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猪流行性腹泻病毒变异株(CH/YNKMＧ8/2013)
的分离鉴定和全基因组序列分析

吴美洲　陈芳洲　李中华　万胜锋　叶十一　何启盖

农业微生物学国家重点实验室/华中农业大学动物医学院,武汉４３００７０

摘要　为研究猪流行性腹泻病毒(PEDV)变异株特性,通过细胞培养、细胞病变(CPE)观察、RTＧPCR、间接

免疫荧光实验和透射电镜观察分离鉴定１株 PEDV 变异株(CH/YNKMＧ８/２０１３株)并分析了全基因组序列.

运用基因组分段扩增方法,测得该毒株的全基因组序列(GenBank登录号为 KF７６１６７５．１).该毒株S 基因 N 端

比CV７７７毒株S 基因的 N端长９bp,包括１５bp的插入和６bp的缺失,表明 CH/YNKMＧ８/２０１３为变异毒株.

同源性分析显示,该毒株的基因组序列与我国广东２０１１年分离毒株LC的同源关系最近,相似性为９９．６％,与韩

国毒株KNUＧ１３０５和美国毒株 USA/Minnesota８４/２０１３的序列相似性均为９９．０％,而与CV７７７疫苗毒株的相似

性较低,为９６．７％.序列进化树分析表明该毒株和我国新近毒株、韩国及美国的变异毒株进化关系较近,而与我

国之前流行的PEDV毒株以及疫苗毒株CV７７７处于不同分支.
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　　 猪 流 行 性 腹 泻 (porcineepidemicdiarrhea,

PED)是由猪流行性腹泻病毒(porcineepidemicdiＧ
arrheavirus,PEDV)引起的一种急性、接触性和病

毒性的猪肠道传染病,其临床特征为仔猪呕吐、腹
泻、脱水及高致死率[１Ｇ２].本病于２０世纪７０年代在

英国、比利时、匈牙利和德国等欧洲国家报道[３Ｇ４].
从２０１０年末起,我国大范围暴发变异毒株引起的

PED,造成我国南方十多个省超过１００万头仔猪的

死亡,７日龄仔猪的发病率可达１００％,死亡率为

８０％~１００％[５].２０１２年初笔者所在实验室的李文

涛等[６]报道了我国中部和南部１２个省市PEDV 检

出率为６１．１１％(２７８/４５５),这些猪场７日龄仔猪的

发病率为６０％~１００％,死亡率为１００％,并确定病

原为变异PEDV,该变异毒株的特征是S 基因 N端

比CV７７７毒株S 基因的 N 端长９bp,包括１５bp
的插入和６bp的缺失.变异毒株已经成为我国

PEDV的优势毒株[７],并且从２０１３年４月起,类似

的变异PEDV 毒株引发了美国[８]、韩国[９]、德国、新
西兰、中国台湾[１０]等地的PED暴发,对我国和世界

生猪产业造成了严重的打击.

１９８４年,宣华等[１１]成功地将 PEDVJ株(吉毒

株)、H 株(华株)、CH 株(川毒株)成功培养于猪胎

肠单层细胞.１９８８年,瑞士学者用 Vero细胞成功

分离 PEDV[１].日本[１２]和韩国[１３]分别于１９９２和

１９９３年报道了PEDV 的分离,我国于２００５年报道

了经典PEDV毒株LJB/０３的分离[１４],佟有恩等[１５]

和马思奇等[１６]也分别报道了CV７７７弱毒苗和灭活

苗有较好的保护效果,主动、被动免疫保护率分别为

９５．９２％、９６．２％和８５％、９７．６％.Gao等[１７]报道了现

有 的 来 源 于 CV７７７ 毒 株 (GenBank 登 录 号:

KT３２３９７９)的疫苗不能对变异 PEDV 毒株引起的

PED起到足够的保护作用.２０１２年云南某规模化

猪场免疫了传统猪传染性胃肠炎Ｇ猪流行性腹泻二

联苗,但新生仔猪仍然发生了严重的腹泻,我们从病

料中分离了１株 PEDV 变异株并分析了其全基因

组序列,旨在了解PEDV 变异株特征,为PED疫苗

研究打基础.

