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　 　 摘要:　 旨在研究能够快速、准确、灵敏地鉴别、诊断引起仔猪先天性震颤的猪非典型瘟病毒(Ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓꎬ ＡＰＰＶ)、猪瘟病毒(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)、猪圆环病毒 ３型(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｅｓ ｔｙｐｅ ３ꎬ ＰＣＶ￣３)
及猪捷申病毒 １型(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ １ꎬＰＴＶ￣１)的方法ꎮ 通过对 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的 ＡＰＰＶ的 ＮＳ３ 基因序列、ＣＳＦＶ的

Ｅ２ 基因序列、ＰＣＶ￣３的 ＯＲＦ２ 基因序列和 ＰＴＶ￣１的 ＶＰ１ 基因序列进行分析ꎬ设计针对 ４种病毒的特异性引物和 Ｔａｑ￣
Ｍａｎ水解探针ꎮ 通过对反应条件和反应程序进行优化ꎬ拟建立针对仔猪先天性震颤相关病毒的多重 ＴａｑＭａｎ荧光定

量 ＰＣＲ检测方法ꎮ 结果显示ꎬ研究得到的多重 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＰＣＲ检测方法能够特异性检测 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＣＶ￣３
和 ＰＴＶ￣１ꎬ而与其他病原无交叉反应ꎻ该研究方法对 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＣＶ￣３和 ＰＴＶ￣１的最低检测量分别为 １ μｌ ９􀆰 ２×１０２

拷贝、４８拷贝、５６拷贝和 １７拷贝ꎮ 重复性试验结果显示ꎬ组内、组间变异系数均小于 ２􀆰 １０％ꎬ重复性和稳定性较为突

出ꎮ 用该方法对 ２７３份临床样品进行检测ꎬ结果显示ꎬＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＴＶ￣１和 ＰＣＶ￣３的阳性率分别为 ２０􀆰 ５％、２􀆰 ９％、
１􀆰 ５％和 １０􀆰 ６％ꎬ其中 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ二者共同感染的检出率为 １􀆰 ５％ꎬＡＰＰＶ、ＰＣＶ￣３二者共同感染的检出率为 ４􀆰 ４％ꎬ
ＡＰＰＶ、ＰＴＶ￣１二者共同感染的检出率为 １􀆰 ５％ꎬＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＣＶ￣３共同感染的检出率为 １􀆰 １％ꎮ 该检测方法操作简

单、耗时短、不易对环境造成污染ꎬ检测结果灵敏、准确ꎬ基于该方法对四川地区仔猪先天性震颤相关病毒共感染情况

进行的流行病学调查ꎬ可以为后期研究提供重要的数据基础ꎮ
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ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＣＶ￣３ ａｎｄ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＴＶ￣１ ｒｅｇ￣
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２􀆰 １０％ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＡＰＰＶꎬ ＣＳＦＶꎬ ＰＣＶ￣３ ａｎｄ
ＰＴＶ￣１ ｉｎ ２７３ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＡＰＰＶꎬ ＣＳＦＶꎬ ＰＴＶ￣１ ａｎｄ ＰＣＶ￣３ ｗｅｒｅ
２０􀆰 ５％ꎬ ２􀆰 ９％ꎬ １􀆰 ５％ ａｎｄ １０􀆰 ６％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＡＰＰＶ ａｎｄ ＣＳＦＶ ｃｏ￣ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ
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ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｔｒｅｍｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇｌｅｔｓ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ ａｒｅａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｉｍ￣
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３ꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ １ꎻ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＴａｑＭａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

　 　 近年来ꎬ随着中国生猪产业的快速发展ꎬ猪常见

传染性疾病由过去的单一感染逐渐转变为混合感染ꎬ
导致猪病的发病率和死亡率居高不下ꎬ给临床检测和

防控带来了困扰ꎬ严重影响了生猪产业的健康发展ꎮ
仔猪先天性震颤(Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｔｒｅｍｏｒꎬＣＴ)俗称“仔猪抖

