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摘要 豬生殖與呼吸綜合症（Porcine reproductive and respiratory syndrome；PRRS）

為臺灣重要豬隻疾病之一，其主要經由豬生殖與呼吸綜合症病毒（PRRS virus；

PRRSV）所引起。此病毒區分為歐洲與美洲型，由於此兩種型別的交叉保護性

不佳，因此，診斷時需加以確認其型別，而為了快速且準確的診斷其型別，本

試驗將建立一套快速的區別診斷方法來進行 PRRSV 型別之診斷。將利用反轉錄

即時定量聚合酶反應之技術建立此區別診斷方法，此方法經敏感性與特異性測

試發現，其可同時檢測歐洲型與美洲型病毒株，且不同型別之間並無交叉反應，

顯示其具有良好的特異性。於病毒連續稀釋的檢測極限方面，歐洲型病毒株可

達 0.89 TCID50/ml，美洲型病毒株可達 3.19 TCID50/ml，而於 132 個田間樣品之測試

中發現，其 PRRSV 檢出率與傳統 RT-PCR 結果一致，均為 9 個陽性，且此方法

也成功快速準確的診斷出此 9 個樣品之型別，均為臺灣野外分離株，此結果與

RT-PCR 的定序結果一致。綜合此結果顯示此方法具有良好的敏感性與特異性，

且可彌補 RT-PCR 無法快速區別美洲型與歐洲型病毒株之缺陷，並減少 DNA 電

泳膠與定序等兩個步驟與縮短一天的診斷時間。  

 

關鍵詞：豬生殖與呼吸綜合症病毒、歐洲型、美洲型 

 

緒言 

豬生殖與呼吸綜合症（Porcine reproductive and 

respiratory syndrome；PRRS）為臺灣常見重要豬隻

病毒性疾病之一[1,2,3]，其是由PRRS病毒（PRRS 

virus；PRRSV）所引起，此病毒屬於Nidovirales目

Arteriviridae科Arterivirus屬，為具有封套單股正向

RNA病毒，其病毒顆粒約45-65 nm [25]。 

PRRSV基因體全長約15 Kb，包含9個開放讀碼

區（open reading frame； ORF），從5’至3’端之基

因排序分別為5’UTR-ORF1a-ORF1b-ORF2a- 

ORF2b-ORF3-ORF4-ORF5-ORF6-ORF7-3’UTR ，

其中ORF1a與1b大約佔全體基因體80％，主要轉譯

出pp1a與pp1b兩種蛋白，且經由細胞與病毒蛋白酶

切割後可產生12個非結構蛋白，此12個非結構蛋白

主要與病毒複製有關。而ORF2至ORF7則分別轉譯為

GP2a、GP2b、GP3、GP4、GP5、M、N等結構

蛋 白 [8,20,23] ， 其 中 ORF5 基 因 最 常 被 使 用 於

PRRSV的分子流行病學之研究；而依據過去文獻所發

表之分子流行學研究發現，PRRSV可區分為歐洲型與

美洲型兩種，此兩種的基因序列相似性僅有60％且

兩者之間並無交叉保護[4,20]，歐洲型PRRSV區分為

3個基因亞型，主要分佈於歐洲，但也有許多的亞洲

國家如中國[18,19]、日本[13]、南韓[17]、泰國

[9,22] 等 均 有 歐 洲 型 PRRSV 的 疫 情 ； 而 美 洲 型

PRRSV則區分為9個基因亞型，其主要流行於美洲與

亞洲地區，於亞洲地區有包括中國[18,19]、日本

[14]、南韓[17]、泰國[9、22]與臺灣[8]等國家發

生美洲型PRRSV之疫情；另外，中國於2006年發生

高病原性PRRS（Highly-pathogenic PRRS；HP-PRRS）

之疫情，此病毒株被歸類於美洲型[18,19]，之後，
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此病毒株也傳播至東南亞，目前已知泰國[9,22]、柬

埔寨[9]、寮國[9]、越南[9]與印尼[15]均有相關疫

情發生。 

臺灣自1991年即發現PRRSV的存在[2]，且經

由序列分析發現在1990年代初期臺灣即有兩種

PRRSV存在[8]，此兩種PRRSV均為美洲型別且隨著

時間逐年突變，到2013年為止其病毒全長序列的差

異性可達18.3％[8]，而從過去的PRRSV的監測紀錄

發現，臺灣現行田間的流行病毒株依然以美洲型為主

[8]，但近年隨著臺灣周邊各國陸續有歐洲型PRRSV

的疫情發生，且國內也已核准歐洲型PRRSV疫苗的上

市，因此在PRRSV的診斷上需更加精準，而為了有效

快速與精準的區別診斷疑似病例的PRRSV是歐洲型

或美洲型，本試驗將應用反轉錄即時定量聚合酶反應

（reverse-transcription real-time PCR；RRT-PCR）

之平臺，建立一套快速區別診斷歐洲與美洲型PRRSV

的分子診斷技術。 

 