1　材料与方法

1.1　病料的来源和处理

病料于２０１２年８月采自云南省某规模化猪场
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３日龄腹泻仔猪的小肠.该场所有母猪在产前均免

疫过某公司生产的猪传染性胃肠炎Ｇ猪流行性腹泻

灭活疫苗,但仔猪暴发了腹泻,７日龄内仔猪发病率

为９５％,死亡率为８０％~１００％.运用实验室建立

的三重RTＧPCR检测方法[１８],确定病原为猪流行性

腹泻病毒.仔猪小肠按１∶９(体积比)加入生理盐

水,捣碎、反复冻融２次,离心,２０００r/min,４℃,１５
min,收集上清,并按１００∶１加入 Gibco公司的双

抗,青霉素的终浓度为１００U/mL,链霉素的终质量

浓度为１００μg/mL,放４℃冰箱中过夜,然后再离

心,１００００r/min,４℃,１５min,取上清,经０．２２μm
的滤膜过滤,保存于－８０℃冰箱.
1.2　细胞、菌株和主要试剂

Vero细胞(ATCC:CCL８１)由笔者所在实验室

保存;PEDV单克隆抗体为本实验室制备,主要针对

PEDVS１D蛋白(S１D为S蛋白的６３６~７８９aa区

域);胎牛血清购自杭州四季青公司;PrimeScriptTM

RT MasterMix反转录试剂盒,pMDＧ１８T 载体,高
保真 DNA 聚 合 酶,T４ＧDNA Ligase,大 肠 杆 菌

DH５α感受态细胞购自大连宝生物公司(TaKaRa
公司);SimplyP总 RNA 提取试剂盒和 DNA 胶回

收试剂盒购自 BioFlux公司;胰蛋白酶购自Sigma
公司.
1.3　病毒分离

从－８０ ℃ 冰 箱 中 取 出 含 病 毒 滤 液,按 １０

μg/mL加入胰酶,放入３７℃培养箱中处理６０min,
最后按每管１mL分装于不同 EP管中备用.取生

长状况良好的 Vero单层细胞,弃去培养液,用PBS
液清洗单层细胞３次.按照培养面积２５cm２培养

瓶中加入１mL处理好的样品,并按１０μg/mL的终

质量浓度加入胰酶,在３７℃ CO２培养箱内吸附１h,
其间轻摇１次.设立正常细胞作为对照,加入１mL
的无血清DMEM,其他处理同接毒组.１h后弃去

吸附液(第２代以后的吸附液可以不弃去),并补充

加入不含血清、终质量浓度为 １０μg/mL 胰酶的

DMEM 维持液５mL,３７℃培养.在倒置显微镜下

观察接种病毒后 Vero细胞的病变情况.接毒后３d
收毒,反复冻融３次,作为下次接毒的样品,连续传

代６ 次 后,病 变 稳 定.测 定 TCID５０,按 照 ReedＧ
Muench法计算毒价.
1.4　病毒的鉴定

取在 Vero细胞上传了２０代的病毒种,运用三

重RTＧPCR检测方法、猪德尔塔冠状病毒(porcine

deltacoronavirus,PDCoV)检测方法[１９]和圆环病毒

检测方法[２０],排除了 TGEV、RV、PDCoV 和圆环病

毒的污染,接种 Vero细胞,并于接种前、接毒１２h
和２４h后,观察细胞病变情况.

间接免 疫 荧 光 试 验:用 ０．１pfu 的 ２０ 代 的

PEDV病毒接种 Vero细胞,以未接种病毒的细胞

为阴性对照,培养１２h后,用笔者所在实验室制备

的单抗作为一抗,用SouthernBiotech公司的FITC
标记的羊抗鼠抗体作为荧光二抗,进行间接免疫荧

光试验.
运用 RTＧPCR 方 法,扩 增 上 述 传 代 ２０ 次 的

PEDV毒种的ORF３和S 基因,根据扩增产物大小

和序列信息,确定该毒株的基因型.如果与 CV７７７
毒株(GenBank登录号:AF３５３５１１)相比,PEDV 毒

株在ORF３基因２４５~２９３bp处有４９bp的缺失,
判定该毒株为疫苗毒株.如果S 基因 N 端长９bp
(包括１５bp的插入和６bp的缺失)判定为变异毒

株,如果没有该特点的并且ORF３基因没有缺失的

判定为经典毒株,所使用的引物如下(表１).
表１　本研究中使用的引物

Table１　Theprimersusedinthisstudy

引物名称

Primes
引物序列(５′Ｇ３′)

