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摘   要：【目的】建立能高效同步鉴定猪伪狂犬病毒(porcine pseudorabies virus, PRV)、猪圆环病

毒 2 型(porcine circovirus 2, PCV-2)和 3 型(porcine circovirus 3, PCV-3)、非洲猪瘟病毒(African 
swine fever virus, ASFV)以及猪博卡病毒 1 型(porcine bocavirus group 1, PBoV-G1)、2 型(porcine 
bocavirus group 2, PBoV-G2)和 3 型(porcine bocavirus group 3, PBoV-G3)等呼吸道病毒的核酸基质

辅助激光解吸 /电离飞行时间质谱 (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF MS)高通量多目标检测技术。【方法】根据 7 种病原体基因的保守序列，

分别设计不同病原的引物及对应的单碱基延伸探针，通过引物浓度和反应条件优化，方法特异性、

敏感性和稳定性分析，以及临床样本和猪源产制品的检测验证，建立常见猪呼吸道 DNA 病毒的

MALDI-TOF MS 多目标检测体系。【结果】质谱分析显示，多目标检测体系的 7 种靶标产物峰只

在特定病毒阳性样品检测时产生，与其他病原体检测无交叉反应，表明该方法对 7 种靶标病毒检
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测特异性良好。重复性试验结果分析显示，体系中每种病毒在高、中、低浓度时批内阳性符合率

均≥98.0%，批间均≥98.3%，表明该方法具有较高的稳定性。体系中 7 种病原体每种病毒最低检测

限在 8.65–26.27 拷贝/μL 之间，与荧光 PCR (real-time fluorescence quantitative PCR, RT-qPCR)检测

方法相当。采用 MALDI-TOF MS 多重检测方法对 100 份组织、饲料和猪肉样品进行检测应用，

检出 2 种及以上混合感染样品 39 份，其中 5 份样本同步检出 5 种病原体阳性；对 8 份 ASFV-p72
假病毒人工污染样品进行验证，均可检出 ASFV 阳性。将以上样本检测应用结果与荧光 PCR 方法

进行比对验证，2 种方法对于不同病原体检测结果的符合率高达 94.4%–100%。【结论】本研究建

立的基于 MALDI-TOF MS 的猪呼吸道常见 DNA 病毒多重检测方法为猪群相关疫病快速监测和鉴

别诊断，以及便利化进出口动物检疫等提供了一种新的敏感、特异的高通量多目标检测技术。 

关键词：猪呼吸道病毒；基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱(MALDI-TOF MS)；高通量检测 
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Abstract: [Objective] To establish a high-throughput multi-target technique based on 
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF 
MS) for the detection of porcine pseudorabies virus (PRV), porcine circovirus types 2 
(PCV-2) and 3 (PCV-3), African swine fever virus (ASFV), and porcine bocavirus group 1 
(PBoV-G1), group 2 (PBoV-G2) and group 3 (PBoV-G3). [Methods] The primers for 
different pathogens and corresponding single-base extension probes were designed based on 
the conserved sequences in the genes of the seven pathogens. After the optimization of primer 
concentrations and reaction conditions, the specificity, sensitivity, and repeatability of the 
method were analyzed. Finally, this MALDI-TOF MS method was used to detect the 
pathogens in clinical samples and porcine products. [Results] The established method only 
produced target peaks in the detection of specific virus-positive samples, and there was no 
cross-reaction with other pathogens, which indicated that the method had good specificity for 
the detection of the seven target viruses. The repeatability test results showed that the positive 
coincidence rate of each virus in high, medium, and low concentrations was ≥98.0% within 
batches and ≥98.3% between batches, indicating that the method had high repeatability. The 
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low limits of detection of the established method for the seven pathogens in the system were 
within the range of 8.65–26.27 copies/μL, which was comparable to that of the real-time 
fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR). The established MALDI-TOF MS method was 
used to detect 100 tissue, feed, and pork samples, in which 39 samples were detected with two 
or more mixed infections, including five samples simultaneously positive for five pathogens. 
In addition, eight samples of artificial contamination with recombinant adenovirus carrying 
ASFV-p72 gene were tested, which showed ASFV-positive results. The coincidence rates of 
the results obtained by MALDI-TOF MS and RT-qPCR for the detection of different 
pathogens were as high as 94.4%–100%. [Conclusion] The method established based on 
MALDI-TOF MS for the detection of multiple porcine respiratory DNA viruses in this study 
provides a sensitive, specific, high-throughput and multi-target detection technique for rapid 
surveillance and differential diagnosis of porcine diseases, facilitating the import and export 
animal quarantine. 
Keywords: porcine respiratory virus; matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS); high-throughput detection 
 
