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摘要! 猪圆环病毒
!

型%

678!

&是一种引起仔猪
7#4 48$"(&

多系统衰竭综合征' 免疫抑制' 皮肤肾病综合征等疾病的

病原体( 根据
9:1;<1=

中
678! 9:1,

基因序列设计合成特异性引物和探针! 以
678!

基因组
>?@

为模板! 通过聚

合酶链式反应"

67A

&扩增目的片段! 并将目的片段克隆至
BC>,$!D

载体! 构建阳性标准品) 以阳性标准品为模板!

优化荧光定量
67A

反应条件! 建立标准曲线! 进行灵敏性' 重复性和特异性验证! 并应用此方法对临床样品进行

检测) 结果表明$ 阳性质粒标准品构建成功! 该检测方法的引物与探针的最佳浓度皆为
2-! !E)F

*

G

"#

! 线性检测范

围为
!-###2

#&

$!-###2

%拷贝*
G

"#

! 最低检测限值为
$-$!$##2

%拷贝*
G

"#

! 且与其他相关疾病无交叉反应+ 各批次检测变

异系数低! 检测方法稳定性好) 本研究建立的敏感性高, 特异性好的实时荧光定量
67A

方法! 为
678!

的快速检

测提供了新工具) 图
%

表
&

参
#4

关键词! 动物学+ 猪圆环病毒
!

型+ 实时荧光定量
67A

+ 灵敏性+ 特异性+ 检测方法

中图分类号!

H$4!-&

文献标志码!

@

文章编号!

!234!254%

%

!2#$

#

2%!##&&!2%

>:I:F)BE:1J )K D<LE<1 M:<F J*E: KFN)M:0O:1J LN<1J*J<J*I: 67A K)M

B)MO*1: O*MO)I*MN0 JPB: !

HQR G*1

,

S TU VN<1

!

S ;@ HW<)X)

,

S GRU YW:1Z=N*

,

S 7Q[? G*1

,

S T@?9 G:*

,

S HQ@\ 7WN1P<1

,

S HU? ]*1Z

,

S

YQ\U V*1Z0W<1

,

S T@?9 ^*<)(N

,

S H\?9 Q)NWN*

,

%

,- 7)FF:Z: )K @1*E<F HO*:1O: <1( D:OW1)F)ZPS YW:/*<1Z @_` U1*I:M0*JPS Q<1ZaW)N &,,&""S YW:/*<1ZS 7W*1<b

!- HOW))F )K @ZM*ONFJNM<F <1( ;*)F)Z*O<F [1Z*1::MS ]*1WN< 6)FPJ:OW1*OS ]*1WN< &!,""5S YW:/*<1ZS 7W*1<

&

!"#$%&'$( 6)MO*1: O*MO)I*MN0 JPB: !

%

678!

&

*0 < B<JW)Z:1 O<N0*1Z B)0Jc:<1*1Z ENFJ*0P0J:E*O c<0J*1Z 0P1(M)E:

%

6CTH

&

S *EEN1: 0NBBM:00*)1S <1( 0=*1 1:BWM)J*O 0P1(M)E: )K B*ZF:J0- D) O)10JMNOJ 0B:O*K*O E:JW)( )K (:!

J:OJ*1Z 678! 1NOF:*O <O*( X<0*1Z )1 D<LE<1 BM)X:0S 678! Z:1)E*O >?@ c<0 N0:( <0 < J:EBF<J: K)M B)FP!

E:M<0: OW<*1 M:<OJ*)1

%

67A

&

- DW: 0B:O*K*O BM*E:M0 )K 678!S )B:1 M:<(*1Z KM<E: ,

%

9:1,

&

S <1( BM)X:0 c:M:

(:0*Z1:( <1( 0P1JW:0*a:( <OO)M(*1Z J) JW: Z:1: 0:LN:1O: *1 9:1;<1=- DW:1S JW: J<MZ:J KM<ZE:1J c<0 <EBF*K*:(

<1( OF)1:( *1J) < BC>,$!D I:OJ)M- DW: OPOF*O O)1(*J*)10 )K LN<1J*J<J*I: 67A c:M: )BJ*E*a:( XP < J:EBF<J:

c*JW < B)0*J*I: BF<0E*( 0J<1(<M(- DW: 0J<1(<M( ONMI: )K M:<F J*E: KFN)M:0O:1J LN<1J*J<J*I: 67A K)M 678! c<0

:0J<XF*0W:( <1( JW: 0:10*J*I*JPS M:B:<J<X*F*JPS <1( 0B:O*K*O*JP )K JW: E:JW)( c:M: I:M*K*:( XP JWM:: M:B:<J<X*F*JP

收稿日期'

!",5!,,!,&

# 修回日期'

!",$!"4!"!

