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!!摘!要"猪流行性腹泻病毒"Z)+74,22[4V2K47V4-++12-:4+*;!ZJ>c#是造成猪腹泻的一种主要肠道病毒(为建
立一种能快速’准确和适于大批量样品的检测ZJ>c方法!根据ZJ>cb蛋白基因保守序列特征设计了一对特异性
引物!并对退火温度和循环数等条件进行了优化(结果显示$建立的P8&ZTP方法特异性地扩增出ZJ>c目的条
带!对非靶标病毒均无交叉反应!最低检测限可达F拷贝%#H&应用该方法对浙江#"份健康猪粪便样品进行检测!

ZJ>c检出率为A!BF‘(结果表明!该文所建立检测ZJ>c的方法具有较高的特异性和灵敏度!可用于临床诊断和
流行性病学调查(
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<)2;<-M.4;1-+-[4V-,V-77*+-<2ZTPK2<1)V;*4<-M.2/)+<12V2<27<4),)/ZJ>c4,-.-+52,*KM2+)/
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;1)̂ ,<1-<<122;<-M.4;12VP8&ZTPK2<1)V;[274/47-..=-K[.4/42V<12ZJ>c<-+52< 4̂<1)*<7+);;&+2-7<4),
<),),&<-+52<:4+*;2;%-,V<12K4,4K*KV2<27<4),.4K4<)/<12K2<1)V+2-712VF7)[42;*#HD#"/27-.
;-K[.2;/+)K12-.<1=[45; 2̂+2V2<27<2VM=<14;K2<1)V%-,V<12V2<27<4),+-<2)/ZJ>c -̂;A!DF‘D812
+2;*.<;4,V47-<2<1-<<122;<-M.4;12VP8&ZTPK2<1)V1-;5))V;[274/474<=-,V;2,;4<4:4<=% 1̂4717-,M2
*;2V/)+7.4,47-.V4-5,);4;-,V2[4V2K4).)547-.4,:2;<45-<4),)/ZJ>cD

81)2*-(%![)+74,22[4V2K47V4-++12-:4+*;$P8&ZTP$V2<27<4),$;[274/474<=$;2,;4<4:4<=

9!引!言

!!猪流行性腹泻病毒"Z)+74,22[4V2K47V4-++12-
:4+*;%ZJ>c#属于冠状病毒科"K1I12&Q(I(X&)#中
甲型冠状病毒属"+H]>&G1I12&Q(I-J#%基因组单链
正义PbS%大小约为!EWM%由至少$个开放阅读框

"?[2,+2-V4,5/+-K%?PN#组成$ZJ>c编码#种
结构蛋白"6)J)O和b#和#种非结构蛋白"A-)AM)
’-和’M#’A(&由ZJ>c引起猪流行性腹泻"Z)+74,2
2[4V2K47V4-++12-%ZJ>#是一种具有高传染性和破
坏性的肠道疾病%感病的猪临床症状为呕吐)厌食)
发烧以及水样腹泻%死亡率接近A""‘’!(&自AC$A



年在英国养猪场首次发现以来%全球关于ZJ>c的
报道越来越多’’&#(&!"A"年以后%高致病性变异株
在亚洲和美洲等国家引起了大规模的猪腹泻病%造
成了严重的经济损失’F&$(%新ZJ>c变异株的出现
及其广泛传播引起了人们的高度关注&ZJ>c在猪
群中引起的症状与其他腹泻病毒%如猪传染性胃肠
炎病毒"8+-,;K4;;4M.25-;<+)2,<2+4<4;:4+*;%8IJc#)
猪德尔塔冠状病毒"Z)+74,2V2.<-7)+),-:4+*;%Z>T)c#
和猪急性腹泻综合征病毒"6̂4,2-7*<2V4-++12-
;=,V+)K27)+),-:4+*;%6S>6&T)c#相似%临床上难以
区分’E(&因此%快速和及时地检测潜在的ZJ>c是预
防和控制ZJ>的首要措施之一&