抖病” [１]ꎬ目前尚无有效治疗措施ꎬ已经给养猪生产造

成了巨大经济损失ꎮ 其病因可能包括营养因素、遗传

因素及病毒性感染因素等ꎮ 目前ꎬ国内研究者已经多

次报道ꎬ猪非典型瘟病毒(Ａｔｙｐｉｃａｌ ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓꎬＡＰＰＶ)、
猪瘟病毒(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)、猪圆环

病毒 ３型(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｅｓ ｔｙｐｅ ３ꎬＰＣＶ￣３)和猪捷

申病毒 １ 型(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ １ꎬＰＴＶ￣１)是引起仔

猪先天性震颤的主要病原[２￣５]ꎬ这些病毒所致疾病在

临床上均表现出猪的头部、四肢和尾部发生持续性震

颤ꎬ有些患病仔猪呈“八”字腿ꎬ不能站立行走ꎬ对外界

刺激较为敏感等ꎮ 患病仔猪具有运动障碍、吮乳障碍

等ꎬ最终因饥饿而很快衰竭致死ꎮ
目前尚无有效措施防控仔猪先天性震颤ꎬ及时

确诊是哪种病毒并加以辅助治疗成为防治该病的关

键ꎮ 实验室现有的大多数抗原检测方法都是对某种

病毒的单独检测ꎬ操作复杂ꎬ无法对引起仔猪先天性

震颤的多种病毒进行同时检测ꎮ 本研究拟建立针对

ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＣＶ￣３、ＰＴＶ￣１ 的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定

量 ＰＣＲ检测方法ꎬ旨在高效、灵敏、特异性地对仔猪

先天性震颤相关病毒进行区分鉴别ꎬ对于猪场防控

仔猪先天性震颤相关病毒以及提高出生仔猪的成活

率尤为重要ꎬ同时可为临床样本的快速筛检及规模

化猪场开展仔猪先天性震颤相关病毒流行病学调查

提供快速、可靠的检测方法ꎬ并可为仔猪先天性震颤

相关病毒性流行病的科学防控提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒与病料

猪繁殖与呼吸综合征病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬＰＲＲＳＶ)、猪瘟病毒、
猪非典型瘟病毒、猪圆环病毒 ３型、猪捷申病毒 １ 型

(ＰＴＶ￣１)、猪流行性腹泻病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒ￣
ｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬＰＥＤＶ)、伪狂犬病毒(Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬ
ＰＲＶ)、猪乙型脑炎病毒(Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ
ＪＥＶ)、猪轮状病毒(ＲｏｔａｖｉｒｕｓꎬＲＶ)均由四川农业大

学动物生物技术中心提供并保存ꎻ血清采集于四川

省各市的规模化养猪场ꎮ
１.２　 主要试剂

５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ购自天根生化科技(北京)有
限公司ꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ(Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)、逆转录试剂

盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体、质粒抽提

试剂盒等均购自宝生物工程(大连)有限公司ꎮ
１.３　 引物的设计及合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已经登录的病毒基因组信息ꎬ选
取 ＡＰＰＶ ＮＳ３ 基因、ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因、ＰＣＶ￣３ ＯＲＦ２ 基因

和 ＰＴＶ￣１ ＶＰ１基因ꎬ用 Ｐｒｉｍｅ Ｅｘｐｒｅｓｓ ５.０软件对上述基

因的保守序列进行分析ꎬ再设计相应的特异性引物和
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探针ꎮ 在 ＡＰＰＶ探针 ５′端标记 ＦＡＭ荧光基团ꎬ在 ３′端
标记ＭＧＢ基团ꎻ在 ＣＳＦＶ 探针 ５′端标记 ＨＥＸ 荧光基

