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猪δ冠状病毒的分离鉴定及其遗传进化分析

方谱县,刘康,张蕙畅,夏思进,张健淞,任杰,肖少波,方六荣

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室/华中农业大学动物医学院/

湖北省生猪健康养殖协同创新中心,武汉４３００７０

摘要　通过 RTＧPCR对采集自河北省２个猪场的５份腹泻仔猪小肠内容物进行检测,结果均为猪δ冠状病

毒(PDCoV)阳性.将病料处理后接种LLCＧPK１细胞,从２个猪场的病料中各成功分离到１株 PDCoV,分别命

名为PDCoVCHNＧHeBＧA１株和CHNＧHeBＧB２株.通过间接免疫荧光试验(IFA)、Westernblot和电镜观察对

分离的病毒进一步鉴定,IFA和 Westernblot结果证实２株病毒都能与 PDCoV M 蛋白的单克隆抗体发生特异

性反应,电镜下可观察到直径１００~１５０nm、呈典型皇冠状的病毒粒子,证实所分离的病毒为PDCoV.全基因组

测序以及遗传进化分析结果表明,２株PDCoV与中国大陆毒株相似性较高,为９８．７％~９９．１％,与中国香港毒株

处于同一簇.
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　　猪δ冠状病毒(porcinedeltacoronavirus,PDＧ
CoV)是近年来新发现的一种猪肠道致病性冠状病

毒,主要感染新生仔猪,临床症状与猪流行性腹泻

(porcineepidemicdiarrhea,PED)和猪传染性胃肠

炎(porcinetransmissiblegastroenteritis,TGE)相

似,以腹泻、呕吐、脱水为主要特征[１Ｇ３].自２０１４年

初在美国暴发后,加拿大、韩国、中国、泰国、越南、老
挝、日本等国家也相继从猪腹泻样品中检测到PDＧ
CoV,给养猪业造成了较大的经济损失[４].临床上

PDCoV 常 与 其 他 病 毒 混 合 感 染,比 如 PEDV、

TGEV以及 PRRSV[５Ｇ６].最近研究表明 PEDV 和

PDCoV混合感染比单一病毒感染具有更严重的临

床症状,这给肠道病毒的防控带来很大的挑战[７].
目前,尚无商品化的疫苗可用,病毒的分离培养对

PDCoV诊断方法的建立和疫苗的研制及致病机制

的研究具有十分重要的意义.

PDCoV为单股正链 RNA 病毒,基因组大小约

为２５．４kb,属于冠状病毒科、δ冠状病毒属成员,具
有其他冠状病毒类似的基因分布(５′UTRＧORF１aＧ
ORF１bＧSＧEＧMＧNS６ＧNＧNS７ＧNS７aＧ３′UTR).其中,

ORF１a和 ORF１b编码２个多聚蛋白pp１a、pp１ab,

被自身编码的木瓜样蛋白酶(nsp３)和３C样蛋白酶

(nsp５)加工成１５个非结构蛋白;３′端基因组编码４
个结构蛋白[刺突蛋白(S),小膜蛋白(E),膜蛋白

(M),核衣壳蛋白(N)]以及３个辅助蛋白(NS６,

NS７,NS７a)[８Ｇ１０].目前,PDCoV是唯一通过体外细

胞培养成功分离的δ冠状病毒属成员,是研究δ冠

状病毒属病毒的良好模型.研究发现PDCoV 具有

非常广泛的宿主嗜性[１１],对牛、鸡、小鼠以及火鸡易

感,甚至还可以感染人[１２Ｇ１５],提示该病毒具有跨种传

播的能力,给动物和人类健康带来危险.

