
书书书

吕玉金，吴凤笋，刘胜利，等．猪日本乙型脑炎及猪细小病毒复合ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（１９）：１７６－１７９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．１９．０４２

猪日本乙型脑炎及猪细小病毒

复合 ＰＣＲ检测方法的建立
吕玉金１，２，吴凤笋１，２，刘胜利３，李文刚１，２

（１．河南牧业经济学院动物医学院，河南郑州４５００４６；２．河南省猪病防控工程技术研究中心，河南郑州 ４５００４６；
３．河南农业大学，河南郑州４５００４６）
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ＪＥＶ复合ＰＣＲ检测方法，可扩增出预期的２３８ｂｐ和１５２ｂｐ特异性片段。该方法敏感性高、稳定性好、特异性强，临床
样品检测结果与单项ＰＣＲ检测结果符合率１００％，该方法适合ＪＥＶ和ＰＰＶ的联合检测和鉴别诊断。
　　关键词：猪；日本乙型脑炎病毒；细小病毒；复合ＰＣＲ
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）１９－０１７６－０３

收稿日期：２０１８－０７－２０
基金项目：河南牧业经济学院预防兽医学重点学科建设项目（编号：

ＭＸＫ２０１６１０２）。
作者简介：吕玉金（１９８４—），女，河南商丘人，硕士，讲师，主要从事动
物传染病发病机理及防制研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２７２１６６７６０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：李文刚，博士，教授，主要从事动物传染病防控研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｅｎｇａｎｇ－ｌｉ＠１２６．ｃｏｍ。

　　随着我国养猪业的发展，猪病呈现多病原混合感染或继
发 感 染 的 现 象［１］。流 行 性 日 本 乙 型 脑 炎 （Ｊａｐａｎ
ｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ＪＥ）又叫日本乙型脑炎，简称乙脑，是由日本
乙型脑炎病毒（ＪＥＶ）引起的一种重要的人兽共患传染病，猪
群最易感，妊娠母猪主要表现为流产、高热、死胎和木乃伊胎，

公猪表现为睾丸炎，被世界卫生组织列为需要重点控制的传

染病之一［２－３］。猪细小病毒病是由猪细小病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＰＰＶ）引起的猪繁殖障碍性疾病，该病主要感染初
产母猪，临床表现为胎儿和胚胎的感染和死亡。血清学阴性

的母猪主要在怀孕前半期通过口鼻感染病毒，病毒大量繁殖

后可引发母猪的病毒血症并且随血液循环到达胎盘传染给胎

儿，形成垂直传播［４］。该病在我国多发生于４—１０月，猪感染
后可终生带毒，全场猪在短时间内即可感染本病。猪在感染

ＰＰＶ后的１～６ｄ内会出现病毒血症现象，３～７ｄ内即可经粪
便排毒，１周后可以检测到相应抗体［５］。母猪感染ＰＰＶ后，病
毒主要分布于机体内一些快速增生的组织（例如淋巴结生发

