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  摘 要:
 

猪星状病毒(Porcine
 

astrovirus,
 

PAstV)是猪群中广泛存在的一种病原物,已确定的5种主要基因型

(PAstV1—PAstV5)在遗传进化、流行特征及致病性方面差异显著,且部分基因型具有潜在的人畜共患风险。

PAstV主要引起仔猪腹泻与发育障碍,常与其他肠道病原体混合感染,持续危害养猪业,目前尚无特效疫苗或抗病

毒药物。开发快速、准确的检测技术对疫情防控和公共卫生评估至关重要,现有检测方法已从传统病原学技术发展

到以实时荧光定量PCR为核心的分子诊断体系。该文系统综述了PAstV的基因型多样性、分子进化特征与各类检

测技术的原理与应用进展,旨在为PAstV的流行病学研究、实验室诊断与综合防控提供参考。
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Abstract:
  

Porcine
 

astrovirus
 

(PAstV)
 

is
 

a
 

widely
 

prevalent
 

pathogen
 

in
 

swine
 

populations,
 

with
 

five
 

identified
 

major
 

genotypes
 

(PAstV1—PAstV5)
 

exhibiting
 

significant
 

genetic
 

diversity,
 

distinct
 

epidemiological
 

characteristics,
 

and
 

varying
 

pathogenic
 

potential.
 

Some
 

genotypes
 

additionally
 

pose
 

potential
 

zoonotic
 

risks.
 

The
 

virus
 

primarily
 

causes
 

diarrhea
 

and
 

growth
 

retardation
 

in
 

piglets
 

and
 

often
 

co-infects
 

with
 

other
 

enteric
 

pathogens,
 

posing
 

persistent
 

challenges
 

to
 

the
 

swine
 

industry.
 

Currently,
 

no
 

specific
 

vaccines
 

or
 

antiviral
 

treatments
 

are
 

available,
 

underscoring
 

the
 

critical
 

need
 

for
 

rapid
 

and
 

accurate
 

detection
 

methods
 

to
 

support
 

epidemic
 

control
 

and
 

public
 

health
 

risk
 

assessment.
 

Diagnostic
 

approaches
 

have
 

evolved
 

from
 

conventional
 

etiological
 

techniques
 

to
 

molecular
 

systems
 

centered
 

on
 

real-time
 

quantitative
 

PCR.
 

