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摘要： 为了解我国部分地区猪场猪轮状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 的流行情况及分子特征， 对 ２０２１—２０２２ 年我国部分省份的 ８６ 个规模化猪

场的 ６ ４７２ 份腹泻样品进行检测， 用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法调查 ＰｏＲＶ 的流行率， 并对 ＰｏＲＶ 阳性样本进行 ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 基因扩增、 测序， 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软

件进行同源性分析， 利用 ＭＥＧＡ１１􀆰 ０ 构建系统进化树。 结果显示， ＰｏＲＶ 的样品阳性率为 ２７􀆰 ８９％ （１ ８０５ ／ ６ ４７２）， 猪场阳性率为 ６５􀆰 １２％
（５６ ／ ８６）； 从 ９８ 份阳性 ＰｏＲＶ 样本中扩增出 ７６ 个 ＶＰ７ 片段， Ｇ９ 为优势基因型 （４２􀆰 １１％）， 基因型 Ｇ５、 Ｇ２６、 Ｇ３、 Ｇ４、 Ｇ１、 Ｇ２ 和 Ｇ１１ 各占

２６􀆰 ３２％、 ９􀆰 ２１％、 ６􀆰 ５８％、 ６􀆰 ５８％、 ３􀆰 ９５％、 ２􀆰 ６３％和 ２􀆰 ６３％。 扩增出的 ３５ 个 ＶＰ４ 基因片段， 以 Ｐ ［１３］ 型为主， 占 ５７􀆰 １４％； 其次为 Ｐ ［７］、
Ｐ ［２３］、 Ｐ ［３］和 Ｐ ［６］ 型， 分别占 ２０％、 １４􀆰 ２９％、 ５􀆰 ７１％和 ２􀆰 ８６％。 ３５ 个毒株成功鉴定出 Ｇ ／ Ｐ 基因型， Ｇ９Ｐ ［１３］ （２８􀆰 ５７％） 为优势组合基

因型， 其他基因型为 Ｇ５Ｐ ［１３］ （１１􀆰 ４３％）、 Ｇ４Ｐ ［１３］ （８􀆰 ５７％）、 Ｇ９Ｐ ［２３］ （８􀆰 ５７％）、 Ｇ２６Ｐ ［１３］ （５􀆰 ７１％）、 Ｇ１Ｐ ［７］ （５􀆰 ７１％）、
Ｇ２６Ｐ ［３］ （５􀆰 ７１％）、 Ｇ５Ｐ ［７］ （５􀆰 ７１％）、 Ｇ３Ｐ ［７］ （２􀆰 ８６％）、 Ｇ１１Ｐ ［２３］ （２􀆰 ８６％）、 Ｇ５Ｐ ［２３］ （２􀆰 ８６％）、 Ｇ１１Ｐ ［７］ （２􀆰 ８６％）、
Ｇ３Ｐ ［１３］ （２􀆰 ８６％）、 Ｇ５Ｐ ［６］ （２􀆰 ８６％） 和 Ｇ４Ｐ ［７］ （２􀆰 ８６％）， 其中 Ｇ１１Ｐ ［７］ 为国内首次鉴定到的基因型。 综上， 目前 ＰｏＲＶ 的流行率高

且基因型复杂， 优势组合基因型为 Ｇ９Ｐ ［１３］。 该结果丰富了 ＰｏＲＶ 的分子流行病学资料， 对我国猪 ＰｏＲＶ 感染的防控具有重要意义， 也为新型疫

苗研发提供了参考依据。
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　 　 轮状病毒 （ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ） 隶属呼肠孤病毒科，
是各种幼龄动物非细菌性腹泻的主要病原之一［１］。
在我国， 猪轮状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 感染

