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要!为建立一种快速准确检测猪繁殖与呼吸综合症病毒!
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"的基于
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实时荧光定量
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方

法#根据猪繁殖与呼吸综合症病毒的
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保守序列分别设计引物和
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探针#在常规
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的基础上#设计并

优化基于
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探针的荧光定量
\PE

检测
\EE4>

的方法&结果表明本研究建立的基于
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探针的实时荧

光定量
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体系相关系数大于
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#扩增效率为
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#具有良好的线性关系&利用建立的方法检测猪圆环病毒
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"%猪细小病毒!
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"%伪狂犬病毒!
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"%猪瘟病毒!

P4]>

"%日本脑炎病毒!
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"#结果均为阴性#说明此

方法具有较好的特异性&灵敏度试验表明该方法检测极限为
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$应用建立的方法对
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份血清样本和
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份组织样本进行检测#共检测出
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份阳性血清和
$#

份阳性组织&这些结果表明本研究建立的基于
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探针的

\EE4>

实时荧光定量
\PE

方法具有良好的特异性%灵敏度%重复性#可为临床检测
\EE4>

提供更高效的技术

平台&
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%的主要病原&该病是一种对养猪业

危害极其严重的病毒性传染病&临床特征为母猪发

热)流产&断奶前)后仔猪死亡&呼吸障碍等&又称"蓝
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\EE4

一般仅见于猪&其他家禽和动物未

见发病&该病潜伏期短&从感染到出现病症间隔大约

为
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&不同年龄)品种的猪均可感染&严重可致

猪体免疫系统功能丧失而死亡&属于一旦发现必须
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&主要流行于欧洲地区&亚型
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为同年美国
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+分离到的美洲型
\EE4>

&主要流

行于美洲和亚太地区'

\EE4>

具有高度的传染

性&能垂直传播和水平传播&致使该病在各养猪国家

蔓延&造成了极大的经济损失&引起了世界各国政府

的高度重视'

目前已建立的检测
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方法有很多&如病毒分

离培养&免疫荧光技术$
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这些方法存在耗时长&技术要求高&或灵敏度低&不

能在病毒潜伏期进行有效检测等不足'实时荧光定
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公司新推出的核酸定量技术&该技术通过荧光染料

或荧光探针对
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产物进行跟踪标记&再结合相应

软件对产物进行分析&对未知模板初始浓度进行定
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'因实时荧光定量
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自动化程度高&目前已

广泛应用于临床疾病诊断)动物疫病监测)食品安全

和科学研究'本研究旨在根据实时荧光定量
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原理&利用
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探针技术设计和建立一种快速

检测
\EE4>

方法&为猪繁殖与呼吸综合症病毒的

早期诊断提供工具&同时也为猪繁殖与呼吸综合症

的分子生物学)致病机理和流行病学等相关领域的

研究提供参考和依据'
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材料和方法
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&本实验室保存&
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份来

自全国各地区血清样品和
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份采集于杭州屠宰场

的组织样本'
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%'通过
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中
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计的引物和探针进行分析&确保引物和探针的特异

性'设计的引物和探针由上海生工生物工程公司

合成'
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基因的扩增

根据产品说明&用病毒
E=N

抽提试剂盒从疫

苗株样本提取病毒核酸'以提取的核酸产物为模

板&按照反转录试剂盒说明将提取产物反转录成
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&然后进行
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扩增'
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反应体系如下!
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个循环,

M"b$#H2*

&琼脂糖凝胶电泳检测'
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产物的克隆及鉴定

按照凝胶回收试剂盒回收
\PE

产物&与
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载体连接&将连接产物转化感受态细胞

[X%
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&挑选转化的菌落进行单克隆培养&提取质粒

进行酶切鉴定以及序列测定'
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重组质粒浓度的测定

将质粒提取物用紫外分光光度计检测质粒浓

度&并根据公式计算质粒的拷贝数'将质粒标准品

以
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倍比稀释后用于标准曲线的制作'
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实时荧光定量
\PE

检测方法的建立
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标准曲线的建立

将重组质粒按照
$#

倍梯度稀释&取
%

个梯度的

质粒标准品作为实时荧光定量
\PE

反应模板进行

反应&制作标准曲线'实时荧光定量
\PE

反应体系

总体积为
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&反应体系组成为!
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仪上进行&扩增程序为!
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实时荧光定量
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方法的特异性试验

分别以
\EE4>

)

\P>"

)

\\>

)

\E>

)

P4]>

和
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所抽提的
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或
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以及双蒸水为模板进

