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摘要! 猪圆环病毒
#

型%

5)67*28 7*67)9*6:1 ;< =>?;

&! 是感染猪
6#3 37$"(& 8"9+34-7&

的一种单链
@AB

病毒' 建立一种

快速( 灵敏的检测方法! 对于
=>?;

感染猪的筛选和疾病预防非常重要' 根据
=>?; :;0;

基因保守区! 设计了荧

光定量聚合酶链式反应"

=>C

&引物! 利用
DEFC G6882

作为荧光染料建立了一种定量检测
=>?#

的
=>C

方法' 结果

表明$ 该方法具有灵敏度高( 特异性强和重复性好的优点! 每微升的最低检测限低至
4,

4拷贝
@AB

' 利用该方法对

$H

份
=>?#

阳性临床样本进行检测! 检测符合率为
4,,I

! 明显高于普通
=>C

方法的
%,-,I

' 因此! 本研究建立的

=>?;

实时荧光定量
=>C

检测方法为该疾病的预防和控制提供一种有效的检测工具' 图
H

表
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参
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%" 是最小的
@AB

病毒" 断奶仔猪
>#3 37$"(& 8"9+34-7&

多系

统衰竭综合征)

5)1L_8J2*2R M:KL*1X1L8M*7 _J1L*2R 1X2(6)M8< =e[D

%的主要病原" 成为严重阻碍养猪业发展

的主要病原之一&

4$$

'

* 国内外针对
=>?;

致病机制+ 诊断方法以及疫苗研制等方面开展了大量的研究&

4< H

'

*

然而"

=>?;

依然阻碍着养猪业的发展" 主要原因可能是其临床发病与亚临床感染猪群中病毒量的不同"

检测过程容易造成漏检" 导致错误诊断* 因此" 发展一种高灵敏度+ 快速检测
=>?;

的方法尤为重要*
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猪圆环病毒!

'()

"分为
'()#

和
'()!

等
!

种基因型# 它们基因组结构相似# 均含有
!"##

和
!"#!

等
!

个主要的开放阅读框$

!"##

是引起
'()#

和
'()!

抗原交叉反应的主要原因# 其变异很小# 同源性高

达
*+,

% 而
!"#!

基因是
'()!

的重要抗原基因# 编码病毒衣壳蛋白!

(-.

蛋白"

&

+

'

# 其变异较大# 在两

型
'()

之间不存在抗原交叉反应# 被视为
'()/

和
'()!

的特异性鉴别抗原&

$!*

'

# 并在临床检测中取得

了良好的效果$ 基于
012!

的较大变异# 可以设计特异性引物对
'()

的
!

个基因型进行鉴定# 已成为

'(1

方法鉴定
'()!

的重要靶基因&

3

'

$ 基于
!"#!

的这些优势# 本研究也选择
!"#!

作为鉴定引物设计

的首选基因$ 聚合酶链式反应!

'(1

"方法简单( 方便( 快速( 敏感# 在疾病检测中广泛应用# 但其高假

阳性和易污染的缺点依然存在$

'()!

的抗体检测# 敏感性和特异性都比较好# 但是价格昂贵# 技术要

求较高$ 像多重
'(1

( 巢式
'(1

等技术# 虽然也可以达到很高的灵敏度# 但是却不能定量$ 实时荧光

定量
'(1

方法# 不仅操作简便( 敏感性高( 重复性好( 省时和可定量分析等优点# 是病毒检测的重要

方法$ 因此# 本试验利用实时荧光定量
'(1

技术构建快速( 灵敏检测
'()!

的方法# 以适应实验室和

临床中对
'()!

的实时定量检测$

/

材料与方法

!"!

材料和临床病料

'()!

# 猪蓝耳病毒!

'114)

#

565789-: ;<=>8

"# 猪细小病毒!

.?=@<A6 .-=;?;<=>8

#

'')

"和猪瘟病毒!