目前检测ZJ>c的方法很多%主要有病毒分离鉴
定)酶 联 免 疫 吸 附 测 定 "J,]=K2 .4,W2V
4KK*,);)+M2,<-;;-=%JH@6S#)免 疫 荧 光 技 术
"@KK*,)/.*)+2;72,72%@N#)环介导等温扩增技术
"H))[&K2V4-<2V4;)<12+K-.-K[.4/47-<4),%HSOZ#)反
转录酶G聚合酶链锁反应"P2:2+;2<+-,;7+4[<4),&
[).=K2+-;271-4,+2-7<4),%P8&ZTP#和定量P8&ZTP
"i*-,<4<-<4:2P8&ZTP%iP8&ZTP#等’C(&其中%病毒
分离与鉴定非常耗时%HSOZ需要高特异性引物且
容易污染%JH@6S在乳猪免疫系统不成熟且抗体较
少的状况下检测效率较低%iP8&ZTP具有高度敏
感性但需昂贵的仪器和试剂’A"&AA(&与其他方法相
比%P8&ZTP简便)快速)低廉并具有较好的特异性
和灵敏度%已成为广泛应用的方法之一’A!(&目前已
有利用P8&ZTP检测ZJ>c的相关报道%但灵敏度
较低%或无法同时检测变异毒株和传统毒株’A’&AF(&
因此%本文以ZJ>c的保守序列b蛋白基因为靶标
位点%拟建立一种快速)特异和灵敏的可检测包括高
致病性变异株在内ZJ>c的P8&ZTP方法%为猪流
行性腹泻早期防控和临床检测提供新的技术手段&

:!实验部分

:;:!模板与样品来源
!!ZJ>c疫苗株"编号为"’$$AE#来自哈尔滨维
科生物技术开发公司%猪腹泻病毒包括猪博卡病毒
"Z)+74,2M)7-:4+*;%Za)c#)猪星状病毒"Z)+74,2
-;<+):4+*;%ZS;<c#)猪轮状病毒 T 组 "Z)+74,2
5+)*[T+)<-:4+*;2;%PcT#和猪圆环病毒!型
"Z)+74,274+7):4+*;!%ZTc!#和猪传染性胃肠炎病
毒"8+-,;K4;;4M.25-;<+)2,<2+4<4;:4+*;%8IJc#均
保存于本实验室%#"份无明显腹泻症状猪粪便样品
采集于浙江养殖场%样品均保存于GE"g备用&

:;<!仪器和试剂
!!N+2;7)!A离心机"J[[2,V)+/公司%德国#$
Z)̂2+Z-7电泳仪"a4)&P-V%美国#$ZTP 扩增仪
"812+K)公司%美国#$b-,)V+)[!"""超微量分光
光度计"812+K)公司%美国#$8-,),’F""P凝胶成
像系统"上海天能科技有限公司#&
Z9TK&8:27<)+%SU=Z+2[>bS凝胶回收试剂

盒和 SU=Z+2[体液病毒>bS*PbS小量试剂盒
"SU=52,公司%美国#%\4;7+4[<!A;<;<+-,V7>bS
6=,<12;4;Y4<和!e8-LO-;<2+O4U和>\F,感受
态"诺唯赞公司%南京#&
:;=!核酸提取和反转录

