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摘   要：【背景】猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive and respiratory syndrome virus，
PRRSV)、猪圆环病毒三型(porcine circovirus type III，PCV3)和猪流感病毒(swine influenza virus，
SIV)是 3 种影响猪只健康的重要呼吸道病原，对养猪业造成严重的经济损失，因此需要建立高效

快速的检测方法，以了解 3 种病原在国内的流行情况。【目的】建立能同时检测 PRRSV、PCV3 和

SIV 的三重 RT-PCR 方法，为 3 种病毒的流行病学调查和疾病监控提供技术支持。【方法】针对猪

繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)，猪圆环病毒三型(PCV3)，猪流感病毒(SIV)基因序列，分别设计

3 对特异性引物，扩增 PRRSV M 和 N 基因(436 bp)、PCV3 Cap 基因(619 bp)和 SIV M 基因(199 bp)。
通过对退火温度和引物浓度优化建立三重 RT-PCR 检测方法，并对建立的多重检测方法进行特异

性、敏感性、重复性试验验证。【结果】建立了能够同时快速检测 PRRSV、PCV3、SIV 的三重 RT-PCR
方法，而对猪瘟病毒(classical swine fever virus，CSFV)、猪伪狂犬病病毒(pseudorabies virus，PRV)、
猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus type II，PCV2)、猪细小病毒 2 型(porcine parvovirus II，PPV2)、
猪细小病毒 3 型(porcine parvovirus III，PPV3)和猪细环病毒 1 型(torque teno sus virus I，TTSuV1)
等 6 种病原的扩增均为阴性，特异性较好。敏感性结果显示，同时检测 PRRSV、PCV3、SIV 这 3 种

病原的检测下限为 100 copies/μL，批间与批内试验结果均一致。用该方法对黑龙江省部分地区猪

场的 67 份临床病料进行检测，结果显示 PRRSV 阳性率为 16.5%，PCV3 阳性率为 10.5%，SIV 阳

性率为 10.5%，而且存在混合感染。【结论】该方法灵敏度高、特异性强，能够应用于临床样品检

测，有效预测病原的流行情况。 
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Development and preliminary application of a triplex RT-PCR 
assay for detection of porcine reproductive and respiratory 
syndrome virus, porcine circovirus type III, and swine 
influenza virus 
WANG Mengjie, ZHANG Wenli, WANG Xinrong, CHEN Jianxing, XIA Changyou, 
CHEN Hongyan, ZHANG He*, WANG Yu’e* 
State Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, Harbin Veterinary Research Institute, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Harbin 150069, Heilongjiang, China 

Abstract: [Background] Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), porcine 
circovirus type III (PCV3), and swine influenza virus (SIV), the major respiratory pathogens threatening 
pig health, lead to great economic loss in swine industry. Therefore, it is an urgent task to develop 
efficient and rapid detection assay for clarifying the prevalence of these pathogens in China. [Objective] 
We aim to establish a rapid and accurate triplex RT-PCR method for simultaneous detection of PRRSV, 
PCV3, and SIVand facilitate epidemiological investigation and disease surveillance. [Methods] Three 
pairs of specific primers were designed according to the gene sequences of PRRSV, PCV3 and SIV and 
the M and N genes (436 bp) of PRRSV, Cap gene (619 bp) of PCV3, and M gene (199 bp) of SIV were 
amplified. The annealing temperature and primer concentration were optimized and the specificity, 
sensitivity and reproducibility of the triplex RT-PCR were tested. [Results] The triplex RT-PCR can 
rapidly detect PRRSV, PCV3 and SIV, but there was no amplification for classical swine fever virus 
(CSFV), porcine pseudorabies virus (PRV), porcine circovirus type II (PCV2), porcine parvovirus II 
(PPV2), porcine parvovirus III (PPV3) and torque teno sus virus I (TTSuV1). Thus, it was highly 
specific. The lower limit of detection for PRRSV, PCV3 and SIV was 100 copies/μL and the inter-batch 
and intra-batch test results were consistent. The method was applied to detect the 67 clinical samples in 
some farms in Heilongjiang Province. The result indicated that the detection rate of PRRSV, PCV3 and 
SIV was 16.5%, 10.5% and 10.5% respectively, and suggested mixed infection. [Conclusion] The 
triplex RT-PCR is highly sensitive and specific, which can be used for the detection of clinical samples 
and prediction of disease prevalence. 

