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　 　 摘要:　 为建立一种快速鉴别猪伪狂犬病毒野毒株与疫苗株的方法ꎬ根据猪伪狂犬病毒(ＰＲＶ)全基因序列ꎬ并参

照 ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 疫苗株基因缺失位点特征ꎬ在单一检测野毒株与疫苗株的基础上ꎬ针对 ｇＥ、ｇＢ 和 ＴＫ 基因设计引

物ꎬ首次建立了同时检测猪伪狂犬病毒野毒株与疫苗株的多重 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 通过一次 ＰＣＲ 检测能区分感染野毒

株、疫苗株 ＳＡ２１５ 和 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ꎬ且与猪圆环Ⅱ型病毒(ＰＣＶ￣２)、细小病毒(ＰＰＶ)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)
和猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)无交叉反应ꎮ 多次试验证明该方法简单、可靠且敏感度高ꎬ可用于科学研究和临床诊断等方面ꎮ
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　 　 猪伪狂犬病毒( Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓꎬ ＰＲＶ )属于疱

疹病毒科 α￣疱疹病毒亚科ꎬ可感染多种动物ꎬ其中猪

是最敏感、唯一的自然宿主ꎬ常呈流行性感染[１￣３]ꎮ
２０１２ 年以来ꎬ猪伪狂犬病毒变异株在华东、华中、东
北、西南和华北地区呈爆发态势[４]ꎬ给养猪业造成了

极大的经济损失ꎮ ＰＲＶ ｇＥ 抗体阳性率从 ２０１２ 年的

７０３１



１１􀆰 ５％上升到了 ２０１４ 年的 ６４􀆰 ３％[５]ꎬ２０１５－２０１７ 年依

然保持非常高的阳性率ꎬ通过分离毒株测序对比发现

爆发地区都是新变异的野毒株感染ꎮ
免疫猪群再次发病ꎬ阴性猪场重新转阳性是近

年来猪伪狂犬病大流行的最主要特征[６]ꎬ猪伪狂犬

病防控面临着巨大的挑战ꎮ 上世纪末中国开始使用

ｇＥ 缺失的 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１(ｇＥ￣)疫苗[７]ꎬ近年中国自主

研发的基因缺失株 ＳＡ２１５(ｇＥ￣ｇＩ￣ＴＫ￣)使用相当广

泛ꎬ对经典毒株有非常好的防控力[８]ꎮ 很多研究者

报道现有疫苗对近年来变异毒株侵染缺乏保护力ꎬ
血清阴性重新转阳性[８￣９]ꎬ在绵羊攻毒保护模型中对

新流行变异毒株侵染的保护不到 ５０％[１０]ꎮ 在未有

针对新变异毒株疫苗的情况下ꎬ快速区分野毒株和

疫苗株成为目前防控猪伪狂犬病疫情的当务之急ꎮ
本研究旨在建立一种快速、稳定和有效的多重

ＰＣＲ 检测方法ꎬ快速鉴别发病猪感染的变异野毒株

和之前接种的疫苗种类ꎬ从而采取不同的紧急措施

防控猪伪狂犬病疫情ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 疫苗和病毒

ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 ( ＳＡ２１５、 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１)、
ＰＲＶ 变异株(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)、猪圆环Ⅱ型病

毒(ＰＣＶ￣２)、细小病毒(ＰＰＶ)、猪繁殖与呼吸综合征

病毒(ＰＲＲＳＶ)、Ｔ３２５６ 质粒(ＴＫ 基因缺失阳性对照

质粒)、ＰＰ６３ 质粒(ｇＥ 基因缺失阳性对照质粒)均

由四川农业大学动物生物技术中心保存提供ꎮ
１.２　 细胞与试剂

Ｖｅｒｏ 细胞购自武汉典型物保藏中心ꎮ ＨＳ Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、２×ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ、ＤＬ１０００ＴＭＭａｋ￣
ｅｒ 均购置于大连宝成生物工程有限公司ꎮ
１.３　 ｇＥ、ｇＢ 和 ＴＫ 基因核苷酸序列分析