(4"

2)

#

B?C@B?56=- ;<=>$

"等菌株由浙江农林大学动物预防医学与公共卫生实验室保存$

/3

份病灶样品采自杭

州国茂生态农业科技开发有限公司!简称) 国茂"#

//

份阳性病料和
%

份阴性对照由杭州检疫中心!杭州

国正检测技术有限公司# 简称) 国正"惠赠$

!"#

引物设计与合成

!"#!

是
'()!

的主要免疫原基因# 也是主要用于
'(1

鉴别的基因&

3

'

$ 根据
D6AE-AF

公布的
'()!

!"#!

基因序列# 应用
'=<G6= +H"

软件设计
!"#!

基因全长克隆( 普通
'(1

以及实时荧光定量
'(1

引

物# 并通过
EIJ4K

对其特异性进行分析$ 引物由上海生工生物工程公司合成# 引物序列详见表
/

$

表
!

实验中所用引物

K-L56 / '=<G6=8 >86: <A 9B<8 89>:7

引物类型 引物名称 引物序列!

+#!M#

" 产物大小
NL.

!"#!

克隆引物
012!"2 JKDJ(DKJK((JJDDJDD(DKKJ(

O"!

012!"1 KKJJDDDKKJJDKDDDDDDK(KKKJJD

实时荧光定量引物
P'/ DJD(JDDD((JDJJKK(JJ((

/%3

P'! JJ(J4((D((K(K(((D(J(

!"$

阳性质粒的制备与稀释

将扩增的
!"#!

片段与
.QR10"L5>A9

载体连接# 转化大肠埃希菌
%$&'()*&'*+ &,-* ST+!

# 提取重组

质粒# 并进行测序$ 用紫外分光光度计测定重组质粒的吸光度
.

!

!$"

"和
.

!

!*"

"# 计算出重组质粒的拷

贝数# 用
RJ4U S<5>9<?A

试剂将阳性重组质粒稀释到
/"

/"拷贝*
"I

!/

# 再进行
/"

倍梯度稀释# 以
/"

*

#

/"

O

#

/"

$

#

/"

+

#

/"

%

#

/"

M

#

/"

!

#

/"

/

#

/"

"拷贝*
"I

!/

3

个拷贝数梯度作为标准模板#

!!" $

冻存备用$ 质粒质量

浓度!

C

*

I

!/

"

V.

!

!$&

"

% +&

!

C

*

I

!/

"

N / &&& %

准模板释稀释倍数$

拷贝数计算公式) 拷贝数!拷贝*
"I

!/

"

V

质粒浓度!

C

*

"I

!/

"

%

阿弗加德罗常数
N

重组质粒分子量$

!"%

实时荧光定量反应条件

实时荧光定量
'(1

反应采用
!& "I

体系# 其组分如下)

4UE1

1

'=6G<W RW /+0 D(

!

! %

"

/& "I

#

P'/

!

/& "G?5

*

I

!/

"

&H% "I

#

P'!

!

/& "G?5

*

I

!/

"

&H% "I

#

10X 16Y6=6A@6 S76 ZZ

!

+& %

"

&H% "I

# 双蒸水
OH* "I

# 模

板
/ "I

$

'(1

扩增条件)

3+ &

预变性
M& 8

# 按
3+ & /& 8

#

$& & !& 8

#

O! & M& 8

# 进行
%&

个循环$

!"&

标准曲线的建立

以重组质粒为标准品# 进行
/&

倍梯度稀释# 取
/&

*

[/&

&拷贝*
"I

!/质粒为模板# 用优化的实时荧光

定量
'(1

体系及程序进行检测# 同时设空白对照# 每个标准品及空白对照均为
M

个平行重复$ 以起始

M+*



第
!!

卷第
"

期

模板拷贝数为
!

轴! 循环阈值"

"

#

#值为
#

轴做回归曲线! 建立
$%&"

实时荧光定量
$%'

检测的标准曲线$

!"#

实时荧光定量
$%&

方法的重复性分析

对不同比例的标准品
()* +,

-

. +,

!和
+,

"拷贝%
!/

!+进行批间和批内重复性试验$ 样本有
!

个平行

重复&批内重复#! 分别进行
!

次重复&批间重复#$ 对所得
"

#

值的平均值' 标准差和变异系数进行分析$

!"'

