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［摘　 要］ 　 为了解猪圆环病毒 ３ 型（ＰＣＶ３）在北京市不同区县猪场中的流行情况，研究建立 ＰＣＲ
检测方法，对来自北京市 ８ 个区县 ５６ 个养殖场的 １１７７ 份临床样品进行检测，并对获得的部分

ＯＲＦ２ 全基因序列进行遗传进化分析。 结果显示，ＰＣＶ３ 总体阳性率为 １． ０％ （１２ ／ １１７７），猪场阳

性率为 ８． ９％ （５ ／ ５６）。 对 ＰＣＶ３ 阳性样本进行 ＯＲＦ２ 基因测序及同源性比对，共测得 １２ 株 ＰＣＶ３
ＯＲＦ２ 全长基因序列，其中包括 ６ 株不同的 ＯＲＦ２ 全长基因序列。 结果显示，该 ６ 株序列之间的

核苷酸相似性为 ９７． ７％ ～ ９９． ５％ ，推导氨基酸序列的相似性为 ９７． ２％ ～ １００％ ；与参考毒株之间

的核苷酸同源性为 ９６． ０％ ～ ９９． ５％ ，推导氨基酸同源性为 ９２． １％ ～ １００． ０％ ；进化树显示北京毒

株属于 ＰＣＶ３ｂ 基因型。 试验表明，ＰＣＶ３ 在北京多个猪场呈现一定的流行趋势，流行毒株以

ＰＣＶ３ｂ 基因型为主。
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ｄｉｓｔｒｉｃｔｓ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｉｅｓ ｉｎ Ｂｅｉｊｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ＯＲＦ２ ｗｈｏｌｅ － ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＣＶ３ ｗａｓ １． ０％ （１２ ／ １１７７）， ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｉｇ ｆａｒｍ ｗａｓ ８． ９％ （５ ／ ５６）．
Ｔｈｅ ＯＲＦ２ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １２
ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ６ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＯＲＦ２ ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｗａｓ ９７． ７％ ～ ９９． ５％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｗａｓ ９７． ２％ ～１００％ ． Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ９６． ０％ ～９９． ５％ ， ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗａｓ ９２． １％ ～１００． ０％ ． Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｂｅｉｊｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ＰＣＶ３ｂ
ｇｅｎｏｔｙｐｅ． Ｔｈｅ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＣＶ３ ｈａｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｔｒｅｎｄ ｉｎ ｍａｎｙ ｐｉｇ ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｂｅｉｊｉｎｇ， ａｎｄ ＰＣＶ３ｂ
ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３；ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；ＯＲＦ２ ｇｅｎｅ；ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 猪圆环病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）是呈二十

面体对称、无囊膜的单股环状负链 ＤＮＡ 病毒，是目

前发现的可以自主复制的最小哺乳动物病毒［１］。
目前存在 ＰＣＶ１、 ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 三种血清型［２］。
ＰＣＶ３ 基因组长为 ２． ０ ｋｂ，其基因组共有 ３ 个开放

阅读框（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），分别编码与圆

环病毒同源的 ＲＥＰ 蛋白、Ｃａｐ 蛋白和一个特有的

ＯＲＦ３ 蛋白［３］。 Ｃａｐ 蛋白是 ＰＣＶ 的主要结构蛋白，
可以在动物体内诱导产生特异性免疫反应。 ２０１５
年 ６ 月，美国堪萨斯州立大学、爱荷华州立大学和

