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　　摘要：根据ＮＣＢＩ上传的猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）［ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＮ５４７２２８（ＣＨ／Ｓ）］，
设计引物对阳性病料进行鉴定并回收，与ｐＭＤ１８－Ｔ构建重组载体并测序。对猪流行性腹泻病毒的基因多样性及序
列保守性进行分析，一是以经典毒株为主，包括ＣＶ７７７、ＫＰＥＤＶ－９和 ＣＨ／Ｓ株等为代表的 Ｇ１基因型，另一种是以近
几年分离的毒株为主，包括ＨＢ３－ＣＨ２０１２、ＣＸＨＺ－ＣＨ２０１３、ＨＮＣＺ－ＣＨ２０１３等为代表的 Ｇ２基因型。基因同源性分
析比较结果表明，这 ４株 ＰＥＤＶ之间的序列同源性为 ９７．６％ ～１００．０％，与经典株 ＣＶ７７７的同源性为 ９２．７％ ～
９２８％。同源分析显示，ＰＥＤＶ不同毒株间的基因同源性仍高度相似，但ＰＥＤＶ流行毒株已呈现进化分支的趋势。
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　　猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，
ＰＥＤＶ）引起的猪流行性腹泻病（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａ，
ＰＥＤ）是一种高死亡率的肠道传染病，会在猪群中引起各个年
龄段猪暴发急性腹泻，多发于仔猪和胎猪，其临床症状主要以

猪水样腹泻、呕吐和脱水为主。１９７１年，英国首先报道了
ＰＥＤＶ的暴发流行［１］，随后在比利时、德国、瑞士、日本、韩国

等许多养殖大国出现报道［２－３］。１９７６年，中国大陆首次报道
ＰＥＤ的发生与流行，１９８４年通过免疫荧光试验证实病原微生
物为猪流行性腹泻病毒［４］。２０世纪８０年代后，我国不断有
ＰＥＤ发生，其中２６个省（市、自治区）都曾发生。２０世纪９０
年代后期，猪传染性胃肠炎（华毒株）和猪流行性腹泻

（ＣＶ７７７）二联灭活苗或弱毒苗，在我国开始大范围使用并取
得良好免疫效果［５］。国内外对该病的研究和重视程度均远

远不够，我国甚至没有把猪流行性腹泻列为国家动物法定传

染病的一、二和三类疫病［６］。自 ２００６年后，以经典毒株
ＣＶ７７７基础研制的灭活苗或弱毒苗免疫效果下降，免疫过的
猪场还出现多次猪流行性腹泻病的暴发。２０１０年起，猪流性
腹泻病开始在全国大部分的主要养殖区出现，导致初生仔猪

死亡率高达９０％以上，全国仔猪死亡估计有上千万头［７－８］，

给生猪养殖业造成了难以估量的经济损失。

ＰＥＤＶ属于冠状病毒科冠状病毒属，其中冠状病毒属分
为α、β、γ、δ４个群［９］，猪流行性腹泻属于冠状病毒α群，猪流
行性腹泻基因组是单股正链具有感染性的ＲＮＡ，其基因组大
小为２８ｋｂ左右，其中Ｓ基因编码的 Ｓ蛋白是一种跨膜糖蛋
白，位于病毒表面。Ｓ蛋白与细胞受体结合、病毒融合，最重
要的是，在诱导中和抗体方面和病毒粒子与细胞表面受体结

合后通过膜融合侵入宿主细胞方面发挥关键作用［１０－１１］。通

过分析比对猪流行性腹泻病毒Ｓ基因分离株与经典株之间核
苷酸和氨基酸的同源性、抗原表位差异、糖基化位点及跨膜域

差异性，以期为预防和控制猪流行性腹泻暴发流行提供理论

数据支撑。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
ＴｒｉｚｏｌＬＳＲｅａｇｅｎｔ，购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ｐＭＤ１８－

Ｔ载体克隆试剂盒、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ｒＴａｑ酶、ＲＮＡ酶抑制
剂（ＨＰＲＩ）、ｄＮＴＰ、反转录酶（ＡＭＶ）、ＵＮＩＱ－１０柱式ＤＮＡ胶回
收试剂盒，均购自生工生物工程（上海）有限公司；ＢａｍＨⅠ及
ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶，均购自宝日医生物技术（北京）有限公
司；ＤＨ５α大肠杆菌感受态细胞由实验室保存。本研究于２０１６
年在河南城建学院分子生物学实验室完成。

