅｒｏ细胞由北京大北农集团
动物医学研究中心保管和供应，ＤＭＥＭ 购自
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。
１．３　主要试剂　ＰＣＲ反应用试剂、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、
ＲＮＡ提取试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、
Ｔ载体等购自天根生化公司；胎牛血清和胰蛋白酶
均购自ＧＩＢＣＯ公司；ＰＥＤＶ特异性血清由大北农集
团动物医学研究中心制备。

１．４　引物合成和基因测序　由生工生物工程
（上海）股份有限公司完成。

２　方 法

２．１　病料的处理　取病猪小肠适量，刮取肠粘膜
和内容物，充分研磨，按照１

"

５的比例（重量
"

体

积）加入 ＰＢＳ，混匀，反复冻融 ３次，离心取上清，
０．２２μｍ滤膜过滤，滤液分装备用。
２．２　ＲＴ－ＰＣＲ检测　将病料进行 ＲＴ－ＰＣＲ检
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测，根据病毒 Ｓ蛋白编码基因的序列设计引物：正
向引物为 ５’－ＧＧＡＴＡＣＴＴＴＧＧＣＣＴＣＴＴＧＴＧ－３’；
反向引物５’－ＣＧＣＡＣＴＣＧＧＡＴＴＡＣＴＣＡＣＡＧＣ－３’。
ＰＥＤＶ预计扩增片段为４８４ｂｐ。取处理好的病料上
清液，按照ＱＩＡａｍｐ柱式ＲＮＡ提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）
提取 ＲＮＡ。用 Ｍ－ＭＬＶ合成 ｃＤＮＡ，总反应体系
２０μＬ：ＲＮＡ３μｇ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８Ｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．５μＬ、ｄＮＴＰｓ１μＬ、５×Ｆｉｒｓｔ－ＳｔａｎｄＢｕｆｆｅｒ４μＬ、
ＲＮＡｓｉｎ０．５μＬ、Ｍ－ＭＬＶ０．５μＬ、ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ补足至２０μＬ。轻轻混匀，３７℃水浴６０ｍｉｎ，
９５℃水浴５ｍｉｎ后，立即冰浴。以ｃＤＮＡ为模板，建
立５０μＬＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ、
ｄＮＴＰｓ２μＬ、正向引物１μＬ、反向引物１μＬ、ｃＤＮＡ２
μＬ、Ｔａｑ酶０．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。将ＰＣＲ反
应体系置ＰＣＲ仪内，９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃４５ｓ、
５０℃１ｍｉｎ、７２℃２ｍｉｎ进行３２个循环后，７２℃延
伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在１％ 琼脂糖凝胶电泳中进行
检测。

２．３　接种细胞和传代　取长满单层的 Ｖｅｒｏ细胞，
用ｐＨ７．４的 ＰＢＳ洗三次，按照１０％的比例接种上
述处理物，添加胰蛋白酶至终浓度１０μｇ／ｍＬ，３７℃
吸附１ｈ，然后加入含终浓度１０μｇ／ｍＬ胰蛋白酶的
无血清 ＤＭＥＭ维持液，３７℃５％ＣＯ２培养箱培养，
逐日观察，若无ＣＰＥ则７２ｈ收获，反复冻融３次后
按上述方法传代。如此操作盲传，观察是否产生

ＣＰＥ。同时设置空白细胞作为对照。
２．４　病毒含量测定　将分离毒株第２４代毒用细
胞维持液进行１０倍系列稀释，取１０－４、１０－５、１０－６、
１０－７四个稀释度，每个稀释度分别接种长满 Ｖｅｒｏ
细胞单层的９６孔细胞板６孔，１００μＬ／孔，同时设
阴性对照细胞６孔，３７℃５％ＣＯ２培养箱培养７２～
１２０ｈ，观察细胞病变，细胞颗粒增多、圆缩、细胞破
损、脱落判为感染。同时阴性对照组细胞孔应不出

