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摘要%目的!建立小鼠巨细胞病毒 !T6P*JA+967JQ3I6S1HP*( TAT]"荧光定量 KAM方法并对其进行初步应用*

方法!选取>AR<发表的 TAT]=7198 株 \>F:6I+7JH3*J基因保守序列设计引物探针(建立 TAT]的荧光定量
KAM方法(对方法的特异性’敏感性’重复性及稳定性进行验证(并应用该方法检测掺入 TAT]的小鼠血液样品及
&#"$ 年度送检的 (#% 份小鼠血液样本* 结果!建立的 TAT]荧光定量 KAM方法标准曲线 =I6:J为@)C("$(G& 值

为 #C%%%(扩增效率为 %?C")’g(可定量检测到的 TAT]最低含量为 (’ 56:1J*;#E* 以大鼠巨细胞病毒(猴巨细胞

病毒(人单纯疱疹病毒(伪狂犬病毒及猫疱疹病毒 <型为模板均无扩增曲线(特异性良好* 方法组内和组间变异系

数分别为 #C)%gh#C?$g和 #C($gh"C#"g(重复性和稳定性好* 可检测到掺入小鼠血液样品中 TAT]病毒的最

大稀释度为 " q"###!"##C’B VA<\B# ;#C" 7E"((#% 份小鼠血液样品经检测均为阴性* 结论!建立的小鼠巨细胞病

毒荧光定量 KAM方法有很好的敏感性’特异性及稳定性(可有效地检测小鼠中 TAT](为实验小鼠 TAT]的监测

及相关标准的补充完善提供了技术参考*

关键词%小鼠巨细胞病毒+荧光定量 KAM+实验小鼠

中图分类号% M@)!!文献标识码% F!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#?_##))_#?

’>C%"#4)%?%;d41**24"##?_?"’%4&#"%4#?4##’

! ! 小 鼠 巨 细 胞 病 毒 ! T6P*JA+967JQ3I6S1HP*(
TAT]"分类上属疱疹病毒科(乙型疱疹病毒亚科(
具有严格的种属特异性(野生小鼠是该病毒的主要
来源(主要通过动物亲密接触传播(也可经胎盘垂直
传播 , "- *

自然感染小鼠多呈亚临床过程(但病毒会潜伏
在免疫功能健全动物体内 , &- (胎鼠或免疫缺陷动物
感染会发生严重疾病 , )- (如会改变小鼠呼吸系统’
血液系统内环境的平衡(从而对细菌和病毒更加易
感(更重要的是会抑制动物的免疫应答(抑制抗体产
生及 V5细胞的功能 , (- * 欧洲实验动物联合会
!LDEF=F"’A83HIJ*H1SJH实验室及 G3HI32 实验室等
均已将 TAT]列为实验小鼠日常监测项目 , B- (早在
八九十年代就有学者建议将 TAT]作为 =KL动物
应排除的病原体 , ?- (目前我国的实验动物国家标准
对 TAT]的检测没有规定* 本研究建立的 TAT]
特异的 V3ZT32 探针实时荧光定量 KAM!Lb_KAM"

方法(具有高灵敏度和特异性的特点(为实验小鼠
TAT]日常监测及动物源性生物制品中 TAT]的
检测提供了技术参考*

/K材料与方法

/N/K试剂
Lb_KAM引物探针由 FR<公司合成(V3ZT32

U21SJH*3IKAMT3*9JHT1/为 FR<产品+病毒核酸提
取试剂盒购自 V3.3H3公司*
/N5K病毒株和样品

小鼠巨细胞病毒 !TAT]" *7198 株 ! "#)C’B
VA<\B# ;#C" 7E"(大鼠巨细胞病毒 !MAT]" 购自
FVAA(编号 ]M_%%"+猴巨细胞病毒!=AT]"’人单纯
疱疹病毒 *7(( 株!G=]"’伪狂犬病毒 !KM]"及猫
疱疹病毒 <型!LG]_""均为本室保存+&#"$ 年 "( 家
单位送检的 =KL级小鼠抗凝血样品 )#’ 份(清洁级
小鼠抗凝血 "#& 份(具体见表 "*



!!!!! 实验动物科学 )? 卷

表 /K临床样本信息
@%J:-/KE:#&#L%:U%9P:-U#&T(G9%F#(&

!品系

等级!!
RFER;5 ><G AB’RE;? <AM RFER;5_2P >K̂ R?ARFL" >X\=A<\

清洁级 ’& ; "# "# ; ; "# ;
=KL级 "?’ &# )# )# "# "# &# &#

/N3K方法
/N3N/!引物设计%选择小鼠巨细胞病毒 =7198 株

! Ĵ2[32.%a‘)($)’)"\>F:6I+7JH3*J基因保守序
列设计引物和探针(序列见表 &*

表 5KDEDIM‘8]E?引物探针信息
@%J:-5K]G#9-GU%&HPG(J-UT(GDEDIM‘8]E?

