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［摘　 要］ 　 为建立检测副流感病毒 ５ 型（ＰＩＶ５）的荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 方法，针对 ＰＩＶ５ Ｌ 基因设计

筛选出一对特异性引物和探针，对退火温度、引物浓度、探针浓度进行了优化，并进行了敏感性、特
异性和重复性试验。 结果显示：最适退火温度为 ５４． ７ ℃，最适引物浓度为 ０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，最适探针浓

度为 ０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ。 检测灵敏度为 １０ ｃｏｐｉｅｓ、０． ８ ＴＣＩＤ５０，特异性结果显示与 ＢＰＩＶ３ 等 ２２ 种常见病毒

及原辅材料均无交叉，重复性试验显示不同模板浓度重复检测变异系数均小于 １． ５％ ，重复性良好。
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　 　 副流感病毒 ５ 型（Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５，ＰＩＶ５）
为单股负链不分节段的 ＲＮＡ 病毒， 属于副黏

病毒科 （ Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ ） 副 黏 病 毒 亚 科 （ Ｐａｒａ⁃
ｍｙｘｏｖｉｒｉｎａｅ）腮腺炎病毒属（Ｒｕｂｕｌａｖｉｒｕｓ），可引起

犬、猫、猪、牛、仓鼠、豚鼠等多种动物及人呼吸道感

染［１ － ２］。 基因组大小为 １５２４６ ｎｔ，在副黏病毒科病

毒中 最 小， 遵 循 “ 六 碱 基 原 则 ”， 其 结 构 式 为

３＇－ ＮＰ － Ｖ ／ Ｐ － Ｍ － Ｆ － （ＳＨ） － ＨＮ － Ｌ － ５ ＇，其中

ＮＰ、Ｐ、Ｌ 三种蛋白为 ＰＩＶ５ 病毒粒子的重要组成部

分，为核衣壳的装配和指导病毒转录复制所必须，
相互结合可形成核糖核蛋白体。 Ｌ 蛋白为多功能

大蛋白，含有 ２２５６ 个氨基酸，分子量最大，常用作

副粘病毒科遗传进化分析的靶基因或 ＰＩＶ５ 分子生

物学检测的靶基因［３ － ４］。 ＰＩＶ５ 的检测方法有病

原学方法（病毒分离、分子生物学检测和血凝试

验等）和血清学方法（包括免疫荧光试验、中和

试验、血凝抑制试验、酶联免疫吸附试验等） ［５］ 。
荧光定量ＲＴ － ＰＣＲ具有特异性强、灵敏度高、检
测时间短的优点，并能有效解决普通 ＰＣＲ 污染

问题，可作为常见病原核酸的检测方法。 本研究

针对 ＰＩＶ５ Ｌ 基因保守区域筛选出一对特异性引

物和探针，建立了一种特异性检测 ＰＩＶ５ 的 Ｔａｑ⁃
ｍａｎ 荧光定量ＲＴ － ＰＣＲ方法，以期为开展动物源

性原辅材料中 ＰＩＶ５ 污染检测提供有效的技术

手段。
１　 材料与方法

１． １　 病毒株 　 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株、ＰＩＶ５ ／ ０２ 株，由中国兽

医药品监察所分离、鉴定和保存。
１． ２　 主要试剂、试剂盒　 ＡｘｙＰｒｅｐ Ｂｏｄｙ Ｆｌｕｉｄ Ｖｉｒａｌ
ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ，Ａｘｙｇｅｎ 公司产品；Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍ － ＭＬＶ（ＲＮａｓｅ Ｈ － ），ＴａＫａＲａ 公司；
快捷型琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒 ＩＩ 型（离心柱

型）， Ｂｉｏｔｅｋｅ 公司； ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ， ＴＯＹＯＢＯ 公司；
Ｍ －ＭＬＶ ＩＩＩ Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ｑＰＣＲ － ＰＣＲ（Ｐｒｏｂｅ），北京博

迈德公司；ｐＥａｓｙ Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ、ＤＮＡ 分子量标准品

（ＤＬ２０００）、５０ × ＴＡＥ 电泳缓冲液，琼脂糖等，北京

全式金公司。
１． ３　 主要仪器 　 台式离心机；旋涡振荡器；水浴

锅；微量移液器 １ 套 （最大量程分别为 １０ μＬ、
１００ μＬ、２００ μＬ、１０００ μＬ）。
１． ４　 引物的设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中副流感

