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猪流行性腹泻病毒!猪肠道病毒
)

型及猪嵴病毒三重
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检测方法建立及初步应用
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摘
!

要"旨在建立一种同时检测猪流行性腹泻病毒"

1234

#&猪肠道病毒
/

型"

124!/

#&猪嵴病毒"

154

#的三重

67!186

法!并初步应用于临床样品检测'根据
9:-;<-=

中
1234

和
154

基因序列保守区设计
0

对引物!参照文

献合成
%

对
124!/

引物!在同一体系进行
67!186

扩增!对引物浓度&退火温度&灵敏度&特异性等进行优化!应用

该法对采自四川省
.

个猪场
).

份样品进行检测'结果表明引物量分别为
1234&'>

!

?

&

124!/&'0>

!

?

&

154

&@0>

!

?

!退火温度为
>>A

时扩增效果最理想(本方法最低检测量分别为
1234>'/B

CD

&

124!/&'%%

CD

&

154

&@B)

CD

(用该方法对猪瘟病毒&猪繁殖与呼吸综合征病毒&猪圆环病毒&猪萨佩罗病毒&猪博卡病毒&猪环曲病毒&猪

源大肠杆菌&猪源沙门菌&副猪嗜血杆菌&猪链球菌和空肠弯曲杆菌等病原进行
67!186

扩增时!均无非特异性扩

增条带出现'对
).

份腹泻样品的检测结果显示!

1234

感染率为
B.'%E

&

124!/

为
B*'/E

&

154

为
*/'%E

!

*

种

病原在同一样本检出率达
0/'%E

!表明存在混合感染或协同致病的可能(与单项
67!186

法相比!阳性样本的检出

符合率均在
/%E

以上!表明该方法具较高可信度'建立的方法可快速&准确地检测
*

种猪腹泻病毒性病原!为病原

学诊断和分子流行病学调查提供了有效技术支持'

关键词"多重
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猪腹泻病是影响中国养猪业发展的重要原因之

一!近年由腹泻导致猪死亡数逐年上升!据
0&%&a

0&%%

年统计显示中国南部
%&

省腹泻死亡猪数量超

过
%&&

万头!造成严重经济损失+

%

,

'目前研究表明

在引起猪腹泻的病毒性病因中以冠状病毒科猪流行

性腹 泻 病 毒 "

C

#PS$-::

C

$":N$S "$<PPY:< U$PR,

!

1234

#为主!

1234

广泛流行于诸如中国&韩国&泰

国&越南等东南亚地区+

0!*

,

!且在分子流行病学调查

中发现各国流行株遗传进化关系较近!这表明

1234

或在生猪贸易过程中被传播+

)

,

!因此有必要

建立高效&灵敏的检测手段应用于检疫工作'此外!

诸多罕见病原也不断从腹泻粪便中检出!其中包括

小
6HG

病毒科猪肠道病毒 "

C

#PS$-::-[:P#U$PR,

!

124

#&猪嵴病毒"

C

#PS$-:=#TRU$PR,

!

154

#等+

>

,

'

124

是肠道病毒属成员之一!目前已被证实的血清

型共
%*

个!主要经消化道传播!无明显临床表现!其

中
124!/

型可能导致猪产生脑脊髓灰质炎以及消

化道&呼吸道症状!由此推断
124!/

具有条件致病

可能+

.

,

'

154

为嵴病毒属成员!是单股正链
6HG

病毒!主要引起猪&牛和人的病毒性腹泻!该病毒自

0&&B

年在匈牙利首次被发现后世界各地就陆续有

检出报道+

B

,

(张莎等对来自中国
0)

省
0*.

份病料进

行
154

检测发现阳性率为
)0'(>E

!病毒分布几乎

覆盖整个中国大陆+

(

,

'虽然对于此类病毒是否与肠

道疾病腹泻相关尚无确切定论!但有证据表明其在

腹泻病例的检出率较高!推断其对猪胃肠炎有协同

致病作用!故而有进一步研究的必要+

/

,

'为了及时

准确地对四川地区猪腹泻病因进行调查和监测!并

为进一步探索传统腹泻病原和肠道潜在新病原的相

互关系奠定基础!本研究拟首次建立针对
1234

&

124!/

&

154

三病原的多重
67!186

检测法!优化

反应体系及条件!同时验证其特异性和灵敏度!并初

步将该法应用于
).

份腹泻样本的检测'

#

!

材料与方法

#J#

!

