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　　摘要：为同时并快速检测和鉴别猪圆环病毒２型（ＰＣＶ－２）与猪圆环病毒３型（ＰＣＶ－３），并调查西藏林芝地区猪
圆环病毒的感染情况，根据笔者所在实验室 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３单重 ＰＣＲ方法，建立检测 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－２双重
ＰＣＲ的方法，构建标准质粒并经优化反应条件和反应体系后进行特异性和灵敏性的测定，并对西藏林芝周边地区藏
猪粪便进行检测。结果显示，建立的ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３双重ＰＣＲ检测方法对ＰＣＶ１、ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＥＤＶ
等常见猪源病原的检测结果均为阴性；并且建立的ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３双重ＰＣＲ的灵敏度与ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３单一

ＰＣＲ的灵敏度一致，均能达到１０１拷贝数／μＬ；利用建立好的双重 ＰＣＲ方法对西藏藏猪临床样品进行检测，ＰＣＶ－２、
ＰＣＶ－３的阳性率分别为 ３８．３％（１８／４７）、１２．８％（６／４７），混合感染率为 １０．６％（５／４７），与单一 ＰＣＲ的符合度为
１００％。由此可见，本研究建立的ＰＣＲ方法方便、特异、准确，并有很高的敏感度，适于临床样品的检测，为 ＰＣＶ－２与
ＰＣＶ－３的诊断和防控提供理论依据。
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　　猪圆环病毒（ＰＣＶ）为单链负股环状且无囊膜
的ＤＮＡ病毒，属于圆环病毒科圆环病毒属，结构为
２０面对称体，是现已知的最小的动物病毒［１］。猪圆

环病毒可分为４个型：１９７４年由Ｔｉｓｃｈｅｒ等首次分离
得到的无致病性的猪圆环病毒１型（ＰＣＶ－１）［２］；
Ｅｌｌｉｓ等 在 加 拿 大 西 部 猪 群 中 分 离 得 到 的
ＰＣＶ－２［３］；２０１５年美国北卡罗来纳州学者在猪群
中发现的 ＰＣＶ－３［４］；２０１９年在湖南病猪中发现的
新的圆环病毒，暂定为猪圆环病毒 ４型（ＰＣＶ－
４）［５］。其中，ＰＣＶ－２能够引起严重的猪圆环病毒
病，损害机体免疫系统，增大混合感染的概率［６］，且

ＰＣＶ－３与猪圆环病毒相关性疾病的发生联系紧
密［７］。在我国，于 ２０００年郎洪武等首次分离得到

ＰＣＶ－２［８］；ＰＣＶ－３于２０１７年首次被发现，之后在
辽宁省、江西省、江苏省均有报道［９，１０］。猪圆环病毒

病在世界各个国家都有报道，我国也是感染较为严

重的国家，且存在 ＰＣＶ－２与 ＰＣＶ－３混合感染的
情况［１１］。但目前检测 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３的 ＰＣＲ
方法局限于单一 ＰＣＲ，双重 ＰＣＲ同时检测 ＰＣＶ－２
和ＰＣＶ－３的报道还很少。藏猪是主要分布于我国
青藏高原的小型猪种，具有适应性强、抗病耐粗的

特点［１２］；目前很少有关于西藏地区藏猪圆环病毒的

报道。因此，建立一种快捷、灵敏、可靠的双重 ＰＣＲ
方法检测并区分ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３，对临床诊断和
防控猪圆环病毒病具有深远意义。本试验旨在建

立一种具有较高灵敏度的、能够同时检测 ＰＣＶ－２
与ＰＣＶ－３的双重 ＰＣＲ方法，并对西藏地区临床健
康藏猪进行检测，从而为西藏地区ＰＣＶ的流行病学
调查提供依据。

１　材料与方法

１．１　病毒株、菌株与临床样品
大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ５α、ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３阳性病

