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摘要： 猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 感染可引起仔猪急性腹泻和脱水， 死亡率高。 为了明确山东地区 ＰＥＤＶ 的流行趋势与遗传进化情况， 本研究

于 ２０２２—２０２３ 年对山东省的 １３ 个地级市进行了流行病学调查。 通过对 ＰＥＤＶ Ｎ 基因的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 结果在 ２２８ 份疑似腹泻样本中， ＰＥＤＶ 阳

性率达 ４８􀆰 ６８％； 同时， 在 ＰＥＤＶ 感染的样本中， 发现 ＰＥＤＶ 与猪德尔塔冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ）、 猪轮状病毒 （ＰｏＲＶ） 共感染的现象。 对 ＰＥＤＶ 阳性

样本进行 Ｓ１ 基因的扩增测序， 通过 ＭＥＧＡ６ 软件对 ＰＥＤＶ 阳性样本进行 Ｓ１ 基因的遗传进化分析， 发现扩增的 ４ 株流行毒株属于 ＧⅡｃ 型， １ 株流

行毒株属于 ＧⅡａ 型。 进一步对流行毒株进行分离， 通过 ＰＥＤＶ Ｎ 基因的检测和间接免疫荧光染色， 证实成功分离到 １ 株 ＰＥＤＶ （命名为

ＳＤＱＤ２０２３０６２８）。 对分离株进行 Ｓ 基因的遗传进化分析， 发现分离株 Ｓ 基因与 ＧⅡｃ 亚型毒株同源性较近。 本研究发现 ＰＥＤＶ 仍是引起山东地区

猪场腹泻猪主要病毒， 且呈现出 ＧⅡｃ 亚型毒株趋于流行的趋势， 研究结果丰富了山东地区 ＰＥＤＶ 分子流行病学数据， 也为 ＰＥＤＶ 感染的防控提

供了理论依据。

关键词： 猪流行性腹泻病毒； 流行病学调查； 病毒分离鉴定； Ｓ 基因； 遗传进化； 山东地区

中图分类号： Ｓ８５５􀆰 ３　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０７－００８０－０９

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ａｒｅａ

ＺＨＡＮＧ Ｚｈｉｈａｏ１，２＃， ＬＩ Ｊｉａｎｄａ２＃， ＣＡＯ Ｚｈｉ１， ＺＥＮＧ Ｈａｏ２， ＲＥＮ Ｓｕｆａｎｇ２， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｙｕ２， ＤＩＮＧ Ｌｕｏｇａｎｇ２，
ＬＩＵ Ｆｅｉ２， ＣＨＥＮ Ｚｈｉ２， ＳＵＮ Ｗｅｎｂｏ２， ＹＵ Ｊｉａｎｇ２∗， ＷＵ Ｊｉａｑｉａｎｇ２∗

（１􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｑｉｎｇｄａｏ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６１０９， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ／
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ／ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ

ａｎｄ Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｍｕｌｔｉ－ｏｍｉｃｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ， Ｊｉｎａｎ ２５０１００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ （ＰＥＤＶ） ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｓ ａｃｕｔｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ａｎｄ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇｌｅｔｓ， ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ，
ｐｏｓｉｎｇ ａ ｓｅｒｉｏｕｓ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｗｉｎｅ ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｔｒｅｎｄ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ
ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ｗｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ａｎ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｕｒｖｅｙ ｉｎ １３ ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ－ｌｅｖｅｌ ｃｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｆｒｏｍ ２０２２ ｔｏ
２０２３􀆰 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＥＤＶ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ ２２８ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｏ ｂｅ ４８􀆰 ６８％． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，
ｔｈｅ ｃｏ－ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＤＶ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ （ＰＤＣｏＶ） ａｎｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ （ＰｏＲＶ） ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＤＶ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ．
Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｔｈｅ Ｓ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＥＤＶ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＥＤＶ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ
　 　 　 　

　
收稿日期： ２０２４－０６－２０； 修回日期： ２０２５－０４－２３
基金项目： 山东省重点研发计划项目 （２０２２ＴＺＸＤ００４１， ２０２２ＣＸＰＴ０１０）； 山东省现代农业产业技术体系项目 （ＳＤＡＩＴ－０８）； 山东省科技型中

