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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。
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　　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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１．２　主要试剂
ＡｘｙＰｒｅｐ总ＲＮＡ小量制备试剂盒、ＡｘｙＰｒｅｐ质粒 ＤＮＡ小

量试剂盒、ＡｘｙＰｒｅｐ凝胶回收试剂盒，购自康宁生命科学（吴
江）有限公司；ｄＮＴＰ、反转录酶 Ｍ－ＭＬＶ、５×Ｍ－ＭＬＶｂｕｆｆｅｒ、
ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ，购自宝生物工程（大连）有限公司；ＤＬ２０００
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，购自广州瑞真生物技术有限
公司；Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８、ＭｕｒｉｎｅＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、
１０×ＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ，购自南京诺唯赞生物科技有限公司；胰蛋
白酶（ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵母（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ），购自 ＯＸＯＩＤ公司；
Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（氨苄西林）（１００ｍｇ／ｍＬ）、ＮａＣｌ、琼脂粉，购自
Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；异丙醇、三羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ碱）、溴化乙
锭（ＥＢ）、三氯甲烷、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、乙醇、十二烷基
硫酸钠（ＳＤＳ）、ＤＥＰＣ（焦碳酸二乙酯）水，购自广东省汕头市
西陇化工股份有限公司。

１．３　提取病毒总ＲＮＡ及逆转录
按照试剂盒提供的操作手册，从试验猪小肠组织及内容

物中提取总ＲＮＡ。取洁净ＥＰ管，加入ＲＮＡ１１μＬ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
１８１μＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｓ，于７０℃水浴１０ｍｉｎ，加入
５×Ｍ－ＭＬＶＢｕｆｆｅｒ５μＬ、Ｍ－ＭＬＶ１μＬ、ｄＮＴＰ１μＬ、ＤＥＰＣ水
６μＬ，混匀后，４２℃水浴３０ｍｉｎ，９５℃ 水浴１０ｍｉｎ。ｃＤＮＡ于
－８０℃ 下保存。
１．４　Ｅ基因的扩增

参考ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的ＰＥＤＶ毒株 Ｎ基因序列，使用
ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０生物软件设计合成 １对特异性引物，
ＰＥＤＶ－Ｎ－Ｆ：ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＧＴＣＡＧＣＴＴＴＣ；ＰＥＤＶ－

Ｎ－Ｒ：ＣＴＣＧＡＧＴＴＴＣＡＡＣＧＧＣＣＧＴＡＴＣＡＣＣ。以 ｃＤＮＡ为模
板，进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。使用琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，观察并记
录结果。

１．５　重组质粒的构建和鉴定
采用ＡｘｙＰｒｅｐ凝胶回收试剂盒回收 ＰＣＲ产物，将纯化产

物与ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ连接，１６℃水浴４ｈ。将１０μＬ连接产
物转化入ＤＨ５α感受态细胞，３７℃培养过夜。提取质粒，进
行鉴定。将阳性质粒送至生工生物工程（上海）股份有限公

司进行测序。

１．６　序列分析
８株 闽 西 毒 株 分 别 命 名 为 ＬＹ２０１３０１、ＬＹ２０１３０２、

ＬＹ２０１４０１、ＬＹ２０１４０２、ＬＹ２０１５０１、ＬＹ２０１５０２、ＬＹ２０１６０１和
ＬＹ２０１６０２。采用表１中标准毒株的基因库登录号，获取参考
毒株Ｎ基因序列。通过ＤＮＡｓｔａｒ和ＭＥＧＡ５．２分子生物学分
析软件对８株闽西地区的ＰＥＤＶＮ基因序列与国内外已发表
的毒株进行同源性分析，绘制ＰＥＤＶ基因系统遗传进化树。

２　结果与分析

２．１　Ｎ基因的扩增、纯化、克隆及测序
采用ＲＴ－ＰＣＲ技术，对８份样品的 Ｎ基因进行扩增，产

物经凝胶电泳鉴定，由图１可知，获得大小约为１３２６ｂｐ的基
因片段。将纯化后的ＰＣＲ产物连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，送
至生工生物工程（上海）股份有限公司测序，序列结果正确。

