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　　摘要：为建立猪乙型脑炎病毒（ＪＥＶ）的定量检测方法，根据Ｅ基因序列，设计１对特异性引物，建立检测ＪＥＶ的荧

光定量ＰＣＲ方法。结果显示，该方法灵敏度达到１０３拷贝／μＬ，对猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）、猪细小病毒（ＰＰＶ）、猪瘟
病毒（ＣＳＦＶ）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）均无交叉反应，具有良好的特异性和重复性；采用ＪＥＶ攻毒小鼠，荧光定量ＰＣＲ比
普通ＰＣＲ更能灵敏地检出组织带毒量。该方法可用于组织样品中乙脑病毒的定量检测以及临床乙脑病毒感染的早
期检测和定量分析猪乙脑病毒感染程度。
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　 　 日 本 流 行 性 乙 型 脑 炎 （乙 脑，Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ＪＥ）是由乙型脑炎病毒 （Ｊａｐａｎｅｓｅ

ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ）引起的一种人畜共患传染
病。乙型脑炎病毒主要通过携带病毒的蚊虫叮咬

传播，库蚊、伊蚊和按蚊是 ＪＥＶ的主要传播媒介，猪
是主要贮存宿主及扩散宿主，ＪＥ主要发生于夏秋季
节。猪乙脑病常引起妊娠母猪流产、产死胎或弱

胎，公猪睾丸炎，育肥猪持续高热，新生仔猪神经症

状，对养殖业安全生产带来严重威胁［１－２］。对猪进

行疫苗免疫能有效减少 ＪＥＶ对养猪业造成的危害，
进行及时正确的诊断是预防和控制该病的关键［３］。
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诊断猪乙型脑炎的病原学方法有病毒分离鉴

定、ＲＴ－ＰＣＲ检测、荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ、荧光环介
导逆转录等温扩增（ＲＴ－ＬＡＭＰ）、基因芯片技术
等［４］。孙静等曾报道，采用 ＲＴ－ＰＣＲ方法检测
ＪＥＶ，虽灵敏且能在疾病早期对病毒进行检测，但由
于分析步骤繁琐且容易造成污染，所以使用受到限

制［５］。荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ方法操作简便、灵敏度
高、特异性好，荧光染料ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎⅠ荧光信号的
积累与扩增的双链ＤＮＡ数量呈正相关，该方法成本
较探针法低，且可达到快速、定量的目的，对疾病的

早发现、早预防起着重要的作用［６］。

ＪＥＶ为单股正链ＲＮＡ病毒，Ｅ基因是乙脑病毒
毒力基因，Ｅ蛋白为该病毒的主要表面结构蛋白，存
在大量的中和抗原表位，是病毒重要的抗原决定

簇［７］。本研究以 Ｅ基因序列作为靶序列设计１对
引物，利用 ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎⅠ荧光染料定量 ＰＣＲ方
法，定量检测组织中的病毒含量，对诊断乙脑早期

感染和对病毒净化有重要意义。

１　材料与方法

１．１　毒株与试验动物
ＪＥＶＪ３株、猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）、猪细小病

毒（ＰＰＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ），
由笔者所在实验室分离与保存；１周龄无特定病原
体（ＳＰＦ）级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，由南京市江宁区青龙山
动物繁殖场提供。

１．２　主要试剂与仪器
ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ试剂盒、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、Ｅｘ

ＴａｑＴＭ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ、ｐＭＤ１８－Ｔ载体、凝胶
回收试剂盒、载体连接试剂盒、质粒小量提取试剂

盒、ＤＨ５α感受态细胞，购自宝生物工程（大连）有限
公司；Ｒｏｔｏｒ－Ｇｅｎｅ３０００荧光定量ＰＣＲ仪，购自美国
Ｇｅｎｅ公司。
１．３　引物设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＪＥＶ的Ｅ基因序列设计获得
重组质粒标准品引物，即上游引物：５′－ＴＴＧＧＴＣＧＣＴ
ＣＣＧＧＣＴＴＡＣＡＧ－３′；下游引物：５′－ＧＣＣＡＣＴＴＣＣＡ
ＣＡＣＣＴＣＡＴＣＴ－３′，目的片段大小为１５７４ｂｐ。设计
获得荧光定量ＰＣＲ上下游引物，即上游引物：５′－Ａ
ＧＡＧＣＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＧＴＣ－３′；下游引物：５′－ＴＴＴＣ
ＡＣＧＣＴＣＴＴＴＣＴＡＣＡＧＴ－３′，目的片段大小为
１６２ｂｐ。引物由上海英骏生物技术有限公司合成。
１．４　质粒模板标准品的制备

