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摘　要：参照 ＧｅｎＢａｎｋ收录的 ＰＣＶ２ＯＲＦ２基因设计合成引物和 Ｔａｑｍａｎ探针，建立ＰＣＶ２ＴａｑＭａｎ荧光定量

ＰＣＲ检测方法，对临床确诊ＰＣＶ２的病料和３０份临床疑似感染ＰＣＶ２的病料进行检测，同时与常规ＰＣＲ检测方

法进行比较。结果显示，ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ检测方法灵敏度可达４．５×１０
３拷贝·μＬ

－１，比普通ＰＣＲ检测方

法高１０倍；对３０份疑似感染ＰＣＶ２病料的检测表明，ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ和普通ＰＣＲ检测阳性率分别为

６６．７％和５６．７％，两者符合率９０％。应用ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ检测方法检测ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ结果均为

阴性，无交叉反应；表明该方法具有灵敏度高、特异性强、重复性好等优点，可用于ＰＣＶ２的流行病学调查和临床诊断。
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　　猪圆环病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）为无囊

膜单股环状２０面体对称的ＤＮＡ病毒，属圆环病毒

科圆环病毒属，病毒粒子直径１７～２０ｎｍ，是目前已

知的最小动物病毒之一。ＰＣＶ根据其抗原型及基

因组成不同，分为ＰＣＶ１及ＰＣＶ２。ＰＣＶ２与断奶仔

猪多系统衰竭综合征（Ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ

ＷａｓｔｉｎｇＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ）密切相关，还可引起猪

皮炎与肾炎综合征、猪呼吸道综合征、Ａ２型先天性

震颤、猪增生性和坏死性肺炎、繁殖障碍等疾病，给

养猪业造成巨大的经济损失［１－３］。

ＰＣＶ２相关的各种疾病给猪场造成的危害日渐

加剧，且ＰＣＶ２具有很强的免疫抑制作用
［４］，临床
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上常表现为多病原混合感染，因此ＰＣＶ２感染的早

