
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１７ꎬ３３(５):１０７６~１０８１
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

龚双燕ꎬ李小璟ꎬ李幽幽ꎬ等. 猪传染性胃肠炎病毒 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅡ荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立及在初乳检测上的应用[Ｊ].江
苏农业学报ꎬ２０１７ꎬ３３(５):１０７６￣１０８１.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１７.０５.０１８

猪传染性胃肠炎病毒 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅡ荧光定量 ＰＣＲ
检测方法的建立及在初乳检测上的应用

龚双燕１ꎬ　 李小璟１ꎬ　 李幽幽１ꎬ　 陈瑛琪１ꎬ　 蔡　 瑶１ꎬ　 李雨濛１ꎬ　 徐逸飞１ꎬ　 徐志文１ꎬ２ꎬ　
朱　 玲１ꎬ２

(１.四川农业大学动物医学院ꎬ四川 成都 ６１１１３０ꎻ ２.四川农业大学动物疫病与人类健康四川省重点实验室ꎬ四川 成都

６１１１３０)

收稿日期:２０１７￣０６￣０８
基金项目:四川省科技支撑计划项目(２０１７ＮＺ００３８)ꎻ “十二五”农村

领域国家科技计划课题(２０１５ＢＡＤ１２Ｂ０４￣２.３)
作者简介:龚双燕(１９９４￣)ꎬ女ꎬ重庆开县人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事动

物传染病病原分子生物学研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｇｓｙｍａｎａｓ＠ １６３.
ｃｏｍ

通讯作者:朱　 玲ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ａｂｔｃｘｚｗ＠ １２６.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为了提高初乳中猪传染性胃肠炎病毒(Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＴＧＥＶ)的检出率ꎬ避免初生仔

猪受到带毒初乳的危害ꎬ建立了一种 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅡ荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测方法ꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 已发表的

ＴＧＥＶ 的 Ｎ 基因序列ꎬ选择保守区域设计、合成了 １ 对特异性引物ꎬ扩增 ＴＧＥＶ 的 Ｎ 基因片段(１７４ ｂｐ)ꎬ构建含有 Ｎ
基因片段的重组质粒ꎬ以重组质粒作为模板建立了特异性检测 ＴＧＥＶ 的 ｑＰＣＲ 检测方法ꎮ 该方法的灵敏性比普通

ＰＣＲ 方法高ꎬ应用建立的 ｑＰＣＲ 检测方法ꎬ对 ２０１６ 年 １０ 月－２０１７ 年 ４ 月采集自四川省部分地区腹泻猪场的母猪初

乳 １３０ 份进行检测ꎬ并与普通 ＰＣＲ 检测方法进行比较ꎮ 结果显示:用 ｑＰＣＲ 方法检测ꎬ１３０ 份样本中有 １３ 份为

ＴＧＥＶ 阳性ꎬ而普通 ＰＣＲ 方法只检测到 ５ 份 ＴＧＥＶ 阳性样本ꎮ 说明 ｑＰＣＲ 检测方法的敏感性高于普通 ＰＣＲ 方法ꎬ
更适合用于猪初乳检测ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ａ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＩＩ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ｑＰＣＲ) ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ (ＴＧＥＶ) ｉｎ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍꎬ ａｎｄ ｔｏ ａｖｏｉｄ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｐｒｉｍａｒｙ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｙ ｔｏｘｉｃ ｃｏ￣

ｌｏｓｔｒｕｍ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ Ｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＴＧＥＶ
ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｒｅａ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｎ
ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ １７４ ｂｐ. Ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉ￣
ｎｉｎｇ Ｎ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ
ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＥＶ. Ｔｈｅ
ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ １３０ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｓｏｗ ｃｏｌｏｓ￣
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ｔｒｕｍ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１６ ｔｏ Ａｐｒｉｌ ２０１７ ｉｎ ｓｏｍｅ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ (ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｉｇ ｆａｒｍ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ １３ ｏｆ ｔｈｅ １３０ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ＴＧＥＶ ｂｙ ｑＰＣＲꎬ ａｎｄ ｏｎｌｙ ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ＴＧＥＶ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｍｏｎ
ＰＣＲ. Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｍｏｒｅ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ ｔｅｓｔｉｎｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎻ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎻ ｃｏｌｏｓｔｒｕｍ