 

猪病毒性呼吸道疾病和繁殖障碍疾病是制

约现代养猪业规模化和集约化发展的重要因素，

不同猪呼吸道及繁殖障碍疾病在猪群间常出现

混合感染和继发感染，并呈地方流行性发生，而

其中很大部分猪病为 2 种或 2 种以上病原体造

成 [1]，例如猪伪狂犬病毒 (pseudorabies virus, 

PRV)、猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus 2, 

PCV-2)、猪圆环病毒 3 型(porcine circovirus 3, 

PCV-3)、猪博卡病毒(porcine bocavirus, PBoV)

和非洲猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV)

等。PCV、PBoV 可引起猪只呼吸系统疾病，PCV、

PRV 可导致猪只繁殖障碍性疾病的发生；而 ASFV

可导致猪只感染高度接触性传染病非洲猪瘟

(African swine fever)，其强毒株致死率达 100%，

且病原学和流行病学十分复杂[2]。由于这些病原体

导致的猪病发病机制与临床症状较为相像，给疫

病防控带来较大阻碍，也使得多种病原体的高通

量快速检测成为疫病防控的重点环节。 

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF 
MS)是一种新型生物大分子检测技术，它将生

物大分子与基质分子结合生成共结晶，在激光

轰击后根据质荷比对分析样本进行区分和检

测[3]。即通过与多重 PCR 联用，针对扩增后的

多靶标核酸片段分别设计对应的延伸探针

(unextended extension probe, UEP)进行单碱基

延伸，延伸后的产物经 MALDI-TOF MS 分析

检测，得到不同特异性核酸片段的质量信号，

从而对同一样本进行多靶标同步鉴别检测[3-4]。

MALDI-TOF MS 技 术 最 多 一 次 可 同 时 对

2×386 个样本进行多目标检测，每个反应最多

可检测 40 个靶目标，大大提高了检测鉴定的

效率。 
MALDI-TOF MS 在病原微生物的临床检

测中已有较多应用，并在病原体高通量检测及

分型诊断中展现出良好的前景[5-8]。Liu 等建立

了可以同时检测和区分 7 种人类冠状病毒

(human coronavirus, HCoV)的核酸质谱检测方 
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法[9]，检测限为 1–5 个拷贝/反应，为 HCoV 的

大规模筛查提供了技术平台；刘宏钱等[10]建立

了人呼吸道症候群相关病毒 MALDI-TOF MS
多目标检测技术，可同时对 27 种呼吸道病原

体进行检测，灵敏度达 101–103 拷贝/μL。在动

物疫病诊断方面，Liu 等建立了 10 种鸭源性致

病病毒的 MALDI-TOF MS 同步检测方法，体

系的最低检测限均可达 10 拷贝/μL[11]。本研究

针对 PRV、PCV-2、PCV-3、PBoV-G1、PBoV-G2、
PBoV-G3 和 ASFV 等常见的猪呼吸道 DNA 病

毒设计多重引物及延伸探针，建立了能同步鉴

定 7 种常见猪呼吸道病毒的 MALDI-TOF MS
高通量多目标技术体系，为猪群相关疫病监测

和鉴别诊断以及进出口动物检疫提供了一种

新的高效手段。 

1  材料与方法 
1.1  病毒 

猪瘟病毒(classical swine fever virus, CSFV, 

C 株 )灭活疫苗和猪流感病毒 (swine influenza 

virus, SIV, TJ 株)灭活疫苗购自武汉科前生物股

份有限公司，口蹄疫病毒(foot and mouth disease 

virus, FMDV)灭活疫苗购自金宇生物技术股份

有限公司。猪繁殖与呼吸综合征病毒 (porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus, 
PRRSV)、伪狂犬病毒(pseudorabies virus, PRV, 

Bartha 株)、猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic 

diarrhea virus, PEDV) CV777 株及 PCV 2 (JH 

SRJ 株)由浙江大学惠赠，猪细小病毒(PPV)阳性

样本由浙江农林大学惠赠，PCV 3、PBoV-G1、
PBoV-G2、PBoV-G3 等阳性样本由本实验室保

存。含 ASFV-p72 全基因包被的腺病毒于生工生

物工程(上海)股份有限公司订制。按 TaKaRa 

MiniBEST Viral RNA/DNA Extraction Kit 配套

试剂说明书对样品进行核酸的纯化提取，并将

DNA 或反转录后的 cDNA 模板于–20 ℃保存备用。 

1.2  试剂及仪器  
TaKaRa MiniBEST Viral RNA/DNA 

Extraction Kit Ver.5.0、PrimeScript™ IV 1st strand 

cDNA Synthesis Mix 购自宝日医生物技术(北京)