!!参照b-,等’A%(的方法进行样品前处理%具体过
程为!取AF"K5粪便样品%按照AfA"".*Q#的比例加
入AeZa6缓冲液悬浮%%"""+*K4,涡旋震荡!K4,%
置于#gA"K4,$以A!"""+*K4,离心A"K4,%取上清
液)备用&病毒PbS的提取和反转录分别按照
SU=Z+2[8O体液病毒>bS*PbS小量制备试剂盒
和\4;7+4[<!A;<;<+-,V7>bS6=,<12;4;Y4<进行&
:;>!引物设计
!!参考已有的ZJ>c序列"I2,a-,W登录号为
YTAECC###%应用Z+2K42+FB"在病毒b蛋白的基
因区域设计A对特异性引物"上游引物ZJ>c&N!Fr&
SSTSTIITIST8ST8TSIT&’r% 下 游 引 物
ZJ>c&P!Fr&ITT88T888SITSSTTTSI&’r#%引
物由苏州金唯智生物科技有限公司合成&
:;C!@KQ扩增和质粒标准品构建
!!ZTP反应体系如下!!eO-;<2+O4UA"#H%
A"",K).*HZJ>c上下游引物各"B##H%7>bS模
板A#H%补VV\!?至!"#H&反应参数为!CFg预
变性’K4,%CFg变性!";%#Fg退火’";%$!g延
伸’";%$!g延伸FK4,%’F个循环&ZTP产物经
琼脂糖凝胶电泳%目的条带割胶回收%并连接至
[9TK&8c27<)+载体中&连接产物转化>\F,感受
态%具体方法按照南京诺唯赞大肠杆菌"EJG>)I(G>(&
G1H(#>\F,感受态操作进行&菌液ZTP筛选出的阳
性克隆由苏州金唯智有限公司测序鉴定%序列正确的
阳性质粒即为质粒标准品&利用b-,)V+)[测量浓度
后%根据阿伏伽德罗常数计算纯化质粒的拷贝数%并
按照A"倍梯度进行系列稀释&
:;N!循环数和退火温度优化
!!在已建立的ZTP体系基础上进行扩增条件的
优化%包括循环数"’")’F)#"个循环和#F个循环#
以及退火温度"#"B""%FB"g#&
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:;S!特异性实验
!!根据优化后的反应体系%同时对ZJ>c和其他
几种非靶标病毒"Za)c)ZS;<c)ZTc!)8IJc和
PcT#进行特异性分析%以VV\!?为阴性对照&

:;a!敏感性实验
!!将计算好拷贝数的质粒标准品进行A"倍系列
梯度稀释%取E个浓度梯度"FeA"$"F拷贝*#H#分
别作为模板%以最低检出量作为该实验的灵敏度&
:;b!临床样品的检测
!!应用上述建立的P8&ZTP对采集于浙江省养
殖场的#"份健康猪粪便样品进行检测&

<!结果与分析

<;:!质粒标准品制备
!!以ZJ>c 反转录产物7>bS 为模板%利用
ZJ>c&N和ZJ>c&P引物对ZTP扩增%ZTP产物
电泳结果如图A所示&从图A中可以看出!ZJ>c
在约#""M[处存在与预期大小一致的特异性目的
条带$目的条带回收后克隆至[9TK&8质粒中%测
序结果表明该载体中插入的外源片段为ZJ>c的
b蛋白的基因部分序列&

OD>H!""">bSO-+W2+$ADZJ>c扩增产物$!D阴性对照

图A!ZJ>c重组质粒构建

<;<!退火温度优化
!!对ZJ>c退火温度进行优化探索%结果如图!
所示&从图!中可以看出!ZJ>c在#"B""%FB"g
均能有效扩增出目的条带%在F"B""FFB"g扩增效
率最高&考虑到引物特异性)二聚体形成等因素%最
终选择FFB"g作为该反应的退火温度&

<;=!循环数优化
!!对ZTP反应循环数进行优化探索%结果如图’
所示&从图’中可以看出!在’"个循环下最低检出
量为FeA"’拷贝%在’F)#"和#F个循环下最低检出
量均可达F拷贝%且在一定范围内循环数越多条带
越亮&基于ZTP反应时间及特异性等问题%最终选
择#"个循环作为ZTP反应参数&根据退火温度和
循环数优化的结果%确定 P8&ZTP反应参数为!
CFg预变性’K4,%CFg变性!";%FFg退火’";%

