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猪流行性腹泻病毒实时荧光定量ＰＣＲ检测方法的建立
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　　摘　要：为开发一种快速、准确检测猪流行性腹泻病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）的实时荧光定

量ＰＣＲ方法，根据引物设计原则在病毒基因组序列保守区设计了一对ＰＥＤＶ特异性引物，通过系统优化建立了

ＥｖａＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法，对其特异性、灵敏度和重复性进行了分析，并将该方法应用于９０份临床样品检

测。结果表明：该实时荧光定量ＰＣＲ可以特异性地检测ＰＥＤＶ，对其他非靶标病毒无交叉反应，最低检测限为５

ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；使用３个不同浓度的标准品进行批内和批间重复，Ｃｔ值的变异系数在２．８％以下，表明该方法重复性好；

临床样品中ＰＥＤＶ的阳性率为４８．９％。建立的实时荧光定量ＰＣＲ是一种快速、准确、高度灵敏且特异的检测方法，

可用于ＰＥＤＶ流行病学调查和临床诊断。
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０　引　言

猪流行性腹泻病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃ　ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）为冠状病毒家族（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ）中
冠状病毒属（Ａｌｐｈａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ），是一种有包膜的、
直径为９５～１９０ｎｍ的正义单链ＲＮＡ病毒，基因组
长约２８ｋｂ，包括５′端和３′端的非翻译区和至少７
个开放阅读框［１］。ＰＥＤＶ是一种急性、高致病性的
冠状病毒，感染猪群会表现出呕吐，水样腹泻和脱水
等特征，不同年龄段的猪都能被感染，但对新生仔猪
的致死率尤其高，约８０％～１００％［２］。ＰＥＤＶ最早
于１９７１年在英国被记录为一种类似于猪传染性胃
肠炎（Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ　ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，

ＴＧＥＶ）的病原体，于１９７８年在比利时被鉴定为一
种新的冠状病毒，并被命名为ＰＥＤＶ［３－４］；ＰＥＤＶ几
乎在全球范围内大量流行，席卷了欧洲［５］、亚洲［６］和
北美［７］等地区，造成了严重的经济损失。２００２年以
后，欧洲范围内仅有零星的ＰＥＤＶ报道［２］。中国在

１９８４年１月至２０１０年１０月间，ＰＥＤＶ呈现零星或
区域性发生，２０１０年之后一种 ＰＥＤＶ 的变异株
（ＧＩＩａ）在全国范围内迅速传播，现已经报道的多个
变异株对中国预防和治疗 ＰＥＤＶ 造成了重大挑
战［８－９］。因此，对ＰＥＤＶ的临床诊断显得非常重要。
当前，用于检测ＰＥＤＶ 的方法主要有３种类

型，包括病毒分离和鉴定、免疫学以及聚合酶链式反
应技术［１］。由于病毒纯化通常困难，传统的病毒分
离鉴定并不适合批量临床样品的诊断，适合细胞培
养的ＰＥＤＶ病毒株并不多。用于免疫学的检测方
法包括酶联免疫吸附法、免疫组化技术和免疫荧光
测试，但其在检测ＰＥＤＶ时存在缺陷，由于ＰＥＤＶ
基因组具有高度变异性，很难收集大量的ＰＥＤＶ病
毒株并产生高度特异的猪抗血清，而无法评价交叉
反应中和抗体的效价［１０］；由真核系统表达的重组蛋
白在实验动物中产生的抗血清或单克隆抗体是探索

ＰＥＤＶ抗原变异的替代方法，但重组蛋白的结构能
否反映完整病毒中的蛋白仍需进一步确认，抗体的
特异性也会受到实验动物背景的影响［１１］。ＰＣＲ是
目前病原体检测最有前途和最广泛使用的技术之一，
包括普通ＰＣＲ和实时荧光定量ＰＣＲ方法［１２］。与普
通ＰＣＲ相比，实时荧光定量ＰＣＲ具有明显的优势，
如较高的灵敏度、无需通过琼脂糖凝胶显现结果，更
加简便，且能对样品中的病毒含量进行定量测定［１３］。
本文拟建立一种基于ＥｖａＧｒｅｅｎ染料的ＰＥＤＶ

实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，并利用该方法分析浙

江省收集的９０份猪粪便样本中ＰＥＤＶ的感染情
况，为ＰＥＤＶ在临床样本中的感染提供数据支持，
有助于猪流行性腹泻的早期诊断和预防。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和试剂
荧光定量ＰＣＲ仪７３００（ＡＢＩ公司，美国）；ＰＣＲ

仪和ＰｏｗｅｒＰａｃ电泳仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司，美国）；凝胶
成像分析系统 （上海天能科技公司）；离心机
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公 司，德 国）；超 微 量 分 光 光 度 计

