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牛肠道病毒Syber
 

Green
 

I荧光定量PCR检测方法的建立*
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【摘要】 目的 建立一种简便快速、特异性和重复性好、灵敏度高的牛肠道病毒(Bovine
 

Enterovirus,BEV)检测方法。

 方法 根据GenBank公布的BEV基因序列,选取保守区核苷酸序列,利用Pirmer
 

5.0设计引物,通过PCR扩增目的

基因片段,将其连接到pMD18-T载体上构建重组标准品质粒pMD18-T-BEV。构建荧光定量PCR方法,利用软件

Quant
 

Studios
 

Design
 

&
 

Analysis
 

Software自动生成标准曲线及溶解曲线。检测其重复性、特异性和灵敏度并与传统

PCR方法比较。 结果 建立的荧光定量检测方法标准曲线在3.2×101~3.2×109 拷贝/μL范围内线性关系良好,相
关系数为0.997,斜率为-3.387;组间变异系数<3.16%,组内变异系数<1.67%;与牛病毒性腹泻病毒(BVDV)、牛库

布病毒(BKOV)、牛环曲病毒(BTOV)、牛诺如病毒(BNOV)和牛副流感病毒3型(BPIV3)的cDNA样品无交叉反应;最
低检测限度为3.2×101 拷贝/μL,是常规PCR检测灵敏度的1

 

000倍。利用本研究建立的荧光定量检测方法对采集自

内蒙古自治区9个盟市的86份牛腹泻样品进行检测,其阳性率为26.74%,远高于传统PCR检测出的阳性率4.56%。

 结论 本研究成功建立了一种BEV
 

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR方法,该方法具有较高的灵敏度、特异性和可重复

性,适用于规模化养殖场牛肠病毒的快速检测。为内蒙古自治区BEV的检测和流行病学调查提供依据。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

a
 

simple,rapid,specific,reproducible
 

and
 

sensitive
 

bovine
 

enterovirus
 

(BEV)
 

detection
 

method. Methods According
 

to
 

the
 

BEV
 

gene
 

sequence
 

published
 

by
 

GenBank,the
 

nucleotide
 

sequence
 

of
 

the
 

conserved
 

region
 

was
 

selected,the
 

primer
 

was
 

designed
 

with
 

Pirmer
 

5.0,the
 

target
 

gene
 

fragment
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR
 

and
 

cloned
 

into
 

pMD18-T
 

vector
 

to
 

construct
 

recombinant
 

standard
 

plasmid
 

(PMD18-T-BEV).
 

Fluorescence
 

PCR
 

methods
 

were
 

constructed
 

and
 

standard
 

and
 

dissolution
 

curves
 

were
 

automatically
 

generated
 

using
 

the
 

software
 

Quant
 

Studios
 

Design
 

&
 

Analysis
 

Software.
 

Its
 

repeatability,specificity,and
 

sensitivity
 

were
 

measured
 

and
 

compared
 

with
 

traditional
 

PCR
 

methods,and
 

clinically
 

validated.
 

The
 

data
 

were
 

analysed
 

using
 

IMB
 

SPSS
 

Statistics
 

22
 

software. 
Results The

 

standard
 

curve
 

of
 

the
 

fluorescence
 

quantitative
 

detection
 

method
 

established
 

in
 

this
 

study
 

has
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

in
 

the
 

range
 

of
 

3.2×101-3.2×109
 

copies/μl,with
 

a
 

correlation
 

coefficient
 

of
 

0.997
 

and
 

a
 

slope
 

of
 

-3.387,a
 

coefficient
 

of
 

variation
 

between
 

groups
 

<
 

3.16%,and
 

a
 

coefficient
 

of
 

variation
 

within
 

groups
 

<
 

1.67%.
 

There
 

was
 

no
 

cross-reactivity
 

with
 

cDNA
 

samples
 

of
 

bovine
 

viral
 

diarrhea
 

virus
 

(BVDV),bovine
 

Kubuovirus
 

(BKOV),bovine
 

cyclovirus
 

(BTOV),bovine
 

norovirus
 

(BNOV)
 

and
 

bovine
 

parainfluenza
 

virus
 

type
 

3
 

(BPIV3);The
 

dissolution
 

temperature
 

of
 

the
 

standard
 

plasmid
 

was
 

about
 

84.2
 

C.
 

The
 

minimum
 

detection
 

limit
 

was
 

3.2×101
 

copies/μL,which
 

was
 

1000
 

times
 

more
 

sensitive
 

than
 

conventional
 

PCR
 

detection.
 