团ꎬ在 ３′端标记 ＢＨＱ１ 基团ꎻ在 ＰＣＶ￣３探针 ５′端标记

ＲＯＸ荧光基团ꎬ在 ３′端标记 ＢＨＱ２基团ꎻ在 ＰＴＶ￣１探针

５′端标记 ＣＹ５荧光基团ꎬ在 ３′端标记 ＢＨＱ２基团ꎮ ＡＰ￣
ＰＶ/ ＣＳＦＶ/ ＰＣＶ￣３/ ＰＴＶ￣１引物探针均由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成ꎬ详见表 １ꎮ
表 １　 ＡＰＰＶ / ＣＳＦＶ / ＰＣＶ￣３ / ＰＴＶ￣１引物、探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ＡＰＰＶ / ＣＳＦＶ / ＰＣＶ￣
３ / ＰＴＶ￣１

引物
名称 引物序列 (５′→３′) 产物长度

(ｂｐ)

ＡＰＰＶ￣Ｆ ＧＴＣＡＡＴＡＡＧＴＴＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＧＴＣＧＴ １１３

ＡＰＰＶ￣Ｒ ＡＣＣＴＧＡＡＡＧＧＧＴＧＧＴＣＣＧＧ

ＡＰＰＶ￣Ｐ ＦＡＭ￣ＡＣＧＣＣＧＡＴＴＴＧＡＴＴＣＴＣ￣ＭＧＢ

ＣＳＦＶ￣Ｆ ＡＡＧＧＧＴＧＡＧＴＡＴＣＡＧＴＡＣＴＧＧＴＴＴＧＡＣ ９２

ＣＳＦＶ￣Ｒ ＡＧＴＧＣＴＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡＣＡＡ

ＣＳＦＶ￣Ｐ ＨＥＸ￣ＣＴＧＡＣＣＧＣＣＡＣＴＣＡＧＡＴＴＡＣＴＴＣＧ￣
ＣＡ￣ＢＨＱ１

ＰＣＶ￣３￣Ｆ ＧＡＧＡＴＧＡＣＧＴＴＣＡＴＧＧＴＧＧＡＧＴＡＴ ９９

ＰＣＶ￣３￣Ｒ ＡＣＧＣＣＡＣＡＧＡＡＧＧＣＧＣＴＡＴ

ＰＣＶ￣３￣Ｐ ＲＯＸ￣ＣＣＡＧＣＴＧＴＧＧＧＣＣＴＣＣＴＡＡＴＧＡＡＴ￣
ＡＧＴＣＴＴ￣ＢＨＱ２

ＰＴＶ￣１￣Ｆ ＣＣＡＣＣＴＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＡＡＴＧ ８２

ＰＴＶ￣１￣Ｒ ＴＣＣＴＣＡＡＴＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＴ

ＰＴＶ￣１￣Ｐ ＣＹ５￣ＴＣＡＧＧＧＡＣＣＡＧＧＣＧＣＴＡＣＡＡＡＣＴＴ￣
ＴＴＣ￣ＢＨＱ２

ＡＰＰＶ表示猪非典型瘟病毒ꎬＣＳＦＶ 表示猪瘟病毒ꎬＰＣＶ￣３表示猪圆
环病毒 ３型ꎬＰＴＶ￣１表示猪捷申病毒 １ 型ꎮ Ｆ 表示上游引物ꎬＲ 表示
下游引物ꎬＰ 表示探针ꎮ 探针前面的 ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＲＯＸ、ＣＹ５ 为荧光基
因ꎬ探针后面的 ＭＧＢ、ＢＨＱ１、ＢＨＱ２ 为淬灭基因ꎮ

１.４　 重组质粒标准品的制备

使用本试验设计的引物ꎬ分别以 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、
ＰＣＶ￣３、ＰＴＶ￣１ 的核酸序列为模板ꎬ５０ μｌ 反应体系

包括 ２５􀆰 ０ μｌ ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、各 ２􀆰 ５ μｌ上下

游引物、５􀆰 ０ μｌ 模板、ｄｄＨ２Ｏꎮ ＰＣＲ 反应程序如下:
９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬＡＰＰＶ ５５ ℃ ３０ ｓ、ＰＣＶ￣３ ５５
℃ ３０ ｓ、ＰＴＶ￣１ ５８ ℃ ３０ ｓ、ＣＳＦＶ ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０
ｓꎬ３０个循环ꎻ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎮ 使用胶回收试剂盒对得

