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摇 摇 摘要:摇 设计 32 对 PCR 引物分片段扩增猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)江苏分离株 JS2012 全基因组,扩增产物

克隆到 pMD19鄄T 载体并测序。 用 DNAstar 软件将 JS2012 全基因组序列与 GenBank 中其他 13 株 TGEV 株和猪呼吸

道冠状病毒(PRCV鄄ISU鄄1)序列进行比对以及同源性分析,并绘制基因进化树。 JS2012 基因组序列全长28 542 bp,
不包括 polyA。 基因组的排列为 TGEV 典型的基因排列序:5忆鄄ORF1a鄄ORF1b鄄S鄄3a鄄3b鄄E鄄M鄄N鄄7鄄3忆。 TGEV JS2012 株

的 ORF3 基因和 Miller 组病毒一样有 2 个大片段的缺失。 JS2012 的 S 基因和 Miller M6 以及 Virulent Purdue 2 个强

毒株有同样的序列特征。 除 Virulent Purdue 外,其余 Purdue 株在1 123 ~ 1 128 bp处均有 6 bp 的缺失,JS2012 与所

有 Miller 株及 Virulent Purdue 一样,此处没有缺失。 JS2012 与其他 TGEV 毒株之间的碱基序列同源性为 98郾 6% ~
99郾 9% ,与 Miller M6 的碱基序列同源性最高,亲缘关系最近,同属于 Miller 组,与 Purdue 组相对较远。
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The complete genome analysis of porcine transmissible gastroenteritis virus
strain JS2012
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摇 摇 Abstract:摇 Thirty鄄two pairs of primers were designed to amplify the genome of porcine transmissible gastroenteritis vi鄄
rus (TGEV) strain JS2012 in segments by PCR, and PCR products were cloned into pMD19鄄T vector and subsequently se鄄
quenced. The complete genome of strain JS2012 was compared with other 13 strains of TGEV published in GenBank data鄄
base and porcine respiratory coronavirus (PRCV鄄ISU鄄1) by DNAstar software. The sequencing results showed that the com鄄
plete genome of the JS2012 strain was 28 542 bp in length, excluding the poly(A) tail. The genome organization was simi鄄
lar to those of other reported TGEVs, with the typical gene order 5忆鄄ORF1a鄄ORF1b鄄S鄄3a鄄3b鄄E鄄M鄄N鄄7鄄3忆. There were two
deletions in the ORF3a / b gene of both TGEV strain JS2012 and Miller strains. No mutation was detected in the S gene of

strain JS2012 and virulent strains Miller M6 and Virulent
Purdue. There were 6鄄bp deletions at 1 123 - 1 128 bp in all
Purdue strains except for Virulent Purdue which showed no dele鄄
tion as well as all Miller strains and JS2012. JS2012 shared
98郾 6% - 99郾 9% homology of nucleotide sequences with other
TGEV strains, and the highest homology was with Miller M6,
indicative of the closest relationship. JS2012 was phylogenetical鄄
ly far from strains Purdue.
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摇 摇 猪传染性胃肠炎病毒(Transmissible gastroenter鄄
itis virus,TGEV)属于冠状病毒科(Coronaviridae)冠
状病毒属(Coronavirus),引起猪急性、高度接触性传

