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口蹄疫病毒实时 TaqMan 荧光定

检测方法的建立
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摘要:基于口蹄疫病毒聚合酶 3D 蛋白基因的序列分析，设计合成了特异的引物和探针，通过反应条件的优化，建立

了实时 TaqMan 荧光定量 RT-PCR 检测方法.试验表明，实时 TaqMan 荧光定量 RT-PCR 能特异性检测 A、0 、 Asia 1 3 

种血清型的口蹄疫病毒，对猪水泡病、猪瘟、蓝耳病等猪常见病原检测l结果均为阴d性.对比检测试验表明，实时 Taq­

Man 荧光定量 RT-PCR 的检测敏感性比常规的多重 RT-PCR 提高达 105 倍，对口蹄疫病毒细胞增殖病毒液的检测

灵敏度可达 0.063 个 TCID50，对临床样品的检测试验证实，该方法可以有效检测临床样品中的猪水泡皮、组织、血
清及 o-P 液中的口蹄疫病毒.
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Development of a Real-Time TaqMan RT-PCR Assay 
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Abstract: In this study , one set of primer and one probe were designed according to the sequence of 3 D 

gene of foot-and-mouth disease virus (FMDV). Through the optimization of reaction conditions , a Taq­

Man RT-PCR detection method was develop仨d. The TaqMan RT-PCR assay specifically detected A , 0 , 

Asia 1 serotype of FMDV and the test results were negative for swine vesicular disease , classical swine fe­

ver virus , porcine reproductive and respiratory syndrome. Comparison tests indicated that TaqMan RT­

PCR assay was at least 105 fold sensitive than the conventional multi-RT-PCR.ηle detection limit of the 

assay reached O. 063 TCID50 as showed by tests on serial ten fold dilution of cell propagated virus sam­

ples. Clinical applications showed that this method can be used for FMDV detection of swine blisters , tis­

sues , serum , oesophageal-pharyngeal fluid. 50 it provided one reliable method for the diagnosis and su­

pervision of foot and mouth disease. 
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口蹄疫病毒主要引起偶蹄动物发生口蹄疫

(Foot-and-mouth disease , FMD) ，该病严重影响着动

物产品的国际贸易[l]. 作为一种烈性、急性和高度传
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染性的疾病，其预防控制的基础是能够进行及时准

确的诊断，而临床症状中出现水泡症状的疫病还包

括猪水泡病、猪水泡磨和水泡性口膜炎，因此，仅仅
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依据临床症状难以区分，需要借助实验室方法的进

一步鉴别诊断我国现行对 FMDV 病原进行诊断的

方法是进行病毒分离、以间接夹心酶联免疫吸附试

验、反向间接血凝试验(IHA) 、 RT-PCR 等方法鉴定，

但这些方法都有其各自的局限性[2]. 近年来发展起

来的实时 TaqMan 荧光定量 RT-PCR( Real-time Taq­

Man RT-PCR) 技术以其特异性强、灵敏度高、速度快

等优点在基因表达水平分析、病原体基因的定性和

定量检测等方面得到广泛应用，并且已经成为当前

病毒核酸快速检测的主要方法[3]. 本研究旨在根据

广东省近期流行毒株的序列特点，建立一种特异性

强、敏感性高的实时 TaqMan 荧光定量 RT-PCR 方

法，用于口蹄疫的快速诊断与监测.

1 材料与方法

1. 1 材料

A 型、0 型、A8ia I 型 FMDV 标准株由广东省动

物防疫监督总所分离保存;猪水泡病病毒(SVDV) 及

猪瘟病毒(HCV)等由华南农业大学传染病教研室等

提供;增殖病毒用的 BHK-21 细胞，由武汉大学中国

典型培养物保藏中心提供;2~3 日龄乳鼠，由广东省

实验动物研究中心提供.荧光定量 PCR 仪型号为 AB

7500;RNA 抽提用的 TRlzol @ Reagent 为 Invitrogen

公司产品:荧光 RT-PCR 预混试剂及普通 RT-PCR 试

剂为宝生物工程(大连)有限公司产品 ;FMDV 多重

RT-PCR 检测试剂盒由中国农业科学院兰州兽医研

究所提供.

