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猪痘病毒 PCR检测方法的建立及应用
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摘要:建立猪痘病毒( swinepox virus，SWPV) 的 PCR检测方法，为 SWPV 的流行病学调查和临床诊断提供可靠
技术支撑。参考 GenBank 登录的 SWPV ( AF410153． 1 ) 基因组序列，设计合成 1 对引物，扩增目的片段为
975 bp。以 SWPV江西分离株 SWPV － JX01 为模板，对反应条件进行优化，建立了 SWPV的 PCR诊断方法。特
异性、敏感性和重复性试验表明，该方法对临床上常见的其它猪病毒检测结果均为阴性; 对模板的最低检测量
为 2． 7 pg; 具有良好的重复性。用此方法检测 50 份疑似猪痘的临床样品，其中阳性率为 80． 2%。该方法敏感
度高，重复性和特异性良好，可用于猪痘病毒的分子流行病学调查和临床病例的诊断。
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Development and Application of a PCR Assay
for Detection of Swinepox Virus
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Abstract: A detection method for Swinepox Virus( SWPV) with PCR technique was established as a relia-
ble technological means for epidemiological investigation and clinical diagnosis of SWPV． A pair of primers
were designed according to the genome of SWPV to develop a PCR assay for detection of SWPV，the length of
the product was 975 bp． The SWPV strain isolated from Jiangxi Province( SWPV － JX01 ) was taken as tem-
plates． The PCR detection method for SWPV was finally established under optimal reaction conditions． The
tests for the specificity，sensitivity and repeatability of the PCR assay were conducted，the results indicated
that all were negative to the optimal examination method on other pig viruses and the necessary dose of tem-
plates of the assay was 2． 7 pg． 50 clinical samples，which were suspected SWPV syndrome from Jiangxi Prov-
ince，were analysed by the method，the result showed that 80． 2 ﹪ samples ( 41 /50 ) were SWPV positive．
The PCR detection method established in this study has the characteristics of sensitivity，high specificity and
good repeatability，may be used in molecular epidemiological investigation and rapid clinical diagnosis of SWPV．
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猪痘病毒( swinepox virus，SWPV) 在分类上属于脊椎动物痘病毒亚科猪痘病毒属唯一成员。是引起
猪痘( swinepox，SWP) 的主要病原，以引起猪的发热、外表皮肤起水泡、形成痘疹和结痂为特征，对 3月
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龄以内的仔猪危害较大，成年猪很少发生或症状轻微，可通过猪虱等叮咬机械传播，并与饲养卫生条件

差有关［1］。具有严格的宿主特异性，猪是该病毒的唯一感染宿主，1842 年由 Spinola 首次在欧洲发现并
报道; 2011 年，Maria Luiza G等报道 SWP在巴西爆发［2］，目前 SWP呈世界性分布。

SWPV的成熟病毒粒子呈砖形或椭圆形，有囊膜，是最大型病毒，在水平方向大小约为 320 nm ×
240 nm。病毒粒子由一个中央双侧凹陷的核，两个横向的椭圆体和至少两层质膜组成［3］。SWPV 的基
因组约为 146 kb的双股 DNA，含有 150 个阅读框( ORF) ，A + T含量为 72． 5%，和其它种属的痘病毒一
样，包含一个 139 023 bp的保守中心基因编码区，该基因区域含有病毒复制和感染的必需基因，包括毒
力、宿主范围和组织嗜性的有关基因［4］。基因组的末端有 2 个反向末端重复序列( Identlcal inverted
termlnal repeat，ITR) ，功能可能与调节或逃逸宿主的免疫应答、调节或抑制宿主细胞凋亡、细胞和组织
嗜性等有关［5］。
我国已有猪群中发生猪痘的少量报道，但仅限于临床诊断或动物感染试验，均未见通过分子生物学

手段从病原学角度确诊［6 － 8］。本试验旨在利用 PCR 反应对 SWPV 基因进行扩增，建立一种快速、准确
检测 SWPV的 PCR方法，以期为江西省 SWPV感染的分子流行病学调查及快速诊断提供技术支撑。

1 材料与方法
1． 1 材料
1． 1． 1 引物设计与合成 根据 GenBank中登录 ( 登录号: AF410153． 1 ) 的 SWPV 基因组序列，设计 1
对引物。引物序列如下:

SP1: 5' － CCGGAATTCATGACGACGCCTCAAAAAGAAATCG －3'。
SP2: 5' － CCCTCGAGTTATACAATATACGTGAATCCTATTCC －3'，扩增片段大小为 975 bp。

1． 1． 2 SWPV江西分离株( SWPV － JX01) 本实验室分离鉴定。
1． 1． 3 待检病料 疑似猪痘病猪皮肤痘痂，采自江西省部分规模化猪场。
1． 1． 4 主要试剂 Taq DNA聚合酶等均购自天根生化科技( 北京) 有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 SWPV DNA的提取 以分离的毒株 SWPV － JX01 株接种 PK15 单层细胞，盲传 3 代，收集第 3
代细胞培养液 600 μL，反复冻融 3 ～ 4 次; 加入 5 μL 蛋白酶 K 56 ℃，消化 2 h; 再加入等体积的 Tris平
衡酚，轻轻反复颠倒混匀 10 min，室温 12 000 r /min 离心 10 min; 吸取上清转移到新的离心管中，加入
等体积的苯酚 /氯仿 /异戊醇( 25∶ 24∶ 1) 重复上述抽提步骤; 转移上清到新的离心管中，加入等体积的氯
仿 /异戊醇( 24∶ 1) 重复上述抽提步骤; 向最后获得的上清液中加入 2 倍体积的无水乙醇沉淀 DNA，室温
12 000 r /min离心 10 min，再用 500 μL 70%乙醇洗涤 1 次; 轻轻弃去无水乙醇，自然风干 2 min，加入 50
μL灭菌的去离子水溶解。用紫外分光光度计测量核酸的浓度，重复测量 3次取平均值，－20 ℃保存备用。
1． 2． 2 PCR 以提取的基因组 DNA为模板，进行 PCR。反应体系为 50 μL，其中含 10 × EasyTaq Buffer
5 μL，5 U /μL的 DNA聚合酶 0． 5 μL，2． 5 mmol /L dNTPs 4 μL，20 μmol /L 的上、下游引物各 0． 5 μL，
模板 2 μL，ddH20 37． 5 μL。
扩增条件为: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 45 s，54 ℃复性 1 min，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环;

最后 72 ℃延伸 8 mim。
1． 2． 3 特异性试验 按文献［9 － 10］方法提取猪痘病毒( SWPV － JX01 ) 、伪狂犬病毒( PRV) 、圆环病毒
( PCV) 、流行性乙型脑炎病毒( JEV) 阳性病料和正常 PK15 细胞的 DNA，猪瘟病毒( SFV) 、猪流行性腹
泻病毒( PEDV) 和猪繁殖与呼吸综合症病毒( PRRSV) 阳性病料的 RNA。以 SP1 /SP2 为引物进行 PCR
或 RT － PCR。
1． 2． 4 敏感性实验 取 SWPV 细胞培养液 600 μL，提取病毒 DNA，用紫外分光光度法定量后，将 DNA
做 10 倍比稀释，每个稀释度取 2 μL DNA稀释液作为模板，按 1． 2． 2 体系及方法进行 PCR扩增，验证本
方法的敏感性。
1． 2． 5 重复性实验 以建立的 PCR对猪痘病毒( SWPV － JX01) 进行重复性试验，重复检测 3 次，以验
证 PCR方法的重复性。
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1． 2． 6 临床样品的检测 从江西省各地区规模化猪场收集 50 份疑似猪痘病毒感染的病料( 病猪背部
和腹部外侧皮肤呈现数量不等、突出皮肤表面、直径 0． 5 ～ 2． 0 cm的丘疹或结痂，采集其皮肤或结痂) ，
加入灭菌生理盐水，匀浆器匀浆后 12 000 r /min 离心 10 min 取上清，按 1． 2． 1 操作提取 DNA 用作模
板。按 1． 2． 2 的方法进行 PCR检测。

2 结 果
2． 1 PCR检测方法的建立
以纯化的猪痘病毒( SWPV － JX01) 株 DNA为模板，SP1 和 SP2 作为引物进行扩增，选择不同的退火

温度做对比试验。结果，在退火温度为 54 ℃时可扩增到 1 条大小约 975 bp 的条带( 图 1) 。将 PCR产
物送 Invitrogen( 上海) 公司测序。测序结果与GenBank中登录的 SWPV P35基因序列同源性为98% ( 图2)。
2． 2 特异性试验
以建立的 PCR方法对猪常见病毒性疾病的阳性病料进行检测，结果表明只有 SWPV － JX01 产生特

异性扩增( 图 3) 。
2． 3 敏感性试验
将测定浓度后的病毒 DNA进行 10 倍倍比稀释，在相同的反应体系和反应条件下进行 PCR 扩增，

结果显示在稀释至 10 －5仍可见特异性扩增条带，即在此 PCR反应中，模板的最低检测量为 2． 7 pg( 图 4)。
2． 4 重复性试验
用该方法对 SWPV － JX01 DNA进行 3 次重复性检测，结果完全一致，说明本方法重复性好( 图 5) 。

2． 5 临床样品的检测
用此方法对 50 份采自江西省不同地区疑似猪痘的猪皮肤结痂进行 PCR检测，结果检测 41 份为阳

性，阳性率为 80． 2%。

M: Trans2K DNA Marker; 1: SWPV － JX01;
2: 正常 PK15 细胞对照。

M: Trans2K DNA Marker; 1: SWPV － JX01
genomic DNA; 2: PK15 cell as negative control．
图 1 SWPV PCR扩增结果

Fig． 1 PCR Amplification of SWPV

M: Trans2K DNA Marker; 1: SWPV － JX01;
2 － 8: 正常 PK15 细胞、PRV、PCV、JEV、SFV、PEDV、PRRSV。