OD>H!""">bSO-+W2+$AD#"B"g$!D#AB$g$’D##B$g$

#D#CB#g$FDFFB"g$%DFCB$g$$D%’B"g$ED%FB"g$

CD阴性对照

图!!ZJ>cP8&ZTP退火温度比较

$!g延伸’";%$!g延伸FK4,%#"个循环&

OD>H!""">bSO-+W2+$泳道分别表示不同浓度质粒拷贝数$

ADFeA"$拷贝*#H$!DFeA"%拷贝*#H$’DFeA"F拷贝*#H$

#DFeA"#拷贝*#H$FDFeA"’拷贝*#H$%DFeA"!拷贝*#H$

$DFeA"A拷贝*#H$EDFeA""拷贝*#H$CDFeA"GA拷贝*#H$

A"D阴性对照

图’!ZJ>cP8&ZTP不同循环数比较

<;>!特异性分析
!!根据上述确定的ZTP优化体系%分别以ZJ>c
和猪腹泻相关病毒Za)c)ZS;<c)ZTc!)8IJc和
PcT的7>bS*>bS为模板进行ZTP%结果如图#
所示&从图#中可以看出!仅从ZJ>c模板中扩增
出靶标片段%而在Za)c)ZS;<c)ZTc!)8IJc和
PcT样品及VV\!?中均检测不到目的条带%ZTP
扩增具有较高的特异性&

OD>H!""">bSO-+W2+$不同泳道表示不同病毒模板$

ADZJ>c$!DZa)c$’DZS;<c$#DZTc!$FD8IJc$%DPcT$

$DVV\!?

图#!ZJ>cP8&ZTP特异性检测

<;C!灵敏度分析
!!为进一步地确定本文建立的ZTP检测灵敏度%
分别以A"倍系列稀释的浓度为FeA"%"F拷贝*
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#H的ZJ>c质粒为模板进行ZTP扩增%结果如图
F所示&从图F中可以看出!ZJ>c最低检测限可
达F拷贝%条带单一清晰且阴性对照无条带扩出%表
明本文建立的ZTP检测方法具有良好的灵敏度&
<;N!临床样品检测
!!利用本文建立的ZJ>c检测方法对#"份健康
猪粪便样品进行检测%结果如图%所示&从图%中
可以看出!#"份猪粪便样品中有F份为阳性%阳性
率为A!BF‘"F*#"#$将这F份阳性样品ZTP扩增
产物进行测序和aHS68比对分析%确认F份阳性
样品扩增产物均为ZJ>c&

OD>H!""">bSO-+W2+$泳道分别表示不同浓度质粒拷贝数$

ADFeA"%拷贝*#H$!DFeA"F拷贝*#H$’DFeA"#拷贝*#H$

#DFeA"’拷贝*#H$FDFeA"!拷贝*#H$%DFeA"A拷贝*#H$

$DFeA""拷贝*#H$EDVV\!?

图F!ZJ>cP8&ZTP灵敏度检测

OD>H!""">bSO-+W2+$泳道A"#"分别表示不同样品$#AD阴性对照$ZDZJ>c质粒

图%!ZJ>cP8&ZTP检测临床样品

=!讨!论

!!ZJ>c是造成猪病毒性胃肠炎的主要病原物%
可使各年龄段的猪群发病%且对哺乳仔猪具有极高
的致死率’A$(&目前针对ZJ>c的防治以疫苗为主%
而近年来高毒力变异ZJ>c毒株席卷全球养猪业%
传统ZJ>c毒株"I$基因组#疫苗无法有效防治变
异毒株"I%基因组#%致使变异毒株迅速传播%导致
大量生猪死亡%给生猪养殖业造成了巨大经济损
失’AE(&因此%及时有效地诊断ZJ>c对于切断猪病
毒性胃肠炎病原体的传播和疾病的爆发具有重要
意义&

在ZTP检测方法建立过程中%引物设计是最为
关键的因素%通常决定着ZTP检测的特异性和敏感
性&随着越来越多的变异株ZJ>c基因组数据被
公开%早期建立的ZTP所用的引物存在扩增效率低
下或失效的可能&本文根据目前I2,a-,W上已有
的ZJ>c全长基因组在其高度保守的b蛋白基因
区域设计了一对特异性引物%通过体系成分浓度)退
火温度和循环数等反应参数的优化%建立了可用于
检测包括高致病性变异株在内ZJ>c的P8&ZTP%