到的阳性 ＰＣＲ产物进行纯化、连接、转化后ꎬ提取阳

性质粒ꎮ 将阳性克隆菌送至生工生物工程(上海)
股份有限公司测序ꎬ并对测序结果进行比对ꎮ 结果

表明ꎬ４种阳性重组质粒与试验预期相符ꎮ 将阳性

标准品于－２０ ℃保存ꎬ作为后续试验的阳性模板ꎮ
１.５　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立

１.５.１　 反应条件的优化 　 采用宝生物工程(大连)

有限公司的 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ(Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)试剂进行

多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎬ分别以方法 １.４
中构建的 ＡＰＰＶ 质粒、ＣＳＦＶ 质粒、 ＰＣＶ￣３ 质粒和

ＰＴＶ￣１质粒为模板ꎬ在四者单独优化的基础上ꎬ使用

矩阵法对 ４０ μｌ 反应体系的混合引物用量、探针用

量及退火延伸温度进行进一步优化ꎬ以筛选最适的

反应体系和反应条件ꎮ
１.５.２　 标准曲线的制作　 取 ｐＭＤ￣ＡＰＰＶ、ｐＭＤ￣ＣＳＦＶ、
ｐＭＤ￣ＰＣＶ￣３和 ｐＭＤ￣ＰＴＶ￣１等 ４ 种标准质粒ꎬ分别进

行 １０倍梯度稀释ꎬ同时设空白对照ꎬ每组 ３个平行重

复ꎮ 用优化后的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 体系及

扩增程序进行检测ꎬ最后建立标准曲线ꎮ
１.５.３　 特异性试验　 用本试验建立的多重 ＴａｑＭａｎ
荧光定量 ＰＣＲ 方法对 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＴＶ￣１、ＰＣＶ￣３、
ＲＶ、ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ、ＰＲＶ 进行特异性试验ꎬ以评价该

方法的特异性ꎮ
１.５.４　 灵敏性试验　 分别将 ｐＭＤ￣ＡＰＰＶ、ｐＭＤ￣ＣＳＦＶ、
ｐＭＤ￣ＰＣＶ￣３和 ｐＭＤ￣ＰＴＶ￣１等 ４ 种重组质粒按 １０ 倍

梯度稀释ꎬ再分别选取 １ μｌ １０５ ~１００拷贝的重组质粒

作为模板ꎬ用本研究建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＰＣＲ和常规 ＰＣＲ方法进行检测ꎬ确定检测下限并对 ２
种方法的灵敏性进行分析、评价ꎮ
１.５.５　 重复性试验　 在相同条件下ꎬ使用已建立的

多重 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＰＣＲ方法进行 ３次独立的组

内、组间重复性试验ꎬ用变异系数(ＣＶ)来评价方法

的重复性ꎮ
１.６　 临床样品检测

采集来自四川省部分地区规模化猪场的全身震

颤的疑似患病仔猪样品(组织器官、血清、精液)２７３
份ꎬ用本试验建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方

法进行检测ꎬ分析相关病毒的共感染情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的建立

将设计并合成好的 ４ 对引物和探针分别稀释

至 １０ μｍｏｌ / Ｌ的工作浓度ꎬ使用矩阵法调节引物用

量(０􀆰 ５ μｌ、１􀆰 ０ μｌ、１􀆰 ５ μｌ)、探针用量( ０􀆰 １０ μｌ、
０􀆰 ２５ μｌ、０􀆰 ５０ μｌ、１􀆰 ００ μｌ)和退火温度(５２􀆰 ０ ℃ 、
５２􀆰 ７ ℃ 、５４􀆰 ０ ℃ 、５５􀆰 ９ ℃ 、５８􀆰 ４ ℃ 、６０􀆰 ３ ℃ 、６１􀆰 ４
℃和 ６２􀆰 ０ ℃ )对四重荧光逆转录(ＲＴ) ＰＣＲ 反应