染性胃肠炎( Transmissible gastroenteritis,TGE),不
同品种和年龄的猪均易感染,2 周龄以下仔猪主要

症状为呕吐、严重腹泻、脱水和高死亡率等[1],5 周

龄以上的猪死亡率较低,成年猪一般无死亡现象。
1945 年,Doyle 在美国首次对 TGE 进行了报道。 此

后,该病在世界上许多国家和地区相继报道,包括英

国、日本、比利时、加拿大、朝鲜和菲律宾[2鄄3]。 中国

从 60 年代起就有 TGE 的报道,此病的流行给养猪

业造成了严重的经济损失。
TGEV 基因组全长大约28 500 bp,包含 9 个开

放性阅读框,编码 4 种结构蛋白(S、E、M、N)和 5 种

非结构蛋白(复制酶 1a、复制酶 1b、3a、3b、7),其基

因组排序为:5忆鄄ORF1a鄄ORF1b鄄S鄄3a鄄3b鄄E鄄M鄄N鄄7鄄3忆,
较大 的 ORF1 由 ORF1a 和 ORF1b 组 成, 长 约

20 000 bp,编码病毒复制酶鄄转录酶,介导病毒的复

制、转录和翻译[4]。
S 蛋白含有 1 447 ~ 1 449 个氨基酸。 目前研究

结果证明 S 蛋白包含 A、B、D、C 4 个主要的抗原位

点。 不同分离株 A、B 和 D 位点高度保守,C 位点则

稍有差异[5]。 S 蛋白具有多种生物学功能:携带主

要的 B 淋巴细胞抗原决定簇,诱导中和抗体的产

生,为机体提供免疫保护;决定 TGEV 的致病性和血

凝作用;含有宿主细胞氨肽酶受体(PAPN)的识别

位点,决定宿主细胞的亲嗜性;使病毒蛋白进入细胞

浆,具有细胞融合作用[6鄄11]。 弱毒株猪呼吸道冠状

病毒 PRCV鄄ISU鄄1 的 S 基因有大量片段的缺失,导
致其 S 蛋白失去了 B 和 C 2 个主要抗原位点[12]。
由此推断,S 基因的缺失与突变可能影响病毒的组

织嗜性和毒力,因此,S 蛋白在 TGEV 基因工程疫

苗、诊断技术和分子生物学等方面研究中是最重要

的一个靶蛋白,也是用于评价猪传染性胃肠炎病毒

的组织嗜性和毒力的重要指标。
E 蛋白是一种跨膜蛋白,是 TGEV 有效复制的

必需成分,参与调控病毒粒子的装配和释放[13];M
蛋白是一种膜结合蛋白,主要嵌在病毒脂质囊膜中,
在病毒的装配期起重要作用[14];N 蛋白是一种磷酸

化蛋白,位于病毒粒子的内部,以核糖核蛋白复合体

形式存在,参与 RNA 复制加工过程,在病毒的复制

及转录过程中发挥重要作用[15]。
ORF3 由 ORF3a 和 ORF3b 组成,ORF3a 在猪呼

吸道冠状病毒(PRCV)和许多变异的 TGEV 中都有

不同程度的缺失[12],删除该基因可能影响病毒的毒

力[16]。 基因 ORF7 是病毒繁殖的非必需基因,其编

码的蛋白对宿主细胞的防御有消极作用,影响病毒

的致病性[17]。
本研究拟对 TGEV 新分离株 JS2012 全基因组

进行测序,并在分子生物学水平上对 TGEV 分离株

JS2012 与国内外的 TGEV 以及猪呼吸道冠状病毒

PRCV鄄ISU鄄1 的碱基序列和氨基酸序列之间的差异

进行对比研究,了解冠状病毒演变的规律,为 TGEV
遗传工程疫苗的研制奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 细胞、培养基及主要试剂

猪睾丸细胞 ( ST) 来自 ATCC 公司,培养基

DMEM 和新生牛血清(FBS)为 GIBCO 公司产品,Tr鄄
izol LS Reagent 为 Invitrogen 公司产品,反转录试剂

盒、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 试剂盒、PMD鄄
T19、Escherichia coli DH5a、DNA Marker DL 2000 均

为 TaKaRa 产品,胶回收试剂盒是 Axygen 公司产品。
1. 2摇 病毒及病毒的培养

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 获 得 1 株 TGEV 病 毒

JS2012[18],用含 10% FBS 的 DMEM 细胞培养液培

养 ST 细胞,病毒液与含 20 滋g / ml 胰酶的 DMEM 1 颐
1混合后接种长满单层的 ST 细胞,37 益孵育 1 h,弃
上清病毒液后加入 2% FBS DMEM 细胞维持液,置
37 益,5%CO2培养箱中培养,待病变达到 90%左右

