
书书书

俞正玉，逄凤娇，孙　冰，等．猪流行性腹泻病毒变异株ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１）：１１６－１１８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０１．０３１

猪流行性腹泻病毒变异株 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立
俞正玉，逄凤娇，孙　冰，徐向伟，茅爱华，郭容利，范宝超，杜露平，温立斌，倪艳秀，何孔旺，李　彬
（江苏省农业科学院兽医研究所／国家兽用生物制品工程技术研究中心／农业部兽用生物制品工程技术重点实验室，江苏南京 ２１００１４）

　　摘要：猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）可引起猪呕吐、腹泻和脱水，各年龄段的猪均可发
病，而哺乳仔猪发病和死亡最为严重。２０１０年末发生的仔猪腹泻综合征的主要病原为ＰＥＤＶ变异株。根据 ＰＥＤＶ变
异株Ｓ基因发生碱基缺失和插入的特征设计并合成了１对特异性引物，首次建立了ＰＥＤＶ变异株的ＲＴ－ＰＣＲ检测方
法。结果表明，所建立的ＰＣＲ检测方法特异性强，不和ＰＥＤＶ经典毒株反应，也不与其他动物病原反应；敏感性较高，
最低可检测１０－３ｎｇ／μＬ，且重复性较好。用该方法对２０１３—２０１４年我国华东地区猪场的３１８份临床样品进行检测，
结果发现１０９份样品（３４．３％）为ＰＥＤＶ变异株阳性，表明我国腹泻猪群中ＰＥＤＶ变异株感染较为普遍。本研究建立
的ＰＣＲ方法可以作为ＰＥＤＶ变异株在临床上的一种鉴别诊断技术。
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　　猪流行性腹泻病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｅｐｉｄｅｍｉｃｄｉａｈｏｒｒｅａｖｉｒｕｓ，
ＰＥＤＶ）是引起猪呕吐、腹泻和脱水为主要临床症状特征的猪
肠道传染病病原，哺乳仔猪、架子猪或育肥猪等各年龄段均可

发病，但哺乳仔猪中的感染率最高［１－２］。该病多发生在冬春

寒冷季节，以１２月至次年２月为高发季节［３］。

２０１０年冬季至２０１１年春季全国各地猪场的猪群中先后
发生严重的传染性腹泻疾病，发病突然，传播较快，流行范围

广，流行时间长，应用各种抗生素防治无效，发病率约８０％，
死亡率高达５０％～８５％，造成重大的经济损失［４－５］。经研究

表明，猪流行性腹泻病毒变异株是此次疫情的元凶。变异株

与原来毒株ＰＥＤＶ经典毒株 ＣＶ７７７（ＡＦ３５３５１１．１）的基因组
同源性在９７％左右，变异最大的为 Ｓ基因，同源性在９４％以
下，且存在氨基酸发生缺失和插入的序列特征。此前，我国尚

无ＰＥＤＶ变异株的特异检测技术，目前的常规 ＲＴ－ＰＣＲ技术
不能区分 ＰＥＤＶ经典毒株和变异株［６－８］，只能依靠序列测定

和分析来确诊，操作繁杂、耗时长、成本较高。因此，本试验根

据猪流行性腹泻病毒变异株Ｓ基因发生核苷酸缺失和插入的
特征，设计并合成检测引物，采用 ＲＴ－ＰＣＲ方法扩增 ＰＥＤＶ
变异株的部分 Ｓ基因，而不与 ＰＥＤＶ经典毒株反应，从而特
异、敏感、省时、省力地检测出ＰＥＤＶ变异株，为ＰＥＤＶ的检测
提供工具，对防控猪流行性腹泻病具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　病毒株
猪流行性腹泻病毒变异株 ＡＨ２０１２、猪流行性腹泻病毒

经典株ＣＶ７７７、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪传染
性胃肠炎（ＴＧＥＶ）、猪轮状病毒（ＰｏＲＶ）均由江苏省农业科学
院兽医研究所分离并保存。