中心、结肠固有层、肾间质等）［６］。研究表明，ＰＰＶ仅会在活
的猪胚胎中复制，感染胚胎一旦死亡就会被母体重吸收，病毒

则无法在母体子宫内传播扩散，若感染胚胎存活，则会在子宫

内传播病毒，致使同窝的其他胎儿也发生感染［７］。

ＪＥＶ、ＰＰＶ感染都可造成母猪繁殖障碍性疾病，检测这２
种病毒有多种方法，包括病毒的分离鉴定、酶联免疫吸附试验

和免疫荧光试验等，但都存在敏感性低、特异性差等缺陷［８］。

近年来，聚合酶链式反应（ＰＣＲ）因其特异性好，灵敏度高，被
广泛应用于各种病原的检测，尤其是多重 ＰＣＲ，比常规 ＰＣＲ

更高效，目前研究较多［９］。为快速鉴别诊断这２种病毒病，本
研究旨在建立ＪＥＶ－ＰＰＶ复合ＰＣＲ方法，并将该方法初步应
用于临床样品检测。

１　材料与方法

１．１　病毒
ＪＥＶ疫苗株、ＰＰＶ疫苗株及实验室保存的疑似感染 ＪＥＶ、

ＰＰＶ的病料。病料采取自河南某养猪场的疑似感染 ＪＥＶ、
ＰＰＶ病死猪的肝脏、脾脏、肺脏和淋巴结等９份病料，每头猪
的各种组织混合为１份病毒。
１．２　主要试剂

Ｅｚｕｐ柱式病毒ＤＮＡ抽提试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶，购自
上海生物工程公司；ＨｉｐｕｒｅＶｉｒａｌＲＮＡＳｐｉｎＫｉｔ试剂盒、Ｍ－ＭＬＶ
Ｈ－ＦｉｒｓｔＳａｎｄＳｙｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒，购自 Ｍａｇｅｎ公司；ＤＬ５００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，购自宝生物工程（大连）有限公司等。
１．３　方法
１．３．１　病毒 ＤＮＡ的提取及检测　应用 ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ的
Ｅｚｕｐ柱式病毒ＤＮＡ抽提试剂盒提取 ＰＰＶ病毒 ＤＮＡ，按照试
剂盒标准抽提步骤进行，其中溶液 Ａ在６５℃预热后沉淀溶
解完全后使用，最后用１００μＬ经６５℃预热的 ｄｄＨ２Ｏ洗脱。
用超微量紫外分光光度计对所提取ＤＮＡ的浓度进行检测。
１．３．２　病毒 ＲＮＡ的提取、检测及反转录　采用 Ｍａｇｅｎ公司
的ＨｉｐｕｒｅＶｉｒａｌＲＮＡＳｐｉｎＫｉｔ试剂盒提取ＪＥＶ的ＲＮＡ，严格按照
试剂盒的操作步骤进行。ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ固体在使用前须用
ＤＥＰＣ水溶解完全，浓度为 １μｇ／μＬ，注意分装保存。另外，
ＢｕｆｆｅｒＶＨＢ、ＢｕｆｆｅｒＲＷ２用前必须用无水乙醇稀释。最后采
用１００μＬＤＥＰＣ水洗脱，并使用超微量紫外分光光度计进行
ＲＮＡ浓度的测定。

然后利用Ｍａｇｅｎ公司的 Ｍ－ＭＬＶＨ－ＦｉｒｓｔＳａｎｄＳｙｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ试剂盒将提取的ＲＮＡ进行反转录。取适量ＲＮＡ溶液，依
次加入适量ＲＮＡ溶液、０ｌｉｇｏ（ｄＴ）１μＬ，ｄＮＴＰｓ１μＬ，ＤＥＰＣ水
补足至１３μＬ，经过孵育冰上冷却后，再加入 ５×ＦｉｒｓｔＳｔａｎｄ
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Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，０．１ＭＤＴＴ１μＬ，Ｍ－ＭＬＶＲＮａｓｅＨＲＴ１μＬ，
ＲＮａｓｅＩｈｉｂｉｏｒ（４０Ｕ／μＬ）１μＬ，离心，反应４５℃ ３０ｍｉｎ，８５℃
１０ｓ后瞬离，将产物立即放置－２０℃保存备用。
１．３．３　引物的设计和合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的 ＰＰＶ和
ＪＥＶ的全基因序列，按照引物设计原则设计、选择引物，并对
其特异性进行鉴定，均具有良好的特异性。引物由宝生物工

程（大连）有限公司合成，引物设计见表１。
表１　ＰＣＲ特异性引物序列

引物名字 序列（５′－３′）
ＰＰＶ－Ｆ ＡＡＴＴＡＧＧＣＣＡＧＣＴＣＡＧＧＴ
ＰＰＶ－Ｒ ＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＴＧＴＡＡＡＴＣＴＴＡＴ
ＪＥＶ－Ｆ ＴＡＴＣＡＡＴＡＴＧＣＴＧＡＡＡＣＧＣ
ＪＥＶ－Ｒ ＡＡＴＧＡＧＴＧＴＴＣＣＡＡＧＴＴＣＴ