毒株!菌株和试剂

猪瘟脾淋苗购自天津瑞普生物技术股份有限公

司(猪繁殖与呼吸综合征病毒
6/(

株"蓝克清#购自

四川民生药业有限责任公司(猪嵴病毒&猪肠道病毒

/

型&猪圆环病毒&猪萨佩罗病毒&猪博卡病毒&猪环

曲病毒阳性核酸样品由上海交通大学兰道亮博士馈

赠(猪流行性腹泻病毒&猪源大肠杆菌
H&*%%

株&猪源

沙门菌
7&)%0

株&副猪嗜血杆菌
H<,<

D

<=$

株&猪
0

型

链球菌
0&%%MB&

株&猪源空肠弯曲杆菌
H&B0&

株由

西南民族大学动物医学教研室传代保存(

<="+/(

3V>

#

由西南民族大学动物医学教研室传代保存'

0b4$

>

186c<,[:Pc$]

&

3?0&&&

购自北京天

根生化科技有限公司(

C

c3%/!7F$N

C

O:

载体试剂

盒!

1P$N:FSP$

C

[

7c

67!1865$[

"

6HG

反转录试剂

盒#购自宝生物工程"大连#有限公司(

2'I'H'G

7c

9:O2][P<S[$#- 5$[

"

30>&%!&%

#和
2'I'H'G

7c

1O<,N$"c$-$5$[

"

3./)0!&%

#购自美国
dN:

D

<

生物

技术公司'

#J!

!

引物

以
9:-;<-=

收录的
123484BBB

株"登录号$

G̀ *>*>%%

#&

154 F!%!VWH

株 "登 录 号$

2WB(B)>&

#基因序列为参考!用
;O<,[

同其他毒株

序列比对分析!用
dO$

D

#.'&

对基因保守区域设计
0

对引物!同时参考文献+

%&

,合成
%

对
124!/

检测引

物!为使各引物在相同条件下扩增具相容性!将引物

4N

值参数范围设定在
>*

$

>>A

!序列见表
%

'引

物均由上海生工生物工程有限公司合成'

#J'

!

样品处理

将本实验室保存的
1234

接种
4:P#

细胞!待
)(

Y

出现规律
812

!将培养物反复冻融
*

次!

%&&&&

P

-

N$-

a%离心
%&N$-

!收集上清!置
a0&A

冻存备用(

)&.
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检测方法建立及初步应用

表
#

!

-A/C

!

-AC

!

-FC

扩增引物

+8G20#

!

+B0

4

>;50>E0

K

D06<0E=3>5D27;

4

20?-.*

引物

1P$N:P

序列"

>e!*e

#

1P$N:P,:

^

R:-S:

"

>e!*e

#

9f8

含量%
E

8#-[:-[#Z9f8

长度%
T

C

?:-

D

[Y

"

T

C

#

1234

G79787GG8997787G7788

77G9G87GGG79GG98G877

)>'>

)>'(

.(%

124!/

8GG98G877879787888899

977G99G77G98898G778G

.%'/

)>'&

*%*

154

78999G879977799G99

8G988989G8787G78GG

>>'.

..'%

)>)

!!

从四川省雅安&眉山&温江&崇州&大邑&邛崃等

地部分规模化养殖场!无菌采集腹泻猪小肠内容物!

置
a(&A

备用'用
&'%N#O

-

?

a%

1;F

缓冲液稀释

样品并充分混匀!静置
%&N$-

!反复冻融
*

次!以

%&&&&P

-

N$-

a%离心
%&N$-

!取上清液待检'

#J$

!

</L:

模板制备

按
6HG$,#

C

OR,

"

7#[<O6HG

提取试剂#说明

书!在病毒细胞培养物或待检样品中依次加入

6HG$,#

C

OR,

&氯仿等!振荡混匀后离心!以无
6HG

酶乙醇沉淀核酸!离心弃上清!待样品干燥后!加入

*&

$

>&

!

?

无
6HG

酶去离子水溶解沉淀!置
a0&

A

保存'

用
1P$N:FSP$

C

[

7c

67!186

试剂盒进行反转

录!体系含总
6HGB

!

?

!

>b;RZZ:P0

!

?

!

#O$

D

#

"

"7

#

&'>

!

?

!

1P$N:FSP$

C

[67<,:&'>

!

?

!反应程

序$

*BA0&N$-

!

(>A>,

!

)A%N$-

'反转录产

物置
a0&A

备用'

#J%

!

单项
-.*

扩增及优化

以
1234

&

124!/

&

154S3HG

为模板!用
*

对

引物分别建立单项
186

检测法!反应体系均为$模

板
%'&

!

?

!

0b186c<,[:Pc$]%0'>

!

?