可特异性扩增ZJ>c%而与Za)c)ZS;<c)ZTc!)
PcS和8IJc非靶标病毒无交叉反应%最低可检
测F拷贝*#H的核酸含量%比于学武等

’AC(建立的一
步P8&ZTP灵敏度高出约#’倍"!B"AeA"’拷贝*

#H#%远高于 \2等
’’(报道的ZJ>cP8&ZTP的灵

敏度"ABFAeA"#拷贝*#H#%而与南沛等
’!"("F拷贝*

#H#和李飞等
’!A("A"拷贝*#H#建立的实时荧光定量

ZTP灵敏度相当&本文建立的ZJ>cP8&ZTP检
测方法具有较高的特异性和灵敏度%且成本较低%为
早期低浓度病毒的大批量检测提供了重要的技术
手段&

近几年流行病学调查显示%腹泻猪场ZJ>c阳
性率多高于F"‘%是引起猪腹泻最主要的病毒之
一’$%!!&!F(&01-,5等’!F(调查了中国AA个省份’!#
份健康猪粪便样品%ZJ>c感染率为A"BE‘ "’F*
’!##&Q2,等’!%(分析了浙江省养猪场临床健康生
长育肥猪的C"份粪便样品%经检测ZJ>c阳性率
为!EBC‘"!%*C"#&>4,5等’AA(采集了河南)重庆)
青海等C个省市的’CE份猪粪便样本%结果显示
ZJ>c阳性率为ACB%‘"$E*’CE#&通过本文建立
的ZJ>cP8&ZTP方法对来自浙江#"份健康猪粪
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便进行检测%发现有F份样本存在ZJ>c感染%阳
性检出率为A!BF‘"F*#"#&在健康猪中检出一定
比例的ZJ>c阳性样本%但其检出率远低于腹泻
猪%其原因可能是病毒ZJ>c处于感染的早期阶
段)含量低而无法检测&

>!结!论

!!本文根据ZJ>cb蛋白基因进行特异性引物
设计%通过优化反应体系和反应参数%建立了一种快
捷)低廉)特异和灵敏的P8&ZTP检测方法%最低检
测限可以达到F拷贝*#H&应用该方法对#"份临
床样品进行了检测和阳性扩增产物测序分析确认%
进一步证明了该方法的临床适用性%为ZJ>c的早
期防控及流行病学调查提供了技术支持&

参考文献"
’A((*,5Y%6-4/H(DZ)+74,22[4V2K47V4-++12-:4+*;
4,/27<4),!J<4).)5=%2[4V2K4).)5=%[-<1)52,2;4;-,V
4KK*,)[+)[1=.-U4;’((D812c2<2+4,-+=()*+,-.%!"AF%

!"#"!#!A’#&A#’D
’!(H4Q8%:-,Y*[[2:2.VN(O%\2i%2<-.DT2..*.-+
2,<+=)/<12[)+74,22[4V2K47V4-++12-:4+*;’((Dc4+*;
P2;2-+71%!"A%%!!%!AA$&A!$D

’’(\2>%T12, N%Y* _%2<-.DJ;<-M.4;1K2,<-,V
-[[.47-<4),)/-K*.<4[.2UP8&ZTP<)V4//2+2,<4-<2 4̂.V&
<=[2-,V:-774,2;<+-4,;)/[)+74,22[4V2K47V4-++12-
:4+*;’((D()*+,-.)/c4+).)547-.O2<1)V;%!"AC%!$!!

