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摘要： 为了研究猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 流行毒株的生物学特性， 采集仔猪临床腹泻病料进行病毒分离， 结果显示， 接种病料的 Ｖｅｒｏ 细胞

连续盲传 ３ 代后可观察到明显的细胞病变， 通过间接免疫荧光试验确定导致细胞病变的病毒为 ＰＥＤＶ， 毒株命名为 ＪＭＳ。 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增 ＪＭＳ
毒株 Ｓ 基因并进行系统进化树分析发现， ＪＭＳ 属于 ＧⅡｂ 基因型。 采用 ５００ ＴＣＩＤ５０ （半数组织细胞感染量） 的剂量对 ３ 日龄仔猪进行攻毒发现，
攻毒仔猪表现出严重的临床症状， 并在 ４８ ｈ 内死亡， 致死率为 １００％。 对仔猪剖检和病理组织切片检查发现， 攻毒仔猪肠壁变薄， 绒毛结构破损、
变短甚至脱落。 综上， 本研究分离到 １ 株高致病性 ＰＥＤＶ 毒株， 为后续探究 ＰＥＤＶ 流行毒株生物学特性以及相关疫苗研发奠定了基础。
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　 　 病毒性腹泻严重危害仔猪健康， 相关研究表明，
导致仔猪腹泻常见的病毒包括猪流行性腹泻病毒

（ＰＥＤＶ）、 猪 δ 冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ）、 猪传染性胃肠

炎病毒 （ＴＧＥＶ） 和猪轮状病毒 （ＰｏＲＶ） ［１－２］。 多个

临床数据分析指出， ＰＥＤＶ 在临床样本中检出的阳性
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病机 理 和 免 疫 保 护 机 制， 抗 体 工 程 等 方 面 的 研 究， Ｅ － ｍａｉｌ：
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率远高于其他几种病毒， 是造成仔猪腹泻最主要的

病原［３－４］。
ＰＥＤＶ 属于 α 冠状病毒属 （ Ａｌｐｈａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ），

是有囊膜的单链正股 ＲＮＡ 病毒［５］。 ＰＥＤＶ 主要靶向

猪的小肠绒毛上皮细胞， 导致绒毛脱落进而造成仔猪

营养吸收障碍， 继发腹泻， 严重者脱水死亡。 根据 Ｓ
基因的不同， ＰＥＤＶ 分为 ２ 个基因型， 分别为经典型

（ＧⅠ） 和变异型 （ＧⅡ）， 目前中国流行的毒株主要

为变异型， 占 ９０％以上［６－７］。 变异株的致病能力和危

害远高于经典株， 对仔猪的致死率最高可达 １００％，
其高流行率和高致死率的特征使 ＰＥＤＶ 成为影响养猪
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行业最主要的病原之一， 每年给养猪行业造成了巨大

的经济损失［８］。
疫苗免疫是防控病毒感染的最有效的措施之一，

上世纪 ９０ 年代， 科研人员成功研发出 ＣＶ７７７ 的灭活

苗和弱毒苗， 疫苗免疫母猪所产生的母源抗体对仔猪

保护率可达 ９０％以上， 有效地减轻了 ＰＥＤＶ 对猪群

的危害［９－１０］。 然而， 在 ２０１０ 年出现高致病性流行毒

株之后， 经典株的疫苗对变异毒株交叉保护效果较

差， 经典株的疫苗已不能防控变异株。 近年来虽有针

对流行株的疫苗上市， 但是免疫保护效果不理想，
ＰＥＤＶ 仍时常暴发， 因此市场上迫切需要研发新型有

效的疫苗。
为了更好地研究 ＰＥＤＶ 变异株的生物学特性， 为

疫苗研发奠定基础， 本实验室从黑龙江某猪场的腹泻

仔猪病料中进行 ＰＥＤＶ 分离， 并对其基因组和致病特

征进行了相关研究。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞和病料

Ｖｅｒｏ 细胞和猪肠道类器官由本实验室保存；
ＰＥＤＶ 仔猪腹泻病料采自黑龙江某猪场。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自博日公司， Ｏｌｉｇｏ ｄ
（Ｔ）、 ｄＮＴＰ、 ＭＬＶ 反转录酶、 ＲＮＡ 酶抑制剂均购自

