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　　摘要：利用简单重复序列间扩增（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＩＳＳＲ）、相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－
ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＲＡＰ）和目标区域扩增多态性（ｔａｒｇｅｔｒｅｇｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＴＲＡＰ）分
子标记对１９个香菇栽培菌株进行遗传多样性分析。结果显示，共筛选出３４对（条）多态性丰富的引物，获得３０３条数
据条带，其中多态性条带２５４条，多态性比例为８３．８３％，在遗传相似系数为０．７５的水平上，将１９个菌株分为６类。３
种标记的多态性比例排序如下：ＴＲＡＰ（９１．１４％）＞ＩＳＳＲ（８３．１５％）＞ＳＲＡＰ（８０．００％）。由结果可知，综合不同分子标
记进行香菇的遗传多样性分析，可更加准确地反映菌株间的亲缘关系。
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　　我国是世界上最早进行香菇人工栽培的国家，据今已有
８００多年的历史［１］。此外，我国也是香菇最大的生产国、消费

国和出口国［２］。据中国食用菌协会统计，２０１６年全国香菇总
产量为８９８万ｔ，香菇已经是我国栽培量最大的食用菌品种。
随着产业规模的快速发展，对香菇良种高效选育的要求越来

越迫切，对种质资源的收集鉴定评价及进一步明确资源间的

遗传关系，是新品种选育的重要前提。由于香菇表型较易受

栽培基质、栽培模式、管理方法等因素影响，变异性较大，因

此，从分子水平对香菇种质遗传多样性进行研究，可以更加高

效准确地得出菌株间的亲缘关系。

分子标记技术自２０世纪８０年代发展以来，已被应用于
多种作物的种质资源和育种研究中，特别是在构建分子遗传

图谱、基因定位、分子辅助育种等方面取得了很大进展［３］。

本研究利用基于 ＰＣＲ的简单重复序列间扩增（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＩＳＳＲ）、相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－
ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＲＡＰ）和目标区域扩增多
态性（ｔａｒｇｅｔｒｅｇｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＴＲＡＰ）３种分
子标记，对我国规模栽培的香菇品种进行遗传多样性分析，以

期快速准确并多角度地明确香菇栽培菌株的亲缘关系及演化

规律，从而更好地保护和利用香菇种质资源。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

本研究开展的时间为２０１７年１０月至２０１８年６月，供试
的１９个香菇菌株均由北京市农林科学院植物保护环境保护
研究所保藏并提供，各供试菌株的名称、编号及来源见表１。

