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摘要 豬第二型環狀病毒（porcine circovirus type 2； PCV2）是一直徑 17 毫微米
（nm）、不具封套、並具有單股環狀 DNA 之病毒，目前在台灣已造成豬之最主
要病毒性疾病之一。目前許多研究報告證實環式恆溫增幅法（loop-mediated 
isothermal amplification；  LAMP）是具有高效率、快速和操作簡便之診斷方法。
利用二組或三組之引子對，可以檢測出樣品之微生物核酸。本研究主要設計二
組環式恆溫增幅法之引子對，並採用即時檢測系統來檢測田間病材之豬第二型
環狀病毒核酸。為了解引子對之特異性，總共收集 19 株豬第二型環狀病毒之病
毒株、6 株豬第一型豬環狀病毒（porcine circovirus type 1； PCV1）病毒株、3
株假性狂犬病病毒株（pseudorabies virus； PRV）、7 株豬生殖與呼吸道綜合症
病毒株（porcine reproductive and respiratory virus； PRRSV）以及 3 株豬瘟病毒
株（classical swine fever virus； CSFV）加以測試。檢測結果發現引子對僅對豬
第二型環狀病毒具有反應，對於其他病毒株並沒有出現交叉反應。在引子對敏
感性測試方面，引子對之敏感度可達 10 copy number/reaction。上述結果顯示環
式恆溫增幅法可作為一精準、敏感和快速的豬第二型環狀病毒診斷方法。 
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緒言 

近年來，豬第二型環狀病毒（porcine circovirus 

type 2，以下簡稱PCV2）感染在美洲、歐洲和亞洲

成為最重要之豬病毒型疾病，並造成產業界相當之損

失[2 12 3 19]。目前相關報告指出，PCV2與離乳

後多系統消耗性綜合症（postweaning multisystemic 

wasting syndrome； PMWS） 、豬隻皮膚炎腎病症

候群（porcine dermatitis nephropathy syndrome； 

PDNS）、先天性震顫（congenital tremors； CT）、

豬 呼 吸 道 綜 合 症 （ porcine respiratory disease 

complex ；  PRDC ）、 增 殖 性 及 壞 死 性 肺 炎

（proliferative and necrotising pneumonia； PNP）、

甚至是無明顯臨床症狀豬隻之組織亦可檢測到PCV2

之存在[2 12 3 19]。 

PCV2 外型為正二十面體，直徑約 17 nm，無封

套，含有約 1.76 kb 的單股環狀的小型 DNA 病毒。

PCV2 被推測有 11 個開讀窗（open reading frame； 

ORF）。其中ORF1可轉譯出約36 kDa的Rep protein 

（replication associated protein）以及中間選擇性編

輯後約 19 kDa 的 Rep’ protein。Rep protein 與 Rep’ 
protein 推測與病毒複製有關[5 7]。ORF2 主要依照

病毒核酸序列以反向方式轉譯出一 28 kDa 的蛋白

質，為 PCV2 最主要之結構蛋白（capsid protein），
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也是引發宿主產生專一病毒中和性抗體最主要部分 

