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　 　 摘要:　 为建立能灵敏、高效、准确诊断猪圆环病毒 ３ 型(ＰＣＶ３)的检测方法ꎬ并运用该方法研究 ＰＣＶ３ 传播特

性及组织嗜性ꎬ根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因(ＭＦ６３１８１３.１)的核苷酸序列ꎬ设计合成 ＰＣＶ３ 的引物和探针ꎬ通
过退火温度以及引物、探针用量和特异性等优化ꎬ建立了 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 试验结果表明建立的

猪圆环病毒 ３ 型微滴式数字 ＰＣＲ 检测方法具有较好高的灵敏性、重复性和特异性ꎬ最低能检测到 １ μｌ １６􀆰 ３５ 拷贝

的质粒标准品ꎬ可用于猪圆环病毒 ３ 型的早期诊断ꎮ
关键词:　 猪ꎻ 圆环病毒 ３ 型ꎻ 微滴式数字 ＰＣＲ
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　 　 猪圆环病毒 ３ 型 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３ꎬ
ＰＣＶ３)能够引起繁殖障碍、皮炎肾病综合征、心脏及

全身多系统衰竭综合征、淋巴组织病变以及渐行性

消瘦等多种病症[１]ꎮ 目前ꎬ圆环病毒家族中的猪圆

９８３



环病毒 ２ 型和猪圆环病毒 ３ 型具有致病性[２]ꎬ国内

外多地区均检测出 ＰＣＶ３[３]ꎮ ＰＣＶ３ 流行广泛ꎬ感染

后发病率高ꎬ死亡率较低ꎬ因此常常伴发其他的病毒

性疾病和细菌性疾病的混合感染ꎮ 最近报道ꎬ在羚

羊[４]、狍子[５]和蜱中检测出 ＰＣＶ３[６￣７]ꎮ 总之ꎬＰＣＶ３
可以感染猪[８]、野猪[９]、牛、小鼠、狗和蜱等动物ꎬ有
宿主广泛性特点ꎬ这为 ＰＣＶ３ 的跨物种传播提供了

条件ꎮ 因此ꎬ野生动物可能成为 ＰＣＶ３ 的潜在宿主ꎬ
并对养猪业造成威胁ꎮ 据报道 ＰＣＶ１ 和 ＰＣＶ２ 可以

感染人体细胞[１０]ꎬ而 ＰＣＶ３ 是否能够感染人体细胞

需要进一步研究ꎮ ＰＣＶ３ 自然感染后主要攻击猪的

免疫系统ꎬ尚无特效药物以及疫苗ꎮ 因此ꎬ对 ＰＣＶ３
的早期带毒检测是防控 ＰＣＶ３ 最有效的方式ꎮ

目前实验室常用的检测方法包括荧光定量

ＰＣＲ、普通 ＰＣＲ 等都存在局限性ꎮ 微滴式数字 ＰＣＲ
(Ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬｄｄＰＣＲ)是第 ３ 代 ＰＣＲ 技术ꎬ
是一种对核酸分子进行绝对定量的方法ꎬ具有高灵

敏性及准确性ꎮ 该方法不依赖 Ｃｔ 值或内参基因ꎬ就
可以确定低至单拷贝数的待检靶分子的绝对数

目[１１]ꎮ 该方法主要用于病原微生物分子诊断、复杂

来源病原微生物的检测和肿瘤标志因子的检测[１２]ꎮ
此方法大大增加了检测的准确性和灵敏性ꎬ有利于

低病毒含量样品的检测以及批量早期诊断检测ꎮ
本试验运用建立的 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 检

测方法对猪临床各样品进行检测ꎬ从而探究该病毒

的流行情况、传播途径、组织嗜性ꎬ以期为 ＰＣＶ３ 的

检测提供一种更精确、高效、灵敏的方法ꎬ并为该病

毒早期诊断及防控提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验样品 　 猪圆环病毒 ３ 型(ＰＣＶ３)、猪圆

环病毒 ２ 型(ＰＣＶ２)、猪圆环病毒 １ 型(ＰＣＶ１)、猪伪

狂犬病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＶ)、猪蓝耳

病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ
ＰＲＲＳＶ)阳性病料、Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 由四川农业大学动

物生物技术中心提供ꎮ
１.１.２　 临床样品的收集 　 ２３８ 份临床血清样品ꎬ于
２０１８ 年采自四川省绵阳市某发病猪场ꎬ该批发病猪

出现疑似断奶仔猪多系统衰竭综合征(Ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ
ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ ｗａｓｔｉｎｇ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＰＭＷＳ)症状ꎬ其中仔