小企业创新能力提升工程项目 （ ２０２３ＴＳＧＣ０８４９）； 济南市新高校 ２０ 条项目 （ ２０２３３３０６５）； 山东省农业科学院农业科技创新工程项目

（ＣＸＧＣ２０２３Ｆ１０）； 泰山学者工程项目

第一作者： 张志豪， 男， 硕士研究生； 李建达， 男， 博士， 助理研究员。＃共同第一作者
∗通信作者： 于江， 博士， 研究员， 研究方向为动物病原学与免疫学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｙｕｊｉａｎｇ＿２２１３＠ １６３􀆰 ｃｏｍ； 吴家强， 博士， 研究员， 研究方向

为动物病原学与免疫学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｗｕｊｉａｑｉａｎｇ２０００＠ ｓｉｎａ􀆰 ｃｏｍ。

·０８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ７



ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ６ ｓｏｆｔｗａｒｅ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｏｕｒ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＧⅡｃ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｏｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｂｅｌｏｎｇｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ Ｇ Ⅱ ａ ｓｕｂｔｙｐｅ． Ｗｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＰＥＤＶ ｓｔｒａｉｎ （ ｎａｍｅｄ
ＳＤＱＤ２０２３０６２８） ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ Ｓ ｇｅｎｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏ⁃
ｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ａ ｃｌｏｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧⅡｃ ｓｕｂｔｙｐｅ． Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＰＥＤＶ ｗａｓ ｓｔｉｌｌ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｖｉｒｕｓ ｃａｕ⁃
ｓｉｎｇ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ ｐｉｇ ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ａｎｄ ａ ｔｒｅｎｄ ｗａｓ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＧⅡｃ ｓｕｂｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｇｅｔｔｉｎｇ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｔａ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｐｒｅ⁃
ｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＰＥＤＶ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ； ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ； ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｓ ｇｅｎｅ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ；
Ｓｈａｎｄｏｎｇ ａｒｅａ

　 　 猪流行性腹泻 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｒｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ， ＰＥＤ）
是由猪流行性腹泻病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｒｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 引起的一种传染性强的猪急性腹泻疾

病， 受感染猪主要临床症状为水样腹泻、 呕吐、 脱水

和生长缓慢等， 新生仔猪感染后死亡率可高达

１００％［１］。 ＰＥＤＶ 于 ２０ 世纪 ７０ 年代在欧洲被发现［２］，
１９７８ 年比利时学者 Ｐｅｎｓａｅｒｔ 首次在电镜下观察到该

病毒， 并将该毒株命名为 ＣＶ７７７［３］。 随后在多个欧

洲国家暴发［４］， 其临床症状与猪传染性胃肠炎

（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ， ＴＧＥ） 相似， 最初被称为

流行性病毒性腹泻 （ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ， ＥＶＤ）。
中国于 １９８４ 年首次发现 ＰＥＤ 病例， ２０１０ 年底 ＰＥＤ
疫情大规模暴发， 给中国养猪业造成重大的经济

损失［５］。
ＰＥＤＶ 属于 α 冠状病毒属 （ Ａｌｐｈａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ），

基因组全长约为 ２８ ｋｂ［６］， 包括 ５′端和 ３′端两个非翻

译区 （ＵＴＲ） 和 ７ 个开放阅读框 （ＯＲＦ１ａ、 ＯＲＦ１ｂ、
Ｓ、 ＯＲＦ３、 Ｅ、 Ｍ 和 Ｎ） ［７］。 Ｓ 蛋白是 ＰＥＤＶ 表面的一

种糖蛋白， 容易发生突变、 重组［８］， 表现出遗传多

样性［９］， 冠状病毒的 Ｓ 蛋白负责诱导中和抗体、 与

特异性受体结合和细胞膜融合， 其插入和缺失可能与

冠状病毒的致病性与组织趋向性有关， 因此 Ｓ 蛋白经

常被用作靶基因进行 ＰＥＤＶ 的遗传进化分析［１０］。 Ｓ
蛋白可分为 Ｓ１ 和 Ｓ２ 两个亚基， Ｓ１ 亚基参与病毒粒

子与宿主蛋白识别， Ｓ２ 亚基在病毒入侵细胞过程中

发挥重要作用［１１］。
本研究对山东省 ＰＥＤＶ 开展分子流行病学调查，

对流行毒株进行分离鉴定， 根据 Ｓ 基因对流行毒株进

行遗传进化分析， 同时检测猪轮状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏ⁃
ｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ）， 猪德尔塔冠状病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａ⁃
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＰＤＣｏＶ） 和传染性胃肠炎病毒 （ｔｒａｎｓｍｉｓ⁃
ｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＴＧＥＶ） 的阳性率， 分析

