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摘要： 猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ） 与伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ） 监测是猪场疫病防控的重要手段， 本研究旨在建立 ＣＳＦＶ、 ＰＲＶ 三重荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）
与 ＰＲＶ 双重微滴式数字 ＰＣＲ （ｄｄＰＣＲ） 方法并进行比较。 针对 ＣＳＦＶ Ｅ２、 ＰＲＶ ｇＥ 和 ＰＲＶ ｇＨ 基因序列的保守区域设计用于构建三重 ｑＰＣＲ 体系的

特异性引物和探针， 对构建的三重 ｑＰＣＲ 检测方法进行优化， 建立标准曲线并进行敏感性、 特异性和重复性试验。 结果显示， 该三重 ｑＰＣＲ 方法

标准曲线相关系数 （Ｒ２） 均大于 ０􀆰 ９９， 对 ＰＲＶ ｇＥ 基因的最低检测限为 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 对 ＣＳＦＶ Ｅ２ 和 ＰＲＶ ｇＨ 的最低检测限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 对

常见猪病病原及健康猪样品检测结果均为阴性， 组内与组间变异系数 （ＣＶ） 均小于 ５％， 表现出良好的敏感性、 特异性和重复性。 使用该方法对

２３５ 份组织样品和 ３５ 份全血样品进行检测， ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 检测结果与国标检测方法的符合率分别为 ９８􀆰 ７％ （２３２ ／ ２３５） 和 １００％ （８０ ／ ８０）。 基于

上述 ＰＲＶ 引物探针建立了双重 ｄｄＰＣＲ 方法并制备配套的核酸对照品 ＰＲＶ－ＤＮＡ－ＲＭ 与 ＰＲＶ－ΔｇＥ－ＤＮＡ－ＲＭ， 对其定值分别为 （９１１􀆰 ３４±４２􀆰 ９２）
和 （１ ２８０􀆰 ８±９４􀆰 ４） ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ２ 种核酸对照品的稳定性评估显示， 其在 ４ ℃及更低温中可稳定保存 １４ ｄ 以上， 在 ３７ ℃可稳定保存至少 ７ ｄ。 采

用 ２０、 １０、 ５ 和 １ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的核酸对照品对所建立的 ｑＰＣＲ 和 ｄｄＰＣＲ 方法进行了比较， ｑＰＣＲ 方法在检测通量及检测时长上更有优势， 而 ｄｄＰＣＲ
方法对低拷贝数 （≤５ ｃｏｐｉｅｓ） 的样品检测更为灵敏。 综上， 本研究成功建立了可同时检测 ＣＳＦＶ Ｅ２、 ＰＲＶ ｇＥ 和 ＰＲＶ ｇＨ 基因的 ｑＰＣＲ 和 ｄｄＰＣＲ
方法及两种 ＰＲＶ 核酸对照品， 可广泛用于 ＰＲＶ 的核酸检测、 疫苗特异性鉴定及检测方法的质量控制。
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ｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｐｉｇｓ， ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ； ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｓｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ； ｔｒｉｐｌｅｘ ｑＰＣＲ； ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ

　 　 猪瘟 （ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＣＳＦ） 是一种高度接

触性、 高发病率和高死亡率的病毒性疾病， 是世界动

物卫生组织规定必须申报的疫病， 对我国生猪养殖产

业构成巨大威胁。 虽然 ＣＳＦ 兔化弱毒疫苗的使用控

制了 ＣＳＦ 在我国的大规模流行， 但仍有温和型 ＣＳＦ
偶有暴发［１］。 伪狂犬病 （ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ， ＰＲ） 首次报

道于 ２０ 世纪 ５０ 年代， 由猪疱疹病毒 １ 型引起， 感染

可导致仔猪高死亡率、 育肥猪生长迟缓和母猪繁殖失

败［２］， 常与其他病原混合感染， ２０１１ 年在我国多地

流行由变异株引起的伪狂犬病［３］。 因此， 针对 ＣＳＦ
和 ＰＲ 的有效防控手段是保障养猪业健康和稳定发展

的基础。 尽管传统的隔离消毒和疫苗免疫等措施已广

泛应用， 但仍难以完全阻断病毒传播， 因此， 建立高

效、 准确的病原检测技术用于早期实验室诊断， 对于

２ 种疫病的防控尤为重要。
相较于传统单一荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）， 多重

ｑＰＣＲ 技术可在同一反应体系中实现多靶标基因的同

步扩增， 显著提升了检测效率。 目前， 多位研究者已

经建立了针对不同病原的多重检测体系， 且相关试验

数据也证实了其在敏感性、 特异性和重复性等指标上

的显著优势， 为混合感染场景下的病原诊断提供了可

靠的技术支撑［４－７］。 然而， 多重 ｑＰＣＲ 在一个体系中

同时检测多个靶标， 引物及探针可能存在相互干扰，
或者多个靶标的扩增效率在多重体系中存在竞争性抑

制关系， 因此选择合适的引物探针、 优化反应条件和

体系对多重 ｑＰＣＲ 而言尤其重要。 此外， ｑＰＣＲ 结果

的准确性高度依赖标准曲线的精确性， 这导致其定量

精度相对有限， 且构建标准曲线的方法也存在一些局

限性， 如依赖标准品质量、 不同实验室间以及不同型

号仪器间的检测结果存在一定差异。
微滴式数字 ＰＣＲ （ｄｄＰＣＲ） 是一种绝对定量的

核酸检测技术， 通过将反应体系分割为成千上万个微

反应单元， 在每个单元中独立完成扩增， 再根据荧光

信号终点读数和泊松分布统计分析， 实现目标基因的

绝对拷贝数计算， 这个过程不依赖标准曲线， 且上万

个微反应单元相当于将多重体系拆分为多个单重体系

进行反应， 可有效缓解多重 ｑＰＣＲ 中引物和探针相互

干扰及多个靶标竞争性抑制的问题， 对低拷贝的样品

具有更高的敏感性。
本研究基于猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ） Ｅ２ 基因、 伪狂犬