材料及方法 

病毒與樣品收集 

為了測試本試驗所建立的PRRSV RRT-PCR診斷

方法的敏感性與特異性，共收集了10株非PRRSV的

豬隻病毒（包括：classical swine fever virus、swine 

influenza virus、swine vesicular disease virus、porcine 

sapelovirus 、 porcine enterovirus 、 Seneca Valley 

virus 、 porcine teschovirus 、 transmissible 

gastroenteritis virus 、 porcine epidemic diarrhea 

virus、reovirus）、3株歐洲型PRRSV（2株Lelystad 

virus與1株HIPRA疫苗株）、20株美洲型PRRSV（1

株美洲型疫苗株、1株美洲型標準株VR2332與18

株臺灣分離株）、20個來自感染CSFV或PEDV的SPF

豬隻檢體並經RT-PCR確認為PRRSV之陰性與132

個未經檢測的PRRSV監測樣品（56個疑似PRRSV檢

體與76個精液樣品）進行相關測試。 

核酸萃取 

本試驗所有樣品的核酸均是使用MegNA Pure 

LC Total Nucleic Acid Isolation kit（Roche, Mannheim, 

Germany）萃取。 

引子與探針 

自NCBI基因庫下載PRRSV病毒序列並進行核酸

序列比對，針對歐洲型與美洲型病毒株各自共同相似

基因序列的區域內設計其歐洲型與美洲型病毒株的特

異性引子與探針供後續RRT-PCR所使用，其相關核酸

序列如表1。另外，本試驗也有使用到現行診斷PRRSV

之RT-PCR，其引子序列也摘錄於表1。 

RRT-PCR 

本試驗所建立之PRRSV RRT-PCR的配方與反應

條件如下：將3 μL的樣品RNA、1X的Kappa Probe 

Fast qPCR Master mix （KAPA biosystems, Boston, 

MA, USA）、40 units的SuperScript
TM

 III Reverse 

Transcriptase （Invintrogen, Carlsbad, CA, USA）、

0.15 M的ORF5-NA-P1與ORF5-EU-P1探針、0.5 

M的ORF5-NA-F1、ORF5-U-R1與ORF5-EU-F1引

子等混合於微量反應管，將此反應管置於LightCycler®  

480 system即時聚合酶鏈反應器（Roche, Mannheim, 

Germany）反應，先以42C 30分鐘執行RNA反轉錄

酶反應，94C處理5分鐘後，再以94C 30秒、56C 

30秒、72C 20秒完成45個循環PCR反應，每個

PCR反應結束前均偵測螢光，當螢光值低於2.15

時，則判定為陰性，螢光值高於2.15且Ct值少於40

時，即判定為陽性。 

RT-PCR 

本試驗所使用到的之PRRSV RT-PCR的配方與

反應條件則沿用Chang等2014年所發表之診斷方法

[5]。 

RRT-PCR敏感性與特異性測試 

針對本試驗所建立之PRRSV RRT-PCR分別進行

敏感性與特異性之測試，特異性測試中分別使用2株

Lelystad virus、1株HIPRA疫苗株、1株美洲型疫苗

株、1株美洲型標準株VR2332與18株臺灣分離

株、10種非PRRSV之豬隻病毒與20個PRRSV陰性

樣品進行測試；敏感性之測試中，分別將8.9 × 10
4
 

TCID50/ml HIPRA疫苗株、3.16 × 10
6
 TCID50/ml的

美洲型疫苗株與3.89 × 10
6
 TCID50/ml的臺灣分離
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株進行連續10倍稀釋，以評估此檢測方法的檢測極

限；此敏感性經由三次重複檢測後，計算其變異係數。 

RT-PCR與RRT-PCR的敏感性比較 

將比較RT-PCR與RRT-PCR於檢測極限與疑似病

例中PRRSV的檢出率比較，於檢測極限比較中，選取

上述RRT-PCR檢測極限試驗之病毒株進行連續稀

釋，再分別使用RT-PCR與RRT-PCR進行檢測，以比

較此兩種檢測方法之檢測極限。 

RRT-PCR的應用 

從田間收集132個PRRSV監測樣品，先以本試

驗所建立之RRT-PCR進行檢測，以了解此檢測方法應

用於臨床樣品監測之情況，同時將此檢體進行PRRSV 

RT-PCR的檢測，並將此兩種檢測之結果進行交叉比

對，以了解此兩種檢驗方法之差異。 

 

