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［摘　 要］ 　 将经胶体金试纸条和 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定为猪传染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）阳性的内蒙古某猪

场的粪便样品，经 ＳＴ 细胞分离培养后，得到一株能产生明显细胞病变的毒株。 纯净性检测结果显

示，该毒株无细菌生长，无支原体及无外源病毒污染。 特异性检测结果表明：该分离株能被 ＴＧＥＶ
特异性阳性血清中和，且能被 ＴＧＥＶ ＦＡ 荧光抗体识别。 采用 ＴＧＥＶ Ｎ 基因特异性引物，经 ＲＴ－ＰＣＲ
可扩增出 １２１５ ｂｐ 特异性片段，将该片段测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 １３ 株 ＴＧＥＶ Ｎ 基因的序列

进行同源性比较，同源性为 ９８．１％ ～１００％，其中与我国分离的 Ｈ１６、ＪＳ２０１２ 以及 Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６ 毒株同源

性关系最近，均为 １００％。 结果表明，分离到的毒株为 ＴＧＥＶ，命名为 ＴＧＥＶ ＮＭＧ 株。
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ｃｅｌｌ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｆｒｅｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ， ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｅｘｔｒａ ｖｉｒｕｓｅｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ － ＴＧＥＶ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ
ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ （１２１５ ｂｐ） ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ－

ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ， ａｎｄ ｉｔｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ １３ ＴＧＥＶ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｉｓ ｉｎ ９８．１％ ～ １００％， ａｎｄ ｔｈｅ ＮＭＧ ｓｔｒａｉｎ ｓｈｏｗｅｄ １００％ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｔｏ ｓｔａｒｉｎｓ
Ｈ１６、ＪＳ２０１２ ａｎｄ Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ＴＧＥＶ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ， ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＴＧＥＮ ＮＭＧ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｐｕｒｉｔｙ

　 　 猪传染性胃肠炎（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏ⁃
ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ＴＧＥ）是由猪传染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）引

起的一种高度接触传染性肠道疾病［１］。 所有年龄

猪群均为易感机体，２ 周龄以内仔猪最为易感，被感

·１·
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染机体临床表现为呕吐、水样腹泻等症状，死亡率

高达 １００％，但 ５ 周龄以上仔猪的死亡率较低。
Ｄｏｙｌｅ 和 Ｈｕｔｃｈｉｎｇｓ １９４６ 年首次在美国报道该病，随
后大多数国家均报道了该病的发生［２］。 近年来，
ＴＧＥ 在我国的发病率呈上升趋势，疫区逐步扩

大［３］，甘肃、黑龙江及上海等地区均有 ＴＧＥＶ 病例

的报道［４－６］，并且临床样品中经常监测到与猪流行

性腹 泻 病 毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ，
ＰＥＤＶ）和猪轮状病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ）的
混合感染病例，是严重威胁养猪业的主要腹泻病原

之一。 对疑似感染猪传染性胃肠炎的临床粪便样

品在 ＳＴ 细胞进行传代培养，成功分离出一株猪传

染性胃肠炎病毒（命名为 ＴＧＥＶ ＮＭＧ 株），并进行

了纯净性和特异性检验，为开展猪传染性胃肠炎疫

苗和诊断试剂的研究奠定基础。
１　 材　 料

１．１　 病料　 内蒙古地区某猪场猪腹泻粪便样品。

１．２　 细胞　 猪睾丸（ＳＴ）细胞，由中国兽医药品监

察所病毒室保存。
１．３　 主要试剂　 ＤＭＥＭ、０．２５％胰酶，ＧＩＢＣＯ 公司；
青霉素、链霉素、庆大霉素， Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司； ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； Ｏｎｅ － ｓｔｅｐ ＲＴ － ＰＣＲ ｋｉｔ，
ＴＡＫＡＲＡ 公司；猪传染性胃肠炎快速抗原检测试剂