This
 

review
 

systematically
 

summarizes
 

the
 

genetic
 

diversity
 

and
 

molecular
 

evolutionary
 

traits
 

of
 

PAstV
 

as
 

well
 

as
 

the
 

principles
 

and
 

applications
 

of
 

current
 

detection
 

technologies,
 

aiming
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

epidemiological
 

studies,
 

laboratory
 

diagnosis,
 

and
 

integrated
 

prevention
 

strategies
 

related
 

to
 

this
 

virus.
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0 引 言

  猪星状病毒(Porcine
 

astrovirus,
 

PAstV)属于

星状病毒科(Astroviridae)哺乳动物星状病毒属

(Mamastrovirus),是一种无包膜的单股正链RNA
病毒[1]。星状病毒科分2个属,哺乳动物星状病毒

属与禽星状病毒属(Avastrovirus),二者分别特异

性感染哺乳动物和鸟类[1]。基于高变衣壳蛋白

(Capsid
 

protein,
 

CP)基因的遗传差异,这2个属可

进一步划分为2个基因群[2]。Bridger等[3]于1980
年首次通过电镜在3周龄腹泻仔猪粪便中检出

PAstV;Shimizu等[4]在猪胚肾细胞中首次成功分

离出一株能够诱导细胞病变效应的PAstV毒株,但
该病毒的分子特征直至2001年才得以解析[5]。迄

今为止,全球范围内已鉴定出5种流行程度各异的

PAstV基因型(PAstV1—PAstV5)[6-7]。PAstV的

系统发育分析揭示,PAstV1—PAstV5基因型在进化

树上并非聚集为一个单系群,而是形成了数个独立的

分支;其中,部分分支与牛、羊等其他动物星状病毒的

亲缘关系更为接近,并非与PAstV的其他基因型聚

集[8-9]。全基因组序列分析进一步证实,PAstV3的开

放阅读框1b(Open
 

reading
 

frame
 

1b,ORF1b)和开放

阅读框2(ORF2)区域分别与猪源和牛源星状病毒存

在重组信号,表明其可能起源于跨物种传播[9]。综上

所述,PAstV的不同基因型可能并非起源于单一的共

同祖先,是存在多系起源,在进化历史上可能发生了

多次独立的跨物种传播事件。
不同PAstV基因型具有明显的遗传多样性,呈

现出特征各异的致病性。其中,PAstV3具有嗜神

经性,可突破血脑屏障并损伤中枢神经系统[10];常
见的PAstV1、PAstV2、PAstV4和PAstV5则主要

定位于肠道,引起以呕吐、水样腹泻和脱水为主要特

征的胃肠炎[11]。断奶仔猪是PAstV肠道致病基因

型感染的核心易感群体,感染后常因肠道损伤和营

养吸收障碍,引发仔猪发育迟滞与体重减轻,进而影

响生长性能[12]。在养殖现场,PAstV常与轮状病

毒、冠状病毒等肠道病原体形成复合感染,协同加剧

肠道损伤与临床症状,给全球养猪业造成重大经济

损失[13-16]。此外,PAstV还表现出潜在的人畜共患

风险,在人腹泻患者粪便中检测到动物源性的病毒

株,说明该病毒可能通过污染源或直接接触途径传

播[17-18]。但目前尚无针对PAstV的特异性药物或

疫苗。为此建立有效的PAstV主动监测体系,对于

保障畜牧业的可持续发展与防范公共卫生风险具有

双重重要意义。为应对PAstV基因组高度的多样

性带来的诊断挑战,本文系统阐述了其基因组特征

与分类,并分析了现有检测技术因遗传变异所致的局

限性及对不同基因型的检出偏差,以期为实现精准监

测与防控提供理论参考。

1 基因组结构与分类体系

  PAstV作为星状病毒科的典型成员,其基因组

为长约6.8~7.2
 

kb的单股正链RNA,3'端具poly
(A)尾,而5'端含短非翻译区(Untranslated

 

region,
 

UTR)[19],基因组包含3个保守ORF,ORF1a编码

参与多聚蛋白加工的非结构蛋白酶(Nonstructural
 

protein
 

1a,
 

NSP1a),ORF1b通过-1核糖体移码机

制(依赖AAAA滑动序列及假结构)与ORF1a融

合表达RNA依赖的RNA聚合酶(RNA-dependent
 

RNA
 

polymerase,
 

RdRp)[19-20]。ORF2则经亚基因

组RNA(Subgenomic
 

RNA,
 

sgRNA)独立转录,编
码衣壳前体蛋白(见图1),该前体蛋白需经细胞内

caspase及细胞外胰蛋白酶等多步骤加工后,形成成

熟的病毒CP[21-23]。值得注意的是,ORF2的C端高

变区驱动抗原多样性及宿主适应性进化,与病毒毒

力密切相关,这为诊断靶标设计提供了关键分子基

础;同时,ORF2中完整衣壳蛋白编码序列的遗传差

异,是构成现行分类标准的依据[6,24]。

图1 星状病毒基因组和亚基因组RNA组织示意图

注:基因组RNA的5'端(黄色)共价连接病毒基因组连接蛋白(VPg);亚基因组RNA可能亦携带VPg,但尚未得到证实。3个开放阅读框

编码病毒蛋白:ORF1a编码蛋白酶及VPg(橙色),ORF1b编码RNA依赖的RNA聚合酶(RdRp,黄色),ORF2编码

衣壳蛋白、刺突蛋白及结构蛋白(粉色)。基因组3'端为多聚腺苷酸尾(poly(A)
 

tail)。
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  PAstV是由多个高度分化的遗传谱系构成的病毒

类群,自国际病毒分类委员会第九次报告发布,近十年

来该病毒分类体系尚未全面更新。根据既往分类情

况,感染猪的星状病毒分属于多个不同的物种,即
MAstV

 