ＴａＫａＲａ 公司， 青霉素－链霉素 （双抗） 购自碧云天

公司， ０􀆰 ２５％胰酶、 ＤＭＥＭ 和血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，
ＰＢＳ 购自索莱宝公司， 高保真酶购自诺唯赞公司，
ＰＥＤＶ－Ｎ 多抗血清由本实验室制备。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器

组织匀浆仪购自赫得科技有限公司， 离心机和倒

置显微镜购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 二氧化碳细胞培养箱

购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司， 荧光倒置显微镜购自尼康公司，
荧光定量 ＰＣＲ 仪购自罗氏公司。
１􀆰 １􀆰 ４　 试验动物

筛选 ２ 头 ＰＥＤＶ 抗原抗体双阴性， 猪繁殖与呼吸

综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪

瘟病毒 （ＣＳＦＶ）、 猪流感病毒 （ＳＩＶ）、 非洲猪瘟病

毒 （ＡＳＦＶ） 抗原阴性怀孕母猪， 从其所产的仔猪中

挑选 ６ 头大小匀称的 ３ 日龄长白仔猪用于试验。
１􀆰 ２　 病料处理

通过 ＰＣＲ 检测选取 ＰＥＤＶ 阳性而 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ
和 ＰｏＲＶ 为阴性的病料。 在无菌环境下取适量腹泻仔

猪的空肠组织置于 ２ ｍＬ 离心管中， 并加入 ５００ μＬ 预

冷的无菌 ＰＢＳ， 用组织匀浆仪研磨， 离心收取上清

液， 同时取 １ ｍＬ 空肠内容物于 ２ ｍＬ 离心管中， 离心

收取上清液， 将上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤除菌。
１􀆰 ３　 病毒分离

将 Ｖｅｒｏ 细胞传代至 ６ 孔板中， 待细胞 １００％长满

后弃上清液并用 ＤＭＥＭ 洗 ２ 次， 每孔加入 １００ μＬ 组

织匀浆上清液、 １００ μＬ 内容物上清液、 ８００ μＬ
ＤＭＥＭ 和 ４‰的胰酶； 对照孔加 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 和 ４‰的

胰酶； 将细胞置于细胞培养箱中孵育 ２ ｈ， 然后弃上

清液； ＤＭＥＭ 洗 １ 次， 加入 ２ ｍＬ ＤＭＥＭ 和 ３‰的胰

酶， 每天观察细胞病变效应 （ＣＰＥ）； 若细胞无明显

病变， 根据细胞状态在 ７２～９６ ｈ 之间收取细胞并反复

冻融 ３ 次， ３ ０００ ｇ、 ４ ℃离心 ５ ｍｉｎ， 收获上清液； 取

４００ μＬ 病毒液、 ６００ μＬ ＤＭＥＭ 和 ３‰的胰酶充分混

匀， 继续接种 ６ 孔板中 １００％长满的 Ｖｅｒｏ 细胞， 连续

传代 ３～５ 次并观察 ＣＰＥ。
１􀆰 ４　 半数组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０） 测定