收获,病毒连续传代 12 代。
1. 3摇 JS2012 基因组 RNA 提取与 RT鄄PCR 及测序

取培养的 TGEV 病毒液 200 滋l 提取 RNA,参照

反转录试剂盒说明书得到 cDNA[18]。 参照 GenBank
上登录的 TGEV WH鄄1 毒株(HQ462571郾 1)基因组

cDNA 序列,利用 Primer 软件设计 32 对引物(引物

由上海英骏基因公司合成),全长被分为 32 个片

段,每个片段之间有 100 ~ 300 bp 重叠,PCR 反应按

照 PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 试剂盒说明书,
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50 滋l 总体系: 5 伊 PrimeSTAR GXL buffer 10 滋l,
2郾 5 mmol / L DNTP MiXture 4 滋l,上、下游引物各为 1
滋l(10 ~ 15 pmol),PrimeSTAR GXL DNA Polymerase
1 滋l,cDNA 3 滋l,加 DEPC 水至 50 滋l。 反应条件:
95 益预变性 5 min;98 益 10 s,55 益或 60 益退火 15
s,68 益延伸 1 min,35 个循环;68 益 延伸 10 min。
PCR 产物于 1%琼脂糖凝胶电泳观察。 用胶回收试

剂盒回收 PCR 产物,连接 PMD鄄T19 载体,然后转化

到 E. coli DH5a,选取 3 个阳性克隆送上海英骏生

物科技有限公司测序。
1. 4摇 序列分析

利用 DNASTAR 软件 SeqMan 方法对序列片段进

行拼接,应用 MegAlign 中的 Clustal W 方法对分离株

JS2012 全基因组序列和基因与 GenBank 登录的 13 株

TGEV 全基因组序列以及 PRCV鄄ISU鄄1(DQ811787郾 1)全
基因组序列进行比对以及同源性分析,并绘制基因进

化树。 13 株 TGEV 登录号分别是:Virulent Purdue
(DQ811789)、 Purdue P115 (DQ811788)、 PUR46鄄MAD
( NC002306 )、 Miller M60 ( DQ811786 )、 Miller M6
(DQ811785)、SC鄄Y(DQ443743)、TS (DQ201447)、H16
( FJ755618 )、 Attenuated H ( EU07421 )、 WH鄄1
(HQ462571郾 1)、SHXB(KP202848)、HX(KC962433郾 1)、
AYU(HM776941郾 1)。

2摇 结 果

2. 1摇 分离株 JS2012 的全基因组结构

分离株 JS2012 测序结果显示 JS2012 基因组全

长为28 542 bp,不包括 polyA,包括 9 个阅读框,其
排序为 5忆鄄ORF1a鄄ORF1b鄄S鄄3a鄄3b鄄E鄄M鄄N鄄7鄄3忆。 5忆端
与 3忆端的非编码区长度分别为 314 bp 和 274 bp;
ORF1a ( 315 ~ 12 368 bp ) 和 ORF1b ( 12 326 ~
20 368 bp)共同编码 RNA 依赖的 RNA 聚合酶;S
(20 365 ~ 24 714 bp)、E (25 818 ~ 26 066 bp)、M
(26 077 ~ 26 865 bp)和 N (26 878 ~ 28 026 bp)分

别编码结构蛋白纤突蛋白 S、外膜蛋白 E、膜蛋白 M
和核衣壳蛋白 N; ORF3a (24 817 ~ 25 035 bp)、
ORF3b ( 25 097 ~ 25 831 bp )、 ORF7 ( 28 029 ~
28 268 bp)分别编码 3 个非结构蛋白:3a、3b 和 7。
分离株 JS2012 病毒全基因组的 GenBank 登录号为:
KT696544。
2. 2摇 非结构基因序列比对分析

分离株 JS2012 RNA 聚合酶基因由 ORF1a 与

ORF1b 组成,和其他 TGEV 一样,分别含有 4 017 个

和 2 698 个密码子(不包括终止子),ORF1b 有 43 个

碱基重叠于上游阅读框 ORF1a 内,并包含一个典型

的冠状病毒属滑动位点(5忆鄄UUUAAAC鄄3忆,12 333 ~
12 339 bp),其中 TGEV ORF1a 的碱基序列具有较

大的变异性。 而 TGEV ORF1b 比较保守。 碱基序

列分析结果表明,分离株 JS 2012 和所有 TGEV 毒株

的 ORF1a、ORF1b 区域没有缺失或插入,而 PRCV鄄
ISU鄄1 的 ORF1a 在位于2 949 ~ 2 954 bp和3 041 ~
3 043 bp的位置分别有 6 个和 3 个碱基的缺失。