１．２　引物的设计和合成
根据 ＮＣＢＩ数据库 ＧｅｎＢａｎｋ中发表的 ＪＮ５４７２２８基因序

列，设计并合成Ｓ基因测序引物，引物序列见表１。
表１　引物序列

引物名称 核苷酸序列（５′→３′） 扩增长度（ｂｐ）
ＰＥＤＶ－Ｓ－Ｆ ＧＡＣＡＧＴＡＡＴＴＧＣＣＣＴＴＴＣＡＣ　 １０５８
ＰＥＤＶ－Ｓ－Ｒ ＡＣＡＧＣＧＣＴＴＡＴＡＧＴＣＴＴＣＡＴＣＡ

１．３　模板的制备
取来自发病猪的病变组织细胞匀浆液，按 ＴｒｉｚｏｌＬＳ

Ｒｅａｇｅｎｔ使用说明，提取病毒 ＲＮＡ，将提取物 ＲＮＡ置于
－２０℃ 冰箱保存。
１．４　ＲＴ－ＰＣＲ

将设计好的下游引物１．０μＬ，０．４μＬＲｎａｓｅ－Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
５．０μＬｄＮＴＰ，４．０μＬ５×ＡＭＶＢｕｆｆｅｒ，１．０μＬＡＭＶ，加入
１０．０μＬＲＮＡ，４２℃水浴１～２ｈ，即得ｃＤＮＡ模板，－２０℃保
存备用。

１．５　目的片段Ｓ基因的扩增
取ｃＤＮＡ产物１．０μＬ作为模板进行 ＰＣＲ扩增，扩增体
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系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ２．０μＬ，ｒＴａｑ酶 ０．５μＬ，
ＰＥＤＶ－Ｓ－ｓｅｎｓｅ／ＰＥＤＶ－Ｓ－ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ各０．５μＬ，用灭菌
ｄｄＨ２Ｏ补足 ２５．０μＬ。ＰＣＲ扩增反应条件为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃ ５０ｓ，５８℃５０ｓ，７２℃６０ｓ，共进行３５个循环；最
后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＲＴ－ＰＣＲ扩增产物用１％琼脂糖凝胶
电泳鉴定扩增结果。

１．６　目的基因的克隆及序列测定
将扩增的ＲＴ－ＰＣＲ产物，回收产物与载体ｐＭＤ１８－Ｔ进

行连接，连接产物转化到感受态细胞ＤＨ５α中，挑选阳性菌落
于１００ｍＬ液体ＬＢ（含Ａ＋）液体培养基中，放置于３７℃恒温
摇床培养过夜，用碱性法提取重组质粒。并用双酶切酶

ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切重组质粒，阳性质粒进行测序。
１．７　基因序列分析

利用Ｃｌｕｓｔａｌ１．８３和ＭＥＧＡ５．０５软件对猪流行性腹泻病
毒的基因多样性及序列保守性分析，绘制毒株的系统进化树。

２　结果

２．１　目的基因的扩增
ＲＴ－ＰＣＲ扩增毒株，显示与预期片段１０５８ｂｐ相似大小

的特异片段（图１）。

２．２　组质粒的酶切鉴定
用ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶对重组质粒 ｐＭＤ１８－

ＰＥＤＶ－Ｓ进行双酶切鉴定，将酶切产物用凝胶核酸电泳得到
预期大小约１０５８ｂｐ和２０００ｂｐ以上的２条电泳条带（图２）。

２．３　ＤＮＡ序列测定
酶切鉴定阳性 ｐＭＤ１８－ＰＥＤＶ－Ｓ克隆质粒送上海生工

生物工程有限公司测序，将测序序列通过 Ｂｌａｓｔ双重比对，分
析表明ｐＭＤ１８载体已插入ＰＥＤＶ－Ｓ基因。
２．４　氨基酸的序列多样性、同源性分析

从ＮＣＢＩ数据库中下载经发表的２０株国内外毒株序列，
与４个分离株（ＰＥＤＶ－ＨＮ１、ＰＥＤＶ－ＨＮ２、ＰＥＤＶ－ＨＮ３、
ＰＥＤＶ－ＨＮ４）ＰＥＤＶ－Ｓ基因序列进行核苷酸和氨基酸的同
源性分析（表２）。
２．５　ＰＥＤＶ－Ｓ系统发育进化树