ＰＥＤＶ 与这 ３ 种肠道病毒的共感染情况， 以期为山东

省 ＰＥＤＶ 毒株的遗传进化提供参考， 丰富 ＰＥＤ 的流

行病学数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂和细胞

ＢｉｏＦｌｕｘ ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 购 自 ＢＩＯＥＲ 公 司；
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ）、 ２×
Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） 购自 Ｖａｚｙｍｅ 公司；
Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ （ ＴａＫａＲａ Ｔａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ ２􀆰 ０ ｐｌｕｓ ｄｙｅ ）、
ＤＬ１０００ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ 购自

ＴａＫａＲａ 公 司； 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ ） 购 自 ＢＩ 公 司；
ＤＭＥＭ 培养基、 胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＰＥＤＶ Ｎ
蛋白单克隆抗体由本实验室制备； 异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ） 标记的兔抗鼠 ＩｇＧ 二抗购自 Ａｂｓｉｎ 公司。
Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞系由本实验室保存。
１􀆰 ２　 临床样本采集及病毒检测

２０２２—２０２３ 年， 从山东省 １３ 个地级市猪场共采

集 ２２８ 份腹泻仔猪的小肠及粪便。 取腹泻仔猪小肠组

织剪碎， 加入 １×ＰＢＳ 稀释并用匀浆机磨碎， 反复冻

融 ３ 次并离心。
根据 ＢｉｏＦｌｕｘ 核酸提取试剂盒说明书提取样本

ＲＮＡ， 通过 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ） 对获得的 ＲＮＡ 进行反转录， 反转录程序如下：
３７ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ。

对获 得 的 ｃＤＮＡ 进 行 ＰＣＲ 扩 增， 用 于 检 测

ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ 和 ＰｏＲＶ， 扩增引物见表 １。
扩增程序如下： ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性３０ ｓ，
５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， ３２ 个循环； ７２ ℃
终止延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％的琼脂糖凝胶电泳

鉴定结果。
１􀆰 ３　 ＰＥＤＶ Ｓ１ 基因 ＰＣＲ 扩增及测序分析

针对 ＰＥＤＶ Ｓ１ 基因 ＰＣＲ 扩增程序： ９４ ℃预变性

３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５２ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸

２ ｍｉｎ ３０ ｓ， 循环 ３２ 次； ７２ ℃终止延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定为阳性的样本送至北京擎

科生物科技有限公司测序。
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表 １　 引物序列

目标基因 引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＰＥＤＶ Ｎ
ＰＥＤＶ－Ｆ ＧＡＡＡＴＡＡＣＣＡＧＧＧＴＣＧＴＧＧＡ

ＰＥＤＶ－Ｒ ＧＣＴＣＡＣＧＡＡＣＡＧＣＣＡＣＡＴＴＡ
４９２ ５６

ＴＧＥＶ Ｎ
ＴＧＥＶ－Ｆ ＧＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＧＡＴＡＧＡＡＧＴ

ＴＧＥＶ－Ｒ ＧＣＡＡＴＡＧＧＧＴＴＧＣＴＴＧＴＡＣＣ
６１２ ５６

ＰＤＣｏＶ Ｍ
ＰＤＣｏＶ－Ｆ ＣＧＣＧＴＡＡＴＣＧＴＧＴＧＡＴＣＴＡＴＧＴ

ＰＤＣｏＶ－Ｒ ＣＣＧＧＣＣＴＴＴＧＡＡＧＴＧＧＴＴＡＴ
５４１ ５６

ＰｏＲＶ ＶＰ６
ＰｏＲＶ－Ｆ ＣＴＴＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＧＴＴＣＴＧＴＡＣＴＣ