敏感性和特异性分析

敏感性分析( 以不同梯度标准品为模板! 分析最低检出限! 比较常规
$%'

与实时荧光定量
$%'

的

敏感性差别$ 特异性分析( 用所建立的实时荧光定量
$%'

方法对已知阳性样品猪圆环病毒
"

&

$%&"

#!

猪细小病毒&

$$&

#! 猪瘟病毒&

%01&

#和猪蓝耳病毒&

$''0&

#病毒
()*

&或
2()*

#进行检测! 确定该方法

的特异性$

!"(

临床样本的检测

对采集的
!-

份临床样品进行检测$ 用试剂盒提取
()*

! 用上述建立的方法进行检测$

"

结果与分析

)"!

标准质粒的制备

以
$%&" ()*

为模板!

$%&"

全长引物
3'1""1

与
3'1""'

进行
$%'

扩增! 目的片段大小为
4," 56

! 连接到
678'3"59:;#

载体上! 并用载体上的酶切位点进行双酶切! 出现载体片段和

目的基因片段大小与预期一致! 表明重组质粒构建正确&图
+

#$

测序结果与目的片段序列也完全一致$ 抽提重组质粒! 并梯度

稀释为
+,

<

!

+,

4

!

+,

=

!

+,

>

!

+,

-

!

+,

!

!

+,

"

!

+,

+

!

+,

,拷贝%
!/

!+

?

个比例的质粒为标准模板$

)")

实时荧光定量
$%&

标准曲线的建立

以梯度稀释重组质粒为模板进行标准曲线的制作$ 根据

$%&"

扩增动力学曲线! 系统自动生成标准曲线! 拷贝数&

!

#与

循环阈值&

'

#

#之间的线性关系曲线表达式&图
"%

#为(

"

#

@!!A!< #

9B! C !>A?<

! 其斜率为
!!A!<

! 相关系数&

%

"

#为
+

! 表明该标准曲

线的线性度较好)

$%'

的扩增效率为
?4A=D

! 且表明实时荧光定

量
$%'

最低检测线为
+,

+ 拷贝%
!/

!+

$ 扩增曲线平滑&图
"*

#! 每

个样品之间间隔均匀! 阳性样品
"

#

值均在
!!

以下! 阴性对照样

品没有扩增! 最低检出限为
+,

+

! 因此! 可以认为
"

#

值为
!!

时

是阴性样品和阳性样品的临界值! 即
"

#

!!!

可判为阳性!

"

#

＞!!

判为阴性$ 溶解曲线分析可以反映扩

增产物的正确性! 是否有非特异性以及荧光信号是否由引物二聚体造成$ 本实验溶解曲线&图
"E

#特征

峰单一!

(

F

值&解链温度#在
<= $

左右! 表明是特异扩增$ 由此可以证明本研究建立的实时荧光定量

$%'

检测
$%&"

方法完全可信! 可用于后续实验分析$

)"*

实时荧光定量
$%&

方法的重复性分析

实验重复性是方法稳定性的标志$ 为了验证本研究建立的实时荧光定量
$%'

的重复性! 我们以不

同比例的标准品
()* +,

-

!

+,

!和
+,

"拷贝%
!/

!+进行批间重复性试验!

!

份模板的
!

次批内&表
"

#和批间

&表
!

#重复检测的
'

#

值误差均不到
,A>

! 变异系数均小于
"D

! 结果表明该方法具有较高的重复性$

)"+

特异性分析

$%'

扩增易出现假阳性! 会造成误检! 给生产带来负面效应$ 因此! 我们对本研究建立的实时荧光

定量
$%'

方法特异性进行分析! 结果表明&图
!

#( 经实时荧光定量
$%'

检测! 只有
$%&"

在
'

#

为
+<

左

右出现特异性扩增曲线! 而检测的猪细小病毒&

$$&

#! 猪瘟病毒&

%01&

#! 猪蓝耳病毒&

$''0&

#等样品

'

#

值均大于
!!