条件进行优化ꎮ 最终确定的 ４０􀆰 ００ μｌ 四重荧光

ＲＴ￣ＰＣＲ反应体系如下:２０ μｌ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ(Ｐｒｏｂｅ
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ｑＰＣＲ)ꎬ各 １􀆰 ００ μｌ ４ 对 上、下 游 引 物ꎬ ＣＳＦＶ、
ＰＴＶ￣１、ＰＣＶ￣３、ＡＰＰＶ 探针用量分别为 ０􀆰 ５０ μｌ、
０􀆰 ５０ μｌ、０􀆰 ２５ μｌ、０􀆰 ２５ μｌꎬ各 １􀆰 ００ μｌ ４ 种标准质

粒模板ꎬ其余用去离子水补足ꎮ 得出四重荧光

ＲＴ￣ＰＣＲ的最佳反应条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓ、
５６ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ退火阶段收集荧光信号ꎮ
２.２　 标准曲线的绘制

对 ｐＭＤ￣ＡＰＰＶ、 ｐＭＤ￣ＣＳＦＶ、 ｐＭＤ￣ＰＣＶ￣３ 和

ｐＭＤ￣ＰＴＶ￣１ ４种标准质粒进行 １０倍梯度稀释ꎬ按照

已优化的反应条件进行检测并建立标准曲线(图
１)ꎬ其中ꎬ ｐＭＤ￣ＡＰＰＶ 对应的 ｌｇ (质粒起始用量)
(ｘ１)与扩增循环数(Ｙ１)的线性关系表达式为Ｙ１ ＝
－３.５７２ｘ１＋３８􀆰 ８２８ꎬＲ２１ ＝ １􀆰 ０００ꎻｐＭＤ￣ＣＳＦＶ 对应的 ｌｇ
(质粒起始用量) (ｘ２)与扩增循环数(Ｙ２)的线性关

系表达式为Ｙ２ ＝ －３.３５８ｘ２＋３５􀆰 ５８７ꎬＲ２２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎻｐＭＤ￣
ＰＣＶ￣３对应的 ｌｇ(质粒起始用量) ( ｘ３)与扩增循环

数(Ｙ３)的线性关系表达式为Ｙ３ ＝ －３.５２１ｘ３＋３６􀆰 ３６１ꎬ
Ｒ２３ ＝ ０􀆰 ９９８ꎻｐＭＤ￣ＰＴＶ￣１ 对应的 ｌｇ(质粒起始用量)
(ｘ４)与扩增循环数(Ｙ４)的线性关系表达式为Ｙ４ ＝
－３.８３８ｘ４＋３９􀆰 ８１３ꎬＲ２４ ＝ ０􀆰 ９９９ꎮ

１:ｐＭＤ￣ＣＳＦＶ(猪瘟病毒质粒)ꎬ２:ｐＭＤ￣ＰＣＶ￣３(猪圆环病毒 ３ 型

质粒)ꎬ３:ｐＭＤ￣ＰＴＶ￣１(猪捷申病毒 １型质粒)ꎬ４:ｐＭＤ￣ＡＰＰＶ(猪
非典型瘟病毒质粒)ꎮ Ｃｑ 表示在 ＰＣＲ 扩增过程中ꎬ样品扩增荧

光信号达到设定阈值时所经历的扩增循环数ꎮ
图 １　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＴａｑＭａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

２.３　 特异性

应用本研究建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ
方法对 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、 ＰＴＶ￣１、 ＰＣＶ￣３、 ＲＶ、 ＰＲＲＳＶ、
ＪＥＶ、ＰＲＶ 的基因组进行检测ꎬ结果显示ꎬ仅 ＡＰＰＶ、
ＣＳＦＶ、ＰＴＶ￣１、ＰＣＶ￣３出现典型的扩增曲线ꎬ而其他

