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［摘　 要］ 　 为了解猪圆环病毒 ３ 型（ＰＣＶ３）在猪体中的组织分布情况，针对 ＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白基因设

计筛选出一对特异性引物和探针，通过对荧光 ＰＣＲ 引物、探针浓度进行优化，建立了基于 ＴａｑＭａｎ 探

针实时荧光定量 ＰＣＲ 技术的 ＰＣＶ３ 检测方法，并应用该方法对人工感染 ＰＣＶ３ 猪的多种组织器官进

行病毒含量检测。 结果显示，建立的 ＰＣＶ３ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法特异性较好且灵敏度高，可
检测低至 １ ｃｏｐｙ ／ μＬ 的 ＰＣＶ３ 病毒核酸量，而对其他几种常见猪病毒病原的检测结果均为阴性。
ＰＣＶ３ 主要存在于肺脏、淋巴结，在扁桃体和脾脏中有少量存在。 试验表明，所建立的荧光定量 ＰＣＲ
检测方法可用于 ＰＣＶ３ 的快速定量检测，对 ＰＣＶ３ 在猪体中的组织分布情况的研究为进一步揭示

ＰＣＶ３ 的组织嗜性和致病机理提供理论依据。
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ｐｒｏｂｅ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ＰＣＶ３ Ｃａｐ ｇｅｎｅ． Ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ， ａ
ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｏｆ ＰＣＶ３ ｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｐｉｇｓ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＣＶ３ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３， ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｌｏａｄ ａｓ
ｌｏｗ ａｓ ｌ ｃｏｐｙ ／ μＬ， ｗｈｉｌｅ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｖｉｒｕｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
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ｍａｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｉｇｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＣＶ３ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｌｕｎｇｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ， ａｎｄ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＰＣＶ３ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｏｎｓｉｌｓ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
ｏｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３ ｉｎ ｐｉｇｓ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｔｒｏｐｉｓｍ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＰＣＶ３．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ； ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　 　 猪圆环病毒 ３ 型 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３，
ＰＣＶ３）是近几年发现的一种新型的猪圆环病毒，基
因组全长 ２． ０ ｋｂ，为单链环状、无囊膜的 ＤＮＡ 病

毒，形态呈正二十面体形，ＧＣ 含量 ５０％ ，包含 ３ 个

主要开放阅读框（ ｏｐｅｎｉｎｇ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），与
其他圆环病毒科病毒具有类似的基因组结构，但衣

壳蛋白氨基酸序列同源性很低。 ＰＣＶ３ 与 ＰＣＶ２ 的

Ｃａｐ 蛋白同源性仅约 ３０％ ，且二者在 Ｃａｐ 蛋白抗原

表位上无任何同源性，表明这 ２ 种毒株之间不具有

交叉免疫保护特性。 ＰＣＶ３ 能引起猪的皮炎肾病综

合征、 繁殖障碍以及心脏和 多 系 统 的 炎 症 反

应［１ － ２］，与 ＰＣＶ２ 引起的临床症状极其相似，给临床

确诊带来一定的难度。 自 ２０１６ 年以来，ＰＣＶ３ 已在

多个国家猪群中相继被检测到［３ － ５］。 我国研究人

员通过大范围的检测发现，该病原在来自我国多个

省份的样品中也有检测到［６ － ７］。
本研究以临床分离的 ＰＣＶ３ 阳性组织毒感染

断奶仔猪，并通过建立的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法

研究 ＰＣＶ３ 在猪不同组织脏器中的感染情况，以期

为 ＰＣＶ３ 感染的诊断、预防和控制提供理论依据。
１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 ＰＣＶ３ 阳性组织毒悬液，采自湖北

某猪场一 ＰＣＶ３ 阳性猪，由国药集团动物保健股份

有限公司制备并鉴定； ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、猪细小病毒

（ＰＰＶ）、猪伪狂犬病病毒（ＰＲＶ）、猪繁殖与呼吸综

合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、猪流行性腹

泻病毒（ＰＥＤＶ）、猪传染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ），均
由国药集团动物保健股份有限公司鉴定和保存；大
肠杆菌 Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞，购自北京全式金生物

技术有限公司。
１． ２　 主要试剂　 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ 片段回收

纯化试剂盒、质粒小量快速提取试剂盒、病毒核酸

小量提取试剂盒、ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体和 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
试剂盒（探针法）均购自宝生物工程（大连）有限