提取ＪＥＶＪ３株病毒ＲＮＡ并反转录获得ｃＤＮＡ，

通过ＰＣＲ扩增获得乙脑Ｅ基因片段，ＰＣＲ运行程序
如下：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃
１５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。对扩增产物进行
１％琼脂糖凝胶电泳检测，目的片段采用凝胶回收试
剂盒回收，将回收产物连接至 ｐＭＤ－１８Ｔ载体上，
并转化至ＤＨ５α感受态细胞中。提取获得重组质粒
后，进行酶切鉴定。将酶切大小正确的重组质粒送

至上海英骏生物技术有限公司进行测序。将经测

序验证的阳性质粒作为质粒标准品，命名为 ｐＭＤ－
ＪＥＶ－Ｅ。
１．５　ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ反应体系及标
准曲线的建立

采用紫外分光光度计测量质粒标准品 ｐＭＤ－
ＪＥＶ－Ｅ的吸光度，并计算拷贝数，以１０倍梯度稀释
质粒为模板进行荧光定量ＰＣＲ扩增，得到动力学曲
线及标准曲线。ＰＣＲ扩增体系为２０μＬ反应体系，
其中上、下游引物各 ０．４μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１０．０μＬ，模板２．０μＬ，灭菌去离子
水７．２μＬ。反应的循环参数为９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃
５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。
１．６　重复性检验

选取乙脑病毒同一浓度的质粒进行 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ反应，每个样品做３个重复，
通过 ＣＴ值和溶解曲线峰值温度分析验证 ＪＥＶ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ方法的重复性与稳
定性。

１．７　特异性检验
提取 ＪＥＶ、ＣＳＦＶ病毒液总 ＲＮＡ，再反转录为

ｃＤＮＡ。提取 ＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２病毒液 ＤＮＡ，按照
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ反应体系检测上述病
毒核酸，同时设置阴性对照组，验证本研究方法特

异性。

１．８　敏感性检验
对质粒标准品进行１０倍梯度稀释，将稀释为

１～１０８拷贝／μＬ的质粒作为模板进行荧光定量
ＰＣＲ扩增，分析本研究方法检出的最低拷贝数。
１．９　对免疫攻毒小鼠脑组织的检测

选取ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠１０只，乙脑灭活苗免
疫小鼠５只，同时设空白小鼠５只，６ｄ后加免，９ｄ
后进行腹腔攻毒，ＪＥＶＪ３株 Ｆ３代１００ＬＤ５０（１００倍
半数致死量）０．２ｍＬ／只，同时对小鼠进行脑部空
刺，攻毒后每日观察，取濒死小鼠的脑部组织，研

磨、提取组织 ＲＮＡ并进行反转录，通过本研究方法
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和普通ＰＣＲ进行检测。

２　结果与分析

２．１　ＪＥＶＥ基因ＰＣＲ扩增与测序
由图１可知，ＰＣＲ产物电泳结果显示，扩增产

物在 １０００～２０００ｂｐ之间，测序得片段大小为
１５７４ｂｐ，与预计的片段大小相符。

２．２　标准曲线的建立
将重组质粒进行１０倍梯度稀释，选取合适浓度

范围（１０４～１０９拷贝／μＬ）的质粒进行荧光 ＰＣＲ，并
通过ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０进行数据分析，样品在该范围

内具有良好的扩增曲线（图２）。由图３可知，倍比
稀释质粒样品在此浓度范围内具有良好的扩增曲线，

标准曲线的截距为４１．２４，斜率为－３．７６１，扩增效率
为９９．５％，误差为０．０１９５，判定系数Ｒ２为０．９９。
２．３　重复性检测

为验证荧光定量ＰＣＲ检测结果的可重复性，对
每个稀释度（１０４～１０９拷贝／μＬ）重组质粒样品设３
个重复进行检测试验，由图４可知，３次重复的动力
学曲线重合，可见荧光定量ＰＣＲ有很高的可重复性。
２．４　特异性检测

对猪病毒 ＪＥＶ、ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＰＶ、ＰＣＶ２的核酸
及双蒸水进行荧光定量ＰＣＲ检测，由图５可知，ＪＥＶ
在５个循环左右开始起峰，而其他病毒及双蒸水均
在３５个循环后起峰，均为非特异性起峰，表明该方
法具有良好的特异性。

