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摘要： 猪 δ 冠状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＰＤＣｏＶ） 属于冠状病毒科 δ 冠状病毒属， 主要感染仔猪， 引起腹泻、 脱水和死亡。 ＰＤＣｏＶ 在我国

猪群流行不断增多， 严重威胁养猪业的健康发展。 近年， ＰＤＣｏＶ 的诊断技术取得较大进展， 在本病的防控中发挥了重要作用。 本文重点对

ＰＤＣｏＶ 的分离培养、 血清学诊断技术、 分子生物学诊断技术等进行了综述， 将为 ＰＤＣｏＶ 新型检测技术的研究及其感染的临床防控提供参考。
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　 　 猪 δ 冠 状 病 毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，
ＰＤＣｏＶ）， 也称猪丁型冠状病毒， 属于套式病毒目、
冠状病毒科、 δ 冠状病毒属。 ＰＤＣｏＶ 可感染各个日龄

的猪， 但主要引起哺乳仔猪急性腹泻、 脱水、 死
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后美洲的美国、 加拿大、 墨西哥和秘鲁等， 以及亚洲

的韩国、 中国、 泰国、 老挝、 越南、 日本都有报

道［２］。 我国大部分养猪省份均有 ＰＤＣｏＶ 发生， 近年

呈不断蔓延的趋势， 严重威胁养猪业健康发展［３］。
ＰＤＣｏＶ 具有广泛的跨宿主传播特性， 可感染猪、 小

鼠、 犊牛、 鸡和火鸡等多种动物， ２０２１ 年首次在海

地儿童血浆中发现 ＰＤＣｏＶ， 提示其具有潜在的公共

卫生风险［４］。 ＰＤＣｏＶ 感染猪的临床症状与猪流行性

腹泻病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ），
猪传 染 性 胃 肠 炎 病 毒 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ， ＴＧＥＶ） 和猪急性腹泻综合征病毒 （ ｓｗｉｎｅ
ａｃｕｔｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＳＡＤＳ －ＣｏＶ） 等
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病毒感染相似［５］。 本文从 ＰＤＣｏＶ 的分离培养、 血清

学和分子生物学等诊断技术进行综述， 为现有方法的

优化和新技术的研究提供参考。

１　 病毒分离培养

ＰＤＣｏＶ 具有广泛的细胞嗜性， 可在猪肾近曲小

管上皮细胞 （ＬＬＣ－ＰＫ１）、 猪肠上皮细胞 （ ＩＰＩ－２Ｉ）、
猪睾丸细胞 （ＳＴ） 和猪肾细胞 （ＰＫ－１５） 等细胞上

培养， 分离效果受细胞类型、 培养基添加物和样本类

型等多因素影响。 相同条件下相比 ＩＰＩ－ＦＸ 和 ＳＴ 细

胞， ＰＤＣｏＶ 在 ＬＬＣ － ＰＫ１ 细胞增殖更快， 是分离

ＰＤＣｏＶ 最理想的细胞模型［６］。 ＰＤＣｏＶ 从肠道内容物

分离最佳， 培养基添加胰酶有利于病毒增殖［７］。 李

厚伟等［８］发现 ＰＤＣｏＶ 在 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞中培养， 病毒

滴度与胰酶浓度先呈正相关而后呈负相关， 高浓度的

胰酶可能使细胞提前脱落而降低了病毒滴度。 不添加

胰酶时病毒在 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞中也可复制， 但病毒滴

度较低且病变不明显［９］。 石迎等［１０］发现经过 ＳＴ 细胞

分离的 ＰＤＣｏＶ 可感染猪肠道细胞 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 并稳定传

代， 适应 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞的 ＰＤＣｏＶ 对仔猪表现较强的

肠致病性。 从自然感染样品分离 ＰＤＣｏＶ 时， 通常要

盲传至第 ３ 代才可出现轻微的细胞病变 （ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ
ｅｆｆｅｃｔ， ＣＰＥ）， 细胞先变大聚集， 随后皱缩坏死脱

落， 并且培养时需注意自然毒株对细胞系的适应性、
培养基中的血清因子对病毒与细胞结合的抑制、 细胞

对胰酶的耐受能力等因素可能导致病毒分离失败［１１］。
病毒分离培养对设备和人员操作要求较高， 耗时较

长， 不适合临床诊断， 分离病毒多用于致病机理、 诊

断试剂、 疫苗开发等相关研究。

２　 血清学诊断方法

２􀆰 １　 病毒中和试验

病毒中和试验 （ｖｉｒｕｓ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ， ＶＮ） 通过抗

体与病毒的特异性结合来阻止病毒感染宿主细胞， 是

检测 ＰＤＣｏＶ 抗体的经典方法， 包括传统 ＣＰＥ 法和荧

光 焦 点 中 和 法 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｆｏｃｕｓ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ，
ＦＦＮ）， 但耗时均较长， 条件要求高， 结果易受主观

因素影响［１２］， 而将 ＶＮ 微量化或利用荧光标记优化，
可有效提高试验效率和灵敏度。 Ｃｈｅｎ 等［１３］ 通过对病

毒附着 ＳＴ 细胞前后分别进行中和试验验证抗体的中

和能力， 结果显示制备的单抗阻断病毒附着细胞前感

染的效果是附着后的 １０ 倍， 可能与单抗破坏 ＰＤＣｏＶ
Ｓ１ 亚基和细胞受体之间的相互作用， 从而抑制了 Ｓ
蛋白的构象变化而阻碍其感染宿主细胞有关。 ＶＮ 检

测的是所有具有中和活性的抗体， 具有很强的特异

性， 这种中和抗体能与病毒粒子结合并阻止病毒感染

细胞。 因此， ＶＮ 更能体现抗体对机体的免疫保护

能力。
２􀆰 ２ 　 酶联免疫吸附试验 （ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）
　 　 目前， 已研发的 ＰＤＣｏＶ 的特异性 ＥＬＩＳＡ 方法多

