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猪流行性腹泻病毒 Ｓ 基因序列遗传变异分析
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摘要： 为了解福建地区致猪腹泻病病毒的流行现状和猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 的变异情况， ２０２３—２０２４ 年从福州市某疑似感染腹泻病毒的规

模化猪场采集发病仔猪样品， 经 ＲＴ－ＰＣＲ 进行 ＰＥＤＶ、 猪传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ） 和猪轮状病毒 （ＰｏＲＶ） 核酸检测， 并对 ＰＥＤＶ 阳性病料进

行纤突蛋白 （Ｓ） 基因序列扩增和测序， 进行遗传演化分析。 结果： ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰｏＲＶ 检出率分别为 ３２􀆰 ２９％ （３１ ／ ９６）、 ３０􀆰 ２１％ （２９ ／ ９６）
和 ４􀆰 １７％ （４ ／ ９６）， 其中 ＰＥＤＶ 和 ＴＧＥＶ 混合感染 １７ 份 （１７􀆰 ７１％）， ＴＧＥＶ 和 ＰｏＲＶ 混合感染 １ 份 （１􀆰 ０４％）， ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰｏＲＶ 三重混合感

染 １ 份 （１􀆰 ０４％）。 从 １０ 份 ＰＥＤＶ 阳性猪肠道组织样品中获得 １０ 株 ＰＥＤＶ 的 Ｓ 基因序列， 全长 ３ ７５３ ～ ４ １７９ ｂｐ， 编码 １ ２５０ ～ １ ３９２ ａａ， １０ 株

ＰＥＤＶ 的 Ｓ 基因核苷酸及氨基酸序列同源性分别为 ９４􀆰 ９％～９９􀆰 ８％和 ８３􀆰 ８％～９９􀆰 ７％。 Ｓ 基因系统发育进化树结果表明， ６ 株属于 ＧⅠｂ 亚型， ４ 株

属于 ＧⅡｂ 亚型， 且 ４ 株 ＰＥＤＶ 的 Ｓ 基因为独立的一小分支。 与经典毒株 ＣＶ７７７ 的 Ｓ 基因序列相比， １０ 株 ＰＥＤＶ 的 Ｓ 基因核苷酸及氨基酸序列同

源性分别为 ９３􀆰 ６％～９６􀆰 ９％和 ８３􀆰 ９％～９５􀆰 ９％， 存在 ２３ 个保守氨基酸位点突变， 在 １６２ ａａ 处缺失 １ 个氨基酸 （Ｒ）， ＧⅠｂ 亚型的 ６ 株 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白

存在 １０ 个保守氨基酸位点突变； ＧⅡｂ 亚型的 ４ 株 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白存在 ４５ 个保守氨基酸位点突变， 在 ５９ ～ ６２ ａａ 处有 ４ 个氨基酸 （ＱＧＶＮ） 插入，
１６３ ａａ 处缺失 １ 个氨基酸 （Ｄ）。 综上， 福建某规模化猪场 ＰＥＤＶ 流行率较高， 流行毒株基因型呈现多样性， 说明流行株持续变异， 临床上应予以

高度重视。
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　 　 病毒感染导致的仔猪腹泻是影响养猪业健康发展

的主要疾病， 猪流行性腹泻病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ
ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 是导致仔猪腹泻的主要病

原［１－２］， 且临床上常与猪传染性胃肠炎病毒 （ ｔｒａｎｓ⁃
ｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＴＧＥＶ） 和猪轮状病毒

（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 发生混合感染［３］。 仔猪感

染这 ３ 种腹泻病毒， 临床表现均以呕吐、 厌食、 腹

泻、 脱水为主要特征， 传统临床诊断方法难以区分这

３ 种病毒感染的疾病［１，４－５］。 猪的腹泻问题一直是影

响猪场生产效益和猪健康的重要因素。 近年来， 随着

养猪业的不断发展和规模化程度的提高， 猪的腹泻疾

病呈现出复杂多变的态势， 给猪场的疾病防控带来巨

大挑战［６］。
ＰＥＤＶ 是引起猪腹泻的重要病原之一， 尽管各年

龄段猪均可感染 ＰＥＤＶ， 但哺乳仔猪感染 ＰＥＤＶ 后致

死率可达 １００％［７－８］。 ２０１０ 年 １０ 月， ＰＥＤＶ 在中国南

方各省大规模暴发， 并迅速席卷全国， 给养猪业造成

重大 经 济 损 失， 其 发 病 率 至 今 居 高 不 下［７，９－１０］。
ＰＥＤＶ 是单股正链 ＲＮＡ 病毒， 基因组全长约 ２８ ｋｂ，
纤突蛋白 （Ｓ） 是 ＰＥＤＶ 最重要的膜蛋白， 以三聚体