ＰｏＲＶ－Ｒ ＣＡＴＴＴＣＧＴＴＧＣＧＡＴＴＣＴＣＴＡＧ
３２９ ５６

ＰＥＤＶ Ｓ１
ＰＥＤＶ－Ｓ１－Ｆ ＴＴＴＣＴＡＡＴＣＡＴＴＴＧＧＴＣＡＡＣ

ＰＥＤＶ－Ｓ１－Ｒ ＣＡＡＴＡＣＴＧＣＣＡＧＡＴＴＴＡＣＡ
２ ３１５ ５２

ＰＥＤＶ Ｓ２

ＰＥＤＶ－Ｓ２－Ｆ１ ＧＴＣＡＴＡＧＴＧＧＴＧＣＣＡＡＣＣＴＴＡＴＴＧＣ

ＰＥＤＶ－Ｓ２－Ｒ１ ＣＡＴＡＡＣＧＣＴＧＡＧＡＴＴＧＣＧＡＴＴＴＡＡＣ

ＰＥＤＶ－Ｓ２－Ｆ２ ＴＡＣＴＡＡＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＡＣＴＧＴＴＧＡ

ＰＥＤＶ－Ｓ２－Ｒ２ ＡＡＧＡＡＡＣＡＴＣＡＣＴＧＣＡＣＧＴＧＧ

１ ８１５ ５６

１ ４３５ ５６

１􀆰 ４　 病毒的分离与鉴定

取 ＰＥＤＶ 阳性组织样本进行研磨， 组织匀浆液反

复冻融 ３ 次后， ４ ℃下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 用

０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤上清液， 取 ５００ μＬ 过滤液与

５００ μＬ ＤＭＥＭ （含 １０ μｇ 胰酶和 １％双抗） 混合均

匀， 作为接毒液。
待 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞密度长至 ８０％左右， 将处理好的

接毒液接种于 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞， 同时设置一个阴性对照

（５００ μＬ ＰＢＳ 与 ５００ μＬ ＤＭＥＭ 混匀， 含 １０ μｇ 胰酶

和 １％双抗）， ３７ ℃孵育 １ ｈ。 孵育结束后， 用 １×ＰＢＳ
清洗 ３ 次， 加入维持液 （含 １％双抗和 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰

酶） 培养 ４８ ～ ７２ ｈ。 至细胞出现明显病变 （ ＣＰＥ）
时， 反复冻融 ３ 次， 收集病毒。 盲传 ３ 代后， 提取

ＲＮＡ， 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增 ＰＥＤＶ Ｎ 基因 （参见 １􀆰 ２）
和间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 鉴定。
１􀆰 ５　 ＩＦＡ 检测

将 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞铺于 ２４ 孔板中的爬片上， 待细

胞融合度至 ８０％左右， 取 ２００ μＬ 接毒液接种。 孵育

１ ｈ 后， 用 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入维持液 （含 １％双

抗和 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰酶）， 培养 ４８ ～ ７２ ｈ。 待细胞出现

ＣＰＥ 时， 弃去维持液， 加入 ２００ μＬ ４ ℃预冷的 ４％多

聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ。 用 １ × ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入

２００ μＬ ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００ 透化细胞， 室温孵育

１５ ｍｉｎ 后， 用 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次。 用 ５％ＢＳＡ 封闭液室

温孵育３０ ｍｉｎ， 用 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入抗 ＰＥＤＶ－Ｎ
蛋白单克隆抗体 （１ ∶ ２００）， 置于 ３７ ℃温箱中孵育

