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  摘 要:
 

猪萨佩罗病毒(Porcine
 

sapelovirus,PSV)是引发猪腹泻的重要病毒之一。为开发一种能快速、准确检

测PSV的聚合酶链式反应检测方法,针对PSV的保守区3D基因设计了一对特异性引物,优化了聚合酶链式反应退

火温度,分析聚合酶链式反应检测方法特异性和灵敏度,并应用于猪场样品检测。结果表明:建立的聚合酶链式反

应检测方法可特异性扩增出PSV目的片段,对其他非靶标猪腹泻病毒则无条带产生,检测低限为5拷贝/μL;在浙

江地区采集的88个健康猪粪便样本中检测PSV阳性率为7.95%。该PSV聚合酶链式反应检测方法特异性强、灵
敏度高,可应用于PSV前期诊断和防控。
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  Abstract:
  

Porcine
 

sapelovirus
 

(PSV)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

main
 

viruses
 

that
 

cause
 

diarrhea
 

in
 

pig
 

herds.
 

To
 

establish
 

a
 

fast
 

and
 

accurate
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

detection
 

method
 

for
 

PSV,
 

specific
 

primers
 

were
 

designed
 

targeting
 

the
 

3D
 

conserved
 

region
 

sequence
 

of
 

PSV,
 

and
 

the
 

PCR
 

annealing
 

temperature
 

was
 

optimized.
 

The
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

the
 

established
 

PCR
 

detection
 

method
 

were
 

analyzed
 

and
 

applied
 

to
 

field
 

samples
 

on
 

pig
 

farms.
 

According
 

to
 

the
 

results,
 

the
 

established
 

PCR
 

detection
 

method
 

could
 

specifically
 

amplify
 

the
 

PSV
 

target
 

virus,
 

while
 

it
 

produced
 

no
 

bands
 

for
 

other
 

non-target
 

pig
 

diarrhea
 

viruses,
 

and
 

the
 

lower
 

detection
 

limit
 

was
 

5
 

copies/μL.
 

The
 

positive
 

rate
 

of
 

PSV
 

was
 

7.95%
 

in
 

88
 

healthy
 

pig
 

fecal
 

samples
 

collected
 

in
 

Zhejiang
 

province.
 