PDCoV和PEDV都属于不容易分离培养的病

毒,在 体 外 培 养 中 往 往 需 要 添 加 外 源 性 胰 蛋 白

酶[１６].相对于PEDV,可在体外培养传代的PDCoV
毒株仍然很少,尽管近年来 PDCoV 生物学功能等

基础研究获得较多的研究进展[１７Ｇ１９],但是对该病毒

的起源、进化以及具有广泛的宿主嗜性的机制尚不

清楚.因此,加大其流行病学调查、临床上毒株的分

离以及免疫致病机制的研究具有重要意义.本研究

采集了河北省某２个猪场发生腹泻的仔猪小肠内容

物,经过病毒分离、鉴定和培养,获得２株PDCoV,
分 别 命 名 为 PDCoV CHNＧHeBＧA１ 株 和 CHNＧ
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HeBＧB２株,对其体外增殖能力、全基因组测序和遗

传进化进行了分析,以期为后续疫苗的研发和诊断

试剂的研制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　病料、细胞及主要试剂

病料为河北省某２个猪场发生腹泻仔猪的小肠

内容物,其中有３份样品采自 A猪场,２份样品采自

B猪场.肾小管上皮细胞 LLCＧPK１由笔者所在实

验室保存.抗PDCoV M 蛋白单克隆抗体为笔者所

在实验室自制保存.FITC标记的羊抗鼠IgG购自

上海碧云天生物技术有限公司.RNA反转录试剂、
限制性内切酶、T４DNA连接酶、TaqDNA聚合酶、
高保真 DNA 聚合酶、DNA Marker、pGEMＧTEasy
克隆载体等购自大连宝生物公司.Trizol总 RNA
提取试剂盒为 Omega公司产品.
1.2　病料处理

采集的 小 肠 内 容 物 中 加 入 ３~５ 倍 体 积 的

MEM 培养液、青 霉 素 ２００ U/mL 和 链 霉 素 ２００

μg/mL,经搅拌混匀,在－２０℃冻融３次,于４℃
１２０００r/min离心１０min,收集上清,－８０℃保存

备用.
1.3　RNA 提取与 RTＧPCR 分析

根据 PDCoV CHNＧHNＧ２０１４株(GenBank登

录号:KT３３６５６０)、PEDV AJ１１０２株(GenBank登

录号:JX１８８４５４)、TGEV WHＧ１株(GenBank登录

号:HQ４６２５７１)全基因组序列,设计特异性引物分

别检测PDCoV M 基因、PEDVN 基因和 TGEVN
基因(表１).提取处理后的病料总 RNA,经反转录

获得cDNA,以cDNA 为模板,利用各引物对进行

PCR 扩 增,产 物 经 DNA 试 剂 盒 回 收,克 隆 至

pGEMＧTEasy载体中进行测序鉴定.
表１　PEDV、PDCoV和TGEV检测引物序列

Table１　PrimersequencesfordetectionofPEDV,PDCoVandTGEV

名称

Name
序列

Sequence
基因

Gene
长度/bp
Length

PEDVＧF GCAACAACAGGTCCAGAT N ５６３

PEDVＧR CTCACGAACAGCCACATT

PDCoVＧF CATCTAAGAAGGACGCAGTT M ４３７

PDCoVＧR TGAAGTGGTTATGGTGTGAA

TGEVＧF GTGGTTCTTCTACTACTTAGGT N ７３０

TGEVＧR TGGACGAGCATAGGCATT

1.4　病毒的分离

取２mL上述 RTＧPCR检测为PDCoV 阳性的

样品悬液,用０．２２μm 滤器过滤除菌后,接种至长满

单层的LLCＧPK１细胞,在３７℃５％ CO２的条件下

吸附２~３h后,弃去培养基,加入１０mL维持液(含

７．５μg/mL 胰酶的 MEM 培养液),于 ３７ ℃ ５％
CO２培养箱中培养２~３d后收毒,若未观察到细胞

病变,则于－２０℃冻融２~３次后再接种LLCＧPK１
细胞进行盲传,并对收集的每代病毒液进行RTＧPCR
检测,若传到第５代(F５)仍无细胞病变则弃掉.
1.5　病毒的鉴定

１)间接免疫荧光分析.将 PDCoV 接种２４孔

细胞培养板中的LLCＧPK１细胞,同时,设立不接毒

对照组.待细胞出现病变后,PBS洗涤３次,室温下

４％多聚甲醛固定１５min;再用预冷的甲醇透化１０
min,PBS洗涤３次,５％牛血清封闭４５min,PDCoV
M 单克隆抗体３７℃孵育１h.PBS洗涤３次,加入

FITC标记的山羊抗鼠IgG,３７℃孵育４５min,PBS
洗涤３次,加入１∶２０００稀释的 DAPI(４′,６Ｇ二脒

基Ｇ２Ｇ苯基吲哚)进行核染色１５min,PBS洗３次,通
过荧光显微镜观察并拍照.

