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摘   要：【背景】猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus，PEDV)、猪传染性胃肠炎病

毒(transmissible gastroenteritis virus，TGEV)、猪 δ 冠状病毒(porcine deltacoronavirus，PDCoV)和猪

轮状病毒(porcine rotavirus，PoRV)是当前导致猪群发生病毒性腹泻的 4 种主要病原，并且常发生

混合感染。【目的】建立一种可鉴别诊断这 4 种腹泻病毒病的检测方法，对于临床诊断具有重要意

义。【方法】针对 PEDV 的 M 蛋白基因、TGEV 的 N 蛋白基因、PDCoV 的 N 蛋白基因和 PoRV 的

VP7 蛋白基因分别设计特异性引物，进而构建相应的重组质粒标准品。通过对 PCR 反应条件优化，

建立可同时检测 PEDV、TGEV、PDCoV 和 PoRV 的多重 RT-PCR 检测方法。随后通过敏感性、特

异性和重复性试验对该方法的有效性进行验证。【结果】敏感性试验结果显示，对 PEDV-M、

TGEV-N、PDCoV-N 和 PoRV-VP7 重组质粒标准品的最低检测下限分别为 1.75×102、1.5×103、1.6×102

和 1.6×102 copies/μL；特异性试验结果显示，仅可检出本研究中的 4 种靶病毒，而猪群常见病毒

CSFV、PRRSV、PCV2 和 PRV 未能检出。重复性试验结果显示，选取 108、106 和 104 copies/μL       
3 个不同浓度的重组质粒作为模板，其他条件不变，分别进行 5 次重复试验，5 次试验均扩增出清

晰、均匀的条带。对山东各地区送检的 52 份临床腹泻样品通过建立的四重 RT-PCR 方法进行检测，

发现 PEDV、TGEV、PDCoV 和 PoRV 的阳性率分别为 37% (19 份)、6% (3 份)、10% (5 份)和 25% 
(13 份)。其中 PEDV 和 PoRV 混合感染 2 份(4%)，PEDV 和 TGEV 混合感染 2 份(4%)，PEDV 和
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PDCoV 混合感染 1 份(2%)。通过单重 RT-PCR 对该多重 RT-PCR 临床样品检测结果进行重复验证，