病病毒 （ ＰＲＶ） ｇＥ 基因和 ＰＲＶ ｇＨ 基因设计多重

ｑＰＣＲ 检测体系。 其中 Ｅ２ 蛋白是 ＣＳＦＶ 的保护性蛋

白， 其基因在病毒复制中较为稳定， 且具有较高的保

守性和特异性； ｇＥ 基因是 ＰＲＶ 的主要毒力基因， 目

前商品化 ＰＲＶ 疫苗基本均缺失该基因， 因此 ｇＥ 基因

可作为区分 ＰＲＶ 疫苗株感染和野毒株感染的检测指

标［８－９］； ｇＨ 基因是 ＰＲＶ 基因组中较保守的基因［１０］，
在不同基因型的伪狂犬病病毒中同源性在 ９５％ ～
１００％之间， 可与 ｇＥ 基因联合使用， 实现 ＰＲＶ 疫苗

株和野毒株的通用检测。 此外， 为进一步提升检测体

系的准确性与标准化程度， 本研究在三重 ｑＰＣＲ 基础

上建立了 ｄｄＰＣＲ 方法， 制备了 ＰＲＶ 野毒株和疫苗株

的核酸对照品， 并以 ｇＨ 基因为靶基因， 通过 ｄｄＰＣＲ
对 ＰＲＶ 核酸对照品进行了拷贝数定值， 为该病原的

鉴别检测提供含量确定、 安全、 可靠的质控品， 用于

检测实验室的质量控制、 检测试剂盒质量研究、 实验

室比对， 然后使用构建的核酸对照品对所建立的

ｑＰＣＲ 方法和 ｄｄＰＣＲ 方法进行了比较。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

用于本方法建立的 ＣＳＦＶ Ｃ 株 （ＣＶＣＣ ＡＶ１４１２）、
石门株病毒 （ ＣＶＣＣ ＡＶ１４１１） 核酸和 ＰＲＶ ＨｕＢ ／
ＷＨ ／ ２０２４， 用于本方法特异性检测的猪繁殖与呼吸

障碍综合征病毒 （ ＰＲＲＳＶ）、 牛病毒性腹泻病毒

（ＢＶＤＶ）、 猪传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ）、 猪圆环病

毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 以及用于构建 ＰＲＶ 核酸对照品的

ＨｕＢ ／ ＷＨ ／ ２０２４ 和商品化疫苗 （Ｂａｒｔｈａ Ｋ６１ 株）， 均

由中国兽医药品监察所国家猪瘟参考实验室鉴定及保

存； 重组弱毒株 ＪＳ－２０１２－ΔｇＥ ／ ｇＩ－Ｅ２ 核酸样品由中
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国农业科学院上海兽医研究所童武副研究员馈赠。
２×ＧＣ－ｒｉｃｈ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （ＫＴ２０６－０１） 购自天根生

化科技 （北京） 有限公司； Ｃｙｃｌｅ－Ｐｕｒｅ Ｋｉｔ （Ｄ６４９２－
０１） 购自北京索莱宝科技有限公司； Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ
Ｓｙｓｔｅｍ Ｉ （Ａ１３６０） 购自普洛麦格 （北京） 生物技术

有限公司； ＨｙｐｅｒＰｒｏｂｅ Ｍｉｘｔｕｒｅ （ＣＷ３００３Ｍ） 购自江

苏康为世纪生物科技股份有限公司； Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ｖｅｒｓｉｏｎ
２􀆰 ０ ｐｌｕｓ ｄｙｅ （ＲＲ９０２Ａ）、 ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ５􀆰 ０ （ ９７６６ ）、 ＤＬ２０００ ／ １０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ （ ３４２７Ａ、 ３５９１Ｂ ）、 ＤＨ５α 感 受 态 细 胞

（９０５７） 购自北京宝日医生物技术有限公司； Ｐｒｏｂｅ
ｄＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ （２３００３） 购自北京新羿生物科技有限

公司。
１９０ 份猪瘟病毒阳性组织样品核酸、 ４５ 份猪瘟病

毒阴性组织样品核酸， ４５ 份伪狂犬病病毒阳性组织

样品核酸以及 ３５ 份全血样品， 均由本实验室保存。
ｑＰＣＲ 仪 （ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ４８０ Ⅱ， 上海罗氏制药有

限公司）， ｄｄＰＣＲ 仪 （Ｄ－５０， 北京新羿生物科技有

限公司）。
１􀆰 ２　 引物、 探针设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 中 ＣＳＦＶ Ｃ 株（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ３２６９６３􀆰 １）
Ｅ２ 基因、 ＰＲＶ ＪＳ－２０１２ 株 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＰ２５７５９１􀆰 １）
ｇＥ 和 ｇＨ 基因的 ＣＤＳ 区域， 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ３ Ｐｌｕｓ 设计