有限公司；10×PCR Buffer Reagent Set、SAP 

Reagent Set、Iplex Pro Reagent Set 购自 Agena 

Bioscience 公司；荧光 PCR 引物及探针由生工

生物工程 (上海 )股份有限公司定制；病毒

DNA/RNA 提取试剂盒 4.0 及 NP968-C 全自动

核酸提取仪购自西安天隆科技有限公司；Qubit 

4 荧光计、ProFlex PCR 仪、QuantStudio 5 实

时荧光定量 PCR 仪购自 Thermo Fisher 公司；

DP-TOF 核酸质谱仪来自浙江迪谱诊断技术有

限公司。 

1.3  引物和质量探针的设计与合成 
根据 GenBank 发表的相关病毒基因序列，

通过 MEGA-X 进行多重序列对比，分别选择

PRV 的 gB 基因、PCV-2 的 rep 基因、PCV-3 的

cap 基因、PBoV 的 NP1 基因、ASFV 的 p72 基

因保守区域进行引物设计。其中 PBoV 按 Jiang

等[12]及覃绍敏等[13]的病毒分型方法，根据 NP1

基 因 的 保 守 区 域 对 PBoV-G1 、 PBoV-G2 、

PBoV-G3 三个基因群分别进行引物设计。使用

Primer 3 及 MassARRAYAssay® Design Suite 

(Agena)设计用于病毒检测的特异性 PCR 引物及

相应的延伸探针(UEP)，其中每条 PCR 引物的

５′端加入 10 个碱基的 tag (ACGTTGGATG)以
避免多重引物对质谱出峰位置的干扰，并用

Primer-BLAST 对所设计引物进行特异性检验。

所选目的基因、引物序列及质量信息见表 1。

全部引物及探针均由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成和纯化。 
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表 1  MALDI-TOF MS 检测体系的 7 组引物及探针 
Table 1  Seven sets of primers and probes of MALDI-TOF MS detection system 
Species Target 

gene 
Sequence of primer (5′→3′) Mass probe extension Mass 

probe 
mass 
(Da) 

Extended 
mass probe 
mass (Da) 

PRV gB F: ACGTTGGATGGCGGGTACGTGTACTACGA GGGCCGTGTACTACGAGGACTA 6 801.4 7 048.6 
R: ACGTTGGATGAGCGTCAGGTTCAGGGTCAC 

PCV-2 rep F: ACGTTGGATGTTGACTGTAGAGACTAAAGG TTTTTTGGCCCGCAGTATT 5 776.8 6 023.9 
R: ACGTTGGATGGCAGTTGAGGAGTACCATTC 

PCV-3 cap F: ACGTTGGATGATGAAAGTTACACTCAGCCC TACAATCAGCCCTGTAATTTCTC 6 934.5 7 181.7 
R: ACGTTGGATGCGTCTAGATCTATGGCTGTG 

PBoV-G1 NP1 F: ACGTTGGATGCGACTCCAACTCCGATGTC GGCCCACTCCGATGTCGGCTCT
G 

6 993.5 7 320.6 
R: ACGTTGGATGGAGATCGAGCTATACAACCG 

PBoV-G2 NP1 F: ACGTTGGATGTCTCCTCCATGTCGCTGAAG ATGAAGTCACTCGGGAT 5 235.4 5 522.6 
R: ACGTTGGATGAGCCCATCGTGCTCCACTG 

PBoV-G3 NP1 F: ACGTTGGATGCGGTTCTCTCCTTACTCGAC GGTTCGAGTCAACGAGAGGTC
TA 

7 129.6 7 376.8 
R: ACGTTGGATGAAGACGTTCCATGCTCCCTC 

ASFV p72 F: ACGTTGGATGGTGGAAGGGTATGTAAGAGC GATGCAGAACTTTGATGGAA 6 206.1 6 477.3 
R: ACGTTGGATGCCGTAACTGCTCATGGTATC 

 

1.4  标准质粒构建 
根据 GenBank 中公布的 PRV (KX880456.1)、

PCV-2 (AY691169.1)、PCV-3 (NC_031753.1)、
PBoV-G1 (HQ223038.1)、PBoV-G2 (NC_024453.2)、
PBoV-G3 (NC_016032.1)和 ASFV (MN715134.1)
基因序列为模板，参照引物扩增片段，由生工生

物工程(上海)股份有限公司分别构建 pUC-57 标

准质粒。使用 Qubit 4 测得质粒的浓度并确认拷

贝 数 ， 分 别 为 9.30×109 拷 贝 /μL (PRV) 、  
1.17×1010 拷贝/μL (PCV-2)、1.92×1010 拷贝/μL 
(PCV-3) 、 3.63×1010 拷 贝 /μL (PBoV-G1) 、