This
 

PSV
 

PCR
 

detection
 

method
 

demonstrates
 

excellent
 

specificity
 

and
 

sensitivity,
 

and
 

can
 

be
 

applied
 

in
 

the
 

early
 

diagnosis
 

and
 

prevention
 

of
 

PSV.
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0 引 言

  猪萨佩罗病毒(Porcine
 

sapelovirus,
 

PSV)是一

种微 球 颗 粒 小 RNA 病 毒,为 萨 佩 罗 病 毒 属

(Sapelovirus)成员[1-2]。因为PSV最早是从腹泻猪

的肠 道 中 分 离 出 来,被 称 作 猪 肠 道 病 毒8型



(Porcine
 

enterovirus
 

8,
 

PEV8)[1,3]。PSV基因组

全长7~8
 

kb,由5'非编码区、一个大的开放阅读

框、3'非编码区组成[2]。开放阅读框主要编码12个

成熟的大蛋白[2-3],包括1个先导蛋白(L)、4个结构

蛋白(VP1-4)和7个非结构蛋白(2A、2B、2C、3A、
3B、3C和3D)。PSV的宿主仅为猪,不同年龄的猪

都可感染该病毒[3-4],新生仔猪的免疫系统尚未发育

完全,更容易感染PSV[1,3]。猪感染PSV后可能会

引起腹泻、肺炎和生殖系统障碍等症状,也可能伴随

着无明显特征的亚临床症状。自1960年英国最早

报道PSV以来,全球多个地区和国家都有PSV检

出报道[5-9],并且PSV 常与猪捷申病毒(Porcine
 

teschvoirus,
 

PTV)、猪圆环病毒(Porcine
 

circovirus,
 

PCV)和猪环曲病毒(Porcine
 

torovirus,
 

PToV)等病

原混合感染,以致患病猪的临床症状更加复杂,也增

大了分类诊断和防控难度[10]。因此,建立一种简

便、精准、高效的诊断方法,是预防和控制PSV的主

要措施。
PSV诊断方法主要有病毒分离鉴定、免疫荧

光法、酶联免疫吸附法、环介导等温扩增技术、聚
合酶链式反应扩增技术[11-14]。由于病毒纯化难度

大、实验周期长、成本高和传代培养成功率较低,
所以病毒分离鉴定不适合用于大规模临床样本诊

断检测[15]。免疫荧光法的检测结果可能会受到样

品的采集时间、储存和转运等因素的影响,并且该

方法存在非特异性染色和耗时长等缺点[16]。酶联

免疫吸附法是一种经典的检测方法,但也存在交

叉反应污染和耗材昂贵等缺点[17]。环介导等温扩

增技术需要高特异性引物,且实验过程中极容易

产生气溶胶污染实验环境,从而导致发生假阳性

结果,也不适用于大批量样品检测。目前检测猪

腹泻病毒最常用的手段是聚合酶链式反应技术,
聚合酶链式反应技术主要分为常规聚合酶链式反

应和实时荧光定量聚合酶链式反应。与实时荧光

定量聚合酶链式反应比较,常规聚合酶链式反应

不需要价格高昂的耗材和仪器,可通过琼脂糖凝

胶电泳显示结果,更加简便快速低廉[18-19]。关于

PSV的常规聚合酶链式反应检测方法已有报

道[6,18,20],但检测的灵敏度并不高。
本文针对PSV的保守区3D基因设计特异性

引物,探索建立一种特异性好、灵敏性强的常规聚合

酶链式反应检测方法,为PSV初期控制和临床检测

提供新的技术方法。

1 材料与方法

1.1 模板与样品来源

  PSV、PEDV、PTV、PCV2、PToV、PBoV、
TGEV、PAstV、RVA病毒和含目的片段的PSV质

粒由本实验室保存,88个健康猪粪便样本源于浙江

省部分地区的猪场,样品均保存于-80
 

℃超低温

冰箱。
1.2 主要仪器及试剂

  紫外分光仪Nanodrop
 

2000、-80
 

℃超低温冰

箱和聚合酶链式反应仪器(美国Thermo公司)、
-25

 

℃低温冰箱(南京创维电器公司)、Fresco
 

21
离心机(德国Eppendorf公司)、Adventurer高精度

电子天平(上海奥豪斯仪器公司)和PowerPac电泳

仪和电泳槽(美国Bio-Rad公司)。
聚合酶链式反应产物纯化回收试剂盒(美国

Axygen公司)、琼脂糖(美国Invitrogen公司)、2×
Taq

 

Master混合酶和FastPure病毒核酸小型试剂

盒(诺唯赞生物科技股份有限公司)、6×甘油凝胶上

样缓冲液(生工生物工程(上海)股份有限公司)、
cDNA第一链合成试剂盒(碧云天生物科技公司)以
及DL1000

 

DNA
 

Marker和DL2000
 

DNA
 

Marker
(宝日医生物技术(北京)有限公司)。
1.3 样品核酸提取

  称取0.15
 

g猪粪便样本加入到1.5
 

mL的1×
PBS缓冲液中,振荡搅匀2

 

min,4
 

℃静置10
 

min,
再以12000

 

r/min离心8
 

min获得上清液。参照

FastPure
 

Viral
 

DNA/RNA小量试剂盒说明书,取
200

 

μL上层清液加入500
 

μL的Buffer
 

VL,然后用

移液枪轻轻混合均匀,转移上述实验的混合液至配

套过滤柱中,12000
 

r/min离心1
 

min,弃除滤液;加
入600

 

μL的Buffer
 

RW,12000
 

r/min离心30
 

s进

行洗脱弃滤液;重复上一步洗脱离心弃滤液,随后

12000
 

r/min离心3
 

min,将过滤柱转移至1.5
 

mL
的专用收集管中,向过滤膜中央加入50

 

μL
 

DEPC
处理的ddH2O,迅速盖上收集管,常温3

 

min,最后

12000
 

r/min离心90
 

s洗脱获得病毒核酸。
1.4 反转录

  依照碧云天cDNA第一链合成试剂盒说明书,
取5

 

μL病毒核酸,加入1
 

μL随机引物和6
 

μL
 

DEPC处理的ddH2O,用移液枪轻轻混匀后低速离

心,65
 

℃孵育5
 

min在聚合酶链式反应仪器进行;
结束反应后,静置冰上冷却2~4

 

min,随后加入

4
 

μL反应Buffer、1
 

μL的RNase抑制剂、2
 

μL的
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dNTP混合物和1
 

μL碧云天M-MLV反转录酶,混
合均匀再微离心;最后放进聚合酶链式反应仪器,通
过25

 

℃孵育10
 

min、50
 

℃孵育60
 

min和80
 

℃孵

育10
 

min获得病毒cDNA。
1.5 引物设计

  从 NCBI(National
 

center
 

for
 

biotechnology
 

information)数据库中下载PSV病毒目前所有的全

基因组序列,使用Lasergene
 

7软件进行序列比对

与同源性分析,选出该病毒保守性高的3D基因,采
用Primer

 

Premier
 

5.0软件设计检测病毒的特异性

引物。上游引物PSV-F:
 

5'-TTATTGGTTGCCT-
ATCCYT-3',下游引物PSV-R:

 

