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摘要： 为了解目前河南地区猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 流行毒株的基因型和流行情况， 于 ２０２３ 年 １１ 月到 ２０２５ 年 ２ 月期间， 在河南周口、 南

阳、 郑州、 许昌、 平顶山、 濮阳、 鹤壁等 １８ 个地区的 ２３ 个中小型猪场共收集 ６２ 份发生仔猪腹泻的临床肠道、 粪便样本， 对样本进行核酸提取

后， 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法检测样本的 ＰＥＤＶ Ｎ 基因。 对 ＰＥＤＶ 阳性样本的 Ｓ 基因全长进行扩增和测序， 并将所得 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长序列进行构建遗

传进化树、 核苷酸、 氨基酸同源性分析。 结果： ６２ 份样本中 ＰＥＤＶ 阳性样本为 ３８ 份， 阳性率为 ６１􀆰 ２９％； ３８ 份阳性样本中有 １９ 份扩增出 Ｓ 基因

全长； 同源性分析显示 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长的核苷酸同源性为 ９３􀆰 ４％～１００％， 氨基酸同源性为 ８０􀆰 ９％ ～８７􀆰 ７％， 与 ＧⅠ基因型经典毒株 ＣＶ７７７ 的核

苷酸同源性为 ８９􀆰 ７％～９３􀆰 ３％， 氨基酸同源性为 ７３􀆰 １％～７５􀆰 ９％； 与 ＰＥＤＶ 的近几年流行 ＧＩＩ 亚型毒株 ＣＨ－ＨｅＮ－ＺＬＨ－２０２２ 核苷酸同源性为９４􀆰 ８％～
９９􀆰 ２％， 氨基酸同源性为 ８３􀆰 ０％～８６􀆰 ５％； 遗传进化树结果显示目前河南地区 ＰＥＤＶ 流行情况以 ＧⅡ亚型为主， 其中 １５ 株为 ＧⅡａ 亚型、 ４ 株为

ＧⅡｃ 亚型； 另外， 根据搜集样本的时间来看， 在近期搜集的样本中属于 ＧⅡｃ 亚型的比例呈现上升趋势， 说明 ＧⅡｃ 亚型毒株呈现成为优势流行

毒株的趋势。 本试验通过对现阶段河南省 ＰＥＤＶ Ｓ 基因流行变异情况进行了分析， 为未来河南省 ＰＥＤ 的疫情防控和疫苗研发提供参考依据。
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ｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 引起的以腹泻、 呕吐、 脱水为特征的肠

道传染病［１］。 ＰＥＤ 可感染各年龄段猪只， 特别是初

生仔猪感染后症状最为严重， 且死亡率最高可达

１００％［２］。 １９７０ 年首次在英国一农场发现的猪肠道疾

病最初被称为流行性病毒性腹泻， 直到 １９７８ 年， 在

比利时暴发流行性病毒性腹泻的猪场分离出首株毒

株， 并在 １９８２ 年被命名为 ＰＥＤＶ［３－４］。 目前， 根据

ＰＥＤＶ 的 Ｓ 基因将 ＰＥＤＶ 分为 ＧⅠ和 ＧⅡ两种基因型，
包括 ＧⅠａ、 ＧⅠｂ、 ＧⅡａ、 ＧⅡｂ、 ＧⅡｃ ５ 种亚型，
ＧⅠ基因型是 ＰＥＤＶ 经典毒株， ＧＩＩ 基因型是 ＰＥＤＶ
经典毒株的变异株， 其毒力比 ＧⅠ型强［５－６］。 ２０１０ 年

之前， 我国 ＰＥＤＶ 的流行毒株为 ＧＩ 基因型， 由于其

致病性、 死亡率低， 对养猪业威胁不大， 并未受到国

内广泛关注。 自 ２０１０ 年 ＰＥＤＶ ＧⅡ基因型变异毒株

出现以来， 变异毒株引起了大规模猪流行性腹泻疫

情， 对我国养猪业构成了巨大经济损失［７］。 现有研

究表明， 经典的 ＣＶ７７７ 疫苗不能有效预防当前 ＰＥＤＶ
变异株引起的疫情， 导致免疫 ＣＶ７７７ 疫苗的猪场仍

然暴发 ＰＥＤ［８］。
ＰＥＤＶ 是单股正链 ＲＮＡ 病毒， 属于冠状病毒科

（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ） α 冠状病毒属 （ Ａｌｐｈａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ），
其基因组大小约为 ２８ ｋｂ， 包含 ５′和 ３′非翻译区