分离株 JS2012 的 ORF3a 和 ORF3b 分别编码 71
和 244 个氨基酸,与 Miller 组病毒(Miller M6、 Miller
M60、Attenuated H、H16、TS)一样,相对于 Purdue 组病

毒(Virulent Purdue、Purdue P115、PUR46鄄MAD、SC鄄Y、
WH鄄1、SHXB、HX),在 ORF3a 起始密码子 ATG 前有

16 个碱基缺失,在 ORF3a 终止密码子 TAA 前有 29
个碱基缺失。 Miller M60 在 ORF3b 有连续 531 个碱

基缺失,只编码 67 个氨基酸截短蛋白,PRCV鄄ISU鄄1
相对应的 ORF3a 基因缺失 184 个碱基,不能完整地

表达非结构蛋白3a。 此外,在此缺失部位的上下游均

有 3 个和 5 个碱基的缺失,ORF3b 基因缺失 117 个碱

基,其编码的的氨基酸比 TGEV 的短。 非结构蛋白3a
基因从起始密码子 1 bp ATG 开始,结束于对应的

Miller 组M6 和M60 247 bp 和普渡组 215 bp。 非结构

蛋白 3b 基因从 310 bp 开始到1 043 bp结束(图 1)。
分离株 JS2012 与所有 TGEV 毒株及 PRCV鄄ISU鄄1 的

3a / 3b 基因缺失情况见图 1。
2. 3摇 结构基因比对分析

分离株 JS2012 S 基因的碱基序列长4 350 bp,编
码1 450个氨基酸,在所有 TGEV 毒株的 655 bp 位置

碱基是 G(图 2a),显示了 TGEV 的肠嗜性;在 S 基因

1 123 ~ 1 128 bp的位置,Purdue P115、PUR 46鄄MDA、
SC鄄Y、WH鄄1、SH伊B、HX、AYU 各有 6 个碱基的缺失,
从而导致 S 蛋白有 2 个氨基酸的缺失,而分离株

JS2012 与 Virulent Purdue Miller M6、Miller M60、At鄄
tenuated H、H16、TS 株未见缺失(图 2c);而且在 S 基

因1 753 bp的位置 JS2012 和 Virulent Purdue、Miller
M6、TS 的碱基是 T,其余毒株在此位置碱基是 G(图
2b),从而编码的氨基酸不同。 在 S 基因2 386 ~
2 388 bp的位置,Miller M60、Attenuated H、H16 多有 3
个碱基的缺失,而包括 JS2012 株在内的其他毒株都

未缺失(图 2d),序列分析结果表明,PRCV鄄ISU鄄1 在 S
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基因的 5忆端有 681 bp 的缺失。 所有 TGEV、PRCV鄄
ISU鄄1 的 E 基因和 N 基因没有碱基的缺失与插入,在
M 基因 70 ~72 bp 位置 PRCV鄄ISU鄄1 有 3 个碱基的缺

失(图 2e),在 M 基因119 ~ 204 bp 的位置 Miller M60
有 6 个碱基的插入(图 2f)。

图 1摇 ORF3a / 3b 基因缺失示意图

Fig. 1摇 Schematic diagram of ORF3a / 3b gene deletion

a ~ d:M 基因;e ~ f:S 基因。
图 2摇 S、M基因突变、缺失、插入

Fig. 2摇 Mutation, deletion and insertion of S and M genes

2. 4摇 同源性分析

将分离株 JS2012 其他 TGEV 以及 PRCV鄄ISU鄄1
的结构基因与非结构基因碱基序列及其编码的氨基

酸序列进行同源性分析,结果(表 1)显示分离株
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JS2012 株与其他 TGEV 和 PRCV鄄ISU鄄1 在 ORF1、S、
ORF3a、ORF3b、E、M、N、ORF7 核苷酸序列的同源性