Keywords: PRRSV; PCV3; SIV; triplex RT-PCR 

猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive 
and respiratory syndrome，PRRSV)属于动脉炎病

毒科(Arteriviridae)动脉炎病毒属(Arterivirirus)正
链 RNA 病毒，包含有 11 个开放阅读框，13–15 kb
长[1-2]。PRRSV 感染猪只后引起体温升高、厌食、

嗜睡、病毒血症、皮肤出现瘀点、红斑性漂白皮

疹、发绀、腹泻和明显的呼吸症状[3]。猪圆环病

毒(porcine circovirus type，PCV)是已知最小的单

链环状病毒之一，已发现 PCV1、PCV2、PCV3
和 PCV4 这 4 种亚型，主要编码病毒复制蛋白酶

(Rep)和核衣壳蛋白(Cap)[4]。感染 PCV3 后引起

猪只肾脏肿大、苍白并出现皮质淤血点等猪皮炎

肾炎病综合征和母猪生殖障碍 [5]。猪流感病毒

(swine influenza virus，SIV)属于正黏病毒科
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(Orthomyxoviridae)单链负义 RNA 病毒，是由 A
型流感病毒感染猪只后引起的一种群发性呼吸

道疾病，主要以 H1N1、H1N2 和 H3N2 在猪场

中流行，感染此病毒后主要表现咳嗽、嗜睡、厌

食、呼吸困难或呼吸过度等症状[6-7]。PRRSV、

PCV3 和 SIV 是危害我国生猪养殖业中较常见的

3 种重要猪呼吸道疾病病原，而且存在混合感染

特征。也有研究报道与呼吸道疾病相关的混合感

染中检测到猪细小病毒(porcine parvovirus，PPV) 
2 型、3 型和 6 型(PPV-2、PPV-3 和 PPV-6)及猪细

环病毒 1 型(torque teno sus virus1，TTSuV1)，与

其他病原相比，PCV2 和 PRRSV 混合感染有更高

的检出率[8]。新发现的 PCV3 在全国流行且能够加

剧PCV2和PRRSV的混合感染率，这预示着PCV3
是危害猪场养殖的另一重要的病原[9]。PRRSV 不

仅引起严重的呼吸道类症状，而且引起怀孕母猪

流产、死胎、木乃伊胎等症状，危害动物健康，

依旧是最具经济破坏性猪病原[10]。SIV 是一种人

畜共患传染病，不仅对养猪业危害巨大，而且还

威胁着人类健康，对猪群具有较高的发病率与低

致死率[11]。因此，有必要建立快速检测上述病原

的方法为相关猪病的防控、流行病学调查等提供

重要的技术手段，也是制定有效防控政策的前提。 
目前，虽然有针对 PRRSV、PCV3 和 SIV

的血清学及病原学检测，如 ELISA 和 qPCR 检

测等，但都存在一定缺点。ELISA 检测虽然具

有快速、高效的优点，但不能一次多检；与 qPCR
相比，多重 RT-PCR 更经济。多重 RT-PCR 检测

技术通过在反应体系中加入多对引物，能够快速

准确地检测多种病原，具有省时、敏感和成本低

等优点。目前，针对此 3 种病原同时检测的多重

PCR方法尚未见报道。因此，本研究针对PRRSV、

PCV3 和 SIV 基因组保守区域设计特异性引物，

通过优化反应体系与条件，以期建立同时检测上

述 3 种病毒的多重 RT-PCR 方法，为病毒的快速

鉴定与猪病防控提供技术支撑。 

1  材料与方法 
1.1  病毒与临床样品 

猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)分离株、

猪伪狂犬病毒(pseudorabies virus，PRV)分离株、

均为本实验室提供和保存。猪瘟病毒(classical 
swine fever virus，CSFV)疫苗株、猪圆环病毒   
2型疫苗株(PCV2)、猪细小病毒 2型、3型(PPV-2，
PPV-3)及猪细环病毒 1 型(TTSuV1)均由中国兽

