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Abstract：According to the published genomic sequences of Porcine reproductive and respiratory 

disease syndrome virus(PRRSV)，Porcine parvovirus(PPV)and Porcine circovirus type 2，primers 

were designed and RT．PCR．PCR and multiplex PCR were set up for the detection of PRRSV PPV and 

PCV respectively．1 27 samples were detected for PCV by the multiplex PCR．W ith the established 

methods，67 clinical samples positive for porcine circovirus type 2(PC V2)were tested for the presence 

of PRRSV an d PPV．The results demonstrated that the CO．infection rate of PRRSV／PCV2．PPV／PCV2 

and PlRRSV，PPV／PCV2 were detected in 52-3％ (35／67)，26．9％ (18／67)and 7．5％ (5／67)，respectively． 

Th e data obtained in山e present study indicated that it is very prevalent for the CO．infection of PRRSV 

PPV andPCV2． 
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摘要：根据 GenBank上发表的PRRSVORF7、PPVVP2及 PCV的基因组序列设计合成引物，建立了分别用于检 

测 PRRSV、PPV和 PCV的 RT-PCR、PCR及复合 PCR方法。应用建立的复合 PCR方法对送检的 127份病料进 

行了PCV的检测，对鉴定为PCV2阳性的67份病料再分别进行PRRSV和PPV的检测，以确定猪群中PCV2与 

PRRSV和，或 PPV混合感染情况，结果表明，35份样品表现为 PRRSV与 PCV2混合感染，占样品总数的52．3％； 

18份样品表现为 PCV2与 PPV混合感染，占26．9％。另外，还有一定比例的三重感染，共 5个样品，占7．5％。 

由此可见，猪群中 PCV2与 PRRSV及 PPV混合感染比较普遍。 
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中国分类号：$852．65 文献标识码：A 文章编号：1003—5125(2004)05—0467．04 

猪园环病毒(Porcine circovirus，PCV)为单股环 

状 DNA病毒，基因组约 1．76kb。根据基因组成及 

抗原性不同，PC V分为两种血清型 PCV1与 PC V2， 

两者核苷酸序列同源性为68％～75％。PCV1无致病 

性，广泛存在于健康猪群中【̈；PCV2与多种新的 

猪传染病的发生密切相关，包括断奶仔猪多系统衰 

竭综合征 (PMWS)、猪呼吸道病复合征 (PRDC) 

及猪增生性和坏死性肺炎 (PNP)等 ， ，其中以 
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PMWS的影响最为严重，给世界养猪业带来巨大的 

经济损失。病原学研究表明，PCV-2为PMWS的主 

要病原，但不是唯一的病原。在 PMWS的发生过 

程中猪繁殖与呼吸综合征病毒(Porcine parvoduc— 

tive and respiratory disease syndrome virus，PRRSV) 