分别是 97郾 6% ~ 99郾 7%、96郾 6% ~ 99郾 6%、90郾 7% ~
100郾 0%、 97郾 6% ~ 99郾 9%、 98郾 4% ~ 100郾 0%、
97郾 7% ~ 100郾 0%、 97郾 4% ~ 100郾 0%、 96郾 2% ~
100郾 0%;氨基酸序列的同源性分别是 97郾 7% ~
99郾 7%、98郾 3% ~ 99郾 4%、90郾 4% ~ 100郾 0%、94郾 7% ~

99郾 6%、 95郾 2% ~ 100郾 0%、 97郾 7% ~ 100郾 0%、
98郾 2% ~100郾 0%、93郾 8% ~ 100郾 0%。 JS2012 全基因

组碱基序列与 TGEV 各毒株及 PRCV鄄ISU鄄1 碱基序列

同源性为98郾 6% ~99郾 9%,与Miller 组毒株高度同源,
其中与 Miller M6 的同源性高达 99郾 9%,此外基因

ORF3a、M、N 的碱基序列与 Miller M6 同源性达到

100郾 0%。

表 1摇 JS2012 基因组与其他 TGEV 毒株以及 PRCV鄄ISU鄄1 的碱基序列和氨基酸序列的同源性

Table 1摇 Nucleotide and amino acids sequence identity of the genomes of JS2012 to other TGEV strains and PRCV鄄ISU鄄1

毒摇 株

ORF1 同源性
(% ) S 同源性(% ) ORF3a

同源性(% )
ORF3b

同源性(% ) E 同源性(% ) M 同源性(% ) N 同源性(% ) ORF7
同源性(% )

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

碱基
序列

氨基酸
序列

PUR46鄄MAD 99. 7 99. 7 98. 7 98. 4 90. 7 90. 4 98. 8 97. 2 98. 8 96. 4 98. 4 98. 1 98. 2 98. 4 96. 2 93. 8

Purdue P115 99. 6 99. 6 98. 7 98. 3 90. 7 90. 4 98. 9 97. 6 98. 8 96. 4 98. 4 98. 1 98. 3 98. 7 96. 2 93. 8

Virulent Purdue 99. 6 99. 6 98. 8 98. 5 90. 7 90. 4 99. 0 98. 0 99. 2 97. 6 98. 5 98. 5 98. 3 98. 2 96. 2 93. 8

AYU 99. 6 99. 7 98. 7 98. 3 90. 7 90. 4 98. 8 97. 2 98. 8 96. 4 98. 2 97. 7 98. 2 98. 4 96. 2 93. 8

WH鄄1 99. 7 99. 7 98. 7 98. 4 90. 7 90. 4 98. 9 97. 6 98. 8 97. 6 98. 4 98. 1 98. 2 98. 4 96. 2 93. 8

SHXB 99. 7 99. 6 98. 7 98. 4 90. 7 90. 4 99. 9 97. 6 98. 8 96. 4 98. 2 97. 7 98. 1 98. 2 97. 5 96. 2

SC鄄Y 99. 2 98. 9 98. 5 98. 0 90. 7 90. 4 99. 9 97. 6 98. 8 96. 4 98. 2 97. 7 98. 1 98. 2 96. 2 93. 8

HX 99. 6 99. 5 98. 7 98. 3 90. 7 90. 4 98. 8 97. 2 98. 8 96. 4 98. 2 97. 7 98. 2 98. 4 96. 2 93. 8

TS 99. 1 98. 8 99. 6 99. 4 99. 1 97. 3 99. 5 98. 4 100. 0 100. 0 99. 7 99. 2 99. 9 99. 7 100. 0 100. 0

Attenuated H 99. 2 99. 1 99. 3 98. 7 99. 5 98. 6 99. 7 99. 2 98. 4 95. 2 99. 9 99. 6 99. 9 100. 0 100. 0 100. 0

H16 99. 1 99. 1 99. 4 98. 8 100. 0 100. 0 99. 9 99. 6 99. 2 97. 6 99. 9 99. 6 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