引物名称 序列!Bn_)n" 序列位置 产物大小! [:"
TAT]L AAV̂ AÂ FVAVV̂ V̂̂ FVF̂ FF̂ $#’B(h$#’’?
TAT]M ÂFFÂ AVVVAVFÂ V̂VVAFA $#$"$h$#$)%

$?

探针 !LFT"FV̂ AVAAÂ V̂ VAVAA!>Lb" $#’$?h$#$#"

/N3N5!病毒核酸的提取%小鼠巨细胞病毒’大鼠巨
细胞病毒’猴巨细胞病毒’人单纯疱疹病毒 *7((
株’伪狂犬病毒及猫疱疹病毒 <型(各取 #C& 7E病
毒液按试剂盒说明提取 \>F(最后用 "B# #E灭菌
水洗脱*
/N3N3!质粒标准品的制备%由擎科生物合成 TAT]
! Ĵ2[32.%a‘)($)’)" $#?%" h$#$$# [: 的 \>F序
列(转入 :AI62J##’ RIP29]J596H载体(构建质粒标准
品 :AI62J##’_TAT]:(经测定其浓度为 (C’ o"#"#

56:1J*;#E*
/N3N2!TAT]Lb_KAM扩增体系及标准曲线的建
立%对引物’探针浓度’退火温度等条件进行优化(优
化后的反应体系为%V3ZT32 U21SJH*3IKAMT3*9JH
T1/"# #E(上下游引物!"# #76I;E"各 #C( #E(探针
!"# #76I;E" #C& #E(\>F模板 " #E(灭菌 ,,G&X
补足至终体积 &# #E* 反应程序为% B# i &712+
%B i "# 712+%B i "B *(?# i "712((# 个循环* 将
质粒标准品 :AI62J##’_TAT]: "# 倍系列稀释为
"#% h"##56:1J*;#E(以其为模板(按上述反应体系和
反应条件进行 KAM扩增(每个稀释度做 ) 个平行(
选取线性较好的 ’ 个稀释度绘制标准曲线*
/N3NO!TAT]Lb_KAM方法的敏感性验证%
"C)CBC"!以 (C’o"#% h(C’o"##56:1J*;#E系列稀释
的质粒标准品为模板(用优化好的反应条件进行检
测(每个稀释度做 ) 个平行(验证方法的敏感性*
"C)CBC&!与其他 KAM方法敏感性比较%将步骤
"C)C& 提取的 TAT]核酸 "#@"至 "#@$系列稀释(使
用本方法’文献报道的常规 KAM法’Lb_KAM方法分
别检测 , ’- (比较各方法的灵敏性*

/N3N4!TAT]Lb_KAM方法特异性验证%用建立的
荧光定量 KAM法检测小鼠巨细胞病毒(大鼠巨细胞
病毒(猴巨细胞病毒(人单纯疱疹病毒(伪狂犬病毒
及猫疱疹病毒 <型等疱疹病毒科病毒的核酸(验证
方法的特异性*
/N3NX!TAT]Lb_KAM方法的重复性和稳定性验
证%应用优化好的的反应条件(以不同浓度的质粒标
准品!(C’o"#?((C’o"#( 和 (C’o"#&56:1J*;#E"为模
板进行 Lb_KAM扩增(每个浓度设置 ) 个重复(同时
选择不同的 ) 个时间点检测(计算组内和组间 A9值
均值(标准差及变异系数*
/N3N1!TAT]Lb_KAM方法的应用
"C)C$C"!模拟感染样本的检测%TAT]病毒液
!"#)C’B VA<\B# ;#C" 7E"分别按 "#@" h"#@$的比例掺
入 TAT]阴性小鼠抗凝血(模拟病毒感染样品(每个
稀释度做 )个平行(各取 &## #E(按 \>F提取试剂盒
说明提取核酸(用 TAT]Lb_KAM方法进行检测*
"C)C$C&!临床样本的检测%应用建立的 TAT]Lb_
KAM方法检测 &#"$ 年 "( 个实验动物生产和使用单
位送检的小鼠抗凝血样品(包括 =KL级小鼠血清
)#’ 份(清洁级小鼠 "#& 份!表 ""*

5K结果

5N/KDEDI荧光定量 ]E?扩增体系及标准曲线
的建立

用优化好的体系扩增 "#$ h"#&56:1J*;#E的标
准质粒(各稀释度扩增曲线间距均匀(标准曲线
=I6:J为@)C("$!在@)h@)CB 之间"(G& 值为 #C%%%
!m#C%%"(扩增效率为 %?C")’g!%#gh"#Bg之间"