６０ ｍｉｎ。 用 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入 ＦＩＴＣ 标记兔抗鼠

ＩｇＧ 二抗 （１ ∶ １００）， 避光孵育 １ ｈ 后， 用 １×ＰＢＳ 清

洗 ３ 次， 加入 ＤＡＰＩ 染液 （ １ ∶ １ ０００） 避光孵育

１０ ｍｉｎ。 用 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 滴加抗荧光淬灭封片剂

封片后， 置于荧光倒置显微镜下观察。
１􀆰 ６　 分离株的 Ｓ 基因扩增及测序

参考 ＰＥＤＶ ＣＨ ／ ＪＬＤＨ ／ ２０１６（ＧｅｎＢａｎｋ：ＭＦ３４６９３５）
株， 设计扩增分离毒株的 Ｓ 基因全长引物， 分三段扩

增， 扩增引物见表 １。 Ｓ１ 片段扩增见 １􀆰 ３。 针对

ＰＥＤＶ Ｓ２ 基因 ＰＣＲ 扩增程序： ９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ， 循

环 ３２ 次； ７２ ℃终止延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经琼脂糖

凝胶电泳鉴定为阳性的样本送至北京擎科生物科技有

限公司测序。
１􀆰 ７　 ＰＥＤＶ 分离株的 Ｓ 基因序列比对和遗传进化树

构建

　 　 通过 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件比较分离株 Ｓ 基因序列与

ＮＣＢＩ 中 ＰＥＤＶ 毒株参考序列 （表 ２） 的同源性， 对

分离株的序列进行遗传进化分析。

·２８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ７



表 ２　 ＰＥＤＶ 参考毒株及序列信息

毒株名称 国家 登录号 Ｓ 基因长度 ／ ｂｐ

ＡＪ１１０２ 中国 ＪＸ１８８４５４ ４ １５８

ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ＤＲ１３ 韩国 ＪＱ０２３１６２ ４ １４９

ＣＨ ／ ＧＤＧＺ ／ ２０１２ 中国 ＫＦ３８４５００ ４ １５８

ＣＨ ／ ＪＬＤＨ ／ ２０１６ 中国 ＭＦ３４６９３５ ４ １５８

ＣＶ７７７ 瑞士 ＡＦ３５３５１１ ４ １５２

ＧＤ－１ 中国 ＪＸ６４７８４７ ４ １５８

ＧＤ－Ａ 中国 ＪＸ１１２７０９ ４ １５８

ＧＥＲ ／ Ｌ００７１９ ／ ２０１４ 德国 ＬＭ６４５０５８ ４ １５２

ＪＳ２００８ 中国 ＫＣ２１０１４６ ４ １４９

ＫＮＵ－１４０６－１ 韩国 ＫＭ４０３１５５ ４ １５２

ＬＣ 中国 ＪＸ４８９１５５ ４ １５８

ＬＺＣ 中国 ＥＦ１８５９９２ ４ １５２

ＯＨ８５１ 美国 ＫＪ３９９９７８ ４ １５２

ＯＨ１５９６２ 美国 ＫＪ５８４３６１ ４ １６１

ＰＥＤＶ－ＬＮｓｙ 中国 ＫＹ００７１４０ ４ １７３

ＳＭ９８ 韩国 ＧＵ９３７７９７ ４ １５２

ＵＳＡ ／ Ｃｏｌｏｒａｄｏ ／ ２０１３ 美国 ＫＦ２７２９２０ ４ １６１

ＵＳＡ ／ Ｉｏｗａ１０６ ／ ２０１３ 美国 ＫＪ６４５６９５ ４ １５２

ｖｉｒｕｌｅｎｔ ＤＲ１３ 韩国 ＪＱ０２３１６１ ４ １５２

ＺＬ２９ 中国 ＫＵ８４７９９６ ４ １５２

８５－７ 中国 ＫＸ８３９２４６ ４ １４３

ＳＤ－Ｍ 中国 ＪＸ５６０７６１ ４ １４９

ＵＳＡ ／ Ｉｏｗａ ／ １６４６５ ／ ２０１３ 美国 ＫＦ４５２３２２ ４ １６１

ＵＳＡ ／ Ｉｎｄｉａｎａ３４ ／ ２０１３ 美国 ＫＪ６４５６４１ ４ １６１

ＧＤＳ０１ 中国 ＫＭ０８９８２９ ４ １５８

ＣＨ ／ ＨＮＬＨ ／ ２０１５ 中国 ＫＴ１９９１０３ ４ １６１

ＰＥＤＶ－ＬＹＧ 中国 ＫＭ６０９２１２ ４ １６１

ＣＨ ／ ＪＸＪＡ ／ ２０１７ 中国 ＭＦ３７５３７４ ４ １６１

ＸＭ１－２ 中国 ＫＸ８１２５２３ ４ １６１

ＰＥＤＶ－ＳＸ 中国 ＫＹ４２００７５ ４ １４９

ＣＨ ／ ＧＺＳＢ ／ ０５ ／ ２０２０ 中国 ＭＺ１６１０８０ ４ １６４

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＥＤＶ 分子流行病学调查

２０２２—２０２３ 年， 在山东省 １３ 个地级市的猪场共

采集 ２２８ 份疑似腹泻样本， 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 检测发现