细胞出现明显病变后， 反复冻融 ３ 次收集上清

液， 将病毒液用含 ３‰的胰酶 ＤＭＥＭ 倍比稀释， 从

１０－１ ～１０－７； 将稀释好的病毒液接种于长满单层 Ｖｅｒｏ
细胞的 ９６ 孔细胞培养板中， 每个稀释度进行 ８ 个孔

的平行重复， 每孔接种病毒液 １００ μＬ； 同时设正常

细胞作为空白对照， 每孔加 １００ μＬ 含 ３‰的胰酶

ＤＭＥＭ； 每日观察并记录， 连续观察 ５ ～ ７ ｄ， 并将观

察得到的数据按照 Ｒｅｅｄ －Ｍｕｅｎｃｈ 两氏法进行计算

分析。
１􀆰 ５　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ）

病毒按照感染比 （ＭＯＩ） ８×１０－３感染 ９６ 孔板中

Ｖｅｒｏ 细胞， 同时设立细胞对照， ３７ ℃孵育 ２ ｈ； 弃病

毒液， 每孔用 ＤＭＥＭ 洗涤 ２ 次， 加入 １００ μＬ 含 ３‰
的胰酶 ＤＭＥＭ 在 ３７ ℃孵育 ３６ ｈ； 弃上清液， 每孔加

入 １００ μＬ ４％多聚甲醛， ４ ℃作用 ３０ ｍｉｎ； 弃甲醛，
每孔 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 然后每孔加入 １００ μＬ ０􀆰 ２％
Ｔｒｉｔｏｎ 室温作用 ２０ ｍｉｎ； 弃 Ｔｒｉｔｏｎ， 每孔 ＰＢＳＴ 洗涤 ３
次； 加入 ２００ μＬ 封闭液 ３７ ℃封闭 ２ ｈ； 弃封闭液，
每孔 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 每孔加入 １００ μＬ 小鼠抗

ＰＥＤＶ－Ｎ 蛋白血清 （１ ∶ １ ０００）； ３７ ℃ 孵育 １􀆰 ５ ｈ；
弃一抗， 每孔 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 山羊抗小鼠抗体

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司， 货号 Ａ１１００３） １ ∶ ８００ 倍稀释， 每

孔加入 １００ μＬ， ３７ ℃孵育 １ ｈ； 弃二抗， 每孔 ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次； 每孔加入 １００ μＬ ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＡＰＩ， 室

温孵育 １０ ｍｉｎ； 每孔 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 每孔加入

１００ μＬ ＰＢＳ， 荧光显微镜观察结果。
１􀆰 ６　 病毒生长特性分析

Ｖｅｒｏ 细胞铺 ４８ 孔板， 待细胞 １００％长满后， 然

后收集 ３ 孔细胞－８０ ℃冻存， 其余孔按照 ８×１０－３ ＭＯＩ
加入病毒液， 同时设立细胞对照 （Ｍｏｃｋ）， ３７ ℃ 孵

育 ２ ｈ； 收集 ３ 孔感染病毒的细胞－８０ ℃冻存， 其余
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孔用 ＤＭＥＭ 洗涤 ２ 次， 加入维持液 ３７ ℃孵育， 分别

在 ２４、 ４８ 和 ７２ ｈ 收集 ３ 孔感染病毒的细胞－８０ ℃冻

存， 然后通过荧光定量 ＰＣＲ 检测不同时间点病毒拷

贝数。 空肠类器官铺 ４８ 孔板， １００％ 长满后按照

１ ０００ ＴＣＩＤ５０每孔加入病毒液并在 ３７ ℃、 １ ２００ ｇ 离

心 １ ｈ， 然后 ３７ ℃孵育 ２ ｈ， 以接毒时间点为标准分

别在 ０、 ２、 ６、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 收取样品。
１􀆰 ７　 病毒 ＲＮＡ 提取

采用博日 ＲＮＡ 提取试剂盒按照说明书提取

ＲＮＡ； 使用紫外分光光度计对 ＲＮＡ 进行浓度测定，
取 ２ μｇ ＲＮＡ 为模板进行反转录获取 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ８　 荧光定量 ＰＣＲ

根据 ＰＥＤＶ 的 ＯＲＦ３ 和 ＧＡＰＤＨ （ 登 录 号：
ＡＦ０１７０７９􀆰 １） 设计引物， 采用荧光实时 ＰＣＲ 相对定

量法对反转录的 ｃＤＮＡ 进行检测， 检测试剂采用

Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 引物见表 １。

表 １　 相对定量 ＰＣＲ 检测引物

基因 引物序列 （５′→３′）

ＯＲＦ３
Ｆ： ＣＡＣＴＴＡＴＴＧＧＣＡＧＧＣＴＣＴＴＴ
Ｒ： ＣＣＡＴＴＧＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＧＴＧＴＡＧＴＡＧ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＣＣＣＴＡＣＴＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＧＡＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴ

１􀆰 ９　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因扩增及序列分析

从 ＮＣＢＩ 数据库中下载不同 ＰＥＤＶ 基因型序列，
从 ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ３ 中筛选保守区域设计 Ｓ 基因的上下

游扩增引物。 采用高保真酶 （诺唯赞， 货号 Ｐ５１５－
ＡＡ） 从病毒 ｃＤＮＡ 中扩增， 引物 Ｆ： ５′－ＴＧＡＴＧＴＴ⁃
ＧＴＧＴＴＡＧＧＴＴＴＧＴＴＧＡＡＧ － ３′； Ｒ： ５′ － ＡＡＴＧＧＡＴＴＴ⁃
ＧＣＣＧＴＣＡＴＡＡＴＡＡＧＣＴ － ３′。 然后将 ＰＣＲ 产物通过

１％琼脂糖凝胶电泳验证片段大小， 并通过胶回收将

ＰＣＲ 产物回收并进行测序； 使用 Ｊｏｎｅｓ － Ｔａｙｌｏｒ －
Ｔｈｏｒｎｔｏｎ （ ＪＴＴ ） ｍｏｄｅｌ 对 序 列 进 行 Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ Ｔｒｅｅ 分析， 进而确定分离毒株基因型。 参

考毒株见表 ２。
１􀆰 １０　 ＰＥＤＶ 分离毒株感染试验

将 ６ 头仔猪随机分为 ２ 组， 其中 １ 组每头猪口服

感染 ５００ ＴＣＩＤ５０ ＰＥＤＶ 病毒液， 另 １ 组作为空白对

照。 在攻毒前 １ ｄ 和攻毒后 ４ ｄ， 每天采集猪肛拭子，
同时每天对攻毒组和对照组仔猪进行临床症状打分：
呕吐打 １ 分， 腹泻打 ２ 分， 水样腹泻打 ３ 分， 水样腹