猪出现震颤、消瘦、皮肤黏膜苍白等症状ꎬ病死后剖

解发现呼吸系统病变明显ꎬ肺部较为突出ꎬ部分死亡

猪全身多处发生淋巴结水肿ꎬ收集的样品置于

－７０ ℃保存ꎮ ４７ 份流产胎儿、３９ 份公猪精液、６２ 份

唾液拭纸、５３ 份皮肤样品ꎬ为２０１７－２０１９ 年四川地

区猪场送检样品ꎮ ５ 头死亡仔猪为 ２０１９ 年四川地

区猪场送检疑似 ＰＣＶ３ 感染仔猪ꎬ对其进行解剖ꎬ无
菌采集心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、淋巴结、脑等样

品ꎬ－７０ ℃保存备用ꎮ
１.１.３　 试剂与耗材 　 　 ｄｄＰＣＲ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ Ｐｒｏｂｅｓ
(ｎｏ ＤＵＴＰ)、 ｄｄＰＣＲ Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｏｉｌ、 ｄｄＰＣＲ
Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｒｅａｄｅｒ Ｏｉｌ、 Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｇｅｎｅｒａｔｏｒ ＤＧ８ Ｃａｒｔｎｄｇｅ
Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｇｅｎｅ ｒａｔｏｒ、ＤＧ８ Ｇａｓｋｅｔ Ｐｉｅｒｃｅａｂｌｅ Ｆｏｉｌ Ｈｅａｔ
Ｓｅａｌ、核酸蛋白仪均购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬＤＬ２０００
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购于北京索莱宝科技有限公司ꎬ磁珠法

病毒 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒(Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ /
ＲＮＡ Ｋｉｔ)、普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、质粒

抽提试剂盒均购自天根生化科技(北京)有限公司ꎬ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ(Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)、Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａ￣
ｇｅｎｔ Ｋｉｔ、 ｐＭＤ１９￣Ｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ、 Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ Ｍａｘ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 等均购自宝

生物工程(大连)有限公司ꎬ引物、探针购自生工生

物工程(上海)股份有限公司ꎬ其余试剂均为国产分

析纯试剂ꎮ
ｄｄＰＣＲ 微 滴 生 成 仪 ＱＸ１００、 ｄｄＰＣＲ 读 数 仪

ＱＸ１００、ｄｄＰＣＲ 板热封仪 ＰＸ１、ＰＣＲ 仪、核酸蛋白测

定仪购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 引物的设计与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 已公开

ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因核苷酸序列(ＭＦ６３１８１３.１)ꎬ遵循

ＴａｑＭａｎ 复合荧光引物探针设计原则ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计一对特异性引物( ＰＣＶ３￣Ｆ１ /
ＰＣＶ３￣Ｒ１)和探针(ＰＣＶ３￣Ｐ)ꎬ探针 ５′端标记荧光报

告基团为 ＦＡＭꎬ３′端标记荧光淬灭集团 ＢＨＱꎮ 根据

ＧｅｎＢａｎｋ 已公开 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２( ＭＦ１３９０８２.１)全基因

核苷酸序列ꎬ 设计检测上下游引物 ( ＰＣＶ３￣Ｆ２ /
ＰＣＶ３￣Ｒ２)ꎮ 引物和探针均由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
１.２.２　 重组质粒标准品的制备　 采用特异性 ＰＣＶ３
ＯＲＦ２ 检测引物(ＰＣＶ３ Ｆ２ / Ｒ２)对模板进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ反应条件为 ９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ
７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎮ 依据天根普通

琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒说明书进行扩增产物
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的回收、纯化ꎮ 将回收的产物连接至 ｐＭＤ １９￣Ｔ ｓｉｍ￣
ｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒꎬ转化至 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ构建重组质

粒 ｐＭＤ１９￣ＰＣＶ３￣ＯＲＦ２ꎮ 阳性克隆经上海生工生物

工程技术服务有限公司测序分析ꎬ依据天根质粒抽

提试剂盒明书对阳性克隆菌进行质粒抽提ꎬ测定计

算出拷贝数ꎬ以阳性质粒作为 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 的阳性

标准品和后续试验的阳性模板ꎮ

表 １　 相关引物和探针

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

引物名称　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 产物长度(ｂｐ)