特异性引物和探针。 试验所用引物与探针序列见表

１， 由上海生工生物工程技术有限公司和北京六合华

大基因科技有限公司合成。

表 １　 质粒构建用 ＰＣＲ 引物及三重 ｑＰＣＲ 引物探针信息

名称 　 　 　 序列 （５′→３′）
产物大

小 ／ ｂｐ

ＰＲＶ ｇＥ Ｆ ＧＴＧＣＴＣＧＴＧＡＴＧＡＣＣＣＡＣＡＡ

ＰＲＶ ｇＥ Ｒ ＣＣＣＡＴＴＣＧＴＣＡＣＴＴＣＣＧＧＴＴ
６２７

ＰＲＶ ｇＨ Ｆ ＧＧＧＣＣＧＴＡＣＴＡＣＴＴＴＴＡＣＣ

ＰＲＶ ｇＨ Ｒ ＣＡＴＧＣＧＡＴＣＣＧＴＧＴＡＧＴＣ
８７６

ＣＳＦＶ Ｅ２ Ｆ ＣＴＧＣＡＡＧＧＡＡＧＡＴＴＡＣＡＧＧＴ

ＣＳＦＶ Ｅ２ Ｒ ＴＣＴＧＣＧＡＡＧＴＡＡＴＣＴＧＡＧＴＧ
１ ０１４

ｑＰＣＲ ｇＥ Ｆ ＣＴＧＧＣＴＣＴＧＣＧＴＧＣＴＧＴＧ

ｑＰＣＲ ｇＥ Ｒ ＣＧＴＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＧＴＡＧＴ
１３７

ｑＰＣＲ ｇＥ Ｐ ＣＹ５－ＴＡＣＡＣＣＡＧＣＣＴＧＣＣＣＡＣＧＣ－ＭＧＢ

ｑＰＣＲ ｇＨ Ｆ ＧＡＧＡＣＣＣＴＧＣＴＣＣＧＣＡ

ｑＰＣＲ ｇＨ Ｒ ＡＧＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＹＣＧＴＴ

１１３

ｑＰＣＲ ｇＨ Ｐ ＨＥＸ－ＧＣＧＣＣＡＡＣＴＣＣＡＣＣＡＴＣＣＣＣＡＧＣ－ＢＨＱ２

ｑＰＣＲ Ｅ２ Ｆ ＣＡＡＴＡＧＧＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＧＴ

ｑＰＣＲ Ｅ２ Ｒ ＣＡＣＡＡＴＣＣＡＴＴＣＴＧＴＧＣＧＧＡＡ

ｑＰＣＲ Ｅ２ Ｐ ＦＡＭ－ＣＡＴＡＧＡＧＴＧＣＡＣＡＧＣＡＧＴＧＡＧＣＣＣ－ＢＨＱ２

１１４

１􀆰 ３　 重组质粒的构建与鉴定

以 ＣＳＦＶ Ｃ 株病毒 ｃＤＮＡ 和 ＰＲＶ ＨｕＢ ／ ＷＨ ／ ２０２４
株病毒 ＤＮＡ 为模版， 使用表 １ 中引物分别扩增获得

Ｅ２、 ｇＥ 和 ｇＨ 部分 ＰＣＲ 片段。 纯化回收并连接至 ｐ－
ＧＥＭ－Ｔ 载体 （３ ０１５ ｂｐ）， 转化至 ＤＨ５α 感受态细胞

中， 挑取阳性克隆进行质粒提取和 ＰＣＲ 验证， 并对

序列进行测序。 使用分光光度计测定质粒浓度， 并按

公式计算拷贝数。 拷贝数 （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） ＝ ６􀆰 ０２×１０２３×
质粒浓度 （ｎｇ ／ μＬ） ×１０－９ ／ ［质粒大小 （ｂｐ） ×６６０］。
１􀆰 ４　 三重 ｑＰＣＲ 反应体系优化

对 ＣＳＦＶ Ｅ２、 ＰＲＶ ｇＥ 和 ＰＲＶ ｇＨ 三重 ｑＰＣＲ 反

应体系进行引物浓度、 探针浓度、 Ｔａｑ ＨＳ 酶 （ ５
Ｕ ／ μＬ） 添加量和退火温度的优化。 将鉴定后的 ３ 个

质粒分别稀释至 １×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 等比例混合后取

２ μＬ 作为模板， 引物终浓度设置为 ０􀆰 ３２、 ０􀆰 ３６、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ４４、 ０􀆰 ４８ μｍｏｌ ／ μＬ， 探 针 终 浓 度 设 置 为

０􀆰 １２、 ０􀆰 １６、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ２４、 ０􀆰 ２８ μｍｏｌ ／ μＬ， Ｔａｑ ＨＳ 酶

添加量设置为 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６ μＬ。 反应

条件： ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ １０ ｓ， 退火温度设置为

５８ ℃、 ５９ ℃、 ６０ ℃、 ６１℃、 ６２ ℃， 退火时间 ３０ ｓ，
进行 ４５ 个循环。 在出现典型扩增曲线、 无非特异性

扩增的同时， 优先选择 Ｃｔ 值更小、 荧光信号强度更

高的反应体系作为优化结果。
１􀆰 ５　 三重 ｑＰＣＲ 标准曲线建立

将 １０ 倍倍比稀释的 ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ－
ＰＲＶ－ｇＥ 和 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ （１０７ ～ １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
等比混合， 取 ３ μＬ 作为 ｑＰＣＲ 模板， 每个稀释度做 ３
个重复， 并设立灭菌无酶水为阴性对照。 经优化后的

反应体系扩增后， 以质粒拷贝数的对数值作为横坐

标， 以测得 Ｃｔ 值的平均值作为纵坐标绘制标准曲线。
１􀆰 ６　 三重 ｑＰＣＲ 敏感性试验

将 １０４ ～ １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐＧＥＭＴ － ＣＳＦＶ － Ｅ２、
ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ 和 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ 等比混合作为

模板， 使用优化后反应体系进行三重 ｑＰＣＲ 反应， 能

够扩增出曲线的质粒的最低拷贝数， 即为本试验建立

的方法的检测敏感度。
１􀆰 ７　 三重 ｑＰＣＲ 特异性试验

使用本试验建立的方法对 ＣＳＦＶ （石门株）、
ＰＲＲＳＶ、 ＢＶＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰＣＶ２ 的 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 进

行扩增， 以 ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ 和

ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ 为阳性对照， 以灭菌无酶水为阴性

对照， 检测该方法的特异性。
１􀆰 ８　 三重 ｑＰＣＲ 重复性试验

将 １０７、 １０５ 和 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐＧＥＭＴ －ＣＳＦＶ －
Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ 和 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ 等比混合