表１　供试的１９个香菇菌株

编号 菌株保藏号 菌株名称 来源

０１ ＪＺＢ２１０２００１ Ｌ１３６３ 辽宁丹东

０２ ＪＺＢ２１０２０１０ Ｌ１３５ 福建三明

０３ ＪＺＢ２１０２０１４ 庆科２０ 浙江庆元

０４ ＪＺＢ２１０２０１７ Ｌ９３９ 福建宁德

０５ ＪＺＢ２１０２０２７ Ｃｒ０４ 福建三明

０６ ＪＺＢ２１０２０３０ Ｌ８０８ 浙江丽水

０７ ＪＺＢ２１０２０３９ Ｌ９３７ 北京市

０８ ＪＺＢ２１０２０４９ 申香８号 上海市

０９ ＪＺＢ２１０２０５０ 申香１０号 上海市

１０ ＪＺＢ２１０２０５１ 武香１号 浙江武义

１１ ＪＺＢ２１０２０６１ Ｌ９６０８ 河南西峡

１２ ＪＺＢ２１０２０６４ Ｌ９３１ 江苏高邮

１３ ＪＺＢ２１０２０６５ 高香一号 江苏高邮

１４ ＪＺＢ２１０２０７８ Ｌ１８ 福建三明

１５ ＪＺＢ２１０２０７９ Ｌ１６８ 北京市

１６ ＪＺＢ２１０２０８０ 上海农香菇６０５ 上海市

１７ ＪＺＢ２１０２０８１ 上海农香菇６０２ 上海市

１８ ＪＺＢ２１０２１２９ 香菇秋１ 河北承德

１９ ＪＺＢ２１０２１６９ 香菇０９１２ 河北平泉

１．２　培养基
用于香菇菌丝培养的综合马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培

养基配方（１Ｌ）：去皮马铃薯 ２００ｇ熬汁，葡萄糖２０ｇ，琼脂
２０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ，ＭｇＳＯ４１．５ｇ，蛋白胨５ｇ，维生素Ｂ１１０ｍｇ，
加蒸馏水定容至１０００ｍＬ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　引物与试剂

试验所用引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＴａｑＰＣＲＭｉｘ，购自宝生物工程（大连）有限
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公司；基因组ＤＮＡ提取试剂盒，购自德国ＱＩＡＧＥＮ公司。
１．４　香菇基因组的提取

用打孔器将活化的香菇各菌种定量接种在 ＰＤＡ培养基
平皿中，于 ２５℃恒温培养箱中培养 １０ｄ左右。分别刮取
１００ｍｇ菌丝，用试剂盒提取香菇各菌株的基因组 ＤＮＡ，用紫
外－可见分光光度计检测各 ＤＮＡ在２６０、２８０ｎｍ下的吸光
度，并将１９种ＤＮＡ的浓度调为一致。
１．５　ＰＣＲ反应体系和条件

２５μＬ的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系：１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲ
Ｍｉｘ、１μＬＩＳＳＲ引物（０．４μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＤＮＡ（３０ｎｇ）、
１０．５μＬ灭菌双蒸水。反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
４８℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保存。
相关引物序列设计参考文献［７］，详见表２。

２５μＬ的 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系：１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲ
Ｍｉｘ、１μＬＳＲＡＰ上游引物（０．４μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＳＲＡＰ下游引
物（０．４μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＤＮＡ（３０ｎｇ）、９．５μＬ灭菌双蒸水。反
应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，４８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。相关引物序列设计参考文献
［７］，详见表２。
２５μＬ的 ＴＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系：１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲ

Ｍｉｘ、１μＬＴＲＡＰ上游引物（０．４μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＴＲＡＰ下游引
物（０．４μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＤＮＡ（３０ｎｇ）、９．５μＬ灭菌双蒸水。反
应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，３５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，１０个
循环；９５℃ ３０ｓ，４５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ，４℃保存。相关引物序列为笔者自己设计，详见表３。

表２　ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ的引物序列

ＩＳＳＲ ＳＲＡＰ
引物名称 引物序列（５′→３′） 引物名称 引物序列（５′→３′） 引物名称 引物序列（５′→３′）
ＩＳＳＲ１ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＳＣ Ｍｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ Ｅｍ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ
ＩＳＳＲ２ ＢＤＢＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡ Ｍｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ Ｅｍ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ
ＩＳＳＲ４ ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＳＣ Ｍｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ Ｅｍ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
ＩＳＳＲ５ ＶＤＨＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ Ｍｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ Ｅｍ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ
ＩＳＳＲ６ ＤＨＢＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡ Ｍｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ Ｅｍ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ
ＩＳＳＲ１１ ＣＡＴＡＣＡＴＡＣＡＴＡＣＡＴＡＣ Ｍｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ Ｅｍ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ
ＩＳＳＲ１２ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ Ｍｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＧ Ｅｍ１５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ
ＩＳＳＲ１３ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ Ｍｅ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ Ｅｍ１６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＧＧ
ＩＳＳＲ１５ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧ Ｅｍ１７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ

表３　ＴＲＡＰ的引物序列

ＴＲＡＰ引物名称 引物序列（５′→３′）
Ｃｅｌ９５５６３Ｓ ＣＡＧＣＡＡＧＣＣＧＧＡＡＣＡＡＧＣ
Ｌａｃ４５５８Ｓ ＧＴＣＧＡＡＡＴＴＧＴＧＡＡＡＴＣＣＣ
Ｌａｃ４５６１Ａ ＡＡＧＴＴＧＧＴＣＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧ
Ｌａｃ４５５８Ａ ＡＧＧＴＡＧＴＴＧＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣ
Ｃｅｌ９５５６４Ａ ＴＡＧＡＧＧＡＧＧＧＴＴＧＧＣＣＴＴ
Ｌａｃ４５５７Ｓ ＧＣＣＧＡＡＧＴＣＡＴＣＣＧＣＧＡＴ
Ｇｌｕ９７４４６Ｓ ＡＴＣＴＣＴＣＣＣＧＧＴＴＴＴＣＣＧ
Ｘｙｌ３１４６０Ａ ＣＧＧＣＧＴＣＣＡＡＧＴＡＧＴＧＴＴＡＡＧ
Ｍｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ
Ｅｍ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

　　注：Ｓ＝（Ｇ，Ｃ），Ｂ＝（Ｇ，Ｔ，Ｃ），Ｄ＝（Ｇ，Ａ，Ｔ），Ｖ＝（Ｇ，Ａ，Ｃ），Ｈ＝
（Ａ，Ｔ，Ｃ）。

１．６　数据统计与分析
将扩增产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，用紫外成像系

统观察并拍照。各泳道在同一位置上扩增出的强带或可分辨

性好的弱带，视为扩增阳性，并赋值“１”，未扩增出条带，视为
扩增阴性，赋值“０”。用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件进行聚类分析，
采用非加权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ
ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称ＵＰＧＭＡ）构建系统树。

２　结果与分析

２．１　供试香菇菌株的ＩＳＳＲ分析结果
随机选取２个香菇菌株的 ＤＮＡ，用１８条 ＩＳＳＲ引物进行

ＰＣＲ扩增，从中筛选出１０条扩增条带较多的引物（表４）。以
１９个供试香菇菌株的基因组 ＤＮＡ为模板，依次用筛选得到

的１０个ＩＳＳＲ引物进行ＰＣＲ扩增，共扩增出８９条ＤＮＡ片段，
其中多态性条带数为７４条，多态性比例为８３．１５％，扩增片
段长度多为２００～５０００ｂｐ（图１为以ＩＳＳＲ４为引物的扩增结
果），其遗传多样性聚类分析结果见图２。

表４　供试香菇菌株的ＩＳＳＲ多态性分析结果

编号 引物名称
条带总数

（条）

多态性条带数量

（条）

多态性比例

（％）

１ ＩＳＳＲ１ １１ ７ ６３．６４
２ ＩＳＳＲ２ ８ ６ ７５．００
３ ＩＳＳＲ４ １５ １４ ９３．３３
４ ＩＳＳＲ５ １２ １０ ８３．３３
５ ＩＳＳＲ６ １１ ８ ７２．７３
６ ＩＳＳＲ１１ ３ ２ ６６．６７
７ ＩＳＳＲ１２ １２ １２ １００．００
８ ＩＳＳＲ１３ ５ ５ １００．００
９ ＩＳＳＲ１５ ４ ３ ７５．００
１０ ＩＳＳＲ１６ ８ ７ ８７．５０

总计 ８９ ７４ ８３．１５

２．２　供试香菇菌株的ＳＲＡＰ分析结果
随机选取１个香菇菌株的ＤＮＡ，用ＳＲＡＰ引物对（表２中

２种ＳＲＡＰ引物的随机组合）进行 ＰＣＲ扩增，从中筛选出１５
对多样性较好、条带清晰的引物组合（表５）。以１９个供试香
菇菌株的基因组ＤＮＡ为模板，共扩增出１３５条ＤＮＡ片段，其
中多态性条带为１０８条，多态性比例为８０．００％，扩增片段长
度在２００～５０００ｂｐ之间（图３为以 Ｍｅ３／Ｅｍ６为引物对的扩
增结果），其遗传多样性聚类分析结果见图４。
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表５　供试香菇菌株的ＳＲＡＰ多态性分析结果