ＰＣＶ３￣Ｆ１ ＣＣＧＣＡＴＡＡＧＧＧＴＣＧＴＣＴＴＧＧＡＧ １８２

ＰＣＶ３￣Ｒ１ ＣＣＧＣＣＴＡＡＡＣＧＡＡＴＧＧＧＡＡＡＣＴＧＣ

ＰＣＶ３￣Ｐ ＦＡＭ￣ＴＣＣＡＧＧＣＧＣＣＧＴＣＴＡ￣ＢＨＱ

ＰＣＶ３￣Ｆ２ ＴＴＡＣＴＴＡＧＡＧＡＡＣＧＧＡＣＴＴＧＴＡＡＣＧ ６５１

ＰＣＶ３￣Ｒ２ ＡＡＡＴＧＡＧＡＣＡＣＡＧＡＧＣＴＡＴＡＴＴＣＡＧ

１.２.３ 　 核酸提取与反转录 　 采用 Ｍａｇｅｎ ＭａｇＰｕｒｅ
Ｖｉｒａｌ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ ＫＦ Ｋｉｔｓ 磁珠法病毒 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提

取试剂盒ꎬ从 ＰＣＶ３、ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ 阳性

病料、２３８ 份血清样品、４７ 份流产胎儿、３９ 份公猪精

液、６２ 份唾液拭纸、５３ 份皮肤样品、３５ 份疑似 ＰＣＶ３
感染猪组织样品中提取 ＤＮＡ / ＲＮＡꎬ并移至干净的

ＥＰ 管中保存ꎮ 提取后的 ＲＮＡ 使用 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ￣
Ｋｉｔ 反转录试剂盒进行反转录ꎮ 反转录体系为:５×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ４􀆰 ０ μｌꎬ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ Ｉ １􀆰 ０ μｌꎬＯｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０ μｌꎬＲａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ
４􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ４􀆰 ０ μｌꎬＲＮＡ 模板 ６􀆰 ０ μｌꎮ 反应条件

为 ３７ ℃ꎬ１５ ｍｉｎꎻ８５ ℃ꎬ５ ｓꎬ并将 ｃＤＮＡ 产物保存于

－２０ ℃备用ꎮ
１.３　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 方法的建立

１.３.１　 退火温度的确立　 选取 １ μｌ ６.５４×１０３拷贝

的质粒标准品 ｐＭＤ￣ＰＣＶ３ 进行退火温度优化试验ꎮ
扩增 体 系 为: ｄｄＰＣＲＴＭ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ Ｐｒｏｂｅｓ ( ｎｏ
ｄＵＴＰ) １０ μｌꎬ上、下游引物各 ２ μｌꎬ探针 １ μｌꎬ加
ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μｌꎮ 根据 ｄｄＰＣＲＴＭ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ Ｐｒｏｂｅｓ
(ｎｏ ｄＵＴＰ)的扩增程序进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增条件

为:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬＴｍ５２~ ６２ ℃ꎬ４０ 个循

环ꎻ９８ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃ ２ ｍｉｎꎮ 进行扩增之前将 ＰＣＲ
扩增仪的退火温度设定为５２~ ６２ ℃ꎬ进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ最终根据阴、阳微滴数的比例以及荧光信号收集

情况ꎬ得到最佳退火温度ꎬ特别注意升降温速度不得

超过 ２ ℃ / ｓꎮ
１.３.２　 引物用量的确立　 选取 １ μｌ ６.５４×１０３拷贝

的质粒标准品 ｐＭＤ￣ＰＣＶ３ 进行引物用量优化试验ꎮ
总反应体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ在 ｄｄＰＣＲＴＭ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ
Ｐｒｏｂｅｓ(ｎｏ ｄＵＴＰ)１０􀆰 ０ μｌ、模板 ２􀆰 ０ μｌ、探针量 １􀆰 ０
μｌ 不变的情况下ꎬ分别加入 １􀆰 ８ μｌ、１􀆰 ２ μｌ、０􀆰 ８ μｌ
和 ０􀆰 ４ μｌ 的上、下游引物ꎬ剩余用 ｄｄＨ２Ｏ 补全ꎮ 在

优化后的反应程序下进行反应ꎬ得出最佳引物量ꎬ使
阴阳性微滴的荧光信号差异明显ꎮ
１.３.３　 探针用量的确立　 选取 １ μｌ ６.５４×１０３拷贝

的质粒标准品 ｐＭＤ￣ＰＣＶ３ 进行探针用量优化试验ꎮ
总反应体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ在 ｄｄＰＣＲＴＭ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ
Ｐｒｏｂｅｓ(ｎｏ ｄＵＴＰ)１０􀆰 ０ μｌ、模板 ２􀆰 ０ μｌ、最优上下游

引物量各 １􀆰 ８ μｌ 不变的情况下ꎬ分别加入 ０􀆰 ２５ μｌ、
０􀆰 ５０ μｌ、０􀆰 ７５ μｌ 和 １􀆰 ００ μｌ 的探针进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
剩余用 ｄｄＨ２Ｏ 补全ꎮ 确立最优的探针量ꎬ得出扩增