结果显示多重 RT-PCR 与常规单重 RT-PCR 结果符合率为 100%。最后随机挑选 5 个检测为阳性的

临床样本进行测序验证，结果均为相应病毒的基因片段。【结论】本研究建立了可同时检测 PEDV、

TGEV、PDCoV 和 PoRV 的四重 RT-PCR 检测方法，研究结果为临床 4 种猪腹泻病毒病的鉴别诊断

及流行病学调查提供了技术手段。 

关键词：多重 RT-PCR；猪流行性腹泻病毒；猪传染性胃肠炎病毒；猪 δ 冠状病毒；猪轮状病毒 
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Abstract: [Background] Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), porcine transmissible 
gastroenteritis virus (TGEV), porcine deltacoronavirus (PDCoV), and porcine rotavirus (PoRV) are the 
four main pathogens that cause viral diarrhea in pigs and often occur in mixed infections. [Objective] 
To establish a method for simultaneous detection of the four viruses in clinical practice. [Methods] The 
specific primers were designed for the M protein gene of PEDV, N protein gene of TGEV, N protein 
gene of PDCoV, and VP7 protein gene of RoRV, and the corresponding recombinant plasmids were 
constructed. By optimizing the PCR conditions, a multiplex RT-PCR assay for the simultaneous 
detection of PEDV, TGEV, PDCoV, and PoRV was successfully established. Further, the sensitivity, 
specificity, and reproducibility of the established method were evaluated. [Results] The sensitivity test 
showed that the multiplex RT-PCR assay had the lower limits of detection of 1.75×102, 1.5×103, 1.6×102 
and 1.6×102 copies/μL for PEDV-M, TGEV-N, PDCoV-N, and PoRV-VP7 recombinant plasmid 
standards, respectively. The results of specificity test showed that only the four target viruses in this 
study could be detected, while other common porcine viruses such as classical swine fever virus 
(CSFV), porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), porcine circovirus type 2 
(PCV2), and porcine pseudorabies virus (PRV) could not be detected. The five replicate tests with 108, 
106 and 104 copies/μL of recombinant plasmids as templates and other conditions unchanged all 
produced clear and uniform bands. The 52 clinical diarrhea samples from various regions in Shandong 
Province were tested by the established quadruple RT-PCR assay. The results showed that the positive 
rates of PEDV, TGEV, PDCoV, and PoRV were 37% (19 samples), 6% (3 samples), 10% (5 samples) 
and 25% (13 samples), respectively. 2 (4%), 2 (4%), and 1 (2%) samples showed mixed infections of 
PEDV and PoRV, mixed infections of PEDV and TGEV, and mixed infections of PEDV and PDCoV, 
respectively. Further, the results of the multiplex RT-PCR assay were validated by monoplex RT-PCR, 
which showed 100% compliance. Finally, five positive clinical samples were randomly selected and sent 
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for sequencing to verify the results, and all of them were the gene fragments of the corresponding 
viruses. [Conclusion] In this study, a quadruple RT-PCR assay for the simultaneous detection of PEDV, 
TGEV, PDCoV and PoRV was established, and the results provide a technical tool for the differential 
diagnosis and epidemiological investigation of four clinical porcine diarrhea virus diseases. 

Keywords: multiplex RT-PCR; porcine epidemic diarrhea virus; transmissible gastroenteritis virus; porcine 
deltacoronavirus; porcine rotavirus 

近年来，猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic 
diarrhea virus，PEDV)、猪传染性胃肠炎病毒

(transmissible gastroenteritis virus，TGEV)、猪 δ
冠状病毒(porcine deltacoronavirus，PDCoV)和
猪轮状病毒(porcine rotavirus，PoRV)被认为是

导致猪群发生腹泻的 4 种主要病毒。这 4 种疾病

均以腹泻、呕吐和厌食为主要特征[1]，只根据临

床症状和剖检病变极难区分，而且 4 种病毒的混

合感染现象在临床上十分常见[2]。因此，建立

一种高效、灵敏和经济的检测方法对于猪群病

毒性腹泻病的鉴别诊断与防控具有重要意义。

孔维欢等[3]针对 PEDV 的 M 蛋白基因和 PDCoV
的 N 蛋白基因设计引物，建立了一种高灵敏性

的双重 RT-PCR 方法。Ding 等[4]基于 PEDV、

TGEV 和 PDCoV 的 N 蛋白基因设计引物，建

立了一种针对猪群腹泻病毒的三重 RT-PCR 检

测方法。截至目前，对可同时检测并可对

PEDV、TGEV、PDCoV 和 PoRV 这 4 种腹泻病

毒病鉴别诊断的多重 RT-PCR 检测方法极少。

本研究针对 PEDV、TGEV、PDCoV 和 PoRV
这 4 种病毒的保守基因区设计特异性引物，通

过优化多重 PCR 反应条件，以期建立一种可同

时检测并区别以上 4 种病毒的 RT-PCR 方法，

为猪群腹泻病毒病的鉴别诊断和分子流行病学

调查及防控提供技术手段。 

1  材料与方法 
1.1  病毒及病料来源 

猪 流 行 性 腹 泻 病 毒 (porcine epidemic 

diarrhea ， PEDV) 、 猪 传 染 性 胃 肠 炎 病 毒

(transmissible gastroenteritis，TGEV)、猪 δ 冠状

病毒(porcine deltacoronavirus，PDCoV)、猪轮状

病毒(porcine rotavirus，PoRV)、猪伪狂犬病毒

(pseudorabies virus，PRV)、猪圆环病毒 2 型

(porcine circovirus type 2，PCV2)、猪繁殖与呼

吸 综 合 征 病 毒 (porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus，PRRSV)和猪瘟病毒

