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抽蔓 ：根据 猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)美洲型膜蛋 白和核衣壳蛋 白基因序列．设计 丁一对 

含有 EcoR 【和 ＆ H I酶切位点的 引物．用 RT-PCR对四十流产猪场的病料进 行丁检铡．扩增出 

约 918 b口的 基因片段。通过病毒分离 、酶切鉴 定和序列分析证实 为 PRRSV感染。结 果说 明应用 

所设计的引物进行 RT-PCR快速检测 PRRS是可行的，为我国快速特异诊断 PRRS和 PRRSV强 

毒株的槔 人研究奠定 丁基础 

美奠调：蓬繁殖与呼吸综鱼_征：反转录一多檗酶链反应(匿 坐 ；鲎 
中囝分类号 ：$858．28 文献标识码 ：A 文章编号 ：1003—5125(2000)03—0272—05 

猪繁殖与呼吸综合征(PRRs)是一种新发现的动物传染病，以母猪繁殖障碍和仔猪呼吸困难 

为特征。我国 1996年报道本病开始流行[I_2】。病原 PRRSV分类地位已基本确定。PRRSV、马 

动脉炎病毒、小鼠乳酸脱氢酶升高病毒、猴出血热病毒一起归为动骈：炎病毒科( 帕诎  ) 。 

由于 PRRSW-基因结构 变异较大，所 以根据 基因结构和 抗原 的不同分为 欧洲 型和美 洲型。 

PRRSV为正链的单股 RNA病毒，基因组长 15 kb．是动骈：炎病毒科中最大的一类病毒。PRRSV 

基因组含有 8个开放阅读框(ORF)，分别编码相关的蛋白质。ORF2一ORF7编码病毒的结构蛋白 

质，其中 ORF6和 ORF7分 别编码 病毒 的膜 蛋 白(M)和核衣壳蛋 白(N)。ORF6和 ORF7是 

PRRSV整个基因组中较保守的序列⋯。各种分子生物学诊断方法都缘于这段基因。RT-PCR是 

日前较特异的诊断方法。我国目前报道的主要是一些常规血清学诊断方法 J。根据我国 PRRS 

的流行特点．我们设计 了一对能够扩增 M 和 N基因的引物，通过 RT-PCR来检测 PRRS可疑猪 

场的病料，以探讨这种方法的可行性，为快速诊断 PRRS莫定基础。 

1 材料与方法 
1．1 囊●样品制鲁 

取可疑 PRRS猪场 流产胎 儿肺 、脾和淋 巴结剪 碎．匀浆．制成乳 悬液，冻融 三欢。10 000 r／rain离 心 10 

Tllin．取上清 作病毒分离培养鉴定。荤I余 上清加等体积氰仿抽提 3次．每次 10 000 r／min离心 10rain．取上清。 

1．2 RNA制鲁 

参考林 万明介绍方法【 。取病毒样品上清 500 ，．加人 16％PEG(6000)500．uL．混匀。12000 r／rain离心 

10rain，弃上清 ．沉淀蒋于 1mLTE(pH8．O)中．加蛋白酶 K 1 mg和 10％SDS100 Lt37℃作用 2 h。用饱和 

收蒋 日期 ；1999—04—08．修回 日期{1999 06 l5 

作者简舟 ：蔡隶剥(1956年 一)．男，重庆市人．副教授 ．博士，主要研究动物病毒性传染病。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 蔡家利等 ：应用 RT-PCR检测漉产胎儿组织 中猪繁殖与呼吸综合征病毒 273 