1. 2 寻|物与探针的设计与合成
以高度保守的 FMDV 编码聚合酶蛋白的 3D

基因作为扩增靶区，设计并合成了 1 对引物和 1

条 TaqMan探针.具体序列一一上游引物 P1:5'­

CGAGTCCTGCCACGGAGAT -3' ;下游引物 n J'-AC­

CTGTGATGGCYTCGAAGA-3' ; TaqMan 探针 :5'(FAM)­

ATGGTCCCACGGCGTGCAA -( TAMRA) 3'. 探针的 5'

端标记荧光发射基团 FAM(6-竣基荧光素) ，靠近 3'

端标以荧光津灭基团 TAMRA. 扩增的目的片段长 92

bp. 引物和探针由宝生物工程(大连)有限公司合成.

1. 3 号|物和探针浓度的筛选

应用 25μL PCR 反应体系，以质粒 pGEM-T 3D 

作为检测样品，终浓度为 50 、 1∞、200 ，300 、400 ，500 、

6∞ nmoVL，对引物和探针采用矩阵法进行优化，以

确定引物和探针的最佳使用浓度.

1.4 定量用标准晶的制备

3D 基因的 PCR 产物用 Omega 公司的凝胶纯化

试剂盒纯化后，与 pGEM-T 载体连接，转化 DH5α 大

肠杆菌增殖，碱裂解法抽提质粒，命名为 pGEM-T

3D ，经试剂盒纯化后，用 NanoDrop 微量紫外分光光

度计测定质粒浓度，计算拷贝数.

1.5 标准曲线的建立

以质粒 pGEM-T 3D 作为标准品，并梯度稀释至

拷贝数为 109 、 108 、 107 、 106 、 105 、 104 、 103μL -1作为模

板，以起始模板数的对数为 X 轴， Ct 值(每个管内的

荧光信号到达设定的阔值时需要的循环数)为 Y轴

做回归曲线，建立标准曲线.反应体系如下: Premix 

Ex Taq(2 x) 12.5μL，上、下游引物 (25 pmoνμL) 

各 0.2μL，探针 (25 pmoVμL) O. 1μL，模板 3.0 μL 

和 ddH2 0 9. 0 μL.反应程序为 95 "c预变性 2 min ,95 

'c 10 8,55 "c 308 ,72 "c 30 s ， 5 个循环 ;95 "c 10 s , 

60 "c 30 s ， 40 个循环，60 "c反应结束后收集荧光.

1.6 荧光 RT-PCR 反应条件

根据引物与探针使用浓度优化结果，结合 TaKa­

Ra 公司 One Step PrimeScript™ RT-PCR Kit 使用说

明，确定一步法的反应体系和条件如下:20μL 反应

体系中含有 One step RT-PCR Buffer(2 x ) 10μL、 Ex

T叫 HS(5 U/μL) 0.4μL 、 M-MLV Rtase (H free) 

(200 U/μL) 0.2μL 、 RNase Inhibitor (40 U/μL) 

0.4μL、上游引物 (25μmoVL) 0.2μL、下游引物

(30μmoνL) 0.2μL、探针( 25μmoVL) 0.1μL 、

ddH2 0 6. 5μL、 RNA 模板 2.0 μL 瞬时离心混匀后

放人荧光定量扩增仪中，填写被检样品、阳性对照、

阴性对照，定量标准曲线孔，设置通道，运行程序为

42 "c 25 min , 95 "c 2 min; 95 "c 10 s , 55 "c 30 s , 

72 "c 30 s ， 5 个循环 ;95 "c 10 s ,60 "c 308 ， 40 个循

环，于 60 "c延伸结束后收集荧光，根据标准曲线计

算出待测样品的基因拷贝数.

