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摘要 根据猪库布病毒的3D 基因设计1对引物,建立了两步法RT-PCR检测方法,使用该方法分别对

CSFV、PRRSV、JEV、SIV、PEDV、TGEV、GARV阳性模板及包含猪肠道病毒3D 基因和口蹄疫病毒3D 基因的

重组质粒进行PCR检测,结果从以上9种常见猪病病原的阳性模板中均不能扩增出323bp大小的PCR产物,

说明该检测方法的特异性很好,能够用作临床样品的检测。敏感性试验显示,本试验建立的检测方法能够检测

到的模板最低质量浓度为180fg/mL。应用该方法对湖北省各大猪场进行了临床病料检测,在采集的165份

病料中有118份样品检测为猪库布病毒阳性。在4个发生腹泻疫情的规模化猪场进行了分群抽样调查,结果

显示,猪库布病毒在猪群中集中分布在发生腹泻疫情的猪群,说明猪库布病毒和现阶段的腹泻疫情有紧密的

联系。
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  猪库布病毒是一种单股正链RNA病毒,具有

30nm 直径的球形衣壳,无囊膜,基因组大小在

8000bp左右。猪库布病毒(porcinekobuvirus)和
人的嵴病毒(aichivirus)、牛库布病毒(bovinekobu-
virus)同属于库布病毒属,微小RNA病毒科[1-3]。

库布病毒是由日本科学家首先在 Hela细胞中

发现的[4]。在2008年,匈牙利科学家最先在猪的粪

便中分离到库布病毒[5],随后世界多国均报道了猪

库布病毒的存在[3,6]。现在已经证实嵴病毒可以导

致婴幼儿的急性腹泻[2]。猪库布病毒和牛库布病

毒,以及嵴病毒高度同源,均定殖于肠道,因此人们

推测这2种病毒也能导致家畜,特别是幼畜的腹泻。

2009年,我国科学家也在腹泻猪的粪便中发现了猪

库布病毒[7]。根据 Wang等[8]在上海周边做的流行

病学 调 查,猪 库 布 病 毒 的 阳 性 率 为 32.4% ~
46.7%。目前对猪库布病毒的致病机制、感染周期,
流行规律等方面了解非常有限,非常有必要对其深

入研究。
从2010年底开始,我国大范围暴发了猪腹泻的

疫情,以新生仔猪最为严重,症状表现为呕吐、水样

腹泻、体质量下降及严重脱水。1周龄以下的仔猪

最为易感。此病的发病率和死亡率较高,很多猪场

的腹泻发病率达100%,死亡率接近100%。腹泻疫

情从2010年延续至今,一直没有好转,给我国的养

猪业造成沉重的打击。根据最新文献报道,在目前

的腹泻疫情中,猪流行性腹泻病毒的感染率最高,达

82.0%[9-10]。因此推测,猪流行性腹泻病毒在这次

腹泻疫情中扮演着非常重要的角色。但不能排除存

在其他病毒混合感染、协同感染的可能性。近年来,
多种和腹泻相关的新型病毒被发现,其中猪库布病

毒的感染率尤其高,引起了全世界范围的广泛关注。
但是国内尚没有公开发表的猪库布病毒的检测方

法。本研究成功地建立了一种能快速、准确、敏感地

检测 猪 库 布 病 毒 的 RT-PCR 检 测 方 法,现 报 道

如下。

1 材料与方法

1.1 RT-PCR 引物

根据GenBank中猪库布病毒的3D 基因序列

设计1对引物。上游引物:5′-CCTGTGCCTTCCG-
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CATTGTT-3′;下 游 引 物:5′-TGTACCTGTCGTA-
AAACTCC-3′。此引物扩增的目的片段大小为323
bp。引物由生工生物工程(上海)有限公司合成。
1.2 主要试剂

Trizol,PrimescriptRT-PCRkit,ExTaq 酶,

dNTP,DL2000marker,dNTP购自宝生物(大连)
有限公司。
1.3 标准阳性对照质粒的构建

标准阳性对照为华中农业大学动物传染病诊断

中心构建的克隆有3D 基因全长的质粒(pMD18T-
kobu-3D)。
1.4 检测用腹泻样品

腹泻样品由华中农业大学动物传染病诊断中心

收集,馈赠。
1.5 粪便及肠道样品的处理

取肠道样品200mg放入2mL离心管中,剪
碎,然后加入1mL生理盐水,混匀并且匀浆处理

5min。匀浆后将样品离心,6000r/min离心5min,

4℃保存待用。如果是水样粪便样品,取粪便样品

200μL放入2mL离心管中,直接12000r/min离

心5min,4℃保存待用。
1.6 RNA 提取

取匀浆好的样品200μL,参照宝生物(大连)有
限公司Trizol操作说明提取样品总RNA。
1.7 两步法 RT-PCR 方法的优化

1)cDNA合成。参照PrimescriptRT-PCRkit
的说明书配制反转录体系,合成cDNA。

2)PCR拟反应方法的建立。cDNA模板4μL,

ExTaq1μL,10×PCRbuffer5μL,上下游引物各

1μL,dNTP1μL,加水至50μL,反应条件为:94℃
预变性5min;94℃变性30s,58℃退火30s,72℃
延伸60s,35个循环;72℃延伸7min。

