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摘要  [ 目的] 为快速诊断猪圆环病毒病提供参考。[ 方法] 根据GenBank 中猪圆环病毒2 型( PCV-2) 的核苷酸序列设计并合成1 对特异
性引物 ,建立诊断PCV-2 地方分离株的PCR 方法。[ 结果] 各物质在PCR 反应中最佳浓度分别为 :dNTP 220 pmol/ ml , Taq 酶0 .1 U/ μl ,引物
20 pmol/ μl 。从PCV-2 阳性病料中提取DNA,在优化条件下进行PCR 扩增 ,获得预期的494 bp 特异性条带。用该PCR 方法对PCV-2、
PRRSV、HCV、SIV、PPV 进行检测 ,PCV-2 为阳性,而PRRSV、HCV、SIV、PPV 检测均为阴性 ,未出现交叉反应 ,说明该PCR 方法对PCV-2 具有
良好的特异性。该PCR 方法可检出1 .25 ng 模板DNA,具备较高的敏感性。[ 结论] 使用该PCR 方法检测PCV-2 是切实可行的。
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Establishment of PCR Method for Detecting Porcine Circovirus 2
HANG Bo-linet al  ( College of Ani mal Science , Henan Institute of Science and Technology , Xi nxiang , Henan 453003)
Abstract  [ Objective] The ai mof the research was to provide reference for rapid diagnosis of porcine circovirus disease . [ Method] According to the nu-
cleotide sequence of PCV-2 on GenBank website , one pair of pri mers were designed and synthesized . And PCR method for diagnosing the local isolates of
PCV-2 was established . [ Result] The opti mumconcn. of each substance in PCR reaction were as follows : dNTP 220 pmol/ ml ,Taq enzyme 0 .1 U/ μl ,
pri mers 20 pmol /μl . DNA was extracted fromdiseased materials withthe positive PCV-2 to make PCR amplification under the opti mized conditions , and
the expected specific bands withthe size of 494 bp was obtai ned . PCV-2 , PRRSV, HCV, SIV and PPV were detected by this PCR method , PCV-2 was
positive and PRRSV ,HCV, SIVand PPV were negative , without cross reaction . This indicated that this PCR method had good specificityto PCV-2 . 1 .25
template DNA could be detected by this PCR method which had higher sensitivity . [ Conclusion] It was feasi ble to detect PCV-2 by using this PCR
method .
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  猪圆环病毒( Porcine circovirus ,PCV) 为圆环病毒科圆环