现细胞病变。采用Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法，计算ＴＣＩＤ５０。
２．５　病毒的特异性检验　将第２４代毒用 ＤＭＥＭ
液稀释至１０３．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ与等量的 ＰＥＤＶ特异性
血清混合，置３７℃中和１ｈ，接种长满Ｖｅｒｏ细胞单
层的９６孔细胞板４孔，同时设不中和的病毒阳性
对照细胞４孔和仅接种细胞维持液的阴性对照细
胞４孔，３７℃５％ ＣＯ２培养箱培养７２～１２０ｈ，观察
细胞病变，中和组和阴性对照组均应不出现细胞病

变，而病毒对照组应出现细胞病变。

２．６　Ｓ基因序列分析　参照ＧｅｎＢａｎｋ中的ＰＥＤＶ－Ｓ
基因序列设计三对特异性引物。

Ｓ１－ｐ１：５′－ＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＧＧＴＡＡＧＴＴＧＣＴＡＧ－３′；
Ｓ１－ｐ２：５′－ＡＴＡＡＡＧＡＡＴＡＣＧＣＴＧＡＡＴＧＧＣ－３′；
Ｓ２－ｐ１：５′－ＧＧＣＡＣＴＧＡＣＧＡＴＧＡＣＧＴＴＴＣ－３′；
Ｓ２－ｐ２：５′－ＣＣＡＴＴＡＧＡＡＣＡＧＣＧＣＴＴＡＴＡＧＴＣＴ－３′；
Ｓ３－ｐ１：５′－ＴＴＴＴＴＡＡＴＡＡＡＧＴＧＧＴＴＡＣＴＡＡＴＧＧ－３′；
Ｓ３－ｐ２：５′－ＣＴＧＴＧＴＣＡＡＴＣＧＴＧＴＡＴＴＧＡＡＡＡＡＧ－３′。

按照２．２的方法分别提取五株分离毒株２４代
病毒的ＲＮＡ并进行反转录和ＰＣＲ，Ｓ１片段ＰＣＲ反
应条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ，９５℃ ５０ｓ、５２℃
１ｍｉｎ、７２℃ ２ｍｉｎ进行 ３２个循环后，７２℃延伸
５ｍｉｎ。Ｓ２片段 ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性
５ｍｉｎ，９５℃５０ｓ、５０℃１ｍｉｎ、７２℃２ｍｉｎ进行３２
个循环后，７２℃延伸５ｍｉｎ。Ｓ３片段 ＰＣＲ反应条
件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃ ５０ｓ、５４℃ １ｍｉｎ、
７２℃ ２ｍｉｎ，进行３２个循环后，７２℃延伸 ５ｍｉｎ。
扩增产物经电泳和回收后连接到 Ｔ载体进行测序
分析，对Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３序列进行拼接，将拼接完全的 Ｓ
基因进行氨基酸序列推导，并进行遗传进化分析和

序列比对。

３　结 果

３．１　ＲＴ－ＰＣＲ检测结果　将病料提取物进行
ＲＴ－ＰＣＲ检测，扩增Ｓ基因片段为４８４ｂｐ，结果见图１。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－５：样品；６：阴性对照

图１　病料中ＰＥＤＶ的ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

３．２　病毒的分离培养结果　将上述样品处理后接
种于Ｖｅｒｏ细胞，经过１９代盲传后开始出现细胞病
变，再继续传５代以后，细胞病变出现时间和病变
类型基本稳定，约在接种后４８－５２ｈ出现明显细胞
病变，主要表现为细胞颗粒增多，圆缩，细胞破损，

脱落（图２）。
３．３　病毒含量测定　将第２４代病毒进行病毒含
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量测定，Ｎｉｎｇｘｉａ９为 １０４．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ，Ｂｅｉｊｉｎｇ５为
１０４．７５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ，Ｇａｏｃｈｅｎｇ８为 １０５．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ，
Ｓｈａｎｘｉ１为 １０４．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ０８为 １０５．０

ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。
３．４　病毒的特异性检验　病毒中和试验结果表

明，分离的ＰＥＤＶ具有特异性，病毒被特异性血清
中和后接种细胞没有出现ＣＰＥ，阴性对照也没有出
现ＣＰＥ，接种病毒组细胞出现典型的ＣＰＥ。
３．５　Ｓ基因序列分析结果　五株分离毒株２４代病毒
的Ｓ蛋白全长氨基酸序列进化树分析结果见图３。