3)退火温度的优化。按本文“1.7”中2)拟定的

反应体系加入各种成分,设置退火温度为52~
62℃,对阳性样品进行RT-PCR扩增。

4)引物用量的优化。上、下游引物剂量范围设

在0.2~2.2μL,以0.4μL递增,在筛选出的合适

退火温度下进行目的基因的RT-PCR扩增。每个

引物用量重复试验2次。
1.8 特异性试验

应用建立的检测方法分别对CSFV、PRRSV、

JEV、SIV、PEDV、TGEV、GARV阳性样品,及包含

猪肠道病毒(PEV)3D 基因和口蹄疫病毒(FMDV)

3D 基因的重组质粒(pMD18T-PEV3D,pMD18T-
FMDV3D)进行检测,以验证该方法的特异性。
1.9 敏感性试验

使用重组质粒pMD18T-kobu-3D作为标准阳

性对照测试PCR方法的敏感性。通过紫外分光光

度计检测,重组质粒的质量浓度为0.18mg/mL,将
其分别稀释为10-1~10-9作为模板,按照已建立的

方法进行PCR扩增。
1.10 临床病料检测 

从湖北省54个规模化猪场采集的165份仔猪

腹泻样品,按照本文“1.5”描述的方法处理样品,按
照本文“1.6”描述的方法提取样品总RNA。采用优

化好的RT-PCR检测方法进行扩增,RT-PCR产物

表1 4个规模化猪场采样分布和发病情况

Table1 Samplesdistributionandcorrespondingclinicalsymptomsinfourlarge-scalepigfarms

采样群体

Sampling
group

猪场APigfarmA
数量

Amount
症状

Symptom

猪场BPigfarmB
数量

Amount
症状

Symptom

猪场CPigfarmC
数量

Amount
症状

Symptom

猪场DPigfarmD
数量

Amount
症状

Symptom
经产母猪

Sow
5

腹泻

Diarrhea
6

腹泻

Diarrhea
6

不腹泻

Non-diarrhea
6

不腹泻

Non-diarrhea
哺乳仔猪

Sucklingpiglet
10

腹泻

Diarrhea
15

腹泻

Diarrhea
15

腹泻

Diarrhea
12

腹泻

Diarrhea
保育仔猪

Nurserypiglet
10

不腹泻

Non-diarrhea
15

腹泻

Diarrhea
10

腹泻

Diarrhea
15

不腹泻

Non-diarrhea
育肥猪

Fatteningpig
5

不腹泻

Non-diarrhea
6

腹泻

Diarrhea
6

不腹泻

Non-diarrhea
5

不腹泻

Non-diarrhea
后备母猪

Gilt
5

腹泻

Diarrhea
6

腹泻

Diarrhea
6

腹泻

Diarrhea
5

腹泻

Diarrhea
种公猪

Boar
5

不腹泻

Non-diarrhea
3

不腹泻

Non-diarrhea
4

不腹泻

Non-diarrhea
3

不腹泻

Non-diarrhea
采样总数

Sum
40 51 51 46

684
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以2%的琼脂糖凝胶电泳检测。
1.11 猪库布病毒在不同猪群中的分布调查

从4家规模化猪场按照不同年龄阶段采样,采
样方案及样品对应猪的疫情记录见表1。应用PCR
方法调查不同年龄段猪群中猪库布病毒的分布,分
析猪库布病毒和临床症状的关联。

2 结果与分析

2.1 RT-PCR 反应优化结果

1)退火温度优化结果。由图1可知在58.6℃
时,条带最亮,最清晰,扩增效率最高,所以选择

58℃作为最适宜退火温度。

 M:DL2000DNA marker;1:52.5℃;2:53.7℃;3:54.3℃;

4:55.6℃;5:56.5℃;6:57.6℃;7:58.6℃;8:59.2℃;9:59.8℃;

10:60.6℃;11:61.7℃;12:62.5℃

图1 退火温度优化结果

Fig.1 Theresultofannealingtemperatureoptimization

  2)引物浓度优化结果。由图2可知引物用量在

1.0~2.2μL时均扩增出较亮的条带,在保证扩增

效率的前提下,为了保证反应的特异性,最后选择

1.0μL作为最佳引物用量。

 M:DL2000DNAmarker;1,2:0.2μL;3,4:0.6μL;5,6:1.0

μL;7,8:1.4μL;9,10:1.8μL;11,12:2.2μL.