1.18×1010 拷贝/μL (PBoV-G2)、3.89×109 拷贝/μL 
(PBoV-G3)和 1.74×1010 拷贝 /μL (ASFV)，按   
10 倍梯度稀释成 109–100 拷贝/μL 水平共 10 个梯

度，此外将相同稀释倍数的 7 种质粒等体积混合

为 10 组质粒混合液，分装后置于–20 ℃保存备用。 

1.5  单重反应试验 
为了考察引物和延伸探针的反应状况及质

谱结果，以 1.4 中每种中浓度质粒(104 拷贝/μL)

为模板，使用单重引物和延伸探针对单一质粒分

别进行单靶点扩增试验，同时设置 ddH2O 为空

白对照组。 

1.6  多重体系反应条件优化 
以 1.4 中高浓度混合质粒(104 拷贝/μL)为模

板，根据延伸效率 E=S 产物峰/(SUPE 残留峰+S 产物峰)为指

标对多重 PCR 扩增体系进行优化。引物及延伸

探针初始浓度分别为 0.5 μmol/L、5 μmol/L，以

E≥0.8为标准分别调整多重引物和延伸探针的最

适浓度，进而优化体系的检测灵敏度，获得只有

单一产物峰的质量信号谱图。 
七重 PCR 反应体系为 5 μL，采用表１引物

进行 PCR 扩增。(1) 多重 PCR 反应：将 2 μL 质

粒与 1.2 μL PCR mix、1 μL PCR 引物混合液进行

混合，用 ddH2O 补足至 5 μL。反应程序为 95 ℃ 
2 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s 进行

40 个循环；最后 72 ℃ 5 min。(2) SAP 消化反应：

将扩增后的产物用虾碱性磷酸酶(shrimp alkaline 
phosphatase, SAP)补至 7 μL，37 ℃ 40 min将PCR
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步 骤 中 多 余 的 脱 氧 核 糖 核 苷 三 磷 酸

(deoxyribonucleoside triphosphate, dNTP)消化为

双 脱 氧 核 苷 三 磷 酸 (dideoxyribonucleoside 
triphosphate, ddNTP)，以防止 dNTP 在后续步骤

中作为反应物继续延伸。最后 85 ℃灭活 5 min。 
(3) 延伸反应：将消化后的产物加入表１延

伸探针进行延伸反应。消化产物中加入 1 μL 延

伸探针、0.2 μL inplex buffer 及 0.2 μL termination 
mix，用 ddH2O 补至 9 μL。反应程序为 95 ℃    
30 s；95 ℃ 5 s，52 ℃ 5 s，80 ℃ 5 s，进行 40 个

循环；最后 72 ℃延伸 3 min。 
将反应结束后的延伸产物转至 384 孔板，用

ddH2O 补至 25 μL，10 000 r/min 离心 2 min。将

离心后的 384 孔板放入质谱仪，经过树脂脱盐处

理 后 进 行 质 谱 检 测 。 数 据 采 集 及 分 析 由

MassARRAY Typer 软件完成。 

1.7  特异性试验 
将 1.1 中 PRV、PCV-2、PCV-3、PBoV 和

ASFV 等靶标病毒或假病毒 DNA，SIV、PRRSV、

CSFV、FMDV 和 PPV 等非靶标常见猪病病毒

DNA 或 cDNA 做为模板，进行 MALDI-TOF MS
多重检测体系的特异性试验。同时以 100 拷贝/μL
的 PRV、PCV-2、PCV-3、PBoV-G1、PBoV-G2、
PBoV-G3 和 ASFV 标准质粒混合模板为阳性对

照，ddH2O 为阴性对照。若各非靶标病原体均无

延伸产物峰，靶标病原体及阳性对照中 PRV、

PCV-2、PCV-3、PBoV-G1、PBoV-G2、PBoV-G3
及 ASFV 对应的延伸产物峰出现在特定位置，且

产物峰之间无交叉重叠，则认为检测体系特异性

良好。 

1.8  敏感性试验 
为了评价该方法的灵敏度，将 104、103、102、

50、25、10、5、2.5、1 拷贝/μL 水平的 7 种靶

标阳性质粒，按同一浓度水平分别混合作为模

板，再根据优化后的 MALDI-TOF MS 多重体系

对进行检测分析，每个梯度的混合质粒分别进行

20 次重复试验，20 个重复均为阳性的最低浓度

认定为 MALDI-TOF MS 多重检测体系对该种病

毒的最低检测限(limit of detection, LOD)。 

1.9  重复性试验 
以高、中、低拷贝数(106、104、102 拷贝/μL)