Ａ－Ｅ：５个分离株；Ｆ：阴性对照

图２　猪流行性腹泻病毒病变图（４００×）

图３　Ｓ蛋白全长氨基酸序列进化树分析
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　　ＰＥＤＶ主要分为三个进化群，群Ⅰ由本实验室
分离的五株野毒株（Ｎｉｎｇｘｉａ９、Ｂｅｉｊｉｎｇ５、Ｇａｏｃｈｅｎｇ８、
Ｓｈａｎｘｉ１、Ｚｈｅｊｉａｎｇ０８）以及２０１１年腹泻病爆发后各
大高校和科研院所分别于２０１１年、２０１２年分离的
野毒株（ＨＢ－２０１２－４、ＨＢ－２０１２－１、ＢＪ－２０１１－１、
ＢＪ－２０１１－２、ＢＪ－２０１１－３、ＧＤ－Ｂ、ＣＨ１７－ＧＺ、
ＣＨ－ＳＤＬＹ－２０１１、ＺＭＤＺＹ－２０１１、ＺＢ）组成；群Ⅱ
主要由国内外经典毒株组成，包括中国２００４年到
２００７年分离毒株（ＤＸ、ＬＪＢ－０３、ＪＳ－２００４－２、ＬＺＣ、
ＣＨ －Ｓ），韩 国 毒 株 （ＰａｒｅｎｔＤＲ１３、ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ＤＲ１３），比利时毒株（ＣＶ７７７），法国毒株（Ｂｒｌ－８７），
日本毒株（ＭＫ、８３Ｐ－５）；群Ⅲ由一株韩国分离株
（Ｃｈｉｎｊｕ９９）和两株日本分离株（ＫＨ、ＮＫ）组成。

根据推导的氨基酸序列进化树结果将群Ⅰ中本
实验室分离的五株野毒株以及 ＧｅｎＢａｎｋ上提交的
２０１１年、２０１２年分离的五个野毒株（ＨＢ－２０１２－４、

ＨＢ－２０１２－１、ＢＪ－２０１１－１、ＢＪ－２０１１－２、
ＢＪ－２０１１－３）与群Ⅱ中国内外经典毒株（ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ＣＶ７７７、ａｔｔｅｎｕａｔｅｄＤＲ１３、ＣＶ７７７、ＰａｒｅｎｔＤＲ１３、ＤＸ、
ＬＪＢ－０３、ＪＳ－２００４－２、ＬＺＣ）的全长 Ｓ蛋白进行氨
基酸序列比对分析，采用 ＣｌｕｓｔａｌＷ法比对，有如下
结果：实验室分离的五株野毒株 Ｎｉｎｇｘｉａ９、Ｂｅｉｊｉｎｇ５、
Ｇａｏｃｈｅｎｇ８、Ｓｈａｎｘｉ１、Ｚｈｅｊｉａｎｇ０８之间的氨基酸同源
性高达９９．２％ ～９９．９％，而这五株野毒与 ＧｅｎＢａｎｋ
上提交的２０１１年、２０１２年分离的野毒株之间的氨
基酸同源性为９８．４％ ～９９．９％，其中 ＢＪ－２０１１－２
与 Ｂｅｉｊｉｎｇ５、Ｓｈａｎｘｉ１、Ｇａｏｃｈｅｎｇ８之间的氨基酸
同源性稍低，分别为 ９８．５％、９８．８％、９８．７％，
ＣＨ－ＺＭＤＺＹ－２０１１与本实验室分离的五株野毒同
源性也较低为９８．４％～９９．１％，说明本实验分离的
野毒株与２０１１年腹泻大流行的毒株具有很高的同
源性（表１）。