泻并脱水打 ４ 分。 死亡仔猪立即解剖并采集肠道， 进

行组织固定， 同时采集肠内容物。
１􀆰 １１　 病毒载量检测

用 ５００ μＬ 预冷的 ＰＢＳ 加入肛拭子中， 充分涡

旋、 离心收上清液； 取 １００ μＬ 上清液提取 ＲＮＡ， 然

后取 １３ μＬ ＲＮＡ 进行反转录获得 ｃＤＮＡ。 采用绝对荧

光定量 ＰＣＲ 对样品病毒拷贝数进行检测。

表 ２　 系统发育树参考毒株

编号 毒株序列号 国家 日期 基因型

１ ＡＦ３５３５１１ 瑞士 １９９３ ＧⅠａ

２ ＧＵ９３７７９７ 韩国 ２０１１ ＧⅠａ

３ ＪＱ０２３１６１ 韩国 ２０１２ ＧⅠａ

４ ＪＱ０２３１６２ 韩国 ２０１２ ＧⅠｂ

５ ＪＸ５６０７６１ 中国 ２０１２ ＧⅠｂ

６ ＫＣ２１０１４６ 中国 ２０１３ ＧⅠｂ

７ ＫＣ１４０１０２ 中国 ２０１２ ＧⅡａ

８ ＫＣ２１０１４５ 中国 ２０１２ ＧⅡａ

９ ＫＦ４６８７５２ 美国 ２０１３ ＧⅡａ

１０ ＫＪ０２０９３２ 中国 ２０１３ ＧⅡａ

１１ ＫＦ４６８７５４ 美国 ２０１３ ＧⅡａ

１２ ＫＦ７６０５５７ 中国 ２０１３ ＧⅡａ

１３ ＪＸ１８８４５４ 中国 ２０１１ ＧⅡｂ

１４ ＪＸ４８９１５５ 中国 ２０１１ ＧⅡｂ

１５ ＪＸ５２４１３７ 中国 ２０１１ ＧⅡｂ

１６ ＪＸ６４７８４７ 中国 ２０１１ ＧⅡｂ

１７ ＫＦ３８４５００ 中国 ２０１２ ＧⅡｂ

１８ ＫＭ０８９８２９ 中国 ２０１２ ＧⅡｂ

１９ ＫＪ３９９９７８ 美国 ２０１４ ＧⅡｃ

２０ ＫＪ６４５６９５ 美国 ２０１３ ＧⅡｃ

２１ ＫＲ００３４５２ 比利时 ２０１５ ＧⅡｃ

２２ ＫＭ３９２２３２ 美国 ２０１３ ＧⅡｃ

２３ ＫＭ４０３１５５ 韩国 ２０１４ ＧⅡｃ

２４ ＫＭ９７５７３８ 美国 ２０１３ ＧⅡｃ

１􀆰 １２　 组织切片染色

将样品用 ４％的多聚甲醛固定 ３６ ｈ， 然后分级乙

醇脱水后用石蜡包埋， 将石蜡包埋样品切片后固定于

载玻片上， 并进行脱蜡、 水化和 ＨＥ 染色， 最后在光

学显微镜进行观察。
１􀆰 １３　 数据统计分析

用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 分析试验结果。 试验

数据用 “平均值±标准差” 的形式表示。

２　 结果

２􀆰 １　 毒株分离与鉴定

将 ＰＥＤＶ 阳性病料接种 Ｖｅｒｏ 细胞， 连续盲传 ３
代。 结果显示， 盲传 ３ 代后部分细胞在 ３６ ｈ 出现明

显脱落、 皱缩等 （图 １Ａ）， 与 ＰＥＤＶ 感染细胞导致
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的病变相似； 而细胞对照没有出现细胞病变 （图

１Ｂ）。 将第 ３ 代感染细胞反复冻融 ４ 次收取上清液，
用 ＤＭＥＭ 进行 ５０ 倍稀释后感染 ９６ 孔板中 １００％长满

的 Ｖｅｒｏ 细胞， ３６ ｈ 后进行 ＩＦＡ 检测， 结果显示该感

染细胞孔能够与 ＰＥＤＶ－Ｎ 蛋白小鼠多抗血清产生特

异性结合， 并呈现红色荧光 （图 １Ｃ）， 而细胞对照孔

无特异性红色荧光 （图 １Ｄ）， 表明感染孔含有

ＰＥＤＶ， 分离毒株命名为 ＪＭＳ。

Ａ、 Ｂ． ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞病变和细胞对照； Ｃ、 Ｄ． 间接免疫荧光检测 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 和细胞对照。

图 １　 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 分离与验证

２􀆰 ２　 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 分离毒株生长特性分析

为了分析 ＰＥＤＶ － ＪＭＳ 的生长特性， 将 Ｆ９ 代

（１０４􀆰 ７５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ） 病毒分别感染 Ｖｅｒｏ 细胞和猪空肠

类器官， 然后在不同时间点收集样品并测定病毒拷贝

数。 结果显示， 分离毒株感染 Ｖｅｒｏ 细胞后在 ２４ ｈ 内

病毒拷贝数迅速上升， 随后增殖速度减缓 （图 ２Ａ）。

而在猪空肠类器官中， 病毒拷贝数在 ０ ～ １２ ｈ 迅速上

升， 在随后的 １２～２４ ｈ 出现平台期， 并在 ２４～４８ ｈ 呈

现出略微下降的趋势 （图 ２Ｂ）。 表明分离的 ＰＥＤＶ 毒

株在不同细胞中可以很好地增殖， 但是其病毒拷贝数

随着细胞种类的不同而呈现出不同的增长模式。

图 ２　 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞 （Ａ） 和空肠类器官 （Ｂ） 增长曲线

２􀆰 ３　 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 分离毒株基因型分析

为了确定分离毒株的基因型， 从 ＯＲＦ１ｂ 和 ＯＲＦ３
中保守区域设计引物， 扩增分离毒株 Ｓ 基因并进行测

序， 然后通过 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ （最大似然法） 将

Ｓ 基因氨基酸序列进行系统进化树分析。 结果显示，
ＪＭＳ 与 ＧⅡｂ 基因型毒株聚类在一个分支 （图 ３Ａ），
且氨基酸序列同源性最高， 为 ９７􀆰 ８％ ～ ９８􀆰 ３％ （图
３Ｂ）， 表明 ＪＭＳ 属于 ＧⅡｂ 基因亚型。
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与 ＪＭＳ 毒株氨基酸同源率 ／ ％