1. 7 TaqMan RT乎CR 的特异性、敏感性试验

用 SVDV 、PRRSV 、 HCV、圆环病毒、乙脑疫苗毒、

猪瘟活疫苗、伪狂犬活疫茵、猪传染性胃肠炎猪流行

性腹泻二联苗以及正常猪蹄组织进行特异性比较检

测.对 FMDV 细胞培养物(TCID5。为 106.8mL -1) 样品

进行 10 倍系列稀释，用中国农业科学院兰州兽医研

究所生产的 FMDV 的多重 RT-PCR 和 TaqMan RT­

PCR 检测，以比较它们的敏感性.

1. 8 A 型、0 型和 Asia I 型口蹄症病毒的检测试验

为了验证所建立的方法对多种血清型口蹄疫病

毒的普遍适用性，用 A 型、0 型、Asia 1 型口蹄疫病毒

和 SVDV 进行验证.反应条件同1. 6. 

1.9 临床样晶的检测

对 12 份临床样品进行检测，包括 FMDV 感染动

物水泡皮 3 份、血清 5 份、牛 O-P 液 4 份，其中水泡皮

样品用反向间接血凝和多重 RT-PCR 方法进行复核，

血清及 O-P 液只用多重 RT-PCR 方法进行复核.对检
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测结果不一致的部分样品经乳鼠保护试验进行验证.

2 结果与分析

2.1 引物与探针浓度的筛选

应用含有扩增目的片段的质粒标准品，制备系

列稀释的 DNA 作为检测样品，将引物和探针的浓度

配成 50 、 100 ，200 、300 、400 、500 nmoVL，采用矩阵法

优选引物和探针的最佳浓度.结果表明，用 100

nmoνL 的引物浓度和 5到o nmo 

标准品检测可获得较小 Cαt 值和较高的荧光强度增

加值值• 

2.2 TaqMan RT-PCR 标准曲线的建立

病毒的 BHK-21 细胞培养物，经测定 TCIDso 毒
价，提取病毒 RNA 作 10 倍系列稀释后，做 TaqMan

RT-PCR 检测.以 TCIDso的对数为 X 轴 ，Ct值为 Y轴

作回归曲线 y = - O. 28x + 11. 03 ，从 FMDV 检测的标

准曲线中可知，各浓度范围内有极好的线性关系，相

关系数为 0.999 ，见图1.
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图 1 荧光 PCR 扩增曲线( a) 与荧光 PCR 标准曲线( b) 

Fig.l Amplification curve of real-time PCR (a) and standard 

curve of real-time PCR( b) 

2.3 TaqMan RT-PCR 方法的特异性检验

从图 2 看出， TaqMan RT-PCR 法可很好检测到

A 型、0 型和 Asia 1 型口蹄疫病毒，同时水泡病病毒

为阴性.说明本方法对常见血清型的 FMDV 能很好

检出.

正常猪蹄部皮肤组织、 SVDV 、 PRR町、 HCV、乙

脑活疫苗、猪瘟活疫苗、伪狂犬活疫苗、猪传染性胃

肠炎猪流行性腹泻二联苗、圆环病毒病料、检测结果

均为阴性;阴、阳性对照成立，见图 3. 常见的猪病病

原及正常的组织不会干扰本方法的检测结果，说明

本方法具有良好的特异性.
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图 2 适用性检测结果

Fig. 2 The detection result of applicability 

。 ----------------, 
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图 3 特异性检测结果

Fig.3 Results of specificity test of real-time RT -PCR 

2.4 敏感性检验

将 FMDV 病毒(TCID5o为 106. 8/mL)按 10 -1倍比

稀释.采用 TaqMan RT-PCR 方法对病毒原液、 10 -1 、
10 -2 、 10 -3 、 10- 4 、 10- 5 、 10- 6 、 10- 7 均能检出 ， Ct 值分

别为 8.31 、 12. 18 、 17.97 、 24.04 、 25.92 、 29.54 、

32.24 、34.10;10- 8 的 Ct 值为 39.02 ，但扩增曲线不

典型，故本方法对病毒的敏感性为 10-7 ，相当于

0.063 个 TCIDso ，见图 4.

