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　 　 摘要:　 为建立一种快速、准确检测猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)的方法ꎬ根据 ＧｅｎＢａｎｋ 发布的 ＡＰＰＶ ＮＳ２ 基因

序列ꎬ设计合成 １ 对扩增后目的基因片段大小为 ５００ ｂｐ 的特异性引物ꎮ 建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对猪繁殖与呼吸综合

征病毒(ＰＲＲＳＶ)、伪狂犬病毒(ＰＲＶ)和猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)的检测结果均为阴性ꎬ该方法对 ＡＰＰＶ 的最低检出量为

１ μｌ ４.９５×１０４拷贝ꎬ重复性试验中组间、组内试验结果均与预期相符ꎮ 应用该方法对 ６８ 份疑似患病的仔猪样品进

行检测ꎬ阳性病料检出率为 ７􀆰 ３５％ꎮ 利用 Ｍｅｇａ７.０ 绘制 ＡＰＰＶ 系统进化树ꎬ对 ＡＰＰＶ 进行遗传进化分析ꎬ结果显示

本试验检出的 ＡＰＰＶ(ＳＣ 株)与中国报道的 ＡＰＰＶ 的亲缘关系较近ꎮ 建立的 ＡＰＰＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法可用于 ＡＰＰＶ
的临床诊断及流行病学检测ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ (ＡＰＰＶ)ꎬ ａ
ｐａｉｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＡＰＰＶ ＮＳ２ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ＧｅｎＢａｎｋꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ５００ ｂｐ ａｆｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＲＴ￣ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ
ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ (ＰＲＲＳＶ)ꎬ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ (ＰＲＶ) ａｎｄ ｓｗｉｎｅ ｆｅ￣
ｖｅｒ ｖｉｒｕｓ (ＣＳＦＶ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＡＰＰＶ ｗａｓ ４.９５×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｌｉｔｒｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎ￣
ｔｅｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｔｒａ ｇｒｏｕｐ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｉｎ ｃｏｎｆｏｒｍｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ６８ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ７.３５％. Ｍｅｇａ７.０ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｒａｗ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ
ＡＰＰＶ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＰＶ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＡＰＰＶ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔ￣

ｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ＡＰＰＶ. Ｔｈｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＡＰＰＶ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＰＶ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ (ＡＰＰＶ)ꎻ
ＲＴ￣ＰＣＲꎻ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 仔猪先天性震颤(Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｔｒｅｍｏｒｓꎬＣＴ)会导致
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仔猪出生后数小时内出现骨骼肌双侧痉挛性收缩ꎬ妨
碍仔猪站立、步行和寻找乳头[１￣３]ꎬ致使仔猪饥饿和初

乳摄入不足ꎬ严重的可导致仔猪死亡ꎮ 一般根据神经

系统是否发生病变ꎬ将 ＣＴ 分为 Ａ 型和 Ｂ 型ꎬＡ 型有

明显的大脑和脊柱的组织学损伤ꎬＢ 型无损伤[４￣５]ꎮ Ａ
型又可分为 ＡⅠ̄~Ａ￣Ⅴ ５ 种亚型ꎬ其中只有 ＡⅠ̄型与 Ａ￣
Ⅱ型具有传染性ꎮ ＡⅠ̄型一般认为是由猪瘟病毒(Ｃｌａｓ￣
ｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)引起ꎬ以小脑发育不全

为特征[６￣７]ꎮ ＡⅡ̄型的病因存在一定争议ꎬ直到 ２０１５
年ꎬＨａｕｓｅ 等通过宏基因组测序发现了猪非典型性瘟

病毒 ( Ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＡＰＰＶ) [８]ꎮ
２０１６ 年ꎬＡｒｒｕｄａ[９] 确定 ＡＰＰＶ 是 ＡⅡ̄的病因ꎮ 随后ꎬ
德国、荷兰、奥地利等多个国家先后发现猪群存在

