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PRRSV变异株与普通株二重 RT-PCR
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摘要:参考GenBank 发表的猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)的 nsp2 基因序列 ,在 nsp2 大缺失

区下游的保守区设计了 1条下游引物 ,在小缺失区设计 1条上游引物 ,用于变异株的扩增 。在大缺

失区内部设计 1条上游引物 ,与变异株共用下游引物 ,用于普通株的扩增 ,建立了 PRRSV 变异株

与普通株二重 RT -PCR鉴别方法 。建立的 RT-PCR方法用于临床病料的检测 ,部分阳性结果测

序 ,变异株序列与报道的序列同源性在 97%以上 。结果表明 ,该方法特异 、快速 、简便 ,可以用于

PRRSV变异株和普通株的鉴别。
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Development and A pplication of A Duplex RT-PCR M ethod

to Differentiate the P RRSV Variant and Common S trains
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Abstract:Acco rding to the nsp2 gene sequence o f PRRSV s in GenBank , a dow nst ream primer

w as de signed in the conse rv ed region of the dow nst ream of larg e deletion of nsp2 and a upst ream

primer in the short deletion to amplify the variant strain.Common st rain w as amplif ied using a

upstream primer wi thin the large deletion and the same dow nstream primer to variant strain.A

duplex RT-PCR distinguish method to dif ferentiate the PRRSV variant and com mon strains w as

development .This method w as applied to test clinic sam ples.Part posi tive resul ts we re se-
quenced and show ed m ore than 97% homolo gous wi th the reported sequences.These results

show ed that this me thod w as speci fic , rapid and simple.This method could be applied to differ-
entiate the PRRSV variant and common strains.
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　　2006年 5月以来 ,我国南方地区部分猪场暴发

一种以高热 、呼吸困难 、高发病率和高死亡率为主要

特征的猪病 ,被称为高热综合征 ,随后逐渐扩散和蔓

延到北方各省 ,给我国养猪业造成了巨大经济损

失[ 1 , 2] 。经病原分离及分子流行病学分析 ,高热综

合征主要是由一种带有 nsp2 基因部分缺失的 、对猪

呈高致病性的猪繁殖与呼吸综合征病毒 PRRSV)

引起的 ,同时有圆环病毒 2型 、猪瘟病毒 、猪流感病

毒 、伪狂犬病毒等混合感染 ,并继发猪链球菌 、大肠杆

菌 、副猪嗜血杆菌 、沙门氏菌 、巴氏杆菌 、胸膜肺炎放

线杆菌 、附红细胞体 、弓形体等多病原混合感染和继

发感染而引起的一种急性热性传染性疾病[ 3 ～ 6] 。本

试验建立了一种快速 、特异 、简便的检测 PRRSV变

异株与普通株的二重 RT-PCR方法 ,并应用于河南和
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山西疑似高热综合征猪场的检测 ,旨在为高热综合征