AA’%E#D
’#(Q))VJbDS,-[[-+2,<.=,2̂ ;=,V+)K2)/[)+74,2
2[4V2K47V4-++1)2-’((Dc2<2+4,-+=P27)+V%AC$$%A""
"A!#!!#’&!##D

’F(H4Q8%H4\%H4*ha%2<-.Db2̂ :-+4-,<;)/[)+74,2
2[4V2K47V4-++12-:4+*;%T14,-%!"AA’((DJK2+54,5
@,/27<4)*;>4;2-;2;%!"A!%AE"E#!A’F"&A’F’D

’%(c.-;):-Sb%O-+<1-.2+>%Q-,5i\%2<-.D>4;<4,7<
71-+-7<2+4;<47;-,V7)K[.2U2:).*<4),)/ZJ>c;<+-4,;%

b)+<1SK2+47-%O-=!"A’&N2M+*-+=!"A#’((DJK2+54,5
@,/27<4)*;>4;2-;2;D!"A#%!""A"#!A%!"&A%!ED

’$(Q-,5>%N-,5HP%_4-)6aDZ)+74,22[4V2K47V4-++12-
4,T14,-’((Dc4+*;P2;2-+71%!"A%%!!%!$&A’D

’E((*,5Y%6-4/H(%Q-,5i\DZ)+74,22[4V2K47V4-++12-
:4+*;"ZJ>c#!S,*[V-<2),2<4).)5=%<+-,;K4;;4),%

[-<1)52,2;4;%-,V[+2:2,<4),-,V7),<+).’((Dc4+*;
P2;2-+71%!"!"%!E%!ACE"#FD

’C(6),5>%Z-+WaDZ)+74,22[4V2K47V4-++1)2-:4+*;!S
7)K[+212,;4:2 +2:42̂ )/ K).27*.-+ 2[4V2K4).)5=%

V4-5,);4;%-,V:-774,2;’((Dc4+*;I2,2;D!"A!%##"!#!

A%$&A$FD
’A"(01*h%Q-,5I\%T*4h>%2<-.DJ;<-M.4;1K2,<)/-

,-,)[-+<47.2&-;;4;<2VP8&ZTP-;;-=<)V4;<4,5*4;1/42.V
;<+-4,;-,V-<<2,*-<2V;<+-4,;)/[)+74,22[4V2K47
V4-++12-:4+*;’((DS+714:2;c4+).)5=%!"A%%A%A"C#!

!F#’&!F#$D
’AA(>4,5I%N*h%H4a%2<-.D>2:2.)[K2,<)/-K*.<4[.2U

P8&ZTP/)+<12V2<27<4),)/K-3)+V4-++1)2-.:4+*;2;4,

[4512+V;4,T14,-’((D8+-,;M)*,V-+=-,VJK2+54,5
>4;2-;2;%!"!"%%$"!#!%$E&%EFD

’A!(O4..2+H T%T+-̂/)+V Y Y%H-52+Y O%2<-.D
J:-.*-<4),)/<̂)+2-.&<4K2[).=K2+-;271-4,+2-7<4),
-;;-=;/)+Z)+74,22[4V2K47V4-++12-:4+*;"ZJ>c#<)
-;;2;;ZJ>c<+-,;K4;;4),4,5+)̂4,5[45;’((D()*+,-.
)/c2<2+4,-+=>4-5,);<47@,:2;<45-<4),%!"A%%!E"A#!

!"&!CD
’A’(胡丽萍%何奇松%许瑞胜%等D猪流行性腹泻病毒一步

法P8&ZTP检测方法的建立与初步应用’((D上海畜牧
兽医通讯%!"AE"A#!A!&A#D

’A#(吴学敏%陈如敬%王隆柏%等D猪流行性腹泻病毒P8&
ZTP检测方法建立及初步应用研究’((D中国农学通
报%!"A!%!E"!%#!FC&%!D

’AF(赵攀登%赵胜杰%王岩%等D猪流行性腹泻病毒变异毒
株与传统毒株P8&ZTP鉴别诊断方法的建立’((D中国
动物传染病学报%!"AC%!$"%#!C#&CED

’A%(b-,Z%Q2,>%?[+42;;,458%2<-.Db):2.*,4:2+;-.
[+4K2+&[2,<-[.2UZTP-;;-=M-;2V),714K2+47[+4K2+;
/)+;4K*.<-,2)*;V2<27<4),)//4:27)KK),[45:4+*;2;
-;;)74-<2V 4̂<1V4-++12-’((DO).27*.-+-,VT2..*.-+
Z+)M2;%!"!A%FE!A"A$#$D