[13 14]。依據樹狀圖分析，PCV2 可分為 PCV2a

與 PCV2b 二種基因型[9]。一些研究報告指出，二者

之間對於豬隻之毒力與致病性有所差異，但是該項理

論仍需進一步分析與研究[6]。 

環式恆溫增幅法（Loop-mediated isothermal 

amplification，以下簡稱LAMP）被廣泛應用於臨床診

斷，此檢測技術具高專一性、高敏感性、節省時間以

及操作簡便等優點[1 4]，已應用於許多微生物（細

菌、病毒和原蟲等）之檢測 [1 4 15 17]。其最主

要之操作方式乃將待檢測樣品之核酸、二或三對之

LAMP引子與Bst DNA polymerase混合後，於恆溫

（60°C至65°C之間）感作一小時即可完成，因此

LAMP為快速和簡便之檢測方法[8 16 17]。本文主

要目的，在研究PCV2之LAMP診斷技術，並將其運

用在臨床診斷與分析。 

材料與方法 

病毒株之核酸萃取 
本研究選擇 19 株 PCV2 病毒株、6 株豬第一型

豬環狀病毒（porcine circovirus type 1； PCV1）病

毒株、3 株豬假性狂犬病病毒株（pseudorabies virus； 

PRV）、7 株豬生殖與呼吸道綜合症病毒株（porcine 

reproductive and respiratory virus； PRRSV）以及

3 株豬瘟病毒株（classical swine fever virus； CSFV）

加以測試。有關病毒核酸萃取方式，採用 Roche 公司

發展的 MagNA Pure LC 系統來進行重病毒核酸萃

取，使用之試劑為 Roche 公司的 Total Nucleic Acid 

Isolation Kit。由於 PRRSV 與 CSFV 屬於 RNA 病毒，

因此需進行該病毒 cDNA 之轉錄。有關 PRRSV cDNA

之轉錄主要是參考王等 2008 年之方法，以 PRRSV 

ORF5 為 target gene 進行 PRRSV cDNA 之轉錄

[18]。有關 CSFV cDNA 部分，則分讓自本所豬瘟研

究組潘居祥博士，主要以 CSFV LPC strain 之 E2 為

target gene 進行 CSFV cDNA 之轉錄。 

引子之設計（Designs of primer） 
以 PCV2 台灣分離株（GENBANK accession 

number: AF364094）為模板，進行引子之設計。

設計軟體採用日本 Eiken 公司發展之 LAMP Primer 

Explorer V4 引子設計軟體，其序列如 Table 1。 

環 式 恆 溫 增 幅 反 應 （ Loop mediated 

isothermal amplification； LAMP）  
上述各抽好的病毒核酸溶液取 2 μL，並同時加

入 FIP （20 μM/μL）引子以及 BIP （20 μM/μL）

引子各 2 μl 、F3 （10 μM/μL）引子和 B3 （10 

μM/μL）引子各 0.5  μL、12.5 μL 之 2 倍稀釋用

LAMP reaction buffer （Eiken 公司所提供）、1 μL 

Bst DNA polymerase （Eiken 公司所提供）至 Eiken

公司發展之 LAMP 反應管內、最後加入 DDW 補至總

體積 25 μL，然後將反應管放入 Eiken 公司發展之

LA320 型即時溫度監控器反應槽內進行 LAMP 反

應。而允收值（cut-off value）則依據該儀器之操作

說明訂為 0.1 濁度（Turbidity），當 LAMP 反應進行

時，反應管內 LAMP 產物之濃度達到 0.1 濁度時，

LA320 型即時溫度監控器即自動判讀為陽性，同時

每隔 6 秒鐘計算 LAMP 產物濃度一次，以即時觀察

LAMP 產物濃度之變化。反應條件如下：先以 60℃
進行 60 分鐘之 LAMP 反應，再以 84℃進行 7 分鐘

以破壞 Bst DNA polymerase。反應完畢後取 10 μL 

LAMP 產物於 2% agarose 進行電泳分析，電泳完畢

後浸泡 ethidium bromide （EtBr）染色，並於紫外線

下觀察後照像。 

聚 合 酶 鏈 反 應 （ polymerase chain 

reaction； PCR） 
將純化好之病毒核酸以 PCR 方法增幅 PCV2 基

因，引子對採用本次 LAMP 設計之 F3/B3 引子對。

二者可針對 PCV2 基因之序列增幅出 279 bp 之

PCR 產物。上述抽好的 DNA 溶液取 6 μL 至預先混

合各種反應溶液的 0.65 ml 離心管中（primer 20 μM 

0.5 μL、1.25 μM dNTP 8 μL、10X Taq buffer 5 

μL、2.5 U Taq DNA polymerase）並加入 DDW 補至

總體積 50 μL 直接放入溫度控制器內行 PCR 反應。

反應條件如下：先以 94℃進行 1 分鐘，再以 94℃、

1 分鐘，57℃、1 分鐘，72℃、1 分鐘，共進行

42 個循環；最後再以 72℃進行 10 min。取反應完

畢後之產物 10 μL 於 2% agarose 進行電泳分析，



即時環式恆溫增幅法應用於豬第二型環狀病毒之診斷 

 

 

