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摘要： 旨在明确猪场腹泻原因并分离猪轮状病毒 （ＰｏＲＶ）。 采集腹泻猪粪便， 经 ＲＴ－ＰＣＲ 检测为阳性的样品接种于单层细胞， 通过细胞病变

（ＣＰＥ） 和间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 来检测病毒增殖； ＲＴ－ＰＣＲ 扩增 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因并测序以确定 Ｇ ／ Ｐ 基因型， 生物信息学软件分析 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基

因的遗传进化特征； 传代病毒灭活后制苗接种家兔制备多克隆抗体， 测定中和抗体， 并经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 鉴定其特异性。 结果： 猪流行性腹

泻病毒 （ＰＥＤＶ）、 传染性胃肠炎 （ＴＧＥＶ）、 猪德尔塔冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ）、 伪狂犬病毒 （ＰＲＶ） 和牛病毒性腹泻病毒 （ＢＶＤＶ） 均为阴性， 只有

ＰｏＲＶ 为阳性； 过滤粪便样接种单层 ＭＡ１０４ 细胞， 连续传 ５ 代均可观察到以细胞圆缩、 最后瓦解脱落为特征的 ＣＰＥ， ＩＦＡ 检测到 ＰｏＲＶ 的特异性

荧光， 表明病毒分离成功， 命名为 ＪＳＮＪ２０１９； 分离株连续传代， 病毒滴度逐步升高， 介于 １０５ ～１０６􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 分离株 ＪＳＮＪ２０１９ 为 Ｇ１Ｐ ［７］ 基

因型； ３ 次免疫后家兔血清的中和抗体滴度最高可达 ２１１， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 出现特异性条带且 ＩＦＡ 荧光亮而特异。 本研究成功分离 ＰｏＲＶ ＪＳＮＪ２０１９
（Ｇ１Ｐ ［７］ ） 且免疫原性良好， 制备的多克隆抗体特异性强， 为研究 ＰｏＲＶ 致病机制奠定基础。
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　 　 轮状病毒 （ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ） 感染与多种哺乳动物

和鸟类的肠炎和腹泻有关［１］。 ＲＶ 是非囊膜二十面体

病毒颗粒， 包含 １１ 段双链 ＲＮＡ 基因组［１］。 病毒粒子

由 ３ 层病毒结构蛋白组成， ＶＰ２ 构成核心， ＶＰ６ 构成

内层， ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 构成外壳， 外壳包含血清型 ／基因

型特异性表位。 根据 ＶＰ６ 蛋白的抗原性可将 ＲＶ 分类

为 １２ 个血清群 （Ａ ～ Ｌ） ［２－３］， Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｅ 和 Ｈ 群