ＡＰＰＶ 流行[１０]ꎮ ２０１７ 年ꎬ华南农业大学许古明等[１１]

首次发现中国猪群 ＡＰＰＶ 的发生ꎬ这使中国兽医学界

展开了对 ＡＰＰＶ 的研究ꎮ
ＡＰＰＶ 属于黄病毒科瘟病毒属ꎬ该病毒属还包

括牛病毒性腹泻病毒 １ 型(Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ
１ꎬＢＶＤＶ￣１) 和 ２ 型 ( Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ￣２ꎬ
ＢＶＤＶ￣２)、猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)和边界病病毒(Ｂｏｒｄｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＢＤＶ)及之后发现的其他瘟病毒(Ｈｏ￣
Ｂｉ￣ｌｉｋｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ) [１２]ꎮ ＡＰＰＶ 是基因组长约 １１ ｋｂ
的 ＲＮＡ 病毒[１３]ꎬ包含上游 ５′ ＵＴＲ 、ＯＲＦ 和下游 ３′
ＵＴＲꎬＯＲＦ 区编码的蛋白质可分为 ４ 种结构蛋白

(Ｃ、Ｅｒｎｓ、Ｅ１、Ｅ２) 和 ８ 种非结构蛋白 (Ｎｐｒｏ 、Ｐ７、
ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ) [１４]ꎮ

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对样品纯度要求低ꎬ不用分离

病毒及培养细胞ꎬ具有操作简单快速、成本低、敏感性

高等特点[１５]ꎬ建立 ＡＰＰＶ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对于

国内猪非典型性瘟病毒的检测研究具有重要意义ꎮ
我们根据 ＧｅｎＢａｎｋ 发表的 ＡＰＰＶ 基因组序列ꎬ选择

ＡＰＰＶ ＮＳ２ 基因ꎬ建立 ＲＴ￣ＰＣＲ 快速检测方法ꎬ通过该

方法对采自规模化猪场的疑似患病样品进行检测ꎬ并
对其阳性样品 ＰＣＲ 产物进行基因测序和遗传进化分

析ꎬ为兽医临床诊断提供一种可靠的检测方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒和病料

猪繁殖与呼吸综合征病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＲＳＶ)、伪狂犬病毒

(Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＶ)和猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)均由

四川农业大学动物生物技术中心保存ꎮ 病料(颌下

淋巴结、小脑、腹股沟淋巴结等)采自四川省遂宁、
邛崃、大邑、崇州、宜宾等地区的规模化养猪场ꎮ
１.２　 主要试剂

５× Ｐｒｉｍｅ ｓｃｒｉｐｔ ｂｕｆｆｅｒ、 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ Ⅰ、Ｏｌｉｇｏ ｄＴ ｐｒｉｍｅｒ、Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓꎬＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ、ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、Ｔｒｉｚｏｌ、Ｔａｑ Ｈｓ、１０×Ｒｅａｃ￣
ｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ( Ｍｇ２＋ ｆｒｅｅ)均购自宝生物工程(大连)有

限公司ꎮ 质粒提取试剂盒(Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ Ｉ)购自 Ｏｍｅ￣
ｇａ 公司ꎮ
１.３　 ＡＰＰＶ 引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 发表的 ＡＰＰＶ 基因组序列ꎬ选择

ＡＰＰＶ ＮＳ２ 基因ꎬ应用 ＮＣＢＩ 设计引物ꎬ由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成ꎮ 上游引物序列为

５′￣ＧＡＡＣＴＡＡＧＡＣＣＡＡＣＡＣＧＧＡＴ￣３′ꎬ下游引物序列

为 ５′￣ＧＡＧＧＧＴＡＧＧＡＡＧＧＧＡＡＡＧ￣３′ꎬ其预期扩增片

段大小为 ５００ ｂｐꎬ稀释为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ备用ꎮ
１.４　 病毒 ＲＮＡ 的提取及反转录