史密斯菲尔德的研究人员发现一种新型的圆环病

毒，命名为 ＰＣＶ３［４］。 随后，Ｓｔａｄｅｊｅｋ 等［５］ 对波兰境

内 １４ 个商品化猪场猪群血清作 ＰＣＶ３ 检测，首次证

实欧洲存在 ＰＣＶ３ 感染。 Ｋｗｏｎ 等［６］ 对韩国猪场的

猪唾液样品进行了 ＰＣＶ３ 检测，首次发现 ＰＣＶ３ 感

染与流行在韩国猪群也存在。 ２０１７ 年宋长绪课题

组对我国华南地区部分猪场进行 ＰＣＶ３ 的检测，并
报道了我国首例 ＰＣＶ３［７］。 何启盖课题组从 １１ 个

省份地区均检出 ＰＣＶ３，并表明可以从不同的组织

中检测到 ＰＣＶ３［８］。
为了解 ＰＣＶ３ 在北京地区不同猪场中的流行

情况，本研究拟通过建立 ＰＣＲ 方法，对 ２０１７ － ２０１８
年间北京地区不同猪场采集的样品进行 ＰＣＶ３ 检

测，并对扩增的 ＯＲＦ２ 全基因序列进行遗传进化树

分析，为北京地区防控 ＰＣＶ３ 提供科学依据。
１　 材料与方法

１． １　 主要试剂　 Ｔ Ｇｕｉｄｅ Ｓ３２ 磁珠法病毒 ＤＮＡ／ ＲＮＡ

提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ２ × Ｔｒａｎｓ Ｔａｑ － Ｔ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ、
ＧｅｌＳｔａｉｎ（ ＥＢ 替代染料）、５０ 倍 ＴＡＥ 电泳缓冲液

（１００ ｍＬ）、ＰＢＳ ｐＨ ７． ２ ｂａｓｉｃ（１ × ）、Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、
ＰＭＤ１８ － Ｔ 载体购自北京全式金生物技术有限公

司；Ｔｒａｎｓ１０ 感受态细胞购自生工生物工程（上海）
股份有限公司。
１． ２　 临床样品及毒株 　 采集 ２０１７ 年 ８ 月 － ２０１８
年 ７ 月期间北京市 ８ 个区县 ５６ 个养殖场的临床样

品，包括血清、扁桃体、淋巴结等，共采集 １１７７ 份。
ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 阳性质粒由河北农业大学惠赠。
ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ 核酸均由疫苗中提取，保存于

北京市动物疫病预防控制中心实验室。
１． ３　 样品采集　 对北京市种场、规模场、散户进行

随机血液抽样，流产、死胎以每窝取一只为原则进

行无菌剖检，分别采集扁桃体、淋巴结、肾、肺、脾组

织。 冷藏运输， － ２０ ℃冷冻备用。
１． ４　 ＰＣＶ３ ＰＣＲ 检测方法的建立

１． ４． １ 　 检测引物设计 　 ＰＣＶ３ 引物设计基于

ＧｅｎＢａｎｋ中已公布的 ＰＣＶ３ 全长基因序列，选取保

守区域设计 ＰＣＶ３ 检测引物（表 １）。

表 １　 ＰＣＶ３ 检测引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＶ３ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
引物名称 引物序列（５’ － ３’） ＰＣＲ 产物长度 ／ ｂｐ

ＰＣＶ３ － Ｆ ＴＴＴＣＣＧＣＡＴＡＡＧＧＧＴＣＧＴＣ

ＰＣＶ３ － Ｒ ＡＡＧＧＣＧＣＴＡＴＧＴＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＣＴ
３２６
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１． ４． ２ 　 ＰＣＲ 扩增 　 以提取的样品 ＤＮＡ 为模板

进行ＰＣＲ 检测，２５ μＬ 反应体系如下：Ｍｉｘ 反应液

１２． ５ μＬ，上游引物和下游引物各 ０． ２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

９ μＬ，ＤＮＡ 模板 ３ μＬ。 反应条件：９４ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ，３５ 个扩增循环（９４ ℃ 变性 ３０ ｓ，５５ ℃ 退火