１．２　主要试剂与仪器
核酸（ＲＮＡ／ＤＮＡ）提取试剂盒购自北京天恩泽基因科技

有限公司，ＲＴ－ＰＣＲＭｉｘ反转录试剂盒购自北京全式金生物
技术有限公司，ｄＮＴＰ、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｅｒ、ｐＭＤ１８－Ｔ载体等
购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．３　引物的设计和合成
根据猪流行性腹泻病毒变异株 ＡＨ２０１２Ｓ基因的核苷酸

序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物，经过大量筛选得到如下引物
序 列：正 向 引 物 （ＰＥＤＶ － ＶＦ） 序 列 为 ５′－
ＴＴＧＧＴＧＡＡＡＡＣＣＡＧＧＧＴＧＴＣ－３′，反向引物（ＰＥＤＶ－ＶＲ）序
列为５′－ＣＡＡＣＡＣＴＡＴＧＴＴＣＡＣＴＣＡ－３′。
１．４　病毒核酸的提取

按照核酸（ＲＮＡ／ＤＮＡ）提取试剂盒说明书进行病毒核酸
的提取。

１．５　ＲＴ反应
在２０μＬ反应体系中加入４．７５μＬＤＥＰＣ处理水，６μＬ

总 ＲＮＡ，１μＬＰＥＤＶ －ＶＲ（２０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬｄＮＴＰ
（１０μｍｏｌ／Ｌ），混匀后于６５℃保持５ｍｉｎ，迅速转移到冰上骤
冷５ｍｉｎ；然后向反应管中加入２μＬＤＴＴ（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）、４μＬ
５×反转录缓冲液、１μＬＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ）、０．２５μＬ
反转录酶（２００Ｕ／μＬ），４２℃反应５０ｍｉｎ；７２℃１５ｍｉｎ灭活反
转录酶后获得反转录产物ｃＤＮＡ。
１．６　ＰＣＲ扩增

在５０．０μＬ的反应体系中加入３０．５μＬＤＥＰＣ处理水、
２０μＬｃＤＮＡ、２．０μＬＰＥＤＶ－ＶＦ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、２．０μＬ
ＰＥＤＶ－ＶＲ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、５．０μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液、８．０μＬ
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．５μＬＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）。ＰＣＲ的
反应参数为９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，
共３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。对扩增产物进行琼脂糖凝胶
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电泳，并观察结果。

１．７　特异性试验
以ＰＥＤＶ变异株、ＰＥＤＶ经典毒株、ＰＲＲＳＶ、ＴＧＥＶ、ＰＲＶ

病毒ＲＮＡ反转录成的 ｃＤＮＡ为模板。取等量的模板进行
ＰＣＲ扩增，同时做阴性对照，观察琼脂糖凝胶电泳情况。
１．８　敏感性试验

在２０μＬ反转录体系中，加１μＬ连续１０倍稀释后的总
ＲＮＡ。按照本试验建立的方法，在ＰＣＲ反应体系中加入２μＬ
的ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增，观察琼脂糖凝胶电泳情况。
１．９　重复性试验

用所建立的ＲＴ－ＰＣＲ方法对６份不同的 ＰＥＤＶ变异株
阳性病料样品分别进行３次重复性试验，检测该方法的重复
性和稳定性。

１．１０　临床样品检测
２０１３年自华东多地猪场中采集腹泻发病猪肠道及粪便

样品共３１８份，提取样品 ＲＮＡ，用本研究所建立的 ＲＴ－ＰＣＲ
方法检测各份样品ＲＮＡ中是否含有 ＰＥＤＶ变异株核酸。检
测中使用ＰＥＤＶ变异株作为阳性对照。
１．１１　ＲＴ－ＰＣＲ方法的可靠性检测