酚。苯酚．氯仿爰 氯仿各抽提一次，每次 】5 00fl r／m_m离心 3呻n，取上 j膏 加 入 1／10体积 的 3mol／L醋酸钠 

(pH5．2)和玲无水乙醇 2mL．一20℃ 1 h。12 000 r／rain离心 15rain．沉淀以 70％乙醇 1mL轻洗一次，弃上 

清．自然干燥。沉淀甩灭馨双蒸馏水 100 L溶解．同时加入 RNA酶抑翩荆 RNasin 2u．一20℃保存。 

1．3 引物设计 

根据 PRRSV美洲毒株的基因序列设计的一对引物．含 ＆。R 1和 岛mH l酶切位点．能同时扩增 M和 N蛋 

白基 因f'1。P1： 5 G0GAPT TCCAGAG1T TCAGCGG3 ；P2： TGGGAT CCACCAoGc．̂盯 cT丁C3 

1．4 反转晕 (RT1 

按 Reversetranscription systel~~(Pramega公司产)说明进行。25 ramoVLM 4N-，10×RT buffer 2 ． 

10retool／1 dNTP 2 L．r A酶抑莉荆 (RNas~n)1 pL,P1 1 I ．病毒 RNA提取液 9gL．反转录爵 1 1 ．灭酋 

液体石蜡 20 I ，42℃ 1 h．94℃ 5min．冰浴 3min．一20℃保存 

1．5 pcR反应 

n 1 L．P2 1 L．2mmol／L dNTP 5 L．反转录 eDNA1／zL．ddH2031 L．5×buffer10 L'94℃ 5min． 

加入 TaqDNA聚合酶 1 L(2～2 5 U)．灭菌液体石蜡 50 L．94℃ 1min．55℃ 1min．72℃ 1min．30十循环． 

最后 72℃延仲 10min 1％琼脂糖 电泳．紫外线检 扩增 片段。 

1‘ 嵬睦与鉴定 

回收 pcR产物．经 HcII酶切初步鉴定 然 后 PcR产物与 pSK~质粒分别用 EcoR r和 ＆ Hl双爵切后 

混合，加入 3"4 DNA连接酶，14--16℃过夜．转化入 DHSa受体苗．选取阳性克隆爵 切鉴定后作序列测定分析【7] 

1．7 锅毒分离鉴定 ， 

见姜平等的报道⋯ 

2 结果 

2．1 RT-PCR 通过 RT-PCR对 4个 pRRS可疑猪场进行检测，从流产胎儿组织 中扩增 出约 

918 bp的基因片段(图 1)。 

圈 I 从感 PRRSV澎产眙儿组织扩增出的基因 片段 

1．4扩增出的 M和 N蓦日 片段．5 MBrke幅 

F l TheM andN genes Jmplified RT-t~CR from 

the|t口Ibo士t_f咀懈糌 affi xed h，PRP~V 

L邮e 1-4 the M and N gene[ralgmenu~．1ane 5 the r衄 rke士5 

囤 2 PCR产物的酶切鉴定 

I．M盯I‘e ：2．PcR产物 ；5． cⅡ爵切后 的片臣 
F 2 Id帆tH．瞄 n讲-of PCR 。duc【 

Iane l the m● en lane 2 PCR m。duc| 

】∞e 5 PCR d ed with cⅡ 
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2．2 PCR产物奠切 经 HincII酶切后，可获得 2个 500bp 

左右 片段(图 2)。 

2．3 阳性克隆质粒 的奠切鉴 定 重组质粒 经提纯 后，经 

EcoR l和 BamH I双酶切，可以获得一约 950 bp的基因片 

段(圈 3)，与扩增片段大小相同。 

2．4 PRRSV MN基 因推 导的氨基酸 序列分析 克 隆的 

MN基因共测得 918 bp经计算机分析共推导 出 123个氨基 

酸，与美洲毒株同源性较高(图 4)。 

3 讨论 

RT-PCR是 目前 应用非 常广 泛的分 子生物 学诊 断方 

法【 。已报道这种方法可以直接检测 PRRSV感染的病猪 

血清、精 液、流 产胎 儿的病 理 组 织 及感 染 的肺 泡 巨 噬细 

胞l ·⋯．是 诊 断 PRRS特异 方 法之 一，敏感性 可达 6．7 

Tc1 。。 由于 我 国还 未 完 全 建 立 这 种 诊 断 方 法 检 测 

PRRSV，所以我们在病毒分离、PRRSV弱毒株 MN基因克 

翻 3 重组质粒酶切鉴定 

F ．3 Identification 0f the re- 

∞ m IHn【phsmkis 

with digestion of E~oRI and 

Bam H l 

Lane I．3 and lane5 the reeom— 

bi— t plmm~：ls 

1町le 4 psK +． 1ane M m N^ 

EcoR I／ d啊 Marker,j 

S1 MGSSLDDFCHDSTAPEKVLLAFSITyTPVMIYALKVSRGRLLGLL日LLIFI~ CAFTFGYM 

EDRD一1 ⋯ ⋯ ⋯ N⋯ 一一0⋯ ⋯ ⋯ ⋯ I⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ · 

VR2332 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 0⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一⋯ ⋯ ⋯ 一 

LV —XGG⋯ 一一N-PI—A0一L-⋯ ⋯ ⋯ I⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ I-- ---$-⋯ 一一 

6O 

60 

60 

59 

S1 TFAHFQSTNKVALTMGAVVALLWGVYSAIETWKFITSRCRLCLLGRKYILAPA／~HVESAA 120 

EDRD一1 一V⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ R-⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一一 120 

