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【摘要】　目的　开发一种能够准确、灵敏、特异检测猪逆转录病毒（ＰＥＲＶ）的荧光定量ＰＣＲ方法。　方法　根据Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库中ＰＥＲＶＧａｇ基因的高度保守序列，设计１对特异性引物，建立用于检测ＰＥＲＶ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠｑＰＣＲ检

测方法，并验证其灵敏性、重复性和特异性。　结果　建立的标准曲线具有良好的线性关系，线性相关系数Ｒ
２
＝０．９９８。

该方法检测ＰＥＲＶ下限为２．０４×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，批内批间变异程度较低，变异系数小于２％，且与ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＰＥＤＶ、

ＴＧＥＶ和ＳＶＡ等均无交叉反应。利用该ｑＰＣＲ方法对采集的４９份猪组织样品进行检测，阳性率为８１．６３％，高于普通

ＰＣＲ阳性检出率的７３．４７％。　结论　建立的快速、定量检测ＰＥＲＶ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ方法敏感、特异，具有一定

的应用前景。

【关键词】　猪逆转录病毒；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ；Ｇａｇ基因
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逆转录病毒（ＥｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲｅｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＥＲＶ）会诱发

许多疾病，包括肿瘤、白血病和免疫缺陷等［１２］。猪逆

转录病毒（ＰｏｒｃｉｎｅＥｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲｅｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＰＥＲＶ）的

前体ＤＮＡ广泛存在于猪的基因组中，一旦发生转录

和翻译，会导致ＰＥＲＶ病毒蛋白的表达和病毒粒子的

释放［３４］。ＰＥＲＶ是单股正链ＲＮＡ病毒，属于逆转录

病毒科、γ逆转录病毒属的成员。ＰＥＲＶ基因组由５′

和３′端的非编码区以及中间的核心蛋白基因（Ｇａｇ）、

多聚酶基因（Ｐｏｌ）以及囊膜基因（Ｅｎｖ）组成。研究表

明猪在发生黑色素瘤或断奶仔猪多系统衰竭综合征

（Ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ Ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ Ｗａｓｔｉｎｇ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ，

ＰＭＷＳ）、猪繁殖与呼吸综合征（ＰｏｒｃｉｎｅＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＤｉｓｅａｓｅ，ＰＲＲＳ）时，ＰＥＲＶｍＲＮＡ的

表达增强，这可能是ＰＥＲＶ引起的直接致病作用或间

·６２·
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接导致的免疫功能缺陷［５６］。值得注意的是，ＰＥＲＶ是

一种泛嗜性病毒，还能够感染包括人、水貂、猫和非人

灵长类动物在内的多种细胞。

２００８年，Ｗｕ等
［７］采用常规ＰＣＲ技术对我国猪感

染ＰＥＲＶ情况进行了大规模调查，明确了ＰＥＲＶ３种

亚型感染率。目前已建立了ＰＥＲＶ多种检测方法，如

常规ＰＣＲ、ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＱｕａｎ

ｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）、微滴式数字ＰＣＲ（ＤｒｏｐｌｅｔＤｉｇｉｔ

ａｌＰＣＲ，ＤＤＰＣＲ）等
［８９］。病毒分离培养及常规ＰＣＲ

等检测方法的灵敏性及准确性有待提升，且无法实现

定量；ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ和ＤＤＰＣＲ检测方法的设计成本

较高，不能满足实际检测的时效性与普适性。因此，

ＰＥＲＶ及时准确且操作简易的检测技术的开发应用，

对于精准评估我国猪感染ＰＥＲＶ情况，充实ＰＥＲＶ的

流行病学资料以及猪源异种移植的研究具有重要意

义。

本研究基于ＰＥＲＶＧａｇ序列保守区设计特异性

引物，在此基础上建立操作简易、敏感性高、重复性好、

特异性强的ＰＥＲＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ检测方法，并

优化扩增反应条件，以期用于猪ＰＥＲＶ的感染检测。

材料与方法

１　材料

１．１　病毒株与样品来源　ＰＥＲＶ、ＰＲＲＳＶ、猪圆环病

毒（ＰｏｒｃｉｎｅＣｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２，ＰＣＶ２）、猪流行性腹泻

病毒（ＰｏｒｃｉｎｅＥｐｉｄｅｍｉｃＤｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＰＥＤＶ）、猪传