及猪细小病毒 (Porcine circovirus，PPV)可能也起 

着非常重要的作用I4 J。动物试验表明，PRRSV或， 

和 PPV与PCV2混合感染会明显促进 PCV2病毒的 

复制，从而增强 PCV2的致病作用I4．5】。因此，为了 

更好地预防和控制PCV2相关疾病，我们需对我国 

猪群中PCV2与PRRSV或／和PPV混合感染情况有 

较清楚的认识，以便制定更有针对性的防治措施。 

为此，本研究在系统分析 PCV、PRRSV及 PPV 

基因组的基础上，分别针对 PCV 两种血清型的核 

苷酸序列、PRRSV ORF7基因及PPV的VP2结构 

基因设计合成引物，分别建立了用于检测 PCV1、 

PCV2的复合 PCR 方法和检测 PRRSV、PPV 的 

RT-PCR与 PCR方法。应用复合 PCR方法先对 127 

份病料进行 PCV的检测。对 67份结果为 PCV2阳 

性的病料再分别进行 PRRSV及 PPV的检测，发现 

有 35份表现为 PRRSV阳性，11份表现为 PPV阳 

性。这几种检测方法的建立为临床上进行 PCV2、 

PRRSV及 PPV混合感染的流行病学调查及相关疾 

病的诊断打下了基础，同时亦为更好的预防和控制 

PCV2相关疾病提供了科学依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

PCV2阳性毒株、PRRSV阳性毒株为本实验室 

分离鉴定；PPV阳性毒株由江苏省农科院兽医研究 

所惠赠。送检病料：来源于华东地区上海、江苏、 

浙江及山东等四省市猪场的127份临床病料，病料 

采集于临床表现为呼吸困难，体温升高及消瘦的患 

病断奶仔猪及表现为呼吸困难和繁殖障碍的母猪。 

取样前置一80℃冻存。蛋白酶 K，RNasin，PCR 试 

剂均购自大连 TaKaRa公司；反转录酶 M—MLV、 

Trizol为 Promega公司产品；PCR仪为 AmpGene 

公司产品；胶回收试剂盒购 自上海生工；其他常规 

试剂均为分析纯。 

1．2 引物设计 

PCV 引物：在参考 GenBank中公开发表的 

PCV1与 PCV2基因组核苷酸序列的基础上，合成 

以下三条引物。 

P1：5’一CCGCGGGCTGGCTGAACTr_3’ 

P2： 5’一CTCGGCTATGCGCTCCAAAATG一3’ 

P3： 5’一ACCCCCGCCACCGC’IIACC一3’ 

其中引物 1，2用于扩增 PCV1的基因片段， 

跨幅为652bp。引物 1，3用于特异扩增PCV2基因 

片段，长度为 1154bp。 

PRRSV引物：在参考美洲代表株VL2332 ORF7 

的基础上，设计合成了以下2条引物，片段跨幅为 

整个ORF7，长372bp。引物序列如下： 

5'-primer：5’一GCGGATCC rI3CCAAATAACAAC一3’ 

3'-primer-5’一 【、( ℃GAGTC r(j}( GAGGGT GA一3’ 

PPV引物：参考PPV基因组主要中和抗原基因 

vP2中的一段，设计合成了以下2条引物，扩增片 

段长 848bp，引物序列如下： 

5'-primer．5’一CAGGATCCGCAACCTCACCAC C一3’ 

3'-primer：5’-I[ ’CTCGAG1 C rI [1'AG 几_I℃C(1_3’ 

以上引物均由TaKaRa公司合成。 

1．3 组织病料DNA的提取 

将病猪的肺、脾、淋巴结等组织充分研磨，一20℃ 

冻融 3次，4℃12000r／min离心 10min，取 5oooL 

细胞悬浮液，加入蛋白酶 K至终浓度 500~g／mL， 

SDS至终浓度 1％，充分混匀后-y置 55℃水浴作用 

30min。然后分别用 Tris饱和苯酚 (pH8．0)、苯酚： 

氯仿 (1：1)及氯仿各抽提一次，吸取水相，加 1／10 

体积 3mol／LNaAc及2．5倍体积无水乙醇沉淀，一20℃ 

放置 2h以上。12 000r／min离心 15min，沉淀用 75％ 

。 乙醇洗涤，烘干后悬浮于20uL灭菌超纯水中。 

l_4 复合PCR和PCR体系 

复合PCR体系：引物浓度为20pmol／gL，dNTPs 

每种浓度为 2．5mmol／L，MgC12浓度为25mmol／L． 

rTaq酶为 5u／oL，整个 PCR体系为 50 。反应成 

分如下：10xPCR buffer 5此 ，dNWPs 4rtL，MgC12 3 ， 

三个引物各 1 ，模板DNA 10M1，rTaq酶0．5oL， 

加超纯水至 50 ，混合均匀，将混合物 95℃变性 

10min后，进入 PCR循环，94℃ lmin，53℃ lmin， 

72℃ 1．5min，进行35个循环，最后72℃延伸 10min。 

琼脂糖电泳鉴定以出现 1154bp条带的为 PCV2阳 

性，652bp的为 PCV1阳性，如同时出现上述两条 

带则表示PCV1与PCV2均为阳性。 

PCR体系：组成为：10×PCRbuffer5uL，dNTPs 

(2．5mmol／L)4oL，MgCI2(25mmol／L) 3 ，2 

条 PPV引物各 1 ，模板DNA 10 ，rTaq酶0．5oL 

(su／oL)，加灭菌超纯水至 50 ，混合均匀，将 

混合物95℃变性5min后，进入PCR循环，94℃变 

性 lmin，56℃退火lmin，72℃延伸2min，进行30 

个循环，最后 72℃延伸 10min。琼脂糖电泳鉴定， 

以出现 848bp特异条带的样品为阳性。 
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l 5 组织病料 RNA的提取 

