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　 　 摘要:　 猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)是一种能够引起大面积呼吸道疾病并快速传播ꎬ导致母猪流产和仔

猪死亡的 ＲＮＡ 病毒ꎬ其特性为变异快ꎬ存在毒株间的重组ꎮ 因此ꎬ病原的快速检测和鉴定对于该病的防控十分重要ꎮ
本试验建立了一种能够区分类高致病猪繁殖与呼吸综合征病毒类 ＮＡＤＣ３０ 与 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株的检测方法ꎬ根据 ｎｓｐ２
基因的高变区的比对结果ꎬ选择其保守序列ꎬ设计一对检测引物ꎬ类 ＮＡＤＣ３０ 扩增片段大小为 ３３４ ｂｐꎬＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株

扩增片段大小为 ５１４ ｂｐꎬ通过优化反应条件ꎬ最终建立了一种一对引物就可以区分检测类 ＮＡＤＣ３０ 与 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒

株的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎮ 应用本试验所建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对 ２０１７ 年 １２ 月至 ２０１８ 年 ２ 月采至四川多地区的疑似

ＰＲＲＳＶ 感染发病的 ４６ 份肺脏进行检测ꎮ 结果显示ꎬ类 ＮＡＤＣ３０ 检出率为 ３２􀆰 ６％ꎬ高于 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株的检出率

(１０􀆰 ９％)ꎮ 该方法的建立ꎬ为类 ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株的快速鉴别诊断提供了方法ꎬ具有重要意义ꎮ
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　 　 猪繁殖与呼吸综合征病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＲＳＶ)属于动脉炎

病毒科ꎬ有囊膜ꎬ是单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ基因组约长

１３~１５ ｋｂꎮ 自 １９８７ 年被首次报道[１] 时就一直是影

响养猪业健康发展的呼吸道疾病和繁殖障碍的传染

性疾病ꎬ１９９６ 年郭宝清等[２]首次从流产胎儿中分离

出 ＰＲＲＳＶꎬ证实中国成为了 ＰＲＲＳＶ 流行区域ꎬ随后

暴发猪繁殖与呼吸综合征ꎬ然后发展成为高致病猪

繁殖与呼吸综合征(Ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ＨＰ￣ＰＲＲＳ) [３]ꎬ并且

逐步向全国蔓延[４]ꎮ 在 ２００８ 年ꎬ美国暴发猪呼吸道

疾病ꎬ并分离出病毒命名为 ＮＡＤＣ３０ꎬ２０１３ 年ꎬ在中

国河南首次发现了类 ＮＡＤＣ３０[５]ꎬ在 ２０１７ 年四川大

面积暴发母猪流产ꎬ断奶仔猪表现为呼吸困难ꎬ经检

测发现病原是类 ＮＡＤＣ３０ꎮ 仔猪和育肥猪伴随有间

质性肺炎ꎬ出血性肺炎等症状ꎬＰＲＲＳＶ 通常导致免

疫功能障碍ꎬ伴随细菌感染ꎬ可能会有胸腔积液并形

成绒毛心ꎬ病死率较高ꎬ母猪表现为流产[６￣８]ꎮ 由于

ＰＲＲＳＶ 会发生自身重组和缺失ꎬ造成近年来在中国

流行毒株不断发生变异ꎬ并形成很多新基因亚型和

新型毒株ꎬ加之外来毒株传入中国ꎬ虽然根据流行病

学和临床症状能够确定感染 ＰＲＲＳＶꎬ但是 ＨＰ￣
ＰＲＲＳＶ 毒株的疫苗对类 ＮＡＤＣ３０ 交叉保护效果差ꎬ
因此ꎬ病毒的鉴别对该病的控制非常重要ꎮ

ＰＣＲ 方法是鉴定 ＰＲＲＳＶ 毒株的有效方法ꎬ目
前已建立了类 ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株单一的

ＰＣＲ 检测方法ꎮ 在实际生产中ꎬ一旦发现 ２ 个毒株

同时感染或者单一毒株感染时ꎬ使用单一 ＰＣＲ 对其

进行检测就会出现操作麻烦ꎬ时间长ꎬ成本增加等缺

点ꎮ 因此ꎬ建立一种一对引物即可区分 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ

毒株和类 ＮＤＡＣ３０ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 将使诊断更加方

便[９]ꎬ本研究拟通过设计一对特异性引物ꎬ能够以

类 ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株为模板ꎬ扩增出不同

条带ꎬ能够快速有效地对类 ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ
进行鉴别检测ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒和病料