非常普遍， ＰｏＲＶ 感染后， 使仔猪机体免疫力急剧下

降， 从而诱发多种腹泻病原混合感染， 导致仔猪死亡

率上升或生长缓慢、 停滞［２］。 猪轮状病毒的基因组

是由 １１ 个独立片段的双股正链 ＲＮＡ （ｄｓＲＮＡ） 组

成。 分别编码 ６ 种结构蛋白 （ ＶＰ１ ～ ＶＰ４， ＶＰ６ 和

ＶＰ７） 和 ６ 种非结构蛋白 （ＮＳＰ１～ＮＳＰ６）， 其中， 第

１１ 节段有的编码 ２ 种蛋白 （ ＮＳＰ５ 和 ＮＳＰ６） ［３］。
ＰｏＲＶ 的 １１ 个基因之间均易发生重配事件［４］。 病毒

粒子有 ３ 层衣壳， 呈 ２０ 面体对称， 最外层为 ＶＰ７ 和

ＶＰ４， ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 的特异性可将轮状病毒分为 ２ 个血

清型， 分别是 Ｇ 型 （ＶＰ７） 和 Ｐ 型 （ＶＰ４） ［５］， 且 Ｇ
型与 Ｐ 型之间会产生不同的组合， 不同组合型的

ＰｏＲＶ 毒株诱导的交叉保护性低［６］。 根据 ２０１３ 年分

类方法， 以及外衣壳蛋白 ＶＰ４、 ＶＰ７ 和 ＶＰ６ 基因序

列， 将轮状病毒分为 Ｇ、 Ｐ 和 Ｉ 基因型［７］。 轮状病毒

基因群、 基因型多样， 且不同国家和地区流行类别不

同。 目前， 在人和动物 ＰｏＲＶ 中已鉴定出 ３５ 种 Ｇ 基

因型、 ５０ 种 Ｐ 基因型［８］和 １８ 种 Ｉ 基因型。
本研究拟对 ２０２１—２０２２ 年采自广东、 广西、 江

西、 湖南、 云南和贵州 ６ 个省份的规模化猪场腹泻样

品进行 ＰｏＲＶ 检测， 对阳性场样品进行 ＶＰ４ 和 ＶＰ７
基因测序， 采用生物信息学软件进行氨基酸序列分析

和系统进化分析， 了解猪群 ＰｏＲＶ 的感染情况和流行

趋势， 丰富 ＰｏＲＶ 分子流行病学资料， 为有效防控

ＰｏＲＶ 提供科学依据， 为新型疫苗研发提供参考

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料样品

２０２１—２０２２ 年来自广东、 广西、 江西、 湖南、
云南和贵州 ６ 省规模化猪场送检的腹泻样品， 共计

８６ 个猪场， ６ ４７２ 份样品。 按 １ ∶ １ 体积比加入无菌

ＰＢＳ 并震荡混匀， 反复冻融 ３ 次， ４ ℃ ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心５ ｍｉｎ， 取上清液置于－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 主要试剂

核酸提取试剂盒购自杭州博日科技股份有限公

司， ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ、 ＤＬ２０００ ｐｌｕｓ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 引物设计

用于检测猪流行性腹泻病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ
ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ）， 猪传染性胃肠炎病毒 （ ｔｒａｎｓ⁃
ｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＴＧＥＶ）， ＰｏＲＶ， 猪德尔

塔冠状病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＰＤＣｏＶ） 和猪

急性腹泻综合征冠状病毒 （ ｓｗｉｎｅ ａｃｕｔｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ｓｙｎ⁃
ｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＳＡＤＳ －ＣｏＶ） 的引物均参照文献

［９－１０］ 合成。 同时， 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的 ＰｏＲＶ
ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 基因序列分别设计 ＶＰ７、 ＶＰ４ 基因特异

性扩增引物。 所有引物均由生工生物工程 （上海）
股份有限公司合成。 引物信息见表 １。

表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃ 产物长度 ／ ｂｐ

ＰＥＤＶ
Ｆ： ＧＡＡＡＴＡＡＣＣＡＧＧＧＴＣＧＴＧＧＡ
Ｒ： ＧＣＴＣＡＣＧＡＡＣＡＧＣＣＡＣＡＴＴＡ

５５ ４９２

ＴＧＥＶ
Ｆ： ＧＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＧＡＴＡＧＡＡＧＴ
Ｒ： ＧＣＡＡＴＡＧＧＧＴＴＧＣＴＴＧＴＡＣＣ

５５ ６１２

ＰｏＲＶ
Ｆ： ＡＡＡＧＡＴＧＣＴＡＧＧＧＡＣＡＡＡＡＴＴＧ
Ｒ： ＴＴＣＡＧＡＴＴＧＴＧＧＡＧＣＹＡＴＴＣＣＡ

５５ ３０９

ＰＤＣｏＶ
Ｆ： ＴＴＣＣＧＣＣＡＡＴＧＡＣＴＧＧＡＣ
Ｒ： ＧＴＡＡＣＣＧＣＣＡＣＣＡＧＡＡＡＴ

５５ ４７１

ＳＡＤＳ－ＣｏＶ
Ｆ： ＣＡＧＧＴＣＴＴＧＧＴＧＴＴＣＧＣＡＡＴＣＧ
Ｒ： ＡＣＣＧＴＧＣＴＧＡＡＣＧＡＧＧＴＣＡＣＴ

５２ ４４９

ＶＰ７
Ｆ： ＧＧＣＴＴＴＴＡＡＡＣＧＡＡＧＴＣＴＴＣ
Ｒ： ＧＧＴＣＡＣＡＴＣＣＴＣＴＣＡＣＴＡ

５２ １ １００

ＶＰ４
Ｆ： ＧＧＣＴＴＣＧＣＴＣＡＴＴＴＡＴＡＧＡＣ
Ｒ： ＧＴＴＧＣＡＴＴＧＣＡＴＴＴＣＴＴＴＣＣ

５５ ８１０

１􀆰 ４　 临床样品 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

吸取备用检测样品 ３００ μＬ， 使用博日抽提试剂

盒及配套核酸提取仪， 按操作说明书进行操作， 提取

的核酸于 － ２０ ℃ 保存。 使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ® Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
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ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ 进行配置反应体系， ２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１２􀆰 ５ μＬ， Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １􀆰 ２５ ｍＬ， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， ＲＮＡ ５ μＬ， ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ
５􀆰 ２５ μＬ， 混 合 均 匀。 ＰＣＲ 反 应 条 件 为： ５０ ℃
３０ ｍｉｎ， ９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ５１ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃
３０ ｓ， 共 ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取 ５ μＬ ＰＣＲ
产物经 １􀆰 ２％琼脂凝胶电泳， 判定结果。
１􀆰 ５　 ＰｏＲＶ ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 基因扩增、 测序

对 ＰｏＲＶ 阳性感染猪场的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测条带较亮

样品的核酸进行 ＶＰ７、 ＶＰ４ 基因的扩增， 反应体系

为： ２ × ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ １􀆰 ２５ μＬ， 上、 下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， 模板 ５ μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰 ２５ μＬ。 反应条件为： ９４ ℃ ５ ｍｉｎ； ９８ ℃
１０ ｓ， ５５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １􀆰 ２ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎ。 反应结束后， 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物经