的混合质粒标准品为模板，每组稀释度设置 50

个重复进行试验，来评估 MALDI-TOF MS 法对

每种病毒检测结果的批内重复性；此外，将上述

混合质粒标准品在 3 个不同时间分别重复进行，

每个稀释度设置 20 个重复，记录 3 批独立试验

各稀释度质粒的检测结果，以评价该方法的批间

重复性。 

1.10  样品检测应用 
34 份组织或全血样本、42 份含猪源性成分

饲料样品和 24 份新鲜猪肉样品由本实验室收集

保存。8 份 ASFV 假病毒人工污染样品，由 10

倍梯度稀释(109–102 拷贝/μL)的 ASFV-p72 腺病

毒逐一加入 5 μL 至 0.5 g 阴性猪肉中得到。 

分别取 0.5 g 饲料、组织、猪肉或人工污染

样品，冻融 3 次后充分研磨，按 1:10 置于 PBS

缓冲液，10 000 r/min 离心 5 min 后取上清。全

血样品冻融 3 次后，10 000 r/min 离心 5 min 后

取上清。按核酸提取仪 NP968-C 配套试剂说明

书进行核酸的纯化提取，并于–20 ℃保存备用。

使用本研究构建的 MADLI-TOF MS 多重检测体

系对 108 份样本核酸进行检测，此外，使用荧光

定量 PCR 方法对所有样本进行 PRV (GB/T 

35911-2018)、PCV-2 (GB/T 35901-2018)、PCV-3 

(T/CVMA 19-2020) 、 PBoV-G1 、 PBoV-G2 、

PBoV-G3[12]和 ASFV (GB/T 18648-2020)验证。按

照真阳性数/(真阳性数+假阴性数)×100%计算阳

性 符 合 率； 真 阴 性数 /( 真 阴 性 数 + 假 阳 性

数)×100%计算阴性符合率；[(真阳性数+真阴性
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数)/检测总数]×100%计算试验结果的总符合率，

并对结果进行评价。 

2  结果与分析 
2.1  单重反应试验 

以 104 拷贝/μL 各靶标质粒为模板，使用单

一引物及延伸探针进行单靶标扩增试验，可分别

得到 7 种靶标以质量(mass)为横坐标，SNP 强度

(intensity)为纵坐标的质谱图像。结果显示每种

病毒均仅有延伸产物单峰(PBoV-G2：5 522.6 Da；

PCV-2：6 023.9 Da；ASFV：6 477.3 Da；PRV：

7 048.6 Da；PCV-3：7 181.7 Da；PBoV-G1：     

7 320.6 Da；PBoV-G3：7 376.8 Da)，其对应的阴

性对照仅有延伸探针峰单峰(PBoV-G2：5235.4 Da；

PCV-2：5 776.8 Da；ASFV：6 206.1 Da；PRV：      

6 801.4 Da；PCV-3：6 934.5 Da；PBoV-G1：6 993.5 Da；

PBoV-G3：7 129.6 Da)，并且在质谱检测的范围内

并未出现杂峰，表明 7 重体系中每种病毒的扩增引

物及质量探针均可有效反应(图 1)。 

2.2  多重反应体系的建立 
为获得清晰的质谱信号分析谱图，对 PRV、

PCV-2、PCV-3、PBoV-G1、PBoV-G2、PBoV-G3
和 ASFV 病毒的每组引物及延伸探针的浓度进

行优化，最终得到多重体系各引物的最佳浓度分

别为 0.6 μmol/L (PRV)、0.7 μmol/L (PCV-2)、  
0.7 μmol/L (PCV-3)、0.6 μmol/L (PBoV-G1)、  
0.6 μmol/L (PBoV-G2)、0.5 μmol/L (PBoV-G3)、
0.5 μmol/L (ASFV)，延伸探针的最佳浓度分别为

6 μmol/L (PRV)、5 μmol/L (PCV-2)、5 μmol/L (PCV-3)、
5 μmol/L (PBoV-G1)、3.5 μmol/L (PBoV-G2)、
6.5 μmol/L (PBoV-G3)、5 μmol/L (ASFV)。 