取按步骤 1．4制备的5001aL组织病料悬浮液上 

清，加入 700 Trizol涅匀，室温放置 lOmin．．加 

入20Cl L氯仿，混匀，12000r／min 4℃离心 lOmin； 

吸取水相，再 等体积氯仿抽提一次：将水相转移 

至另一管中，加入 0．6倍体积的异丙醇，室温放置 

1Omin后，l2000drain 4℃离心 1Omin：沉淀用75％ 

乙醇洗涤，在超净台r1 通风晾 F：RNA沉淀溶解于 

2OLLL用 DEPC 处理过的灭菌超纯水中 同法制备 

PRRSV阳性毒株的RNA模板 

1 6 RT．PCR 

RT：总体积为 20uL，反应体系如 下：5×RT 

buffer 41,tL． dNTPs (1Ommol[L) 2L · RNasin 

(40U／~ )loL．P1 P2各 1 ，RNA模板 lO 【I_， 

混匀离心。65℃作用 l5rain，稍冷却后．加入M—MLV 

(200U／uLj 1 LLL．42℃1h 95℃作用 5min，冷却 

后即可进行 PCR 

PCR：PCR 反应总体穆 5OLLL，包括：l0× 

PCR buffer 5uL．MgCl~(25mmol／L)3LIL，RT产 

物 1O／aL，rTaq酶(5U!gLj0．5uL，加超纯水至 501．tL 

混匀，将混合物 95℃变性5min后进入PCR循环 

参数设置为 94℃ 】min，5】℃ lmin．72℃ l n 

进行 25个循环．最后72℃延伸 lOmin 取 PCR产 

物进行 l％琼脂糖凝胶电泳， 出现 372bp条带的 

样品为阳性 

1．7 PCR及 RT-PCR产物的特异性鉴定 

分别随机选取复合 PCR、PCR及RT-PCR产物 

用胶回收试剂盒纯化后直接进行测序 此工作由大 

连Takara公司 -助完成 应用 DNAstar软件将所测 

市列与GenBank l1发表的PCV、PRRSV及 PPV的 

相应片段区域进行同源性分析．避 ’步证实扩增片 

段的特异性。 

2 结果 

2l PCV复合 PCR扩增结果 

应用建立的复台PCR方法对来自华东地区 127 

份临床组织病料进行 PCV检测，结果从 67份样品 

中扩增出PCV2特异条带，与5H性对照扩增结果一 

致 从21份样品 司时扩增出 1154bp和 652bp两 

条特异条带，单独扩增出 条652bp条带的有 7份 

样品。电泳结果见图 1 

2 2 PRRSVRT-PCR扩增结果 

RT-PCR结果显示，67份PCV2阳性样品中的 

35防可扩增出372bp的片段，与阳性对照组VL2332 

株结果完全相符，部分电泳结果见圈2 由此可见， 

待检样品中 PRRSV 与 PCV2的混合感染率达 

52．3％，说明在猪群中PRRSV与PCV2的混合感染 

已经非常普遍。 
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图 I 部分临床组织样品PCR检删结果 
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Fig I RT-PCR produc~ofdssues samples by PRRSV infecled 

7 p~ itive control：l一6 R PCR prcd~cl oftissue s~lmplcs M：2 m marker 

2 3 PPV PCR扩增结果 

用 PCR方法对67份PCV-2 性 I仁床组织病 

料进行 r PPV检测，结果从 l8份侍捡样品t}I扩增 

出了PPV 848bp的特异条带，与刚性对照扩增结果 
一

致 (圈略) 