２)Westernblot分析.将 PDCoV 感染 LLCＧ
PK１细胞,待细胞出现明显的病变后收集细胞样

品,同时设立不接毒细胞对照组.将细胞样品进行

SDSＧPAGE电泳分析,将凝胶中的蛋白转印至硝酸

纤维素膜上,经过１０％的脱脂奶粉封闭２h、PDCoV
M 单克隆抗体室温孵育２h、HRP标记的山羊抗鼠

IgG室温作用１h,最后,通过 BIOＧRAD 化学发光

成像仪进行显色分析.

３)PDCoV 病毒粒子的超离纯化与电镜观察.
病毒液经过离心和０．４５μm 滤器过滤去除细胞碎

片,加入终浓度为０．５mol/L的NaCl和质量分数为

５％的 PEG６０００,充分混匀后置于４℃沉淀２４h,

８０００r/min离心１．５h,弃去上清,沉淀中加入少量

TrisＧEDTAＧ氯化钠缓冲液(TEN/STE),于４℃溶

解过夜;上述溶液经３０％、４５％和６０％梯度蔗糖溶

液离心,在３０％~４５％分层处和４５％~６０％分层处

分别取样;３００００r/min离心４h弃去上清去除蔗

糖,在沉淀中加入少量STE于４℃溶解过夜.将获

得的病毒悬液样品分别滴到铜网上吸附５min,用
滤纸轻轻吸取病毒悬液,待干燥后滴加２０g/L的磷

钨酸进行负染１min,弃掉磷钨酸,待干燥后在日立

HＧ７０００FA电子显微镜下观察并拍照.
1.6　病毒的 TCID50测定

将病毒用含７．５μg/mL胰酶的 MEM 培养液

９６１
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在１．５mLEP管中作１０倍系列稀释,将每个稀释度

的病毒液接种到单层 LLCＧPK１的９６孔细胞培养

板中,每个稀释度接种８孔,每孔接种１００μL.同

时,设立 MEM 培养液作阴性对照.将９６孔细胞培

养板置于３７℃５％ CO２培养箱中培养,１２h后开始

观察,记录细胞产生CPE孔数,直至细胞病变稳定.
以上实验重复３次,按 ReedＧMuench法计算病毒的

TCID５０.
1.7　PDCoV 全基因组序列测定与分析

参照文献[２０]和 PDCoV 全基因组序列,设计

１６对扩增引物将PDCoV 全基因组序列分为１６个

１５００~１９００bp的基因片段进行扩增,所用引物序

列见表２.将各片段克隆至pGEMＧTEasy载体中,
并送至武汉擎科生物公司测序.使用SeqMan软件

将１６个基因片段序列拼接为完整的 PDCoV 全基

因组序列.使用 MegAlign软件对 PDCoV 全基因

组序列进行分析,利用 MEGA７．０软件对全基因组

序列进行遗传进化分析.

2　结果与分析

2.1　病料的 RTＧPCR 检测

利用合成的特异性引物(表２)通过 RTＧPCR对

临床上常见的３种猪肠道冠状病毒(PEDV、TGEV
和PDCoV)进行检测,核酸凝胶电泳分析结果显示

５份样品经 RTＧPCR分析均获得大小约４３７bp的

PDCoV M 基因特异性条带,而对PEDV 和 TGEV
检测 均 为 阴 性 (图１),说 明 腹 泻 样 品 为 PDCoV
阳性.