同时进行比对的普通 RT-PCR 方法，即中国农业科

学院兰州兽医研究所生产的 FMDV 多重 RT-PCR，只能

检测到病毒 10-2稀释组 ，FMDV 多重 RT-PCR，含有 3 对

引物，扩增长度分别为 634 、483 和 278 坤，只要扩出 1 条

以上的目的带即可判为阳性.见图 5.
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图 4 对病毒的敏感性检验结果

40 

Fig. 4 The sensitive detection result of FMDV 

500bp 
250 bp 

M: DNA Marker D[2仪MB;lm9 分别为:原液、 10 - 1 、 10 -2 、 10 -3 、

10 -4 、 10 -5 、 10 -6 、 10 -8倍稀释的病毒;+:阳性对照，一:阴性对照

图 5 多重 RT-PCR 试剂盒敏感性检测结果

Fig.5 Results of sensitivity test of multiplex RT-PCR 

2.5 临床样晶的检验

对 12 份临床样品用反向间接血凝、多重 RT­

PCR 和 TaqMan RT-PCR 方法同时进行检测，结果 3

种方法结果均一致，说明本方法与间接血凝和多重

RT-PCR 方法有较高的符合率.

3 讨论

口蹄疫病毒为小 RNA 病毒，基因组约 8.5 kb , 

共有 7 个血清型.不同血清型口蹄疫病毒之间，不能

产生交互免疫，因此，快速准确地检测在口蹄疫的研

究和防疫中至关重要.与常规的诊断方法相比，实时

荧光定量 RT-PCR 具有高特异性，高灵敏性和快速的

特点，已成功地用于 FMDV 的检测[43].

当前对我国威胁较大的是 A 、0 、 Asia 1 3 种血清

型 FMDV[6 J • 本文建立的实时 TaqMan 荧光定量 RT­

PCR 方法的引物、探针是根据 FMDV 聚合酶 3D 蛋白

基因中的保守序列设计，充分考虑了我国 FMDV 流

行形势和特点，对 A 、 0 、 Asia 1 3 种血清型 FMDV 的

检测具有普遍的适用性.由于本方法的敏感性较高，

可检出 0.063 个 TCID50的病毒量，较常规的多重 RT­

PCR 高 105 倍，且荧光 RT-PCR 具有特异性强，可进

行高通量样品检测，无需扩增后的电泳分析，可减少

PCR 产物污染的风险，适用于含毒量较低的样品检

测，为 FMD 的诊断和监测提供了一个可靠的方法.

目前，以荧光 RT-PCR 对 FMDV 进行血清型鉴

定，现有技术条件仍不易达到.包慧芳[7J 建立了

SYBRGreen 荧光 RT-PCR 方法用于鉴别 O 型、 A 型

和 Asia 1 型 FMDV，但存在敏感性不够高的问题.分

型 TaqMan 荧光 RT-PCR 方法建立的主要困难仍是

由于 FMDV 基因的变异过大，即使同一血清型内的

毒株间也难以找到足够长的保守序列用于探针的设

计，缩短探针的长度成为此项技术在口蹄疫分型中

应用的关键，MGB 探针[8-9 J 和锁定核酸(Locked nu­

cleic acid , LNA) 探针[叫技术的应用，可以使探针的

长度缩短， MGB 探针尤其对 AT 含量高的序列有很

大的帮助，随着这些技术的日益成熟，以及成本的降

低，有望解决这一瓶颈问题.另外，针对局部地区少

数血清型或基因型的分型荧光 RT-PCR 方法的建立

是一个值得探讨的可行方向.
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