VR2332 —-—-—-—-一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ --一 120 

LV —YV⋯ ⋯ R⋯ 一L⋯ 一一 ⋯ 一一FT—S⋯ ⋯ ⋯ 一-C---R-⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 119 

S1 RFHPÎ ANDWHAFVVR~PGsTT vl GTLvPGl鼠SLvLGG Rl K0GV vl LvKYAK 

EDRD·I ⋯ 一⋯ S--⋯ L⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一一R⋯ ⋯ ⋯ 一 

vR2332 一 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯  

LV GL·S—S—SG—R—YA一-K一-L-S-⋯ ⋯ --R-⋯ ⋯ KR ⋯ R ⋯ ⋯ 一GRR 

VR2332 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 

LV M A⋯ N SO— KKSTAPM-N-⋯ 一 ～ L一一AM—KS—R一 0PR—GQA⋯ K⋯ 一 

Sl AFpLATEDDVRHHFTpSERQLCLSSIQTAFNQGAGTCTLSpSGRISYTVEFSLPTHHTVR 113 

EDRD一1 ⋯ ⋯ 一Y⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  i1j 

VR2332 ．-．．一．．．．一一—-···-一···-·-····一一一一一一一一···-···-·-··一··一一一一一一一一一一一一···-·-·-·-·-·-·····-·-·-·-·-·-·- 113 

LV H⋯ 一A⋯ I⋯ L—O 一一S--一O⋯ ⋯ ⋯ ⋯ As— S---v_E、口一—-M一一VA⋯ 一 l14 

S1 LIRVTA SPSA 

EDRD一1 ⋯ ⋯  ⋯ 一 

vR2332 ⋯ ⋯  ⋯ 一 

Lv ⋯ ’’STSASQGA—S 

翻 4 PRRSV分 离毒肆 sI与H车毒肆 Ⅱ)R l、美洲毒株 VR2332和欧湘毒株 I．v的 MN基固推导的氨基酸序列比较 

Fig．4 Alignmmt of the ded啦ed amino acid sequences。r ORF6(M )and ORF'／(N)of Sl isolate．EDRD-I(Japan j 

late)．vR 32(U．S．isohte)andLV (Europeisolate)。rPRRSV 

⋯ⅢⅢⅢ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 蘩家利等 ：应用 RT-PCR检测流产眙儿组织中菇，}殖与呼暧综 台征病毒 29"5 

隆的基础上．探讨了 RT—PCR方法直接检测感染组织中 PRRSV的可能性，结果证 明我们建立 

的 RT-PCR方法完全可以直接检测病理组织中的 PRRSV。 

目前建立的诊断 PRRS的 RT-PCR方法，都是根据 PRRSV基因组中较保守的序列 M 或 

N基因而设计的引物，扩增片段都较小(3l2～500 bp)。为了提 高敏感性．我们设计的引物能 

同时扩增 M 基因和 N基因。利用这对引物进行 RT-PCR是否能同时检 测 PRRSV美洲毒株 

和欧洲毒株尚需进一步探 讨。 

为了提高检 出率，我们采用的是病料组织混合样品，但实际工作 中有时可能只有血清样 

品，有必要继续探讨对血清样品的检 出情况。 

RT-PCR方法的建立不仅可 以用于临床标本的检验，而且为今后我国 PRRSV基因的克 

隆鉴定和序列分析奠定了基础．以便更深入了解我国 PRRSV毒株的分子特征。 
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Direct Detection of Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome Virus of Stillborn Fetus Tissues by Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction(RT·PCR) 

CAI Jia．1i ，CAI Bao-xiang2，JIANG Ping2 

(Animal Husbandryand Veterinary Medical College， 

Southwest Agricultural University．Chong~ling 400716，Chi．a) 

(Animal Medical Cottage。Nanjlng Ariculture University，Nanfing 210095，China) 

Abstract：PrimersforRT—PCR werede幽 nedOnthe basisoftheM andN gene 5eque~ ofU． 

S．isolate of PRRSV．nle primers have restriction endonucleese(EcoR I and BarnH I)sites． 

The tissues of stillborn fetuses of affected swine Bre detected by RT-PCR in 4 pig farms． 1e 

s~aples were RT-PCR positive．A gene fragment about 918 bp was amplified by RT_PCR' 

眦 SV were~olatedfrom thetissuesof stillbornfetuses．The result showedthat PRRsv C．Rt~be 

quickly diagnosed by RT-PCR．which laid a basis for quick diagnosis of PRRS and further re— 

search of the PRRSV isolates of our country． 

K竹 words：PRRS；RT．P( ：Detection；Diagnosis 
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