表１　群Ⅰ中流行毒株与群Ⅱ中国内外经典毒株之间Ｓ蛋白氨基酸序列比较

　　群Ⅰ中的十个毒株与群Ⅱ中的国内外经典毒
株，无论是野毒株还是疫苗株，氨基酸序列变化存

在如下共性：存在两个部位的氨基酸插入，一个是

位于５９～６２ａａ位，插入了 ＱＧＶＮ四个氨基酸，另一
个是位于１４０ａａ位，插入了 Ｎ一个氨基酸；存在一
个部位氨基酸的缺失，位于１６３～１６４位的两个氨
基酸缺失，Ｎ（Ｄ）Ｉ（Ｔ）；存在２６处氨基酸置换，氨基
酸置换个数由１个到５个不等（图４、表２）。
４　讨 论

ＰＥＤＶ对细胞、培养条件的要求较高，自 ２０

世纪７０年代报道以来，直到 １９８８年 Ｈｏｆｆｍａｎ等
通过在培养基中添加胰酶的方法才首次利用细胞

培养方法成功分离到一株 ＰＥＤＶ［９］，此后陆续有采
用相同的方法成功分离到 ＰＥＤＶ的报道［１０－１１］。

本研究参考国内外文献，在维持液中加入终浓度

１０μｇ／ｍＬ的胰蛋白酶，利用 Ｖｅｒｏ细胞成功分离到
五株ＰＥＤＶ。

已知ＰＥＤＶ为冠状病毒，可将其 Ｓ蛋白人为划
分为Ｓ１区（１～７８９ａａ）和Ｓ２区（７９０～１３８７ａａ）。其
中，Ｓ１区为主要的抗原表位存在区［１２－１３］，序列分析

·７１·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（７）：１３～１９／王贵华，等　·８１·



　２０１６，５０（７）：１３～１９／王贵华，等 中国兽药杂志

表２　群Ⅰ中变异毒株与群Ⅱ中国内外经典毒株之间
Ｓ蛋白全长的氨基酸差异

变异情况 氨基酸个数 氨基酸变化 位置

替换 ３ ＱＳＴ→ＳＡＮ ２７～２９
４ ＳＭＮＳ→ＩＧＥＮ ５５～５８
１ Ｓ→Ｔ ６４
５ ＧＴＧＩＥ→ＡＧＱＨＰ ６８～７２
１ Ｌ→Ｖ ８２
１ Ｙ→Ｈ ８４
２ ＤＳ→ＲＧ ８６～８７
１ Ｑ→Ｈ ８９
１ Ｉ→Ｔ １２０
２ ＤＮ→ＳＩ １３０～１３１
１ Ｖ→Ａ １３８
３ ＤＧＫ→ＥＨＳ １６１～１６２
１ Ａ→Ｓ １７９
１ Ｈ→Ｙ １８４
１ Ｉ（Ｌ）→Ｆ １８７
１ Ｒ→Ｋ １９７
３ Ｋ（Ｒ）ＲＳ→ＳＧＧ ２０１～２０３
１ Ｔ→Ｅ ２１１
１ Ｙ→Ｓ ２２８
１ Ｅ→Ｑ ２３０
１ Ｓ（Ｔ）→Ｉ ２３８
２ ＤＳ→ＥＰ ２４７～２４８
１ Ｌ→Ｖ ２７１
１ Ｍ→Ｉ ３０５
１ Ｌ→Ｆ ３４７
１ Ｔ→Ｉ ３６９

插入 ４ ＱＧＶＮ ５９～６２
１ Ｎ １４０

缺失 ２ Ｎ（Ｄ）Ｉ（Ｔ） １６３～１６４

表明２６处置换全位于Ｓ１蛋白氨基酸序列之中，主
要位于前３６９ａａ中，且氨基酸的插入和缺失也位于
该区域中。位于中和抗原表位８３～２７６ａａ处的的
替换有１９处；位于线性表位２４８～２８０为２处。

冠状病毒Ｓ１基因的变化能体现病毒的变异情
况。由氨基酸序列比对分析表明流行毒株的氨基

酸序列变化主要存在于 Ｓ１区，氨基酸序列的变化
有可能是导致病毒变异的原因［１４－１７］。Ｓ基因氨基
酸进化树分析表明，本实验室分离的五株猪流行性

腹泻病毒株与国内当前流行株同源性很高，将其致

弱作为候选疫苗株，对于猪流行性腹泻防控具有重

要的实践意义。
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