１􀆰 ２％琼脂凝胶电泳， 将阳性扩增产物送生工生物工

程 （上海） 股份有限公司进行测序。
１􀆰 ６　 ＰｏＲＶ ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 基因型鉴定及序列分析

将测序获得的 ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 基因的核苷酸序列在

ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 在线分析， 精准确定相应毒株的基因

型， 采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ 软件、 ＭＥＧＡ１１􀆰 ０ 等软件进行分

析。 本研究中所使用的 ８２ 个参考序列 （表 ２） 均从

ＧｅｎＢａｎｋ 获得。

表 ２　 参考序列

基因名称 　 　 　 　 毒株 国家 ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ 年份 分型

ＶＰ４ ＮＩＶ９４２９０－Ｐｏｒｃｉｎｅ－Ｉｎｄｉａ－２００９ 印度 ＯＫ３９８１１２􀆰 １ ２０２２ Ｐ ［１］

ＲＶＣ－Ｐｉｇ－ＴＨＡ－ＣＵ２００Ｃ－１６ 泰国 ＭＧ５７５５２２􀆰 １ ２０１８ Ｐ ［１］

ＲＶＡ－ｗｔ－ＴＷＮ－１０６－Ｐ－００１－１－０２７８－２０１７ 台湾 ＯＬ９５６９５６􀆰 １ ２０２２ Ｐ ［３］

ＲＶＡ－Ｈｕｍａｎ－ｗｔ－ＶＮＭ－１２０６７－９１ 越南 ＫＸ３６３２５０􀆰 １ ２０１６ Ｐ ［４］

ＲＶＡ－ｔｃ－ＴＨＡ－Ｐ３４３－１９９１ 泰国 ＡＢ９７２８５９􀆰 １ ２０１５ Ｐ ［５］

ＲＶＡ－ｓｅｗａｇｅ－ＣＨＮ－Ｂ２４－Ｒ２－２０１９ 中国 ＭＷ２５４１７１􀆰 １ ２０２１ Ｐ ［６］

ＲＶＡ－ｔｃ－ＶＮＭ－ＮＴ００４２－２００７ 越南 ＬＣ０９５８８９􀆰 １ ２０１９ Ｐ ［６］

ＲＶＡ－ｗｔ－ＣＨＮ－Ｒ１９５４－２０１３ 中国 ＫＦ７２６０６７􀆰 １ ２０１５ Ｐ ［６］

ＲＶＡ－ｗｔ－ＪＰＮ－ＢＵ２－２０１４ 日本 ＡＢ９２４０８７􀆰 １ ２０１５ Ｐ ［７］

ＲＶＡ－ｔｃ－ＢＥＬ－ＲＶ２７７－１９７７ 比利时 ＫＭ８２０７２２􀆰 １ ２０１５ Ｐ ［７］

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＶＮＭ－１２０７０－４ 越南 ＫＸ３６３２７９􀆰 １ ２０１６ Ｐ ［８］

ＲＶＡ－ｗｔ－ＵＧＡ－ＫＹＥ－１４－Ａ０４８－２０１４ 乌干达 ＫＸ９８８２７８􀆰 １ ２０１７ Ｐ ［１３］

ＣＨＮ－ＡＨ１９０３ 中国 ＯＰ４５４３２０􀆰 １ ２０２３ Ｐ ［１３］

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＢＲＡ－ＳＵＩ２６Ａ－２００８ 巴西 ＭＨ７８５３３６􀆰 １ ２０１９ Ｐ ［１３］

ＲＶＡ－Ｍｕｒｉｎｅ－ｔｃ－－ＣＨＮ－ＳＣＬＳ－Ｍ－２０１８ 中国 ＭＫ６０６４４２􀆰 １ ２０１９ Ｐ ［１３］

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＥＳＰ－Ｏｒｅｎｓｅ１３５２６０􀆰 １－２０２０ 西班牙 ＭＺ６４３３１２􀆰 １ ２０２２ Ｐ ［１３］

ＲＶＡ－ｗｔ－ＴＨＡ－ＣＭＰ－０１５－１２－２０１２ 泰国 ＫＵ３６３１５４􀆰 １ ２０１６ Ｐ ［１９］

Ｐｏｒｃｉｎ－Ｐ１９ Ｍｍ１７ 中国 ＫＸ４５５８４７􀆰 １ ２０１６ Ｐ ［１９］

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＢＲＡ－ＳＵＩ２５Ｂ－２００８ 巴西 ＭＨ７８５３３５􀆰 １ ２０１９ Ｐ ［２３］

ＲＶＡ－ｔｃ－ＣＨＮ－ＳＣＭＹ－Ａ３－２０１７ 中国 ＭＫ０２６４３８􀆰 １ ２０１９ Ｐ ［２３］

ＶＰ７ ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｔｃ－ＪＰＮ－Ｓ８０Ｂ－１９８０ 日本 ＬＣ０８１１５０􀆰 １ ２０１６ Ｇ１

ＲＶＣ－Ｐｉｇ－ＴＨＡ－ＣＵ７９Ｃ－１５ 泰国 ＫＸ９１１６８４􀆰 １ ２０１８ Ｇ１

ＲＶＡ－ＺＪｈｚ１３－４ 中国 ＪＸ４９８９６９􀆰 １ ２０１２ Ｇ２

ＲＶＡ－ＣＭＰ０３４ 泰国 ＤＱ５３４０１５􀆰 １ ２００７ Ｇ２

ＲＶＡ－Ａ２５６－００５ 加拿大 ＫＵ９５４４０４􀆰 １ ２０１６ Ｇ２

ＲＶＡ－ＴＡ－４－２ 中国 ＫＴ８２０７８１􀆰 １ ２０１６ Ｇ３

ＲＶＡ－ｐｉｇ－ＳＶＫ－ＴＯＰＣ２３ 斯洛伐克 ＭＮ２０３５５５􀆰 １ ２０２０ Ｇ３

ＲＶＡ－ＨｅＮ３ 中国 ＪＸ４９８９６８􀆰 １ ２０１２ Ｇ３

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ＴＨＡ－ＣＵ２００－１６ 泰国 ＫＸ９１１６２２􀆰 １ ２０１８ Ｇ３
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续表２