的形式存在于病毒粒子表面， 主要介导病毒的吸附和

入侵过程， 还能够诱导机体产生针对 ＰＥＤＶ 的中和抗

体等免疫反应［１１－１５］。 Ｓ 基因极易发生变异， 从而使

病毒抗原性发生改变， 最终可能导致猪群疫苗免疫失

败［１６］。 目前， 临床上常用的经典疫苗毒株 （ 如

ＣＶ７７７、 ＤＲ１３ 等） 很难有效交叉中和 ＰＥＤＶ 新型重

组变异毒株， 不能为猪群提供可靠免疫保护［１４］。 因

此， 通过对 Ｓ 基因序列的遗传变异分析， 能够深入了

解病毒的进化规律、 毒力变化及其与宿主的互作关

系， 为 ＰＥＤ 的防控提供理论依据。
本研究对 ２０２３—２０２４ 年福建省福州市某规模化

猪场采集的 ９６ 份疑似腹泻病毒感染的仔猪小肠和肛

拭子样品进行 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰｏＲＶ 检测， 了解这 ３
种病毒的流行情况以及混合感染状况， 进而对其中

１０ 份 ＰＥＤＶ 阳性样品进行 Ｓ 基因分段扩增及测序，
利用生物信息学软件对 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列进行遗传演

化分析， 为福建地区猪流行性腹泻的防控和疫苗开发

提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病毒及病料来源

ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰｏＲＶ 阳性对照来源于哈尔滨维

科生物有限公司疫苗产品。 临床样品来源于 ２０２３—
２０２４ 年福建省福州市某规模化猪场送检的临床腹泻

病料， 包括 ３３ 份腹泻猪的肛拭子和 ６３ 份腹泻病死猪

的肠道组织， 共 ９６ 份。 发病仔猪的临床症状为呕吐、
腹泻、 严重脱水， 最后死亡。 该猪场在发病前已实施

ＰＥＤＶ 和 ＴＧＥＶ 疫苗免疫程序， 但依然暴发病毒性腹

泻疾病。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｐｒｏ － ＢＯＸ ２、
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （ ＋ ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ）、
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔ Ｓｔａｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （ ＋ ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ） 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； 通

用型 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒购自天根生化科技 （北
京） 有 限 公 司； ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ （ Ｄｙｅ ）、
ＳｔａｒＭａｒｋｅｒ Ｄ２０００、 ＳｔａｒＭａｒｋｅｒ Ｄ２０００ Ｐｌｕｓ 购自北京康

润诚业生物科技有限公司； ｐＭＤ１８－Ｔ 载体试剂盒购

自 ＴａＫａＲａ 公司； Ｔｒａｎｓ ５α 感受态细胞购自北京全式

金生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

参考文献 ［１７－１８］ 设计病毒特异性检测引物及

ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长扩增引物 （表 １）， 引物由天津擎科

生物技术有限公司合成。
１􀆰 ４　 病料处理

将肠道组织样品剪碎， 放入预冷的研磨器中， 加

入适量含有青霉素和链霉素的 ＰＢＳ， 研磨至糊状； 肛

拭子样品直接加入适量含有青霉素和链霉素的 ＰＢＳ。
将以上处理好的样品反复冻融 ３ 次， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 过滤器过滤， 置

于－８０ ℃冻存， 备用。
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表 １　 病毒特异性检测引物及 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长扩增引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ

ＰＥＤＶ－Ｍ－Ｆ ＴＴＴＣＡＧＣＡＴＣＣＴＴＡＴＧＧＣＴＴ

ＰＥＤＶ－Ｍ－Ｒ ＴＡＧＣＡＡＣＣＴＴＡＴＡＧＣＣＣＴＣＴ
２３６

ＴＧＥＶ－Ｎ－Ｆ ＧＧＡＡＧＡＧＡＡＣＴＧＣＡＧＧＴＡＡＡ

ＴＧＥＶ－Ｎ－Ｒ ＡＴＣＴＣＡＡＣＣＴＧＴＧＴＧＴＣＡＴＣ
４１８

ＰｏＲＶ－ＶＰ７－Ｆ ＡＴＧＴＡＴＧＧＴＡＴＴＧＡＡＴＡＴＡＣ

ＰｏＲＶ－ＶＰ７－Ｒ ＣＡＡＣＣＴＡＴＴＣＣＴＡＡＡＧＴＣＴＧ
６２０

ＰＥＤＶ－Ｓ－１－Ｆ ＴＣＡＡＣＧＴＡＡＡＣＡＡＡＴＧＡＡＧＴＣ

ＰＥＤＶ－Ｓ－１－Ｒ ＧＧＣＣＴＡＧＴＣＣＡＴＡＡＡＴＣＴＴＡ
８９０

ＰＥＤＶ－Ｓ－２－Ｆ ＡＧＣＡＴＣＧＡＣＴＡＡＴＴＴＴＧＴＴＧＡＴＧＣＡＣＴ

ＰＥＤＶ－Ｓ－２－Ｒ ＡＣＴＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡＴＴＧＴＴＴ
１ ４５６

ＰＥＤＶ－Ｓ－３－Ｆ ＣＡＡＣＴＴＴＡＧＴＡＴＧＡＧＴＡＴＴＡＧ

ＰＥＤＶ－Ｓ－３－Ｒ ＣＧＣＡＣＴＣＡＴＴＡＡＣＣＴＴＴＴＧＣＴ
１ ３３８

ＰＥＤＶ－Ｓ－４－Ｆ ＣＡＣＴＴＡＡＴＧＣＴＴＴＴＧＴＴＧＣＴＣＡ

ＰＥＤＶ－Ｓ－４－Ｒ ＴＣＡＣＴＧＣＡＣＧＴＧＧＡＣＣＴＴＴＴＣＡ
８８４

１􀆰 ５　 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

取 １􀆰 ４ 制备的病料上清液 ２００ μＬ， 用 ＦａｓｔＰｕｒｅ
Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｐｒｏ－ＢＯＸ ２ 试剂盒， 按照说

明书提取 ＲＮＡ。 利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ （ ＋ ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ ） 试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡ， 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对获得的 ｃＤＮＡ 进行检测。
ＲＴ－ＰＣＲ 扩增体系总体积为 ２５ μＬ： 上下游引物各

１􀆰 ２５ μＬ， ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ （Ｄｙｅ） １２􀆰 ５ μＬ， 病毒

核酸 １ μＬ， ＲＮＡｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ９ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件

为： ９５ ℃ ２ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ５４ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ，
３５ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶

电泳检测鉴定。
１􀆰 ６　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因扩增与克隆

取经 １􀆰 ５ 鉴定为 ＰＥＤＶ 阳性的 １０ 份肠道组织样

品， 以其 ｃＤＮＡ 为模板， 通过表 ２ 中的引物进行 ＰＣＲ

分段扩增 ＰＥＤＶ 全长 Ｓ 基因， ＰＣＲ 反应体系和反应

程序与 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ （Ｄｙｅ） 试剂说明书基本保

持一致， 测序引物的退火温度为 ５５􀆰 ４ ℃， ７２ ℃延伸

３０ ｓ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测， 并切胶

回收纯化。 将纯化产物连接至 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体并转化

Ｔｒａｎｓ ５α 感受态细胞， 通过菌落 ＰＣＲ 进行初步鉴定，
对鉴定为阳性的单克隆扩大培养后提取质粒， 送天津

擎科生物技术有限公司测序分析。
１􀆰 ７　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列分析

运用 ＳｅｑＭａｎ 软件对 Ｓ 基因序列进行分析、 拼

接、 剪切， 获得各毒株完整的 Ｓ 基因序列。 应用系统

发育分析软件 ＭＥＧＡ ７， 将测序的全长 Ｓ 基因序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的 ４６ 株代表性 ＰＥＤＶ 毒株 （表 ２） Ｓ
基因进行序列比较分析， 并构建遗传进化树。

表 ２　 ＰＥＤＶ 参考毒株信息

亚型 参考毒株 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 年份

ＧⅠａ

ＣＨ ／ ＪＬＧＺＬ ／ ２０１１ ＪＱ６３８９２３􀆰 １ 中国 ２０１２

ＣＨ ／ ＳＣＧＡ ／ ０３ ／ ２０２１ ＭＺ１６１０７６􀆰 １ 中国 ２０２１

ＪＳ－２００４－２ ＡＹ６５３２０４􀆰 １ 中国 ２００４

ＮＬ ／ ＧＤ００２ ／ ２０１４ ＫＲ０１１１２２􀆰 １ 荷兰 ２０１８

ＯＨ８５１ ＫＪ３９９９７８􀆰 １ 美国 ２０１４

ＵＳＡ ／ Ｈａｗａｉｉ ／ ２０１４ ＫＲ２６５７６１􀆰 １ 美国 ２０１６

ＵＳＡ ／ Ｉｏｗａ１０６ ／ ２０１３ ＫＪ６４５６９５􀆰 １ 美国 ２０１５
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续表２