是基于 Ｎ、 Ｍ 或 Ｓ 蛋白建立的 ＥＬＩＳＡ 方法。 Ｎ 蛋白刺

激产生的抗体产生早、 滴度高且持续时间长， 刘磊

等［１４］以重组 Ｎ 蛋白作为包被抗原， 针对血清免疫球

蛋白 （ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ， Ｉｇ） Ｇ 检测建立了间接 ＥＬＩＳＡ
方法， 与 ＶＮ 的阳性符合率、 阴性符合率和总符合率

分别为 ８６􀆰 ３６％、 ９６􀆰 ４３％ 和 ９２􀆰 ００％， 用该法检测

４５６ 份广西地区不同阶段猪血清样品， 阳性率为

４０􀆰 ４０％。 Ｍ 蛋白保守性较高并能介导 ɑ 干扰素产生，
张艺璇等［１５］ 用原核表达的 Ｍ 蛋白建立了一种间接

ＥＬＩＳＡ ＩｇＧ 抗体检测方法， 与 ＶＮ 总符合率为 ９５％，
特异性和重复性良好。 刘思雨等［１６］ 截短表达 ＮＳＰ１４
蛋白并建立间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法， 其与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 的符合率为 ９４􀆰 ４％。 ＩｇＧ 在血清中的含量较高，
且半衰期较长［１７］， 而 ＩｇＡ 在阻止肠道病原体吸附，
介导黏膜免疫方面发挥重要作用。 Ｓ１ｂ是 Ｓ 蛋白的受

体结合域， 可通过糖基化修饰介导病毒免疫逃逸［１８］，
秦秋英等［１７］用原核表达的 Ｓ１ｂ蛋白为抗原， 建立了检

测血清 ＩｇＡ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ， 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 总符

合率为 ９６􀆰 ６６％， 对 ４８６ 份血清样品检测阳性率为

３２􀆰 ７２％。 Ｌｕ 等［１９］借助 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞表达 ＰＤＣｏＶ
Ｓ１ 蛋白建立了检测 ＩｇＡ 的 ＥＬＩＳＡ， 对乳汁中病原检测

较 ＩｇＧ 检测方法更准确， 适用于黏膜免疫的机制研究

和疫苗效果评估。 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 较间接 ＥＬＩＳＡ
有更高特异性与灵敏度， 可在蛋白水平实现定量测

定［２０］。 Ｂａｉ 等［２１］用两种靶向 Ｓ 蛋白的单抗分别作为

捕获和检测抗体， 建立了双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 抗原检

测方法， 对重组 Ｓ 蛋白和 ＰＤＣｏＶ 的检测限分别为

０􀆰 １２ ｎｇ ／ ｍＬ 和 １􀆰 ９６×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 与实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ － ｑＰＣＲ） 符合率为 ９１􀆰 ０３％， Ｋａｐｐａ 值为

０􀆰 ８１４。 Ｗａｎｇ 等［２０］ 用 Ｎ 蛋白特异性单抗和兔抗

ＰＤＣｏＶ 多抗， 建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 可检测灭活病

毒的抗原， 最低可检测 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的 Ｎ 蛋白和 １０３

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 病 毒， 敏 感 性 和 特 异 性 为 ８０􀆰 ８％ 和

９５􀆰 ６％。 对检测 ２１９ 份广西部分地区不同阶段猪群的

血清样品的总体阳性率达 ７３􀆰 ５１％， 其中日龄较大的

猪群阳性率更高。 Ｗａｎｇ 等［２２］用重组 Ｎ 蛋白作为包被

抗原， 与 Ｎ 蛋白特异性单抗配对作为检测抗体， 开

发了一种阻断 ＥＬＩＳＡ 方法， 对除猪以外的动物样本

的诊断和流行病学调查也适用， 诊断敏感性与特异性

分别为 ９８􀆰 ７９％ 和 １００％。 Ｙｕ 等［２３］以 ＣＨＯ 细胞系统

表达的 Ｓ 蛋白免疫羊驼， 并筛选表达纳米抗体建立了
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竞争 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法， 其与间接免疫荧光符合

率高并与 ＶＮ 呈显著正相关， 适用于中和抗体检测，
并且纳米抗体具有高亲和力与特异性， 稳定性强， 有

利于实现快速诊断。
ＥＬＩＳＡ 具有高特异性和敏感性， 适用于大规模临

床样品检测。 目前 ＰＤＣｏＶ 的 ＥＬＩＳＡ 尚无商品化试剂

盒。 Ｓ 蛋白具有高变异性且分子量较大， 存在糖基化

修饰而影响原核表达效果； Ｎ 蛋白保守性高可能与

ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ 发生交叉反应； Ｍ 蛋白存在表达量较

少， 蛋白难以纯化且活性较低的问题。 现有研究多采

用原核表达系统， 能快速制备较多的抗原蛋白， 但存

在蛋白修饰不足和形成包涵体蛋白难以纯化的问题，
而真核表达的蛋白更接近天然构象， 生物活性以及稳

定性更强， 近期已有针对 ＰＥＤＶ［２４］、 ＳＡＤＳ －ＣｏＶ［２５］

真核表达的抗原蛋白建立 ＥＬＩＳＡ， 可进一步提升诊断

的敏感性和特异性。
２􀆰 ３　 荧光微球免疫分析 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＦＭＩＡ）
　 　 ＦＭＩＡ 是一种基于微球载体的高通量检测技术，
灵敏度高， 可实现同时高通量检测多种病原体， 能适

应大量样本检测。 Ｏｋｄａ 等［２６］基于重组 Ｎ 蛋白抗原开

发了 ＦＭＩＡ 检测方法， 可高通量检测猪血清样品并具

有良好的特异性和敏感性， 与间接 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 符

合率高。 ＦＭＩＡ 是一种较新的血清学方法， 但依赖特

定仪器和耗材成本较高， 并且微球和抗原间可能会发

生非特异性结合或交叉反应， 临床实用性较低， 因此

近年针对 ＰＤＣｏＶ 的 ＦＭＩＡ 研究较少。 而在 ＰＥＤＶ 上

有报道将荧光微球结合时间分辨荧光免疫层析技术建

立的检测方法可以实现定量测定， 检测线性范围宽能

更好避免假阴性结果， 其最低可检测 １ ∶ ５１２ 倍稀释

的阳性血清， 病毒效价与试纸条 Ｔ ／ Ｃ 值之间的线性

关系良好， 对应可检测的最低病毒效价为 ３８９ ６９９􀆰 ７
ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ， 并具有较好的稳定性， 可在 ４ ℃和