参照文献[１１]和[１２]中的引物进行 ｇＥ、ｇＢ 及

ＴＫ 全基因扩增和测序ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 进行 ＢＬＡＳＴ 对比

分析ꎬ发现 ＰＲＶ￣ＸＪ、ＰＲＶ￣ＪＪ、ＰＲＶ￣ＭＳ 和 ＰＲＶ￣ＹＡ 新

分离株 ｇＥ 基因扩增核苷酸序列与国内野毒株核苷酸

序列的同源性在 ９１􀆰 ６％至 ９８􀆰 ８％之间ꎬ氨基酸序列同

源性在 ９２􀆰 １％至 ９８􀆰 ６％之间ꎬ与国内 ２０１２ 年后分离

毒株之间核苷酸序列同源性都超过了 ９７􀆰 ８％ꎬ与经典

毒株 Ｆａ、Ｅａ、ＭｉｎＡ 株核苷酸序列同源性在 ８７􀆰 ９％至

９６􀆰 ８％之间ꎮ 新分离株 ｇＢ 基因扩增核苷酸序列与国

内野毒株核苷酸序列的同源性在 ９７􀆰 ４％至 １００􀆰 ０％之

间ꎬ氨基酸序列同源性在 ９６􀆰 ６％至 １００􀆰 ０％之间ꎬ与国

内 ２０１２ 年后分离毒株之间核苷酸序列同源性都超过

了 ９８􀆰 ８％ꎬ与经典毒株 Ｆａ、Ｅａ、ＭｉｎＡ 株核苷酸序列同

源性也达到 ９８􀆰 ２％以上ꎮ 新分离株 ＴＫ 基因扩增核苷

酸序列与国内野毒株核苷酸序列同源性在 ９８􀆰 ２％至

１００􀆰 ０％之间ꎬ氨基酸序列同源性在 ９７􀆰 ６％至 １００％之

间ꎬ与国内 ２０１２ 年后分离毒株之间核苷酸序列同源

性高达 ９９％ꎬ与经典毒株 Ｆａ、Ｅａ、ＭｉｎＡ 株核苷酸序列

同源性也超过了 ９８􀆰 ４％ꎮ
ＰＲＶ￣ＸＪ、ＰＲＶ￣ＪＪ、ＰＲＶ￣ＭＳ 和 ＰＲＶ￣ＹＡ 新分离

株的 ｇＥ、ｇＢ 和 ＴＫ 基因都高度保守ꎮ 大量核苷酸序

列对比结果显示ꎬ２０１２ 以来新流行的 ＰＲＶ 变异株

之间具有共同的分子特征ꎬ即 ｇＥ 基因编码的氨基

酸序列第 ４８ 位和第 ４９２ 位各插入了 １ 个天冬氨酸ꎬ
此变异处可作为判断 ＰＲＶ 是否为变异毒株的重要

指标之一[１３￣１４]ꎮ
１.４　 引物设计

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发布的序列及 ＳＡ２１５、Ｂａｒ￣
ｔｈａ￣Ｋ６１ 疫苗株的 ＰＲＶ ｇＥ 基因、ｇＢ 基因以及 ＴＫ 基

因的序列ꎬ分析对比ꎬ找出高度保守区段ꎬ应用 Ｐｒｉｍ￣
ｉｅｒ５ 和 Ｏｌｉｇｏ７.０ 软件ꎬ优化设计引物 ｇＥ￣Ｆ / ｇＥ￣Ｒ、ｇＢ￣
Ｆ / ｇＢ￣Ｒ、ＴＫ￣Ｆ / ＴＫ￣Ｒ(表 １)ꎬ交上海生工生物工程有

限公司合成ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因 引物名称 　 　 碱基序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 产物长度 (ｂｐ)

ｇＥ ｇＥ￣Ｆ ＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＧＣＣＣＡＣＧＡＴＣＧＴＣ ０(Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 株)、０(ＳＡ２１５ 株)、５３１(野毒株)

ｇＥ￣Ｒ ＣＧＴＴＧＡＧＧＴＣＧＣＣＧＴＣＧＡＧＧＴＣＡＴ

ｇＢ ｇＢ￣Ｆ ＣＣＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＡＧＣＧＹＣＴＴＣ ２６４(Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 株)、２６４(ＳＡ２１５ 株)、２６４(野毒株)