亚型 参考毒株 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 年份

ＧⅠｂ

Ｂｒ１ ／ ８７ Ｚ２５４８３􀆰 １ 法国 ２００６

ＣＨ ／ Ｓ ＪＮ５４７２２８􀆰 １ 中国 ２０１１

ＣＶ７７７ ＡＦ３５３５１１􀆰 １ 英国 ２００１

ＤＲ１３ ＪＱ０２３１６２􀆰 １ 韩国 ２０１２

ＧＤＳ０３ ＡＢ８５７２３５􀆰 １ 中国 ２０１４

ＨＬＪＢＹ ＫＰ４０３８０２􀆰 １ 中国 ２０１５

ＪＳ２００８ ＫＣ２１０１４６􀆰 １ 中国 ２０１３

ＬＺＣ ＥＦ１８５９９２􀆰 １ 中国 ２００７

ＳＤ－Ｍ ＪＸ５６０７６１􀆰 １ 中国 ２０１２

ＳＭ９８ ＧＵ９３７７９７􀆰 １ 韩国 ２０１１

ＧⅡａ

ＡＨ２０１２ ＫＣ２１０１４５􀆰 １ 中国 ２０１３

ＣＡＮ ／ Ｑｕｅｂｅｃ３３４ ／ ２０１４ ＫＲ２６５８３１􀆰 １ 加拿大 ２０１５

ＣＨ ／ ＪＸ－１ ／ ２０１３ ＫＦ７６０５５７􀆰 ２ 中国 ２０１５

ＣＨ ／ ＳＸＹＬ ／ ２０１６ ＭＦ４６２８１４􀆰 １ 中国 ２０１７

ＣＨ ／ ＺＪＣＸ－１ ／ ２０１２ ＫＦ８４０５３７􀆰 １ 美国 ２０１４

ＧＤ－Ｂ ＪＸ０８８６９５􀆰 １ 中国 ２０１２

ＪＳ－ＨＺ２０１２ ＫＣ２１０１４７􀆰 １ 中国 ２０１３

ＬＺＷ ＫＪ７７７６７８􀆰 １ 中国 ２０１４

ＭＹＧ－１ ／ ＪＰＮ ／ ２０１４ ＬＣ０６３８３８􀆰 １ 日本 ２０１５

ＯＨ１４１４ ＫＪ４０８８０１􀆰 １ 美国 ２０１４

ＵＳＡ ／ Ｉｏｗａ ／ １６４６５ ／ ２０１３ ＫＦ４５２３２２􀆰 １ 美国 ２０１３

ＯＮ－０１８ ＫＭ１８９３６７􀆰 ２ 加拿大 ２０１４

ＵＳＡ ／ Ｃｏｌｏｒａｄｏ ／ ２０１３ ＫＦ２７２９２０􀆰 １ 美国 ２０１３

ＵＳＡ ／ Ｋａｎｓａｓ１６６ ／ ２０１４ ＫＲ２６５８１４􀆰 １ 美国 ２０１５

ＧⅡｂ

２２－５３ＡＧ０２１１ ＫＦ７２４９３７􀆰 １ 泰国 ２０１４

ＡＪ１１０２ ＪＸ１８８４５４􀆰 １ 中国 ２０１２

ＣＨ－ＨＢ１－２０１８ ＭＫ６０６３６８􀆰 １ 中国 ２０１９

ＣＨ ／ ＨＢＴＳ ／ ２０１７ ＭＨ５８１４８９􀆰 １ 中国 ２０１８

ＣＨ ／ ＨＮＡＹ ／ ２０１５ ＫＲ８０９８８５􀆰 １ 中国 ２０１５

ＦＪＬＹ０３－２０２１ ＯＰ１７１８９７􀆰 １ 中国 ２０２３

ＣＨ－ＳＤ０１ ＫＵ３８０３３１􀆰 １ 中国 ２０１６

ＣＨ ／ ＳＣＹＢ ／ １２ ／ ２０２０ ＭＺ１６１０００􀆰 １ 中国 ２０２１

ＧＤ－１ ＪＸ６４７８４７􀆰 １ 中国 ２０１２

ＫＮＵ－０８０２ ＧＵ１８０１４３􀆰 １ 韩国 ２０１０

ＬＷ ／ Ｌ ＭＫ３９２３３５􀆰 １ 中国 ２０１９

ＳＰＰＥＤ０２１２＿ １ ＫＣ７６４９５８􀆰 １ 泰国 ２０１４

ＳＸ ／ ＹＣ ／ ２０１９ ＭＴ０９０１４０􀆰 １ 中国 ２０２０

ＴＧ５ ＭＧ３７３５３３􀆰 １ 越南 ２０１７

ＰＥＤＶ－ＷＳ ＫＭ６０９２１３􀆰 １ 中国 ２０１５

２　 结果与分析

２􀆰 １　 目的基因的扩增

分别扩增 ＰＥＤＶ Ｍ 基因、 ＴＧＥＶ Ｎ 基因和 ＰｏＲＶ