基因名称 　 　 　 　 毒株 国家 ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ 年份 分型

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＴＨＡ－ＣＭＰ－０１１－０９－２００９ 泰国 ＭＧ７８１０５７􀆰 １ ２０１８ Ｇ４

ＲＶＡ ＧＺＭＪ０２ 中国 ＫＸ０１０４７７􀆰 １ ２０１６ Ｇ４

ＲＶＡ ＣＭＰ１２１ 泰国 ＤＱ６８３５２２􀆰 １ ２０１６ Ｇ４

ＲＶＡ ＨＬＪｑｑｈｅ－１ 中国 ＪＸ４９８９６０􀆰 １ ２０１２ Ｇ５

ＲＶＡ ＷＦ－５－２ 中国 ＫＴ８２０７８３􀆰 １ ２０１６ Ｇ５

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗ－ＺＡＦ－ＭＲＣ－ＤＰＲＵ１５７６－２００７ 南非 ＫＰ７５２７７３􀆰 １ ２０１５ Ｇ５

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＴＨＡ－ＣＭＰ－００１－１２－２０１２ 泰国 ＫＴ７２７２５２􀆰 １ ２０１６ Ｇ５

ＲＶＡ ＺＪｈｚ９－２ 中国 ＪＸ４９８９６２􀆰 １ ２０１２ Ｇ５

ＲＶＡ－Ｈｕｍａｎ－ｗｔ－ＢＥＬ－Ｂ１０９２５－１９９７ 比利时 ＥＦ５５４１２０􀆰 １ ２０１１ Ｇ６

ＲＶＡ－Ｈｕｍａｎ－ｔｃ－ＩＴＡ－ＰＡ１６９－１９８８ 意大利 ＥＦ５５４１３１􀆰 １ ２０１１ Ｇ６

ＲＶＣ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＫＯＲ－１０２７－２０１２ 韩国 ＫＪ８１４５０８􀆰 １ ２０１５ Ｇ７

ＲＶＡ－Ｔｕｒｋｅｙ－ｔｃ－ＩＲＬ－Ｔｙ－３－１９７９ 爱尔兰 ＬＣ０８８１１９􀆰 １ ２０２１ Ｇ７

ＲＶＡ Ｃ－１ 韩国 ＫＦ５００２２３􀆰 １ ２０１４ Ｇ８

ＲＶＡ－Ｈｕｍａｎ－ｗｔ－ＭＬＩ－Ｍａｌｉ－０４８－２００８ 马里 ＫＰ８８３０２２􀆰 １ ２０１５ Ｇ８

ＲＶＢ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＵＳＡ－ＭＮ０９－６５－２００９ 美国 ＪＱ０４３８１２􀆰 １ ２０１２ Ｇ８

ＰｏＲＶ－１－ＣＢＮＵ１ 韩国 ＪＱ３４３８３５􀆰 １ ２０１２ Ｇ９

ＲＶＡ－ｐｉｇ－Ｃｈｉｎａ－ＨＮ０３－２０１５ 中国 ＫＹ６４９２７９􀆰 １ ２０１８ Ｇ９

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔＣＨＮＳＣＬＳＨＬ－２－３２０１７ 中国 ＭＨ１３７２６５􀆰 １ ２０１８ Ｇ９

ＴＡ－１－２ 中国 ＫＴ８２０７７９􀆰 １ ２０１６ Ｇ９

Ｋ－１ 日本 ＡＢ０４５３７４􀆰 １ ２００３ Ｇ９

ＲＶＡ－ｐｉｇ－ＣＨＮ－ＳＣＳＮ－９６－２０１７ 中国 ＭＴ１９８７３１􀆰 １ ２０２１ Ｇ９

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＣＨＮ－ＣＱ－２０１５ 中国 ＫＸ８３１１００􀆰 １ ２０１８ Ｇ９

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＵＳＡ－Ｉｎｄｉａｎａ１１９－１－２０１４ 美国 ＭＮ８６２１４２􀆰 １ ２０２０ Ｇ９

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＣＨＮ－ＨＢＨＰ－２０１５ 中国 ＫＸ８３１１１４􀆰 １ ２０１８ Ｇ９

ＲＶＡ－Ｇｏａｔ－ｗｔ－ＭＡＲ－Ｓ１９－２０１２ 摩洛哥 ＭＮ０６７４４９􀆰 １ ２０２０ Ｇ１０

Ｐｏｒ－ＡＭ－Ｐ６６－２０１２ 印度 ＫＦ１７０９００􀆰 １ ２０１３ Ｇ１０

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＣＨＮ－ＧＤＳＺ－２０１６ 中国 ＫＸ８３１１０６􀆰 １ ２０１８ Ｇ１１

