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猪传染性胃肠炎病毒江苏株的分离与
鉴定及其 S基因序列分析
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摘要:应用 ST细胞，从临床上表现为腹泻症状的病死仔猪肠内容物中分离得到一株病毒，并对该病毒进行 ＲT-
PCＲ，直接免疫荧光与动物回归等试验，证实该病毒为猪传染性胃肠炎病毒( TGEV) ，命名为 JS2012 株。应用 PCＲ 方
法克隆出其初代( P1TS) 与 50 代( P50TS) 的 S基因片段，进行序列测定，并将该基因序列与已发表的 18 个不同来源的
TGEV毒株进行同源性和亲缘关系的比较分析。结果表明，各毒株间核苷酸同源性为 96． 0% ～ 99． 9%，氨基酸的同源
性为 96． 5% ～ 99． 9%。TGEVJS201PITS株与中国江苏省 HN2002 株和美国 Miller M6 亲缘较近，表明不同地区分离毒
株的 S基因差异不大，而与 P1TS相比，P50TS的 S基因在 1 124 ～ 1 129 位置有 6 个碱基的缺失，对比发现，这种变异
接近于弱毒株 Purdue P115 株所发生的变异，提示所发生的缺失可能与病毒毒力的减弱相关。
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Isolation and Identification of Porcine Transmissible Gastroenteritis Virus JS2012
Strain and Clone and Sequence Analysis of Its S Complete Genome
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YU Zheng-yu，HE Kong-wang

( Institute of Veterinary Medicine，Jiangsu Academy of Agriculture Sciences，Key Laboratory
of Animal Diseases Diagnostic and Immunology，Ministry of Agriculture，Nanjing 210014，China)

Abstract: By serial passaging on ST cells，a transmissible gastroenteritis virus( TGEV) strain( TGEV JS2012) was
obtained from intestinal contents of died piglets with clinical diarrhea symptom． This virus was proved to be TGEV by
ＲT-PCＲ，direct immunofluorescence and animal regression test． The S gene of TGEV JS2012 strain primary aassages
( P1TS) and the fiftith passages( P50TS) ，were amplified by PCＲ and then sequenced． Comparison of the S gene se-
quences of P1TS and P50TS with 18 published TGEV strains with different origins showed that they can share 96． 0% －
99． 9% homology of nucleotide sequences and 96． 5% －99． 9% homology of amino acids． Furthermore，the results of
the phylogenetic tree analysis demonstrated that there was a close genetic relationship between P1TS strain and
HN2002 or Miller M6 strain isolated from China and America respectively． Generally the result indicated the varia-
tion of S gene between strains of different origins was not so obvious． The result also showed that a deletion of six
bases happened in 1 124 － 1 129 location of the S gene of P50TS seemed to be similar to Purdue P115 strain which
is an attenuated strain，indicating this deletion perhaps is related to the reduced virulence of TGEV．
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猪传染性胃肠炎( ( Porcine transmissible gastro-
enteritis，TGE) 是猪的一种具有高度接触传染性的
病毒性疾病，临床症状为严重腹泻、呕吐和脱水，不

同年龄和品种的猪都易感，但 2 周以内仔猪的病死
率很高，5 周以上的猪很少死亡。1946 年，在美国
Doyle等确定本病的病原体为病毒，并作了比较详细
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的报道［1］。此后，世界上许多国家相继报道了本
病［2］。我国从 60 年代起就有 TGE 的报道，此病在
猪场中广泛流行，给养猪业造成了很大的经济损失。
TGEV有 4 个主要结构蛋白，分别为 S 蛋白( 纤突蛋
白) 、M蛋白( 膜蛋白) 、N 蛋白( 核蛋白) 和 sM 蛋白
( 小膜蛋白) ［3］。其中编码 S 蛋白的 S 基因全长约
4 300 bp，S蛋白位于病毒粒子表面，能黏附于宿主
细胞受体并通过细胞融合渗入细胞，并且可以刺激

