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摘 要：猪圆环病毒 2型（Porcine circovirus type 2, PCV2）是一种可引起猪呼吸疾病综合征、猪皮炎和肾病综合征、断奶仔

猪多系统衰竭综合征等多种疾病的主要病原体。PCV2与不同的病毒或细菌混合感染引发的疾病具有不同的临床特征，

导致其病因难以检测，无法提前预防和及时阻断传染，继而导致养猪业经济损失惨重。因此，先进的 PCV2感染诊断技术

对于 PCV2的预防、诊断及预后显得尤为重要，本文综述了近几年 PCV2感染诊断技术的研究现状及发展趋势，以期为今

后 PCV2感染诊断技术的研发指明方向。
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Abstract：Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a major pathogen causing porcine respiratory disease complex
(PRDC), porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS), postweaning multisystemic wasting syndrome (PM⁃
WS), etc. The diseases caused by mixed infection of PCV2 with different viruses or bacteria have different clinical
characteristics, which makes it difficult to detect the etiological factors and unable to prevent and block the infection
in advance, and thereby leading to enormous economic losses in the pig industry. Therefore, advanced diagnostic
techniques of PCV2 infection is particularly important for the prevention, diagnosis and prognosis of PCV2. This pa⁃
per summarizes the research status and development trend of the diagnosis techniques of PCV2 infection in recent
years, in order to indicate the direction for the future research and development of the diagnosis techniques of PCV2
infection.
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PCV2是一种无囊膜单股环状 DNA病毒，属

于圆环病毒科，呈二十面体对称，直径为 17～20
nm，是目前所知的最小动物病毒之一[1]。PCV2被认

为是猪圆环病毒相关疾病（PCVAD）中最主要的病

原体，现在已发现的 PCV2 基因亚型有 PCV2a、
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PCV2b、PCV2c、PCV2d、PCV2e、PCV2f、PCV2g 和
PCV2h[2]，其中 PCV2b是最主要的流行毒株。

猪是 PCV2的天然宿主，PCV2可以感染各年

龄段、不同性别的猪，哺乳期和育成期的猪最易

被感染，特别是 5～12周期的乳猪 [3]。在流行感染

过的猪群中，其发病率和死亡率并不高，最后造

成高死亡率的原因主要是猪感染 PCV2后常诱发

多重病毒和 (或)细菌的交叉感染，严重破坏被感

染动物的免疫系统，使其免疫应答能力下降。因

此，及早发现并积极预防和治疗 PCV2的感染仍

然是猪场疫病防控工作的重中之重。本文针对

PCV2实验室诊断技术的研究进展展开综述，以期

为 PCV2的临床检测提供可行性参考。
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1 分子生物学检测技术