ＲＶＡ－ｐｉｇ－ＳＶＫ－４ＣＩＣＩＡＫ 斯洛伐克 ＭＮ２０３５４１􀆰 １ ２０２０ Ｇ１１

ＲＶＡ－ｐｉｇ－ＳＶＫ－３ＣＩＣＩＡＫ 斯洛伐克 ＭＮ２０３５４０􀆰 １ ２０２０ Ｇ１１

ＲＶＡ－Ａ２５１－０９２ 加拿大 ＫＵ９５４４０９􀆰 １ ２０１６ Ｇ１１

ＲＶＡ ＺＪｈｚ１３－３ 中国 ＪＸ４９８９６６􀆰 １ ２０１２ Ｇ１１

ＲＶＢ－Ｐｉｇ－ｗｔＵＳＡＭＮ０９－６８２００９ 美国 ＪＱ０４３８１５􀆰 １ ２０１２ Ｇ１２

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＵＧＡ－ＢＵＷ－１４－Ａ００８－２０１４ 乌干达 ＫＹ０５５４２１􀆰 １ ２０１７ Ｇ１２

ＲＶＡ－Ｈｏｒｓｅ－ｔｃ－ＧＢＲ－Ｌ３３８－１９９１ 英国 ＪＦ７１２５６０􀆰 １ ２０１２ Ｇ１３

ＲＶＡ－Ｈｏｒｓｅ－ｗｔ－ＡＲＧ－Ｅ４０４０－２００８ 阿根廷 ＪＮ８７２８７３􀆰 １ ２０１２ Ｇ１４

ＲＶＡ－Ｃｏｗ－ｗｔ－ＡＲＧ－Ｂ３８３－１９９８ 阿根廷 ＦＪ３４７１１６􀆰 １ ２０１１ Ｇ１５

ＲＶＡ－Ｍｏｕｓｅ－ｔｃ－ＵＳＡ－ＥＤＩＭ 美国 ＭＴ２７６８１４􀆰 １ ２０２１ Ｇ１６

ＲＶＢ－ｗｔ－ＵＳＡＩＡ０９－６７２００９ 美国 ＪＱ０４３８１４􀆰 １ ２０１２ Ｇ１６

Ｈｕｍａｎ＿ＲＶＡ－ｈｕｂｅｉ－Ｇ１７－２０１３ 中国 ＭＧ７８８５３６􀆰 １ ２０１８ Ｇ１７

ＲＶＢ－ｗｔ－ＵＳＡＯＫ０９－５１２００９ 美国 ＪＱ０４３７９９􀆰 １ ２０１２ Ｇ１７

ＲＶＡ－Ｂａｔ－ｗｔ－ＣＲＣ－ＫＣＲ１０－９３－２０１０ 哥斯达黎加 ＭＮ５５１６０３􀆰 １ ２０２０ Ｇ２０

ＲＶＢ－ｗｔＵＳＡＭＯ０９－１３２００９ 美国 ＪＱ０４３７６０􀆰 １ ２０１２ Ｇ２０
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续表２

基因名称 　 　 　 　 毒株 国家 ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ 年份 分型

ＲＶＡ－Ｈｕｍａｎ－ｗｔ－ＳＵＲ－２０１４７３５５１２－２０１３ 苏里南 ＫＸ２５７４１５􀆰 １ ２０１７ Ｇ２０

ＲＶＢ－ｗｔＵＳＡＭＮ０９－３７２００９ 美国 ＪＱ０４３７８４􀆰 １ ２０１２ Ｇ２０

Ｈｕｍａｎ＿ＲＶＡ－ｈｕｂｅｉ－Ｇ２２－２０１３ 中国 ＭＧ７８８５２２􀆰 １ ２０１８ Ｇ２２

Ｈｕｍａｎ＿ＲＶＡ－ｈｕｂｅｉ－Ｇ２１－２０１４ 中国 ＭＧ７８８５３７􀆰 １ ２０１８ Ｇ２１

Ｈｕｍａｎ＿ＲＶＡ－ｈｕｂｅｉ－Ｇ２５－２０１３ 中国 ＭＧ７８８５２４􀆰 １ ２０１８ Ｇ２５

ＲＶＡ－Ｈｕｍａｎ－ｗｔ－ＢＲＡ－ｒｊ２４５９８－２０１５ 巴西 ＭＧ４０７６５０􀆰 １ ２０１８ Ｇ２６

ＴＲ－ＲＶ－ＳＷ５１ 印度 ＫＴ２７７５２６􀆰 １ ２０１５ Ｇ２６

ＲＶＡ－Ｐｉｇ－ｗｔ－ＶＮＭ－ＶＮ－７２－１２－２０１４ 越南 ＫＹ０２１１５３􀆰 １ ２０１７ Ｇ２６

ＲＶＡ－Ｍｏｕｓｅ－ＣＨＮ－ＲＡ６１－２０１３ 中国 ＫＵ２４３６９１􀆰 １ ２０１６ Ｇ２８

ＲＶＡ－Ｂｕｆｆａｌｏ－ｗｔ－ＺＡＦ－４４２６－２００２ 南非 ＭＴ２３４３５９􀆰 １ ２０２１ Ｇ２９

ＲＶＡ－Ｂａｔ－ｗｔ－ＧＨＡ－Ｋ２１２－２００９ 加纳 ＭＮ５６７２６７􀆰 １ ２０２０ Ｇ３０

２　 结果

２􀆰 １　 腹泻样本 ＰｏＲＶ 的检测

２０２１—２０２２ 年间， 共检测了 ８６ 个种猪场的６ ４７２
份腹泻样品， 所有样品均未检测到 ＴＧＥＶ 和 ＳＡＤＳ－
ＣｏＶ 病原。 ＰＥＤＶ、 ＰｏＲＶ 和 ＰＤＣｏＶ 猪场阳性率分别

