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PCR快速检测伪狂犬病病毒野毒感染 
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(南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室，江苏南京 210095) 

Establishment and Application of PCR to Detect W ild-Type 

Pseudorabies Virus 

ZHOU Bin．SU Xin—ruing，ZHANG Su—fang，JIA Yun，CAO Rui．bing，CHEN Pu—yan 

(Key Laboratory ofAnimal Disease Diagnostic＆Immunology,Ministry ofAgriculture ofPeople’Republic ofChina．Nanjing 

Agricultural University,Na ing 210095，China) 

Abstract：In order to effectively differentiate between gene—deleted vaccine and wild—type isolates of 

Pseudorabies virus(PrY)，a PCR method，based on sequences of gE and gI of the PrV genome，was 

established after selection of the optimal reaction conditions．By applying this technique，the 848bp 

gene fragment was amplified from PrV RA strain，SH strain an d LA strain，respectively．The negative 

results were achieved from Bartha—K61，RK—l3，VS HC PRRS JE PPV and PCV2．Sequencing 

of the amplified products showed that the PCR method was specific．The sensitivity of PCR reached tO 

5pg DNA of PrV RA strain．We applied the PCR method to detect 172 tissue samples from 37 pig farms 

in Jiangsu，An’hui，Zhejiang，Fujian and Shanghai during 2003—2004，wild—type isolates of PrV were 

found in 35 tissue sam ples(20．34％)and l 5 pig farms(40．54％)．PrV distributed widely in naturally 

infected pig’S tissues including brain，liver,spleen，kidney,lung and lymphnodes．The PrV positive 

detection rate in lymphnodes was the highest in all tissues examined and reached 83．33％．The 

established PCR method provided a more sensitive，specific and reliable method to rapidly detect 

wild—type PrV and epizootic study of PrV． 
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摘要：根据已发表的伪狂犬病病毒 (PrV)gE、gI基因的序列，设计并合成了一对引物，以PrV容A株细胞培养 

毒为模板，筛选最佳反应条件和试剂工作浓度，建立了区分 PrV野毒株和疫苗弱毒的鉴别PCR方法。该方法能 

从 PrV容 A株 (RA)、上海株 (SH)、鲁 A株 (LA)中扩增出一条 848bp的片段，但 Bartha-K61株没有扩增出 

该片段。测序结果表明 PCR扩增产物和方法的特异性。对正常细胞与其它 6种引起猪病毒性疫病相关病毒进行 

检测，结果均为阴性，没有出现交叉反应。对 PrV容 A株细胞毒提取物 DNA进行检测，其最低检出量为 5pg。PCR 

对感染野毒的发病猪不同组织器官检测发现，淋巴结检出率最高，依次为脾、脑 (海马角)、肺、肾、肝等。对 

2003-2004年期间江苏、浙江、安徽、福建、上海等省市的37个大中型猪场送检的172份病料进行PCR检测病 

料阳性率为20．34％ (35／172)，猪场阳性率为40，54％ (15／37)。实验结果表明所建立的PCR技术可用于伪狂犬病 

野毒感染的快速鉴定和流行病学调查。 
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伪狂犬病病毒(Pseudorabies virus，PrV)是多种 

家畜和野生动物均可感染的一种疱疹病毒。猪是该 
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病毒贮存宿主和传染源，常常引起母猪出现繁殖障 

碍及初生仔猪大批死亡；成年猪则系隐性感染，长 
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期带毒排毒，严重影响种猪场生产及优良品种的推 

广，给养猪业造成极大的损失【”。自70年代中期以 

来，人工筛选的自然弱毒疫苗及基因工程缺失疫苗 

的广泛应用，对防制伪狂犬病作出重要贡献 J。这 

些疫苗的应用可以使猪免于发病，但不能阻止野毒 

的潜伏感染。此外，常规的血清学检测方法无法区 

分疫苗免疫猪和野毒感染猪。近年随着 PCR技术的 

建立和广泛应用，国内外许多学者将它应用于 PrV 

的检测rj咱J。我国早期使用的疫苗株(Bartha—K61)是 
一 基因缺失致弱株，在其基因组BamH 1-7片段中缺 

失了约 4kb的序列，此序列包括整个 gE和大部分 

序列。gE基因是 PrV的主要的毒力因子之一 ， 

但不是病毒复制所需的。90年代后欧美日等国规定 

只准含 譬E基因缺失的疫苗生产上市。也就是说 目 

前所用基因缺失弱毒疫苗基本上都带有 ge基因缺 

失。本实验根据缺失的 、g，序列设计了一对引物， 

建立了检测 PrV野毒株的PCR方法，应用该方法进 

行了猪场 PrV野毒的快速诊断和流行病学调查。 

1 材料和方法 

1．1 毒株与细胞 

PrV容A(RA)株购自中国兽药监察所，PrVBartha— 

K61株由哈尔滨兽医研究所惠赠，PrV鲁A(LA) 