!上下游引

物各
&'>

!

?

!

""V

0

d%&'>

!

?

!总体积
0>

!

?

'

186

扩增条件$

/)A>N$-

(

/)A*&,

!

>>A*&,

!

B0A

)&,

!

*&

个循环(

B0A

延伸
(N$-

(同时设置不同的

退火温度及引物浓度进行扩增!优化反应条件'

取上述扩增产物各
*

!

?

!在含溴乙锭的琼脂糖

凝胶板上点样!加入
3HG

相对分子质量标准作对

照!以
%*&4

电压电泳
)&N$-

!在凝胶成像仪中观

察结果并拍照'

参照.分子克隆/"第
*

版#

+

%%

,将基因片段克隆

至
C

c3%/!7

载体!分别命名为
C

c3!1234

&

C

c3!

124

&

C

c3!154

!并送样到上海英骏生物技术有限

公司进行测序!用
;O<,[

比对分析结果'

#J&

!

多重
-.*

扩增及优化

同时将
154

&

124!/

&

1234

的
*

对特异性引

物在同一体系中进行
186

扩增'保持酶浓度和缓

冲体系不变!以
*

种引物不同添加量确定各自最适

浓度'扩增条件$

/>A>N$-

(

/>A*&,

!

>>A*&

,

!

B0A)&,

!

*&

次循环(

B0A

延伸
(N$-

'

在优化过程中以最佳引物浓度体系进行扩增!

分别设
>*'%

&

>>

&

>.'B

&

>('%

&

>/'&A>

个退火温度

进行优化反应'

#JM

!

特异性检测

按试验
%')

中方法制备猪瘟脾淋苗&

166F4

6/(

株弱毒株
S3HG

模板(参考文献+

(

,

87G;

法

抽提大肠杆菌
H&*%%

株&猪
0

型链球菌
0&%%MB&

株&猪源沙门菌
7&)%0

株&副猪嗜血杆菌
H<,<

D

<=$

株&空肠弯曲杆菌
H&B0&

株
3HG

置
a0&A

备用(

以
154

&

124!/

&

1234

阳性核酸样品作阳性对照!

无模板反应体系作阴性对照!参照试验
%'.

中优化

的三重
186

反应体系及条件!对上述制备模板和猪

圆环病毒&猪萨佩罗病毒&猪博卡病毒&猪环曲病毒

阳性核酸样品做特异性检验'

#J(

!

敏感性试验

用美国
dc29G

公司质粒抽提试剂盒抽提重

组质粒!在核酸蛋白分析仪中测定各质粒浓度!并将

其等体积混合后进行
>

倍倍比稀释!各取
%

!

?

作模

板进行
186

扩增'

#J)

!

多重
-.*

检测法的比较与初步应用

以本试验建立的单项
67!186

检测法与三重

67!186

检测法同时对
).

份临床粪便样本!分析不

同检测法的结果符合率'

>&.
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!

!

!

结
!

果

!J#

!

单重
-.*

检测法的建立

以
1234

&

124!/

&

154S3HG

为模板!将
*

对

引物按不同浓度及退火温度进行
186

扩增(结果显

示!

1234

引物的最佳反应体系及条件为引物量

&@>

!

?

!退火温度
>%'*A

(

124!/

在引物量为
&'0

!

?

!退火温度
>>A

时反应效果最佳(

154

在
&'0>

!

?

!退火温度
>>A

时效果最佳"图
%

#'将扩增产物

回收并克隆后的重组质粒
C

c3!1234

&

C

c3!124

&

C

c3!154

送样到上海英骏生物技术有限公司测序

后!进行
;O<,[

比对!结果表明目的基因与参考序列

相似性均达
/.E

以上'

c'3?0&&&

相对分子质量标准(

%'124!/186

产物(

0'

154186

产物(

*'1234186

产物

c'3?0&&&3HG N<P=:P

(

%'7Y:<N

C

O$Z$S<[$#-

C

P#"RS[,

#Z124!/

(

0'7Y:<N

C

O$Z$S<[$#-

C

P#"RS[,#Z154

(

*'7Y:

<N

C

O$Z$S<[$#-

C

P#"RS[,#Z1234

图
#

!

单项
-.*

扩增产物电泳

N;

@

J#

!

-.*

4

>39D<7E3=7B>00

4

8;>E3=

4

>;50>E

!J!

!

三重
-.*

条件优化

固定退火温度在
>>A

!于同一反应体系优化
*

对引物浓度!结果表明
1234&'>

!

?

&

124!/&'0>

!

?

&

154&'0>

!

?