图2 引物用量优化结果

Fig.2 Resultofprimerconcentrationoptimization

  3)PCR 反应最终体系。cDNA 模板4μL,

ExTaq1μL,10×PCRbuffer5μL,上下游引物各

1μL,dNTP1μL,加水至 50μL。反应条件为:

94℃预变性5min;94℃变性30s,58℃退火30s,

72℃延伸60s,35个循环;72℃延伸7min。
2.2 特异性试验结果

应 用 所 建 立 的 检 测 方 法 分 别 对 CSFV、

PRRSV、JEV、SIV、PEDV、TGEV、GARV 阳性样

品,以 及 FMDV、猪 肠 病 毒 阳 性 质 粒 pMD18T-
PEV3D和pMD18T-FMDV3D进行检测。结果只

能从猪库布病毒阳性样品中扩增出相应大小的片

段,其 他 病 毒 阳 性 模 板 均 不 能 扩 增 出 任 何 条 带

(图3)。

 M:DL2000DNAmarker;1:CSFV;2:PRRSV;3:JEV;4:SIV;

5:PEDV;6:TGEV;7:GARV;8:pMD18T-PEV3D;9:pMD18T-

FMDV3D;10:阴性对照 Negativecontrol;11:阳 性 对 照 Positive

control.

图3 特异性试验结果

Fig.3 Resultofspecifictest
2.3 敏感性试验结果

将重组质粒分别进行10-1~10-9稀释并作为

模板,均能够扩增出目的条带,但亮度随着稀释倍数

额增加而递减,并且能够检出模板DNA的最低质

量浓度为180fg/mL(图4)。

 M:DL2000 DNA marker;1:10-1;2:10-2;3:10-3;

4:10-4;5:10-5;6:10-6;7:10-7;8:10-8;9:10-9;10:阴性对

照 Negativecontrol.