室温至少保存 ８ 个月， ３７ ℃则可保存 １０ ｄ［２７］。
２􀆰 ４　 免疫胶体金技术 （ ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｃｈ⁃
ｎｉｑｕｅ， ＧＩＣＴ）
　 　 ＧＩＣＴ 是通过带负电荷的胶体金与带正电荷的抗

原或抗体静电结合形成复合物， 并保持蛋白质活性，
在免疫层析中参与反应显色［２８］。 张敏等［２９］ 基于原核

表达 Ｎ 蛋白获得的单抗和羊抗小鼠 ＩｇＧ 作为检测线和

质控线制备了免疫胶体金检测试纸条， 特异性良好，
其检测病毒的最低限为 １００ ＴＣＩＤ５０。 张玲娟［３０］ 采用

ＣＨＯ 细胞表达 Ｎ 蛋白免疫原性高并通过煮沸充分打

开蛋白线性表位， 提升了胶体金技术敏感性， 其检测

的最低病毒限度为 １０１􀆰 ６７ ＴＣＩＤ５０， 与其他的猪腹泻病

毒的四重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 阳性结果符合率为 ９６􀆰 ４％。 Ｗａｎｇ

等［３１］同样用特异性识别 Ｎ 蛋白的单抗开发胶体金试

纸， 其与 ＲＴ－ｑＰＣＲ 不同结果说明 ＰＣＲ 抑制效应和检

测中核酸的降解会影响 ｑＰＣＲ 的准确性。 与 ＥＬＩＳＡ 抗

原检测方法比较， 免疫胶体金试纸条具有微量、 快

速、 操作简单、 结果更直观、 结果肉眼可判等优点，
但易受环境和样本成分干扰， 所以更适用于疫病初筛

和现场快速诊断。 此外已有手持的胶体金定量分析设

备可对胶体金显色情况转化为具体数值进行定量或半

定量测定［２８］， 有利于客观量化分析， 纳米荧光材料

等新型材料替代胶体金颗粒结合可增强结果的可视

化， 使结果的量化分析更细致准确。

３　 分子生物学方法

３􀆰 １　 逆转录聚合酶链式反应 （ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－
ＰＣＲ， ＲＴ－ＰＣＲ） 及其衍生技术

　 　 ＲＴ－ＰＣＲ 灵敏、 快速、 成本较低， 是目前诊断

ＰＤＣｏＶ 最常用的方法之一， 但不能区分样品中的活

病毒或死病毒。 已有根据 Ｎ、 Ｍ、 Ｓ 基因建立的 ＲＴ－
ＰＣＲ 方法， 其中 Ｍ、 Ｎ 基因保守并能与 ＰＥＤＶ、
ＴＧＥＶ 等区分， 且 Ｎ 基因建立的方法灵敏度更高， 有

报道可达到 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， Ｓ 基因易变异， 可用于病

毒进化分析［１１］。 董志珍等［３２］ 在反应体系中添加纳米

颗粒， 有效提升扩增效率， 其检测最低限度为 １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 具有较常规 ＲＴ－ＰＣＲ （１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 更

高的敏感性。 由于 ＰＤＣｏＶ 和其他肠道病毒引起的临

床症状相似且常混合感染， 为提高结果准确性并实现

病毒鉴别诊断， 近年方法多朝建立灵敏度更高的多重

ＲＴ－ＰＣＲ 发展， 如陈见兴等［３３］基于 ＰＤＣｏＶ 和 ＳＡＤＳ－
ＣｏＶ 的 Ｎ 基因、 Ａ 型塞内卡病毒 （ＳＶＡ） 的 Ｌ ／ Ｐ１ 基

因建立了同步检测这些病毒的三重 ＲＴ－ＰＣＲ， 对 ３ 种

病毒重组质粒标准品最低检测限度分别为 １、 １ 和 １０
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 并对 ２７３ 份临床样品和其他已报道同种

病毒检测方法结果一致。 Ｌｉ 等［３４］ 根据 ＰＥＤＶ 和

ＰＤＣｏＶ 的 Ｎ 基因各设计 ２ 对引物， 建立了双重套式

ＲＴ－ＰＣＲ （ｄｕｐｌｅｘ ｎｅｓｔｅｄ ＲＴ－ＰＣＲ， ｄｎＲＴ－ＰＣＲ）， 对

两种病毒的最低检测限度均为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 较常规

ＲＴ－ＰＣＲ 符合率更高， 能抵抗混合模板干扰准确检

测， 并且可对结果进行测序以利于开展分子流行病学

调查。 为适应现场检测， 候闻闻等［３５］ 建立了检测

ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ 和猪轮状病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａ⁃
ｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 的恒温隔绝式荧光ＲＴ－ＰＣＲ 方法 （ ｒｅ⁃
ｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ － ｉｎｓｕｌａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ＰＣＲ， ｉｉＲＴ －
ＰＣＲ）， 对 ４ 种病毒的检测下限分别为 １０２、 １０２、
１０３、 １０３ ＴＣＩＤ５０， 敏感性略低于 ＲＴ － ｑＰＣＲ， ｉｉＲＴ －
ＰＣＲ 仪器更轻小便携， 操作简单， 并避免了琼脂糖

凝胶电泳导致的交叉污染。
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ＲＴ－ｑＰＣＲ 与普通 ＰＣＲ 相比， ＲＴ－ｑＰＣＲ 可实时