ＶＰ７ 基因， 阳性样品可分别扩增出 ２３６、 ４１８ 和

６２０ ｂｐ 条带， 产物大小正确， 条带单一， 见图 １。

２􀆰 ２　 样品中 ３ 种腹泻病原的检测

将采集的 ９６ 份样品， 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 法检测 ３ 种

常见腹泻病毒 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰｏＲＶ 的感染情况。 结

果显示， 病料样品中 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰｏＲＶ 检出率

分别 为 ３２􀆰 ２９％ （ ３１ ／ ９６ ）、 ３０􀆰 ２１％ （ ２９ ／ ９６ ） 和

４􀆰 １７％ （４ ／ ９６）。
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Ｍ． ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 阳性对照； ３～４􀆰 阳性样品。

图 １　 ＰＥＤＶ Ｍ （Ａ）、 ＴＧＥＶ Ｎ （Ｂ） 和 ＰｏＲＶ ＶＰ７ （Ｃ） 基因 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ３　 样品中 ３ 种腹泻病原混合感染情况的统计

由表 ３ 可以看出， 单一感染样品中 ＰＥＤＶ 和

ＴＧＥＶ 检出比例相对较高， 分别为 １３􀆰 ５４％ （１３ ／ ９６）
和 １０􀆰 ４２％ （１０ ／ ９６）。 双重感染样品中 ＰＥＤＶ＋ＴＧＥＶ
检出率最高， 为 １７􀆰 ７１％ （１７ ／ ９６）； ＰＥＤＶ＋ＴＧＥＶ＋

ＰｏＲＶ 三重感染阳性样品只有 １ 份， 所占比例为

１􀆰 ０４％ （１ ／ ９６）。 结果提示， 引起该养猪场猪群发生

腹泻的主要病原是 ＰＥＤＶ 和 ＴＧＥＶ， 其中 ＰＥＤＶ 与

ＴＧＥＶ 混合感染情况较为常见。

表 ３　 猪腹泻样本病毒混合感染情况

病毒感染类型 阳性样品数 ／ 份 阳性率 ／ ％ 合计阳性率 ／ ％

单一感染

ＰＥＤＶ １３ １３􀆰 ５４

ＴＧＥＶ １０ １０􀆰 ４２

ＰＲｏＶ ２ ２􀆰 ０８

２６􀆰 ０４

双重感染
ＰＥＤＶ＋ＴＧＥＶ １７ １７􀆰 ７１

ＴＧＥＶ＋ＰＲｏＶ １ １􀆰 ０４
１８􀆰 ７５

三重感染 ＰＥＤＶ＋ＴＧＥＶ＋ＰＲｏＶ １ １􀆰 ０４ １􀆰 ０４

２􀆰 ４　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因 ＰＣＲ 扩增及克隆

以 １０ 份 ＰＥＤＶ 阳性样品 ｃＤＮＡ 为模板， 将 ＰＥＤＶ
Ｓ 基因全长分成 ４ 个片段进行 ＰＣＲ 扩增。 结果如图 ２
所示， ＰＥＤＶ Ｓ 基因各片段大小分别为 ８９０、 １４５６、
１ ３３８和 ８８９ ｂｐ， 均与预期一致 （图 ２）。 对符合预期

大小的 ＰＥＤＶ Ｓ 基因各片段 ＰＣＲ 胶回收产物进行 Ｔ－
Ａ 克隆。 挑取单菌落扩大培养后进行菌落 ＰＣＲ 鉴定，
对鉴定为阳性的菌液进行扩大培养， 提取质粒后送擎