１．３．４　单项ＰＣＲ反应体系的建立　单项 ＰＣＲ反应体系见
表２。　

表２　单项ＰＣＲ反应体系

体系
剂量（μＬ）

ＰＰＶ检测 ＪＥＶ检测
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋） ５．０ ５．０
ｄＮＴＰｓ（含２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ６．０ ６．０
上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ２．０ ２．０
下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ２．０ ２．０
模板 ２．０ １．０
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５ ０．５
ｄｄＨ２Ｏ 补至５０．０ 补至５０．０
Ｔｏｔａｌ ５０．０ ５０．０

　　９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，梯度退火温度
（４９．５、５０７、５２．９、５４．１、５５．４、５７．８、５８７、５９．９℃）下３０ｓ，
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。经１．５％琼
脂糖凝胶电泳检测，确定最佳退火温度。

１．３．５　复合ＰＣＲ反应体系的建立　在单项 ＰＣＲ的基础上，
建立多重ＰＣＲ反应体系（表３）。

表３　复合ＰＣＲ反应体系

体系 剂量（μＬ）
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋） ５
ｄＮＴＰｓ（含２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ６
ＰＰＶ－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １
ＰＰＶ－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １
ＪＥＶ－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １
ＪＥＶ－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １
ＰＰＶ、ＪＥＶ混合模板 １．５
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５
ｄｄＨ２Ｏ 补至５０．０
Ｔｏｔａｌ ５０．０

　　９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，梯度退火温度
（４９．５、５０．７、５２．９、５４．１、５５．４、５７．８、５８．７、５９．９℃）下３０ｓ，
７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。经１．５％琼糖
凝胶电泳检测，确定最佳退火温度。

１．３．６　敏感性试验　将病毒模板进行１０倍系列稀释，以
ｄｄＨ２Ｏ为模板作为为阴性对照，进行单项和多重 ＰＣＲ扩增，
以其模板最高稀释倍数扩增呈阳性为其ＰＣＲ的敏感度。
１．３．７　特异性试验　分别以 ＰＰＶ、ＪＥＶ、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）和

猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）基因组为模板，以ｄｄＨ２Ｏ为模板作为阴
性对照，应用复合ＰＣＲ方法进行扩增，电泳，验证其特异性。
１．３．８　稳定性试验　对 ＰＰＶ和 ＪＥＶ重复检测５次，以验证
该方法的稳定性。

１．３．９　临床样品检测　应用建立的单项ＰＣＲ与多重ＰＣＲ方
法，检测实验室保存的９份疑似感染 ＰＰＶ和 ＪＥＶ的病料，比
较两者检测结果的符合率。

２　结果

２．１　ＤＮＡ的检测结果
提取的 ＰＰＶ的 ＤＮＡ浓度为１４１．９ｎｇ／μＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

为１．９１，比值在１．８～２．０之间，表明提取的基因组 ＤＮＡ质
量非常好。

２．２　ＲＮＡ的检测结果
提取的ＪＥＶ的ＲＮＡ浓度为１３２５．６ｎｇ／μＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

为１．９４，表明提取的ＲＮＡ质量非常好。
２．３　ＰＰＶ和ＪＥＶ的单项ＰＣＲ扩增结果

电泳结果显示，ＰＰＶ和ＪＥＶ分别扩增出１５２、２３８ｂｐ的片
段。ＰＰＶ单项ＰＣＲ的最佳退火是５７．８℃，ＪＥＶ单项 ＰＣＲ的
最佳退火温度是５８．７℃，见图１和图２。