Miller M60 99. 2 99. 2 99. 5 99. 2 99. 5 98. 6 97. 6 98. 6 99. 6 98. 8 99. 4 100. 0 99. 8 99. 7 99. 6 98. 8

PRCV鄄ISU鄄1 97. 6 97. 7 96. 6 98. 3 97. 6 94. 7 98. 4 100. 0 97. 7 98. 1 97. 4 98. 4 97. 9 100. 0

Miller M6 99. 3 99. 3 99. 5 99. 2 100. 0 100. 0 99. 9 99. 6 99. 6 98. 8 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 99. 6 100. 0

2. 5摇 系统进化树分析

TGEV 全基因组碱基序列的系统进化树分析结

果(图 3)显示:所有 TGEV 毒株分成 2 组,一个是由

Virulent Purdue、 Purdue P115、 PUR46鄄MAD、 SC鄄Y、
WH鄄1、SHXB、HX 和 AYU 组成的 Purdue 组,另一个

由分离株 JS2012 与 Miller M6、Miller M60、Attenua鄄
ted H、H16、TS 组成的 Miller 组。 同时 S 基因碱基

序列的系统进化树分析结果显示同样的分组,分离

株 JS2012 属于 Miller 组,与 Miller M6、H16 的亲缘

关系最近,与 Purdue 组亲缘关系相对较远。 PRCV鄄
ISU鄄1 属于另外一个大的分支,和 TGEV 毒株由共同

的祖先基因进化演变而来。

3摇 讨 论

相对猪流行性腹泻病毒(PEDV)而言,TGEV 在

GeneBank 登录的全基因组碱基序列是很有限的,目
前为止,大约有 13 个全基因组碱基序列的报道。 已

经有研究人员对一些 TGEV 基因组碱基序列的比较

结果进行了较为详细的报道[12,19],这些结果为分析

分离株 JS2012 毒力的变化提供有价值的参考。 本

研究对 TGEV 分离株 JS2012 进行全基因组测序,并
与其他的 TGEV 及 PRCV 的基因碱基序列进行对比

分析,了解该病毒基因组结构、遗传变异和演化规

律,特别是中国冠状病毒的流行特点及趋势。
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图 3摇 JS2012 的全基因组(玉)以及 S 基因(域)的系统进化树

Fig. 3摇 Phylogenetic tree of TGEV JS2012 based on complete genome sequence(I) and S gene sequences(II)

有研究结果表明,在 TGEV 5忆端与 3忆端的非编

码区的碱基对病毒的复制和转录至关重要[20],分离

株 JS2012 5忆端与 3忆端的非编码区没有碱基的缺失

或插入,这表明 JS2012 的复制和转录机制没有改

变。
S 基因碱基点突变可能对病毒的组织嗜性和毒

力的改变有一定的影响。 有研究结果证实 S 基因第

655 个碱基 G 突变可引起病毒从肠道到呼吸道组织

嗜性的转变,在培养传代猪传染性胃肠炎病毒

TOY56 株时 S 基因发生点突变,导致病毒的肠道嗜

性转移到呼吸道嗜性[21]。 本研究中序列比对结果

表明在 S 基因 655 碱基位置,除了毒株 PRCVISU鄄1,
其他猪传染性胃肠炎的菌株均含有 1 个 G,显示出

TGEV 分离株 JS2012 毒株的肠嗜性。 比较 Miller
M6 和 M60 以及 Virulent Purdue 和 Purdue115 两对

强弱毒株,在 S 基因第1 753碱基的共同变化是 T 到

G 突变引起在氨基酸序列中第 585 个氨基酸由丝氨

酸到丙氨酸突变,突变发生在 TGEV S 蛋白主要的

抗原位点 A 和 B 的区域,这种变化影响病毒受体结

合或中和抗体相互作用,从而影响病毒抗原性。 因

此,这一突变可能是 TGEV 毒力减弱的标志[22]。 而

JS2012 在此处与Miller M6 以及 Virulent Purdue 2 个

强毒株一样没有突变,保留其基因强毒株特性。
Purdue 组中 8 个毒株除 Virulent Purdue 外,其余 7
个在 S 基因1 123 ~ 1 128 bp的位置有 6 个碱基的缺