盒，ＢｉｏＮｏｔｅ 公司；猪传染性胃肠炎病毒 ＦＡ 试剂，
ＶＭＲＤ 公司；猪传染性胃肠炎病毒单阳性血清（中
和效价 １ ∶ ５１２），由中国兽医药品监察所病毒室保

存。
１． ４ 　 引 物 设 计 　 参 照 ＴＧＥＶ （ ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ．
ＥＵ０７４２１８ ）、 ＰＥＤＶ （ ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＡＦ３５３５１１ ） 和

ＰｏＲＶ（ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ．ＪＱ３４３８３５）序列，分别设计引物

特异性扩增 ＴＧＥＶ Ｎ 基因、ＰＥＤＶ Ｍ 基因和 ＰｏＲＶ
ＶＰ７ 基因 （表 １），引物由北京六合华大基因科技股

份有限公司合成。

表 １　 特异性引物序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ
引物名称 引物序列 扩增片段长度

ＴＧＥＶ－Ｎ Ｆ ＧＡＡＣＴＧＡＴＡＡＴＴＴＧＡＧＴＧＡＧＣ １２１５ｂｐ

ＴＧＥＶ－Ｎ Ｒ ＧＣＡＴＣＴＣＧＴＴＴＡＧＴＴＣＧＴＴＡＣ

ＰＥＤＶ－Ｍ Ｆ ＴＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＡＡＣＧＧＴＴＣＴ ６８１ｂｐ

ＰＥＤＶ－Ｍ Ｒ ＡＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＡＣＴＡＡＡＴＧＡＡＧ

ＰｏＲＶ－ｖｐ７ Ｆ ＧＧＣＴＴＴＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＡＴＴＴＣＣＧＴＣ １０６２ｂｐ

ＰｏＲＶ－ｖｐ７ Ｒ ＧＧＴＣＡＣＡＴＣＡＴＡＣＡＡＴＴＣＴＡＡＴＣＴ

２　 方　 法

２．１　 样品处理　 将腹泻仔猪粪便样品用 ＤＭＥＭ 培

养液 ２ 倍稀释，加入青、链霉素（终浓度 ２００ Ｕ ／ ｍＬ）

和庆大霉素（终浓度 １００ μｇ ／ ｍＬ） 于 ４ ℃过夜，３０００

ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 后取上清，以 ０．２２ μｍ 微孔滤膜

过滤除菌后，置－ ７０ ℃保存。

２．２　 样品鉴定

２．２．１　 胶体金检测试剂盒检测　 采用猪传染性胃

肠炎病毒胶体金抗原检测试剂盒对粪便样品进行

检测，操作步骤以及结果判定参照说明书。

２．２．２　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 　 将处理的粪便样品用 ＴＲ⁃

Ｉｚｏｌ 试剂进行 ＲＮＡ 提取，Ｏｎｅ－ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ ｋｉｔ 以

表 １ 中 ＴＧＥＶ、ＰＥＤＶ 和 ＰｏＲＶ 引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ

检测，反应程序：５０ ℃反转录 ３０ ｍｉｎ；９５ ℃预变性 ３

ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４５ ｓ，５５ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ６０

ｓ，共进行 ３５ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 然后

将 ＰＣＲ 产物用 １．２％琼脂糖凝胶进行电泳分析。

２．３　 病毒的分离　 将鉴定为 ＴＧＥＶ 阳性的病料，按

１０％的比例接种已长成单层的 ＳＴ 细胞，３７ ℃吸附

１ ｈ，吸弃接种物，加含 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰酶的 ＤＭＥＭ 营

·２·
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养液，置 ３７ ℃培养 ７２ ｈ。 细胞病变达 ７５％以上时，
收获病毒液。 如无细胞病变出现，继续盲传。
２．４　 ＴＣＩＤ５０测定　 将 Ｆ５ ～ Ｆ１０ 代细胞培养物分别