結果 

判定標準之設立 

將20個PRRSV陰性樣品進行PRRSV RRT-PCR

測試，其結果顯示所有樣品於RRT-PCR歐洲型與美洲

型檢測的螢光值均低於2.15；陽性對照的螢光值均高

於2.15，因此，將此兩種型判定的螢光基準值設定為

2.15（圖1與2）。當進行陽性樣品連續稀釋時，以

2.15的螢光值做為判定基準，其檢測極限的Ct值均

低於40（圖3與4），因此，將陽性樣品之判定設定

在以2.15的螢光值判定基準且Ct值需小於40。 

特異性分析 

此測試中，2株Lelystad virus與1株HIPRA疫苗

株經PRRSV RRT-PCR檢測均顯示為歐洲型陽性與美

洲型陰性（圖1），而美洲型疫苗株、美洲型標準株

VR2332與18株臺灣分離株的檢測結果則為歐洲型

陰性與美洲型陽性（圖2），此結果均符合其原本病毒

株的型別。以10種非PRRSV豬隻病毒進行PRRSV 

RRT-PCR測試，其結果均為歐洲型與美洲型陰性（圖

1 與 2 ）。 將 20 個 PRRSV 陰 性 樣 品 進 行 PRRSV 

RRT-PCR測試，結果於歐洲型與美洲型的檢測均為陰

性（圖1與2）。 

敏感性分析 

分別將HIPRA疫苗株、美洲型疫苗株與臺灣分離

株病毒連 續10倍稀 釋， 萃取核酸 後， 以PRRSV 

RRT-PCR檢測，結果顯示HIPRA疫苗株於歐洲型的反

應中可檢測至0.89 TCID50/ml（圖3）；而美洲型疫苗

株於美洲型的反應中可檢測至3.16 TCID50/ml（圖

4A）；臺灣分離株於美洲型的反應中可檢測至3.89 

TCID50/ml（圖4B）。經由三重複試驗，歐洲型檢驗方

法的CV值介於0.14至2.58%之間，美洲型檢驗方法

於美洲型疫苗株的CV值介於0.08至1.17%之間，臺

灣分離株的CV值介於0.23至0.96%之間。 

RT-PCR與RRT-PCR的敏感性比較 

將上述連續稀釋的HIPRA疫苗株、美洲型疫苗株

與臺灣分離株樣品同樣進行PRRSV RT-PCR之檢

測，其RT-PCR於HIPRA疫苗株的檢測極限為8.9 

TCID50/ml（圖5），於美洲型疫苗株與臺灣分離株的

檢測極限分別為31.6與38.9 TCID50/ml（圖5），

RT-PCR於歐洲型與美洲型PRRSV的檢測極限均較上

述PRRSV RRT-PCR的檢測極限少10倍。 

RRT-PCR的應用 

將田間所收集的132個PRRSV監測樣品進行

RRT-PCR檢測，56個疑似PRRSV檢體中檢出9個美

洲型與0個歐洲型，此結果與後續經由RT-PCR檢測並

經定序確認為美洲型的結果相同；而76個精液樣品

於RRT-PCR與RT-PCR的檢測結果則均呈陰性（表

2）。此結果顯示，RT-PCR與RRT-PCR於疑似病例的

檢出率相同均為16％，但RRT-PCR在型別鑑定上減

少DNA電泳膠與定序等兩個步驟，並縮短一天的診斷

時間。 

 

討論 

本試驗應用RRT-PCR成功建立一套區別歐洲型

與美洲型PRRSV病毒株的診斷方法，將可有效快速準

確檢測PRRSV並分型，本試驗建立之RRT-PCR測試

方法檢測不受其它豬隻病毒所影響，且兩種型別間也

不會出現偽陽性，顯示良好的特異性，且檢測極限也

較RT-PCR檢驗方法敏感10倍，表示其具有較佳之敏

感性。另外，在操作上RRT-PCR減少RT-PCR反應所
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需之電泳分析與定序分析兩大檢驗步驟，可減少現有