效率最高、具有明显阴阳性微滴荧光信号差值的最

优探针量ꎮ
１.３.４　 特异性试验　 分别提取 ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＲＶ、
ＰＲＲＳＶ 的核酸ꎬ以 ＤＮＡ 或反转录后的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ运用优化的反应条件进行 ｄｄＰＣＲ 扩增ꎬ验证本

方法的特异性ꎮ
１.３.５ 　 敏感性试验 　 将质粒标准品 ｐＭＤ￣ＰＣＶ３￣
ＯＲＦ２ 高浓度原液进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ最终稀释成

１ μｌ ６.５４×１０３ ~６.５４×１０１ 拷贝ꎬ再从 １ μｌ ６５􀆰 ４ 拷贝

依次进行 ２ 倍稀释ꎬ稀释成 １ μｌ ３２􀆰 ７ 拷贝、１６􀆰 ３５
拷贝、８􀆰 １８ 拷贝共 ６ 个系列ꎬ并设置阴性对照ꎬ以这

６ 个 系 列 的 ＰＣＶ３ 重 组 质 粒 标 准 品 梯 度 进 行

ｄｄＰＣＲꎬ得出该方法能够检出的最低浓度ꎮ
１.３.６　 重复性试验　 选取 ４ 个来自同一批次但浓度不

同的质粒标准品 ｐＭＤ￣ＰＣＶ３￣ＯＲＦ２ꎬ每个浓度设置 ３ 个

重复ꎬ测试批内重复性ꎮ 以选出的 ４ 个浓度不同的

ＰＣＶ３ 重组质粒标准品为模板ꎬ不同时间点做 ３ 次

ｄｄＰＣＲꎬ测试批间的重复性ꎬ试验过程中设置阴性对照ꎬ
分析批内和批间的变异系数ꎬ验证本方法的重复性ꎮ
１.４　 临床样品的检测

依据本研究所建立的 ｄｄＰＣＲ 检测方法分别对

收集的 ２３８ 份临床血清样品分析本方法的有效性及

符合度ꎬ对 ４７ 份流产胎儿、３９ 份公猪精液、６２ 份唾

液拭纸、５３ 份皮肤样品进行检测并分析探究 ＰＣＶ３
的传播途径ꎬ对 ３５ 份疑似 ＰＣＶ３ 感染猪组织样品进

行检测并探究 ＰＣＶ３ 的组织嗜性ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 重组质粒 ｐＭＤ￣ＰＣＶ３￣ＯＲＦ２ 的鉴定

以 ＰＣＶ３ 的 ＤＮＡꎬ用设计的特异性引物(ＰＣＶ３
Ｆ２ / Ｒ２)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得与目的片段大小一致

的扩增产物ꎬ约 ６５１ ｂｐ(图 １)ꎮ 将 ＰＣＲ 产物进行回

收、连接转化、阳性克隆增菌培养ꎬ通过 ＰＣＲ、酶切

测序鉴定ꎬ证实成功构建重组质粒ꎬ命名为 ｐＭＤ￣
ＰＣＶ３￣ＯＲＦ２ꎮ 质粒含量经检测计算为 １ μｌ ６.５４×
１０１１拷贝ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ꎻ１~４:阴性对照ꎻ５:标准质粒 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 ＰＣＶ３￣ＯＲＦ２ 质粒 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＶ３￣ＯＲＦ２ ｐｌａｓｍｉｄ

２.２　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 退火温度的优化

在设置的 ８ 个退火温度梯度 ( ５２􀆰 ０ ℃、５２􀆰 ７
℃、５３􀆰 ９ ℃、５５􀆰 ８ ℃、５８􀆰 １ ℃、６０􀆰 ０ ℃、６１􀆰 ２ ℃、
６２􀆰 ０ ℃)中ꎬ均能收集到 ＰＣＶ３ 阳性微滴ꎮ 从图 ２
可以看出当退火温度在 ５５􀆰 ８ ℃ 时ꎬＰＣＲ 反应具有

较高的 ＦＡＭ 荧光信号值以及明显的阴阳性荧光信

号差值ꎬ因此 ５５􀆰 ８ ℃ 为最佳的退火温度ꎮ
２.３　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 引物用量的优化