ＧⅠａ 亚型毒株 （ｎ＝ ３） ９２􀆰 ９～９４􀆰 ５

ＧⅠｂ 亚型毒株 （ｎ＝ ３） ９３􀆰 ０～９３􀆰 ４

ＧⅡａ 亚型毒株 （ｎ＝ ６） ９７􀆰 ５～９８􀆰 ３

ＧⅡｂ 亚型毒株 （ｎ＝ ５） ９７􀆰 ８～９８􀆰 ３

ＧⅡｃ 亚型毒株 （ｎ＝ ６） ９５􀆰 ４～９５􀆰 ３

Ａ． ＪＭＳ 毒株系统进化树分析， •表示本试验分离株； Ｂ． ＪＭＳ 毒株与不同 ＰＥＤＶ 基因型毒株氨基酸同源性分析。

图 ３　 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 分离株的基因型分析

２􀆰 ４　 ＰＥＤＶ －ＪＭＳ 致病性试验

为了探究分离毒株的致病性， 取 ＪＭＳ Ｆ９ 代 ５００
ＴＣＩＤ５０的病毒去感染仔猪， 并观察仔猪临床症状。 结

果显示， 攻毒仔猪第 １ 天就出现水样腹泻 （图 ４Ａ）

且肛拭子中能检测到大量的病毒 （图 ４Ｂ）， 第 ２ 天仔

猪全部死亡 （图 ４Ｃ）。 表明该毒株在较低的剂量下就

能导致仔猪感染发病， 且 ４８ ｈ 内造成仔猪死亡， 对

仔猪致病性较强。

Ａ． 临床症状打分； Ｂ． 不同时间点肛拭子病毒拷贝数； Ｃ． 存活率统计。

图 ４　 仔猪感染 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 临床症状评估
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２􀆰 ５　 感染仔猪病理学检测

将仔猪进行剖检， 可观察到感染仔猪小肠肠壁变

薄呈半透明状， 肠内充满水样内容物 （图 ５Ａ）， 而

对照组肠道正常无明显病变 （图 ５Ｂ）。 采取肠道组织

进行组织切片检查， 结果显示感染仔猪小肠绒毛萎缩

并大量脱落 （图 ５Ｃ）， 而对照组小肠绒毛结构完整

（图 ５Ｄ）。

Ａ． 感染仔猪肠道； Ｂ． 正常仔猪肠道； Ｃ． 感染仔猪肠道组织切片检查； Ｄ． 正常仔猪肠道组织切片检查。

图 ５　 仔猪剖检变化和组织病变评估

３　 讨论

ＰＥＤＶ 早期流行的毒株为 ＣＶ７７７， 最早于 １９７１
年在英国发现， 之后扩散至欧洲、 亚洲、 美洲， 对养

猪行业造成较大危害［１１］。
１９８８ 年， Ｈｏｆｆｍａｎｎ 等［１２］ 研究人员经长期的研究

发现， ＰＥＤＶ 可在 Ｖｅｒｏ 细胞上生长与繁殖， 并成功

分离出 ＰＥＤＶ， 这一突破使得对 ＰＥＤＶ 的研究进入了

一个全新的阶段； 此后， 研究人员陆续发现 ＰＥＤＶ 也

可在猪肠上皮细胞 （ ＩＥＣ）、 猪膀胱细胞 （ ＳＢ１） 和

猪肾细胞 （ＳＫ） 生长与繁殖［１３－１４］。 在本次研究中，
将仔猪腹泻病料处理后孵育 Ｖｅｒｏ 细胞， 成功导致细

胞病变， 且病变细胞能与 ＰＥＤＶ 特异性抗体结合， 表

明成功分离出 ＰＥＤＶ。 但是本实验室在分离病毒时发

现有些病料病毒 Ｃｔ 值很低却不易分离出病毒， 后经

过反复的试验发现病料经过冻融后分离病毒的概率明

显降低。 因此， 在分离病毒时保证病料新鲜且不被反

复冻融或许是成功分离病毒的关键。
ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白介导病毒的吸入与入侵， 是诱导宿

