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摘  要: 根据高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)Nsp2 基因的缺失信息, 设计了 3 条特异

性引物, 以含高致病性 PRRSV Nsp2 基因的质粒 pMDNSP2 及普通 PRRSV VR2332 株 RNA 为模

板, 建立了快速诊断高致病性 PRRSV RT-PCR 方法。通过对临床组织病料的总 RNA 进行不同稀

释倍数检测, 结果表明该方法能从 0.265 pg 的总 RNA 中检测到 PRRSV 的基因, 说明敏感性高。

用该方法对猪瘟病毒(CSFV)、Ⅱ型圆环病毒(PCV-2)、伪狂犬病病毒(PRV)、链球菌(Streptococcus)、
副猪嗜血杆菌(Haemophilus parasuis)和大肠杆菌(Escherichia coli)同条件检测, 结果都为阴性。进

一步对 36 份疑似高致病性 PRRSV 临床组织病料细胞培养物、2 株 PRRSV 商品活疫苗以及 52 个

猪场所送检的 184 份临床样品进行了检测应用, 结果 36 份疑似高致病性 PRRSV 临床组织病料的

细胞培养物有 5 份样品为阳性且都为高致病性 PRRSV, 2 株 PRRSV 商品活疫苗为普通 PRRSV,  
52 个猪场中有 42 个猪场(123 份样品)呈阳性, 其中只有 1 份为普通 PRRSV。实验表明该方法能够

准确地鉴别诊断高致病性 PRRSV 和普通 PRRSV, 且具有快速、敏感和特异的特点, 具有临床实

用性。 
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Abstract: Based on the deletion information of high virulent PRRSV genome, 3 oligonucleotide primer 
were designed and synthesized. Specific and sensitive reverse transcription-PCR (RT-PCR) assays were de-
veloped for the detection of high virulent PRRSV. The sensitivity and specificity of RT-PCR assays were 
evaluated, the results showing that the detection limit of the assay was found to be 0.265 pg of tissue total 
RNA, and the protocol have no cross-reaction with classical swine fever virus, porcine circovirus type 2, 
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pseudorabies virus, streptococcus, haemophilus parasuis and Escherichia coli. Then 36 cell cultures, two 
PRRSV live vaccine strains and 184 clinical specimens from 52 farms were tested. Five PRRSV field iso-
lates were the high virulent PRRSV; two PRRSV live vaccine strains from normal PRRSV, and 123 speci-
mens from 42 farmer were positive (only 1 specimen was normal PRRSV). This RT-PCR method proved to 
be accurate differential diagnosis of the high virulent PRRSV and normal PRRSV with the characteristics of 
rapidity, sensitivity and specificity, and has a strong clinical relevance. 

Keywords: High virulent porcine reproductive and respiratory syndrome virus, RT-PCR, Differential diag-
nosis

猪繁殖障碍与呼吸道综合征(porcine reproduc-
tive and respiratory syndrome, PRRS)是由猪繁殖障
碍与呼吸道综合征病毒(PRRSV)引起的猪RNA病毒
病, 以母猪发热、厌食与流产、死产、木乃伊胎和
产弱仔猪等繁殖障碍以及仔猪的呼吸道症状和高死

亡率为特征 [1]。猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)
为有囊膜的单股正链RNA 病毒 , 属动脉炎病毒科
成员(Arterivirdae)[2]。根据基因的变异程度, 目前将
PRRSV分为 2 个不同的地理群[3]：以欧洲标准毒株

Lelystadvirus(简称LV)为代表的A群和以美国标准
毒株ATTC VR-2332 为代表的B群。1987 年首次在
美国报道了此病和发生以后, 猪繁殖与呼吸综合征
几乎传遍了世界其他养猪的国家[4]。1996 年郭宝清
等首次在国内疑似PRRSV感染的猪群中分离出
PRRSV, 从而证明了该病毒在我国的存在[5]。目前