(classical swine fever virus，CSFV)阳性病料均由

山东省农业科学院家禽研究所监测中心鉴定与

保存。临床检测样品来源于 2021−2022 年山东省

各地区发病猪场送检的 52 份临床腹泻病料，主

要包括小肠、肠内容物和粪便等。 
1.2  主要试剂、仪器和培养基 

无内毒素质粒小量快速提取试剂盒、

PrimeScript™ Ⅳ 1st strand cDNA Synthesis Mix、
DL1000 DNA Marker、DL2000 DNA Marker、
pMD18-T 载体和大肠杆菌 Trans 5α 感受态细胞，

TaKaRa 公司；Simply P 病毒 DNA/RNA 提取试

剂盒、胶回收试剂盒，BioFlux 公司；琼脂糖凝

胶粉，Scientific Chemical 公司。电泳仪，北京

六一生物科技有限公司；PCR 仪，杭州朗基科

学仪器有限公司。LB 培养基：胰化蛋白胨 2 g，
酵母提取物 1 g，氯化钠 2 g，加入 200 mL 去离

子水搅拌至完全溶解，1×105 Pa 高压灭菌 15 min
后保存备用。 

1.3  引物的设计及合成 
用于设计引物的参考毒株均来自于 GenBank

登录的基因序列。根据毒株 PEDV-HNAY 2016 
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(登录号为 MT338518.1)、TGEV-KT2 (登录号为

JQ693059.1)、PDCoV-USA/Ohio 137/2014 (登录

号 为 KJ601780.1) 和 PoRV-DZ-2 ( 登 录号 为

KT820775.1) 分别针对 PEDV-M 、 TGEV-N 、

PDCoV-N 和 PoRV-VP7 基因设计引物(表 1)。   
4 对特异性引物均在 Primer-BLAST 进行设计，

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.4  病料样品的处理 
将用于临床检测的 52 份送检样品(小肠组

织及其内容物)分别置于匀浆仪中进行粉碎处

理，然后用生理盐水稀释 5 倍、混匀，置于−80 ℃
超低温冰箱中。反复冻融 3 次，4 ℃、12 000 r/min
离心 10 min，用 0.22 μm规格的滤器过滤取上清，

置于−80 ℃超低温冰箱中备用。 

1.5  病毒核酸的提取与反转录 
将 本 实 验 室 保 存 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒

(PEDV)、猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)、猪 δ 冠

状病毒(PDCoV)、猪轮状病毒(PoRV)、猪伪狂犬

病毒(PRV)、猪圆环病毒 2 型(PCV2)、猪繁殖与

呼吸综合征病毒(PRRSV)和猪瘟病毒(CSFV)的
病毒液反复冻融 2 次后，按照 Simply P 病毒

DNA/RNA 提取试剂盒使用说明书进行核酸提

取，将提取的 PEDV、TGEV、PDCoV、PoRV
和 CSFV 的总 RNA 进行反转录，提取的病毒核

酸和反转录产物置于−80 ℃保存。 

1.6  重组质粒标准品的制备 
分别以 PEDV、TGEV、PDCoV 和 PoRV 的

cDNA 为模板，用表 1 中的相应引物对目的基因

片段进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：2×Taq PCR 
StarMix with Loading Dye 10 μL，上、下游引物

(10 μmol/L)各 0.5 μL，质粒模板 2 μL，ddH2O    
7 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，
52 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 9 min；
4 ℃保存。将 PCR 扩增产物进行胶回收纯化，

分别与 pMD18-T 载体进行连接，转化至大肠杆

菌 Trans 5α 感受态细胞中，涂至加入氨苄抗性的

LB 板(氨苄青霉素终浓度为 50 μg/mL)后放置于

37 ℃的细菌培养箱中培养过夜，挑取阳性克隆

至 4 mL 氨苄抗性的液体 LB 培养基中(氨苄青霉

素终浓度为 50 μg/mL)，在 37 ℃、200 r/min 进

行菌液扩大培养，培养 10−12 h 后提取重组质粒

进行 PCR 及测序鉴定。 
1.7  四重 RT-PCR 反应条件的优化 

以上述构建的 4 种重组质粒标准品作为四

重 RT-PCR 模板，建立总体系为 20 μL 的四重

RT-PCR 反应体系，分别对该体系的引物浓度、

退火温度和循环数进行优化。RT-PCR 反应体系

为：4 对上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，4 个

重组质粒各取 1 μL，2×Taq PCR StarMix with 
Loading Dye 10 μL，ddH2O 2 μL。四重 RT-PCR 

 

