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［摘　 要］ 　 对山东省某养殖场的腹泻病料进行检测，确认为猪丁型冠状病毒（ＰＤＣｏＶ）阳性。 使用

ＳＴ 细胞分离到一株 ＰＤＣｏＶ，命名为 ＳＤ 株。 全基因序列测定以及与 ＧｅｎＢａｎｋ 中其他 ６８ 株 ＰＤＣｏＶ
全基因序列比对分析以及遗传进化分析结果表明：ＰＤＣｏＶ ＳＤ 株的全基因组（不包括 ３＇ｐｏｌｙ（Ａ）尾）
序列长度为 ２５４１４ 个核苷酸（ｎｔ），与参考株 ＨＫＵ１５－１５５、ＣＨ ／ Ｓｉｃｈｕａｎ ／ Ｓ２７ ／ ２０１２ 和 ＣＨ－ＨＢ－２０１４ 的

核苷酸同源性分别为 ９８． ９７％、９９． ０６％和 ９９． １３％；此外，在 ｎｓｐ２ 区的 １７３９ ～ １７４４ 位 （对应于

ＨＫＵ１５－４４序列）中的 ６ ｎｔ（ＴＴＴＧＡＡ）缺失和 ｎｓｐ３ 区的 ２８１０ ～ ２８１８ 位的 ９ ｎｔ（ＴＣＧＧＣＡＡＴＧ）缺失为

特征性基因突变；６９ 株 ＰＤＣｏＶ 呈现出明显的地域特征，其中美国与韩国的 ＰＤＣｏＶ 毒株为一个大分支，
越南与泰国 ＰＤＣｏＶ 毒株为另一个小分支，中国的 ２３ 株 ＰＤＣｏＶ 则呈现出 ４ 个小分支，充分展现了该病

毒的基因多样性。 试验可为中国 ＰＤＣｏＶ 的流行病学和诊断研究以及进一步的疫苗开发提供参考。
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ｒｅｇｉｏｎ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ６９ ＰＤＣｏＶ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ． Ａｍｏｎｇ
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Ｖｉｅｔｎａｍ ａｎｄ Ｔｈａｉｌａｎｄ ｆｏｒｍｅｄ ａｎｏｔｈｅｒ ｓｍａｌｌ ｂｒａｎｃｈ． Ｂｅｓｉｄｅｓ ｔｈａｔ， ａ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ２３ ＰＤＣｏＶ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｓｈｏｗｓ ｆｏｕｒ
ｓｍａｌｌｅｒ ｂｒａｎｃｈｅｓ， ｆｕｌｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＰＤＣｏＶ． Ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ｗｉｌｌ ｆａｃｉｌｉａｔｅ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ＰＤＣｏＶ ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖａｃｃｉｎｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｎｏｒａｖｉｒｕｓ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｄｉａｒｒｈｅａ； ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 猪丁型冠状病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，
ＰＤＣｏＶ）是近年来危害养猪业的重要病毒性腹泻病

原，与猪流行性腹泻 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｏｅａ，
ＰＥＤ）的发病情况极为类似，临床上较难区分［１］。
发病初期仔猪表现为哺乳、吃食后出现呕吐，呕吐

物呈黄色或乳白色，并常伴有水样腹泻。 发病后

期，病猪表现为脱水、行走蹒跚以及精神沉郁等，发
病严重者可能死亡［２－４］。

ＰＤＣｏＶ 属于尼多病毒目内的冠状病毒科，为含

有囊膜的单链正义 ＲＮＡ 病毒［８］。 自 ２０１３ 年以来，
在美国、韩国、中国、日本、欧洲等地检测到 ＰＤＣｏＶ
的流行［９－１１］。 为了进一步探究 ＰＤＣｏＶ 在中国的具

体流行情况，对 ２０１４－２０１６ 年间采集自河北、河南、
山东、广东和陕西省的 ５６ 份粪便和肠组织样本进

行了多种腹泻病原检测，对确认为 ＰＤＣｏＶ 阳性的

样本进行了病毒分离、全基因序列测定、比对分析

与遗传进化分析，以期为该病的防控提供基础

支撑。
１　 材　 料

１．１　 样本 　 腹泻仔猪肠组织与粪便样品来自于

２０１４－２０１６ 年间收集的河北、河南、山东、广东与陕

西省等地养殖场。
１．２　 细胞　 ＳＴ 细胞由陕西诺威利华生物科技有限

公司提供。
１．３　 主要试剂　 病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒、反转

录酶 Ｍ－ＭＬＶ、Ｅｘ Ｔａｑ Ｐｒｅｍｉｘ 以及 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ
Ｐｒｅｍｉｘ 为宝生物工程（大连）有限公司产品。
２　 方　 法