　 　 猪传染性胃肠炎(Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｏｆ
ｓｗｉｎｅꎬ ＴＧＥ)是由猪传染性胃肠炎病毒(ＴＧＥＶ)引

起的以仔猪严重腹泻、呕吐甚至脱水死亡为主要症

状的急性传染病[１￣２]ꎮ 该病主要侵害 ２ 周以内的仔

猪[３]ꎮ 有研究结果表明ꎬ新生仔猪采食纯净 (无

ＴＧＥＶ 病原体)的初乳可有效预防新生仔猪腹泻的

发生[４]ꎮ 母猪初乳中含有大量的免疫球蛋白 Ａ
(ＩｇＡ)、生长因子及激素[５]ꎬ其中 ＩｇＡ 是黏膜免疫中

主要的抗体分子ꎬ在胃肠道内不受 ｐＨ 值的影响ꎬ不
易被消化ꎬ可以阻止病毒入侵肠道黏膜[６]ꎬ从而提

高仔猪成活率ꎮ 因此确保仔猪采食到 ＴＧＥＶ 抗原阴

性的母猪初乳ꎬ对新生仔猪可起到一定的保护作用ꎮ
目前ꎬＴＧＥＶ 的检测通常采用 ＰＣＲ 方法ꎬ但是

普通 ＰＣＲ 方法灵敏度相对较低ꎬ对病毒含量过低的

样品一般不易检出ꎬ容易发生漏检ꎬ而且普通 ＰＣＲ
方法检测耗时较长ꎮ 本研究根据 ＴＧＥＶ 的 Ｎ 基因

序列设计 １ 对特异性引物ꎬ拟建立一种基于 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅡ染料快速检测 ＴＧＥＶ 的 ｑＰＣＲ 方法ꎬ通过实

时荧光定量分析母猪初乳中的 ＴＧＥＶ 病毒数量ꎬ为
控制猪传染性胃肠炎病的传播提供灵敏而快速的监

测方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 毒株

猪传染性胃肠炎病毒(ＴＧＥＶ) ＳＣ￣Ｔ 株、Ａ 群猪

轮状 病 毒 ( Ｇｒｏｕｐ Ａ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓꎬ ＰｒｏＶ￣Ａ )
ＳＣ２０１２０１ 株、猪流行性腹泻病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ
ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＤＶ)ＳＣ２０１１ 株、猪瘟病毒(Ｃｌａｓｓｉ￣
ｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＳＦＶ)Ｃ 株、猪繁殖与呼吸综

合征病毒 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｓｙｎ￣
ｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＲＲＳＶ)ＳＣＭ 株ꎬ均由四川农业大学动

物生物技术中心分离鉴定并保存ꎮ
１.２　 临床样品的收集及处理

猪初乳样品于 ２０１６ 年 １０ 月－２０１７ 年 ４ 月间采

自四川省内 １０ 个疑似 ＴＧＥ 猪场(２ 周龄内仔猪严

重腹泻、脱水以及高死亡率)母猪初乳样品共计 １３０

份ꎬ其中 ３０ 份采自 ５ 个散养户猪场ꎬ１００ 份采自 ５
个规模化猪场ꎮ 参照孙瑞芹的方法[７] 收集、处理乳

汁ꎬ并低温运送至实验室ꎬ－８０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 主要试剂

ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、２ ×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉ×Ｅ×ＴａｑⅡ购自北京天根生化科技

有限公司ꎬ逆转录试剂盒、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、
ｐＭＤ１９￣Ｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ、质粒 ＤＮＡ 小量提取试剂盒

购自大连宝生物工程有限公司ꎬＴｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ 公司ꎬ大肠埃希菌 ＤＨ５α 和感受态细胞由本实

验室制备并保存ꎬ其他试剂均为分析纯ꎮ
１.４　 ｑＰＣＲ 引物的设计及合成

从 ＧｅｎＢａｎｋ 上下载 ＴＧＥＶ Ｎ 基因序列ꎬ利用

ＤＮＡＳｔａｒ ５.０ 软件进行分析比较ꎬ选出高度保守且特

异的核苷酸区域ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件根据

ＴＧＥＶ 保守区域基因设计 １ 对引物ꎮ 上游引物

( ＴＧＥＶ￣Ｆ) 序 列 为 ５′￣ＡＣＧＣＴＴＧＧＴＡＧＴＣＧＴＧＧＴＧ￣
３′ꎬ下游引物(ＴＧＥＶ￣Ｒ)序列为 ５′￣ＧＧＡＴＴＧＴＴＧＣＣＴ￣
ＧＣＣＴＣＴ￣３′ꎬ预期扩增目的片段长度为 １７４ ｂｐꎮ 采