公司。
１． ３　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立

１． ３． １　 引物及探针设计　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载多条

具有代表性的 ＰＣＶ３ 基因全序列，利用 ＤＮＡＳｔａｒ 生
物软件分析选出基因高度保守的核苷酸区域，然后

应用 Ｂｅｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎ 软件设计筛选出最佳引物和探

针组合，确定为本方法中所使用的引物和探针。 同

时设计一对扩增 ＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白基因的引物。
１． ３． ２　 定量标准品的制备　 取 ＰＣＶ３ 阳性组织毒

２００ μＬ，按病毒核酸小量提取试剂盒说明书提取病

毒核酸，用所设计的 ＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白基因引物对提

取的病毒 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 体系为 １０ ×
ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，ｄＮＴＰｓ ４ μＬ，上、下游引物终浓度

均为 ０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔａｑ 酶 ０． ５ μＬ，模板 ５ μＬ，补加无

菌无核酸酶水至 ５０ μＬ。 反应条件为：９５ ℃ ３ ｍｉｎ；
９５ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ４０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ（３５ ｃｙｃｌｅｓ）；７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经胶回收试剂盒纯化，连接至

ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体上，转化 Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞，
３７ ℃培养 １２ ～ １６ ｈ。 随机挑取若干单菌落接种于

５ ｍＬ ＬＢ ／ Ａｍｐｒ 培养液中，３７ ℃ 振摇过夜，提取质

粒。 按上述 ＰＣＲ 体系和条件进行鉴定，将初步鉴

定为阳性的重组质粒送生物公司测序。 测序鉴定

正确 后 作 为 ＰＣＶ３ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 阳 性 质 粒，
－ ２０ ℃保存备用。 经紫外分光光度计测定质粒

浓度（连续测定 ３ 次取平均值），计算出每微升所

含的 ＤＮＡ 拷贝数并进行 １０ 倍梯度稀释，取其中

１０１ ～ １０７ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性质粒作为定量标准品。
１． ３． ３ 　 反应体系的建立 　 参考宝生物 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
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Ｔａｑ 试剂盒说明书，用所构建的阳性重组质粒为模

板对荧光 ＰＣＲ 引物、探针浓度进行优化后确定反

应体系。
１． ３． ４　 标准曲线的建立　 以 １． ３． ２ 中制备的定量

标准品为模板，利用 １． ３． ３ 中确定的反应体系进行

荧光定量 ＰＣＲ 检测，得到相关标准曲线。
１． ３． ５ 　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的特异性 　 按照

１． ３． ３ 中确定的反应体系检测 ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＣＶ３、
ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ 等猪体常见

病原的核酸，并设阴性水对照组，从而确定该方法

的特异性。
１． ３． ６　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度　 将已计

算出拷贝数的阳性质粒梯度稀释至 １ ｃｏｐｙ ／ μＬ，按照

１． ３． ３ 确定的反应体系对所稀释的不同浓度阳性质

粒进行检测，以此确定该方法的检测灵敏度。
１． ４　 ＰＣＶ３ 在猪体中的组织分布研究

１． ４． １ 　 动物分组　 将 ５ 头 ２８ 日龄健康易感仔猪

随机分为两组，分别为 ＰＣＶ３ 攻毒组和空白对照

组，１＃、２＃、３＃猪为攻毒组，４＃、５＃猪为空白对照组。
１． ４． ２　 攻毒方法　 肌肉注射 ＰＣＶ３ 阳性组织毒悬

液 ２ ｍＬ、滴鼻 ８ ｍＬ，对照组按同样方法接种无菌生

理盐水，将两组试验动物隔离饲养，逐日观察。
１． ４． ３　 采样和检测 　 如试验猪攻毒后 ２８ ｄ 内死

亡，试验猪发现死亡的第一时间进行解剖。 攻毒后

第 ２８ ｄ，剖杀其余仔猪。 采集仔猪的脑、心脏、脾
脏、肺脏、扁桃体、肠系膜淋巴结、肺门淋巴结、腹股

沟淋巴结和颌下淋巴结的部分组织用于荧光定量

ＰＣＲ 检测。
２　 结果与分析

２． １　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立

２． １． １　 引物及探针设计　 本方法中所使用的引物

和探针序列信息见表 １。

表 １　 ＰＣＶ３ 荧光定量 ＰＣＲ 引物及探针序列信息

Ｔａｂ １　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｏｆ ＰＣＶ３

名称 序列（５’ － ３’） 扩增片段大小 ／ ｂｐ

上游引物 ＰＣＶ３ － Ｆ ＴＧＧＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＧＡＡＴＡＧＴＴＴＴ