进行 １０ 倍系列稀释，接种至长成单层的 ＳＴ 细胞 ９６
孔板，每个稀释度接种 ８ 孔，每孔 １００ μＬ，置于 ３７
℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ７２ ｈ，记录 ＣＰＥ 情况，按
Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒 ＴＣＩＤ５０。
２．５　 纯净性鉴定　 将 ＴＧＥＶ 的 Ｆ５ 代细胞培养物，
按照《中国兽药典》方法［７］ 分别进行无菌检验、支
原体检验和外源病毒检验。
２．６　 特异性鉴定

２．６．１ 　 病毒中和实验 　 将 Ｆ５ 代细胞培养物用

ＤＭＥＭ 培养液稀释成 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ，与等体积

的 ＴＧＥＶ 阳性血清混匀后置 ３７ ℃中和 １ ｈ，分别接

种至已长成良好单层 ＳＴ 细胞 ２４ 孔板，同时设置阳

性对照和阴性对照。 置 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２ 的培养箱中

培养 ９６ｈ。
２．６．２　 直接免疫荧光鉴定　 将 Ｆ５ 代细胞培养物，
进行 １０ 倍梯度稀释（１０－１ ～ １０－８），接种至长满单层

的 ＳＴ 细胞 ９６ 孔板，每稀释度 ８ 孔，每孔 １００ μＬ，置
于 ３７ ℃ 二氧化碳培养箱中培养 ４８ ｈ，弃上清，用
８０％冷丙酮 ２ ～ ８ ℃ 固定 ３０ ｍｉｎ 后，按照 ＶＭＲＤ
ＴＧＥ ＦＡ 试剂说明书进行直接免疫荧光检测。
２．６．３　 Ｎ 基因的克隆与序列分析　 用表 １ 中 ＴＧＥＶ
Ｎ－Ｆ ／ Ｒ 引物，对 ＴＧＥＶ 的 Ｆ５ 代细胞培养物进行 ＲＴ
－ＰＣＲ 扩增，并将扩增产物送至北京六合华大基因

科技股份有限公司测序，然后利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件与

ＧｅｎＢａｎｋ 上参照序列（表 ２）进行比对分析。

表 ２　 ＴＧＥＶ 参考毒株及序列信息

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＴＧＥＶ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
毒株名 登录号 地区 时间 毒株名 登录号 地区 时间

Ｐｕｒｄｕｅ ＤＱ８１１７８９ 美国 ２００７ Ｈ１６ ＦＪ７５５６１８ 中国 ２００９

Ｐｕｒｄｕｅ Ｐ１１５ ＤＱ８１１７８８ 美国 ２００７ Ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ Ｈ ＥＵ０７４２１８ 中国 ２０１０

Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６ ＤＱ８１１７８５ 美国 ２００９ ＷＨ－１ ＨＱ４６２５７１ 中国 ２０１０

Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６０ ＤＱ８１１７８６ 美国 ２００９ ＳＨＸＢ ＫＰ２０２８４８ 中国 ２０１４