2．4 扩增片段特异性鉴定 

为了进一步确定 PCR反应的特异性，各随机选 

取复合 PCR、PCR及 RT-PCR产物纯化后进行删序， 

并对序列进行了同源性分析，结 示，两个复合 

PCR产物的序列与GenBank中PCV】毒株 AF071879 

与 PCV2毒株 AF381177相应区域的宁列同源性分 

别可达 97．9％和98．8％ 而PCR和 RT-PCR扩增产 

物与标准毒株的序列『司源-l生均存99％以上，说明扩 

增产物具有良好的特异性 

表 I PCV2与PRRSV千几，或PPV魁合感染∞榆挑结果 

Table l The co infection ol’PCV2 With PRRSV and，0r PPV 

2 讨论 

PCV2是 PMWS的主要病原，但『 能不是唯 
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的病原。PMWS很可能是 PCV2与 PPV、PRRSV 

及其它一些病原混合感染的结果。Pallares等(2002) 

[7 对 369份临床 PMWS病例进行病原分析显示， 

PRRSV与 PCV2混合感染率达到了51．9％，只感染 

PCV2的病例仅占 1．9％。Pogranichnyy等 (2002) 

f8 对许多病原与PMWS的相关性进行了分析表明， 

就单个病原而言，PCV2与 PMWS的发生相关性最 

强，但如果与 PRRSV混合感染则PMWS发生的危 

险系数比单独感染PCV2更高。而且实验还显示， 

健康猪群中PCV2的阳性率也达到了 62．5％。因此 

他们认为PMwS的发生过程中其它病原如 PRRSV 

可能起着非常重要的作用。Choi等对 10个临床 

PMWS病例进行 PPV检测，发现其中 4个同时感 

染有 PPV病毒【9】。另外许多动物实验也证实 PPV 

或 PRRSV与PCV2混合感染可产生PMwS症状及 

典型的组织学病变。Krakowka等应用 PCV2分离毒 

株实验感染未经母乳哺育的仔猪或悉生仔猪仅产 

生轻微的 PMwS症状，但如将 PPV及 PCV2共同 

实验感染仔猪则可以成功复制出典型的 PMWS症 

状及病变，但如用PPV单独感染没有任何症状和病 

变L5】。同样，利用 PRRSV与PCV2混合感染仔猪也 

已成功复制出 PMWS典型临床症状及特征性病变 
’。 

。 另外最近研究也表明，PCV2与 PRRSV混合 

感染在猪增生性和坏死性肺炎 (PNP)的发生过程 

中起着关键作用。在该项研究中，作者共对 192份 

PNP样病损的肺样品进行了检测，发现有 164份样 

品 (85．6％)共同存在PRRSV和PCV2。因此可以 

认为 PRRSV或 PPV与 PCV2的混合感染在 PCV2 

的致病过程起着重要的作用。 

至今，国内尚没有 PRRSV或 PPV与 PCV混 

合感染的报道，对猪群中这三种病毒混合感染的情 

况也很不了解，为此本研究建立了分别用于检测 

PCV、PPV与 PRRSV的复合 PCR、PCR及 RT-PCR 

方法。这几种检测方法的建立为临床上进行 PCV2、 

PRRSV及 PPV混合感染的流行病学调查及相关疾 

病的诊断打下了基础，同时也为更好的预防和控制 

PCV2及其相关疾病提供了科学依据。 

应用建立的复合 PCR方法对来自华东地区 4 

省市的 127份表现呼吸道症状的断奶仔猪和繁殖障 

碍母猪病料进行了 PCV 的检测，然后应用建立的 

PCR及 RT-PCR方法对 67份 PCV2阳性病料进行 

了检测，发现 比较严重的二重感染，其中 PRRSV 

与 PCV2二重混合感染占样品总数的52．3％；18份 

样品表现为PCV2与 PPV二重混合感染，占26．9％。 

另外，还有一定比例的三重感染，共 5个样品，占 

7．5％。由此可见，猪群中PCV2与 PRRSV及 PPV 

混合感染比较普遍，其中尤以 PCV2与 PRRSV最 

为严重，应该针对此流行现状采取综合性的防制措 

施。 
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