ＲＶ 已经被证实可感染猪， 其中感染人和动物最常见

的为 Ａ 群轮状病毒 （ＲＶＡ）。
猪轮状病毒 Ａ 群 （ＰｏＲＶＡ） 感染仔猪呈世界流

行， 各国猪场中 ＰｏＲＶＡ 的阳性率呈明显走高趋势，
报道最高感染率可达 ７０％以上， 引起世界各国重

视［４－５］， 常与猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 等其他腹

泻病原混合感染， 给世界养猪业造成严重的经济损

失［６－７］。 ２ 种外衣壳蛋白 （ＶＰ７ 和 ＶＰ４） 刺激中和抗

体的产生， 形成了 ＲＶＡ 菌株 Ｇ （糖蛋白） 和 Ｐ （蛋
白酶敏感） 双基因分型系统的基础。 这种双基因分

型系统通常用于 ＲＶＡ 分类， 并由轮状病毒分类工作

组不断更新。 根据这一分类体系， 全球已描述了 ４２
种 Ｇ 和 ５８ 种 Ｐ 基因型［８－９］。 Ｇ ／ Ｐ 双基因组合的多样

性是免疫保护的重要决定因素， 与疫苗研制高度相

关［８，１０］。 因此， 持续监测流行的 ＲＶＡ 毒株对于了解

区域流行病学信息和更新新型疫苗毒株非常重要。
小鼠 ＥＤＩＭ 毒株和猿猴 ＳＡ－１１ 毒株是能够在细

胞培养中繁殖的第一批 ＲＶ 毒株［１１－１２］。 牛和人源 ＲＶ
分别于 １９７１ 年和 １９８０ 年在细胞培养中首次分离出

来［１３－１４］。 本研究旨在从临床发病猪样品中分离

ＰｏＲＶ， 对分离毒株的 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因进行序列和遗

传进化分析， 为疫苗研制储备生物学材料， 并且制备

该分离毒株的多克隆抗体， 为 ＰｏＲＶ 致病机制研究提

供可靠的工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

从江苏省南京市附近某猪场采集腹泻猪粪便， 将

３ 份粪便与 １×ＭＥＭ （含双抗， 其中青霉素浓度为 ２００
Ｕ ／ ｍＬ， 链霉素终浓度为 ２００ ｍｇ ／ ｍＬ）， 按 １ ∶ ３ 进行

均质化， 反复冻融 ２ 次， 低温 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 取上清液先后使用 ０􀆰 ４５ μｍ 和 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器

过滤， 其中吸取部分用于 ＲＮＡ 提取和 ＲＴ －ＰＣＲ 检

测， 剩余部分用于病毒分离。
１􀆰 ２　 主要试剂、 细胞和动物

ＲＮＡ 提取试剂盒 （ Ｆａｓｔ Ｐｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２）， ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ） 和 ２×Ｇｒｅｅｎ Ｔａｑ Ｍｉｘ 预

混液购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 ＭＡ１０４
细胞由江苏省农业科学院兽医所保存。 ＭＥＭ 和胰酶

购自上海源培生物科技股份有限公司； 四季青胎牛血

清购自浙江天杭生物科技股份有限公司； ＰｏＲＶＡ 的

ＶＰ６ 单克隆抗体由本实验室制备［１５］； Ｈｉｓ － ｓｕｍｏ －
ＶＰ４∗Ｐ７ （２６ ～ ２３１ ａａ） 重组蛋白由本实验室制备，
是将 ＶＰ４ 基因完整阅读框的 ７８～６９３ 位核苷酸序列克

隆到 ｐＣｏｌｄ－ｓｕｍｏ 质粒， 大肠杆菌表达纯化所得， 浓

度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ； ＦＩＴＣ－羊抗小鼠二抗、 ＦＩＴＣ－羊抗兔

二抗和 ＨＲＰ－羊抗兔二抗购自武汉博士德生物科技有

限公司。 新西兰大白兔 ２ 只， 体重 ３ ｋｇ ／只， 采购自

金陵种兔场。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

本研究使用引物主要用于检测 ＰＥＤＶ、 传染性胃

肠炎 （ＴＧＥＶ）、 猪德尔塔冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ）、 ＲＶ、
伪狂犬病毒 （ＰＲＶ） 和牛病毒性腹泻病毒 （ＢＶＤＶ），
委托南京金斯瑞生物科技有限公司合成， 如表 １。
１􀆰 ４　 病原的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

吸取 １􀆰 １ 中处理的上清液样品 １００ μＬ， 参照核

酸提取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ。 按照反转

录试剂盒 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （＋
ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ） 说明书进行反转录获得 ｃＤＮＡ。 利用 ２×
Ｇｒｅｅｎ Ｔａｑ Ｍｉｘ 和 ６ 种腹泻相关病毒 （ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、
ＰＤＣｏＶ、 ＲＶ、 ＰＲＶ 和 ＢＶＤＶ） 的检测引物进行检测。
ＰＥＤＶ 和 ＴＧＥＶ： ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ，
５６ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＤＣｏＶ： ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ，
５８ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延 伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＲＶ： ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
ＢＶＤＶ 和 ＲＶ－ＶＰ６： ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ，
５５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ。

