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猪博卡病毒NP１基因特异性的

PCR方法建立及应用①
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摘要:该研究根据 Genbank公布的猪博卡病毒Porcinebocavirus,PBoV的核苷酸序列,在其 NP１保守区域设计一

对特异性引物,建立一种能扩增多种猪博卡病毒亚型的 PCR检测方法,并进行特异性试验,敏感性试验,重复性

试验及可靠性检测．结果显示:所建立的PCR检测方法对猪瘟病毒、猪细小病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪圆

环病毒２型无交叉反应;敏感度可以检测到５８pg/μL;经３次重复检测,结果一致,重复性好;对阳性产物测序,

与 Genbank公布的猪博卡病毒 NP１序列同源性在９７􀆰３％以上,可靠性强．用建立的 PCR方法对２０１１年重庆部分

地区猪场的２６６份育肥猪血清样本进行检测,结果４５份为猪博卡病毒阳性,证明了在重庆地区育肥猪中存在

PBoV感染的情况．
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猪博卡病毒隶属于细小病毒科 Parvovirus、细小病毒亚科 Parvovirus、博卡病毒属 Bocavirus．２００９
年,瑞典科研人员 Blomstrm 等[１]用随机多重置换扩增(Multipledisplacementamplification,MDA)方

法在患仔猪断奶多系统衰竭综合征(PostweaningMultisystemicWastingSyndrome,PMWS)猪的淋巴

结中检测出了猪博卡病毒 PorcineBocavirus,PBoV,该病毒为单股线状DNA,其基因组大小为５􀆰２kb
左右．PBoV的 VP蛋白及 NS蛋白差异较大,目前已报道的４个亚型猪博卡病毒主要是基于 VP蛋白

不同确定的,目前,关于 PBoV 的 PCR方法只有很少的文献报道,皆为基于 VP１/VP２设计引物的

PCR方法,因此不能区分 PBoV不同的基因型．NP１基因为博卡病毒特有基因,瑞典学者 Blomstrom
等[１]于２００９年从患PMWS的仔猪淋巴结中扩增到长度为１８７９bp的PBoV基因片段,该片段包含部

分 NS,VP基因及完整的 NP１基因,NP１基因编码２１８个氨基酸,与同属的猩猩博卡病毒、犬细小病

毒、人博卡病毒、牛细小病毒的同源性为４４％~５５％[２]．PBoV 瑞典株与之后发现的 PBoV 中国株、

香港株 NP１基因的同源性达到了９０％以上,而 PBoV与经典的 PPV毒株之间没有亲缘关系[３],说明

PBoV的 NP１基因在同种间较为保守．目前国内 PBoV 感染猪群的报道逐年增多,PBoV 对畜牧业生
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产具有潜在的危害性,需要一种广泛、快速、便捷的 PBoV 检测方法,而根据 NP１基因上述的特点,

在 NP１基因上设计引物建立 PCR 方法既可区分同属不同种的病毒,也可保证检测到多种亚型的

PBoV,可以满足现今猪群中 PBoV检测的需求．

１　材料和方法

１􀆰１　对照毒株

猪瘟病毒对照毒株、猪细小病毒对照毒株、猪繁殖与呼吸综合征病毒对照毒株、猪圆环病毒２型对照

毒株由重庆出入境检验检疫局保存提供．

１􀆰２　血清来源

从重庆市部分养殖场采集育肥猪的血液样本２６６份,离心后分离的血清置于－２０℃冻存备检．

１􀆰３　主要试剂

DNA提取试剂盒、rTaqDNA聚合酶、DNA片段回收试剂盒、感受态细胞JM１０９、pMD１９ＧT载体试

剂盒均购于宝生物工程(大连)公司;UNIQＧ１０柱式质粒小量抽提试剂盒,购自 Omega公司;氨苄青霉素

(Amp)购自Invitrogen公司．

１􀆰４　引物的设计

根据 Genbank已公布的PBoVＧNP１基因序列,利用DNAStar和Primer５􀆰０软件在其保守序列设计一

对特异性引物．上游引物 PBoVＧF:５􀆳ＧAAGGACATCTCCGAAACＧ３􀆳,下游引物 PBoVＧR:５􀆳ＧATGAATＧ

GCCAGTGAAAＧ３􀆳,预计扩增片段大小为２５７bp．引物由宝生物工程(大连)公司合成．

１􀆰５　病原体DNA抽提和PCR扩增

按TaKaRa公司(大连)的病毒基因组提取试剂盒说明书,从猪血清提取病毒 DNA．以提取的 DNA样

品为模板,进行PCR扩增,反应条件为９５℃５min;９４℃３０s,５６℃３０s,７２℃６０s,共４０个循环;７２℃
延伸１０min．PCR产物用１０g/L琼脂糖凝胶电泳检测．

１􀆰６　敏感性试验

用分光光度计测得PBoVCQRCＧ１的基因组DNA质量浓度,并进行１０倍倍比稀释,分别作为PCR模

板进行扩增．

１􀆰７　特异性试验

常规提取PPV,PRRSV,PCV２以及PboV的核酸,以本试验设计引物进行PCR扩增．

１􀆰８　重复性试验

对７份不同的PBoV阳性样品及７份PboV阴性样品重复检测３次,验证该方法的重复性．

１􀆰９　可靠性检测

按说明书对部分PCR阳性产物进行克隆,并提取质粒送宝生物工程(大连)有限公司测序以验证PCR
的可靠性,分别命名CQRC１Ｇ７．

１􀆰１０　临床样品的PCR检测

为了评估该PCR方法在临床应用上的检测效果,对重庆地区育肥猪血清样本进行了检测．

２　结　果

２􀆰１　PBoVＧNP１部分基因的PCR扩增

用PCR方法扩增 PBoVＧNP１部分基因,获得了大小约为２５７bp的特异性片段,与预期片段大小

一致(图１)．
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１􀆰PCR扩增产物;１~６􀆰ProductofPCR;M􀆰２×１０３DNA Marker．