病毒 ５ 型 ＳＥＲ 株（ ＪＱ７４３３２８． １）基因序列，针对 Ｌ
基因序列设计了一对引物和探针。 上游引物

（Ｌ１１９ －Ｆ）：５＇－ ＧＡＣＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＡＴ －３＇；下游

引物（Ｌ１１９ － Ｒ）：５＇－ ＴＡＣＣＡＧＧＣＡＣＡＴＧＴＧＧＧＧＴＴ －３＇。
预期扩增片段长度为 １１９ ｂｐ。 探针 （Ｌ１１９ － Ｐ）：
５＇－ＦＡＭ － ＴＡＣＴＧＡＧＴＣＧＧＧＣＣＡＡＧＴＡＧＣ － ＭＧＢ － ３ ＇。
引物和探针由华大基因公司合成。
１． ５ 　 标准质粒模板的制备 　 以提取的病毒总

ＲＮＡ 为模板，先反转录为 ｃＤＮＡ，反转录体系为

２０ μＬ：总 ＲＮＡ １０ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 下游引物 １ μＬ，
置 ７０ ℃水浴 ５ ｍｉｎ，冰浴 ２ ｍｉｎ；然后依次加入 ５ ×
Ｍ － ＭＬＶ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ （２． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｅａｃｈ） ２ μＬ、 ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ ４０ Ｕ ／ μＬ ０． ２５μＬ）
０． ５ μＬ、ＲＴａｓｅ Ｍ － ＭＬＶ（ＲＮａｓｅ Ｈ － ） （２００ Ｕ ／ μＬ）
０． ５ μＬ、 ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ。 反应条件 ４２ ℃ ６０ ｍｉｎ，
７０ ℃ １５ ｍｉｎ。 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。
ＰＣＲ 反应总体系 ５０ μＬ，其中 ２ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ
ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ ２５ μＬ，ｄＮＴＰｓ（２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ）１０ μＬ，
Ｌ１１９ －Ｆ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１． ５ μＬ，Ｌ１１９ － Ｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
１． ５ μＬ，ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ，ｃＤＮＡ 模板

５ μＬ。 反应程序为：９４ ℃ ２ ｍｉｎ；９８ ℃ １０ ｓ，５２． ９ ℃
３０ ｓ，６８ ℃ １５ ｓ，３０ 个循环；６８ ℃ １０ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 产

物经琼脂糖凝胶电泳分离，回收大小为 １１９ ｂｐ 的目

的 ＤＮＡ 片段，连接至 ｐＥａｓｙ Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ 载体，经
ＰＣＲ 和测序鉴定。 质粒拷贝数计算公式 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ＝
６． ０２ × １０２３ × ［质粒浓度 ｎｇ ／ μＬ × １０ － ９ ÷ （碱基

数 ｂｐ × ６６０）］。
１． ６　 荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 反应条件的优化　 采用

Ｍ －ＭＬＶ ＩＩＩ Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ｑＰＣＲ － ＰＣＲ（Ｐｒｏｂｅ）说明书

中推荐的反应体系，对反应体系中的引物浓

度，探针浓度，退火温度等进行优化，以期找到

最小的样本阈值循环数和最高荧光值，以及熔

解曲线特异、检测灵敏度高、稳定性好的最佳

反应条件。
１． ６． １ 　 退火温度的优化 　 荧光定量反应体系：
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Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ｑＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（２ × ）１０ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上

下游引物各 ０． ８ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 探针 ０． ２ μＬ，病毒

ＲＮＡ ５ μＬ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反应程序：４５ ℃
１０ ｍｉｎ；９５ ℃ ２ ｍｉｎ；９５ ℃、５ ｓ，温度梯度（６２． ０、
６１ ６、６０． ６、５９． ２、５７． １、５５． ７、５４． ７、５４． ０）℃ ２０ ｓ，
４０ 个循环。 在延伸时收集荧光信号，报告基因设

置为 ＦＡＭ。
１． ６． ２ 引物浓度优化 　 荧光定量反应体系：Ｏｎｅ －
Ｓｔｅｐ ｑＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（２ × ）１０ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物

各 ０． ４、０． ６、０． ８、１． ０ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 探针０． ５ μＬ，
病毒 ＲＮＡ ５ μＬ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反应程序：
４５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５ ℃ ２ ｍｉｎ；９５ ℃ ５，５４． ７ ℃ ２０ ｓ，
４０ 个循环。 在延伸时收集荧光信号，报告基因设