ＰＥＤＶ 阳性率为 ４８􀆰 ６８％ （１１１ ／ ２２８）， ＰｏＲＶ 阳性率

为 ７􀆰 ８９％ （ １８ ／ ２２８ ）， ＰＤＣｏＶ 阳 性 率 为 ３􀆰 ０７％
（７ ／ ２２８）， ＴＧＥＶ 未检出。 对 ＰＥＤＶ 阳性样本溯源发

现， 所采集样本的 １３ 个地级市均出现 ＰＥＤＶ 感染，

阳性率达 ４０％ ～ ６１􀆰 ５４％ （表 ３）。 此外， 在 １１１ 份

ＰＥＤＶ 阳性样本中发现， ＰＥＤＶ 与 ＰｏＲＶ 共感染率为

７􀆰 ２１％ （ ８ ／ １１１ ）， 与 ＰＤＣｏＶ 共 感 染 率 为 ３􀆰 ６％
（４ ／ １１１）。

表 ３　 ２０２２—２０２３ 年山东省 ＰＥＤＶ 流行病学调查数据统计

地区名称 样本数 ／ 份 阳性数 ／ 份 阳性率 ／ ％

东营 ２６ １６ ６１􀆰 ５４

德州 １１ ６ ５４􀆰 ５５

聊城 １５ ８ ５３􀆰 ３３

滨州 ２９ １５ ５１􀆰 ７２

菏泽 ３０ １４ ４６􀆰 ６７

泰安 １５ ７ ４６􀆰 ６７

烟台 １３ ６ ４６􀆰 １５

临沂 １１ ５ ４５􀆰 ４５

济宁 ９ ４ ４４􀆰 ４４

淄博 １８ ８ ４４􀆰 ４４

济南 ３４ １５ ４４􀆰 １２

青岛 ７ ３ ４２􀆰 ８６

潍坊 １０ ４ ４０􀆰 ００

合计 ２２８ １１１ ４８􀆰 ６８

２􀆰 ２　 ＰＥＤＶ 阳性样本的 Ｓ１ 基因扩增及遗传进化分析

为分析 ＰＥＤＶ 在山东省内的遗传进化规律， 进一

步通过针对 ＰＥＤＶ－Ｓ１ 设计的引物对 ＰＥＤＶ 阳性样本

进行 Ｓ１ 基因的扩增和测序。 利用生物信息软件

ＤＮＡＳＴＡＲ 和 ＭＥＧＡ６， 将测序获得的 ＰＥＤＶ Ｓ１ 基因

与 ＮＣＢＩ 上国内外具有代表性的 ＰＥＤＶ 毒株 Ｓ１ 基因

序列进行比对分析， 发现 ５ 株 ＰＥＤＶ 均属于 ＧⅡ型，
其中 ４ 株属于 ＧⅡｃ 亚型， １ 株属于 ＧⅡａ 亚型， 提示

ＧⅡｃ 亚型毒株在山东省有成为流行毒株的趋势 （图
１）。
２􀆰 ３　 ＰＥＤＶ 毒株的分离鉴定

将 ＰＥＤＶ 阳性的小肠组织研磨、 冻融后， 取过滤

后的上清液接种于 Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞， 分离 ＰＥＤＶ 毒株。
盲传 ３ 代后， Ｖｅｒｏ Ｅ６ 细胞出现典型的 “合胞体” 样

病变 （图 ２Ａ）。 随后， 通过蚀斑试验纯化 ＰＥＤＶ 毒

株。 通过 ＩＦＡ 试验， 利用 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白的单克隆抗

体， 对纯化的 ＰＥＤＶ 毒株进行鉴定。 结果显示， 接毒

２４ ｈ 后在细胞中形成明显的簇状荧光 （图 ２Ｂ）， 证

实成 功 分 离 到 １ 株 ＰＥＤＶ 毒 株， 将 其 命 名 为

ＳＤＱＤ２０２３０６２８。 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法测定该分离株

的毒价， 结果显示， ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株纯化后第三代

接毒液的毒价为 １０５􀆰 ９ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
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２􀆰 ４　 ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株的 Ｓ 基因序列扩增及遗传进

化分析

　 　 用 ＭＥＧＡ６ 对 ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株和 ＮＣＢＩ 国内外

３２ 株 ＰＥＤＶ 参考毒株的 Ｓ 基因进行同源性对比 （图
３） 和遗传进化树构建 （图 ４） 以分析其遗传变异情

况， 遗传进化树采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法进行绘制，
并进行 １ ０００ 次 Ｂｏｏｔ ｓｔｒａｐ 计算。 结果显示， ３２ 株

ＰＥＤＶ 序列主要形成 ＧⅠａ、 ＧⅠｂ、 ＧⅡａ、 ＧⅡｂ、

ＧⅡｃ和 Ｓ－ＩＮＤＥＬ 这 ６ 个基因亚型， 本研究分离株属

于ＧⅡ基因群， 与 ＧⅠａ 代表毒株同源性为 ９３􀆰 ６％ ～
９４􀆰 ８％， 与 ＧⅠｂ 代表毒株同源性为 ９３􀆰 ７％ ～ ９４％，
与 Ｓ－ＩＮＤＥＬ 代表毒株同源性为 ９６􀆰 １％ ～ ９６􀆰 ２％， 与