（ＵＴＲ） 和 ７ 个开放阅读框 （ＯＲＦ）， 其中 ＯＲＦｓ 包括

５′端 ＯＲＦ１ａ 和 ＯＲＦ１ｂ， 它们编码 ２ 个复制酶多聚蛋

白 （ｐｐ１ａ 和 ｐｐ１ａ ／ ｂ）， 其他 ５ 个 ＯＲＦｓ 分别编码 ４ 个

结构蛋白和 １ 个非结构蛋白： 即刺突蛋白 （Ｓ）、 包

膜蛋白 （Ｅ）、 膜蛋白 （Ｍ）、 核衣壳蛋白 （Ｎ） 和辅

助蛋白 ＯＲＦ３［９－１１］。 Ｓ 蛋白是结构蛋白中最大的蛋白，
位于病毒粒子最外层， 其主要负责介导病毒进入宿主

细胞的膜融合， 对诱导宿主产生中和抗体起关键作

用［１２－１４］。 此外， Ｓ 蛋白容易发生缺失、 突变、 插入

等变异情况， 因此 Ｓ 基因常被用于 ＰＥＤＶ 遗传进化

分析［１５－１６］。
本研究针对河南地区发生仔猪腹泻的临床样本进

行 ＰＥＤＶ Ｎ 基因 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定和 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长测

序， 并对 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长进行同源性对比和遗传进

化分析， 以揭示河南地区 ＰＥＤ 最新流行的现状及遗

传进化关系， 进一步扩充完善河南地区 ＰＥＤ 流行病

学数据库， 并为 ＰＥＤ 疫苗的研发提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品采集及处理

在河南周口、 南阳、 郑州、 许昌、 平顶山、 濮

阳、 鹤壁等 １８ 地区的 ２３ 个中小型猪场共收集 ６２ 份

发生腹泻的仔猪肠道、 粪便样本， 将样本剪碎后， 加

入 １ ｍＬ ＰＢＳ 和少量钢珠， 使用研磨机研磨 ３ 次， 将

研磨后的组织匀浆在－８０ ℃冰箱中反复冻融 ３ 次后用

台式冷冻离心机 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ， 取上清液，
－８０ ℃冻存。
１􀆰 ２　 主要试剂

琼脂糖， 购自生工生物工程 （上海） 股份有限

公司； ＤＮＡ 分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ， 购自北京擎科生物

科技股份有限公司； 绿色荧光核酸染料， 购自北京索

莱宝科技有限公司； ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ） 反转录试剂盒， 购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司； ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ 总 ＲＮＡ
提取试剂盒 （离心柱型）， 购自天根生化科技 （北
京） 有限公司。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）公
布的 ＰＥＤＶ 变异株序列 （登录号 ＭＺ８０３０１０􀆰 １） 筛选

保守设计引物， 一共设计 ４ 对引物， １ 对针对 Ｎ 基因

的检测引物， 用来进行 ＰＥＤＶ 阳性检测， 另外 ３ 对引

物用于扩增 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长。 引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司合成， 引物详细信息见表 １。

表 １　 ＰＥＤＶ Ｎ 基因和 Ｓ 基因的引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ＰＥＤＶ－Ｎ－Ｆ