置为 ＦＡＭ。
１． ６． ３ 　 探针浓度的优化 　 荧光定量反应体系：
Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ｑＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（２ × ）１０ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上

下游引物各 １． ０ μＬ，２ μｍｏｌ ／ Ｌ 探针 （１、２、３、４、
５ μＬ），病毒 ＲＮＡ ５ μＬ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反应

程序：４５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５ ℃ ２ ｍｉｎ；９５ ℃ ５ ｓ，５４． ７ ℃
２０ ｓ，４０ 个循环。 在延伸时收集荧光信号，报告基

因设置为 ＦＡＭ。
１． ７　 标准曲线的绘制 　 将阳性标准品做 １０ 倍

系列稀释，分别稀释成 １ × １０９ ～ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
共 ９ 个梯度，作为模板，进行荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 扩

增，建立标准曲线。
１． ８　 特异性试验　 将高致病性猪繁殖与呼吸综合

症活疫苗（ＴＪＭ － Ｆ９２ 株）、猪繁殖与呼吸综合症活疫

苗（ＣＨ － １Ｒ 株）、伪狂犬病活疫苗（Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１
株）、山羊痘活疫苗（ＡＶ４１ 株）、小反刍兽疫活疫苗

（Ｃｌｏｎｅ９ 株）、猪瘟病毒活疫苗（兔源）、猪瘟活疫苗

（细胞源）、鸡新城疫活疫苗（ＬａＳｏｔａ 株）、鸡传染性支

气管炎活疫苗（Ｈ１２０ 株）、鸭瘟活疫苗、鸡传染性法

氏囊病活疫苗（ＮＦ８ 株）、鸡传染性法氏囊病活疫苗

（Ｄ － ２２ 株）、鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒活疫苗

（ＦＣ －１２６株）、鸡传染性喉气管炎活疫苗（Ｋ３１７ 株）、
鸡痘鹌鹑化弱毒疫苗、ＰＩＶ５ ／ ０１ 株、牛副流感病毒 ３
型、猪圆环病毒 ２ 型、猪传染性胃肠炎 ＳＣＪＹ －１ 株、猪
流行性腹泻 ＳＣＳＺ －１ 株、ＳＩＶ －Ｈ１Ｎ１ ＬＮ株、ＳＩＶ －Ｈ３Ｎ２

ＨＬＪ 株、鸡新城疫病毒Ｃｌｏｎｅ３０ 株、新生牛血清、胎牛血

清、ＤＭＥＭ 培养基、ＭＥＭ 培养基、１９９ 培养基、胰酶、
牛血清白蛋白、蔗糖、脱脂牛奶、明胶、海藻酸钠等

２２ 种兽用生物制品、毒株及原辅材料按商品化核酸

提取试剂盒说明书提取 ＲＮＡ 或 ＤＮＡ（针对 ＤＮＡ
病毒），按优化的反应条件进行扩增，以评估所建立

方法的特异性。
１． ９　 敏感性试验　 将阳性标准品 １０ 倍系列稀释

为 １ × １０９ ～ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 作为模板，用建立的

副流感病毒 ５ 型 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 检测

方法进行敏感性检测。 将测定好病毒含量的

ＰＩＶ５ ／ ０２株 １０ 倍系列稀释后作为模板，提取 ＲＮＡ
后用建立的副流感病毒 ５ 型 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＲＴ － ＰＣＲ检测方法进行敏感性检测。
１． １０　 重复性试验 　 以 １ × １０８ ～ １ × １０６ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
稀释的阳性标准品为模板，每个浓度的样品做

３ 次重复，计算变异系数。 分析所建立的荧光定量

ＲＴ － ＰＣＲ 检测方法的可重复性。
２　 结果与分析

２． １　 ＰＣＲ 扩增和阳性重组质粒的鉴定　 以制备的

ＰＩＶ５ 的 ｃＤＮＡ 为模板，对 ＰＩＶ５ Ｌ 基因进行 ＰＣＲ
扩增，大小为 １１９ ｂｐ，与预期大小一致，结果见图

１。 目的片段阳性的重组质粒测序分析结果表明，
成功构建了 Ｌ 基因的 ｐＥａｓｙ Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ 阳性重组

