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摘要:根据猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)美洲型标准株(A TCC V R - 2332)的部分 O RF6及

O RF7保守序列和已发表的猪圆环病毒株 PCV - 2(DQ195679)的 O RF - 2基因保守序列 ,设计合

成了 2对特异引物 ,分别扩增出大小为 426 bp和 631 bp特异性基因片段 ,通过优化 RT - PCR和

PCR条件 ,最终建立了可同时检测 PRRSV 和 PCV - 2的复合 PCR诊断方法。应用此方法分别对

河南省不同地区送检的 15 头份病 、死猪的血清 、淋巴结 、肺 、肝等组织进行检测 , 结果 8 头份

PRRSV阳性 ,5头份 PCV - 2阳性 ,其中 3头份 PCV - 2 和 PRRSV 同时为阳性 ,其余猪为阴性 ,

健康猪对照样品全部阴性 。结果表明 , PRRSV 和 PCV - 2复合 PCR诊断方法具有高度特异性和

敏感性 ,可用于兽医临床诊断 。
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Abstract:Based on conserved sequences in O RF6 and ORF7 fragments of PRRSV Am erican st rain

(ATCC V R - 2332) and that in O RF2 o f PCV - 2(DQ195679)st rain , tw o pai rs of specific primer s

were respectively designed , through opt imizing of RT - PCR and PC R condi tions , multiplex PC R

fo r detection of PRRSV and PCV - 2 w as established. Fif teen org an sam ples from dif ferent farm s

of Henan province we re respect ively detected by the duplex PC R , out of w hich eight w ere PRRSV

positive , five we re PCV - 2 posit ive , three we re bo th PRRSV and PCV - 2 positive , the contro l

samples w ere negative , suggesting that the m ul tiplex PCR o f PRRSV and PCV - 2 w as a rapid ,
speci fic and sensi tive diagno st ic method.

Key words:M ultiple x PCR;PRRSV ;PCV - 2

　　猪繁殖与呼吸道综合征(po rcine reproductive

and respirato ry syndrom e , PRRS)是由 PRRS 病毒

引起的猪的一种传染病 ,以母猪妊娠后期的早产 、流

产 、产弱胎 、死胎 、木乃伊胎为特征 ,仔猪主要表现呼

吸道症状及断奶后死亡率升高等特点[ 1] 。该病首先

爆发于美国 ,现已传播到世界各地 ,给养猪业造成了

巨大的经济损失 。断奶仔猪多系统衰竭综合征

(PMWS)是新近发生的一种传染病 ,与猪圆环病毒

Ⅱ型(PCV - 2)的感染有关
[ 2]
。血清学检测表明 ,

PCV - 2在我国猪群中的感染非常普遍[ 3 , 4] ,由于该

 106 

2007年第 1期
DOI牶牨牥牣牨牭牴牫牫牤j牣cnki牣牨牥牥牬牠牫牪牰牳牣牪牥牥牱牣牥牨牣牥牫牫



病毒能引起免疫抑制导致继发感染 ,给养猪业带来

了重大的经济损失 , 尤其同其他猪的传染病 , 如

PRRS ,PR ,PP 等混合感染时危害更加严重[ 5] 。已

有研究表明 ,在猪病毒性繁殖障碍性疾病中 ,猪繁殖

与呼吸综合征(PRRS)和猪圆环病毒(主要是 PCV

- 2)的混合感染率更高
[ 6 , 7]