我国将其定为二类传染病, 此病的存在, 对养猪业
造成了巨大的经济损失。 

2006年夏初, 浙江、江苏、江西、上海、湖南、
湖北等长江流域多个省市开始发生猪“高热病”疫

情, 继而广东、广西、福建、河南等多个省市也持
续暴发了该病, 至今该病已传到我国绝大多数养猪
地区, 导致猪大量死亡, 给养猪业造成了巨大的经
济损失[6,7], 并成为日前生猪与猪肉价格大幅上升的
最主要原因。农业部通过组织有关单位对“高热病”

疫情的调查研究 , 证实疫情主要是由高致病性
PRRSV变异株所引起。自 2006年夏发病以来, 到目
前该病还没有得到有效的控制, 为了有效控制该病
的发生, 建立一种快速、准确、敏感的病原检测方
法十分必要。本实验室自猪“高热病”疫情以来, 开
展了大量的工作, 分离得到了 5株高致病性PRRSV, 
完成了高致病性蓝耳病毒部分基因的测序 , 发现
Nsp2 基因与中国动物疫病预防与控制中心登录至
GenBank上的 4 条变异株基因序列Nsp2 基因的缺失

一致。根据Nsp2 基因的缺失信息和PCR技术原理, 
设计了 3 条特异性引物 , 建立了高致病性PRRSV 
RT-PCR快速诊断方法 , 并用该方法对临床样品进
行了检测。 

1  材料与方法 

1.1  酶和试剂 
RNA 抽提试剂 Trizol Reagent 购自 Invitrogen

公司; Frist Strand Synthesis Kit购自 TOYOBO公司; 
PCR试剂购自上海生工生物工程有限公司。 

1.2  引物设计 
通过本实验室测序的 5株PRRSV变异株Nsp2基

因(GenBank登录号分别是：EF471924, EF471926, 
EF460487, EF471921, EF471925)以及中国动物疫
病预防与控制中心登录至GenBank上的 4 条变异株
基因序列(GenBank 登录号：EF075945, EF112445, 
EF112446, EF112447)和国内PRRSV美洲株序列进
行同源性比较, 获得PRRSV变异株Nsp2基因的变异
信息(见图 1), 即：Nsp2 基因 2781 nt~2783 nt(以
GenBank登录号AY15031 的序列为准)和 2934 nt~ 
3020 nt出现缺失。根据PRRSV变异株Nsp2基因的缺
失信息, 借助DNAStar和Vector 3.0软件设计了 3条
引物(见表 1)。 

1.3  病毒分离 
36 份疑似高致病性 PRRSV 临床组织病料及血

液, 按文献[8]使用的方法接种 Marc-145细胞, 进行
PRRSV的分离。 

1.4  病毒和质粒 
PRRSV ATCC VR2332 株和含高致病性

PRRSV nsp2 基因的质粒pMDNSP2 (GenBank登
录号为EF471924), 分别由实验室保存和构建。 

1.5  总 RNA 的提取 
总 RNA 的提取按 Invitrogen 公司 Trizol Re- 
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图 1  高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒 Nsp2 基因缺失信息 
Fig. 1  The Nsp2 genic deletion information of high virulent PRRSV 

 
表 1  高致病性 PRRSV 诊断引物 

Table 1  Primer of high virulent PRRSV for diagnosis 

名称 Name 序列 Oligonucleotide 位置 Position 备注 Note 

P1 
 

TGTCCCYGCYCCGCGCAGGAAGG 
 

2696 nt~2717 nt(普通株) 
2694 nt~2716 nt(变异株) 

 
 

P2 CGCGTAGAACTGTGACAACAACG 2915 nt~2937 nt(变异株) PRRSV变异株的特异性引物 

P3 
 

GACARGGAGCTGCTTGATGACAC 
 

3200 nt~3222 nt(普通株) 
3109 nt~3131 nt(变异株) 

 

注：P1-P3引物对既能扩增 PRRSV普通株又能扩增高致病 PRRSV变异株, 扩增产物大小分别是 529 bp和 439 bp; P2-P3引物对只能扩增高致
病 PRRSV变异株, 扩增产物大小为 218 bp 
Note: Used P1 and P3 primer set, the 529bp and 439bp amplicons can be amplified for classic PRRSV and high virulent PRRSV respectively; 
used P2 and P3 primer set, only 218bp amplicon can be amplified for high virulent PRRSV 
 
agent试剂盒说明书操作。 

1.6  RT-PCR 扩增体系及条件 
反转录为 20 μL体系：Free RNase H2O 10 μL; 

5×RT Buffer 4 μL;10 mmol dNTPs 2 μL; Random 
primer 1 μL; ReverTra Ace 1 μL; RNase Inhibitor  
1 μL; 总 RNA 1 μL。反转录按以下条件进行：30℃  