将疑似患非典型性猪瘟的样品充分剪碎ꎬ加入

液氮研磨成粉末ꎬ再加入适量生理盐水保存于 ＥＰ
管中备用ꎮ 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取病料 ＲＮＡꎬ随后用反

转录试剂盒将提取的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 反转

录体系(１０􀆰 ０ μｌ):ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ３􀆰 ５ μｌꎬ５×Ｐｒｉｍｅ
ｓｃｒｉｐｔ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌꎬＲａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ ０􀆰 ５ μｌꎬＯｌｉｇｏ ｄＴ
ｐｒｉｍｅｒ ０􀆰 ５ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ ０􀆰 ５ μｌꎬ
ＲＮＡ 模板 ３􀆰 ０ μｌꎮ 产物于－２０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.５　 ＡＰＰＶ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法建立

ＰＣＲ 反应体系(２５􀆰 ０ μｌ)为:ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎬ１０×
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘ １􀆰 ０ μｌꎬＴａｑ Ｈｓ ０􀆰 ５
μｌꎬ上、下游引物各 ０􀆰 ５ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５􀆰 ０ μｌꎮ 反

应条件为:９５􀆰 ０ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９５􀆰 ０ ℃ ３０ ｓꎬ５８􀆰 ４ ℃ ３０
ｓꎬ７２􀆰 ０ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２􀆰 ０ ℃ ７ ｍｉｎꎮ
１.５.１　 Ｍｇ２＋、Ｔａｑ Ｈｓ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ 用量的优化 　 ＰＣＲ
反应体系总体积 ２５􀆰 ０ μｌ 保持不变ꎬ分别调整 Ｍｇ２＋、
Ｔａｑ Ｈｓ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ 的用量ꎬ对反应体系进行优化ꎮ
Ｍｇ２＋用量依次为 ０􀆰 ５ μｌ、１􀆰 ０ μｌ、１􀆰 ５ μｌ、２􀆰 ０ μｌ、２􀆰 ５
μｌ 和 ３􀆰 ０ μｌꎬＴａｑ Ｈｓ 用量依次为 ０􀆰 １ μｌ、０􀆰 ２ μｌ、０􀆰 ３
μｌ、０􀆰 ４ μｌ、０􀆰 ５ μｌ 和 ０􀆰 ６ μｌꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘ 用量依次为

１􀆰 ０ μｌ、１􀆰 ５ μｌ、２􀆰 ０ μｌ、２􀆰 ５ μｌ、３􀆰 ０ μｌ 和 ３􀆰 ５ μｌꎮ 在

单一变量的情况下ꎬ选取目的条带扩增效果最好的

试剂用量ꎮ
１.５.２ 　 引物用量及退火温度优化 　 在 Ｍｇ２＋、Ｔａｑ
Ｈｓ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ 用量优化的基础上ꎬ分别改变引物用
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量(１􀆰 ０ μｌ、１􀆰 ５ μｌ、２􀆰 ０ μｌ 和 ２􀆰 ５ μｌ)和退火温度

(５２􀆰 ０ ℃、５２􀆰 ７ ℃、５４􀆰 ０ ℃、５５􀆰 ９ ℃、５８􀆰 ４ ℃、６０􀆰 ３
℃、６１􀆰 ４ ℃和 ６２􀆰 ０ ℃)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ筛选最适

引物用量和退火温度ꎮ
１.５.３ 　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的特异性试验 　 在上述优化条件

下ꎬ应用建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对 ＡＰＰＶ、 ＰＲＲＳＶ、
ＰＲＶ、ＣＳＦＶ 进行特异性检测ꎬ设阴性对照组ꎬ验证该

方法的特异性ꎮ
１.５.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的敏感性试验　 用质粒提取试剂盒