在其他反应条件不变的情况下ꎬ对 ４ 个不同上、
下游引物用量(１􀆰 ８ μｌ、１􀆰 ２ μｌ、０􀆰 ８ μｌ 和 ０􀆰 ４ μｌ)进
行 ｄｄＰＣＲ 反应ꎬ均收集到 ＰＣＶ３ 阳性微滴ꎮ 从图 ３
可以看出当上、下游引物为 １􀆰 ８ μｌ 时ꎬ扩增效率最

高ꎬ具有较明显的阴阳性微滴荧光信号差值ꎬ且微滴

弥散度小ꎮ
２.４　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 探针用量的优化

在其他反应条件不变的情况下ꎬ对 ４ 个不同探

针用量(０􀆰 ２５ μｌ、０􀆰 ５０ μｌ、０􀆰 ７５ μｌ、１􀆰 ００ μｌ) 进行

ｄｄＰＣＲ 反应ꎬ均收集到 ＰＣＶ３ 阳性微滴ꎮ 从图 ４ 可

以看出探针用量为 １􀆰 ００ μｌ 和 ０􀆰 ７５ μｌ 时阴阳性微

１:６２􀆰 ０ ℃ꎻ２:６１􀆰 ２ ℃ꎻ３:６０􀆰 ０ ℃ꎻ４:５８􀆰 １ ℃ꎻ５:５５􀆰 ８ ℃ꎻ６:５３􀆰 ９
℃ꎻ７:５２􀆰 ７ ℃ꎻ８:５２􀆰 ０ ℃ꎮ
图 ２　 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 退火温度的优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲ ｆｏｒ ＰＣＶ３

１~４:引物用量依次为 １.８ μｌ、１.２ μｌ、０.８ μｌ、０.４ μｌꎮ
图 ３　 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 引物用量的优化

Ｆｉｇ.３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲ ｆｏｒ ＰＣＶ３

滴差值明显ꎬ但其微滴不集中ꎮ 综合考虑后选取探

针用量为 ０􀆰 ５ μｌꎬ在该探针用量时荧光信号较高ꎬ并
且阴阳性微滴差值明显ꎬ微滴弥散度低且集中ꎮ

１~４:探针用量依次为 １.００ μｌ、０.７５ μｌ、０.５０ μｌ、０.２５ μｌꎮ
图 ４　 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 探针用量的优化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ ｉｎ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲ ｆｏｒ ＰＣＶ３

２.５　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 的特异性

对 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 检测方法进行特异性验证ꎬ
ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ 均只扩增出阴性微滴ꎬ只
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有 ＰＣＶ３ 扩增出阳性微滴(图 ５)ꎬ说明本试验建立

的 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 检测方法特异性较高ꎮ

１~５ 依次为 ＰＣＶ３、ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶꎬ６ 为阴性对照ꎮ
图 ５　 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 的特异性

Ｆｉｇ.５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ ｆｏｒ ＰＣＶ３

２.６　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 的敏感性

对连续稀释的 ６ 个系列质粒标准品进行本方法

的敏感性验证ꎬ ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 方法能检测出的最低

样品含量为 １ μｌ １６􀆰 ３５ 拷贝ꎬ低于该含量的样品无

法检测到阳性微滴(表 ２)ꎮ

表 ２　 梯度稀释的 ＰＣＶ３ 质粒标准品的 ｄｄＰＣＲ 反应

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｏｆ ＰＣＶ３ ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｄｄＰＣＲ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓ

质粒标准品含量
计算值(拷贝ꎬ１ μｌ) ｎ ｄｄＰＣＲ 拷贝值

(拷贝ꎬ１ μｌ)

６.５４×１０３ ３ ９ ９９７
１０ ０１０
９ ９８９

６.５４×１０２ ３ １ ０７４
１ ０３３
１ ０５７

６５.４ ３ １１４.７
１０９.９
１１２.８

３２.７ ３ ６７.１
６５.４
６６.９

１６.３５ ３ ７.８
７.３
７.２８

８.１８ ３ ＮＤ
ＮＤ
ＮＤ

Ｈ２Ｏ ３ ＮＤ
ＮＤ
ＮＤ

质粒标准品含量计算值:连续稀释质粒标准品计算出的拷贝数ꎻＮＤ:
未检出ꎮ

２.７　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 的重复性

从表 ３ 可以看出组内以及组间试验的变异系数

都小于 ３％ꎬ说明所建立的 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ
检测方法的重复性以及稳定性较好ꎮ
２.８　 ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 检测方法的运用

２.８.１　 临床样品的检测　 ２３８ 份临床血清样品的检

测结果显示本研究所建立的 ｄｄＰＣＲ 检测方法可用

于血清样品的检测ꎬ阳性检出率为 ５０％(１１９ / ２３８)ꎮ
运用李晓菲等[１３] 建立的 ＰＣＶ３￣ＭＧＢ 荧光定量 ＰＣＲ
检测方法(ｑＰＣＲ)同时对 ２３８ 份临床血清样品进行