２．４　复合ＰＣＲ扩增结果
电泳结果（图 ３）显示，ＰＰＶ和 ＪＥＶ的最佳退火温度是

５４．１℃。
２．５　敏感性试验

电泳结果（图４）显示，可检测到ＰＰＶ和ＪＥＶ的稀释浓度
分别为１０－７、１０－５。
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２．６　特异性试验
由图５可知，电泳结果显示，ＰＰＶ和 ＪＥＶ可扩增出目的

条带，而ＣＳＦＶ和ＰＲＶ则没有产生，说明该方法特异性良好。

２．７　稳定性试验
以建立的多重 ＰＣＲ方法对 ＰＰＶ和 ＪＥＶ重复检测５次。

由图６可知，５次的检测结果一致，说明该方法稳定性较好。
２．８　临床样品检测

利用建立的复合ＰＣＲ方法对９份临床样品进行检测，然
后使用同样的特异性引物进行单项ＰＣＲ检测，结果显示两者
结果符合率１００％（表４）。

３　讨论与分析

目前，国内外发生的动物病毒病或一个征候群的疫病多

同时涉及ＤＮＡ和ＲＮＡ两类病毒［１０］。本研究从感染 ＰＰＶ和
ＪＥＶ的病死猪组织中提取了ＤＮＡ和ＲＮＡ，且在紫外线波长

表４　临床样品检测结果

感染类型
样品数

（份）

单项ＰＣＲ
检测（份）

复合ＰＣＲ
检测（份）

单项ＰＣＲ检测与复合
ＰＣＲ检测符合率（％）

ＪＥＶ ９ ３ ３ １００
ＰＰＶ ９ ７ ７ １００

２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的比值均在１．８和２．０之间，符合纯的
ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值为２．０、纯的ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值为
１．８的要求［１１］。

在多重ＰＣＲ反应过程中，引物的设计至关重要，它关系
到多重ＰＣＲ反应的成功与否。本试验针对 ＰＰＶ和 ＪＥＶ这２
种常见病毒的保守基因分别设计 ２对特异性引物，应用
ＤＮＡｓｔａｒ软件进行综合分析，结果显示，２对特异性引物较好
且同源性较低，各扩增片段相差不大，可在同一种浓度的电泳

胶下进行。本试验设计的２对引物经试验验证，均是扩增效
果较好的引物。

本研究在大量前期试验的基础上，首先确定了 ＰＰＶ和
ＪＥＶ单项ＰＣＲ反应的最佳反应条件和反应程序，在此基础上
摸索出了多重ＰＣＲ的最佳反应条件，弥补了多重ＰＣＲ因引物
之间交叉干扰而导致敏感性降低的缺点。敏感性试验结果表

明，该双重ＰＣＲ具有较强的敏感性。本研究建立的 ＰＰＶ和
ＪＥＶ双重ＰＣＲ检测方法，实现了这２种病毒的同步检测，为
ＪＥＶ和ＰＰＶ感染的快速检测和流行病学调查奠定了基础。
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不同饲养方式对黄羽肉鸡肉品质的影响
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（石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：为探讨不同饲养方式对黄羽肉鸡肌肉品质的影响，试验以８０羽４周龄体质量接近、健康无病的黄羽肉鸡为
试验材料，进行为期６周的饲喂试验，随机分２组，即笼养组（对照组）和散养组（试验组），分析不同饲养方式对黄羽
肉鸡肉品质的影响。结果表明，笼养组胸肌、腿肌的肌内脂肪含量显著高于散养鸡（Ｐ＜０．０５）；而且笼养鸡胸肌、腿肌
肌纤维直径显著低于散养鸡（Ｐ＜０．０５）而肌纤维密度显著高于散养鸡（Ｐ＜０．０５）；散养组胸肌、腿肌粗蛋白含量高于
笼养组，差异显著（Ｐ＜０．０５）；散养组腿肌中水分含量较笼养组高，差异显著（Ｐ＜０．０５）。散养不仅可以提高肌肉的蛋
白含量及水分含量，而且更有利于改善肉色，使散养鸡肉质更好，口感更佳。
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究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｏｚｏｎｇｓｈ＠ｓｈｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　随家禽产品市场供求关系的变化和城乡人民生活水平的
提高，消费者对肉质要求也越来越高，高肉质高标准的散养鸡