基金项目' 浙江省科技重点研发计划项目%

!",$7"!"!$

&# 浙江省自然科学基金资助项目%

GV,%7,$""",

&# 金华

市重点研发计划项目%

!",d!!!""&

"

!",%!!!",&"

&# 广州市科技计划项目%

!",4"$"!""&3

&# 浙江省公

益性应用研究项目%

!",%7&!"%4

&

作者简介' 石林" 从事动物分子病毒学研究(

[!E<*F+ !3d,&45",5eLL-O)E

( 通信作者' 王晓杜" 副教授" 博

士" 从事预防兽医学研究(

[!E<*F

'

f(c<1Zea<KN-:(N-O1

( 宋厚辉' 研究员" 博士" 从事预防兽医学

研究(

[!E<*F+ 0)1ZWWea<KN-:(N-O1



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#!

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

&'(&() *'(+,&( (-./'0 &-1& 1 2.(3&34' 2,1(530 /1( (+66'((7+,,8 6.9(&:+6&'0) ;-' .2&351, 6.96'9&:1&3.9 .7 2:35':(

190 2:.<' /1( %)! !5.,

!

=

!#

> 190 &-' 53935+5 0'&'6&3.9 &-:'(-.,0 /1( $)$!$"#%

?

6.23'(

!

=

!#

) ;-' ,39'1: :19@'

.7 0'&'6&3.9 /1( #%

#A

!#%

?

6.23'(

!

=

!#

) ;-3( 5'&-.0 -10 9. 6:.(( :'16&3.9 .7 :',1&'0 03('1('(> 1 ,./ 6.'77363'9& .7

41:31&3.9> 190 /',, :'2'1&1<3,3&8 <'&/''9 &'(&39@ .7 '4':8 <1&6-) B:.5 &-3( (&+08 &-'9> &-' -3@- ('9(3&343&8 190

(2'63736 :'1,#&35' C+19&3&1&34' DE* 7.: DEF! 6.+,0 <' +('0 1( 1 &.., 7.: :1230,8 031@9.(39@ DEF! 397'6&3.+(

03('1('()

"

E-> ? 73@) A &1<) GH :'7)

#

!"# $%&'() I..,.@8J DEF!J 7,+.:'(6'9& C+19&3&1&34' *;#DE*J ('9(3&343&8J (2'637363&8J 0'&'6&3.9 5'&-.0

猪圆环病毒
!

型$

2.:639' 63:6.43:+( &82' !

%

DEF!

&是引起猪
!"# $%&'()

圆环病毒相关综合征'

DEFKL

&

的主要病原体之一% 主要引起断奶仔猪多系统衰竭综合征'

DMNO

&( 母猪繁殖障碍( 猪呼吸道疾病综合

症$

D*LE

&( 猪皮炎与猪肾病综合症$

DLPO

&( 肠炎和先天性震颤等疾病"

G!!

#

)

DEF!

对外界和一般消毒剂

的抵抗力较强% 在酸性环境及氯仿中可以存活较长时间甚至在高温环境'

Q! $

&也能存活一段时间*

DEF!

易通过胎盘垂直传播% 感染猪群的免疫功能下降后发病% 常与猪繁殖与呼吸综合症病毒'

D**OF

&

或猪细小病毒'

DDF

&混合感染% 也易继发猪副嗜血杆菌或猪链球菌
!

型感染"

A

#

*

DEF!

主要感染哺乳期和

育成期的仔猪% 尤其
H%G!

周龄仔猪特别易感% 常并发或继发细菌感染而导致死亡率大大增加"

R

#

*

DEF!

最早发现于加拿大% 后蔓延至美国+ 西班牙( 英国( 丹麦( 德国( 荷兰( 比利时( 日本和韩国等% 发病

率为
G%S%$"S

% 死亡率为
GHS%A"S

"

H

#

*

DEF!