科生物科技有限公司测序。

Ｍ． ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００； １～４􀆰 分别为 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３、 Ｓ４ 扩增结果。

图 ２　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长扩增结果

２􀆰 ５　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列的同源性和遗传进化分析

利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件将 １０ 个 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的 ４６ 株国内外代表性 ＰＥＤＶ Ｓ 基因

进行序列同源性比较分析。 结果显示， １０ 个 ＰＥＤＶ Ｓ
基因间核苷酸序列同源性为 ９４􀆰 ９％ ～ ９９􀆰 ８％， 氨基酸

序列同源性为 ８３􀆰 ８％ ～ ９９􀆰 ７％； 与 ４６ 株参考毒株核

苷酸序列同源性为 ８３􀆰 ２％ ～ ９９􀆰 ８％， 氨基酸序列同源

性为 ８３􀆰 ０％ ～ ９９􀆰 ５％； 与 ＧⅠａ 亚群毒株的核苷酸序

列同源性为９２􀆰 ３％～ ９６􀆰 ４％， 氨基酸序列同源性介于

８３􀆰 ５％～ ９６􀆰 ０％； 与 ＧⅠｂ 亚群毒株的核苷酸序列同

源性为 ９３􀆰 ０％ ～ ９９􀆰 ８％， 氨基酸序列同源性介于

８３􀆰 ２％～９９􀆰 ５％； 与 ＧⅡａ 亚群毒株的核苷酸序列同

源性为 ９３􀆰 ３％ ～ ９６􀆰 ４％， 氨基酸序列同源性介于

８６􀆰 １％～ ９５􀆰 ５％； 与 ＧⅡｂ 亚群毒株的核苷酸序列同

源性为 ９２􀆰 ０％ ～ ９６􀆰 ４％， 氨基酸序列同源性介于

８３􀆰 ６％～９５􀆰 ５％； 与 ＣＶ７７７ 疫苗株 Ｓ 基因序列相比，
核苷酸及氨基酸序列同源性分别为 ９３􀆰 ６％ ～９６􀆰 ９％和

８３􀆰 ９％～ ９５􀆰 ９％。 上述结果表明， １０ 个 ＰＥＤＶ Ｓ 基因

核苷酸及氨基酸序列之间的相似性存在一定的差异，
可能存在不同基因亚型 ＰＥＤＶ 的流行。

利用 ＭＥＧＡ ７ 软件将 １０ 个 ＰＥＤＶ 全长 Ｓ 基因序

列与 ４６ 株代表性 ＰＥＤＶ 毒株 Ｓ 基因进行序列比较分

析并构建进化树。 ＰＥＤＶ 毒株分为 ＧⅠ和 ＧⅡ两个亚

型， ＧⅠ进一步分为 ＧⅠａ 和 ＧⅠｂ 两个分群， ＧⅡ进

一步分为 ＧⅡａ 和 ＧⅡｂ 两个分群。 如图 ３ 所示， 基
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于获得的 １０ 个 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列， 确定 ６ 株为 ＰＥＤＶ
ＧⅠｂ 亚型， 与 ＧⅠｂ 参考毒株核苷酸序列同源性为

９５􀆰 ７％ ～ ９９􀆰 ８％， 氨基酸序列同源性介于 ９３􀆰 ９％ ～
９９􀆰 ５％； 与 ＣＶ７７７ 疫苗株 Ｓ 基因核苷酸序列同源性为

９６􀆰 ３％ ～ ９６􀆰 ９％， 氨基酸序列同源性介于 ９４􀆰 ８％ ～

９５􀆰 ９％； ４ 株为 ＰＥＤＶ ＧⅡｂ 亚型， 与 ＧⅡｂ 参考毒株

核苷酸序列同源性为 ９２􀆰 ０％ ～ ９６􀆰 ４％， 氨基酸序列同

源性介于 ８３􀆰 ５％～９５􀆰 ５％； 与 ＣＶ７７７ 疫苗株 Ｓ 基因核

苷酸序列同源性为 ９３􀆰 ７％ ～ ９４􀆰 ９％， 氨基酸序列同源

性介于 ８３􀆰 １％～９２􀆰 ７％。

注： ▲表示本试验检测毒株， ●表示疫苗毒株 ＣＶ７７７， ■表示疫苗毒株 ＤＲ１３。

图 ３　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因核苷酸遗传进化树

２􀆰 ６　 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白序列的同源性和遗传进化分析

如表 ４ 所示， １０ 个 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列与经典毒株

ＣＶ７７７ Ｓ 基因序列相比， 存在多个位点的氨基酸突

变、 插入和缺失。 １０ 株 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白存在 ２３ 个保守

氨基酸位点突变， 在 １６２ ａａ 处存在 １ 个氨基酸 （Ｒ）

的缺失。 此外， ＦＪＰＴ－０１～ ０６ 的 ６ 株 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白存