和诱导中和抗体的产生［4 － 6］。此外，S 蛋白对病毒
的毒力、组织嗜性、受体结合位点、血凝性等生物活
性功能起着重要作用［7 － 9］，而且大量的研究证明，S
基因包含 A、B、D、C 这 4 个主要的抗原位点，不同
的 TGEV分离株 A、B、D位点高度保守，C 位点稍有
差异［7］。所以，S 蛋白在 TGEV 基因工程疫苗和诊
断技术等方面研究中是最重要的一个靶蛋白。
本试验采集江苏盐城某猪场腹泻仔猪的小肠病

料，通过 ＲT-PCＲ检测 TGEV 阳性，并在 ST 细胞上
传代分离，对分离的病毒进行鉴定，同时对其初代与

适应细胞后 50 代的 S基因进行了扩增、克隆及序列
对比分析，以期为该病毒在致病、疫苗免疫，诊断以
及分子生物学等方面的研究奠定一定的基础。

1 材料和方法
1． 1 细胞、菌株、多抗
猪睾丸细胞( ST，ATCC) 、大肠杆菌 DH5α、Anti-

TGE-FITC( VMＲD) ，由农业部兽用生物制品工程技
术重点实验室保存。
1． 2 主要试剂与培养基

Trizol LS Ｒeagent 为美国 Invitrogen 公司产品;
反转录酶( AMV) 、ＲNA 酶抑制剂( ＲNasin ) 、dNTP
为美国 Promega 公司产品; AxyPrepTM Plasmid Mini-
prep kit、Agarose Gel DNA Purification Kit 购自 Axy-
gen 公司; pMD18-T 载体克隆试剂盒、DNA Marker
DL 2000 等均购自 TaKaＲa 公司; HSTMMix 购自东盛
公司; DMEM 培养基为 GIBCO 公司产品。
1． 3 病毒分离
1． 3． 1 腹泻病料的处理 将采集到江苏某猪场临
床上表现为腹泻症状的病死仔猪肠内容物病料，加

入 PBS 液，用研钵研碎，制成 1 ∶ 5 的悬液，冻融 3
次，12 000 r /min 离心 10 min，取上清液，用直径为
0． 22 μm的一次性滤器过滤除菌，滤液置 － 80 ℃保
存备用。
1． 3． 2 病毒的培养与病毒细胞半数感染量
( TCID50 ) 的测定 将过滤除菌的上述病毒液与 10
μg /mL DMEM等量混合接种于长满单层的 ST 细

胞，于 37 ℃吸附 1 h后加入细胞维持液( DMEM 2%
FBS) ，置 37 ℃培养箱培养 3 ～ 5 d，收获细胞培养
液，冻融 3 次，再盲传多代，每次传代前将细胞培养
液 2 500 r /min 离心 5 min，除去细胞碎片。病毒连
续传代后对其 10，20，40，50 代进行病毒细胞半数感
染量( TCID50 ) 的测定

［1］。
1． 4 病毒的鉴定
1． 4． 1 直接免疫荧光试验 将分离的病毒接种于
生长良好，长成单层的 ST细胞瓶中，37 ℃吸附 1 h，
37 ℃培养箱培养 24 h左右，待有细胞病变但细胞未
脱落时停止培养，按照 Anti-TGE-FITC 多抗说明书
进行直接免疫荧光试验。丙酮常温固定; 加一抗，
37 ℃孵育 30 min; PBS 漂洗; 甘油与 PBS1 ∶ 1 液封
闭; 荧光显微镜下观察。
1． 4． 2 ＲT-PCＲ 扩增 病毒总 ＲNA 的提取: 取分
离的病毒液 200 μL 加入 TＲIzol 800 μL，振荡混匀
后，室温放置 5 min，加入氯仿 200 μL，剧烈振荡后，
室温放置 10 min，4 ℃ 12 000 r /min，离心 10 min，取
上清，加入等量异丙醇，混匀，－ 20 ℃放置 2 h 以
上，4 ℃ 12 000 r /min 离心 15 min，去上清，沉淀用
1 mL 75%的无 ＲNA 酶的乙醇洗涤，4 ℃ 7 500 r /min
离心 5 min，弃上清，室温干燥 ＲNA 沉淀 20 min，加
入 DEPC水 20 μL，使充分溶解，－ 20 ℃冻存备用。
引物的设计与合成: 引物设计参照 GenBank 上