３０ ｓ，７２ ℃延伸 ６０ ｓ），７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

１． ４． ３　 电泳检测　 配制 １ ％琼脂糖凝胶，取 １０ μＬ

ＰＣＲ 产物进行电泳，凝胶成像仪观察结果，并取阳

性 ＰＣＲ 产物送生工生物工程（上海）股份有限公司

进行测序验证。

１． ４． ４ 　 灵敏度实验　 将合成的质粒进行 １０ 倍的

倍比稀释，由 １ ｎｇ ／ μＬ 稀释到 １ × １０ － ５ ｎｇ ／ μＬ ６ 个

梯度，以不同稀释度为模板，对扩增产物进行琼脂

糖电泳，以能检出清晰特异性条带的最大稀释倍数

为本方法的检测极限。

１． ４． ５ 　 特异性实验 　 利用 ＰＣＶ３ ＰＣＲ 检测方法，

同时扩增 ＰＣＶ２、ＰＣＶ３、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ 等 ＤＮＡ

模板，若只有 ＰＣＶ３ 扩增出 ３２６ ｂｐ 的条带，其他病

毒均未扩增出条带，并将扩增出的 ＰＣＶ３ 目的片段

的 ＰＣＲ 产物进行测序鉴定，测序结果若为目的片

段，可表明该 ＰＣＶ３ 引物具有高度特异性。

１． ５　 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因序列的测定

１． ５． １　 巢式 ＰＣＲ 引物设计 　 根据 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 片

段设计测序巢式 ＰＣＲ 引物，为保证测序结果准确性，

扩增产物均长于 ＯＲＦ２ 全长。 引物信息见（表 ２）。

１． ５． ２　 ＰＣＲ 扩增　 以 ＰＣＶ３ 检测阳性样本的 ＤＮＡ

为模板，ＰＣＶ３ － ＯＲＦ２ － Ｆ、ＰＣＶ３ － ＯＲＦ２ － Ｒ 作为

上下游引物，进行 ＰＣＲ 扩增，５０ μＬ 反应体系如下：

Ｍｉｘ 反应液 ２５ μＬ，上游引物和下游引物各 １ μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ，ＤＮＡ 模板 ４ μＬ。 反应条件：９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ，３５ 个扩增循环（９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５℃退

火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ７０ ｓ），７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

再以 ＰＣＲ 产物为模板，ＰＣＶ３ － ＯＲＦ２ － ｎ１Ｆ、

ＰＣＶ３ － ＯＲＦ２ － ｎ１Ｒ 作为上下游引物，进行 ＰＣＲ 扩

增，５０ μＬ 反应体系如下：Ｍｉｘ 反应液 ２５ μＬ，上游引

物和下游引物各 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ２２ μＬ，ＤＮＡ 模板

表 ２　 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 片段扩增引物

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＶ３ ＯＲＦ２

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

引物名称 引物序列（５’ － ３’） ＰＣＲ 产物
长度 ／ ｂｐ

ＰＣＶ３⁃ＯＲＦ２⁃Ｆ ＴＴＧＣＡＣＴＴＧＴＧＴＡＣＡＡＴＴＡＴＴＧＣＧ

ＰＣＶ３⁃ＯＲＦ２⁃Ｒ ＡＴＣＴＴＣＡＧＧＡＣＡＣＴＣＧＴＡＧＣＡＣＣＡＣ
１０７５

ＰＣＶ３⁃ＯＲＦ２⁃ｎ１Ｆ ＣＣＡＣＡＴＧＣＧＡＧＧＧＣＧＴＴＴＡＣ

ＰＣＶ３⁃ＯＲＦ２⁃ｎ１Ｒ ＧＡＴＡＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＴＣＣＣＴＡＣＡＧ
８３０