,而且在断奶仔猪多系

统衰竭综合征(PM WS)的病例中两者的混合感染

也非常严重[ 8] 。

PCR技术具有快速 、特异 、敏感和易于操作的

特点 ,在畜禽传染病的检测 、鉴别诊断方面已得到了

广泛应用 。而复合 PC R技术具有单联 PC R技术同

样的优点 ,又能一次反应同时检测鉴别多种不同病

原体 ,因此 ,更方便快捷。针对可引起猪免疫抑制病

的重要病原 PRRSV 和 PCV - 2 建立了一种复合

PCR检测方法 ,可在分子水平上对 PRRSV ,PCV -

2的混合感染进行早期快速诊断 。

1　材料和方法

1. 1　病毒株和细胞株

PRRSV H enan /05分离株 、PCV - 2 H enan /05

分离株 、Marc - 145细胞株和 PK - 15 细胞株由河

南农业大学兽医微生物室保存 。

1. 2　病料

采集河南不同地区猪场送检的流产与死产胎儿

的肺 、淋巴结 、脾和急性发病期的血清样品。

1. 3　主要试剂

RNA 提取 T RIZOL 试剂盒 ,购自 Promega 公

司;蛋白酶 K 、反转录酶 AMV , RNA 酶抑制剂 、

rTaq酶等 ,购自大连宝生物工程有限公司。

1. 4　病毒增殖

待 Marc - 145细胞长成单层后 ,接种 PRRSV ,

于 37 ℃,5% CO 2 条件下培养 3 ～ 5d ,当细胞出现

80%以上病变时 ,收获病毒悬液于 - 80 ℃保存 。待

PK - 15细胞长成单层后 ,接种 PCV - 2 ,于 37 ℃,

5%CO2 条件下培养 3 ～ 5d , 收获病毒悬液于 -

80 ℃保存 。

1. 5　引物设计

根据猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)美洲

型标准株(A TCC V R - 2332)的部分 ORF6 及

O RF7保守序列和已发表的猪圆环病毒株 PCV - 2

(DQ195679)的 ORF2基因保守序列 ,设计了扩增片

段分别为 426bp 和 631bp的 2对特异引物:PRRSV

(P1)5′- AAA GCC TCG TGT TGG G TG - 3′,

(P2)5′- TGA GGG TGA TGC TG T GAC - 3′;

PCV - 2(P3)5′- GGT TAC ACG GAT A TT G TA

GTC C - 3′,(P4)5′- CGT TAC CGC AGA AGA

AGA CAC - 3′。以上引物均由 TaKaRa 生物公司

合成。

1. 6　PRRSV RT - PCR

PRRS 病毒 RNA的提取方法按 RNA 提取 T r-

izol试剂盒说明书进行 。RT - PCR 反应条件为:

42 ℃反转录 1. 5h ;94 ℃灭活 5min 后进入 PC R;

94 ℃预变性 5 min , PCR 循环为 94 ℃ 30s , 56 ℃

30s ,72 ℃1 min , 33个循环后 72 ℃延伸 10 min。反

应结束后 ,1. 0%琼脂糖凝胶电泳检测 。

1. 7　PCV - 2 PCR

参照文献[ 3] 提取病毒 DNA 。PCR 反应条件

为:94 ℃预变性 5 min ;PCR循环为 94 ℃30 s ,56 ℃

30 s , 72 ℃1 min , 33个循环后 72 ℃延伸10 min 。反

应结束后 ,1. 0%琼脂糖凝胶电泳检测 。

1. 8　PRRSV 和 PCV - 2复合 PCR

在 25μL 反应体系中加入 PRRSV 和 PCV - 2

的上游 、下游引物(25-pm ol /μL)各 0. 5μL , PCV -

2的 DNA 和 PRRSV 的反转录产物模板各 4μL ;加

r Taq酶 10μL 后灭菌三蒸水补至 25μL。反应条件

为:94 ℃预变性 5m in ,随后作如下循环:94 ℃30s ,

56 ℃30s , 72 ℃ 1 min , 共 33 个循环 , 循环结束后

72 ℃10 min ,1. 0 %琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 9　复合 PC R的特异性与应用

分别提取 PCV - 2 , PPV 和 PRV DNA ,

PRRSV RNA 及正常 PK - 15细胞 、Marc - 145细

胞基因组 DNA ,应用复合 PCR分别进行扩增。同

时利用复合 PC R对 15份临床病料进行检测 。

2　结果

2. 1　PRRSV RT - PCR

RT - PCR扩增出目的 DNA 片断与预期大小

相当(图 1),经酶切鉴定后 ,亚克隆到 pGEM - T 载

体中测序 。序列分析表明 ,所克隆的目的 DNA 片

段大小为 426bp ,与 PRRSV V R - 2332病毒基因组

中 14 829 ～ 15 254之间的核酸序列同源性为 99%以

上 ,证明 RT - PC R产物为预期目的 DNA 片段 。

2. 2　PCV - 2 PCR

PC R扩增出目的 DNA 片断与预期大小相当

(图 2),经酶切鉴定后 ,亚克隆到 pGEM - T 载体中

测序 。序列分析表明 ,所克隆的目的DNA片段大

小为631 bp ,与 PCV - 2 的基因组中 1087 ～ 1 718

之间的核酸序列同源性为98 %以上 ,证明PCR产
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图 1　PRRSV RT- PCR产物