行荧光定量
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检测&检验其反应特异性'
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实时荧光定量
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方法的灵敏性试验

用含有目的片段的质粒作标准品&以
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倍系列

稀释成
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为模板和双蒸水进行荧光定量
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检测&检验其灵

敏度'
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实时荧光定量
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方法的重复性试验

将含有目的片段的
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个浓度梯度$
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%的质粒标准品分别重复做批内实时

荧光定量
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反应
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次批间实时荧光定量
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反应&对
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各浓

度标准品的
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值进行数据统计分析'
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结果与分析
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标准曲线建立

构建的含
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目的片段的重组质粒经酶切

和测序&
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在线比对分析&验证了本研究克隆

的
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序列确实为
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的部分核酸序列&表明
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荧光定量
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&扩增效率达到
DMR

$图
$

%'

图
$

!

\EE4>

荧光定量
\PE

扩增标准曲线

"?"

!

特异性

用建立的荧光定量
\PE

方法分别对
\EE4>

&

\P>"

)

\E>

)

\\>

)

P4]>

和
&G>

进行检测&

\EE4>

有扩增曲线产生&而以
\P>"

)

\E>

)

\\>

)

P4]>

和

&G>

为模板的对照组均无扩增曲线&空白阴性对照

无扩增曲线$图
"

%&结果表明
\EE4>

实时荧光定量

\PE

具有较好的反应特异性'

图
"

!

\EE4>

实时荧光定量
\PE

反应特异性

!?!

!

灵敏度

以浓度分别为
$#

C

)

$#

%

)

$#

A

)

$#

!

)

$#

"

)

$#

和

%5'

f

20:

-

+

Y

的
\EE4>

标准品作为模板时扩增曲线

均有阳性信号产生&

$5'

f

20:

-

+

Y

的
\EE4>

标准品

无扩增曲线$图
!

%&表明
\EE4>

实时荧光定量

\PE

的检测灵敏度可以达到
%5'

f

20:

-

+

Y

'

图
!

!

\EE4>

实时荧光定量
\PE

检测灵敏度

注!

$?$#

C

5'

f

20:

-

+

Y

,

"?$#

%

5'

f

20:

-

+

Y

,

!?$#

A

5'

f

20:

-

+

Y

,

A?$#

!

5'

f

20:

-

+

Y

,

%?$#

"

5'

f

20:

-

+

Y

,

C?$#5'

f

20:

-

+

Y

,

M?%5'

f

20:

-

+

Y

'

!?A

!

重复性

将制备的
\EE4>

标准品梯度稀释成
$#

C

)

$#

%

)

$#

A

5'

f

20:

-

+

Y

&以这
!

个浓度的标准品作为模板分

别进行实时荧光定量
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重复性试验&对标准品的
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""?!D "!?A" ""?MF $?F% ""?!D "A?$! "A?%D !?DD

$#

A

"%?"" "C?$A "%?AD $?%# "%?"" "C?%% "M?"! !?$F

!?%

!

临床检测

利用建立的
\EE4>

实时荧光定量
\PE

方法

检测来自不同地区的
%F

份血清样品和
C#

份来自浙

江杭州地区的组织样本&检测结果显示血清样品中

有
$A

份阳性&组织样品中有
$#

份阳性'

)

!

讨
!

论

实时荧光定量
\PE

技术与常规
\PE

相比具有

下列优势!

+

%定量检测&常规
\PE

只能通过胶成像

分析终点法对扩增产物进行定性分析&而实时荧光

定量
\PE

技术利用荧光信号的变化实时检测
\PE

扩增反应中每一个循环扩增产物量的变化&最终精

确地对起始模板进行定量分析,

L

%具有良好的稳定

性与可重复性&在本试验中&经过多次重复试验&批

内重复和批间重复的变异系数分别小于
"R

和
%R

'

而常规
\PE

电泳后通过扫描凝胶定量&其变异系数

高达
!$R

*

%

+

,

5

%安全省时&实时荧光定量
\PE

技术

省去了常规
\PE

中的电泳)染色等后续步骤&避免

了溴化乙锭或同位素等对人体健康的危害&同时简

化了实验程序&减少了实验环境对产物的污染&适宜

于大批量样本的检测,

K

%高精确度&实时荧光定量

\PE

的检测始模板量&在模板含量较低时也能得到

精确结果&比半定量
\PE

更可靠&有利于制定定量

检测标准&便于在不同实验室之间进行结果比较'