 
表 1  多重 RT-PCR 引物序列信息 
Table 1  Multiple RT-PCR primer information 
目的基因 
Target gene 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物大小 
Product size (bp) 

PEDV-M 
 
TGEV-N 
 
PDCoV-N 
 
PoRV-VP7 

F: TTTCAGCATCCTTATGGCTT 
R: TAGCAACCTTATAGCCCTCT 
F: GGAAGAGAACTGCAGGTAAA 
R: ATCTCAACCTGTGTGTCATC 
F: TTACTTGGGTTAAGGGTTCG 
R: AGGCTTCTTGTCCTTAGTTG 
F: TCAGCAAACAGATGAAGCTA 
R: AGTTTATTGACTCCGTC 

236 
 
418 
 
620 
 
186 
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反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，52 ℃ 30 s，

72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 6 min；4 ℃保存。 

1.8  四重 RT-PCR 的特异性、敏感性和重

复性试验 
分别以 PEDV、TGEV、PDCoV、PoRV、

PRRSV 和 CSFV 的 cDNA，以及 PCV2、PRV 的

DNA为模板，ddH2O为阴性对照，对该四重RT-PCR

方法进行特异性试验。用于扩增 CSFV、PRRSV、

PCV2、PRV 的 4 对特异性引物序列见表 2。 

分别将构建的 4 个重组质粒用超微量紫外

分光光度计进行浓度测定，然后将其浓度统一

到 13 ng/μL，根据下列公式计算获得 4 个重   
组质粒的拷贝数。然后对这 4 种质粒分别进行

10 倍倍比的梯度稀释，将同浓度的 4 种质粒分

别进行等比例混合，对该四重 RT-PCR 方法进

行敏感性试验。 
23 9(6.02 10 ) ( 10 )Plasmid copies

 Plasmid length 660
X

 

−× × ×=
×

 

式中：Plasmid copies 浓度单位为 copies/μL，X

单位为 ng/μL，Plasmid length 单位为 bp。 
选取高、中、低 3 个不同浓度(108、106 和

104 copies/μL)的重组质粒标准品，等比例混合

后，通过 5 次重复性试验对该四重 RT-PCR 方法

的稳定性及重复性进行验证。 

1.9  四重 RT-PCR 临床样品的检测 
利用上述建立的四重 RT-PCR 方法对本实

验室保存的临床送检样本进行 PEDV、TGEV、

PDCoV 和 PoRV 4 种腹泻病毒的检测，共 52 份。

病料处理方式见 1.4，通过 1%琼脂糖凝胶电泳

查看结果。通过常规单重 RT-PCR 对该四重

RT-PCR 临床样品的检测结果进行重复验证，以

比对 2 种检测方法的符合率。最后随机挑选    

5 个检测为阳性的样本进行测序鉴定，以验证该

方法的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒标准品的构建 
用 4对特异性引物分别对构建的 4个重组质

粒进行 PCR 扩增验证，产物大小与测序鉴定结

果均符合预期，见图 1。 

2.2  四重 RT-PCR 退火温度的优化 
四重 RT-PCR 反应中退火温度分别以 48.6、

49.5、50.9、52.6、54.2 和 55.6 ℃进行温度优化，

结果见图 2。以上退火温度均可扩增出明亮条

带，但由于退火温度过低会产生非特异性扩增，

过高又会导致特异性产物减少，所以选定

50.9 ℃为四重 RT-PCR 的最佳退火温度。 
 
 
表 2  特异性试验引物序列信息 
Table 2  Specificity test primer sequence information 
目的基因 
Target gene 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物大小 
Product size (bp) 