用 ＢＬＡＳＴ 工具初步验证该引物的特异性ꎮ 引物送

往宝生物工程(大连)有限公司合成ꎮ
１.５　 ＴＧＥＶ Ｎ 基因片段重组质粒的制备

１.５.１　 病毒 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的制备　 按照试

剂盒操作方法提取 ＴＧＥＶ 阳性病料总 ＲＮＡꎬ随后用

反转录试剂盒将提取的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 转

录体系(１０􀆰 ０ μｌ)为:总 ＲＮＡ ３􀆰 ０ μｌꎬ５×Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ
ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ Ｉ ０􀆰 ５ μｌꎬ
Ｏｌｉｇｏ ｄＴ ｐｒｉｍｅｒ ０􀆰 ５ μｌꎬＲａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ ０􀆰 ５ μｌꎬＲＮａｓｅ
ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ３􀆰 ５ μｌꎮ 反转录条件为:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５
℃ ３０ ｓꎮ 将转录产物置于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.５.２ 　 目的基因的 ＰＣＲ 扩增 　 以反转录得到的

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用所设计的特异性荧光定量引物对

模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增体系(５０ μｌ):２×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μｌꎬＴＧＥＶ￣Ｆ ２ μｌꎬＴＧＥＶ￣Ｒ ２ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ
１９ μｌꎬｃＤＮＡ ２ μｌꎮ 反应条件:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９５
℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃３０ ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃
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延伸 ７ ｍｉｎꎮ 取 ５ μｌ ＰＣＲ 产物在 １％琼脂糖凝胶上

电泳ꎬ对扩增的目的片段大小进行初步验证ꎮ
１.５.３　 重组质粒的构建及浓度测定　 使用 ＤＮＡ 凝胶

回收试剂盒回收 ＰＣＲ 产物ꎬ回收后的产物与 ｐＭＤ １９￣
Ｔ ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ 相连接ꎬ构建重组质粒ꎮ 取 ２ μｌ
ＴＧＥＶ 重组阳性质粒ꎬ在核酸蛋白质仪上测定 ＯＤ２６０

和 ＯＤ２８０ꎬ计算重组质粒 ＯＤ２６０与 ＯＤ２８０的比值ꎮ 计算

质粒拷贝数ꎬ拷贝数＝质粒浓度(μｇ / μｌ)×１０－９×６.０２ ×
１０２３ /质粒分子量ꎮ
１.６　 ｑＰＣＲ 检测方法的建立

１.６.１　 标准曲线的制作　 按照 １０ 倍系列连续稀释

的方法处理重组质粒ꎮ 取 ７ 个梯度的重组质粒

(１ μｌ １×１０２ ~１×１０８拷贝)作为模板ꎬ同时设立空白

对照ꎬ每个梯度重组质粒及空白对照设 ３ 个重复ꎮ
用优化后的 ｑＰＣＲ 体系及程序进行检测ꎬ横坐标为

起始模板数的对数ꎬ纵坐标为反应的循环数 (Ｃｔ
值)ꎬ标准曲线由荧光定量仪自动生成ꎮ
１.６. ２ 　 特异性试验 　 分别提取 ＴＧＥＶ、 ＰｒｏＶ￣Ａ、
ＰＥＤＶ、ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ 的 ＲＮＡꎬ并反转录为 ｃＤＮＡꎬ以
ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎬ评价该方法的特异