作为模板， 使用优化后的反应体系进行三重 ｑＰＣＲ 重

·９６·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 １０ 期



复性检测， 每个稀释度 ３ 个重复， 分别进行组内和组

间重复性试验， 组间重复试验为 ３ 次独立的试验。 使

用 Ｅｘｃｅｌ 软件分析和评价本方法的重复性。
１􀆰 ９　 临床样品检测及符合率试验

对实验室保存的 ２３５ 份猪瘟病毒组织样品核酸

（阳性 １９０ 份， 阴性 ４５ 份）， ４５ 份已确定为伪狂犬病

病毒阳性组织样品核酸以及 ３５ 份临床全血样品使用

本试验建立的三重 ｑＰＣＲ 方法检测， 使用 ｐＧＥＭＴ－
ＣＳＦＶ－Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ 和 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ 三

种质粒作为阳性对照， 灭菌无酶水为阴性对照； 设立

以 ｇＥ ／ ｇＩ 基因缺失型 ＰＲＶ 病毒为载体， 嵌合 ＣＳＦＶ
Ｅ２ 蛋白的重组弱毒株 ＪＳ－２０１２－ΔｇＥ ／ ｇＩ－Ｅ２［１１］ 检验本

方法对野毒株和疫苗株感染的鉴别效果； 最后与

ＧＢ ／ Ｔ １６５５１—２０２０ 《 猪 瘟 诊 断 技 术 》 ［１２］、 ＧＢ ／ Ｔ
３５９１１—２０１８ 《伪狂犬病病毒荧光 ＰＣＲ 检测方法》 ［１３］

所公布的 ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 的检测方法进行比较， 并根

据 ＷＳ ／ Ｔ ５０５—２０１７ 《定性测定性能评价指南》 ［１４］ 来

计算本方法与国标检测方法的总符合率与阳性符合

率。 另外， 使用 ｇＥ 缺失的猪伪狂犬商品化疫苗和猪

伪狂犬野毒， 以及自建的 ２ 种猪伪狂犬核酸对照品的

ＤＮＡ 为模板进行同时检测， 确定本方法是否可用于

对 ＰＲ 活疫苗和 ＰＲ 疫苗毒核酸对照品的鉴别检验。
１􀆰 １０　 ＰＲＶ ｄｄＰＣＲ 方法的建立

使用 Ｐｒｏｂｅ ｄＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 产品说明书中的反应

程序： ９５ ℃ １０ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ４５ 个

循环； １２ ℃ ５ ｍｉｎ。 在此基础上， 上下游引物和探针

终浓度设置为 ４００、 ５００、 ６００、 ７００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 １５０、
２００、 ２５０、 ３００、 ３５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， Ｐｒｏｂｅ ｄＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ
１５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 补充至 ３０ μＬ。 根据扩增结束后阴性

和阳性微滴的区分程度来确定最佳反应体系。
１􀆰 １１　 ＰＲＶ 核酸标准品构建

将实验室保存的 ＨｕＢ ／ ＷＨ ／ ２０２４ 及 Ｂａｒｔｈａ Ｋ６１ 接

种敏感细胞系 ＰＫ１５ 细胞， 接毒后 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２下孵

育至细胞病变 （ＣＰＥ） 比例达到 ７０％ ～９０％， 将细胞

冻融后， 取上清液， 加入上清液体积 １０％的商品化

核酸保护剂， 充分混匀后 ４ ℃静置 １ ｈ 以灭活病毒。
取灭活后病毒进行 １０ 倍系列稀释接种 ＰＫ１５， 并设立

不接毒细胞作为阴性对照， 设立未灭活病毒接种作为

阳性对照， 在３７ ℃ ５％ ＣＯ２下连续盲传 ３ 代， 每天在

镜下检查细胞病变， 确定病毒是否灭活彻底。 灭活后

得到的 ＰＲＶ 病毒液作为标准品的候选物， 分别命名

为 ＰＲＶ－Ｃ 和 ＰＲＶ－ΔｇＥ－Ｃ。
１􀆰 １２　 ＰＲＶ 核酸标准品的定值

使用核酸保护剂将 ＰＲＶ－Ｃ 和 ＰＲＶ－ΔｇＥ－Ｃ 进行

１０、 １００、 １ ０００ 倍稀释， 提取核酸， 对核酸进行拷贝

数初步定值。 根据定值结果， 进一步稀释候选物病毒

液， 使其拷贝数在 １０２ ～ １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 对稀释后的

候选物进行 ５００ μＬ ／支分装， －８０ ℃冻存， 作为 ＰＲＶ
核酸标准品， 命名为 ＰＲＶ－ＤＮＡ－ＲＭ 和 ＰＲＶ－ΔｇＥ－
ＤＮＡ－ＲＭ。

取 ＰＲＶ－ＤＮＡ－ＲＭ 和 ＰＲＶ－ΔｇＥ－ＤＮＡ－ＲＭ 核酸

对照品各 ３ 支， 通过 ｄｄＰＣＲ 对其进行定值。 由于疫

苗株缺失 ＰＲＶ ｇＥ 基因， 因此采用 ＰＲＶ ｇＨ 基因作为

检测靶标。
１􀆰 １３　 ＰＲＶ 核酸对照品稳定性试验

为了测试核酸对照品在不同温度环境下的稳定

性， 自－８０ ℃冰箱内取野毒株和疫苗株核酸对照品，
在－２０ ℃、 ４ ℃下分别保存 １、 ３、 ７、 １４ ｄ， 或 ３７ ℃
保存 １、 ３、 ５、 ７ ｄ 进行耐老化试验， 进行 ｄｄＰＣＲ 检

测， 分析不同保存条件下核酸对照品的稳定性。
１􀆰 １４　 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 方法检测极限比较

为了比较 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 方法对低拷贝数样品

检测的灵敏性， 将 ＰＲＶ －ＤＮＡ －ＲＭ 与 ＰＲＶ －ΔｇＥ －
ＤＮＡ－ＲＭ 核酸对照品进行系列稀释至 ２０、 １０、 ５、 １
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 分别使用 ２ 种方法同时进行检测， 在上

样量相同的情况下比较 ２ 种方法在低拷贝样品的检测

上是否有差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 重组质粒鉴定

以 ｐＧＥＭＴ － ＣＳＦＶ － Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ － ＰＲＶ － ｇＥ 和

ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ 为模板， 使用表 １ 中引物进行普通

ＰＣＲ 扩增后， 经凝胶电泳分析， 对应扩增产物均处于

凝 胶 中 正 确 位 置 （ 图 １ ）， 成 功 构 建 质 粒 Ｅ２
（４ ０２９ ｂｐ ）、 质 粒 ｇＥ （ ３ ６４２ ｂｐ ） 和 质 粒 ｇＨ
（３ ８９１ ｂｐ）， ３ 种质粒的浓度分别为 １５１、 １８４ 和 １７６
ｎｇ ／ μＬ， 根据拷贝数换算公式换算后， 分别为 ３􀆰 ４２×
１０１０， ４􀆰 ６１ × １０１０ 和 ４􀆰 １３ × １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 命名为

ｐＧＥＭＴ－ ＣＳＦＶ － Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ － ＰＲＶ － ｇＥ 和 ｐＧＥＭＴ －
ＰＲＶ－ｇＨ。 　
２􀆰 ２　 三重 ｑＰＣＲ 反应体系优化

经过对三重 ｑＰＣＲ 反应体系的优化， 最佳反应体

系如 下： 引 物 浓 度 ＰＲＶ ｇＥ 为 ０􀆰 ４４ μｍｏｌ ／ μＬ
（１􀆰 １ μＬ）， ＰＲＶ ｇＨ 为 ０􀆰 ３６ μｍｏｌ ／ μＬ （ ０􀆰 ９ μＬ），
ＣＳＦＶ Ｅ２ 为 ０􀆰 ３２ μｍｏｌ ／ μＬ （０􀆰 ８ μＬ）， 探针浓度 ＰＲＶ
ｇＥ 为 ０􀆰 ２８ μｍｏｌ ／ μＬ （０􀆰 ６ μＬ）， ＰＲＶ ｇＨ 和 ＣＳＦＶ Ｅ２
为 ０􀆰 １６ μｍｏｌ ／ μＬ （ ０􀆰 ４ μＬ）， Ｔａｑ ＨＳ 酶添加量为

０􀆰 ２ μＬ， ＨｙｐｅｒＰｒｏｂｅ Ｍｉｘｔｕｒｅ １２􀆰 ５ μＬ， 模板 ２ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２５ μＬ。 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃
１０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４５ 个循环。
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Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２； ２􀆰 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－

ｇＥ； ３􀆰 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ。

图 １　 重组质粒 ＰＣＲ 鉴定结果

２􀆰 ３　 三重 ｑＰＣＲ 标准曲线建立

以 １０７ ～ １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ３ 种质粒等比混合作为

模板， 使用优化后的反应体系进行 ｑＰＣＲ 扩增， 结果

显示三种质粒标准曲线的 Ｒ２均大于 ０􀆰 ９９ （图 ２）， 表

明本试验建立的三重 ｑＰＣＲ 方法在稀释度范围内， 重

组质粒的 Ｃｔ 值与拷贝数之间存在良好线性关系。
２􀆰 ４　 三重 ｑＰＣＲ 敏感性

应用三重 ｑＰＣＲ 体系对分别对 １０４ ～１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
的 ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ 和 ｐＧＥＭＴ－
ＰＲＶ－ｇＨ 三种质粒的等比混合模板进行扩增， 结果显

示 （图 ３）， 本方法对 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ 的最低检测

限为 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 对 ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２ 和ｐＧＥＭＴ－
ＰＲＶ－ｇＨ 的最低检测限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 表明本三重

ｑＰＣＲ 方法灵敏性较高。

图 ２　 三重 ｑＰＣＲ 扩增曲线 （Ａ） 及标准曲线 （Ｂ）

图 ３　 三重 ｑＰＣＲ 敏感性扩增曲线

２􀆰 ５　 三重 ｑＰＣＲ 特异性试验

应用三重 ｑＰＣＲ 体系对 ３ 种质粒以及 ＣＳＦＶ 石门

株、 ＰＲＲＳＶ、 ＢＶＤＶ、 ＴＧＥＶ 和 ＰＣＶ２ 的 ｃＤＮＡ 和

ＤＮＡ 进行扩增， 并设立灭菌无酶水作为阴性对照。

结果显示 （图 ４）， 仅 ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ－
ＰＲＶ－ｇＥ、 ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ 和 ＣＳＦＶ 石门株出现特异

性扩增曲线， 而非目的病原核酸和阴性对照均无特异

性扩增曲线， 表明本方法特异性较强。
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曲线 １􀆰 ＣＳＦＶ （Ｃ 株）； ２􀆰 ＰＲＶ ｇＥ； ３􀆰 ＰＲＶ ｇＨ； ４􀆰 ＣＳＦＶ （石门株）； ５～９􀆰 依次为 ＰＲＲＳＶ、 ＢＶＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰＣＶ２、 阴性对照。

图 ４　 三重 ｑＰＣＲ 特异性扩增曲线

２􀆰 ６　 三重 ｑＰＣＲ 重复性试验

使用 ｐＧＥＭＴ －ＣＳＦＶ －Ｅ２、 ｐＧＥＭＴ － ＰＲＶ － ｇＥ 和

ｐＧＥＭＴ－ ＰＲＶ － ｇＨ 分别在浓度为 １０７、 １０５ 和 １０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 下进行三重 ｑＰＣＲ 检测， ３ 种质粒的 ３ 个稀