ＰＥＤＶ－Ｎ－Ｒ

ＰＥＤＶ－Ｓ１－Ｆ

ＰＥＤＶ－Ｓ１－Ｒ

ＰＥＤＶ－Ｓ２－Ｆ

ＰＥＤＶ－Ｓ２－Ｒ

ＰＥＤＶ－Ｓ３－Ｆ

ＰＥＤＶ－Ｓ３－Ｒ

ＴＣＡＡＣＡＧＣＴＴＣＣＣＡＧＣＧＴＡＧ

ＧＣＴＧＣＴＡＣＧＣＴＡＴＴＴＴＣＧＣＣ

ＴＧＴＧＡＴＧＧＧＧＡＧＡＡＣＧＴＧＴＣＴＡＡＡＧ

ＡＡＡＣＣＧＡＧＡＴＧＣＡＡＧＴＡＴＣＣＡＡＡＣ

ＡＴＣＣＴＣＡＴＴＴＡＧＣＴＡＣＣＴＴＣＡＣＣＡ

ＴＣＡＧＣＧＴＣＡＡＣＡＡＣＡＣＣＡＧ

ＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＴＴＴＣＴＧＴＧＴＡＴＧ

ＡＴＡＡＡＡＧＴＧＧＧＣＡＡＴＡＡＡＧＡＡＣＡＡＴ

５５０

１ ６４８

１ ６７３

１ ６９９
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１􀆰 ４　 样本 ＰＥＤＶ Ｎ 基因的检测

取处理后的样本上清液， 利用 ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ 总

ＲＮＡ 提取试剂盒 （离心柱型） 提取样品 ＲＮＡ。 使用

ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （ ＋ ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ） 反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ， 采用

ＲＴ－ＰＣＲ 方法对获得的 ｃＤＮＡ 进行检测。 检测 ＰＣＲ
采用 ５０ μＬ 体系： ２５ μＬ ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｂｕｆｆ⁃
ｅｒ， 上、 下游引物各 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 加至 ５０ μＬ。 反应

条件为： ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， ５８ ℃
退火 ４５ ｓ， ７２ ℃延伸 １５ ｓ， ３４ 个循环； ７２ ℃终延伸

１０ ｍｉｎ； １２ ℃冷却。 反应结束后， ＰＣＲ 产物通过 １％
琼脂糖凝胶电泳来检测扩增产物。
１􀆰 ５　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因的扩增及测序

对 ＲＴ －ＰＣＲ 检测结果为阳性的核酸样本进行

ＰＥＤＶ Ｓ 基因的全长扩增。 ＰＥＤＶ Ｓ 基因被分为 ３ 个

片段 （Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３）， 并为 ３ 个片段设计了特定的引

物来进行 ＰＣＲ 扩增， ＲＴ－ＰＣＲ 扩增体系与反应条件

同 １􀆰 ４。 反应结束后通过 １％琼脂糖凝胶电泳来检测

扩增产物， 并将 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３ 均为阳性的 ＲＴ－ＰＣＲ 产

物送至生工生物工程 （上海） 股份有限公司测序。
１􀆰 ６　 遗传进化树分析

使用 ＭＥＧＡ－Ｘ 软件对上述拼接得到的 ＰＥＤＶ Ｓ
基因序列与在 ＧｅｎＢａｎｋ 上收录的流行毒株和经典毒

株代表序列 （表 ２） 进行比对分析并构建遗传进化

树。 利用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 和 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件对 Ｓ 基因序列进

行遗传进化分析。

表 ２　 ＰＥＤＶ 参考毒株信息

毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 基因群 毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 基因群