类 ＮＡＤＣ３０ (ＮＡＤＣ３０￣ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ)、ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ、
猪瘟病毒(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒꎬ ＣＳＦＶ)、细小病毒

(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎬ ＰＰＶ)、日本乙型脑炎病毒(Ｊａｐ￣
ａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＪＥＶ)、轮状病毒(Ｒｏｔａｖｉｒｕｓꎬ
ＲＶ)、猪流行性腹泻病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＤＶ)、猪传染性胃肠炎病毒(Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ
ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＴＧＥＶ)均由四川农业大学动物

生物技术中心保存ꎮ 病料(肺)采自四川眉山、遂
宁、宜宾、泸州、自贡等各市规模化养猪场ꎮ
１.２　 主要试剂

２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 购

自北京天根生化科技有限公司ꎻＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、Ｐｒｉｍｅ￣
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｋｉｔ 购自大连宝生物工程有限公司ꎮ
１.３　 引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的类 ＮＡＤＣ３０ 毒株基

因组序列 ( ＪＮ６５４４５９. １ 、ＫＦ７２４３９７. １、ＫＦ７２４３９８. １
等) 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 株基因组序列 ( ＥＵ１０６８８８. １、
ＥＵ２３６２５９.１、ＥＵ２３６２５９.１ 等)ꎬ通过 ＭＥＧＡ 对比ꎬ选
取 ｎｓｐ２ 的保守序列ꎬ运用 Ｐｒｉｍｉｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 设计引

物ꎬ并采用 ＮＣＢＩ 网站上的 ｂｌａｓｔ 方法ꎬ进行比对其特

异性ꎬ引物由生工生物工程(上海)有限公司合成

(表 １)ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 产物 大小(ｂｐ)

ＰＲＲＳＶ￣Ｆ ＴＴＧＡＴＴＧＧＧＡＴＧＴＴＧＴＧＣＴＴＣＣＴＧＧ ＮＡＤＣ３０￣ｌｉｋｅꎻＨＰ￣ＰＲＲＳＶ ３３４ꎻ５１４

ＰＲＲＳＶ￣Ｒ ＣＧＣＧＧＡＧＣＡＧＧＧＡＣＡＧＧＣ
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１.４　 样品处理和模板制备

将 ４６ 份疑似感染的样品分别编号ꎬ多点取样

(约 ５ ｇ)ꎬ剪碎ꎬ放入研钵ꎬ加入液氮研磨成粉末ꎬ加
入生理盐水形成悬浊液ꎬ－２０ ℃ 反复冻融 ３ 次后ꎬ
５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取 ３００ μｌ 上清液ꎬ按照

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 说明书抽提总 ＲＮＡꎬ然后按照 Ｐｒｉｍｅ￣
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｋｉｔ 试剂盒的说明书将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤ￣
ＮＡ 置于－２０ ℃备用ꎮ

以得到的 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ按照 ２ ×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 说明书ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 反应体系

为 １０ μｌ:总 ＲＮＡ １ μｌꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ ５ μｌꎬ
上下游引物各 ０􀆰 ５ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μｌꎮ 反应条件

为:９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓ、５４ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０
个循环ꎻ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎮ 通过 １％琼脂糖凝胶电泳检测

ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
１.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应条件的优化

引物用量优化:保证反应体系中其他条件不变ꎬ
使引物用量成为单一变量ꎮ 将生工合成的引物溶解

后ꎬ稀释至 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ设置引物用量梯度:上下游

引物各 １􀆰 ２ μｌ、１􀆰 ０ μｌ、０􀆰 ８ μｌ、０􀆰 ６ μｌ、０􀆰 ４ μｌ、０􀆰 ２
μｌꎬ确定最佳引物用量ꎮ

其次ꎬ在确定了最佳引物用量的基础上ꎬ优化反

应体系的退火温度ꎬ确定其最佳退火温度ꎮ 温度梯

度为:４６􀆰 ０ ℃ 、４８􀆰 ０ ℃ 、４９􀆰 ３ ℃、５１􀆰 ６ ℃、５４􀆰 ４ ℃、
５６􀆰 ３ ℃、５８􀆰 ２ ℃ꎮ
１.６　 特异性试验

参考方法 １. ４ꎬ将类 ＮＡＤＣ３０、ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ、ＣＳ￣
ＦＶ、ＰＰＶ、ＪＥＶ、ＲＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ 制备 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤ￣
ＮＡ 为模板ꎬ在优化了的温度和引物用量的反应条