表２　PDCoV全基因组引物序列

Table２　PrimersequencesusedtogeneratethefullＧlengthgenomeofPDCoV

名称 Name 序列 Sequence 位置 Position 长度/bpLength

PDCoVＧ１ＧF ACATGGGGACTAAAGATAAAAATTATAGC
１~１６１０ １６１０

PDCoVＧ１ＧR AGACGGGCCAATTTTGACCG
PDCoVＧ２ＧF TGATGATGTTCTGCTAGCCT

１４８１~３３００ １８２０
PDCoVＧ２ＧR GCTCATCGCCTACATCAGTG
PDCoVＧ３ＧF CGGATTTAAAACCACAGACT

３０９１~４８６０ １７７０
PDCoVＧ３ＧR ACGACTTTACGAGGATGAAT
PDCoVＧ４ＧF CTCCTGTACAGGCCTTACAA

４７４１~６４２０ １６８０
PDCoVＧ４ＧR TCACACGTATAGCCTGCTGA
PDCoVＧ５ＧF CTCAATGCAGAAGACCAGTC

６２９１~８０６０ １７７０
PDCoVＧ５ＧR CAGCTTGGTCTTAAGACTCT
PDCoVＧ６ＧF GGTACTGCTTCTGATAAGGAT

７９２０~９６６０ １７４１
PDCoVＧ６ＧR TAGGTACAGTTGTGAACCGA
PDCoVＧ７ＧF CTCTGCCCATTATCATGCCT

９５４１~１１０４０ １５００
PDCoVＧ７ＧR AAAGAGAGGCATTTTGCTGG
PDCoVＧ８ＧF ACTTGGACCCTCCTATGCGC

１１０２１~１２８４０ １８２０
PDCoVＧ８ＧR GGCTCAAGGTACTTATCTGC
PDCoVＧ９ＧF TATGCAGGATGGTGAAGCGG

１２７２１~１４４００ １２８０
PDCoVＧ９ＧR TCACAATAAATCGCAGTGCC
PDCoVＧ１０ＧF TGTTACGCAGACTACACATA

１４２８１~１６０２０ １７４０
PDCoVＧ１０ＧR TCATAGCCGCAGCGCTTAAA
PDCoVＧ１１ＧF TGTGGTGTTTAGGCAGGCAA

１５９０１~１７７６０ １８６０
PDCoVＧ１１ＧR GTGGCGGTTACGCCTAAACC
PDCoVＧ１２ＧF CAAACTTTTCGACAACCGCA

１７６４１~１９２００ １５６０
PDCoVＧ１２ＧR GCTAAAGGAGAATAGGTTGGTG
PDCoVＧ１３ＧF CTGAACATTCATTCTCACCC

１８９８１~２０９１０ １９３０
PDCoVＧ１３ＧR GAAGGTGGTGGCATTTGTGG
PDCoVＧ１４ＧF GTCTTACCGTGTGAAACCCC

２０７６１~２２４４０ １６８０
PDCoVＧ１４ＧR AACATCCCACTGAGGAGGTG
PDCoVＧ１５ＧF TTTTACAACACAACCGCTGC

２２３２１~２４００４ １６８４
PDCoVＧ１５ＧR GGCCATGATAGATTGGTGTC
PDCoVＧ１６ＧF ATGGTGAGCCTTTACTGCTT

２３８８１~２５４１７ １５３７
PDCoVＧ１６ＧR TGCTCCATCCCCCCTATAAG

０７１
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　M:代表DNA Marker;１~７:RTＧPCR检测PEDV;８~１４:RTＧPCR
检测TGEV;１５Ｇ２１:RTＧPCR检测PDCoV;３Ｇ７、１０Ｇ１４、１７Ｇ２１:代表５份

腹泻样品;１、８、１５:阳性对照;２、９、１６:阴性对照;M:DNA Marker;

１Ｇ７:DetectionofPEDVbyRTＧPCR;８Ｇ１４:DetectionofTGEVbyRTＧ

PCR;１５Ｇ２１:DetectionofPDCoVbyRTＧPCR;３Ｇ７,１０Ｇ１４,１７Ｇ２１:Five

diarrheasamples;１,８,１５:Positivecontrol;２,９,１６:Negativecontrol．

图１　腹泻仔猪肠道内容物的RTＧPCR检测

Fig．１　RTＧPCRassayfortheintestinalcontents
fromdiarrheapiglets

2.2　PDCoV 的分离

将处理好的５份PDCoV 阳性样品接种长满单

层的LLCＧPK１细胞,发现接种后第３天有２份样品

(分别来源于２个猪场)接种的细胞产生病变,主要

表现为细胞变圆、聚集、裂解、脱落,与PDCoV 所致

的病变一致,收集细胞培养物.将此２份细胞培养

物在LLCＧPK１细胞上传至F５,结果每代都能稳定

地引起细胞病变.提取每代病毒的RNA,通过RTＧ
PCR方法扩增PDCoV的 M 基因,结果均能获得大

小约４３７bp的特异性条带(图２).说明所获得的２
株病毒均能在细胞上稳定传代,分别命名为 CHNＧ
HeBＧA１和CHNＧHeBＧB２株.