診斷工作天數達一天以上，將診斷時間縮短於一天以

內。由於RT-PCR檢測方法需經電泳分析且依據所檢

測標的核酸長度進行人工判讀，當偽陽性反應之核酸

片段長度接近標的核酸之長度時，容易發生誤判，而

降低其特異性，反之，RRT-PCR則是以特異性探針進

行偵測，此舉將可大幅提高RRT-PCR的特異性。 

RRT-PCR已廣泛被使用在多種動物或人類疾病

之檢測，近年來隨著RRT-PCR反應器的改進與效能提

升，此檢測平台已可同時偵測多種標的基因。本試驗

應用此平台成功開發出可同時檢測歐洲型與美洲型

PRRSV的診斷方法，而這樣的區別診斷平台也已被成

功應用在許多人類或動物疾病病原之檢測，如：家禽

傳染性支氣管炎病毒基因型的區別診斷[23]、豬E型

肝炎病毒基因型別的區別診斷[12]、A型輪狀病毒疫

苗株與野外株之區別診斷[11]等，顯示隨著分子診斷

技術平台的開發，分子診斷方法已由傳統檢測單一標

的的RT-PCR檢測技術，提升為可同時檢測多種標的

的RRT-PCR檢測技術，而本試驗利用RRT-PCR檢測

平台所開發的PRRSV歐洲型與美洲型區別診斷方法

除 了 可 精 準 診 斷 其 型 別 外 ， 其 敏 感 性 也 較 傳 統

RT-PCR更為敏感，將可逐漸取代RT-PCR，做為未來

PRRSV的分子診斷方法。 

臺灣現行國內豬場所流行的PRRSV以美洲型病

毒株為主[8]，且國內有核准使用美洲型與歐洲型

PRRSV活毒減毒疫苗防治PRRS。然而，使用活毒減

毒疫苗的過程中，該疫苗株病毒會在場內循環感染，

因此，國內所送檢的檢體中可能有臺灣野外病毒株、

美洲型疫苗株與歐洲型疫苗株等PRRSV存在，且不同

型 PRRSV 之 間 的 交 叉 保 護 性 不 佳 [15] ， 所 以 在

PRRSV的疾病診斷上，型別的確認很重要，而傳統病

毒分離的敏感性與特異性不佳且無法有效區別歐洲型

與美洲型病毒株；至於傳統的RT-PCR檢測雖然可同

時檢測歐洲型與美洲型，但型別檢測需經由定序方可

知其型別，在疾病爆發與大規模監測並不適用。反之，

本試驗所開發的PRRSV RRT-PCR具有良好的特異性

與敏感性，可有效彌補傳統病毒分離與RT-PCR的不

足，但其缺點為無法有效區別美洲型疫苗株與臺灣美

洲型病毒株，因此，無法做為最終診斷，僅能作為

PRRSV診斷與大規模監測使用時第一階段的初篩使

用。 

PRRSV主要危害豬隻的呼吸與繁殖系統，其中呼

吸系統的危害通常發生在保育豬群，繁殖系統之危害

則主要影響種豬群之繁殖性能[25]，從過去的文獻發

現種公豬不管是感染野外PRRSV或是免疫活毒減毒

疫苗均會從生殖系統排出帶有PRRSV之精液[6, 7]，

並經人工授精或自然交配感染母豬，引發母豬繁殖障

礙，顯示精液是PRRSV重要的傳染源之一。然而，近

年來隨著豬場商業化飼養的普及率愈來愈高，人工受

精與外購精液的比例也逐年上升，因此，精液的品管

極為重要，必須定期檢測場內種公豬精液是否帶有

PRRSV與檢測外購精液是否為PRRSV陰性，方可有效

降低因精液帶有PRRSV所引發之母豬繁殖障礙。於本

試驗所收 集的76個精液 檢體中， 並無檢出 任何

PRRSV，顯示這些種公豬並無感染PRRSV，而這樣監

控種公豬感染PRRSV之模式，將可有效早期發現種公

豬感染PRRSV之情況，且進一步防止PRRSV於場內之

擴散，此模式也可做為各場監控種公豬感染PRRSV之

借鏡。 

綜合以上，本試驗所建立之PRRSV RRT-PCR診

斷方法，可有效區別歐洲型與美洲型PRRSV並具有良

好 的 特 異 性 與 敏 感 性 ， 此 檢 測 方 法 之 敏 感 性 較

RT-PCR更為敏感10倍，並減少DNA電泳膠與定序等

兩個步驟與縮短一天的診斷時間。經田間樣品測試也

可精準分型，這些功能將可彌補現行PRRSV RT-PCR

的診斷缺陷，並做為未來田間監控PRRSV流行之利

器。 
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表 1、引子與探針序列。 

引子與探針 序列 備註 

ORF5-NA-F1 5’-ATGTTGGAGAAATGCTTGA-3’ RRT-PCR 

ORF5-U-R1 5’-GTGCCATTCAGCTCACATA-3’ 

ORF5-NA-P1 5’- FAM-TGTGGTGTATCGTGCCGTCCTG-BBQ-3’ 

