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摘要：选用３头自然感染仔猪和１头阴性对照猪，剖杀后采集心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、胰脏、脑、空肠、扁桃体、

胸腺、淋巴结、膀胱、性腺等组织，用荧光定量ＰＣＲ方法检测病毒在组织中的分布及病毒载量。结果显示，类猪圆

环病毒因子Ｐ１分布在仔猪的心脏、肝脏、肺脏、胰脏、脑和膀胱等组织，病毒载量以胰脏、脑和膀胱为最高，可达１０５

拷贝／ｇ以上；对照猪脏器中没有检测到病毒核酸。该研究为Ｐ１的诊断及致病机制奠定了基础。
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　　目 前 所 知，类 猪 圆 环 病 毒 因 子Ｐ１拥 有 最 小 的

基因组，全长仅６４８个核苷酸，大部分与猪圆环病毒

２型（ＰＣＶ２）的 核 苷 酸 序 列 高 度 同 源［１－２］，而 后 者 被

认为是引起目前危害世界养猪生产的重要疾病———
猪断奶后 多 系 统 衰 竭 综 合 征（Ｐｏｓｔ－ｗｅａｎｉｎｇ　ｍｕｌｔｉ－
ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｗａｓｔｉｎｇ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ）的 必 要 病

原［３］。ＰＭＷＳ临 床 表 现 包 括 进 行 性 消 瘦、皮 肤 苍

白、厌食、精神沉郁、被毛粗乱，出现以咳嗽、喷嚏、呼
吸加快及呼吸困难为特征的呼吸器官障碍，使猪群

的死亡率增加［４－５］。我们用构建的Ｐ１双拷贝串联分

子克隆接种猪，动物试验结果表明感染猪临床上出

现类似ＰＭＷＳ症状，即部分感染猪出现消瘦和由于

贫血引起的皮肤苍白等现象。此外，接种猪的扁桃

体、脾以及淋巴结等免疫器官细胞发生凋亡［６－８］。因

此，Ｐ１感染有可能成为危害我国养猪业的又一重要

疾病。前期流行病学调查结果表明Ｐ１已在我国猪

群广泛存在，相比较而言，母猪和仔猪感染率更高一

些［９］，为进一步阐明其致病性，我们以哺乳仔猪为实

验对象，对其组织嗜性进行了研究，以期通过测定组
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织中病毒载量，为Ｐ１的诊断及致病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　病毒基因组提取试剂盒为北京

天 恩 泽 基 因 科 技 有 限 公 司 产 品 （柱 式 病 毒

ＤＮＡｏｕｔ）；ＳＹＢＲ○Ｒ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ
Ｔｉｍｅ）为 ＴａＫａＲａ产 品；ＡＢＩ　７５００荧 光 定 量 ＰＣＲ
仪；美 国 ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公 司 的ＦａｓｔＰｒｅｐ○Ｒ－２４样

品快速处理仪。

１．２　引 物 与 质 粒　按 照 参 考 文 献［１０］合 成 普 通

ＰＣＲ扩增ＰＣＶ２全基因组的引物，上游：５′－ＧＡＡＣ－
ＣＧＣＧＧＧＣＴＧＧＣＴＧＡＡＣＴＴＴＴＧＡＡＡＧＴ－３′，下

游：５′－ＧＣＡＣＣＧＣＧＧＡＡＡＴＴＴＣＴＧＡＣＡＡＡＣＧＴ－
ＴＡＣＡ－３′。

按照参考文献［１－２］合成普通 ＰＣＲ扩 增Ｐ１全

基因组的引物，上游：５′－ＴＴＡＡＡＧＡＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－
ＴＡＡＡＣＣＣＴＡＡＡＴＧＡ－３′，下游：５′－ＡＧＴＧＧＧＧＧ－
ＧＴＣＴＴＴＡＡＧＡＴＴＡＡＡＴＴＣＴＣＴＧ－３′。

