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Abstract：Three pairs of primers P1/P2, P3/P4 and P5/P6 of porcine circovirus 2 were designed and 
synthesized to compare the sensitivity and specialization to amplify products of 404bp, 647bp and 1773 
bp. Optimum dilution of PK15 cell genome infected with PCV 2 was achieved with 10-6ng, 10-5ng to 
yield from the three pairs of primers. It was also confirmed that P1/P2 were 68.4% successful in 
detecting PCV2 in 57 swine samples from the province of Fujian, The other primers, P3/P4, P5/P6, were 
only 57.9% and 8.7% successful, respectively. We conclude that p1/p2 is the optimum primer pair for 
surveying incidents of PCV2 in pigs. 
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猪圆环病毒 (Porcine circovirus， PCV)为无囊

膜的单股负链 DNA 病毒，是目前发现的最小的动

物病毒，大小约为 17nm[1]。PCV 根据抗原性及基

因组的不同可以分为 PCV1 和 PCV2 两种基因型， 
PCV 1 分离自猪肾细胞系 PK15，它不致病，能够

在 PK15 中稳定存在而不形成细胞病变；PCV 2 对

猪有致病性，可引起猪断奶后多系统衰竭综合征

(PMWS)、猪皮炎与肾病综合征(PDNS)、断奶猪和

育肥猪的呼吸道疾病、猪的繁殖障碍等疾病。近年

来已成为严重危害我国养猪业的主要疾病之一。但

迄今为止市场上还没有商品化疫苗和特效药物防

治该病，并且该病有时呈亚临床感染，所以做好该

病的诊断显得尤为重要。 
PCV 1 基因组全长 1759bp ，PCV 2 基因组全

长 1767bp 或 1768bp [2，3]。序列比较表明 PCV 1 与

PCV 2 之间的核酸同源性只有 68％，而不同 PCV 2
毒株之间的同源性均为 96％以上[3]。由于 PCV 1 和

PCV 2 均不产生细胞病变，因此迫切需要建立一种

既敏感又特异的检测 PCV2 的方法。  

为此，国内外开展了大量相关研究，建立了病

毒分离、免疫荧光法、ELISA 方法、 免疫组化法

等方法，以及多种检测 PCV2 的 PCR 方法，如竞争

PCR、套式 PCR 和实时荧光 PCR 等[4~10]。与传统

方法相比，PCR 具有较高的敏感性和特异性。在这

些 PCR 方法中，普通的 PCR 方法仍然是最常见和

最普遍运用的诊断方法。然而，由于不同的引物之

间差别较大，使得 PCR 方法的特异性和敏感性各不

相同，因此用于诊断时往往容易出现假阴性的结

果。本文针对最常见的三种扩增 PCV2 的引物区域

设计和比较了 3 对引物的特异性和敏感性，优化了

PCV 2 的 PCR 诊断方法，这将有助于我国猪群

PCV2 疫情的监测，也能为控制该病的传播提供技

术支持。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料 

试验所用的样品来自福建省57个猪场发病猪的肺

脏和淋巴结。E coli DH5α由本实验室保存，DNAZol
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试剂盒购自 Invitrogen 公司，TaqDNA 聚合酶

（5U/uL）、10хBuffer、dNTP (25mmol/L)、PCR 回

收纯化试剂盒、pMD18-Ｔ载体、各种限制性内切

酶、DL-2000Marker 均购自 TakaRa 公司。其他常规

试剂均为分析纯。 
1.2  引物设计 

根据 GenBank 中发表的 PCV2 全基因序列

AY556473，选择不同的位置设计三对不同引物

P1/P2、P3/P4 和 P5/P6，对应于第 401-383/1717- 
1736，92-113/717-738h 和 441-467/447-420 位碱基，

分别扩增 404bp、647bp 和 1773bp 等 3 条大小不同

的 PCV 2 特异性序列。引物由上海生物工程公司合

成。 
1.3  模板的制备 

猪的肺脏和淋巴结，取 50mg 剪碎后加入 4 倍

体积的 10%PBS 研磨匀浆。匀浆液转移至 1.5mL 离

心管中，反复冻融 3 次后，10 000×g 离心 5min，取

100μL 上清液（细胞毒）于 1.5mL 的离心管中，加入

1mLDNAZol，倒置混匀，室温放置 3min，10 000×g
离心 10min；上清转移至另一离心管中，加入 500mL
无水乙醇，颠倒混匀，室温放置 5min，6 000×g 离