1.1 PCR技术

1.1.1 常规 PCR
常规 PCR具有快速、简便、特异的优点，是一

种常用诊断方法，原理是根据目的片段设计引物

在 DNA聚合酶和相应仪器作用下体外扩增部分

或全部目的片段。李英 [4]根据 PCV2 ORF2设计特

异性引物对猪场出现 PMWS典型症状的猪进行

PCR检测，结果成功检测出 PCV2病毒感染，这为

圆环病毒的快速准确诊断提供了科学依据。

1.1.2 多重 PCR
多重 PCR是指在一个 PCR反应体系中，同时

加上两种以上的引物，同时扩增出多个核酸片段

的 PCR技术。由于 PCV2常与其他病原体混合感

染引起严重的综合病征，而多重 PCR可以一次扩

增出多个核酸片段，因此可节省检测的时间，为

临床和防疫提供了便利。单重 PCR费时费力，血

清学诊断准确度较低，而多重 PCR技术不仅特异

性强、敏感度高，而且能够同时检测多种病原

体 [5]，因此近些年基于 PCV2和其他病原体临床检

测的多重 PCR技术不断涌现。王立娇等 [6]成功建

立同时检测 PCV1和 PCV2的双重 PCR方法，具有

较高的敏感性和特异性，通过对 15个猪场的血清

样品进行检测，发现猪场中 PCV2比 PCV1感染率

高。罗宁等 [7]成功建立可以同时检测 PRRSV、CS⁃
FV、PRV、PCV2、PPV和 PCMV的多重 PCR，使用此

方法对来自山东省各猪场的 145份临床发病样品

进行检测，总阳性率为 83.45%，2种以上病毒混合

感染阳性率为 69.66%，结果表明建立的多重 PCR
敏感性好、应用广泛、实用性强。

1.1.3 竞争 PCR
Dezen等 [8]成功建立竞争性聚合酶链反应 (cP⁃

CR)和 SYBR Green real-time PCR这两种方法来进

行 PCV2 DNA的检测，发现 cPCR更容易出现假阳

性，且费时费力、操作繁琐，因此目前临床上很少

使用 cPCR进行 PCV2检测。

1.1.4 套式(巢式)PCR
早期曾出现不少用于检测 PCV2的巢式 PCR

方法的研究报道，但其敏感性试验不够完善，未

能确定最低检出限。2015年，于静等 [9]成功建立

新的巢式 PCR方法，其灵敏度与已报道的荧光定

量 PCR检测方法相近，比普通 PCR灵敏度高、简

便，虽与之前建立的巢式 PCR类似，但此次建立

的巢式 PCR有其明确的最低检出限。Kim等 [10]在

多重 PCR的原理上成功建立双重巢式 RT-PCR，
可以同时检测 PCV2和 PRRSV，经过对两者病毒

最低检出限的对比，表明该方法一致性良好。

1.1.5 荧光定量 PCR
实时荧光定量 PCR技术是根据荧光信号强度

的变化来监测整个 PCR的进程，旨在能够对未知

模板进行定量分析。目前此技术主要包括两大

类：（1）使用特异双链 DNA结合燃料的燃料法荧

光定量 PCR；（2）建立在荧光共振能量转移原理

上使用荧光标记探针的探针法荧光定量 PCR。师

小潇等 [11]成功建立实时荧光定量 PCR和常规 PCR
检测方法，通过对使用这两个方法对猪血清样品

进行检测的结果进行比较，发现荧光定量 PCR结
果直观、敏感性更好、特异性更强，但因其价格昂

贵、操作要求高，故不宜在基层推广。

1.1.6 数字 PCR 技术

目前，可将数字 PCR(Digital PCR, dPCR)技术

分为微孔式数字 PCR、微滴式数字 PCR和微腔式

数字 PCR三种，其中微滴式数字 PCR应用最为广

泛，其工作原理是将 DNA分子稀释到一定浓度，

生成一定数目的微滴，再进行 PCR扩增，读取阳

性微滴数目。无需借助标准品和标准曲线，通过

直接检测样品中核酸的原始浓度便可以实现

DNA的定性与定量检测 [12]。该技术比传统荧光定

量 PCR的灵敏度和精确性更高，而且成本更加低

廉。赵珊 [13]通过建立一种新型 PCV2微滴式数字

PCR定量检测方法，将其应用于检测种猪血清样

品、PCV2疫苗半成品和猪内脏组织中 PCV2的病

毒含量情况，并与 TaqMan荧光定量 PCR方法进行

比较验证，成功获得了满足出入境检验检疫需求

的 PCV2检疫方法，该方法灵敏度高、重复性好、

稳定性高，可用于后期检测多种临床样品。

1.2 限制性片段长度多态性聚合酶链反应

(PCR-RFLP)
PCR-RFLP利用限制性内切酶识别位点造成

位点增加或缺失而改变酶切性质这一特点，通过

直接或间接基因诊断得出结果。Hamel等 [14]利用

自己设计的引物分别从 PCV1和 PCV2毒株中扩

增出长度为 438 bp的基因片段，经限制性片段长

度多态性 (RFLP)分析后 PCV2毒株的基因型极易

被鉴定和区分。Fenaux等 [15]根据已有的 PCV株的

基因序列，利用 PCR快速有效扩增猪圆环病毒的

微量 DNA，再使用 RFLP区分 PCV1和 PCV2，继而

对猪圆环病毒感染做出鉴定。
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1.3 原位杂交技术(ISH)
原位杂交是基于核酸单链之间某些碱基序列

