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小鼠多瘤病毒荧光 ＰＣＲ 检测方法的建立及其在
裸鼹鼠感染情况调查中的应用

李晓波，付　 瑞，王淑菁，卫　 礼，贺争鸣，王　 吉∗，岳秉飞∗

（中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所，北京　 １０００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立多瘤病毒荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，并对裸鼹鼠中多瘤病毒感染情况进行调查。 方法

比较 ＮＣＢＩ中小鼠多瘤病毒（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＮＣ＿００１５１５）的核酸序列，选择保守区域设计引物和探针，建立多瘤病毒的荧

光定量 ＰＣＲ 方法，对方法的敏感性和特异性进行验证。 人工感染 ９ 只 １ 日龄 ＫＭ 乳鼠，２１ ｄ 后采集心、肝、脾、肺、
肾、脑、胸腺、盲肠内容物和血液等组织脏器，用建立的荧光 ＰＣＲ 方法进行检测，验证方法在应用中的有效性，最后

用该方法检测 ６２ 份裸鼹鼠的盲肠内容物样本。 结果　 建立的检测方法特异性好，在以多瘤病毒为模板时出现明

显的荧光信号，以猴空泡病毒、小鼠 Ｋ 病毒、小鼠微小病毒和大鼠细小病毒 Ｈ⁃１ 株为模板时无荧光信号出现；方法

的最低检出限为 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；人工感染小鼠的心、肝、脾、肺、肾和盲肠内容物中均检测到多瘤病毒核酸，其中肺

组织中含量最高，脑、胸腺和血液中未检出；６２ 份裸鼹鼠的盲肠内容物样本经检测多瘤病毒为阴性。 结论　 建立的

多瘤病毒荧光定量 ＰＣＲ 方法可有效检测动物组织中的多瘤病毒，对裸鼹鼠自然感染多瘤病毒的调查为实验用裸鼹

鼠微生物标准的制定提供了参考。
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　 　 多瘤病毒（ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓ， ｐｏｌｙ）在分类上属乳多

空病毒科，多瘤病毒属，可引起实验小鼠和野生小

鼠的地方性流行，在自然条件下多呈隐性或亚临床

感染［１ － ３］。 为中华人民共和国国家标准《实验动物

微生物学等级及监测》（ＧＢ１４９２２􀆰 ２ － ２０１１）中 ＳＰＦ
级小鼠必要时需排除的病原。

多瘤病毒不仅感染小鼠，还会感染大鼠、地鼠

等啮齿类动物，在其他哺乳动物如人类、非人灵长

类、食肉类、偶蹄类动物和鸟类甚至海洋鱼类中也

发 现 了 多 瘤 病 毒 的 存 在［４ － ８］。 裸 鼹 鼠

（Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ）是一种分布于非洲索马里、
肯尼亚、埃塞俄比亚等地的野生动物，动物学分类

