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猪流行性腹泻(porcine epidemic diarrhea，PED) 

是以水泻、呕吐和脱水为特征的一种急性病毒性腹 

泻。猪流行性腹泻现已成为世界范围内的猪病之 
一

。 猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea 

virus，PEDV)是 PED的致病因子，是导致类似猪传 

染性 胃肠 炎 (porcine transmissible gastroenteritis， 

TGE)临床症状 的真正 病原。迄 今为止 已发 现 

PEDV与 TGEV[ 、PEDV与 PCV混合感染猪【 。 

已有用蛋黄 IgY预防PED效果的报道L3 J，还有用弱 

化的 PEDV疫苗对仔猪进行免疫的报道 ]，但都对 

其作用机制未作深入探讨。弄清 PEDV的分子生 

物学特征，针对PED进行特异性免疫，必将对 PED 

的诊断、治疗和综合防治产生深远影响。本文仅就 

PEDV的分子生物学特征作一综述。 

1 基因组结构 

病毒核酸为线形正义单链 RNA。整个基因组 

长度为 27 000～33 000个核苷酸(nt)，分子量为 6 

×10 —8×10 。基因组的 5 端有一个帽子结构 

(cap)，3 端有一个 poly(A)尾。基因组核酸有侵染 

性。基因组在胞浆中复制，病毒粒子也在胞浆中成 

熟。PEDV人工细胞培养困难，在通过培养液中加 

胰酶将 PEDV适应 Vero细胞后，PEDV的分子生物 

学才得 到 了较快 的发展。迄今 为止，已测定 了 

PEDV Cv777株完整的基因组序列，基因组大小为 

28 033bpl5 J。细胞培养野生型 PEDV比较困难，也 

未对其基因组进行过测序。对已适应细胞生长的 

PEDV基序组 的测 序 已有 多人 报道，但都 不完 

整L6．7 J。PEDV具有典型的冠状病毒结构(见图 1) 

属 I群冠状病毒。适应细胞生长的 PEDV与 I群 

病毒有所不同，其基因组缺少下游 N基因的 ORF， 

在相应的位置上 TGEV有 ORE'／，FIPV、猫肠道冠 

状病毒及 CCV(犬冠状病毒)有 ORF6a和 ORF6b。 
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图 1 PEDV基因组结构 

Fig 1 Genome of porcine epidemic diarrhoea virus 

Pol，po lymerase；S，spike；sM ，small membrane；M，membr~e；N，nucle· 

ocapsid． 

PEDV基因组靠近 3 端 4kb区域内有 4个主要 

的开放阅读框(ORF)(如图 1)。其中三个编码典型 

的冠状病毒结构蛋 白 N(nucleocapsid)，sM(small 

membrane)和 M(membrane)。位于 sM 基因上游的 

ORF，命名为ORF3，编码一未知功能且具有多态性 

的产物[ 。有学者还进一步鉴定了 ORF3上游完整 

的 S(spike)基因【9l。 

1．1 pol(polymerase)基因 

PEDV基因组中 S基因上游除编码多聚酶的基 

因外并无其它基因。这同缺乏 PEDV相关的血细 
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胞凝集酶活性结果一致。因为，如果冠状病毒基因 