CSFV 
 
PRRSV 
 
PCV2 
 
PRV 

F: AAACGGAGGGACTAGCCGT 
R: GATTCAACTCCATGTGCCATG 
F: ATGCCAAATAACAACGGCA 
R: ACAGACACAATTGCCGCTC 
F: CACGGATATTGTAGTCTGGT 
R: CGCACCTTCGGATATACTGTC 
F: TTTGGATCCATGCGGCCCTTTCTG 
R: TTTGAATTCTTACGACACGGCGTCGCA 

266 
 
252  
 
564  
 
618  
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图 1  PEDV (A)、TGEV (B)、PDCoV (C)和 PoRV (D)重组质粒的构建  
Figure 1  Construction of PEDV (A), TGEV (B), PDCoV (C), and PoRV (D) recombinant plasmids. M: 
DL1000 DNA Marker; 1: PCR products. 
 

 
 
 

图 2  四重 RT-PCR 退火温度的优化电泳图 
Figure 2  Optimization of annealing temperature for 
quadruple RT-PCR. M: DL1000 DNA Marker; 1: 
48.6 ℃; 2: 49.5 ℃; 3: 50.9 ℃; 4: 52.6 ℃; 5: 54.2 ℃; 
6: 55.6 ℃; 7: Control. 

2.3  引物浓度的优化 
在 20 μL 反应体系中首先进行单重引物的

浓度优化，退火温度固定为 50.9 ℃，其他扩增

条件不变。将 4 对引物的终浓度分别固定为

0.250、0.375、0.500、0.625 和 0.750 μmol/L，

优化结果显示，引物浓度为 0.375 μmol/L 的扩增

条带清晰干净、不冗余，因此确定最佳单重引物

浓度为 0.375 μmol/L，见图 3。并在此基础上进行

四重引物浓度的优化，其他条件不变。结果显示，

四重引物最佳终浓度同为 0.375 μmol/L，见图 4。 
2.4  四重 RT-PCR 循环数的优化 

建立 20 μL 四重 PCR 反应体系，固定最佳

引物浓度和退火温度，其他条件不变，将循环数

分别设置为 20、25、30、35、40 和 45 个循环，

进行四重 PCR 循环数的优化。当循环数为 30 时

扩增条带的清晰度最佳，结果见图 5。 
 

 
 

图 3  单重 RT-PCR 引物浓度的优化   M：DL1000 DNA Marker；1−5：引物浓度分别为 0.250、0.375、
0.500、0.625 和 0.750 μmol/L；6−10：引物浓度分别为 0.250、0.375、0.500、0.625 和 0.750 μmol/L 
Figure 3  Optimization of single RT-PCR primer concentration. M: DL1000 DNA Marker; 1−5: Primer 
concentrations were 0.250, 0.375, 0.500, 0.625, and 0.750 μmol/L, respectively; 6−10: Primer concentrations 
were 0.250, 0.375, 0.500, 0.625 and 0.750 μmol/L, respectively. 
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图 4  四重 RT-PCR 引物浓度的优化    M：

DL2000 DNA Marker；1−5：引物浓度分别为 0.250、
0.375、0.500、0.625 和 0.750 μmol/L 
Figure 4  Optimization of concentration of 
quadruple RT-PCR primers. M: DL2000 DNA 
Marker; 1−5: Primer concentrations were 0.250, 
0.375, 0.500, 0.625 and 0.750 μmol/L, respectively. 
 

 
 

图 5  四重 RT-PCR 循环数的优化   M：DL2000 
DNA Marker；1−6：循环数分别为 20、25、30、
35、40 和 45 
Figure 5  Optimization of quadruple RT-PCR cycle 
number. M: DL2000 DNA Marker; 1−6: Cycle 
numbers of 20, 25, 30, 35, 40 and 45, respectively. 
 