·２０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ４



表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃ 参考文献

ＰＥＤＶ－Ｍ－Ｆ ＣＴＡＴＴＣＣＣＧＴＴＧＡＴＧＡＧＧＴＧ

ＰＥＤＶ－Ｍ－Ｒ ＧＣＴＧＡＧＴＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＴＴ
６１０ ５６ ［１６］

ＴＧＥＶ－Ｎ－Ｆ ＧＧＡＧＴＴＧＴＣＴＧＧＧＴＴＧＣＣＡＡ

ＴＧＥＶ－Ｎ－Ｒ ＧＴＴＣＧＴＴＡＣＣＴＣＡＴＣＡＡＴＣＡＴ
８１６ ５６ 本研究

ＰＤＣｏＶ－Ｎ－Ｆ ＣＴＧＡＡＣＡＣＣＡＧＧＣＡＣＡＴＧＴＣ

ＰＤＣｏＶ－Ｎ－Ｒ ＣＴＡＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＧＴＴＴＣＧＴ
６５０ ５８ 本研究

ＲＶ－ＶＰ６－Ｆ ＣＡＧＣＧＴＡＣＴＧＧＡＴＴＣＧＴＧＴＴ

ＲＶ－ＶＰ６－Ｒ ＴＣＴＴＧＧＧＡＡＡＣＴＧＡＡＣＣＴＣＴ
３０９ ５５ 本研究

ＲＶ－ＶＰ７－Ｆ ＧＧＣＴＴＴＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＡＴＴＴＣＣＧＴ

ＲＶ－ＶＰ７－Ｒ ＧＧＴＣＡＣＡＴＣＡＴＡＣＡＡＴＴＣＴＡＡＴＣＴ
１ ０６１ ５８ ［１７］

ＲＶ－ＶＰ４－Ｆ ＡＴＧＧＣＴＴＣＤＣＴＣＡＴＴＴＡＹＡＧＡＣＡ

ＲＶ－ＶＰ４－Ｒ ＧＣＴＴＧＡＧＡＡＴＣＲＴＣＣＣＡＲＴＡ
１ ０８０ ５８ 本研究

ＰＲＶ－ｇＤ－Ｆ ＣＡＧＧＡＧＧＡＣＧＡＧＣＴＧＧＧＧＣＴ

ＰＲＶ－ｇＤ－Ｒ ＧＴＣＣＡＣＧＣＣＣＣＧＣＴＴＧＡＡＧＣＴ
２１６ ６０ 本研究

ＢＶＤＶ－ＵＴＲ－Ｆ ＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＣＡＴＧＣＣＣＴＴＡＧＴ

ＢＶＤＶ－ＵＴＲ－Ｒ ＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＧＴＧＣＣＡＴＧＴＡＣ
２９０ ５５ 本研究

１􀆰 ５　 病毒分离和传代

将长满单层的 ＭＡ１０４ 细胞进行消化和传代， 铺

１ 块 ６ 孔板， 待细胞长满单层后接毒。 首先将 １􀆰 １ 中

过滤处理上清液预处理， 加入终浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰

酶， 置于 ３７ ℃激活 ３０ ｍｉｎ 后备用。 先用 １×ＰＢＳ 洗涤

６ 孔板单层细胞， 将前述预处理过上清液加入至 ６ 孔

板中， 于 ５％ ＣＯ２培养箱中使病毒与细胞孵育 １ ｈ。 之

后取出 ６ 孔板， 弃掉上清液， 并用 １×ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
加入无血清、 胰酶终浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ 的 ＭＥＭ 维持