病毒的基因组均未出现扩增曲线(图 ２)ꎬ表明该方

法具有良好的特异性ꎮ

１:ＰＣＶ￣３(猪圆环病毒 ３ 型)ꎻ２:ＣＳＦＶ(猪瘟病毒)ꎻ３:ＡＰＰＶ(猪
非典型瘟病毒)ꎻ４:ＰＴＶ￣１(猪捷申病毒 １ 型)ꎻ５:ＲＶ(猪轮状病

毒)ꎻ６:ＰＲＲＳＶ(猪繁殖与呼吸综合征病毒)ꎻ７:ＪＥＶ(猪乙型脑炎

病毒)ꎻ８:ＰＲＶ(伪狂犬病毒)ꎮ
图 ２　 特异性试验结果

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ

２.４　 灵敏性

采用本研究已经建立的检测方法对质粒含量为

１ μｌ １００ ~１０５拷贝的阳性模板进行 ＰＣＲ扩增ꎮ 如图

３、图 ４ 所示ꎬ多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法对

ＣＳＦＶ、ＡＰＰＶ、ＰＴＶ￣１、ＰＣＶ￣３ 的最低检测限依次为

１ μｌ ４８拷贝、９.２×１０２ 拷贝、１７ 拷贝、５６ 拷贝ꎻ常规

ＰＣＲ方法对 ＣＳＦＶ、ＡＰＰＶ、ＰＴＶ￣１、ＰＣＶ￣３ 的最低检

测限依次为 １ μｌ ４.８×１０３ 拷贝、９.２×１０４ 拷贝、１.７×
１０３ 拷贝、５.６×１０４ 拷贝ꎮ 对结果进行分析发现ꎬ在
对 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ和 ＰＴＶ￣１的检测中ꎬ多重 ＴａｑＭａｎ荧
光定量 ＰＣＲ的最低检测限相较于常规 ＰＣＲ 提高了

１００倍ꎬ而对 ＰＣＶ￣３的最低检测限相较于常规 ＰＣＲ
更是提高了１ ０００倍ꎬ表明本研究所建立的多重 Ｔａｑ￣
Ｍａｎ荧光定量 ＰＣＲ检测方法比常规 ＰＣＲ 方法更加

灵敏ꎮ
２.５　 重复性

分别选取 ５ 个含量的 ｐＭＤ￣ＡＰＰＶ、ｐＭＤ￣ＣＳＦＶ、
ｐＭＤ￣ＰＣＶ￣３和 ｐＭＤ￣ＰＴＶ￣１ 标准质粒为模板ꎬ进行

组内和组间重复试验ꎮ 表 ２ 结果显示ꎬＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ
的组内重复试验变异系数均小于 １􀆰 ５０％ꎻＰＣＶ￣３、
ＰＴＶ￣１ 的组内重复试验变异系数均小于 ２􀆰 １０％ꎻ
ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ 的组间重复试验变异系数均小于

１􀆰 ００％ꎻＰＣＶ￣３、ＰＴＶ￣１的组间重复试验变异系数均

小于 １􀆰 ６０％ꎮ
２.６　 临床样品检测

应用本研究建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＰＣＲ 方法对采集的疑似患病仔猪的组织器官、血
清、精液等临床样品进行检测ꎮ 结果显示ꎬＡＰＰＶ
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Ａ:ＰＣＶ￣３(猪圆环病毒 ３型)ꎻＢ:ＰＴＶ￣１(猪捷申病毒 １型)ꎻＣ:ＣＳＦＶ(猪瘟病毒)ꎻＤ:ＡＰＰＶ(猪非典型瘟病毒)ꎻ１~５:１ μｌ １０５ ~１０１拷贝标准模