表１　序列比对及系统发育分析中引用的ＰＥＤＶ毒株

毒株 基因库登录号 国家 公布年份

ＣＶ７７７ ＡＦ３５３５１１ 瑞士 １９７８
ｖｉｒｕｌｅｎｔＤＲ１３ ＪＱ０２３１６１ 韩国 １９９９
ＡｔｔｅｎｕａｔｅｄＤＲ１３ ＪＱ０２３１６２ 韩国 ２００３
ＳＭ９８ ＧＵ９３７７９７ 韩国 １９９８
ＩＡ２ ＫＦ４６８７５４ 美国 ２０１３
ＩＳＵ１３－１９３３８Ｅ－ＩＮ－ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ ＫＦ６５０３７０ 美国 ２０１３
ＭＮ ＫＦ４６８７５２ 美国 ２０１３
ＵＳＡ－Ｉｏｗａ－１８９８４－２０１３ ＫＦ８０４０２８ 美国 ２０１３
ＣＨ－Ｓ ＪＮ５４７２２８ 中国 １９８６
ＬＺＣ ＥＦ１８５９９２ 中国 ２００６
ＪＳ２００８＿ＫＣ１０９１４１ ＫＣ１０９１４１ 中国 ２００８
ＪＳ２００８＿ＫＣ２１０１４６ ＫＣ２１０１４６ 中国 ２００８
ＳＤ－Ｍ ＪＸ５６０７６１ 中国 ２０１２
ＣＨＧＤ－０１ ＪＸ２６１９３６ 中国 ２０１１
ＬＣ ＪＸ４８９１５５ 中国 ２０１１
ＡＪ１１０２ ＪＸ１８８４５４ 中国 ２０１１
ＢＪ－２０１１－１ ＪＮ８２５７１２ 中国 ２０１１
ＧＤ－Ｂ ＪＸ０８８６９５ 中国 ２０１２
ＧＤ－１ ＪＸ６４７８４７ 中国 ２０１１
ＣＨ－ＦＪＺＺ－９－２０１２ ＫＣ１４０１０２ 中国 ２０１２
ＫＣ１８９９４４ ＫＣ１８９９４４． 中国 ２０１２
ＣＨ－ＦＪＮＤ－３－２０１１ ＪＱ２８２９０９ 中国 ２０１１
ＪＳ－ＨＺ２０１２ ＫＣ２１０１４７ 中国 ２０１２
ＡＨ２０１２ ＫＣ２１０１４５ 中国 ２０１２
ＣＨ－ＺＭＤＺＹ－１１ ＫＣ１９６２７６ 中国 ２０１１
ＸＹ２０１３ ＫＲ８１８８３２ 中国 ２０１４
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２．２　Ｎ基因的序列比对及同源性分析
闽西毒株Ｎ基因核苷酸序列之间的同源性为９９．８％ ～

１００．０％，与 ２６株引用毒株之间的同源性为 ９４．３％ ～
９９．８％。闽西毒株与２０１０年以后中国分离毒株的同源性均
在９９％以上，与２０１３年美国毒株的同源性也均在９９％以上。
由图２可知，经遗传进化分析，３４株毒株可分成３大组，Ⅰ组
包括疫苗株ＣＶ７７７、２株韩国毒株（ＡｔｔｅｎｕａｔｅｄＤＲ１３和ＳＭ９８）
及６株早期中国毒株；Ⅲ组包括２０１３年分离的 ４株美国毒
株、１株韩国毒株、２０１０年后分离的中国流行毒株以及８株闽
西毒株。系统发育分析显示，闽西毒株与经典毒株 ＣＶ７７７、
２０１０年前中国分离毒株以及韩国毒株（ＡｔｔｅｎｕａｔｅｄＤＲ１３和
ＳＭ９８）的亲缘性较远，与２０１０年以后中国分离毒株的亲缘性
较高，与２０１３年美国毒株的亲缘性也较高，说明闽西毒株与
目前国内以及美国流行毒株可能来自同一祖先。

２．３　Ｎ基因的氨基酸结构特征
由表２的序列比对结果可知，Ｎ基因全长为１３２６ｂｐ，编

码４４２个氨基酸，包含１个完整的阅读框架。闽西毒株与疫
苗毒株ＣＶ７７７相比，氨基酸序列仅存在１５处突变。这些突
变位置与２０１０年后的中国变异毒株一致。

３　讨论

在ＰＥＤＶ的ＲＮＡ合成过程中，Ｎ蛋白能与细胞膜磷脂结

合，促进病毒的组装和 ＲＮＡ复制体的形成［９］。另外，在

ＰＥＤＶ的结构蛋白中，Ｎ蛋白所占比例最大，它能在感染的细
胞中大量表达，并且在感染初期，动物体内就能产生较高水平

的抗Ｎ蛋白的抗体［１０］。Ｎ蛋白具有高度保守的特性，可以作
为早期诊断的靶蛋白，可利用 Ｎ蛋白建立 ＰＥＤＶ的分子生物
学诊断技术［１１］。因此，选择 Ｎ基因进行 ＰＥＤＶ遗传进化分
析，有助于了解病毒的流行趋势与进化规律，对于病毒的防控