液， 连续观察细胞病变 （ＣＰＥ） 不少于 ３ ｄ， 待细胞

有 ８０％ ＣＰＥ 时收获病毒液， 反复冻融 ２ 次， 收获病

毒。 相同的方法连续传代。
１􀆰 ６　 间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 鉴定

将 ＭＡ１０４ 细胞铺于 ９６ 孔板中， 按照 １􀆰 ５ 方法进

行病毒感染， 病毒感染后 ２４ ｈ 左右即将出现细胞病

变时， 弃掉上清液， 用预冷的 １×ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次

后加入 ２００ μＬ 预冷的冰乙醇， ４ ℃固定 ３０ ｍｉｎ； 再

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ； 弃掉封闭

液， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次之后向孔中加入 ５０ μＬ 稀释的

ＰｏＲＶ ＶＰ６ 蛋白单克隆抗体 （１ ∶ ２ ５００）， ３７ ℃孵育

１ ｈ； 弃掉一抗， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 ５０ μＬ 稀释

的 ＦＩＴＣ －羊抗小鼠二抗 （ １ ∶ ２ ０００）， ３７ ℃ 孵育

４５ ｍｉｎ； 弃掉二抗， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 显微镜下观察

并拍照。

１􀆰 ７　 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因扩增和序列分析

ＲＶ－ＶＰ４－Ｆ 和 ＲＶ－ＶＰ４－Ｒ、 ＲＶ－ＶＰ７－Ｆ 和 ＲＶ－
ＶＰ７－Ｒ 扩增 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因片段， 反应程序为：
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５８ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ １０ ｓ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ。 扩增产物送南京擎科生物科技有限公司进行

测序。 利用生物信息学软件 ＤＮＡＳｔａｒ 对 ＶＰ４ （表 ２）
和 ＶＰ７ （表 ３） 基因与 ＮＣＢＩ 中的 Ｇ 基因型和 Ｐ 基因

型代表毒株序列进行核苷酸同源性分析和遗传进化

分析。

表 ２　 ＲＶ Ｐ ［７］ （ＶＰ４ 基因） 参考序列信息

物种 毒株 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 分离年份

猪 ＪＬ９４ ＡＹ５２３６３６ 中国 ２００４

熊猫 ＣＨ－１ ＨＱ６４１２９６ 中国 ２００９

猪 ＥＳＰ ／ ＯＳＵ－Ｃ５１１１ ／ ２０１０ ＫＪ４５０８４５􀆰 １ 西班牙 ２０１０

牛 ＫＪ２５－１ ＨＭ９８８９６８􀆰 １ 韩国 ２０１０

猪 ＵＳＡ ／ ＮＣ１１７ ／ ２０１４ ＭＮ８９３６５６􀆰 １ 中国 ２０１４

猪 ＣＨＮ－ＳＤ１７０３ ＯＰ４５４３１５ 中国 ２０１７

猪 ＣＨ ／ ２０２０ ／ ＯＳＵ ＭＴ０６６２０３ 瑞士 ２０２０
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表 ３　 ＲＶ Ｇ１ （ＶＰ７ 基因） 参考序列信息

物种 毒株 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 分离年份

人 ＵＳＡ ／ ＤＣ４０８４ ／ １９８８ ＫＣ５８０５１９ 美国 １９８８

人 ＡＲＧ１３４５ ＪＱ７１０６６９􀆰 １ 阿根廷 １９９７

人 Ｃｈｉ－８４ ＤＱ５１２９９７ 中国 ２００７

熊猫 ＣＨ－１ ＧＵ１８８２８４ 中国 ２００９

人 Ｉｒａｎ ／ ２０１６ ＭＫ０５０１３７ 伊朗 ２０１６

人 Ｂ５１２７ ／ ２０１８ ＭＮ８３６９８１􀆰 １ 泰国 ２０１８

人 ＢＥＬ ／ Ｆ１０４１１ ／ ２０１８ ＯＮ８５５１３６ 比利时 ２０１９

１􀆰 ８　 兔源多克隆抗体制备和效价测定

将灭活剂 β－丙内酯按照 ０􀆰 ０５％比例加入到 ＰｏＲＶ
（ＴＣＩＤ５０ ＝ １０６ ／ ｍＬ） 病毒液中， 充分混匀后 ４ ℃灭活

２４ ｈ， 经灭活检验合格后， 与 ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＴＭ ＩＳＡ
２０１ＶＧ 佐剂按照 １ ∶ １ 混合乳化制备的免疫原， 背部