性ꎮ
１.６.３　 敏感性试验　 对重组质粒进行连续 １０ 倍系

列稀释ꎬ以稀释后的各浓度重组质粒作为模板ꎬ用所

建立的 ｑＰＣＲ 和普通 ＰＣＲ 进行检测ꎬ确定检测下

限ꎬ并将两种方法进行对比ꎬ对灵敏度进行评价ꎮ
１.６.４　 重复性试验　 对重组质粒进行连续 １０ 倍系

列稀释ꎬ对同一浓度的重组质粒设 ３ 个重复ꎬ用所建

立的 ｑＰＣＲ 方法进行检测ꎬ作为组内重复性试验ꎮ
取以上稀释好的样品ꎬ在同一反应条件下进行 ３ 次

独立的 ｑＰＣＲ 检测ꎬ作为组间重复性试验ꎮ 通过计

算 Ｃｔ 值的变异系数(ＣＶ)ꎬ验证并评估此 ｑＰＣＲ 检测

方法的重复性ꎮ
１.７　 临床样品检测

对采集自四川省部分地区(腹泻猪场)的母猪

初乳 １３０ 份ꎬ分别用建立的 ｑＰＣＲ 方法和普通 ＰＣＲ
方法进行检测ꎬ比较检测结果ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＴＧＥＶ Ｎ 基因片段重组质粒的鉴定

提取的 ＴＧＥＶ 阳性病料总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤ￣
ＮＡꎬ利用设计的引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到与目的片

段大小一致的扩增产物ꎮ 回收 ＰＣＲ 产物ꎬ与 ｐＭＤ

１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ 相连接ꎬ构建标准质粒ꎬ经 ＰＣＲ
及测序鉴定ꎬ证实成功构建了 ＴＧＥＶ Ｎ 基因片段重

组质粒(图 １)ꎮ 测定和计算结果显示ꎬ质粒的质量

浓度为 ６９􀆰 ５８ ｎｇ / μｌꎬ拷贝数为 １ μｌ ２.２２×１０１０拷贝ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:ＰＣＲ 扩增产物ꎻ２:阳性对照ꎻ３:阴性对

照(水)ꎮ
图 １　 ＴＧＥＶ Ｎ 基因片段重组质粒目的片段的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓ￣
ｍｉｄｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＴＧＥＶ Ｎ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｂｙ ＰＣＲ

２.２　 优化的 ＴＧＥＶ 荧光定量 ＰＣＲ 检测条件

优化后的 ＴＧＥＶ ｑＰＣＲ 最佳反应体系(２５􀆰 ０ μｌ)
为:ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉ×Ｅ×ＴａｑⅡ１２􀆰 ５ μｌꎬ上、下游引

物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ０ μｌꎬ阳性重组质粒稀释液 ２􀆰 ０
μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μｌꎮ 最佳反应条件为:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５
℃ ５ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ３９ 个循环ꎮ 熔解曲线:６５ ℃ 以

０􀆰 ５ ℃ / ｓ 升至 ９５ ℃ꎮ
２.３　 ＴＧＥＶ 荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线

以 １０ 倍系列稀释的重组质粒为模板进行

ｑＰＣＲꎬ扩增结束后系统自动绘制出标准曲线ꎮ 起始

模板浓度与 Ｃｔ 值呈现良好的线性关系ꎬ相关系数

( ｒ)达到 ０􀆰 ９９９ꎬ扩增效率(Ｅ)＝ １０１􀆰 ８％ꎮ 模板起始

浓度与 Ｃｔ 值之间的线性关系表达式:Ｙ ＝ －３􀆰 ２８０ｘ＋
３８􀆰 ２７６ꎮ 根据标准曲线方程ꎬ在己知待检样品的循

环阈值(Ｃｔ 值)的情况下ꎬ可以推算出待检样品的初

始拷贝数ꎬ以进行定量测算ꎮ
２.４　 ＴＧＥＶ 荧光定量 ＰＣＲ 的熔解曲线与特异性

所建立的 ｑＰＣＲ 对阳性重组质粒的扩增产物熔

解曲线显示ꎬ在熔解温度(Ｔｍ)为 ８１􀆰 ０ ℃左右出现

了唯一的特异性峰ꎬ无引物二聚体或其余杂峰ꎮ
用建立的 ｑＰＣＲ 方法对猪传染性胃肠炎病毒

(ＴＧＥＶ)、Ａ 群猪轮状病毒(ＰｒｏＶ￣Ａ)、猪流行性腹泻

病毒(ＰＥＤＶ)、猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)、猪繁殖与呼吸综
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合征病毒 ( ＰＲＲＳＶ) 进行检测ꎬ结果显示ꎬ除了

