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摘 要：2023年1—12月从湖南省9个地区119个规模化猪场采集1 036份仔猪腹泻粪便样品，采用RT–PCR检测猪

轮状病毒(PoRV)的流行率，并对PoRV的VP7基因进行扩增并测序；采用MegAlign 软件进行序列同源性分析，通

过MEGA 7.0 软件构建系统进化树。结果表明：仔猪腹泻样品检出PoRV阳性样本168份，阳性率约为16.22%；冬

季PoRV的检出率高于春、夏、秋季的；从PoRV阳性样本中扩增出9个VP7基因序列，G9为优势基因型(占比约

77.8%)，其次为G4型和G5型，二者占比均为11.1%。综上，湖南省腹泻仔猪粪便中PoRV的流行率高且基因型复杂，

其中G9型为优势基因型。 
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Abstract: From January to December 2023, the 1 036 samples were collected from 119 pig farms in 9 representative 
regions of Hunan Province. The prevalence of Porcine rotavirus(PoRV) were detected by RT-PCR, and then positive VP7 
amplification samples was sequenced. Sequence homology was analyzed by MegAlign software. Phylogenetic tree was 
constructed by using MEGA 7.0 software. Of the 1 036 samples examined, 16.22% were positive for PoRV. The 
prevalence of PoRV in winter was significantly higher than those in other three seasons. Among the 9 sequenced VP7 
sequences, G9(77.8%) was the dominant genotype, followed by G4 and G5, both accounting for 11.1% of the total 
genotypes. These results indicated that the prevalence of PoRV in pig farms was high and the genotypes were complex in 
Hunan Province. The G9 was the dominant genotype in pig farm in Hunan Province. 
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猪轮状病毒(PoRV)是呼肠孤病毒科轮状病毒 属(Rotavirus)成员，是引起仔猪腹泻的主要病原体
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之一[1]。各国猪场中 PoRV 的阳性率为 3.3%~67.3%，

给养猪业造成了严重的经济损失[1]。PoRV 经粪–口

传播，主要感染小肠上皮细胞，造成仔猪水样腹泻、

脱水、消瘦甚至死亡[2–3]。不同年龄和性别的猪均

可能感染 PoRV，哺乳期和断奶期仔猪感染后临床

症状较明显，成年猪多为隐性感染，但也可作为传

染源，对其他健康猪群构成潜在威胁[4]。自 1975 年

PoRV 首次被报道后，其已在世界范围内广泛流行，

严重损害猪群健康安全，须引起高度重视[5] 。 

轮状病毒(RV)是一种无囊膜、分段的 dsRNA 病

毒，其基因组由 11 个片段组成，共编码 6 种结构蛋

白(VP1、VP 2、VP 3、VP4、VP6、VP7)和 5 种非结

构蛋白(NSP1、NSP 2、NSP3、NSP4、NSP5)[6]。根

据 VP6 蛋白的抗原性可将 RV 分为 10 个血清群(A、

B、C、D、E、F、G、H、I、J)，A 群是感染人类和

动物最常见的轮状病毒，即为 RVA[7–8]。RV 的基因

型主要根据 VP4 基因和 VP7 基因进行分型，迄今，

VP4 基因有 37 种 P 基因型，VP7 基因有 27 种 G 基

因型[9]。流行病学及分子生物学分析表明，G3、G4、

G5、G9 型是中国暴发腹泻的仔猪群中检测到的主要

基因型，猪群阳性率约为 3.3%~67.3%[10–13]。 

近年来湖南省猪场仔猪腹泻疾病高发，但

PoRV 的流行情况及其基因型仍不清楚。为了解湖

南省猪 PoRV 的遗传进化特征，预测湖南地区猪

PoRV 的流行现状及流行趋势，笔者采集了湖南省 9
个地区养猪场仔猪腹泻粪便样本，对其进行 PoRV

分子检测及基因型的鉴定，以期为猪 PoRV 疫苗的

研制提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 样品 

2023 年 1 月至 12 月，采集湖南省 9 个地区(长
沙、怀化、湘西州、岳阳、衡阳、郴州、湘潭、株

洲、娄底)的 119 个规模化猪场的 1 036 份仔猪腹泻

粪便样本，置于–80 ℃冰箱保存备用。 

1.2 方法 

1.2.1 PoRV核酸提取及阳性率的检测 

取仔猪粪便样本，加入装有 200 μL 生理盐水的

EP 管中溶解，使用核酸提取试剂盒(深圳市海腾生

物科技有限公司)提取核酸。按照猪轮状病毒实时荧

光 RT–PCR 检测试剂盒(北京世纪元亨动物防疫技

术有限公司)使用说明书，配制 RT–PCR 反应液(宝

生物工程(大连)有限公司)并设置阳性对照和阴性

对照，通过全自动 PCR 分析系统(Bio–Rad 公司)检

测样本的 PoRV 阳性率。 

1.2.2 VP7基因PCR扩增及测序 

参照文献[14]的方法合成 VP7 基因特异性引物

PoRV–VP7，上游引物 5'–GGCTTTAAAAGAGAGA 

ATTTC–3'，下游引物 5'–GGTCACATCATACAGTT 

CTAAC–3'，交由北京擎科生物技术有限公司合成。

提取 PoRV 阳性样本 RNA，以其为模板进行扩增。

反 应 体 系 总 体 积 为 25 μL： PrimeScript 1 Step 
Enzyme Mix 1 μL；2×1 Step Buffer 12.5 μL；