或无扩增! 被判定为阴性$ 以上结果证明( 本研究建立的实时荧光定量
$%'

检测
$%&"

的方法特异性高! 可以用于后续临床样品分析$

图
+ $%&"

基因克隆和重组质粒验证

1GB:HI + %9J;I JK $%&" L;M NIHGKG2L#GJ; JK

HI2JF5G;L;# 69LOFGM

于 静等( 猪圆环病毒
"

型实时荧光定量
$%'

检测方法的建立
!>?



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
%

月
!&

日浙 江 农 林 大 学 学 报

表
!

实时荧光定量
"#$

方法的批内重复

性实验结果

'()*+ ! ,+-+././0+ +1-+2/3+4.(* 2+56*.5 78 /4.2(!(55(9 78

2+(*!./3+ :;, 3+.<7=

拷贝数 重复
>

重复
!

重复
?

平均值 标准差
变异 系

数
@A

#&

!

!BCD! !BE$? !FEBG !BE%? &E%! >E%?

>&

?

!$E&? !GEB? !GED& !GEFB &E>D &E$G

>&

%

!!E$? !!EG% !!E?G !!EG> &E>% &E$%

表
%

实时荧光定量
"&$

方法的批间重复性实

验结果

'()*+ ? ,+-+././0+ +1-+2/3+4.(* 2+56*.5 /4.+2!(55(9 78 2+(*!./3+

:;, 3+.<7=

拷贝数 重复
>

重复
!

重复
?

平均值 标准差
变 异 系

数
@A

>&

!

!!EB? !!E$& !!E%> !!E$G &E!$ >E>$

>&

?

!$E%B !GEBB !GED$ !$E&F &E?D >E%?

>&

%

!BEB! !BE$B !BE&! !BEG% &E%D >EGF

'()

敏感性分析

敏感性对评价检测方法的灵敏性非常重要! 因此! 我们分析了普通
:;,

和实时荧光定量
:;,

这
!

种方法的敏感性" 结果发现# 普通
:;,

有扩增条带的模板浓度为
>&

%拷贝$
!H

">

! 而实时荧光定量
:;,

方法在模板比例为
>&

>拷贝$
!H

">

%图
%

&时有扩增! 也就表明实时荧光定量
:;,

检测
:;I!

的敏感性比普

通
:;,

的敏感性高
> &&&

倍" 以上结果表明# 本研究建立的实时荧光定量
:;,

检测
:;I!

的方法敏感

性高"

!(*

临床样本的检测

临床样品检测是技术推广的前提" 本研究从杭州周围猪场采集的
?%

份样品! 其中阳性病灶样品
?&

份! 阴性样品
%

份! 通过检测发现普通
:;,

检测方法符合率为
G&E&A

! 实时荧光定量
:;,

检测符合率

为
>&&A

%表
%

&! 且带病样品的拷贝数为
>&

>

J>&

%拷贝'
!H

">

" 以上结果表明# 本研究建立的实时荧光定量

:;,

检测
:;I!

方法比普通
:;,

方法灵敏度高! 能完全适合猪场疾病的检测! 且能够定量分析样品的

病毒量"

?

讨论

"

型猪圆环病毒可以引起断奶仔猪多系统衰竭综合征%

:KLM

&! 育肥猪皮炎与肾病综合征%

:NOM

&!

增生性坏死性肺炎%

:O:

&! 猪呼吸道综合征! 怀孕母猪的繁殖障碍( 新生仔猪的先天性震颤%

;'

&和新生

仔猪腹泻病等疾病)

!P >&">%

*

" 中国很多地方猪养殖场
:;I!

阳性率高达
>&&A

! 仔猪死亡率高达
?&A

" 目

图
!

实时荧光定量
:;,

标准曲线的建立

Q/R62+ ! N+0+*7-3+4. 78 5.(4=(2= S620+ 78 2+(*!./3+ :;, 3+.<7=

?

?$&



第
!!

