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［摘　要］　为快速、准确检测禽活疫苗中的禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ），根据 ＲＥＶｐ３０基

因上的一段保守序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计合成了１对特异性引物，建立了基于 ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩ模式的实时荧光ＰＣＲ方法，并以常规ＰＣＲ产物为标准品绘制了标准曲线，对方法的特异性、

敏感性、重复性、与经典方法的符合率进行了评价。结果表明：扩增产物片段大小为２２２ｂｐ，与预期

片段大小相符，测序结果证实为ＲＥＶ靶序列；标准曲线具有良好的线性关系，相关系数为１．０，扩增

效率为９４．２％，溶解温度Ｔｍ＝（８６．０±０．５０）℃，无引物二聚体；该方法只从 ＲＥＶ阳性样本检出扩

增信号，其他病原无扩增信号，特异性好；最低可检测２６．９７拷贝数的阳性标准品，比常规ＰＣＲ敏感

１０００倍；组内变异系数、组间变异系数分别为０．７９％ ～５．３６％，１．６１％ ～５．２５％。运用建立的实时

荧光ＰＣＲ方法对１７批禽用活疫苗进行检测，并与间接免疫荧光法（ＩＦＡ）进行同步比较试验，结果

两者符合率为１００％。且实时荧光ＰＣＲ法更快捷、更方便，结果判定更为直观可用于疫苗中ＲＥＶ污

染情况的监测。
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ｗｉｔｈｔｈｅＲＥＶｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｈａｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｗａｓ

１．０ａｎｄｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓ９４．２％．Ｍｅｌｔｉｎｇｐｅａｋａｐｐｅａｒｅｄａｔ（８６．８±０．５）℃ ｗｉｔｈｏｕｔｐｒｉｍｅｒ－

ｄｉｍｅｒ．ＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｏｎｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｓｉｇｎａｌｓｆｒｏｍＲＥＶｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ，ｓｏｉｔｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｏｈａｖｅｇｏｏｄ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｃｏｖｅｒｅｄａｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆ２．６９７×１０９～２．６９７×１０３ｃｏｐｉｅｓ．Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｃｏｐｙｏｆ

ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗａｓ２６．９７，１０００ｔｉｍｅｓｍｏｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＰＣＲ．Ｔｈｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ（ＣＶｓ）ｏｆｉｎｔｒａａｓｓａｙａｎｄｉｎｔｅｒａｓｓａｙｗｅｒｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ４．８０％ ～５．７２％ ａｎｄ０．７５％ ～３．８７％，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ１７ｂａｔｃｈｅｓｏｆａｖｉａｎｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅ，ｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｉｎｄｉｒｅｃｔｉｎｇ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ＩＦＡ）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｗａｓ１００％．Ｔｈｉｓ

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｈａｓｂｅｅｎｐｒｏｖｅｎｔｏｂｅａｕｓｅｆｕｌｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＲＥＶｉｎａｖｉａｎｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅｂｅｃａｕｓｅ

ｉｔｗａｓｍｏｒｅｒａｐｉｄ，ｍｏｒｅｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔａｎｄｍｏｒｅｉｎｔｕｉｔｉｖｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＲＥＶ；ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ；ａｖｉａｎｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅ

　　禽网状内皮组织增生症（ＲＥ）是指由反转录病

毒科网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）引起的禽类

以急性网状细胞肿瘤、生长抑制综合症、淋巴组织

和其他组织的慢性肿瘤形成为特征的一群病理综

合症。ＲＥＶ属正反转录病毒科，γ反转录病毒属，

为单股、正链、线性 ＲＮＡ。ＲＥＶＳ基因组 ＲＮＡ是由

两个３０～４０Ｓ的 ＲＮＡ亚单位的６０～７０复合体组

成［１］，分离株存在３个明显的亚型，网状内皮组织

增殖病病毒 Ｔ株（ＲＥＶ－Ｔ株）、脾坏死病毒（ＳＮＶ）

和鸭传染性贫血病毒（ＤＩＡＶ）、鸡合胞体病毒

（ＣＳＶ）［２］，不同毒株具有相同的抗原性。

普遍认为疫苗中污染 ＲＥＶ是引起该病传播和

流行的主要原因，而且国内外均有因 ＲＥＶ污染疫

苗引起严重损失的案例和报道［３－６］。因此，为了保

证病毒性生物制品安全有效，对禽源活疫苗进行

ＲＥＶ污染检测是确保疫苗产品质量，防止 ＲＥＶ传

播的有效手段。本实验参考２０１０年版《中华人民共

和国兽药典》［７］对禽源生物制品外源病毒检验的各

项检验要求，建立了 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光 ＰＣＲ法

以检测禽活疫苗中禽网状内皮组织增生症病毒。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病毒　ＲＥＶＭＤ－２株、传染性法氏囊病毒

（ＩＢＤ）、传染性支气管炎病毒（ＩＢ）、禽呼肠孤病毒

（ＡＲＶ）、新城疫病毒（ＮＤＶ）、禽白血病（ＡＬＶ）病毒

均由本实验室保存。

１．１．２　ＳＰＦ鸡胚　９日龄 ＳＰＦ鸡胚购自北京梅里

亚维通实验动物技术有限公司

１．１．３　主要试剂　高纯度质粒小提中量试剂盒、

琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、蛋白酶 Ｋ溶液、

Ｔｏｐ１０感受态细胞购于天根生化科技有限公司；

ＯＭＥＧＡ总 ＲＮＡ提取试剂盒，购于 ＯＭＥＧＡ公司；

ｐＭＤ１８－Ｔ载体、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、

ＭａｋｅｒⅤ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶；ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ

Ｅｒａｓｅｒ试剂盒均购自大连宝生物（Ｔａｋａｒａ）工程有限

公司；琼脂糖购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；无水乙醇、苯酚、

氯仿、异戊醇均购自国药集团。

１．１．４　其他材料　抗 ＲＥＶ特异性血清由中国兽

医药品监察所生产；ＦＩＴＣ标记的兔抗鸡 ＩｇＧ购自

Ｓｉｇｍａ公司；ＳＰＦ鸡胚购自梅里亚维通实验动物技

术有限公司。

１．１．５　禽活疫苗样品　鸡痘活疫苗６批（鹌鹑化

弱毒株）；鸡新城疫、传染性支气管炎二联活疫苗

２批；鸡传染性法氏囊病活疫苗２批；鸡新城疫中等

毒力活疫苗（Ｉ系）３批；传染性喉气管炎活疫苗

１批；小鹅瘟活疫苗（ＧＤ）株１批；鸭瘟活疫苗１批；

鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒活疫苗１批。

２　方 法

２．１　制作鸡胚成纤维细胞　参照《中华人民共和

国兽药典》［７］附录方法制作。

２．２　ＲＥＶＳＹＢＹＧｒｅｅｎⅠ实时荧光ＰＣＲ的建立
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２．２．１　病毒增殖　ＲＥＶＭＤ－２株接种鸡胚成纤

维细胞，放于５％ＣＯ２、３７℃培养箱培养，每隔３ｄ

传代一次，连传２代，－８０℃保存。

２．２．２　引物设计　在ｐ３０基因上选取一段保守序列，

用ＰｒｉｍｅｒＶｅｒｓｉｏｎ５．００软件设计引物，由华大基因（中国

北京）合成，扩增目的基因片段长度为２２２ｂｐ。引物序列

如下：上游引物：５’
!

ＣＧＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴＡＧＡＡＧＣ－３’；

下游引物：５’－ＧＴＣＣＧＡＴＡＡＧＣＣＴＧＡＴＡＧＡ－３’。

２．２．３　标准品的制备

２．２．３．１　前病毒 ＤＮＡ提取　用酚 －氯仿法［８］提

取ＲＥＶ的前病毒ＤＮＡ。

２．２．３．２　ＰＣＲ扩增　在２５ｕＬ体系中进行：反应管

中依次加入 ｄｄＨ２Ｏ１６．３μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

ｄＮＴＰ２μＬ，上游引物１μＬ，下游引物１μＬ，ＥｘＴａｑ酶

０．２μＬ，病毒ＤＮＡ２μＬ。反应在９４℃预变性２ｍｉｎ，

然后按以下参数（变性：９４℃３０ｓ；退火：５５℃３０ｓ；

延伸：７２℃３０ｓ）进行３０个循环，循环结束后７２℃

延伸１０ｍｉｎ，同时以ｄｄＨ２Ｏ为阴性对照。

２．２．３．３　标准质粒制备　将鉴定正确的 ＰＣＲ产

物采用普通琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒进行纯化

回收，回收产物与 ｐＭＤ－１８Ｔ载体进行连接，连接

产物转化到大肠杆菌（Ｔｏｐ１０），通过克隆、筛选，选

择出阳性菌液，送测序，测序正确的的菌液用质粒

提取试剂盒提取质粒做为标准品。

２．２．３．４　反应条件和反应体系　参照试剂盒说明

采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染料法，按照 Ｔａｋａｒａ试剂盒说

明推荐的反应体系，以最小的 Ｃｔ值和最高的荧光

值（ΔＲｎ）及熔解曲线不出现非特异性峰、最大程度

提高扩增效率为标准，２５ｕＬ反应体系的条件为：

９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ；５５℃３０ｓ；７２℃３０ｓ，共４０

个循环，最后进行溶解曲线分析。反应体系见表１。

表１　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光ＰＣＲ反应体系
试剂 用量／μＬ 终浓度

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ １２．５
ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５ ０．４μｍｏｌ／Ｌ
ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５ ０．４μｍｏｌ／Ｌ

ＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ ２
ｄｄＨ２Ｏ ９．５
Ｔｏｔａｌ ２５

２．２．４　标准曲线的建立　分别以经过回收纯化的
标准质粒作为标准品，用ＢＥＣＫＭＡＮ紫外分光光度
计测定标准质粒的 Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ值及在２６０ｎｍ条
件下的核酸浓度，并计算Ｄ２６０ｎｍ与Ｄ２８０ｎｍ的比值。根
据浓度与拷贝数之间的换算关系：拷贝数 ＝浓度 ×
阿伏加德罗常数／（一个碱基对的平均分子质量 ×
总长度），阿伏加德罗常数为６．０２×１０２３，计算出标
准品的拷贝数。用双蒸水将标准品进行１０倍连续
稀释，并选取 ７个稀释梯度的标准品，进行 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩ实时ＰＣＲ检测，构建标准曲线。
２．２．５　特异性试验　使用ＯＭＥＧＡ公司总ＲＮＡ提
取试剂盒提取 ＲＥＶ、ＩＢＤ、ＩＢ、ＮＤ、ＡＲＶ、ＡＬＶ的
ＲＮＡ，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ试剂盒说明操作将上述 ＲＮＡ合成 ｃＤＮＡ，应
用已建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ方法
进行检测，验证方法的特异性。

２．２．６　重复性试验　选取３批１０倍连续稀释的６
个稀释梯度的标准品作为模板，应用已建立的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光 ＰＣＲ方法进行检测，对同
一批次，６个稀释梯度的标准品进行３次批内重复；
不同批次，相同稀释度的标准品进行 ３次批间重
复，得出Ｃｔ值并计算Ｃｔ值的变异系数ＣＶ。
２．２．７　敏感性试验　取７个稀释度的标准品，应
用已建立的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光 ＰＣＲ方法在
ＢＩＯ－ＲＡＤＩＱＴＭ５实时荧光定量 ＰＣＲ仪上进行扩
增，以出现标准扩增曲线的最高稀释倍数的模板Ｃｔ
值来推算其最小检出量。

２．３　普通ＰＣＲ敏感性试验　用２．１．２建立的常规
ＰＣＲ方法对２．１．７中７个稀释度的标准品进行检
测，并与 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时 ＰＣＲ检测结果进行比
较。