Ｎａｎｏｄｒｏｐ　２０００（Ｔｈｅｒｍｏ 公 司，美 国）；１×ＥＧ
（Ｂｉｏｔｉｕｍ 公 司，美 国）；ＡｘｙＰｒｅｐＴＭ 体 液 病 毒

ＤＮＡ／ＲＮＡ小量制备试剂盒和ＰＣＲ纯化试剂盒均
为美国Ａｘｙｇｅｎ产品；ｐＵＣｍ－Ｔ载体（上海生工生物
工程公司）；ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ和 ＲＴ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ
Ｋｉｔ（南京诺唯赞公司）。

１．２　病毒和样品

ＰＥＤＶ和ＴＧＥＶ疫苗株来自哈尔滨维科生物
技术开发公司，ＰＣＶ２细胞株、ＲＶＡ和ＲＶＣ阳性样
品来自本实验室，９０份猪粪便样品采集于浙江猪
场，样品均保存在－８０℃冰箱。

１．３　核酸提取和反转录
样品处理参考Ｊｉａｎｇ等［１４］的样品处理方法。将

粪便样品以１∶１０（Ｗ／Ｖ）的比例重悬于１×ＰＢＳ缓
冲液中，于涡旋振荡器６０００ｒ／ｍｉｎ振荡２ｍｉｎ，在

４℃静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ获得病毒
核 酸 的 粗 提 液；按 照 制 造 商 的 说 明，使 用

ＡｘｙＰｒｅｐＴＭ 体液病毒 ＤＮＡ／ＲＮＡ微量制备试剂
盒从每个样品的上清液中提取病毒核酸；参考ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　Ｋｉｔ说明书使用随机六聚体引物进行病
毒的ｃＤＮＡ合成，并将该ｃＤＮＡ立即用于扩增模板
或在－８０℃下保存。

１．４　引物设计
在ＧｅｎＢａｎｋ序列数据库中下载ＰＥＤＶ的基因

组序列，用 ＤＮＡＳｔａｒ软件进行序列比对以确定

ＰＥＤＶ特定的保守序列；使用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５软
件设计了一组特异性引物，并由金唯智（苏州）公司
进行引物合成，引物的详细信息如表１所示。

１．５　质粒标准品构建

ＰＣＲ反应体系包括１０μＬ　２×Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、

２５０ｎｍｏｌ／Ｌ　ＰＥＤＶ－Ｆ１／ＰＥＤＶ－Ｒ１引物、０．５μＬ 模
板，添加ｄｄＨ２Ｏ 至总体积为２０μＬ。ＰＣＲ程序包
括９５℃预变性３ｍｉｎ、９５℃变性３０ｓ、５５℃退火３０ｓ、

７２℃延伸３０ｓ、３５个循环和７２ ℃延伸５ｍｉｎ。
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　　 表１　用于克隆测序和实时荧光定量ＰＣＲ的ＰＥＤＶ引物

引物 序列（５′→３′） 产物大小／ｂｐ 位置 参考序列

ＰＥＤＶ－Ｆ１ ＡＡＣＡＣＧＧＣＧＡＣＴＡＣＴＣＡＧＣ
ＰＥＤＶ－Ｒ１ ＧＣＣＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡＡＣＣＣＡＧ

３９４　 ２６２０６～２６５９９ ＫＣ１８９９４４

ＰＥＤＶ－Ｆ２ ＧＧＣＧＧＡＴＡＣＴＧＧＡＡＴＧＡＧＣＡＡ
ＰＥＤＶ－Ｒ２ ＧＧＴＣＧＧＣＧＴＧＡＧＧＴＣＣＴＧＴＴ

１０９　 ２６４４１～２６５４９ ＫＣ１８９９４４

ＰＣＲ产物通过１×ＴＡＥ缓冲液进行１％琼脂糖凝
胶电泳进行分析。使用ＰＣＲ纯化试剂盒纯化产物，
并将其克隆到ｐＵＣｍ－Ｔ载体中，通过测序确认重
组质粒构建体。使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０００仪器分析质
粒模板的浓度和纯度。质粒拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ）计算按
照参考文献［１５］；调节质粒浓度至５×１０ｘｃｏｐｉｅｓ／

μＬ，以 １０ 倍关系进行梯度稀释，直到稀释至

５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，保存于－２０℃用于后续实验。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ特异性
为了评估实时荧光定量ＰＣＲ的特异性，分别以

ＰＥＤＶ和其它四种非靶标病毒做模板进行特异性分
析，ｄｄＨ２Ｏ 为空白阴性对照。ＰＣＲ 反应体系为

１０μＬ的２×Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、１×ＥＧ、２００ｎｍｏｌ／Ｌ正反
引物（ＰＥＤＶ－Ｆ２和ＰＥＤＶ－Ｒ２），ｄｄＨ２Ｏ补足反应体
积至２０μＬ。在ＡＢＩ　７３００荧光定量ＰＣＲ仪上进行