１ μＬ。 反应条件：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，３５ 个扩增循

环（９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ７０ ｓ），

７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

１． ６　 序列分析　 对 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 片段进行扩增，进

行 ＴＡ 克隆、 ＤＮＡ 测序后， 通过序列分析软件

ＭＥＧＡ ６． ０、ＭｅｇＡｌｉｇｎ 对 ＰＣＶ３ 的 ＯＲＦ２ 基因核苷酸

序列进行分析。 选取 ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的序列作为

参考，分析 ＯＲＦ２ 基因的遗传演化关系。

从 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 中选取 ５２ 株不同国家、不同

省份的 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 全长基因序列（表 ３）作为参

考，进行 ＯＲＦ２ 基因的分子特征及遗传演化分析。

２　 结果与分析

２． １　 ＰＣＶ３ ＰＣＲ 检测方法的建立

２． １． １　 ＰＣＶ３ ＰＣＲ 扩增　 使用设计引物，以质粒作

为阳性对照，对临床样本进行扩增，电泳后可以扩

增出 ３２６ ｂｐ 目的片段（图 １）。

２． １． ２　 ＰＣＶ３ 检测方法的灵敏度实验　 ＰＣＲ 扩增

及电泳结果显示，当质粒稀释到 １ × １０ － ３ｎｇ ／ μＬ能

检测出目的条带，１ × １０ － ４ｎｇ ／ μＬ 检测不到目的条

带（图 ２），本方法的灵敏度为 １ × １０ － ３ｎｇ ／ μＬ。

２． １． ３　 ＰＣＶ３ 检测方法的特异性实验 　 ＰＣＲ 扩增

及电泳检测结果显示，只有 ＰＣＶ３ 扩增出 ３２６ ｂｐ 的

条带， 其他病毒及阴性对 照 均 未 扩 增 出 条 带

（图 ３）。 随机 取 ＰＣＲ 阳 性 产 物 测 序， 经 ＮＣＢＩ

ＢＬＡＳＴ 比对，结果显示 ＰＣＲ 产物为 ＰＣＶ３ 片段，表

明 ＰＣＶ３ 检测方法使用的引物具有高度特异性。

·３·
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表 ３　 下载自 ＧｅｎＢａｎｋ 的 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 参考序列信息

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ
来源地 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

泰国 ＭＧ３１０１５２． １

美国 ＫＸ９６６１９３． １ ＫＸ８９８０３０． １ ＫＸ７７８７２０． １

巴西 ＭＦ０７９２５４． １ ＭＦ０７９２５３． １

俄罗斯 ＭＧ６７９９１７． １ ＭＧ６７９９１６． １

韩国 ＫＹ９９６３３８． １ ＫＹ９９６３３７． １ ＫＹ９９６３３９． １

意大利 ＭＦ１６２２９９． １ ＭＦ１６２２９８． １

中国 河北 ＭＦ１３９０８２． １ ＭＦ７６９８０５． １ ＭＦ４６０４４２． １ ＭＦ３１８４４９． １ ＭＦ３１８４４８． １

中国 河南 ＭＦ７６９８０９． １ ＫＹ３５４０４５． １

中国 江苏 ＭＦ７６９８０７． １ ＭＦ７６９８０６． １

中国 广西 ＭＧ２５０１８４． １ ＭＧ２５０１７９． １ ＭＧ２５０１７８． １

中国 北京 ＭＦ３１８４５３． １

中国 福建 ＫＹ９２４４７４． １ ＫＹ９２４４７３． １ ＫＹ９２４４７５． １ ＫＹ３５４０４４． １

中国 湖北 ＫＹ３５４０７０． １ ＫＹ３５４０６９． １

中国 广东 ＫＹ４１８６０６． ２ ＭＦ０６９１１５． １ ＭＦ４０５２７５． １

中国 江西 ＭＦ５８９１３４． １ ＭＦ５８９１３２． １ ＭＦ５８９１０７． １ ＭＦ５８９１０６． １

中国 辽宁 ＫＹ３５４０４７． １ ＫＹ３５４０４６． １

中国 湖南 ＭＦ５８９１２６． １ ＭＦ５８９１２５． １

中国 重庆 ＫＹ０７５９９２． １ ＫＹ０７５９９１． １

中国 海南 ＭＦ４９６９８２． １

中国 上海 ＫＹ８６５２４３． １ ＫＹ８６５２４２． １

中国 安徽 ＭＦ０８４９９４． １

中国 山东 ＫＹ７７８７７７． １ ＫＹ７７８７７６． １

中国 长春 ＫＹ４２１３４８． １

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；２：阳性对照；３ － ５：部分临床样本

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

３ － ５：ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

图 １　 ＰＣＶ３ 临床样本 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＰＣＲ

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ６：不同稀释浓度质粒

（１ ｎｇ ／ μＬ ～ １ × １０ － ５ｎｇ ／ μＬ）；７：阴性对照

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ６：ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

（１ ｎｇ ／ μＬ ～ １ × １０ － ５ｎｇ ／ μＬ）； ７： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 ＰＣＶ３ 检测方法灵敏度实验

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＶ３ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

·４·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 １ 月第 ５４ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ４：依次为 ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ；

５：阴性对照；６：ＰＣＶ３ 质粒

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ４： ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ；

５： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ：６： ＰＣＶ３ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ３　 ＰＣＶ３ 检测方法特异性实验

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＶ３ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２． ２　 临床样品 ＰＣＶ３ 的 ＰＣＲ 检测　 本研究共检测