平行检测ꎬ阳性检出率为 ４７􀆰 ０５％ (１１２ / ２３８) (表

４)ꎮ 利用 Ｋａｐｐａ 分析软件对 ２ 种方法进行 Ｋａｐｐａ 分

析ꎬ结果显示 Ｋａｐｐａ 系数为 ０􀆰 ９４１) ( ＳＥ ＝ ０􀆰 ０６５ꎬ)
９５％置信区间)ꎬ说明这 ２ 种检测方法具有良好的符

合率ꎮ 血清样品的阳性率达到半数ꎬ表明目前

ＰＣＶ３ 的传播较普遍ꎮ
２.８.２　 ＰＣＶ３ 传播特性的探究 　 从表 ５ 可以看出ꎬ
４７ 份流产胎儿样品检出 ２９ 份阳性样品ꎬ阳性率为

６１􀆰 ７％ꎻ６２ 份唾液拭纸样品检出 ４３ 份阳性样品ꎬ阳
性率为 ６９􀆰 ４％ꎻ３９ 份精液样品检出 ２７ 份阳性样品ꎬ
阳性率为 ６９􀆰 ２％ꎻ５３ 份皮肤样品检出 ３１ 份阳性样

品ꎬ阳性率为 ５８􀆰 ５％ꎮ 表明本研究所建立的方法可

用于临床流产胎儿、唾液拭纸、精液、皮肤样品的检

测ꎮ 在流产胎儿和精液中也被普遍检出ꎬ表明

ＰＣＶ３ 具有垂直传播的特性ꎬ该种特性可能成为导

致猪繁殖障碍的因素之一ꎻ在唾液拭纸中被广泛检

出ꎬ表明 ＰＣＶ３ 可能存在于唾液中ꎻ在皮肤中被广泛

检出ꎬ体现 ＰＣＶ３ 可存活于皮肤表面ꎬ并可能通过接

触传播ꎮ
２.８.３　 ＰＣＶ３ 组织嗜性的探究　 将送检的 ５ 头疑似

ＰＣＶ３ 感染症状的死亡仔猪分别取心脏、肝脏、脾
脏、肺脏、肾脏、颌下淋巴结、脑样品ꎮ 样品检测结果

(表 ６)显示ꎬ病毒核酸检出率为 ６０％ꎬ表明本研究所

建立的 ｄｄＰＣＲ 检测方法具有较高的准确性及灵敏

性ꎬ且可直接检测出目标病毒的拷贝数ꎮ ５ 头送检

死亡仔猪均检测出目标病毒ꎬ其中 ３ 号、５ 号仔猪在

各组织器官均检测出目标病毒ꎬ表明 ＰＣＶ３ 广泛存

在于猪的各个器官中ꎮ 送检的 ５ 头死亡仔猪各器官

检测结果显示ꎬ在不同内脏器官中 ＰＣＶ３ 病毒核酸

含量具有明显的差异ꎬ病毒含量较高的组织器官为

颌下淋巴结、肺脏、脑、肾脏、心脏ꎬ脾脏和肝脏病毒

含量相对较低(图 ６)ꎮ

３９３李原野等:猪圆环病毒 ３ 型微滴式数字 ＰＣＲ 检测方法的建立与应用



表 ３　 ＰＣＶ３ 微滴式数字 ＰＣＲ 的重复性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ ｆｏｒ ＰＣＶ３

样品编号
组内

平均数(ｘ－±ＳＤ) 变异系数(ＣＶ)(％)

组间

平均数(ｘ－±ＳＤ) 变异系数(ＣＶ)(％)

１ ６ ７３２.００±９１.３０ １.３６ ６ ５２８.００±４７.３０ ０.７２

２ ９３８.００±１５.５０ １.６７ ９２８.００±１７.４０ １.９０

３ ８７.２０±１.９０ ２.１８ ９２.２０±１.５０ １.６２

４ ９.６０±０.２０ ２.１０ ９.５０±０.２０ ２.１０

表 ４　 微滴式数字 ＰＣＲ(ｄｄＰＣＲ)与荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)分别检

测临床血清样品结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｄｒｏｐｌｅｔ
ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ(ｄｄＰＣＲ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ)

检测方法 检测总数 阳性样品 阴性样品
阳性率
(％)