和疫苗的研制具有重要意义［１２］。本研究收集８株闽西毒株，
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表２　Ｎ基因易变位点

样品
变异位点

８４ａａ １２３ａａ １４２ａａ ２０４ａａ ２４２ａａ ２４２ａａ ２５２ａａ ２５５ａａ ３８０ａａ ３９５ａａ ３９７ａａ ４００ａａ ４１３ａａ ４１６ａａ ４２２ａａ
ＣＶ７７７ Ｇ Ｋ Ａ Ｎ Ｈ Ｒ Ｋ Ｎ Ｌ Ｌ Ｑ Ｅ Ｖ Ａ Ｔ
ＬＹ２０１３０１ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

ＬＹ２０１３０２ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

ＬＹ２０１４０１ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

ＬＹ２０１４０２ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

ＬＹ２０１５０１ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ Ｓ
ＬＹ２０１５０２ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

ＬＹ２０１６０１ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

ＬＹ２０１６０２ Ａ Ｎ Ｔ Ｋ Ｌ Ｋ Ｒ Ｓ Ｐ Ｑ Ｌ Ｄ Ｓ Ｄ —

　　注：Ｇ为甘氨酸，Ａ为丙氨酸，Ｋ为赖氨酸，Ｎ为天门冬酰胺，Ｔ为苏氨酸，Ｈ为组氨酸，Ｌ为亮氨酸，Ｒ为精氨酸，Ｓ为丝氨酸，Ｐ为脯氨酸，Ｑ
为谷氨酰胺，Ｅ为谷氨酸，Ｄ为天门冬氨酸，Ｖ为缬氨酸，Ｓ为丝氨酸。

利用ＰＣＲ扩增获得８株病毒Ｎ基因，使用生物信息学软件进
行系统发育分析，有助于从分子水平阐明闽西 ＰＥＤＶ毒株与
国内外毒株的亲缘关系。

同源性分析结果显示，闽西毒株之间的核苷酸同源性为

９９．８％～１００．０％，与２０１０年后中国分离毒株的进化关系较
近，说明闽西毒株与目前国内流行毒株具有很高的同源性。

然而，闽西ＰＥＤＶ流行毒株与疫苗毒株 ＣＶ７７７的核苷酸同源
性为９４．０％～９５．４％，遗传进化关系较远，提示以 ＣＶ７７７为
免疫原设计的疫苗，在防治 ＰＥＤ方面可能作用不显著，成为
控制ＰＥＤＶ暴发的主要隐患。另外，闽西毒株与２０１３年美国
流行毒株的同源性较高，亲缘性较近，均属于Ⅲ组，说明闽西
流行毒株与２０１０年后中国分离毒株以及２０１３年后美国分离
毒株可能来自同一祖先。并且由遗传进化树可见，早期韩国

毒株（ｖｉｒｕｌｅｎｔＤＲ１３）也处于Ⅲ组，提示该毒株和目前国内外
流行毒株存在着潜在关系，需要进一步分析。８株闽西毒株
Ｎ基因无特有的片段缺失和插入，存在１５处相同突变，这些
突变位点与２０１０年后中国分离毒株的突变位点一致，进一
步证实了闽西毒株属于２０１０年后中国流行毒株，也表明 Ｎ
基因相对保守，在目前国内的流行毒株中基本没有出现

变异。

总之，本研究结果证实闽西 ＰＥＤＶ毒株属于目前国内外
的流行毒株，与疫苗毒株（ＣＶ７７７）的进化关系较远，可能导致
由ＣＶ７７７设计的疫苗对当前流行毒株的保护力不够，不能给
猪群提供很好的免疫保护，因此需要设计有针对性的疫苗来

预防ＰＥＤＶ。并且氨基酸序列分析表明，闽西毒株 Ｎ基因与
疫苗毒株ＣＶ７７７相比存在１５处基因改变，但是与目前流行
毒株相比没有明显变化，证明 Ｎ基因是高度保守的，因而可
以作为疫苗候选基因。本研究结果希望能从分子水平阐明闽

西地区ＰＥＤＶ的遗传进化特征，同时希望为 ＰＥＤＶ疫苗的设
计提供资料基础。
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