了 ２０１７ 年 ８ 月 － ２０１８ 年 ７ 月期间采集自北京市 ８
个区县的 １１７７ 份临床样品。 采集样品包括：死胎

４７ 只、流产 ５ 只、病死猪 ６ 只、血清 １０１９ 份、扁桃体

１００ 份。 养殖场包括：种场 ２７ 个、规模场 ６ 个、散户

１９ 个、屠宰场 ４ 个，共计 ５６ 个场户。 表 ４ 结果显

示，ＰＣＶ３ 检测场阳性率为 ８． ９％ （５ ／ ５６），样品阳性

率为 １． ０％ （１２ ／ １１７７）。

表 ４　 样品来源及 ＰＣＶ３ 检测结果

Ｔａｂ ４　 Ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ

ＰＣＶ３ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
区县
编号

采样
场数

阳性
场数

场阳
性率

样品
数

阳性样
品数

样品阳
性率

１ ２９ ４ １３． ８％ ６７７ １１ １． ６％
２ ３ ０ ０． ０％ １０５ ０ ０． ０％
３ １ ０ ０． ０％ ４ ０ ０． ０％
４ ４ ０ ０． ０％ １３３ ０ ０． ０％
５ ２ ０ ０． ０％ ９ ０ ０． ０％
６ ３ １ ３３． ３％ １１ １ ９． １％
７ ６ ０ ０． ０％ ９２ ０ ０． ０％
８ ４ ０ ０． ０％ ４６ ０ ０． ０％

屠宰场 ４ ０ ０． ０％ １００ ０ ０． ０％
合计 ５６ ５ ８． ９％ １１７７ １２ １． ０％

２． ２． １　 不同组织中 ＰＣＶ３ 检出情况　 根据采集临

床样品种类的不同，进行了统计分析（表 ５），养殖

场户总数为 ５８ 个场（户）。 结果显示，ＰＣＶ３ 只在血

清中检测出，组织样品中均未检测到 ＰＣＶ３。

表 ５　 不同样品 ＰＣＶ３ 阳性率

Ｔａｂ ５　 ＰＣＶ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ
样品
种类

场数
阳性
场数

场阳
性率

采集
样品数

阳性
样品数

样品
阳性率

死胎 ６ ０ ０． ０％ ４７ ０ ０． ０％
流产 ２ ０ ０． ０％ ５ ０ ０． ０％

病死猪 １ ０ ０． ０％ ６ ０ ０． ０％
血清 ４５ ５ １１． １％ １０１９ １２ １． ２％

扁桃体 ４ ０ ０． ０％ １００ ０ ０． ０％
合计 ５８ ５ ８． ６％ １１７７ １２ １． ０％

　 不同样品种类的统计中，包含重复统计的场户，故场数比实际多

２． ３　 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因的巢式 ＰＣＲ 扩增及变异分析

利用 ＰＣＲ 方法扩增 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 全长基因，使用

ＯＲＦ２ 引物（ＰＣＶ３ － ＯＲＦ２ － Ｆ、ＰＣＶ３ － ＯＲＦ２ － Ｒ）
未能扩增出 １０７５ ｂｐ 大小目的条带，使用巢式 ＰＣＲ
方法进行 ＰＣＲ 检测，产物经琼脂糖凝胶电泳扩增

出清晰 ８３０ ｂｐ 条带（图 ４）。

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；４ － ６：阳性样本的 ＯＲＦ２ 全长扩增

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ４ － ６： ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ４　 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 全长基因的巢式 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

２． ４　 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 序列分析　 本实验共测得 １２ 株

ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 全长基因序列，长度为 ６４５ ｎｔ，编码 ２１４
个氨基酸。 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件中 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方法分

析同源性，结果显示该 １２ 株序列之间的核苷酸相

似性为 ９７． ７％ ～ １００． ０％ ，１２ 株中有 ７ 株序列一

致。 ６ 株不同序列之间核苷酸相似性为 ９７． ７％ ～
９９． ５％ ；推导氨基酸序列的相似性为 ９７． ２％ ～
１００％ 。 与从 ＧｅｎＢａｎｋ 下载的序列相比，同源性为