39 

電泳完畢後浸泡 ethidium bromide （EtBr）染色，並

於紫外線下觀察後照像，以了解 LAMP 引子對之特

異性（specificity）。 

重組質體之構築 
將上述增幅完成之 PCR 產物先行以 QIAGEN 公

司發展之 PCR products purification Kit 加以純化。然

後將Invitrogen 公司發展之pCRII-TOPO plasmid質體

與已純化之 PCR 產物加以混合，於室溫感作 10 分

鐘 。 再 加 入 Invitrogen 公 司 發 展 之 Top10F
®
 

Escherichia coli，於 4℃於感作 1 小時，然後 42℃
感作 1.5 分鐘，再於 4℃於感作 5 分鐘，然後加入

不含抗生素之 LB 培養液，於 37℃感作至少 1 小時。

然後塗抹於含 Ampicillin 抗生素以及 X-gal 之 LB agar

上，於 37℃隔夜培養，然後挑選極有可能成功選殖

之白色菌落以 QIAGEN 公司之 QIAperp Spin Miniprep 

Kit 進行重組質體之萃取，並將重組質體進行核酸定序

及分析加以確認。重組質體之定序，主要委由明欣生

物科技公司負責進行。 

環式恆溫增幅反應之敏感度分析 
將經確認序列之重組質體以 GE 公司發展之

UV/visible spectrophotometer 來計算其濃度，並將

其濃度調整為 10
8
 copies/reaction。然後將重組質體

以 10 倍連續稀釋，其濃度由 10
8
 copies/reaction

至 1 copy/reaction，一共為 9 個稀釋階。將不同濃

度重組質體以上述之 LAMP 檢測法來進行檢測，以了

解 LAMP 引子之敏感性（sensitivity）。 

LAMP 與 PCR 檢測法相關性之分析 

取 97 個田間病材（主要為臨床上出現疑似呼吸

症狀之發病豬隻淋巴結或扁桃腺），分別以 LAMP 與

PCR 等方法進行檢測。二者檢測結果之可重複性

（Percentage of observed agreement）、相關敏感

性（Relative sensitivity） 、相關特異性（Relative 

specificity）以及檢測結果之一致性（kappa value）

之計算，則參考黃等於 2009 年[10]所發表之方法。 

結果 

引子之特異性分析 

在 LAMP 引子之特異性檢測方面，主要是以

PCV2、PCV1、PRV 之 DNA 和 CSFV、PRRSV 之

cDNA 來進行檢測。（Fig.1）結果顯示僅有 PCV2 之

DNA 可以順利被 LAMP 之引子增輻，而且並無偽陽

性或是交叉反應之情況發生。 

引子之敏感性分析 
在 LAMP 引子之敏感性檢測方面，由（Fig.2）

之結果可知最低檢測濃度為 10 copies/ reaction。將

不同濃度之重組質體經 LAMP 檢測之後，將不同濃度

重組質體之允收值（cut-off value）和重組質體濃度

加以計算，其線性迴歸之係數為 r
2
 = 0.99（Fig.3）。

在 PCR 檢測方面，將不同濃度之重組質體經 PCR 檢

測之後，由（Fig.4）之結果可知最低檢測濃度為 100 

copies/ reaction。 

LAMP 與 PCR 檢測法之相關性探討 
將 97 個樣品以 PCV2-LAMP 與 PCV2-PCR 分

別進行檢測，結果發現 67 個樣品以二種檢測方法檢

測均為陽性，27 個樣品以二種檢測方法檢測均為陰

性，1 個樣品為 LAMP 檢測呈陽性反應而 PCR 檢測

呈陰性反應，2 個樣品為 LAMP 檢測呈陰性反應而

PCR 檢測呈陽性反應。二種檢測方法之檢測結果之重

複 性 為 96.9% ， 其 相 關 之 特 異 性 （ Relative 

specificity）為 97.1%，其相關之敏感性（Relative 

sensitivity）為 96.4%。另一方面，LAMP 與 PCR

檢測結果之一致性，經計算其kappa value為0.969。 

討論 
LAMP 由於操作簡單，加上感作時間僅一小時，

因此較傳統之 PCR 方法省時。此外，本次實驗設計

之 LAMP 引子也顯示出其高度之特異性，許多其它豬

隻病毒性疾病之病毒，例如 PCV1 和 PRRSV 均未被

檢測出，因此本方法極適合應用於田間病例之檢測。 

在本次研究當中，增幅之 LAMP 產物不僅可以利

用傳統瓊脂凝膠電泳法來加以分析，也可以採用即時

（real-time）偵測之方式了解 LAMP 產物增幅之時間 
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點與速率。將即時溫度監控器登錄之各項原始數