监控 ＤＮＡ 扩增的量， 且具有更高灵敏度和特异

性［３６］， 常 用 于 实 验 室 检 测 ＰＤＣｏＶ。 目 前， 针 对

ＰＤＣｏＶ 的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 技术的研究可分为 ＳＹＢＲ 染料法

和 ＴａｑＭａｎ 探针法两大类， 前者会与引物二聚体等非

特异性扩增产物结合导致假阳性， 而 ＴａｑＭａｎ 探针法

灵敏度更高且检测时间更短［３７］。 刘德清等［３８］ 根据 Ｎ
基因建立了 ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ， 敏感性比普通 ＰＣＲ
高 １００ 倍， 用时 １􀆰 ５ ｈ， 较普通 ＰＣＲ （４ ｈ） 更快， 并

能避免因开盖或电泳过程中的气溶胶污染。 但普通

ＲＴ－ＰＣＲ 有利于扩增后测序用于病毒分型或溯源， 因

此可两种方法联用， 快速筛选后再扩增测序从而达到

更好的诊断效果。 同 ＲＴ－ＰＣＲ， 为实现更准确的鉴别

诊断， 也开发了基于 ＴａｑＭａｎ 探针法的多重 ＲＴ －
ｑＰＣＲ， 如刘如月等［３９］基于 ＰＥＤＶ Ｍ 基因和 ＰＤＣｏＶ Ｎ
基因， 建立了同步检测 ＰＥＤＶ 和 ＰＤＣｏＶ 的双重

ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ， 检测 ＰＤＣｏＶ 的最低下限是 ３􀆰 １７×
１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 对 １１８ 份粪样检测结果显示 ＰＥＤＶ 阳

性率为 ５６􀆰 ８％， ＰＤＣｏＶ 阳性率为 ３３􀆰 １％， 二者共感

染率为 １６􀆰 １％。 Ｈｏｕ 等［４０］ 建立了检测 ＰＥＤＶ、 ＰｏＲＶ
和 ＰＤＣｏＶ 的三重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ。 高艺祥等［４１］ 建

立检 测 ＰＤＣｏＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰｏＲＶ 和 ＰＥＤＶ 的 四 重

ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ， 两者检测 ＰＤＣｏＶ 最低量分别为

６􀆰 ０×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、 １􀆰 １７×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 特异性好。
与 ＲＴ－ＰＣＲ 相似， 这些方法多基于敏感性更高的 Ｎ
基因设计引物， 多重 ＲＴ－ＰＣＲ 可实现对猪群中混合

感染情况的监测， 但这些方法引物设计较为复杂， 扩

增体系和条件较难优化。 未来可进一步结合免疫层析

等技术， 为现场快速诊断提供思路。
刘影等［４２］开发了检测 ＰＤＣｏＶ 的微滴式数字 ＰＣＲ

（ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ， ｄｄＰＣＲ）， 该方法不依赖于标准

曲线， 最低检出量可达 １􀆰 ３７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 敏感性高于

荧光 ＰＣＲ 方法。 本方法虽然有利于早期诊断， 但微

滴式数字 ＰＣＲ 也存在设备和试剂昂贵的问题， 不利

于大规模应用。
３􀆰 ２　 等温扩增技术

核酸扩增技术主要包括变温检测 （如 ＰＣＲ） 和

等温检测两大类， 其中等温检测技术无复杂温控， 更

适用于资源受限场景的检测需求［４３］。 常见的等温检

测技术有环介导等温扩增 （ ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ ）， 重 组 酶 聚 合 扩 增

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＰＡ）， 滚环等

温扩增 （ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＣＡ）， 重组酶介

导链置换等温扩增 （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ａｉｄｅｄ ｃｈａｉｎ ｄｉｓｐｌａｃｅ⁃
ｍｅｎｔ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＡＡ）， 依赖解旋酶等

温扩增技术 （ｈｅｌｉｃａｓ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＨＤＡ）

和单引物等温扩增技术 （ ｓｉｎｇｌｅ ｐｒｉｍｅｒ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＳＰＩＡ ） 等［１１］。 目 前 ＰＤＣｏＶ 已 建 立

ＬＡＭＰ、 ＲＰＡ 和 ＲＡＡ 方法， 并注重多技术融合创新。
ＬＡＭＰ 技术基于 Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶的链置换活性，

在 ６５ ℃恒温条件下通过 ４ 个特异性引物识别靶基因

６ 个区域， 形成哑铃状 ＤＮＡ 模板进行指数扩增［４３］。
ＬＡＭＰ 操作简便， 结果肉眼可见， 对仪器的需求

低［４４］， 在基层养殖场应用前景广泛， 但较 ＰＣＲ 更易

出现 “假阳性” 结果且易因反应颜色不明显而误

判［４５］。 为优化结果判读， 赵云环等［４６］ 在反应管中加

入羟基萘酚蓝显色剂， 使颜色反应更直观， 最低可以

检出含 ５􀆰 １×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＰＤＣｏＶ 的样品， 与普通

ＲＴ－ ＰＣＲ 一致。 邓可辉等［４４］ 建立了可同时检测

ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ 的反转录环介导等温扩增技

术 （ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＴ－ＬＡＭＰ）， 对临床样本检测阳性率均高

于常规 ＲＴ－ＰＣＲ。 为提高检测的选择性和灵敏度， 肖

利亭［４７］将 ＬＡＭＰ 与电化学阻抗联用检测ＰＤＣｏＶ， 扩

大了 ＬＡＭＰ 检测范围 （１０２ ～ １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）， 检出下

限达 ３３􀆰 ３３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＥＬ⁃ＴＨＯＬＯＴＨ 等［４８］ 结合微控