９６． ０％ ～ ９９． ５％ ，推导氨基酸同源性为 ９２． １％ ～
１００． ０％ 。

·５·
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运用 ＭＥＧＡ ６． ０ 软件将本实验获得的 ６ 株不

同的 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因与从 ＧｅｎＢａｎｋ 下载的 ５２ 条

序列，使用 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 方法，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 计算

１０００ 次，绘制进化树（图 ５）。

图 ５　 依据 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因核苷酸序列绘制的进化树

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＶ３ ＯＲＦ２

·６·
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　 　 从进化树分析可看出主要分为两大亚群：
ＰＣＶ３ａ 和 ＰＣＶ３ｂ。 本实验所得 ６ 条序列及ＧｅｎＢａｎｋ
中 收 录 的 北 京 毒 株 ＰＣＶ３ － ＢＪ － １ ＿ ２０１６
（ＭＦ３１８４５３． １ ）、 俄罗斯毒株 ＰＣＶ３ － ＲＵ ／ ＳＭ１７
（ＭＧ６７９９１７． １）和 ＰＣＶ３ － ＲＵ ／ ＴＹ１７（ＭＧ６７９９１６． １）、
韩国 毒 株 ＰＣＶ３ ／ ＫＵ － １６０１ （ ＫＹ９９６３３７􀆰 １ ） 和

ＰＣＶ３ ／ ＫＵ －１６０２（ＫＹ９９６３３８􀆰 １）、美国毒株 ＰＣＶ３ －
ＵＳ ／ ＭＮ２０１６（ＫＸ８９８０３０􀆰 １）和 ＰＣＶ３ － ＵＳ ／ ＭＯ２０１５
（ＫＸ７７８７２０􀆰 １ ）、意大利毒株 ＰＣＶ３ － ＩＴ ／ ＭＮ２０１７
（ ＭＦ１６２２９９􀆰 １ ）、 巴 西 毒 株 ＰＣＶ３ － ＢＲ ／ ＲＳ ／ ６
（ＭＦ０７９２５３． １）处于一个大分支上属于 ＰＣＶ３ｂ 基因型。

其中 ＰＣＶ３ ＿ＢＪ＿２０１８ ＿０２０１、ＰＣＶ３ ＿ＢＪ＿２０１８ ＿
０２０９、ＰＣＶ３＿ＢＪ＿２０１８＿０２１１、ＰＣＶ３＿ＢＪ＿２０１８＿０２２０ 这

四条序列在一个小分支上，说明它们亲缘性非常接

近；ＰＣＶ３＿ＢＪ＿２０１８＿０９３５、ＰＣＶ３＿ＢＪ＿２０１８＿０２０５ 处于

一个大分支上，说明它们亲缘性较近；另外 ＰＣＶ３＿
ＢＪ＿２０１８＿０２０５ 与 ＰＣＶ３ ／ ＣＮ ／ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ － １５０ ／ ２０１６、
ＰＣＶ３ － Ｈｅｂｅｉ － ＢＤ２０１５、ＰＣＶ３ － Ｈｅｂｅｉ － ＢＤ２０１６ 处