编号 引物名称
条带总数

（条）

多态性条带数量

（条）

多态性比例

（％）

１ Ｍｅ１／Ｅｍ１５ ７ ６ ８５．７１
２ Ｍｅ２／Ｅｍ４ ５ ３ ６０．００
３ Ｍｅ２／Ｅｍ６ ８ ７ ８７．５０
４ Ｍｅ２／Ｅｍ１０ ７ ７ １００．００
５ Ｍｅ２／Ｅｍ１２ １２ １０ ８３．３３
６ Ｍｅ３／Ｅｍ３ １２ １１ ９１．６７
７ Ｍｅ３／Ｅｍ６ １０ ６ ６０．００
８ Ｍｅ４／Ｅｍ６ １１ ９ ８１．８２
９ Ｍｅ４／Ｅｍ１６ ９ ７ ７７．７８
１０ Ｍｅ４／Ｅｍ１７ １２ ９ ７５．００
１１ Ｍｅ５／Ｅｍ７ ７ ５ ７１．４３
１２ Ｍｅ５／Ｅｍ１６ ９ ８ ８８．８９
１３ Ｍｅ６／Ｅｍ１６ ７ ５ ７１．４３
１４ Ｍｅ７／Ｅｍ４ ７ ５ ７１．４３
１５ Ｍｅ９／Ｅｍ６ １２ １０ ８３．３３

总计 １３５ １０８ ８０．００

２．３　供试香菇菌株的ＴＲＡＰ分析结果
ＴＲＡＰ扩增引物包括锚定引物和随机引物，随机选取 １

个香菇菌株的ＤＮＡ，使用 ＴＲＡＰ引物对（８个锚定引物，２个
随机引物）进行ＰＣＲ扩增，从中筛选出９对多样性较好、条带
清晰的引物组合（表６），以１９个供试香菇菌株的基因组ＤＮＡ
为模板，共扩增出７９条ＤＮＡ片段，其中多态性条带为７２条，

多态性比例为９１．１４％（表６、图５为以Ｅｍ２／Ｘｙｌ３１４６０Ａ为引
物对的扩增结果），其遗传多样性聚类分析结果见图６。
２．４　１９个香菇菌株的聚类分析结果

由３种分子标记聚类分析结果可知，供试的１９个香菇菌
株相似性在０．５９～０．９９之间，菌株间具有一定的遗传差异。
在遗传相似系数为０．７５的水平上，ＩＳＳＲ将１９个香菇菌株分
为５大类，ＳＲＡＰ将１９个香菇菌株分为４大类，ＴＲＡＰ将１９个
香菇菌株分为 ９大类。在所有供试菌株中，ＪＺＢ２１２０１４和
ＪＺＢ２１０２０８１的遗传相似系数为 ０．５７５，亲缘关系最远；
ＪＺＢ２１２０５０和ＪＺＢ２１０２０５１的遗传相似系数为０．９７，亲缘关系
最近。

３　讨论

由于历史上的引种利用等问题，我国香菇栽培菌株同种

异名、同名异种的现象较为严重［４］，研究者们曾经利用多种

标记探究了香菇野生种质和栽培种质的遗传多样性［５－８］。由

于采用单一标记往往较难获得理想的结果，本研究采用３种
标记逐一筛选并综合分析构建了香菇的遗传聚类树（图７）。
用１０条ＩＳＳＲ引物、１５对 ＳＲＡＰ引物和９对 ＴＲＡＰ引物扩增
结果进行多态性分析，共得到３０３个标记数据，其中多态性条
带２５４条，多态性比例为８３．８３％。在遗传相似系数为０．７５
的水平上，将１９个菌株分为６类。３种标记的单独聚类分析
结果与综合聚类结果略有差异，但总体趋势相同，某些菌株只

能由１种分子标记区分，有的可由２种或者３种标记方法同
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表６　供试香菇菌株的ＴＲＡＰ多态性分析结果