ＰＥＤＶ－Ｓ基因序列同源性比较的系统发育进化树见图３。

３　分析与讨论

猪流行性腹泻病毒刺突蛋白 Ｓ基因保守性非常高，是主
要的抗原表位所在域，ＰＥＤＶ－Ｓ基因结构和功能与该病毒的
致病性、感染性、中和抗体的产生和细胞结合能力密切相

关［１２－１３］。本研究表明，ＰＥＤＶ流行毒株的刺突蛋白基因不论
在基因和蛋白质同源性上，还是在系统进化树上，与ＰＥＤＶ经
典毒株ＣＶ７７７、ＤＲ１３等疫苗株均存在显著差异，其基因的保
守同源性只有９２．７％～９２．８％，从ＰＥＤＶ－Ｓ基因的系统进化
树上可以看出，ＰＥＤＶ流行毒株与经典疫苗株分为不同的组

表２　氨基酸同源性比较结果

　　注：右上数据为同源性，％；左下数据为差异性，％；序号１～２４分别表示：ＣＨ１＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＣＨ３＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＣＨ４＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＣＨ８＿
ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＣＶ７７７＿ＣＨ１９９４．ｐｒｏ，ＤＲ１３＿ＳＫ２００６．ｐｒｏ，ＤＸ＿ＣＨ２００７．ｐｒｏ，ＦＪＮＤ－１＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＦＪＮＤ－２＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＦＪＮＤ－３＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，
ＦＪＸＭ－２＿ＣＨ２０１２．ｐｒｏ，ＧＤＳＯ１＿ＣＨ２０１２．ｐｒｏ，ＧＤＳＯ２＿ＣＨ２０１３．ｐｒｏ，ＧＸＨＺ＿ＣＨ２０１３．ｐｒｏ，ＧＸＮＮ＿ＣＨ２０１２．ｐｒｏ，ＨＢ３＿ＣＨ２０１２．ｐｒｏ，ＨＮＣＺ＿ＣＨ２０１３．
ｐｒｏ，ＫＰＥＤＹ－０＿ＳＫ１９９７．ｐｒｏ，ＳＤＬＹ＿ＣＨ２０１１．ｐｒｏ，ＹＪ３Ｆ＿ＣＨ２０１２．ｐｒｏ，ＰＥＤＶ－ＨＮ－Ｓ１．ｐｒｏ，ＰＥＤＶ－ＨＮ－Ｓ２．ｐｒｏ，ＰＥＤＶ－ＨＮ－Ｓ３．ｐｒｏ，ＰＥＤＶ－
ＨＮ－Ｓ４．ｐｒｏ。
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群，表明ＰＥＤＶ流行毒株与经典疫苗株抗原表位的刺突蛋白
Ｓ出现了基因多样性及保守性的变化［１４］。

３．１　ＰＥＤＶ－Ｓ基因同源性分析
ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件进行同源性分析，ＰＥＤＶ进化上主要有Ｇ１

和Ｇ２这２个基因组型，Ｇ１型以经典毒株为主，包括 ＣＶ７７７、
ＫＰＥＤＶ－９和ＣＨ／Ｓ株等，Ｇ２型则以近年分离的毒株为主，
包括 ＨＢ３－ＣＨ２０１２、ＣＸＨＺ－ＣＨ２０１３、ＨＮＣＺ－ＣＨ２０１３等。
ＰＥＤＶ－ＨＮ１、ＰＥＤＶ－ＨＮ２、ＰＥＤＶ－ＨＮ３和ＰＥＤＶ－ＨＮ４的同
源性为 ９７．６％ ～１００．０％，与参考病毒株 ＣＶ７７７、ＤＲ１３、
ＫＰＥＤＶ－９等的同源性为９２．６％～９３．３％。
　　分离株 ＰＥＤＶ－ＨＮ１、ＰＥＤＶ－ＨＮ２、ＰＥＤＶ－ＨＮ３和
ＰＥＤＶ－ＨＮ４与参考病毒株 ＣＶ７７７相比，比经典毒株多２个
插入突变和１个缺失突变，其中一个插入部位在流行毒株的
第５８～５９位之间插入（ＱＧＶＮ），另一个插入部位在流行毒株
１３９～１４０（Ｎ），流行毒株６２～１６４（ＫＮＩ）位存在缺失突变，与
经典毒株ＣＶ７７７蛋白质同源性相比，分离株的多个氨基酸位
点发生突变，共有 ６５个位点发生氨基酸突变：第 ２～５位
（ＴＰＬＩ→ＫＳＬＴ）、第 １５位（Ｌ→Ｔ）、第 ２７～３０位（ＱＳＴＩ→
ＳＡＮＴ）、第 ６４位 （Ｓ→ Ｔ）、第 ６８～７４位 （ＧＴＧＩＥＴＤ→
ＡＧＱＨＰＴＡ）、第８６～８７位（ＤＳ→ＲＧ）、第８９位（Ｑ→Ｈ）、第
１１８位（Ｓ→Ｎ）、第１３８位（Ｖ→Ａ）、第１５７～１６３位（ＬＱＤＧＫＮＩ
→ＨＳＥＨＳ－—）、第２００～２０２位（ＫＲＳ→ＳＧＧ）、第２１０位（Ｔ→
Ｅ）、第２２７～２２９位（ＳＹＱ→ＹＹＥ）、第２３６位（Ｓ→Ｙ）、第２４６～
２４７位（ＤＳ→ＥＰ）、第２７０位（Ｌ→Ｖ）、第２８６位（Ｗ→Ｌ）等。
３．２　ＰＥＤＶ－Ｓ基因蛋白抗原位点变化