ｄｄＰＣＲ ２３８ １１９ １１９ ５０.００

ｑＰＣＲ ２３８ １１２ １２６ ４７.０５

表 ５　 微滴式数字 ＰＣＲ 检测临床各样品结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲ(ｄｄＰＣＲ)

样品类型 样品份数 阳性份数 阴性份数
阳性率
(％)

流产胎儿 ４７ ２９ １８ ６１.７

唾液拭纸 ６２ ４３ １９ ６９.４

精液 ３９ ２７ １２ ６９.２

皮肤 ５３ ３１ ２２ ５８.５

表 ６　 ５ 头死亡猪各组织器官 ＰＣＶ３ 病毒微滴式数字 ＰＣＲ(ｄｄＰＣＲ)
检测结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ(ｄｄＰＣＲ) ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＶ３ ｉｎ ｔｉｓ￣
ｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｄｅａｄ ｐｉｇｓ

组织器官　 　
ＰＣＶ３ 病毒载量(拷贝ꎬ１ μｌ)

１ ２ ３ ４ ５

心脏 ＮＤ ７ ９０７ １６ １３４ ３９ ７ ２８０

肝脏 ＮＤ ３ ９８０ １０ ２３０ １１ ２ ７３９

脾脏 ＮＤ ６ ９８０ １４ ９０３ ２８ ６ ４７９

肺脏 ＮＤ ９ ７０８ １８ ４４３ ５７ ８ ７９２

肾脏 ＮＤ ８ ７６３ １６ １２２ ４８ ８ ２０７

脑 ＮＤ ８ ４７９ １６ ７７０ ４３ ８ １６３

颌下淋巴结 ５７ １０ ８２７ １８ ５８４ ６１ ９ ７４６
ＮＤ:未检出ꎮ

图 ６　 ５ 头死亡猪各器官检测的病毒载量

Ｆｉｇ.６　 Ａｖｅｒａｇｅ ｖｉｒｕｓ ｌｏａｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｄｅａｄ ｐｉｇｓ

３　 讨 论

近年来ꎬ从 ＰＣＶ３ 检测数据中可知 ＰＣＶ３ 并不

只存在于发病猪ꎬ在健康猪中同样存在[１４]ꎮ Ｚｈａｉ
等[３]在健康母猪和生猪屠宰样本中检出的 ＰＣＶ３ 阳

性率分别为 ２１.９％和 １９.１４％ꎬ且认为 ＰＣＶ３ 可能联

合猪蓝耳病病毒引起更严重的疾病ꎮ Ｓａｒａｉｖａ 等发

现健 康 猪 的 ＰＣＶ３ 阳 性 检 出 率 比 发 病 猪 高

１１􀆰 ９％[１５]ꎮ 上述研究结果表明 ＰＣＶ３ 不仅存在于发

病猪中ꎬ对健康猪进行早期诊断、带毒检测也尤为重

要ꎮ 目前ꎬＰＣＶ３ 的实验室诊断方法主要包括免疫

组化、基于 ＳＹＢＲ 和 ＴａｑＭａｎ 的 ｑＰＣＲ[１６￣１７]、ＬＡＭＰ、
ＥＬＩＳＡꎮ ｄｄＰＣＲ 检测技术是第 ３ 代 ＰＣＲ 技术ꎬ具有

更保守精密的检测系统ꎬ目前该技术广泛用于病原

微生物分子诊断[１８]、复杂来源病原微生物检测、肿
瘤标记因子检测等领域ꎮ 研究结果表明ꎬｄｄＰＣＲ 具

有灵敏度极高、直接实现绝对定量、ＰＣＲ 反应稳定

不受抑制剂影响等明显优势[１９￣２０]ꎮ
ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因编码该病毒的衣壳(Ｃａｐ)蛋白

质ꎬＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白质是病毒的主要结构蛋白ꎮ 本研

究针对 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因的相关保守区域设计 １ 对

特异性引物和探针ꎬ建立了猪圆环病毒 ３ 型(ＰＣＶ３)