２．１　 病料前处理与核酸提取　 取肠组织与粪便样

品少量置于 １５ ｍＬ 离心管，添加质量体积比为 １ ∶ ５

的生理盐水，使用匀浆机进行匀浆处理，然后进行 ３
次冻融，之后于 ４ ℃低温离心机进行 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ，取上清液，使用病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取

试剂盒，按说明书步骤进行核酸提取。
２．２　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测　 参考 Ｌｉｎｄａ Ｊ． Ｓａｉｆ 文献［５］合成

针对 Ｍ 基因的检测引物 ＰＤＣｏＶ －Ｍ５４１ － Ｆ： ５ ＇ －

ＣＧＣＧＴＡＡＴＣＧＴＧＴＧＡＴＣＴＡＴＧＴ－３＇，ＰＤＣｏＶ－Ｍ５４１－

Ｒ： ５ ＇ － ＣＣＧＧＣＣＴＴＴＧＡＡＧＴＧＧＴＴＡＴ － ３ ＇。 根 据

Ｍ－ＭＬＶ反转录酶说明书进行反转录操作制备

ｃＤＮＡ，然后配制 ＰＣＲ 反应液，其中 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
１２．５ μＬ，上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，ｃＤＮＡ
１ μＬ，补水至 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ
预变性；然后 ３５ 个循环进行 ９４ ℃ ３０ ｓ（变性），
５５ ℃ ３０ ｓ（退火）与 ７２ ℃ ３０ ｓ（延伸）；最后延伸

７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 取 ＰＣＲ 产物于 １％琼脂糖凝胶中进

行电泳，判定检测结果。 同时参考 Ｓｏｎｇ Ｄ 文献［６］

合成用于检测猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）、猪传染

性胃 肠 炎 病 毒 （ ＴＧＥＶ ） 与 猪 Ａ 群 轮 状 病 毒

（ＰＲｏｔａＶ）的检测引物，用于腹泻病料的检测。
２．３　 病毒分离 　 将 ＰＣＲ 检测为 ＰＤＣｏＶ 阳性的腹

泻样品匀浆液冻融三次，４ ℃低温离心机中 １２０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后，取上清液经过 ０．２２ μｍ 滤膜

过滤后液体［１２］，接种健康 ＳＴ 细胞，并持续观察细

胞状态，接毒后 ７２ ～ ９６ ｈ 收毒，或待细胞病变为

８０％时收毒。
２．４　 全序列测定与比对分析 　 参考 Ｗａｎｇ Ｌ 文

献［２］合成用于 ＰＤＣｏＶ 全序列扩增测序的 １６ 对引

物，分段扩增后送苏州金唯智生物科技有限公司，
连接 ｐＣＲ－Ｂｌｕｎｔ 载体进行测序，并拼接测序结果，比
对分析测序结果与其他 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰＤＣｏＶ 序列。
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２．５　 遗传进化分析　 基于测定的 ＰＤＣｏＶ ＳＤ 株全

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中另外 ６８ 株 ＰＤＣｏＶ 全序列，绘制

进化树，进行遗传进化分析。
３　 结　 果

３．１　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示

为 ＰＤＣｏＶ 阳性（图 １Ａ），同时检测 ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、
ＰＲｏｔａＶ 为阴性。 ＰＤＣｏＶ 阳性 ＰＣＲ 产物送测序后，

比对测序结果确认为 ＰＤＣｏＶ 的 Ｍ 基因序列。 同时

针对 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 与 ＰＲｏｔａＶ 的检测均为阴性

（图 １Ｂ）。
３．２　 分离病毒结果　 检测为 ＰＤＣｏＶ 阳性的粪便样

品，经离心取上清并过滤，接种 ＳＴ 细胞 ４８ ｈ 后

（４８ ｈｐｉ）出现明显的细胞病变（ＣＰＥ）（图 ２），同时该

ＰＤＣｏＶ 毒株可在 ＳＴ 细胞上稳定传代 ２０ 代以上。

Ａ： Ｍ－ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－检测为阳性的 ＰＤＣｏＶ 粪便样品；２－阳性对照（根据检测引物合成的阳性质粒）；３－阴性对照