ｇＢ￣Ｒ ＣＧＧＣＡＴＣＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣ

ＴＫ ＴＫ￣Ｆ ＣＧＣＡＣＡＣＧＣＡＣＴＧＣＣＧＧＡＴ ７１０(Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 株)、４３２(ＳＡ２１５ 株)、７１０(野毒株)

ＴＫ￣Ｒ ＧＣＣＴＴＣＧＣＧＡＣＧＣＣＧＴＡＣＣＴＧ
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１.５　 鉴别 ｇＥ、ｇＢ、ＴＫ 基因的多重 ＰＣＲ 方法的建立

１.５.１　 多重 ＰＣＲ 反应的退火温度(Ｔｍ)优化　 在单

一基因 ＰＣＲ 的基础上ꎬ确定 ３０ μｌ 三重 ＰＣＲ 优化体

系进行试验ꎬ在退火温度 ６０~７５ ℃进行梯度试验找

出最适退火温度ꎮ
１.５.２　 多重 ＰＣＲ 反应中多个引物浓度优化　 二重

ＰＣＲ 反应中ꎬ固定一对引物浓度改变另一对引物加

入量确定其使用量ꎬ然后以优化的一对引物加入量

不变ꎬ改变另一对引物加入量ꎬ一同确定 ２ 对引物的

最适条件ꎮ 三重 ＰＣＲ 反应过程建立在二重 ＰＣＲ 的

基础上ꎬ保持二重 ＰＣＲ 引物用量不变确定第三对引

物量ꎬ最终确定三重 ＰＣＲ 最适引物浓度ꎮ
１.６　 敏感性试验

采用优化后的 ＰＣＲ 条件ꎬＰＲＶ 基因缺失疫苗株

(ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１)、ＰＲＶ 变异株(２０１４ 年分离的

ＸＪ 株)分别选择不同模板的量ꎬ１ μｌ １.８×１０１１拷贝、
１.８×１０１０拷贝、１.８×１０９拷贝、１.８×１０８拷贝、１.８×１０７拷

贝、１.８×１０６拷贝、１.８×１０５拷贝进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
１.７　 特异性试验

采用优化后的反应条件和体系分别扩增 ＰＲＶ
基因缺失疫苗株(ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１)、ＰＲＶ 变异株

(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)、猪圆环Ⅱ型病毒(ＰＣＶ￣２)、
细小病 毒 ( ＰＰＶ)、 猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒

(ＰＲＲＳＶ)和猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)ꎮ 同时用建立的多重

ＰＣＲ 检测方法对其他变异株 ＰＲＶ￣ＪＪ、 ＰＲＶ￣ＭＳ、
ＰＲＶ￣ＹＡ 和经典毒株 ＰＲＶ￣Ｆａ 进行检测ꎮ 扩增产物

进行 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ然后用溴化乙锭(ＥＢ)染
色后在凝胶成像系统下成像、观察ꎮ
１.８　 重复性试验

采用优化后的反应条件和体系ꎬ将 ＰＲＶ 基因缺

失疫苗株(ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１)和 ＰＲＶ 变异株(２０１４
年分离的 ＸＪ 株)连续扩增 ３ 次ꎮ 扩增产物进行 １％
琼脂糖凝胶电泳ꎬ然后用溴化乙锭(ＥＢ)染色后在凝

胶成像系统下成像、观察ꎮ
１.９　 临床样品检测试验

采用优化后的反应条件和体系ꎬ对收集的 ７６ 份

猪伪狂犬病临床样品进行检测ꎮ

２　 结 果

２.１　 多重 ＰＣＲ 反应条件优化

通过对多重 ＰＣＲ 各种反应条件的试验探索ꎬ确
定 ｇＥ、 ｇＢ、ＴＫ 基因多重 ＰＣＲ 反应体系为:２× ＧＣ

Ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ １５􀆰 ００ μｌ、２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ０􀆰 ７５ μｌ、２０
μｍｏｌ / Ｌ ｇＢ 上下游引物各 ０􀆰 ６０ μｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＫ 上

