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猪伪狂犬病毒实时荧光定量 ＰＣＲ检测方法
的建立及初步应用
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　　摘要：为建立一种快速、特异、鉴别诊断猪伪狂犬病毒野毒感染与疫苗免疫株，参考ＧｅｎＢａｎｋ上公布的猪伪狂犬病
毒ｇＥ基因序列设计了１对引物，以猪伪狂犬病毒核酸作为模板，ＰＣＲ方法将扩增得到的核酸序列克隆到ＰＥＧＭ－１８Ｔ
载体上，将克隆载体转化到ＤＨ５α感受态细胞中，测序鉴定阳性重组质粒作为标准品建立猪伪狂犬病毒荧光定量ＰＣＲ
检测方法。结果表明，本研究所建立的猪伪狂犬病毒荧光定量 ＰＣＲ方法检测灵敏度可达１０拷贝，与蓝耳病毒、猪细
小病毒、猪瘟病毒、猪圆环病毒不发生交叉反应，具有良好的特异性和可重复性。此外，对３３份疑似猪伪狂犬病料也
作了检测，结果表明，２份病料均为阳性。本研究建立的猪伪狂犬病毒实时荧光定量ＰＣＲ检测方法具有灵敏度高、特
异性强、重复性好、不发生交叉反应等优点，可用于日常猪伪狂犬病毒野毒感染与疫苗免疫株的鉴别诊断。
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　　猪伪狂犬病（ＰＲＶ）是由称猪疱疹病毒感染引起的一种
高度接触性、传染性疾病。猪是本病的传染源及自然宿主，本

病的暴发常可引起妊娠母猪的流产率增高、仔猪的神经症状、

公猪因睾丸炎丧失种用价值以及成年猪的呼吸系统疾病，每

年给我国养猪业造成严重的经济损失［１－３］。任何年龄段的猪

感染ＰＲＶ后均能形成潜伏感染，感染 ＰＲＶ的猪终身带毒。
在一定条件下ＰＲＶ病毒可以被激活，引起隐性猪的复发性感
染和散毒。因此，及时地诊断ＰＲＶ是预防和控制该病的有效
手段。在病原学诊断方法中，荧光定量ＰＣＲ方法具有灵敏度
高、特异性强、快速高通量等优点，广泛应用于多种动物疫病

的诊断［４］。本研究根据ＰＲＶ病毒核酸设计了１对特异性引
物，建立了一种快速鉴别诊断 ＰＲＶ病毒的荧光定量 ＰＣＲ方

法，为河南省漯河市猪伪狂犬病的早期鉴别诊断和病毒分离

提供了一种快速检测和定性的方法，为后续猪伪狂犬病的净

化提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病料采集　漯河市问十乡一散养户母猪存栏量２４
头，其中初产母猪８头，经产母猪１６头。２０１６年１１月１５日
夜里该养猪场１头经产母猪产仔１５头，２ｄ晚上有４头仔猪
表现体温升高、食欲不振、精神萎靡、站立不稳等症状，３ｄ早
上有５头仔猪相继死亡，另有５头仔猪相继发病并出现相似
的临床症状，１头仔猪表现为典型的猪伪狂犬病临床症状，犬
卧姿势、原地转圈运动、叫声嘶哑，随后体温下降很快死亡。

根据临床症状和剖检结果判定为疑似猪伪狂犬病，对发病和

死亡的仔猪进行无菌采血，并采集心脏、肝脏、肾脏、脑、脾脏

等组织进行充分研磨，用于ＰＲＶ病毒的鉴定。
１．１．２　毒株、试剂及仪器设备　本研究所用猪伪狂犬病毒细
胞培养物，由河南省疫控中心赠送；猪伪狂犬病毒 ｇＥ、ｇＢ抗
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体检测试剂盒，购于美国 ＩＤＥＸ公司；猪伪狂犬病毒 ｇＥ基因
实时荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒，购自上海之江生物科技股份
有限公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料、ＰＭＤ－１８Ｔ载体、ＤＨ５α，均
购自ＴａＫａＲａ；２×ＴａｑＭｉｘ、质粒提取试剂盒，均购自天根生化
科技（北京）有限公司，１４ｍＬ摇菌管，购自美国ＢＤ公司。
１．１．３　仪器设备　酶标仪购自美国宝特公司，超低温冰箱购
自中科美菱，电热恒温水浴锅购自上海树立仪器仪表公司，