5'-CYTCATARA-
CCTCCTCACC-3',目的条带为307

 

bp,引物合成来

自金唯智(苏州)生物公司。
1.6 质粒模板定量及稀释

  待PSV质粒解冻后,使用紫外分光仪Nanodrop
 

2000测量浓度,根据质粒拷贝数计算方法,将PSV质

粒模板浓度调整为5×109 拷贝/μL,再以10倍浓度

进行梯度稀释,直至稀释为0.5拷贝/μL,稀释后的

PSV质粒模板放-25
 

℃冰箱保存备用。
1.7 聚合酶链式反应优化

  参考本课题组先前建立的聚合酶链式反应体系

和反应参数[21-22],循环数为40次具有较好的扩增效

率,后续主要优化反应程序的退火温度(45~
70

 

℃)。聚合酶链式反应体系为:2×Taq
 

Master
混合酶7.5

 

μL,1.0
 

μL病毒质粒模板(5×104 拷

贝/μL),0.5
 

μL上/下游引物(浓度10
 

μmol/L),加

5.5
 

μL
 

ddH2O。将混合液用移液枪轻轻混匀后低

速离心,反应程序:95
 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,45~
70

 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,40次循环;72
 

℃
 

5
 

min,聚合

酶链式反应扩增产物通过1.5%琼脂糖凝胶电泳进

行分析。
1.8 特异性分析

  根据优化后的聚合酶链式反应体系和反应参

数,对PSV 和非靶标病毒(PEDV、PTV、PCV2、
PToV、PBoV、TGEV、PAstV和RVA)进行特异性

实验分析,阴性对照用ddH2O作为模板。
1.9 灵敏度分析

  将不同浓度PSV质粒模板(5×10-1~5×106

拷贝/μL)分别加入反应体系中,ddH2O为模板用

作阴性对照,通过最低检测浓度的结果判断灵敏度。
1.10 样品检测

  应用上述建立的聚合酶链式反应方法检测88
个健康猪粪便样本,检测阳性的聚合酶链式反应产

物由生工生物工程(上海)股份有限公司测序验证。

2 结果与分析

2.1 退火温度优化

  对PSV质粒模板(5×104 拷贝/μL)进行退火

温度优化,结果如图1所示。从图1中可以看出:在
45.0~59.9

 

℃条件下均能特异性地扩增目的片段

产生,而45.0、46.8、49.8
 

℃与54.4
 

℃温度下目的

片段最亮。从引物特异性、灵敏度和二聚体形成等

因素考虑,最终选择49.8
 

℃作为最佳退火温度。

图1 不同退火温度扩增PSV电泳图

注:M为DL2000
 

DNA
 

Marker;1—8分别表示退火温度为45.0、46.8、49.8、

54.4、59.9、64.8、68.0
 

℃和70.0
 

℃时的电泳图;9表示阴性对照。

2.2 特异性分析

  根据上述已优化聚合酶链式反应循环参数,
分别 将 PSV 质 粒、其 他 非 靶 标 猪 腹 泻 病 毒

(PEDV、PTV、PCV2、PToV、PBoV、TGEV、
PAstV和RVA)和ddH2O作为模板进行反应,检
测PSV聚合酶链式反应方法的特异性(见图2)。

图2显示:以PSV质粒为模板可扩增出清晰单一

的目的 条 带,而 另 外8种 非 靶 标 猪 腹 泻 病 毒

(PEDV、PTV、PCV2、PToV、PBoV、TGEV、
PAstV和RVA)和ddH2O中均无条带产生,表明

建立的PSV聚合酶链式反应方法具有良好的特

异性。
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图2 PSV
 

聚合酶链式反应检测方法扩增不同病毒电泳图

注:M为DL2000
 

DNA
 

Marker;1.PSV;2.PEDV;3.PTV;4.PCV2;

5.PToV;6.PBoV;7.TGEV;8.PAstV;9.RVA;10.阴性对照。

2.3 灵敏性分析

  将不同浓度(5×10-1~5×106 拷贝/μL)的
PSV质粒作为模板,按照优化的聚合酶链式反应条

件进行扩增,通过凝胶成像结果判断最低检测浓度,
结果如图3所示。由图3可知:目的片段的亮度随

  

着PSV质粒模板浓度的降低而逐渐减弱,检测低限

为5拷贝/μL,条带清晰单一且阴性对照中无条带

产生,表明建立的PSV聚合酶链式反应方法灵敏性

较高。

图3 PSV
 

聚合酶链式反应检测方法扩增不同浓度PSV电泳图

注:M为DL2000
 

DNA
 

Marker;1-8代表不同浓度的PSV质粒模板:1.
 

5×10-1拷贝/μL;2.
 

5×100拷贝/μL;3.
 

5×101拷贝/μL;

4.
 

5×102拷贝/μL;5.
 

5×103拷贝/μL;6.
 