料、ＰＣＶ－１、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、猪呼吸道疾病综合
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征（ＰＲＲＳＶ）、伪狂犬病病毒（ＰＲＶ）、猪细小病毒
（ＰＰＶ）、猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）等常见猪源病
原均由江苏省农业科学院兽医研究所保存。４７份
藏猪粪便样品于２０２０年６月采集于西藏林芝周边
地区。

１．２　试验时间及地点
本试验于２０２０年７—１０月在江苏省农业科学

院兽医研究所、农业部兽用生物制品工程技术重点

实验室完成。

１．３　主要试剂
ＧｒｅｅｎＴａｑＭｉｘ购自南京诺唯赞生物科技股份

有限公司；ＤＬ－２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ｐＣｌｏｎｅ００７Ｓｉｍｐｌｅ
ＶｅｃｔｏｒＫｉｔ、琼脂糖购自北京擎科生物科技有限公司
（南京）；ＤＮＡ提取试剂盒购自广州美基生物科技有
限公司；胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒均购自美

国Ｏｍｅｇａ公司；引物合成和测序均由北京擎科新业
生物技术有限公司合成。

１．４　引物的设计与合成
用笔者所在实验室已有的引物序列检测

ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３，ＰＣＶ－２检测引物为 ＰＣＶ－２－
ＳＦ（５′－ＧＧＴＴＡＧＡＣＧＧＡＴＡＴＴＧＴＡＧＴＣＣ－３′）和
ＰＣＶ－２－ＳＲ（５′－ＣＧＴＴＴＣＣＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＣＡＣ－
３′），扩增长度为６３０ｂｐ；ＰＣＶ－３检测引物为ＰＣＶ－
３－Ａ２－Ｕ（５′－ＣＡＧＣＴＧＴＧＧＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＧＡＡＴ－
３′）和 ＰＣＶ－３－Ａ２－Ｌ（５′－ＣＣＣＣＣＧＴＧＧＣＴＴＧＡＡＡ
ＴＡＣＡＧ－３′），扩增长度为９３２ｂｐ。
１．５　临床样品处理与病毒ＤＮＡ提取

取适量粪便装入干净的ＥＰ管中，向管中加入２
倍体积的０．０１ｍｏｌ／Ｌ无菌ＰＢＳ（ｐＨ值７．０），制成悬
浮液，反复冻融 ３次；将冻融的样品于 ４℃下
１００００ｇ离心 ５ｍｉｎ，取上清于 ＥＰ管中，用 Ｍａｇｅｎ
生物公司的组织ＤＮＡ抽提试剂盒，按说明书中的步
骤提取样品核酸作为模板。

１．６　单一ＰＣＲ扩增
以提取的ＤＮＡ为模板，用ＰＣＶ－２－ＳＦ、ＰＣＶ－

２－ＳＲ、和ＰＣＶ－３－Ａ２－Ｕ、ＰＣＶ－３－Ａ２－Ｌ引物
进行ＰＣＲ扩增。２型最适 ＰＣＲ体系为２５μＬ：２μＬ
模板，１μＬ的上游引物，１μＬ的下游引物，２×ｍｉｘ
１２．５μＬ，无菌水８．５μＬ；最适反应条件：９４℃预变
性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸
４５ｓ，扩增 ３５个循环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。３型最适
ＰＣＲ体系为 ２５μＬ：１μＬ模板，１μＬ的上游引物，
１μＬ的下游引物，２×ｍｉｘ１２．５μＬ，无菌水９．５μＬ；

最适反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，
５３．６℃退火３０ｓ，７２℃延伸６５ｓ，扩增３５个循环；
７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳
检测并观察扩增结果。

１．７　ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３阳性质粒的制备
用引物 ＰＣＶ－２－ＳＦ、ＰＣＶ－２－ＳＲ、和 ＰＣＶ－

３－Ａ２－Ｕ、ＰＣＶ－３－Ａ２－Ｌ阳性样品进行 ＰＣＲ扩
增，得到相应的特异性条带，将目的条带进行切胶

回收，用ｐＣｌｏｎｅ００７ＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒＫｉｔ进行ＴＡ克隆，
将克隆送至北京擎科新业生物技术有限公司进行