登录的 TGEV Purdue 毒株( DQ811789 ) 基因 cDNA
序列，利用 Primer 软件设计 4 对引物( 引物由上海
英骏基因公司合成) ，由于 S 基因长达约 4． 3 kb，一
次扩增出此片段有难度，故将其分成 4 个相互有交
叠的基因片段( S1、S2、S3、S4 ) 分别进行扩增测序，
然后将其进行拼接，得到完整的 TGEV S 基因。S1、
S2、S3、S4 基因片段大小依次为 1 117，1 039，1 456，
1 311 bp。TGEV S1、S2、S3、S4 基因引物见表 1。

S1、S2、S3 和 S4 基因的克隆与测序: ＲT 反应:
按 20 μL体系进行: 10 ×反转录缓冲液 2 μL，dNTP
( 10 mmol /L) 2 μL，MgCl2 ( 25 mmol /L) 3 μL，ＲNasin
0． 5 μL，AMV 反转录酶 0． 5 μL，随机引物 1． 0 μL，
ＲNA 4 μL，加无 ＲNA酶的 ddH2O( DEPC水) 至终体
积为 20 μL 瞬间离心混匀。反应条件: 25 ℃反应
15 min，42 ℃孵育 60 min，95 ℃ 5 min，cDNA产物于
－ 20 ℃保存备用。

PCＲ反应: 在 25 μL 反应体系中，2 × HSTM Mix
12． 5 μL，每个片段引物对 0． 5 /0． 5 μL，cDNA 2 μL，
加无 ＲNA 酶的 ddH2O ( DEPC 水) 至终体积为
25 μL。反应条件: 95 ℃预变性 5 min; 94 ℃ 45 s，退
火 45 s，72 ℃ 1 min 30 s，38个循环; 72 ℃延伸 10 min。
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其中扩增 S1、S2、S3、S4 片段的引物对所对应的退火
温度分别为 52，54，54，54 ℃。其他条件不变。PCＲ
产物于 1%琼脂糖凝胶电泳观察。S1、S2、S3 和 S4
片段的 PCＲ产物用胶回收试剂盒纯化，然后分别与
pMD18-T载体连接，转化 E． coli DH5α 感受态细胞，
涂布含氨苄青霉素( 50 μg /mL) LB 平板，37 ℃培养

12 h，挑取单个菌落接种含氨苄青霉素( 50 μg /mL)
的 LB液体培养基，37 ℃摇菌 12 h，菌落 PCＲ 鉴定
阳性克隆。选样送至上海英骏有限公司进行测序，
应用 DNAstar 中 的 Seqman 完 成 拼 接，得 到
TGEVJS2012 的初代 P1TS、传代后 50 代 P50TS毒株
S基因的全基因序列。

表 1 引物序列
Tab． 1 Sequences of all primers

引物
Primer

引物序列
Sequence of PCＲ primer

PCＲ产物长度 /bp
Length of PCＲ product

退火温度 /℃
Annealing temperature

SF1 5'-ATTGGATTACTAAGGAAGGGT-3' 1 117 52
SＲ1 5'-TTAAGGTTGAACCTAATGACG-3'
SF2 5'-ATAGCTCCACGTTGGTTAGTG-3' 1 039 54
SＲ2 5'-ACAGGACTCAACGACAAACAG-3'
SF3 5'-TACTTGTCCTTTCTCATTTG-3' 1 456 54
SＲ3 5'-AAGACCTCGTGATGTTTGAT-3'
SF4 5'-GCTCTACAAACTGATGTATTG-3' 1 311 54
SＲ4 5'-CTGTAATGACTCGTAAGTTTA-3'