’A$(Q-,50H%H4_P%61-,5h(%2<-.DP-[4VV4//2+2,<4-<4),
)/ZJ>c 4̂.V&<=[2;<+-4,;-,V7.-;;47-.-<<2,*-<2V:-774,2
;<+-4,;M=/.*)+2;72,<[+)M2&M-;2V+2:2+;2<+-,;7+4[<4),
+27)KM4,-;2[).=K2+-;2-K[.4/47-<4),-;;-= ’((DaOT
c2<2+4,-+=P2;2-+71%!"!"%A%"A#!!"ED

’AE(H22TDZ)+74,22[4V2K47V4-++12-:4+*;!S,2K2+54,5
-,V+2&2K2+54,52[4]))<47;̂4,2:4+*;’((Dc4+).)5=
()*+,-.%!"AF%A!!AC’D

’AC(于学武%王珊珊%曹明慧%等D猪流行性腹泻病毒一步
法P8&ZTP检测方法的建立与初步应用’((D饲料工
业%!"AF%’%"A"#!F’&F%D

’!"(南沛%刘高鹏%戴小燕%等D猪流行性腹泻病毒实时荧
光定量ZTP检测方法的建立’((D浙江理工大学学报
"自然科学版#%!"!A%#F"F#!$AA&$A%D

’!A(李飞%曾喻兵%江朝源%等D猪流行性腹泻病毒6haP
I+22,$荧光定量P8&ZTP检测方法的建立与应用
’((D中国兽医科学%!"!A%FA"AA#!A’FF&A’%"D

’!!((4-,5Th%\2\(%01-,5Th%2<-.D?,2&;<2[<+4[.2U

’’%第#期 张秋桠等!猪流行性腹泻病毒P8&ZTP检测方法的建立



+2:2+;2&<+-,;7+4[<4),ZTPV2<27<4),)/[)+74,22[4V2K47
V4-++12- :4+*;%[)+74,2 ;-[2.):4+*;%-,V [)+74,2
;-[):4+*;’((D()*+,-. )/ c2<2+4,-+= >4-5,);<47
@,:2;<45-<4),%!"AC%’A"%#!C"C&CA!D

’!’(T*4(8%i4-)\%\)*Th%2<-.DT1-+-7<2+4;<47;)/
<12;[4W2-,V?PN’52,2;)/[)+74,22[4V2K47V4-++12-
:4+*;4, \2,-,-,V61-,U4[+):4,72;)/T14,-’((D
S+714:2;)/c4+).)5=%!"!"%A%F"A"#!!’!’&!’’’D

’!#(常新见%周金柱%殷杰%等D!"A$&!"AC年华东地区猪
场主要病毒性腹泻病原调查’((D畜牧兽医学报%!"!"%

FA"A!#!’A#A&’AF"D
’!F(01-,5i%\*P%8-,5_%2<-.D?77*++2,72-,V
4,:2;<45-<4),)/2,<2+47:4+-.4,/27<4),;4,[45; 4̂<1
V4-++12-4,T14,-’((DS+714:2;)/:4+).)5=%!"A’%AFE
"E#!A%’A&A%’%D

’!%(Q2,>%H4*IZ%?[+42;;,458%2<-.D64K*.<-,2)*;
V2<27<4),)//4:2[45:4+*;2;-;;)74-<2V 4̂<12,<2+47
V4;2-;24,[45;*;4,5J:-I+22,+2-.&<4K2ZTP7)KM4,2V
4̂<1K2.<4,57*+:2-,-.=;4;’((D()*+,-.)/c4+).)547-.
O2<1)V;%!"AC%!%E!A&ED

$责任编辑"张会巍%

#’% !!!!!!!!浙!江!理!工!大!学!学!报"自然科学版# !"!!年!第#$卷