编号 引物名称
条带总数

（条）

多态性条带数量

（条）

多态性比例

（％） 靶标基因编码蛋白名称

１ Ｍｅ２／Ｃｅｌ９５５６３Ｓ １０ ８ ８０．００ 纤维素酶

２ Ｅｍ２／Ｌａｃ４５５８Ｓ １４ １２ ８５．７１ 漆酶

３ Ｍｅ２／Ｌａｃ４５６１Ａ ５ ５ １００．００ 漆酶

４ Ｍｅ２／Ｌａｃ４５５８Ａ １２ １２ １００．００ 漆酶

５ Ｍｅ２／Ｃｅｌ９５５６４Ａ ８ ８ １００．００ 纤维素酶

６ Ｅｍ２／Ｌａｃ４５５７Ｓ ７ ６ ８５．７１ 漆酶

７ Ｅｍ２／Ｃｅｌ９５５６３Ｓ ８ ７ ８７．５０ 纤维素酶

８ Ｅｍ２／Ｇｌｕ９７４４６Ｓ ４ ３ ７５．００ β－葡聚糖酶
９ Ｅｍ２／Ｘｙｌ３１４６０Ａ １１ １１ １００．００ β－Ｄ－木糖苷酶

总计 ７９ ７２ ９１．１４

时区分。例如在 ０．９９的水平上，ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ无法将
ＪＺＢ２１２０５０、ＪＺＢ２１０２０５１这２个菌株区分，而利用 ＴＲＡＰ标记
得到２个菌株的遗传相似系数为０．９０６。由３种标记对多态
性的贡献率可见，ＴＲＡＰ（９１．１４％）＞ＩＳＳＲ（８３．１５％）＞ＳＲＡＰ
（８０．００％），可能由于３种分子标记所检测的位点不同，所以
单个标记对菌株分类是有局限性的，须充分利用不同分子标

记的优点来进行综合分析。

　　ＴＲＡＰ是２００３年由 Ｈｕ等提出的一种新型分子标记［９］，

可利用已知ｃＤＮＡ序列或表达序列标签（ＥＳＴ）序列为固定引
物，配合随机引进行遗传图谱构建、重要性状标记和遗传多样

性分析等［３］。本研究以美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）
数据库中的香菇纤维素降解酶系、半纤维素降解酶系和木质

素降解酶系的相关基因为靶标基因序列，利用 ＴＲＡＰ标记分
析，对１９个香菇栽培菌株进行了遗传变异研究。结果表明，
香菇各菌株之间显示了较高的纤维素、半纤维素和木质素降

解酶基因的遗传多态性，为从特定基因水平上研究香菇遗传
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亲缘关系提供了有用的信息。郭春芳等研究发现，ＴＲＡＰ标
记比ＩＳＳＲ标记更适合茶树特异种质资源和重要农艺性状的
筛选［１０］。Ｍｉｋｌａｓ等研究发现，ＴＲＡＰ具有标记植物抗性基因
的潜力［１１］，而此方面的研究在食用菌重要农艺性状基因标记

方面还没有相关报道。今后，随着大规模测序工作的进展，

ＴＲＡＰ标记技术将在食用菌品种改良中获得更多应用。
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闽西地区猪流行性腹泻病毒 Ｎ基因
分子进化及序列分析
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　　摘要：分析闽西地区猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）Ｎ基因的遗传进化特征，收集闽西地区猪流性腹泻病例组织样品
８份，用逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）扩增Ｎ基因，连接至ｐＭＤ－１８Ｔ载体进行测序，并与国内外已知参考毒株序列进行比
对及遗传进化分析。结果显示，８株闽西流行毒株之间Ｎ基因核苷酸的同源性为９．８％～１００．０％，推导的氨基酸序列
的同源性为９９．５％～１００．０％，而闽西毒株与早期疫苗毒株ＣＶ７７７和ＳＭ９８的同源性较远。氨基酸序列分析表明，闽
西毒株氨基酸序列存在１５处突变，与２０１０年后中国流行毒株变异位点相同。提示闽西地区毒株为目前国内流行毒
株，与疫苗毒株亲缘关系较远，可能导致机体针对疫苗毒株产生的抗体不能够有效抵抗变异毒株，不能给猪群提供很