1． 4． 3 S 基因核苷酸与氨基酸序列分析
TGEVJS2012 的初代 P1TS、传代后 50 代 P50TS毒株
S基因的全基因序列，结合 GenBank 中所选取的有
代表性的 18 株 TGEV 参考毒株的 S 基因的全基因
序列( 表 2 ) ，应用 DNAstar 分析各毒株核苷酸及氨
基酸的同源性。并绘制了 S 基因序列系统进化树。
使用 CLUSTALW 方法，将 TGEVJS2012 P50TS 和弱
毒株 Purdue P115 与其相对应的初代 P1TS，virulent

Purdue S蛋白的氨基酸序列进行比较，分析病毒传
代后氨基酸变异情况。
1． 4． 4 动物试验 取未吃初乳的血清 TGE 抗体为
阴性初生仔猪 6 头，随机分为 3 组隔离饲养，分离株
第 10 代攻毒组 2 头，第 50 代攻毒组 2 头，对照组 2
头。将病毒液经口服接种，接种剂量为 10 000
TCID50，对照组仔猪用同样的方法接种无血清的

DMEM 2 mL，观察病毒对仔猪的致病性。
表 2 主要毒株来源

Tab． 2 The source of Main strain

毒株
Strains

登录号
GenBank number

来源
Source

毒株
Strains

登录号
GenBank number

来源
Source

WH-1 HQ462571 中国 武汉 HN2002 AY587882 中国 江苏

H EU074218 中国 哈尔滨 TSX DQ001167 中国 陕西

H16 FJ755618 中国 哈尔滨 TS DQ201447 中国 兰州

TH-98 AF494337 中国 哈尔滨 PUＲ46-MAD AJ271965 美国

AYU2009 HM776941 中国 上海 SC-Y DQ443743 中国 四川

TOY56-165 M94103 西班牙 TO14 AF302263 日本

X53128 FS77270 英国 TFI Z35758 台湾

Purdue P115 DQ811788 美国 virulent Purdue DQ811789 美国

Miller M60 DQ811786 美国 Miller M6 DQ811785 美国

P1TS TGEVJS2012 分离株初代 中国 江苏 P50TS TGEVJS2012 分离株 50 代 中国 江苏

2 结果与分析
2． 1 病毒分离与培养
经处理后的疑似 TGVE病毒液接种 ST细胞，在

ST细胞上盲传 3 代后开始出现细胞病变( CPE) ，产
生病变的时间随传代代次的增加而缩短，从开始的

5 d缩短至 1 d。并从第 10 代 CPE 开始稳定。CPE
表现为: 细胞开始变圆、变亮，折光性增强，随着时间

的推移，细胞出现融合，固缩，堆积成小丘状，视野变

暗，颗粒明显增多，细胞慢慢脱落，最后完全脱壁。
2． 2 病毒 TCID50的测定

纯化培养的病毒在不同的代次接种 ST 细胞测
定的 TCID50不同，10，20，40，50 代接种 ST 细胞测定
的 TCID50分别为 103． 75 /0． 1，105． 5 /0． 1，105． 875 /0． 1，
107． 275 /0． 1 mL。
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2． 3 病毒的鉴定
2． 3． 1 直接免疫荧光试验 病毒接种 ST细胞 20 h
后，直接免疫荧光方法检测结果显示: 感染病毒的阳

性细胞呈现绿色的荧光，均匀散在分布，病毒的抗原

主要集中在细胞核周围的细胞质中，而细胞核不染。
阴性对照细胞正常，未见绿色荧光( 图 1) 。

A．感染病毒的 ST细胞( 400 × ) ; B．未感染病毒的 ST细胞( 400 × ) 。
A． ST cell infected by virus; B． Non-infected ST cell．

图 1 直接免疫荧光检测结果
Fig． 1 The detection results of DFA

2． 3． 2 ＲT-PCＲ 鉴定 分离的 TGEVJS2012 病毒
S1、S2、S3、S4 基因片段扩增产物在 1%琼脂糖上电
泳后在紫外灯下观察，可以见到清晰的与预计大小