ＨＮＺＭＤ２２０２－１４０５ ＯＱ２６９５９２􀆰 １ 中国 ＧⅡａ

ＣＨ ／ ＨＬＪＪＳ ／ ２０２２ ＯＮ９６８７２３􀆰 １ 中国 ＧⅡａ

ＣＨ－ＨｅＮ－ＺＬＨ－２０２２ ＯＱ７０３９６６􀆰 １ 中国 ＧⅡａ

ＣＨ ／ ＪＸ－１ ／ ２０１３ ＫＦ７６０５５７􀆰 ２ 中国 ＧⅡｂ

ＬＺＷ ＫＪ７７７６７８􀆰 １ 中国 ＧⅡｂ

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

ＵＳＡ ／ Ｃｏｌｏｒａｄｏ ／ ２０１３ ＫＦ２７２９２０􀆰 １ 美国 ＧⅡｂ

ＵＳＡ ／ Ｋａｎｓａｓ１６６ ／ ２０１４ ＫＲ２６５８１４􀆰 １ 美国 ＧⅡｂ

ＭＹＧ－１ ／ ＪＰＮ ／ ２０１４ ＬＣ０６３８３８􀆰 １ 日本 ＧⅡｂ

ＣＡＮ ／ Ｑｕｅｂｅｃ３３４ ／ ２０１４ ＫＲ２６５８３１􀆰 １ 加拿大 ＧⅡｂ

ＯＮ－０１８ ＫＭ１８９３６７􀆰 ２ 加拿大 ＧⅡｂ

ＷＳ ＫＭ６０９２１３􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＣＨ ／ ＨＮＬＨ ／ ２０１５ ＫＴ１９９１０３􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＣＨ ／ ＧＤＺＨＤＭ ／ １４０１ ＫＸ０１６０３４􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＣＨ ／ ＧＸ ／ ２０１５ ／ ７５０Ａ ＫＹ７９３５３６􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＨＢＸＹ２ ＫＹ７７５０４１􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＣＨ ／ ＧＸ ／ ２０１５ ／ ７５０Ａ ＫＹ７９３５３６􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＨＢＸＹ２ ＫＹ７７５０４１􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

ＬＹＧ ＫＭ６０９２１２􀆰 １ 中国 ＧⅡｃ

１８４２ ／ ２０１６ ＩＴＡ ＫＹ１１１２７８􀆰 １ 意大利 ＧⅠｂ

ＮＬ ／ ＧＤ００２ ／ ２０１４ ＫＲ０１１１２２􀆰 １ 荷兰 ＧⅠｂ

ＵＳＡ ／ Ｈａｗａｉｉ ／ ２０１４ ＫＲ２６５７６１􀆰 １ 美国 ＧⅠｂ

ＬＺＣ ＥＦ１８５９９２􀆰 １ 中国 ＧⅠａ

ＣＨ ／ Ｓ ＪＮ５４７２２８􀆰 １ 中国 ＧⅠａ

ＤＲ１３ ＤＱ４６２４０４􀆰 ２ 韩国 ＧⅠａ

ＣＶ７７７ ＪＮ５９９１５０􀆰 １ 比利时 ＧⅠａ

ＳＤ－Ｍ ＪＸ５６０７６１􀆰 １ 中国 ＧⅠａ

ＧＤＳ０３ ＡＢ８５７２３５􀆰 １ 中国 ＧⅠａ

ＨＬＪＢＹ ＫＰ４０３８０２􀆰 １ 中国 ＧⅠａ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＰＥＤＶ Ｎ 基因鉴定阳性

运用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对搜集的 ６２ 份疑似 ＰＥＤＶ 阳

性病料进行 ＰＥＤＶ Ｎ 基因检测。 部分检测结果显示

（图 １）， 扩增出的片段在 ５５０ ｂｐ 左右， 与预期大小

一致， ６２ 份病料样本中 ３８ 份样本为 ＰＥＤＶ 阳性， 阳

性率达 ６１􀆰 ２９％。
２􀆰 ２　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长扩增

使用 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３ 引物对 ＰＥＤＶ Ｎ 基因检测结果

为阳性的样本分别进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增。 部分 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增结果显示 （图 ２ ～ ４）， ３８ 份 ＰＥＤＶ 阳性样本中

１９ 份扩增出了 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３ 基因片段， 且扩增出的片

段大小与对应的 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３ 目的片段大小一致。 将

扩增出的 １９ 份 Ｓ１、 Ｓ２、 Ｓ３ 基因的 ＰＣＲ 产物进行

Ｓａｎｇｅｒ 测序， 并使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件拼接获得 Ｓ 基因

全长序列， 然后上传 ＧｅｎＢａｎｋ， 并获得登录号， 见

表 ３。
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Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ； １～２０􀆰 部分 ＰＥＤＶ Ｎ 基因的 ＰＣＲ 产物； ＮＣ． 阴性对照。

图 １　 ＰＥＤＶ Ｎ 基因 ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳

Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ； １～１６􀆰 部分 ＰＥＤＶ Ｓ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物； ＮＣ． 阴性对照。

图 ２　 ＰＥＤＶ Ｓ１ ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳

Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ； １～１６􀆰 部分 ＰＥＤＶ Ｓ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物； ＮＣ． 阴性对照。

图 ３　 ＰＥＤＶ Ｓ２ ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳

Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 Ｍａｒｋｅｒ； １～１６􀆰 部分 ＰＥＤＶ Ｓ３ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物； ＮＣ． 阴性对照。