物为预期目的 DNA 片段。

图 2　PCV - 2 PCR产物

2. 3　复合 PCR

利用引物 P1 ,P2 ,P3和 P4同时在一个 PCR反

应体系中按本文 1. 8的方法成功地扩出了 PRRSV

基因组中的 426 bp和 PCV - 2基因组中的 631 bp

2个片段 ,同时利用这 2对引物分别对已知的 PCV

- 2和 PRRSV 样品进行扩增也只扩增出了相应的

DNA 片段 ,结果见图 3 。

图 3　PRRSV与 PCV - 2 的 PCR产物

2. 4　复合 PCR特异性与应用

复合 PC R仅扩增出 PRRSV 和 PCV - 2 目的

DNA 片段 ,而对其他基因组不扩增;应用该方法分

别对河南省不同地区送检的 15头份病死猪的淋巴

结 、肺 、肝等组织进行检测 ,结果 8头份 PRRSV 阳

性 ,5头份 PCV - 2 阳性 ,其中 , 3 头份 PCV - 2和

PRRSV 同时为阳性。

3　讨论

流行病学资料表明 , PRRSV 和 PCV - 2 在我

国猪群中感染率非常高 ,而 PRRSV 和 PCV - 2的

混合感染情况也十分严重 。据报道 , 美洲株

PRRSV 血清阳性率达 40%～ 50%[ 9] , PCV - 2 血

清阳性率达 42%～ 95%[ 4] ;PRRSV 阳性率分别为

12. 5%～ 22. 58%
[ 9]
和 71%

[ 6]
,PCV - 2阳性率占到

样品总数的 57. 9%[ 6] 。在对患呼吸道疾病的病料

检测中 , 2种病毒混合感染率达 47. 4%[ 6] ;在对猪繁

殖障碍性疾病病料检测中 , 2种病毒混合感染率达

31. 2%
[ 7]
。最近 ,杨汉春教授对不同地区规模化猪

场死亡猪只 57份病料的检测结果中发现 , PRRSV

与 PCV - 2 混合感染率达到 54. 4%。这说明 ,

PRRSV 和 PCV - 2混合感染十分普遍。因此 ,建

立 PRRSV 和 PCV - 2复合 PC R诊断方法是非常

适用的 。

本方法在引物设计过程中 ,除考虑避免引物二

聚体外 ,还优先考虑所扩增片段的保守性 ,保证了该

方法在临床应用中即使发生毒株变异 ,也能够准确

诊断;在复合 PCR反应体系中 ,同时含有 2 对或 2

对以上引物和模板时 ,反应总是有利于片段较小的

一方 ,即短片段优先扩增的原理。依据这一原则 ,

本方法扩增的 2个片段大小分别为 426 bp 和 631

bp ,所扩增的 2 条片段大小比较接近 , 这使复合

PC R产物的产量高而便于结果观察。本方法依据

单联 PCR反应条件确定复合 PCR最佳条件时 ,选

取较高的退火温度 ,以提高扩增产物的特异性 ,结果

表明 ,这一措施是比较理想的。试验对 15头份可疑

病料进行检测 ,复合 PC R与单联 PCR检测结果一

致 ,说明复合 PCR与单联 PCR具有相同的灵敏性 。
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畜禽粪便无害化处理技术探讨

马　强 ,白献晓 ,魏凤仙 ,邢宝松
(河南省农业科学院 畜牧兽医研究所 , 河南 郑州 450002)