测序，并将含有目的片段的质粒作为阳性质粒。

１．８　双重ＰＣＲ扩增条件筛选
在单重 ＰＣＲ的基础上，筛选双重 ＰＣＲ的最适

退火温度、循环数、引物浓度，确定双重ＰＣＲ的最适
反应条件，并验证其特异性和敏感性。

１．９　双重ＰＣＲ的敏感性试验
计算ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３的初始质粒浓度，并将

其进行倍比稀释，用已建立好的最适单重ＰＣＲ条件
和双重ＰＣＲ条件对不同浓度的阳性标准物进行检
测，来确定双重ＰＣＲ的敏感性。
１．１０　双重ＰＣＲ的特异性试验

用建立的方法对 ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３和 ＰＣＶ－２
与ＰＣＶ－３混合物以及实验室保存的其他常见病原
进行检测，验证此方法的特异性。

１．１１　双重ＰＣＲ重复性试验
在摸索双重ＰＣＲ最适条件时，不同条件均做３

组重复，降低试验结果出现偶然性，并用建立的方

法对３份ＰＣＶ－２阳性样品ＤＮＡ、３份ＰＣＶ－２阴性
样品ＤＮＡ、３份ＰＣＶ－３阳性样品 ＤＮＡ、３份 ＰＣＶ－
３阴性样品 ＤＮＡ等一些其他病原检测１次／周，重
复检测３次，验证双重ＰＣＲ的重复性。
１．１２　临床检测与统计分析

收集２０２０年６月西藏林芝市周边地区藏猪粪
便４７份，用 Ｍａｇｅｎ生物公司的 ＤＮＡ抽提试剂盒按
照说明书对其进行 ＤＮＡ提取，用单重 ＰＣＲ和建立
的双重ＰＣＲ的方法对样品中ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３进
行检测，并用 Ｒｓｔｕｄｉｏ１．２．５０３３软件对检测结果进
行统计分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３阳性质粒的制备
用ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３的引物对病料核酸进行

ＰＣＲ扩增，分别得到６３０、９３２ｂｐ特异性条带，与预
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期相符。切胶回收后进行 ＴＡ克隆、质粒提取，再次
ＰＣＲ验证均可获得特异性条带，表明成功构建
ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３阳性质粒（图１）。

２．２　双重ＰＣＲ扩增条件优化
２．２．１　双重 ＰＣＲ退火温度的优化　以 ＰＣＶ－２和
ＰＣＶ－３单重ＰＣＲ检测方法为基础，选取合适的模
板浓度，设置４个温度（５３、５４、５５、５６℃）作为退火
温度进行双重ＰＣＲ的扩增，用１％琼脂糖凝胶电泳
观察扩增，结果发现双重ＰＣＲ在５４℃时ＰＣＶ－２和
ＰＣＶ３的扩增效果最好，故确定最适退火温度为
５４℃（图２）。

２．２．２　双重ＰＣＲ循环数的优化　以５４℃为双重
ＰＣＲ的退火温度，选取合适的模板浓度，设置３个
不同循环（３０、３５、４０）对双重 ＰＣＲ最适循环数进行
验证，结果发现在循环数为 ４０时条带亮度较为合
适，因此选用 ４０个循环为 ＰＣＲ的最适循环数
（图３）。　
２．２．３　双重 ＰＣＲ引物浓度的优化　设置 ０．２５、
０５０、１．００、１．５０、２．００μＬ等５个引物量（上下游引
物浓度均为 １×１０４ｐｍｏｌ／μＬ）对 ＰＣＶ－２／３单重