图 ４　 ＰＥＤＶ Ｓ３ ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳

２􀆰 ３　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因进化树构建

运用 ＭＥＧＡ－Ｘ 软件对获得 １９ 份 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全

长构建遗传进化树。 遗传进化树结果显示 （图 ５），
１９ 份 ＰＥＤＶ 阳性样本均属于 ＰＥＤＶ ＧⅡ型分支， 其中

ＨＮＹＺ－７、 ＨＮＹＺ－８、 ＨＮＹＺ－９、 ＨＮＸＣ－１５ 样本属于

Ｇ Ⅱ ｃ 亚型、 其他 １５ 份 ＰＥＤＶ 阳性样本均属于

ＧⅡａ 亚型， 说明河南地区 ＰＥＤＶ 流行毒株以 ＰＥＤＶ
ＧⅡ型为主。 另外， 根据搜集样本的时间来看， 在近

期搜集的样品中属于 ＧⅡｃ 亚型的比例呈现上升趋

势， 说明 ＧⅡｃ 亚型毒株呈现成为优势流行毒株的

趋势。
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表 ３　 河南地区 ＰＥＤＶ 分离株 Ｓ 基因信息

样品名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 基因群 样品名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 基因群

ＨＮＮＹ－１０ ＰＶ８９０８５２ 南阳 ＧⅡａ

ＨＮＮＹ－１１ ＰＶ８９０８５３ 南阳 ＧⅡａ

ＨＮＮＹ－１２ ＰＶ８９０８５４ 南阳 ＧⅡａ

ＨＮＪＺ－１４ ＰＶ８９０８５５ 焦作 ＧⅡａ

ＨＮＸＣ－１５ ＰＶ８９０８５６ 许昌 ＧⅡｃ

ＨＮＹＺ－７ ＰＶ８９０８５７ 许昌 ＧⅡｃ

ＨＮＹＺ－８ ＰＶ８９０８５８ 许昌 ＧⅡｃ

ＨＮＹＺ－９ ＰＶ８９０８５９ 许昌 ＧⅡｃ

ＨＮＺＫ－３８ ＰＶ８９０８６０ 周口 ＧⅡａ

ＨＮＺＫ－３９ ＰＶ８９０８６１ 周口 ＧⅡａ

ＨＮＢＹ－３１ ＰＶ８９０８６２ 驻马店 ＧⅡａ

ＨＮＢＹ－３２ ＰＶ８９０８６３ 驻马店 ＧⅡａ

ＨＮＰＹ－２２ ＰＶ８９０８６４ 濮阳 ＧⅡａ

ＨＮＨＢ－２３ ＰＶ８９０８６５ 鹤壁 ＧⅡａ

ＨＮＬＳ－２８ ＰＶ８９０８６６ 平顶山 ＧⅡａ

ＨＮＢＹ－３３ ＰＶ８９０８６７ 驻马店 ＧⅡａ

ＨＮＺＫ－６２ ＰＶ８９０８６８ 周口 ＧⅡａ

ＨＮＰＤＳ－５６ ＰＶ８９０８６９ 平顶山 ＧⅡａ

ＨＮＺＭ－５５ ＰＶ８９０８７０ 郑州 ＧⅡａ

红色字体表示本试验鉴定的毒株。

图 ５　 根据 ＰＥＤＶ Ｓ 基因构建的遗传进化树

２􀆰 ４　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因的重组分析

为检测测序所得的 １９ 个 ＰＥＤＶ 的 Ｓ 基因是否存

在重组事件， 使用 ＲＤＰ４ 软件对测序的 ＰＥＤＶ Ｓ 基因

和参考毒株 Ｓ 基因进行重组分析， 发现样本 ＨＮＺＭ－
５５ 被预测到可能存在重组。 结果如图 ６ 所示， 预测

的 ＨＮＺＭ－５５ 样本的重组片段位置在 ２ ０１７ ～ ２ ７２８ ｂｐ
之间， ＨＮＺＭ－５５ 样本可能是由主要亲本 ＨＮＰＹ－２２
和次要亲本 ＨＮＢＹ－２３ 形成的重组毒株， 其中重组毒

