
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２４ꎬ４０(９):１６８１￣１６８８
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

安乐乐ꎬ罗　 迅ꎬ杨宣叶ꎬ等. 猪繁殖与呼吸综合征病毒 ＯＲＦ７ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立[ Ｊ]. 江苏农业学报ꎬ
２０２４ꎬ４０(９):１６８１￣１６８８.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２４.０９.０１２

猪繁殖与呼吸综合征病毒 ＯＲＦ７ 基因实时荧光定量
ＰＣＲ 检测方法的建立

安乐乐１ꎬ２ꎬ　 罗　 迅２ꎬ　 杨宣叶１ꎬ２ꎬ　 胡欣妍１ꎬ２ꎬ　 赵永清１ꎬ２

(１.西北民族大学生物医学研究中心ꎬ甘肃 兰州 ７３００３０ꎻ ２.西北民族大学生命科学与工程学院ꎬ甘肃 兰州 ７３０１００)

收稿日期:２０２４￣０２￣２９
基金项目:甘肃省自然科学基金项目(２１ＪＲ１ＲＡ２２１)ꎻ兰州市科技计划项

目(２０２３￣１￣３１)ꎻ中央高校基本科研项目(３１９２０２２００５０)
作者简介:安乐乐(１９９７－)ꎬ男ꎬ河南周口人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事

病毒 基 因 工 程 研 究ꎮ ( Ｔｅｌ ) １７８３６９５４２７２ꎻ ( Ｅ￣ｍａｉｌ )
１８０３１８０１３０＠ ｑｑ.ｃｏｍ

通讯作者:赵永清ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)４５０８８３８００＠ ｑｑ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为建立一种快速、高效检测猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ本研究根据

ＧｅｎＢａｎｋ 公布的中国流行 ＰＲＲＳＶ 病毒株基因序列ꎬ制备包含 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ７ 基因的重组质粒标准品ꎬ同时ꎬ针对

ＰＲＲＳＶ 保守区域 ＯＲＦ７ 基因序列设计特异性引物和探针ꎬ并优化引物和探针终浓度ꎬ建立 ＰＲＲＳＶ ＴａｑＭａｎ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 以质粒标准品为模板构建检测方法线性模型ꎬ评估灵敏度、重复性和特异性ꎬ并在疑似临床样品

中初步应用ꎮ 本研究建立的 ＰＲＲＳＶ ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法线性关系良好ꎬ线性决定系数为０.９９７ ５ꎻ病毒载

量检测限度为 １ μＬ ３.３２×１０１拷贝ꎻ变异系数在组内和组间重复中均小于 １􀆰 ５００％ꎻ仅与 ＰＲＲＳＶ 发生特异性反应ꎬ未与

其他病毒发生交叉反应ꎮ 临床样品 ｑＰＣＲ 检测阳性率为 ３６􀆰 ９２％ꎬ高于 ＰＣＲ 检测阳性率(２６􀆰 １５％)ꎬ阳性符合率为

１００％ꎮ 基于 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ７ 基因构建的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法线性关系良好、灵敏度高、重复性好、特异性

强ꎬ可快速、高效检测临床样品 ＰＲＲＳＶꎬ为 ＰＲＲＳＶ 早期诊断、及时防控和流行病学调查提供了科学的技术支撑ꎮ
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ｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ３６.９２％ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＰＣＲ (２６.１５％)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ １００％. Ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ７ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ｇｏｏｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ. Ｉｔ ｃａｎ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ＰＲＲＳＶ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ
ＰＲＲＳＶ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ ｔｉｍｅｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎻ ＯＲＦ７ ｇｅｎｅꎻ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ＰＣＲꎻ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　 　 猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)感染妊娠母

猪会导致妊娠终止、胎儿死亡、木乃伊胎产生、畸形胎

产生和弱仔产生等繁殖障碍ꎬ各日龄猪群感染后表现

出以呼吸困难、咳嗽等呼吸道典型症状为主要特征的

猪繁殖与呼吸综合征[１]ꎬ其中最易感猪群是 ３０ 日龄

以下仔猪和妊娠母猪ꎬ且 ＰＲＲＳＶ 仅感染猪群ꎬ对其他

动物不发生感染ꎮ 因猪繁殖与呼吸综合征病毒病在

临床上可使病猪耳朵部位呈现蓝紫色ꎬ故又称“猪蓝

耳病”ꎮ １９８７ 年 ＰＲＲＳＶ 在美国北卡罗来纳州、艾奥

瓦州等地首次被发现ꎬ１９８８ 年在加拿大暴发ꎬ１９９０ 年

以来在德国、丹麦及欧洲其他国家相继发现该病毒的

存在[２]ꎮ １９９１ 年荷兰学者 Ｗｅｎｓｖｏｏｒｔ 等分离出 Ｌｅｌｙｓ￣
ｔａｄ ｖｉｒｕｓ(简称 ＬＶ 株)ꎬ１９９２ 年美国学者分离出 ＡＴＣＣ
ＶＲ￣２３３２ 株ꎬ依照病毒代表株最初分离地域不同ꎬ将
分离毒株分别命名为欧洲型株(Ⅰ型猪繁殖与呼吸综