上属于哺乳纲、啮齿目、滨鼠科、裸鼹鼠属、裸鼹鼠

种［９］，野生环境下终生在地下 ２ ｍ 左右的黑暗洞穴

中生活。 作为一种新型的实验用动物，具有寿命

长、抗肿瘤、耐缺氧、新陈代谢率低、痛觉缺失、触觉

灵敏、视觉功能低下、骨骼再生能力强等诸多特点，
可用于抗肿瘤、抗衰老、低氧适应及疼痛等多个领

域的研究，在生物医学研究中具有广阔的应用前

景［１０］。 Ｊａｒｖｉｓ［１１］在 １９６７ 年首次将裸鼹鼠封闭饲养

用于科学研究，中国人民解放军第二军医大学于

２０１１ 年从非洲引入裸鼹鼠，并在人工环境下饲养繁

殖成功［１２］。 裸鼹鼠的实验动物化迫切需要制定其

相关的标准，目前裸鼹鼠中病毒和细菌等微生物的

自然感染情况还没有报道，也没有裸鼹鼠的相关微

生物学标准。
本研究通过建立小鼠多瘤病毒的实时荧光定

量 ＰＣＲ 方法，对裸鼹鼠自然感染小鼠多瘤病毒的情

况进行了初步调查，为裸鼹鼠微生物标准的制定提

供参考数据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＫＭ 乳鼠，１０ 只，１ 日龄，购自本院实验

动物生产供应室［ ＳＣＸＫ（京） ２０１４ － ００１３］ ［ ＳＹＸＫ
（京）２０１１ － ０００８］。 成年裸鼹鼠，１４ 月龄，６２ 只，体

重 ２０～ ４０ ｇ，雌雄各半，来自于中国人民解放军第二

军医大学实验动物中心，普通环境饲养，采集其盲

肠内容物样本，经处理后置 － ７０℃备用。 按实验动

物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 病毒株和细胞

小鼠多瘤病毒（ｐｏｌｙ）、猴空泡病毒（ ＳＶ４０）、小
鼠微小病毒（ＭＶＭ）和大鼠细小病毒 Ｈ⁃１ 株（Ｈ⁃１）
均为本实验室保存，小鼠 Ｋ 病毒（ＭＫＶ）购于 ＡＴＣＣ
（编号：４５０２８），３Ｔ３ 细胞为本室保存。
１􀆰 ３　 主要试剂

ＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 为 ＡＢＩ 产

品；病毒核酸提取试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ 公司。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 引物探针的设计

选择小鼠多瘤病毒基因组序列（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＮＣ＿
００１５１５）中保守序列设计引物和探针，上游引物 Ｐ１∶
５′⁃ＴＣＣＴＴＣＣＡＧＴＣＴＧＴＧＴＴＧＴＧＴＴＴＣ⁃３′； 下 游 引 物

Ｐ２∶ ５′⁃ＣＴＴＣＡＴＴＣＣＧＴＧＧＧＡＡＧＡＴＡＴＧＴＧＴ⁃３′；探针：
５′⁃（ＦＡＭ） ＣＴＧＣＡＣＡＡＣＣＡＴＴＴＧＣ （ＮＦＱ）⁃３′，预期

扩增的目的片段长度为 ６６ ｂｐ，引物探针由华粤瑞科

公司合成。
１􀆰 ４􀆰 ２　 病毒的培养

小鼠多瘤病毒接种 ３Ｔ３ 细胞后，２ ～ ３ ｄ 后待出

现细胞病变，反复冻融 ３ 次，置 － ７０℃备用。
１􀆰 ４􀆰 ３　 核酸的提取

取 ０􀆰 ２ ｍＬ 病毒培养液按试剂盒说明提取

ＤＮＡ，最后用 ５０ μＬ 灭菌水洗脱。
１􀆰 ４􀆰 ４　 标准质粒的制备

在上述引物扩增片段的上下游各设计引物：上
游引物 Ｐ３∶ ５′⁃ＴＡＧＣＴＡＧＧＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡＡＴ⁃３′；下游

引物 Ｐ４∶ ５′⁃ＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣＣＣＴＴＣＴＣＧＡＴ⁃３′，扩增后

的产物连接 ｐＣｌｏｎｅ００７ Ｂｌｕｎｔ Ｖｅｃｔｏｒ 载体，转化宿主

菌制备标准质粒。 紫外分光光度法测定质粒浓度

（ｎｇ ／ μＬ），根据公式浓度 （ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） ＝ ［６􀆰 ０２ ×
１０２３ × 质粒浓度（ｎｇ ／ μＬ） × １０ － ９］ ／ ［质粒大小（ｂｐ）
× ６６０］换算为拷贝数浓度。
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１􀆰 ４􀆰 ５　 荧光定量 ＰＣＲ 体系的优化

以同一批次提取的多瘤病毒核酸为模板，分别

采用不同的引物浓度（０􀆰 １ ～ １􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ），探针浓

度（０􀆰 １ ～ １􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ）及退火温度（５０ ～ ６５℃）等反

应条件，根据其 Ｃｔ 值来判定最佳反应条件，每个条

件做 ３ 个重复。
１􀆰 ４􀆰 ６　 方法的敏感性验证及标准曲线的建立

将标准质粒进行 １０ 倍系列稀释，稀释成 １􀆰 ０ ×
１００ ～ １􀆰 ０ × １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，用建立的荧光定量 ＰＣＲ
方法进行测定，验证其敏感性，并建立标准曲线。
１􀆰 ４􀆰 ７　 方法的特异性验证