株与亲本毒株均是本次样本检测得到的毒株， 均为

ＧⅡａ 亚型。 如图 ７ 所示， 进一步使用 Ｓｉｍｐｌｏｔ 软件对

重组毒株和其亲本毒株进行了基因组序列同源性分

析， 且分析结果与 ＲＤＰ４ 的预测结果一致。
２􀆰 ５　 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白氨基酸特征分析

为研究 １９ 个样本 Ｓ 蛋白的遗传特征， 将样本 Ｓ
蛋白的氨基酸序列与其他 ＰＥＤＶ 参考毒株 Ｓ 蛋白的氨

基酸序列进行了比较。 这些 ＰＥＤＶ 参考毒株属于 ２ 个

基因型， 包括 ＧⅠ型 （经典毒株） 和 ＧⅡ型 （变异

毒株）。 结果显示 （图 ８）， 与经典毒株 ＣＶ７７７ Ｓ 蛋白
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的氨基酸相比， 测序的 １９ 个样本的 Ｓ 蛋白在 Ｑ２７Ｓ、
Ｓ２８Ａ、 Ｔ２９Ｎ、 Ｓ５５Ｉ、 Ｍ５６Ｇ、 Ｎ５７Ｅ、 Ｓ５８Ｎ、 Ｇ６８Ａ、
Ｔ６９Ｇ、 Ｇ７０Ｑ、 Ｉ７１Ｈ 和 Ｅ７２Ｐ 等均有氨基酸突变， 在

５７～５８ ａａ 之间有 ＱＧＶＮ 氨基酸插入， 并对 Ｓ 蛋白中

和抗原表位区进行分析发现， 中和抗原表位区 ＣＯＥ
和 ＳＳ６ 中 存 在 Ａ５１６Ｓ、 Ｔ５４８Ｓ、 Ｇ５９３Ｓ、 Ｑ６３２Ｅ、

Ｌ７６３Ｓ、 Ｄ７６５Ｓ 氨基酸突变。 经分析发现以上氨基酸

突变有多处与近期报道的 ＧⅡａ 与 ＧⅡｃ 亚型毒株的

变异相似， 但是属于 ＧⅡｃ 亚型的 ４ 份样本 Ｓ 蛋白存

在 ２ 个独特的 Ｔ１２９Ｓ、 Ｍ２００Ｉ 氨基酸突变， 并且此氨

基酸突变在之前研究结果中并未发现。

图 ６　 使用 ＲＤＰ４ 软件对 ＰＥＤＶ Ｓ 基因的重组分析

图 ７　 使用 Ｓｉｍｐｌｏｔ 软件对 ＰＥＤＶ Ｓ 基因的重组分析
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Ａ． Ｓ 蛋白 Ｓ１ 亚基的 Ｎ 端区域突变分析； Ｂ． Ｓ 蛋白中和抗原表位区突变分析。