失,从而导致 S 蛋白有 2 个氨基酸的缺失,这可能是

病毒在体外经过多次传代后而出现 6 个碱基

(1 223 ~ 1 228 bp)缺失,从而导致病毒毒力减弱所

致[22],这是细胞适应型 Purdue 株与野生型 Purdue
株的区分标志,而分离株 JS2012 与 Virulent Purdue
以及 Miller 组 5 个毒株一样未见缺失,保持其 S 基

因的完整性。
JS2012 与 H16、H、TS、野生型 Miller 和 Miller

M60 毒株一样,在 ORF3a、ORF3b 有 2 个大片段的

缺失。 2 个大的缺失仅存在 Miller 组而不存在 Pur鄄
due 组,这种现象可以用来区分二者。 一些研究人

员发现,在 ORF3a、ORF3b 碱基大片段缺失可能会

影响猪传染性胃肠炎病毒的毒力,但不影响病毒复

制[16]。 野生型 Miller M6 在传代到 60 代,ORF3b 出

现连续 531 个碱基缺失,而其对仔猪的致病性明显

减弱,似乎证实 S 基因某些碱基突变是致病性减弱

的重要原因这一观点[22]。 本试验分离的 JS2012 来

源于腹泻致死的仔猪肠组织,测序分析结果显示其

和 Miller M6 虽然在 ORF3a 中有 2 个大片段的缺

失,但低代次的分离病毒动物回归试验结果证明其

对初生的仔猪具有很强的致病性[18]。
基因的突变和重组促进冠状病毒进化与演变,

导致新的冠状病毒产生,并且可能改变它们的致病

性、组织嗜性,甚至跨越宿主物种之间的屏障。 近几

年来 在 亚 洲 及 美 洲 爆 发 的 流 行 性 腹 泻 病

(PED) [23鄄24],是因为 S 基因发生部分碱基的插入与

缺失而导致新的流行性腹泻病毒对仔猪的致病力增
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强。 TGEV 传代后某些碱基的突变也可能导致其组

织嗜性的转变。 有研究结果表明在人类中流行的 2
个严重急性呼吸综合征 SARS 和 MERS 可能是蝙蝠

的 SARS 冠状病毒编码 S 蛋白的某些基因突变和重

组而导致跨物种传播感染人类[25]。 同源性比较和

系统发育分析结果有助于我们了解 TGEV 分离株

JS2012 碱基序列的演变。 同源性比较结果表明

JS2012 与 Miller M6、Miller M60、H、H16、TS 高度相

似,结构蛋白和非结构蛋白氨基酸序列的同源性及

其基因碱基序列的同源性分别为 95郾 2% ~ 100郾 0%
和 97郾 6% ~100郾 0% ,表明物种特异性显著。 JS2012
S 基因第 655 个碱基 G 显示其肠嗜性,动物试验结

果[18]进一步证实其对仔猪的肠嗜性和致病性。 系

统发育分析结果也表明,所有的 TGEV 毒株很明显

的分为 Purdue 组和 Miller 组 2 个组,全基因组序列

与 S 基因序列系统发育为同样的分组方式,这与 Hu
Weiwei 等[19]报道的结果一致,但所有 TGEV 毒株与

PRCV鄄ISU鄄1 由共同的祖先基因进化演变而来。
本研究将 JS2012 与其他 TGEV 毒株的基因碱

基序列和氨基酸序列比对分析,对 JS2012 的基因组

结构与演化规律有了一定的了解,TGEV 的遗传与

变异主要发生在 S 和 ORF3a、ORF3b 基因,JS2012
在 S 基因易突变区与 Virulent Purdue、Virulent Miller
M6 有相同基因特性,而且在基因 ORF3a、M、N,其
碱基序列与 Miller M6 的同源性达到 100% ,动物试

验结果证明,JS2012 低代次病毒对仔猪具有明显的

致病性[18],可以推断本研究中分离的野毒株 JS2012
是 1 株强毒株。
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