心 5min；沉淀用 1mL75%的酒精洗涤两次；最后用

40μL 的 8mmol/L NaOH 溶解，－20℃保存备用。 
1.4  病料的 PCR 扩增 

PCR 反应体系为 25μL 体积，反应体系中含 10
хBuffer2.5μL，dNTP 2μL，上游引物、下游引物各

0.5μL，rTaq 酶 0.2μL，模板 3μL，用灭菌超纯水补

足 25μL。PCR 扩增条件为：95℃变性 3min 后，按

95℃ 1min，58℃30s，72℃1min，共进行 30 个循

环。然后 72℃延伸 10min，结束后用 1%琼脂糖凝

胶电泳电泳观察结果。 
1.5  特异性试验、敏感性试验及样品检测 

分别调整上述 PCR 反应中的 PCR 扩增条件，

寻找每对引物的最合适条件，然后以我国福建省 57
份病料为例进行特异性和敏感性试验。 

2 结果与讨论 
2.1  PCR 扩增条件的筛选 

为获得三对引物最佳的扩增效果和最高的敏

感性，我们分别对三对引物的扩增条件进行了摸索

和调整，即运用正交法，梯度性地改变变性温度和

时间、退火温度和时间、延伸时间以及循环数等条

件，最终确定了 P1/P2、P3/P4 和 P5/P6 的最佳循

环扩增条件，分别为 95℃ 1min，58℃30s，72℃
1min，30 个循环；94℃ 45s，53℃1min，72℃1min，
30 个循环；94℃ 5min；94℃1min，56℃min，72
℃2min，35 个循环。在后续试验中均采用该相应

条件。 
2.2  特异性试验 

  以 PCV2、PCV1、猪瘟（CSFV）、猪繁殖与呼

吸综合征病毒（PRRSV）、猪伪狂犬病病毒（PRV）

和猪细小病毒（PPV）感染的 PK15 细胞提取的阳

性细胞毒 DNA 为模板，分别用三对 PCV2 的引物

进行 PCR 扩增。同时用正常健康猪和阴性 PK15 细

胞提取的 DNA 基因组作为阴性对照。结果发现用

三对 PCV2 引物均可以从 PCV 2 感染的细胞 DNA
中扩增出 404bp、647bp 和 1 773bp 大小的特异性条

带（图略），与预期条带大小一致，而 CSFV、PCV1、
PRRS、PRV、PPV、正常健康猪和阴性对照都没有

条带。这表明本研究所建立的 PCR 方法对 PCV 2
是特异的。 
2.3  敏感性试验 

以 PCV 2 感染的 PK15 细胞提取的 DNA 为模

板，用核酸测定仪确定其浓度为 100ng/mL, 然后从

100ng DNA 开始按 10 倍递增稀释至 10－9， 再分

别用三对引物进行 PCR 扩增，结果发现，引物对

P1/P2 和 P3/P4 可以检测出目的基因的最低 DNA 模

板量分别为 10-6ng 和 10-5ng，引物对 P5/P6 的检测

下限也可以达到 10-5ng，但已经非常难以分辨。所

以引物对 P1/P2 的效果最好。详见图 1。 
 

 
图 1  不同引物的 PCR 敏感性试验 

Fig.1  Sensitivity test of PCR by different primers 
A: P1/P2 primers. B: P3/P4 primers. C: P5/P6 primers. M, Marker; 1-9, 100ng to 10-6ng of PK 15 Cell DNA infected with PCV2 
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2.4  PCR 引物对在样品检测中的应用和分析 
分别用三对引物对我国福建省的 57 份猪淋巴

结等病料进行 PCV 2 的检测，结果用引物对 p1/p2
检测的阳性率为 68.4%，用引物对 p3/p4 检测的阳

性率为 57.9%，用引物对 p5/p6 检测的阳性率为

8.7%。这表明引物对 P1/P2 是这三对引物中敏感性

最高的一对引物，这一结果与我们 2.3 中的结果差

别较大。这可能与敏感性试验中样品的纯度较高有

关，而实际检测样品中的影响因素较多，所以扩增

片段越大的引物越难以扩增相应片段，导致扩增的

敏感性下降，以致引物对P5/P6的检出率只有 8.7%。

从这个结果可以看出，引物对 P1/P2 确实是三者中

最优化的引物对，非常适用于生产实践。由于条件

所限，优化得到的这对引物可能不是最好的扩增

PCV 2 的引物，但该引物对确实能大大提高了 PCR
的诊断能力，为大规模的进行 PCV 2 的流行病学调

查和监测提供了理论依据和技术支持。 
 同时对福建省猪样品的监测结果也表明，

PCV2 在该省流行非常严重，阳性率至少高达

68.4%，各养猪场都应做好 PCV2 的预防和控制。 
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