ＥｘＰＡＳｙ分析经典毒株ＣＶ７７７的Ｓ蛋白抗原表位表明，它
有５１个潜在的抗原位点，而ＰＥＤＶ－ＨＮ１株预测存在５６个抗
原位点，ＰＥＤＶ－ＨＮ４株存在５７个抗原位点，ＰＥＤＶ－ＨＮ２和
ＰＥＤＶ－ＨＮ３株均含有５４个抗原位点。与参考毒株ＣＶ７７７相
比，分离株ＰＥＤＶ－ＨＮ１、ＰＥＤＶ－ＨＮ２、ＰＥＤＶ－ＨＮ３和ＰＥＤＶ－
ＨＮ４在１３０～１３６位缺失１个抗原位点，而新增加的抗原位点
（第１５９～１６５位氨基酸、第１９１～１９９位氨基酸和第６３１～６１０
位氨基酸）主要出现在猪流行性腹泻病毒的Ｓ１区。
３．３　ＰＥＤＶ－Ｓ基因蛋白糖基化位点变化

ＥｘＰＡＳｙ分析 ＰＥＤＶＳ蛋白糖基化位点可知，ＣＶ７７７及
ＰＥＤＶ－ＨＮ２株中存在 ２９个 Ｎ－糖基化修饰位点，而
ＰＥＤＶ－ＨＮ１、ＰＥＤＶ－ＨＮ３、ＰＥＤＶ－ＨＮ４株含有２８个 Ｎ－糖
基化位点。４株分离毒株与 ＣＶ７７７相比，其 Ｎ－糖基化位点

出现３处改变，第５７位氨基酸由 ＮＳＳＳ变为 ＮＳＴＷ，第１１９６
位氨基酸增加了１个Ｎ－糖基化位点ＮＨＴＡ，第２３０位氨基酸
有１个Ｎ－糖基化位点缺失ＮＣＴＧ。
３．４　ＰＥＤＶ－Ｓ基因跨膜螺旋法

通过ＳＯＳＵＩ预测ＰＥＤＶＳ蛋白跨膜螺旋区分析可知，经
典毒株ＣＶ７７７在第１３３１～１３５６位氨基酸形成了首个跨膜螺
旋域，在第 ２～２４位氨基酸形成第二次跨膜螺旋域。而
ＰＥＤＶ－ＨＮ１和 ＰＥＤＶ－ＨＮ４毒株在第１３３７～１３５９位氨基酸
形成首次跨膜螺旋域，在第１～２３位氨基酸形成第二次跨膜
螺旋，ＰＥＤＶ－ＨＮ２和 ＰＥＤＶ－ＨＮ３在第１３２８～１３５０位氨基
酸形成了首次跨膜螺旋域，在第１～２３位氨基酸和第 １３５６～
１３７８位氨基酸分别形成了第二次跨膜螺旋域［１６］。

３．５　ＰＥＤＶ－Ｓ基因的遗传演化趋势
ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件进行同源性分析，猪流行性腹泻病毒进化