每种靶标在 MALDI-TOF MS 多重反应体系

的分析中对应有延伸探针(UEP)和单碱基延伸产

物 2 个峰位置，若延伸产物所对应的质量位置处

出现单峰且信噪比(signal to noise ratio, SNR)≥6，
则表示检测结果为阳性，如无延伸产物峰或延伸

产物峰 SNR＜6 时则认为检测结果为阴性。以

ASFV 为例，阴性对照反应体系中的延伸探针未

进行延伸反应，质谱图像中仅存在未被消耗的探

针峰(图 2a)；低浓度模板时(50 拷贝/μL 阳性质

粒)，ASFV 延伸探针部分消耗，同时存在 ASFV
探针峰与产物峰 (图 2b)；当质粒模板浓度为    
100 拷贝/μL 时，延伸反应完全，ASFV 延伸探针全

部转化为延伸产物，只存在 ASFV 产物峰(图 2C)。 

2.3  特异性分析 
分别以 PRV、PCV-2、PCV-3、PBoV 和 ASFV

等靶标病毒或假病毒 DNA，以及 SIV、PRRSV、

CSFV、FMDV 和 PPV 等常见猪病病毒 DNA 或

cDNA 为模板，对 MALDI-TOF MS 多重体系进

行特异性试验。结果显示，体系中 7 个靶标病毒

在各自延伸产物处均分别产生单峰，且信号峰的

SNR 均≥6，非靶标模板及空白对照组的延伸产

物处无峰(SNR 均≤3)，只存在延伸探针峰(图 3)，
表明该方法能够准确识别目标病毒，且与其他非

靶标病原无交叉反应，特异性好。 

2.4  敏感性分析 
为评价该方法的敏感性，将 104、103、102、

50、25、10、5、2.5、1 拷贝/μL 的 7 种靶标病毒

的混合阳性质粒，进行 MALDI-TOF MS 多重体系

检测分析，以 20 个重复均为阳性的最低浓度为每

种靶标的LOD。以102拷贝/μL混合阳性质粒为例，

MALDI-TOF MS多重体系检测结果可直观的展示

7 种靶标的检出(图 4)。结果显示，多重体系对    
7 种靶标病毒的最低检测限分别为： PRV     
22.66 拷贝/μL、PCV-2 26.10 拷贝/μL、PCV-3  
10.66 拷贝/μL、PBoV-G1 20.15 拷贝/μL、PBoV-G2 
26.27 拷贝/μL、PBoV-G3 8.65 拷贝/μL 和 ASFV 
9.68 拷贝/μL (图 5)，反应体系中每种靶标的检测

浓度均可达到101拷贝/μL水平，与荧光PCR相当。 
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图 1  七种病毒单反应试验结果 
Figure 1  Results of the single-reaction test for seven viruses. Red peak: ddH2O; Black peak: 104 copies/μL 
plasmid. a: PBoV-G2. b: PCV-2. c: ASFV. d: PRV. e: PCV-3. f: PBoV-G1. g: PBoV-G3. 
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图 2  ddH2O、50、100 拷贝/μL ASFV 质粒作为模板的质谱结果对比 
Figure 2  Comparison of mass spectrometry results of ddH2O, 50, and 100 copies/μL ASFV plasmid as 
template. a: ddH2O. b: 50 copies/μL plasmid. c: 100 copies/μL plasmid. The arrows are the corresponding peak 
positions of unextended extend probe (UEP) and extended mass probe of ASFV. 
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图 3  7 重核酸质谱体系特异性试验结果 
Figure 3  7-plex nucleic acid mass spectrometry system specificity test results. X: 7 redetection system target; 
Y: ddH2O, each virus and 7 target mixed plasmid; Z: Signal to noise ratio (SNR). 
 

 
图 4  混合质粒及空白对照的质谱结果合并图 
Figure 4  Merged image of mass spectrometry results of mixed plasmids and blank controls. Red peak: ddH2O; 
Black peak: 102 copies/μL mixed plasmids of 7 targets. 
 

2.5  重复性分析 
以 106、104、102 拷贝/μL 稀释度的混合质粒

为模板对多重引物体系进行 50 组重复，结果显

示 106、104 拷贝/μL 水平组中 PRV、PCV-2、
PCV-3、PBoV-G1、PBoV-G2、PBoV-G3 和 ASFV
的检测结果全部为阳性(SNR≥6)，102 拷贝/μL 水

平组中除 PBoV-G3 阳性率为 98.0%，其他阳性

率均为 100%，表明该方法重复性良好。3 个不

同批次实验的检测结果中，PRV、PCV-2、PCV-3、
PBoV-G2、PBoV-G3、和ASFV阳性率均为 100%，

PBoV-G1 阳性率为 98.3%，表明该法具有较高的

批间重复性(表 2)。 
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图 5  7 重核酸质谱敏感性试验结果 
Figure 5  7-plex nucleic acid mass spectrometry sensitivity test results. X: 7-plex system target; Y: Mixed 
plasmids of 7 targets with different concentrations, and ddH2O; Z: Proportion of positive results in 20 replicates. 
 