释度在 ２ 种重复性试验中， Ｃｔ 值及拷贝数对数值的

变异系数 （ＣＶ） 均小于 ５％ （见表 ２）， 表明本试验

建立的方法重复性较好。

表 ２　 三重 ｑＰＣＲ 重复性结果

质粒 项目
质粒浓度 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

组内重复 组间重复

均值 标准差 ＣＶ ／ ％ 均值 标准差 ＣＶ ／ ％

ｐＧＥＭＴ－ＣＳＦＶ－Ｅ２

Ｃｔ 值

拷贝数对数值

１０７ １６􀆰 ４８ ０􀆰 ２５ １􀆰 ５２ １６􀆰 ５８ ０􀆰 ２１ １􀆰 ２６

１０５ ２２􀆰 ４６ ０􀆰 ４７ ２􀆰 １１ ２２􀆰 ５２ ０􀆰 ４２ １􀆰 ８５

１０３ ２８􀆰 ５８ ０􀆰 ２２ ０􀆰 ７８ ２８􀆰 ３８ ０􀆰 １７ ０􀆰 ６２

１０７ ７􀆰 ０９ ０􀆰 ０９ １􀆰 ２４ ７􀆰 ０６ ０􀆰 ０９ １􀆰 ２３

１０５ ４􀆰 ９９ ０􀆰 １６ ３􀆰 ２９ ４􀆰 ９３ ０􀆰 １７ ３􀆰 ４３

１０３ ２􀆰 ８５ ０􀆰 ０８ ２􀆰 ７ ２􀆰 ９１ ０􀆰 １０ ３􀆰 ４１

ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＥ

Ｃｔ 值

拷贝数对数值

１０７ １７􀆰 ５９ ０􀆰 １１ ０􀆰 ６１ １７􀆰 ６８ ０􀆰 ２５ １􀆰 ４３

１０５ ２３􀆰 ９６ ０􀆰 ６８ ２􀆰 ８２ ２３􀆰 ９５ ０􀆰 ２８ １􀆰 １６

１０３ ３０􀆰 ６９ ０􀆰 ３９ １􀆰 ２７ ３０􀆰 ７５ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ８１

１０７ ７􀆰 ０５ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ４７ ７􀆰 ０２ ０􀆰 ０７ １􀆰 ０７

１０５ ５􀆰 ０７ ０􀆰 ２１ ４􀆰 １６ ５􀆰 ０７ ０􀆰 １３ ２􀆰 ６５

１０３ ２􀆰 ９７ ０􀆰 １２ ４􀆰 ０７ ２􀆰 ９５ ０􀆰 １０ ３􀆰 ２９

ｐＧＥＭＴ－ＰＲＶ－ｇＨ

Ｃｔ 值

拷贝数对数值

１０７ １６􀆰 ５０ ０􀆰 ２０ １􀆰 ２２ １６􀆰 ７０ ０􀆰 ２０ １􀆰 ２０

１０５ ２３􀆰 ２４ ０􀆰 １０ ０􀆰 ４４ ２３􀆰 ５９ ０􀆰 ３６ １􀆰 ５３

１０３ ２９􀆰 ７２ ０􀆰 ３０ １􀆰 ００ ２９􀆰 ６９ ０􀆰 ２３ ０􀆰 ７６

１０７ ７􀆰 ０４ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ８７ ６􀆰 ９８ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ９３

１０５ ４􀆰 ９８ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ６２ ４􀆰 ８７ ０􀆰 １０ ２􀆰 ０３

１０３ ３􀆰 ００ ０􀆰 ０９ ３􀆰 ０６ ３􀆰 ０１ ０􀆰 ０８ ２􀆰 ６１

２􀆰 ７　 三重 ｑＰＣＲ 方法的应用

使用本方法和 ＣＳＦＶ、 ＰＲＶ 的国标 ｑＰＣＲ 检测方

法对实验室攻毒试验的 １９０ 份 ＣＳＦＶ 阳性组织样品核

酸、 ４５ 份阴性组织样品核酸和 ４５ 份 ＰＲＶ 阳性组织

样品核酸， 以及筛猪的 ３５ 份血液样品进行检测。 结

果发现， ＣＳＦＶ 总符合率 ９８􀆰 ７％ （２３２ ／ ２３５）， 阳性符

合率 ９９􀆰 ５％ （１８９ ／ １９０） （表 ３）； ＰＲＶ 总符合率为

１００％ （８０ ／ ８０） （表 ４）， 说明本方法准确率高， 可用

于临床检测。 在 ＪＳ － ２０１２ －ΔｇＥ ／ ｇＩ －Ｅ２ 中仅检测到

ＣＳＦＶ Ｅ２ 和 ＰＲＶ ｇＨ， 无 ＰＲＶ ｇＥ 基因的扩增曲线，
在 ２ 种 ＰＲＶ 核酸对照品、 野毒和商品化疫苗中， 仅

有 ＰＲＶ－ＤＮＡ－ＲＭ 和野毒出现 ｇＥ 基因的扩增曲线，
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说明本方法可实现对 ＰＲＶ 野毒和疫苗毒的鉴别。

表 ３　 ＣＳＦＶ 三重 ｑＰＣＲ 符合率结果

三重 ｑＰＣＲ
国标方法

阳性 阴性
合计

阳性 １８８ １ １８９

阴性 ２ ４４ ４６

合计 １９０ ４５ ２３５

表 ４　 ＰＲＶ 三重 ｑＰＣＲ 符合率结果

三重 ｑＰＣＲ
国标方法

阳性 阴性
合计

阳性 ４５ ０ ４５

阴性 ０ ３５ ３５

合计 ４５ ３５ ８０

２􀆰 ８　 ＰＲＶ ｄｄＰＣＲ 方法的建立

对 ＰＲＶ ｄＰＣＲ 反应体系中引物和探针浓度进行优

化， 根据阴性微滴与阳性微滴区分程度的大小， 确定

了 ｇＥ 和 ｇＨ 的上下游引物终浓度为 ６００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｇＥ
探针浓度为 ３００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｇＨ 探针浓度为 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
２􀆰 ９　 ＰＲＶ 核酸对照品的构建及定值

灭活后的病毒液在 ＰＫ１５ 细胞上盲传 ３ 代后， 阳

性对照孔的细胞出现间隙增大、 变圆、 散在的群体脱

落等 ＣＰＥ 现象， 而阴性对照孔和灭活孔无 ＣＰＥ 现象

（图 ５）， 证明病毒液已灭活成功； 根据梯度稀释的病

毒液测得的拷贝数结果， 调整 ＰＲＶ－Ｃ 和 ＰＲＶ－ΔｇＥ－
Ｃ 的稀释比例后， 最终 ＰＲＶ －ＤＮＡ －ＲＭ 拷贝数为

（９１１􀆰 ３４±４２􀆰 ９２） ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， ＰＲＶ－ΔｇＥ－ＤＮＡ－ＲＭ 拷