将ＰＥＤＶ变异株阳性的 ＰＣＲ产物进行克隆、测序，序列
比对后验证ＰＣＲ的可靠性。

２　结果与分析

２．１　ＲＴ－ＰＣＲ结果
以猪流行性腹泻病毒变异株提取的总ＲＮＡ为模板，用设计

的引物进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，检测到长度为３２７ｂｐ的ＤＮＡ片段。
２．２　特异性试验

对ＰＥＤＶ经典毒株 ＣＶ７７７、猪传染性胃肠炎（ＴＧＥＶ）、猪
轮状病毒（ＰｏＲＶ）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）进行
特异性检测，仅 ＰＥＤＶ变异株中可检测出长度为 ３２７ｂｐ的
ＤＮＡ片段，ＰＥＤＶ经典毒株及其他可能引起猪腹泻的病毒和
健康猪材料中均未检测出（图１）。

２．３　敏感性试验
将提取的阳性 ＲＮＡ以 １０倍系列稀释，反转录后进行

ＰＣＲ，结果（图２）表明，ＲＴ－ＰＣＲ最低可检测出１０－３ｎｇ／μＬ
的ＰＥＤＶ样品。
２．４　重复性试验

ＰＥＤＶ变异株的６次ＰＣＲ扩增的条带大小均约 ３３０ｂｐ，
表明该方法具有良好的重复性。

２．５　临床样品检测
　　对我国华东地区采集的３１８份临床腹泻发病猪的样品进

行ＲＴ－ＰＣＲ检测，其中 ＰＥＤＶ变异株阳性共有１０９份，阳性
率为３４．３％。结果表明，近年华东地区猪腹泻病发病中，
ＰＥＤＶ变异株的感染率较高，应当引起足够重视。
２．６　ＲＴ－ＰＣＲ方法的可靠性检测

将临床上检测的ＰＥＤＶ变异株阳性１０份 ＰＣＲ产物进行
克隆、测序，经过序列测定后发现所测序列与 ＰＥＤＶ变异株
ＡＨ２０１２株的同源性在９９．５％以上，证实所建立的 ＲＴ－ＰＣＲ
方法确实能够检测ＰＥＤＶ变异毒株。

３　讨论

ＰＥＤＶ属冠状病毒，主要破坏小肠茸毛，从而减小营养吸
收的面积，并导致体液流失，引起脱水［１－２］。正常情况下，易

感猪群遭病毒侵入２～３周内即可产生很强的免疫，病毒就会
从猪群消失［１－２］。易感猪群初次接触病原时会爆发急性腹

泻，这种情况下各种猪群的发病率可达１００％，有的表现为轻
微的腹泻，有的则呈现水样下痢，哺乳仔猪尤为严重。在规模

化猪场当中，母猪群会存在反复性的感染，而没有母源抗体保

护的仔猪会出现散发的临床症状。母猪具体表现为腹泻，可

能有较微的牛粪样稀粪，也可能呈水样下痢；仔猪主要表现为

腹泻、脱水，死亡率可能会很高，尤其是＜１０日龄的哺乳仔猪
最为严重；断奶猪与生长猪主要症状为急性水样下痢，发病率

可能很高，但死亡率通常较低［９］。

ＰＥＤＶ是目前临床上猪病毒性腹泻的主要病原［１０］，而

ＰＥＤＶ变异株是２０１０年我国爆发的大规模猪群腹泻疫情的
主要毒株，其与ＰＥＤＶ经典毒株的同源性较高，且由于猪病毒
性腹泻与猪传染性胃肠炎（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ＴＧＥ）在
流行病学、临床症状、病理剖检等变化上非常相似，在快速诊断

