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摘　要：参照 ＧｅｎＢａｎｋ中相关的基因序列，设计了６对引物分别用于扩增 ＰＲＶ犵犈、ＰＰＶ犖犛１、ＰＣＶＯＲＦ２、

ＰＲＲＳＶＯＲＦ７、ＣＳＦＶ犈２、ＪＥＶ犈基因的部分片段。敏感性和特异性试验结果表明，该ｍＰＣＲ对６种病毒的最低核

酸检测量分别为ＰＲＶ６．６ｐｇ、ＰＰＶ９６ｐｇ、ＰＣＶ１２．９ｐｇ、ＰＲＲＳＶ１０．５ｐｇ、ＣＳＦＶ５１ｐｇ、ＪＥＶ４６ｐｇ，对猪流感病毒

（ＳＩＶ）、大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）的扩增结果均为阴性。１０３份临床病料检测结果表明，上述６种猪病毒性疫病在贵州省

猪群中普遍存在且混合感染情况严重。该六重ＰＣＲ方法不仅实现了上述６种病毒的同时检测，更实现了ＤＮＡ病

毒及ＲＮＡ病毒的同步检测，能够对ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ单个或混合感染的临床病料进行快速鉴

别诊断。
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　　随着现代养猪业规模化和集约化的发展，猪群

发生多病原混合感染和继发感染的情况越来越普

遍［１２］。在猪场常发生的各类病毒疾病中，以猪瘟病

毒（ＣＳＦＶ）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪

圆环病毒（ＰＣＶ２）、猪乙型脑炎病毒（ＪＥＶ）、猪伪狂

犬病毒（ＰＲＶ）、猪细小病毒（ＰＰＶ）等６种病原最为

多见，是猪繁殖障碍性疾病的重要病原［３］；其中

ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２、ＣＳＦＶ、ＰＰＶ、ＰＲＶ还可以不同程度

地损伤免疫系统［４］，降低机体对外界的抵抗能力，为

继发或并发其它病原创造了条件，是混合感染多发

的主要原因之一。自Ｃｈａｂｅｒｌａｉｎ等
［５］１９８８年首先

报道用ＰＣＲ技术诊断杜式肌营养不良症（ＤＭＤ）以

来，在诸多领域，尤其是核酸诊断领域，得到了广泛

深入的研究及应用。多重ＰＣＲ不仅具有特异性强、

灵敏度高、检测时间短、成本低等优点［６］，而且能够

同时检测多种病原，利于对疾病作出快速、准确的诊

断，适合大量临床病料中病原体的快速检测。本研

究拟建立一种能够同时并同步检测上述６种病原体

单一或混合感染的ＰＣＲ方法，以期对临床病料进行

快速、准确的诊断。

１　材料与方法

１．１　病毒、细胞、质粒及菌株

ＰＲＶ
［７］、ＰＲＲＳＶ

［８］、ＣＳＦＶ
［９］、ＪＥＶ

［１０］系贵州省

动物疫病研究室鉴定并传代保存；ＰＣＶ２系贵州省

动物疫病研究室分离鉴定并传代保存，ＧｅｎＢａｎｋ登

录号分别为ＪＱ８０９４６２、ＪＱ８０９４６４；ＰＰＶ系四川农业

大学动物生物技术中心惠赠［１１］；ＰＫ１５细胞、Ｖｅｒｏ

细胞、ＢＨＫ２１细胞、Ｍａｒｋ１４５细胞均购自上海拜

力生物科技有限公司；ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ购自大连

宝生物公司；大肠杆菌感受态犜狅狆１０由贵州省动物

疫病研究室制备和保存。

１．２　主要试剂及仪器

ＭＥＭ 培养基、新生牛血清（ＮＣＳ）均系 Ｈｙ

Ｃｌｏｎｅ公司产品；分子量标准物ＤＬ２０００购自大连宝

生物公司；２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘＫｉｔ购自北京庄

盟国际生物基因科技有限公司；Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＧｅｌ

ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（５０）胶回收试剂盒系ＯＭＥＧＡ公司

产品；普通质粒小提试剂盒为 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司产

品；氯仿、异丙醇、无水乙醇等为国产分析纯试剂。

ＩｃｙｃｌｅｒＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ型ＰＣＲ仪为ＢＩＯＲＡＤ公司

产品。

１．３　引物设计

参照 ＮＣＢＩ中 ＰＲＶｇＥ（ＮＣ＿００６１５１）、ＰＰＶ

ＮＳ１（ＮＣ＿００１７１８）、ＰＣＶ２ＯＲＦ２（ＮＣ＿００５１４８）、

ＰＲＲＳＶＯＲＦ７（ＮＣ＿００１９６１）、ＣＳＦＶＥ２（（Ｘ８７９３９）、

ＪＥＶＥ（Ｍ５５５０６）等基因序列，应用 ＤＮＡＳｔａｒ、Ｏｌｉ

ｇｏ、Ｍｐｐｒｉｍｅｒ、ＭＦＥｐｒｉｍｅｒ设计
［１２］多重ＰＣＲ引物，

用于扩增目的基因片段，引物序列详见表１。

表１　扩增目的片段的引物

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱狋狅犪犿狆犾犻犳狔狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲狊

病毒

Ｖｉｒｕｓｅｓ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

片段大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

ＰＲＶ 犵犈 ＰＲＶ１：ＡＴＧＧＧＣＡＴＣＧＧＣＧＡＣＴＡＣＣＴ １７８

ＰＲＶ２：ＣＣＡＣＣＧＣＣＡＣＡＡＡＧＡＡＣＡＣＧ

ＰＰＶ 犖犛１ ＰＰＶ１：ＧＡＡＴＡＧＧＡＴＧＣＧＡＧＧＡＡＡＧ ２７１

ＰＰＶ２：ＧＴＧＧＡＡＡＴＣＴＧＡＧＡＧＴＣＴＧＴ

ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ ＰＣＶ１：ＡＡＧＧＧＣＴＧＧＧＴＴＡＴＧＧＴＡＴＧ ３５３

ＰＣＶ２：ＣＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＡＡＡＡＴＧＧ

ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ７ ＰＲＲＳＶ１：ＧＣＣＡＧＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＣＡＡＴＣＡ ４３３

ＰＲＲＳＶ２：ＧＣＣＣＣＧＡＴＴＧＡＡＴＡＧＧＴＧＡＣ

ＣＳＦＶ ＯＲＦ２ ＣＳＦＶ１：ＧＣＴＣＣＴＧＧＴＴＧＧＴＡＡＣＣＴＣＧＧ ５０８

ＣＳＦＶ２：ＴＧＡＴＧＣＴＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡ

ＪＥＶ 犈 ＪＥＶ１：ＴＧＴＧＧＡＣＴＴＴＴＣＧＧＧＡＡＧＧＧ １０１５

ＪＥＶ２：ＧＧＴＧＡＡＣＧＧＣＴＣＴＴＣＣＴＡＴＧ

０３４１
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１．４　临床病料

对收集来自贵州省内的流产胎儿样品２０份（编

号：ＬＴ１～２０），哺乳仔猪样品２２份（编号：ＢＲ１～

２２），保育猪样品３３份（编号：ＢＹ１～３３），育肥猪样

品２８份（编号：ＹＦ１～２５），取其脾、淋巴结、肝、肾、

肺和脑组织适量混合研磨匀浆后，提取核酸做多重

ＰＣＲ和单个病毒ＰＣＲ临床病料检测，另备一份匀

浆样品经０．２２μｍ滤器过滤后，根据检测结果，分

别接种于ＰＫ１５细胞、Ｖｅｒｏ细胞、ＢＨＫ２１细胞、

Ｍａｒｋ１４５细胞，传代后备检。

１．５　样品核酸的提取

分别将接毒细胞悬液及临床匀浆样品反复冻融

３次后，按照ＲＮＡ／ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤，各

取２００μＬ用于病毒核酸的提取，－８０℃保存备用。

１．６　犘犆犚反应

单一ＤＮＡ病毒ＰＣＲ反应。反应体系为２５μＬ，

２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘｔｕｅｒ１２．５μＬ，上下游引物

各１μＬ，模板各３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ。反应程序：

９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６０℃（ＰＲＶ）、５３℃（ＰＰＶ）、

５７℃（ＰＣＶ２）３０ｓ，３５个循环；７２℃３０ｓ；７２℃１０

ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物于１％琼脂糖凝胶上进行电

泳测定。

１．７　犚犜犘犆犚反应

单一ＲＮＡ病毒ＰＣＲ反应。反应体系为２５μＬ，

２×１ＳｔｅｐＢｕｆｆｅｒ１２．５μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐ

ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１μＬ，上下游引物各１μＬ，核酸模板各

２．５μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ７μＬ。反应程序：５０℃

４０ｍｉｎ；９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５７℃（ＰＲＲＳＶ）、５６

℃（ＣＳＦＶ）、５８℃（ＪＥＶ）３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循

环；７２℃１０ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物于１％琼脂糖

凝胶上进行电泳测定。

１．８　多重犘犆犚反应

１．８．１　阳性样品的多重ＰＣＲ检测　　将细胞毒混

合后，提取病毒核酸，分别进行ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、

ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ 和ＪＥＶ 的单一 ＰＣＲ 反应；进行

ＪＥＶ、ＰＲＲＳＶ，ＪＥＶ、ＣＳＦＶ，ＪＥＶ、ＰＲＶ，ＰＰＶ、

ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ 的 多 重 反 应；进 行 ＰＲＶ、ＰＰＶ、

ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ的六重ＰＣＲ反应，每个

反应进行２次。

１．８．２　多重ＰＣＲ反应体系的建立　　通过对阳性

样品的验证，逐步确定６种病毒上、下游引物及模板

量，以确定最佳反应体系。

１．８．３　多重 ＰＣＲ反应条件的优化　　对多重

ＰＣＲ反应的退火温度（５０～６０℃），引物浓度（５～２０

μｍｏｌ·Ｌ
－１），反应循环数（３０～３５个循环）进行优

化，以确定最佳反应条件。

１．９　多重犘犆犚敏感性试验

多重ＰＣＲ反应及单一病毒ＰＣＲ反应的敏感性

参照文献的方法［１３１４］进行。将提取的病毒核酸用

蛋白质核酸仪测定浓度后，多重ＰＣＲ敏感性用灭菌

三蒸水做５倍系列稀释，单一ＰＣＲ反应敏感性用灭

菌三蒸水做１０倍系列稀释，然后取每个稀释度的病

毒模板进行ＰＣＲ反应。

１．１０　特异性试验

分别以正常组织、猪流感病毒（ＳＩＶ）、大肠杆菌

（犈．犮狅犾犻）、ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ

核酸为模板进行多重ＰＣＲ反应，并将扩增片段克隆

测序。

１．１１　犘犆犚产物的鉴定

将上述６种病毒的ＰＣＲ扩增片段经胶回收连

接到ｐＭＤ１８Ｔ载体上，经ＤＨ５α转化后，送上海生

工生物工程有限公司测序。

１．１２　多重犘犆犚对临床病料的检测

对收集来自于贵州省内的共１０３份临床病料进

行ｍＰＣＲ检测，同时，利用建立的单一病毒ＰＣＲ对

这些样品进行复检。

２　结　果

２．１　多重犘犆犚反应

２．１．１　阳性样品ＰＣＲ检测　　取已知病毒液，分

别进行单一和多重ＰＣＲ检测。取单一病毒液或按

一定比例的混合液２００μＬ，按照ＲＮＡ／ＤＮＡ提取

试剂盒说明书进行核酸的提取，分别进行 ＰＲＶ、

ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ单一ＰＣＲ反应；

进行ＪＥＶ、ＰＲＲＳＶ，ＪＥＶ、ＣＳＦＶ，ＪＥＶ、ＰＲＶ，ＰＰＶ、

ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ 的 多 重 反 应；进 行 ＰＲＶ、ＰＰＶ、

ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ的六重ＰＣＲ反应。结

果显示，各病毒的特异性引物均能很好地扩增出各

自病毒的特异性目的条带（图１）。

２．１．２　细胞毒ＰＣＲ检测　　ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、

ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ的细胞毒ＰＣＲ检测结果见图２。

２．１．３　多重ＰＣＲ反应体系的建立　　通过对固定阳

性样品模板改变引物浓度的系列试验，确定最佳引物

量。结果表明（表２、图３）在６对引物中，ＰＰＶ、ＰＣＶ２、

ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ上下游引物各１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１），

ＰＲＶ、ＣＳＦＶ上下游引物各１．５μＬ（１５μｍｏｌ·Ｌ
－１）；

１３４１
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模板ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ各１μＬ，ＰＲＶ、ＣＳＦＶ 各２μＬ；反应体系为５０μＬ最佳（图４）。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；Ｎ．阴性对照；１．ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ多重ＰＣＲ产物；２．