病毒属的成员, 属单股环状 DNA 病毒。该病毒无囊膜 ,具20

面体, 平均直径17 nm,不具备血凝活性 ,可抵抗pH 值3 的酸

性环境, 能在vero 细胞中生长繁殖 ,但不产生细胞病变。根

据PCV 的致病性、抗原性或核苷酸序列, 可将PCV 分为两个

型,即 PCV-1 和 PCV- 2。PCV-1 无致病性, 广泛存在于猪群

中[ 1 - 2] 。

具致病性的PCV-2 能引起多种疾病综合症, 如能引起仔

猪断奶后多系统衰竭综合症( PMWS) 、猪皮炎和肾炎综合症、

猪增生性坏死性间质性肺炎等, 能与弓形体、附红细胞体混

合感染, 同时能加剧诸如猪繁殖与呼吸综合症、猪细小病毒

病等的发生和流行[ 1] 。PCV-2 广泛存在于世界各地, 对有些

国家和地区养猪业造成的危害特别严重。

目前, 诊断该病的方法虽多, 但速度较慢,而PCR 技术可

以在短时间内诊断出疾病。笔者根据GenBank 中的PCV-2 序

列设计出特异性引物, 建立猪圆环病毒2 型地方分离株的

PCR 诊断方法, 以期为快速诊断猪圆环病毒病提供参考。

1  材料与方法

1 .1 毒株  猪圆环病毒2 型( PCV-2) 阳性病料由河南科技学

院兽医院提供( 经ELISA 检测确认为阳性) ;猪繁殖与呼吸综

合症病毒( PRRSV) 、猪瘟病毒( HCV) 、猪细小病毒( PPV) 、猪流

感病毒( SIV) 均由河南科技学院预防兽医学实验室提供。

1 .2  工具酶和主要试剂  Taq DNA 聚合酶、dNTPs、Ladder

Marker、蛋白酶K 均购自TaKaRa 公司,SDS、饱和酚、氯仿、无

水乙醇均购自华美生物工程有限公司。

1 .3 引物设计与合成  参照 GenBank 上发表的20 株PCV- 2

的核苷酸序列,通过引物设计序列软件Pri mier 5 .0 设计1 对

引物, 上游引物为:5′- GGAGTCTGGTGACCGTTGC- 3′; 下游引物

为:5′- CTTCCTCCGTGGATTGTTCT- 3′, 引物由上海生物工程有

限公司合成。

1 .4 PCV-2 DNA 模板的制备[ 3]  取部分病料0 .5～2 .0 g ,

研磨并用Hank’s 液( pH 值7 .2～7 .4) 稀释成1∶3 乳剂, 反复

冻融3 次以上后,8 000 r/ min 10 min , 取上清液于- 20 ℃保存

备用。取病料上清液500μl ,加入10 %SDS 50μl ,蛋白酶 K 20

μl ,混匀后55 ℃水浴1 h。加800μl 苯酚混匀,12 000 r/ min 5

min。取上清液, 加苯酚、氯仿各300 μl , 混匀 ,12 000 r/ min 5

min。取上清液,加等量氯仿,12 000r/ min 5 min。小心取上清

液,加2 倍无水乙醇及1/ 10 体积的 NaAc , 混匀后, 置- 20 ℃

沉淀30 min 以上,12 000r/ min15 min。弃去上清液,然后加入

200μl 75 %酒精洗涤数次 ,37 ℃烘干。加入30μl ddH2O 溶解 ,

作为PCR 反应的模板或 - 20 ℃保存备用。

1 .5 PCR 反应及条件的优化  PCR 反应的基本步骤按照

《分子克隆实验指南》[ 4] 进行 ,对反应体系中的dNTP、酶、引物

的浓度进行了优化。在25 .00μl 体系中,10×Buffer 2 .50μl ,

dNTP 2 .00μl ,模板1 .00μl ,DNA 聚合酶0 .15 μl , 引物各1 .00

μl ,d2H2O17 .35μl 。PCR 反应程序:94 ℃2 min ;94 ℃1 min ,50

℃1 min ,72 ℃1 min ,30 个循环 ,72 ℃10 min ;4 ℃保存。

1 .6  电泳检测 在1 %琼脂糖板( 在50 ℃左右时, 加入3 μl

染料 GOODVIEW) 上加入 DL2000 及 PCR 产物 , 电压为80 V。

电泳结束后于紫外灯下观察、拍照。

1 .7 PCR 的特异性实验 将上述提取的 PCV-2 DNA 和用

Trizol 试剂盒提取 PRRSV、HCV、SIV 的 c DNA 以及 PPV 的

DNA 进行PCR 扩增, 引物为上述所设计的 PCV-2 DNA 的特

异性引物,鉴定该方法的特异性。

1 .8  PCR 的敏感性实验  将所提取的 DNA 用紫外分光光

度计在260 nm处进行快速测定, 核酸含量约为50 ng , 然后用

灭菌双蒸水进行10、20、40、80、160 倍的稀释, 用上述实验确
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定的PCR 最佳反应条件进行PCR 扩增。以出现阳性反应条

带的模板用量为最高稀释倍数, 推算可检出最低病毒含量。

2  结果与分析

2 .1 PCR 条件的优化及电泳结果 通过对PCR 扩增条件的

优化,得出各物质的最佳使用浓度: dNTP 的终浓度为220

pmol/ ml , Taq 酶的终浓度为0 .1 U/ μl , 引物的终浓度为 20

pmol/ μl 。

用优化的条件对从阳性病料中提取的DNA 进行PCR 扩

增。将PCR 反应后的产物在紫外灯下观察, 结果见图1 , 在

494 bp 处出现1 条特异性条带,与预期大小相符合。

注 :M为DL2000 ;1 为PCR 产物。

Note : M. DL2000 ; 1 . Product of PCR.