板的多重 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＰＣＲ扩增曲线ꎮ
图 ３　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 灵敏性试验结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＴａｑＭａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ａ:ＰＣＶ￣３(猪圆环病毒 ３型)ꎻＢ:ＰＴＶ￣１(猪捷申病毒 １型)ꎻＣ:ＣＳＦＶ(猪瘟病毒)ꎻＤ:ＡＰＰＶ(猪非典型瘟病毒)ꎻ１~６:１ μｌ １０５ ~１００拷贝标准模

板的常规 ＰＣＲ扩增结果ꎮ
图 ４　 常规 ＰＣＲ 灵敏性试验结果

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｂｙ ｃｏｍｍｏｎ ＰＣＲ

的检出率为 ２０􀆰 ５％(５６ / ２７３) ꎬＣＳＦＶ 的检出率为

２􀆰 ９％( ８ / ２７３) ꎬ ＰＣＶ￣３ 的检出率为 １０􀆰 ６％ ( ２９ /
２７３) ꎬＰＴＶ￣１ 的检出率为 １􀆰 ５％ ( ４ / ２７３) ꎮ 其中

ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ 二者共同感染的检出率为 １􀆰 ５％(４ /
２７３) ꎬＡＰＰＶ、ＰＣＶ￣３ 二者共同感染的检出率为

４􀆰 ４％( １２ / ２７３) ꎬＡＰＰＶ、ＰＴＶ￣１ 二者共同感染的

检出率为 １􀆰 ５％(４ / ２７３) ꎬＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＣＶ￣３ 共

同感染的检出率为 １􀆰 １％( ３ / ２７３) ꎮ 临床检测结

果显示ꎬＡＰＰＶ 和 ＰＣＶ￣３ 的单独感染尤为严重ꎬ
混合感染类型复杂ꎬ给相关疾病的防控带来困

难ꎬ因此建立高效、灵敏的多重检测方法尤为重

要ꎮ

３　 讨 论

本试验建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检

测方法对 ＣＳＦＶ、ＡＰＰＶ、ＰＴＶ￣１、ＰＣＶ￣３ 的最低检测

限分别为 １ μｌ ４８ 拷贝、９.２×１０２拷贝、１７ 拷贝、５６
拷贝ꎬ常规 ＰＣＲ 方法检测 ＣＳＦＶ、ＡＰＰＶ、 ＰＴＶ￣１、
ＰＣＶ￣３的最低检测限分别为 １ μｌ ４.８× １０３拷贝、
９􀆰 ２×１０４拷贝、１􀆰 ７× １０３拷贝、５􀆰 ６× １０４拷贝ꎬ其中

ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、ＰＴＶ￣１ 的最低检测限均比常规 ＰＣＲ
方法提高了 １００ 倍ꎬＰＣＶ￣３ 的最低检测限比常规

ＰＣＲ方法提高了１ ０００倍ꎮ 本试验对采集样品进

行检测的结果显示ꎬＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ、 ＰＴＶ￣１、 ＰＣＶ￣３
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的 检 测 阳 性 率 分 别 为 ２０􀆰 ５％、 ２􀆰 ９％、 １􀆰 ５％、
１０􀆰 ６％ꎬ其中 ＡＰＰＶ、ＣＳＦＶ 共同感染的检出率为

１􀆰 ５％ꎬＡＰＰＶ、ＰＣＶ￣３共同感染的检出率为 ４􀆰 ４％ꎬ
ＡＰＰＶ、ＰＴＶ￣１ 共同感染的检出率为 １􀆰 ５％ꎬＡＰＰＶ、
ＣＳＦＶ、ＰＣＶ￣３共同感染的检出率为 １􀆰 １％ꎮ 本研究

建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法具有

良好的灵敏性、特异性和重复性ꎮ

表 ２　 重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ

病毒
拷贝数
(１ μｌ)

变异系数(％)