株由山东农业大学范伟兴副教授惠赠，PrV 上海 

(SH)株由本实验室分离并保存，兔肾传代细胞株 

(RK一13)细胞株由青岛出入境检验检疫局中心实验 

室惠赠，用于病毒增殖。猪水泡性口炎病毒(Veswu~r 

stomatitis virus，VSV)、猪瘟病毒(Hog cholera virus， 

HCV)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(Porcine reproductive 

and respiratory syndrome virus，PRRSV)、猪乙型脑 

炎病毒(Japanese encephalitis virus，JEV)、猪细小病 

毒(Porcine parvovirus，PPV)和猪圆环病毒 2型 

(Porcine circovirus 2，PCV2)均为本实验室分离并 

保存之毒种，大肠杆菌DH5 a株由本实验室保存。 

1．2 细胞培养基、工具酶和主要试剂 

MEM培养液、新生牛血清购 自GIBCO公司； 

Taq DNA聚合酶，dNTPs，Mg抖，2×GC buffer II， 

分子量标准 DL2000、DL15000，限制性内切酶 Sal 

I、EcoR I，pMD18一T载体均购 自宝生物 (TaKaRa) 

大连有限公司，蛋白酶 K购自Promega公司。 

1．3 引物设计与合成 

根据 GenBank已公布的 PrV病毒核苷酸序列 

(登录号：BK001744)，设计 1对引物。上游引物(P1)： 

5 CCCTGGACGCGAACGGCACGATG3 ，位于 

PrV DNA基因组 123052bp 123074bp；下游引物 

rP21：5 GGGTGGCACGCGC}TCTCGAAGCA3 ， 

位于 PrV DNA基因组的 123899bp~123877bp，引 

物扩增片段的长度为 848bp，包括部分 和部分 

， 并跨越了 启动区。引物由上海博亚生物工 

程有限公司合成。 

1．4 病毒培养 

RK-13细胞经含 10％d~牛血清和双抗(青霉素 

100IU／mL、链霉素 1001xg／mL)的 MEM 培养液培 

养，待细胞长成 80％以上单层时，接种病毒液，37 

℃吸附 1 h，其间不时摇动使液面均匀地铺在细胞 

上，然后加含 2％小牛血清和双抗的MEM 维持液， 

37℃继续培养，在细胞病变达 80％以上时收获。 

1．5 PrV容 A株 DNA和送检样品 DNA的提取 

伪狂犬病毒容 A株 DNA的提取参照文献 所 

述方法进行，但略作改进。收获病变细胞冻融 3次， 

离心取上清500 加入蛋白酶 K(20mg／mL)和SDS 

至终浓度为 500rtedmL和 1％。55℃水浴 0．5h，酚、 

酚：氯仿、氯仿各抽提一次，吸取水相。无水乙醇 

沉淀后离心，沉淀经 70％乙醇洗涤，干燥后溶于 

20 TE中，一20~C冻存备用。采集疑似感染 PrV的 

病猪或流产胎儿的肝、脾、肺、肾、淋巴结、脑等 

组织，剪碎、研磨后加 PBS制成混悬液，按上述方 

法提取组织中的病毒 DNA。 

1．6 PCR扩增条件的优化 

对 PCR的引物浓度、dNTPs浓度及 PCR的退 

火温度、时间、循环参数等进行优化，筛选出 PCR 

扩增的最佳反应模式。 

1．7 PCR产物的克隆与测序分析 

按文献L9 所述方法将 PCR 产物片段克隆进 

pMD18一T载体中，挑取阳性菌落，提取质粒并进行 

酶切鉴定。将酶切鉴定为阳性的重组质粒进行测序 

(由大连 TaKaRa公司进行测序)。利用基因分析软 

件 DNAStar分析测序结果，将所测定基因序列与已 

公布的PrV基因序列比较。 

1．8 PCR的特异性和敏感性试验 

利用优化后的 PCR 扩增条件分别对试验毒株 

和对照毒株进行检测，确定鉴别 PCR的特异性。以 

上述 SDS．蛋白酶 K法抽提的 PrV容 A株的 DNA 

作为模板，用 GeneQuantpro核酸定量检测仪测其含 

量， 然后进行 1O倍系列稀释。采用优化后的 PCR 

反应体系进行扩增，检测其敏感性。 

1．9 PCR对送检样品的检测 

样品来源于 2003~2004年期间江苏、浙江、 

安徽、福建、上海等省市某些大中型猪场的发病猪。 

发病猪临床症状、病理剖检变化与伪狂犬病症状相 
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符，并用美国 IDEXX 公百J生产的伪狂犬病血清学 