在中国猪群中早已存在%

!""!

年后发病猪群逐渐增多%

死亡率为
!"S%A"S

"

?!Q

#

* 临床上防控该病主要采用疫苗接种方法% 虽然控制了大规模流行的趋势% 但是

一些饲养管理不当的养殖场仍然存在较高的发病率* 为及时诊断该疾病% 及早接种疫苗和加强生物安全

措施% 亟需建立起一种高灵敏性( 快速高效的检测方法% 以减少疾病所导致的损失* 实时荧光定量聚合

酶链式反应'

DE*

&技术是一种简单( 快速( 灵敏度高的检测技术% 应用到动物疫病诊断上% 主要采用基

于
OTU* V:''9 W

和
;1C519

探针的
!

种荧光定量检测方法% 相比而言%

;1C519

探针灵敏性更高* 因此%

本研究拟利用针对
DEF!

的
*+,G

基因特异引物和
;1CM19

探针% 建立一种实时荧光定量
DE*

检测技

术% 为
DEF!

的实验室诊断和疫病预警预报提供检测工具*

G

材料和方法

*+*

病毒

猪圆环病毒'

DEF!

&( 猪瘟病毒'

EOBF

&( 猪繁殖与呼吸障碍综合征病毒'

D**OF

&均由浙江农林大学

动物预防医学与公共卫生实验室保存% 猪流行性腹泻病毒'

DXLF

&

#

猪传染性胃肠炎病毒'

;VXF

&

#

轮状病

毒'

*F

&三联疫苗购自哈尔滨维科生物技术有限公司*

*+,

实验方法

G)!)G

引物与探针的设计 从
V'9U19Y

中下载
DEF!

特异性的
*+,G

基因'

V'9<19Y

,

MB?G?RA$)G

&序列%

利用
U'16.9 L'(3@9': Q

软件找出该基因上的高保守序列% 设计
G

对特异引物和
G

条带有
BKM

'

?#

羧基荧

光素&标记和碎灭为
MVU

'

M39.: V:..4' U390':

% 小沟结合物&的
;1C519

探针* 上游引物'

*+,G#B

&序列,

H&#;KVK;E;EKKVVKEKKEVVKV;VK#A&

- 下游引物'

*+,G#*

&序列,

H&#V;;KEKVVV;VE;VE;E;VEK#

A&

- 探针序列,

H&#BKM#EKVKE;EEEVE;E;E#MVU#PBZ#A&

* 所有序列均由上海金唯智生物科技有限公司

合成*

G)!)!

阳性质粒标准品的构建 应用特异引物'

*+,G#B[*

&% 以
DEF!

的
LPK

为模板进行
DE*

扩增* 反

应条件为
\R ' H 539

-

\$ ' G" (

%

?" ' A" (

%

Q!' A" (

%

R"

个循环-

Q! ' G" 539

%

GH ' H 539

* 利用

LPK

凝胶回收试剂盒'上海生工生物有限公司&纯化回收
DE*

产物% 连接至
2MLG$#;

'大连宝生物工程

有限公司&克隆载体后% 转化大肠埃希菌
-$%./&01.0) %230

'

L]H"

&感受态细胞* 经蓝白斑筛选得到阳性克

隆% 用菌落
DE*

和质粒
DE*

鉴定获得阳性重组质粒'命名为
2O=GAHA

&% 送生物公司'上海金唯智生物科

技有限公司&测序验证* 所获质粒经核酸蛋白浓度测定仪测定浓度和纯度% 置于
!!" '

备用*

G)!)A

实时荧光定量
DE*

反应条件的优化 配制实时荧光定量
DE*

的反应体系% 其中上( 下游引物各

")R !=

%

OTU*

(

D:'53^ X_ 4)5 G%)% !=

% 模板'

2O=GAHA

&

!)% !=

% 超纯水补足至
!%)% !=

* 对反应条件进

GGAR
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#

期

行优化! 分别设置退火温度为
"$

!

"#

!

"%

!

#&

和
#' !

! 以获得该方法的最佳退火温度" 分别采用

&('

!

)(*

!