图1 PCR 检测结果

Fig.1 The results of PCRdetection

2 .2  PCR 检测 PCV-2 的特异性  应用所建立的方法同时

检测PCV- 2、PRRSV、HCV、SIV、PPV, 其中PCV-2 检测为阳性 ,

PRRSV、HCV、SIV、PPV 检测均为阴性, 未出现交叉反应, 证明

该方法具有良好的特异性,结果见图2。

注 :M为 DL2000 ;1 为PCV-2 ;2 为 PRRSV;3 为 HCV ;4 为 SI V;5 为

PPV。

Note :M.DL2000 ;1 .PCV-2 ;2 .PRRSV ;3 .HCV ;4 .SI V;5 .PPV.

图2 特异性检测结果

Fig.2 The results of specific detection by PCR

2 .3  PCR 检测PCV-2 的敏感性  将提取的 DNA 稀释后用

上述PCR 反应条件进行扩增, 结果见图3 , 表明该PCR 方法

可检出1 .25 ng 的模板 DNA, 具备较高的敏感性。

3  小结与讨论

3 .1  猪圆环病毒防治  自1991 年加拿大首次报道PMWS

以来, 许多国家相继报道此病, 并开展了广泛深入的研究, 证

实PMWS 的发生与PCV-2 感染密切相关[ 5 - 6] 。PCV-2 感染可

导致猪发生先天性震颤及猪皮炎肾病综合症[ 1 ,3] 。鉴于国内

养猪规模的不断扩大及与国际养猪业交流日益加强, 很难保

证猪群中没有PCV- 2 感染及其相关疾病的传入。因此, 正确

诊断是预防猪圆环病毒病的关键。

注 :M为DL2000 ;1 为50 .000 ng DNA ;2 为5 .000 ng DNA;3 为2 .500

ng DNA ;4 为 1 .250 ng DNA;5 为 0 .625 ng DNA ;6 为 0 .375 ng

DNA .

Note :M.DL2000 ;1 . 50 .000 ng DNA ;2 . 5 .000 ng DNA;3 . 2 .500 ng

DNA ;4 . 1 .250 ng DNA ;5 . 0 .625 ng DNA;6 . 0 .375 ng DNA .