ＰＣＲ的最适引物量进行摸索。结果发现，ＰＣＶ－２
和 ＰＣＶ－３均在引物量为０．５、１．０、１．５μＬ时条带
已足够亮（图４、图５）。以０．５、１．０、１．５μＬ为双重
ＰＣＲ的引物量，以棋盘滴定法找到双重 ＰＣＲ中
ＰＣＶ－２与ＰＣＶ－３初始最适引物体积比例为２．０、
０．５μＬ（图６）。并按照该引物体积比例设置３组引
物量 （１．２μＬ∶０．３μＬ；１．６μＬ∶０．４μＬ；
２．０μＬ∶０．５μＬ）确定双重ＰＣＲ中ＰＣＶ－２与ＰＣＶ－
３的最终最适引物体积比例为 １．６μＬ∶０．４μＬ
（图７）。　

２．３　双重ＰＣＲ敏感性试验结果
将７０．７ｎｇ／μＬＰＣＶ－２、６２．５ｎｇ／μＬＰＣＶ－３的阳

性质粒均稀释成１０１０拷贝数／μＬ，按比例混合稀释
为１０９拷贝数／μＬ，之后进行倍比稀释来进行 ＰＣＲ
的敏感性试验。经敏感度测定发现，优化后的双重

ＰＣＲ敏感度和其单一 ＰＣＲ的敏感度相同，均为１０１

拷贝数／μＬ，说明建立的双重 ＰＣＲ检测方法具有很
高的敏感度（图８、图９、图１０）。
２．４　双重ＰＣＲ特异性试验

以优化后的双重ＰＣＲ对ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３、
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ＰＣＶ－２＋ＰＣＶ－３以及 ＰＣＶ－１、ＣＳＦＶ、ＰＰＶ、ＰＲＶ、
ＰＲＲＳＶ、ＰＥＤＶ进行检测。结果显示，本试验建立的方
法对ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３、ＰＣＶ－２＋ＰＣＶ－３均能扩增出
目的条带，对其余病原均无特异性目的条带，虽ＰＲＶ
出现较弱非特异性条带，但与目的条带距离较大，并

不影响对ＰＣＶ－２与ＰＣＶ－３的判定结果。表明建立
的双重ＰＣＲ的方法具有较好的特异性（图１１）。

２．５　双重ＰＣＲ重复性试验
在摸索双重ＰＣＲ最适条件时，３组重复均大致

相同，且利用建立的双重 ＰＣＲ方法分别对 ＰＣＶ－２
阳性样品ＤＮＡ、ＰＣＶ－２阴性样品 ＤＮＡ、ＰＣＶ－３阳
性样品ＤＮＡ、ＰＣＶ－３阴性样品 ＤＮＡ以及其他病原
进行检测，３次重复结果一致，说明建立的ＰＣＶ－２、
ＰＣＶ３双重ＰＣＲ方法具有很好的重复性。
２．６　临床检测与统计分析

以单重ＰＣＲ和建立的双重 ＰＣＲ分别对采集的
４７份临床样品进行 ＰＣＲ扩增，发现双重 ＰＣＲ与单
重ＰＣＲ结果一致。利用ＲＳｔｕｄｉｏ对结果进行分析并
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做可视化处理，ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３的阳性率分别为
３８．３０％（１８／４７）、１２．７７％（６／４７），混合感染率为
１０．６４％（５／４７），单患 ＰＣＶ－２率为 ２７．７％（１３／
４７），单患 ＰＣＶ－３率为 ２．１％（１／４７），ＰＣＶ－２和
ＰＣＶ３双阴性率为５９．６％（２８／４７）（图１２）。

３　讨论与结论

自ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３报道以来，国内外均有
猪群感染的情况，且感染率居高不下，存在混合感

染现象［１１］。ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３在临床上均表现为
繁殖障碍、猪呼吸道疾病综合征（ＰＲＤＣ）、猪皮炎肾
病综合征（ＰＮＤＳ）、能够引起猪断奶后多系统衰竭
综合征（ＰＭＷＳ）、仔猪先天性震颤、增生性坏死性肺
炎（ＰＮＰ）等［３－４］，在临床上无法明确区分 ＰＣＶ－２
和ＰＣＶ－３。另有报道在无临床症状的猪和犬中检