医药品监察所赠送。PCV3 Cap 基因片段和 SIV 
M 基因片段由库美公司合成。67 份临床样品来

自黑龙江某猪场。 

1.2  主要试剂和仪器 
病毒基因组 DNA/RNA 提取试剂盒，天根生

物有限公司；pMD18-T 和 PrimeScript™ RT 
reagent Kit，宝日医生物技术(北京)有限公司；

Gel Extraction Kit，北京索莱宝科技有限公司；

2×Taq RT-PCR StarMix with Loading Dye，北京

依珊汇通科技有限公司。核酸蛋白测定仪，赛默

飞世尔公司；Eppendorf Master-cycler RT-PCR 仪，

北京佰鸥创投生物科技有限公司。 

1.3  引物的设计与合成 
根据 GenBank 上发表的 PRRSV M 和 N 

(EF635006.1)、PCV3 Cap (MF318451.1)、SIV M 
(MN418820.1)的参考株基因序列，分别设计了 3 对

特异性引物(表 1)，均由睿博生物科技有限公司合成。 

1.4  模板的制备 
按照病毒基因组 DNA/RNA 提取试剂盒说

明书分别提取 PRRSV、CSFV和SIV的总RNA，

然后利用 PrimeScript™ RT reagent Kit 进行反转

录获取 cDNA，并保存于–20 ℃备用；根据病毒

基因组 DNA/RNA 提取试剂盒说明书提取 PRV、

PCV2、PPV1、PPV2 和 TTSuV1 的 DNA，并保

存–20 ℃备用。 
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表 1  三重 RT-PCR 引物信息 
Table 1  Primers for the triple RT-PCR 
Primer name Gene Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) 
PRRSV-F M and N TTGTGCTTGCTAGGCCGC 436 
PRRSV-R ACTAGGGGTAAAGTGATG 
SIV-F M TTCACGCTCACCGTGCCC 199 
SIV-R GGCCCATACAACTGGCAAGT 
PCV3-F Cap CAGCCCCCTAGCCACGGC 619 
PCV3-R ACTTCATTACCCGCCTAA 

 
1.5  重组质粒标准品的制备 

分别以 PRRSV 的 cDNA、合成的 PCV3 Cap
基因和 SIV M 基因为模板，采用表 1 中相应引

物进行 PCR，反应体系和反应条件按照 2×Taq 
RT-PCR StarMix with Loading Dye 说明书操作，

55 ℃退火 1min。PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电

泳检测后回收与纯化，连接至 pMD-18T 载体，

转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，均匀涂布于含

有 50 mg/L 氨苄的 LB 培养基中 37 ℃培养过夜，

挑取单菌落进行 PCR 鉴定并进行测序。提取质

粒测其浓度并换算成拷贝数。 

1.6  三重 RT-PCR 反应条件的优化 
以构建的 3 种重组质粒标准品为模板，采用

温度梯度与引物浓度梯度优化反应温度及引物

浓度。反应体系(20 μL)：2×Taq PCR StarMix   
10 μL，3 对引物不同终浓度 0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 μmol/L 确定最适添加量，模板 1 μL，ddH2O
补足至 20 μL。反应条件：95 °C 3 min；94 °C 30 s，
51.0、51.8、53.2、54.2、55.0 ℃退火 30 s，72 ℃ 
1 min，30 个循环；72 ℃ 5 min。 