ＰＲＶＰＣＲ产物；３．ＰＰＶＰＣＲ产物；４．ＰＣＶ２ＰＣＲ产物；５．ＰＲＲＳＶＰＣＲ产物；６．ＣＳＦＶＰＣＲ产物；７．ＪＥＶＰＣＲ产

物；８．ＪＥＶ、ＰＲＲＳＶ多重ＰＣＲ产物；９．ＪＥＶ、ＣＳＦＶ多重ＰＣＲ产物；１０．ＪＥＶ、ＰＲＶ多重ＰＣＲ产物；１１．ＰＣＶ２、

ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ多重ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ；１．ｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＲＶ，ＰＰＶ，ＰＣＶ２，ＰＲＲＳＶ，ＣＳＦＶａｎｄ

ＪＥＶ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＲＶ；３．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＰＶ；４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＣＶ２；５．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＲＲＳＶ；

６．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＣＳＦＶ；７．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＪＥＶ；８．ｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＪＥＶａｎｄＰＲＲＳＶ；９．ｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＪＥＶａｎｄＣＳＦＶ；１０．ｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＪＥＶａｎｄＰＲＶ；１１．ｍＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＣＶ２，ＰＲＲＳＶａｎｄＣＳＦＶ
图１　犘犚犞、犘犘犞、犘犆犞２、犘犚犚犛犞、犆犛犉犞、犑犈犞多重犘犆犚方法阳性样品的检测结果

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犿犘犆犚犳狅狉犘犚犞，犘犘犞，犘犆犞２，犘犚犚犛犞，犆犛犉犞犪狀犱犑犈犞犻狀狆狅狊犻狋犻狏犲狊犪犿狆犾犲狊

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ＪＥＶＰＣＲ产

物；２．ＣＳＦＶＰＣＲ产物；３．ＰＲＲＳＶＰＣＲ产物；４．ＰＣＶ２

ＰＣＲ产物；５．ＰＰＶＰＣＲ 产物；６．ＰＲＶＰＣＲ 产物；７．

ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ多重ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ；１．ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＪＥＶ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＣＳＦＶ；３．ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＲＲＳＶ；４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＣＶ２；５．ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＰＶ；６．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＲＶ；７．ｍＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＰＲＶ， ＰＰＶ， ＰＣＶ２， ＰＲＲＳＶ， ＣＳＦＶ

ａｎｄＪＥＶ

图２　犘犚犞、犘犘犞、犘犆犞２、犘犚犚犛犞、犆犛犉犞、犑犈犞 的细胞毒

犘犆犚检测结果

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犘犆犚犳狅狉犘犚犞，犘犘犞，

犘犆犞２，犘犚犚犛犞，犆犛犉犞 犪狀犱 犑犈犞 狆狉狅狆犪犵犪狋犲犱

犻狀犮犲犾犾狊

表２　６种引物浓度量

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犪犿狅狌狀狋狅犳狊犻狓犽犻狀犱狊狅犳狆狉犻犿犲狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

μｍｏｌ·Ｌ
－１

样品／μＬ

Ｓａｍｐｌｅｓ

引物浓度Ｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

ＰＲＶ ５ １０ １０ １５ １５ １５ ２０

ＰＰＶ ５ ５ ５ ５ １５ １０ １５

ＰＣＶ２ ５ ５ ５ ５ ５ １０ １５

ＰＲＲＳＶ ５ ５ ５ ５ ５ １０ ２０

ＣＳＦＶ ５ ５ １０ １０ １０ １５ １５

ＪＥＶ ５ １０ １０ １０ １０ １０ ２０

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；Ｎ．阴性对照；１～

７．不同引物浓度ｍＰＣＲ检测结果

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ；１７．Ｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｍＰＣＲｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图３　引物浓度优化

犉犻犵．３　犜犺犲狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀
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Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；Ｎ．阴性对照；１．

２５μＬ反应体系；２．３０μＬ反应体系；３．５０μＬ反应体

系；４．１００μＬ反应体系

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ；１．Ｒｅ

ａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆ２５μＬ；２．Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆ３０μＬ；３．

Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆ５０μＬ；４．Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆ１００μＬ
图４　反应体系优化

犉犻犵．４　犜犺犲狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狉犲犪犮狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿

　　２．１．４　多重ＰＣＲ反应条件的优化　　通过固定

引物及模板量，逐步优化退火温度、循环次数，最终

确定多重ＰＣＲ最佳循环次数和退火温度。试验结

果显示：当反应循环次数为３５；退火温度为５６．４℃

（图５），多重ＰＣＲ扩增效果最佳。最佳反应程序：

反应体系为５０μＬ，２×１ＳｔｅｐＢｕｆｆｅｒ２５μＬ；Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐＥｎｚｙｍｅＭｉｘ２μＬ；上下游引物

ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ各１μＬ，ＰＲＶ、ＣＳＦＶ各

１．５μＬ；模板ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ 各１μＬ，

ＰＲＶ、ＣＳＦＶ各２μＬ；ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ３μＬ。反应

程序：５０℃４０ｍｉｎ；９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６．４℃

３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

２．２　敏感性试验

在多重ＰＣＲ反应中，各种病毒的最低检测量分

别为 ＰＲＶ６．６ｐｇ、ＰＰＶ９６ｐｇ、ＰＣＶ１２．９ｐｇ、

ＰＲＲＳＶ１０．５ｐｇ、ＣＳＦＶ５１ｐｇ、ＪＥＶ４６ｐｇ（图６）。

在单一病毒的ＰＣＲ反应中，各病毒的最低检测量分

别为 ＰＲＶ２．５ｐｇ、ＰＰＶ７．３ｐｇ、ＰＣＶ２４．８ｐｇ、

ＰＲＲＳＶ３．９ｐｇ、ＣＳＦＶ３．８ｐｇ、ＪＥＶ０．４ｐｇ（图７）。

２．３　特异性试验

用已确定的六重ＰＣＲ反应条件进行特异性试

验，结果表明，正常组织、ＳＩＶ、犈．犮狅犾犻模板均未扩增

出条带，而ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ

模板均扩增出与目的片段大小符合的特异性条带，

且测序结果显示即为目的基因序列。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；Ｎ．阴性对照；１．

５０．０℃；２．５０．８℃；３．５２．１℃；４．５３．９℃；５．５６．４℃；

６．５８．３℃；７．５９．５℃；８．６０．０℃

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ；１．５０．０

℃；２．５０．８℃；３．５２．１℃；４．５３．９℃；５．５６．４℃；６．

５８．３℃；７．５９．５℃；８．６０．０℃
图５　多重犘犆犚退火温度优化

犉犻犵．５　犜犺犲狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅犳犿犘犆犚

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．５－１稀释；２．５－２

稀释；３．５－３稀释；４．５－４稀释；５．５－５稀释；６．５－６稀释

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．５－１ｄｉｌｕｔｉｏｎ；２．５－２ｄｉｌｕｔｉｏｎ；

３．５－３ｄｉｌｕｔｉｏｎ；４．５－４ｄｉｌｕｔｉｏｎ；５．５－５ｄｉｌｕｔｉｏｎ；６．５－６ｄｉｌｕ

ｔｉｏｎ

图６　犘犚犞、犘犘犞、犘犆犞２、犘犚犚犛犞、犆犛犉犞、犑犈犞 多重犘犆犚
的敏感性试验

犉犻犵．６　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋狅犳狋犺犲犿犘犆犚犳狅狉犘犚犞，犘犘犞，

犘犆犞２，犘犚犚犛犞，犆犛犉犞犪狀犱犑犈犞

２．４　犘犆犚产物的鉴定

ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ 阳性

样品的ＰＣＲ扩增片段经胶回收连接至ｐＭＤ１８Ｔ

载体后，送上海生工生物工程有限公司测序。结

果表明，扩增片段分别为各自病毒的特异性基因

片段。

３３４１
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Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．１００ 稀释；２．

１０－１稀释；３．１０－２稀释；４．１０－３稀释；５．１０－４稀释；６．

１０－５稀释；７．１０－６稀释

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．１００ｄｉｌｕｔｉｏｎ；２．１０－１ｄｉｌｕ

ｔｉｏｎ；３．１０－２ｄｉｌｕｔｉｏｎ；４．１０－３ｄｉｌｕｔｉｏｎ；５．１０－４ｄｉｌｕｔｉｏｎ；

６．１０－５ｄｉｌｕｔｉｏｎ；７．１０－６ｄｉｌｕｔｉｏｎ
图７　单一病毒模板犘犆犚反应敏感性试验

犉犻犵．７　犘犆犚狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋犳狅狉狊犻狀犵犾犲狏犻狉犪犾狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱

２．５　多重犘犆犚对临床病料的检测

１０３份临床病料检测结果表明，ＰＣＶ２感染

阳性率为８５．４％（８８／１０３），ＰＣＶ２和ＰＲＲＳＶ为混

合感染类型，阳性率达５２．４％（５４／１０３）；另有５份

样品为ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ混合感染，阳性

率为４．８％（５／１０３）（表３）。经６重ＰＣＲ检测阳性

的病料，再经单一病毒ＰＣＲ方法进行，两者结果符

合率为１００％。

３　讨　论

近年来，猪病毒性疾病已成为危害现代养猪业

发展的主要疫病，且多呈混合感染并继发副猪嗜血

杆菌等细菌感染，给临床病原学诊断造成较大困

难［１５］。目前，国内外发生的动物病毒病或一个症候

群的疫病多同时涉及ＤＮＡ和 ＲＮＡ两类病毒
［１６］。

笔者针对 ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ 和

ＪＥＶ等６种常见ＤＮＡ／ＲＮＡ病毒的相关保守基因

设计特异性引物，通过对其条件的优化，实现了上述

６种病毒的同时并同步检测，建立了猪繁殖障碍性

病毒性疫病的六重ＰＣＲ检测方法，该方法可在一个

反应体系中同时并同步检测上述ＤＮＡ和ＲＮＡ病

毒，能快速、准确地对临床病料进检测，是一种实用、

快速的检测方法，具有广阔的应用前景。

表３　１０３份猪不同阶段临床病料的感染情况

犜犪犫犾犲３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳１０３犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犘犺犪狊犲狊犫狔犿犘犆犚

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

样品数

Ｃｏｕｎｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

感染类型

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｙｐｅｓ

混合感染率／％

Ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓ

流产胎儿

Ａｂｏｒｔｅｄｆｅｔｕｓｅｓ
ＬＴ１２０ ２０

ＰＣＶ２＋ＪＥＶ（５）

ＰＣＶ２＋ＰＲＲＳＶ（９）

ＰＣＶ２（６）

１３．６（１４／１０３）

哺乳仔猪

Ｓｕｃｋｌｉｎｇｐｉｇｌｅｔｓ
ＢＲ１２２ ２２

ＰＣＶ２＋ＰＲＲＳＶ（１２）

ＰＲＲＳＶ（６）
１１．７（１２／１０３）

保育猪

Ｎｕｒｓｅｒｙｐｉｇｓ
ＢＹ１３３ ３３

ＰＣＶ２＋ＰＲＲＳＶ（２０）

ＰＣＶ２＋ＰＰＶ（９）

ＰＣＶ２＋ＰＲＶ（１）

ＰＣＶ２（２）

ＰＲＶ（１）

２９．１（３０／１０３）

育肥猪

Ｆａｔｔｅｎｉｎｇｐｉｇｓ
ＹＦ１２８ ２８

ＰＰＶ＋ＰＣＶ２＋ＰＲＲＳＶ＋ＣＳＦＶ（５）

ＰＣＶ２＋ＰＲＲＳＶ（１３）

ＰＣＶ２（６）

ＰＲＲＳＶ（３）

１７．５（１８／１０３）

　　在多重ＰＣＲ反应中，引物设计至关重要，它是

决定多重ＰＣＲ成败的关键。本研究针对６种猪病

病毒保守基因序列设计引物，以扩增ＰＲＶ犵犈、ＰＰＶ

犖犛１、ＰＣＶ ＯＲＦ２、ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ７、ＣＳＦＶ ＯＲＦ２、

４３４１
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犑犈犞犈等部分基因片段，应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０、