４９３ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２１ 年 第 ３７ 卷 第 ２ 期



ｄｄＰＣＲ 检测方法ꎮ ｄｄＰＣＲ 最低能检测出 １ μｌ 被稀

释到 １６􀆰 ３５ 拷贝的质粒标准品ꎮ 运用本试验建立的

ＰＣＶ３ ｄｄＰＣＲ 检测 ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶꎬ结果

均为阴性ꎬ表明该方法特异性较高ꎬ检测结果具有可

靠性ꎮ 在本研究重复性试验中ꎬ组内以及组间试验

结果的变异系数均小于 ３％ꎬ表明本方法的重复性

好ꎬ较稳定ꎮ 该方法有效减少了样品处理各环节中

的污染ꎬ降低了样品中出现假阳性的风险ꎮ ｄｄＰＣＲ
适用于早期鉴别诊断ꎬ低病毒滴度样本检测ꎮ

运用建立的 ｄｄＰＣＲ 检测方法对 ＰＣＶ３ 传播特

性进行初探ꎬ发现流产胎儿 ｄｄＰＣＲ 检测阳性率为

６１􀆰 ７％(２９ / ４７)ꎬ精液为 ６９􀆰 ２％(２７ / ３９)ꎬ表明该病

毒可能与繁殖障碍相关ꎬ且具有垂直传播的特性ꎬ该
病毒可能是导致母猪繁殖障碍的因素之一ꎮ Ｋｕ
等[２１]用 ＰＣＲ 技术在公猪精液中检测出 ＰＣＶ３ꎮ
Ｋｅｄｋｏｖｉｄ 等[２２] 在对 ３８ 份母猪初乳样品检测中ꎬ发
现 １７ 份样品呈 ＰＣＶ３ 阳性ꎬ提示母猪乳液中存在

ＰＣＶ３ꎬ且可能发生垂直传播ꎮ Ｋｗｏｎ 等[２３] 在韩国不

同地区唾液拭子样本中也检出 ＰＣＶ３ꎮ 表明该病毒

可能潜伏存在于唾液中ꎬ最终可能通过唾液排毒进

行水平传播ꎮ Ｐａｌｉｎｓｋｉ 等[２４]在具有猪皮炎与肾病综

合征( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ａｎｄ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ
ＰＤＮＳ)症状的母猪及流产胎儿体内及皮肤中检出

ＰＣＶ３ 核酸ꎬ表明 ＰＣＶ３ 可能具有皮肤接触传播的特

性ꎮ 上述结果表明 ＰＣＶ３ 在临床上可能通过精液传

播、唾液和皮肤的接触传播ꎬ能突破胎盘屏障感染胎

儿ꎬ感染 ＰＣＶ３ 的猪群可以通过唾液排毒感染同居

猪群ꎬ具备水平传播和垂直传播的可能性ꎮ
吕素芳等[２５] 研究发现 ＰＣＶ３ 存在于淋巴结且

含量较高ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２６] 在 ＰＣＶ３ 与仔猪先天性震颤

研究中也发现该病毒在脑中的含量较高ꎮ Ｑｉ 等[２７]

从患有呼吸系统疾病猪采集的病料中检测出 ＰＣＶ３
阳性率为 ２６􀆰 ６％ꎮ Ｐａｌｉｎｓｋｉ 等[２４]也在皮炎肾病综合

征病猪体内检测出高病毒滴度的 ＰＣＶ３ꎮ 目前由于

检测方法不同ꎬ检测的敏感性、准确性也存在差异ꎬ
对 ＰＣＶ３ 组织嗜性的研究结果也存在差异ꎮ 运用本

试验建立的 ｄｄＰＣＲ 方法对 ５ 头送检死亡仔猪各器

官共 ３５ 份样品进行检测ꎬ结果表明ꎬ从 ５ 头送检死

亡仔猪中均检测到 ＰＣＶ３ꎬ其中有 ２ 头死亡仔猪的不

同内脏组织中均检测出该病毒ꎬ且具有较高的病毒

载量ꎮ 在颌下淋巴结病毒载量最高ꎬ推测 ＰＣＶ３ 主

要入侵的组织器官可能是淋巴结ꎻ其次为肺脏、肾

脏、脑ꎮ 该病毒在病猪体内存在广泛ꎬ可入侵不同组

织器官ꎬ且在不同的组织器官中病毒含量存在差异ꎬ
感染后可能引起各器官广泛感染最终引起全身性病

毒血症ꎮ
目前 ＰＣＶ３ 存在普遍流行与隐性感染ꎬ极大增

强了该病毒的防控难度ꎬ该病毒尚未被分离出且无

特效药与疫苗ꎬ因此对该病的早期诊断、带毒检测、
流行病学研究十分重要ꎮ 常规的实验室检测方法ꎬ
耗时长、操作复杂、易污染ꎮ 本研究建立的 ＰＣＶ３
ｄｄＰＣＲ 检测方法ꎬ不需要制作标准曲线ꎬ直接对样

品进行绝对定量ꎬ具有较高的敏感性、特异性、便捷

性ꎬ可用于 ＰＣＶ３ 的早期诊断、带毒监测、进出口贸

易等环节ꎬ对该病的深入研究以及防控有重大意义ꎮ
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