下游引物 ＰＣＶ３ － Ｒ ＧＡＧＡＣＡＣＡＧＡＧＣＴＡＴＡＴＴＣＡＧＡＡＧ

荧光探针 ＰＣＶ３ － Ｐｂ ＦＡＭ － ＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＣ － ＢＨＱ１

９８

２． １． ２　 定量标准品的制备　 鉴定正确的阳性质粒

（图 １）经紫外分光光度计测定核酸浓度，按公式换

算成 ＤＮＡ 拷贝数为 ２ × １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 １∶ １０ 倍比

稀释后取 ２ × １０７ ～ ２ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性质粒作

为荧光 ＰＣＲ 定量标准品。
２． １． ３　 反应体系的建立　 优化后的最佳反应体系

为：上下游引物、荧光探针终浓度均为 ０． ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（２ × ） １０ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，补加

灭菌蒸馏水至总体积 ２０ μＬ。 反应程序为：９５ ℃预

变性 ３０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃ ３５ ｓ（收集荧光信号

ＦＡＭ），４０ 个循环。
２． １． ４　 标准曲线的建立　 本研究建立的 ＰＣＶ３ 荧

光定量 ＰＣＲ 检测方法在 ２ × １０１ ～ ２ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ

Ｍ：Ｔｒａｎｓ２Ｋ ｐｌｕｓⅡ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；

１：ＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白基因 ＰＣＲ 产物；２：阴性对照

图 １　 ＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白基因 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ
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的线 性 范 围 内 可 以 得 到 良 好 的 动 力 学 曲 线

（图 ２），且标准曲线较理想（图 ３）。 标准曲线方

程为Ｙ ＝ － ３． ２５７ｌｇＸ ＋ ３６． ３８８ （Ｘ 代表核酸拷贝

数，Ｙ 代表Ｃｔ 值），线性相关系数 Ｒ２为 １，扩增效率

为 １０２． ８％ ，说明本方法的检测误差较小，可信度

较高。

Ａ ～ Ｇ：２ × １０７ ～ ２ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的定量标准品；Ｈ：阴性水对照

图 ２　 ＰＣＶ３ 荧光定量标准品扩增曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＰＣＶ３ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ３　 ＰＣＶ３ 荧光定量标准曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＰＣＶ３

２． １． ５　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的特异性　 图 ４ 检

测结果显示，除 ＰＣＶ３ 外，对 ＰＣＶ１、ＰＣＶ２ 及其他几

种常见猪病毒病原的检测结果均为阴性。
２． １． ６ 　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度 　 荧光

定量 ＰＣＲ 检测到的最小病毒核酸量为 １ ｃｏｐｙ ／ μＬ，
Ｃｔ 值为 ３６． ９４。 检测结果见图 ５。
２． ２　 ＰＣＶ３ 在猪体中的组织分布研究 　 试验猪攻

毒后 ２８ ｄ 内均无死亡、无明显发病症状。 剖杀各

试验猪，采集脑、心脏、脾脏、肺脏、扁桃体、肠系膜

淋巴结、肺门淋巴结、腹股沟淋巴结和颌下淋巴

结的部分组织用于荧光定量 ＰＣＲ 检测。 结果显

示，空白对照组试验猪各组织检测均为阴性，攻
毒组试验猪部分组织检出 ＰＣＶ３ 阳性，病毒主要

存在于肺脏、淋巴结和脾脏中，在扁桃体中有少

量存在，在心脏和脑组织中均未检测到 ＰＣＶ３ 病

毒核酸（表 ２） 。

·９１·
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Ａ：ＰＣＶ３ 扩增曲线；Ｂ ～ Ｊ：ＰＣＶ１、ＰＣＶ２、ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ 及阴性水对照扩增曲线

图 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 特异性检测结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ａ ～ Ｇ：１ × １０６ ～ １ ｃｏｐｙ ／ μＬ；Ｈ：阴性水对照

图 ５　 荧光定量 ＰＣＲ 灵敏度检测结果

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

表 ２　 ＰＣＶ３ 在猪体主要免疫器官及部分内脏组织的分布情况

Ｔａｂ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ３ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｐｉｇｓ

脏器
各脏器质量 ／ ｇ Ｃｔ 值 核酸拷贝数 ／ （ｃｏｐｉｅｓ·ｇ － １）

１＃ ２＃ ３＃ ４＃ ５＃ １＃ ２＃ ３＃ ４＃ ５＃ １＃ ２＃ ３＃ ４＃ ５＃

肺脏 ０． ４８ ０． ４９ ０． ４９ ０． ５ ０． ４１ ２６． ３５ － ３６． ７６ － － ３． ７１ × １０６ ０ １． ３０ × １０３ ０ ０