时扩增效果最理想(同时固定引

物浓度!设
>*'%

&

>>

&

>.'B

&

>('%

&

>/'&A>

个退火温

度进行优化!结果表明退火温度为
>>A

时
186

扩

增效果最佳"图
0

#'

!J'

!

三重
-.*

特异性检测

用已优化的
186

反应体系及条件对猪瘟病毒&

猪繁殖与呼吸综合征病毒&猪圆环病毒&猪萨佩罗病

毒&猪博卡病毒&猪环曲病毒&猪源大肠杆菌&猪源沙

门菌&副猪嗜血杆菌&猪
0

型链球菌&空肠弯曲杆菌

c'3?0&&&

相对分子质量标准(

%

$

>'

退火温度
>*'%

&

>>

&

>.'B

&

>('%

&

>/'&A

时
186

反应结果

c'3?0&&& 3HG N<P=:P

(

%!>'186 <N

C

O$Z$S<[$#- <[

>*@%

!

>>

!

>.'B

!

>('%

!

>/'&AP:,

C

:S[$U:O

Q

图
!

!

多重
-.*

退火温度优化

N;

@

J!

!

O

4

7;5;P87;363=866082;6

@

705

4

0>87D>03=5D27;

4

20

-.*

的
S3HG

或
3HG

模板进行扩增!以
1234

&

124!

/

&

154

核酸样本作为阳性对照'结果表明除阳性

对照外!其余泳道均无扩增条带出现"图略#'

!J$

!

三重
-.*

敏感性检验

敏感性试验结果表明!将
>

倍倍比稀释的混合

质粒样品按试验
%'.

中优化条件进行和
186

扩增

时!最低能检测到
*

种质粒模板量分别为
1234

>@/B

CD

!

124!/&'%%

CD

!

154&'B)

CD

"图
*

#'

c'3?0&&&

相对分子质量标准(

%'

原质粒模板(

0

$

%%'

分

别为质粒模板
>

%

$

>

%&倍稀释后
186

结果

c'3?0&&&3HG N<P=:P

(

%'1O<,N$",[:N

C

O<[:

(

0!%%'

1O<,N$",[:N

C

O<[:"$OR[:"Z#P>

%

!

>

0

!

>

*

!

>

)

!

>

>

!

>

.

!

>

B

!

>

(

!

>

/

<-">

%&

!Z#O"P:,

C

:S[$U:O

Q

图
'

!

多重
-.*

敏感性检测结果

N;

@

J'

!

Q06E;7;1;7

H

>0ED27E3=7B05D27;

4

20-.*9070<7;36

!J%

!

多重
-.*

检测法的比较与初步应用

用单项
67!186

法和三重
67!186

法同时对

临床采集的
.

个猪场
).

份猪腹泻样品进行检测!结

果显示!

*

种病原的阳性率分别为
1234B.'%E

&

.&.



!

)

期 任玉鹏等$猪流行性腹泻病毒&猪肠道病毒
/

型及猪嵴病毒三重
67!186

检测方法建立及初步应用

154*/'%E

&

124!/B*'/E

(其中未检出
1234

的

腹泻样品中均有
154

和
124!/

检出!提示
154

和

124

可能与猪腹泻相关(

0

种方法对
).

份粪便样品

检出符合率分别为
1234%&&E

&

124!//%E

&

154

/)E

!表明所建立的三重
67!186

法具较高可信度

"表
0

#'

表
!

!

临床样本检测结果

+8G20!

!

+B09070<7;363=<2;6;<82E85

4

20E

样品来源

F<N

C

O:,#RPS:

总数%份

F<N

C

O:S#R-[,

1234 124!/ 154

G ; G 8 G 3

雅安市
J<

0

<-8$[

Q

/ / / ( B > >

眉山县
c:$,Y<-3$,[P$S[ B B B B B % %

崇州县
8Y#-

D

_Y#R3$,[P$S[ * 0 0 & & 0 %

温江区
M:-

+

$<-

D

8#R-[

Q

/ 0 0 ( . ) )

大邑县
3<

Q

$3$,[P$S[ . ) ) > > 0 0

邛崃区
K$#-

D

O<$8#R-[

Q

%0 %% %% . . ) )

G'

三重
67!186

法检出阳性样本(

;'1234

单项
67!186

法检出阳性样本数(

8'124!/

单项
67!186

法检出阳性样本数(

3'

154

单项
67!186

检出阳性样本数

G'7Y:-RNT:P,#Z

C

#,$[$U:,<N

C

O:,":[:S[:"T

Q

[P$

C

O:]67!186

(

;'7Y:-RNT:P,#Z

C

#,$[$U:,<N

C

O:,":[:S[:"T

Q

67!186#Z

1234

(

8'7Y:-RNT:P,#Z

C

#,$[$U:,<N

C

O:,":[:S[:"T

Q

67!186#Z124!/

(

3'7Y:-RNT:P,#Z

C

#,$[$U:,<N

C

O:,":[:S[:"T

Q

67!

