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摘要 

利用已發表之豬生殖與呼吸綜合症歐、美洲毒株通用性引子 orf 1b1，orf 1b2 和美洲毒株特異性引

子 orf 7(1)，orf 7(2)並以 ATCC VR-2332 馴化疫苗活毒和 H2 英國毒分別作為美、歐代表毒株，利用反

轉錄聚合酶鏈反應進行檢測本省分離毒株結果，臺灣自 1992 年底首次發生至今由各地分離之 50 株豬

生殖與呼吸綜合症病毒均屬美洲型毒株。 

關鍵字：豬生殖與呼吸綜合症(porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) 
血清型（serotype） 
反轉錄聚合酶鏈反應（RT-PCR） 

緒言 

豬生殖與呼吸綜合症(porcine reproductive 
and respiratory syndrome；PRRS)，依據文獻記載

最早起源於 1987 年首先發生於美國加州北部地

區，然後迅速傳遍至整個北美地區，造成美國和

加拿大的嚴重流行(18,20)。但也有人利用血清庫

(serum bank)內的血清實施抗體調查測定結果認

為在美國愛渥華州於1980年至1985年間即有本

病的發生(16)。爾後在 1990 年秋天歐洲的德國、

荷蘭、西班牙、俄國及英國均有發生，截至目前

為止,諸多養豬國家包括美國、加拿大、德國、

荷蘭、比利時、英國、西班牙、俄國、法國、丹

麥、日本(6,8,12,14,18，19,20,24)和臺灣(1,2,3,4,5)
等都有本病疫情的發生。本病已成世界性養豬國

家一種重要豬隻傳染性疾病。 

PRRS係由PRRS病毒所引起豬隻的一種傳

染性疾病(8,22)。主要經由口、鼻呼吸道和消化

道而發生感染，潛伏期為四天左右，感染母豬發

生流死產、早產和新生仔豬死亡率的提高、而哺

乳小豬可見呼吸性疾病和離乳前死亡率的增

加、在肥育豬則僅呈類似感冒症狀等為主徵

(8,10,18,19,20,23,24)。 

本病毒最先是在 1991 年時由荷蘭的

Lelystad 獸醫研究所研究人員分離和同定出

來，因此稱之為 Lelystad 病毒株，係歐洲方面代

 表毒株(24)。後來美國也分離出 ATCC VR-2332
毒株，兩者間有些差異性，即呈異質性

(heterogenous)(11,25)。本病毒係屬具有封套之

RNA 病毒，核酸長度約為 15Kb。病毒呈圓型，

平均大小為 62nm(通常界於 48 至 83nm 間) 。病
毒密度為 1.18-1.19g/ml.病毒感染力價在 pH 值 5
以下和 9 以上會降低 90%以上(9,13,21,26)。 

診斷上，一般都利用健康小豬之肺臟巨噬細

胞、或 MA-104 來源之 CL-2621、Marc-145 等株

化細胞來作病毒分離，並以特異抗血清實施間接

免疫酵素或螢光抗體染色試驗予以確診(7,24)。
此外，反轉錄聚合酶鏈反應（reverse transcription 
and PCR amplification; RT-PCR）是近代新興的

一種診斷技術，可用以檢測感染豬血液和臟器內

的病毒核酸，尤其當流死產小豬死亡稍久或因送

檢病材不當例如腐敗而不適作病毒分離時本技

術尤其有用。聚合酶鏈反應同時亦可用以區別

歐、美毒株(15,17)。 

臺灣自 1992 年底分離出 PRRS 病毒後至今

尚未有人証實分離毒株係屬歐洲型或美洲型。本

試驗目的即在利用已發表可區別歐、美毒株之引

子來鑑定分離毒株屬何型，以供防疫參考。 

材料及方法 

材料： 
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病毒：臺灣分離之 PRRS 病毒株，包括 1992
年 2 株，1994 年 2 株，1996 年 35 株，1997 年 5
株，1998 年 5 株，2000 年 1 株，共計 50 株。均