期诊断显得尤为重要。实时荧光定量 ＰＣＲ技术

（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴＦＱ

ＰＣＲ）是近年来发展起来的一种新的核酸定量检测

技术。与常规ＰＣＲ相比，ＲＴＦＱＰＣＲ技术具有灵

敏度高、特异性强等特点，已经越来越多地应用于

人类和畜禽等动物传染病的诊断中，尤其对那些不

产生 细 胞 病 变 的 病 原，如 猪 瘟 病 毒 （ＣＳＦＶ、

ＰＣＶ２等）定量检测将具有重要意义
［５－７］。

本试验应用 Ｒｅａ１ｔｉｍｅＰＣＲ 技术，建立了

ＰＣＶ２荧光定量ＰＣＲ检测方法，可用于ＰＣＶ２临

床病例的定量检测，为ＰＣＶ２的早期诊断提供了快

速、灵敏、特异的方法，也为进一步开展疫苗研

究、诊断试剂研发等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病毒株和细胞

ＰＣＶ２分离毒株、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）株、猪繁

殖与呼吸综合征病毒（美洲型ＰＲＲＳ经典株和变异

株）均由本项目组分离鉴定保存；猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）株

（ＣＳＦＶ）为猪瘟兔化弱毒疫苗购自福州大北农；ＰＫ１５

细胞引自中国兽药监察所；ＰＣＶ２阳性病料采集自福

建省莆田、龙岩、闽侯等地区部分猪场疑似猪群。

１．２　主要试剂

ｄＮＴＰｓ、犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

酶、限制性内切酶犅犪犿犎 Ⅰ、犎犻狀犱 Ⅲ、克隆载体

ｐＭＤ１８Ｔ连接试剂盒，购于宝生物（大连）工程有限

公司；大肠杆菌（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａＣｏｌｉ）犇犎５α由福建省

农业科学院畜牧兽医研究所动物病毒室提供。

１．３　ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方法的建立

１．３．１　探针和引物的设计　参照ＧｅｎＢａｎｋ收录的

ＰＣＶ２ＯＲＦ２基因组，应用生物学软件选择其保守区，

设计１对ＴａｑＭａｎ探针及其引物：上游引物序列Ｆ１：

５′ＡＴＡＧＴＧＧＡＡＴＣＴＡＧＧＡＣＡＧＧＴＴＴＧＧ３′；

下游引 物 序 列 Ｒ１：５′ＡＡＣＴＡＣＴＣＣＴＣＣＣＧＣＣ

ＡＴＡＣＣ３′，探针序列５′（ＦＡＭ）ＣＣＡＧＣＣＣＴＴＣ

ＴＣＣＴＡＣＣＡＣＴＣＣＣＧＣ （Ｅｃｌｉｐｓｅ）３′，探针的荧

光标记选择ＦＡＭ作为报告发光基团，ＴＡＭＲＡ为

淬灭基团，扩增目的片段长度为８６ｂｐ。探针和引

物由大连宝生物公司合成并标记。

１．３．２　标准阳性质控品的制备　设计１对扩增

ＰＣＶ２ＯＲＦ２引 物，上 游 为 ５′ＴＣＴ ＡＣＡ ＴＴＴ

ＣＣＡ ＧＣＡ ＧＴＴ ＴＧ３′，下 游 为 ５′ＡＡＴ ＡＣＴ

ＴＡＣＡＧＣＧＣＡＣＴＴＣ３′，扩增片段长为６１４ｂｐ，

包含了探针以及所要扩增的片段。将该引物扩增的

产物纯化后连接到 ＰＭＤ１８Ｔ载体，并进行克隆，

培养含ｐＭＤＯＲＦ２的工程菌并提取质粒，用核酸

蛋白分析仪测定质粒ＤＮＡ的浓度，测定 ＯＤ２６０ｎｍ

值并计算单位体积中质粒的拷贝数为４．５×１０９

拷贝·μＬ
－１，－２０℃保存质粒。

１．３．３　探针浓度的筛选　应用质粒ＰＭＤＯＲＦ２

作为检测样品，选择探针的浓度。向体系中加入不

同体积的 ＴａｑＭａｎ探针，记录不同 ＴａｑＭａｎ探针

浓度对ＴａｑＭａｎ荧光ＰＣＲ检测的犆狋值，选取检测

最小的犆狋值和荧光值最高的ＴａｑＭａｎ探针浓度作

为ＴａｑＭａｎ荧光ＰＣＲ检测ＰＣＶ２的最佳浓度。

１．３．４　荧光定量ＰＣＲ反应体系和反应条件的建立

　建立荧光定量ＰＣＲ反应总体积为２５μＬ，其中

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１２．５μＬ、上下游引物各０．５μＬ、荧光

探针０．８μＬ、ＤＥＰＣ水８．７μＬ、模板２μＬ。反应条件

为９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环；４℃保存。

１．３．５　标准曲线的建立　用含有目的片段的质粒

作标准品，按１、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５

浓度进行１０倍系列梯度稀释，相对应的质粒模板

浓度为４．５×１０９、４．５×１０８、４．５×１０７、４．５×

１０６、４．５×１０５、４．５×１０４拷贝·μＬ
－１，再将每种

浓度质粒做３个重复进行荧光定量ＰＣＲ。以起始

模板数的对数为犡 轴。犆狋值为犢 轴作回归曲线，

建立ＰＣＶ２检测的标准曲线。

１．４　敏感性试验

将标准阳性质控品作１０倍梯度稀释，测定荧

光定量ＰＣＲ仪所能检出的最低模板拷贝数，并对

检测结果与常规ＰＣＲ检测方法进行比较。

１．５　特异性试验

提取 ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ 的 ＤＮＡ （其中

ＣＳＦＶ和 ＰＲＲＳＶ 系提取 ＲＮＡ 后 经反转录为

ｃＤＮＡ），以及ＰＣＶ２阳性ＤＮＡ按上述方法进行荧

光定量ＰＣＲ检测，并设空白对照。

１．６　重复性试验

分别重复５次用荧光定量ＰＣＲ仪对所采集的

３份不同的临床ＰＣＶ２阳性病料进行检测，观察标

准模板犆狋值，并计算其变异系数。

１．７　临床检测

将建立的荧光定量ＰＣＲ检测方法对临床采集

的可疑ＰＭＷＳ发病猪组织样品３０份进行检测，并

与常规ＰＣＲ检测方法进行比较。

２　结果与分析

２．１　探针浓度的筛选

在反应体系中分别加入０．２、０．４、０．６、０．８、
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１．０、１．２、１．４、１．６μＬ探针 （８个梯度），经过反