合征)和北美洲型株(Ⅱ型猪繁殖与呼吸综合征) [３]ꎮ
ＰＲＲＳＶ 基因组为易发生变异的 ＲＮＡꎬ该 ＲＮＡ 单股正

链ꎬ不分节段ꎬ序列长度约 １５􀆰 ４ ｋｂ[４]ꎮ ＰＲＲＳＶ 是网

巢病毒目ꎬ归属动脉炎病毒科成员ꎬ是病毒科 ４ 个成

员中基因组长度最大的ꎬ透射电镜观察病毒颗粒呈现

球状ꎬ具有表面纤突的囊膜结构ꎬ病毒颗粒直径为

４５~６５ ｎｍꎬ核衣壳直径为２５~３５ ｎｍꎬ呈现二十面体对

称[５]ꎮ ＰＲＲＳＶ 基因组碱基易发生突变和缺失ꎬ变异

区域主要集中在非结构蛋白 Ｎｓｐ２ 区域[６]ꎬ而编码核

衣壳 Ｎ 蛋白的 ＯＲＦ７ 基因高度保守ꎬ是 ＰＲＲＳＶ 通用

性检测引物设计最佳靶基因的区域[７￣８]ꎮ
１９９６ 年ꎬ在中国大陆首次发现并成功分离出

ＰＲＲＳＶ 毒株[９]ꎬ毒株血清型与北美洲型接近ꎮ 迄

今ꎬ中国国内发现并报道的 ＰＲＲＳＶ 毒株ꎬ大多数血

清型为北美洲型ꎬ关于欧洲型毒株的报道较少[１０]ꎮ
２００６ 年ꎬ在江西省首次发现高热、高致死率的高致

病性 ＰＲＲＳＶꎬ对免疫力尚弱的仔猪和健康的育肥猪

均能引起感染ꎬ此高致病性毒株的流行导致中国生

猪养殖面临极大的风险挑战和经济财产损失ꎬ并逐

步发展成为中国流行毒株[１１]ꎮ 现如今科技发展迅

速ꎬ生猪养殖越来越集中化、立体化、工业化ꎬ单位面

积内猪数量庞大ꎬ猪与猪之间接触紧密ꎬＰＲＲＳＶ 接

触传染性较强ꎬ易发生大规模快速传播且不可控ꎮ
因此ꎬ建立一种快速高效的特异性检测方法不仅是

解决 ＰＲＲＳＶ 预防和控制的有效手段ꎬ更对中国兽医

公共卫生学具有深远的意义ꎮ 目前ꎬ由于存在大量

亚临床感染[１２]ꎬ且不同猪群发病临床症状也存在不

同ꎬ因此需要更精准的实验室方法进行临床检测ꎬ以
更好地确定发病原因ꎬ从而积极科学有效地针对性

治疗和确定快捷处置方案ꎮ 实验室检测方法多以

ＰＣＲ 为主ꎬ也有血清学检查ꎬ包括间接免疫荧光技

术、血清中和试验、酶联免疫吸附测定和免疫过氧化

物酶单层试验ꎮ 常规 ＰＣＲ 存在无法定量分析、敏感

性差、易发生中途开盖污染等缺陷ꎻ酶联免疫吸附试

验、间接免疫荧光试验及其他血清学检测技术存在

操作繁琐、 时间周期长等缺点ꎻ 实时荧光定量

ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)技术具有相对定量和绝对定量、操作简

单快捷、重复性好、敏感性高、检测速度快等优

点[１３]ꎬ在实验室临床检测方法中更具优势ꎮ
本研究基于 ＰＲＲＳＶ 保守基因 ＯＲＦ７ 设计多对

引物探针ꎬ并对比试验数据筛选出最佳荧光定量检

测性引物和探针ꎬ在荧光定量 ＰＣＲ(探针法)方法上

构建一种能够快速准确检测 ＰＲＲＳＶ 的实验室方法ꎬ
用标准曲线创建病毒载量拷贝数与循环数(Ｃｔ)之

间的定量关系ꎬ采用质粒标准样本作模板的试验方

案验证检测方法的灵敏度、重复性、特异性ꎬ并在临

床样品上进行初步应用ꎬ为 ＰＲＲＳＶ 早期诊断、预防

控制和流行病学调查提供科学的技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒株与临床病料

ＰＲＲＳＶ 病料、伪狂犬病病毒(ＰＲＶ)、猪瘟病病

毒(ＣＳＦＶ)、猪细小病毒 ( ＰＰＩ)、猪圆环病毒 ２ 型

(ＰＣＶ２)、猪流感病病毒(ＳＩＶ)等经过 ５６ ℃、３０ ｍｉｎ
灭活处理的阳性毒株样本均由中国农业科学院畜牧
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兽医研究所实验室通过基因扩增测序鉴定和保存ꎮ
６５ 份病猪疑似临床组织样本(淋巴结、粪便等)分别

从不同地区的养猪场采集ꎬ由本实验室于 ５６ ℃、３０
ｍｉｎ 灭活处理后ꎬ于－８０ ℃冷冻保存ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

微生物培养皿(９０ ｍｍ)ꎬ５０×ＴＡＥ 购自北京索

莱宝科技有限公司ꎻＲＮＡ 反转录试剂[ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)]、荧光定量