　M:代表 DNA Marker;１:阳性对照;２:阴性对照;３Ｇ７:第１代至

第５代CHNＧHeBＧA１株;８Ｇ１２:第１代至第５代 CHNＧHeBＧB２株.

M:DNA ２０００ Marker;１:Positivecontrol;２:Negativecontrol;

３Ｇ７:CHNＧHeBＧA１strainfromF１toF５;８Ｇ１２:CHNＧHeBＧB２strain

fromF１toF５．

图２　PDCoVCHNＧHeBＧA１株、CHNＧHeBＧB２
株传代后RTＧPCR检测

Fig．２　RTＧPCRdetectionofPDCoVCHNＧHeBＧA１and

CHNＧHeBＧB２strainafterserialpassages

2.3　PDCoV 分离株的鉴定

将PDCoVCHNＧHeBＧA１和 CHNＧHeBＧB２株

分别接种于２４孔板培养的 LLCＧPK１细胞,待细胞

出现病变时,收获细胞样品进行IFA 和 Western
blot分析.IFA结果显示２株病毒感染的细胞均可

观察到特异性绿色荧光,而对照组没有绿色荧光(图

３A);Westernblot结果表明PDCoV M 单克隆抗体

特异性识别病毒表达的 M 蛋白条带(图３B).进一

步通过超离纯化和电镜观察,结果显示采集３０％、

４５％蔗糖分层处的样品可以观察到病毒粒子,病毒

粒子成球型,直径１００~１５０nm,表面有囊膜和纤

突,完整的病毒粒子呈典型的皇冠状(图３C).这些

结果证实这２株病毒均为PDCoV.
2.4　PDCoV 感染细胞的动力学分析

为了分析２株病毒在 LLCＧPK１细胞上的增殖

情况,将PDCoVCHNＧHeBＧA１株和CHNＧHeBＧB２
株分别以感染复数(multiplicityofinfection,MOI)
为０．１的剂量接种LLCＧPK１细胞,于接种后６、１２、

１８和２４h收取培养物,进行间接免疫荧光实验,结
果如图４A所示,PDCoVCHNＧHeBＧA１株和CHNＧ
HeBＧB２株感染细胞６h时均可观察到少量的特异

性绿色荧光,随着感染时间的延长,含有绿色荧光的

细胞逐渐增多,２４h后由于细胞出现脱落,绿色荧

光数量减少,整个实验中对照组细胞均无特异性绿

色荧光.
同时,将２株病毒分别以相同剂量(０．１MOI)

接种LLCＧPK１细胞,于接种后４、８、１２、１６、２０、２４h
分别收取细胞培养物进行 TCID５０检测,绘制病毒的

一步生长曲线.结果如图４B所示,感染后４h,即
可检测到较低滴度的病毒,随着感染时间的延长,病
毒滴度也逐渐升高.在感染２４h后,两分离株具有

相当的病毒滴度.这些结果表明２株PDCoV 具有

相似的体外增殖曲线.
2.5　PDCoV 全基因组测序与序列分析

提取病毒 RNA,反转录成cDNA,以cDNA 为

模板,利用１６对引物进行PCR扩增,结果显示分别

扩增 出 覆 盖 PDCoV CHNＧHeBＧA１(图 ５A)和

CHNＧHeBＧB２株(图５B)全基因组的１６个片段,与
预期片段大小相符.将各 片 段 克 隆 至 pGEMＧT
Easy克隆载体,送至武汉擎科生物技术有限公司测