用建立的荧光定量 ＰＣＲ 法同时检测多瘤病毒，
Ｋ 病毒，猴空泡病毒（ＳＶ４０）及大鼠细小病毒 Ｈ⁃１ 株

（Ｈ⁃１），小鼠微小病毒（ＭＶＭ）等同属或 ＤＮＡ 病毒，
验证方法的特异性。
１􀆰 ４􀆰 ８　 人工感染小鼠样本的检测

脑内接种 １ 日龄的 ＫＭ 乳鼠 ｐｏｌｙ 病毒，接种 ９
只，１ 只接种生理盐水作为阴性对照，７ 日龄时再次

滴鼻感染 ５ μＬ，２１ 日龄时脱颈处死，取心、肝、脾、
肺、肾、脑和盲肠内容物，按 １０％ （ｗ ／ ｖ）的比例加入

ＤＭＥＭ 培养基，研磨至匀浆，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，取上清，进行 ｐｏｌｙ 核酸的检测。
１􀆰 ４􀆰 ９　 裸鼹鼠的检测

６２ 只裸鼹鼠，处死后取盲肠内容物，加入 １０％
的 ＤＭＥＭ 培养基，漩涡振荡器震荡混匀，１２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清提取核酸检测。

２　 结果

２􀆰 １　 质粒标准品的制备

制备的质粒标准品，对插入片段进行测序，与
ＮＣＢＩ 发表的多瘤病毒序列（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＮＣ＿００１５１５）
同源性为 １００％ 。 紫外分光法测得浓度为 １１９􀆰 ２
ｎｇ ／ μＬ，换算为拷贝浓度为 ５􀆰 １２６ × １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。
２􀆰 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 体系的优化

优化后的引物和探针浓度均为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ，退
火温度为 ６０℃，反应条件为：５０℃ ２ ｍｉｎ；９５℃ １０
ｍｉｎ；９５℃ １５ ｓ，６０℃ １ ｍｉｎ，４０ 个循环。
２􀆰 ３　 方法的敏感性验证

提取的标准质粒浓度为 １１９􀆰 ２ ｎｇ ／ μＬ，换算成

拷贝数浓度为 ５􀆰 １２６ × １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，将其稀释成

１００ ～ １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，对系列稀释的标准质粒进行荧

光 ＰＣＲ 方法，建立标准曲线，在 １０１ 稀释度有一个

重复未起峰，其余两个重复起峰晚，１０２ ～ １０９ 稀释度

线性关系较好，Ｒ２ 值为 ０􀆰 ９９５，因此本方法判定最低

的检测灵敏度为 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，Ｃｔ 值≤３２􀆰 ４１６ 时为

阳性，反之为阴性（图 １，图 ２）。

图 １　 ｐｏｌｙ 荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇ． １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ
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图 ２　 ｐｏｌｙ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的敏感性验证

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

２􀆰 ４　 方法的特异性验证

检测结果显示，当检测 ｐｏｌｙ 病毒时，出现 ＦＡＭ
荧光扩增曲线（Ｃｔ 值为 １３􀆰 ９８４，对应浓度为 ２􀆰 ６７ ×

图 ３　 ｐｏｌｙ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的特异性

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｌｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）。 检测猴空泡病毒、Ｋ 病毒、小鼠微

小病毒和大鼠细小病毒 Ｈ⁃１ 株均无明显扩增曲线。
表明所建立的荧光定量 ＰＣＲ 法特异性强，与其他病

毒均无交叉反应。 （图 ３）
２􀆰 ５　 感染样品的检测

９ 只人工感染 ｐｏｌｙ 的小鼠均无明显临床症状，
在心、肝、脾、肺、肾、盲肠内容物中均检测到 ｐｏｌｙ 核

酸，各组织核酸含量肺 ＞ 心，肝，脾，肠 ＞ 肾；胸腺，
脑和血中 ｐｏｌｙ 核酸为阴性（图 ４）。
２􀆰 ６　 裸鼹鼠的检测

对 ６２ 份裸鼹鼠盲肠内容物样本进行检测，ｐｏｌｙ

病毒均为阴性（图 ５）。

３　 讨论

裸鼹鼠作为一种新型的实验动物，在抗肿瘤、
抗衰老、耐低氧等研究领域中有着广阔的应用前

景，我国对裸鼹鼠的研究和应用目前处于起步阶

段，中国人民解放军第二军医大学于 ２０１１ 年引进并

成功进行了裸鼹鼠人工繁殖［１３］，为了使其满足实验

动物标准化的要求，迫切需要制定裸鼹鼠的微生

物，寄生虫和遗传等的质量标准，为此我们对其携

带的微生物进行了初步调查，本研究主要对裸鼹鼠

中小鼠多瘤病毒的感染情况进行了调查。
我们通过与 ＮＣＢＩ 序列数据库比较，查找其保

守序列，最后选取小鼠多瘤病毒核衣壳蛋白基因
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注：１ － ９ 依次为肺、阳性对照、肝、肠、心、肾、胸腺、脑和血。