的研究和防治提供依据。

1　材料和方法

1.1　试验毒株

PRRSV活疫苗(CH-1R株)购自哈尔滨维科生

物技术公司。

1.2　病料

主要为采自河南和山西发病猪场患猪的新鲜

肺 、脾 、腹股沟淋巴结 、脑及血清。

1.3　工具酶及试剂

To tal RNA 提取试剂盒 RNAiso Reagent 、反转

录酶 M-M LV 、RNA 酶抑制剂 、 rTaq DNA 酶 、

dN TPs 、DL2000 DNA M arker 、DEPC 等均购自宝

生物工程(大连)有限公司 。

1.4　病料的处理

所有接触 RN A的耗材 ,如剪刀 、镊子 、注射器 、

EP 管 、吸头 、匀浆器等均经 0.1%DEPC 水处理后

灭菌烘干 。取病猪的肺 、脾和淋巴结等组织约0.5g ,

剪碎 ,加 1m L 无菌 PBS 匀浆 ,倒入 1.5mL EP 管 ,

-70 ℃反复冻融 3次 , 8 000 r/m in离心 5 min , 取上

清液 。

1.5　病料组织总 RNA 的提取

取上述上清液(或血清)100μL ,按照 RNA 提

取试剂盒操作说明提取总 RNA ,最后病料 RNA 融

于 30μL DEPC 灭菌水 , 血清 RNA 融于 10μL

DEPC 灭菌水。〗

1.6　引物设计

参考 GenBank公布的变异株及普通株的 nsp2

基因序列以及文献[ 7 ～ 11]的报道 ,变异株上游引物

P1 位于第 1 个 3 个核苷酸的小的缺失突变区

(2 780 ～ 2782bp),下游引物 P3 位于整个缺失区下

游 ,普通株上游引物 P2 位于第 2个 87个核苷酸的

大的缺失区(2 933 ～ 3 019bp)内部 ,与变异株共用下

游引物。变异株和普通株预期扩增产物长度分别为

400bp 和 283bp。 引物 序 列 P1 :5′-GGT TCG-

GAAGAAACTG TCGGTGGT-3′;P2 :5′-GCAC-

CGCGGCG TAAGT TTCAGCAGG TG-3′;P3 :5′-

GAGCTGAGTA TT T TGGGCG TG T-3′,引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成 。

1.7　反转录(RT)反应

10μL 反转录体系:5 ×M-M LV Buffer 2μL 、

dN TP(10 mm ol/ L)0.5μL 、P 3 (10μmo l/L)1μL 、

RNase 抑制剂(40U/μL)0.25μL 、M-M LV 反转录

酶(5U/μL)0.25μL 、总 RNA5μL ,加 DEPC 灭菌水

至 10μL ,37 ℃水浴 1h ,即用或-70 ℃备用。

1.8　nsp2 基因的 PC R扩增

25μL PCR反应体系:10 ×PCR Buf fer2.5μL 、

dNTP (10mmo l/L)0 .5μL 、P1 、P2 、P 3(10μm ol/ L)

各 0.5μL 、rTaq酶 0.5μL 、cDNA 2μL ,加灭菌水至

25μL 。PCR 循环体系:95℃预变性 5min;94℃

30 s , 55℃ 30 s , 72℃ 30 s , 35 个循环;72 ℃延伸

5 min 。同时以猪瘟疫苗株和伪狂犬疫苗株为对照 ,

取 10μL 进行 1.0%琼脂糖凝胶电泳。

1.9　二重 RT-PCR的应用

将所建立的二重 RT-PC R用于临床发病猪病

料及血清 ,部分阳性结果回收测序 ,并同 GenBank

公布序列比对。

2　结果与分析

2.1　二重 RT-PCR方法的建立

以 P3 进行反转录 , 以 P1 、P2 、P3 进行二重

PC R ,结果从疑似病料中同时扩增出约 400bp 和

2 832bp片段 , PRRSV 活疫苗株扩出 283bp 片段 ,

疑似病料扩出 400 bp片段(图 1)。

M :DL2000 DNA 分子量标准;1:H 2O;

2:变异株;3:普通株;4:变异株+普通株

图 1　PRRSV变异株 、普通株的二重 RT-PCR

2.2　二重 RT-PCR的应用

共采集来自 13 个猪场的 79头猪的样品 ,共采

集样品 110份 ,其中血样 78份 ,病料 32份 ,包括肺

9份 ,脾 14份 ,淋巴结 8份 ,脑 1份 。结果 110份样

品中单一 PRRSV 变异株阳性有 36份 , PRRSV 变

异株 、普通株双阳性 2份 ,单一 PRRSV 普通株阳性

有 3份(表 1)。将其中5株变异株 ,1株普通株PC R

阳性测序 ,结果表明 ,变异株序列与 GenBank 公布

的变异株序列同源性均在 97%以上。普通株序列

与 GenBank公布的普通株序列同源性均在 91%以

上(序列略)。
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表 1　样品来源及 RT-PCR扩增结果

