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!摘!要"!为快速'准确测定高致病性猪繁殖与呼吸综合征"G+1+--0#活疫苗"fI2$ 1-株#的

病毒含量!根据_Q</9<b中该病毒的保守基因序列设计合成了引物和探针!优化反应条件!建立了

其活疫苗病毒含量的荧光定量+,-方法$ 用该方法测定疫苗样品的病毒含量!每头份稀释 $## 倍

后!,U均值为 $'4#3!病毒拷贝数均值为 &45$ =$#

'

EFSX*

!

>$ 将建立的荧光定量+,-与传统的8,.̂

)#

方法进行相关性分析!相关系数*p#43%!表明该方法可用于G+1+--0活疫苗半成品及成品的病毒含

量测定$
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!! "##5 年!我国爆发了以母猪发热'厌食和流

产'死产'产弱仔等繁殖障碍以及仔猪的呼吸道症

状和高死亡率为特征的高致病性猪繁殖与呼吸综

合征 "G+1+--0#!使养猪业蒙受重大经济损

失($ 1")

% 目前!国内已有多种G+1+--0 活疫苗应

用于防控工作(%)

% 目前测定 G+1+--0 活疫苗效
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力和病毒含量主要采用半数组织感染量"8,.̂

)#

#!

但该方法受人为因素影响较大% 因此建立一种更

加准确'快速的测定方法对保证活疫苗质量有重要

意义%

近年来荧光定量 +,-技术以其高灵敏度'特

异性等优点在基因表达水平分析'病原体的定性和

定量检测等方面得到广泛应用% 本实验设计了探

针'引物并优化了反应条件!建立了仅用于检测

G+1+--0活疫苗"fI2$ 1-株#参考品病毒含量

的荧光定量+,-方法%

@A材料与方法

$4$!材料!

$4$4$!主要试剂!0HSQT0ETBSU

8;

...反转录试剂盒'

-L2酶抑制剂!.<ZBUTFKQ< 公司& L̂2回收试剂盒'

L̂2提取试剂盒'质粒小量提取试剂盒! ÀQK9公

司&8̀+$# 感受态细胞!8.2L_@L公司&+,-试剂

盒'-L2提取试剂盒'S_;18克隆试剂盒' >̂"###

;9TbQT!89b9T9公司&>BK?U,XECQT&3# +TFNQY;9YUQT

荧光定量试剂盒!罗氏公司&氯仿'异丙醇'乙醇!北

京化工厂%

$4$4"!主要仪器!荧光定量 +,-仪!德国罗氏生

物技术公司"-FE?Q&3##&梯度+,-仪8KT9WBQ<U!德

国/BFAQUT9公司&凝胶成像分析系统!美国 J7+公

司&核酸测定仪"L̂ $####!L9<F̂TFS 公司&凝胶电

泳仪!+F[QT+9E公司&超净工作台!北京东联哈尔仪

器制造有限公司公司%

$4$4%!实验用其他材料!G+1+--0 活疫苗

"fI2$ 1-株#!本研究室制备的参考品&牛病毒性

腹泻病毒"/7̂ 7#'猪瘟病毒" 0a7#'猪细小病毒

"++7#'猪圆环病毒"+,7#!本实验室保存%

$4"!方法!

$4"4$!引物与探针的设计!根据从_Q</9<b 中检

索G+1+--07"fI2$株#序列"@a$$"&&)4$#用于定量

引物设计% 以高度保守的 -̀a' 作为扩增靶区!利用

+TBAQT+TBABQT)软件设计引物扩增基因片段大小为 &'$

NS% 上游引物为$)+188882,,88,___82,28_2,21%+&

下游引物为$)+ 1,,88_,,8,8__2,8__8881%+&

利用 +TBAQT@RSTQYY%4#设计荧光探针"+TFNQ#为$

)+ 1a2;18,2_,,282_222,,1/GM% 引物和

探针均由英骏科技有限公司合成%

$4"4"!标准质粒的构建!用 -L2提取试剂盒提

取G+1+--07病毒-L2% 进行反转录和+,-!反

转录操作在超净工作台中进行!反应体系为 "#

!