1.7  三重 RT-PCR 特异性试验 
分别以 PRRSV、SIV、CSFV 的 cDNA 及

PCV3、PRV、PCV2、PPV1、PPV2 和 TTSuV1
的 DNA 为模板，利用优化后的三重 RT-PCR 方

法进行检测，同时以重组质粒 pMD-PRRSV、

pMD-SIV 和 pMD-PCV3 为阳性对照，以 ddH2O
为阴性对照，评估该方法的特异性。 

1.8  三重 RT-PCR 灵敏性试验 
将 3.22×108 copies/μL 的 重 组 质 粒

pMD-PRRSV、2.17×108 copies/μL 的重组质粒

pMD-SIV 和 1.65×108 copies/μL 的重组质粒

pMD-PCV3 稀释到同一拷贝混合后，按照 10 倍

倍比稀释，利用已经优化的多种 RT-PCR 反应条

件进行三重 RT-PCR 试验评估该方法的灵敏性。 

1.9  三重 RT-PCR 重复性试验 
应用建立的三重 RT-PCR 方法进行重复性

实验，批内试验：以 pMD-PRRSV、pMD-SIV

和 pMD-PCV3 为模板进行 RT-PCR 扩增，每个

实验做 3 次重复；批间试验：分批提取质粒

pMD-PRRSV、pMD-SIV 和 pMD-PCV3，等体积

混合后，在相同条件下分别进行 3 次 RT-PCR 扩

增，以评估该方法的重复性。 

1.10  临床样品的检测 
在黑龙江省部分地区猪场中，采集 67 份肺

组织样品，应用所建立的三重 RT-PCR 方法检

测 PRRSV、SIV 和 PCV3，评估其临床应用效

果。病料中核酸提取方法：将采集的病料样品

取 2 g 于 2 mL 离心管并加入 PBS 利用漩涡振荡

器充分研磨后，4 ℃、12 000 r/min 离心 1 min

取上清，按照病毒基因组 DNA/RNA 提取试剂盒

说明书提取病毒总 RNA，然后用 PrimeScriptTM 

RT reagent Kit 反转录获得病毒 cDNA，各取   

2 μL 作为模板。应用本研究所建立的 RT-PCR
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检测方法与已经建立的单重检测方法进行比较，

以确定该方法的准确性。 

2  结果与分析 
2.1  重组质粒标准品的构建 

构建的 3 种重组质粒经菌液 PCR 和测序结果

显示，插入基因片段与 PRRSV、SIV 和 PCV3 的

目的片段相似度均为 100%，表明正确构建了重组

质粒标准品。利用分光光度计分别测定重组质粒标

准品的浓度，依据公式，拷贝数=质粒浓度× 

6.02×1023/660×质粒总长度，经计算各质粒标准品

拷贝数分别是：pMD-PRRSV为3.22×108 copies/μL、

pMD-SIV 为 2.17×108 copies/μL 和 pMD-PCV3

为 1.65×108 copies/μL。 

2.2  三重 RT-PCR 反应条件优化结果 
通过温度梯度 RT-PCR 对退火温度、引物浓

度优化。最终确定三重 RT-PCR 反应最佳体系：

2×Taq PCR StarMix 10 μL，上、下游引物(PCV3
和 PRRSV 引物浓度为 0.2 μmol/L，SIV 引物浓

度为 0.3 μmol/L)均为 1 μL，模板各 1 μL，ddH2O
补足至 20 μL。RT-PCR 反应条件：95 °C 3 min；

94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min，30 个循环；

72 °C 5 min。以最佳反应体系与反应程序进行

RT-PCR 扩增，结果见图 1。 

2.3  三重 RT-PCR 特异性试验结果 
分别以 PRRSV、CSFV、SIV 的 cDNA 和

PRV、PPV1、PPV2、PCV3、TTSuV1 和 PCV2

的 DNA 为模板，利用优化后的三重 RT-PCR 方

法进行检测，同时以 ddH2O 为阴性对照。结果

显示，仅对 PRRSV、SIV 和 PCV3 检测为阳性，

而对 PCV2、PRV、CSFV、PPV1、PPV2 和 TTSuV1

等均为阴性，结果如图 2 所示，表明该方法具有

较好的特异性。 

2.4  三重 RT-PCR 灵敏度试验结果 
将 3.22×108 copies/μL 的重组质粒 pMD- 

PRRSV、2.17×108 copies/μL 的重组质粒 pMD-SIV

和 1.65×108 copies/μL 的重组质粒 pMD-PCV3，各

用ddH2O进行10倍倍比稀释且等体积混合后作为

模板，利用优化后的三重 RT-PCR 方法进行检测。

结果显示，PRRSV、PCV3、SIV 重组质粒标准品

的检测下限分别为 10、10、100 copies/μL，结果

如图 3 所示，表明该方法灵敏度较高。 

 