按照参考文献［１１］合成荧光定量ＰＣＲ扩增Ｐ１
基 因 组 的 引 物，上 游：５′－ＣＡＣＣＧＣＴＡＣＣＧＴＴＧ－
ＧＡＧＡＡＧ－３′，下游：５′－ＣＡＧＧＡＧＧＧＣＧＴＴＣＴＧＡ－
ＣＴＧＴ－３′，扩增产物为１０１ｂｐ。

上述引物由大连宝生物工程有限公司合成。
定量ＰＣＲ扩增Ｐ１的标准质粒由江苏省农科院

兽医所人兽共患病研究室构建、保存。

１．３　试验动物的筛选　从南京六合某养猪场选取

１０日 龄 哺 乳 仔 猪，前 腔 静 脉 采 血，分 离 血 清，用

ＤＮＡ提取试 剂 盒，按 说 明 提 取 病 毒 基 因 组。ＤＮＡ
模板用来进行常规ＰＣＲ，同时扩增ＰＣＶ２与Ｐ１。其

中扩增 ＰＣＶ２全 基 因 组 的 程 序 参 考 文 献［４］，即

９５℃９ｍｉｎ预 变 性，然 后９４℃１ｍｉｎ变 性；４８℃１
ｍｉｎ退 火；７２℃３ｍｉｎ延 伸，进 行３５个 循 环，最 后

７２℃再延伸７ｍｉｎ。
扩增Ｐ１全 基 因 组 的 程 序 为：９５℃５ｍｉｎ预 变

性，然后９４℃４５ｓ变性；５６℃４５ｓ退火；７２℃４５ｓ
延伸，进行３５个循环，最后７２℃再延伸７ｍｉｎ。

选取Ｐ１扩增阳性而ＰＣＶ２扩增阴性仔猪３头

（分别编为１号、２号和３号），用 来 进 行Ｐ１在 感 染

猪体内分布 的 研 究；同 时 选 取Ｐ１、ＰＣＶ２扩 增 皆 为

阴性的仔猪１头，用作对照。

１．４　定量ＰＣＲ检测Ｐ１在猪体内各组织中的分布

　将选取的４头猪剖杀，分别采集心、肝、脾、肺、肾、
胰、脑、膀胱、肠系膜淋巴结、腹股沟淋巴结、扁桃体、
胸腺、空肠、性腺（睾丸／卵巢）等组织，经样品快速处

理仪研磨，同样用上述ＤＮＡ提取试剂盒，抽提基因

组ＤＮＡ。采用ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ方 法 在 ＡＢＩ７５００仪

上进行ＰＣＲ扩增，扩增体系为２５μＬ，扩增程序为：

９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ、６２℃３０ｓ，４０个循环。通过融

解曲线分析结合测序验证扩增片段的特异性。

２　结果

对试验猪组织样品的检测结果表明，Ｐ１在自然

感染仔 猪 心、肝、肺、胰、脑、膀 胱 等 组 织 中 有 分 布。
检出率以胰 脏、脑 的 为 最 高（３／３），其 次 为 心、肺 脏

（２／３）。具体来说，Ｐ１分布于１号猪的心、肝、胰、脑

等组织，２号猪的肺、胰、脑、膀 胱 等 组 织，以 及３号

猪的心、肺、胰、脑等组织中。其中以胰、脑和膀胱等

组织中 的 病 毒 载 量 为 较 高，可 达１０５ 拷 贝／ｇ以 上。
而对照猪的体内各组织中未检测到Ｐ１核酸（表１）。

　　　表１　试验猪组织中Ｐ１基因组的拷贝数　　
拷贝／ｇ

组织 １号猪 ２号猪 ３号猪 对照猪

心 ７．５０×１０４ － ８．７２×１０４ －

肝 ６．０３×１０４ － － －

脾 － － － －

肺 － ６．２５×１０４　 ６．２５×１０４ －

肾 － － － －

胰 ２．８８×１０３　 ４．９０×１０５　 ３．６５×１０５ －

脑 １．７０×１０４　 ３．６７×１０５　 ２．３５×１０５ －

性腺 － － － －

膀胱 － ２．９３×１０５ － －