3、MAstV
 

22、MAstV
 

24、MAstV
 

26、MAstV
 

27、MAstV
 

31及MAstV
 

32。在研究与诊断中,常依据

其CP编码基因的序列差异,进一步划分为5个主要基

因型(PAstV1—PAstV5)[1,25]。为了在全基因组层面阐

明PAstV各基因型间的系统发育关系,基于从

GenBank数据库中获得涵盖PAstV1—PAstV5的代表

性全长基因组序列,构建系统发育树(见图2),所有分

析序列被清晰地划分为5个主要进化枝,与基于ORF2
序列的传统分类结果高度一致,印证了目前5大基因

型(PAstV1—PAstV5)划分的可靠性。

图2 猪星状病毒全基因组序列的系统发育树

注:树形基于P-distance模型构建,分支上的数字表示Bootstrap值(≥70%显示),标尺代表每个位点的核苷酸替换数。

  PAstV2与PAstV4进化枝拥有最丰富的基因

组序列数据,这与其作为全球范围内(特别是亚洲与

欧洲地区)主导流行基因型的流行病学地位相

符[26-28]。相比之下,PAstV1与PAstV5的可用公

共序列资源相对有限,这可能源于其在实际种群中

的流行率较低,也反映了当前针对这2个基因型的

研究关注与测序尚不充分[29]。值得注意的是,
PAstV3的可用序列数量有限,但因其明确的嗜神

经性而成为研究焦点,获得了相较其他基因型更为

深入的分析和更高质量的代表性序列[30-31]。这也意

味着对PAstV1与PAstV5的遗传多样性、进化动

力学及其潜在致病风险的深入解析,仍是未来研究

的重要方向。基于进化树所揭示的全基因组亲缘关

系不仅验证了5大基因型划分的可靠性,也为理解

其全球分布格局与起源演化提供了进化框架。不同

PAstV基因型在全球范围内呈现出鲜明的地理分

布差异,同时,其显著的基因多样性直接形成了复杂

的临床表现谱系,这对检测技术的设计提出了明确
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而多元的要求。PAstV2在亚洲流行广泛且致病性