２．５　敏感性检测
将 １０倍梯度稀释后的质粒（１００ ～１０８ 拷

贝／μＬ）作为模板，采用建立的荧光定量ＰＣＲ方法进
行检测。由图 ６可知，当模板浓度为 １０３拷贝／μＬ
时，检测结果仍为有规律的Ｓ型荧光曲线。说明本研
究方法的最低检测限为１０３拷贝／μＬ。
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２．６　对免疫攻毒小鼠脑组织的检测
由表１、表２可知，采用本研究方法检测到对照

组攻毒小鼠的脑组织中乙脑病毒结果均为阳性，且

可计算出组织中的病毒载量，免疫组攻毒小鼠仅１
只检测结果呈阳性，而 ＰＣＲ检测仅部分结果呈阳
性，且无法计算出组织中的病毒载量。

３　讨论

乙型脑炎是人兽共患病，且自然界中大部分脊

椎动物均是乙型脑炎病毒易感宿主，提高乙脑病毒

检测的质量和效率对乙脑病毒的发现和预防有重

要作用。乙脑病毒感染至产生抗体存在一定的“窗
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表１　攻毒小鼠样品荧光定量ＰＣＲ检测结果

分组 免疫攻毒组 对照攻毒组

０１ － １３．７３

０２ － １０．７１

０３ ３１．１０ １１．４６

０４ － １５．８８

０５ － １６．１２

　　注：“－”代表结果呈阴性；表中数据为 ＣＴ值，表示阳性样品检

出时对应的循环数。

表２　攻毒小鼠样品ＰＣＲ检测结果

分组 免疫攻毒组 对照攻毒组

０１ － －

０２ － ＋

０３ － ＋

０４ － ＋

０５ － －

　　注：“＋”代表结果呈阳性；“－”代表结果呈阴性。

口期”，故抗体检测不利于乙脑的早期诊断［８］。病

毒分离与鉴定操作繁琐、耗时多、灵敏度不高，不能

实现乙脑病毒的快速检测，ＲＴ－ＰＣＲ可获得很好的
检测效果，但不能对病原定量分析。刘卫滨等根据

ＪＥＶＮＳ５基因［９］、霍红等根据 Ｅ基因分别设计引物
与探针［１０］，建立了 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ方
法，通过该方法检测猪血清样品的灵敏度可达１０拷
贝／μＬ，但其成本高，需结合特异性探针。韩国学者
Ｊｅｏｎｇ等利用荧光染料ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ构建实时荧光
ＰＣＲ检测ＪＥＶ方法，将扩增区段选定在３′端非编码
区（共３２３ｂｐ），该区段的 ＧＣ含量高并存在连续的
Ｇ或Ｃ，且３′端非编码区在病毒基因组中能够形成
一定的空间结构，不利于逆转录过程引物的退火与

ｃＤＮＡ合成过程，所以本研究未将３′端非编码区作
为扩增检测分析目的区段［１０］。本研究根据 ＪＥＶＥ
基因片段保守序列，设计合成荧光定量ＰＣＲ上下游
引物，结果显示，本研究方法不仅呈现良好的特异

性，检测灵敏度也达到１０３拷贝／μＬ，与常规的 ＰＣＲ
方法相比，该方法更精确、更省时、操作更简便。本

试验建立了 ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ方
法，选取猪乙型脑炎病毒 Ｅ基因的重组质粒作为标
准品，建立标准曲线，检测结果为良好的Ｓ型荧光曲
线，且具有很好的重复性，能够灵敏地检测出病毒

感染的情况。

为了更好地验证本研究建立的荧光定量 ＰＣＲ
方法的可操作性、灵敏性、实用性，利用该方法检测

攻毒保护试验中小鼠脑组织的病毒载量，发现各稀

释质粒样品均具有良好的扩增曲线，根据ＣＴ值和标
准曲线公式可精确计算出组织中的初始病毒量，与

该方法相比，普通ＰＣＲ方法有很多阳性漏检。荧光
定量ＰＣＲ检测不需要通过凝胶电泳检测和测序分
析，节约了试验时间和成本。

本试验建立的 ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量
ＰＣＲ方法，有助于分析在乙脑的发病过程中 ＪＥＶ的
动态变化与疾病发展的关系以及乙脑病毒感染的

早期检测和定量分析猪乙脑病毒感染程度。
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