5×104拷贝/μL;7.
 

5×105拷贝/μL;8.
 

5×106拷贝/μL;N.
 

阴性对照。

2.4 样品检测

  利用上述建立的PSV聚合酶链式反应方法对

88个健康猪粪便样品cDNA进行检测,通过琼脂糖

凝胶电泳结果判断是否为PSV阳性(见图4)。图4
表明:从88个样品中共检出7个阳性,阳性率为

7.95%;7个阳性样品的聚合酶链式反应扩增产物

测序验证,经BLAST对比均为PSV病毒的靶标

序列。

3 讨 论

  PSV是一种可引起猪腹泻的主要猪肠道病毒,
常与其他猪腹泻病毒混合感染,导致感染猪的临床

症状较为复杂;而且,怀孕母猪一旦感染该病毒可能

导致胎儿流产或产下死胎,对养殖业危害较大[11]。
因此,本文针对PSV建立了快捷高效、准确可靠、成
本低廉的聚合酶链式反应检测方法,对PSV早期临

床诊断具有重要意义。
引物设计对聚合酶链式反应检测方法的建立

极其重要,往往可以决定该方法的特异性、灵敏性

和广泛适用性。近年来,随着越来越多的PSV变

异株序列被发现公开[5,23-24],早期针对PSV检测的

引物可能存在扩增效率或灵敏度不高的情况。本

文建立了一种可检测高变异株在内的高特异性

PSV聚合酶链式反应方法,首先根据已报道的

PSV全基因组序列,通过对PSV全基因组序列比

对与同源性分析,选择保守性高的3D基因序列设

计一对特异性引物,并针对个别多态性位点进行

了简并碱基处理,理论上可检测所有已知的PSV;
同时优化了退火温度。本文建立的聚合酶链式反

应方法可特异性扩增PSV,产生清晰单一的目的

条带,并且对非靶标猪腹泻病毒(PEDV、PTV、
PCV2、PToV、PBoV、TGEV、PAstV和RVA)未产

生交叉反应。该检测方法灵敏性较强,检测最低

极限为5拷贝/μL,高于杨涛涛[25]建立的PSV常

规聚合酶链式反应和李倩倩等[11]建立的TaqMan
实时荧光定量聚合酶链式反应灵敏度(分别为

127第5期 张 伟等:猪萨佩罗病毒聚合酶链式反应检测方法的建立及应用



58.9拷 贝/μL和38.8拷 贝/μL),远 高 于 孙 杰

等[18]和 Wang等[26]建立的PSV常规聚合酶链式

反应灵敏度(4×103 拷贝/μL和103 拷贝/μL),略

高于张路文[27]和 Wang等[26]分别建立的SYBR
 

Green
 

Ⅰ荧光定量聚合酶链式反应(13.4拷贝/μL
和10拷贝/μL)。

图4 PSV
 

聚合酶链式反应检测方法扩增猪粪便样品cDNA电泳图

注:M为DL1000
 

DNA
 

Marker;胶孔1~88分别代表不同猪粪便样品cDNA;P为PSV病毒模板;N为阴性对照。

  近年来,PSV在腹泻猪群中的阳性检出率高达

17.7%~34.0%[19,28-30],已成为导致猪群腹泻的重

要病毒之一。此外,也有不少关于健康猪群中检出

PSV的报道。兰道亮等[31]检测了中国华东地区的

960个健康猪粪便样本,PSV阳性率为17.2%。杨

涛涛[25]对湖南地区362头健康猪的临床样品进行

PSV检测,发现阳性率为19.06%。张备等[20]对国

内部分省市的42个健康猪粪便样本进行检测,PSV
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阳性率为2.38%。Buitrago等[9]对西班牙206份

健康猪粪便样品进行检测,PSV阳性率为9%。采

用本文建立的PSV聚合酶链式反应方法检测浙江

地区采集的88个健康猪粪便样本,发现健康猪群中

PSV的阳性率为7.95%,腹泻猪群和健康猪群均可

出现PSV感染,并且健康猪群中的PSV阳性率并

不低;这需要引起重视,及早进行诊断与防控。

4 结 论

  本文针对PSV保守性高的3D基因建立了一

种聚合酶链式反应检测方法,分析了该方法的特异

性和灵敏度,应用该方法检测了浙江地区的88个健

康猪粪便样本,并对比分析了其他地区的腹泻猪群

或健康猪群中PSV感染情况,为PSV流行病学调

查研究提供了技术借鉴,主要结论如下:
a)该方法可特异性扩增PSV,最低极限为5拷

贝/μL,灵敏度远高于报道的PSV常规聚合酶链式

反应,可用于检测早期低浓度样品中的PSV。
b)PSV不仅在腹泻猪群中的阳性检出率较高,

而且某些地区健康猪群中的阳性检出率也较高。
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