經豬肺臟巨噬細胞分離後再以 Marc-145 株化細

胞增殖一代。 

疫苗毒株，係 Boehringer Ingelheim Animal 
Health 公司產品，為美洲型代表毒株 ATCC 
VR-2332 馴化活毒疫苗。 

H2 英國毒株，系由英國分讓而得。供歐洲

型代表毒株用。 

引子：﹝17﹞ 
5' 3' 

ORF 1b1 CCGTCACCAGTGTGTCCAA
 (8751 至 8771) 

5' 3' 
ORF 1b2 CCGTTCTGAAACCCAGCAT
 (9003 至 8984) 

ORF 1b 配對引子係依歐洲型代表毒株

Lelystad 病毒株核酸序列設計出來，可用以檢

測美、歐兩種病毒株。 
5' 3' 

ORF 7-1  TCGTGTTGGGTGGCAGAAAAGC 
 (2763 至 2785) 

5' 3' 
ORF 7-2  GCCATTCACCACACATTCTTCC
 (3247 至 3225) 

ORF7 配對引子係依美洲型病毒株 PRRSV 
VR-2332 核酸序列設計出來，只能用以檢測美

洲型 PRRS 病毒株。 

方法： 

RT-PCR： 

核酸的萃取：將上述病毒細胞增殖液，分別

取出 0.1ml 並置 1.5ml 微量試管中，再加入泰柔

RNA 萃取試劑（trizol RNA isolation reagent）
1ml，經震盪 30 秒後靜置於室溫中 5 分鐘，再

加入 0.2ml 之氯仿，充份混合後於室溫中靜置 3
分鐘，再以 12,000rpm、4℃離心 15 分鐘，隨即

取其上清液裝在另一滅菌之微量試管中，並加入

等量的異丙醇，充份混合後再靜置於室溫中 10
分鐘，然後以上述條件離心 20 分鐘，去除上清

液後再加入 0.1ml 絕對酒精，以同條件離心 5 分

 鐘，再去除上清液後真空離心乾燥。最後，再加

入 60µl 經 DEPC 處理過之二次蒸餾水即完成核

酸的萃取。 

合成第一股 cDNA 及 RT-PCR：抽取試材及

對照之核酸萃取液各 10µl，分別置入兩支 0.5ml
的微量試管中，並分別加入 5µl 之 10 倍 Prozyme
緩衝液(含 500mM KCl，100mM Tris-HCl，15mM 
MgCl2，1% Triton X-100)、24.1µl DEPC 處理

過之二次蒸餾水、8µl 鹼基(dATP，dCTP，dGTP
及 dTTP 各為 1.25mM)、各 1µl 的配對引子 ORF 
1b1、ORF 1b2(濃度各為 39µM)或配對引子 ORF 
7-1、ORF 7-2(濃度各為 32 和 33µM)、0.2µl 
RNasin(40U/µl)、0.2µl AMV 反轉錄 (10U/µl)　