流技术， 开发了一种低成本、 快速、 半定量并可现场

部署的 ３Ｄ 打印的微流控装置， 该装置能实现样本自

动分配、 闭管、 实时检测及 ＲＴ－ＬＡＭＰ， 检测效果同

ＲＴ－ｑＰＣＲ。 Ｓｈｅｎ 等［４９］建立了以裂解探针为基础的逆

转录环介导的等温扩增 （ＣＰ－ＲＴ－ＬＡＭＰ） 方法， 当

裂解探针与目标序列特异性互补时才产生荧光信号，
可减少假阳性结果， 对 ＰＤＣｏＶ 临床样本检出率

（２６％） 高于 ＲＴ－ｑＰＣＲ 法 （１７％）。 传统 ＬＡＭＰ 限制

扩增较长基因片段的使用， 并可能产生非特异性扩增

导致假阳性， 通过与微流控、 裂解探针等技术结合能

够有效提高结果的准确性， 但制作工艺或操作更难，
更依赖高质量芯片和酶， 对样本纯度要求更高。

ＲＰＡ 技术是在 ３７ ～ ４２ ℃ 下进行的指数级扩增，
引物设计比 ＬＡＭＰ 简单， 扩增性能与 ＰＣＲ 相当， 能

够满足单拷贝检测［５０］。 肖帅等［５１］ 开发的 ＲＰＡ 检测

方法在 ３８ ℃ １５ ｍｉｎ 内可完成对样品的检测， 灵敏度

达 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＲＰＡ 在病毒检测中结合侧流层析

试纸条便于结果直接判读， 魏语泽等［５２］ 结合侧流层

析试纸条建立的 ＬＦ－ＲＴ－ＲＰＡ 法在 ３７ ℃ １２ ｍｉｎ 内即

可出可视化的结果， 较 ＲＴ－ＰＣＲ 检出率更高， 检测

时间更短。 在食源性病毒检测中单一 ＲＰＡ 检测往往

不能满足检测需求， 舒佳新等［５３］ 建立了可同时检测

非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ）、 ＰＤＣｏＶ 及 ＳＶＡ 的多重实时

荧光 ＲＰＡ 检测方法， 对 ＰＤＣｏＶ 的灵敏度达 ７７０
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＲＰＡ 技术具有方便、 快速、 特异性较高

的优点［５４］， 已广泛用于病毒核酸检测。 但是 ＲＰＡ 依
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赖多种酶的协同作用， 对试剂保存和稳定性有更高要

求， 其扩增效率影响因素较多， 缺乏温度对引物结合

的控制， 试验时要避免非特异性扩增。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 等温级联扩增技术引入了新型核酸

识别与扩增体系， 为病毒检测提供了新的可能性。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统是存在于原核生物中的一种应对外

来入侵的免疫机制［５５］， 已应用于建立 ＰＥＤＶ 和 ＡＳＦＶ
的检测方法。 Ｌｕｏ 等［５６］ 结合 ＲＰＡ 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ
建立 ＰＤＣｏＶ 检测方法， 可在 ９０ ｍｉｎ 内完成检测， 并

具有高特异性和灵敏度， 其最低检测限度为 ５􀆰 ７×１０１

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 可补足 ＲＰＡ 较低的敏感

性， 并减少对仪器设备的依赖， 较 ｑＰＣＲ 更加便捷，
可为普通养殖场应用提供参考。

ＲＡＡ 技术是利用重组酶、 单链结合蛋白、 ＤＮＡ
聚合酶在 ３７～４２ ℃条件下实现靶序列快速扩增的技

术， 原理与 ＲＰＡ 有相似， 检测时间通常不超过

６０ ｍｉｎ［５７］。 Ｙｅ 等［５８］ 结 合 反 转 录 核 酸 等 温 扩 增

（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ －ａｉｄｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＲＴ－ＲＡＡ） 的快速性和侧流层析分析 （ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ａｓ⁃
ｓａｙ， ＬＦＡ） 的可见性和便携性， 建立了一种三重核

酸检测方法 ＲＴ－ＲＡＡ－ＬＦＡ， 能特异性鉴别 ＰＥＤＶ、
ＰＤＣｏＶ 和 ＴＧＥＶ， 其中检测 ９５％的 ＰＤＣｏＶ 下限是 ４７８
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＲＡＡ 技术具有很高的特异性和扩增效率，
较 ＲＴ－ｑＰＣＲ 具有快速和对温度控制设备要求低的优

势， 但操作中要注意避免气溶胶污染并排除抑制剂

影响。
３􀆰 ３　 基因芯片

基因芯片是基于核酸杂交原理， 将固定在载玻片

或其他载体上的探针分子与标记的样品分子进行杂

交， 通过检测杂交信号强度获取样品分子的数量和序

列信息［５９］。 Ｊｉａ 等［６０］ 开发了一种基于双引物寡核苷

酸 （ｄｕａｌ ｐｒｉｍｉｎｇ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ， ＤＰＯ） 的多重实时

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ － ＰＣＲ， 能 区 分 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、
ＰＤＣｏＶ 和 ＰＲｏＶ， 最低检测限度分别为 ８􀆰 ６３ × １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， １􀆰 ９２×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， １􀆰 ７４×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
和 １􀆰 ７６×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 此方法使用 ＤＰＯ 引物， 特异

性较常规引物更高， 可降低不同引物之间的竞争而间

接提升扩增效率， 并较传统 ＲＴ－ＰＣＲ 显示出更高准

确性。 基因芯片能实现同时对多种疾病的鉴别诊断，
但需要专门的仪器设备进行数据的读取分析， 定量准

确性受到探针饱和度和背景噪声的影响， 存在探针制

作门槛较高， 仪器设备昂贵等问题， 不便于推广。

４　 小结

ＰＤＣｏＶ 主要引起哺乳仔猪的腹泻和死亡。 由于

ＰＤＣｏＶ 感染的病猪症状和其他腹泻病相似， 且混合

感染比较普遍， 因此鉴别诊断非常重要。 目前采用的

病毒分离培养方法耗时费力， 不适于临床快速诊断。
血清学检测方法更适用于大规模抗体检测， 一般不适

合早期诊断， 早期诊断多采用 ＲＴ－ＰＣＲ 和 ＲＴ－ｑＰＣＲ
诊断。 ｄｄ ＰＣＲ 与基因芯片设备昂贵， 不便临床推广；
ＬＡＭＰ、 ＲＰＡ 和 ＲＡＡ 等不依赖专业设备， 但固定的

反应体系和较高的成本影响其普适性， 易造成气溶胶

污染和非特异性扩增； 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统建立的

检测方法尚未临床应用。
上述现有方法均存在各自的优点和局限性， 未来

需要继续研发灵敏性高、 特异性好、 快速价廉和简便

的检测技术。 单一技术有局限， 可结合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ
系统、 纳米颗粒、 纳米荧光素酶等不同方法和新型材