>%

取-L2$$

!

>!-9<WFA+TBAQT$

!

>!WL8+ABR$

!

>

"$# <AFC*>Q9E?#加入到 @+管中!在 +,-仪中

5) c ) AB<!& c " AB<后加 $

!

> 8̂8"#4$ AFC*>#'

&

!

>/HVVQT'$

!

>-."-L2酶抑制剂#'$

!

>00...

"反转录酶#!") c ) AB< !)# c 5# AB< '# c$)

AB<% 得到 ÊL2后!在 )#

!

>体系中进行 +,-扩

增% 经 $4)\琼脂糖电泳鉴定扩增片段为目的片段

后!回收+,-产物% 将回收的 L̂2目的片段按下

面反应体系插入到克隆载体 +_;18中并转化入

大肠杆菌 8̀+$# 菌株% 通过测序鉴定!证实目的基

因已正确克隆入+_;18克隆载体中% 提取质粒!

经测定!浓度大约为 "4#3 =$#

$#

EFSX*

!

>%

$4"4%!引物!探针浓度的优化!在-FE?Q&3# 荧光

定量+,-仪上对荧光定量 +,-的引物'探针浓度

进行优化!以得到最佳的反应浓度配比%

$4"4&!特异性试验!取等量的 /7̂ 7'0a7'++7'

+,7!从/7̂ 7'0a7中提取-L2!从++7'+,7中提

取 L̂2!灭菌双蒸水作为阴性对照!进行荧光定量

+,-检测%

$4"4)!灵敏性试验!取标准质粒""4#3=$#

$#

EFSX*

!

>#

$# 倍系列稀释成 "4#3 =$#

6

("4#3 =$#

$

EFSX*

!

>

为模板!进行荧光定量 +,-检测!用以检验该方法

的敏感性%

$4"45!重复性试验!用同一G+1+--0 疫苗稀释

不同头份提取 -L2后分别组内和组间实验!组内

实验是任取不同头份组-L2后!同一次反应重复 )

次&组间实验是对上述-L2分别 ) 次重复%

$4"4'!参考品病毒含量的荧光定量方法初定值!

取已用传统测半数组织感染量方法测得效力值的

G+1+--0 活疫苗参考品 ) 份!效力值分别为

54%%'54##'54&'54"6'54)" 1CK8,.̂

)#

*头份#% 使

用未加血清的细胞培养基 ;̂@;将其复溶成 $ 头

份*A>!并再稀释 $## 倍!提取样品 -L2!经反转录

成 ÊL2后!应用荧光定量方法初步测定其病毒核

酸含量!每个样品重复 % 次%

BA结 果

"4$!荧光定量 +,-反应条件的建立!荧光定量

+,-使用-FE?Q>BK?U,XECQT&3# +TFNQY;9YUQT荧光

定量试剂盒!其中 89: L̂2聚合酶'反应缓冲液和

WL8+等都已经预混% 反应总体积 "#

!

>!反应体系

含 $# 倍系列稀释的标准质粒或疫苗样品 -L2反

转录得到的 ÊL2"

!

>!>BK?U,XECQT&3# +TFNQY

;9YUQT$#

!

>!+TFNQ溶液 #4$

!

>!上'下游引物分别

*#&*
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为 #4"

!

>!-L9YQaTQQWG

"

`'4'

!

>% 将反应混合

液加入 3 连管中!加样时尽量避免反应体系中产生

气泡!短暂离心后放入仪器中!反应条件为$6) c

预热 ) AB<&6) c $# Y!&) c ") Y!'" c $ Y!扩增

&) 个循环%

"4"!引物特异性实验!G+1+--0 活疫苗参考品

-L2经荧光定量 +,-扩增后产物检测为阳性扩

增!/7̂ 7'0a7提取 -L2!++7'+,7提取 L̂2!双

蒸水!进行荧光定量 +,-检测!均未见扩增曲线!