图 ８　 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白氨基酸突变位点分析

２􀆰 ７　 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白的结构预测

为了探究氨基酸的缺失和突变对 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白整

体结构的影响， 使用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 预测重组样本

ＨＮＺＭ－５５ 的 Ｓ 蛋白三维结构。 如图 ９ 所示， ＨＮＺＭ－
５５ 的 Ｓ 蛋白包含 Ｎ 端 Ｓ１ 和 Ｃ 端 Ｓ２ 结构域。 Ｓ１ 可进

一步分为 Ｎ 端结构域 （ＮＴＤ）、 Ｃ 端结构域 （ＣＴＤ）、
亚结构域 １ （ＳＤ１） 和亚结构域 ２ （ＳＤ２）。 Ｓ２ 结构域

包括融合肽 （ＦＰ）、 七肽重复序列 １ （ＨＲ１）、 七肽

重复序列 ２ （ＨＲ２） 和跨膜片段 （ＴＭ）。

Ａ． Ｓ 蛋白三聚体结构预测； Ｂ． Ｓ 蛋白三聚体结构预测旋转 ９０°； Ｃ． Ｓ 蛋白单体结构预测； Ｄ． Ｓ 蛋白结构域预测 （单位： ｂｐ）。

图 ９　 ＨＮＺＭ－５５ 样本 Ｓ 蛋白的结构预测

２􀆰 ８　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因同源性分析

为了探究 １９ 份样本 ＰＥＤＶ Ｓ 基因的同源性， 运

用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对 ＰＥＤＶ Ｓ 基因进行同源性分析。 结

果如图 １０、 图 １１ 所示， 本研究的 １９ 株 ＰＥＤＶ 的 Ｓ 全

长基因相互之间的核苷酸同源性为 ９３􀆰 ４０％ ～ １００％，
氨基酸同源性为 ８０􀆰 ９％～８７􀆰 ７％， 与以 ＣＶ７７７ 为代表

的 ＧⅠ基因型经典毒株的核苷酸同源性为 ９２􀆰 １％ ～
９３􀆰 ３％， 氨基酸同源性为 ７３􀆰 １％ ～ ７５􀆰 ９％。 与 ＰＥＤＶ
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近几年流行的 ＧⅡ型毒株 ＣＨ－ＨｅＮ－ＺＬＨ－２０２２ 核苷

酸同 源 性 为 ９７􀆰 ９％ ～ ９９􀆰 ３％， 氨 基 酸 同 源 性 为

８３􀆰 ０％～８６􀆰 ５％。 　

图 １０　 ＰＥＤＶ Ｓ 基因序列同源性分析

图 １１　 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白氨基酸序列同源性分析

３　 讨论

自 ２０１０ 年 ＰＥＤＶ ＧⅡ型变异株出现以来， 由其

引发的疫情造成了大规模初生仔猪腹泻死亡， 猪只死

亡率可达 １００％， 对我国养猪业构成了巨大经济损

失。 本研究于 ２０２３ 年 １１ 月到 ２０２５ 年 ２ 月在河南周

口、 南阳、 郑州、 许昌、 平顶山、 濮阳、 鹤壁等 １８
个地区的 ２３ 个中小型猪场， 共收集 ６２ 份发生仔猪腹

泻的临床样本并采用 ＲＴ－ＰＣＲ 对其进行检测， 检测

结果显示样本的 ＰＥＤＶ 阳性率为 ６１􀆰 ２９％， 表明

ＰＥＤＶ 在河南地区仍构成显著威胁。 通过对测序得到

的 １９ 份 ＰＥＤＶ Ｓ 基因全长进行构建遗传进化树显示，
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本试验得到的 １９ 份阳性样本均为 ＧⅡ基因型， 其中

１５ 份为 ＧⅡａ 亚型， ４ 份为 ＧⅡｃ 亚型。 遗传进化分

析显示， 属于 ＧⅡｃ 亚型毒株的样本与 ＧⅡｃ 亚型参

考毒株的亲缘关系相对较远； 而属于 ＧⅡａ 亚型毒株

的样本与 ＰＥＤＶ 近几年流行的 ＧⅡａ 亚型毒株 ＣＨ－
ＨｅＮ－ＺＬＨ－２０２２ 的亲缘关系相对较近。 基因同源性

分析进一步揭示， 河南地区流行的毒株相较于经典毒

株 ＣＶ７７７ 已发生显著的变异， 两者之间的核苷酸和

氨基酸序列同源性显著降低。 上述结果证实 ＧⅡ基因

型毒株仍是河南地区 ＰＥＤＶ 的主要流行毒株， 此流行

趋势与郭子仪等［１７］的研究结论一致。 值得注意的是，
近期研究显示我国不同省份流行的优势毒株存在差

异， 张志豪等［１８］研究结果发现在山东省 ＧⅡｃ 亚型所

占比例呈上升趋势， Ｐｅｎｇ 等［１９］ 和 Ｓｕｎ［２０］ 等研究结果

表明 ＧⅡｃ 亚型已经是四川省和安徽省主要流行毒

株。 这提示 ＧⅡｃ 亚型在我国部分省份正逐渐成为或

已成为优势流行株。 结合本试验搜集样本的时间来

看， 发现在近期搜集的样本中属于 ＧⅡｃ 亚型的比例

呈现上升趋势， 预示着河南地区的 ＰＥＤＶ 流行毒株也

可能向 ＧⅡｃ 亚型转变。
ＰＥＤＶ 的 Ｓ 蛋白是结构蛋白中最大的蛋白， 属于

Ⅰ型糖蛋白， 在宿主体内 Ｓ 蛋白会被蛋白酶切割为

Ｓ１ 亚基和 Ｓ２ 亚基［２１］， Ｓ 蛋白有 ４ 个丰富的中和表位

区域 （ ４９９ ～ ６３８ ａａ， ７４８ ～ ７５５ ａａ， ７６４ ～ ７７１ ａａ和
１ ３６８～１ ３７４ ａａ）， 其中前 ３ 个位于 Ｓ１ 区［２２］。 Ｓ１ 亚