ＰＣＲ仪、电泳仪均购自美国伯乐，荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国
热电公司，凝胶成像分析系统购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司，
台式高速冷冻离心机购自德国艾本德股份公司（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
ＡＧ），掌上离心机购自美国赛洛捷克，生物安全柜购自上海
力申。

１．１．４　引物设计及合成　从 ＮＣＢＩ上下载７个猪伪狂犬病
毒保守基因ｇＥ基因核酸序列，用 ＤＮＡＭＡＮ软件将以上７种
序列进行比对，寻找突变率较低的区域用 Ｐｒｉｍｅｒ３在线软件
进行引物设计，用Ｏｌｉｇｏ６对设计的多对引物进行评价，最终
选择１对最优的引物作为本次荧光定量 ＰＣＲ方法建立所用
引物（表１）。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物

引物
引物序列

（５′→３′）
基因

产物大小

（ｂｐ）

ｇＥ－Ｆ ５′－ＣＴＴＣＣＡＣＴＣＧＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴ－３′ ｇＥ １６５
ｇＥ－Ｒ ５′－ＴＡＧＡＴＧＣＡＧＧＧＣＴＣＧＴＡＣＡＣ－３′

１．２　方法
１．２．１　ＰＲＶｇＥ抗体检测结果的判定　将无菌采集的６份猪
血清用ＰＲＶｇＥ／ｇＢ抗体检测试剂盒进行检测，结果判定依据
试剂盒说明书：Ｓ／Ｎ值≤０．５判为抗体阳性；０．５＜Ｓ／Ｎ≤０．６
判为可疑；Ｓ／Ｎ≥０．６判为阴性。
１．２．２　ＰＭＤ－ｇＥ质粒的构建　以 ＰＲＶ全毒为模板，采用
“１．１．５”节的引物进行扩增，反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ预变性；
９５℃２０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃２０ｓ，３０个循环；最后７２℃ 延伸
１０ｍｉｎ。反应结束后将ＰＣＲ产物进行电泳和切胶回收，将回
收产物与ＰＭＤ１８－Ｔ载体连接 ２ｈ并全部转入 ＤＨ５α细胞
中，加入无氨苄抗性的ＬＢ液体培养基，１８０ｒ／ｍｉｎ摇菌１ｈ，取
１００μＬ涂布到含有氨苄抗性的ＬＢ固体培养基上，３７℃温箱
过夜，挑取阳性单克隆菌落用 ＰＣＲ方法鉴定，并将鉴定为阳
性的质粒送测序。将测序正确的质粒作为荧光定量 ＰＣＲ的
重组质粒标准品，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ测定质粒浓度并计算拷贝数，
拷贝数＝质粒浓度×６．０２×１０２３／（６６０×质粒总长度）。
１．２．３　荧光定量ＰＣＲ方法的建立和条件的优化　荧光定量
ＰＣＲ反应体系的组成：２×Ｍｉｘ１２．５μＬ，ＰＲＶ上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２．０μＬ，无菌蒸馏水６．５μＬ，ＤＮＡ２．０μＬ。
反应条件为：９５℃５ｍｉｎ预变性；９５℃２０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃
２０ｓ，３０个循环；最后７２℃ 总延伸１０ｍｉｎ。根据以上反应条
件，以 ＰＲＶ病毒株为模板，分别对引物浓度范围（２．５～
１５．０μｍｏｌ／Ｌ）和退火温度（５２～６０℃）进行优化。
１．２．４　标准曲线的建立　将构建的ＰＲＶ阳性质粒用无菌蒸
馏水先稀释至１×１０８，再１０倍系列稀释７个梯度，并且以每
个稀释度的稀释液为模板，进行荧光定量 ＰＣＲ反应，反应条
件按照优化好的条件进行。

１．２．５　荧光定量ＰＣＲ特异性检测　将笔者所在实验室购买

的猪瘟、猪蓝耳、猪圆环、口蹄疫病毒核酸连同猪伪狂犬病毒

核酸，采用本研究所建立的诊断方法一同检测，以验证该方法

的特异性。

１．２．６　重复性试验　分别取 １×１０６、１×１０４、１×１０２拷
贝／μＬ质粒进行３次批内和批间的重复试验，计算本方法的
变异系数，判定本检测方法是否可重复。

１．２．７　临床样本的检测　采用本研究所建立的ＰＲＶ荧光定
量ＰＣＲ方法对６份猪伪狂犬病疑似病例进行检测，所得结果
与ＰＲＶ检测试剂盒进行对比，判定该方法是否能够用于临床
样本的检测。