图 ４　 人工感染小鼠 ｐｏｌｙ 各组织检测结果

Ｎｏｔｅ． １ － ９ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｌｕｎｇ， ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｌｉｖｅｒ， ｃｅｃｕｍ， ｈｅａｒｔ， ｋｉｄｎｅｙ， ｔｈｙｍｕｓ， ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

图 ５　 ６２ 只裸鼹鼠 ｐｏｌｙ 检测结果（Ｐ ／ Ｃ：阳性对照）
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓ ｉｎ ６２ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ （Ｐ ／ Ｃ： ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ） ．

（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＮＣ＿００１５１５）序列设计引物探针，建立了

小鼠多瘤病毒的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法。 用浓度

已经标定的标准质粒对其检测敏感度进行验证，在
１０２ ～ １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 范围呈线性关系，将 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／
μＬ 作为本方法的检测敏感度，对应的 Ｃｔ 值为

３２􀆰 ４１６；我们用同为多瘤病毒属的猴空泡病毒和小

鼠 Ｋ 病毒以及大小鼠的两种 ＤＮＡ 病毒作为对照病

毒验证本方法的特异性，结果只有多瘤病毒出现荧

光信号，其他对照病毒均无荧光信号出现，表明方

法的特异性良好。 为了验证方法在实际样本的检

测中是否适用，我们用多瘤病毒细胞毒感染 ９ 只

ＫＭ 乳鼠，为了提高感染成功率，我们分两次分别经

脑和鼻饲两个途径进行感染，检测结果显示在心、
肝、脾、肺、肾和盲肠内容物中检测到多瘤病毒核

酸，脑、胸腺和血液中未检测到，并且各组织病毒含

量不同，肺组织中含量最高，这与相关文献报道一

致［１４］。 感染的 ９ 只小鼠未出现临床症状也未产生

肿瘤，可能是受到了母源抗体的保护。
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多瘤病毒的宿主并不局限于小鼠，在大鼠、地
鼠以及其他哺乳类动物，鸟类和鱼类中都有发现，
裸鼹鼠中也可能存在这种病毒，但我们用建立的荧

光定量 ＰＣＲ 方法并未从裸鼹鼠中检测到多瘤病毒，
采用 ＥＬＩＳＡ 方法也未从裸鼹鼠血清中检测到多瘤

病毒抗体（文中未显示），可能的原因有以下几点：
选择的靶器官中病毒含量太低，我们进行的感染试

验表明多瘤病毒在小鼠肺组织中的含量最高，本次

试验参考先前的文献报道我们选择裸鼹鼠的盲肠

内容物作为检测的靶器官［１５］，后续的试验还需对其

他的靶器官进行检测；另一个原因可能是感染裸鼹

鼠的多瘤病毒与小鼠多瘤病毒核酸序列存在差异，
由于没有裸鼹鼠多瘤病毒的参考资料，考虑到裸鼹

鼠与小鼠同属啮齿目，我们选择小鼠多瘤病毒的基

因序列为参考建立了检测方法，有研究表明不同种

属动物中的多瘤病毒核酸序列不是完全相同的，这
样虽然我们建立的方法检测小鼠中的多瘤病毒是

有效的，但用来检测裸鼹鼠中的多瘤病毒就有可能

检测不到；本研究检测的裸鼹鼠不是野生状态，是
经过人工饲养繁殖多代净化过的，因此包括多瘤病

毒在内的一些病原体可能已经净化掉了。 以上几

个方面均需在后续的实验中继续深入研究。
综上所述，我们建立了小鼠多瘤病毒的荧光定

量 ＰＣＲ 检测方法，并对一定数量的裸鼹鼠样本进行

了检测，为实验用裸鼹鼠微生物学标准的制定提供

了参考。
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