ＳＣ－Ｙ ＤＱ４４３７４３ 中国 ２００６ ＴＨ－９８ ＫＵ７２９２２０ 中国 ２０１６

ＴＳ ＤＱ２０１４４７ 中国 ２００６ ＪＳ２０１２ ＫＴ６９６５４４ 中国 ２０１２

ＨＸ ＫＣ９６２４３３ 中国 ２０１３

３　 结果与分析

３．１　 样品鉴定　 采用猪传染性胃肠炎病毒胶体金

抗原检测试剂盒对粪便样品进行检测，结果为阳

性。 ＲＴ－ＰＣＲ 可扩增出 １２１５ ｂｐ 目的条带（图 １Ａ），
与预期大小相符。 而 ＰＥＤＶ 和 ＰＲｏＶ 未扩增出相

应特异性条带（图 １Ｂ 和 １Ｃ）。 表明该样品为仅含

有 ＴＧＥＶ，无 ＰＥＤＶ 和 ＰｏＲＶ 污染。

３．２　 病毒的分离培养结果 　 将样品接种 ＳＴ 细胞

连续传至第 １０ 代，结果盲传至第 ５ 代开始均出现

细胞圆缩、聚集，并出现脱落、崩解（图 ２Ａ）等典型

ＴＧＥＶ 病变，而细胞对照正常（图 ２Ｂ）。

３．３　 ＴＣＩＤ５０测定 　 Ｆ５ ～ Ｆ１０ 代 ＴＣＩＤ５０测定结果见

表 ３。 随着传代次数增加，病毒滴度逐渐升高，说明

该分离毒株已逐步适应 ＳＴ 细胞。

３．４　 纯净性鉴定结果　 将 Ｆ５ 代细胞培养物，参照

《中国兽药典》方法［７］ 进行检验，结果显示无菌生

长、无支原体且无外源病毒污染。

３．５　 特异性鉴定结果

３．５．１　 病毒中和试验结果　 图 ３ 结果显示，病毒对

照组出现 ＣＰＥ，病毒中和组和空白对照组细胞均正

常，证明分离毒株为 ＴＧＥＶ。

３．５．２　 直接免疫荧光检测结果　 将 ＴＧＥＶ 的 Ｆ５ 代

细胞培养物进行直接免疫荧光染色，可观察到

ＴＧＥＶ 特异性荧光，而 ＳＴ 细胞对照无荧光（图 ４）。
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３．５．３　 Ｎ 基因的克隆与序列分析　 ＲＴ－ＰＣＲ 结果

表明，Ｆ５ 代细胞培养物可扩增出 １２１５ ｂｐ 特异性条

带（图 ５），扩增结果清晰，无杂带，与预期目的条带

一致。

Ａ．ＴＧＥＶ 鉴定结果；Ｂ．ＰＥＤＶ 鉴定结果；Ｃ．ＰｏＲＶ 鉴定结果

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １，４，７． 粪便样品； ２，５，８． 阴性对照（ＲＮＡ－ｆｒｅｅ Ｈ ２Ｏ）；３． ＴＧＥＶ 阳性对照； ６． ＰＥＤＶ 阳性对照； ９． ＰｏＲＶ 阳性对照

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １，４，７． Ｆｅｃｅｓ Ｓａｍｐｌｅｓ； ２，５，８． Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ（ＲＮＡ－ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ）；

３． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＴＧＥＶ； ６． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＰＥＤＶ； ９． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＰｏＲＶ

图 １　 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ

Ａ：接种 ＴＧＥＶ ７２ｈ；Ｂ：ＳＴ 细胞对照

Ａ：７２ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ＴＧＥＶ；Ｂ：ＳＴ Ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 分离株 ＴＧＥＶ 接种 ＳＴ 细胞的 ＣＰＥ（１００×）

Ｆｉｇ ２　 ＣＰＥ ｏｆ ＳＴ ｃｅｌｌ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ＴＧＥＶ（１００×）

表 ３　 ＴＧＥＶ－ＮＭＧ 株不同代次的 ＴＣＩＤ５０

Ｔａｂ ３　 ＴＣＩＤ５０ ｏｆ ＴＧＥＶ－ＮＭＧ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ
代次 Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８ Ｆ９ Ｆ１０

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ １０５．０ １０５．５ １０５．７５ １０６．０ １０６．３ １０６．５
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Ａ：病毒中和组；Ｂ：病毒对照组；Ｃ：细胞对照组

Ａ：Ｖｉｒｕｓ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｖｉｒｕｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：Ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 ＴＧＥＶ 中和试验观察结果（２００×）
Ｆｉｇ ３　 ＴＧＥＶ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ （２００×）