)+$

和
,(" !-./

#

0

"1 的引物浓度! 构建
234

反应体系! 确定该方法的最佳引物浓度" 采用

)+5

!

)+6

!

,(!

!

,(7

和
,(" !-./

$

0

"5的探针浓度! 上% 下游引物各
,(7 !0

!

8!"#

酶和
9:;2

混合物
1&(&

!0

! 模板&

<=01*"*

! 超纯水为空白对照'

6(& !0

! 超纯水补足至
6&(& !0

! 确定最佳
;>?->@

探针浓度(

1+6+7

实时荧光定量
234

反应标准曲线建立及线性范围 将
1+6+6

得到的
<=01!"!

质粒以
1,

倍梯度稀

释成
1,

1!

!

1,

16

!

1,

11

!

1,

1,

!

1,

A

!

1,

%

!

1,

B和
5,

#拷贝$
0

"5

) 以
5+6+*

得到的优化条件进行荧光定量
234

扩增! 重复
*

次$浓度"5

) 以阳性重组质粒拷贝数为横坐标! 以各浓度下的循环数&

$

C

'值为纵坐标! 建立

;>?->@

探针实时荧光定量
234

标准曲线* 其中拷贝数计算公式+ 拷贝数&拷贝$
0

"5

'

#

质粒浓度&

D

$

0

"5

'

$

阿弗加德罗常数
E

重组质粒分子量,

%

-

*

1(6("

实时荧光定量
234

敏感性试验 将
<=01*"*

质粒稀释成
1 ,,,$1,

#

!

1,,$1,

#

!

",$1,

#

!

6,$

1,

#

!

"$1,

#和
1,

#拷贝$
0

"1

! 设置
#

重复$浓度"1

! 测定各浓度下的循环数&

$

C

'! 用
2FG0FG H>/HI/>CJ.@

<8.D8>-

&

KL8MJ.@ %

'

,

A

-计算本检测方法的最低检测限值*

1+6+#

实时荧光定量
234

重复性试验 以空白模板对照! 检测已知的
23N6 G:O

样品! 间隔
5

周做重

复试验! 重复
*

次$样品"5

&组间') 检测已知的
*

个
23N6 G:O

样品&

5)

5*

!

5)

56

!

5)

55拷贝$
0

"5

'! 重复
#

个$样品"5

&组内'* 计算组内和组间变异系数&

$

N

'!

$

N

#%

$C

E$

C

$5))P

! 验证该方法的重复性* 其中
%

$C

为
$

C

的标准差!

$

C

为
$

C

的平均值*

1+6+B

实时荧光定量
234

特异性试验 以
1+6+*

建立的
23N6 ;>?->@

探针实时荧光定量方法同时对
3=%

QN

!

244=N

!

2RGNS;TRNU4N

进行检测! 以空白模板为对照! 确定该方法的特异性*

5(6(%

临床样品的检测 以
5(6(!

建立的
23N6 ;>?->@

探针实时荧光定量方法检测
6,5#"6,5B

年杭州市

周边地区规模化生猪养殖场送检的
",

份疑似病料&腹股沟淋巴结'*

6

结果与分析

!"# $%&!

阳性标准品的制备

以
23N6

疫苗毒株所提取的
G:O

为模板 ! 利用特异性引物

&

&'(5%QU4

'扩增出大小约
5,, V<

的片段) 扩增产物回收后借助
;UO

克隆技术! 构建
<WG5%%;%23N'%F4Q5

载体&

<=05*"*

'! 经菌落
234

和质粒
234

鉴定为阳性克隆&图
5

'* 测序验证其序列! 发现与
:3XY

上
23N'

的序列 &

TL@X>@Z

+

[\A$&"61+1

' 同源性达
1&&P

* 提取

<=01*"*

质粒作为本研究方法的阳性质控! 可以作为判断试验成立

与否的阳性模板*

!"!

实时荧光定量
$%'

反应体系及反应程序的优化

依据
1+6+*

! 发现退火温度为
#& !

时扩增效率最高* 在
23N6

质

粒浓度
1&

1*拷贝$
0

"1时进行反应条件优化! 根据有典型扩增曲线且
$

C

值最小的原则! 发现上. 下游引物浓度
&+6 !-./

$

0

"1

&图
6O

'和探针浓

度
&+6 !-./

$

0

"1

&图
6X

'时扩增效果最佳* 该结果可作为试剂盒开发及

成本控制的理论依据*

!"(

实时荧光定量
$%'

标准曲线的建立

将稀释&

1&

1*

!