复试验，结果表明加入０．８μＬ探针的反应体系扩

增出的犆狋值最小，荧光值最高，为ＴａｑＭａｎ荧光

ＰＣＲ检测ＰＣＶ２的最佳浓度 （图１）。

２．２　标准曲线的建立

２．２．１　动力学曲线　如图２所示，曲线组１为４．５

×１０９拷贝·μＬ
－１浓度的３个重复质粒样品，曲线

组２为４．５×１０８拷贝·μＬ
－１浓度的３个重复，曲线

组３为４．５×１０７拷贝·μＬ
－１浓度的３个重复，曲线

组４为４．５×１０６拷贝·μＬ
－１浓度的３个重复，曲线

组５为４．５×１０５拷贝·μＬ
－１浓度的３个重复，曲线

组６为为４．５×１０４拷贝·μＬ
－１浓度的３个重复。

２．２．２　标准曲线　如图３所示，经计算，标准曲线

的斜率为 －３．９４６，截距为 ５０．７８，相关系数为

０．９８９。直线方程为：狔＝－３．９４６犾犵狓＋５０．７８，其中

狔为循环阈值，狓为质粒模板拷贝数。根据此标准

曲线方程，将待检样品的循环阈值（犆狋值）代入方

程，即可计算出样品初始拷贝数，以达到定量。

图１　探针浓度对荧光定量反应体系的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狆狉狅犫犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀狋犺犲狉犲犪犮狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿

注：１ ０．２μＬ；２ ０．４μＬ；３ ０．６μＬ；４ ０．８μＬ；５ １．０μＬ；６ １．２μＬ；７ １．４μＬ；８ １．６μＬ

２．３　敏感性试验

将标准阳性质控品作１０倍梯度稀释，稀释至

用荧光定量ＰＣＲ仪不能检出，以此计算出荧光定

量ＰＣＲ仪所能检出的最低模板拷贝数。并同时对

检测结果与常规ＰＣＲ检测方法进行比较，结果可

见荧光定量ＰＣＲ灵敏度比常规ＰＣＲ高１０倍。

２．４　特异性试验

将ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ提取的ＤＮＡ （其中

ＣＳＦＶ 和 ＰＲＲＳＶ 系提取 ＲＮＡ 后 经反转录为

ｃＤＮＡ），以及ＰＣＶ２阳性ＤＮＡ按上述方法进行荧

光定量ＰＣＲ检测，并设空白对照，结果显示只有

ＰＣＶ２病料ＤＮＡ呈阳性，其他病毒核酸均无荧光

信号，表明ＴａｑＭａｎ荧光ＰＣＲ对ＰＣＶ２的检测有

较好的特异性 （图４）。

表１　荧光定量ＰＣＲ与常规ＰＣＲ方法检测灵敏度比较

犜犪犫犾犲１　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀犫犲狋狑犲犲狀狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犱

狉狅狌狋犻狀犲犘犆犚

标准阳性质

控品拷贝数

荧光定量ＰＣＲ
循环阈值

普通ＰＣＲ
检测结果

４．５×１０８ １７．９９ ＋

４．５×１０７ ２２．７５ ＋

４．５×１０５ ２４．９５ ＋

４．５×１０５ ３０．４４ ＋

４．５×１０４ ３２．７７ ＋

４．５×１０３ ３４．０２ －

阴性对照 ３７．６３ －
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２．５　重复性试验

用所建立的ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方法对所

采集的３份临床ＰＣＶ２阳性病料分别进行５次重复

检测，观察标准模板犆狋值，并计算其变异系数。变

异系数（狆）＝标准偏差（犛犇）／平均数（犡），结果如

表２，表明此方法具有良好的准确性和重复性。

图２　荧光定量ＰＣＲ法对１０倍梯度稀释质粒的检测结果

犉犻犵．２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲狆犾犪狊犿犻犱狑犻狋犺１０犳狅犾犱狊犲狉犻犪犾犱犻犾狌狋犻狅狀狊犫狔狋犺犲狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狊狊犪狔

注：１ ４．５×１０９拷贝·μＬ
－１；２ ４．５×１０８拷贝·μＬ

－１；３ ４．５×１０７拷贝·μＬ
－１；４ ４．５×１０６拷贝·μＬ

－１；５ ４．５×１０５拷

贝·μＬ
－１；６ ４．５×１０４拷贝·μＬ

－１

图３　ＴａｑＭａｎ荧光ＰＣＲ检测ＰＣＶ２的标准曲线

犉犻犵．３　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犘犆犞２犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀犫狔犜犪狇犕犪狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犘犆犚

表２　临床ＰＣＶ２阳性组织品进行重复性检测结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犘犆犞２狆狅狊犻狋犻狏犲狋犻狊狊狌犲狊犪犿狆犾犲狊犫狔犜犪狇犕犪狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犘犆犚