據資料，經由電腦之 Office Excel 作業系統加以分

析，並比對不同稀釋濃度重組質體之增幅時間點以及

速率，可以進一步了解檢測樣品之原始濃度，達到定

量之效果。 

使用傳統 PCR 或其他方法（例如定序），由於組

織樣品的抗原濃度過低以至於不能被檢測出，進而造

成診斷上困擾。本次實驗所設計之 LAMP 引子具有極

高敏感性（sensitivity），並且可以檢測和定量出樣品

內微量 PCV2 DNA，因此其敏感性（sensitivity）相

較於 PCR 為高，可在臨床病材之檢測方面發展成為

一良好的診斷工具。  

將 LAMP 與 PCR 在 97 個臨床樣品之檢測結果

加以比較，可發現二者間檢測結果之相關敏感性

（Relative Sensitivity）和相關特異性 （Relative 

Specificity）百分比分別為 97.1%以及 96.4%，顯

示 LAMP 與 PCR 之間檢測結果的相關特異性和敏感

性 相 當 高 。  而 二 者 間 檢 測 結 果 之 重 複 性 則 為

96.9%。一致性分析方面，依照 Kappa value 統計分

析之分類與比較[10]，LAMP 與 PCR 之 Kappa value

為 0.969，其結果亦顯示 LAMP 與 PCR 之間檢測結

果具有極高之一致性。  

綜合上述研究結果，我們所研發之LAMP檢測技

術可特異地偵測PCV2。將運用此技術於臨床樣品之

檢測，其檢測結果具高度之敏感性和特異性，因此本

技術將可作為臨床診斷和流行病學研究之用。 

 

 

 

Table 1 
Oligonucleotide primer sets used for the PCV2 LAMP assay 
Target Primer Sequence （5’-3’） 
PCV2 F3 GCC CAC TCC CCT TGT CAC 
 B3 CAT CTT CAA CAC CCG CCT C 

 FIP TCT GTG CCC TTT GAA TTT TTT GGG AGC 
AGG GCC AGA A 

 BIP GGG GGA GGA CCC CCT TTT TTT TCC CGC 
ACC TTC GGA T 

 
 

Table 2 
Correlation of the relative sensitivity and relative specificity of LAMP and  
PCR results 

LAMP assay PCR assay 
positive Negative Total 

positive 67 1 68 
Negative 2 27 29 
Total 69 28 97 
Percentage of observed agreement:（67 + 27）/97 × 100% = 96.9%.  
Relative sensitivity:（67/69）× 100% = 97.1%.  
Relative specificity:（27/28）× 100% = 96.4%.  
Kappa value = 0.969 （very good） 
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Fig.1 Specificity of the LAMP assay was analyzed by using agarose gel 

electrophoresis.  Lane M: 1000-100 bp ladder marker (Portec, Taipei, 
Taiwan); Lanes 1-5: extracted DNA of PCV2, PCV1 and PRV ; cDNA of 
PRRSV and CSFV, respectively. 

 
 
 

 
Fig.2 Sensitivity of the PCV2 LAMP assay was evaluated by real-time assays 

with 10 fold serial dilutions of recombination plasmids (108 copies to 1 
copy per reaction), respectively. 
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Fig.3 The plot of the mean threshold time against the log of the input PCV2 

recombination plasmids fit a linear function was shown. 
 
 

 
Fig.4 Sensitivity of PCR for detection of PCV2 was analyzed.  Lane M: 

1000-100 bp ladder marker； Lanes 1-8: with 10 fold serial dilutions of 
recombination plasmids(108 copies to 101 copy per reaction), respectively. 
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Abstract  PCV2 causes on infection in pigs is one of most clinically important swine viral 
diseases throughout the world.  Studies indicate that loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) is a specific, efficiency, and easy method for the detection the nucleic acids of various 
microorganisms in field samples through the use of 2 or 3 sets of LAMP primers.  In this study, we 
designed 2 sets of primers for use in a real-time PCV2 LAMP system to detect PCV2 in field 
samples.  To determine the diagnostic specificity of the PCV2 LAMP assay, a total of 19 PCV2 
isolates, 6 porcine circovirus type 1 (PCV1) isolates, 3 pseudorabies virus (PRV) isolates, 7 porcine 
reproductive and respiratory virus (PRRSV) isolates, and 3 classical swine fever virus (CSFV) 
isolates were tested.  The results showed that only the PCV2 isolates were detected by PCV2 
LAMP, without cross-reaction with other tested viruses.  The sensitivity of LAMP for the PCV2 
was tested to be 10 copy numbers / reaction for positive recombinant plasmid.  These results 
showed that the PCV2 can be detected and distinguished accurately by using PCV2 LAMP assay 
with real-time monitoring.  The PCV2 LAMP is a specific, sensitive, and quick diagnostic method 
for the detection of PCV2. 
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