1&

16

!

1&

11

!

1&

1&

!

1&

A

!

1&

%

!

1&

B

!

1&

#拷贝$
0

"1

'后的重组质粒作为模板! 在
6+6

的
;>?%

->@

探针实时荧光定量
234

优化条件下进行扩增&图
*O

'! 得到标准曲线如图
*X

所示! 其线性回归方

程为
$

C

#"&+#B1 $$/D)&*%+1#

! 其中
)

为模板浓度* 相关系数&

'

6

'为
&+AB$ "

! 表明本研究所建立的方法

在模板为
6+1$1&

1*

'6+1$1&

#拷贝$
0

"1时! 检测到
*

C

值和模板之间具有较好的线性关系*

!")

实时荧光定量
$%'

的重复性

选取
6+*

中
1&

1*

!

1&

16

!

1&

11拷贝$
0

"1阳性质粒为模板! 在
6+6

优化条件下进行重复试验* 结果表明+

组内样品扩增曲线重复性较好&图
$

'! 组内与组间
*

C

值的变异系数较小&表
1

'

]

表明该检测方法有较好

的重复性*

石 林等+ 猪圆环病毒
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型
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探针法实时荧光定量
234

检测方法的建立

图
5

阳性标准质粒的
234

鉴定
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图
& '()!

实时荧光定量
'(*

重复性试验

扩增曲线

+,-./0 & 1234,5,678,9: 6./;0 95 /0308,8,;0 7<<7= '()!

表
!

实时荧光定量
"#$

的重复性验证

>7?40 # *0308,8,;0 7<<7= 95 8@0 /074!8,20 A.7:8,878,;0 '(*

质粒浓度
B

!拷贝"
C

"D

#

!

)

BE

组内 组间

#%

#F

"G!$ %HF&

D%

D!

%HD& %HF!

D%

DD

%H%I %H!$

%&'

实时荧光定量
"($

的灵敏性

阳性标准质粒
3JCFKF

分别按照
D %%%#D%

L

$

D%%#

D%

L

$

K%#D%

L

$

!%#D%

L

$

K#D%

L和
D%

L拷贝"
C

"D

$ 重复
L

次"

浓度"D

$ 进行实时荧光定量
'(*

扩增$ 有典型的扩增曲

线且
!

8

值小于
F$

时判断为阳性% 结果表明& 每个浓度

均具有较好的重复!图
K

#%

'MNCMN )$

软件'

I

(公式计算$

得到该方法的最低检测线为
$H$!$##%

L拷贝"
C

"#

!

IKO

的检

测限#!表
!

#%

%&)

实时荧光定量
"($

的特异性

分 别 以
'()!

的 基 因 组
NP1

$

'QN)

$

>RQ)

$

'QN)B>RQ)B*)

三联疫苗的
6NP1

为模板$ 利用
DH!HF

构

建的检测方法进行实时荧光定量
'(*

扩增% 结果表明&

'()!

病毒组有特征性扩增曲线$ 其他各组则没有$ 说明

该方法具有较好的特异性!图
L

#$ 为临床疾病混合感染

情况下准确检测
'()!

提供了工具%

%&*

临床样品的检测

以实验室收集到的
!%DL"!%DS

年杭州市周边地区规

模化生猪养殖场的
K%

份
'()!

疑似病料!腹股沟淋巴结#

为检测样本$ 提取样本中的
NP1

$ 利用本研究的
'()!

实时荧光定量
'(*

检测方法进行检测% 结果表明& 送检

K%

份样品中该方法检出
&%

份阳性$ 待检样品的
'()!

阳性率达
$%E

!表
F

#$ 与普通
'(*

检测结果基本

一致%

图
!

反应体系和反应条件的优化

+,-./0 ! M38,2,T0U <=<802 7:U 69:U,8,9:< 95 /0768,9: 95 '()!

1H

引物浓度)

VH

探针浓度

图
F

实时荧光定量
'(*

标准曲线的建立

+,-./0 F J87:U7/U 6./;0 95 8@0 /074!8,20 A.7:8,878,;0 '(* 95 '()!