染性胃肠炎病毒（ＰｏｒｃｉｎｅＴｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉ

ｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＴＧＥＶ）、塞内卡病毒（ＳｅｎｅｃａｖｉｒｕｓＡ，ＳＶＡ）

的核酸样品均由本实验室制备并保存。４９份猪血液

和组织样品采自吉林省长春市某猪场。

１．２　主要试剂　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ和

ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｔｒａｎｓ

ＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＦｌｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ和ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ

ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ购自北京 Ｔｒａｎｓｇｅｎ公司；２×ＴａｑＰＣＲ

Ｍｉｘ、ＤＮＡ提取试剂盒和Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北

京ＴＩＡＮＧＥＮ公司；ＤＬ５０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自南京

Ｖａｚｙｍｅ公司；质粒小提试剂盒购自杭州ＡＸＹＧＥＮ公

司；ＣＦＸ９６ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪购自美国ＢＩＯＲＡＤ公

司。

２　方法

２．１　引物设计与合成　参考ＧｅｎＢａｎｋ中ＰＥＲＶ的全

基 因 组 序 列 （ＨＱ５３６００７．１，ＨＱ５４０５９２．１，

ＨＭ１５９２４６．１，ＥＵ７８９６３６．１，ＫＹ４８４７７１．１），利 用

ＭｅｇＡｌｉｇｎ寻找ＰＥＲＶＧａｇ保守区域，使用Ｐｒｉｍｅｒ５

设计相应片段的特异性片段扩增引物和检测引物（表

１）。引物由吉林省库美生物工程有限公司合成。

表１　犘犈犚犞特异性引物

犜犪犫犾犲１　犘犈犚犞狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物长度（ｂｐ）

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

退火温度

ＴＭ（℃）

ＰＥＲＶＧａｇＦ ＧＴＣＣＧＡＣＴＣＴＴＴＴＧＣＣＴＧＣＴＴ

ＰＥＲＶＧａｇＲ ＡＡＣＣＣＡＴＣＣＣＴＧＣＧＧＴＴＴＣ
２１６２ ６０

ＰＥＲＶｑＦ ＡＧＧＣＧＧＴＴＣＡＣＣＣＣＴＴＴＴＧ

ＰＥＲＶｑＲ ＴＣＡＧＣＣＴＣＣＴＧＴＡＡＣＣＣＴＴＣＣ
１２８ ６０

２．２　 质粒标准品的制备 　 吸取 ＰＥＲＶ 病毒液

２００μＬ，使用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＰＥＲＶ 基因组

ＤＮＡ，以此为模板，以 ＰＥＲＶＧａｇＦ／Ｒ 为引物进行

ＰＣＲ反应，扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测分析

后切胶回收。回收产物克隆至ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ载体，

ＰＣＲ验证后交由上海生工生物工程公司测序，测序正

确后将其作为标准质粒保存备用，命名为ｐＥＡＳＹ

ＢｌｕｎｔＰＥＲＶＧａｇ，并计算拷贝数。拷贝数＝质粒浓度

（ｎｇ／μｌ）×１０
－９
×６．０２×１０

２３／（质粒长度×６６０）。

２．３　ＰＥＲＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ方法的建立

及反应条件的优化

２．３．１　反应体系及程序　以重组质粒ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ

ＰＥＲＶＧａｇ为模板，以出现最高的荧光值、最小的样品

Ｃｑ值及在熔解曲线中出现特异性峰为指标，分别优化

退火温度、引物浓度以及循环次数等条件。确定最佳

反应体系为：质粒模板１．０μＬ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０．０μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．２μＬ，ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ补足至２０．０μＬ。同时