和 0.5µl Prozyme 聚合酶(2.0U/µl)。每管反應溶液

之總體積為 50µl，混合均勻後，上面覆蓋適量

之礦物油。整個反應是在熱循器(Touch Down機)
中進行。反應之條件為：42℃進行 20 分鐘之反

轉錄作用，隨即進行 PCR 反應。95℃變性

(denaturing)60 秒，58℃煉合(annealing)30 秒，

74℃延展(extension)60 秒，進行 40 個循環。洋

菜膠片電泳分析：分別取10µl PCR產物，和DNA 
100bp Ladder(100-1,000bp)市售分子量標記溶液

與 1µl 的膠片載入緩衝液(10X gel loading buffer)
混合後，各別載入 2%洋菜膠片行電泳分析。此

一膠片是以 TAE 緩衝液泡製而成，其中包含溴

化醯液(ethidium bromide)每 ml 含 0.5µg，經 100
伏特電壓電泳 20 分鐘後，在紫外光燈下判定。

結果 

將臺灣分離之 PRRS 病毒株，50 株。經豬

肺臟巨噬細胞分離後再以 Marc-145 株化細胞增

殖一代。並以 ATCC-VR2332 馴化活毒疫苗和

H2 英國毒株分別作為美洲型和歐洲型代表毒

株，利用歐美洲毒株通用性引子 orf 1b1，orf 1b2
和美洲毒株特異性引子 orf 7(1)，orf 7(2)實施反

轉錄聚合酶鏈反應檢測臺灣分離之 50 株 PRRS
病毒株結果，臺灣分離毒株與 ATCC-VR2332
馴化活毒疫苗一樣均能與歐、美洲毒株通用性引

子作用產生 253bp 產物，亦能與美洲毒株特異性

引子作用產生 485bp 產物，而 H2 英國毒株則僅

能與歐美洲毒株通用性引子作用產生 253bp 產

物。顯示臺灣分離之 50 株 PRRS 病毒株均屬美

洲型毒株。 
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討論 

豬生殖與呼吸綜合症，傳統診斷上由於病毒

本身不穩定，感染小豬往往於死後數小時內病毒

即遭不活化，因而無法分離出病毒。此外，利用

MA-104 來源株化細胞作病毒分離結果，常因中

和抗體的干擾而無法分離出血液或臟器內的病

毒；若以小豬肺臟巨噬細胞來作病毒分離，雖不

受中和抗體的影響，但需考慮肺臟巨噬細胞的來

源。因為，即使來自同一無 PRRS 抗體豬場的小

豬其肺臟巨噬細胞對 PRRS 病毒的感受性也會

有所不同。因此，診斷上最好能與 RT-PCR 技術

相互配合。RT-PCR 主要在偵測病毒核酸，即使

病毒業遭不活化亦可檢測得出來，同時亦可免除

病材對細胞毒性的困擾問題。RT-PCR 除可供診

 斷外，亦可用以區別毒株型別﹝17﹞。這也是本

試驗應用傳統與新興技術來確認臺灣分離毒株

屬何型別之因。 

臺灣自1992年底首次分離出PRRS病毒後，

豬場污染率曾高達75%以上﹝4,5﹞。筆者曾多

次利用歐、美病毒株抗原盤以間接螢光抗體血清

學方法檢測各縣市送檢豬隻血清證實本省豬生

殖與呼吸綜合症均屬美洲型毒株。對美洲型病毒

株之間接螢光抗體力價往往超過歐洲型病毒株

的四倍以上。而此次利用已發表可區別歐、美毒

株之引子檢測本省50株病毒株更能證實本省之

PRRS純屬美洲型毒株無誤。往後仍應注意避免

歐洲型毒株的侵入，並持續利用這兩對或其它引

子實施監測，甚至建立本土PRRS病毒基因圖譜

，以供防疫上的參考。 
 

 

 

 
 

圖 1、 顯示本省分離之豬生殖與呼吸綜合症毒株與美洲型 ATCC-VR2332 馴化活毒疫苗及英國

毒株 H2 同。經與歐美毒株通用性引子 Orf 1b1, Orf 1b2 作用後均可產生 253 bp 產物。圖中左邊算

起第一道為標準 DNA，100 bp ladder（100 – 1,000 bp）第二道為 ATCC-VR2332 疫苗毒，第三道為英

國 H2 毒株，第四至十四道為本省分離毒株，而最右邊一道為豬瘟病毒對照。 
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圖2、 顯示本省分離之豬生殖與呼吸綜合症毒株與美洲型 ATCC-VR2332馴化活毒疫苗同。經與

美洲型毒株特異特異性引子 Orf 7(1), Orf 7(2)作用後均可產生 485 bp 產物。而英國毒株 H2則

無產物行成。圖中左邊算起第一道為標準DNA，100 bp ladder（100 – 1,000 bp）第二道為ATCC-VR2332

疫苗毒，第三道為英國H2毒株，第四至十四道為本省分離毒株，而最右邊一道為豬瘟病毒對照。 
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SUMMARY 

Fifty porcine reproductive and respiratory syndrome viruses (PRRSV), isolated in 1992 to 2000 in 
Taiwan, were tested by reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) with two sets of 
primers, orf 1b and orf 7, to differentiate the genotypes. The orf 1b primers were universal to all 
genotypes of PRRSV, the orf 7 primers were only specific to the North America virus strains. Our 
results showed that all of virus isolates from Taiwan were amplified with both primer sets, suggesting 
that the viruses in Taiwan are closely related to North America type in genotypes. 
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