强,要求检测方法必须具备高灵敏度与可靠的病原

载量定量能力[32];PAstV3具有跨洲传播潜力与嗜

神经性,且存在人畜共患风险,故检测中需兼顾其特

异性识别与潜在公共卫生风险的评估;新近发现的

PAstV4与PAstV5则提示,检测体系应具备识别

新发或区域性变异株的灵活性[33]。同时,PAstV常

与轮状病毒、冠状病毒等形成混合感染,进一步要求

检测技术能够实现多病原同步鉴别与共感染情况解

析[34]。由此可见,PAstV的基因多样性不仅决定了

其复杂的临床表现与流行病学格局,更直接驱动了

对检测技术广谱性、分型准确性、定量可靠性及多病

原联检能力的综合需求,这构成了发展下一代诊断

方法的根本出发点。

2 PAstV主要检测技术

  PAstV的持续流行及其复杂的感染生态,对建

立兼具广谱性、精准性与实用性的检测体系提出了

明确需求。当前,针对PAstV的检测主要依赖3大

类技术:传统病原学技术、免疫学技术与分子诊断技

术,这些技术在检测目标、灵敏度、操作流程及信息

输出维度上构成互补。
2.1 传统诊断方法

2.1.1 病毒的分离培养

  PAstV的分离培养是明确其病原生物学特

性、研究致病机制及开发针对性防控技术的基

础。但PAstV的体外分离培养面临显著挑战,这
主要归因于其严格的宿主细胞嗜性、体外细胞复

制效率有限以及非溶解性胞吐方式释放病毒粒

子等特性,使得感染通常不产生明显的细胞病变

效应(Cytopathic
 

effect,
 

CPE)[35-36]。在早期的研

究中,Shimizu等[4]利用猪胚肾细胞首次从急性

胃肠炎病猪中成功分离出一株能够诱导CPE的

毒株,其特征包括细胞增大和胞浆内出现细颗粒

样变化。在后续研究中,猪肾来源的细胞系(尤
其是PK-15细胞)已成为体外培养PAstV的关键

模型,该细胞系为病毒复制提供了高度相容的细

胞内环境,感染后通常可观察到细胞圆缩、碎裂

及脱落等典型的病变现象[6,37]。分离获得的病

毒需通过电子显微镜、免疫荧光或反转录PCR
(Reverse

 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

RT-PCR)等技术进行进一步鉴定。整个分离流

程耗时较长、成功率不稳定,且对操作条件要求

严格,难以适用于临床快速诊断。目前,该技术

主要用于病毒生物学特性研究,或者作为验证分

子检测方法的参考标准。
2.1.2 电镜技术

  电子显微镜技术是病毒形态学鉴定的经典方

法,在PAstV的发现史上具有奠基性作用,PAstV
于1975年首次通过电镜被观察[38],电子束的高分

辨率可直接显示直径28~35
 

nm 的病毒颗粒,
PAstV衣壳表面的独特星状突起是关键的形态学

鉴别依据[4]。不过,该方法存在显著局限性:在灵敏

度方面,通常要求样本病毒浓度高于一定的数值

(≥106个/mL)时才能检出,在低浓度病毒量时易

出现假阴性;特异性方面,仅约10%的颗粒呈现典

型星状形态,易造成检出率低,电镜无法进行血清型

或基因型分型,限制了其在分子流行病学调查中的

应用;设备昂贵、通量低、耗时长的特点也使其不适

用于临床常规筛查。目前,电镜在PAstV诊断中主

要用于病毒形态的验证、细胞培养物质量控制等科

研场景,也可在未知病原暴发初期作为重要的筛查

工具,其诊断作用已在很大程度上被更灵敏和更特

异的分子检测技术取代。
2.2 免疫学检测

 

2.2.1 酶联免疫吸附试验

  酶 联 免 疫 吸 附 试 验 (Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

ELISA)作为一种经典的免

疫学检测技术,自20世纪70年代问世以来,已在病

毒感染的血清学诊断中得到了广泛应用[52]。该技

术的基本原理是将抗原与抗体的高特异性识别与酶

对底物的高效催化放大作用相结合,实现目标物的

定量 或 定 性 分 析[39-40]。然 而,基 于 ELISA 的

PAstV检测路径,仍面临显著挑战,其核心障碍在

于病毒存在高度的基因型多样性,基于单一型类别

抗原开发的检测方法往往对其他型别敏感性不足,
且存在交叉反应,致使特异性受限[41]。当前,
PAstV的ELISA检测主要依赖于针对病毒CP开

发的试剂,基于重组表达的PAstV4
 

CP(或其表面

刺突结构域)建立的间接ELISA,已成功用于特异

性抗体的血清学筛查[31];针对PAstV5
 

CP制备的

单克隆抗体及其鉴定出的线性表位,为开发高特异

性的夹心ELISA用于抗原检测奠定了基础,共同推

动了PAstV 血清学与病原学诊断工具的进步。
ELISA在PAstV分型检测中具有重要价值,但其

在特异性与灵敏度方面的局限[42],难以满足广谱、
高效筛查的实用需求,在当前检测体系中主要承担

辅助性角色。
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表1 PAstV检测方法比较

技术
类别

具体方法 主要优点 主要缺点/挑战 典型适用范围 参考文献

传统
检测
技术

病毒的分
离培养

可用于开展病毒生物学特性(如复
制与致病机制)研究,或作为验证分
子检测方法的参考标准

耗时长(数天至数周)、成功率
低、需要特定细胞系、成本高

病毒生物学特性研究、毒
株库与标准品建立

[36-37]

电镜技术
直观,无需预设靶标,适用于未知病
原的初步形态鉴定

灵敏度极低(需≥106 个/mL)、
设备昂贵、仅能鉴别至科/属水
平,无法分型或定量

疫情暴发初期的快速筛
查与辅助诊断

[4]

血清学
方法

酶联免疫
吸附试验
(ELISA)