提取 ＡＰＰＶ 质粒ꎬ用核酸蛋白质仪测定所构建的阳

性质粒浓度ꎬ计算出模板的拷贝数ꎮ 在上述优化条

件下ꎬ将模板进行倍比稀释进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ以验证本

方法的敏感性ꎮ
１.５.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 的重复性试验　 提取 ＡＰＰＶ 阳性病

料 ＲＮＡꎬ以反转录的产物为模板ꎬ应用建立的 ＲＴ￣
ＰＣＲ 方法分别进行组间、组内重复性试验ꎬ以验证

本方法的稳定性ꎮ
１.６　 临床样品检测及阳性样品鉴定

将 ６８ 份样品病料充分剪碎ꎬ加入液氮研磨成粉

末ꎬ再加入适量生理盐水制得研磨液ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取病料的 ＲＮＡꎬ随后用反转录试剂盒将提取

的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ然后用建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法

进行 ＡＰＰＶ 检测ꎬ对检测数据进行统计分析ꎮ
１.７　 遗传进化分析

应用 Ｍｅｇａ７.０ 软件对获得的阳性序列、ＧｅｎＢａｎｋ
公布的 ＡＰＰＶ 基因序列和同是黄病毒科瘟病毒属的

ＢＶＤＶ￣１、ＢＶＤＶ￣２、ＢＤＶ、ＣＳＦＶ 等毒株基因序列共同

绘制系统进化树ꎬ分析 ＡＰＰＶ 的遗传与进化规律ꎬ丰
富完善 ＡＰＰＶ 流行病学资料ꎮ

２　 结果

２.１　 猪非典型性瘟病毒 ＮＳ２ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

将疑似患病样品处理后提取其 ＲＮＡꎬ用设计的

引物进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎮ 电泳结果显示ꎬ本研究设

计的引物扩增出 １ 条约 ５００ ｂｐ 的条带(图 １)ꎬ与预

期结果一致ꎮ
２.２　 猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的

优化反应条件

　 　 在其他条件不变的情况下对 Ｍｇ２＋、 Ｔａｑ Ｈｓ、
ｄＮＴＰ Ｍｉｘ 用量单一变量进行优化ꎮ 结果显示ꎬ当
Ｍｇ２＋、Ｔａｑ Ｈｓ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ 用量分别为 ２􀆰 ５ μｌ、０􀆰 ６ μｌ、
１􀆰 ０ μｌ 时ꎬ扩增的条带最为清晰(图 ２、图 ３、图 ４)ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ １~７:样品 １~７ꎻ８:阴性对照ꎮ
图 １　 猪非典型性瘟病毒 ＮＳ２ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳ２ ｇｅｎｅ ｏｆ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ (ＡＰＰＶ)

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１ ~ ６:Ｍｇ２＋ 用量依次为 ３􀆰 ０ μｌ、２􀆰 ５ μｌ、
２􀆰 ０ μｌ、１􀆰 ５ μｌ、１􀆰 ０ μｌ、０􀆰 ５ μｌꎮ

图 ２　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的 Ｍｇ２＋用量优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｇ２＋ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ａ￣
ｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１~６:Ｔａｑ Ｈｓ 用量依次为 ０􀆰 ６ μｌ、０􀆰 ５ μｌ、
０􀆰 ４ μｌ、０􀆰 ３ μｌ、０􀆰 ２ μｌ、０􀆰 １ μｌꎮ
图 ３　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的 Ｔａｑ Ｈｓ用量优化

Ｆｉｇ.３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔａｑ Ｈｓ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ
ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ

　 　 固定 ２５ μｌ ＰＣＲ 反应体系的其他条件不变ꎬ对
引物用量和引物退火温度进行优化ꎮ 结果表明最佳

引物用量为 ２􀆰 ５ μｌ(图 ５)ꎬ最佳退火温度为 ５８􀆰 ４ ℃
(图 ６)ꎮ
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Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１ ~ ６:ｄＮＴＰ Ｍｉｘ 用量依次为 ３􀆰 ５ μｌ、３􀆰 ０
μｌ、２􀆰 ５ μｌ、２􀆰 ０ μｌ、１􀆰 ５ μｌ、１􀆰 ０ μｌꎮ
图 ４　 猪非典型性瘟病毒ＲＴ￣ＰＣＲ检测的 ｄＮＴＰ Ｍｉｘ用量优化化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１ ~ ４:引物用量依次为 ２􀆰 ５ μｌ、２􀆰 ０ μｌ、
１􀆰 ５ μｌ、１􀆰 ０ μｌꎮ
图 ５　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的引物用量优化

Ｆｉｇ.５　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１~８:退火温度依次为 ６２􀆰 ０ ℃、６１􀆰 １ ℃、
５８􀆰 ４ ℃、５７􀆰 ２ ℃、５５􀆰 ４ ℃、５３􀆰 ９ ℃、５２􀆰 ６ ℃、５１􀆰 ７ ℃ꎮ
图 ６　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的退火温度优化

Ｆｉｇ.６　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ

２.３　 猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的

特异性

　 　 对建立的 ＡＰＰＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性进

行试验ꎬ结果表明建立的 ＡＰＰＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法

对猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)、伪狂犬病毒

(ＰＲＶ)和猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)的检测结果均为阴性

(图 ７)ꎮ 说明本研究建立的方法特异性强ꎬ与其他

病原无交叉反应ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:阴性对照ꎻ２:猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)ꎻ３:伪
狂犬病毒(ＰＲＶ)ꎻ４:猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)ꎻ５:猪
非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)ꎮ
图 ７　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的特异性

Ｆｉｇ.７　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓ￣
ｔｉｖｉｒｕｓ

２.４　 猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的

敏感性

　 　 采用建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对倍比稀释后的

ＡＰＰＶ 阳性质粒进行扩增ꎬ１％琼脂糖电泳观察ꎮ 用

ＮａｎｏＤｒｏｐ 测定 ６ 号 ＡＰＰＶ 样品检出量为 １ μｌ ４.９５×
１０４拷贝(图 ８)ꎬ表明该方法敏感性较强ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:阴性对照ꎻ２~ ９:模板的稀释梯度依次

为 １×１０８、１×１０７、１×１０６、１×１０５、１×１０４、１×１０３、１×１０２、１×１０１ꎮ
图 ８　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的敏感性

Ｆｉｇ.８　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓ￣
ｔｉｖｉｒｕｓ

２.５　 猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的

重复性

　 　 对样品中猪非典型性瘟病毒核酸分别进行组
间、组内重复性试验ꎬ结果均一致(图 ９)ꎬ表明本试

验方法的重复性较好ꎮ
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Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１~３:组内重复ꎻ４~６:组间重复ꎮ
图 ９　 猪非典型性瘟病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测的重复性