2.5  四重 RT-PCR 反应条件的确定 
反应条件经优化后，最终确定四重 RT-PCR

最佳反应体系为： 2×Taq PCR StarMix with 
Loading Dye 10 μL，ddH2O 2 μL，4 种 DNA 模

板各 1 μL，4 种正向引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，

4 种反向引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，总体系为 20 μL。 
四重 RT-PCR 最佳反应条件为：95 ℃ 3 min；

95 ℃ 30 s，50.9 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共 30 个

循环；72 ℃ 6 min，4 ℃保存。 

2.6  四重 RT-PCR 特异性试验 
对建立的四重 RT-PCR 进行特异性试验，扩

增结果如图 6 所示。仅 4 种靶标模板 PEDV-M、

TGEV-N、PDCoV-N 和 PoRV-VP7 可扩增出阳性

条带，而对 CSFV、PRRSV、PCV2 和 PRV 不能

扩增出阳性条带，表明无交叉反应。 
2.7  单重 RT-PCR 敏感性试验 

分别将 PEDV-M、TGEV-N、PDCoV-N 和

PoRV-VP7 这 4 个重组质粒以 10 倍比梯度稀释，

终浓度拷贝数依次为 108−101 copies/μL。单重

RT-PCR 敏感性结果如图 7 所示，PEDV-M、

TGEV-N、PDCoV-N 和 PoRV-VP7 4 个重组质粒

的最低检测下限分别为 1.75×102、1.5×103、

1.6×102 和 1.6×102 copies/μL。 
 

 
 

图 6  四重 RT-PCR 特异性试验电泳图   M：

DL2000 DNA Marker；1：4 种重组质粒混合；2：
PEDV-M；3：TGEV-N；4：PDCoV-N；5：PoRV-VP7；
6：猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)；7：猪瘟病

毒(CSFV)；8：猪伪狂犬病毒(PRV)；9：猪圆环病毒

2 型(PCV2)；10：ddH2O；11−14：分别为猪繁殖与

呼吸综合征病毒(PRRSV)、猪瘟病毒(CSFV)、猪伪

狂犬病毒(PRV)和猪圆环病毒 2 型(PCV2)阳性对照 
Figure 6  Quadruple RT-PCR specificity test. M: 
DL2000 DNA Marker; 1: Mixing of four 
recombinant plasmids; 2: PEDV-M; 3: TGEV-N; 4: 
PDCoV-N; 5: PoRV-VP7; 6: PRRSV; 7: CSFV; 8: 
PRV; 9: PCV2; 10: ddH2O; 11−14: PRRSV, CSFV, 
PRV and PCV2 positive control respectively. 
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图 7  单重 RT-PCR 敏感性试验电泳图   M：

DL1000 DNA Marker；1−8：重组质粒浓度分别为

108−101 copies/μL 
Figure 7  Single-duplicate RT-PCR sensitivity test. 
M: DL1000 DNA Marker; 1−8: Recombinant 
plasmid concentrations of 108−101 copies/μL, 
respectively. 
 
2.8  四重 RT-PCR 敏感性试验 

分别将 10 倍比梯度稀释的 PEDV-M、

TGEV-N、PDCoV-N 和 PoRV-VP7 4 个重组质粒

进行同浓度梯度的等比例混合，然后进行多重

RT-PCR 敏感性试验。结果如图 8 所示，PEDV-M、

TGEV-N、PDCoV-N 和 PoRV-VP7 这 4 个重组质

粒的最低检测下限分别为 1.75×102、1.50×103、

1.60×102 copies/μL 和 1.60×102 copies/μL。 

2.9  四重 RT-PCR 重复性试验 
为验证该四重 RT-PCR 方法的重复性，选取

108、106 和 104 copies/μL 3 个不同浓度的重组质

粒作为模板，其他条件不变，分别进行 5 次重复

试验。结果如图 9 所示，5 次试验均可扩增出清

晰均匀的条带，表明该方法的稳定性、重复性均

良好。 
 

 
 

图 8  四重 RT-PCR 敏感性试验电泳图   M：

DL1000 DNA Marker；1−8：重组质粒浓度分别为

108−101 copies/μL 
Figure 8  Quadruple RT-PCR sensitivity test. M: 
DL1000 DNA Marker; 1−8: Recombinant plasmid 
concentrations of 108−101 copies/μL, respectively. 