通量高、操作相对简单、有商业化试
剂盒、适合大规模筛查

灵敏度与特异性通常低于分子
方法,无法区分近期与既往感染
(抗体检测)

群体免疫水平监测、流行
病学回顾性调查

[39-41]

免疫荧光
技术
(IFA)

可进行组织定位,直观显示病毒感
染部位与病理变化关系

主观性强、需要高质量样本和抗
体,无法定量、操作复杂

病毒分离株的实验室鉴
定、病理机制研究、病毒
的组织嗜性分析

[21,42]

分子
检测
技术

单重RT-
PCR

特异性强、成本低廉、是分子检测的
基础方法

灵敏度低于qPCR、无法定量、易
发生交叉污染、操作繁琐

实验室初步筛查、特定基
因型的验证

[30,43]

多重RT-
PCR

高效率:一次反应完成多目标检测,
显著节省时间和样本

引物设计复杂,需优化以避免相
互干扰;灵敏度可能不均一;仍
无法定量

混合感染病因的快速排
查、常见腹泻病原的联合
筛查

[21,44-45]

实时荧光
定量RT-
PCR

灵敏度与特异性极高、可精确定量、
速度快(2~3

 

h)、通量高,被视为分
子诊断“金标准”

引物/探针设计需精准应对病毒
多样性,对抑制剂敏感,需要标
准品及严格的实验室质量控制

临床确诊、病毒载量动态
监测、疗效评估、分子流
行病学定量研究

[46-48]

原位杂交
(ISH)

空间分辨率高,可直观显示病毒在
组织与细胞中的原位分布及感染靶
点

灵敏度通常低于PCR,操作复
杂,对样本及实验条件要求高,
定量能力有限

组织嗜性与致病机制研
究(如确定病毒的细胞嗜
性与病变定位)

[31,49]

高通量测
序(HTS)

广谱非靶向检测:无需预设靶标,一
次性完成病毒发现、全基因组解析
及病毒组多样性分析

成本高、数据分析复杂、样本质
量要求严格、难以区分活病毒与
灭活病毒

新基因型发现、全基因组
解析、病毒组学分析、疫
情溯源、进化与重组检测

[50-51]

2.2.2 免疫荧光技术

  免 疫 荧 光 技 术(Immunofluorescence
 

assay,
 

IFA)是一项基于抗原-抗体特异性结合,通过荧光

素标记的抗体对靶标进行示踪,在荧光显微镜下

实现待检病毒蛋白在细胞或组织中的可视化定位

与检测的技术。该技术以其直观、能在亚细胞水

平反映感染状况的优势,在PAstV的基础研究与

临床诊断中起到一定的作用。作为一项直观的检

测手段,IFA常被用于PAstV分离株的实验室鉴

定,通过检测感染细胞中的特异性荧光信号,为病

毒的成功分离与生物学特性研究提供关键支

持[21]。针对新型PAstV5毒株的分离研究,正是

通过IFA在细胞模型中确认了病毒抗原的表达,
为后续揭示氧化应激对其复制的增强效应提供了

形态学依据[33]。利用IFA筛选并鉴定出针对

PAstV1
 

CP的基因型特异性单克隆抗体及B细胞

表位,为建立分型检测方法奠定了试剂基础[42]。

IFA在PAstV研究中具有可视化优势,但其应用

存在明显的局限:操作繁琐、标准化程度低、结果

判读主观性强,难以实现高通量检测,对低载量样

本灵敏度不足,无法定量或提供基因分型信息。
这些缺陷使其主要适用于机制研究,难以满足临

床快速诊断或大规模筛查需求。

2.3 分子诊断技术

  逆转录-聚合酶链式反应结合凝胶电泳技术的

建立与应用,标志着PAstV检测进入了分子诊断时

代。该技术通过特异性引物直接靶向病毒基因组进

行逆转录与扩增,再经凝胶电泳对扩增产物进行可

视化分析,实现了对病毒核酸的高灵敏度、高特异性

检测,极大地推动了PAstV的流行病学调查与传播

规律研究[53]。为应对日益复杂的诊断需求,PAstV
的RT-PCR检测技术逐步从单重检测向多重检测

发展。这一演进实现了从“单一靶标定性检测”到
“多靶标同步鉴别”的技术升级,使其能够在一轮反

应中同时鉴别多种PAstV基因型或其他共存病原,
提升检测效率与诊断覆盖范围。
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2.3.1 单重RT-PCR
  单重RT-PCR是PAstV分子检测中最基础、
应用最早的技术。其核心原理是针对PAstV基因