序,利用SeqMan软件对所获得的序列进行拼接,最
终获得２株PDCoV的全基因组序列.由于２毒株

核苷酸相似性极高,达９９．９５％,提交了其中１个毒

株(CHNＧHeBＧA１)全基因序列至 GenBank,核酸序

列号为 MG２４２０６２.
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　A:IFA检测PDCoV;B:Westernblot检测PDCoV;C:电镜观察PDCoV.A:PDCoVdetectionviaIFA;B:PDCoVdetectionviaWestern

blot;C:PDCoVdetectionviaelectronmicrograph．

图３　PDCoV分离株的鉴定

Fig．３　IdentificationofPDCoVisolations

　A:IFA 检测 PDCoV 感染;B:PDCoV 在 LLCＧPK１细胞上的一步生长曲线.A:DetectionofPDCoVinfectionviaIFA;B:OneＧstep

growthcurveofPDCoVinLLCＧPK１cells．

图４　PDCoV分离株在LLCＧPK１细胞上的增殖情况

Fig．４　ProliferationofPDCoVisolatesinLLCＧPK１cells

　M:代表 DNA Marker;A:扩增的 PDCoV CHNＧHeBＧA１ 株 １６ 个 基 因 片 段;B:扩 增 的 PDCoV CHNＧHeBＧB２ 株 １６ 个 基 因 片 段.

M:DNA２０００Marker;A:１６genefragmentsamplifiedfrom PDCoVCHNＧHeBＧA１strain;B:１６genefragmentsamplifiedfrom PDCoV

CHNＧHeBＧB２strain．

图５　PDCoVCHNＧHeBＧA１株和CHNＧHeBＧB２株全基因组片段扩增

Fig．５　AmplificationofgenomefragmentsofPDCoVCHNＧHeBＧA１andCHNＧHeBＧB２

　　利用 MegAlign软件对已报道的２８株代表性

毒株全基因组进行序列分析,结果显示所有毒株相

似性在９７．０~９９．９％,且 PDCoVCHNＧHeBＧA１株

和CHNＧHeBＧB２株序列与国内部分地区报道的毒
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株序列相似性相对较高,为９８．７％~９９．１％;与美日

韩毒株的相似性为９８．３％~９８．８％,与东南亚毒株

相距最远,相似性为９７．４％~９７．７％(表３).利用

MEGA７．０软件对PDCoVCHNＧHeBＧA１和CHNＧ
HeBＧB２株与其他 GenBank已发表的１０２株 PDＧ
CoV全基因组序列进行全基因组的遗传进化分析,

并利用ITOL网站(http://itol．embl．de/)对树形图

进行美化,结果显示中国大陆毒株(包括分离的

CHNＧHeBＧA１株和 CHNＧHeBＧB２株)与中国香港

毒株处于同一簇;美国、韩国、日本毒株处于一簇;东
南亚毒株单独成簇(图６).

表３　全基因组核苷酸相似性分析

Table３　Nucleotidesimilarityassayofcompletegenomicsequence ％

序列简称 Abbreviation CHNＧHeBＧA１ CHNＧHeBＧB２ 序列简称 Abbreviation CHNＧHeBＧA１ CHNＧHeBＧB２
CHNＧHBＧ２０１４ ９９．１ ９９．１ OhioCVM１Ｇ２０１４ ９８．７ ９８．８
CHNＧHNＧ２０１４ ９８．８ ９８．９ ThailandＧS５０１１Ｇ２０１５ ９７．４ ９７．４
CHNＧJSＧ２０１４ ９９．０ ９９．１ ThailandＧS５０１５LＧ２０１５ ９７．４ ９７．４
CHNＧTianjingＧ２０１６ ９８．８ ９８．８ USAＧArkansas６１Ｇ２１０５ ９８．７ ９８．７
CHＧSichuanＧS２７Ｇ２０１２ ９９．０ ９９．１ Illinois１３６Ｇ２０１４ ９８．７ ９８．８
GNMＧ２ＧJPNＧ２０１４ ９８．７ ９８．７ Indiana４５３Ｇ２０１４ ９８．８ ９８．８
HKDＧJPNＧ２０１６ ９８．３ ９８．３ Michigan４４８Ｇ２０１４ ９８．８ ９８．８
KY４８１３ ９８．８ ９８．８ Minnesota４５４Ｇ２０１４ ９８．８ ９８．８
HKU１５Ｇ４４ ９８．７ ９８．７ VietnamＧBinh２１Ｇ２０１５ ９７．７ ９７．８
HKU１５Ｇ１５５ ９９．０ ９９．０ VietnamＧHaNoi６Ｇ２０１５ ９７．７ ９７．７
HKU１４Ｇ０４ ９８．７ ９８．８ ２０１６ＧLao ９７．５ ９７．５
KNU１６Ｇ０７ＧP５ ９８．７ ９８．７ ８７３４ＧUSAＧIA/２０１４ ９８．７ ９８．８
OH１９８７ ９８．８ ９８．８ CHNＧAHＧ２００４ ９８．７ ９８．７
OH１１８４６ ９８．７ ９８．８ CHNＧGDＧ２０１６ ９８．８ ９８．９