ＰＣＲ 探针法酶试剂(Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕ＋ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ
Ｍｉｘ)均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎻ克
隆载体(ｐＵＣ５７ꎬＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 抗性)购自宝日医生物技

术有限公司ꎻＢｅｙｏＰｕｒｅＴＭ Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ Ｗａｔｅｒ ( ＰＣＲ 级ꎬ
Ｓｔｅｒｉｌｅ)购自碧云天生物技术有限公司ꎻ ＤＨ５α 大肠

杆菌感受态细胞、ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒小提试剂盒、
ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒均购自生工生物工

程(上海)股份有限公司ꎻＡｘｙＰｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ /
ＲＮＡ 小量试剂盒购自康宁生命科学有限公司ꎮ

ＳＨ￣ＮａｎｏＯｎｅ 超微量分光光度计购自杭州申花

科技有限公司ꎻＧＭ￣Ｏ５ ＰＣＲ 基因扩增仪购自杭州晶

格科学仪器有限公司ꎻｑＰＣＲ 仪购自西安天隆科技

有限公司ꎮ

１.３　 引物探针设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 发布的 ＰＲＲＳＶ(ＯＲ８０５４８６)相对

保守区域 ＯＲＦ７ 基因ꎬ按照 Ｔａｑ Ｍａｎ 复合荧光引物

探针设计和常规 ＰＣＲ 引物设计原则ꎬ利用 Ｏｌｉｇｏ７.６０
设计 １ 对标准品上下游引物( ＰＲＲＳＶ￣Ｆ１ / ＰＲＲＳＶ￣
Ｒ１) 、１ 对荧光定量 ＰＣＲ 上下游引物(ＰＲＲＳＶ￣Ｆ２ /
ＰＲＲＳＶ￣Ｒ２)及探针(ＰＲＲＳＶ￣Ｐ)ꎬＰＣＲ 引物及探针序

列见表 １ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 引物及探针序列位置信息

见图 １ꎬ其中探针序列 ２ 端进行特殊荧光基团修

饰(５′端为 ＦＡＭꎬ３′端为 ＢＨＱ￣１)ꎮ 引物及探针合成

由擎科生物科技股份有限公司完成ꎮ

表 １　 设计的引物、探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

名称　 　 引物 / 探针序列(５′→３′) 　 　 　 产物长度
(ｂｐ)

ＰＲＲＳＶ￣Ｆ１ ＡＴＧＣＣＡＭＡＴＡＡＣＡＡＭＧＧＣＡＧ ３７２

ＰＲＲＳＶ￣Ｒ１ ＴＣＡＴＧＣＴＧＡＧＧＧＴＧＡＣＧＣＴ

ＰＲＲＳＶ￣Ｆ２ ＣＡＧＴＣＡＡＴＣＡＧＣＴＧＴＧＣＣ １３６

ＰＲＲＳＶ￣Ｒ２ ＡＣＧＴＣＡＴＣＴＴＣＡＧＴＣＧＣＴＡ

ＰＲＲＳＶ￣Ｐ ＦＡＭ￣ＣＣＣＡＡＣＡＧＡＧＣＣＡＧＴＣＣＡＧ￣ＢＨＱ￣１

图 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物靶向 ＯＲＦ７ 基因位置示意

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＲＦ７ ｇｅｎｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

１.４　 重组质粒标准品构建

使用 ＡｘｙＰｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ/ ＲＮＡ 小量试剂盒提

取病料中 ＰＲＲＳＶ 基因组并反转录ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
使用常规引物扩增获取 ＯＲＦ７ 目的基因ꎬ使用 ＳａｎＰｒｅｐ
柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒回收目的基因并纯化ꎮ 按照