测到ＰＣＶ－３［１３－１４］，且 ＰＣＶ－３能跨种间传播，在
牛、蜱、鼠中亦能检测到［１５］，但 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３
无交叉免疫保护，ＰＣＶ－２的疫苗无法防止 ＰＣＶ－３
的感染［１６］，猪圆环病毒不仅给世界养猪业带来严重

损失，也可为其他动物的健康带来严重威胁，增加

防控难度。因此，建立敏感性高、特异性强、重复性

好的诊断方法对 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３临床检测与防
控具有重要意义。

ＰＣＲ为实验室检测的常用技术，肖琦等分别建
立了 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３ＰＣＲ检测技术，但单重
ＰＣＲ技术１次只能检测１种病原［１０，１７］。多重 ＰＣＲ
方法于１９８８年提出［１８］，该方法在疾病混合感染方

面具有快速、省时、省力的优势，既具有单项ＰＣＲ的
敏感性和特异性，又可节省试剂，１次检测多个病原
体或多个基因型，具有很高的实用性。季程远等建

立的双重ＰＣＲ方法中ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３检测敏感
度分别为１×１０３、１×１０３拷贝数／μＬ［１９］，６．１×１０２、
８．０×１０２拷贝数／μＬ［２０］。本研究通过对 ＰＣＲ不同
条件的优化和反复试验，最终建立了简单快速、灵

敏稳定、准确可靠的 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３双重 ＰＣＲ
方法，其灵敏度和单重 ＰＣＲ相同均为１×１０１拷贝
数／μＬ，且高于已报道的ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３双重方法
的敏感度。

目前，我国ＰＣＶ－２和ＰＣＶ－３在很多省份均有
报道。ＰＣＶ－２感染率为 ２３．５３％ ～８１．４０％［１９－２７］

（青海省为２３．５３％、云南省为 ３６．０５％、江苏省为
３８００％、吉林省为３８．５０％、京津冀为５６．７０％、广
西壮族自治区为 ６５．１０％、新疆维吾尔自治区为
７０７１％、四川省为 ７４．４８％、河南省为 ８１．４０％）；
ＰＣＶ－３感染率为 １１．１０％ ～３８．３％［１０，１９－２２，２６－２８］

（广西壮族自治区为１１．１０％、四川省为１１．１９％、江
苏省为 １２．６７％、云南省为 １７．４４％、青海省为
１８３８％、新疆维吾尔自治区为 ２０．００％，河南省为
３０．２３％，京津冀为 ３８．３０％），混合感染率为
６６４％～３０．２３％［１９－２２，２６－２７］（广西壮族自治区为

７９０％，京津冀为１７．５０％，青海省为７．３５％，河南
省为 ３０．２３％，四 川 省 为 ６．６４％，云 南 省 为
１５１２％）。本研究建立的双重 ＰＣＲ方法对临床健
康的藏猪粪便进行猪圆环病毒检测，结果 ＰＣＶ－２
感染率为３８．３％（１８／４７），ＰＣＶ－３感染率为１２．８％
（６／４７），混合感染率为１０．６％（５／４７）。从目前我国
ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３的感染类型来看，ＰＣＶ－２、
ＰＣＶ－３阳性率大致为 ５３％、２０％，混合感染率为
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１４．１２％左右，可见ＰＣＶ－２、ＰＣＶ－３在我国已普遍
流行，且 ＰＣＶ－３多与 ＰＣＶ－２以混合感染的形式
存在。从ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３感染地区来看，中国
北部地区 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３阳性率较高，这可能
与南北方气候差异有关。本试验以西藏林芝周边