图4 敏感性试验结果

Fig.4 Resultofsensitivitytest
2.4 临床腹泻样品检测结果

对湖北省54个规模化猪场采集的165份仔猪

腹泻样品,应用PCR方法检测猪库布病毒,结果

118份样品为阳性,阳性率为75.64%。

784
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2.5 猪库布病毒在不同猪群中的分布调查

从4个规模化猪场按照不同年龄阶段采样,应
用PCR方法调查不同年龄段猪群中猪库布病毒的

分布,结果见表2。共采集到188份样品,其中有腹

泻症状的猪120头。检测结果显示猪库布病毒阳性

的样品有108份。在这108份阳性样品中,共有99

份样品对应的猪发生腹泻。因此,所有样品的猪库

布病毒阳性率为57.45%(108/188),其中腹泻猪的

猪库布病毒阳性率为99/120(82.5%),非腹泻猪的

猪库布病毒阳性率为9/68(13.23%)。根据表2结

果,可以发现,猪库布病毒和猪场的腹泻症状有非常

一致的对应关系。
表2 4个规模化猪场猪库布病毒检测结果及腹泻发病情况

Table2 Porcinekobuvirusdetectionresultanditscorrespondingsymptoms

采样群体

Sampling
group

猪场A PigfarmA
阳性率

Positiverate
症状

Symptom

猪场BPigfarmB
阳性率

Positiverate
症状

Symptom

猪场CPigfarmC
阳性率

Positiverate
症状

Symptom

猪场D PigfarmD
阳性率

Positiverate
症状

Symptom
经产母猪

Sow
5/5

腹泻

Diarrhea
5/6

腹泻

Diarrhea
0/6

不腹泻

Non-diarrhea
1/6

不腹泻

Non-diarrhea
哺乳仔猪

Sucklingpiglet
9/10

腹泻

Diarrhea
15/15

腹泻

Diarrhea
14/15

腹泻

Diarrhea
12/12

腹泻

Diarrhea
保育仔猪

Nurserypiglet
2/10

不腹泻

Non-diarrhea
13/15

腹泻

Diarrhea
7/10

腹泻

Diarrhea
4/15

不腹泻

Non-diarrhea
育肥猪

Fatteningpig
1/5

不腹泻

Non-diarrhea
3/6

腹泻

Diarrhea
1/6

不腹泻

Non-diarrhea
0/5

不腹泻

Non-diarrhea
后备母猪

Gilt
3/5

腹泻

Diarrhea
4/6

腹泻

Diarrhea
5/6

腹泻

Diarrhea
3/5

腹泻

Diarrhea
种公猪

Boar
0/5

不腹泻

Non-diarrhea
0/3

不腹泻

Non-diarrhea
1/4

不腹泻

Non-diarrhea
0/3

不腹泻

Non-diarrhea

3 讨 论

和所有微小RNA病毒科的成员一样,猪库布

病毒的基因序列变异频率高,毒株之间差异性较大。
根据已有文献报道,猪库布病毒基因组序列中的3D
基因最为保守,因此笔者选择3D 基因作为PCR检

测方法的扩增目的片段[11-12]。通过优化反应条件

和反应程序,该PCR检测方法能够达到180fg/μL
的敏感度,且特异性良好,不会和其他病毒模板发

生非特异扩增。在所扩增的165份临床样品中也

没有发现非目的片段大小的杂带出现,充分说明

我们建立的 RT-PCR检测方法具有良好的稳定

性、可靠性、敏感性,非常适用于临床样品的检测。
这可为临床诊断和病原学调查提供有力的支持。

当下我国流行的腹泻疫情从2010年底开始,持
续至今,猪场一旦发病,往往整个猪场所有群体均出

现腹泻,产房仔猪的发病率、死亡率均接近100%,
而且疫情在很多猪场一直循环往复。针对当前常见

的猪腹泻类病毒在我国腹泻疫情中的阳性率高达

82.0%,而其他常见腹泻类病毒,如猪传染性胃肠

炎、猪轮状病毒的阳性率要低很多[9-10]的报道结果,
推测猪流行性腹泻病毒很可能在这次腹泻疫情中扮

演了非常重要的角色。但是,这次疫情的持续时间

之长、感染群体之广、死亡率之高,均超出往年许多,
因此不能排除其他病原混合感染、协同感染的可能。
如果其他病原的感染是发病的必要条件,则应该在

绝大部分发病猪的粪便样品中能够检测到这种病

原。根据本研究的流行病学调查,猪库布病毒在发

病样品中的阳性率为75.64%,足以引起人们的高

度重视。在此基础上,我们又深入调查了猪库布病

毒在猪群中的分布。根据在4个发生腹泻的规模化

猪场的抽样调查结果,我们发现猪库布病毒在仔猪

中的阳性率要高于育肥猪和种猪中的阳性率,而且

在发病猪中猪库布病毒的阳性非常高,达82.5%,而
在非腹泻猪中猪库布病毒的阳性率只有13.23%。因
此可以推断猪库布病毒和目前的腹泻疫情有很大的

关联。但是,目前还没有充足的证据证明猪库布病

毒是导致腹泻的原发性病原或者协同感染病原。要

证明这一点,还需要进行病毒分离和病例复制,目前

这项工作正在进行中。
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PorcinekobuvirusRT-PCRdetectionassayestablishment
andapplicationinprimaryepidemiologyinvestigationinHubeiProvince
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Abstract Onepairofprimerswasdesignedbasedonthe3Dgenesequencesofporcinekobuvirus,

andthetwo-stepRT-PCRassaywasestablishedinthisstudy.ThepositivetemplatesofCSFV,PRRSV,

JEV,SIV,PEDV,TGEV,GARVandrecombinantplasmids(pMD18T-PEV3D,pMD18T-FMDV3D)

whichcontaineitherFMDV’sorPEV’s3Dgenewereusedtotestthespecificityoftheporcinekobuvir-
usRT-PCRassayweestablishedandtheassayshowedexcellentspecificity.Sensitivitytestshowedthat
theminimalconcentrationofpositivetemplatetheassaycandetectis180fg/mL.Theepidemiologyof
porcinekobuvirusinHubeiProvincewastheninvestigatedbyapplyingthisassay.Among165samplesof
pigswithdiarrhea,118sampleswerekobuviruspositive.Toinvestigatethedistributionofporcinekobu-
virusindifferentagegroupsinpigfarmwithdiarrhea,thesamplesofdifferentagegroupsfrom4differ-
entpigfarmswerecollected.Theresultsclearlyindicatedthatporcinekobuviruswerecentralizeddis-
tributedinthepiggroupwithdiarrhea,whichsuggestedthatpositiverelationshipexistsbetweendiar-
rheadiseaseoutbreakandporcinekobuvirus.

Keywords porcinekobuvirus;RT-PCR;detectionassay;diarrhea;epidemicinvestigation
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