相仿的条带，与设计的预期结果完全相符且目的带

特异性较高( 图 2) 。

M． DNA Marker DL2000;1． TGEVS1;2． TGEVS2;3． TGEVS3;4． TGEVS4．

图 2 TGEV S1、S2、S3、S4 基因片段 ＲT-PCＲ电泳图
Fig． 2 Agarose gel electrophoresis of TGEV

S1，S2，S3，S4 segmeng by ＲT-PCＲ

2． 4 S基因核苷酸序列与氨基酸序列分析
测序结果表明，TGEVJS2012的初代 P1TS S蛋白

基因全长 4 351 nt，P50TS S 蛋白基因全长 4 345 nt，
P50TS在 S基因 1 124 ～1 129位缺失 6个核苷酸( T、
A、A、T、G、A) ，还有 54 处核苷酸的突变，两者之间核
苷酸的同源性为 98． 6%，氨基酸的同源性为 98． 2%，
与其他 18株参考毒株同源性分别为 97. 0% ～99． 9%
和 96． 2% ～ 99． 7%，氨基酸的同源性为 97． 5% ～
99. 8%和 97． 0% ～ 99． 7%。从而证明本实验室所分
离的毒株为 TGEV。各毒株间核苷酸同源性为
96. 0% ～ 99． 9%，氨基酸的同源性为 96． 5% ～
99. 9%。表明不同地区分离毒株的 S基因差异不大。
2． 5 S基因系统进化树分析
如图 3 所示，来自英国的 X53128，来自中国陕

西 TSX和来自台湾 TFI这 3 株分别形成独立的进化
分支，TGEVJS2012 分离株初代 P1TS 与毒株 H，
H16，Miller M60，Miller M6，HN2002 TS 组成一个
大的分支，TGEVJS2012 分离株 50 代 P50TS 与 Pur-
due 株、Purdue115 弱毒株、SC-Y、WH-1、TH-98、
PUＲ46-MAD、AYU2009 共同组成另外一个大的分
支，TGEVJS2012 分离株初代 P1TS 与 50 代 P50TS
分属于不同的分支，TGEVJS201P1TS 株与中国江苏
HN2002 株和美国 Miller M6 亲缘较近，，而在 ST 细
胞上连续传代 50 代后其核苷酸多处发生突变，
P50TS株与 Purdue115 弱毒株同源性较高，处于同
一分支。

标有箭头的毒株为分离毒株 TGEVJS2012 P1TS、P50TS。
Arrows shows the strains of isolates TGEVJS2012 P1TS，P50TS．

图 3 TGEVJS2012 分离株的 S基因组系统进化树
Fig． 3 Phylogenetic tree base on the S gene Nucleotide

sequences of TGEVJS2012 Isolates

2． 6 TGEVJS2012 和 Purdue 株 S 蛋白氨基酸的
位点差异分析

将 TGEVJS2012 P50TS 和弱毒株 Purdue P115
与其相对应的初代 P1TS，virulent Purdue S蛋白的氨
基酸序列进行比较分析，结果表明: TGEVJS2012
P50TS相比于其初代，S 蛋白的氨基酸总共有 32 个
氨基酸的点突变，弱毒株 Purdue P115 和其初代 vir-
ulent Purdue 比较，发现有 23 个氨基酸位点发生突
变，在这 2 组对应的突变中，有 9 个位点突变相同，
即 32( H-Q) 、208 ( L-F) 、376 ( D-缺失) 、403 ( L-H) 、
496 ( L-I ) 、562 ( N-H ) 、585 ( S-A ) 、675 ( L-V ) 、110
9( I-T) ，TGEVJS2012 P50TS 与 Purdue P115 在 375，
376 位点有相同的 2 个氨基酸的缺失( 表 3) 。
2． 7 动物试验
第 10 代攻毒组 2 头仔猪在接种病毒 20 h 后出