质粒。
２． ２ 荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 反应条件的优化

２． ２． １ 　 最佳退火温度的确定　 由图 ２ 可知，退火

温度为 ５４． ７ ℃时，荧光定量扩增得到最小的 Ｃｔ 值
及最高荧光值，确定为荧光定量反应的最佳退火

温度。
２． ２． ２ 　 最适引物浓度的确定 　 以退火温度为

５４． ７ ℃进行荧光定量反应，最佳反应条件以得到

最小的 Ｃｔ 值及最高荧光值为指标，最适引物浓度

为 ０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ（图 ３）。
２． ２． ３　 最适探针浓度　 在确定最适退火温度和引

物浓度的条件下，探针浓度为 ０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，荧光

定量扩增得到最小的 Ｃｔ 值及最高荧光值，确定为

荧光定量反应的最适探针浓度（图 ４）。
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Ｍ：ＤＬ２０００；１ － ７：Ｌ 基因 ＰＣＲ 产物；８：阴性对照

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ７：ＰＣＲ － ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｌ ｇｅｎｅ；８：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 ＰＩＶ５ Ｌ 基因的 ＰＣＲ 扩增及重组质粒的鉴定

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ２　 最佳退火温度

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图 ３　 最适引物浓度

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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图 ４　 最适探针浓度

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　 　 经过试验条件的优化，最终确定了最佳荧光定

量 ＰＣＲ 的反应条件：Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ｑＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（２ × ）

１０ μＬ；酶 ０． ６ μＬ；上游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ；下游

引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ；探针（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０． １ μＬ；

模板 ５ μＬ；ｄｄＨ２Ｏ ２． ３ μＬ。 反应条件：４５ ℃ １０ ｍｉｎ；

９５ ℃ ２ ｍｉｎ；９５ ℃ ５ ｓ，５４． ７ ℃ ２０ ｓ，４０ 个循环

（ＰＣＲ 扩增）。 在 ５４． ７ ℃延伸时收集荧光信号，报

告基因设置为 ＦＡＭ。

２． ３　 标准曲线的绘制　 将阳性标准品 １０ 倍系列稀

释为 １ ×１０９ ～１ ×１０１ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 作为模板，以优化的特

异性引物、探针、反应体系和反应条件进行荧光定量

ＲＴ －ＰＣＲ 扩增，建立标准曲线。 结果显示具有良好的

线性关系。 扩增效率 Ｅ ＝９２． ６％，Ｒ２ ＝０． ９９５，标准曲线

方程 Ｙ ＝ －３． ５１４Ｘ ＋４１（图 ５）。

图 ５　 Ｌ 基因荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 的标准曲线

Ｆｉｇ ５　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｔａｑｍａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ － ＰＣＲ ｆｏｒ Ｌ ｇｅｎｅ

２． ４　 特异性试验 　 选取了 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株、高致病性

猪繁殖与呼吸综合症活疫苗（ＴＪＭ － Ｆ９２ 株）、猪繁

殖与呼吸综合症活疫苗（ＣＨ － １Ｒ 株）等 ２２ 种兽用

生物制品、毒株及原辅材料，用建立的方法，进行荧

光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增，结果显示除 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株外，

其他样品均未检测到特异性扩增信号（图 ６），说明

所建立的检测方法具有良好的特异性。
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图 ６　 ＰＩＶ５ Ｌ 基因荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 的特异性试验

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔａｑｍａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ － ＰＣＲ ｆｏｒ ＰＩＶ５ Ｌ ｇｅｎｅ

２． ５　 敏感性试验 　 以 １０ 倍稀释的标准品作为

模板，按优化好的荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 反应条件进

行扩增，其最小检出模板浓度为１０ｃｏｐｉｅｓ（图７） 。

将测定好病毒含量的 ＰＩＶ５ ／ ０２ 株进行 １０ 倍系列稀

释后作为模板，进行敏感性检测，其最小检出量为

０． ８ ＴＣＩＤ５０（图 ８）。

图 ７　 敏感性分析的扩增曲线

Ｆｉｇ ７　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

２． ６ 　 重复性试验 　 如表所示，不同模板浓度其

变异系数均小于 １． ５％ ，表明所建立的荧光定量

ＲＴ － ＰＣＲ检测方法具有良好的稳定性（表 １）。
３　 讨　 论

　 　 ＰＩＶ５ 是近年来兽用生物制品用细胞和牛血清

外源病毒检验中新发现的外源病原［６］，具有血凝特

表 １　 稳定性试验

Ｔａｂ １　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔａｑｍａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ － ＰＣＲ ｆｏｒ Ｌ ｇｅｎｅ