好的免疫保护，因此需要基于变异毒株研究出有针对性的疫苗来预防ＰＥＤＶ。
　　关键词：猪流行性腹泻病毒；Ｎ基因；遗传分析
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５＋１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）１７－００５９－０４

收稿日期：２０１８－０６－１２
基金项目：福建省高校自然基金青年重点项目（编号：ＪＺ１６０４８１）；福
建省教育厅中青年科技项目（编号：ＪＡＴ１６０４８３）。

作者简介：董　波（１９８３—），男，天津人，博士，讲师，主要从事动物病
毒学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１９０６８３４１５７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信 作 者：杨 小 燕，教 授，研 究 方 向 为 预 防 兽 医 学。Ｔｅｌ：
（０５９７）２７９７２５５。

　　猪流行性腹泻（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａ，简称ＰＥＤ）是由
猪流行性腹泻病毒引起的一种高度接触性传染病，以腹泻、呕

吐为主要临床特征，冬、春季多发［１］。该病在世界大多数国

家均有报道，尤其对韩国、中国、日本、菲律宾、泰国等亚洲国

家造成了严重经济损失，引起养猪业的广泛关注［２］。２０１０年
末，我国暴发的 ＰＥＤ影响了河北、安徽、广西、广东、浙江、江
西、四川、湖南、福建等省份的养猪业［３］。此次疫情造成的损

失惨重，甚至之前接种过猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）疫苗的
猪群也同样发病，究其原因，可能是由于流行毒株变异或者毒

力增强，使现有疫苗难以提供免疫保护［４］。

猪流行性腹泻病毒为冠状病毒科冠状病毒属成员，为单

股正链ＲＮＡ病毒，编码２个复制酶多聚蛋白 ｐｐｌａ和 ｐｐｌａｂ，１
个非结构蛋白 ＯＲＦ３和４个结构蛋白纤突蛋白（ｓｐｉｋｅ，简称
Ｓ）、膜蛋白（ｍｅｍｂｒａｎｅ，简称Ｍ）、核衣壳蛋白（ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ，简

称Ｎ）和小膜蛋白（ｓｍａｌｌｍｅｍｂｒａｎｅ，简称Ｅ）［５］。其中，Ｎ蛋白
由１３２６个核苷酸组成，编码４４２个氨基酸。Ｎ蛋白是一种
多功能磷酸化蛋白质，能够与细胞膜和磷脂结合，改变宿主细

胞的转录，促使ＲＮＡ复制体的形成和病毒组装［６］。Ｎ基因在
诱导免疫和病毒感染的致病机制中起重要作用，Ｎ蛋白的表
达可抑制细胞ＲＮＡ和蛋白质 Ｇ２／Ｍ期的合成从而促进病毒
的繁殖［７］。在早期感染ＰＥＤＶ时，宿主体内就能产生抗 Ｎ蛋
白高水平的抗体，因此Ｎ蛋白可作为早期检测发病猪是否感
染ＰＥＤＶ的免疫靶细胞［８］。

近年来，ＰＥＤＶ的流行趋势不断增长，给养猪业造成严重
的影响。因此，对ＰＥＤＶ的遗传变异情况进行监测是防控的
重要环节。本研究收集闽西地区 ＰＥＤＶ流行毒株，利用逆转
录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）扩增Ｎ基因，将ＰＥＤＶＮ基因序列进行同
源性比较，绘制系统发育进化树，理清闽西地区ＰＥＤＶ与国内
外流行毒株以及疫苗毒株之间的遗传进化关系，为做好

ＰＥＤＶ的防控提供资料参考。

１　材料与方法

１．１　样品
样品选取２０１３年１月至２０１６年１２月闽西地区规模化

养猪场的ＰＥＤＶ阳性样品８份。
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