组特定保守区域(如编码RNA依赖性RNA聚合酶

的ORF1b区)或特定基因型的独特序列设计引物,
通过一轮PCR扩增实现靶标序列的特异性检测。
目前,该技术主要运用于以下几个方面。

第一,特定基因型的确认与分子流行病学调查。
该方法基于基因型特异性引物对临床样本进行分

型,是明确流行株特征的基础。早期研究利用针对

CP或ORF2区的引物,成功鉴定了新毒株,并揭示

了猪源与人源星状病毒之间的遗传联系[54-55]。后续

的全球及区域性调查进一步拓展了该技术的应用。
针对中欧地区和南亚地区的研究分别报道了

PAstV2和 PAstV4在匈牙利和印度的流行趋

势[13,56];中国的流行病学调查发现,四川与云南地

区的流行基因型以PAstV2和PAstV5为主[57-58],
广西地区则存在全部5种基因型,其中以PAstV2
(47.7%)、PAstV1(26.2%)和PAstV5(21.5%)为
主[59],这些系统性的工作凸显了单重RT-PCR在

PAstV分型鉴定与分子溯源中的关键作用。
第二,新毒株的发现与基因组解析,通过对未知

样本进行保守区扩增和测序,可以发现新的遗传变

异。Shan等[60]通过该技术首次在中国鉴定并报道

了PAstV1型的完整基因组序列;Li等[61]则利用序

列非依赖的单引物扩增结合特异性PCR,从健康仔

猪中鉴定出新型的PAstV2和PAstV5毒株;Lee
等[43]首次在韩国报道了一株PAstV2型毒株的完

整基因组序列,增强了对病毒地理传播与基因组多

样性的认识。
第三,病毒血症及组织分布研究,通过对血液、

中枢神经及呼吸道等肠外组织的特异性靶标扩增与

鉴定,能够明确PAstV的全身性感染潜力及其与特

定病变的病原学关联。该方法不仅首次在健康猪血

清中检出PAstV2与PAstV4
 

RNA,证实了无症状

病毒血症的存在[62],还在呼吸道病变组织中检测到

PAstV4,提示其潜在的呼吸道嗜性[63]。更重要的

是,该技术为确认PAstV3的神经侵袭性提供了直

接证据,不仅从患神经症状仔猪的中枢神经组织检

出病毒RNA[10],还从中枢神经分离到病毒,明确了

其作为脑脊髓炎潜在病原体的地位[30]。但单重

RT-PCR一次反应仅能检测一个靶标,通量低。在

面对临床常见的多基因型PAstV共感染,或需要同

时排查多种腹泻病原体时,需进行多次独立反应,不

仅耗费样本、试剂和时间,也增加了操作误差和污染

的风险[64]。
2.3.2 多重RT-PCR
  为克服单重PCR通量不足的缺陷,多重RT-
PCR技术应运而生。该技术在同一反应体系中加

入2对或以上针对不同靶标的特异性引物,通过优

化反应条件后,既可用于鉴别
 

PAstV不同基因型,
也可实现PAstV与猪流行性腹泻病毒、轮状病毒等

其他病原的同步检测。在PAstV检测中,多重RT-
PCR技术的演进始终以提升多基因型共感染鉴别

效率为核心。早期研究建立了可同步检测5种

PAstV基因型的多重PCR方法,为其应用奠定了

基础[27]。Liu等[26]通过持续优化引物与反应体系,
提高了方法的稳定性和特异性。为克服传统多重

PCR中引物干扰与灵敏度不足的局限,Zhang等[64]