为： １１􀆰 ６３％ （１０ ／ ８６）、 ６５􀆰 １２％ （５６ ／ ８６） 和 ４􀆰 ６５％
（４ ／ ８６）， 样品阳性率分别为： １１􀆰 ８０％ （７６４ ／ ６ ４７２）、
２７􀆰 ８９％ （１ ８０５ ／ ６ ４７２） 和 ２􀆰 ９２％ （１８９ ／ ６ ４７２）， 提

示 ＰｏＲＶ 可能是引起这些猪场腹泻的主要病因。 此

外， 几种腹泻病毒还呈现不同程度的混合感染， 如

ＰｏＲＶ 和 ＰＥＤＶ 的混合感染率为 ４􀆰 ５７％ （２９６ ／ ６ ４７２），
ＰｏＲＶ 和 ＰＤＣｏＶ 的混合感染率为 ０􀆰 ３２％ （２１ ／ ６ ４７２）。
２􀆰 ２　 ＰｏＲＶ ＶＰ７ 基因分型及系统进化分析

将本研究中测序获得的 ７６ 株 ＰｏＲＶ ＶＰ７ 基因序

列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知 Ｇ 基因型的代表毒株通过

ＭＥＧＡ１１􀆰 ０ 软件进行遗传进化分析， 结果显示 （图
１）： 共检测到 ８ 种基因型， 其中 Ｇ９ 为优势基因型

（４２􀆰 １０％）， Ｇ５、 Ｇ２６、 Ｇ３、 Ｇ４、 Ｇ１、 Ｇ２ 和 Ｇ１１ 各

占 ２６􀆰 ３２％、 ９􀆰 ２１％、 ６􀆰 ５８％、 ６􀆰 ５８％、 ３􀆰 ９５％、

２􀆰 ６３％和 ２􀆰 ６３％。 云南省猪场检测到除 Ｇ４ 型以外的

７ 种基因型， ＹＮＬＳＴＣ 猪场在 ２ 年内监测到 ３ 种 Ｇ 型，
分别为 Ｇ１、 Ｇ３ 和 Ｇ５； 其余监测猪场暂未检测到不

同的 Ｇ 基因型； 广东省猪场检测到的毒株以 Ｇ９
（１１ ／ ２１） 和 Ｇ５ （８ ／ ２１） 为主； 江西省猪场检测到的

毒株以 Ｇ９ （９ ／ １５） 为主； 广西省猪场检测到的毒株

以 Ｇ９ （４ ／ １５） 为主； 湖南省猪场检测到 Ｇ９ （５ ／ ７）
和 Ｇ２６ （２ ／ ７） 两种基因型。 由于轮状病毒各 Ｇ 型毒

株之间氨基酸的同源性较低， 仅对测序获得的 ３２ 株

Ｇ９ 优势基因型和 ９ 株参考 Ｇ９ 基因型的氨基酸进行同

源性分析， ＶＰ７ 基因之间氨基酸同源性为 ７２􀆰 １％ ～
１００％ （图 ２）。 测序所获得的 ３２ 株 Ｐ ［１３］ 基因与

ＧｅｎＢａｎｋ 上 美 国 参 考 毒 株 ＲＶＡ － Ｐｉｇ － ｗｔ － ＵＳＡ －
Ｉｎｄｉａｎａ１１９－１－２０１４－Ｇ９ 同源性仅为 ７２􀆰 １％ ～ ７４􀆰 ９％。
从氨基酸同源性结果来看， 监测的猪场目前暂未发现

感 染 美 国 流 行 的 Ｇ９ 基 因 型 毒 株。 江 西 的

ＪＸＪＧＣ２０２１０１０２、 ＪＸＪＧＣ２０２２１０２７ 和 广 东 的 ＧＤＨ⁃
ＳＹＥＣ２０２２１０１１、 ＧＤＣＷＣ２０２２１０１０ 共 ４ 个毒株同其他

Ｇ９ 毒株的同源性最高只有 ８９􀆰 ９％。
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△为本研究中的毒株， ▲为 ＮＣＢＩ 中代表毒株； ＧＺ 为贵州省毒株， ＹＮ 为云南省毒株， ＪＸ 为江西省毒株， ＨＮ 为湖南省毒株， ＧＸ 为广西省毒

株， ＧＤ 为广东省毒株。 下同。

图 １　 基于 ＰｏＲＶ ＶＰ７ 序列 （１ １００ ｂｐ） 利用邻近法构建的遗传进化树

２􀆰 ３　 ＰｏＲＶ ＶＰ４ 基因分型及系统进化分析

将本研究中测序获得的 ３５ 株 ＰｏＲＶ ＶＰ４ 基因序

列与 ＮＣＢＩ 中 已 知 Ｐ 基 因 型 的 代 表 毒 株 通 过

ＭＥＧＡ１１􀆰 ０ 软件进行遗传进化分析 （图 ３）， 结果显

示： 共检测到 ５ 种 Ｐ 基因型， 以 Ｐ ［１３］ 型为主， 占

５７􀆰 １４％， 其次为 Ｐ ［７］、 Ｐ ［２３］、 Ｐ ［３］ 和 Ｐ ［６］
型， 占比分别为 ２０％、 １４􀆰 ２９％、 ５􀆰 ７１％ 和 ２􀆰 ８６％。
广东省猪场检测到 Ｐ ［ ６］、 Ｐ ［ ７］、 Ｐ ［ １３］ 和