10 min, 42℃ 60 min, 99℃ 5 min。PCR为 50 μL体

系：10×PCR Buffer(含MgCl2) 5 μL, 2.5 mmol dNTPs 
2 μL, P1/P2(25 μmol/L) 0.5 μL, P3(25 μmol/L) 0.5 
μL, Taq酶(2.5 U/μL) 1 μL, cDNA 1 μL, ddH2O 40 

μL。P C R反应按以下条件进行： 9 4℃  预变性 

5 min; 然后 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 30 s, 40个

循环; 72℃延伸 7 min。取适量扩增产物于 0.75％琼

脂糖凝胶上进行电泳。并将 RT-PCR 产物送上海生

工生物工程有限公司测序。 

1.7  敏感性试验 
提取高致病性 PRRSV 为阳性的组织病料总

RNA, 用紫外线分光光度法测得总 RNA 浓度为 
26.5 μg/mL, 将总RNA 10−1∼10−9梯度稀释, RNA浓
度分别为：2.65 μg/mL、0.265 μg/mL、26.5 ng/mL、
2.65 ng/mL、0.265 ng/mL、26.5 pg/mL、2.65 pg/mL、
0.265 pg/mL、0.0265 pg/mL, 用建立的RT-PCR方法
检测。 

1.8  特异性试验 
应用建立的方法对试验毒株的 RNA 进行

RT-PCR 扩增, 同时以 CSFV、PCV-2、PRV、链球
菌、副猪嗜血杆菌和大肠杆菌核酸模板作为对照 , 
检测其特异性。 
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1.9  检测样品 
检测样品分为 3类：即上述 36份疑似高致病性

PRRSV临床组织病料细胞培养物; 2株 PRRSV商品
活疫苗：猪繁殖与呼吸综合征活疫苗(CH-1R 株)活
疫苗 (生产批号 : 71910505216)和 Ingelvac PRRS 
MLV株(生产批号: 245-986)以及近一年来湖南省部
分猪场送检病猪的临床样品。 

2  结果 

2.1  特异性试验 
用建立的 RT-PCR 方法对 pMDNSP2 和普通

PRRSV ATCC VR2332 株的 RNA 进行扩增, 用 P1
和 P3 引物进行 PCR 扩增, PRRSV 普通株 ATCC 
VR2332可扩增出 529 bp条带, 高致病性 PRRSV扩
增条带为 439 bp(见图 2); 用 P2和 P3引物扩增高致
性 PRRSV, 可扩增出 218 bp 条带, PRRSV 普通株 
 

 
 

图 2  P1 和 P3 引物 RT-PCR 检测结果 
Fig. 2  RT-PCR detection results of P1-P3 primer 
1: PRRSV VR2332临床样品; 2: pMDNSP2; 3: PRRSV VR2332; 4: 阴
性对照; M: DNA Marker DL2000 
1: Clinical sample; 2: pMDNSP2; 3: PRRSV VR2332; 4: Negative 
control; M: DNA Marker DL2000 
 

 
 

图 3  P1 和 P3 引物 RT-PCR 检测结果 
Fig. 3  RT-PCR detection results of P2-P3 primer 
1: PRRSV VR2332; 2: 临床样品; 3: pMDNSP2; 4: 阴性对照; M: 
DNA Marker DL2000 
1: PRRSV VR2332; 2: Clinical sample; 3: pMDNSP2; 4: Negative 
control; M: DNA Marker DL2000 