下游引物各 ０􀆰 ７５ μｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ ｇＥ 上下游引物各

０􀆰 ７５ μｌꎬ模板 ３􀆰 １０ μｌ、ＨＳ Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ７５ μｌꎬ去离子水

补足到 ３０􀆰 ００ μｌꎮ 退火温度(Ｔｍ)优化为 ６６ ℃ꎬ反
应条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ４０ ｓꎬ６６ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ４０
ｓꎬ３０ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ

ＰＲＶ 野毒(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)条带为 ２６４
ｂｐ(ｇＢ 基因)、５３１ ｂｐ(ｇＥ 基因)、７１０ ｂｐ(ＴＫ 基因)ꎬ
ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 条带为 ２６４ ｂｐ(ｇＢ
基因)、７１０ ｂｐ ( ＴＫ 基因)ꎬ ＰＲＶ 基因缺失疫苗株

ＳＡ２１５ 条带为 ２６４(ｇＢ 基因)、４３２ ｂｐ(ＴＫ 基因)(图
１)ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１０００ꎻ１:ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 ＳＡ２１５ꎻ２:ＰＲＶ 基因

缺失疫苗株 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ꎻ３:ＰＲＶ 变异株(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)ꎮ
图 １　 伪狂犬病毒野毒株和疫苗株的多重 ＰＣＲ 鉴别

Ｆｉｇ. １ 　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ
(ＰＲＶ) ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｖｉｒｕｓｅｓ

２.２　 猪伪狂犬病毒多重 ＰＣＲ 检测方法的敏感性

采用优化后的 ＰＣＲ 反应条件和体系ꎬ用不同浓

度模板量 １ μｌ １.８×１０１１拷贝、１.８×１０１０拷贝、１.８×１０９

拷贝、１.８×１０８拷贝、１.８×１０７拷贝、１.８×１０６拷贝、１.８×
１０５拷贝进行 ＰＣＲ 扩增反应ꎮ 结果表明模板量小于

１ μｌ １.８×１０６拷贝时没有发现目标条带ꎮ
２.３　 猪伪狂犬病毒多重 ＰＣＲ 检测方法的特异性

用建立的猪伪狂犬病毒多重 ＰＣＲ 检测方法检

测猪常见疫病病原猪圆环Ⅱ型病毒(ＰＣＶ￣２)、细小

病毒(ＰＰＶ)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)和
猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)ꎬ以及猪伪狂犬病毒其他变异株

ＰＲＶ￣ＪＪ、ＰＲＶ￣ＭＳ、ＰＲＶ￣ＹＡ 和经典毒株 ＰＲＶ￣Ｆａꎮ 结

果(图 ２)显示ꎬ猪圆环Ⅱ型病毒(ＰＣＶ￣２)、细小病毒
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(ＰＰＶ)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)和猪瘟

病毒(ＣＳＦＶ)均未出现特异性条带ꎬＰＲＶ 基因缺失

疫苗株( ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１) 和 ＰＲＶ 变异株 ＰＲＶ￣

ＸＪ、ＰＲＶ￣ＪＪ、ＰＲＶ￣ＭＳ、ＰＲＶ￣ＹＡ 和经典毒株 ＰＲＶ￣Ｆａ
均有特异性目的条带ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１０００ꎻ１:猪圆环Ⅱ型病毒(ＰＣＶ￣２)ꎻ２:细小病毒(ＰＰＶ)ꎻ３:猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)ꎻ４:猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)ꎻ５:ＰＲＶ 基

因缺失疫苗株 ＳＡ２１５ꎻ６:ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ꎻ７:ＰＲＶ 变异株(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)ꎻ８:ＰＲＶ 经典株(Ｆａ 株)ꎻ９:ＰＲＶ 变异株(ＹＡ
株)ꎻ１０:ＰＲＶ 变异株(ＭＳ 株)ꎻ１１:ＰＲＶ 变异株( ＪＪ 株)ꎻ１２:ＰＲＶ 变异株(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)ꎻ１３:ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ꎻ１４:
ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 ＳＡ２１５ꎮ