Ｐ ［２３］共 ４ 种基因型， 云南省和江西省猪场检测到

Ｐ ［７］ 和 Ｐ ［１３］ ２ 种基因型毒株， 广西省猪场检

测到 Ｐ ［１３］ 和 Ｐ ［２３］ ２ 种基因型毒株， 湖南省猪

场检测到 Ｐ ［３］ 和 Ｐ ［１３］ ２ 种基因型毒株， 贵州

省检测到 Ｐ ［７］ 和 Ｐ ［２３］ ２ 种基因型毒株。 由于

轮状病毒各 Ｐ 型毒株之间的同源性较低， 仅对 ２０ 株

Ｐ ［１３］ 优势基因型和 ５ 株参考 Ｐ ［１３］ 基因型的氨

基酸进行氨基酸同源性分析， ＶＰ４ 基因之间氨基酸

同源性为 ７２􀆰 ５％～１００％ （图 ４）， 测序所获得的 ２０ 株

Ｐ ［１３］ 基因与 ＧｅｎＢａｎｋ 上的 Ｐ ［１３］ 型参考毒株

ＲＶＡ－ Ｍｕｒｉｎｅ － ｔｃ － ＣＨＮ － ＳＣＬＳ － Ｍ － ２０１８ 同源性在

８９􀆰 ３％ ～ ９７􀆰 ２％ 之间， 与参考毒株 ＲＶＡ － Ｐｉｇ － ｗｔ －
ＢＲＡ－ＳＵＩ２６Ａ － ２００８ 同源性在 ７２􀆰 ５％ ～ ７６􀆰 ５％之间，
从氨基酸同源性结果来看， 猪场 Ｐ ［１３］ 基因型毒株

与鼠源轮状病毒较高， 推测可能是鼠源轮状病毒通过

老鼠感染了猪群。
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图 ２　 Ｇ９ 型毒株 ＶＰ７ 基因氨基酸同源性性比较

图 ３　 基于 ＰｏＲＶ ＶＰ４ 序列 （８１０ ｂｐ） 利用邻近法构建的遗传进化树
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图 ４　 Ｐ ［１３］ 型毒株 ＶＰ４ 基因氨基酸同源性比较

２􀆰 ４　 ＰｏＲＶ Ｇ ／ Ｐ 基因型分型

３５ 份样本成功鉴定出 Ｇ ／ Ｐ 组合基因型， 共包括

１５ 种 Ｇ ／ Ｐ 基因型组合， Ｇ９Ｐ ［１３］ （２８􀆰 ５７％） 为优

势组合基因型， 其他基因型为 Ｇ５Ｐ［１３］ （１１􀆰 ４３％）、
Ｇ４Ｐ ［１３］ （８􀆰 ５７％）、Ｇ９Ｐ ［２３］ （８􀆰 ５７％）、 Ｇ２６Ｐ ［１３］
（５􀆰 ７１％）、Ｇ１Ｐ［７］（５􀆰 ７１％）、Ｇ２６Ｐ［３］（５􀆰 ７１％）、Ｇ５Ｐ

［７ ］ （ ５􀆰 ７１％）、 Ｇ３Ｐ ［ ７ ］ （ ２􀆰 ８６％）、 Ｇ１１Ｐ ［ ２３ ］
（２􀆰 ８６％）、Ｇ５Ｐ ［ ２３］ （ ２􀆰 ８６％）、 Ｇ１１Ｐ ［ ７］ （ ２􀆰 ８６％）、
Ｇ３Ｐ［ １３］ （ ２􀆰 ８６％）、 Ｇ５Ｐ ［ ６］ （ ２􀆰 ８６％） 和 Ｇ４Ｐ ［ ７］
（２􀆰 ８６％）， 其中 Ｇ１１Ｐ ［７］ 为国内首次鉴定的基因