可以互补配对而建立的检测技术。Seo等 [16]利用

ISH对经石蜡包埋和福尔马林固定且患有断奶后

仔猪多系统衰竭综合征的淋巴组织进行 PCV2检
测，不仅成功检测到 PCV2病毒核酸，而且较之于

基于多克隆和单克隆抗体的 IHC方法，ISH更易

于区分 PCV2a和 PCV2b 基因亚型感染，但由于

IHC操作要求比 ISH简单得多，因此目前 IHC仍比

ISH更适合于 PCV2感染的临床诊断。

1.4 DNA芯片技术

DNA芯片技术又称基因芯片，是近年来分子

生物学与微电子学等多学科交叉融合而成的一项

利用碱基互补配对的原理进行核酸杂交的高新技

术。姜永厚等 [17]在 PCV2保守序列复制酶基因内

设计了两对特异的核苷酸探针，成功建立基因芯

片检测技术，该技术可准确鉴别 PCV基因型，其

灵敏度是凝胶电泳的 5倍，表明寡核苷酸基因芯

片技术可有效地应用于 PCV感染的临床诊断和

分子流行病学检查。此外，PCV2和其他病毒混合

感染情况也可用 DNA芯片技术进行诊断，但最近

几年基因芯片技术的研究相对于其他 PCV2检测

技术的研究报道并不多。

1.5 环介导等温扩增技术(LAMP)
环介导等温扩增技术是在 2000年发展起来

的一种核酸诊断技术，可以在常温下进行检测，

基因的扩增和产物的检测可以一步完成，扩增效

率和特异性高，检测结果可直接判断。Chen等 [18]

成功建立了一种快速、简便的 PCV2 LAMP检测方

法，与普通 PCR相比灵敏度高，与 PCV1、PRRSV
和 PRV均无交叉性，体现较好特异性。

1.6 重组酶聚合酶扩增技术

重组酶聚合酶扩增（Recombinase polymerase
amplification, RPA）技术是 2006年首次出现的有

望替代 PCR的全新核酸等温扩增技术。在体外

模拟生物体内 DNA复制，在 37 ℃～42 ℃恒温条

件下 20 min即可对目的片段完成扩增，37 ℃是最

适反应温度。该方法特别适用于兽医、食品安

全、生物安全、农业等领域的体外快速检测 [19]。
Wang等 [20]成功建立了检测 PCV2的实时荧光定量

RPA方法，最低可检测 100个 PCV2基因组，其灵

敏度较普通 PCR提高了 10倍。总之，RPA是一种

快速、简便、高效、性价比高的诊断方法，可以在

此基础上建立 RPA-ELISA、on-chip RPA等扩增技

术，最大可能提高检测效率，在动物疾病早期诊

断、产地检测、进出口快速检疫等方面具有巨大

的应用前景和市场 [21]。

2 血清学检测技术

2.1 酶联免疫吸附试验(ELISA)
酶联免疫吸附试验在检测 PCV2的血清学方

法中使用最广泛，具有易于自动化、操作简单、敏

感性高、适合大规模诊断的优点，主要包括竞争

ELISA、间接 ELISA、阻断 ELISA、双抗体夹心 ELI⁃
SA和抗原捕获 ELISA等五种方法，其中间接 ELI⁃
SA相比于其他四种方法不能有效分辨出 PCV1和
PCV2，所以其在应用方面受到极大限制。在血清