图3 敏感性检测结果

Fig .3 Theresults of sensitivity detectionby PCR

到目前为止,虽然众多国外科研工作者对PCV 及其所导

致的各种疾病进行了大量的研究, 并取得了不小的进展, 但

是,国内对PCV 研究还处于起始阶段[ 10] 。迄今为止, 该病的

疫苗正处于实验阶段 ,市场上还没有商品化疫苗和特效药物

防治该病,并且该病有时呈亚临床感染[ 7] 。

由于该病原具有特殊性( 动物携带病毒但不一定会发

病) ,它主要侵害动物的免疫系统, 导致其机体的免疫力下

降,进而造成许多病原的继发感染。目前主要采取的措施是

加强饲养管理, 定期消毒, 严防PPV、PRRSV 等引起疾病, 降

低饲养密度 ,坚持自繁自养, 全进全出, 引种猪时应慎重 , 加

强早期疑似感染猪的诊断与淘汰[ 8] 。除此之外, 应建立一种

快速、特异、简便的检测方法,为控制PCV 所致疾病的发生与

流行提供技术保障。

3 .2  猪圆环病毒的实验室诊断  实验室诊断 PCV 的方法

有很多种。酶联免疫吸附实验( ELISA) 具有重复性、特异性

和敏感性较好的特点,适合于大规模的PCV-2 抗体的快速诊

断, 同时可用于进出口检验检疫的初筛 ,但往往存在假阳性

偏高的问题[ 9] 。通常用来诊断 PCV- 2 的 ELISA 方法包括间

接ELISA、竞争 ELISA 和抗原捕获 ELISA 等。间接免疫荧光

实验(IFA) 可用于猪圆环病毒感染的血清学普查[ 9] , 宜于检

测细胞培养物中的 PCV。原位核酸杂交( ISH) 具有群特异

性,灵敏度较高, 可以精确定位 PCV 在组织器官及其细胞中

的部位 ,可用于检测临床病料和病理分析 ,但不能区分PCV- 1

和PCV-2。免疫组化实验(I HC) 适合于病毒抗原在组织培养

和机体细胞内生长定位的观察。来源于不同地区的 PCV- 2

分离株, 其基因组序列有差异, 这种差异对 PCV- 2 的诊断和

研究有重要意义。已有学者利用此差异建立了PCV- RFLP 方

法, 以此来诊断PCV 感染[ 10] 。

3 .3 PCR 检测PCV-2 通常情况下, 病毒病的确诊均需进

行病毒分离。但由于PCV 的病毒粒子很小( 只有17 nm) , 在

细胞上不产生细胞病变,且需将PCV 盲传多代才能使病毒有

效增殖[ 2] 。因此,病毒分离费力、耗时 ,不适于此病的快速诊

断。国外已有多种市售诊断试剂盒,如ELISA、间接免疫荧光
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键基因的功能发挥从而阻断雄配子的正常发育, 是实现植物

基因工程雄性不育的一条重要途径。

  在植物基因工程雄性不育研究中, 经常应用来自于烟草

的TA29 花药特异性启动子构建表达载体。但有研究表明 ,

用该启动子构建的表达载体有可能受温度的影响[ 10 - 11] 。因

此该研究选用来自于水稻的花药特异性 Osg6 B 启动子, 因为

注 :1～3 : 单克隆菌斑 ;M:DNA Marker( 500～15 000) 。

Note :1 ,2 and 3 were clone colony ;M was DNA marker( 500 - 15 000) .

图3 表达载体菌落PCR 鉴定

Fig.3 PCRidentificationof expressionvector colony

注 :1～3 : 单克隆表达质粒 ;M:DNA Marker DL2000。

Note :1 ,2 and 3 were monoclonal expression plasmids ;M was DNA Marker

DL2000 .

图4 表达载体质粒的酶切鉴定

Fig .4 Enzyme digestionidentificationof expressionvector plasmids

目前尚未有该启动子受环境温度影响的报道,并且由于禾本

科植物的亲缘关系比较近,可以推测 Osg6 B 启动子在其他禾

本科粮食作物中的活性也比较强。

  基于HSP70 热激蛋白与高粱的雄性不育有密切关系, 及

其在生物体内的重要性和进化上的保守性, 选择 HSP70 基因

作为基因工程雄性不育的靶标基因,构建了由 Osg6 B 启动子

驱动的 HSP70 反义表达载体。该反义表达载体所含有的

HSP70 基因片段位于翻译起始密码子区 ,可以很好地实现对

该基因翻译起始的抑制。另外, 该基因片段的长度较短 , 转

录后, 不会形成 RNA 二级结构, 可以更有效的实现对目标基

因表达的抑制作用。该反义表达载体的构建不仅对于阐明

植物雄性不育基因表达调控的分子机理具有重要意义 ,同时

将为植物基因工程雄性不育, 特别是在重要禾本科粮食作物

上的应用奠定坚实的基础。
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实验(IFA) 等[ 1] , 但其非特异性较高 ,且价格昂贵。

  PCV-2 是 DNA 病毒 , 基因组很小, 仅有1768 bp( 部分为

1 767 bp) [ 2] ,便于从核酸水平对病毒进行检测和研究。PCR

技术以其敏感、特异、快速、准确的优点成为目前病毒学诊

断、分子生物学实验最常用的技术之一。PCR 方法可以快

速准确检测感染病例组织样品中的 PCV-2 核酸 , 其敏感性

和特异性与IFA 方法一致 , 是检测 PCV- 2 和实验室诊断猪

圆环病毒病的有效手段。

在该实验中, 笔者设计并合成了1 对引物, 用此引物对

病毒全基因进行扩增, 得到了494 bp 的目的片段 ,与预期大

小相符。用该方法同时扩增猪瘟病毒、猪流感病毒、猪细小

病毒、猪繁殖与呼吸综合症病毒均无条带产生 , 证明该PCR

检测方法的可行性及具有较高的特异性。

从核酸的制备到检测出结果约需3 h , 大大缩短了检测

时间。用该实验所建立的PCR 方法诊断PCV 具有快速、准

确、特异的特点, 为PCV 的检测提供依据, 以便及时检出隐

性感染猪和对临床发病猪进行原发性病原的确定, 及时对

该病进行综合防治 ,以减少该病所带来的经济损失, 从而保

障畜牧业可持续发展。
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