型组合， ＰｏＲＶ 的基因型详细分布见表 ３。

表 ３　 猪场 ＰｏＲＶ 感染基因型的分布

省份 猪场数 样本数 阳性数 Ｇ 型 Ｐ 型 Ｇ ／ Ｐ 组合型

贵州 ９ ２９６ １３５ Ｇ１， Ｇ３， Ｇ５， Ｇ１１ Ｐ ［７］， Ｐ ［２３］ Ｇ１Ｐ ［７］， Ｇ３Ｐ ［７］， Ｇ１１Ｐ ［２３］

云南 １５ １ ７８０ ５１２ Ｇ１， Ｇ２， Ｇ３， Ｇ５，
Ｇ９， Ｇ１１， Ｇ２６

Ｐ ［７］， Ｐ ［１３］ Ｇ５Ｐ ［７］， Ｇ５Ｐ ［１３］， Ｇ９Ｐ ［１３］， Ｇ１１Ｐ ［７］，
Ｇ２６Ｐ ［１３］， Ｇ３Ｐ ［１３］

江西 １５ １ ７３０ ４８７ Ｇ３， Ｇ４， Ｇ５， Ｇ９ Ｐ ［７］， Ｐ ［１３］ Ｇ５Ｐ ［７］， Ｇ４Ｐ ［１３］， Ｇ９Ｐ ［１３］

湖南 １１ ５６３ １６５ Ｇ５， Ｇ９， Ｇ２６ Ｐ ［３］， Ｐ ［１３］ Ｇ５Ｐ ［１３］， Ｇ２６Ｐ ［３］， Ｇ２６Ｐ ［１３］

广西 １３ ５４３ １３４ Ｇ２， Ｇ５， Ｇ９ Ｐ ［１３］， Ｐ ［２３］ Ｇ５Ｐ ［１３］， Ｇ５Ｐ ［２３］， Ｇ９Ｐ ［１３］

广东 ２３ １ ５６０ ３７２ Ｇ４， Ｇ５， Ｇ９ Ｐ ［６］， Ｐ ［７］，
Ｐ ［１３］， Ｐ ［２３］

Ｇ５Ｐ ［６］， Ｇ５Ｐ ［１３］， Ｇ４Ｐ ［７］， Ｇ４Ｐ ［１３］，
Ｇ９Ｐ ［１３］， Ｇ９Ｐ ［２３］

共计 ８６ ６ ４７２ １ ８０５ Ｇ１， Ｇ２， Ｇ３， Ｇ４，
Ｇ５， Ｇ９， Ｇ１１， Ｇ２６

Ｐ ［３］， Ｐ ［６］，
Ｐ ［７］， Ｐ ［１３］，
Ｐ ［２３］

Ｇ１Ｐ ［７］， Ｇ３Ｐ ［７］， Ｇ３Ｐ ［１３］， Ｇ４Ｐ ［７］，
Ｇ４Ｐ ［１３］， Ｇ５Ｐ ［６］， Ｇ５Ｐ ［７］， Ｇ５Ｐ ［１３］，
Ｇ５Ｐ ［２３］， Ｇ９Ｐ ［１３］， Ｇ９Ｐ ［２３］， Ｇ１１Ｐ ［７］，
Ｇ１１Ｐ ［２３］， Ｇ２６Ｐ ［３］， Ｇ２６Ｐ ［１３］

３　 讨论

本研究通过对 ２０２１—２０２２ 年贵州、 云南、 江西、
湖南、 广西和广东 ６ 个省共 ８６ 个规模化猪场的 ６ ４７２
份仔猪腹泻粪便样本进行了腹泻相关病毒检测，
ＰｏＲＶ、 ＰＥＤＶ 和 ＰＤＣｏＶ 阳 性 率 分 别 为 ２７􀆰 ８９％、
１１􀆰 ８０％ 和 ２􀆰 ９２％， 猪 场 阳 性 率 分 别 为 ６５􀆰 １２％、

１１􀆰 ６３％和 ４􀆰 ６５％； ＰｏＲＶ 和 ＰＥＤＶ 的混合感染率为

４􀆰 ５７％， ＰｏＲＶ 和 ＰＤＣｏＶ 的混合感染率为 ０􀆰 ３２％。 本

研究结果表明 ＰｏＲＶ 在不用地区猪场中感染严重且分

布广泛， 有必要继续加强对不同猪场 ＰｏＲＶ 的监测，
为 ＰｏＲＶ 感染的防控提供了重要的科学依据。

ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 分别决定轮状病毒的 Ｇ 型和 Ｐ 型，
且 Ｇ 型与 Ｐ 型之间会产生不同的组合， 不同组合型
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的轮状病毒毒株诱导的交叉保护性低［３，５］。 目前

ＰｏＲＶ 在全球范围内广泛流行， 基因型多样， 加强对

ＰｏＲＶ 不同 Ｇ ／ Ｐ 基因型的监测和研究， 对了解 ＰｏＲＶ
的遗传进化和疫苗研究非常重要。 在本研究中， Ｇ９
和 Ｇ５ 为流行 Ｇ 基因型， 分别占分型毒株的 ４２􀆰 １１％
和 ２６􀆰 ３２％； Ｐ ［１３］、 Ｐ ［７］ 和 Ｐ ［２３］ 为流行 Ｐ
基 因 型， 分 别 占 分 型 毒 株 的 ５７􀆰 １４％、 ２０％ 和

１４􀆰 ２９％， 其中 Ｐ ［１３］ 型 ＰｏＲＶ 最具多样性和复杂

性； 优势 Ｇ ／ Ｐ 组合基因型为 Ｇ９Ｐ ［１３］， 占分型样本

的 ２８􀆰 ５７％。 其中广东和云南的组合基因型最为复

杂， 存在 ６ 种不同的基因型组合， 推测原因可能是广

东和云南猪场 ＰｏＲＶ 感染率升高的同时， ＰｏＲＶ 流行

基因型之间重组频率也在逐渐增高， 后期应加强对广

东、 云南地区猪群 ＰｏＲＶ 分子流行病学的监测， 重视

对猪群轮状病毒的防控与管理。 本研究还在云南地区

检测出了 Ｇ１１Ｐ ［７］， 该组合基因型首次在国内出

现。 周群等［１１］对 ２０１７—２０１９ 年四川省猪 Ａ 群轮状病

毒分子流行病学进行调查， 揭示 Ｇ９ 型和Ｐ ［１３］型为

分别为优势 Ｇ 基因型和 Ｐ 基因型， Ｇ９Ｐ ［２３］ 为优

势组合基因型。 本研究结果也表明 Ｇ９ 和Ｐ ［１３］型为

主要的基因型， 与周群等［１１］ 的监测结果一致， 但优

势组合基因型为 Ｇ９Ｐ ［１３］， 与 ２０１７—２０１９ 年四川

地区优势基因型不同。
猪轮状病毒流行率不断增加， 遗传多样性越来越

复杂。 因此， 分子流行病学方面的研究应该不断更

新， 有助于更好地了解 ＰｏＲＶ 的流行病学特征， 对

ＰｏＲＶ 感染的防控具有重大指导意义， 也为新型疫苗

候选株的筛选提供了参考。
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