图１　猪博卡病毒NP１部分基因PCR产物电泳结果

２􀆰２　PCR方法的特异性试验

为鉴定所建立的 PCR 检测方法的特异性,选用 CSFV,PPV,PRRSV,PCV２标准毒株及 PBoV１
(SX),PBoV２(JS),PBoV３(ZJD),PBoV４(６V)作为对照毒株,在同样 PCR反应条件下进行扩增．结果显

示,PBoV(CQRCＧ１),PBoV１(SX),PBoV２(JS),PBoV３(ZJD),PBoV４(６V)能扩增出大小约为２５７bp的目

的片段(图２),而其他病毒没有扩增出片段(图３),表明该PCR方法特异性较好,并能检测出４种亚型

的猪博卡病毒．

图２　猪博卡病毒NP１基因特异性扩增试验

２􀆰３　PCR方法的敏感性试验

用分光光度计测得PBoVCQRCＧ１的基因组DNA质量浓度为５８ng/μL,将PBoV依次进行１０倍倍比

稀释,按建立的PCR方法进行检测,结果显示该PCR方法的敏感性最低可达５８pg/μL(图３)．

２􀆰４　PCR方法的重复性试验

对７份阳性样品及７份阴性样品重复检测３次,检测结果一致,表明本试验建立的PCR检测方法具有

良好的重复性．

２􀆰５　PCR方法的可靠性检测

共测得７株PBoV(CQRC１Ｇ７)NP１部分基因片段序列,经Blast分析,７段序列与NCBI公布的PBoVＧ
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NP１序列同源性均在９７􀆰３％以上,充分验证了该PCR方法的可靠性,证实了在重庆地区猪群中存在猪博

卡病毒的感染,同时也再次证明猪博卡病毒 NP１的保守性．

２􀆰６　临床样品的PCR检测

为了评估该PCR方法在临床应用上的检测效果,对重庆地区的２６６份猪血清样本进行了检测,检出

PBoV阳性样本有４５份,阳性检出率为１６􀆰９％．

２－８􀆰 倍比稀释依次为１００,１０－１,１０－２,１０－３,１０－４,１０－５,１０－６．

图３　猪博卡病毒NP１基因敏感性扩增试验

３　讨　论

基于 ORF２编码的 VP基因序列分类,目前猪博卡病毒可分为４种亚型,４种亚型通常存在混合感

染．目前所报道的PCR方法都是基于 VP１\VP２基因设计引物建立的,本试验在PBoVＧNP１保守区域设

计一对特异性引物,建立了能够检测多种亚型 PBoV的 PCR方法,该 PCR检测方法对猪瘟病毒、猪呼

吸与繁殖综合征病毒、猪细小病毒、猪圆环病毒进行检测,均无交叉反应,对 PBoV１,PBoV２,PBoV３,

PBoV４进行检测,均能扩增出目的片段;该方法对PBoV可以检测到质量浓度为５８pg/μL;并对阳性样

本进行多次重复检测,结果一致;对阳性产物测序,与 Genbank公布的猪博卡病毒 NP１序列同源性在

９７􀆰３％以上,可靠性强．

本次试验用所建立的PCR方法对重庆地区育肥猪血清进行PBoV检测,共检测血清样本２６６份,阳性

样本４５份,阳性检出率为１６􀆰９％,首次在重庆地区猪群中检测出猪博卡病毒感染的存在,这与江苏省农业

科学院兽医研究所在国内健康猪群中较低水平的阳性检出率(１６􀆰７％,１３/７８)[４]较为接近．

到目前为止,除少数已报道PBoV 流行的国家以外,大部分国家及地区PBoV 的流行情况尚不清楚．

该PCR方法在NP１保守区域设计引物,能检测多种亚型的PBoV,为PBoV的进一步流行病学调查提供了

一个更可靠、更便利的快速检测方法．
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EstablishmentofaPCRAssaySpecificallyforPBoV
BasedonNP１andItsPreliminaryApplication
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Abstract:AccordingtothepublishedPBoVnucleotidesequenceinGenBank,wedesignedapairofspecific

primersintheconservedregionofNP１toestablishaPCRmethodthatcanamplifyavarietyofPBoVsubＧ

typesandtesteditsspecificity,sensibility,repeatabilityandreliability．TheresultsshowedthatthemethＧ

odhadnocrossreactionforclassicalswinefevervirus,porcineparvovirus,porcinereproductiveandreＧ

spiratorysyndromevirusandporcinecircovirustypeII,indicatingthatitsspecificityishigh．Itssensibility

washigh,with５８ng,anditsrepeatablitywasgood,astheresultswereconsistentin３repeativetests．We

sequencedthepositiveproductsandthesimilaritywithPBoVＧNP１publishedbyGenBankwasmorethan

９７􀆰３％,suggestingthatthemethodwasreliable．Weappliedtheestablishedmethodtotest２６６pigserum

samplescollectedinChongqingareain２０１１．FortyＧfivesampleswereshowntocontainPBoV,provingthat

theinfectionofPBoVexistedamongfatteningpigsinChongqingarea．

Keywords:Porcinebocavirus(PBoV);NP１gene;PCRmethod
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