Sequence

扩增片段
长度/bp
Length

SP１ＧF CCACCATGAAGTCTTTAACTTAC １５６４
SP１ＧR GAAATTGGCTGTTCATGAC
SP２ＧF ATGGTTTTTACCCTATTTCTTC １４６８
SP２ＧR CGATGAGAGACGCACTATAC
SP３ＧF GTTGTTGACGCTTGAGAAGC １５０７
SP３ＧR TCACTGCACGTGGACCTTTTC

JORF３ＧF GTTGTTGTAGGGGTCCTAGACT ７６１
JORF３ＧR GCCAAAGTATAACATTAACTACT

　　透射电镜观察:细胞病变约７０％后收集细胞培

养物,１２０００r/min离心５min去细胞碎片后,取上

清经２７０００r/min离心２h,使用透射电镜观察该

病毒的形态大小,特别是特征性的放射冠.
1.5　全基因组测序和序列分析

参照文献[２１]报道的方法,运用 RTＧPCR方法

扩增出１２条片段,然后将这些片段连接pMDＧ１８T
进行克隆,挑选阳性克隆送南京金斯瑞公司进行测

定,测得序列通过 MEGA５．０５[２２]进行拼接,得到基

因组序列,上传至 GenBank.以 GenBank中的其他

序列为参考,运用 MegAlign、MEGA５．０５和 SimＧ
Plot(版本３．５．１)软件对该毒株的全基因组序列和S
基因序列进行同源性、进化树和突变区域分析[２３Ｇ２４].

４９
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2　结果与分析

2.1　病毒的分离

病料在细胞上连续传６代后病变稳定,此时毒

价较低,为１０４．５ TCID５０/０．１mL.连续传２０代后,

毒价可达到１０５．８７５ TCID５０/０．１mL.将此时的病毒

接种 Vero细胞,接毒１２h和２４h后的细胞病变如

图１所示.主要的表现是细胞互相融合,细胞间的

界限不清,形成许多大小不同的空泡.且随着时间

变化,细胞的病变不断加深.

　A:接毒前细胞对照;B:接毒１２h时的细胞病变;C:接毒２４h时的细胞病变.A:Control;B:TheCPEat１２hpostＧinoculation;

C:TheCPEat２４hpostＧinoculation．

图１　Vero细胞接种CH/YNKMＧ８/２０１３后１２h和２４h后的病变

Fig．１　TheCPEofVerocellsinfectedwithCH/YNKMＧ８/２０１３at１２hand２４hpostＧinoculation
2.2　病毒的鉴定

从上述２０代的毒种中提取 RNA,应用 RTＧ
PCR方法,使用表１中相应的引物,扩增出ORF３
和S 基因,扩增结果如图２所示,将产物测序,序列

比对发现该毒株ORF３基因相对于 CV７７７毒株没

有缺失,其S 基因与CV７７７S 基因相比,在S 基因

N端长９bp(包括１５bp的插入和６bp的缺失),判
定该毒株为变异毒株.

　M:DL２０００DNAmarker;１:ORF３基因扩增产物;２:阴性对

照;３,４,５:SP１,SP２,SP３基因扩增产物;６,７,８:阴性对照.

M:DL２０００DNA marker;１:ThePCRproductofORF３gene;

２:Negativecontrol;３,４,５:ThePCRproductsofSP１,SP２,and

SP３gene;６,７,８:Negativecontrol．

图２　PEDV分离株ORF３和S基因片段的RTＧPCR扩增结果

Fig．２　AmplificationofPEDVORF３andSgenesbyRTＧPCR

　　间接免疫荧光检测结果如图３所示,对照细胞

没有荧光,而感染细胞中有绿色荧光,说明该毒株为

PEDV.
取新鲜的超速离心病料,利用透射电镜(HitaＧ

chiHＧ７６５０,Japan)观察,如图４所示,可观察到直

径约１００nm、有特征性放射冠的PEDV颗粒.
2.3　全基因组的序列

成功测得该毒株的全基因组序列,已上传 GenＧ
Bank,登录号为 KF７６１６７５．１.
2.4　全基因组和 S 基因的同源性分析

全基因组序列比对发现,该毒株为典型 PEDV
变异株.在全基因组序列水平,该毒株与２０１１年

２月广东省分离毒株 LC(JX４８９１５５)的同源关系最

近,序列相似性为９９．６％,而与韩国毒株 KNUＧ１３０５
(KJ６６２６７０)和美 国 毒 株 USA/Minnesota８４/２０１３
(KJ６４５７０７)的序列相似性较高,都为９９．０％,该毒株

与我国PED疫苗毒株CV７７７的序列相似性较低,为

９６．７％,与我国之前报道的 PEDV 经典毒株 LZC
(EF１８５９９２)的序列相似性也较低,为９６．５％(图５).