和天然产品逐渐也就成为大众消费的趋向。散养鸡肌肉结构

紧，油脂少、上口香、营养、口味好、高蛋白、低脂肪，自身抵抗

力强、无药物残留，无疾病，适合注重健康的人群［１］。肉鸡生

长过快，脂肪沉积过多、非传染性疾病发病率高是困扰肉鸡业

的一大问题，肉鸡腹脂沉积过多则导致饲料中能量、蛋白质等

营养物质的大量浪费，降低了饲料转化效率。过快的生长导

致肉鸡的体质量迅速增长与骨骼、内脏器官发育缓慢之间的

矛盾更加突出［２］。肉鸡出现猝死症、腿部畸形和腹水症等疾

病，使肉鸡的成活率下降，这些都严重影响养殖者的利益。影

响肉品质的因素很多，如品种、饲养、加工、存储等方面。肌内

脂肪（ＩＭＦ）是动物肌肉中的重要组成成分，存在于肌纤维内
部和肌束间，ＩＭＦ作为能量的贮藏形式，与肉的食用品质有着
密切的相关，肌内脂肪与系水力、风味和嫩度也有很强的相关

性［３］。适度的脂肪沉积可使肌肉细嫩多汁、香味浓郁［４］。同

时，饲养方式也是影响鸡肉品质的关键因素，国内外集约化养

鸡起步较早，但有关鸡的散养研究报道很少，生产上也未见有

大规模应用。目前，相对于高密度集约化笼养家禽，散养、放

养等饲养模式可增加家禽运动量，降低饲养密度，扩大活动空

间，都有助于改善家禽福利状况进而提高生长性能和肉品

质［５－７］。Ｌｅｅ等的研究结果表明，散养使得肉鸡饲料转化率
得到全面提高［８］。还有研究显示，散养能减少家禽体脂沉

积、改善肉鸡的肉质、增强肉鸡对疾病的抵抗力［９］，而且散养

与笼养相比还可以降低肉鸡的心肌易颤性，从而降低肉鸡猝

死综合征（ＳＤＳ）的发病率［１０－１１］。对肉鸡进行不同饲养方式

的管理可以控制鸡体早期增质量，保证鸡体器官均衡发育，避

免了腿脚受力过大，内脏器官负担过重，从而使鸡体各部器官

和骨骼发育均衡，不但降低了死淘率和增加了商品率，亦节省

了饲料，为饲养后期快速增质量打下良好基础。

我国传统的农家养鸡，均以散养为主，但规模小，饲养方

式粗犷原始。而集约化的笼养使得鸡肉中沉积过多脂肪，不

利于肉品质的提高。但完全的散养方式，早期雏鸡的死亡率

较高，造成养殖户利益损失较大。因此，本试验旨在研究散养

鸡和笼养鸡肉质性状的差异，为筛选出适宜的饲养方案，以

８０羽４周龄体质量接近、健康无病的黄羽肉鸡为试验材料，
随机分为２组，即笼养组（对照组）和散养组（试验组），分析
不同饲养方式对黄羽肉鸡肉品质的影响。此期间?用自由采

食与补料饲养相结合的制度，并保证一定的运动量，提高鸡肉

品质，为散养在肉鸡生产中的应用提供理论参考。

１　试验材料与方法

１．１　试验材料
１００羽４周龄体质量接近、健康无病商品代黄羽肉鸡母

鸡购自新疆石河子市郊区某家禽养殖场。从１００羽肉鸡中选
择８０羽体质量相近、健康无病的肉鸡，然后随机分为２组，即
笼养（对照组）和散养（试验组），每组各４０羽肉鸡。２组鸡
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