序号 来源 样品　　　
结果

变异株 普通株

1 山西长治 　5 份血样(母猪) 全部- 全部-
2 河南南阳 　3 份血样(仔猪) 全部+ 全部-
3 河南南阳 　3 份血样(仔猪) 全部- 全部+

4 山西长治 　13 份血样(1-8 仔猪+9-13母猪) 全部- 全部-
5 河南淇县 　12 份血样(1-10 母猪 , 11 , 12剖检仔猪) 7 , 9 , 10+ 全部-

　6 份病料(11 , 12 号肺脾淋巴结) 全部- 全部-
6 河南方城 　10 份血样(1-2 , 10 仔猪 , 3-9 母猪) 1 , 5+ 全部-

　3 份病料(10号肺脾淋巴结) 全部- 全部-
7 河南长垣 　3 份血样(公猪) 2+ 2+

8 河南新乡 　10 份血样(1-7 仔猪 , 8-10 剖检仔猪) 1 , 3 , 4 , 5 , 6 , 8 , 9 , 10+ 全部-
　9 份病料(8 , 9 , 10 号肺脾淋巴结) 全部+ 全部-

9 河南林州 　1 份血样(剖检活肥猪) - -
　3 份病料(剖检死肥猪肺脾 , 活猪脑) 全部+ 全部-

10 山西长治 　1 份血样(剖检活保育公猪) - -
　3 份病料(剖检活保育公猪肺脾淋巴结) 全部- 全部-

11 河南上蔡 　2 份血样(剖检肥猪) 全部- 全部-
　3 份病料(剖检 1 号活肥猪肺脾淋巴结) 全部- 全部-

12 河南孟州 　5 份血样(1-5号剖检肥猪) 全部- 全部-
　5 份病料(1-5号剖检肥猪脾) 2 , 3 , 4 , 5+ 全部-

13 山西沁水 　10 份血样(1-2 仔猪 , 3-10 母猪) 1 , 4 , 5 , 6+ 全部-
　注:“ +”为阳性 , “-”为阴性

3　讨论

由于高致病性 PRRSV 的变异较大 ,引物设计

十分困难 ,大多在 nsp2 缺失区的两端设计引物 ,由

电泳图或测序结果来判断是否是普通株或变异株 。

但由于缺失片段较小 ,共 90bp ,因此仅从电泳图上

较难区分 ,必须通过测序来确定 ,这对于临床大量检

测样品及对结果快速的需要难以满足[ 9 ～ 11] 。本试

验在分析大量的序列后 ,变异株上游引物选择第 1

个缺失突变区 ,下游引物选择第 2个缺失区下游保

守的区域 ,普通株上游引物选择在第 2个缺失区内

保守的区域 ,与变异株共用下游引物。这样反转录

时只需用一条下游引物 ,而在 PC R扩增时 ,由于变

异株上游引物的特异性 ,只能扩增出变异株 ,不能扩

增出普通株 ,而普通株的上游引物在大缺失区的内

部 ,因此只能扩增出普通株而不能扩增出变异株。3

条引物同时区分 2种毒株 ,可简化 RT-PCR操作条

件 , 减少干扰 , 而且变异株为 400bp , 普通株为

283bp ,从电泳图上容易区分 。因此本试验设计的

引物是合理的 ,建立的二重 RT-PCR鉴别方法能满

足临床快速 、特异 、简便的要求 。

从样品检测的结果看 ,变异株阳性比例远远高

于普通株 ,表明在高热综合征中 , PRRSV 变异株占

主导作用 。血清样品阳性率低于病料阳性率 ,在感

染后几天内 ,病毒血症仅维持几天 ,而组织中特别是

肺 、脾 、淋巴结中病毒含量高且维持时间长 ,因此组

织检测比血清检测病毒更为准确 、可靠 。
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