２　结果与分析

２．１　ＰＲＶｇＥ／ｇＢ抗体检测结果
本试验将采集的６份仔猪血清做猪伪狂犬病毒抗体水平

检测，检测结果见表２。由表２可知，发病猪场仔猪猪伪狂犬
病ｇＢ抗体阳性数为０，ｇＥ抗体阳性数为６个。

表２　抗体检测结果

抗体 检测个数（个） 阳性个数（个） 阳性率（％）
ｇＢ ６ ０ ０
ｇＥ ６ ６ １００

２．２　引物扩增结果
使用设计好的引物，以 ＰＲＶ全病毒进行扩增，获得约

２００ｂｐ的核酸条带（图１），与预期结果相符合。

２．３　ＰＭＤ１８－Ｔ－ｇＥ阳性克隆的鉴定
用设计的引物对克隆的载体进行阳性鉴定，结果见图２。

由图２可知，该引物成功克隆出约２００ｂｐ条带，与预期结果
一致。将ＰＣＲ鉴定阳性的样品进行测序，测序结果正确。
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２．４　荧光定量ＰＣＲ反应条件的确定
为选择最优的荧光定量ＰＣＲ反应条件，本研究同时设立

在不同引物浓度和退火温度的条件下进行扩增，结果见图３。
由图３可知，当引物浓度为０．０２μｍｏｌ／Ｌ、退火温度为５８℃
时，电泳核酸条带丰度最好，无非特异扩增。

２．５　荧光定量ＰＣＲ标准曲线的建立
用含有目的片段质粒作为标准品，将标准品浓度为

１０９拷贝／μＬ的质粒进行１０倍稀释８个梯度，每个稀释度的
质粒作为模板进行荧光ＰＣＲ扩增。由图４、图５可知，每个稀
释度的扩增曲线之间的距离均匀，标准曲线相关系数为

３４２，Ｒ２值为０．９９８，扩增效率为１０２．４２６，每个稀释度的３个
重复之间的标准差为０．２４３，说明定量结果精密度高、重复性
好，本研究所建立的标准曲线参数优越于标准的规定，可用于

猪伪狂犬病的定量检测。

２．６　荧光定量ＰＣＲ方法的特异性和准确性
本研究将猪瘟、猪蓝耳、猪圆环、口蹄疫和猪伪狂犬病毒

核酸作为模板进行荧光 ＰＣＲ扩增，结果显示，除了猪伪狂犬
病毒外，其余病毒的扩增曲线均为直线且在基线以下，猪伪狂

犬病毒的扩增曲线为典型的 Ｓ形（图６、图７）。说明本研究
所建立的荧光ＰＣＲ检测方法具有良好的特异性和准确性。
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２．７　荧光ＰＣＲ检测方法的重复性和稳定性
分别抽取１×１０６、１×１０４、１×１０２拷贝／μＬ质粒进行３次

批内和批间的重复试验，由表３可知，每个梯度的最终实测值
数量级不变，常数在０．９９～１．０１之间，对应的ＣＴｓｄ值和变异
系数见表３，同一批次３个浓度梯度３次重复试验的 ＣＴ值变
异系数＜５％，说明本研究所建立的荧光 ＰＣＲ检测方法重复
性好、稳定性高。

表３　荧光定量ＰＣＲ批内和批间差异

拷贝数

（拷贝／μＬ）
批内 批间

ＣＴ（个） ＣＶ（％） ＣＴ（个） ＣＶ（％）
４．３５×１０６ １５．１４８ １．９８ １５．８７６ １．９８

４．３５×１０４ １８．１９７ ２．０１ １８．８８６ １．３０

４．３５×１０２ ２１．３２８ ０．６７ ２１．６９１ １．３２

２．８　荧光ＰＣＲ检测方法的灵敏度
由图８可知，扩增曲线各个稀释度间距均匀，线性范围在

１００～１０９拷贝／μＬ，所建立的标准曲线斜率为－３．２４３，标准曲
线的Ｒ２为０．９９８，扩增效率为１０２．４２６，当标准品的稀释度达
到１×１０１拷贝／μＬ时认可以看到明显的扩增曲线，对应的ＣＴ
为２．４６个，当标准品的稀释度达到１×１００拷贝／μＬ时，仍有
扩增曲线，ＣＴ为３５．４３个，拷贝数为２１５８拷贝，已超出可信
范围，所以本研究所建立的荧光ＰＣＲ检测方法最低检测范围
为１０拷贝／μＬ。