临床健康猪为检测对象，对其粪便进行检测。整体

来看，西藏林芝地区 ＰＣＶ－２和 ＰＣＶ－３感染率相
对较低，这可能与藏猪的散养模式、耐受能力和高

原气候有关，且 ＰＣＶ－３多与 ＰＣＶ－２混合感染，但
也存在ＰＣＶ－３单独感染的现象，存在隐性感染的
可能，因此西藏养殖户应加强对猪圆环病毒的防控

意识。

参考文献：

［１］ＭａｎｋｅｒｔｚＡ，ａｌｉｓｋａｎＲ，ＨａｔｔｅｒｍａｎｎＫ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙｏｆ

ＰｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓ：Ａｎａｌｙｓｅｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００４，９８（２）：８１－８８．

［２］ＴｉｓｃｈｅｒＩ，ＲａｓｃｈＲ，ＴｏｃｈｔｅｒｍａｎｎＧ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｐａｐｏｖａｖｉｒｕｓ－

ａｎｄｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｐｅｒｍａｎｅｎｔｐｉｇｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

［Ｊ］．ＭｅｄｉｚｉｎｉｓｃｈｅＭｉｋｒｏｂｉｏｌｏｇｉｅｕｎｄＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｉｅ，１９７４，２２６（２）：

１５３－１６７．

［３］ＥｌｌｉｓＪ，ＨａｓｓａｒｄＬ，ＣｌａｒｋＥ，ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｆｒｏｍｌｅｓｉｏｎｓ

ｏｆｐｉｇｓｗｉｔｈｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃｗａｓｔｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．Ｔｈｅ

ＣａｎａｄｉａｎＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＪｏｕｒｎａｌ，１９９８，３９（１）：４４－５１．

［４］谷思颖，屈勇刚，魏　其，等．猪圆环病毒３型新疆株Ｃａｐ蛋白的

原核表达及纯化［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０２０，４７（８）：２６６０－２６６５．

［５］ＺｈａｎｇＨ Ｈ，ＨｕＷ Ｑ，ＬｉＪＹ，ｅｔａｌ．ＮｏｖｅｌＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｓｐｅｃｉｅｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｆａｒｍｅｄｐｉｇｓｄｅｓｉｇｎａｔｅｄａｓＰｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓ４，Ｈｕｎａｎ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙａｎｄＥｍｅｒｇｉｎｇＤｉｓｅａｓｅｓ，２０２０，

６７（３）：１０５７－１０６１．

［６］郭佳慧，肖　琦，汪　伟，等．两株猪圆环病毒２型的分离鉴定和

小鼠致病性试验［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１９，５１（１１）：１０２－１０８．

［７］郭影成，付守鹏，高学勇，等．吉林省猪圆环病毒３型的分子流行

病学调查及遗传演化分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１９，４６（５）：

１４８３－１４９０．

［８］郎洪武，张广川，吴发权，等．断奶猪多系统衰弱综合征血清抗体

检测［Ｊ］．中国兽医科技，２０００，３０（３）：３－５．

［９］ＫｕＸ，ＣｈｅｎＦ，ＬｉＰ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｐｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３ｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙａｎｄ

ＥｍｅｒｇｉｎｇＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１７，６４（３）：７０３－７０８．

［１０］肖　琦，茅爱华，汪　伟，等．猪圆环病毒３型ＰＣＲ检测方法的

建立及其应用［Ｊ］．中国动物传染病学报，２０１８，２６（２）：９－１４．

［１１］王小敏，曹东阳，徐祥兰，等．２０１０—２０１５年华东地区猪圆环病

毒２型的分子流行病学分析［Ｊ］．微生物学报，２０２０，６０（４）：

７０３－７１４．

［１２］李倩文，杨　榛，杨雅楠，等．冬夏两季环境温度对藏猪生理特

征及相关基因表达的影响［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０２１，４８（３）：

８７３－８８１．

［１３］ＺｈｅｎｇＳ，ＷｕＸ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｐｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓ

３ｗｉｔｈｏｕｔｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｇｎｓｉｎＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ［Ｊ］．

ＴｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙａｎｄＥｍｅｒｇｉｎｇＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１７，６４（５）：１３３７－１３４１．

［１４］ＺｈａｎｇＪＸ，ＬｉｕＺＧ，ＺｏｕＹＷ，ｅｔａｌ．Ｆｉｒｓｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｐｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３ｉｎｄｏｇｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＧｅｎｅｓ，２０１８，

５４（１）：１４０－１４４．

［１５］Ｏｕ－ＹａｎｇＴ，ＮｉｕＧＹ，ＬｉｕＸＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｐｏｒｃｉｎｅ

Ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１９，７３：

２２７－２３３．

［１６］Ｗｏｚ＇ｎｉａｋＡ，ＭｉｅｋＤ，ＢｓｋａＰ，ｅｔａｌ．ＤｏｅｓｐｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ３

（ＰＣＶ３）ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｗｉｔｈｐｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２（ＰＣＶ２）ｖａｃｃｉｎｅ

ｅｆｆｉｃａｃｙ？［Ｊ］．ＴｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙａｎｄＥｍｅｒｇｉｎｇＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１９，６６

（４）：１４５４－１４６１．

［１７］董亚青，郭广富，朱爱萍，等．猪圆环病毒２型ＰＣＲ检测方法的

建立及应用［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０１６（２２）：１２６－１２８．

［１８］ＣｈａｍｂｅｒｌａｉｎＪＳ，ＧｉｂｂｓＲＡ，ＲａｎｉｅｒＪＥ，ｅｔａｌ．Ｄｅｌｅｔｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ

ｔｈｅＤｕｃｈｅｎｎｅ ｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｌｏｃｕｓｖｉａ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＤＮＡ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９８８，１６（２３）：１１１４１－

１１１５６．

［１９］季程远，王蔚怡，黄　欣，等．猪圆环病毒２型和３型双重 ＰＣＲ

检测方法的建立与应用［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１８，４０

（１０）：９１３－９１６．

［２０］温海京，石玉佩，胡胜云，等．猪圆环病毒２型与３型双重 ＰＣＲ

检测方法的建立［Ｊ］．北京农学院学报，２０２０，３５（３）：１０１－

１０５．　

［２１］杨永宁，任宜家，申禄昌．猪圆环病毒２型和３型双重 ＰＣＲ鉴

别检测方法的建立及应用［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１８，５０（１２）：

９１－９５．　

［２２］钟顺平，刘应华，杨贵伟，等．云南省勐腊县猪场ＰＣＶ２和ＰＣＶ３

的感染状况［Ｊ］．贵州农业科学，２０２０，４８（５）：８９－９１．

［２３］曹启明．江苏部分地区猪圆环病毒２型分子流行病学调查及其

致病性研究［Ｄ］．扬州：扬州大学，２０１７．

［２４］苗丽娟，刘东旭，尹柏双．２０１６—２０１８年吉林省猪圆环病毒２

型流行病学调查及序列分析［Ｊ］．中国兽医杂志，２０２０，５６（３）：

３３－３６，４０．

［２５］张家瑞，阿丽亚·买买提依明，屈勇刚，等．新疆部分地区猪圆

环病毒２型抗体检测与分析［Ｊ］．中国猪业，２０２０，１５（４）：４３－

４６．　

［２６］张　毅，陈　斌，邵　靓，等．２０１７年四川省猪群５种病毒性传

染病流行病学调查［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１８，５０（９）：８２－８６．

［２７］徐朋丽，赵　宇，张　宇，等．猪圆环病毒２型和３型双重 ＰＣＲ

检测方法的建立［Ｊ］．中国兽医学报，２０１９，３９（１）：２５－３０．

［２８］任　敏，屈勇刚，魏　其，等．新疆首次检测到猪圆环病毒３型

及其全基因组进化分析［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０１９（２１）：７６－

８０，８６．

—７７１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第３期