Ａ：ＴＧＥＶ 感染细胞； Ｂ：ＳＴ 细胞对照

Ａ：Ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＴＧＥＶ ； Ｂ：ＳＴ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 ＴＧＥＶ ＦＡ 观察结果（１００×）
Ｆｉｇ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＥＶ ｂｙ ＦＡ （１００×）

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－３：Ｆ５ 代；４：阴性对照

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－３：Ｆ５；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 ＴＧＥＶ ＮＭＧ 株 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＥＶ ＮＭＧ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ

３．５． ４ 　 Ｎ 基因的同源性及进化树分析 　 使用

ＤＮＡＳｔａｒ 中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 对 ＴＧＥＶ ＮＭＧ 株以及 １３ 株

ＴＧＥＶ 参考毒株的 Ｎ 基因进行了比对分析。 结果

显示，ＮＭＧ 株 Ｎ 基因全长 １１４９ ｂｐ，与 １３ 株参考毒

株的同源性在 ９８． １％ ～ １００％之间，其中与 Ｈ１６、
ＪＳ２０１２、Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６ 同源性最高，达 １００％ （图 ６）。
ＴＧＥＶ Ｎ 基因的进化分析表明，ＮＭＧ 与 ＴＳ、ＪＳ２０１２、
Ｈ１６、ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ Ｈ、Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６、Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６０ 的亲缘关

系较近，处于同一分群（图 ７）。
４　 讨　 论

ＴＧＥＶ 的分离较为困难，往往需要选择较为敏

感的细胞（或细胞系），且需要在培养液中加入胰酶

以提高细胞对病毒的敏感性［８］。 目前较为常用的

细胞为猪肾传代细胞（ＰＫ－１５）和猪睾丸传代细胞

（ＳＴ）。 研究表明，ＳＴ 细胞对于 ＴＧＥＶ 初代培养更

加敏感［９］。 使用 ＳＴ 细胞进行分离培养，且在培养

液中添加了终浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的胰酶，经连续培

养 ５ 代后，出现了较为明显的细胞病变，且随着传

代代次的增加，病毒滴度逐渐升高，表明该分离株

已逐步适应了 ＳＴ 细胞。 但也有研究表明在 ＴＧＥＶ

·５·
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图 ６　 １４ 株 ＴＧＥＶ Ｎ 基因的同源性比较

Ｆｉｇ ６　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ １４ ｓｔｒａｉｎｓ ＴＧＥＶ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎ ｇｅｎｅ

图 ７　 １４ 株 ＴＧＥＶ Ｎ 基因序列的进化树

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １４ ｓｔｒａｉｎｓ ＴＧＥＶ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

病毒分离时可不添加胰酶，如宋振辉等认为在分离

ＴＧＥＶ 时添加牛血清有利于病毒的增殖［９］。 因此，对
于 ＴＧＥＶ 分离时是否需要添加胰酶，建议在进行分

离时可尝试两种方法同步进行，以期找到适合分离

毒株的最适方法，并节省时间，提高分离的成功率。
Ｎ 蛋白为核衣壳蛋白，其在同属病毒之间同源

性较低，但在同种病毒之间具有高度的保守型［１０］。
ＴＧＥＶ ＮＭＧ 毒株的同源性分析结果印证了此点。
从 ＴＧＥＶ ＮＭＧ 毒株的同源性比较结果看，该毒株

与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 １３ 株 ＴＧＥＶ Ｎ 基因的序列

同源性为 ９８． １％ ～ １００％，且与我国分离的 Ｈ１６、
ＪＳ２０１２ 毒株以及经典疫苗毒株 Ｍｉｌｌｅｒ Ｍ６ 同源性关

高达 １００％，与近年我国分离的 ＴＧＥＶ 毒株同源性

均在 ９８．１％以上。 鉴于 Ｎ 蛋白的保守性，且可在感

染的早期就能产生高水平的 Ｎ 蛋白抗体，因此在血

清学或病原学的诊断中具有重要意义，这为下一步

开展 ＴＧＥ 诊断试剂的研究奠定了基础。
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