 

 
图 9  四重 RT-PCR 重复性试验电泳图  A：108 copies/μL；B：106 copies/μL；C：104 copies/μL. M：DL1000 
DNA Marker；1−5：相同条件下的 5 次重复试验；6：阴性对照 
Figure 9  Quadruple RT-PCR reproducibility test. A: 108 copies/μL; B: 106 copies/μL; C: 104 copies/μL. M: 
DL1000 DNA Marker; 1−5: 5 replicate tests under the same conditions; 6: Control. 
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2.10  四重 RT-PCR 临床样品的检测 
通 过 建 立 的 四 重 RT-PCR 方 法 对 

2021−2022 年从山东各地送检的 52 份临床腹泻

样本进行检测，结果显示，PEDV、TGEV、PDCoV

和 PoRV 分别为 19 份(37%)、3 份(6%)、5 份(10%)

和 13 份(25%)，其中 PEDV 和 PoRV 混合感染   

2 份(4%)，PEDV 和 TGEV 混合感染 2 份(4%)，

PEDV 和 PDCoV 混合感染 1 份(2%)。随机挑选

5 个检测为阳性的样本进行测序鉴定，结果均为相

应病毒基因片段。部分阳性样品检测结果见图 10。

该四重 RT-PCR 检测方法与常规单重 RT-PCR 对

临床样品检测结果的符合率为 100% (表 3)。 

3  讨论与结论 
近年来，以 PED 为首的猪病毒性腹泻病呈全

球流行趋势，给养猪业造成了巨大的经济损失[5-6]。

其中 PEDV、TGEV、PDCoV 和 PoRV 是导致猪

群病毒腹泻病最主要的 4 种病毒，因此，建立一

种高效、灵敏和经济的检测方法对以上 4 种病毒

病的鉴别诊断及防控具有重要意义。目前，已有

较多的检测手段用于以上 4种病毒病的诊断[7-8]，

但这些方法都不可避免地存在本身的局限性。例 
 

 
 

图 10  部分临床样本检测结果   M：DL1000 DNA Marker；1−12：临床样品(部分)；13：4 种阳性质粒

混合 
Figure 10  Partial clinical sample detection results. M: DL1000 DNA Marker; 1−12: Clinical samples (partial); 
13: Four positive plasmids mixed. 
 
表 3  单重与四重 RT-PCR 方法的临床样品检测结果对比 
Table 3  Comparison of clinical sample detection results between single and quadruple RT-PCR methods 
病原 
Pathogens 

单重 RT-PCR 
Single RT-PCR 

四重 RT-PCR 
Quadruple RT-PCR 

符合率  
Coincidence rate (%) 

样品数 
Sample number 

阳性数 
Positive 
number  

阳性率  
Positive 
percentage (%) 

样品数 
Sample 
number 

阳性数 
Positive 
number 

阳性率  
Positive 
percentage (%) 

PEDV 
TGEV 
PDCoV 
PoRV 
PEDV+TGEV 
PEDV+PoRV 
PEDV+PDCoV 

52 
52 

19 
3 

37 
6 

52 
52 

19 
3 

37 
6 

100 
100 

52 
52 
52 
52 
52 

5 
13 
2 
2 
1 

10 
25 
4 
4 
2 

52 
52 
52 
52 
52 

5 
13 
2 
2 
1 

10 
25 
4 
4 
2 

100 
100 
100 
100 
100 
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如，单重 RT-PCR 同一个体系中只可单独检测一