在 １０ 个保守氨基酸位点突变； ＦＪＰＴ－０７ ～ １０ 的 ４ 株

ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白存在 ４５ 个保守氨基酸位点突变， ５９ ～
６２ ａａ 处存在 ４ 个氨基酸 （ＱＧＶＮ） 插入， １４３ ａａ 处

有 １ 个氨基酸 （Ｎ） 插入， １６３ ａａ 处有 １ 个氨基酸
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（Ｄ） 的缺失。 上述结果表明， 福州市某规模化猪场

ＰＥＤＶ 的流行株与经典疫苗株和变异株相比出现了不

同程度的变异。

表 ４　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因突变情况

ＦＪＰＴ－０１～１０ 与 ＣＶ７７７ 相比 ＦＪＰＴ－０１～０６ 与 ＣＶ７７７ 相比 ＦＪＰＴ－０７～１０ 与 ＣＶ７７７ 相比

突变位点 ／ ａａ 突变氨基酸 突变位点 ／ ａａ 突变氨基酸 突变位点 ／ ａａ 突变氨基酸 突变位点 ／ ａａ 突变氨基酸

１０ Ｌ→Ｆ ３ Ｓ→Ｐ ２ Ｒ→Ｋ ２３１ Ｙ→Ｓ

１６２ 缺失 Ｒ １５ Ｐ→Ｌ ５ Ｉ→Ｔ ２３３～２３４ ＥＰ→ＱＬ

４６６ Ａ→Ｓ ３０ Ｔ→Ｉ １５ Ｐ→Ｓ ２４０ Ｔ→Ｉ

４８６ Ａ→Ｓ ７４ Ａ→Ｄ ２７～２８ ＱＳ→ＳＡ ２５０ Ｄ→Ｅ

５３４ Ｌ→Ｈ １６０～１６１ ＹＭ→ＬＱ ５５～５８ ＳＭＮＳ→ＴＧＥＮ ２５１ Ｓ→Ｐ

５３６ Ｓ→Ｇ １６６ Ｄ→Ｎ ５９～６２ 插入 ＱＧＶＮ

６２４ Ａ→Ｅ １９０ Ｌ→Ｉ ６４ Ｓ→Ｔ

６３１ Ｌ→Ｆ ２０４ Ｒ→Ｋ ６８～７２ ＧＴＧＩＥ→ＡＧＱＨＰ

６５２ Ｅ→Ｑ ２４０ Ｔ→Ｉ ８４ Ｙ→Ｈ

６５４ Ｉ→Ｖ ８６～８７ ＤＳ→ＲＧ

７２６ Ｎ→Ｄ ９２ Ｑ→Ｈ

７８３ Ｓ→Ｌ １２３ Ｉ→Ｔ

７８５ Ｙ→Ｄ １３３～１３４ ＤＮ→ＳＩ

７９３ Ｔ→Ｍ １４１～１４２ ＶＮ→ＡＤ

８９６ Ａ→Ｖ １４３ 插入 Ｎ

９９２ Ｙ→Ｈ １６０ Ｙ→Ｄ

１ １８３ Ｌ→Ｉ １６３ 缺失 Ｄ

１ １８６ Ａ→Ｄ １６４～１６７ ＧＫＤＩ→ＳＥＨＳ

１ １９３ Ｅ→Ｄ １８２ Ａ→Ｓ

１ ２４３ Ｖ→Ｌ １９０ Ｌ→Ｆ

１ ２７９ Ｔ→Ｉ ２００ Ｒ→Ｋ

１ ３２１ Ｎ→Ｙ ２０４～２０６ ＲＲＳ→ＳＧＧ

１ ３５１ Ｖ→Ｆ ２１４ Ｔ→Ｅ

　 　 注： Ｌ 表示亮氨酸， Ｆ 表示苯丙氨酸， Ｒ 表示精氨酸， Ａ 表示丙氨酸， Ｓ 表示丝氨酸， Ｈ 表示组氨酸， Ｇ 表示甘氨酸， Ｅ 表示谷氨酸， Ｑ 表示

谷氨酰胺， Ｉ 表示异亮氨酸， Ｖ 表示缬氨酸， Ｎ 表示天冬酰胺， Ｄ 表示天冬氨酸， Ｙ 表示络氨酸， Ｔ 表示苏氨酸， Ｍ 表示甲硫氨酸， Ｐ 表示脯氨

酸， Ｋ 表示赖氨酸。

３　 讨论

ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰｏＲＶ 是引起猪病毒性腹泻的 ３
种主要病原， 被感染的仔猪主要临床症状表现为腹