２．４　荧光定量ＰＣＲ法与间接免疫荧光方法（ＩＦＡ）
最低病毒检出量比较　将 ＲＥＶＭＤ－２株进行１０
倍连续稀释，取０．０１ＴＣＩＤ５０、０．１ＴＣＩＤ５０、１ＴＣＩＤ５０、
１０ＴＣＩＤ５０四个梯度病毒含量的病毒接种 ＣＥＦ细
胞，放入５％ＣＯ２、３７℃培养箱培养１～５ｄ，每天收
集上清，分别运用实时荧光 ＰＣＲ法和间接免疫荧
光法ＩＦＡ方法［７］进行检测，确定两种方法对病毒的

最低检出量。

２．５　临床初步应用　分别运用建立的 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光ＰＣＲ方法和ＩＦＡ法，对１７批禽活
疫苗样品进行检测，比较两种方法检测结果的符

合率。
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３　结 果

３．１　病毒 ＰＣＲ扩增结果　采用设计的引物对提
取的ＤＮＡ进行常规 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物用１．２％
琼脂糖凝胶进行电泳，出现２２２ｂｐ的特异性扩增条
带，与预计的目的片段大小一致。

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＶ；１：ＲＥＶＭＤ－２株；２：去离子水

图１　ＭＤ－２株ＰＣＲ扩增结果

３．２　荧光定量 ＰＣＲ引物的验证　以标准质粒为
模板进行实时荧光 ＰＣＲ反应，对反应产物进行的
熔点曲线分析表明，荧光定量 ＰＣＲ产物的 Ｔｍ ＝
（８６．０±０．５０）℃，无引物二聚体，只出现了一个特
异性的吸收峰（图２），该引物反应性能良好。

图２　ＭＤ－２株荧光定量ＰＣＲ溶解曲线结果分析

３．３　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光ＰＣＲ扩增曲线和标准
曲线　用 ＢＥＣＫＭＡＮ紫外分光光度计测定标准质
粒的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．９９，浓度为６５．６５μｇ／ｍＬ，
根据浓度与拷贝数的换算关系，标准质粒的拷贝数

为２．６９７×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。
３．３．１　标准曲线的构建　选取 ２．６９７×１０９～
２．６９７×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ共７个稀释梯度的标准品作
为模板进行荧光定量 ＰＣＲ反应，生成扩增曲线
（图３）。对扩增曲线进行处理绘制出荧光定量反应

的标准曲线（图４），标准曲线公式为ｙ＝－３．７６８ｘ－
４．５４１，其斜率为 －３．７６８，截距为 －４．５４１，相关系数
为１．０，反应扩增效率为９４．２％。

１－７：２．６９７×１０９～２．６９７×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ标准品

图３　荧光定量ＰＣＲ扩增曲线

ＦＡＭＥ＝９４．２％ Ｓｑｕａｒｅｄ＝１．０００

Ｓｌｏｐｅ＝－３．７６８ｙ－Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ＝－４．５４１

图４　荧光定量ＰＣＲ标准曲线

３．３．２　特异性试验结果　应用已建立的荧光定量
ＰＣＲ方法，对 ＲＥＶ与 ＩＢＤ、ＩＢ、ＡＲＶ、ＮＤＶ、ＡＬＶ
一起作为模板进行荧光定量 ＰＣＲ反应，结果表明，
只有ＲＥＶ出现了明显的扩增曲线，其余样品均没
有出现扩增曲线（图 ５），表明检测方法的特异性
良好。

１：ＲＥＶ２：ＩＢＤ３：ＩＢ４：ＡＲＶ５：ＮＤＶ６：ＡＬＶ

图５　荧光定量ＰＣＲ特异性试验结果
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３．３．３　重复性试验结果　选取 ２．６９７×１０７～
２．６９７×１０２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ共 ６个稀释梯度的标准品
为模板进行荧光定量 ＰＣＲ反应，对标准品分别做
３次批内、批间重复，获得扩增曲线（图６和图７）。
ＰＣＲ扩增结束后获得样品 Ｃｔ值，组内变异系数为
０．７９％～５．３６％；组间变异系数为 １．６１％ ～
５．２５％，符合重复性实验要求。