为阴性%

"4%!检验灵敏性试验!经过检测!确定荧光定量

+,-的最低检出限为 $# EFSX*

!

>!即检测病毒

-L2的敏感度为 $# EFSX*

!

>"图 $#%

图 @A荧光定量*87检验灵敏度

"4&!标准曲线的建立!由图 " 可知该反应体系当

模板浓度在 $#

6

($#

$

EFSX*

!

>范围内时反应扩增

效率@p$#

" 1$*YCFS# 1$

p#4653!不同浓度模板的反应

有很好的线性关系%

图 BA荧光定量*87扩增标准曲线

"4)!重复性试验!结果显示!组内实验 $# 头份'

) 头份'$ 头份") 次重复#的变异系数",7#分别为

#43"\'#45&\和 $4&#\"表 $#!组间实验") 次重

复#的相应为 $4&5\'"4)5\和 $4'&\"表 "#% 组

间与组内的,7均小于 )\!以上结果表明!该检测

体系稳定!具有良好的重复性% 同时!通过该重复

性实验可以得出!$# 头份,U值均值为 64&&!) 头份

,U值均值为 $$!$ 头份,U值均 $%4#5%

表 @A荧光定量*87组内重复性实验

头份
,U值

$ " % & )

,7*\

$# 64' 64'3 64)6 64') 645% #43"

) $$4#% $$4$' $$4$& $$4#$ $$4#6 #45&

$ $%4%" $%4"$ $%4)3 $%4$' $%4$$ $4&#

表 BA荧光定量*87组间重复性实验

头份
,U值

$ " % & )

,7*\

$# 64&% 64"# 64$' 64#' 64#3 $4&5

) $#463 $#4)# $#465 $$4#" $$4#5 "4)5

$ $%4#3 $"463 $"4'' $"43' $"4)# $4'&

"45!参考品样品病毒含量荧光定量 +,-定值结

果!结果见表 %% 测得病毒载量均值 ,U值为

$'4#3!病毒拷贝数均值为 &45$ =$#

'

EFSX*

!

>% 将

其与传统方法结果进行相关性分析!*p#43%!证明

两种方法有很好的相关性%

表 EA荧光定量*87检验样品结果

样品编号 1CK8,.̂

)#

,U值 ,U值均值
拷贝数

*$#

'

拷贝数几何

平均数*$#

'

$'4)& %4&'

$ &4%% $'45# $'4)5 %4%& %4&"

$'4)) %4&)

$34'3 $4)6

" &4## $34'' $34'5 $45# $45$

$34'% $45&

$54)' 54%6

% &4& $54)& $54)3 54&6 54%)

$545" 54$3

$34$5 "4%)

& &4"6 $34)3 $34&6 $4'6 "4""

$34'" "4)%

$%46' 64')

) &4) $&4#5 $&4#" 64$' 64&'

$&4#" 64)

EA讨 论

试验表明!本研究建立的荧光定量 +,-方法

可应用于疫苗半成品及成品的病毒含量测定!但也

存在一定的局限性% 首先!89:A9< 荧光定量 +,-

*$&*
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的成本高!对探针的设计和筛选要求很高&其次!在

制备活疫苗过程中会导致其病毒失去活性!但荧光

定量+,-方法测得的病毒核酸含量无法区分病毒

是否具有活性!因此不能直接应用其测定疫苗成品

的病毒含量结果代替效力值% 真正想要将其应用

于疫苗效力的测定!还有赖于对其正确的使用%

应用荧光定量 +,-方法进行效力检验!首先

应建立成品疫苗规定接种剂量用该方法检测的含

量标准!同时再建立经体内反应表现其活性的荧光

定量+,-检测结果标准!两个标准的结合才是判

定疫苗是否合格的荧光定量 +,-效力检验方法!

如此操作才能既准确检测出疫苗病毒含量!又能区

分出疫苗中死病毒和活病毒效力检验的差异% 实现

该方法的正确应用!这也是我们下一步的研究方向%
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