泻、 呕吐和脱水， 因其传染性强， 死亡率高， 给生猪

养殖业造成不可估量的经济损失， 严重影响养猪业的

发展［４］。 本研究对福州市某规模化猪场的 ９６ 份临床

样本进行 ３ 种腹泻病毒的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 结果显示，
３ 种病毒均被检出， 其中病原单一感染阳性率为

２６􀆰 ０４％， 混合感染 （２ 种及以上病原感染） 阳性率

为 １８􀆰 ７５％， 提示 ＰＥＤＶ 与 ＴＧＥＶ 感染可能是引起猪

群发生腹泻的主要病因。
本研究发现 ＴＧＥＶ 阳性率较高， 进一步追溯猪场

疫病流行情况发现， 该猪场在发病前已实施 ＰＥＤＶ 和

ＴＧＥＶ 疫苗免疫程序， 但依然暴发病毒性腹泻， 并且

该猪场近些年曾暴发过病毒性腹泻， 因此这可能是本

研究 ＴＧＥＶ 阳性率较高的主要原因。 这也进一步说明

在依靠疫苗防控病毒性腹泻的基础上， 需进一步加强

猪场生物安全管理， 包括建立定期病原监测机制， 实

时掌握流行毒株变异动态； 优化疫苗免疫策略， 开发

基于本地流行株的多价疫苗； 强化环境消毒与隔离措

施， 切断病毒传播途径。
自 ２０１０ 年起， 我国持续出现 ＰＥＤＶ 高毒力变异

株， 导致基于 ＣＶ７７７ 和 ＤＲ１３ 弱毒株的传统疫苗保护

效率显著降低［１０，１９］。 Ｓ 基因作为决定 ＰＥＤＶ 抗原性和

致病性的关键基因， 其重组突变可显著影响病毒生物

学特性， 因此被广泛应用于 ＰＥＤＶ 分子流行病学监

测［１６， ２０－２１］。 近年分子流行病学调查显示， ＰＥＤＶ ＧⅡ
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基因型已成为我国主要流行分支， 广西地区 ＰＥＤＶ 的

主要流行毒株是 ＧⅡａ 亚型［２２］； 云南地区 ＰＥＤＶ 的主

要流行毒株是 ＧⅡｂ 亚型［２３］； 福建地区 ＰＥＤＶ 的主要

流行毒株是 ＧⅡｂ 亚型， 同时有 ＧⅠｂ 亚型流行［２４］。
值得注意的是， 本研究发现福建地区呈现 ＧⅠｂ 亚型

（５８􀆰 ３％） 与 ＧⅡｂ 亚型 （４１􀆰 ７％） 共循环的流行模

式， 该现象可能与样本量较少且监测周期较短相关。
进一步分析表明， ＰＥＤＶ 福建流行株 Ｓ 蛋白出现高频

突变及插入缺失， 这些变异可能导致抗原漂移， 进而

削弱传统疫苗株的中和抗体效力［２０］。 尽管 ＣＶ７７７ 和

ＤＲ１３ 疫苗仍可诱导部分交叉保护， 但流行株 Ｓ 蛋白

的持续进化提示需建立基于本地流行株的疫苗更新策

略。 为明确福建省 ＰＥＤＶ 的长期进化趋势， 后续拟将

监测周期延长至 ３６ 个月， 样本量扩充至 ３００ 例以上，
覆盖福建省 ９ 个地级市， 系统评估变异株的免疫逃逸

潜力。
本研究通过对福州市某规模化猪场 ＰＥＤＶ 毒株的

Ｓ 基因进行序列分析， 了解当前该地区 ＰＥＤＶ 毒株的

流行状况以及变异特征， 为该地区 ＰＥＤ 的防控提供

理论基础。 本研究结果表明， 当前福建地区 ＰＥＤＶ 毒

株 Ｓ 蛋白存在多处抗原表位突变， 这可能是疫苗接种

失败的主要原因， 提示研究新型 ＰＥＤＶ 疫苗以及加强

ＰＥＤＶ 疫苗管理十分必要。
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