 
 

图 1  三重 RT-PCR反应温度及引物浓度优化   A：1–5：退火温度分别为 51.0、51.8、53.2、54.2 和 55.0 °C；

B：1–5：引物浓度分别为 0.1、0.2、0.3、0.4 和 0.5 μmol/L；M：DL2000 DNA Marker 
Figure 1  Optimization of reaction temperature and primer concentration for triple RT-PCR. A: 1–5: Annealing 
temperatures are 51.0, 51.8, 53.2, 54.2 and 55.0 °C, respectively; B: 1–5: Primer concentrations are 0.1, 0.2, 0.3, 
0.4 and 0.5 μmol/L, respectively; M: DL2000 DNA Marker. 
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图 2  三重 RT-PCR 特异性   M：DL2000 DNA 
Marker；N：阴性对照；1：PRRSV、PCV3、SIV
混合标准质粒；2：PCV3；3：PRRSV；4：SIV；

5：CSFV；6：PRV；7：PCV2；8：PPV1；9：PPV2；
10：TTSuV1 
Figure 2  Specificity test of the triple RT-PCR. M: 
DL2000 DNA Marker; N: Negative control; 1: 
Standard plasmid mixed PRRSV, PCV3 and SIV; 2: 
PCV3; 3: PRRSV; 4: SIV; 5: CSFV; 6: PRV; 7: PCV2; 
8: PPV1; 9: PPV2; 10: TTSuV1. 

 

 
 

图 3  三重 RT-PCR 敏感性   M：DL2000 DNA 
Marker；1–9：重组质粒标准品 10 倍倍比稀释终浓

度依次为 1×108–1×100 copies/μL；N 为阴性对照 
Figure 3  Sensitivity test of the triple RT-PCR.M: 
DL2000 DNA Marker; 1–9: Recombinant plasmid 
standard was diluted from 1×108–1×100 copies/μL; N: 
Negative control. 

2.5  三重 RT-PCR 重复性试验结果 
应用建立的三重 RT-PCR 方法进行重复性

试验，批内试验以 pMD-PRRSV、pMD-SIV 和

pMD-PCV3 为模板进行 RT-PCR 扩增，每次实验

做 3 次 重 复 ； 批 间 试 验 分 批 提 取 质 粒

pMD-PRRSV、pMD-SIV 和 pMD-PCV3 等体积

混合后，在相同条件下分别进行 3 次 RT-PCR 扩

增，结果显示，批间与批内试验均一致，结果如

图 4 所示，表明该方法具有良好的重复性。 
2.6  临床样品检测结果 

应用本研究建立的三重 RT-PCR 方法对 67 份

临床样品检测，结果显示 PRRSV 和 PCV3 混合

感染率为 9%，PRRSV 和 SIV 混合感染率为 1.5%，

SIV 和 PCV3 混合感染为 3%，3 种病原混合感染

率为 3%，建立的三重 RT-PCR 检测方法与已报道

的PCR检测符合率达到100%，结果如表2所示，

表明该方法具有良好的临床应用效果。 
 

 
 

图 4  三重 RT-PCR 重复性   A：批间试验；B：

批内试验；M：DL2000 DNA Marker 
Figure 4  Repeatability test of the triple RT-PCR. A: 
Intra batch repetition; B: Inter batch repetition; M: 
DL2000 DNA Marker. 