种特定病毒，对于多种病毒的鉴别诊断不够高

效；免疫组化技术检测只可检测组织样本，而且

对于实验操作的要求较高；ELISA 技术步骤较

烦琐、重复性较差等[9-10]。因此，对于可同时检

测以上四种病毒并保证其良好的灵敏性、特异性

和重复性的检测方法更是稀少。 
本研究建立了一种基于 PEDV、TGEV、

PDCoV 和 PoRV 的四重 RT-PCR 检测方法，该

方法特异性强，与猪群中一直以来长期存在的病

毒，如猪伪狂犬病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒、

猪圆环病毒及猪瘟病毒均无交叉反应性。最近较

多的研究指出，牛病毒性腹泻病毒(BVDV)在猪

群中的感染率不断增加[11-13]；猪源 BVDV 的流

行不但给养猪业造成了经济损失，而且还加剧了

猪瘟防控工作的困难[14]。本研究的多重特异性

试验中未涉及到对该病毒的检测，所以该方法的

特异性试验检测范围还需进一步优化补充。同

时，该方法的敏感性高，对 PEDV、PDCoV 和

PoRV 的检测下限可高达 102 copies/μL。苗艳  
等[15]建立的多重 RT-PCR 方法对 PEDV 和 PoRV
的检测下限均为 1.33×104 copies；刘莹等[16]建立

的 PEDV 和 PDCoV 双重 RT-PCR 检测方法的检

出下限分别为 3.63×104、3.27×103 copies/μL。相

较于上述敏感性试验结果，本研究建立的检测

方法检测下限更低、敏感性更高。而且该四重

方法对 4 种标准品的检测下限与单重敏感性试

验检测结果均一致，表明该四重方法引物设计

的合理性强。此外，该四重方法在不同时间   
段均进行了高、中、低 3 个标准品浓度的重复

验证试验，结果均一致，表明该方法的重复性

较好。 
目前，国内已有多个省份报道过 PEDV、

TGEV、PDCoV 和 PoRV 4 种病毒存在的混合感

染情况，郭容利等[17]通过建立的三重 RT-PCR 检 

测方法，对江苏省 154 份仔猪临床腹泻样品进行

检测发现，PEDV、TGEV 和 PoRV 的阳性率分

别为 53.2%、8.4%和 5.2%，其中 PEDV+TGEV

混合感染率为 5.2%；PEDV+PoRV 混合感染率

为 4.5%。李丽敏等 [18]报道，通过建立的三重

RT-PCR 检测方法对河北省 31 份仔猪腹泻病料

进行检测，PEDV、TGEV 和 PoRV 的阳性率分别

为 61.29%、6.45%和 25.81%，其中 PEDV+TGEV

的共感染率为 3.23%；PEDV+PoRV 的共感染率

为 12.9%；PEDV+TGEV+PoRV 的共感染率为

3.23%。霍金耀等[19]对华中地区送检的 190 份仔

猪腹泻病料检测发现，PEDV、TGEV 和 PoRV

的阳性率分别为 62.11%、0.53%和 7.37%。任玉

鹏等[20]对来源于四川省 22 个猪场的 222 份临床

腹泻样品进行检测，PEDV 阳性检出率为 52.2%，

PDCoV 为 2.7%，TGEV 为 2.3%。Song 等[21]运

用建立的巢式 RT-PCR 方法对从江西省采集的

356 份临床腹泻样品进行检测，结果发现，

PDCoV 的阳性率为 33.71%，与 PEDV 的共感染

率为 19.66%。李炳晓等[22]利用建立的 PEDV 和

PDCoV 双重 RT-PCR 方法对河南省部分地区猪

群病毒性腹泻进行流行病学调查，结果显示，

PEDV 的阳性率达 51.9%，PDCoV 的阳性率为

35.06%。以上报道均存在不同程度的混合感染

情况，而且均以 PEDV 感染率高居首位。其较

高的 PEDV 阳性率与本研究送检样品的检测结

果相似，可见，山东省、江苏省、河北省、四

川省、华中地区和河南省部分地区的 PEDV 感

染现象普遍且阳性率在猪腹泻病毒病中占比较

大。近年来，PEDV 变异株在持续的免疫压力

下其基因组的变异速率加快 [23]，而这些地区

PEDV 临床检测样品的阳性率又有不断增长的

趋势，因此，对相关地区生猪病毒性腹泻病的

监测与防控还需进一步关注。 
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