学检测技术中，病毒中和试验测定法 (VN)、IFA和
IPMA等被广泛应用于检测 PCV2抗体，但这些方

法费时、劳动强度大，且会带来多种病毒感染风

险，而 ELISA可以避免这些问题，适合大规模检

测。Walker等 [22]利用 PCV2的特异性抗体成功建

立竞争 ELISA方法，并使用该方法对来自美国、法

国的 484份血清样本进行检测，其检出敏感性和

特异性结果分别达到 99.58%和 97.14%，比 IFA表
现出更高的敏感性，可用于 PCV2感染的大规模

快速检查。杨香林 [23]通过使用抗 PCV2 Cap蛋白

单克隆抗体 5H7，建立了一种检测 PCV2特异性抗

体的阻断 ELISA方法，此方法敏感性强、重复性

好，且与其他几种猪病的阳性血清无交叉反应，

可以用于 PCV2感染或疫苗免疫猪血清的快速检

查。 Sun 等 [24]以 ORF2-E 作为抗原建立的间接

ELISA，具有特异性强、敏感性高、成本低、快速、

简便等特点，可以区分血清样本中的 PCV1 和
PCV2 感染。此外，目前有学者试图通过使用

PCV2的非结构蛋白基因建立间接 ELISA方法并

用于 PCV2检测，如李春燕等 [25]利用 ORF3蛋白作

为包被抗原成功建立 PCV2间接 ELISA诊断方法，

该方法与 PCR检测具有很好的一致性，可用于临

床上鉴别疫苗抗体与野毒感染抗体。

2.2 间接免疫荧光(IFA)
间接免疫荧光常用于细菌、病毒等微生物的

检测和肾炎活检、皮肤活检的免疫病理检查，如

PCV分离效果鉴定及其病变组织的检测、猪源细

胞 PCV2感染情况的检测等。此方法具有成本

低、简便、快速、特异性高、非特异性荧光染色少

的优点，但因其操作复杂繁琐、敏感性偏低，很少

用于现场临床诊断。芦银华等 [26]利用猪肾传代细

胞系 PK-15增殖的 PCV2标准毒株作为包被抗原

成功建立了检测 PCV2抗体的 IFA方法，并对来自
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中国多个地区的血清样品进行了检测，结果血清

样品抗体阳性率达到 59%，并且所检测的 PPV、
PRV和 PRRSV抗体均未见任何特异性荧光，说明

该法具有良好的特异性，为猪场的疾病诊断和猪

源细胞的净化提供了有效手段。宫婷等 [27]通过利

用外源表达的 PCV2 Cap蛋白制备的多克隆抗体

成功建立了检测 PCV2的一步间接免疫荧光试验

(OS-IIFA)并用于对广东省各地猪场采集的 79份
病料样品的 PCV2检测，检测结果与 PCR结果的

总符合率达到 83.54%，说明该方法可以用作调查

PCV2流行病学和监测猪场 PCV2感染，且相对于

传统的 IFA更简便、快速，相比于传统的 PCR方法

成本更低廉，为 PCV2的净化和感染防控提供了

有效手段。

2.3 免疫组织化学技术(IHC)
免疫组织化学技术 (IHC)是检测抗原或抗体

在组织细胞内存在部位的一门新技术，尤其适合

于病毒和病毒抗原在组织培养和机体细胞内生长

繁殖定位的观察。目前，国内外许多学者利用多

抗或单抗建立了许多可用于检测 PCV2抗原的

IHC方法，如徐恒 [28]利用其自制的 PCV2特异性单

抗建立了检测 PCV2的 IHC方法并用于扬州地区

某一屠宰场猪腹股沟淋巴结样品的检测，结果显

示 IHC检测比 PCR检测的符合率更高，说明 IHC
具有较高的灵敏度，且可以最大限度保存组织或

细胞内待检物质的抗原性。由于该方法操作比较

繁琐，耗时长，且要去除过氧化物酶的干扰，因此

IHC大多只应用于需要对携带抗原的细胞及组织

的大体形态进行评价的研究中。

2.4 免疫过氧化物酶单层细胞实验(IPMA)
刘长明等 [29]于 2007年成功建立一种用于检测

PCV2血清抗体的免疫过氧化物酶单层细胞实验

(IPMA)，并通过对 IPMA的反应条件进行优化后组

装成了诊断试剂盒。用 IPMA和 rcELISA对 102份
猪血清进行检测，结果显示这两种方法的总复合

率为 89.2%，且该 IPMA诊断试剂盒批间和批内获

得的检测结果一致，无批间批内差异，说明该试

剂盒稳定可靠，可用于临床猪群血清抗体的检

测，相比于传统 ELISA，IPMA试剂盒制备工艺更

简单，质量更容易控制，重复性更好。潘晓梅等 [30]

