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Abstract：Using a pair of specific primers designed according to the relevant nucleotide sequence of 

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus(PRRSV)VL2332 strain，Lv strain and Classical 

Swine Fever Virus(CSFV)C strain from GenBank，RT-PCR method was established to detect these two 

viruses at the same time．With this method，87 tissue Salllpl[es of 24 pig farms from Jiangsu，Shanghai 

and Fujian were tested．Among these samples 75 were PRRS positive，56 were CSF positive，53 were 

both PRRS and CSF positive，which amounts to 60．9 percent of all sam ples．Combined with regional 

epidemiology analysis，We concluded that samples from Fujian mainly mixed infected with PRRSV and 

CSFV,but samples from Jiansu simply infected with PRRSV． 
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呼吸道和繁殖障碍疾病是猪场最常见的两种 

疾病，严重影响猪群的健康和正常生产，已经给世 

界养猪业造成了很大的经济损失⋯。而且这两种疾 

病的病原复杂多样，不同的猪场病因可能完全不 

同，从而给疾病的诊断与防治带来了极大的困难。 

多年的研究表明，呼吸道和繁殖障碍疾病的病原包 

括猪繁殖与呼吸综合征病毒 (Porcine reproductive 

and respiratory syndrome virus，PRRSV)、伪狂犬病 

病毒(Pseudorabies virus，PRV)、猪瘟病毒(Classical 

swinefever virus，CSFV)、猪圆环病毒2型(Porcine 

circovirus，PCV2)、猪细小病毒 (PPV)、猪乙型脑 

炎病毒 (JEV)，猪肺 炎支 原体 (Mycoplasma 
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hyopneumoniae，MH)、猪流感病毒、猪沙门氏菌 

等。其中PRRSV 为近几年新发现的一种引起猪繁 

殖障碍病的传染性病原，而CSFV感染的症状和病 

变也越来越呈非典型的趋势，给临床鉴别诊断带来 

了极大的麻烦，在呼吸道和繁殖障碍病的发生过程 

中所起的作用目益增强L2q】。 

根据 PRRSv基因序列差异，PRRSV可分2种 

基因型：欧洲型 (以LV株为代表)及美洲型 (以 

VR一2332株为代表)。2种基因型的 N基因编码区 

ORF7比较保守，利用这一特点可对PRRSV进行分 

子水平的诊断。CSFV为单股正链 RNA病毒，只有 
一

种血清型，E2基因是 CSFV的主要保护性抗原， 
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其 A／D 区最保守【5】。本文在系统分析 PRRSV 及 

CSFV基因组的基础上，应用 Primer软件设计合成 

引物，建立了在相同 PCR扩增条件下能同时检测 

PRRSV和 CSFV的 RT-PCR检测方法。此方法的建 

立为临床上进行 PRRSV、CSFV的快速检测和流行 

病学调查打下了基础，同时亦为呼吸道和繁殖障碍 

性疾病的确诊与有效防治提供了有力工具。 

l 材料与方法 

1．1 实验材料 

CSFV阳性毒株、PRRSV阳性毒株为本实验室 

分离鉴定。送检病料：来源于福建、上海及江苏等 

24个猪场的 87份病猪组织病料，患病猪表现为呼 

吸困难，淋巴结肿大，母猪表现产死胎、胎儿异常化 

等繁殖障碍，病猪消瘦等。蛋白酶 K，RNasin，PCR 

试剂均购 自大连 TaKaRa公司；反转录酶 M—MLV、 

Trizol试剂盒为 Promega公司产品。PCR仪为 Amp— 

Gene公司产品。其他常规试剂均为分析纯。 

1．2 引物设计 

为了在 PCR 扩增仪上能够同时进行两种病毒 

核酸片段的扩增，缩短检测病料的时间，快速诊断 

疾病。笔者设计引物时，将其扩增两种病毒的引物 

指标：包括 Tm 值、GC含量、优化的退火温度、 

扩增片段长度均要求接近，以期达到相同的 PCR扩 

增条件。 

参考 GenBank公布的 VL2332(美洲代表株) 

及 LVORF7(欧洲代表株)，设计合成了以下 2条 

PRRSV引物，片段跨幅为整个 ORF7，长372bp。 

引物序列如下： 

上游引物：5’ AA ：rAACAAC一3’ 

下游引物：5’一AoCTCGAGTCATGCTGA( GTGA一3’ 

参考中国猪瘟兔化弱毒 (C一株)E2区基因设计 

合成了两条 CSFV引物，片段跨幅为 A／D抗原区， 

长 375bp。引物序列如下： 

上游引物：5’一CGCGTCGACCGAI'ACTTGGC rCA 

TTG一3’ 