ＴＧＥＶ 的检测结果为阳性外ꎬ其余病毒检测结果均

为阴性ꎮ 将样品扩增产物进行 １％琼脂糖凝胶电

泳ꎬ仅 ＴＧＥＶ 阳性样品扩增产物出现约 １７４ ｂｐ 的特

异电泳条带ꎬ与预期结果一致ꎮ
２.５　 ＴＧＥＶ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的灵敏性

用 １０ 倍系列稀释的 ＴＧＥＶ Ｎ 基因片段重组质

粒作为模板ꎬ进行 ｑＰＣＲ 和普通 ＰＣＲ 检测ꎬ结果显

示普通 ＰＣＲ 的检测下限为 １ μｌ ２.２２×１０５拷贝(图
２)ꎬ而 ｑＰＣＲ 的灵敏度可以达到 １ μｌ ２.２２×１０２拷贝

(图 ３)ꎮ 通过对比可知ꎬｑＰＣＲ 方法比常规 ＰＣＲ 法

敏感１ ０００倍ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１ ~ ７:１０ 倍系列稀释的重组质粒拷贝数

依次为 １ μｌ ２.２２×１０８ ~２.２２×１０２拷贝ꎻ８:阴性对照(水)ꎮ
图 ２　 普通 ＰＣＲ 方法检测 ＴＧＥＶ 的灵敏性

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＧＥＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｃｏｍｍｏｎ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

１~７:１０ 倍系列稀释的重组质粒拷贝数依次为 １ μｌ ２.２２×１０８ ~２.２２×１０２拷贝ꎻ８:阴性对照ꎮ
图 ３　 ｑＰＣＲ 方法检测 ＴＧＥＶ 的灵敏性

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＧＥＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２.６　 ＴＧＥＶ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的重复性

用建立的 ｑＰＣＲ 方法对不同稀释度的重组质粒

(１ μｌ １×１０８ ~１×１０２拷贝)分别进行 ３ 次重复检测ꎬ
作为组内重复性试验ꎻ再取上述样品ꎬ在同一反应条

件下进行 ３ 次独立的 ｑＰＣＲ 检测ꎬ作为组间重复性

试验ꎮ 通过计算变异系数(表 １、表 ２)发现ꎬ组内变

异系数小于 １􀆰 ０％ꎬ组间变异系数小于 １􀆰 ５％ꎬ表明

所建立的 ｑＰＣＲ 检测方法具有良好的重复性ꎮ

表 １　 ｑＰＣＲ 检测方法的组内变异系数(ＣＶ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｔｒａ￣ｂａｔｃｈ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｖａｒｉａｎｔ (ＣＶ) ｏｆ ｔｈｅ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ

样品浓度
(１ μｌ 拷贝数)

Ｃｔ 值

重复 １ 重复 ２ 重复 ３ 平均
方差

组内变异系数
(％)

１×１０８ １０.５２ １０.６８ １０.５５ １０.５８ ０.０７ ０.６６

１×１０７ １４.３３ １４.５７ １４.４８ １４.４６ ０.１０ ０.６８

１×１０６ １８.０１ １８.２２ １８.３１ １８.１８ ０.１３ ０.６９

１×１０５ ２１.２７ ２１.３３ ２１.４１ ２１.３４ ０.０６ ０.２７

１×１０４ ２５.８９ ２５.７６ ２５.６９ ２５.７８ ０.０８ ０.３２

１×１０３ ２７.２２ ２７.２５ ２７.２３ ２７.２３ ０.０１ ０.０５

１×１０２ ３０.４４ ３０.５２ ３０.３７ ３０.４４ ０.０６ ０.２０
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表 ２　 ｑＰＣＲ 检测方法的组间变异系数(ＣＶ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒ￣ｂａｔｃｈ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｖａｒｉａｎｔ (ＣＶ) ｏｆ ｔｈｅ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ

样品浓度
(１ μｌ 拷贝数)

Ｃｔ 值

重复 １ 重复 ２ 重复 ３ 平均
方差

组间变异系数
(％)