表 2  三重 RT-PCR 临床样品检测 
Table 2  Detection for clinical samples of triple RT-PCR 
Virus Reported detection method[12-14] positive rate (%) Triple RT-PCR positive rate (%) Coincidence rate (%) 
SIV 3.0 (2/67) 3.0 (2/67) 100.0 
PRRSV 9.0 (6/67) 9.0 (6/67) 100.0 
PCV3 1.5 (2/67) 1.5 (2/67) 100.0 
PRRSV+PCV3 3.0 (4/67) 3.0 (4/67) 100.0 
PRRSV+SIV 1.5 (1/67) 1.5 (1/67) 100.0 
SIV+PCV3 3.0 (2/67) 3.0 (2/67) 100.0 
PRRSV+SIV+PCV3 3.0 (2/67) 3.0 (2/67) 100.0 
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3  讨论与结论 
随着我国集约化和规模化养殖增多，多种病

原的混合感染也不断增多。PRRSV、PCV3 和

SIV 作为损害全球养猪业高度传染性疾病，两种

或三种病原混合感染在猪群中很常见，而且混合感

染要比单一病毒感染引起更加严重的疾病[15-16]。

PRRSV 和 PCV3 混合感染常出现先天性震颤，

而且 PRRSV 和 SIV 混合感染影响机体的免疫反

应，出现 IL-6 和 IL-10 的 mRNA 表达水平叠加

现象及消除 PRRSV MLV 疫苗的保活作用[17-18]。

因此有必要建立同时检测多种病原的检测方法，

Zheng 等[19]利用实时荧光定量 PCR 的方法建立

同时检测 PRRSV和 PCV3的检测方法；Anderson
等[20]在猪场建立同时检测猪繁殖与呼吸综合征

病毒、圆环病毒、甲型流感病毒环境检测系统。

考虑到成本和快速等优点，三重 RT-PCR 是一种

较好的检测方法。 
本研究针对 PRRSV 的 M 和 N 基因、PCV3

的 Cap 基因和 SIV 的 M 基因设计了 3 对特异性

引物，经过温度梯度 PCR 与引物浓度梯度稀释，

结果显示，最佳退火温度为 55 ℃，PCV3 和

PRRSV 引物浓度为 0.2 μmol/L，SIV 引物浓度为

0.3 μmol/L。经过特异性、敏感性、重复性的验

证，结果显示该方法仅对 PRRSV、PCV3 和 SIV
这 3 种病毒检测为阳性，而对 CSFV、PRV、PCV2、
PPV、PPV2 和 TTSuV1 等其他病毒检测均为阴

性，表明该方法具有良好的特异性；PRRSV、

PCV3 和 SIV 重组质粒标准品的检测下限分别为

10、10 和 100 copies/μL，与向萌等[14]建立的检

测 PRRSV 的多重 PCR 及崔建涛等[13]建立的检

测 PCV3 的多重 PCR 相比，本方法具有良好的

敏感性；与张莉等[21]建立的检测猪流感的环介

导等温扩增检测技术相比，本研究建立的检测方

法不仅具有相同的敏感性，而且具有同时检测  
3 种病原的优点。批间与批内试验检测结果均一

致，表明该方法具有良好的重复性。此外，利用

本研究建立的多重 RT-PCR 检测方法对从黑龙江

省部分地区猪场采集的疑似感染此 3 种病毒的  
67份临床样品进行检测，结果显示，PRRSV和PCV3
混合感染率为 9%，PRRSV 和 SIV 混合感染率为

1.5%，SIV 和 PCV3 混合感染为 3%，3 种病原混

合感染率为 3%，并与已经建立的检测 3 种病原的

检测方法进行比较，符合率 100%，表明该方法具

有良好的临床应用效果。由于本研究所选取的病

料较少，所以不能全面掌握病原的流行情况，有

待进一步研究。 
综上所述，本研究针对 PRRSV、PCV3 和

SIV 这 3 种病原建立的三重 RT-PCR 检测方法具

有良好的特异性与敏感性，能够对临床样品进行

准确检测，为疾病的预防和猪场病原检测提供了

有效的检测方法。 
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