扁桃体 － － － －

胸腺 － － － －

空肠 － － － －

肠系膜淋巴结 － － － －

腹股沟淋巴结 － － － －

　　注：“－”为未测到

３　讨论

荧光定量ＰＣＲ技术可对靶基 因 进 行 准 确 地 定

量，特异性强，灵敏度高，操作简单，无须后处理和电

泳检测，因此是目前分子检测方法中较为实用的技

术，尤其是对于样品中靶基因较低时更加显出其优

越性。本 试 验 在 前 期 建 立 的 检 测Ｐ１的 荧 光 定 量

ＰＣＲ基础上，对自然感染Ｐ１的仔猪进行了Ｐ１在其

体内的分布检测。
由于类猪圆环病毒因子Ｐ１具有与ＰＣＶ２高度

同源的序列，同源性低的仅为十余个核苷酸，所以已
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建立的用来检测Ｐ１的定量ＰＣＲ所扩增的片段并不

能区分两 者。为 此，研 究Ｐ１在 感 染 猪 体 内 各 组 织

脏器中的分布，需要事先排除ＰＣＶ２的感染。目前

用于诊断ＰＣＶ２的ＰＣＲ经常把其ＯＲＦ２作为靶基

因来进行扩增，ＰＣＶ２ＯＲＦ２全长７０２个核苷酸，与

Ｐ１的６００多 个 核 苷 酸 高 度 同 源，如 果 扩 增 部 分

ＰＣＶ２ＯＲＦ２片段，得 到 的 扩 增 结 果 很 难 将 二 者 区

别开来。为 此，本 试 验 参 考 已 发 表 文 献 通 过 常 规

ＰＣＲ扩增Ｐ１与ＰＣＶ２的全基因组，对 试 验 猪 进 行

了筛选。
类圆环病 毒 因 子 Ｐ１的 核 苷 酸 序 列 大 部 分 与

ＰＣＶ２的高度同源，但由于基因组长度大大减小，所

以其推测的衣壳蛋白氨基酸数目比ＰＣＶ２的少；此

外，类 圆 环 病 毒 因 子Ｐ１在 预 测 的 编 码 衣 壳 蛋 白 基

因中缺失１个核苷酸，所以 其Ｃ端 的 序 列 与ＰＣＶ２
的同源性 很 低。虽 然 人 工 接 种Ｐ１分 子 克 隆 后，猪

出现类似ＰＭＷＳ的临床症状，但自然感染仔猪体内

Ｐ１的分布检测 结 果 表 明，Ｐ１与ＰＣＶ２是２个 不 同

的、能引起各 自 独 立 疾 病 的 病 原。ＰＣＶ２主 要 分 布

在淋巴结等组织器官中［１２］，而Ｐ１则以胰、脑等为主

要嗜性组织，具体生物学意义有待阐明。
本次试验对象为幼龄哺乳仔猪，有理由怀疑仔

猪感染是由垂直传播引起的。从肺脏和膀胱等组织

中检测到Ｐ１，提示该病有可能通过呼吸道和尿道排

毒而进行传播。先期我们从河北某猪场患流行性腹

泻病猪的空肠中检测到了Ｐ１，而本次所用的３头感

染猪的空肠中并未检测到Ｐ１，可能原因一则为本次

样本数少，不能完全代表其真实的分布规律；更有可

能的是该病原的分布可能与机体的状况有关系，如

有无其他病原感染、饲养管理水平等。当然单独感

染和共感染是否引起Ｐ１分布的不同以及病毒在组

织中的动态分布都有待于进一步研究。
本试验初步探讨了Ｐ１自然感染仔猪后猪体内

病毒分布规律，表明胰脏、脑等组织为病毒的主要定

殖场所，并可 能 通 过 呼 吸 道、尿 液 等 途 径 向 体 外 排

毒，为 继 续 深 入 了 解Ｐ１的 组 织 嗜 性 及 致 病 机 理 奠

定了基础。
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