组存在这样一种基因，它必定总是存在于 S和多聚 

酶基因之间[1o J。Pol基因编码依赖于 RNA的非结 

构蛋 白，即 RNA多聚酶。 

1．2 S(spike)基因 

PEDV S基因编码 S(spike)蛋白。S基因的启 

动密码子通常并不是用于启动蛋白质的合成，而是 

翻译分子量(Mr)为 151K的 1383个氨基酸(aa)的 

多肽，该多肽含有 29个潜在的糖基化位点。预测的 

PEDV S基因大多数糖基化位点都具有生物学意 

义。序 列 同 一 性 比 较 表 明，PEDV S基 因 与 

HCV229E的序列分别有 60．6％(S2区)和 37．0％ 

(S1)相同；与 TGEV，FIP~, 和 CCV相比，S序列则 

分别有 59．6％一60．0％(S1)和 35．5％一35．9％(S2 

区)相 同。PEDV 和 HCV229E旁 侧序 列 KWP— 

wwvwL相同，该序列与 KwPwYVwL相比仅有 
一

个氨基酸不同，后者在迄今所测定的所有 S蛋白 

基因中都显示了保守性。 

1．3 开放阅读框架 ORF3 

处于 116—784个核苷酸处，能编码 223或 224 

个氨基酸的多肽。ORF3编码的产物或许是一种未 

知的病毒包膜(envelope)蛋白，因为它与主要结构蛋 

白M 非常相似，但这一结果未经证实。ORF3编码 

的产物有一 6个 His的尾。ORF3至少存在 3个可 

变区。有短的核苷酸缺失(2—7个 nt)。对 PEDV的 

两个不同分离株 Cv777和 Brl／87的测序后发现， 

这些核苷酸缺失两个分离株都有。同 ORF编码的 

223个氨基酸参照多肽相比，任何一个缺失都会产 

生一个编码携带特别氨基酸多肽的 ORF。可变区 1 

(S1)。仅见于分离株 CV777，缺失 2个核苷酸，编码 

208个氨基酸的多肽，与 223个氨基酸参照多肽相 

比，后 192个核苷酸相同；V2区有三种情形的核苷 

酸缺失；v3区有 7个核苷酸的缺失，可产生 213个 

氨基酸长的融合多肽。ORF3序列中还发现了两个 

功能基序(motif)：精氨酸酶信号肽和 ATP／GTP结 

合位点。由于 ORF3中核苷酸缺失的存在，所以不 

能寄希望通过细胞培养复制 ORF3产物。对 PEDV 

Cv777和 Brl／87两个不同分离株的研究发现．虽 

然有时核苷酸缺失是在相同的位置，但缺失并不总 

是相同。可以认为，CV777和 Brl／87起源于相同 

的病毒群，但以后各 自进化了n̈ 。将 ORF3植入 

AKP基因。E．foli表达的 ORF3为异源二聚体融合 

蛋白[ ]。ORF3具有多态性，其编码的产物究竟是 

什么并具有何生物学意义仍有待于进一步研究。 

1．4 sM(small membrane)基因 

sM 基因编码 76个氨基酸多肽的冠状病毒结 

构蛋白sM。PEDV的 sM基因序列与 HCV229E和 

TGEV的相 比，分 别有 54％和 29％的同源 性。 

PEDV两个病毒分离株 Cv777和 Brl／87的 M 基 

因严格保守。Northern杂交分析 PEDV亚基因组 

RNA时发现，编码 sM 多肽 的 mRNA同预测的 

RNA5电泳迁移率相 同【̈J。 

1．5 M(membrane)基因 

M 基因为 681个 bp，编码 226个氨基酸多肽的 

主要结构蛋白 M。对 M 基因的序列 比较分析表 

明，PEDV 与 HCV229E和 TGEv分别有 57％和 

53％的同源性。Cv777和 Brl／87核苷酸序列比较 

分析表明，在 M基因上仅有 2个核苷酸的差异。M 

基因非常保 守，聚合酶 链式反应 (PCR)中检测 

PEDV的引物一般都是针对 M基因设计的。 

1．6 N(nucleocapsid)基因 

N基因是 PEDV 已鉴定的 ORF中最大的一 

个。N基因长达 1700bp，编码一个 441个氨基酸多 

肽的 N(nucleocapsid)蛋白。用套式 PCR扩增 4个 

分离株 PEDV N基因540bp的片段后发现，其核苷 

酸序列基本相同 J，对 PEDV CV777和 Brl／87两 

个分离株 N基因序列分析发现仅有 2个碱基的差 

异。N基因 1323个核苷酸的序列表明，PEDV与 

其它冠状病毒 N基因序列有相 当部分相同，但 

PEDV N 基因明显比 HCV229E和 TGEV大。N 

基因在氨基酸和核苷酸水平上与 HCV229E有很大 

的同源性。N基因还有一个 336个核苷酸的 ORF， 

编码富含 I eu的蛋白。N 基因处于 PEDV基因组 

3 端，N基因的 3 端和poly(A)尾之间有一个 11个 

核苷酸的序列，这一序列在已测序的其它冠状病毒 

中都较保守。PEDV基因组的 3 端这 11个核苷酸 

的保守序列，是病毒复制过程中 RNA负链合成的 

识别位点。N基因的 5 端也存在一个类似于内部 

保守基因的 7bp的序列。PEDV的 N基因是最早 

被克隆的，所以对 N基因的研究也较为详细。适应 

细胞生长的PEDV N 基因含有三个内部开放阅读 

框(internal open reading frames，I ORF)，分别命名 

为 I一1(113个密码子)，I一2(63个密码子)和 I一3 

(72个密码子)。三个 I ORF均绝对保守。其它冠 

状病毒已报道的 N基因的 mRNA序列分析也表明 

N基 因中存在不同大小 的 I ORF。现在对这些 
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ORF编码的蛋白质及其生物学作用还知之甚少L8 J。 