方面有一定的困难，尚需结合试验室诊断方法进行确诊。目

前，主要的实验室诊断方法有免疫电镜法（ＩＥＭ）、免疫荧光法
（ＩＦ）、微量血清中和试验、ＥＬＩＳＡ法、ＲＴ－ＰＣＲ法等［９，１１］。而

ＲＴ－ＰＣＲ方法是目前诊断ＰＥＤＶ最敏感、特异的方法［９，１１］。

本试验中，根据变异株 ＡＨ２０１２等 Ｓ基因发生缺失和插
入的序列特征，设计合成引物。以样品总 ＲＮＡ为模板，利用
核苷酸序列为ＳＥＱＩＤＮＯ．２的引物 ＰＥＤＶ－ＶＲ进行反转录
反应（ＲＴ）合成ｃＤＮＡ。以合成的 ｃＤＮＡ为模板，利用核苷酸
序列为ＳＥＱＩＤＮＯ．１的引物 ＰＥＤＶ－ＶＦ和核苷酸序列为
ＳＥＱＩＤＮＯ．２的引物ＰＥＤＶ－ＶＲ进行ＰＣＲ扩增，反应结束后
根据特异性扩增ＤＮＡ片段的位置判定猪流行性腹泻病毒变
异株的存在。该ＲＴ－ＰＣＲ方法解决了目前其他ＰＣＲ方法不
能解决的问题，从而特异、敏感、省时、省力、低成本地检测出

猪流行性腹泻病毒变异株。因此，该技术可对猪流行性腹泻

病毒变异株的诊断和监测起到重要作用。本试验中使用该
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ＲＴ－ＰＣＲ方法对华东地区３１８份临床腹泻发病猪病料进行
检测，发现其中 １０９份为 ＰＥＤＶ变异株阳性，阳性率达
３４３％，可见今年我国猪群腹泻发病的病因中，ＰＥＤＶ变异株
的感染仍是值得关注的问题。
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一测多评法测定金银花中咖啡酰奎尼酸类

化学成分的含量

徐玉平，蒋向辉，王　翔
（凯里学院化学与材料工程学院，贵州凯里５５６０１１）

　　摘要：建立金银花中４种绿原酸类成分的一测多评法（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅ－ｍａｒｋｅｒ，
简称ＱＡＭＳ），验证该方法在金银花质量评价中应用的准确性及可行性。以绿原酸为内标，分别建立绿原酸、果酸、隐
绿原酸、异绿原酸Ａ、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ｃ的相对校正因子，计算金银花中果酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸
Ｂ、异绿原酸Ｃ的含量，实现一测多评。对金银花样品同时采用外标法与一测多评法测定金银花中６种咖啡酰奎尼酸
成分的含量，并比较计算值与实测值的差异，以验证一测多评法在测定中的科学性与可行性。结果表明，各相对校正

因子重复性良好，一测多评法测定结果与外标法测定结果进行ｔ检验所得的Ｐ值均大于０．０５，表明２种测定方法得到
的含量之间无显著差异。以绿原酸为内标同时测定果酸、隐绿原酸、异绿原酸Ａ、异绿原酸Ｂ与异绿原酸Ｃ的一测多
评法可用于金银花的定量分析。
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　　金银花别称忍冬（Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ），是忍冬科忍冬属药 用植物［１］。金银花作为一种常用中药，已有上千年的使用历

史。长期以来，绿原酸与木犀草苷的含量被作为评价金银花

质量的标志性成分，而近年来的研究发现，金银花中富含有机

酸、黄酮、挥发油等多种生物活性成分［２］，因此，找到更多的

能全面反映金银花质量的活性成分很有必要。金银花的花蕾

与叶片中富含咖啡酰奎尼酸，咖啡酰奎尼酸是奎尼酸与咖啡

酸形成的酯，由于咖啡酸的数目与位置不同，咖啡酰奎尼酸包

括绿原酸、果酸、隐绿原酸、异绿原酸 Ａ、异绿原酸 Ｂ、异绿原
酸Ｃ等６种不同单体［３］。咖啡酰奎尼酸有清热、解毒等功

效［４－５］，被广泛应用于医疗保健、食品和化妆品行业中［６－７］。

近年来，已有采用外标法同时测定金银花中绿原酸、果

酸、隐绿原酸、异绿原酸Ａ、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ｃ等成分含
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