１×１０８ １０.４４ １０.５８ １０.５６ １０.５４ ０.０６ ０.６２

１×１０７ １４.８６ １５.１６ １５.２８ １５.０９ ０.１８ １.１７

１×１０６ １８.０３ １８.７６ １８.４６ １８.４２ ０.３０ ０.９９

１×１０５ ２１.６１ ２１.６４ ２１.５８ ２１.６１ ０.０２ ０.１１

１×１０４ ２５.０１ ２５.１８ ２５.１１ ２５.１０ ０.０７ ０.２８

１×１０３ ２７.８７ ２７.９９ ２８.０５ ２７.９７ ０.０７ ０.２７

１×１０２ ３０.４１ ３１.０９ ３０.９８ ３０.８３ ０.３０ ０.９７

２.７　 临床样品检测

应用本研究建立的 ｑＰＣＲ 检测方法对临床采集

的 １３０ 份疑似 ＴＧＥ 发病猪的初乳样本进行检测ꎬ并
与普通 ＰＣＲ 检测方法进行比较ꎮ ｑＰＣＲ 检测结果显

示 １３０ 份样本中有 １３ 份为 ＴＧＥＶ 阳性ꎬ而普通 ＰＣＲ
方法只检测到了 ５ 份 ＴＧＥＶ 阳性样本ꎮ 说明 ｑＰＣＲ
方法的敏感性高于普通 ＰＣＲ 方法ꎮ

３　 讨 论

２０１０ 年冬季以来ꎬ全国多个猪场暴发传染性腹

泻ꎬ导致哺乳仔猪大量死亡ꎬ造成惨重经济损失[８]ꎮ

通过本实验室近几年检测发现ꎬ引起哺乳仔猪腹泻

的主要疾病为 ＴＧＥ 或 ＰＥＤꎬ但 ＴＧＥＶ 检出率相对较

低ꎮ 正因为如此ꎬ使得 ＴＧＥＶ 经常被忽略ꎬ导致猪场

发病率大大增加ꎻ其次初乳病毒含量较低ꎬ普通

ＰＣＲ 法一般不易检出ꎬ也是引起仔猪发病几率增加

的重要因素之一ꎮ 目前 ＴＧＥＶ 的检测方法有核酸探

针法、普通 ＰＣＲ 方法、多重 ＰＣＲ 方法、套式 ＰＣＲ 法、

ｑＰＣＲ 方法、环介导等温扩增技术等[９]ꎮ 本试验所

建立的 ｑＰＣＲ 检测方法灵敏度比普通 ＰＣＲ 方法高ꎬ
可以避免漏检情况的发生ꎬ而且相比于其余几种方

法而言本方法操作简易、成本较低ꎮ
ＴＧＥＶ 是一种单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ全基因组大

小接近 ２.８６×１０４ ｂｐꎮ 在其结构蛋白基因中ꎬＮ 基因

高度保守[１０]ꎮ 非常适合作为 ＰＣＲ 检测的靶基因ꎮ
本研究建立的 ｑＰＣＲ 方法特异性好ꎬ在对猪传染性

胃肠炎病毒(ＴＧＥＶ)、Ａ 群猪轮状病毒(ＰｒｏＶ￣Ａ)、猪
流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)、猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)、猪繁

殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ) 的检测结果中ꎬ仅
ＴＧＥＶ 为阳性ꎻ灵敏度比常规 ＰＣＲ 法高１ ０００倍ꎬ普
通 ＰＣＲ 方法的检测下限为 １ μｌ ２.２２×１０５ 拷贝ꎬ而
ｑＰＣＲ 方法的灵敏度可以达到 １ μｌ ２.２２×１０２拷贝ꎬ
也高于李继良等[１１] 和张雪等[１２] 建立的 ｑＰＣＲ 方法

的灵敏度(分别为 １ μｌ ４.９０×１０２拷贝和６.３０×１０２拷

贝)ꎻ检测结果重复性良好ꎬ批内和批间重复试验的

变异系数分别低于 １􀆰 ０％、１􀆰 ５％ꎬ说明本方法的重现

率很高、检测数据可靠ꎮ 建立的 ｑＰＣＲ 检测方法可

用于感染潜伏期和早期母猪初乳中 ＴＧＥＶ 的检测ꎬ
若初乳中检出 ＴＧＥＶꎬ母猪应及时停止哺乳ꎬ以避免

初生仔猪受到带毒初乳的危害ꎮ 加强母猪初乳中

ＴＧＥＶ 的监测对于控制猪传染性胃肠炎病的传播有

重要意义ꎮ
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