1

V

1H

不同浓度模板的扩增曲线)

VH

扩增后生成的标准曲线

##FL
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表
!

实时荧光定量
"#$

的灵敏度

$%&'( ) *(+,-.-/-.0 12 .3( 4(%'!.-5( 67%+.-.%.-/( 89:

质粒浓度
;

!

"<=

#拷贝"
>

#<

# 样本数
;

个 阳性样本
;

个

< === # #

<== # #

"= # #

)= # #

" # "

= # =

图
" 89?)

的实时荧光定量
89:

灵敏性扩增曲线

@-A74( " B5C'-2-D%.-1+ D74/( 12 ,(+,-.-/-.0 %,,%0 12 89?)

图
#

实时荧光定量
89:

方法特异性扩增曲线

@-A74( # B5C'-2-D%.-1+ D74/( 12 ,C(D-2-D-.0 %+%'0,-,

!

讨论

89?)

是目前规模化猪场疾病防控中最重要的病原体之

一$ 通常伴随细菌感染 %

<=

&

$ 因此要检定出
89?)

$ 需要建立

高度灵敏的检测方法'

EBFG

等%

<<

&建立的基于
*EH: G4((+ I

检测
89?)

的方法检测范围是
<=

J

$<=

<K拷贝"
>

%<

$ 郑兰兰等%

<)

&

建立的
89?)

和
8:?

二重
*EH: G4((+ I

荧光定量
89:

方法

对
89?)

的检测灵敏度是
)<""<=

#拷贝"
>

%<

( 本研究建立的方

法能检测
89?)

病毒基因组
LFB

最低浓度达到为
MNM)""<=

#

拷贝"
>

%<

$ 比常规
89:

和基于
*EH: G4((+ I

的荧光定量
89:

更加灵敏' 影响实时荧光定量
89:

方法的灵敏度涉及许多因

素$ 如样品来源的复杂程度$ 引物和探针特异性$ 体系及扩增条件等$ 其中引物和探针的设计是最重要

的关键点'

*EH: G4((+ I

法是基于荧光染料与双链
LFB

结合后检测荧光值来判断产物的量$ 而
$%65%+

探针法则是基于
LFB

酶的
"&

外切酶活性对探针的切割后$ 荧光信号的强弱判断扩增产物的量$ 因而探

针的特异结合使得该方法具有更高的特异性' 本研究针对
89?)

的
!"#<

保守区域设计特异引物$ 有利

于扩增
89?)

所有基因型的毒株$ 其探针则是基于
<"

碱基的特异序列$ 具有较高结合效率( 普通
$%6!

5%+

探针一般为
)"$!" &C

$ 而
OGH

探针由于在普通
$%65%+ !&

端特殊的设计$ 长度更短$ 一般为
<=

到

<" &C

$ 因而灵敏性更高$ 同时还具有淬灭无荧光) 背景低等特点' 所以本研究采用的淬灭基团为
OGH

的
$%65%+

探针$ 提高了检测灵敏度$ 降低了背景值'

表
%

实时荧光定量
"&$

方法检测临床样品
"&'(

的结果

$%&'( ! :(,7'., 12 P(.(D.-+A 89?) 2415 D'-+-D%' ,%5C'(, &0 2'714(,D(+. 67%+.-.%.-/( 89:

年份 阳性样本
;

个 阴性样本
;

个 样本总数
;

个 阳性率
;Q J"Q

置信区间下限
;Q J"Q

置信区间上限
;Q

)=<# )R # != M= #<NR J)N!

)=<K <# R )= M= "#N! JRN!

总计
R= <= "= M= ##N! J=N=

基于
!"#)

!

$%&

#基因分类方法$ 分子流行病学分析认为
89?)

在临床上流行主要为
89?)%

$

89?)&

)

个基因型%

<!

&

$ 且后者的流行明显超过前者( 近期发现还存在
89?)D

$

)P

$

)(

等基因型%

<R%<"

&

' 本研究在

设计引物时针对相对保守的
!"#<

!

"'&

#基因$ 因此能够检测
89?)

的所有基因型$ 为临床诊断提供了可

靠的检测工具'

R
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