组织样品
循环阈值

１ ２ ３ ４ ５

平均值
变异系数

（％）

样品１ １８．１９ １７．９８ １８．３７ １８．３５ １８．２５ １８．２２８ ０．７６９９

样品２ ２２．６５ ２２．４７ ２２．８９ ２２．６９ ２２．２０ ２２．５８ １．０２８４

样品３ ２５．３３ ２５．７８ ２５．５０ ２５．０６ ２５．５６ ２５．４４６ ０．９４６３
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１：ＰＣＶ２；２：ＰＲＶ；３：ＨＣＶｃＤＮＡ；４：ＰＲＲＳＶｃＤＮＡ

图４　荧光定量ＰＣＲ对ＰＣＶ２特异性检测结果

犉犻犵．４　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲狊狆犲犮犻犳犻犮犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犆犞２犫狔狋犺犲狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狊狊犪狔

２．６　临床检测

将建立的荧光定量ＰＣＲ检测方法对临床采集

的疑似ＰＭＷＳ发病生猪组织样品３０份进行检测，

并与常规ＰＣＲ检测方法进行比较。Ｔａｑｍａｎ荧光

定量ＰＣＲ结果显示３０份病料中有２０份为ＰＣＶ２

阳性；而普通ＰＣＲ结果显示３０份病料中有１７份

为ＰＣＶ２阳性，两者符合率为９０％。而 Ｔａｑｍａｎ

荧光定量ＰＣＲ检测的阳性率要高于普通ＰＣＲ。

３　讨论与结论

病原学和血清学调查证实ＰＣＶ２呈世界性分

布，它的发生和蔓延己给世界养猪业带来了巨大的

经济损失。血清学调查表明，ＰＣＶ２在断乳猪和育

肥猪中广泛存在，临床上易与其他病原混合感染，

出现各种临床症状［８－１０］。ＰＣＶ２具有很强的免疫抑

制作用，临床上常表现为多病原混合感染，增加了

疾病的复杂性和诊断的难度。

目前ＰＣＶ２常用的检测方法主要有ＰＣＲ、间

接免疫荧光 （ＩＦＡ）、ＥＬＩＳＡ、免疫组织化学法

（ＩＨＣ）和原位核酸杂交等，但这些技术在操作程

序、检测时间、特异性检测等方面尚不理想［１１］。

由于ＰＣＶ２病毒细胞培养不出现细胞病变，为病毒

分离以及病毒含量测定等带来困难；原位杂交虽然

有很高的灵敏度，但操作繁琐，成本较高，周期

长，并且对病料的要求较高；ＥＬＩＳＡ 灵敏度高，

但结果判断易受主观因素的影响，目前广泛应用的

常规ＰＣＲ检测方法简单快速，可对特定基因进行

扩增，但不能进行定量分析，对低拷贝数的靶片段

ＤＮＡ的有效扩增不理想，而且因交叉污染容易出

现假阳性等缺点，正越来越引起学者们的注

意［１２－１３］。实时荧光定量 ＰＣＲ技术是在ＰＣＲ反应

体系中加入荧光基团，利用荧光积累实时监测整个

ＰＣＲ进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定

量分析的方法［１４］。该技术结合了实时定量 ＰＣＲ

仪、实时荧光定量试剂、通用电脑和自动分析软

件，构成ＰＣＲＤＮＡ、ＲＮＡ实时荧光定量检测系

统，它不仅实现了 ＰＣＲ从定性到定量的飞跃，而

且与常规ＰＣＲ相比，具有灵敏度高、特异性强、

有效解决ＰＣＲ交叉污染问题、自动化程度高等特

点［１５］。

本研究设计 ＴａｑＭａｎ探针成功建立了荧光

ＰＣＲ对ＰＣＶ２检测的方法，确定了该方法检测的

最佳条件，验证了该方法的敏感性、特异性和重复

性，并成功应用于临床样品的检测。本研究所建立

的荧光定量ＰＣＲ检测ＰＣＶ２的灵敏度达到４．５×

１０３拷贝·μＬ
－１，灵敏度高出常规ＰＣＲ的１０倍；

在特异性检测中，分别检测了 ＰＣＶ２、ＣＳＦＶ、

ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ毒株，结果只有ＰＣＶ２检出阳性，
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其余病毒均为阴性，表明该方法检测ＰＣＶ２有很好

特异性。荧光ＰＣＲ扩增和产物分析的全过程均在

单管封闭条件下进行，实现了扩增产物的实时动态

检测和结果自动分析，避免了对扩增产物的后序处

理，有效地避免了实验室交叉污染，可在较短的时

间内得到结果，可有效应用于ＰＣＶ２的临床感染病

例的病原检测。
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