ORF5-EU-F1 5’-CGTTTCTTGACTCCTCACTC-3’ 

ORF5-EU-P1 5’-YAK-TGGTCCTTTGTCGATGGCAACG-BBQ-3’ 

PRRSV-ORF7F  5’-AAAAGCCTCGTGTTGGGTGGCA-3’ RT-PCR 

PRRSV-ORF7R 5’- TCGCCCTAATTGAATAGGTGACT-3’ 

 

 

 

 

 

表 2、132 個 PRRSV 監測樣品中，RT-PCR 與 RRT-PCR 的檢測結果。 

檢測方法 結果 
RRT-PCR 

美洲型陽性/歐洲型陽性 美洲型陰性/歐洲型陰性 

RT-PCR 
陽性 9

a
/0 0/0 

陰性 0/0 123/132 
a
此 9 個陽性樣品的 RT-PCR 產物經定序均為美洲型。 

 

 

 

 

 

 

 
圖 1、PRRSV RRT-PCR 區別診斷方法中針對歐洲型鑑定的特異性分析，其中紅色曲線代表歐洲

型陽性反應，包括 Lelystad virus（LV）與 HIPRA 疫苗株，綠色線代表歐洲型陰性反應，

包括美洲型病毒、非 PRRSV 豬隻病毒與 PRRSV 陰性樣品。 
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圖 2、PRRSV RRT-PCR 區別診斷方法中針對美洲型鑑定的特異性分析，其中紅色曲線代表美洲

型陽性反應，包括美洲型疫苗株、標準株與臺灣分離株，綠色線代表美洲型陰性反應，包

括歐洲型 PRRSV、非 PRRSV 豬隻病毒與 PRRSV 陰性樣品。 

 

 

 

 
圖 3、PRRSV RRT-PCR 區別診斷方法中針對歐洲型鑑定的檢測極限，將含有 8.9 × 10

4
 TCID50/ml 

的 HIPRA 疫苗株進行連續稀釋，並重複檢測 3 次，其可檢測至 0.89 TCID50/ml。 
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圖 4、PRRSV RRT-PCR 區別診斷方法中針對美洲型鑑定的檢測極限，將含有 3.16 × 10

6
 TCID50/ml 

的美洲型疫苗株（A）與 3.89 × 10
6
 TCID50/ml 的臺灣分離株（B）進行連續稀釋，並重複檢

檢 3 次，其可分別檢測至 3.16 與 3.89 TCID50/ml。 
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圖 5、PRRSV RT-PCR 於歐洲與美洲型病毒株的檢測極限。將含有 8.9 × 10

4
 TCID50/ml 的

HIPRA 疫苗株（A）、3.16 × 10
6
 TCID50/ml 的美洲型疫苗株（B）與 3.89 × 10

6
 TCID50/ml

的臺灣分離株（C）進行連續稀釋，其可分別檢測至 8.9、31.6 與 38.9 TCID50/ml。M

為標準 DNA 標示，1-8 分別為病毒原液與連續 10 倍稀釋之樣品。 
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The Application and Development of a Differential Method between of 

European Type and North American Type of Porcine Reproductive 

and Respiratory Syndrome Virus in Taiwan 
 

YL Huang
*
, MC Deng, CY Chang, TS Huang 

 

Animal Health Research Institute, Council of Agriculture 

 

Abstract  Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is one of the important swine 

diseases and is caused by PRRS virus (PRRSV), which is divided into European (EU) and North 

American (NA) types. Due to the cross-protection between two types was poor, the PRRSV 

diagnosis was needed to confine its type. Therefore, the aim of the study was to develop a 

differential method between two types of PRRSV. The differential reverse-transcription real-time 

PCR (RRT-PCR) of PRRSV was established. It was able to differentiate between NA and EU types 

and was not cross-reaction between two types. The detected limited was reached to the 3.19 and 

0.89 TCID50/ml for NA and EU types, respectively. Compared with RT-PCR, the detected limits of 

the differential RRT-PCR were more sensitive. In the test of clinical samples, a total of 132 clinical 

samples were detected by RT-PCR and differential RRT-PCR in this study. The results of both 

RT-PCR and different RRT-PCR were the same that only 9 samples were PRRSV positive. These 

samples were all NA type by diagnosis of different RRT-PCR and were also coincident with the 

result of sequencing. In conclusion, the differential RRT-PCR of the study was able to differentiate 

between NA and EU types and was specific and sensitive. In the diagnostic process, RRT-PCR 

omitted the process of gel electrophoresis and sequencing, and shortened the one diagnostic days. 

 

Keywords: Porcine reproductive and respiratory syndrome virus, European type, North American 

type 