Whereafter,the
 

fluorescence
 

quantitative
 

detection
 

method
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established
 

in
 

this
 

study
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

86
 

faecal
 

specimens
 

randomly
 

collected
 

from
 

cattle
 

with
 

diarrhea
 

in
 

9
 

cities
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

Autonomous
 

Region.
 

The
 

positive
 

rate
 

was
 

much
 

higher
 

than
 

that
 

detected
 

by
 

the
 

traditional
 

PCR
 

(26.74%
 

vs
 

4.56%). Conclusion In
 

this
 

study,a
 

BEV
 

SYBR
 

Green
 

I
 

Real-time
 

PCR
 

method
 

was
 

successfully
 

established,which
 

has
 

high
 

sensitivity,specificity
 

and
 

reproducibility,and
 

is
 

suitable
 

for
 

the
 

rapid
 

detection
 

of
 

bovine
 

enterovirus
 

in
 

large-scale
 

farms.
 

To
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

detection
 

and
 

epidemiological
 

investigation
 

ofBEV
 

in
 

Inner
 

Mongolia
 

Autonomous
 

Region.
【Keywords】 bovine

 

enterovirus;SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

real-time
 

PCR;specificity

  牛肠道病毒(Bovine
 

enterovirus,BEV)感染是近

年来国内出现的一种新发传染病,病畜临床症状主要

以消化系统、呼吸系统为主要特征,表现为腹泻、脱水、
发热、咳嗽、呼吸困难,还有可能造成生殖障碍[1-4]。

BEV感染在牛群中较为常见,且易与其他病原发生混

合感染和继发感染,在某些牛群中可造成较高的死亡

率,严重威胁养牛业的健康发展。BEV 是一种小

RNA病毒[5-6],是小RNA病毒科,肠道病毒属成员。
病毒粒子呈球形,结构简单,大小约为20~30

 

nm[7-8]。
其基因组为单股正链RNA,全长约为7.5

 

kb,包含一

个开放阅读框,编码一个多聚蛋白。该多聚蛋白可通

过蛋白酶水解形成4个结构蛋白(VP1~4)和7个非

结构蛋白(2A~C,3A~D)。根据病毒基因型的不同,
肠道病毒可分为12种肠道病毒种(A~L)和3种鼻病

毒(A~C),其中肠道病毒E型、F型常见于牛,G型常

感染猪、羊等[9]。
本研究前期通过接种 MDBK细胞,从1份出现严

重腹泻的犊牛粪便样品中分离到1株可使 MDBK细

胞出现显著病变的毒株,经鉴定,该病毒为BEV。为

了解内蒙古自治区不同盟市BEV毒株流行情况,本研

究拟建立一种操作简便、重复性和特异性好,灵敏度高

的Syber
 

Green
 

I
 

BEV荧光定量PCR检测方法并应

用于BEV感染的诊断。

材料与方法

1 材料

病 毒 核 酸
 

BVDV、BKOV、BTOV、BNOV 和

BPIV3病毒核酸均来自内蒙古民族大学动物科技学

院预防兽医学实验室临床检测样品。
主要仪器与试剂

 

Ex
 

Taq酶,T4
 

DNA 连接酶,

pMD18-T载体,DNA
 

Marker
 

DL2000,DNA
 

Marker
 

DL2000购自大连 TaKaRa公司;质粒小提试剂盒购

自杭州 AXYGEN公司;总RNA抽提试剂盒购自上

海生 工 生 物 工 程 有 限 公 司;SYBR
 

Green
 

I
 

PCR
 

Master
 

Mix购自美国Promega公司。梯度PCR仪,

Quant
 

Studio
 

3型荧光定量PCR仪为美国ABI公司

生产。

2 方法

2.1 引物设计与合成 以本研究前期分离的BEV毒

株全基因序列为模板,选择保守区域,利用
 

Primer
 

5.
0软件设计1对特异性引物,扩增片段大小为127

 

bp。

BEV4502F2:5􀆳-CGTACTCTGGCATCCACACGAA-
3􀆳;BEV4628R2:5􀆳-CAGTGAACTCCCCGACCT-3􀆳。
引物由吉林省库美生物工程有限公司合成。

2.2 标准品质粒的制备 使用上海生工生物工程有

限公司的RNA提取试剂盒,按照说明书提取牛粪便

样品中的总 RNA,将其反转录为cDNA。以之为模

板,使用方法2.1中设计合成的PCR引物进行PCR
扩增。PCR反应条件:95

 