设置阴性对照（ＮＴＲ）。反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环。

２．３．２　标准曲线的建立　使用ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ

对标准质粒ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＰＥＲＶＧａｇ进行１０倍梯度

稀释，选取２．０４×１０
２
～２．０４×１０

７
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的６个

质粒为模板进行ｑＰＣＲ扩增，绘制标准曲线及溶解曲

线。

２．３．３　敏感性检测　将标准质粒ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ

ＰＥＲＶＧａｇ倍 比 稀 释 至 ２．０４×１０
１
～２．０４×

１０
８
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ后作为模板，分别进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和常规ＰＣＲ扩增，比较该方法和普通

ＰＣＲ检测的最低拷贝对应的质粒稀释浓度。试验设

阴性对照（ＮＴＲ）。

２．３．４　重复性检测　选取３个不同梯度稀释倍数

（２．０４×１０
４
～２．０４×１０

６
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）的标准质粒，以此

作为模板分别进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，每

个稀释倍数的标准质粒做３个重复，进行批内和批间

平行试验。通过比较 Ｃｑ值及变异系数 ＣＶ，检验

ｑＰＣＲ方法的可重复性与可靠性。

２．３．５　特异性检测　以猪常见病毒ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、

ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ和ＳＶＡ的ＤＮＡ／ｃＤＮＡ为模板，采用

·７２·
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优化的反应体系和反应条件进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＲｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ，分析其特异性。试验设阴性对照（ＮＴＲ）。

２．４　临床样品检测　取４９份猪血液和组织样品（包

括肝脏、脾脏、肾脏、肺脏、脑、肠、淋巴结、肌肉、子宫及

膀胱等），使用ＤＮＡ提取试剂盒提取ＰＥＲＶ基因组

ＤＮＡ，用建立的ｑＰＣＲ方法检测ＰＥＲＶ并与常规ＰＣＲ

检测结果相比较。

结　果

１　标准质粒的构建及鉴定

以标准质粒ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＰＥＲＶＧａｇ 为模板，

利用引物ＰＥＲＶｑＦ／Ｒ扩增出１２８ｂｐ目的片段，与预

期大小一致，阴性对照无此片段（图１）。使用 ＫｐｎⅠ

和ＸｈｏⅠ对载体的多克隆位点进行双酶切鉴定，获得

约２１６２ｂｐ的酶切片段（图２）。将重组质粒送至生工

公司测序后与参考序列比对，片段插入位置正确，标准

质粒构建成功。经计算标准质粒 ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ

ＰＥＲＶＧａｇ的拷贝数为２．０４×１０
１０ 拷贝／μｌ。

Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１、２　ＰＥＲＶ目的片段　３　阴性对照（ＮＴＲ）

图１　重组质粒狆犈犃犛犢犅犾狌狀狋犘犈犚犞犌犪犵的目的片段鉴定

Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１，２　ＴａｒｇｅｔｓｅｇｍｅｎｔｏｆＰＥＲＶ　３　

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＴＲ）

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犪狉犵犲狋犳狉犪犵犿犲狀狋狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

狆犈犃犛犢犅犾狌狀狋犘犈犚犞犌犪犵

　　Ｍ１　ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　Ｍ２　ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　１　质

粒ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＰＥＲＶＧａｇ双酶切产物 　２　 质粒 ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ

ＰＥＲＶＧａｇ

图２　重组质粒狆犈犃犛犢犅犾狌狀狋犘犈犚犞犌犪犵双酶切鉴定

Ｍ１　ＤＬ５０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　Ｍ２　ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　１　

ＤｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＰＥＲＶＧａｇ　２　

ＰｌａｓｍｉｄｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＰＥＲＶＧａｇ

犉犻犵．２　犇狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

狆犾犪狊犿犻犱狆犈犃犛犢犅犾狌狀狋犘犈犚犞犌犪犵

２　狇犘犆犚标准曲线

将梯度稀释的２．０４×１０
２
～２．０４×１０

７
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

共６个浓度的ＰＥＲＶ质粒模板，采用确定的最佳反应

条件进行ｑＰＣＲ反应。结果显示，Ｃｑ值与标准质粒的

浓度呈现良好的线性关系，线性回归方程：犢＝－

５．３６３犡＋５５．８３１，相关系数犚
２ 值为０．９９８（图３）。

图３　犘犈犚犞狇犘犆犚标准曲线

犉犻犵．３　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犘犈犚犞狇犘犆犚

３　熔解曲线

ＰＥＲＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的熔解曲

线显示，标准质粒在８３℃左右出现了单一、狭窄波峰，

且阴性对照无熔解峰（图４），表明试验中未出现污染

和引物二聚体，引物特异性较强。

４　狇犘犆犚的敏感性

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 对质粒标准品的

检测下限为２．０４×１０
２
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ（图５），常规ＰＣＲ方

法对相应质粒标准品的检测下限为２．０４×１０
４
ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ（图６），表明建立的ｑＰＣＲ法敏感性较高。