料进行优化设计， 进一步提升诊断准确性和实用性。
现已有 ＰＤＣｏＶ 灭活疫苗上市， 未来可开发鉴别疫苗

免疫和感染抗体的方法。 此外， ＰＤＣｏＶ 存在基因变

异风险［６１］， 分子检测技术应随病原变异而不断优化。
随着对 ＰＤＣｏＶ 基因组、 致病机理等的深入研究和学

科交叉融合， 将不断有针对 ＰＤＣｏＶ 的新型检测技术

出现， 为 ＰＤＣｏＶ 感染的诊断和防控提供更好的技术

支撑。

参考文献：

［１］ 　 ＬＩＵ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｈ Ｙ． Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｔｅｒｉｃ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓ： ａｎ ｕｐｄａｔｅｄ
ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ， ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ
Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２１， ４５ （２ ／ ３）： ７５－８６．

［２］ 　 ＹＥＮ Ｌ， ＭＡＧＴＯＴＯ Ｒ， ＭＯＲＡ－ＤÍＡＺ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｓｐｉｋｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
（Ｓ１） ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒ⁃
ｕｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ， ２０２２， １１ （８）： ９１０．

［３］ 　 ＷＡＮＧ Ｚ， ＱＵ Ｋ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ
ｏｆ ＰＤＣｏＶ ｉｎ ｐｉｇｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ２０１５ － ２０２１ ｉｎ
Ｃｈｉｎａ： ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ － ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｍｉｃｒｏｂ Ｐａｔｈｏｇ， ２０２３， １７９： １０６１１８．

［４］ 　 ＬＥＤＮＩＣＫＹ Ｊ Ａ， ＴＡＧＬＩＡＭＯＮＴＥ Ｍ Ｓ， ＷＨＩＴＥ Ｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｅ⁃
ｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ａｍｏｎｇ Ｈａｉｔｉａｎ
ｃｈｉｌｄｒｅｎ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２１， ６００ （７８８７）： １３３－１３７．

［５］ 　 陈梦茹， 王悦， 冯华朋， 等． 猪急性腹泻综合征冠状病毒的流

行、 致病机制及防控研究进展 ［ Ｊ］ ． 西北农林科技大学学报

（自然科学版）， ２０２４， ５２ （１０）： ２６－３４．
［６］ 　 ＸＩＡＯ Ｗ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｆｏｕｒ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｔｅｒｉｃ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ＬＬＣ－ＰＫ１ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ，
２０２１， １６６ （３）： ９３５－９４１．

［７］ 　 秦毅斌， 何苹萍， 卢冰霞， 等． 猪丁型冠状病毒 ＣＨ ／ ＧＸ ／
１４６８Ｂ ／ ２０１７ 的分离鉴定及全基因组序列分析 ［Ｊ］ ． 中国畜牧兽

医， ２０１９， ４６ （７）： １９０７－１９１６．
［８］ 　 李厚伟， 王蕾， 张先锋， 等． 猪丁型冠状病毒在悬浮培养猪肾

细胞 ＬＬＣ－ＰＫ１ 上的增殖特性分析 ［ Ｊ］ ． 畜牧兽医学报， ２０２２，
５３ （６）： ２０２４－２０２８．

·６２１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １１



［９］ 　 ＨＵ Ｈ， ＪＵＮＧ Ｋ， ＶＬＡＳＯＶＡ Ａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒ⁃
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ ｔｈｅ
Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１５， ５３ （ ５ ）： １５３７ －

１５４８． 　
［１０］ 石迎， 陶洁， 李本强， 等． 适应肠道细胞的猪德尔塔冠状病毒

对仔猪的致病性分析 ［ Ｊ］ ． 中国农业大学学报， ２０２４， ２９
（５）： ５６－６４．

［１１］ 强桃艳， 成温玉， 张犇， 等． 猪 δ 冠状病毒病原检测方法研究

进展 ［Ｊ］ ． 动物医学进展， ２０２１， ４２ （４）： ８３－８８．
［１２］ 张玉杨． 猪流行性腹泻病毒基因组和诊断方法研究进展 ［ Ｊ］ ．

河南农业科学， ２０２４， ５３ （１０）： １２－２０．
［１３］ ＣＨＥＮ Ｒ， ＺＨＯＵ Ｇ， ＹＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｉｎ ＰＤＣｏＶ Ｓ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｉｔｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｐｉｇｌｅｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０２５， ９９
（２）： ｅ０２０２５－２４．

［１４］ 刘磊， 秦毅斌， 陈忠伟， 等． 基于猪丁型冠状病毒重组蛋白 Ｎ
间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立与初步应用 ［ Ｊ］ ． 中国兽医科学，
２０２２， ５２ （１１）： １３４７－１３５４．

［１５］ 张艺璇， 任豪杰， 闫瑞杰， 等． 基于猪丁型冠状病毒重组 Ｍ 蛋

白间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法的建立与应用 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医，
２０２２， ５４ （１）： ８４－８８．

［１６］ 刘思雨， 何颖， 卢冰霞， 等． 猪丁型冠状病毒 ＮＳＰ１４ 蛋白截短

表达及其间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法的建立 ［ Ｊ］ ． 南方农业学

报， ２０２４， ５５ （４）： １２３８－１２４８．
［１７］ 秦秋英， 张政， 黄夏玲， 等． 猪丁型冠状病毒截短 Ｓ 蛋白的原

核表达及间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立与应用 ［Ｊ］ ． 中国兽医科

学， ２０２４， ５４ （１）： ４８－５５．
［１８］ ＸＩＯＮＧ Ｘ， ＴＯＲＴＯＲＩＣＩ Ｍ Ａ， ＳＮＩＪＤＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｙｃａｎ ｓｈｉｅｌｄ

ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｓｐｉｋｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｆｉｎｅ－

ｔｕｎｅｄ ｆｏｒ ｅｎｔｅｒｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０１８， ９２ （ ４ ）：
ｅ０１６２８－１７． 　