ATCC VR2332 没有条带(见图 3), 而其他对照猪病
病原在相同位置无扩增条带。 

2.2  敏感性试验 
将高致病性PRRSV为阳性的组织病料总RNA 

10−1～10−9梯度稀释后, 用建立的RT-PCR方法检测, 
结果在 10−5稀释(总RNA浓度为 0.265 ng/mL), 即：
总RNA检测量为 0.265 pg总RNA时仍然可以扩增出
清楚的目的条带(见图 4)。 

 

 
 

图 4  临床组织病料不同稀释度检测结果 
Fig. 4  Sensitive analysis of different dilutions of clinical 
samples 
M: DNA Marker DL2000; 1:10−1; 2: 10−2; 3: 10−3; 4: 10−4; 5: 10−5; 6: 
10−6; 7: 10−7; 8: 10−8; 9: 10−9; 10: 阴性对照 
M: DNA Marker DL2000; 1: 10−1; 2: 10−2; 3: 10−3; 4: 10−4; 5: 10−5; 
6: 10−6; 7: 10−7; 8: 10−8; 9: 10−9; 10: Negative control 
 

2.3  样品检测的应用 
36 份临床疑似高致病性 PRRSV 的组织病料及

血液样品接种 Marc-145 细胞, 盲传 3 代后, 细胞培
养物用构建的 RT-PCR 方法进行检测, 结果只有 5
份组织病料接种的细胞培养物可检出 PRRSV 且都
为高致病性 PRRSV; 2株 PRRSV商品活疫苗为普通
PRRSV; 在湖南省 52个猪场送检的 184份临床疑似
病猪临床样品的检测中, 结果有 42个猪场(123份样
品)为阳性, 其中, 只有 1 份样品为普通 PRRSV, 另
10个猪场为阴性。 

3  讨论 

用于PRRSV诊断的方法主要有病毒的分离法、
血清学方法(IFA、ELISA、IPMA、SN)和RT-PCR等
方法[9]。血清学方法中IFA和ELISA方法应用较广泛, 
IFA方法需要荧光显微镜且结果通过肉眼观察 , 有
一定的主观性, ELISA主要用于检测抗体, 血清学方
法不能区分高致病性PRRSV和普通PRRSV。病毒分
离法是一种传统的检测方法, 但作者通过对 36份疑
似高致病性PRRSV临床组织病料用Marc- 145 细胞
进行病毒分离, 只有 5 份样品可分离到PRRSV, 而
这些样品经RT-PCR方法检测则均呈高致病性的
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PRRSV阳性。说明目前广泛用于 PRRSV分离的
Marc-145 对本病毒的易感性较差, 且病毒分离所需
时间长, 因此病毒分离法不适合用于该病的快速诊
断。因此, 根据高致病性PRRSV Nsp2基因的缺失情
况 , 建立了高致病性PRRSV的RT-PCR快速检测技
术。 

本实验根据高致病性 PRRSV Nsp2基因的缺失
信息, 设计了 3条引物, 以含高致病性 PRRSV nsp2
基因的质粒 pMDNSP2 和普通 PRRSV ATCC 
VR2332 株的 RNA 为模板, 建立了快速诊断高致病
性 PRRSV RT-PCR方法。通过特异性实验和敏感性
实验证明所建立的方法对 PRRSV特异性、敏感性强
且能够鉴别诊断高致性 PRRSV 和普通 PRRSV 毒
株。湖南省 52个猪场送检的 184份临床疑似病猪临
床样品的检测中, 结果有 42 个猪场(123 份样品)为
阳性, 阳性率为 66.8%, 其中, 只有 1份样品为普通
PRRSV, 表明 2006 年夏初以来,在“高热病”疫情
中流行的 PRRSV 毒株为高致病性 PRRSV。通过对
临床样品检测表明该方法能够准确地诊断高致病性

PRRSV, 且具有快速、敏感和特异的特点, 具有临
床实用性。 
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新辟栏目介绍 

 

 

生 物 实 验 室 
 

将原来“技术与方法”栏目改为“生物实验室”。刊发的文章主要侧重于从实验室科研人员的角度, 深

度报道使用某种仪器设备进行实验后所获得的最新结果, 交流由此衍生出的新技术新方法。希望此栏目能够

成为架起实验室与实验室, 以及实验室与仪器生产商之间联系的桥梁。 
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