ＴａＫａＲａ ＤＮＡ 连接试剂盒说明书配置目的基因 ＯＲＦ７ꎬ
然后和 ｐＵＣ５７ 克隆载体反应体系进行连接ꎬ用连接产

物转化 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓꎬ３７ ℃培养ꎮ 挑取

单个菌斑进行抗性培养ꎬ阳性菌斑培养液进行菌液基

因扩增鉴定和基因测序鉴定[由生工生物工程(上海)
股份有限公司完成]ꎮ 使用 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒小提试

剂盒抽提阳性菌液获取质粒ꎬ质粒命名为 ｐＵＣ５７￣
ＰＲＲＳＶ￣ＯＲＦ７ꎮ 阳性质粒 ｐＵＣ５７￣ＰＲＲＳＶ￣ＯＲＦ７ 作为质

粒标准品和后续试验的阳性模板ꎬ放置于－２０ ℃备用ꎮ
１.５　 病料核酸提取及反转录

取灭活处理后的 ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＣＶ２、ＰＰＩ、ＳＩＶ

３８６１安乐乐等:猪繁殖与呼吸综合征病毒 ＯＲＦ７ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立



阳性血清样本和 ６５ 份病猪灭活临床组织样本ꎬ利用

ＡｘｙＰｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ / ＲＮＡ 小量试剂盒提取基因

组 ＲＮＡ 和 ＤＮＡꎬ其中猪瘟病毒和猪流感病毒基因

组 ＲＮＡ 易降解ꎬ无法长期稳定保存ꎬ故需要用商业

化反转录试剂盒反转录处理ꎬ获取高稳定性产物

ｃＤＮＡꎮ 所有病毒基因组于－２０ ℃条件下保存ꎮ
１.６　 荧光定量 ＰＣＲ 反应体系优化

以 １ μＬ 质粒标准品 ｐＵＣ５７￣ＰＲＲＳＶ￣ＯＲＦ７ 为反

应模板ꎬ反应总体系为 ２０ μＬꎬ对引物终浓度、探针

终浓度进行优化ꎮ 反应程序:污染消化 ( ３７ ℃ ２
ｍｉｎ)ꎬ预变性(９５ ℃ ３０ ｓ)ꎬ循环反应(９５ ℃ １０ ｓꎬ６０
℃ ３０ ｓ)ꎬ循环 ４０ 次ꎮ 引物终浓度和探针终浓度如

表 ２ 所示ꎬ以循环数低、荧光强度高和稳定性好来综

合考量确定该 ｑＰＣＲ 检测方法引物和探针的最佳终

浓度ꎮ

表 ２　 引物和探针的体积和浓度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

组别
引物和探针体积(μＬ)

Ｆ Ｒ Ｐ
引物终浓度
(ｎｍｏｌ / Ｌ)

探针终浓度
(ｎｍｏｌ / Ｌ)