主产生中和抗体的主要靶标蛋白， 根据 Ｓ 基因的不同

可分为 ＧⅠａ、 ＧⅠｂ、 ＧⅡａ、 ＧⅡｂ、 ＧⅡｃ 和 Ｓ －
ＩＮＤＥＬ 等 ６ 个基因亚型， 目前中国主要流行 ＧⅡａ、

ＧⅡｂ、 ＧⅡｃ 等 基 因 型［１５］。 Ｓｕｎ 等［１６］ 研 究 表 明，
ＰＥＤＶ－Ｓ 基因进化树分析与整个病毒基因组进化树分

析结果相一致。 为了确定 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 的基因型， 将

ＪＭＳ Ｓ 基因序列与 ＮＣＢＩ 数据库下载的参考序列进行

Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ Ｔｒｅｅ 分析， 发现 ＰＥＤＶ － ＪＭＳ 与

ＧⅡｂ基因型毒株氨基酸序列同源性最高， 为９７􀆰 ８％～
９８􀆰 ３％， 进化 树 结 果 显 示 ＰＥＤＶ － ＪＭＳ 毒 株 属 于

ＧⅡｂ 基因型。 值得注意的是， ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 与 ＧⅡａ
基因型氨基酸序列同源性也比较高， 为 ９７􀆰 ５％ ～
９８􀆰 ３％； 当 采 用 Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ Ｔｒｅｅ 分 析 时，
ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 毒株属于 ＧⅡａ 基因型； 采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ Ｔｒｅｅ 分析时， ＰＥＤＶ－ＪＭＳ 毒株处于 ＧⅡａ 和

ＧⅡｂ 之间 （结果未展示）， 这或许表明 ＰＥＤＶ－ＪＭＳ
可能为ＧⅡａ和 ＧⅡｂ 的重组毒株。

ＰＥＤＶ 攻毒剂量对于攻毒保护试验的成功与否至

关重要。 先前有研究报道 ＰＥＤＶ ５６􀆰 ２ ＴＣＩＤ５０ 病毒量

即可导致仔猪发病， 而 ＰＥＤＶ 感染猪场每立方米的空

气中病毒 Ｃｔ 值约为 ２２􀆰 ７ ～ ２６􀆰 ３， 文献报道 ５６􀆰 ２
ＴＣＩＤ５０ Ｃｔ 值为 ２８􀆰 ２２、 ５６２ ＴＣＩＤ５０ Ｃｔ 值为 ２４􀆰 ２２， 因

此 每 立 方 米 空 气 中 的 病 毒 约 为 １００ ～ ５ ０００
ＴＣＩＤ５０

［１７－１８］。 考虑到病毒并不会完全被仔猪吸入，
本试验模拟临床病毒载量采用了 ５００ ＴＣＩＤ５０病毒对仔
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猪进行攻毒， 结果仔猪表现出严重的临床症状， 且所

有仔猪在攻毒后 ２ ｄ 全部死亡。 对仔猪进行病理剖检

发现， 感染仔猪肠壁明显变薄， 结合病料组织学检查

发现肠绒毛萎缩、 脱落等， 这表明 ＰＥＤＶ 对仔猪感染

效率极强， 仅 ５００ ＴＣＩＤ５０的病毒量即可导致仔猪腹泻

脱水。 在攻毒保护试验中过高的攻毒剂量或许对动物

机体造成过大的压力从而影响试验结果， 采用合适的

攻毒剂量或许是攻毒保护试验评估的重要参考标准之

一， 而本研究中采用的攻毒剂量能够为后期的攻毒保

护试验提供参考。
综上， 本研究成功分离到 １ 株 ＧⅡｂ 基因型的

ＰＥＤＶ 毒株， 并且对仔猪攻毒剂量进行了相应的探索

性研究， 为后期疫苗或治疗药物的研发奠定一定的

基础。
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