　A:对照细胞;B:CH/YNKMＧ８/２０１３感染细胞间接免疫荧光检测结果.A:Control;B:TheIFAofVerocellsinfectedwithCH/YNKMＧ８/２０１３．

图３　间接免疫荧光检测结果

Fig．３　Theresultofindirectfluorescenceimmunoassay

５９
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图４　PEDV的透射电镜照片

Fig．４　ThemorphologycharacterizationoftheisolatedPEDV
bytransmissionelectronmicroscope(TEM)

在S 基因水平,CH/YNKMＧ８/２０１３和我国的 LC
株、２０１１年５月江西分离毒株 AJ１１０２的序列相似

性最高,都为９９．０％,与我国经典毒株LZC的序列

相似性最低(为９３．２％),而与疫苗毒株 CV７７７和

DR１３(JQ０２３１６１)的S 基因的序列相似性都较低,
分别为９３．６％和９３．４％(图６).这些结果表明,

CH/YNKMＧ８/２０１３为典型的变异毒株,与经典毒

株以 及 经 典 毒 株 来 源 的 疫 苗 毒 株 序 列 差 异 性

较大.

图５　PEDV全基因组核苷酸序列同源性比对

Fig．５　HomologycomparisonofgenomicsequenceofPEDV

图６　PEDVS 基因核苷酸序列同源性比对

Fig．６　HomologycomparisonofSgenesequenceofPEDV
2.5　全基因组和全 S 基因的进化树分析

为进一步了解本毒株和其他 PEDV 毒株的进

化关系,基于PEDV的全序列和S 基因序列分别构

建进化树,这２个进化树都表明PEDV 主要分为２
个群,其中Ⅰ群主要由CH/YNKMＧ８/２０１３/我国变

异毒株以及美国韩国的变异毒株组成,而Ⅱ群主要

由经典毒株以及其衍生的疫苗毒株组成(图７).本

毒株和美国、韩国的变异毒株的同源进化关系较近,
而变异毒株是当今猪病毒性腹泻的主要病因,因此,
变异PEDV毒株对世界养猪业造成了巨大的威胁;
另一方面,本毒株分离自免疫过CV７７７疫苗但依然

暴发PED的猪场,提示我们现有的来源于 CV７７７
毒株的疫苗不能对变异PEDV 毒株引起的PED起

到足够的保护作用.而S 基因为基础的进化分析

为解释上述现象提供参考依据.
2.6　CH/YNKMＧ8/2013 毒株、CV777 毒株和其他参

考毒株全基因组和全 S 基因组序列突变位点分析

　　对其全基因组序列相似性分析发现(图８A),与
疫苗毒株CV７７７相比,流行的变异毒株的主要变异

区域(序列相似性低于９２．０％的区域)是１０１~１４１、

１８６６１~１８７２１、２０６２１~２１３６１、２２１０１~２２２２１
bp等区域以及分别在１７２１、２３０１、３３０１、２１６４１、

６９
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basedphylogeneticanalysisofthePEDV．

图７　基于全基因组和S 基因的PEDV进化树分析

Fig．７　ThephylogeneticanalysisofthefullgenomeandfulllengthofSgene

图８　不同PEDV毒株全基因组序列(A)和全S 基因(B)的相似性结果

Fig．８　ThegeneticsimilaritiesofdifferentPEDVstrainsbasedongenomesequence(A)andfulllengthSgenesequence(B)
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２４６２１bp和２７６４１bp附近,提示这些区域为潜在

的突变热点.如图８B所示,S 基因中１~１１８０bp
区域有较大变异,而该区域与PEDV 和其受体结合

相关[２５],另外CHGD０１(JX２６１９３６)、CH/GDGZ/２０１２
(KF３８４５００)、YN４Ｇ１(KM２２５２４５)、LC(JX４８９１５５)、
AJ１１０２(JX１８８４５４)和 GDA(JX１１２７０９)等变异毒株在

３５８７~３５８９bp处有３bp的缺失,提示该区域为一

个易变区域.