皮下注射新西兰大白兔， １ ｍＬ ／只。 共免疫 ３ 次， 首

免和 ２ 次加强免疫之间分别间隔 ２１ ｄ， 分别于免疫前

和免疫后耳静脉采血测定抗体效价。
采用中和抗体方法测定抗体效价。 首先将 ２００

ＴＣＩＤ５０的病毒液与 １０ 倍比稀释的兔血清等体积混合，
放 ３７ ℃孵育 １ ｈ， 然后加入到长满单层 ＭＡ１０４ 的 ９６
孔板中， ５％ ＣＯ２培养箱中继续孵育 １ ｈ。 然后弃掉病

毒血清混合液后， 加入含有终浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ 胰酶

的病毒维持液 （ＭＥＭ）， 继续培养。 同时设置免疫前

血清对照， 所有试验孔和对照孔都设置 ３ 个重复。 每

日观察并统计细胞病变情况， 计算中和效价。
１􀆰 ９　 兔源多克隆抗体的反应性鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 对多克隆抗体反应性鉴定。
ＩＦＡ 参照 １􀆰 ６ 方法操作， 将 ＰｏＲＶ ＶＰ６ 单克隆抗体替

换为兔源多克隆抗体 （１ ∶ １０ ０００）， 替换使用 ＦＩＴＣ－
羊抗兔荧光二抗 （１ ∶ ２ ０００）， 其他操作相同， 显微

镜下观察并拍照。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测方法： 吸取实验室保存的 Ｐ７ 血

清型重组蛋白 Ｈｉｓ－ｓｕｍｏ－ＶＰ４∗Ｐ７， １０ μＬ， 按照 １ ／ ５
（体积比） 加入 ５×上样缓冲液， 震荡混匀加热处理

１０ ｍｉｎ 后， 上样进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 然后使用半

干式转印仪进行免疫印迹操作。 转印结束， 使用 ５％
脱脂乳封闭醋酸纤维 （ＮＣ） 膜， 洗涤后加入兔源多

克隆抗体 （１ ∶ ２０ ０００）， 室温孵育 ２ ｈ， 弃掉一抗，
用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入稀释的 ＨＲＰ －羊抗兔二抗

（１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育 １ ｈ； 弃掉二抗并洗涤后，
ＥＣＬ 方法曝光显色并拍照。

２　 结果

２􀆰 １　 腹泻相关病原的检测

将腹泻样品提取 ＲＮＡ， ＲＴ－ＰＣＲ 分别检测 ＲＶ、
ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ、 ＰＲＶ 和 ＢＶＤＶ， 只有 ＲＶ －
ＶＰ６ 引物成功扩增出长度为 ３０９ ｂｐ 的条带 （图 １），
而 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ 和 ＢＶＤＶ 核酸全为阴性。
提取腹泻样品 ＤＮＡ， ＰＣＲ 扩增 ＰＲＶ， 也呈现阴性扩

增。 扩增 ６ 种病毒阳性对照全部成立。

Ｍ． ＤＬ２０００ 分子量标准； １． ＲＶ； ２． ＰＥＤＶ； ３． ＴＧＥＶ； ４． ＰＤＣｏＶ； ５ ～ ６． ＲＶ 阴性对照； ７． ＲＶ 阳性对照； ８ ～ １０． 分别为 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 和

ＰＤＣｏＶ 阳性对照； １１． ＰＲＶ 阳性对照； １２． ＰＲＶ 阴性对照； １３． ＰＲＶ； １４． ＢＶＤＶ 阳性对照； １５． ＢＶＤＶ 阴性对照； １６． ＢＶＤＶ。