℃
 

5
 

min,94
 

℃
 

30
 

s,56
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,共35个循环;72
 

℃延伸10
 

min。使

用凝 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 目 的 基 因 并 将 其 克 隆 到

pMD18-T载体上构建标准品质粒,将经酶切验证正确

的质粒交由吉林库美生物科技有限公司进行测序。用

Nanodrop分光光度计测得pMD18-T-BEV质粒浓度,
挑选A260/A280 在1.8~2.0之间的质粒用做标准品。

计算pMD18-T-BEV质粒为3.2×1010 拷贝/μL。将

重组质粒10倍梯度稀释,取3.2×101~3.2×109 拷

贝/μL,9个稀释度的重组质粒作为标准品模板。

2.3 BEV荧光定量PCR方法的构建

2.3.1 荧光定量PCR反应体系及条件 反应体系:

Green
 

Permix
 

EX
 

Taq
 

Ⅱ
 

10
 

μL,上下游引物各0.8
 

μL,ROXⅡ
 

0.4
 

μL,无核酸水6
 

μL,总体积共20
 

μL。
同时设置不加质粒模板阴性对照。反应条件:95

 

℃
 

30
 

s,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

34
 

s,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

15
 

s(95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

34
 

s)40个循环。

2.3.2 标准曲线的建立 选用3.2×101~3.2×109

拷贝/μL 的 pMD18-T-BEV 重 组 质 粒 为 模 板 进 行

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR扩增,利用软件Quant
 

Studios
 

Design
 

&
 

Analysis
 

Software自动生成标准曲

线及溶解曲线。

2.3.3 重复性检测 以10倍倍比稀释的3个梯度

(3.2×103~3.2×105 拷贝/μL)标准质粒DNA为模

板,采用组间及组内平行实验,连续扩增3次,计算各

组间及组内Ct误差,评估其可重复性。

2.3.4 特异性检测 以BEV质粒、BVDV、BKOV、

BTOV、BNOV、BPIV3基因组cDNA 为模板,进行

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR,分析检测方法的特异
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性,试验设无核酸水阴性对照。

2.3.5 灵敏度检测 将10倍倍比稀释的标准品质粒

作为模板分别进行SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR和

普通PCR扩增,比较荧光定量检测方法和普通PCR
检测的灵敏度,设空白对照。

2.4 临床样本检测 收集内蒙古自治区不同盟市牛

腹泻粪便样品86份,采用上海生工生物技术有限公司

的总RNA抽提试剂盒提取粪便样品总RNA并将其

反转录为cDNA,对所得cDNA 进行实时荧光定量

PCR与常规PCR法对比分析。

3 统计分析

利用IMB
 

SPSS
 

Statistics
 

22软件对数据进行分

析,各组间的比较采用比较平均值,计量资料用(x±
s)进行表示,计算变异系数(CV%)进行重复性验证,
要求CV%≤5%,通过χ2 检验和 Kappa一致性分析

对检测结果进行统计学分析,P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

1 标准质粒的制备

用BEV特异性引物对目标基因进行扩增,将该片

段克隆到pMD18-T 质粒上构建pMD18-T-BEV 质

粒,经双酶切鉴定,产物大小符合预期(图1)。测序结

果显示,pMD18-T-BEV与BEV
 

TL21G15病毒基因

对应片段序列一致。

  M DNA标志物(DL2000) 1 pMD18-T-BEV质粒PCR产物 
2 pMD18-T-BEV双酶切产物 3 阴性对照 4 BEV

 

PCR产物
图

 

1 重组质粒pMD18-T-BEV酶切鉴定及目的基因PCR鉴定

M DL2000
 

DNA
 

Marker 1 pMD18-T-BEV
 

plasmid
 

PCR
 

product 2 pMD18-T-BEV
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

product 3 
Negative

 

control 4 BEV
 

PCR
 

product
Fig.1 Identification

 

of
 

pMD18-T-BEV
 

and
 

PCR
 

amplification
of

 