图 ２　 猪伪狂犬病毒多重 ＰＣＲ 检测方法的特异性

Ｆｉｇ.２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

２.４　 猪伪狂犬病毒多重 ＰＣＲ 检测方法的重复性

将 ＰＲＶ 基因缺失疫苗株(ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１)
和 ＰＲＶ 变异株(２０１４ 年分离的 ＸＪ 株)连续检测 ３
次ꎬ结果完全一致ꎬ说明本方法具有良好的重复性和

稳定性ꎮ
２.５　 临床样品检测试验结果

用建立的猪伪狂犬病毒多重 ＰＣＲ 检测方法ꎬ对
收集的 ７６ 份猪伪狂犬病临床样品进行检测ꎮ 结果

显示 ＰＲＶ 野毒株、ＰＲＶ 基因缺失疫苗株( ＳＡ２１５、
Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１)均可检出ꎬ其中 ３９ 份为 ＰＲＶ 野毒株ꎬ１６
份为 ＰＲＶ 基因缺失疫苗株 ＳＡ２１５ꎬ２１ 份为 ＰＲＶ 基

因缺失疫苗株 Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ꎮ 检测结果与样品来源注

射疫苗记录、单一 ＰＣＲ 检测及测序结果一致ꎮ

３　 讨 论

２０１２ 年以来ꎬ全国超过 ２０ 个省份先后报道发

现 ＰＲＶ 变异株[１５]ꎮ 疫情表现为大流行ꎬ不同地区

ＰＲＶ 变异毒株的毒力水平和感染强度都有较大差

异ꎬ变异株之间的亲缘关系较近ꎬ变异株与国内传统

毒株(Ｆａ、Ｅａ 及 Ｍｉｎ￣Ａ 等)亲缘关系较远[８ꎬ１５￣１８]ꎮ 但

变异毒株的起源与传统毒株相同ꎬ其中华东地区的

感染率最高ꎬ分离的变异株毒力最强[１９]ꎮ 对新发现

ＰＲＶ 变异毒株的研究结果表明ꎬ当前各地区流行的

不同变异毒株在毒力增强的同时抗原也发生了一定

程度的变异[１７￣１８]ꎮ 这也解释了当前广泛使用的基

因缺失疫苗株 ＳＡ２１５、Ｂａｒｔｈａ￣Ｋ６１ 无法对变异猪伪

狂犬病毒侵染提供完全免疫保护的原因[２０￣２４]ꎮ
本试验所建立的区分猪伪狂犬病毒野毒株与疫

苗株的多重 ＰＣＲ 检测方法能够可靠、快速、有效地

鉴别野毒株和疫苗株ꎬ区分度大ꎮ 研究中针对 ＰＲＶ
的 ３ 个重要高度保守基因 ｇＥ、ｇＢ 和 ＴＫ 基因设计了

３ 对特异性引物ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增条件的优化ꎬ确定 ３
对引物的最佳退火温度为 ６６ ℃ꎮ 在单引物敏感性

试验的基础上ꎬ通过优化引物浓度ꎬ最后建立了多重

ＰＣＲ 检测方法ꎮ 试验结果表明ꎬｇＥ、ｇＢ、和 ＴＫ 基因

的高度保守确保了扩增片段的正确性ꎬ避免了假阳

性结果的发生ꎬ３ 个基因的目的条带 ２６４ ｂｐ(ｇＢ)、
４３２ ｂｐ(ＴＫ)、５３１ ｂｐ(ｇＥ)和 ７１０ ｂｐ(ＴＫ)区分度较

高ꎬ通过电泳能够直观区分野毒株和疫苗株ꎮ 敏感

性试验结果显示ꎬ本研究的多重 ＰＣＲ 检测方法能够

检测的最低浓度为 １ μｌ １.８×１０６拷贝ꎬ具有较高的灵

敏度ꎮ 用多重 ＰＣＲ 方法对收集的 ７６ 份临床样品进

行检测ꎬ检测结果完全正确ꎬ与普通检测方法一致ꎬ
证明本方法切实有效ꎮ 本研究所建立的多重 ＰＣＲ
检测方法可用于目前 ＰＲＶ 疫情检测ꎬ为控制猪伪狂

犬病毒大流行、大爆发提供了一种可靠、快速、有效
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的检测方法ꎬ对切实防控猪伪狂犬病具有十分重要

的意义ꎮ
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