１ ０.２ ０.２ ０.１ １００ ５０

２ ０.４ ０.４ ０.２ ２００ １００

３ ０.６ ０.６ ０.３ ３００ １５０

４ ０.８ ０.８ ０.４ ４００ ２００

５ １.０ １.０ ０.５ ５００ ２５０

６ １.２ １.２ ０.６ ６００ ３００
Ｆ、Ｒ 为引物ꎻＰ 为探针ꎮ

１.７　 标准曲线的建立

将质粒标准品 ｐＵＣ５７￣ＰＲＲＳＶ￣ＯＲＦ７ 进行 １０ 倍

倍比稀释ꎬ以 １ μＬ １０３ ~ １０８拷贝质粒标准品作为反

应模板ꎬ使用方法 １. ６ 最优引物探针终浓度进行

ｑＰＣＲ 扩增ꎬ每组 ３ 个重复ꎬＣｔ 取平均值ꎬ由阳性质

粒拷贝数和 Ｃｔ 平均值绘制该 ｑＰＣＲ 检测方法的标

准曲线ꎮ
１.８　 灵敏性试验

以 １ μＬ １００ ~ １０８拷贝质粒标准品作为反应模

板ꎬ以去离子水作为阴性对照ꎬ使用最优引物探针终

浓度进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎮ 同时以常规 ＰＣＲ 方法[１４] 检

测质粒标准品ꎬ作为灵敏性试验的对照组ꎬ其中选用

质粒标准品拷贝数 １ μＬ １０１０拷贝作阳性对照ꎮ 分

析荧光定量 ＰＣＲ 和常规 ＰＣＲ 检测的最小病毒载量

拷贝数ꎬ通过数据对比说明该 ｑＰＣＲ 检测方法在灵

敏度上的优势ꎮ
１.９　 重复性试验

以 １ μＬ １０３ ~ １０７拷贝质粒标准品作为反应模

板ꎬ以去离子水作为阴性对照ꎬ使用上述最优反应条

件进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎬ对建立的检测方法进行重复性

验证ꎬ每个质粒拷贝设组内重复试验和组间重复试

验各 ３ 次ꎮ 以组内和组间重复试验算术平均值和标

准差来计算变异系数(ＣＶ)ꎬ评价该 ｑＰＣＲ 检测方法

的重复性及稳定性ꎮ
１.１０　 特异性试验

以猪繁殖与呼吸综合征病毒病料基因组和方法

１.５ 提取的 ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＰＩ、ＰＣＶ２ 及 ＳＩＶ 基因组作

为反应模板ꎬ同时以去离子水作为阴性对照ꎬ使用上

述最优反应条件进行特异性试验ꎬ通过观察是否出

现“Ｓ”形扩增曲线来检验该 ｑＰＣＲ 检测方法的特异

性ꎮ
１.１１　 临床样本的检测

以方法 １.５ 提取的 ６５ 份病猪临床组织样本基

因组及反转录的 ｃＤＮＡ 作为反应模板ꎬ同时以去离

子水作为阴性对照ꎬ使用上述建立的 ｑＰＣＲ 检测方

法进行扩增ꎮ 同时用方法 １.８ 中常规 ＰＣＲ 方法对

６５ 份基因组 ｃＤＮＡ 进行检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组质粒标准品制备

以反转录产物 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用扩增 ＯＲＦ７
基因的上下游引物 ＰＲＲＳＶ￣Ｆ１ / ＰＲＲＳＶ￣Ｒ１ 进行常规

ＰＣＲ 扩增ꎬ获得 ＯＲＦ７ 基因ꎬ基因大小为 ３７２ ｂｐ(图
２)ꎮ 将 ＰＣＲ 扩增产物切胶回收并纯化ꎬ连接转化至

ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细胞ꎬ经氨苄青霉素筛选后

挑取单克隆菌斑进行 ３７ ℃过夜扩大培养ꎮ 使用菌

液进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ目的基因条带大小为 ３７２ ｂｐ(图
３)ꎬ将阳性菌液送至生工生物工程(上海)股份有限

公司测序鉴定ꎬ对比测序序列与目的基因 ＯＲＦ７ 序

列ꎬ结果一致ꎬ证明重组质粒 ｐＵＣ５７￣ＰＲＲＳＶ￣ＯＲＦ７
构建成功ꎮ 抽提阳性质粒并用 ＳＨ￣ＮａｎｏＯｎｅ 仪器进

行浓度检测ꎬ重组质粒质量浓度为 １１２􀆰 ３１６ ｎｇ / μＬꎬ
理论拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０１０拷贝ꎮ
２.２　 Ｔａｑ Ｍａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 反应体系优化

在退火温度 ６０ ℃反应条件下ꎬ在合理的引物探

针浓度范围(１００~６００ ｎｍｏｌ / Ｌ)内ꎬ设置 ６ 个不同浓

度的处理ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎬ对 ＴａｑＭａｎ 荧光定量
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方法进行终浓度优化ꎮ 引物终浓度在 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ、
２００ ｎｍｏｌ / Ｌ、３００ ｎｍｏｌ / Ｌ、４００ ｎｍｏｌ / Ｌ、５００ ｎｍｏｌ / Ｌ、６００
ｎｍｏｌ / Ｌ的 条 件 下ꎬ 循 环 数 分 别 为 １７.７３６± ０􀆰 ３５６、
１７.５６１±０􀆰 ３８３、１７.２４７± ０􀆰 １４９、１７.４９２± ０􀆰 ４７５、１７.３６６±
０􀆰 ５９４、１７.４７４±０􀆰 ４０３ꎬ每个浓度的扩增曲线的重复性、
稳定性均较佳且无非特异性扩增(图 ４)ꎬ在引物终浓

度为 ３００ ｎｍｏｌ / Ｌ时ꎬ循环数(１７􀆰 ２４７±０􀆰 １４９)最低ꎬ稳
定性最好ꎬ故优化得到最佳引物终浓度为 ３００
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ最佳探针终浓度为 １５０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
２.３　 标准曲线的建立

以 １ μＬ ３.３２×１０２ 拷贝、１ μＬ ３.３２×１０３ 拷贝、１
μＬ ３.３２×１０４拷贝、１ μＬ ３.３２×１０５拷贝、１ μＬ ３.３２×
１０６拷贝、１ μＬ ３.３２×１０７拷贝、１ μＬ ３.３２×１０８拷贝的