Ｏｌｉｇｏ７．４、ＭＦＥｐｒｉｍｅｒ和 ＭＰｐｒｉｍｅｒ软件进行综合

分析，充分考虑ＰＲＶＧ＋Ｃ含量较高和ＰＰＶＧ＋Ｃ

含量较低的问题，Ｔｍ值应该控制在５０～６０℃，确

保在某一温度都能进行很好的ＰＣＲ反应，尽量避免

引物间非特异性扩增。笔者通过大量前期试验先确

定单一ＰＣＲ反应的最佳条件范围，为多重ＰＣＲ反

应选取了各自最佳反应条件的交集，最后获得最佳

反应条件。前期工作保证了多重ＰＣＲ常见的因引

物之间交叉干扰而导致敏感性降低的缺点［１７］。敏

感性试验结果表明，该多重ＰＣＲ具有很强的敏感

性，检测含量达到了ｐｇ级。

通过六重ＰＣＲ方法的筛选，进而对检测出相关

病原阳性的病料进行病毒分离，避免了因病料背景

不清楚而盲目分离的弊端，大大提高了病毒分离的

成功率［１８］。本试验参考相关研究将ＰＲＶ 接种于

Ｖｅｒｏ细胞，ＰＲＲＳＶ 接种于 Ｍａｒｃ１４５细胞，ＰＰＶ、

ＰＣＶ２、ＣＳＦＶ均分别接种于ＰＫ１５细胞、ＪＥＶ接种

于ＢＨＫ２１细胞进行病毒分离
［１８２０］。笔者在进行

ＰＰＶ 和 ＰＲＲＳＶ 接 毒 时，均 采 用 同 步 接 种 方

法［２０２１］，结果表明ＰＰＶ、ＰＲＲＳＶ均能较好的增殖。

临床病料检测结果表明，规模化猪场所发生的

疾病多为混合感染；其中ＰＣＶ２在猪场中普遍存在，

感染率高达８５．４％，与岳丰雄等报道ＰＣＶ２感染阳

性率１００％稍低
［４］。尽管ＰＣＶ２抗体阳性率较高，

在猪场中亦普遍存在，但通常多为隐性感染，致使在

生产中常被忽视。ＰＣＶ２感染猪淋巴器官，使Ｔ、Ｂ

淋巴细胞数量减少，外周血和淋巴组织中的巨噬细

胞单核细胞数量升高［２２］，导致感染猪群免疫功能的

下降或存在短暂的不能激发有效的免应答现象，对

其它病原体的抵抗力大大降低［２３］。在对继发有副

猪嗜血杆菌等细菌感染的临床病料中，通常都检测

有ＰＣＶ２的存在，这可能与ＰＣＶ２感染后造成机体

免疫抑制有关。
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（１３）：５５９５７０．

［１５］　ＬＩＵＳＳ，ＺＨＡＯＹＲ，ＨＵＡＱＢ，ｅｔａｌ．Ａｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ＲＴＰＣＲｆｏｒｒａｐｉｄａｎｄｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｏｒ

ｃｉｎｅｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ，ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ａｎｄｐｏｒ

ｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｉｎ

ｃｌｉｎｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［Ｊ］．犑犞犻狉狅犾犕犲狋犺狅犱狊，２０１１，１７２
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（１２）：８８９２．

［１６］　方　立，徐　辉，陈伟杰，等．猪圆环病毒２型猪伪狂

犬病病毒和猪细小病毒三重ＰＣＲ检测方法的建立

［Ｊ］．中国兽医科技，２００５，３５（１２）：９５４９５８．

［１７］　ＭＵＲＤＯＣＨＤＲ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｍｅｔｈｏｄｓｉｎｔｈｅ

ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｌｏｗｅｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

犃犘犕犐犛，２００４，１１２（１１１２）：７１３７２７．

［１８］　刘志杰，李如举，周　莉，等．猪繁殖障碍性疾病的病

原鉴定［Ｊ］．贵州农业科学，２０１１，３９（８）：１３６１３７．

［１９］　李昌文，仇华吉，童光志，等．一株内源性猪细小病毒

的分离与鉴定［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０００，２２（９）：

９０９３．

［２０］　ＪＯＯＨＳ，ＤＯＮＡＬＤＳＯＮＷＯＯＤＣＲ，ＪＯＨＮＳＯＮＲ

Ｈ．Ａｓｔａｎｄａｒｄｉｓｅｄｈａｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｅｓｔ

ｆｏｒｐｏｒｃｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓａｎｔｉｂｏｄｙ ［Ｊ］．犃狌狊狋犞犲狋犑，

１９７６，５２（９）：４２２４２４．

［２１］　刘志杰，李如举，周　莉，等．猪伪狂犬病毒病与圆环

病毒病２型混合感染的诊断［Ｊ］．贵州农业科学，

２０１１，３９（１１）：１５３１５４．

［２２］　ＯＰＲＩＥＳＳＮＩＧＴ，ＭＡＤＳＯＮＤＭ，ＰＲＩＣＫＥＴＴＪＲ，ｅｔ

ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２（ＰＣＶ２）ｖａｃｃｉ

ｎａｔｉｏｎｏｎｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ（ＰＲＲＳＶ）ａｎｄＰＣＶ２ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．犞犲狋

犕犻犮狉狅犫犻狅犾，２００８，１８：１０３１１４．

（编辑　白永平）
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