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Abstract：Two pairs of primers were designed according to the N gene sequence of PEDV
．CV777 

strain in Genebank(No．AF3535 1 1)．PCR amplification product of outer—primers was l 328bp
． and the 

inter—primers amplification product was 538bp
， W ith the primers，a nested PCR assay was established to 

detect PEDV．This method was sensitive and specific and could be used in PEDV diagnosis and 

epidemiological investigation． 
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猪流行性腹泻(Porcine epidemic diarrhea，PED、 

是由猪流行性腹泻病毒 (Porcine epidemic diarrhea 

virus，PEDV)引起的一种以呕吐、腹泻和失水为特 

征的猪肠道传染病。各种年龄的猪都可发病⋯，哺 

乳仔猪、架子猪或育肥猪的发病率最高可达 100％， 

尤其哺乳仔猪的受害最严重。本病在欧洲许多围家 

均有报道。上海畜牧兽医研究所等单位证实，我国 

近年来发生的仔猪腹泻，仃很多为PEDV引起。 

PED的诊断方法有病原分离鉴定 (VN)、免疫 

荧光染色 (IF)、酶联免疫吸附试验 (ELISA)。这 

些方法各有其优缺点l5 】。其共同的缺陷是难以检出 

微量病毒，不适宜早期诊断。 

PCR作为一种极为敏感的分子牛物学技术，己 

广泛应用于人畜传染病诊断及分子生物学诸多领 

域。国外已在PEDV分子生物学特性、cDNA克隆、 

序列分析、RT．PCR等方面进行深入的研究12--4]，而 

国内在此领域几乎是一片空 白。本实验旨在建立 

PEDV的嵌套式 RT．PCR检测方法，为该病的诊断 

和流行病学研究提供更为敏感和可靠的手段；对于 

建立猪轮状病毒(Porcine rotavims，RV)、猪传染性 

胃 肠 炎 病 毒 (Transmissible gastroenteritis virus． 

TGEV)和 PEDV 三种腹泻病毒鉴别诊断有实际意 

义。 

1 材料与方法 

1．1 病毒 

PEDV疫苗毒，南京分离PEDV毒株 NJl、NJ2、 

NJ3，参考毒株 RV、TGEV 均由江苏省农业科学院 

牧医所分离鉴定；其它实验用PEDV毒株为送检粪 

样毒。 
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23 内引物嵌套式 PCR扩增结果 

用 内引物 PEDV／N—F2、PEDV／N—R2对 RT—PCR 

产物进行的嵌套式 PCR，几乎所有的PEDV样品均 

可扩增出 538bp左右的目的条带，原来扩增小理想 

的 PEDV—NJ2，以及几个粪样毒，均扩增出 538bp 

左右的目的片段，条带清晰，无非特异扩增。嵌套 

式 PCR扩增产物经 Dra I单酶切，可切成 310bp和 

230bp左右的两个片段，与预期结果相符合 (图3)。 
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图 3 嵌套式 PCR扩增产物酶切鉴定 

Fig．3 RE analysis of the product of nested PCR 

M ．DL2000 Marker；1，Seed strain for PEDV vaccine nested PCR produt 

digested with Dra I；2，Stool sample 1 from nanjing area nested PCR 

product with Dra I 

2．4 嵌套式 RT—PCR的灵敏性 

通过对 14份送检粪样的 RT—nPCR 检测(设 

PEDV 疫苗毒对照)，有 10份扩增阳性，均可见 

534bp左右的清晰条带。 

猪流行性腹泻的诊断方法 目前国内多用病原 

分离鉴定和血清学方法。但这些方法多操作繁琐、 

费时费力，而且难以检出微量病毒，不适宜早期诊 

断。RT—PCR作为 RNA病毒的一种特异诊断方法， 

具有快速、特异、灵敏等特点，国外已经用于 PEDV 

的快速检测【2．3】。但国内PEDV的 RT．PCR检测方法 

尚未建立，关于TGEV的 RT—PCR检测的文章也较 

少 。本试 验采 用外 引物 、内引物进 行嵌套 式 

RT—PCR，不仅可以检测细胞培养中的PEDV，亦可 

以检测粪样中的PED v’灵敏性和特异性较好。 
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