图 １　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ６ 种腹泻相关病毒

２􀆰 ２　 病毒分离、 鉴定和传代培养

将 ＲＶ 阳性滤液接种单层 ＭＡ１０４ 细胞， 初次接

种 ４８ ｈ 后， 显微镜下即可观察到融合、 圆缩， 最后

瓦解脱落的 ＣＰＥ。 按照相同方法传至第 ５ 代， ＶＰ６ 基

因检测均为阳性， 且都可以产生明显 ＣＰＥ。 通过 ＩＦＡ
检测， 感染细胞呈现 ＲＶ ＶＰ６ 蛋白特异性荧光 （图

２）， 表明成功分离到 ＲＶ， 将其命名为 ＪＳＮＪ２０１９ 株。
新分离病毒适应细胞需传代以提高病毒滴度。 将

ＪＳＮＪ２０１９在 ＭＡ１０４ 细胞上连续传到第 １１ 代 （Ｐ１１），
并分别测定半数组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０）， 病毒滴

度从 Ｐ８ 到 Ｐ１１ 逐步升高， 介于 １０５ ～ １０６􀆰 ５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
（图 ３）。
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图 ２　 ＰｏＲＶ 接种 ＭＡ１０４ 细胞出现的病变

图 ３　 ＰｏＲＶ ＪＳＮＪ２０１９ 不同代次滴度

２􀆰 ３　 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因扩增、 序列同源性和遗传进化

分析

　 　 ＶＰ４ 基因决定 ＰｏＲＶ 的 Ｐ 基因型， 设计引物采用

ＲＴ－ＰＣＲ 扩增出特异性条带， 测序后序列比较确定为

Ｐ ［７］ 基因型。 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ７ 株 Ｐ ［７］ 基

因型的 ＰｏＲＶ 的 ＶＰ４ 基因进行序列相似性比对分析，
发现本试验分离毒株 ＪＳＮＪ２０１９ 株与参考毒株的 ＰｏＲＶ
ＶＰ４ 基因核苷酸相似性为 ９１􀆰 ８％ ～ ９９􀆰 ８％ （图 ４）。
使用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方法对 ７ 个 ＮＣＢＩ 数
据库来源和 ＪＳＮＪ２０１９ 株的 ＶＰ４ 基因序列进行比对分

析， 并构建遗传进化树 （图 ５）， 发现 ＪＳＮＪ２０１９ 株单

独形成 １ 个进化分支， 介于猪源与牛源之间的分支。
ＶＰ７ 基因是决定 ＰｏＲＶ 的 Ｇ 基因型， 设计引物采

用 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增出特异性条带， 测序后序列比较确

定为 Ｇ１ 基因型。 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ７ 株 Ｇ１ 基因

型 ＰｏＲＶ 的 ＶＰ７ 基因进行序列相似性比对分析， 发现

本试验分离毒株 ＪＳＮＪ２０１９ 株与参考毒株的 ＰｏＲＶ ＶＰ７
基因核苷酸相似性为 ９６􀆰 ３％ ～ ９９􀆰 ６％ （图 ６）。 使用

ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方法对 ７ 个 ＮＣＢＩ 数据库

来源和 ＪＳＮＪ２０１９ 株的 ＶＰ７ 基因序列进行比对分析，
并构建遗传进化树 （图 ７）， 发现 ＪＳＮＪ２０１９ 株与熊猫

源的在同一进化分支。
综上， 确定 ＪＳＮＪ２０１９ 毒株基因型是 Ｇ１Ｐ ［７］。

注： ◀为本研究分离株， 下同。

图 ４　 ＶＰ４ 基因同源性分析

图 ５　 ＶＰ４ 基因遗传进化分析

图 ６　 ＶＰ７ 基因同源性分析

图 ７　 ＶＰ７ 基因遗传进化分析

２􀆰 ４　 高免血清制备和检测

以 ＪＳＮＪ２０１９ 全病毒灭活苗为免疫原制备的抗血
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清， ２ 倍比稀释后测定中和 ＪＳＮＪ２０１９ 的能力， ３ 次免