图４　犘犈犚犞狇犘犆犚熔解曲线

犉犻犵．４　犘犈犚犞狇犘犆犚犿犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲

　　 １－８　２．０４×１０
８
－２．０４×１０

１
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

图５　犘犈犚犞狇犘犆犚敏感性试验

犉犻犵．５　犘犈犚犞狇犘犆犚狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋
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　　Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１～８　２．０４×１０
８
－２．０４×１０

１
ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ　３　阴性对照（ＮＴＲ）

图６　犘犈犚犞常规犘犆犚敏感性试验

Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１－８　２．０４×１０
８
－２．０４×１０

１
ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ　３　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＴＲ）

犉犻犵．６　犘犈犚犞犮狅狀狏犲狀狋犻狅狀犪犾犘犆犚狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋

５　狇犘犆犚的重复性

以拷贝数浓度分别为２．０４×１０
４、２．０４×１０

５、

２．０４×１０
６
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的标准品分别进行批内和批间

重复试验，结果见表２。其中批内变异系数 ＣＶ 为

０．１５％～０．４７％，批间变异系数为０．６７％～１．２７％，

表明方法的稳定性高，重复性好。

表２　犘犈犚犞狇犘犆犚批内与批间重复性试验结果

犜犪犫犾犲２　犘犈犚犞狇犘犆犚狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊狑犻狋犺犻狀

犪狀犱犫犲狋狑犲犲狀犫犪狋犮犺犲狊

标准质粒浓度

（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）

Ｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ

批内变异

ＣＶｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ

狓±狊 ＣＶ（％）

批间变异

ＣＶｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐ

狓±狊 ＣＶ（％）

２．０４×１０
６ １８．１５±０．０９ ０．４７ １８．３３±０．２２ １．１９

２．０４×１０
５ ２５．７８±０．１５ ０．１５ ２５．６０±０．１７ ０．６７

２．０４×１０
４ ３１．２７±０．３２ ０．３２ ３１．０４±０．４０ １．２７

６　狇犘犆犚的特异性

利用建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法

对ＰＣＶ２、ＰＲＲＳＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ和ＳＶＡ、ｄｄＨ２Ｏ 进

行检测，其中ＰＥＲＶ核酸检测结果为阳性，其余病毒

核酸与阴性对照检测结果均为阴性（图７），表明建立

的ＰＥＲＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法特异性

良好。

图７　犘犈犚犞狇犘犆犚特异性试验

犉犻犵．７　犘犈犚犞狇犘犆犚狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋

７　临床样品检测情况

对２０２１年采自吉林省长春市某猪场的４９份猪血

液、组织样品采用建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ方法检

测ＰＥＲＶ，阳性率为８１．６３％（４０／４９）（表３）；常规ＰＣＲ

检测ＰＥＲＶ的阳性率为７３．４７％（３６／４９）。２种方法

的阳性符合率为９１．８４％。计算２种方法的总符合率

［１００％×（共同认定结果阳性数 ＋ 共同认定结果阴

性数）／样品总数］［１０］，ＰＥＲＶｑＰＣＲ方法的灵敏性、准

确性均高于常规ＰＣＲ方法。

表３　猪场临床样品检测结果

犜犪犫犾犲３　犜犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊犻狀狆犻犵犳犪狉犿狊

方法

Ｍｅｔｈｏｄ

常规ＰＣＲ

ＴｈｅｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＰＣＲ

阳性数（份）

ＰｏｓｉｔｉｖｅＮｏ．