表 2  重复性试验结果 
Table 2  Results of repeatability test 
Plasmid concentration (copies/μL) Species Intra-assay of variation Inter-assay of variation 
106 PRV 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 

PCV-2 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PCV-3 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G1 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G2 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G3 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
ASFV 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 

104 PRV 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PCV-2 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PCV-3 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G1 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G2 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G3 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
ASFV 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 

102 PRV 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PCV-2 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PCV-3 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G1 100.0% (50/50) 98.3% (59/60) 
PBoV-G2 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
PBoV-G3 98.0% (49/50) 100.0% (60/60) 
ASFV 100.0% (50/50) 100.0% (60/60) 
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2.6  样品检测应用 
利用 MALDI-TOF MS 方法对 108 份组织、

饲料、猪肉或人工污染样品进行检测，结果如表

3 所示，除 8 份人工污染样品外，100 份样品中

检出阳性的共计 64 份，其中 2 种及以上混合感

染样品 39 份。34 份组织样本中，31 份样本能检

出除 ASFV 外的 6 种病毒，其中 23 份组织样本

能检出 2 种及以上病毒的混合感染，占比为

67.6%；饲料样品中除 ASFV 和 PRV 外其余     
5 种靶标均有检出，42 份样品中检出阳性 18 份，

其中 2 种及以上病毒混合感染的样品 9 份

(21.4%)；在 24 份新鲜猪肉样品中检出 PCV-2 或

PCV-3 阳性共 15 份，其中 2 种病毒混合感染样

品 7 份，混合感染率为 29.2%。此外，8 份不同

浓度ASFV-p72假病毒人工污染的猪肉样品均可

检出 ASFV 阳性，与质粒标准品试验结果相符。 
将 MALDI-TOF MS 体系的检测结果与荧光

PCR (组织、饲料、猪肉和人工污染样本)检测结

果进行比对验证，7 种病毒靶标的阳性符合率、

阴性符合率及总符合率分别为：PRV：100%、

100%、100%；PCV-2：96.2%、92.9%、94.4%；

PCV-3：90.9%、98.5%、96.3%；PBoV-G1：100%、

98.9%、99.1%；PBoV-G2：81.3%、100%、97.2%；

PBoV-G3：100%、100%、100%和 ASFV：100%、

100%、100%，两种方法检测结果基本相符   
(表 4)。 

 
表 3  108 份样品 MALDI-TOF MS 检测结果 
Table 3  Results of MALDI-TOF MS detection of 108 samples 
Samples Target Number Number of mixed 

infection samples 
Mixed infection rate 

Tissues (34) PCV-2 6 23 67.6% (23/34) 
PCV-3 1 
PBoV-G1 1 
PCV-2, PCV-3* 4 
PCV-2, PBoV-G1* 1 
PCV-2, PBoV-G2* 2 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G1* 8 
PCV-2, PBoV-G1, PBoV-G2* 4 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G1, PBoV-G2* 1 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G1, PBoV-G2, PBoV-G3* 2 
PRV, PCV-2, PCV-3, PBoV-G1, PBoV-G2* 1 
N† 3 

Feeds (42) PCV-2 9 9 21.4% (9/42) 
PCV-2, PCV-3* 4 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G1* 1 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G3* 1 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G1, PBoV-G2* 1 
PCV-2, PCV-3, PBoV-G1, PBoV-G2, PBoV-G3* 2 
N† 24 

Porks (24) PCV-3 8 7 29.2% (7/24) 
PCV-2, PCV-3* 7 
N† 9 

Artificially infected 
porks (8) 

ASFV 8 – – 

Total  108 39 – 
*: Multiple positive targets were detected in the same sample at the same time; †: No positive targets were detected in the sample; 
–: No result. 
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表 4  MALDI-TOF MS 多重检测体系与荧光 PCR 检测结果符合率 
Table 4  Coincidence rate of detection by MALDI-TOF MS compared with qPCR 
Target Positive coincidence rate (%) Negative coincidence rate (%) Total coincidence rate (%) 
PRV 100.0 100.0 100.0 
PCV-2 96.2 92.9 94.4 
PCV-3 90.9 98.5 96.3 
PBoV-G1 100.0 98.9 99.1 
PBoV-G2 81.3 100.0 97.2 
PBoV-G3 100.0 100.0 100.0 
ASFV 100.0 100.0 100.0 

 