［１９］ ＬＵ Ｍ， ＬＩＵ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ
ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ＩｇＡ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｖｉｒ⁃
ｏｌ， ２０２０， １６５ （４）： ８４５－８５１．

［２０］ ＷＡＮＧ Ｗ， ＬＩ Ｊ， ＦＡＮ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｄｏｕｂｌｅ ａｎ⁃
ｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａ⁃
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｇｅｎ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２１， １３ （１２）： ２４０３．

［２１］ ＢＡＩ Ｙ， ＹＵ Ｒ， ＺＨＯＵ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｄｏｕｂｌｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ
ＥＬＩＳＡ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｔｅｃｔｓ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｓｐｅｃｔｒ，
２０２５， １３ （４）： ｅ０２８５４－２４．

［２２］ ＷＡＮＧ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＹＡＮＧ Ｈ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ－ｂａｓｅｄ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏ⁃
ｎａｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２２， １４ （８）： １８１５．

［２３］ ＹＵ Ｒ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＢＡＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎａｎｏｂｏｄｙ －

ｂａｓｅｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉ⁃
ｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２５， ６３ （３）： ｅ０１６１５－２４．

［２４］ 邓瑞德， 陈志雄， 胡泽奇， 等． 基于 ＰＥＤＶ ＩｇＡ 间接 ＥＬＩＳＡ 方

法对母猪产前血清与初乳中 ＩｇＡ 相关性的研究 ［Ｊ］ ． 中国预防

兽医学报， ２０２４， ４６ （１２）： １２４５－１２５４．
［２５］ 杨小曼， 时洪艳， 张燎原， 等． 猪急性腹泻综合征冠状病毒 Ｓ１

蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立 ［ Ｊ］ ． 中国预防兽医学

报， ２０２４， ４６ （６）： ６０８－６１３．
［２６］ ＯＫＤＡ Ｆ， ＬＡＷＳＯＮ Ｓ， ＬＩＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓａｙｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏ⁃
ｎａｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２０１６， １２： ９５．

［２７］ 王华俊， 赵雪丽， 闫若潜， 等． 猪流行性腹泻病毒时间分辨荧

光免疫层析检测方法的建立 ［ Ｊ］ ． 中国预防兽医学报， ２０２１，
４３ （１）： ４０－４５．

［２８］ 李雨芮， 刘晓雅， 张文劲， 等． 免疫层析技术及应用的研究进

展 ［Ｊ］ ． 中国兽医学报， ２０２１， ４１ （１）： １９２－１９８．
［２９］ 张敏， 孔冬妮， 李建， 等． 猪 δ 冠状病毒胶体金试纸条检测方

法的建立 ［Ｊ］ ． 中国兽药杂志， ２０２１， ５５ （１２）： １－８．
［３０］ 张铃娟． 猪德尔塔冠状病毒 Ｎ 蛋白单抗研制及胶体金检测技术

建立 ［Ｄ］． 武汉： 华中农业大学， ２０２４．
［３１］ ＷＡＮＧ Ｗ， ＦＡＮ Ｂ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ

ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｓｔｒｉｐ ｕｓｉｎｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０２３， １３： １０７４５１３．

［３２］ 董志珍， 张霞， 柴铭骏， 等． 猪德尔塔冠状病毒纳米 ＰＣＲ 检测

方法的建立 ［Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０１９， ３６ （８）： ９１－９５．
［３３］ 陈见兴， 王豪杰， 潘喻， 等． ＰＤＣｏＶ、 ＳＡＤＳ－ＣｏＶ 与 ＳＶＡ 三重

ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法的建立与应用 ［ Ｊ］ ． 微生物学通报， ２０２３，
５０ （１２）： ５４３９－５４４８．

［３４］ ＬＩ Ｃ Ｑ， ＨＵ Ｌ Ｑ， ＬＩＵ Ｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｄｕｐｌｅｘ ｎｅｓｔｅｄ ＲＴ －ＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｄｅｌｔａ－ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２０２３， １９ （１）： １５１．

［３５］ 侯闻闻， 余良政， 樊毛迪， 等． ４ 种猪腹泻病毒恒温隔绝式荧

光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法的建立及应用 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２３，
５５ （９）： ８３－８８．

［３６］ 张森， 杨伟， 汤德元， 等． 猪 δ 冠状病毒基因组学及诊断技术

研究进展 ［Ｊ］ ． 中国兽医学报， ２０２０， ４０ （７）： １４２９－１４３２．
［３７］ 陆婧， 李敏， 王艳， 等． 鸭呼肠孤病毒 ＴａｑＭａｎ 与 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ

荧光定量检测方法的建立及比较 ［ Ｊ］ ． 中国兽医学报， ２０２２，
４２ （２）： ２３７－２４３．

［３８］ 刘德清， 王艳午， 孙思扬， 等． 猪德尔塔冠状病毒实时荧光

ＰＣＲ 检测方法的建立及初步应用 ［ Ｊ］ ． 中国动物传染病学报，
２０２２， ３０ （３）： １２７－１３２．

［３９］ 刘如月， 刘涛， 柳珊， 等． 猪流行性腹泻病毒和猪丁型冠状病

毒双重 ＴａｑＭａｎ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测方法的建立与初步应用 ［ Ｊ］ ． 中

国预防兽医学报， ２０２１， ４３ （７）： ７３４－７３８， ７５８．
［４０］ ＨＯＵ Ｗ， ＦＡＮ Ｍ， ＺＨＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ａ ｔｒｉｐｌｅｘ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＲＴ － ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＤＶ，
ＰｏＲＶ， ａｎｄ ＰＤＣｏＶ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２３， １５ （６）： １２３８．

［４１］ 高艺祥， 王金凤， 张倩， 等． 同时检测 ＰＤＣｏＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰｏＲＶ
和 ＰＥＤＶ 的四重实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 方法的建立及应用 ［ Ｊ］ ． 中

