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半嵌套式 PCR技术区别检测犬细小病毒疫苗株和强毒株的研究 
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Establishment of Polymerase Chain Reaction for Discrimination of Vaccine 

Strains of Canine parvovirus 
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Abstract：Two pairs of PCR primers were designed according to the sequances of the vaccine strain and 

virulent strain of CPV．Heminested PCR method was established．Result of the first PCR amplification 

showed  the same am plified  products of 574bp length ，after the second PCR am plification，the viru lent 

strain produced the length 364bp fragment，but the vaccine strain couldn’t produce that．The products of 

PCR were examined by electrophoresis an d restriction enzyme digestion．Th e result showed the length 

of the fragment an d enzyme sites were as the same as those designed．Th e PCR assay of CPV was 

proved to be spec ific an d sensitive．It shows that this method may be used  in discriminating the vaccine 

strain an d viru lent strain of CPV or monitoring the vaccinated can ine in order to aviod disease an d 

finan ciallosing． 
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犬 细 小 病 毒 病 是 由犬 细 小 病 毒 (Canine 

parvovirus，CPV)引起的一种多发于幼犬的致死性 

传染病，主要表现为出血性肠炎和心肌炎⋯。在 自 

然条件下本病多呈散发，而在养犬比较集中的地方 

则常群发[2】。目前，预防本病的方法主要依靠接种 

疫苗 (包括灭活疫苗和弱毒疫苗)，国内外 已研制 

出多种灭活疫苗和弱毒疫苗。但不管是灭活苗、弱 

毒苗或亚单位苗，其研制都是以大量培养微生物为 

基础的，这不仅给疫苗的制造带来了局限性，同时 

在疫苗的安全性、免疫性能、产量及保存方面存在 

缺 陷。在其弱毒疫苗的研制和使用过程中，对疫苗 

用毒种的选育和鉴定、毒种的遗传稳定性以及毒种 

有无被强毒株污染等鉴定中都急需一种 能准确检 

测弱毒疫苗株和强毒株的方法 。以往是通过接种易 

感动物，观察易感动物的临床症状、组织学变化来 

鉴定对易感动物的致病性，据此来鉴定强、弱毒株。 

此方法影响因素较多，准确性低。本研究根据文献 

报道的犬细小病毒弱毒疫苗株 (CPV．bl14)的序 

列，同 CPV强毒株 (GenBank中发表 的)的序列 

比较，发现疫苗株在高度保守的NS1区有较多的突 

变和基因缺乏，其 中有 l5个基因缺失发生在 CPV 

的 2040bp．2056bp之间。本试验利用弱毒疫苗和强 

毒株基因组的差异，设计特异引物通过 PCR技术从 

分子水平来鉴定 CPV的弱毒疫苗株和强毒株。 

1 材料与方法 

1．1 病毒和细胞 

CPV弱毒疫苗株从美国进 口疫苗中分离，自编 

收稿日期：2003—03—22，修回日期：2003—04—21 

+ 基金项目：第十批广东省重点科技攻关项目 (1997—35) 

作者简介：刘忠华 (1970一)，硕士，助理研究员，研究方向为分子生物学。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 18卷 

号 CPV—VS，强毒株分别 由南京警犬研究所和香港 

的杨德威博士提供，自编号 CPV—NJ和 CPV—HK。 

FK81细胞从中国兽药监察所获得 ，MDCK传代细胞 

由华南农业大学禽病室提供。 

1．2 引物合成 

我们利用基因序列分析结果，遵循引物设计原 

则【5】，应用 Pcrdesn软件在犬细小病毒 NS1和 VP1 

区设计出 3条引物 (引物 由上海生工公司合成。) 