件下进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ确定引物的特异性ꎮ
１.７　 敏感性试验

用 ＳｃａｎＤｒｏｐ１００ 核酸蛋白仪测定类 ＮＡＤＣ３０ 和

ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 混合 ｃＤＮＡ 的浓度ꎬ然后将模板 １０ 倍梯

度稀释ꎬ然后进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物通过 １％的琼

脂糖凝胶电泳ꎬ检测 ＰＣＲ 的敏感性ꎮ
１.８　 重复性试验

将同一份混合感染 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ、类 ＮＡＤＣ３０ 的

肺脏ꎬ采用本试验所建立的鉴别类 ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣
ＰＲＲＳＶ 毒株的 ＰＣＲ 方法ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ重复 ６
次ꎬ验证该方法的重复性ꎮ
１.９　 临床应用

将 ２０１７ 年 １２ 月－２０１８ 年 ２ 月的疑似样品ꎬ用

液氮研磨后加入生理盐水混合形成悬液ꎬ反复冻融

３ 次ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ取上清液ꎬ提取总

ＲＮＡꎬ采用所建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 对 ２０１７ 年 １２ 月至

２０１８ 年 ２ 月收集的样品进行检测ꎮ 并与孙英峰

等[８]建立的鉴别方法的检测结果进行比较ꎮ

２　 结 果

２.１　 引物用量及退火温度的优化

优化结果显示ꎬ当上下游引物用量各为 ０􀆰 ６ μｌ
(图 １)ꎬ退火温度为 ５４􀆰 ４ ℃时(图 ２)ꎬ条带亮度最

清晰ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:１􀆰 ２ μｌꎻ２:１􀆰 ０ μｌꎻ３:０􀆰 ８ μｌꎻ４:０􀆰 ６ μｌꎻ
５:０􀆰 ４ μｌꎻ６:０􀆰 ２ μｌꎮ

图 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物的优化

Ｆｉｇ.１　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:４６􀆰 ０ ℃ ꎻ２:４８􀆰 ０ ℃ ꎻ３:４９􀆰 ３ ℃ꎻ４:
５１􀆰 ６ ℃ꎻ５:５４􀆰 ４ ℃ꎻ６:５６􀆰 ３ ℃ꎻ７:５８􀆰 ２ ℃ꎮ
图 ２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 退火温度的优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

２.２　 特异性试验

用所建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴别方法对类 ＮＡＤＣ３０、
ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＰＰＶ、 ＪＥＶ、ＲＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ 进

行检测ꎬ结果 (图 ３) 显示ꎬ ＣＳＦＶ、 ＰＰＶ、 ＪＥＶ、 ＲＶ、
ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ 均为阴性ꎬ该方法能特异性检测出类

ＮＡＤＣ３０ 毒株和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶꎬ证明该方法具有很强

的特异性ꎮ
２.３　 敏感性试验

采用本试验建立的 ＰＣＲ 方法对等倍比稀释后

的模板进行扩增ꎬ结果(图 ４)显示ꎬ类 ＮＡＤＣ３０ 的最

１１１徐　 雷等:猪繁殖与呼吸综合征类 ＮＡＤＣ３０ 与 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴别方法的建立与应用



Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:类 ＮＡＤＣ３０、ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 混合模板ꎻ２:
ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 单一模板ꎻ３:类 ＮＡＤＣ３０ 单一模板ꎻ４:猪瘟病毒ꎻ５:
猪细小病毒ꎻ６:轮状病毒ꎻ７:猪流行性腹泻病毒ꎻ８:猪传染性胃

肠炎病毒ꎻ９:乙型脑炎病毒ꎻ１０:阴性对照ꎮ
图 ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的特异性试验

Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

低检出量为 １ μｌ ７.６７×１０５拷贝ꎬＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 的最低

检出量为 １ μｌ ４.２６×１０５拷贝ꎬ证明该方法敏感性较

强ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准 ꎻ１ ~ ６:模板的稀释梯度分别为 １０－１、

１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６ꎮ
图 ４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的灵敏性试验

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

２.４　 重复性试验

用所建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴别方法对同一阳性模板

进行检测ꎬ结果显示模板 ６ 次扩增出来的目的条带

完全相同(图 ５)ꎬ证明该方法具有很好的重复性ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１~６:为同一模板扩增结果ꎮ
图 ５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的重复性试验

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

２.５　 临床应用

采用本试验建立的方法对采自四川眉山、遂宁、
宜宾、泸州、自贡等地的 ４６ 份流产胎儿肺脏进行检

测ꎮ 显 示 检 出 类 ＮＡＤＣ３０ 阳 性 １５ 份ꎬ 阳 性 率

３２􀆰 ６％ꎮ 检出 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 阳性 ５ 份ꎬ阳性率 １０􀆰 ９％ꎮ
与孙英峰等[１０] 建立的能够区分 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ、 类

ＮＡＤＣ３０ 的 ＰＣＲ 检测方法相比较ꎬ类 ＮＡＤＣ３０ 检测

的一致性为 ９３􀆰 ３％(１４ / １５)ꎬＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 检测的一

致性为 １００％(５ / ５)ꎮ

３　 讨 论

ＰＲＲＳＶ 作为能够引起呼吸和繁殖方面疾病的

病毒ꎬ可通过呼吸道传播ꎬ猪的规模化养殖模式为

ＰＲＲＳ 大规模爆发提供了潜在条件ꎬ一旦暴发ꎬ传播

迅速ꎬ导致大量仔猪死亡ꎬ会造成严重的经济损失ꎮ
ＰＲＲＳＶ 灭活疫苗存在安全性和免疫效果差的问

题[１１]ꎬ且不能引起细胞免疫ꎬ为避免 ＰＲＲＳ 发生ꎬ规
模化猪场普遍使用 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫苗对猪群进行防

控ꎬ但是目前 ＰＲＲＳＶ 弱毒活疫苗存在安全性问题ꎬ
弱毒活疫苗对 ＰＲＲＳＶ 有较好的防控效果ꎬ但是存在

毒力返强ꎬ导致猪场发病ꎻ虽然同源毒株制成的疫苗

可以形成交叉保护[１２]ꎬ但是不同毒株所制成的疫苗

则不行ꎻ亲缘性高的毒株容易在猪体内进行基因重

组ꎬ形成重组毒株ꎮ 中国西南地区流行的主要是

ＨＰ￣ＰＲＲＳＶꎬ但是在 ２０１７ 年下半年ꎬＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 检

出率低ꎬ但是出现持续性暴发母猪流产ꎬ保育猪存在

呼吸道疾病等问题ꎬ但是没有检测出圆环病毒和伪

狂犬病毒ꎮ ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 和类 ＮＡＤＣ３０ 混合感染

时[１３]ꎬ单 一 的 ＰＣＲ 方 法 鉴 别 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 与 类

ＮＡＤＣ３０ꎬ耗时ꎬ操作步骤多ꎬ成本增加ꎮ
由于国内流行毒株的重组或缺失变异以及毒株

的多样性ꎬ导致呼吸道疾病多样化ꎬ一旦发病ꎬ防控

困难ꎬ将会给养殖场带来极大的损失ꎮ 因此ꎬ对当前

的猪繁殖与呼吸综合征进行临床监测和分子流行病

学调查十分必要ꎬ及时了解当前流行的毒株ꎬ以进行

实时监控ꎬ这样才能够对疫情进行及时的防控ꎮ 本

研究根据最近四川部分地区的流行毒株建立类

ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 毒株的 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴别方法ꎬ
可以快速有效鉴别类 ＮＡＤＣ３０ 和 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶꎬ其方

便、灵敏、准确、省时等优点ꎬ对于临床诊断及流行病

学调查具有重要意义ꎮ
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