疫后中和抗体效价最高可达 ２１１ （图 ８Ａ）。 同时取 ＪＳ⁃
ＮＪ２０１９ 第 １０ 代病毒接种单层 ＭＡ１０４ 细胞， 进行 ＩＦＡ

检测， 镜下可见明显的绿色荧光 （图 ８Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测显示， 只有 ＰｏＲＶ 重组蛋白 Ｈｉｓ－ｓｕｍｏ－ＶＰ８
∗Ｐ ［７］ 出现特异性条带， 分子量 ３８ ｋＤａ （图 ８Ｃ）。

注： Ｃ 图中 Ｍ 为预染中分子量标准， １ 为 Ｈｉｓ－ｓｕｍｏ 标签蛋白， ２～３ 为 Ｈｉｓ－ｓｕｍｏ－ＶＰ４∗Ｐ ［７］。

图 ８　 ＰｏＲＶ Ｇ１Ｐ ［７］ 免疫后家兔中和抗体滴度 （Ａ）、 ＩＦＡ （Ｂ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｃ） 检测

３　 讨论

ＰｏＲＶ 是呼肠孤病毒科轮状病毒属的成员。 到目

前为止， 国内外流行病学数据显示 ＰｏＲＶ 的感染率逐

年升高， 而且 Ａ 群 ＰｏＲＶ 是猪场绝对优势的流行血清

群［１８－１９］。 ＰｏＲＶＡ 主要感染新生仔猪肠上皮细胞， 多

与 ＰＥＤＶ 等猪腹泻病原混合感染而加重猪腹泻， 甚至

死亡［２０］， 粪便是腹泻相关病原的主要传播介质， 通

过粪－口和接触传播方式感染其他猪［２１］。 本研究采集

腹泻猪新鲜粪便， 首先通过 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴别检测， 只

有 ＰｏＲＶ 为阳性扩增且条带特异， 经测序分析进一步

明确 ＶＰ６ 基因型为 Ａ 群 ＰｏＲＶ。
ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 蛋白决定 ＰｏＲＶ 的 Ｇ 型与 Ｐ 型以及

它的毒力［２］。 Ｇ ／ Ｐ 型之间会产生不同的组合， 不同

组合型的 ＰｏＲＶＡ 毒株诱导的交叉保护性低［２２－２３］。 因

此， 加强不同 Ｇ ／ Ｐ 型的监测和毒株分离对系统了解

ＰｏＲＶＡ 的遗传进化和研发时效疫苗非常重要。 本研

究中从腹泻猪粪便中检测到 Ｇ１ 和 Ｐ ［７］ 的组合基

因型， 成功分离到毒株， 并可以稳定传代， 国内鲜见

报道从猪体分离到猪源 Ｇ１Ｐ ［７］ 型， 丰富了国内

ＰｏＲＶＡ 的资料， 有利于对国内 ＲＶＡ 的监测。 ＶＰ４ 基

因序列遗传进化分析发现 ＪＳＮＪ２０１９ 株单独形成 １ 个

进化分支， 介于猪源与牛源之间的分支； ＶＰ７ 基因

序列遗传进化进一步发现， ＪＳＮＪ２０１９ 株与我国 ２００９
年报道分离的熊猫来源的 ＣＨ－１ 毒株在同一个进化分

支。 由此可见， ＰｏＲＶＡ 不同 Ｇ ／ Ｐ 基因型组合具有明

显的多样性和复杂性， 对有效防控 ＰｏＲＶＡ 的流行和

感染具有很大的挑战。
综上， 通过对南京附近猪腹泻样本主要流行腹泻

病原的检测， 发现仅 ＰｏＲＶＡ 为阳性， 通过系列分型

检测和序列分析， 首次鉴定 Ｇ１Ｐ ［７］ 基因型组合在

猪群的流行； 进一步采用敏感细胞系传代培养和血清

学鉴定成功分离得到 Ｇ１Ｐ ［７］ 型毒株 ＪＳＮＪ２０１９， 并

制备了高滴度的兔源多克隆抗体， 表现出优秀的免疫

原性。 因此， 本研究丰富了 ＰｏＲＶ 流行病学数据， 并

为时效疫苗的研制奠定了物质基础。
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