质粒为模板ꎬ每组 ３ 个重复ꎬ用最佳引物探针终浓度

进行 ｑＰＣＲ 扩增反应ꎬ采用循环数平均值建立标准

曲线模型ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ标准曲线的回归方程为 Ｙ＝
－３.３９８ ９ｘ＋３８.１１４ ０ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ８.０.１ 软件

进行数据分析ꎬ在线性回归模型拟合度中的决定系

数 ( Ｒ２ ) 为 ０.９９７ ５ꎬ 用 公 式 [ 扩 增 效 率 ( Ｅ ) ＝
１０[(－１ / 斜率)－１]]计算扩增效率ꎬ为 ９６􀆰 ８９％ꎮ 结果表明

标准曲线具有良好的拟合性ꎬ线性关系良好ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＯＲＦ７ 基因ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 ２　 ＯＲＦ７ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＲＦ７ ｇｅｎｅ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＯＲＦ７ 基因ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 ３　 菌液 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ａ:引物终浓度 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ꎻＢ:引物终浓度 ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ ꎻＣ:引物终浓度 ３００ ｎｍｏｌ / Ｌ ꎻＤ:引物终浓度 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ ꎻＥ:引物终浓度 ５００ ｎｍｏｌ / Ｌ ꎻ
Ｆ:引物终浓度 ６００ ｎｍｏｌ / Ｌ ꎮ

图 ４　 ｑＰＣＲ 检测方法优化结果

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
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图 ５　 ｑＰＣＲ 检测方法标准曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

２.４　 灵敏性试验

以 １ μＬ ３.３２×１００拷贝、１ μＬ ３.３２×１０１拷贝、１ μＬ
３.３２×１０２拷贝、１ μＬ ３.３２×１０３拷贝、１ μＬ ３.３２×１０４拷

贝、１ μＬ ３.３２× １０５ 拷贝、１ μＬ ３.３２× １０６ 拷贝、１ μＬ
３.３２×１０７拷贝、１ μＬ ３.３２×１０８拷贝的质粒作为反应模

板ꎬ同时设置阴性对照(ｄｄＨ２Ｏ)ꎬ在优化的最佳引物

探针终浓度条件下进行 ｑＰＣＲ 扩增反应ꎬ通过比较

ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法和常规 ＰＣＲ 方法的质粒拷贝数最

小值来验证方法的灵敏度ꎮ 结果(图 ６)显示ꎬ常规

ＰＣＲ 方法可以检测最小病毒载量拷贝数为 １ μＬ
３.３２×１０３拷贝ꎻ图 ７ 显示ꎬ ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法可以检

测最小病毒载量拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０１拷贝ꎮ 二者

对比ꎬＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法灵敏度更高ꎬ是常规 ＰＣＲ 方

法的 １００ 倍ꎬ具备更好的实验室检测优势ꎮ

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻ１:阳性对照ꎻ２:质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０８拷贝ꎻ３:

质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０７拷贝ꎻ４:质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×

１０６拷贝ꎻ５:质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０５拷贝ꎻ６:质粒拷贝数为

１ μＬ ３.３２×１０４拷贝ꎻ７:质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０３拷贝ꎻ８:质

粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０２拷贝ꎻ９:质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１０１

拷贝ꎻ１０:质粒拷贝数为 １ μＬ ３.３２×１００拷贝ꎻ１１:阴性对照ꎮ
图 ６　 常规 ＰＣＲ 灵敏性试验

Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ

２.５　 重复性试验

以 １ μＬ ３.３２×１０３拷贝、１ μＬ ３.３２×１０４拷贝、１ μＬ

１:１ μＬ ３.３２×１０８拷贝的标准质粒ꎻ２:１ μＬ ３.３２×１０７拷贝的标准质粒ꎻ

３:１ μＬ ３.３２×１０６拷贝的标准质粒ꎻ４:１ μＬ ３.３２×１０５拷贝的标准质粒ꎻ

５:１ μＬ ３.３２×１０４拷贝的标准质粒ꎻ６:１ μＬ ３.３２×１０３拷贝的标准质粒ꎻ

７:１ μＬ ３.３２×１０２拷贝的标准质粒ꎻ８: １ μＬ ３.３２×１０１拷贝的标准质粒ꎻ

９: １ μＬ ３.３２×１００拷贝的标准质粒ꎻ１０:阴性对照ꎮ
图 ７　 ｑＰＣＲ 灵敏性试验

Ｆｉｇ.７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｑＰＣＲ

３.３２×１０５拷贝、１ μＬ ３.３２×１０６拷贝、１ μＬ ３.３２×１０７拷贝的

质粒作为反应模板ꎬ每组 ３ 个重复作为组内重复试验ꎬ
在不同时间段进行 ３ 次试验作为组间重复试验ꎬ在优

化的最佳引物探针终浓度条件下进行 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ
扩增ꎬ对组内和组间重复试验数据进行分析来评估

ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法的重复性ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ该方法组

内变异系数为０.４６０％~ １􀆰 １２４％ꎬ组间变异系数为

０.６０７％~１􀆰 ３６６％ꎬ组内、组间变异系数均小于 １􀆰 ５００％ꎬ
因此该 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法具有良好的重复性和稳定

性ꎬ表明该检测方法具备合理性和可重复性ꎮ
２.６　 特异性试验

使用优化反应条件 检 测 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＰＩ、
ＰＣＶ２、ＳＩＶ 基因组和 ＰＲＲＳＶ 病料基因组ꎬ以去离子

水作为阴性对照ꎬ观察分析扩增曲线来验证 ＴａｑＭａｎ
荧光定量 ＰＣＲ 方法的特异性ꎮ 由图 ８ 可知ꎬ仅有

ＰＲＲＳＶ 出现扩增曲线ꎬ说明本检测方法与猪身上常

见的病毒核酸未发生交叉反应ꎬ特异性较强ꎮ
２.７　 临床样本的检测

为了验证所建 ｑＰＣＲ 方法临床应用的可行性ꎬ以
６５ 份病猪临床组织样本的核酸作为反应模板ꎬ用建立

的 ｑＰＣＲ 方法在临床样本中进行初步检验ꎮ 结果显示:
ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法阳性检出率为 ３６􀆰 ９２％(２４/
６５)ꎬ高于常规ＰＣＲ 方法阳性检出率(２６􀆰 １５％＝１７/ ６５)ꎬ
ｑＰＣＲ 阳性样品经测序鉴定ꎬ符合率为 １００％ꎬ并且 ＰＣＲ
方法检出的 １７ 份阳性样品均包含在 ｑＰＣＲ 方法检出的

２４ 份阳性样品中ꎬ论证了 ２􀆰 ４ 节 ｑＰＣＲ 方法的高灵敏

性ꎬ表明建立的 ｑＰＣＲ 检测方法具有更好的临床适用性
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和更好的实验室检测优势ꎬ可以对大批量临床样本和 低病毒载量的样本进行有效检测ꎮ

表 ３　 ｑＰＣＲ 检测方法的组内和组间重复性试验

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｔｒａ￣ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

质粒浓度
(１ μＬ)

组内重复试验

平均值 标准差 变异系数(％)

组间重复试验

平均值 标准差 变异系数(％)

３.３２×１０３ ２８.２５７ ０.２１６ ０.７６３ ２８.３３１ ０.１７２ ０.６０７

３.３２×１０４ ２４.２７４ ０.１１２ ０.４６０ ２４.３４５ ０.１７１ ０.７０１

３.３２×１０５ ２０.９４８ ０.２３６ １.１２４ ２０.６１２ ０.２３９ １.１６１

３.３２×１０６ １７.３０７ ０.１６１ ０.９３０ １７.２４３ ０.１２６ ０.７２９

３.３２×１０７ １４.３８５ ０.１５１ １.０５３ １４.３００ ０.１９５ １.３６６

１:猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)ꎻ２:猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)ꎻ３:
猪圆环病毒 ２ 型(ＰＣＶ２)ꎻ４:伪狂犬病病毒(ＰＲＶ)ꎻ５:猪细小病

毒(ＰＰＩ)ꎻ６:猪流感病毒(ＳＩＶ)ꎻ７:阴性对照ꎮ
图 ８　 ｑＰＣＲ 特异性试验

Ｆｉｇ.８　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｑＰＣＲ

３　 讨论与结论

ＰＲＲＳＶ 唯一的易感动物是猪ꎬ该病毒传播途径广

泛ꎬ可以通过动物直接接触方式或排泄物、组织器官等

接触方式进行传播ꎻ还可以空气作为媒介以气溶胶的

形式传播ꎻ也能由精液携带方式进行传播ꎮ 某些鸟类、
蚊子也可以携带病原进行传播[１５￣１６]ꎮ 患病猪可以通过

粪便、尿液、精液、唾液和乳腺分泌物等载体向环境排

出猪繁殖与呼吸综合征病毒ꎮ １９９３ 年ꎬ在中国台湾分

离出猪繁殖与呼吸综合征病毒ꎻ１９９５ 年底ꎬ在中国大陆

发现猪繁殖与呼吸综合征病毒阳性猪场ꎬ由中国农业

科学院哈尔滨兽医研究所郭宝清等率先在北京地区分

离出 ４ 株猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＣＨ￣１ａ、ＣＨ￣１ｂ、
ＣＨ￣１ｃ 和 ＣＨ￣１ｄ)[１７￣１８]ꎬ均属于北美洲型毒株[１９]ꎬ从而