模板浓度 ／
（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ －１）

Ｃｔ 值
１ ２ ３

均值

ｘ－
标准差

ｓ
变异系数
ＣＶ ／ ％

１ × １０８ １２． ８０１ １２． ６８６ １２． ９４３ １２． ８１ ０． １０５ ０． ８２
１ × １０７ １６． ３３６ １６． ８３８ １６． ５４６ １６． ５７ ０． ２０６ １． ２４
１ × １０６ １９． ７６５ １９． ９０１ １９． ６４８ １９． ７７ ０． １０３ ０． ５２

·６·
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从左到右：分别代表 ８００、８０、８、０． ８、０． ０８、０． ００８ ＴＣＩＤ５０ＰＩＶ５ ／ ０２ 株以及阴性对照的扩增曲线

Ｔｈｅ ｃｕｒｖｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ８００、８０、８、０． ８、０． ０８、０． ００８ ＴＣＩＤ５０ ＰＩＶ５ ／ ０２ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ８　 对 ＰＩＶ５ ／ ０２ 株检测灵敏度试验结果

Ｆｉｇ ８　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩＶ５ ／ ０２ ｓｔｒａｉｎ

性，可在 Ｖｅｒｏ 等细胞引起典型细胞病变，可作为该

病原诊断的参考方法。 目前用于诊断该病的方法

有病毒分离鉴定、血清学方法和 ＰＣＲ 等，上述方法

存在费时、操作繁琐、无法定量等缺点，影响了对该

病原的质量控制，成为目前兽用生物制品质量的潜

在威胁，所以亟需建立一种特异、敏感、快速、简便、
可定量检测 ＰＩＶ５ 的实时荧光 ＲＴ － ＰＣＲ 方法，作为

兽用生物制品企业加强动物源性材料控制的内控

方法。 国内已有商品化的 ＰＩＶ５ 荧光定量检测试剂

盒，但大多都是染料法和两步法，为此本研究根据

ＰＩＶ５ 保守基因 Ｌ 基因进行设计一对特异性引物和

一条探针，成功建立了一种一步法 Ｔａｑｍａｎ 荧光定

量ＲＴ － ＰＣＲ 检测方法，对 ＰＩＶ５ Ｌ 基因重组质粒和

ＰＩＶ５ ／ ０２ 株的最低检测限分别为 １０ ｃｏｐｉｅｓ 和０． ８
ＴＣＩＤ５０，对 ２２ 种常见猪病病毒、牛羊病病毒、禽病

病毒和各种原辅材料均无交叉。 在验证荧光定量

检测方法的特异性时，ＤＮＡ 病毒直接提取 ＤＮＡ 进

行荧光定量检测，ＲＮＡ 病毒需要先提取 ＲＮＡ 进行

反转录然后再进行荧光定量检测。 该方法显示出

良好的敏感性和特异性，有望为保障我国兽用生物

制品质量提供重要技术支撑。
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ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１８， ８０（４）： ５９０ － ５９３．

［３］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ Ｈ， Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｘｉａｎｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５ （ＰＩＶ５） ｆｒｏｍ ａ Ｓｕｎｄａ Ｐａｎｇｏｌｉｎ

（Ｍａｎｉｓ ｊａｖａｎｉｃａ） ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｗｉｌｄｌ Ｄｉｓ， ２０１９， ５５ （４）：

９４７ － ９５０．

［４］ 　 Ｓｕｎ Ｄ Ｙ， Ｘｕ Ｐ， Ｈｅ Ｂ． Ｓｕｍｏｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ Ｋ２５４

ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５ ［ Ｊ］ ．

Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０１１， ８５（１９）： １０２６１ － １０２６８．

［５］ 　 Ｃｏｎｎｏｌｌｙ Ｓ Ａ， Ｌａｍｂ Ｒ Ａ． Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ ｆｕｓｉｏｎ： ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ

ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５ ｖｉｒｕｓ － ｃｅｌｌ ｆｕｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ．

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２００６， ３５５（２）： ２０３ － ２１２．

［６］ 　 吴华伟， 秦义娴， 陈晓春， 等． 首例兽用活疫苗种污染副流

感病毒 ５ 型的检测 ［ Ｊ］ ． 中国兽药杂志， ２０１８， ５２ （１２ ）：

１６ － ２３．

Ｗｕ Ｈ Ｗ， Ｑｉｎ Ｙ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｘ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃａｓｅ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉ⁃

ｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐａｒａｉｎｆｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５ ｉｎ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ［ Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２０１８， ５２（１２）： １６ － ２３．
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