鉴别诊断试剂盒 gE—ELISA检删其血清为阳性者 

取其肝、睥、帅、肾、淋巴结(包括J{自系膜淋巴结、 

预下淋巴结、腹股沟淋巴结)和雕J(海马角)等组织 

怍为梭榆材科．然后进行 PCR检删．确定小 组织 

中PrY野毒的检出率 将 2003～~2004年翊IhJ江．∞ 、 

浙江、安徽、福建、上海等省J}j的猪场送幢的 】72 

份病料制成混恳液，按 卜述介绍的方法提取 DNA 

进行PCR检删一 

2 结果 

2．1 PCR方法的建立 

通过对PCR反应条件与试剂的优化，确定了如 

下反应方案：反应总体积为 50pL．其一1i 2×GC 

buffer lI25pL、l0mmo]／LdNTPs 2,uL、40pmoL的 

引物 Pl、P!各 L、DNA模板 10pL、上离了水 

1O．5oL、Taq DNA聚台酶0．51ak(2 5U J l：述试剂 

混匀后，加 20pL矿物油覆盖。PCR反应 序为： 

96℃预变性5mj11，96℃变性 I nlin、70℃退火 l rain、 

72℃延伸 1 min，30个循砰：：最后 72℃延I1{i 10rain 

2 2 PCR扩增结果和产物的特异性分析 

应用所建 的疗法检测发现，际正常的RK细 

胞和Bartha～K6l株外，容 A 株、 垮株、鲁A株 

均能扩增出了 条 848bp 的片段．大小与设计州 

符 |兑明建寺的该 PCR方法能 区分 PrY野毒栋 

和瘦苗弱毒。客A株、上海株、曾A株的PCR扩 

增产物分别与pMDI8一T连接，转化人肠杆菌DH5a。 

挑取白包茁落．提取质粒用SalI与E．coR I酶剀分 

析．酶切结果表叫 3条基因片段均已止确插入进 

pMD1 8-T 载体 重组质粒分刑命稆为 pTRA、 

pTSH和 pTLA I訇 I) 测序豁定 c序列略，提交 

GenBank 获取 的登录 号 分别 为：AY683】34． 

AY683135．AY683136)后表明序列结 7文献报 

道 。致，从而 兑州 PCR扩增产物的特异性 

2．3 PCR检测 PrY的特异性和敏感性 

应用所建立的方法检删猪病毒-眺疾病相关的犒 

叠 
圈 1 酶切喀定 聚 

Fig I The results of RE analysis 

M t DLI5( mâ ef；I—pTRA(SktlI+Eco  ̈2t P PSiI SalI+ R1) 

3t pTLA(Salt+丘 RII 

毒如 HCV、PRRSV、PPV、VSV、JEV PCV2等 

病毒均为阴性结果 (罔．未示)．没仃出现交叉反 ． 

旺叫浚方法具有良好的特异性 将 知含量的 Prv 

容 A株 DNA，进行 l0倍系列稀释，当 PrY DNA 

模扳景为5pg时，PCR扩增仍能获得清晰 bl的条 

带，l而 什 板量为0 5pg时，PCR扩增的l 条带 

清晰 (图2) 