图６　批内重复试验结果

图７　批间重复试验结果

３．３．４　敏感性试验结果　将标准品进行１０倍连
续稀释，取２．６９７×１０６～２．６９７×１００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ７个
稀释度的标准品做为模板，在实时荧光定量 ＰＣＲ
仪上进行扩增，结果显示，该方法最低可检出

２．６９７×１０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的标准品（图８）。
３．４　常规ＰＣＲ敏感性试验结果　常规ＰＣＲ对标准
品的最低检出量为２．６９７×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ（图９），荧
光定量ＰＣＲ的敏感性是常规ＰＣＲ的１０００倍。
３．５　实时荧光 ＰＣＲ法和 ＩＦＡ方法最低病毒检出
量结果　实时荧光 ＰＣＲ方法最低能在０．１ＴＣＩＤ５０
的ＲＥＶ感染 ＣＥＦ细胞后２ｄ检出，而 ＩＦＡ方法只
能在１ＴＣＩＤ５０的ＲＥＶ感染ＣＥＦ后３ｄ检出（表１）。

１－７：２．６９７×１０６～２．６９７×１００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ标准品

图８　荧光定量ＰＣＲ敏感性试验结果

１－７：２．６９７×１０６～２．６９７×１００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；

８：去离子水；Ｍ：ＭａｒｋｅｒＶ

图９　常规ＰＣＲ敏感性试验结果

表１　实时荧光ＰＣＲ和ＩＦＡ法最低病毒检出量结果

方法
ＲＥＶ病毒
含量／ＴＣＩＤ５０

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

实时荧

光ＰＣＲ

０．０１ － － ＋ ＋ ＋

０．１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＩＦＡ

０．０１ － － － － －

０．１ － － － － －

１ － － ＋ ＋ ＋

１０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

－表示阴性；＋表示阳性

３．６　ＩＦＡ方法检测疫苗中的ＲＥＶ结果　有１批疫
苗（鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒活疫苗）出现特异

性绿色荧光，其余１６批被检样品接种孔均未出现
特异性绿色荧光（图１０）。
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Ａ．阳性样品检测结果；Ｂ．阴性样品检测结果

图１０　疫苗样品ＩＦＡ检测结果

３．７　实时荧光 ＰＣＲ法检测结果及与 ＩＦＡ方法的
检测结果比较　图１１显示，１批鸡马立克氏病火鸡
疱疹病毒活疫苗样品经实时荧光 ＰＣＲ检测出现扩
增曲线，拷贝数为９．５×１０６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，其余１６批疫
苗样品均未出现扩增曲线，与ＩＦＡ方法检测结果一
致，符合率达到１００％。

１～６：２．６９７×１０９～２．６９７×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ模板；

７：ＲＥＶ阳性血清；８：鸡马立克氏病火鸡

疱疹病毒活疫苗样品；９：其他样品

图１１　疫苗样品荧光定量ＰＣＲ检测结果

４　讨 论

根据２０１０年版《中华人民共和国兽药典》中外
源病毒检验要求，我国疫苗外源病毒检验主要有鸡

胚检查法、细胞检查法和鸡检查法等三种方法。一

般情况下，只需采用鸡胚检查法和细胞检查法进行

外源病毒检验，如检验无结果或结果可疑时，才使

用鸡检查法［９］。本实验室成功建立了ＲＥＶＩＦＡ检
测方法，已被《中国兽药典》收录，完善了我国禽活

疫苗检验方法，为疫苗质量监管提供有力的技术手

段。然而，此方法需要对疫苗样品进行中和处理

（不同种类疫苗处理方法不同），接种 ＣＥＦ传代，再
进行 ＩＦＡ检测，耗时比较长，需要约两周左右的时
间。并且操作过程中，容易出现因洗涤不彻底而存

在非特异荧光，影响结果判定。近年来，实时荧光

定量ＰＣＲ法因其特异性好、灵敏度高、快速简便、
高精度、高通量、易于标准化等优点，广泛被运用于

病原检测研究中。国内有采用 ＲＥＶＬＴＲ片段设计
引物，建立基于 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ模式的实时荧光
ＰＣＲ方法（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲＳＹＢ）［１０］的报道，其敏
感性是普通ＰＣＲ的１０００倍。