target
 

gene

2 实时荧光定量标准曲线的建立

用倍比稀释法对pMD18-T-BEV 标准品质粒进

行10倍稀释,选择3.2×101~3.2×109 拷贝/μL进

行荧光定量
 

PCR扩增,软件自动生成标准曲线见(图

2)。其斜率为-3.387,截距为43.797,相关系数为

0.997。本研究所建立的荧光定量PCR检测方法扩增

效率高,为97.354%。对照组未见非特异的扩增。

图
 

2 BEV荧光定量PCR标准曲线

Fig.2 Establishment
 

of
 

the
 

standard
 

curve
 

with
 

recombinant
 

plasmid

3 重复性试验

重复性是对同一样品多次重复检测结果的一致性

评估,变异系数(CV)越小,精确性越好。为验证本研

究建立的荧光定量检测方法的重复性,以不同拷贝浓

度的标准品质粒进行组间和组内重复试验,各组间的

比较采用比较平均值,结果见表1和表2,组间变异系

数在2.44%~3.16%之间,组内变异系数在0.33%~
1.67%之间,表明该方法具有较好的重复性。

表
 

1 荧光定量PCR检测BEV的组间统计

Table
 

1 Statistics
 

of
 

BEV
 

detection
 

by
 

florescence
 

quantitative
real-time

 

PCR
 

between
 

the
 

groups

标准模板(拷贝/��L)
Positivetemplatecopies

不同批次3个重复的Ct值
Ctvalueof

 

intraassay
1 2 3

平均值±标准差
(x±s)

变异系数
CV(%)

3.2×105 21.95 23.21 23.17 22.78±0.71 3.13
3.2×104 25.17 26.72 26.44 26.11±0.82 3.16
3.2×103 29.28 30.40 30.67 30.12±0.73 2.44

表
 

2 荧光定量PCR检测BEV的组内统计

Table
 

2 Statistics
 

of
 

BEV
 

detection
 

by
 

florescence
 

quantitative
real-time

 

PCR
 

within
 

the
 

groups

标准模板(拷贝/��L)
Positivetemplatecopies

同一批次3个重复的Ct值
Ctvalueof

 

intraassay
1 2 3

平均值±标准差
(x±s)

变异系数
CV(%)

3.2×105 21.95 23.23 21.84 21.87±0.07 0.33
3.2×104 25.17 24.39 24.55 24.71±0.41 1.67
3.2×103 29.28 28.73 28.77 29.93±0.31 1.03

4 特异性试验

本研究用 BEV、BVDV、BKOV、BTOV、BNOV
和BPIV3等cDNA样品作为模板,对其特异性进行验

证。结果如图3所示,在整个试验中,对照样本均未发

生特异性扩增,说明该荧光定量PCR检测方法有较高

的特异性。

5 溶解曲线

利用本研究建立的实时荧光定量PCR检测方法

扩增标准品质粒,分析其溶解曲线。由图4可知,标准
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品质粒的溶解温度均为84.2
 

℃左右,标准品质粒拷贝

浓度呈正相关,标准品的拷贝浓度对溶解温度有明显

的影响。

图
 

3 BEV荧光定量PCR的特异性检测

Fig.3 Specificity
 

analysis
 

of
 

the
 

SYBR
 

Green
 

I
 

Real-time
 

PCR

图
 

4 BEV荧光定量PCR扩增产物溶解曲线

Fig.4 Melting
 

curve
 

of
 

the
 

SYBR
 

Green
 

I
 

Real-time
 

PCR

6 敏感性试验

分别用3.2×101~3.2×108 拷贝/μL标准品进

行普通PCR和SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR扩增,
结果如图5和图6所示。普通PCR最低检出限为3.2
×104 拷贝/μL,SYBR

 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR实时

荧光定量PCR为3.2×101 拷贝/μL,荧光定量PCR
检测方法的灵敏度是普通PCR方法的1

 

000倍。

  M DNA标志物
 

DL2000 1~8 模板量分别为3.2×101~3.2
×108 拷贝/�L NC 阴性对照

图
 

5 普通PCR检测BEV的敏感性

M DL2000
 

DNA
 

Marker
 

The
 

template
 

amount
 

is
 

respectively
 

3.2
×101~3.2×108

 

copies/�L NC Negative
 

control
Fig.5 Sensitivity

 

analysis
 

of
 

the
 

traditional
 

PCR

7 临床样品检测

对采自内蒙古自治区9个盟市的86份牛粪便样

品通 过 SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR 方 法 进 行

BEV检测,其中阳性样品23份,阳性率为26.74%;普

通PCR方法检出阳性样品4份,阳性率为4.56%,结
果见表3。

1~8 3.2×101~3.2×108
 

拷贝/�L
图

 