3  讨论与结论 
我国养猪市场巨大，据统计，我国生猪养殖

量占世界生猪总养殖量的 40%以上，生猪饲养

产值接近 1.3 万亿。随着生猪养殖业规模化和集

约化程度的提高，猪病混合感染的几率也随之增

加。此外，近年来由于猪博卡病毒、猪德尔塔冠

状病毒等新发疫病在国内外流行范围的扩大以

及非洲猪瘟等重大疫情的传播[14]，加之部分病

原体不同基因型病原体所引起的混合感染等，使

得疫病防控难度进一步增大。此时若使用多种单

目标检测方法对样本逐一进行检测，检测周期与

成本都将大大增加，开发多目标高通量检测方

法，提升检测诊断效率，将为疾病防控提供更有

力的保障。 

目前动物疫病多重分子诊断技术主要包括

多重 PCR 方法、多重 TaqMan 或 SYBR Green
荧光定量 PCR 方法、GeXP 多重 PCR 方法等[15]。

多重 PCR 方法的敏感性及特异性相较荧光方法

较低，且退火温度容易受到扩增片段长度的影

响；多重荧光定量 PCR 的检测方法虽然具有高

度的特异性和敏感性，检测时间短，但存在荧光

通道的限制及多重引物间的交叉反应性，极大限

制了其同时检测四重及以上的靶标的能力；

GeXP 多重 PCR 技术则由于毛细管电泳灵敏度

过 高 ， 可 能 造 成 检 测 结 果 假 阳 性 [16] 。 而

MALDI-TOF MS 与多重 PCR 联用技术，可使用

质谱手段得到多个特异性核酸片段的质量信号，

从而对同一样本进行多靶点检测。通过对产物在

4 000–10 000 Da 的质量范围进行分析，不但避

开了多重 PCR 产物中的可能存在的引物二聚体

及非特异性扩增产物，同时在延伸阶段通过单碱

基延伸进一步提高了检测体系的特异性，在弥补

了多重 PCR 缺陷的同时保持了质谱检测的灵敏

度[17-18]。此外，由于多重 PCR 与 MALDI-TOF MS
联用检测体系中引物及延伸探针干扰性较小，使

得体系具有很好的扩充性，在更换部分引物及延

伸探针的并优化引物浓度后，可进一步增加用于

检测的靶点，以扩大检测体系所包含的病原体种

类，能够满足对多种类病原体快速、高通量检疫

的要求。 
通过对本研究建立的 MALDI-TOF MS 体系

进行方法学验证，结果显示该方法稳定性与特异

性好，检测限与单重的荧光 PCR 相当。应用

MALDI-TOF MS 体系对总计 108 份样品进行检

测，其中 34 份组织及全血样品的混合感染率为

67.6% (23/34)，表明多种病毒性呼吸道疾病和繁

殖障碍疾病病原体在患病猪只及猪群中造成的

混合感染较为普遍，其中以 PCV-2 混合感染最

多，高达 100%；PBoV-G1、G2、G3 三种基因

型总检出率为 58.8% (20/34)，其中与别种病原

体的混合感染占到 95.0% (19/20)，这与訾占超
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等[19]对 PBoV 进行大规模检测的结果基本一致。

24 份猪肉样品中检出 PCV-2、PCV-3 阳性

(29.2%、62.5%)，混合感染率为 29.2% (15/24)，
提示当前猪肉市场中存在一定程度的猪圆环病

毒污染。而含猪源成分饲料作为深加工制品，原

本猪肉含量不高，并且存在部分病毒在加工处理

阶段被清除的因素，42 份饲料样本中阳性检出

率及混合感染率均最低，分别为 42.9%和 21.4%。

由此可见，在猪只养殖过程以及其产制品样本中

均存在不同程度的病原体混合感染，且混合感染

情况较为常见，进一步证明多目标高通量快速鉴

别检测技术对于疫病的日常监测和鉴别诊断尤

为重要。此外，MALDI-TOF MS 方法与荧光 PCR
方法对各靶标检测的结果基本相符，总符合率较

高(94.4%–100%)，而 MALDI-TOF MS 体系对样

本检测的通量较荧光 PCR 更高，最多可同时上

样 768 个，大大降低了时间成本和实际成本，可

用于日常监测、疫情暴发或进出口快速检疫等场

景下批量样本的规模化快速检测鉴定。 
本研究通过核酸质谱(MALDI-TOF MS)技

术建立了同步鉴定 PRV、 PCV-2、PCV-3、

PBoV-G1、PBoV-G2、PBoV-G3 和 ASFV 7 种猪

呼吸道 DNA 病毒的多目标检测体系，具有高通

量、高灵敏度、特异性强的特点，为猪群相关疫

病监测和鉴别诊断以及进出口动物检疫提供了

便利。 
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