『刘2 PCR捡删PrY模饭DN̂  灯敏感r． 

Fig 2 Tile sensitivity of PCR for detectkm ol PrV DNA 

M ·DI一2(x Hl Marker：1．5(~ng DNA：2，5ng DNA：3 5flOpg DN^：4 51tpg 

DNA．5．5pgDNA；6 l】5pg DNA：7．(J OSpg DNA 

2．4 PCR对各种样品的检测结果 

2．4．1 PCR 枪测伪狂尺稿 n然发病撕 川划织 

}的结果：从临床症状渗断为疑似伪狂犬病的自然 

发病特采血清，用 PE—ELISA试剂盒俭删为 肚fl"S 

猪中．墩 15头病猪的确料进 PC R榆删，结果 l5 

头精均存在野毒感染，通过对发病猜协测的不同 

位病料发现，淋 结榆出牢最高．其 依赦为胛、 

帅(海 5角)、Jj『lj、肾、肝等 

夜 I 然发墒猪小同 离抖一} 卦毒感染蚺 

Table I Results of different ti ssue S~LIIlp[es from Ihe natu rally 

v,'ild—type V inl~cted piglets tested by PCR 

i NT NT + + ． 

2 + + ＼ 1 + 一 

NI T ． 1 + ． 

4 一 NT - Nfr T 

j NT + r r 

6 - 十 } + 

-  NT + ． 盯  
一  NT N1 NT 
·  NT 十 } 

iI) 一 + 、1 + 

ii - NT NT + ． 

i 2 + NT 一 + 

I， + NT + + 

l4 NT - NT 、1- NI- + 

】5 ． + + 

⋯ 日g I 82 33” 62 51) 70IJ0 75 dXi 7 50 

I r 1II f319) (5， 。 I：l i q I2一 -j I 

Holes：+{PositiveI： ,：Negalive) Nol it-~l 

2．4 2 PCR检测临床送榆样l 的纷 ：埘2(R)3 6．I～ 

20044 31期I'N]711苏、浙汀、安敞、柏建、卜街等省 

T1丁的 37个大_}l型猪场送检的 1 72 f；，病料．庸_『fJ J'7 

迮 的 PCR方法进行椅测，站果35份痫科c 在 

野毒感染，阳。性率为20．34％(35／172)， 测到 】5 
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个猪场存在 PrV野毒株流行，阳性猪场率为 40．54％ 

(15／37)(表 2)。 

表 2 送检病料的伪狂犬病毒野毒感染检测结果 

Table 2 Results of clinical tissue samples tested by PCR 

3 讨论 

gE基因是 PrV的一种糖蛋白基因，对 PrV的 

复制是非必需的。目前，国际上防制伪狂犬病的主 

要措施是疫苗接种，基因缺失疫苗也成了目前预防 

控制伪狂犬病的主要手段，西方许多国家都依赖基 

因缺失疫苗进行免疫接种而制定了根除伪狂犬病 

的计划。由于 gE基因缺失疫苗在病毒侵入神经系 

统方面被认为比其它单个非必需糖蛋 白缺失苗更 

安全，同时gE一不会影响病毒的复制和中和抗体的 

产生，并且 gE是所有野毒株均表达的一类糖蛋白。 

因此 gE可作为标志基因，区别感染动物和疫苗接 

种动物，为剔除阳性的野毒感染动物，根除本病提 

供良好的前景，为此在检测中起着很重要的作用。 

国外已建立了 gE—ELISA鉴别诊断方法I1饥，但由于 

敏感性的原因，常常有感染野毒的猪 “漏网”。目前， 

在我国尚没有成熟、完善的 PrV野毒与疫苗弱毒的 

快速鉴别诊断方法。因此我们根据 目前我国大部分 

地区使用的基因缺失疫苗多为缺失了 譬E基因序列 

而设计了一对引物，建立了能够快速区分 PrV野毒 

的PCR方法。应用该方法能够检测到国内已分离到 

的容 A株、上海株和鲁 A株等野毒，但不能检测 

到已缺失了 gE基因的 Bartha—K61疫苗病毒。应用 

该方法可以进行 PrV野毒株的快速检测，对某猪场 

或某地区的 PrV野毒流行情况可以进行调查。 

PrV基因组全长 150kb，GC含量高达 72％，gE 

基因达 74．4％。如此高的GC含量给 PCR扩增造成 

了一定的困难。本实验初期，反应体系中加入常用的 

TaKaRa的 10×PCR buffer一直未能得到特异性的 

扩增片段，而改换用 2×GC bufferII后并提高退火 

温度，扩增稳定且扩增效率较高。 

本实验所建立的检测 PrV野毒的 PCR技术， 

具有高度的特异性和灵敏性，检测速度快，结果可 

靠，检测动物组织样品具有常规方法不可替代的优 

势，是检测动物组织样品中PrV的一种既简便快速 

又 准确 可靠 的好方 法 。应 用该 技术 对 l5 头 

gE—ELISA 试剂盒检测为阳性猪的不同部位病料检 

测，结果 l5头猪均查到被野毒感染，其中淋巴结 

组织检出率最高，为 81．82％。对 2003年 6月到 2004 

年 4月期间江苏、浙江、安徽、福建、上海等四省 
一

市的 37个大中型猪场送检的 172份病料，应用 

所建立的 PCR方法进行检测，结果检出 35份病料 

中存在 PrV野毒，阳性率为 20．34％，检测到 15个 

猪场存在 PrV野毒株流行，阳性猪场率为 40．54％。 

其中又以福建和安徽猪场伪狂犬病相对来说比较 

严重，说明伪狂犬病的防制还是一个应该值得重视 

的问题。基因缺失疫苗的使用虽然使猪免于发病， 

但不能阻止野毒的潜伏感染。猪场经野毒株感染 

后，恢复的猪群极易潜伏感染带毒，且潜伏感染猪 

不表现出症状。判断是否存在野毒潜伏感染只有扑 

杀一定比例的成年猪，采取三叉神经节组织应用建 

立的PCR鉴定是否存在 PrV野毒潜伏感染情况。 
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