本研究从ｐ３０基因上选取一段片段为２２２ｂｐ
保守片段设计引物，片段长度适中，符合荧光定量

片段扩增的要求。引物特异性好，重复实验变异系

数低，敏感性高，与 ＬＴＲ片段相似，敏感性是普通
ＰＣＲ的１０００倍，避免了常规 ＰＣＲ敏感性不高及凝
胶成像仪分辨率低等原因造成结果假阴性的问题。

与经典的 ＩＦＡ方法比较，实时荧光 ＰＣＲ方法最低
能在０．０１ＴＣＩＤ５０的ＲＥＶ感染ＣＥＦ细胞后的３ｄ检
出，而ＩＦＡ方法只能在 １ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ感染 ＣＥＦ
后的３ｄ检出，由此可见，实时荧光 ＰＣＲ方法敏感
性高于 ＩＦＡ法。ＩＦＡ方法不仅耗时长，且步骤繁
琐，检验结果容易受到细胞培养、荧光染色等多种

因素的影响。实时荧光 ＰＣＲ法不需要对样品进行
任何处理，直接从样本中提取 ＲＮＡ，体外反转录成
ｃＤＮＡ即可检测，可在２ｈ内对样品做出定性和定量
的检测和鉴定，整个操作过程一天内可完成，结果

可疑当天便可重检。本试验运用建立的实时荧光

ＰＣＲ方法对疫苗样品进行检测，结果与ＩＦＡ方法的
检测结果完全符合。

综上所述，实时荧光 ＰＣＲ法操作简单、快捷，
敏感性高，结果可定量，用于活疫苗 ＲＥＶ外源病毒
检测结果与经典方法结果完全符合，说明运用该方

法对活疫苗进行ＲＥＶ外源病毒检可行性强。本次
实验样品数据比较少，我们将在后续的实验中增加

样品检测量，积累更为丰富的检测数据。
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五株猪流行性腹泻病毒的分离鉴定及序列分析
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［摘　要］　为研究猪流行性腹泻病毒的流行情况并分析该病毒的培养特性，对甘肃、北京、河北、山

西、浙江五个猪场送检的疑似猪流行性腹泻病猪小肠内容物，用ＲＴ－ＰＣＲ方法进行检测，证明为猪

流行性腹泻病毒核酸阳性。然后将阳性病料进行传代培养、病毒含量测定以及特异性检验，证明获

得五株猪流行性腹泻病毒，分别命名为Ｎｉｎｇｘｉａ９、Ｂｅｉｊｉｎｇ５、Ｇａｏｃｈｅｎｇ８、Ｓｈａｎｘｉ１、Ｚｈｅｊｉａｎｇ０８。对分离的

毒株进行Ｓ基因全长测序及氨基酸序列分析。结果表明：五株分离毒株在盲传１９代开始出现明显

的细胞病变，盲传到 ２４代，出现稳定的细胞病变且五株分离毒株的 ２４代病毒含量在 １０４．５～５．０

ＴＣＩＤ５０／ｍＬ之间；用Ｓ蛋白进行进化树分析表明，五株分离毒株与近年来国内流行毒株亲缘关系很

近，在同一个进化分支上；分离的五株野毒株之间的氨基酸同源性高达９９．２％ ～９９．９％，而这五株

野毒与 ＧｅｎＢａｎｋ上提交的 ２０１１年、２０１２年分离的野毒株的之间的氨基酸同源性为 ９８．４％ ～

９９．９％；实验室分离毒株及国内近年流行毒株均与国内外经典毒株存在一定的共性，即特定位置氨

基酸的插入、缺失或置换。

［关键词］　猪流行性腹泻病毒；分离鉴定；序列分析
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