其序列为： 

Primerl(P1)：5、一TGTAAGCTTCCAGGAGACT一3、： 

Primer2(P2)：5、一AGCAATCCTCAGAGTCAAG一3、： 

Primer3(P3)：5、ATAACCTGGAGGCACAAGT一3、． 

由 P1和 P3组成一对引物 (其扩增产物长度为 

585bp)对弱毒疫苗株和强毒株进行第一轮扩增 ， 

再由 P2和 P3组成一对引物 (其扩增产物长度为 

375bp)对 585bp产物进行第二轮半嵌套式扩增， 

分析两轮扩增产物的电泳结果来达到区分弱毒疫 

苗株和强毒株之 目的。 

1．3 培养细胞中病毒 DNA的制备 

按文献【6】方法进行裂解、抽提和沉淀 DNA，TE 

溶解，储于一20℃备用。 

1．4 PCR方法的建立 

采用 201aL反应体系，体系组成：10×PCR缓 

冲液 ，2．5 mmol／L dNTP，25 mmol／L MgCL2，16 

mmol／laL上下游引物 21aL，模板 21aL，加灭菌双蒸 

水至总体积为 201aL，灭菌的石蜡油 201aL，预变性 

后加入 1U的 TaqDNA多聚酶，进入 PCR循环。 

经多次实验后，确定出最佳的反应条件：即第 
一

轮为 96℃预变性 10min；25次循环 (96℃变性 

60s，55℃退火 60s，72℃延伸 60s)，72℃延伸 10min。 

第二轮为 96℃预变性 5min；30次循环 (96℃变性 

60s，55℃退火 60s，72℃延伸 60s)，72℃延伸 10 min。 

1．5 PCR产物鉴定 

1．5．1 琼脂糖凝胶电泳分析：按常规方法 】用内切 

酶 TaqI对第一轮 PCR扩增产物进行消化，在 2％的 

琼脂糖凝胶上电泳分析 PCR扩增产物和酶切产物 。 

1．5．2 特异性鉴定：取正常的 FK81细胞培养上清 

液 ，以及 CPV 弱毒疫苗株和强毒株、犬传染性肝 

炎病毒的 FK81和 MDCK细胞培养物为模板。在相 

同条件 下 ，按上述 试验 中选 出的最 佳条件 进行 

PCR，并设标准阳性和阴性对照，电泳观察扩增产 

物的结果。 

1．5．3 敏感性鉴定：将 100 pl犬细小病毒的细胞培 

养物 (HA 1：5120)中抽提的 DNA，分别按 1：20、 

1：50、1：100、1：150、1：200的梯度稀释，每个稀释 

度各取 21a1分别作为模板，按上述试验中选出的最 

佳条件进行第一轮 PCR，并设标准阳性和阴性对 

照，电泳观察扩增产物的结果。将第一轮扩增产物 

分别按 1：10、1：100、1：1000、1：2000梯度稀释，每 

个稀释度各取 21a1分别作为模板，以最佳条件进行 

第二轮 PCR，并设标准阳性和阴性对照，电泳观察 

扩增产物的结果。 

2 结果和讨论 

根据设计的引物，用 P1和 P3进行第一轮 PCR 

扩增，其结果应是 CPV 弱毒疫苗株和强毒株有相 

同的目的片段(585bp)；用 P2和 P3进行第二轮 PCR 

扩增 ，其结果应是 CPV强毒株有 375bp目的片段， 

而 CPV 弱毒疫苗株没有 375bp目的片段。通过电 

泳与 50bp DNA Ladder对照，弱毒疫苗株和强毒株 

所扩增的片段与设计的片段大小基本相符 (图 1)， 

从图 1也可以看出第二轮扩增结果中 CPV 强毒株 

有 375bp目的片段，而 CPV弱毒疫苗株没有 375bp 

目的片段 ，因此，用所设计的引物进行半嵌套式扩 

增能区分弱毒疫苗株和强毒株。 

●bp - 
图 1 半嵌套式 PCR扩增结果 

Fig．1 Amplification products of heminested PCR 

M ，DNA Ladder marker；1，CPV—HK products1；2，CPV-HK prod ucts2；3 

CPV-VS productsI；4，CPV-VS prod ucts2． 

用 内切酶 TaqI对 585bp目的片段 (CPV—HK产 

物 1)进行酶切，理论上可得到 439bp和 146bp 2 

个片段，酶切后 电泳如图 2所示，与理论值相符。 

证明此产物与设计的片段有相同的酶切位点。 

I 
图 2 TaqI酶切 CPV—HK产物 1 

Fig．2 Result of restriction enzyme digestion by Taq I 

M，DNA Ladder marker；1，Digestion products；2，CPV-HK productsI 
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在相同条件下，用 Pl和 P3引物进行第一轮 

PCR扩增，结果显示：此对引物能将 CPV弱毒疫 

苗株和强毒株扩增 出585bp目的片段，而对正常的 

FK81细胞培养上清液和犬传染性肝炎病毒细胞培 

养物的 DNA模板不能扩增出 585bp目的片段。说 

明该方法具有高度特异性。 

将模板 DNA按梯度稀释，在相同条件下，用 

Pl和 P3引物进行第一轮 PCR扩增，结果显示 PCR 

方法能检测出 7．8 ng的 CPV DNA。 

犬细小病毒 是 目前我国犬群中危害最为严重 

的病毒性疾病之一，无特异性治疗方法 有关实验 

动物国家标准中规定普通级犬须采用免疫接种， 

SPF级犬必须排除此病毒 】。目前多数动物场主要 

使用弱毒苗进行免疫接种 ，但弱毒苗毒株本身有潜 

在致病力危险，其残毒在自然界动物群体中持续传 

递后毒力有增强返祖危险。故迫切需要建立一种特 

异、敏感和准确的强、弱毒株鉴定方法 ，聚合酶链 

反应 (PCR)是一种选择性体外扩增 DNA的方法， 

有灵敏度高、特异性强等优点。嵌套式和半嵌套式 

PCR 能减少或消除不需要的产物同时提高敏感性 
】
。 本研究通过分析 比较有关文献【0’ ，9】报道的弱毒 

疫苗株和强毒株的基因序列，弄清 了在弱毒疫苗株 

和强毒株之间除发生的点突变外，弱毒疫苗株主要 

在 CPV的 NS1区发生 l5个核苷酸缺失。根据这一 

特性，我们设计了上述三条引物并组成两对引物对 

弱毒疫苗株和强毒株进行半嵌套式 PCR扩增，同时 

对 585bp目的片段进行酶切分析，电泳结果证实与 

理论值相符，并能较好区分弱毒疫苗株和强毒株 。 

特异性和敏感性测定结果说明由P1和 P3组成的第 
一

套引物进行的 PCR扩增是高度特异和敏感的。本 

试验所建立的半嵌套式 PCR 鉴定方法将能用于弱 

毒疫苗的研制和使用过程中，对疫苗用毒种的选育 

和鉴定、毒种的遗传稳定性以及毒种有无被强毒株 

污染等。 
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