PoRV–VP7 引物各 1 μL，无酶水 7.5 μL；模板 2 μL。

PCR 反应条件：94 ℃预变性 2 min；94 ℃ 变性

1 min，50 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，进行

35 个循环；72 ℃ 延伸 10 min。取 5 μL PCR 产物

在 1%TBE 琼脂糖凝胶电泳及在紫外投射仪下观察

结果，取 9 份(每个地区 1 份)阳性 PCR 产物送中农

华大(武汉)检测科技有限公司进行双向测序。 

1.2.3 基因型鉴定及序列分析 

用 DNAMAN 7.0软件分析测序结果。利用Blast

分析鉴定 VP7 基因序列相对应的 PoRV 基因型。使

用 MegAlign 7.1 软件对 22 株参考株进行核苷酸同

源性分析及差异位点分析，使用 MEGA 7.0 软件选

用邻接法(选用 Kimura–2–parameter 模型，自举检验

1 000 次)构建种系发育进化树。应用 SPSS 软件对 9

个地区以及不同季节的 PoRV 阳性率进行单因素方

差分析。 

2 结果与分析 

2.1 湖南省猪轮状病毒感染情况 

对湖南 1 036 份仔猪腹泻粪便样本进行 PoRV

检测，结果(表 1)显示，168 份样本呈 PoRV 阳性，

阳性率为 16.22%，其中长沙的阳性率最高，为

42.86%，娄底的阳性率最低，为 10.91%。不同季节

PoRV 阳性率为 13.57%~23.12%(表 2)，春季的阳性

率最低，冬季的阳性率最高。 
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表 1 2023 年湖南省 9 个地区 PoRV 阳性率统计值 
Table 1 The prevalence of PoRV in 9 regions of Hunan Province 

in 2023 

地区 检测数量/个 阳性数/个 阳性率/% P 值 

娄底 55 6 10.91 参考 

长沙 21 9 42.86 0.003 

怀化 106 43 40.57 0.001 

湘西州 10 3 30.00 0.135 

衡阳 37 9 24.32 0.148 

岳阳 146 21 14.38 0.645 

郴州 23 3 13.04 1.000 

湘潭 197 25 12.69 0.820 

株洲 441 49 11.11 1.000 

合计 1 036 168 16.22  
 

表 2 2023 年湖南省不同季节的 PoRV 阳性率 
Table 2 The prevalence of PoRV in different seasons in Hunan 

Province in 2023 
季节 样品数/个 阳性数/个 阳性率/% P 值 
春季 361 49 13.57 参考 
夏季 406 59 14.53 0.755 
秋季  83 17 20.48 0.124 
冬季 186 43 23.12 0.006 
 

2.2 PoRV的VP7基因部分序列的分析 

图 1 结果表明，9 份样品编号分别为 2023– 
Zhuzhou、2023–Hengyang、2023–Changsha、2023– 
Huaihua 、 2023–Xiangtan 、 2023–Changde 、 2023– 
Loudi、2023–Yueyang、2023–Chenzhou，VP7 基因 

  
  标注黄色的碱基为差异碱基。 

图 1 本研究获得的 PoRV 与参考株的 VP7 核苷酸序列的比较 
Fig.1 Nucleotide sequence comparison between PoRV from present study and reference strains  

序列长度为 936~942 bp。样品序列与 NCBI 数据库中

参考株序列的同源性对比结果显示，2023–Zhuzhou、

2023–Hengyang、2023–Changsha、2023–Huaihua、

2023–Xiangtan、2023–Changde、2023–Loudi 等 7
份样品的序列与 G9 型核苷酸序列的同源性较高；

2023–Yueyang 序列与 G4 型核苷酸序列同源性较
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高；2023–Chenzhou 序列与 G5 型核苷酸序列同源

性较高。 
9 份样品的 VP7 基因编码的氨基酸序列长度为

312~314 aa，氨基酸同源性为 72.90%~97.5%。与

NCBI 数据库中的 参考株序列对比结果显示 ，

2023–Zhuzhou、2023–Hengyang、2023–Changsha、

2023–Huaihua 、 2023–Xiangtan 、 2023–Changde 、

2023–Loudi 等 7 份的 VP7 编码的氨基酸序列与 G9
型的同源性较高；2023–Yueyang 的 VP7 基因片段

与 G4 型的同源性较高；2023–Chenzhou 与 G5 型的

同源性较高。 

对 9 份样品的 VP7 基因核苷酸序列及氨基酸序

列与 NCBI 数据库的参考株序列进行差异分析，结

果显示，2023–Zhuzhou、2023–Hengyang、2023– 
Changsha、2023–Huaihua、2023–Xiangtan、2023– 
Changde 和 2023–Loudi 等 7 份核苷酸序列与参考株