阴性数（份）

ＮｅｇａｔｉｖｅＮｏ．

累计（份）

Ｇｒａｎｄｔｏｔａｌ

ｑＰＣＲ

阳性数（份）

ＰｏｓｉｔｉｖｅＮｏ．
３６ ４ ４０

阴性数（份）

ＮｅｇａｔｉｖｅＮｏ．
０ ９ ９

合计Ｔｏｔａｌ ３６ １３ ４９

讨　论

近年来，ＰＥＲＶ因其在猪组织中普遍存在、高滴度

重组病毒Ａ／Ｃ亚型的出现、能够感染多种人源细胞系

以及ＰＥＲＶ整合后潜在的免疫缺陷和肿瘤发生引起

了广泛关注［１１１４］。ＰＥＲＶ感染与猪的免疫抑制、传染

病和肿瘤的发生密切相关，阻碍了养猪业的发展，同时

潜在的人兽共患风险对猪源异种移植提出了挑战。因

此，建立准确、特异、灵敏且操作简易的检测方法对于

ＰＥＲＶ的临床检测与异种移植的生物安全风险分析意

义重大。

相比Ｅｎｖ基因的复杂多变，ＰＥＲＶ的Ｇａｇ基因和

Ｐｏｌ基因在各猪种中较为保守。Ａｒｇａｗ等
［１５］建立了

检测ＰＥＲＶＰｏｌ基因的ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ法，其检测阈

值达到１０ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，但ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ法除了需要合

成引物，仍需要合成探针，成本较高。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ

ｑＰＣＲ法仅需要合成特异性引物即可操作。马玉媛

等［１６］以ＰＥＲＶＰｏｌ基因作为检测模板，在国内率先建

立了ＰＥＲＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ方法，能够定量检测

待检样品中含有的ＰＥＲＶ拷贝数，检测阈值为（１．３８

±０．３３）ｃｏｐｉｅｓ／ｃｅｌｌ，但是未能从特异性、敏感性及重

复性等角度对方法作进一步评价及优化。本实验比对

筛选出ＰＥＲＶ多个代表毒株基于Ｇａｇ的高度保守序

列，以此建立ＰＥＲＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ检测方法。

标准质粒浓度在２．０４×１０
２
～２．０４×１０

７
ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

时，相关系数Ｒ
２ 为０．９９８，高于ＰＥＲＶＰｏｌｑＰＣＲ法的

０．９９７
［１６］。将建立的ＰＥＲＶｑＰＣＲ法和常规ＰＣＲ用

于猪场样品检测，二者的阳性率分别为８１．６３％和７３．

４７％，符合国内地方猪群的ＰＥＲＶ阳性率３０．４６％～

·９２·
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９５．４０％
［７］，阳性样品包括血液、肝脏、肾脏、脾脏及脑

等，与文献［１７１９］报道的ＰＥＲＶ在猪体内的分布情

况一致。因此可使用本研究建立的ｑＰＣＲ 法筛选

ＰＥＲＶ感染的特有地方猪种，从而为异种移植优良供

体的选育提供技术参考。

综上所述，本研究成功建立了 ＰＥＲＶ ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ检测方法，该方法敏感、特异，重复性

好，可用于ＰＥＲＶ的感染检测、器官组织的病毒载量

分析及ＰＥＲＶ的分子流行病学调查。
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１６３（２）：４５９４６６．

［１６］　ＷｏｏＰＣ，ＨｕａｎｇＹ，ＬｉｕＸ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｇｅｎｏｍｉｃｓａｎｄｂｉｏｉｎ

ｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１０，２（８）：１８０４１８２０．

［１７］　ＨａａｋｅＣ，ＣｏｏｋＳ，ＰｕｓｔｅｒｌａＮ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｃｏｍ

ｐａｎｉｏｎａｎｉｍａｌｓ：ｖｉｒｏｌｏｇｙ，ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ

ｆｅａｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０２０，１２（９）：１０２３．

［１８］　ＷａｎｇＹ，ＣｕｉＹ，ＬｉＹ，ｅｔａｌ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ

ｂａｓｅｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃａｎｉｎｅｋｏｂｕ

ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０２０，２８５：１１３９４４．

［１９］　李慧平，我国部分省牛库布病毒的检测及基因组试验［Ｄ］．重庆：

西南民族大学，２０２０．
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