6 实时荧光定量PCR检测BEV的敏感性

Fig.6 Sensitivity
 

analysis
 

of
 

the
 

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR

表
 

3 SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR和PCR数据对比
Table

 

3 SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Comparison
 

of
 

Real-time
 

PCR
 

and
 

PCR
 

data

盟市
检测

样品数

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR
检测阳性样品数

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR
检测阳性率(%)

普通PCR
检测阳性
样品数

普通PCR
检测阳性率
(%)

阿拉善 10 5 50(5/10) 1 10(1/10)
赤峰 10 1 10(1/10) 1 10(1/10)

锡林郭勒 10 5 50(5/10) 0 0
巴彦淖尔 10 2 20(2/10) 0 0
呼伦贝尔 10 3 30(3/10) 0 0
乌兰察布 6 3 50(5/10) 0 0

包头 10 2 20(2/10) 0 0
兴安盟 10 0 0 0 0
通辽 10 2 20(2/10) 2 20(2/10)

合计Total 86 23 26.74 4 4.56

8 实时荧光定量PCR检测方法的临床验证

将两种方法的检测出的86份临床样品结果用四

格表χ2 检验(表4)和Kappa一致性检验统计分析2
种检测方法的检测(χ2=11.491,P=0.01),表示检测

结果的差异具有统计学意义;Kappa一致性检验P=
0.001,Kappa值为0.236,说明两者一致性一般。86
份样品中有19份检测结果不一致,存在病毒含量过低

而无法检出的情况,采用SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR检测方法可以提高低浓度样本的检出率。结果

表明SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR检测BEV方法

与普通PCR相比较,前者更敏感。

表
 

4 实时荧光定量PCR检测方法的临床验证

Table
 

4 Clinical
 

validation
 

of
 

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR

SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR检测方法

普通PCR检测

阳性 阴性
合计

阳性 4 19 23
阴性 0 63 63

合计Total 4 82 86
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讨 论

BEV感染由Moll等[10]于20世纪50年代后期首

次报道,此后,该病陆续在多个国家被报道[11-13]。直到

2011年,我国李英利等才首次报道并从内蒙古自治区

某奶牛场病牛样品中分离到BEV毒株[14]。随后,在
吉林[15]、北京[16],天津[17]、山东[18],宁夏[19]、青海[20]、
河南[21]、河北[22],新疆[21]、广西[23]、四川[24]、辽宁[25]

等地的牛场样品中检测到了该病毒,表明BEV已在我

国大范围流行。
通过RT-PCR检测进行的BEV流行病学调查发

现,广西河池地区BEV检出率为3.23%~19.51%,
且与BCoV存在共感染现象,共感染率为2.44%~
4.44%[26]。四 川 攀 西 地 区 BEV 感 染 率 为

13.98%[24]。青海省海北州出现腹泻症状的牦牛粪便

样品中BEV阳性率高达43.65%,而健康牦牛粪便样

品中的BEV 的阳性率为12.11%[20]。BEV 可通过

粪、口途径传播,发病牛和无症状病毒携带者是主要的

传染源[27],该病毒对我国养牛业的绿色健康发展构成

了一定的威胁。内蒙古自治区作为我国畜牧业大省,
牛群中BEV的流行现状尚不清楚。

本研究 建 立 了 一 种 BEV
 

SYBR-Green
 

I
 

Real-
time

 

PCR检测方法。该方法具有较好的重复性,其组

间变异系数为2.44%~3.16%。组内变异系数为

0.33%
 

~1.67%。具有较好的敏感性,敏感度为3.2
×101 拷贝/μL显著优于普通PCR检测方法。该方

法还具有很好的特异性与 BVDV、BKOV、BTOV、

BNOV、BPIV3等病毒基因均无交叉反应。采用统计

学的方法对SYBR
 

Green
 

Ⅰ
 

Real-time
 

PCR检测与普

通PCR检测方法的检测结果进行比较,卡方检验P=
0.01,Kappa值为0.236,进一步说明SYBR-Green

 

I
 

Real-time
 

PCR检测方法更为敏感。
利用本研究建立的荧光定量检测方法对随机采自

内蒙古自治区9个盟市的86份腹泻牛粪便样品进行

检测,除兴安盟外,其它8个盟市的牛腹泻样品中均能

检测到BEV。此外,采自阿拉善盟、锡林郭勒盟和乌

兰察布盟的牛腹泻样品中,BEV阳性率高达50.00%。
表明目前内蒙古自治区BEV感染范围较广,部分地区

流行率较高,需引起足够重视。
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