(JX498950 和 KT820780)序列差异主要为碱基替换、

缺失、插入(图 1)，而其他 2 份样品序列与参考株序

列(KX363437 和 KT727252)差异均为碱基替换(图 1)。
9 份样品的氨基酸序列与参考株的氨基酸序列也存

在差异(图 2)。 

 

 
  标注黄色的为差异的氨基酸。 

图 2 本研究获得的 PoRV 与参考株的 VP7 基因编码氨基酸序列的比较 
Fig. 2 Amino acid sequence comparison between PoRV from the present study and reference strains  

2.3 PoRV的VP7基因的进化分析 

将 9 份 PoRV 的 VP7 基因序列与其他已知的不

同基因型的轮状病毒 VP7 基因序列构建的系统进

化树(图 3)显示，2023–Zhuzhou、2023–Hengyang、

2023–Changsha、2023–Huaihua、2023–Xiangtan、

2023–Changde、2023–Loudi 与 GenBank 收录的 G9
型亲缘关系最近，聚在同一分支；2023–Yueyang 与

G4 型 的 亲 缘 关 系 最 近 ， 聚 在 同 一 分 支 ；

2023–Chenzhou 与 G5 型的亲缘关系最近，聚在同

一分支。 

 
图 3 基于 VP7 基因序列以邻接法构建的系统进化树 

Fig.3 Phylogenetic tree based on VP7 gene sequences constructed 
using the neighbor-joining method  
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3 结论与讨论 

随着生猪养殖集约化程度的扩大，仔猪腹泻疾

病呈现高发态势[15]。 
从湖南省 9 个地区 119 个规模化猪场共采集

1 036 份仔猪腹泻粪便样本，检测出仔猪 PoRV 感染

率约为 16.22%，感染率低于安徽(82.4%，42/51)、
广东(36.44%，289/793)、广西(37.13%，186/501)、
江西(38.98%，145/372)、福建(30.49%，25/82)等省

区的，高于江苏(12.6%，31/247)、山东(11.0%，

25/228)，浙江(1.5%，1/66)等省的[12,15]，这表明湖

南省 PoRV 的感染处于中度水平。长沙市的 PoRV
阳性率最高，达 42.86%，可能是长沙市生猪养殖场

主要集中在宁乡市和浏阳市 2 个地区(占比 85%左

右)，区域内较易传播，猪群传染疫病风险较高。此

外，怀化和湘西州的阳性率也较高，这可能是湘西

州散养户较多，猪只流动较大，感染风险较高所致。

从不同季节 PoRV 阳性率来看，猪轮状病毒全年均

可检出，秋冬季较为高发，主要可能是秋冬季气温

较低，适宜病原微生物的存活，这与先前的研究结

果[16–18]相似。 
研究[17]表明，轮状病毒 VP7 基因中存在高变

区，分别是 VR1 到 VR9 的区域，其中氨基酸位点

为 87~101 aa 的 A 区域、氨基酸位点为 145~152 aa
的 B 区域以及氨基酸位点为 211~223 aa 的 C 区域

均为中和抗原的主要决定簇，是轮状病毒疫苗无法

进行不同基因型交叉保护及保护率低的主要原因。

笔者对 9 株 PoRV 的 VP7 编码的氨基酸序列与参考

株序列进行差异分析，发现 G9 型序列在 3 个中和

抗原簇区域均出现高度氨基酸位点变异，变异位点

较多；G4 型序列在 A 区域和 B 区域分别出现了 1
个和 2 个氨基酸位点变异，在 C 区域未发生变化；

G5 型序列在 C 区域存在 1 个氨基酸位点变异，在

A 区域和 B 区域未发生变化，这些结果提示轮状病

毒 A 群 G4、G5 和 G9 型 VP7 基因抗原决定簇区域

的氨基酸位点均易发生变异。 
中国 PoRV 流行的基因型主要为 G3、G4、G5、

G9 型[19]。G9 型 PoRV 可以在人和动物之间发生基

因重组，是一种在世界范围内广泛流行的新兴基因

型[20–22]。本研究中的 9 份 PoRV 的 VP7 序列和遗传

进化分析结果表明，2023–Zhuzhou、2023–Hengyang、

2023–Changsha、2023–Huaihua、2023–Xiangtan、

2023–Changde、2023–Loudi 为 G9 型，2023–Yueyang
为 G4 型，2023–Chenzhou 为 G5 型，这表明 G9 型

为湖南省 PoRV 优势基因型，且还存在 G4 型和 G5
型的 PoRV。 
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