中图分类号:S851　　文献标识码:B　　文章编号:1004 - 3268(2007)01 - 0109 - 03

　　近年来 ,畜牧业发展异常迅猛 ,已成为农村经济

的支柱产业。但在发展的同时 ,畜牧业的污染问题

非常严峻 ,已引起全社会的高度重视。如何处理畜

禽粪便 ,变废为宝 ,实现畜牧业的可持续发展 ,是科

技工作者和社会各界面临的重大课题。

1　畜禽养殖污染的现状

粪尿污染是无公害畜产品生产的最大危害之

一。我国畜禽养殖业每年平均产生粪便约 17. 3

亿 t ,是每年排放工业固体废弃物(约 6. 34 亿 t)的

2. 7倍。特别是近年来 ,畜禽养殖从农户分散养殖

转向规模化养殖后 ,导致农牧脱节 、粪污密度增加 。

以年出栏 1万头育肥猪的猪场为例 ,其每天产生 73t

污水;而饲养量为 1000头的奶牛场 ,年产粪尿 1. 1

万多 t ;1个 20万只的蛋鸡场 ,仅成年鸡每天就要产

生鸡粪近 20-t。畜禽粪尿中含多种污染物 ,主要包

括粪尿厌氧分解产生的硫化氢 、氨 、醇类 、酚类 、酰胺

类 、胺类和吲哚等有机物 ,以及大量的病原菌 、微生

物等 ,这些污染物对环境造成了严重威胁。一些大

中型畜禽养殖场 ,还分布在人口较为集中的大 、中城

市周围 ,不少粪污直接排入池塘 、渠道 、河流 ,造成水

体富营养化。目前 ,国家有关部门开始着手治理养

殖场污染问题 ,但还缺乏必要的污染防治措施;大多

数养殖场对环境治理投入不足 ,往往形成了在污染

问题出现后才寻求对策的被动局面。

2　粪污无害化处理技术

养殖场的畜禽粪尿及污水若处置不当 ,不仅对

土壤 、水体 、大气产生严重的污染 ,而且还严重危害

人类的健康和畜禽养殖业的生产安全 。

2. 1　肥料化技术

2. 1. 1　土地还原法　畜禽粪便还田是我国传统农

业的重要环节 ,在改良土壤 、提高农作物产量方面起

着重要的作用 。土壤在获得肥料的同时净化粪便 ,

节省了粪便的处理费用 。凡是周围有农田的畜禽养

殖场 ,都宜尽最大可能将粪便及污水就地用于农田 ,

以较低的投入达到较高的生态 、社会和经济效益。

但是 ,畜禽粪便作为有机肥直接施用 ,其最大的障碍

是含水量高 、有恶臭 ,而且氨的大量挥发造成肥效降

低 ,病原微生物还会对环境构成威胁 。土壤的自净

能力有限 ,施用过多粪便容易造成污染;鲜粪在土壤

里发酵产热及其分解物对农作物生长发育都有不利

影响 ,所以施用量受到很大的限制。鲜粪的利用 ,还

受季节的影响 ,淡季往往没法及时 、充分地利用 ,需

收稿日期:2006 - 10 - 20

作者简介:马　强(1977 -),男 ,河南南阳人 , 助理研究员 ,本科 , 主要从事畜牧科技工作。

[ 3] 　周继勇 ,陈庆新 ,叶菊秀 , 等.猪圆环病毒 2 型感染的血

清学分析[ J] .中国兽医学报 , 2004 , 24(1):1 - 3.

[ 4] 　郎洪武 , 张庆川 ,吴发权 , 等.断奶猪多系统衰弱综合征

血清抗体检测[ J] .中国兽医科技 , 2000 , 30(3):3 - 5.

[ 5] 　Ellis I , Clark E , H aines D , et al. Po rcine circovirus - 2

and concurrent infections in the field[ J] . V et M icrobi-

ol , 2004 , 98(2):159 - 163.

[ 6] 　芦银华 ,许立华 ,华修国 , 等.猪圆环病毒 2 型及猪繁殖

与呼吸综合征病毒的快速检测[ J] . 中国病毒学 , 2003 ,

18(2):l84 - l86.

[ 7] 　许立华 , 王玲 ,芦银华 , 等. 三种猪繁殖障碍性病毒混

合感染的分子生物学调查[ J] .中国兽医科技 , 2004 , 34

(7):40 - 43.

[ 8] 　Pallares F J , Halbur P G , Pprie ssnig T , et al . Po rcine

circovirus type 2(PCV - 2)coinfections in US field ca-

ses o f po stweaning multisystemic w asting syndrome

(PM WS)[ J] . J Vet Diagn Invest , 2002 , 14(6):515 -

519.

[ 9] 　高显明 ,高步先 , 籍玉川 ,等. 我国部分地区猪繁殖与呼

吸综合征的调查与分析[ J] . 动物医学进展 , 2005 , 26

(6):89 - 91.

 109 

河南农业科学