贝数为 （１ ２８０􀆰 ８±９４􀆰 ４） ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 均落在 １０２ ～１０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的范围内。
２􀆰 １０　 ＰＲＶ 核酸对照品的稳定性

稳定性检验结果显示 （图 ６）， ＰＲＶ－ＤＮＡ－ＲＭ
和 ＰＲＶ－ΔｇＥ－ＤＮＡ－ＲＭ 可在 ４ ℃或更低温度中， 稳

定保存至少 １４ ｄ， 在 ３７ ℃的加速老化试验中， 可稳

定保存至少 ７ ｄ。

图 ５　 核酸对照品灭活验证结果 （比例尺＝１００ μｍ）

图 ６　 核酸对照品短期稳定性及加速试验结果

２􀆰 １１　 ｄｄＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 方法检测极限的比较

低拷贝样品检测结果显示， ｑＰＣＲ 与 ｄｄＰＣＲ 均能

检出稀释至 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＰＲＶ－ＤＮＡ－ＲＭ 和 ＰＲＶ－

ΔｇＥ－ＤＮＡ－ＲＭ 的 ＤＮＡ， ２ 种方法对拷贝数为 ５ ～ ２０
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的样品检测结果无明显差异， ｄｄＰＣＲ 对于

１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 以下样本的检测具有更高的敏感性， 且
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重复性更好。 具体检测结果如图 ７ 和表 ５ 所示。

Ａ． ｑＰＣＲ 与 ｄｄＰＣＲ 比较结果； Ｂ． ｑＰＣＲ 扩增曲线 （曲线上数字代表质粒浓度， 单位为 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）； Ｃ． ｄｄＰＣＲ 检测。

图 ７　 ｑＰＣＲ 与 ｄｄＰＣＲ 检测极限比较

表 ５　 ｑＰＣＲ 与 ｄｄＰＣＲ 检测比较

方法 检测极限 检测时长 检测通量

ｑＰＣＲ ２􀆰 ６５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 约 ４０ ｍｉｎ ３８４

ｄｄＰＣＲ １􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ １􀆰 ５～３ ｈ ９６

３　 讨论

鉴于 ＣＳＦ 和 ＰＲ 对养猪业造成的持续危害及现有

防控手段的局限性， 建立快速、 可靠的分子生物学检

测方法显得尤为重要， 选择合适的靶基因是建立分子

生物学检测方法的第一步， 这与最终检测方法的特异

性和敏感性相关。 早期的研究者在 ＣＳＦＶ 基因序列的

扩增中， 使用过的靶基因包括 ５′ＵＴＲ［１５－１６］、 Ｅ２ 基

因［１７］和 ＮＳ５Ｂ 基因［１８］， 以上基因片段都具有高度保

守、 ＧＣ 含量适中、 二级结构较少、 拷贝数较高等特

点。 在本研究中， 为了保证检测的可靠性和一致性，
选择 ＣＳＦＶ 的 Ｅ２ 基因保守区域作为靶标设计引物探

针。 而针对 ＰＲＶ 的检测， 常用的靶基因包括 ｇＢ［１９］、
ｇＤ［２０］和 ｇＥ， 其中 ｇＥ 基因作为已确定的毒力基因，
是目前所用的商品化 ＰＲＶ 疫苗几乎都天然缺失或通

过人工基因编辑所缺失掉的基因， 故该基因也主要作

为鉴别 ＰＲＶ 野毒株感染和疫苗株感染的靶标［６－７］；
ｇＢ 蛋白是 ＰＲＶ 的主要免疫原性蛋白， 直接参与病毒

入侵宿主细胞， 在进化中承受着更强的选择压力， 导

致其基因序列发生突变［２１－２４］， 从而出现引物探针扩

增效率降低或假阴性的可能； ｇＤ 蛋白是诱导机体产

生中和抗体的主要抗原之一， 基于其强大的免疫原

性， 而被用于亚单位疫苗和重组活载体疫苗的构建。
已有研究者建立了构建 ｇＤ 缺失型 ＰＲＶ 病毒株的方

法［２５］， 后续研究通过动物试验证明了 ｇＤ 缺失型

ＰＲＶ 作为生物安全活载体疫苗的有效性［２６］， 不过我

国目前未见商品化 ｇＤ 基因缺失型疫苗， 且 ｇＤ 基因

并没有像 ｇＥ 存在疫苗生产中必须敲除的规定， 倘若

此类疫苗上市， 可能会对于使用 ｇＤ 基因作为靶基因

的 ｑＰＣＲ 检测造成一些干扰。 此外， 与 ｇＢ 基因类似，
在我国报道的多种 ＰＲＶ 变异株中， 也有许多 ｇＤ 基因

的突变［２７－２８］， 而 ｇＨ 基因的变异较少或未曾明确报

道。 与 ｇＢ、 ｇＤ 基因类似， ｇＨ 基因具有高度保守性，
且编码序列 （ＣＤＳ） 的 ＧＣ 含量与 ｇＢ、 ｇＤ 差距很小，
作为靶基因检测 ＰＲＶ 的实例较为罕见， 并且 ｇＨ 是

ＰＲＶ 囊膜蛋白重要组分， 参与细胞融合， 促进病毒

传播［２９］， 但其遗传多样性研究较少。 因此， 本方法

中针对 ＰＲＶ 的检测， 使用 ｇＨ 基因作为靶基因， 配合

ｇＥ 基因提升检测结果的可靠性。
在本方法的敏感性试验中， 针对 ＰＲＶ ｇＥ 的检

测， 敏感性低于 ＰＲＶ ｇＨ 和 ＣＳＦＶ Ｅ２， 主要由于该基
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因 ＧＣ 含量偏高， 引物设计理想区域较难选择， 最终