\EE4>dE]M

编码核衣壳蛋白&即
=

蛋白&具

有很强的保守性&

=

蛋白包含所有毒株保守的共同

表位&又具有欧洲型和美洲型
\EE4>

的表位*

C6F

+

'

本研究选用相对保守的
=

蛋白基因&建立了基于

7+

I

@+*

探针的实时荧光定量
\PE

检测
\EE4>

方法'

7+

I

@+*

探针技术在引物和探针设计方面都

具有较高的特异性&所以具有双重保障&即扩增的产

物是由一对特异性引物和特异性探针共同决定'另

外&

7+

I

@+*

探针技术的引物二聚体不会产生荧光&

而
7+

I

@+*

探针的
!o

端已经磷酸化&不能形成二聚

体&所以不会对特异性产生影响*

D

+

'本实验中对

\EE4>

和其它
%

种常见猪病毒进行检测&除目标

病毒外均为阴性&表明建立的实时荧光定量
\PE

具

有较好的特异性&可有效减少假阳性的发生'

病毒检测方法的灵敏度对猪呼吸和障碍性疾病

的预防和控制具有十分重要的意义'病毒检测的灵

敏度越高&对病毒感染的早期检测越精确&则对疫病

的防治越重要'

\EE4>

病毒含量和病毒的动态变

化对治疗猪呼吸和障碍性疾病时药物的选取&药物

剂量&药物作用时间等条件具有重要的指导意义&对

治疗后的康复保健也具有指示作用'目前已有一些

利用实时荧光定量
\PE

检测
\EE4>

的报道'杨

宗照等*

$#

+建立了实时荧光定量
\PE

方法检测高致

病性
\EE4>

&结果显示该方法可快速简便地检测

X\6\EE4>

'黄震等*

$$

+建立了基于
4ZVEU)00*

4

染料技术实时荧光定量
\PE

方法检测
\EE4>

&

结果显示该方法具有较好的重复性和特异性&检测

灵敏度达到
$!5'

f

20:

-

+

Y

'但这些建立的方法使用

4ZVEU)00*

染料&虽然在设计时更加简便&但荧光

染料能够和任何
K:[=N

结合&因此它也能和二聚

体等非特异性
[=N

结合&使实验出现假阳性信号&

降低了实验的特异性'陶海静等*

$"

+建立了基于

7+

I

@+*

探针的实时荧光定量
\PE

检测
\EE4>

方法&但其灵敏度相对较差'

\EE4>

感染后仍将

在猪只特定位点持续低水平存在&主要存在于淋巴

组织*

$!

+

&对此阶段的宿主进行
\EE4>

病原检测就

需要更高的灵敏性)特异性和准确性的方法'本实

验建立的
7+

I

@+*

实时荧光定量
\PE

方法检测灵

敏度可达
%5'

f

20:

-

+

Y

&能够在
\EE4>

感染早期和

晚期进行准确诊断检测'

本研究对
C#

份肺)脾以及
%F

份血清样本采用

荧光定量
\PE

方法进行了检测&并与普通
\PE

方

法检测结果进行比较分析&阳性率分别高达
$C?MR

和
"A?$R

'本研究建立的实时荧光定量
\PE

方法

具有较高的检测灵敏度&由于检测阳性样品均具有

高的病毒滴度&两种检测方法在所检测的样本范围

内符合率
$##R

&但本试验所建立的检测方法不但

可以对
\EE4>

定性检测&还可以对
\EE4>

进行

定量检测&同时也免去了
[=N

电泳的步骤&更加方

便省时&而在病毒含量低和大量临床样品检测时具

$C"

第
"

期 吴海港等!快速实时荧光定量
\PE

检测猪繁殖与呼吸综合症病毒方法的建立



有更明显的优势'所检测血清样本的阳性感染率与

张志等*

$A

+在
"##D

年部分地区规模猪场全血多种病

原监测中
\EE4>

流行调查结果一致,组织样品的

感染率与徐丽华等*

$%

+调查结果相比差异较大&表明

在不同地区因管理水平和卫生条件不同&感染率可

相差很大'

本研究采用
7+

I

@+*

探针技术成功建立了荧

光定量
\PE

检测
\EE4>

的方法&确定了该方法检

测的最佳条件&验证了该方法的敏感性)特异性和重

复性
?

并成功应用于临床样品的检测'结果表明本

研究建立的方法可有效应用于对
\EE4>

的检测&

为蓝耳病防治提供科学依据&同时可用于疫苗效价

评估和致病机理等方面的研究'
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