引入了通用引物介导的2步扩增策略,该技术通过

嵌合引物与通用引物的协同作用,对5种基因型的

检测灵敏度均达到5拷贝/μL,并在临床验证中与

单重PCR结果高度一致,展现出显著优势。该技术

的实用价值在国内外流行病学调查中也得到充分体

现,在西班牙猪场腹泻疫情中,多重RT-PCR快速

鉴定出包括PAstV在内的多种病原,并结合测序分

析助力疫情溯源[44]。类似地,中国监测研究也借助

该技术系统揭示了包括猪星状病毒在内的猪腹泻病

原的复杂共感染现状[45,65],多重RT-PCR已成为猪

场疫病监测与疫情诊断中不可或缺的高效工具。常

规RT-PCR与凝胶电泳作为PAstV分子检测的经

典方法,因其成本低廉、结果直观、无需复杂设备等

优势,至今仍在众多实验室中作为基础检测方案发

挥着重要作用,并为后续更先进的定量检测技术的

发展奠定了方法学基础。
2.3.3 实时荧光定量RT-PCR(qRT-PCR)
  实时荧光定量逆转录-聚合酶链式反应(Real-
time

 

quantitative
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

qRT-PCR)技术的应用,将猪星状病

毒的分子诊断从定性、半定量水平提升至精确定量

水平,是PAstV检测技术发展中的重要里程碑。该

技术通过在PCR反应体系中加入荧光探针或染料,
对每个循环的扩增产物进行实时监测,实现了对起

始模板浓度的精准定量,兼具高灵敏度、高特异性和

高通量等优势[46]。在此基础上,qRT-PCR技术的

应用也从单一病原定量,拓展至多病原共感染分析、
特定基因型精准检测及大规模流行病学调查等多个

维度,同时进一步沿2个方向深化发展,即多重化与
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集成化演进和应对临床混合感染的复杂情况。目前

已有研究建立了可同步检测PAstV与其他主要猪

腹泻病毒的多重qRT-PCR方法,并将该方法应用

于广西地区临床样本的检测;结果显示PAstV的阳

性率为35.93%,其他主要猪腹泻病毒的阳性检出

率,猪札幌病毒为8.37%、猪诺如病毒为2.98%、A
组猪轮状病毒为14.32%,混合感染率为18.31%,
这 与 单 重 qRT-PCR 检 测 结 果 的 一 致 性 超