２．９　荧光ＰＣＲ检测方法的应用
本研究用所建立的荧光 ＰＣＲ检测方法对将从门诊和猪

场采集的３５份疑似猪伪狂犬病病料进行检测。其中标准品
扩增曲线的斜率为－３．１８，Ｒ２为０．９９６，扩增效率为１０１２７３。
对检测结果进行分析发现，有２份样品的ＣＴ和拷贝数均在检
测限内，判定为阳性，其他３３份样品的 ＣＴ超出检测限，或者
拷贝数小于１０拷贝，或者两者均在检测限外，判定为阴性。
与此同时，笔者用上海之江和洛阳莱普生公司生产的试剂盒

作对比，发现三者之间的符合率达到１００％。

３　讨论与结论

实时荧光定量ＰＣＲ技术是在传统 ＰＣＲ技术的基础上发
展起来的一种灵敏度高、特异性强、反应时间短、定量准确的

检测技术，它克服传统 ＰＣＲ假阳性高和定量不准确等缺点，
已成为病原学检测中重要的方法［５－６］。本研究所建立的荧光

ＰＣＲ检测方法能够实现对猪伪狂犬病毒的定量检测。相关
研究表明，荧光定量ＰＣＲ扩增产物多在１００～２００ｂｐ，一般不
超过３００ｂｐ［７］，本研究设计的引物扩增片段大小为１６５ｂｐ，扩
增片段适中，有利于提高该检测方法的效率。本研究所建立

的荧光ＰＣＲ方法以构建的重组质粒为标准品，将标准品进行
梯度稀释，每个梯度间的间距均匀，标准曲线Ｒ２值均在０．９９
以上，扩增效率在９０％～１１０％之间，说明所测结果的准确性
较高。此外，对建立的荧光检测方法进行灵敏性、特异性和重

复性试验，结果显示，本研究建立的检测方法灵敏度可以达到

１０拷贝／μＬ；对猪瘟、猪蓝耳、猪圆环、口蹄疫等病毒均无交叉
反应现象，充分证明了该检测方法具有良好的特异性；不同稀

释度的模板进行批内和批间试验，其ＣＴ值变异系数均不超过
５％，说明其重复性比较好。用本研究建立的荧光 ＰＣＲ检测
方法和购买的２个商家试剂盒对临床３５份样本同时进行检
测，发现３种检测结果的符合率为１００％。本研究所建立的
猪伪狂犬病荧光定量 ＰＣＲ方法为规模化猪场猪伪狂犬病的
快速检测奠定了基础，为笔者所在实验室病原学检测标准的

制定提供了参考依据。

参考文献：

［１］ＬｉｕＨ，ＬｉＸＴ，ＨｕＢ，ｅｔａｌ．Ｏｕｔｂｒｅａｋｏｆｓｅｖｅｒｅｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｐｉｇ－ｏｆｆａｌ－ｆｅｄｆａｒｍｅｄｍｉｎｋｉｎＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ
［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２０１７，１６２（３）：８６３－８６６．

［２］ＷｕＣＹ，ＷｕＣＷ，ＬｉａｏＣＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＥｉｎｙｅａｓｔａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎａｎ
ｉｎｄｉｒｅｃｔｓａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，
１２３（３）：５９４－６０１．

［３］华利忠，刘剑锋，冯志新，等．猪伪狂犬病病毒新流行变异毒株的
研究进展［Ｊ］．江苏农业学报，２０１７，３３（２）：４７６－４８０．

［４］龚双燕，李小瞡，李幽幽，等．猪传染性胃肠炎病毒ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅡ
荧光定量ＰＣＲ检测方法的建立及在初乳检测上的应用［Ｊ］．江
苏农业学报，２０１７，３３（５）：１０７６－１０８１．

［５］ＫｏｎｇＸＤ，ＬｉＬ，ＳｕｎＬ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｎｅｕｐｌｏｉｄｙｕｓｉｎｇ
ｓｅｇｍｅｎｔａｌｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＰＣＲ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，
２０１４，９（３）：ｅ８８９３２．

［６］ＦｅｉＢＹ，ＬｖＨＸ，ＺｈｅｎｇＷ Ｈ．ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｏｆ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
ｆｒｏｍＣｒｏｈｎｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＢｒａｚｉｌｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃａｌａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，４７（２）：１６６－１７０．

［７］ＬｅｉｆｅｒＩ，ＢｌｏｍｅＳ，ＢｅｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｈｉｇｈｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅ
ｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｔｈｅ５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＶｉｒｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１１，１７１（１）：３１４－３１７．

—３５—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第７期