证实在中国大陆存在猪繁殖与呼吸综合征病毒ꎮ ２００６
年 ４ 月ꎬ高致病性 ＰＲＲＳＶ 毒株首次在江西省被发现和

报道ꎬ感染猪的主要特征是体温高、发病率高及死亡率

高ꎬ且各品种、各种年龄阶段的猪群均能感染发病[２０]ꎮ
根据现有的调查数据[２１] 初步统计ꎬＰＲＲＳＶ 发病率在

５０％以上ꎬ死亡率在２０％~１００％ꎬ给中国养猪业造成了

巨大的经济损失ꎮ 随着 ＰＲＲＳＶ 疫苗的大规模普及应

用ꎬ该病毒感染在国内得到显著控制ꎬ但亚临床感染逐

渐增加ꎬ仅依据临床症状很难准确断定疾病类型ꎬ无法

对早期感染猪进行有效隔离和针对性治疗ꎮ 因此ꎬ找
到更方便、灵敏、安全、准确、特异的 ＰＣＲ 检测方法成为

必需ꎮ 张宇鑫等[２２] 利用四重 ＰＣＲ 方法检测 ＰＲＲＳＶꎬ
该方法检测下限为 １μＬ ６.５×１０４拷贝ꎻ王方洲等[２３]建立

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测 ＰＲＲＳＶꎻ王新港等[２４]建立双重 ＰＣＲ
方法检测 ＰＲＲＳＶꎬ该方法检测下限为２.４８×１０４ ｎｇꎮ 与

常规 ＰＣＲ 方法检出率低、无法定量病毒载量、操作时间

长、中间操作环节易污染的缺陷相比较ꎬ荧光定量 ＰＣＲ
优势较明显ꎬ具备灵敏度高、准确性好、中间操作污染

环节减少、绝对或相对定量及实时监测优势ꎬ目前被广

泛应用于各种疾病的快速诊断和流行病学调查[２５]中ꎮ
张杰等[２６] 利用染料法建立荧光定量 ＰＣＲ 方法检测

ＰＲＲＳＶꎬ该方法检测下限为１×１００.５ ＴＣＩＤ５０(半数组织培

养感染剂量)病毒ꎮ 使用 ＴａｑＭａｎ 探针法建立的针对

ＰＲＲＳＶ 感染的检测方法ꎬ与染料法 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ荧光

定量 ＰＣＲ 相比ꎬ探针法的特异性更强ꎬ准确性和灵敏性

更高ꎬ检测结果更具有说服力ꎮ
本研究基于 ＯＲＦ７ 基因高保守性ꎬ以 ＯＲＦ７ 为

靶基因完成特异性引物和探针设计ꎬ改善引物和探

针终浓度以达到最佳反应条件ꎬ建立适用于 ＰＲＲＳＶ
早期感染诊断的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ
该检测方法标准曲线Ｙ＝ －３.３９８ ９ｘ＋３８.１１４ ０ꎬ线性

决定系数(Ｒ２)为０.９９７ ５ꎬ扩增效率为 ９６􀆰 ８９％ꎬ可以

稳定检出的最小病毒载量值为 １ μＬ ３.３２×１０１拷贝ꎬ
灵敏度是常规 ＰＣＲ 方法的 １００ 倍ꎬ组内和组间变异

系数均小于 １􀆰 ５００％ꎬ重复性和稳定性良好ꎬ同时对

ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＰＩ、ＰＣＶ２ 和 ＳＩＶ 进行检测ꎬ仅
有 ＰＲＲＳＶ 出现扩增曲线ꎬ常见的感染猪的其余病毒
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核酸检测结果均呈现阴性ꎬ可见此检测方法与猪身

上其他常见病原核酸不存在交叉反应ꎬ特异性较强ꎮ
使用该 ｑＰＣＲ 检测方法对采集的 ６５ 份病猪临床样

本核酸进行检测ꎬ阳性率为 ３６􀆰 ９２％ꎬ 符合率为

１００％ꎬ具有良好的临床适用性ꎮ
综上所述ꎬ本研究基于 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ７ 基因构建

的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ灵敏性高、重复

性好、稳定性高、特异性强ꎬ且适用于大批量临床样

本检测ꎬ为猪群 ＰＲＲＳＶ 早期快速诊断、及时防控、流
行病学调查提供了科学的技术支撑ꎮ
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