现典型的水样腹泻症状、呕吐; 第 50 代攻毒组 2 头
接种病毒 44 h后才出现水样腹泻症状; 对照组仔猪
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均表现正常。对发病仔猪进行剖解观察，病变特征
为: 肠管高度扩张，充满黄色液体，小肠壁透明稀薄，

空肠、回肠绒毛明显萎缩，肠壁变薄，肠黏膜皱褶减

少，肠内容物多呈液状、腥臭。利用 ＲT-PCＲ 方法检
测试验的 6 头仔猪的肠内容物发现，攻毒组均为病
毒阳性，对照组呈阴性。

表 3 TGEVJS2012 和 Purdue株 S蛋白氨基酸的位点差异分析
Tab． 3 Amino acid differences in sproteins of TGEV JS2012 and purdue strains

氨基酸
位置

毒株
Strains

氨基酸
位置

毒株
Strains

aa Position P1TS P50TS
Virulent
Purdue

Purdue
P115

aa Position P1TS P50TS
Virulent
Purdue

Purdue
P115

32* H Q H Q 496* L I L I
48 S P P P 536 G G D G
72 N D D D 562* N H N H
86 L V V V 585* S A S A
97 S L W W 590 V I I I
100 K Ｒ Ｒ Ｒ 621 F L L L
184 A E E E 649 D E E E
208* L F L F 675* L V L V
218 T V V V 815 L F F F
316 S S X S 942 E E G E
375 N － Y － 951 D H H H
376* D － D － 967 A D D D
384 S F F F 977 V A V V
389 M I I I 1007 D G G G
403* L H L H 1109* I T I T
417 P P P L 1234 P A A P
418 I S S S 1239 S L S S
487 Y H H H 1243 Ｒ C Ｒ Ｒ

注: * ．表示 9 个相同位点突变。
Note: * ． Indicates nine identical mutation．

3 讨论
本研究应用 ST细胞从临床表现腹泻的病死仔

猪肠内容物分离到 1 株病毒，经病毒血清学试验、
ＲT-PCＲ鉴定、基因序列测定和比较，确认该分离毒
为猪传染性胃肠炎病毒，命名为 TGEVJS2012 株。
并对第 8 代的该病毒进行外源病毒检测，主要包括
猪流行性腹泻病毒( PEDV) 、轮状病毒( ＲV) ，猪瘟
病毒 ( CSFV ) 、猪繁殖呼吸障碍综合症病毒
( PＲＲSV) 、猪细小病毒( PPV ) 、猪圆环病毒Ⅱ型
( PCV-2) 、猪伪狂犬病毒( PＲV) ，用上述病毒的特异
性引物进行了 PCＲ 鉴别扩增，结果均为阴性，排除
了分离毒中其他病毒混合的可能性。目前，该病毒
在 ST 细胞上已连续传代到 50 代，TCID50在传代的

过程中逐步升高，已经达到 107． 275 /0． 1 mL，为将来
TGEV疫苗的制备提供了有利条件。

TGEV S基因的突变与病毒的发病机制、毒力、
免疫反应及亲嗜性有关，其表达的 S 蛋白是决定该
病毒宿主和组织嗜性的关键蛋白质，在病毒感染过

程中发挥极其重要的作用［8 － 11］。因此，对 S 基因进
行遗传变异分析，将有助于研究 TGEV 的遗传演化

规律和毒力改变的致病机制，具有较大的研究价值。
本试验对 TGEV JS2012 株 S 基因的全基因序

列进行测序，并与 GenBank 上发表的来自不同地方
18 个 TGEV毒株的 S 基因全基因序列进行亲缘关
系的比较，结果表明，分离株 TGEVJS2012 的初代
P1TS、传代后 50 代 P50TS 之间核苷酸的同源性为
98． 6%，氨基酸的同源性为 98． 2%，与其他 18 参考
毒株核苷酸同源性分别为 97． 0% ～ 99． 9% 和
96. 2% ～99． 7%。氨基酸的同源性为 97． 5% ～99． 8%
和 97． 0% ～99． 7%。从而证明本实验室所分离的毒
株为 TGEV。各毒株间核苷酸同源性为 96． 0% ～
99． 9%，氨基酸的同源性为 96． 5% ～ 99． 9%。表明
不同地区分离毒株的 S基因差异不大。