组内 组间

ＡＰＰＶ ９.２×１０８ ０.６６ ０.２９

９.２×１０７ ０.３３ ０.２４

９.２×１０６ ０.２７ ０.０６

９.２×１０５ ０.１１ ０.０３

９.２×１０４ ０.５９ ０.１１

ＣＳＦＶ ４.８×１０８ １.０２ ０.２５

４.８×１０７ ０.６２ ０.４２

４.８×１０６ ０.５８ ０.２３

４.８×１０５ ０.４２ ０.４６

４.８×１０４ ０.４２ ０.９２

ＰＣＶ￣３ ５.６×１０８ ０.５０ ０.４７

５.６×１０７ ０.８６ １.０８

５.６×１０６ １.７３ ０.６７

５.６×１０５ ０.６８ ０.３７

５.６×１０４ ２.０１ ０.５４

ＰＴＶ￣１ １.７×１０８ ０.２９ ０.１７

１.７×１０７ ０.２０ ０.８２

１.７×１０６ １.８１ ０.７０

１.７×１０５ ０.３９ ０.３１

１.７×１０４ １.０１ １.５０
ＡＰＰＶ:猪非典型瘟病毒ꎻＣＳＦＶ:猪瘟病毒ꎻＰＣＶ￣３:猪圆环病毒 ３ 型ꎻ
ＰＴＶ￣１:猪捷申病毒 １型ꎮ

　 　 自从 １９６２年赵文远等[６]在中国首次发现仔猪

先天性震颤以来ꎬ国内外的兽医工作者进行了长时

间的研究ꎬ但一直无法找到发病的原因ꎮ １９９８ 年陆

文俊等[７]、２００５ 年罗建等[２]分别使用动物接种试验

和免疫荧光染色等方法发现仔猪先天性震颤病例的

猪场中存在猪瘟病毒ꎮ ２００５ 年 Ｈａｕｓｅ 等[３]研究证

实ꎬＡＰＰＶ可能是仔猪先天性震颤的病原ꎮ 随后ꎬ全
球多个国家先后在农场中检测并发现猪群中有

ＡＰＰＶ的流行[８￣１１]ꎮ ２０１６－２０１７年ꎬＣｈｅｎ等[４]使用荧

光定量 ＰＣＲ方法对中国广西、广东 ２ 省患仔猪先天

性震颤的猪群进行长时间监测ꎬ结果发现ꎬ仔猪先天

性震颤与 ＰＣＶ￣３感染可能存在联系ꎬ受仔猪先天性

震颤影响仔猪的 ＰＣＶ￣３ 组织嗜性分析结果显示ꎬ
ＰＣＶ￣３主要侵害患病动物的脑、心脏ꎬ两者的病毒载

量较高ꎮ ２０１８ 年ꎬＰｏｓｓａｔｔｉ 等[５]使用巢式 ＰＣＲ 方法

首次发现 ＡＰＰＶ与 ＰＴＶ混合感染ꎬ共同影响新生仔

猪ꎬ并且二者起到协同作用ꎮ 仔猪先天性震颤的发

病率为１􀆰 ８％~３５􀆰 ０％ꎬ在没有喝初乳的条件下ꎬ患病

仔猪的死亡率达到 １００􀆰 ０％ꎮ 由于尚无有效的治疗

措施ꎬ因而及时确定病原并加以辅助治疗成为防治

该病的关键ꎮ 目前大多数检测方法都为单重检测ꎬ
操作复杂ꎬ无法对仔猪先天性震颤相关病毒进行同

时检测ꎮ 本研究建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ
检测方法ꎬ可以高效、灵敏、特异地对仔猪先天性震

颤相关病毒进行区分、鉴别ꎬ对于猪场防控仔猪先天

性震颤以及提高出生仔猪的成活率尤为重要ꎮ 基于

该方法对四川地区仔猪先天性震颤相关病毒共感染

情况进行流行病学调查ꎬ可以为该病的防治提供重

要的数据基础ꎮ

４　 结 论

本研究成功建立了灵敏性高、特异性强、耗时短

的检测仔猪先天性震颤相关病毒的多重 ＴａｑＭａｎ 荧

光定量 ＰＣＲ方法ꎬ实现了对仔猪先天性震颤相关病

毒的快速、准确鉴别与诊断ꎮ
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