Ｂ： Ｍ－ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－ＴＧＥＶ 阳性对照（根据检测引物合成的阳性质粒）；２－ＴＧＥＶ 阴性对照；３－粪便样品；

４－ＰＥＤＶ 阳性对照（根据检测引物合成的阳性质粒）；５－ＰＥＤＶ 阴性对照；６－粪便样品；

７－ＰＲｏｔａＶ 阳性对照（根据检测引物合成的阳性质粒）；８－ＰＲｏｔａＶ 阴性对照；９－粪便样品

Ａ： Ｍ－ ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－Ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｓ ＰＤＣｏＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ；２－Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；３－ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｂ： Ｍ－ ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－ ＴＧＥＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；２－ Ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｓ ＴＧＥＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ；３－ ＴＧＥＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

４－ ＰＥＤＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；５－ Ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｓ ＰＥＤＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ；６－ ＰＥＤＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；７－ ＰＲｏｔａＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

８－ Ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｓ ＰＲｏｔａＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ；９－ＰＲｏｔａＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 腹泻样本 ＰＣＲ 检测 ＰＤＣｏＶ、ＴＧＥＶ、ＰＥＤＶ 与 ＰＲｏｔａＶ 电泳图

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤＣｏＶ， ＴＧＥＶ， ＰＥＤＶ ａｎｄ ＰＲｏｔａＶ ｗｉｔｈ ｄｉａｒｒｈｅａｌ ｓａｍｐｌｅ

Ａ：健康 ＳＴ 细胞；Ｂ：ＳＴ 细胞在感染 ＰＤＣｏＶ 后 ４８ ｈ 出现细胞病变（ＣＰＥ）

Ａ： Ｈｅａｌｔｈｙ ＳＴ ｃｅｌｌ； Ｂ： ＳＴ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ＣＰＥ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＰＤＣｏＶ（４８ｈｐｉ）

图 ２　 健康 ＳＴ 细胞与感染 ＰＤＣｏＶ 的 ＳＴ 细胞

Ｆｉｇ ２　 Ｈｅａｌｔｈｙ ＳＴ ｃｅｌｌ ａｎｄ ＳＴ ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＤＣｏＶ

·０２·
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３．３　 全序列测定与比对分析结果 　 ＰＤＣｏＶ ＳＤ 株