S基因序列系统进化树表明: TGEVJS2012 分离
株初代 P1TS与毒株 H，H16，Miller M60，Miller M6，
HN2002 TS 组成一个大的分支，TGEVJS201P1TS 株
与中国江苏HN2002株和美国Miller M6亲缘较近;在
ST细胞上连续传代 50 代后其核苷酸多处发生突变，
P50TS株与 Purdue115 弱毒株、SC-Y、WH-1、TH-98、
PUＲ46-MAD、AYU2009 共同组成另外一个大的分
支，这 7 个毒株在 S 基因的 1 124 ～ 1 129 位置较其
他的参考毒株以及 TGEVJS2012 P1TS 基因相应部
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位缺失 6 个核苷酸( 即 T、A、A、T、G、A) 。先前有文
献［12］报道: 在弱毒株 Purdue P115 S 基因( nt 1 122
to 1 127，aa 375 ～ 376) 有 6 个碱基的缺失，而在其初
代 Virulent purdue 则没有，这 6 个碱基可能与病毒
的毒力减弱有关，弱毒株 PUＲ46-C8 和 PUＲ46-MAD
也有同样的缺失，而在强毒株 PUＲ46-C11 则无此缺
失。本研究中 TGEVJS2012 传代后 50 代 P50TS 相
比于其初代 P1TS，在相同的位置也有同样的缺失，这
预示着 P50TS在基因水平上有着毒力减弱的趋势。

TGEVJS2012 P50TS和弱毒株 Purdue P115 与其
相对应的初代 P1TS、virulent Purdue S蛋白的氨基酸
序列比较分析，细胞适应株相对于其初代都发生许

多氨基酸位点的突变，在这 2 组对应的突变中，有 9
个位点突变相同，即 32( H-Q) 、208 ( L-F) 、376 ( D-缺
失) 、403 ( L-H) 、496 ( L-I) 、562 ( N-H) 、585 ( S-A) 、
675 ( L-V ) 、1 109 ( I-T ) ，TGEVJS2012 P50TS 与
Purdue P115 在 375，376 位点有相同的 2 个氨基酸
的缺失。其中 562( N-H) 、585 ( S-A) 在 S 蛋白 A 抗
原位点( aa538 ～591) ，以及氨基肽酶受体的位置( aa
522 ～ 744) ［7，13］，表明这些变异对病毒与动物细胞受
体的结合或中和抗体的产生可能有很大的影响。动
物试验表明，P50TS 与 P1TS 接种仔猪后，仔猪的发
病时间明显滞后，证实了 P50TS 毒力有所减弱。但
是，是否还有其他基因的变异，从而导致病毒致病力

的减弱，需要进一步的研究。
中国猪传染性胃肠炎病毒的疫苗株 H165 是野

毒株 H16 在体外通过传代而来，两者在基因组序列
上无碱基缺失或插入，但 H165 菌株与菌株 H16 相
比，发现有 27 个核苷酸的突变，毒株 H165 已被证
明是安全的［14］。另外，还有 2 个猪传染性胃肠炎病
毒毒力减弱的报道［15］，即本研究提到的参考株 Mill-
er M6 与 Miller M60 \virulent Purdue 与 Purdue P115，
而本实验室通过基因序列与氨基酸序列分析表明，

分离的毒株 TGEVJS2012 P50TS 更接近于 Purdue
P115 株的变异，其 S 基因核苷酸同源性达到
99. 7%。动物试验表明 TGEVJS2012 在传代 50 代
后毒力减弱，但仍具有一定的致病性，未完全致弱。
这进一步表明，病毒在适应细胞传代的过程中发生

的这种碱基突变或缺失与其毒力密切相关。
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