卷第
"

期

前! 对
#$%"

引起疾病的诊断标准" 致病机理以及对病毒本身的防治研究还不清晰#

&'

$

%

#$%"

引起疾病

的预防主要通过注射疫苗! 但是免疫效果不理想%

#$%"

引起疾病的诊断主要采用临床症状" 病理剖解和实验室诊断等! 这些方法诊断结果准确! 但

耗时长" 工作量大! 实际生产中难以推广应用#

&(

$

% 此外! 这些方法对亚临床感染猪的诊断经常会遭遇困

难% 为了解决这些问题! 实验室开展了血清中和实验"

)*+,-

" 胶体金试纸和
#$.

等方法用于检测

#$%"

#

&/!"&

$

% 研究发现! 猪圆环病毒
""0$12")*+,-

抗体检测试剂盒在检测
#$%"

中具有成本低" 不需要

特殊仪器且能满足基层需要的优点#

&3

$

! 但是操作过程比较繁琐! 中间环节可能会带来污染% 而琼脂扩散

试验和圆环病毒抗体胶体金试纸条检测
#$%"

的方法! 虽然特异性" 稳定性" 符合率等都很高#

&/

$

! 但是

依然存在较高假阳性问题% 近年来! 实时荧光定量
#$.

方法在疾病检测方面的应用! 进一步提高了检

测的灵敏度! 缩短了检测时间%

本研究根据
#$%" !"#"

基因设计实时荧光定量
#$.

引物%

!"#"

编码病毒的核衣壳蛋白&

$12

'! 该

蛋白可引起感染猪产生高含量的抗体! 且在
"

个血清型&

#$%&

和
#$%"

'之间无交叉反应性! 是检测病

毒抗体水平的良好抗原 #

""

$

% 因此!

!"#"

也成为
#$.

鉴别
#$%"

的重要基因 #

4

$

% 郭慧娟等 #

"!

$根据
!"#"

设计
$%&516

实时荧光定量
#$.

引物! 建立了
#$%"

检测方法! 其灵敏度高达到
78'! # &9

"拷贝(
!*

!&

!

而曹伟伟等#

&(

$

$%&516

实时荧光定量
#$.

方法的最低检测限度为
'89(

拷贝(
!*

!&

% 而
,:;. <=>>6 + .>1?"

@AB> #$.

检测方法的灵敏度基本在
&9C&99

拷贝(
!*

!&

! 比普通
#$.

检测方法检测灵敏度提高
&99C& 999

倍#

"7!"'

$

%

本研究建立的实时荧光定量
#$.

检测
#$%"

的方法能够对处于亚临床状态猪进行检测! 可以为该

病的治疗抢得宝贵时间% 本研究建立的实时荧光定量
#$.

方法与普通
#$.

相比! 灵敏度提高了
& 999

倍! 和已报道实时荧光定量
#$.

#

&(D "!D "'!"(

$检测
#$%"

的灵敏度相似% 总体来说! 实时荧光定量
#$.

方法

检测费用较高! 所需仪器和操作环境要求较高% 但是! 本研究建立的实时荧光定量
#$.

检测
#$%"

的

方法重复性和特异性高! 不会造成错诊! 会大大减少因病毒蔓延导致的猪场经济损失% 此外! 本研究建

立的实时荧光定量
#$.

还可以对
#$%"

进行准确定量! 对感病猪的早期诊断和猪场分类防治管理提供

了重要的依据%

图
!

特异性实验结果

EAFG=> ! .>HG?@ IJ H2>KAJAK 161?LHAH

图
7

敏感性实验结果

EAFG=> 7 .>HG?@H IJ H>6HA@AMA@L 161?LHAH

表
!

临床样品检测结果

N1O?> 7 -61?LHAH IJ K?A6AK1? H1B2?>H

样品来源 阳性样品 阴性样品
普通

#$.

实时荧光定量
#$.

阳性数&阴性' 符合率
PQ

阳性数&阴性' 符合率
PQ

国茂
&4 9 /

&

&"

'

!(83 &4

&

9

'

&99

国正
&& 7 (

&

4

'

((8/ &&

&

7

'

&99

总计
!9 7 &!

&

"&

'

'989 !9

&

7

'

&99

%

于 静等) 猪圆环病毒
"

型实时荧光定量
#$.

检测方法的建立
!(&
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