的完整基因组序列长度为 ２５４１４ 个核苷酸（ｎｔ），不

包括 ３＇ｐｏｌｙＡ 尾，将全序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋ，登录号

为 ＭＦ４３１７４３。 ＳＤ 株与参考株 ＨＫＵ１５－ １５５（２０１２

年分离）、ＣＨ ／ Ｓｉｃｈｕａｎ ／ Ｓ２７ ／ ２０１２ 和 ＣＨ－ＨＢ－２０１４

的核 苷 酸 同 源 性 分 别 为 ９８． ９７％、 ９９． ０６％ 和

９９．１３％。 此外，在 ｎｓｐ２ 区的 １７３９ 至 １７４４ 位（对应

于 ＨＫＵ１５－ ４４ 序列）中的 ６ ｎｔ（ ＴＴＴＧＡＡ）缺失和

ｎｓｐ３ 区的 ２８１０ 至 ２８１８ 位的 ９ ｎｔ（ＴＣＧＧＣＡＡＴＧ）缺

失为首次出现。

将 ＰＤＣｏＶ ＳＤ 株的 Ｓ 基因核苷酸序列以及对

应氨基酸序列与另外一株分离自广东地区的 ＧＤ

株进行比对分析发现，ＳＤ 株与 ＧＤ 株的 Ｓ 基因上则

存在约 ６０ 个核苷酸点突变而无基因插入或缺失，

对应 １６ 个氨基酸点突变，分别为 Ｒ４０Ｓ、 Ｓ４３Ｔ、

Ｙ４６Ｈ、 Ｑ１０６Ｌ、 Ｄ１０９Ｅ、 Ｈ１２２Ｙ、 Ｙ１６２Ｄ、 Ｖ１７１Ｅ、

Ａ２３０Ｐ、 Ｋ４８４Ｅ、 Ｌ４８８Ｑ、 Ｓ５８９Ａ、 Ｖ６２９Ａ、 Ｋ６４１Ｑ、

Ｋ８００Ｑ、Ｄ１０８５Ｅ。

３．４　 遗传进化分析结果 　 基于 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ６９ 株

ＰＤＣｏＶ 全基因序列绘制进化树（图 ３），分析进化树

发现，６９ 株 ＰＤＣｏＶ 具有明显的地域特征，可分为 ３

个大的分支，第一分支主要为美国毒株以及少数韩

国毒株，第二分支为中国毒株（２３ 株），第三分支为

越南与泰国毒株（６ 株）。 其中中国 ＰＤＣｏＶ 毒株呈

现出 ４ ～ ５ 个小分支，充分展现了该病毒的基因多

样性特征。

４　 讨　 论

常见的造成猪腹泻的病毒类病原主要为猪源

冠状病毒，其中包括 ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ 与 ＰＤＣｏＶ，对于

ＰＤＣｏＶ 最早的报道为 ２０１２ 年香港学者 Ｗｏｏ 等检

测到 ＰＤＣｏＶ ＨＫＵ１５－４４ 株与 ＨＫＵ１５－１５５ 株，并完

成了两株病毒的全基因序列测定［４］。 ２０１４ 年至

今，中国大陆的田间 ＰＤＣｏＶ 流行报道日趋增多，华

中农业大学、华南农业大学、浙江大学、哈尔滨兽医

研究所与河北农业大学等科研团队开展的 ＰＤＣｏＶ

研究确认了 ＰＤＣｏＶ 在我国各省的广泛流行，病毒

分离与返回感染动物试验确认了其为仔猪腹泻的

严重威胁［９，１２，１３］。 为了查明 ＰＤＣｏＶ 流行病学历史，

２０１５ 年 Ｘｉａｏ 等对 ２００４－２０１４ 年间 ２１５ 份腹泻样本

进行回溯检测，发现 １４ 份（６．５１％）为 ＰＤＣｏＶ 核酸

阳性，其中包括 ２ 份采集自 ２００４ 年安徽省的腹泻

样本，说明 ＰＤＣｏＶ 的存在时间要早于其首次被检

测确诊的时间［１３］。

ＰＤＣｏＶ ＳＤ 株在基因特征上与众多中国大陆参

考株全基因组序列同源性为 ９８．５％～９９．３％，其中 Ｓ

基因编码的纤突蛋白被认为具有结合病毒受体与

诱导产生中和抗体等作用，比对 ＳＤ 株与其他中国

毒株 Ｓ 基因核苷酸序列可见较多基因突变，对应可

见至少 １６ 个氨基酸位点突变，这些突变位点对于

ＰＤＣｏＶ 病毒的增殖特性或致病性等表型的影响仍

待后续研究；对于主要遗传进化分析结果显示包括

ＳＤ 株在内的中国大陆 ＰＤＣｏＶ 与美国或东南亚其

他毒株遗传关系相对较远，基于某一株 ＰＤＣｏＶ 研

发的弱毒疫苗或灭活疫苗的保护效果以及针对其

他毒株的交叉保护效果仍处于未知状态，考虑到

ＰＥＤＶ 与 ＰＤＣｏＶ 等腹泻病原对我国乃至全球养猪

业每年所造成的巨大经济损失，对于该类传染病的

持续性监测与防治研发需要有序而快速地推进。

其中对于疫病的监测方面，可以借鉴参考一些

先进经验，比如，美国的首例 ＰＤＣｏＶ 临床确诊是在

２０１４ 年 １ 月的俄亥俄州与伊利诺伊州养殖场，至

２０１４ 年 ６ 月 ３ 日时，已确诊 １２ 个主要生猪养殖州

均出现 ＰＤＣｏＶ 感染，２０１４ 年 ６ 月 ５ 日，美国农业部

将 ＰＥＤＶ 与 ＰＤＣｏＶ 纳入需要上报的疫病类型，并

在农业部官网进行每周疫病流行更新报道［１４］。 该

举措对于美国养猪业 ＰＥＤＶ 流行的局部与整体防

控意义重大。 此外，对于猪丁型冠状病毒的治疗或

预防仍然没有特效药或商品化疫苗，因此尽快研制

出一种能够有效防治猪丁型冠状病毒病的疫苗，对

于降低哺乳仔猪死亡率、减少养殖场经济损失具有

重要的意义。

·１２·
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★为 ＰＤＣｏＶ ＳＤ 株位置

★ ｆｏｒ ＰＤＣｏＶ ＳＤ ｓｔｒａｉｎ

图 ３　 基于 ６９ 株 ＰＤＣｏＶ 全基因序列绘制的进化树

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ６９ ＰＤＣｏＶ ｓｔｒａｉｎｓ

·２２·
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