又通过利用保存的 PCV2淋巴组织毒建立了检测

PCV2抗体的 IMPA方法并用于对新疆各地猪场血

清样品的检测，其结果与临床上 PCV2感染导致

的猪群发病的实际情况相符合，再次表明 IPMA
临床应用的可行性。

2.5 免疫胶体金技术(ICS)
免疫胶体金技术(ICS)是一种基于以抗体或抗

原可用胶体金粒标记，检测未知抗原或抗体的方

法 [31]。宋万杰等 [32]成功建立了 PCV2抗体胶体金

免疫层析方法，该方法具有快速、简便、稳定、敏

感性高、特异性强、重复性好的特点，为实现 PCV2
快速诊断、流行病学调查和疫苗效果的评估奠定

了基础，此实验过程分析了使用金标 Protein A、
PCV2d Cap蛋白包被检测线结果不理想的原因，

为后续 PCV2抗体胶体金检测试纸条的研制和应

用提供了参考依据。时建立等 [33]通过使用柠檬酸

三钠还原法制备胶体颗粒，成功建立检测 PCV2
抗体的胶体金免疫层析方法并组装检测卡，此检

测卡可以极好地与 PCV2阳性血清发生特异性反

应，与传统 ELISA试剂盒检测结果之间的总符合

率大于 95%。该方法相比于 PCR、ELISA、IMPA和
IFA等更加简便、快速，且结果更直观，不需要专

业人员操作，便于在基层推广。

3 病原学检测技术

病毒的分离培养和鉴定是临床上常用的病原

学诊断技术，该方法是将病死猪组织如肺脏、肾

脏、脾脏和淋巴结等进行研磨并与 PBS混合成悬

液 (v/v=1∶5)，经-20 ℃反复冻融 3次后离心，取上

清液进行过滤除菌，感染后取滤液接种于已长成

单层且无 PCV1污染的猪肾细胞 (PK-15)或猪肺泡

巨噬细胞 (PAM)等适于 PCV2病毒增殖的细胞，经

37 ℃吸附 1～2 h后，加入含 2% FBS的 DMEM细

胞维持液，37 ℃培养 24 h，倒掉细胞培养液并洗

涤，更换新的含 2%FBS 的 DMEM 细胞维持液，

37 ℃培养 48～72 h，然后将其传代培养 3次以上，

经 300 mmol/L D-氨基葡萄糖处理 30 min后，借助

IFA 或者电镜技术进行 PCV2 抗原的检测或者

PCV2病毒粒子的观察 [34]。该方法操作过程繁琐、

费时费力，不适于 PCV2感染的快速诊断，目前多

应用于实验室研究。

4 现场快速检测技术

现场快速检测技术 (POCT)是一种区别于传统

实验室检测方法的新型检测技术，其测定类型分

为干化学测定、免疫层析、生物传感器和生物芯

片四种 [35]。与传统实验室检测方法相比，POCT步
骤精简、反应迅速、使用便捷、经济可行、结果精

准，对于疾病的预防与诊治具有重要意义，适用

于基层大范围推广，具有极大的经济价值和民生
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意义。近年来，人们越来越关注 POCT，并且开始

尝试将智能手机应用于该技术，以期实现对病原

体的定性定量快速检测，同时有望借助手机联网

平台将相关疫情一并报告到省市乃至国家疾控中

心，从而实现对疫情的智能监控和预防。

5 小 结

PCV2是引起 PCVAD的主要病原体，PCVAD
极易在全世界范围内发生和流行，死亡率 1%～
30%不等。感染 PCV2后，病猪往往触发免疫抑制

而导致机体对疫苗的免疫反应性差，进一步增加

对其他传染病的易感性，使动物长期处于亚临床

状态。截至目前，PCV2已经成为危害我国乃至全

球规模化猪场养猪生产的重要传染病原。尽管

PCV2疫苗能够有效预防 PCVAD的发生并降低猪

体血清中的 PCV2病毒含量，但是无法消除 PCV2
对猪体的隐性感染。因此，快速有效地检测出感

染 PCV2的病猪对于全球养猪业的发展具有重大

意义。近年来，分子生物学技术和现代免疫学技

术发展迅速，针对 PCV2的检测方法是当今的研

究热点，但这些检测方法均存在一定的局限性，

例如：荧光定量 PCR结果直观、敏感性强，却因为

其成本高昂、操作繁琐而难以大面积推广；IHC检
测比 PCR检测的符合率和灵敏度更高，并且最大

限度地保存了待检物质的抗原性，但该方法需要

去除过氧化物酶的干扰，操作繁琐耗时，因此该

方法局限性高、不实用。综上所述，尽管目前国

内外学者已经建立了多种 PCV2的实验室诊断方

法，但这些检测方法都或多或少存在一定的自身

局限性。如果能将以上的检测方法彼此融合，取

长补短，特别是将检测方式与互联网平台结合起

来，建立一种集简单、灵敏、快速、特异、稳定、经

济、实用、适用于基层推广、便于智能实时监控于

一体的检测技术将是未来的研发方向。
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