ＧⅡａ代表毒株同源性为 ９８􀆰 １％ ～ ９８􀆰 ５％， 与 ＧⅡｂ 代

表毒株同源性为 ９７％ ～ ９８􀆰 ４％， 与 ＧⅡｃ 亚型代表毒

株同源性为 ９８􀆰 ６％～９８􀆰 ８％。 遗传进化树和同源性分

析结果显示， ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株属于 ＧⅡｃ 亚型。

▲代表本研究测序的 ＰＥＤＶ 阳性样品。

图 １　 基于 ＰＥＤＶ Ｓ１ 基因对本研究测序毒株构建遗传进化树
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Ａ． 毒株感染 ２４ ｈ 后的细胞病变 （标尺＝ ２５ μｍ）； Ｂ． 通过 ＩＦＡ 观察毒株感染 ２４ ｈ 后在细胞中的分布 （标尺＝ ２５ μｍ）。

图 ２　 ＰＥＤＶ ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株感染 Ｖｅｒｏ 细胞引起的病变观察

图 ３　 ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株与参考毒株 Ｓ 基因的同源性比对
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●代表本研究分离株。

图 ４　 基于 ＰＥＤＶ Ｓ 基因对分离株 ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 构建遗传进化树

３　 讨论

自从 ＰＥＤＶ 被首次发现以来， 该病毒已经在全球

范围内传播， 尽管在全国范围内开展了 ＰＥＤＶ 疫苗接

种， 但由于 ＰＥＤＶ Ｓ 基因表现出遗传多样性， 传统毒

株疫苗保护效果不佳， 并未对该病毒产生有效控制，
ＰＥＤＶ 的传播和流行至今仍然威胁着我国养猪业的健

康发展。 我国于 １９７３ 年首次出现 ＰＥＤ 相关报道， 但

只是描述其症状与传染性胃肠炎相似， 直到 １９８４ 年

才确定病原体是 ＰＥＤＶ［１２］。 在 ２０１０ 年前， ＰＥＤＶ 在

我国呈地区性流行， 猪感染后死亡率较低， 造成经济

损失相对较小。 ２０１０ 年底， ＰＥＤＶ 发生变异， 导致我

国猪场暴发仔猪腹泻和极高死亡率的疫情［１３］， 对我

国养猪业造成了较大的经济损失［１４］。 近年来， 国内

研究人员对 ＰＥＤＶ 分子流行病学进行了大量的持续性

跟踪研究。 据报道， ２０１１—２０１２ 年， 我国 １２ 个省份

的 ＰＥＤＶ 阳性率高达 ６１􀆰 １１％［１５］。 ２０１２—２０１６ 年，
张月等［１６］在山东省 １３ 个地区的 ＰＥＤＶ 分子流行病学

调查发现， ＰＥＤＶ 的年检出率高达 ７２􀆰 １％。 ２０１６—
２０１８ 年， 四 川 地 区 ＰＥＤＶ 阳 性 率 为 ４９􀆰 ２９％［１７］。
２０１５—２０１８ 年， Ｓｕ 等［１０］ 对我国 ＰＥＤ 进行了区域较

为广泛的流行病学调查， 发现 ＰＥＤＶ 阳性率高达
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６６􀆰 ８５％。 ２０１７—２０２０ 年， 华北地区猪场 ＰＥＤＶ 核酸

阳性率平均为 ２７􀆰 ６３％［１８］。 赵文影等［１９］ 在 ２０２０—
２０２１ 年对我国 １６ 个省份腹泻病料的临床检测发现，
ＰＥＤＶ 总阳性率为 ６６􀆰 ８０％， 且大部分为 ＧⅡ型流行