图６　PDCoV全基因组序列的系统发育树分析

Fig．６　PhylogenetictreeanalysisofthegenomicsequencesofPDCoVs
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3　讨　论

由于PDCoV 在 LLCＧPK１细胞上增殖的病毒

滴度要高于在ST 细胞上的增殖滴度,本研究选用

了LLCＧPK１细胞进行病毒的分离和培养,成功分

离获得了２株可以稳定传代的PDCoV,并进一步通

过IFA、Westernblot分析和电镜观察得到全面鉴

定.为了获得增殖滴度高的病毒,对PDCoVCHNＧ
HeBＧA１与PDCoVCHNＧHeBＧB２株进行了克隆纯

化.同时为了尽量减少病毒的传代次数,选择了F３
代病毒用于空斑纯化,经过３轮空斑纯化,获得了病

毒滴度较高(１０８．０TCID５０/mL以上)的 F６代病毒,
用于后续研究.已有研究报道PDCoV 分离株主要

分为３个大的分支,包括东南亚(泰国、老挝、越南)
毒株、中 国 毒 株、美 日 韩 (美 国、日 本、韩 国)毒

株[２１Ｇ２２].本研究中 PDCoV 分离株 CHNＧHeBＧA１
与CHNＧHeBＧB２属于中国毒株这一分支,全基因组

进化分析表明这２个毒株与中国香港毒株处于同一

簇.我们也对S基因序列进行了进化树分析,结果

与全基因组进化树基本一致.
通过IFA 和 Westernblot分析表明本研究分

离到的２株 PDCoV 与笔者所在实验室前期利用

PDCoVCHNＧHNＧ２０１４株 M 蛋白制备的单克隆抗

体有很好的免疫反应,其致病性和免疫原性有待进

一步研究.
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Isolation,identificationandgeneticevolution
analysisofporcinedeltacoronavirus

FANGPuxian,LIUKang,ZHANGHuichang,XIASijin,

ZHANGJiansong,RENJie,XIAOShaobo,FANGLiurong

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity/

CollegeofVeterinaryMedicine,HuazhongAgriculturalUniversity/TheCooperativeInnovation
CenterforSustainablePigProduction,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Porcinedeltacoronavirus(PDCoV)isanewlyemergedentericcoronavirus．Inthisstudy,

fivesamplesofpigletintestinalcontentswithdiarrheafromtwopigfarmsin HebeiProvincewere
identifiedtobepositiveforPDCoVbyRTＧPCRassay,followedbythevirusisolationthroughinoculation
oftreatedsamplesonLLCＧPK１cells．TheresultshowedthattwoPDCoVstrainsfromvariouspigfarms
weresuccessfullyisolatedandnamedasPDCoVCHNＧHeBＧA１andCHNＧHeBＧB２strainsrespectively,

whichwerefurtheridentifiedbyindirectimmunofluorescencetest(IFA),WesternblotandelectronmiＧ
croscopyassay．TheresultsofIFAandWesternblotconfirmedthatbothvirusstrainscanspecificallyreＧ
actwithmonoclonalantibodiesagainstPDCoV Mprotein．Virusparticleswithadiameterof１００Ｇ１５０nm
andatypicalcrownshapewereobviouslyobservedunderelectron microscopy,verifyingbothvirus
strainstobePDCoV．Theresultsofwholegenomesequencingandgeneticevolutionanalysisshowed
thatbothPDCoVstrainswerehomologoustotheChinesestrain,withthesimilarityrangingfrom９８．７％
to９９．１％,whichwereinthesameclusterastheHongKongstrain．
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