牛的冠状病毒(BCv)I ORF(：208个密码子)表达一 

个与膜有关的 23Kda的蛋白，但其生物学作用仍有 

待测定。MHV的 I ORF(207个密码子)编码一结 

构蛋白，该蛋白与病毒复制无关Ll 。PEDV所有 3 

个 I ORF的共同编码作用与 BCV或 MHV大约相 

当。野生型 PEDV Cv777分离株 3 端整个 N基因 

和非编译区的 1800个核苷酸序列分析表明，野生型 

PEDV同适应细胞生长的 PEDV相似，N基因下游 

未发现其它基因。病毒的细胞培养不会导致该基因 

组区任 何核苷酸的变化，然而，适应细胞 生长的 

PEDV对新生仔猪的致病力是明显减弱了Ll ，这证 

明了该段基因及其基因产物对 PED病毒致弱无关。 

除了上述编码结构蛋白的基因外，PEDV还有 

许多 ORF编码非结构蛋白，这些 ORF大多处于 S 

和 sM 基因之间，但当前未能对其进行鉴定。 

2 主要结构蛋白及其功能 

目前为止，对 PEDV的蛋白了解还很少。现在 

主要采用三种方法鉴定病毒蛋白质：一是通过代谢 

标记；二是通过合成多肽的抗血清和单克隆抗体；三 

是通过原核和真核生物表达系统Ll 。PEDV 的结 

构蛋白与其它冠状病毒相似，主要有糖基化纤 突 

(spike)蛋白、糖基化囊膜(membrane)蛋白和 RNA 

结合的未糖基化核衣壳(nucleocapsid)蛋白，其分子 

量分别为 85～135kD、20～32kD和 55～58kD。 

2．1 纤突(spike)S蛋白 

S蛋白为 1383个氨基酸，含有 29个潜在的糖 

基化位点，同其它冠状病毒相似。PEDV S蛋白缺 

乏蛋白水解位点，而 TGEV在此位点上可产生氨基 

和羧基亚单位 S1和 S2。亚单位的序列比较分析证 

实 PEDV同HCV229E抗原相关。但 PEDV还另外 

有 250个 残 基 的 N 端 区，而 这 是 HCV229E 和 

TGEV的呼吸道变异株 PRCV所缺乏的。S蛋白在 

免疫介导中起着重要作用，S蛋白还具有其它生物 

学作用，如识别靶细胞，促进病毒和细胞膜的融合。 

S蛋 白的 C端有一疏水残 基链(1322～1337个氨基 

酸)，预测在此处可形成 a螺旋，起着膜受体的作用。 

S蛋白氨基酸序列有一接近 90个氨基酸残基链， 

PEDV与 CCV、FIPV、TGEV、HCV229E仅有 2个 

残基(即 2．2％)保守，其余序列(除 N端 250个残基 

外)则至少有 20％相同。TGEV S蛋白也有一个这 

样的序列区，其中含有主要的中和介导抗原决定部 

位。这 90个氨基酸的序列区内所有的点突变都会 

使相关的单克隆抗体失效。当pH值为 4时，S蛋白 

溶解度最大，而 N蛋白则要求 pH为 9。制备的 S 

蛋白和 N蛋白可用作 E1 ISA抗原，分别命名为 S— 

EI ISA和 N—ELISA。S—EI ISA 比 N—EI ISA更 

为有效。感染 PEDV猪血清中的抗 S蛋白抗体比 

抗 N蛋白抗体更为持久，即可在更长的时间中检测 

到抗 S蛋白的抗体。 

2．2 囊膜(membrane)M 蛋白 

现已用兔抗肽血清鉴定了 PEDV M蛋白，并用 

杆状病毒进行了表达。活性的 M 蛋 白为 N糖基 

化，分子量约为 27K，而重组体杆状病毒合成的 M 

蛋白 Mr为 23K，且与未糖基化的 M 蛋白有着相同 

的电泳迁移率Ll 。M蛋白的 N端区没有 TGEV所 