毒株。 本研究在 ２０２２—２０２３ 年采集的 ２２８ 份腹泻样

本中发现， ＰＥＤＶ 阳性率为 ４８􀆰 ６８％， ＰｏＲＶ 阳性率为

７􀆰 ８９％， ＰＤＣｏＶ 阳性率为 ３􀆰 ０７％， ＴＧＥＶ 未检出， 表

明目前 ＰＥＤＶ 仍是导致山东省猪场腹泻的主要病毒。
ＰＥＤＶ 目前共有 ＧⅠ ａ、 Ｇ Ⅰ ｂ、 ＧⅡａ、 ＧⅡｂ、

ＧⅡｃ和 Ｓ － ＩＮＤＥＬ 这 ６ 个基因亚型。 在 ２０１０ 年前，
ＰＥＤＶ 在我国呈零星散布， 以 ＧⅠ型为主； ２０１０ 年

后， ＧⅡ型变异毒株在我国广泛传播。 根据李智丽

等［２０］在 ２０１１—２０１５ 年对我国南方 ５ 个省份的 ＰＥＤＶ
分子流行病学调查数据统计， ＧⅡ型毒株占比为

８８􀆰 ５７％。 我国东部地区 ２０１７—２０１８ 年间， ＰＥＤＶ
ＧⅡ型毒株占比 ９２％［２１］。 根据大量 ＰＥＤＶ Ｓ 基因的规

模相似性比较和重组分析， 证明 ＧⅡｃ 亚型是由 ＧⅡｂ
亚型和 Ｓ－ＩＮＤＥＬ 型毒株重组而来［２２］。 Ｔｉａｎ 等［２３］ 在

２０１４—２０１８ 年从我国西南地区分离出的 ９ 株 ＰＥＤＶ
中， 有 ７ 株属于 ＧⅡｃ 亚型。 Ｂａｉ 等［２４］ 研究发现，
２０１７—２０２２ 年检测到的 ＧⅡｃ 亚型毒株数量有所增

加。 本研究对成功测序的 ５ 个 ＰＥＤＶ Ｓ１ 基因的遗传

进化分析结果表明， 其中 ４ 株属于 ＧⅡｃ 亚型； 从山

东省分离出的 ＳＤＱＤ２０２３０６２８ 株的 Ｓ 基因与 ＧⅡｃ 亚

型代表毒株 Ｓ 基因同源性高达 ９８􀆰 ６％ ～９８􀆰 ８％， 表明

该毒株属于 ＧⅡｃ 亚型。 这提示 ＧⅡｃ 亚型毒株在山

东省有成为流行毒株的趋势。
ＰＥＤＶ 的靶细胞是猪小肠上皮细胞， 小肠肠腔内

部环境复杂， 常存在各种内源性或外源性病原体，
ＰＥＤＶ 感染可能伴随其他肠道病毒的混合感染。 有研

究表明， 通过给母猪口服表面活性素， 可以提高母猪

初乳中细胞免疫和体液免疫水平， 从而提高仔猪肠道

免疫力， 降低仔猪 ＰＥＤ 发病率［２５］。 Ｚｈａｎｇ 等［２６］ ２０１３
年报道， ＰＥＤＶ 单一感染仅占 １３􀆰 ９％， 多数病例为混

合感染。 Ｚｈａｎｇ 等［２７］ ２０１４ 年的研究表明， 在中国，
猪腹泻病原共同感染流行率很高， 所有样本都同时感

染了至少 ２ 种不同的病毒， 且病毒群落多样。 Ｓｕ
等［１０］报道， ２０１５—２０１８ 年在 ３６３ 例 ＰＥＤＶ 阳性样本

中， ＰＥＤＶ 单一感染比例仅占 １􀆰 ３８％， 与 ＰＤＣｏＶ 的

共感 染 率 为 ６９􀆰 ２３％， 与 ＴＧＥＶ 的 共 感 染 率 为

４５􀆰 ６５％。 本研究发现， 在 ＰＥＤＶ 阳性样本存在与其

他肠道病毒共感染的现象， 与 ＰｏＲＶ 共感染率为

７􀆰 ２１％， 与 ＰＤＣｏＶ 共感染率为 ３􀆰 ６％， 严重加剧了

ＰＥＤＶ 的防控难度。

４　 结论

本研究对 ２０２２—２０２３ 年山东地区 ＰＥＤＶ 分子流

行病学调查发现， ＰＥＤＶ 阳性率达 ４８􀆰 ６８％， 表明

ＰＥＤＶ 仍是引起山东地区仔猪腹泻的主要病毒； 同

时， ＰＥＤＶ 存在与其他肠道病毒共感染。 通过对

ＰＥＤＶ 阳性样本分离纯化， 得到 １ 株 ＰＥＤＶ 毒株， 命

名为 ＳＤＱＤ２０２３０６２８， 遗传进化分析表明该毒株属于

ＧⅡｃ 亚型。 本研究丰富了山东地区 ＰＥＤ 的流行病学

数据， 为 ＰＥＤ 的防控提供理论基础。
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