国兽医学报， ２０２３， ４３ （３）： ４４８－４５４， ４６１．
［４２］ 刘影， 周建浩， 王东方， 等． 猪丁型冠状病毒微滴式数字 ＰＣＲ

定量检测方法的建立 ［ Ｊ］ ． 中国兽医科学， ２０２５， ５５ （ ３）：
３６９－３７４．

［４３］ 廖怡雯， 叶景芬， 武绍碧， 等． 环介导等温扩增技术的发展及

其在耐药基因检测中的应用 ［ Ｊ］ ． 畜牧兽医学报， ２０２５， ５６
（４）： １６２１－１６３１．

［４４］ 邓可辉， 陈志飞， 俞婷， 等． 基于 Ｎ 基因的 ＲＴ－ＬＡＭＰ 技术检

测 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＤＣｏＶ 三种猪腹泻冠状病毒的研究 ［ Ｊ］ ．
中国动物传染病学报， ２０２５， ３３ （２）： ７０－７９．

［４５］ 李林岳， 李任峰， 袁嘉康， 等． 猪流行性腹泻病毒可视化 ＲＴ－

ＬＡＭＰ 检测方法的建立与初步应用 ［ Ｊ］ ． 中国预防兽医学报，

·７２１·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １１ 期



２０２３， ４５ （８）： ８１４－８２１， ８２８．
［４６］ 赵云环， 罗尚星， 顾文源， 等． 猪丁型冠状病毒可视化 ＬＡＭＰ

检测方法的建立与应用 ［ Ｊ］ ． 中国兽医科学， ２０２２， ５２ （１）：
１９－２４．

［４７］ 肖利亭． 环介导等温扩增－电化学联用或基于纳米酶的酶联免

疫法检 测 猪 德 尔 塔 冠 状 病 毒 研 究 ［ Ｄ ］． 镇 江： 江 苏 大

学， ２０２３．
［４８］ ＥＬ－ＴＨＯＬＯＴＨ Ｍ， ＢＡＩ Ｈ， ＭＡＵＫ Ｍ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｐｏｒｔａｂｌｅ， ３Ｄ

ｐｒｉｎｔｅｄ， ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ， ｒｅａｌ ｔｉｍｅ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓ⁃
ｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ａｎｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｎｅｅｄ
［Ｊ］ ． Ｌａｂ Ｃｈｉｐ， ２０２１， ２１ （６）： １１１８－１１３０．

［４９］ ＳＨＥＮ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｓ， ＨＵＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ， ｃｌｅａｖｅｄ ｐｒｏｂｅ－

ｂａｓｅｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｏｐ －ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｖｅｔ Ｓｃｉ， ２０２２， ９： ８９６４１６．

［５０］ 肖航， 王小燕， 邓兆佳， 等． 核酸等温扩增技术在病毒检测中

的应用 ［Ｊ］ ． 高等学校化学学报， ２０２４， ４５ （７）： １－１７．
［５１］ 肖帅， 刘新生， 方玉珍， 等． 猪德尔塔冠状病毒重组聚合酶扩

增检测方法的建立与应用 ［ Ｊ］ ． 动物医学进展， ２０１９， ４０
（３）： ９－１４．

［５２］ 魏语泽， 孟凡茹， 裴志花， 等． 猪 δ 冠状病毒 Ｂａｓｉｃ ＲＴ－ＲＰＡ 和

ＬＦ－ＲＴ－ＲＰＡ 方法的建立与应用 ［ Ｊ］ ． 经济动物学报， ２０２４，
２８ （４）： ３１１－３１８．

［５３］ 舒佳新， 陈传君， 谢礼， 等． 重组酶聚合酶扩增技术快速检测

猪肉及其制品中 ＡＳＦＶ、 ＰＤＣｏＶ 和 ＳＶＡ ［ Ｊ］ ． 中国食品卫生杂

志， ２０２３， ３５ （７）： １０１３－１０２０．

［５４］ ＺＨＯＵ Ｃ， ＬＩＵ Ｌ， ＣＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃ⁃
ｔｅｒｉｓｔｉｃ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒｓ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ
［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ， ２０２４， ４４３： １３８５４０．

［５５］ 陈秀琴， 林甦， 张世忠， 等． 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的生物传

感器在动物疫病诊断中的应用 ［Ｊ］ ． 畜牧兽医学报， ２０２４， ５５
（７）： ２８５９－２８７６．

［５６］ ＬＵＯ Ｒ， ＣＨＥＮＧ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ － ｂａｓｅｄ
ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉ⁃
ｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２４， １５： １４２９４８６．

［５７］ 刘晴晴， 王宁宁， 成军， 等． 基于重组酶介导等温扩增技术检

测人腺病毒 ４ 型方法的建立与评价 ［Ｊ］ ． 山东大学学报 （医学

版）， ２０２３， ６１ （１０）： ７４－８２．
［５８］ ＹＥ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＺＨＯＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｔｒｉｐｌｅｘ ＲＴ－

ＲＡＡ－ＬＦＡ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉ⁃
ｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ
ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｐａｔｈｏｇ， ２０２４， １９５： １０６８８５．

［５９］ 张雪冰， 潘纹玉， 陈丽丽． 新型冠状病毒实验室检测方法研究

进展 ［Ｊ］ ． 病毒学报， ２０２１， ３７ （２）： ４２８－４３４．
［６０］ ＪＩＡ Ｓ， ＦＥＮＧ Ｂ， ＷＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｄｕａｌ ｐｒｉｍｉｎｇ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

（ ＤＰＯ ） － ｂａｓｅｄ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＲＴ － ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ａｃｃｕｒａｔｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍａｊｏｒ ｖｉｒｕｓｅｓ ｃａｕｓｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｂｅｓ， ２０１９， ４７： １０１４３５．

［６１］ ＸＵ Ｘ， ＳＵＮ Ｊ， ＺＨＥＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ａ ｎｏｖｅｌ Ｓ－ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐａｔｈｏｇｅ⁃
ｎｉｃｉｔｙ ｆｒｏｍ ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｉｇｌｅｔ ｉｎ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ， ２０２２
［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｐａｔｈｏｇ， ２０２４， １９７： １０７０９５．

·８２１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １１