选择的引物扩增长度大于 ｇＨ 基因和 Ｅ２ 基因， 造成

该基因检测方法扩增效率低于另外 ２ 种靶标， 且多重

ｑＰＣＲ 体系中不同引物对之间存在酶、 ｄＮＴＰｓ 等反应

资源的竞争， 而 ｇＥ 基因的扩增动力学可能稍低于 Ｅ２
和 ｇＨ 基因， 导致其在低浓度模板下更晚达到荧光阈

值， 表现为灵敏度降低。 在 ｇＥ 的引物设计中， 综合

引物熔解温度、 自互补性、 ＧＣ 含量等因素考虑下，
本方法采用的引物已是最优选择。 为进一步提高

ｑＰＣＲ 检测的敏感性， 本研究中选择了适合高 ＧＣ 含

量模板扩增的酶进行优化后， 发现对 ｇＥ 基因检测的

敏感性有一定改善， 后期也可尝试使用甜菜碱、 二甲

基亚砜等增强剂提高该基因检测的灵敏性。 在前期研

究建立的 ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 多重 ｑＰＣＲ 方法中， 对 ＣＳＦＶ
的最低检测限分别为 １００、 ４６􀆰 ２ 和 ３４􀆰 ４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
对 ＰＲＶ 的 最 低 检 测 限 分 别 为 １００ ／ ４６􀆰 ２ 和 ８􀆰 ５９
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ［１９，３０－３１］， 本方法对 ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 的最低检

测限均为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 具备更高的灵敏度。
在本方法的实际应用中仍存在诸多局限性， 比如

由于 ＰＲＶ ｇＥ 检测敏感性低于 ＰＲＶ ｇＨ， 对 ＰＲＶ 载量

较低样品的检测可能会出现 ｇＥ 基因的漏检， 因此，
当检测 ＰＲＶ ｇＨ 的 Ｃｔ 值较高 （Ｃｔ 值≥３３） 时建议进

行复测， 并搭配数字 ＰＣＲ 或病毒分离方法进行进一

步验证。 此外， 该方法针对 ＣＳＦＶ Ｅ２ 最保守区域设

计引物， 因此无法区分 ＣＳＦＶ 野毒与疫苗毒感染， 对

ＣＳＦＶ 分型还需配套国标中的套式 ＰＣＲ 方法及测序来

确定。
在 ｑＰＣＲ 检测过程中存在多种影响因素可能导致

检测结果差异， 为了实现对检测过程的全面质量控

制， 使用经过准确定值的核酸对照品作为阳性对照和

内参标准， 已成为提高试验可靠性、 实现不同实验室

间结果可比性的关键手段。 ｄｄＰＣＲ 是在 ｑＰＣＲ 基础上

发展起来的一种核酸绝对定量技术， 该技术的高灵敏

度使其特别适用于低浓度核酸样品的精准定量， 因此

在对照品定值和验证中表现出显著优势。 本研究分别

构建了 ＰＲＶ 野毒株和疫苗株的核酸对照品， 并通过

ｄｄＰＣＲ 技术进行对照品定值， 结果表明其拷贝数分

别在 （ ９１１􀆰 ３４ ± ４２􀆰 ９２ ） ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 和 （ １ ２８０􀆰 ８ ±
９４􀆰 ４） ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 稳定性试验表明， 该对照品可在

４ ℃或更低温条件下稳定存放至少 １４ ｄ， 在 ３７ ℃环

境中可稳定存放至少 ７ ｄ， 满足多数质控品的运输与

保存需求， 最后， 通过比较本试验中 ｑＰＣＲ 方法和

ｄｄＰＣＲ 方法对核酸对照品的检测， 发现 ２ 种方法对

５～２０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 样品的检测结果基本一致， 对于 ５
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 以下的样品， ｑＰＣＲ 最低检测限为 ２􀆰 ６５
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 这与敏感性试验中 ｇＨ 的最低检测限不

同， 可能与单一模板不存在竞争抑制有关， ｄｄＰＣＲ
最低检测限为 １􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 比 ｑＰＣＲ 具有更高的检

测敏感性。 这与刘影等［３２］、 兰德松等［３３］ 的研究结果

一致， 而 Ｓｅｄｌａｋ 等［３４］的研究表明， 在抑制性样本中，
ｑＰＣＲ 的 Ｃｔ 值可能延迟或无法检出， 而 ｄｄＰＣＲ 仍能

准确定量， 更适合复杂样本的检测。 不过， ｄｄＰＣＲ
的检测时长会随着单次检测样本数量的增加而延长，
同样检测 ９６ 个样品， ｄｄＰＣＲ 的检测时长约为 ｑＰＣＲ
的 ２～３ 倍， 对于高拷贝样本 （≥１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）， 由

于超过检测上限， 会导致检测结果不精准， 且通常数

字 ＰＣＲ 的检测成本更高， 上样前的准备也更复杂，
因此不适合大批量检测。

综上， 本研究建立了检测 ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 的三重

ｑＰＣＲ 方法以及 ＰＲＶ 双重 ｄｄＰＣＲ 方法， 为 ＣＳＦＶ 和

ＰＲＶ 的检测提供了选择， 并使用配套建立的 ＰＲＶ 核

酸对照品对 ２ 种方法检测的灵敏性进行了比较， 结果

显示 ２ 种方法均有较高的敏感性、 特异性和可重复

性， 当靶标在低拷贝数时， ｄｄＰＣＲ 方法比 ｑＰＣＲ 方法

的可重复性更高， 显示出该方法对低拷贝数样品检测

的优势， 而三重 ｑＰＣＲ 方法则在检测的高通量和检测

时长上优于 ｄｄＰＣＲ 方法。 ２ 种方法为 ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ
的分子诊断、 病毒载量监测和实验室质量控制提供了

初步的技术基础和数据支持。
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