脾脏 ０． ５３ ０． ５６ ０． ４２ ０． ５６ ０． ６９ ２６． ４６ ３６ ３７． ５８ － － ３． ０８ × １０６ ２． ０４ × １０３ ８． １２ × １０２ ０ ０

颌下淋巴结 ０． ５１ ０． ４５ ０． ３８ ０． ３４ ０． ３４ ２９． ７９ － － － － ２． ５４ × １０５ ０ ０ ０ ０

肺门淋巴结 ０． ３９ ０． ５４ ０． ４５ ０． ５５ ０． ５５ ２６． ８３ ３１． ３７ ２９． ２５ － － ３． １５ × １０６ ７． １８ × １０４ ４． ３３ × １０５ ０ ０

腹股沟淋巴结 ０． ４ ０． ４１ ０． ３８ ０． ４８ ０． ５５ ２９． ２７ ３２． ０５ ２９． ６５ － － ４． ７９ × １０５ ５． ６４ × １０４ ３． ７８ × １０５ ０ ０

肠系膜淋巴结 ０． ４９ ０． ６１ ０． ５９ ０． ４１ ０． ４３ ２９． ２３ － － － － ４． ０３ × １０５ ０ ０ ０ ０

扁桃体 ０． ５５ ０． ５８ ０． ６３ ０． ５３ ０． ４５ ３２． ５１ － ３７． １８ － － ２． ９７ × １０４ ０ ７． ３３ × １０２ ０ ０

心脏 ０． ５３ ０． ５１ ０． ５６ ０． ５８ ０． ６３ － － － － － ０ ０ ０ ０ ０

脑 ０． ４１ ０． ４４ ０． ３５ ０． ４６ ０． ５６ － － － － － ０ ０ ０ ０ ０

　 １＃、２＃、３＃为攻毒组猪，４＃、５＃为空白对照组猪；“ － ”代表检测结果为阴性

·０２·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 １１ 月第 ５５ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

３　 讨论与结论

病毒分离是实验室确诊特定病原体感染的经

典方法，但由于 ＰＣＶ３ 在 ＰＫ１５ 细胞、ＳＴ 细胞、Ｖｅｒｏ
细胞等细胞上均不产生细胞病变，目前仍未有研究

资料报道能够成功通过体外细胞培养分离到

ＰＣＶ３，而仅仅只是使用分子生物学检测方法检测

到 ＰＣＶ３ 病毒核酸的存在，并进行测序鉴定。 目前

对该病的研究还处于起始阶段，针对 ＰＣＶ３ 的预防

和控制还处于探索阶段。 常规 ＰＣＲ 检测方法简单

快速，但容易出现交叉污染，容易产生假阳性，而隐

性感染和混合感染的猪群中病毒含量可能并不高。
实时荧光 ＰＣＲ 方法操作简便、快速高效、具有较高

的敏感度和特异性，而且封闭性好、不需要后续处

理，大大降低了污染的可能性。 显著的优越性使得

该方法不仅在生物技术方面应用广泛，现今更作为

一种诊断方法应用于临床。 本研究结果表明所建

立的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法特异性好、敏感性高，
可用于 ＰＣＶ３ 的快速定量检测。

在本次研究中，虽然在 ＰＣＶ３ 人工感染猪体多

种组织器官中检测到了 ＰＣＶ３ 病毒的存在，但并未

引起明显的临床症状，这可能与攻毒病毒剂量较低

和该毒株毒力较弱有关。 同时，检测结果显示 １＃猪
的阳性组织中病毒含量较其余猪只高，而在临床观

察中 １＃猪曾有链球菌感染情况，说明当猪体状态较

弱或存在其他病原混合感染时可能更容易受 ＰＣＶ３
感染。 本研究人工感染 ＰＣＶ３ 猪体中，病毒主要存

在于肺脏、淋巴结，在扁桃体和脾脏中有少量存在，
显示出 ＰＣＶ３ 对猪体呼吸器官和免疫器官具有较

高的组织嗜性。 多项调查研究提示 ＰＣＶ３ 可能与

母猪繁殖障碍、猪皮炎肾病综合征（ＰＤＮＳ）、发热、
呼吸系统疾病以及多系统炎症相关，且还可能引起

新生仔猪先天性震颤和心肌炎等［８］。 因此对 ＰＣＶ３

在猪体中的组织分布情况的研究可为进一步揭示

ＰＣＶ３ 的感染途径、组织嗜性和致病机理等提供理

论依据。
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