M: Trans2K DNA Marker; 1: SWPV － JX01;
2 － 8: PK15 cell，PRV，PCV，JEV，SFV，PEDV and PRRSV．

图 3 PCR特异性试验
Fig． 3 Specificity test of PCR

3 讨 论

临床上导致猪皮肤发生痘疹症状的病原主要有猪痘病毒和痘苗病毒( vaccinia virus，VV) ［11］。VV
的感染主要是通过人群感染天花或接种天花疫苗而传播给当地猪群，自从消灭了天花以后停止使用痘

苗免疫后，由 VV引起的 SWP很少，但猪仍有感染痘苗病毒的可能［12］。痘苗病毒感染猪也能引起猪皮
肤痘疹的发生，临床症状非常相似，单从临床症状上很难与 SWPV 感染进行区分。猪痘病毒具有严格
的宿主特异性，自然条件下只感染猪; 实验可感染家兔，但不会在兔体内复制［13］; 分离培养时只能在猪

源细胞中复制，不能用鸡胚和其它动物源的细胞培养。而 VV的宿主谱和细胞感染谱非常广。而且有
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Query: PCR产物的核苷酸序列; sbjct: Swinepox virus isolate 17077 － 99 基因组序列。
Query: The nucleotide sequence of the PCR products; sbjct: Swinepox virus isolate 17077 － 99 complete genome．

图 2 PCR产物核苷酸序列的 BLAST结果
Fig． 2 BLAST results of the nucleotide sequences of the PCR products

M: Trans2K DNA Marker;

1 － 8: DNA模板浓度依次为 100 － 10 －7。
M: Trans2K DNA Marker;

1 － 8: DNA template dilutions from 100 to 10 －7 ．
图 4 PCR敏感性试验

Fig． 4 Sensitivity test of PCR

M: Trans2K DNA Marker;
1 － 3: SWPV － JX01 3 次重复检测。

M: Trans2K DNA Marker;
1 － 3: Repeated detection 3 times．
图 5 PCR重复性试验

Fig． 5 Repeatability test of PCR
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研究结果表明，猪痘病毒和 VV在血清学上没有相关性［14］。因此，利用动物接种试验、鸡胚接种、细胞
培养和血清学试验等方法可进行鉴别诊断。但这些方法均存在实验周期长、费用高等缺点，很难推广应
用。PCR检测技术以其快速、准确、操作方便等优点，已被广泛地应用于各种动物病原的检测，而国内
还未见用于猪痘相关病原的研究报道。目前国内部分猪场出现猪痘病，感染率较高，病死率不高，但会
影响猪群的生长和增加对其它病原感染的风险，同时在一些疫病的病情中扮演重要的角色。所以，建立
快速、准确的 SWPV诊断方法，对防控该病有着重要的实际意义。
猪痘病毒的基因组测序已经完成，与其它痘病毒的基因组进行比较的结果表明，SWPV的基因比较

特殊，虽大部分基因有相关性，但只是推测的蛋白功能相似，核苷酸序列相差较大。本试验在对 SWPV
和其它痘病毒的基因比较中发现，SWPV P35 基因编码的 P35 蛋白在功能上与羊痘病毒( sheeppox vi-
rus，SPV) 的 P32 蛋白和 VV 的 H3L 编码蛋白相似; 核苷酸序列分析表明，3 者的核苷酸序列同源非常
低，与 Olivia Carulei的研究结果基本一致［15］。SPV的 P32 基因在所有分离株中高度保守，且编码的 P32
蛋白在病毒吸附、成熟病毒粒子的组装、病毒毒力、免疫原性方面发挥着重要作用［16］，因而对该基因及
其编码蛋白的研究已成为 SPV的热点之一。根据 SPV和 VV相关研究结果，推测 SWPV的 P35 也具有
相似的作用。所以，本试验选用 SWPV的 P35 作为研究的靶标。
本试验根据 GenBank中唯一的 SWPV全基因组序列，设计 1 对可用于克隆全长 P35 基因的引物，通

过优化条件，建立检测 SWPV 的 PCR 方法。序列测定表明，扩增的序列片段与 GenBank SWPV 中相对
应的序列同源性在 98%，而与其它痘病毒的序列同源性非常低( Blast 比较结果中不显示) ，说明扩增的
序列是 SWPV的特异性基因序列; 特异性、重复性和敏感性试验结果表明，该方法具有良好的特异性、
敏感性; 对临床可疑样本进行检测，效果较好。另外作为临床检测，本试验建立的 PCR检测方法对模板
的要求很低，采样过程简单方便，只需刮取猪体外表皮肤少量痘痂组织即可使用，采完样后对猪体皮肤

表面进行简单消毒即可，对病猪无太大影响，也无须进行剖检采样。因此该建立的 PCR 检测 SWPV 方
法具有较高的实用价值，可用于 SWPV的分子流行病学调查、快速检测。
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