下游引物：5’一AACCTGCAGCCCCAACTI’ACAGTA 

GA一3’ 

引物由大连 TaKaRa公司合成。 

1．3 病料的处理和 RNA的提取 

将病猪的肺、脾、淋巴结等组织与 PBS按 l：4 

混合充分研磨，冻融3次，4℃12000r／min离心 10min， 

取上清 500 ，加入 7001xL Trizol后按常规方法提 

取 RNA。同法制备 PRRSV阳性毒株和 CSFV阳性 

毒株的RNA模板。 

l-4 r_P(．R 

RT为20 反应体积，组成如下：5×Buffer4 L， 

10mmol／L dNTP 2 ，Rnasin l ，上下游引物各 

loL，RNA溶液 lO 。65℃作用 15min，待稍微冷 

却后，加入 M—MLV1 ，42℃作用 lh，95~C变性 

5min。PCR总体积为．5O ，包括 10×PCR buffer 

5 ，25 mmol／L MgC12 3 ，超纯水 31．5 ，lO 

RT产物，0．50LTaq酶，将各组分混匀95~C变性5min 

后进入 PCR循环。扩增 PRRSV和 CSFV基因片段 

的参数设置均为 95℃lmin，5l℃lmin，72℃lmin， 

35个循环，然后 72℃延伸 lOmin。待 PCR结束， 

取PCR产物进行 l％琼脂糖凝胶电泳，观察扩增片 

段大小。 

1．5 扩增片段的测序分析 

将部分 RT-PCR 扩增产物用胶回收试剂盒纯 

化后进行直接测序，此工作由大连 Takara公司完 

成。然后用 DNAstar软件进行序列同源性分析，进 
一

步证实扩增产物的特异性，防止假阳性的出现。 

2 结果和讨论 

2．1 PRRSV检测 

从 PRRSV阳性毒株中扩增出了 372bp的目的 

条带，说明设计的引物具有 良好的特异性。用此 

RT-PCR方法对 87份临床组织病料进行了 PRRSV 

检测，结果从 75份待检样品中扩增出了 PRRSV 

372bp的特异条带 。PRRSV 阳性 占样品总数的 

86．2％。 ． 

2．2 CSFV检测 

用 RT-PCR方法扩增出了375bp的核酸条带(与 

阳性对照结果相符)，待检病料有56份表现为CSFv 

阳性，CSFV阳性率高达 70．1％。PRRSV与 CSFV 

两者皆为阳性的占待检病料的 60．9％。 

2-3 扩增片段的特异性鉴定 

随机分别选取 PRRSV和 CSFV的2个 RT-PCR 

产物纯化后进行测序，并对部分序列进行同源性分 

析，所扩增产物与标准毒株的部分序列同源性均在 

99％左右 (结果未显示)，说明扩增产物具有良好的 

特异性，用本实验建立的方法进行 PRRSV与 CSFV 

检测是可行的。 

PRRSV与 CSFV 在患呼吸道及繁殖障碍性疾 

病的病猪中感染非常普遍，而且经常表现为混合感 

染，特别是感染 CSFV 的猪中，大部分都感染了 

PRRSV (94．6％)，而 PRRSV则呈大面极感染 (占 

样品总数的 86．2％)，侧面也说明了混合感染的原因 

可能是 PRRSV感染后，造成免疫力低下，而引起 
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CSFV的继发混合感染。因此，PRRSV和 CSFV在 

呼吸道和繁殖障碍性疾病的发生过程中起着重要 

作用。 

2．4 检测病料的地域流行性分析 

对福建、上海及江苏的 l3个猪场的87份病料 

的地域分布进行了分析，结果 见表 1。 

表 1病料地域分布 

Table 1 Analysis of regional epidemology 

检测表明在混合感染的 53份病料中，福建最 

多，占混合感染病料总数的 77．4％。提示福建省 

PRRSV和 CSFV的混合感染正在呈大面积的流行， 

而上海和江苏是呈零星个别混合感染，尚未形成规 

模流行。两种疾病单独发病则以江苏的PRRS为最 

高，已经形成规模流行，但尚未引发CSF和PRRS 

的规模混合感染流行，因此应针对此流行现状，采 

取相应必要的防治措施。另外，因为呼吸道和繁殖 

障碍疾病两种疾病的病原复杂多变，所以在本试验 

所表现为单发 PRRSV阳性、CSFV阳性的组织病料 

中也可能还存在其他致病因素，尚需在进一步的实 

验中验证。 
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