具有的信号序列，从病毒粒子囊膜始可延伸 17个氨 

基酸，且有一个 N连糖基化位点。用特异性单克隆 

抗体 mcAb204识别 PEDV感染细胞裂解物中的 4 

条多肽，其分子量分别为 27kD、24／23kD和 19kD。 

可使用免疫印迹法和免疫沉淀法鉴定这些蛋白质。 

细胞培养接种后 6—8h27kD蛋白开始合成，然后是 

24／23kD蛋白和 19kD蛋 白。27kD蛋 白和 24／23kD 

蛋白是糖基化蛋白；27kD蛋白事实上就是 PEDV 

囊膜蛋白 M。PEDV M 和 sM(small membrane)蛋 

白同其它冠状病毒比较，与 TGEV、FIPV和 CCV 

的同源性高于 MHV，BCV和 IBV，这一结果同 N蛋 

白得到的结论一致。水貂血清可同 PEDV、TGEV 

的 M 蛋白，以及 CCV的 M、N蛋 白反应。 

2．3 核衣壳(nucleocapsid)N蛋白 

N蛋白为磷蛋白，相对分子量为 57K。病毒感 

染细胞中 N蛋白较丰富。N蛋白等电点高，缺少糖 

基化和 RNA结合位点。PEDV N蛋白同其它冠状 

病毒 MHV、IBV、HCV OCA3和 BCV的一致性为 

12％ ～ 19％，同 FIPV、CCV、PRCV、TGEV 和 

HCV229E的 一致 性 为 32％ ～ 37％。PEDV 与 

HCV229E的 N蛋白最接近。N蛋白氨基酸序列比 

较，PEDV和 HCV229E有 63个相同的残基，而和 

TGEV 有 49个 相 同 的 残 基。PEDV、TGEV、 

HCV229E的 N端序列的一致性比 C端高。PEDV 

完整的 N蛋白等电点为 10．5，但 C端 50个残基的 

等电点很低，仅为 3．4，这是由于其 C端残基通常是 

带负电荷或呈中性。N蛋白能与病毒多聚酶作用； 

或许还有可能同细胞因子作用，从而改变宿主细胞 

的转 录。N蛋 白是 PEDV 的主 要结 构蛋 白之 一。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


384 中 国 病 毒 学 第 17卷 

M．RosskopfJ~在 PEDV感染的细胞核中发现了 N 

蛋白(资料未公开)，这一结果有待于进一步证实。 

3 与其它冠状病毒的抗原相关性 

免疫荧光(IFA)和免疫电镜(IEM)试验表明， 

PEDV 与 IBV、HEV、NCDCV、CCV、FIPV 没有 抗 

原相关性。与 TGEV进行交叉中和试验、ELISA试 

验等，都证明 PEDV和 TGEV在抗原性上不同，无 

共同抗原。已鉴定的 PEDV ORF(M，sM和 ORF3) 

与 HCV229E比与 TGEV的一致性高，N蛋白中也 

得到 了相同的结论。PEDV与 HCV229E抗原相 

关，根据 M 蛋白的氨基酸序列，可得出 PEDV同其 

它冠状病毒的进化关系树(图2)_3 。 

E229E 

l芏I 2 PEDV I司其 它冠状病 毒的进化关 糸树 

Fig．2 Phylogenetic analysis of PEDV and other coronaviruses 

PEDV、FIPV、CCV、TGEV可和水貂冠状病毒 

的 N蛋白发生免疫印迹交叉反应，用多因子血清和 

单克隆抗体等其它血清学试验都未测出在 PEDV 

和 TGEV相关冠状病毒间有抗原交叉反应_l 。 
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