上可以分为Ｇ１和Ｇ２这２个不同的基因组型。同源分析的
２４株ＰＥＤＶ中，９株 ＰＥＤＶ为 Ｇ１基因组型，占３７．５％，１５株
ＰＥＤＶ为Ｇ２基因组型，占６２．５％。近年，ＰＥＤＶ主要的流行优
势毒株也位于 Ｇ２基因组型中，Ｇ１基因组型主要是经典
ＣＶ７７７、ＤＲ１３、ＫＰＥＤＶ等疫苗株以及我国发现的部分毒株。最
近出现的流行株Ｇ２群，除在我国发现外，也出现在东北亚国
家日本和韩国，此次分离鉴定的４株毒株均属于Ｇ２群，我国近
年分离的ＰＥＤＶ流行毒株与Ｇ２群同源性最高，结果说明我国
跨地域的生猪调配导致不同区域的毒株之间存在交叉感染基

因重配，可能与ＰＥＤＶ的传播和致病有一定相关性。系统进化
树进化不同分支的时间显示，不同时代鉴别的ＰＥＤＶ流行毒株
有相同的进化方向，并不存在明显的时空聚集性［１５］。

猪流行性腹泻病是严重影响我国养猪业发展的重要传染

病之一，给生猪饲养、育种等造成巨大的经济损失。在很长一

段时间内由于疫苗的使用减少了该病的感染，但同时由于疫

苗长期使用导致 ＰＥＤＶ的基因发生突变［１７］。通过本研究发

现，目前我国广泛流行的猪流行性腹泻病毒株与以往经典毒

株相比已经存在一些在基因序列及蛋白结构方面的明显差

异，这可能是疫苗免疫失败的主要原因之一。
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小麦成熟胚再生体系优化效果评价

及高再生率基因型筛选

吴晓军，胡喜贵，陈向东，姜小苓，丁位华，李　淦，茹振钢
（河南科技学院小麦中心／河南省现代生物育种协同创新中心，河南新乡４５３００３）

　　摘要：为了对小麦成熟胚的再生优化体系进行培养效果评价及筛选高再生率基因型，以７个小麦品种成熟胚为材
料，采用常规和优化２种培养基体系，研究３种胚处理方式对成熟胚出愈率、分化率及再生率的影响。结果表明：优化
培养基体系组织培养效果显著优于常规培养基体系；胚处理方式与基因型之间可能存在一定的互作关系，特定基因型

品种采用不同胚处理方法，其组织培养效果差异明显，且不同品种的最适胚处理方式可能不同。在供试的７个品种
中，矮抗５８、济麦２２、百农４１９、百农１６０和周麦２２在经完整胚法处理，分化率均达到５０％以上，再生率均达到２５％以
上，其中以矮抗５８和百农１６０最优，再生率分别达到５１．７４％、４３．８４％。而采用纵半切略带胚乳法时，宝丰７２２８和中
麦１７５的分化率和再生率均较完整胚法有了较大提升，分别达到６２．８９％、５６．７９％和２６．８８％、３６．７５％。说明特定基
因型品种须要找到最适合的胚处理方法，以充分挖掘其再生能力，获得的高再生率小麦品种可用于遗传转化研究。
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优势利用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｚｇｈ５８＠１６３．ｃｏｍ。

　　小麦是世界主要粮食及饲料作物之一，不断改善小麦营
养品质和提高产量潜力始终是小麦遗传改良的中心任务，而

相关有利基因的发掘和利用是关键环节。目前，随着小麦全

基因组序列的公布，大量基因被挖掘出来，迫切须要进行功能

鉴定和利用研究。因此，建立稳定高效的组织培养再生体系

将会极大地推进小麦功能基因组学和遗传转化研究。

不同外植体对组织培养再生有很大影响，目前小麦幼穗、

盾片、幼叶、根尖分生组织、花药、幼胚、成熟胚等都被成功应用

于小麦组织培养中［１－２］，其中小麦幼胚是最常用的外植体，它

具有操作简单、愈伤诱导及植株再生能力强的特点，被认为是

最为理想的组织培养材料，然而小麦幼胚的获得受时间、空间

和季节条件的限制，并且难以判断籽粒发育阶段是否一致；另

外，小麦幼胚周年利用须要使用人工气候室，建造和维持成本

较高，这在一定程度上限制了幼胚在遗传转化中的应用［３］。而

小麦成熟胚具有发育状态一致、不受季节限制、可以大量获取

的优点，是进行小麦遗传转化最为方便利用的受体材料。

目前，对小麦成熟胚的组织培养研究主要集中于种子预
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