基位于 Ｎ 端， 包含受体结合域 （ＲＢＤ）， 负责与宿主

表面受体结合； Ｓ２ 亚基位于 Ｃ 端， 负责促进病毒与

宿主细胞膜的融合［２３］。 在病毒表面 Ｓ 蛋白以三聚体

形式存在， 每个三聚体由 ３ 个 Ｓ１ － Ｓ２ 异二聚体组

成［２４］。 Ｓ１ 亚基可以进一步分为有与唾液酸结合活性

Ｎ 端结构域 （Ｓ１－ＮＴＤ， ２０～３２４ ａａ） 和与蛋白质受体

相互作用的 Ｃ 端结构域 （Ｓ１－ＣＴＤ， ２５３～ ６３８ ａａ） ２
个结构域均可以作为受体结合域［２５］。 本研究发现，
流行毒株的氨基酸相对规律变化位点大多位于 Ｓ１ 区，
基本符合 Ｓ１ 区变异频率高的特点。 Ｓ１ 区氨基酸的突

变很可能有利于病毒逃避获得性免疫应答［２６］。 相较

于 Ｓ１ 亚基， Ｓ２ 亚基的氨基酸序列相对保守， 变异较

少。 其结构包括 ＦＰ、 ＨＲ１、 ＨＲ２ 以及 ＴＭ［２７］。 在膜

融合蛋白中， ＦＰ 主要负责启动病毒与宿主细胞膜融

合； ＨＲ１ 和 ＨＲ２ 则协同折叠形成六螺旋束结构 （６－
ＨＢ）， 驱动膜融合过程； ＴＭ 对病毒粒子的组装和稳

定性很重要［２８－２９］。
综上， 本研究针对河南地区收集的腹泻仔猪临床

样本， 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＰＥＤＶ Ｎ 基因， 对阳性样

本进行 Ｓ 基因全长扩增与测序， 成功获得 １９ 份 Ｓ 基

因全长序列； 通过对这些序列进行遗传进化树构建、

核苷酸同源性分析、 氨基酸同源性分析， 明确了河南

地区 ＰＥＤＶ 主要流行毒株为 ＧⅡ型， 且有向 ＧⅡｃ 型

毒株靠近的趋势。 提示， 需加强对 ＧⅡｃ 型毒株的监

测和研究， 优化现有疫苗配方及防控策略， 提升疫苗

保护力， 降低 ＰＥＤＶ 对养猪业的冲击。
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报， ２０２０， ２８ （６）： ４２－４７．
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报， ２０２２， ４２ （７）： １３３５－１３４２．
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流行病学调查及流行毒株的分离鉴定 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５，
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展 ［Ｊ］ ． 实用医学杂志， ２０２４， ４０ （１８）： ２６５４－２６５９．
［２２］ 郑芳园， 陈攀， 范宝超， 等． 猪流行性腹泻病毒 Ｍ 和 Ｓ 蛋白的

原核表达及多克隆抗体的制备 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０１４， ４６
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［２３］ 沈媚， 陈冰清， 于瑞嵩， 等． 冠状病毒 Ｓ 蛋白及其受体的结构
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［２４］ ＬＩＮ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｈ， ＬＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＰＥＤＶ： ｉｎｓｉｇｈｔｓ ａｎｄ ａｄｖａｎｃｅｓ
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［２６］ 王鑫文， 吴静楠， 郭红瑞， 等． 猪流行性腹泻病毒云南省流行

毒株 Ｓ１ 基因序列分析 ［ Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０２２， ３９ （ ９）：
１８－２５．

［２７］ 杨海龙， 刘允， 杨斌． 新冠病毒刺突蛋白及其受体的结构与相

互作用 ［Ｊ］ ． 大学化学， ２０２０， ３５ （１２）： １－８．
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