186#Z154

'

!

讨
!

论

导致猪腹泻的病原繁多!流行病学调查资料显

示
1234

是近年病毒性腹泻的主要因素之一+

%

,

!该

病毒主要经粪口途径传播!在胃和小肠黏膜上皮细

胞内增殖+

%0

,

(

1234

复制周期起始于被
F

蛋白活化

的融合肽与细胞内成分融合介导的病毒侵入过程!

释放具感染性的基因组
6HG

进入细胞质!其后病

毒
d6̀ %<T

翻译成多聚前体蛋白!在
1?1

和
c

C

P#

蛋白酶作用下参与病毒基因组复制'研究发现被

1234

感染细胞表现出
%

型干扰素产生水平较低现

象!推测其可能是通过抑制
X6̀ *

活化从而负调节

X̀ H!

&

表达通路+

%*

,

'在与
1234

同科属的
FG6F

病毒研究中还发现如
1?

C

P#

等蛋白对
X̀ H

的拮抗

作用+

%)

,

'此外!

12341?1

蛋白酶也具有去泛素酶

"

3W;

#活性和宿主干扰素拮抗活性'故
1234

存

在多种逃避和拮抗宿主抗病毒天然免疫反应的复杂

机制'

124

也是肠道常见病毒!在健康和患病猪中均

有检出报道'研究发现在病猪肠道中有
124

复制!

特别是结肠和回肠病毒滴度较高!但常以亚临床表

现为主+

%&

,

(

154

是近年新发现的一类与腹泻相关

的肠道病毒!在世界各地检出
154

阳性率
%.'BE

到
//'&E

不等+

%>!%.

,

'本试验利用建立的三重
67!

186

法对
).

份腹泻样品进行检测!结果表明!在

1234

阳性样本中!

154

和
124!/

检出率分别为

*0'BE

和
(/'>E

!其中同一病料
*

种病原同时存在

的样品阳性率达
0/'%E

(由此推断病原间存在协同

致病的可能!这与
1234

感染引起的宿主细胞免疫

抑制可能存在联系!例如在病毒对
X̀ H!

&

表达通路

的负调节和
1?1

去泛素化作用下拮抗细胞干扰素

产生!从而抑制宿主细胞抗病毒免疫!而免疫抑制作

用可能促进猪只隐性携带
124!/

&

154

增殖水平上

升!从而加剧感染和胃肠道损坏'因此!有必要进一

步对腹泻相关肠道病毒间协同致病机理进行深入探

讨'

本研究以
123484BBB

株&

154F!%!VWH

株

基因序列为参考!经序列同源性&特异性分析!对基

因保守区域分别设计特异性引物!同时参考文献合

成一对
124!/

特异性引物!将
*

对引物在同一体系

进行多重
186

扩增(经优化在引物量分别为
1234

&'>

!

?

&

124!/&'0>

!

?

&

154&'0>

!

?

!退火温度

>>A

时
186

扩增效果最佳(在特异性试验中对常

见猪病原和诸如猪萨佩罗病毒&猪博卡病毒&猪环曲

病毒等新报道的猪肠道病原进行
67!186

检测!均

B&.
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!

无扩增条带出现!表明初步建立的多重
67!186

法

特异性良好(敏感性试验结果显示该法可同时检测

质粒模板量分别为
1234>'/B

CD

&

124!/&'%%

CD

&

154&'B)

CD

!表明该法具较高灵敏度'将该三重

67!186

法应用于临床粪便样品的检测!与已报道

的单项
67!186

法进行比较!结果表明粪便中

1234

阳性率为三者中最高!各方法检出结果符合

率均高于
/%E

!提示该法应用于临床样本检测具可

行性!为进一步深入探讨传统腹泻病原和肠道潜在

新病原相互关系奠定了基础'

$

!

结
!

论

本试验首次建立了
1234

&

124!/

&

154

三重

67!186

检测法!对其他多种猪常见病原均不检出(

应用于
).

份临床样本检测!与单项
67!186

法相

比!阳性样本符合率均达
/&E

以上!具较高可信度'

该检测法可应用于新的猪腹泻病原分子流行病学调

查和疾病的诊断'
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