99.43%[66]。针对与神经系统疾病相关的病原组

合,研究者开发了可同时检测猪萨佩罗病毒、特斯霍

病毒及PAstV3型的“嗜神经性”病原三重检测方

法,拓展了临床适用场景[47]。基于TaqMan探针或

SYBR
 

Green
 

I 染 料,已 成 功 建 立 了 针 对

PAstV3[67]、PAstV4[68]及PAstV5[69]等基因型的特

异性qRT-PCR方法,这为比较各基因型病毒载量、
研究其与临床结局的关联提供了关键工具,并且这

些高灵敏度的定量方法也被广泛应用于流行病学监

测与发病机理研究。大规模调查借助qRT-PCR揭

示了PAstV在猪群中的流行强度与分布特点[48],
通过对病毒复制动力学的精准定量,助力于表征毒

株的生物学特性[6]。同时qRT-PCR与下一代测序

(Next-generation
 

sequencing,
 

NGS)技术联用,在
解析健康猪肠道病毒组及验证关键病原流行率方面

展现出强大的整合分析能力[70]。综上所述,qRT-
PCR凭借其卓越的定量能力、高灵敏度和可多重化

等优势,已成为当前PAstV实验室诊断、流行病学

监测和致病机制研究的首选技术,为该病毒的精准

防控奠定了坚实的方法学基础。
2.3.4 原位杂交

  原位杂交(In
 

situ
 

hybridization,
 

ISH)技术通

过标记的核酸探针与组织内的病毒基因组进行原位

特异性杂交与可视化定位,作为解析猪PAstV组织

分布与细胞嗜性的关键工具,在阐明其肠外致病机

制方面具有不可替代的价值[49]。相较于PCR技

术,ISH的核心优势在于其卓越的空间分辨能力,不
仅能确认病毒存在,更能精确定位PAstV在组织中

的分布及其感染的特定细胞类型,从而建立分子检

测结果与病理损伤的直接形态学关联。ISH技术在

PAstV检测中的成功应用,集中体现在对PAstV3
型所致神经性疾病机制的解析中。在匈牙利暴发的

仔猪脑脊髓炎病例中,研究者利用ISH首次在患病

猪中枢神经系统的病变部位检测到PAstV信号,实
现了病毒与神经病变的空间共定位[31];通过单细胞

水平的检测,ISH证实PAstV3
 

RNA特异性富集于

神经元,明确了其神经嗜性[15];结合实验感染模型,
该技术进一步从病因学层面验证了其神经侵袭潜

力[30];其 在 独 立 临 床 病 例 中 的 应 用 也 支 持 了

PAstV3与脑脊髓炎的关联[50]。但该技术也存在一

定局限,其检测灵敏度通常低于基于核酸扩增的

PCR技术,对样本中病毒载量要求较高,且操作流

程相对复杂,多适用于机制研究而非高通量筛查。
2.3.5 高通量测序

  高通量测序(High-throughput
 

sequencing,
 

HTS)技术作为一项无需预先了解病原序列信息,
即可对临床样本中的全部核酸进行深度测序,实现

对病毒组的全面解析,在PAstV的新毒株鉴定、全
基因组解析及病毒组学研究中发挥着不可替代的作

用[71]。相较于传统PCR技术仅能检测已知靶标,
HTS的核心优势在于其非靶向性与广谱发现能力,
能够在单次检测中同时发现已知、未知及重组病毒,
并揭示病毒群落的共存谱系[51]。HTS技术在

PAstV检测中的成功应用,集中体现在对新基因型

发现、共感染解析及疫情溯源的系统研究中,通过全

基因组测序,研究者首次报道了印度北部[50]、意大

利[72]及东非小农户猪场[73]的PAstV全基因组序

列,东非地区发现与已知毒株同源性仅57%~80%
的新型基因型。基于HTS的宏基因组学分析进一

步揭示了PAstV的遗传多样性与共感染复杂性,日
本研究通过近全基因组分析鉴定出 PAstV2—
PAstV5的4种基因型,发现多基因型共感染及基

因型内重组事件[74];针对新生仔猪腹泻疫情,宏基

因组 学 测 序 在 母 猪 样 本 中 检 出 PAstV4 与

Posavirus1病毒读数显著升高,成功实现疫情溯

源[75]。不过其应用仍受诸多因素的限制:成本较

高、数据分析复杂、对样本质量要求严格,且难以区

分活病毒与灭活病毒,目前多适用于科学研究而非

常规临床筛查。

3 结 语

  基因组高度多样性是PAstV的重要生物学特

征,这一特征推动着该病毒诊断技术的不断优化与更

新。当前的诊断技术从依赖病毒分离培养和电镜观

察的传统阶段,历经血清学检测技术的过渡与补充,
进入以分子检测为核心的主导地位。对2010—2022
年间发表的21项研究的综述表明,约有81%依赖于

PCR技术进行鉴别诊断,使用系统发育分析、宏基因

组测序等工具的研究仅占19%[7],这表明以PCR为

核心的分子诊断技术已成为主流,但能提供更全面病
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毒组信息的深度测序技术应用仍有待推广。
面对PAstV复杂的基因多样性、频繁的共感染

现状及其潜在的跨种传播风险,未来的检测技术发

展与应用研究需聚焦于多个维度。检测技术需向更

高程度的集成化与精准化发展,整合微流控、数字

PCR等新技术平台,有望实现多靶标同步检测与绝

对定量,并结合生物信息学工具深度解析测序数据,
可显著增强对新发变异株的识别与预警能力。同

时,还需大力研发适用于养殖现场的快速、便捷诊断

工具。未来应通过多学科协作,构建涵盖前沿诊断

技术、基础病毒学研究和系统化监测的整合框架,全
面提升对PAstV的认知与防控能力。
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