于一个小分支上，说明其亲缘性更为接近。
３　 讨论与结论

ＰＣＶ３ 是近年来发现的新型病毒，各研究学者

的流行病学调查研究证明， ＰＣＶ３ 已在世界及我国

广泛蔓延。 本研究通过建立 ＰＣＶ３ 的 ＰＣＲ 检测方

法对北京地区 ２０１７ － ２０１８ 年采集的样本进行检

测，并对获得的 ＯＲＦ２ 序列进行遗传进化树分析，
了解北京地区的 ＰＣＶ３ 的流行情况，建立了 ＰＣＶ３
的 ＰＣＲ 检测方法，具有较强的特异性，灵敏度性可

达到 １ × １０ － ３ｎｇ ／ μＬ。 张志建立了猪圆环病毒 ３ 型

半巢式 ＰＣＲ 方法，该方法敏感性可达到 ５ × １０ － ３

μｇ ／ ｍＬ，阳性检出率可达到 ２７． ５％ ，与常规 ＰＣＲ 检

出率 ６． ２５％相比有着更强敏感性［９］。 本检测方法

的灵敏度与上述半巢式 ＰＣＲ 方法相近，说明本研

究建立的 ＰＣＶ３ 的 ＰＣＲ 检测方法灵敏度可以满足

检测需要。 本研究检测结果显示，北京市部分猪场

存在 ＰＣＶ３ 感染，所检测样品中 ＰＣＶ３ 总体阳性率

１． ０％，场阳性率为 ８． ９％。 何泌承对 ２０１４ 年 ２ 月 －
２０１７ 年 １１ 月全国 ２５ 个省、自治区和直辖市１５２ 个

猪场 ５０５ 份 样 品 进 行 检 测， 其 中 北 京 市 猪 场

阳性率为１１． １％ （ １ ／ ９ ）， 样 品 阳 性 率 为 １． ６％
（１ ／ ６１） ［１０］。 本研究检测阳性率情况与其基本相

符，可能由于其采集样品为病死猪组织，且样品数

量较少，阳性率与本检测数据相比稍高。 本研究只

在血清中检测到 ＰＣＶ３，且只在散户血清中检测到。
何启盖课题组在 １１ 个省份地区采集的脑、肺、淋巴

结、扁桃体、精液、血清中均检测到 ＰＣＶ３，检出率最

高的是大脑 ７３． ５％ ，而血清检出率仅为 ２８． ７％ ，其
他组织样本均比血清检出率高，说明 ＰＣＶ３ 具有组

织泛嗜性，可感染多种组织［８］。 可能由于本研究组

织病料采集于种场及规模场，采集范围较小，未能

在组织中检测到 ＰＣＶ３。 冯选榕（２０１７ 年）首次在

广西某市屠宰健康猪群内检出 ＰＣＶ３［１１］，本研究未

在北京市屠宰场内检测出 ＰＣＶ３，可能与屠宰场样

品数量和样品采集方法有关。 本研究只在北京两

个区县检测出 ＰＣＶ３ 阳性，未出现大范围感染的情

况，但由于感染区域方位相差较远，怀疑由不同传

染源传入北京，若不加强 ＰＣＶ３ 的防控工作，随着

散户猪群的流动极易扩大我市感染面积。
本研究由于 ＰＣＶ３ 阳性全部自血清中检测出，

在进行 ＯＲＦ２ 扩增时，由于病毒含量较少，未能扩

出目的条带。 而巢式 ＰＣＲ 具有特异性强和敏感性

高的特点，适合病毒含量较少的组织样品或细胞的

检测，因此本研究设计的 ＯＲＦ２ 巢式 ＰＣＲ 引物扩增

出了目的条带，并且扩增产物均长于 ＯＲＦ２ 的全

长，保证了下一步测序的准确性，为临床上 ＰＣＶ３
Ｃａｐ 蛋白的研究提供了更为灵敏的扩增方法。 本

研究获得了 １２ 条 ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因全长序列，但其

中有 ７ 条序列相似性为 １００％ ，该 ７ 条相同序列的

样品均采自同一区县，同一乡镇，考虑可能是同一

传染源。 尽管 ６ 株不同 ＯＲＦ２ 核苷酸序列存在一

定的变异，但有不同毒株的核苷酸之间产生了同义

突变，造成多条序列推导出的氨基酸序列相似性为

１００％ ，说明 ＰＣＶ３ 在进化过程中变异程度不大。
ＰＣＶ３ ＯＲＦ２ 基因遗传进化分析表明，ＰＣＶ３ 毒株主

要存在 ２ 个亚型，即 ＰＣＶ３ａ 和 ＰＣＶ３ｂ，与 Ｋｕ［８］ 和

Ｆｕｘ［１２］等的分型一致。 本研究获得的毒株均为

ＰＣＶ３ｂ 基因型。

·７·
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另外，湛洋等在疑似 ＰＤＮＳ 综合征病料中检测

到 ＰＣＶ２、ＰＣＶ３，并对 ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 的 Ｃａｐ 进行了

研究，发现 ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 的 Ｃａｐ 蛋白结构及抗原

性存在明显差异，因此推测 ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 间无交

叉免疫保护特性［１３］。 因此加快对 ＰＣＶ３ 疫苗研究

的步伐，对控制 ＰＣＶ３ 的流行是非常必要的。
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