Ｆｉｇ.９　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ

２.６　 建立的 ＡＰＰＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对临床样品

的检测应用

　 　 利用本试验建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对 ６８ 份

疑似患病样品进行检测ꎬ共检出阳性样品 ５ 份ꎬ阳性

检出率为 ７.３５％ꎮ 将 ５ 份阳性样品的 ＰＣＲ 产物进

行测序ꎬ测序结果证实目的条带均为 ＡＰＰＶ ＮＳ２ 基

因的特异性片段ꎮ 测序分析结果与 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果高

度一致ꎬ进一步验证了本试验建立的检测方法的特

异性与准确性ꎮ
２.７　 猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)遗传进化分析

将检出的临床阳性样品 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物送至生工

生物工程(上海)有限公司测序ꎮ 用 Ｍｅｇａ７.０ 软件

对 ＡＰＰＶ 阳性样品的基因序列和 ＧｅｎＢａｎｋ 已发表

的 ＡＰＰＶ 基因序列ꎬ 以及与 ＡＰＰＶ 同科同属的

ＢＶＤＶ￣１、ＢＶＤＶ￣２、ＢＤＶ、ＣＳＦＶ 等基因序列进行遗传

进化分析ꎮ 结果(图 １０)表明ꎬ本研究中检出的猪非

典型性瘟病毒(ＳＣ 株)ＮＳ２ 基因序列与所有 ＡＰＰＶ
基因参考序列均处于同一分支ꎬ与其他 ＡＰＰＶ 核苷

酸序列的同源性在 ９２％以上ꎮ ＳＣ 株与中国报道的

ＡＰＰＶ 的亲缘关系较近ꎬ与国外报道的 ＡＰＰＶ 的亲

缘关系较远ꎮ 且与 ＣＳＦＶ、ＢＤＶ 及 ＢＶＤＶ 均不在同

一分支内ꎮ

图 １０　 猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)ＮＳ２ 基因部分序列系统进化树

Ｆｉｇ.１０　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ (ＡＰＰＶ) ＮＳ２ ｇｅｎｅ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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３　 讨 论

猪非典型性瘟病毒(ＡＰＰＶ)是中国最近几年才

检测出的一种新病毒ꎮ 人工感染试验证实 ＡＰＰＶ 是

一种可以引起 ＡⅡ̄型仔猪先天性震颤的病原[９]ꎮ 感

染该病毒的仔猪四肢、头部或全身出现有节奏的震

颤[１６]ꎬ强烈的重复性震颤使仔猪无法寻找乳头ꎬ导致

仔猪母乳摄入不足ꎬ严重时会导致仔猪死亡ꎮ 如果护

理得当ꎬ大多数仔猪断奶后震颤现象自行消失[３]ꎮ 中

国养猪业规模庞大ꎬ在受影响的养殖场中发现约１％~
２％的流行率ꎬ由于养猪业的规模和 １００％淘汰率ꎬＡＰ￣
ＰＶ 造成了极大的经济损失[８]ꎬ促使我们为兽医临床

诊断建立一种简单快速的检测方法ꎮ
本试验根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 ＡＰＰＶ ＮＳ２ 基

因序列ꎬ设计了 １ 对特异性引物并且成功建立了一

种 ＡＰＰＶ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 快速检测方法ꎮ 特异性试验结

果表明ꎬ本研究建立的方法可以特异性地从样品中

检测出 ＡＰＰＶꎬ而与 ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ 和 ＣＳＦＶ 等病原无

交叉反应ꎬ具有较高的特异性ꎮ 敏感性试验结果表

明ꎬ建立的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的最低检出量为 １ μｌ
４.９５×１０４拷贝ꎮ 为验证该方法的稳定性ꎬ本研究进

行了组间、组内重复性试验ꎬ结果表明该方法具有良

好的重复性ꎮ 对采自四川省遂宁、邛崃等地区的 ６８
份疑似患病样品进行检测ꎬ共有 ５ 份检测结果为阳

性ꎬ阳性检出率为 ７.３５％ꎮ 同时ꎬ我们根据阳性产物

测序结果利用 Ｍｅｇａ７. ０ 绘制 ＡＰＰＶ 的系统进化

树[１７]ꎬ发现本研究检测的 ＡＰＰＶ ＳＣ 株与其他 ＡＰＰＶ
核苷酸序列的同源性在 ９２％以上ꎬＳＣ 株与中国报道

的 ＡＰＰＶ 的亲缘关系较近ꎬ并且国内大部分 ＡＰＰＶ
分离株与国外分离株位于不同分支ꎬ表明国内的

ＡＰＰＶ 的生物学特性、致病性等与国外分离株可能

有所区别ꎮ 以上试验结果均表明ꎬ本试验研究建立

的 ＡＰＰＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法可应用于临床 ＡＰＰＶ 的

诊断、检测和流行病学调查ꎬ为今后开展 ＡＰＰＶ 的深

入研究提供了技术手段ꎬ有广阔的应用前景ꎮ
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