ＰＣＲ扩增：９５℃变性３ｍｉｎ、９５℃变性２０ｓ、５５℃
退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ和４０个循环。熔解曲线
反应参数为：９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，

６０℃１５ｓ收集荧光信号。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ灵敏度和标准曲线建立
通过预先稀释的梯度质粒模板（５×１０７～ ５

ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）来确定该ＰＣＲ反应的灵敏度。每个浓
度进行３次重复实验，荧光定量ＰＣＲ的反应体系和
参数同１．６。
通过对阈值循环（Ｃｔ）值（ｙ轴）与不同梯度模板

稀释液中存在的初始拷贝数的对数（ｘ轴）进行线性
回归分析，从而获得荧光ＰＣＲ的标准曲线以及相关
系数（Ｒ２），按照参考文献［１６］计算反应的扩增效
率，所得曲线用于确定临床样品中的ＰＥＤＶ的基因
组拷贝数。

１．８　实时荧光定量ＰＣＲ重复性试验
分别选取ＰＥＤＶ质粒模板为５．０×１０６、５．０×

１０４　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ和５．０×１０
２　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的含量进行

荧光定量ＰＣＲ批内、批间重复试验。批内重复即一
次荧光定量ＰＣＲ的３次重复试验；批间重复即选取

３个不同时间段内的荧光ＰＣＲ试验。

１．９　临床样品的检测
根据建立的实时荧光定量ＰＣＲ方法对９０份临

床样品进行检测，ＰＣＲ的反应体系和参数同１．６。

２　结果与分析

２．１　实时荧光定量ＰＣＲ特异性分析
对ＰＥＤＶ进行荧光定量ＰＣＲ和熔解曲线分析

结果显示，熔解曲线峰型单一，无杂峰，熔解温度

Ｔｍ 值为 ８３．３ ℃，而对 ＰＣＶ２、ＴＧＥＶ、ＲＶＡ 和

ＲＶＣ四种非靶标病毒未扩增出其他非特异性峰（见
图１），表明该方法具有较好的特异性。

图１　ＰＥＤＶ实时荧光定量ＰＣＲ的特异性分析

２．２　实时荧光定量ＰＣＲ标准曲线及灵敏度分析
以预先稀释的梯度ＰＥＤＶ质粒标准品（５×１０７～

５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）作为ＰＣＲ扩增的模板，进行ＥｖａＧｒｅｅｎ荧
光定量 ＰＣＲ检测，可检测到的最小质粒浓度为

５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ（见图２）。在５０～５×１０
７　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ模

板梯度范围建立的标准曲线的线性回归方程为ｙ＝
－３．３８３６２２ｘ＋３５．９０２４５１，扩增效率为９７．５％，具有
良好的线性相关性（Ｒ ２＞０．９９）（见图３）。

图２　ＰＥＤＶ实时荧光定量ＰＣＲ灵敏度
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１：５．０×１０７　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；２：５．０×１０６　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；

３：５．０×１０５　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；４：５．０×１０４　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；

５：５．０×１０３　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；６：５．０×１０２　ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；７：５０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

图３　ＰＥＤＶ实时荧光定量ＰＣＲ

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ重复性试验分析
分别选取不同浓度的质粒标准品（５．０×１０６、

５．０×１０４　ｃｏｐｉｅｓ和５．０×１０２　ｃｏｐｉｅｓ）进行实时荧光
定量ＰＣＲ体系的批内和批间重复性检测，结果如表

２所示。由表２可知，Ｃｔ值的变异系数小于２．８％，
建立的ＰＥＤＶ实时荧光定量ＰＣＲ重复性良好。

表２　ＰＥＤＶ实时荧光定量ＰＣＲ重复性

标准品／
（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ

－１）

批内重复 批间重复

Ｃｔ平
均值

变异系
数／％

Ｃｔ平
均值

变异系
数／％

５×１０６　 １４．７８　 １．８５　 １４．７６　 ２．７４
５×１０４　 ２３．０７　 ０．５７　 ２３．０６　 ０．３５
５×１０２　 ３１．６４　 １．３５　 ３１．７３　 ２．０６

２．４　临床样品的实时荧光ＰＣＲ检测分析
利用建立的ＥｖａＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ对