3　讨　论

本研究成功分离到１株 PEDV 毒株,命名为

CH/YNKMＧ８/２０１３,通过观察引起的 Vero细胞的

病变、RTＧPCR检测、间接免疫荧光试验和ORF 基

因、S 基因和全基因组序列的测序,发现该毒株为变

异毒株.对该毒株的同源性研究发现,该毒株与世

界范围内变异毒株同源性较高,在S 基因有特征性

的变异,与我国经典野毒株以及经典疫苗毒株序列

差异性较大.进一步对其进化关系研究表明,该变

异毒株和我国近期变异毒株以及美国韩国的变异毒

株组成一个特殊的分支,而经典毒株以及其衍生的

疫苗毒株组成另外一个群.２０１０年Chen等[２５]报道

了我国免疫过 CV７７７灭活疫苗的猪场仍然暴发

PED,这些变异毒株造成世界范围PED的暴发,因此

变异毒株引起的PED已经成为一个世界性的难题.
PEDV变异毒株的来源还不清楚,２００９年韩国

首先报道了变异毒株的存在[２６],２０１０年我国暴发变

异毒株引起的PED [５],２０１３年美国暴发的PED的

病原怀疑来源于中国[８],本研究从全基因组以及S
基因的角度入手,展示了这些毒株的遗传进化关系.
本试验分离到的CH/YNKMＧ８/２０１３在全基因组序

列水平与２０１１年２月广东省分离毒株 LC的同源

关系最近,序列相似性为９９．６％.本研究揭示了这

些变异毒株的变化热点.这些变化热点能为研究这

２种毒株的表型的不同打下基础.特别在S 基因

１~１１８０bp区域有较大差异,而该区域与 PEDV
受体结合相关[２７],是否是由于变异病毒的受体结合

性的差异而导致 PED的大暴发,还需进一步研究;
CHGD０１、CH/GDGZ/２０１２、YN４Ｇ１、LC、AJ１１０２ 和

GDA等PEDV毒株的S蛋白在１１９７aa有１个氨基

酸的缺失,该差异的生物学特性还需作进一步的

研究.
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Isolation,identificationandfulllengthgenomesequenceanalysis
ofavariantporcineepidemicdiarrheavirusＧCH/YNKMＧ８/２０１３

WU Meizhou　CHENFangzhou　LIZhonghua　WANShengfeng　YEShiyi　HEQigai

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofAnimalScienceandVeterinary
Medicine,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Tocharacterizethevariantporcineepidemicdiarrheavirus(PEDV)andlaythefoundaＧ
tionforpreventionandcontrolofporcineepidemicdiarrhea(PED),avariantPEDVstrainＧCH/YNKMＧ
８/２０１３wasisolatedin２０１３inChina．Thestrainwasidentifiedbycytopathiceffects(CPEs),RTＧPCR,

IFA,andtransmissionelectronmicroscope(TEM)．ThegenomesequenceofitwassequencedbysegＧ
mentedamplificationmethodandwasdepositedatGenBankundertheaccessionnumberofKF７６１６７５．１．
TheNＧterminalofSgeneofCH/YNKMＧ８/２０１３was９bplongerthanthatofCV７７７strain,including１５
bpinsertionsand６bpdeletions,whichsuggestedthatCH/YNKMＧ８/２０１３wasavariantPEDVstrain．
TheCH/YNKMＧ８/２０１３hadhighsequencesimilarityof９９．６％ withtheChinesestrainLC (isolatedin
２０１１inGuangdongprovince),of９９．０％ withtheKoreastrainKNUＧ１３０５andtheUSAstrainUSA/MinＧ
nesota８４/２０１３andalowersequencesimilarityof９６．７％ withthevaccinestrainＧCV７７７,respectively．The
phylogeneticanalysisshowedthatCH/YNKMＧ８/２０１３wasclusteredintothesamegroupwithChinese,

SouthKoreaandUSAvariantPEDVstrains,whileitwasclusteredintodifferentbranchwithformer
ChineseclassicalPEDVstrainsandthevaccinestrainＧCV７７７．

Keywords　porcineepidemicdiarrheavirus;variantstrain;isolation;identification;fullgenomeseＧ
quenceanalysis
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