９０份临床样本进行检测，ＰＥＤＶ的阳性检出率为

４８．９％；对部分阳性样品进行克隆测序，测序序列经

ＢＬＡＳＴ匹配均为ＰＥＤＶ基因组序列，进一步证实

ＰＣＲ检测结果的可靠性。

３　讨　论

猪流行性腹泻是一种具有高度传染性、对仔猪
危害极大的肠道疾病，破坏了养猪业的生产结构，对
全球猪肉行业造成了巨大的冲击和经济损失，频繁
的基因重组是造成ＰＥＤＶ致病多样性的主要原因，
也是目前疫苗研究的难点所在［１７］。ＰＥＤＶ的治愈
率在感染初期要明显高于感染后期，因此ＰＥＤＶ的
早期临床检测诊断对及时、有效地控制病毒的传播
起关键作用［１８］。本文开发了一种能够快速、灵敏和
特异的检测出ＰＥＤＶ的实时荧光定量ＰＣＲ方法，
对该疾病的临床诊断具有重要意义。

ＥｖａＧｒｅｅｎ作为一种新型饱和染料，与非饱和荧
光染料的典型代表ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ相比，克服了高
浓度的染料对ＰＣＲ的抑制作用以及受熔解温度影
响致使扩增结果的可重复性和特异性差等缺点，具
有更高的灵敏度、特异性和可重复性，可以精准反映

ＤＮＡ双链随着温度变化的解链情况，甚至可以精确
到单个碱基的差异［１４，１８－１９］。与荧光探针相比，

ＥｖａＧｒｅｅｎ染料的检测方法不会受限于５′→３′核酸
外切酶活性的ＤＮＡ聚合酶来水解探针，且成本更
低 ［２０］。在文中对ＰＥＤＶ和其他４种与腹泻有关的
病毒进行检测时，除 ＰＥＤＶ 外其他均为阴性，且

ＰＥＤＶ产物熔解峰尖细特异；在进行重复性实验时，
扩增产物的Ｃｔ值的变异系数低于２．８％，表明建立
的基于ＥｖａＧｒｅｅｎ实时荧光定量ＰＣＲ具有很好的
特异性、重复性和准确度。
本文以质粒模板系列稀释浓度和对应Ｃｔ值建

立标准曲线，结果显示具有良好的扩增效率和线性
关系。通过 ＥｖａＧｒｅｅｎ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

ＰＥＤＶ的检测限可以达到５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，与 Ｂｉｇａｕｌ
等［２０］建立的ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ实时荧光定量ＰＣＲ的
检测限（５０ｃｏｐｉｅｓ／５μＬ）相似，比吴洋

［２１］建立的

ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ实时荧光定量 ＰＣＲ 的检测限（３３
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）提高了６倍，检测限比传统普通ＰＣＲ检
测方法（５．９×１０～３．３６×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）至少灵敏

１０倍［２２－２３］。本文建立的ＰＥＤＶ荧光定量ＰＣＲ具有
较高的灵敏度，能够检测出样品中病毒滴度很低的

ＰＥＤＶ并进行定量，对于未表现出腹泻症状的早期

ＰＥＤＶ感染者的临床诊断具有特殊意义。
猪群中ＰＥＤＶ的感染在中国比较普遍，２０１０年

１０月，中国出现了一种高毒力的ＰＥＤＶ病毒株，能
够感染不同年龄段的猪，尤其是小于１０ｄ的仔猪因

ＰＥＤＶ 感 染 而 致 死 的 比 例 可 以 高 达 ８０％ ～
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１００％［２４］。Ｌｉ等［２５］对２０１１年１月至１０月中国１２
省的５７个农场的４５５份临床样本通过反转录ＰＣＲ
进行ＰＥＤＶ检测，结果发现６１．１１％样品被检出为
阳性。Ｚｈａｎｇ等［８］对２０１２年至２０１８年期间从江
西、福建、浙江、湖南和广东五省的１６８个养猪场的

２９８７个样本进行检测，发现 ＰＥＤＶ 感染率介于

５０．２１％和６２．１％之间，且变异型 ＰＥＤＶ是导致严
重腹泻的主要病毒。本文对浙江省的９０份临床样
本进行检测，其ＰＥＤＶ感染率为４８．９％，略低于其
他报告的感染率，这可能主要是因为样品来自健康
猪群以及较高的检测灵敏度。该数据也反映了临床
健康样品中 ＰＥＤＶ 的早期存在，凸显及早发现

ＰＥＤＶ对预防和控制病毒性腹泻的传播重要性。

４　结　论

本文开发的基于ＥｖａＧｒｅｅｎ染料的实时荧光定
量ＰＣＲ方法，克服了传统ＰＣＲ小批量、灵敏度低和
需要扩增后的凝胶电泳等缺点，能够快速、便捷、灵
敏和特异性地检测临床环境中ＰＥＤＶ，最低检测限
可以达到５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，在没有广谱适用的疫苗和

ＰＥＤＶ仍旧普遍流行的情况下显得尤其重要，为猪
病毒性腹泻流行病学调查及防控奠定一定基础。
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