.().
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!图 "’&"*

图 /KDEDI荧光定量 ]E?标准曲线
M#)S/KDEDIM‘8]E?UF%&H%GHL+GY-

图 5KDEDI荧光定量 ]E?方法扩增曲线
M#)S5KDEDIM‘8]E?%9P:#T#L%F#(&L+GY-

5N5KDEDIM‘8]E?方法的敏感性验证
如图 ) 所示((C’o"#% h(C’o"#"56:1J*;#E各稀

释度的质粒标准品均出现 = 型扩增曲线(而 (C’o

"##56:1J*;#E的 ) 个平行实验有 " 个未出现 = 型扩
增曲线(说明本方法最低可定量检测到 (’56:1J*;#E
的样品* 用 TAT]Lb_KAM方法和常规 KAM方法
检测同样的 "#@"至 "#@$系列稀释的 TAT]核酸样
品(由图 ( 可见(TAT]Lb_KAM方法最低可检测到
"#@(稀释度的 TAT]核酸(常规 KAM最低可检测到
"#@&稀释度(表明 TAT]Lb_KAM方法敏感性比常
规 KAM方法高两个数量级+用建立的 TAT]Lb_
KAM方法与文献报道的 Lb_KAM方法检测相同的
"#@"至 "#@$系列稀释的 TAT]核酸样品(每个稀释

度做 ) 个平行(两种方法检测到的最大稀释度均为
"#@((但本方法每个稀释度的 A9值均值均低于文献
方法!表 )"(说明本方法的敏感性高于文献方法*

图 3KDEDI荧光定量 ]E?方法敏感性验证扩增曲线
M#)S3KDEDIM‘8]E?U-&U#F#Y#F$ F-UF%9P:#T#L%F#(&L+GY-

图 2KDEDI荧光定量 ]E?方法#<$与常规
]E?方法#=$敏感性比较

注%T%"## [: \>FT3H.JH+"h$%"#@"至 "#@$系列
稀释的 TAT]核酸+%%阴性对照

M#)S2KE(9P%G#U(&(TU-&U#F#Y#F$ J-F*--&DEDI
M‘8]E? #<$ %&HL(&Y-&F#(&%:]E?#=$

>69J% T% "## [: \>FT3H.JH+"@$%"#@" 96"#@$ *JH13II+
,1IP9J, TAT]2P5IJ15351,*+ %%>JQ391SJ5629H6I

.B).
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表 3K两种荧光定量 ]E?方法敏感性比较
@%J:-3KE(9P%G#U(&(TU-&U#F#Y#F$ J-F*--&F*(

T:+(G-UL-&L-a+%&F#F%F#Y-]E?9-F"(HU

TAT]核酸样品 本方法!A9均值" 文献方法!A9均值"

"#@" &?C"(’ &$C$%)

"#@& &%CB(& )&C(B’

"#@) ))C)’B )?C&?%

"#@( )’C(B" )$CB?#

"#@B ; ;

"#@? ; ;

"#@’ ; ;

"#@$ ; ;

5N3K方法的特异性验证
图 B 显示(当以 TAT]为模板时(出现 LFT荧

光扩增曲线 !A9值为 &?(对应浓度为 ’C’" o"#(

56:1J*;#E"(以大鼠巨细胞病毒(猴巨细胞病毒(人
单纯疱疹病毒(伪狂犬病毒及猫疱疹病毒 <型为模
板均无明显扩增曲线* 表明所建立的荧光定量
KAM法特异性强(与其他病毒均无交叉反应*

图 OKDEDI荧光定量 ]E?方法特异性验证扩增曲线
注%"h’ 分别为 TAT]’MAT]’=AT]’

G=]’KM]’LG]_"’阴性对照

M#)SOKDEDIM‘8]E?UP-L#T#L#F$ F-UF%9P:#T#L%F#(&L+GY-
>69J% "@’% TAT]’MAT]’=AT]’G=]’

KM]’LG]_" 32, 2JQ391SJ5629H6I

5N2KDEDI M‘8]E?方法的重复性和稳定性
验证

用建立的 Lb_KAM方法检测 (C’o"#?( (C’o
"#( 和 (C’o"#&56:1J*;#E三个浓度的质粒标准品(
由表 ( 可见其组内变异系数为 #C)%gh#C?$g(组
间变异系数为 #C($gh"C#"g(方法的重复稳定性
良好*

表 2KDEDIM‘8]E?方法的重复稳定性验证结果
@%J:-2K?-P-%F%J#:#F$ Y-G#T#L%F#(&G-U+:FU

(TDEDIM‘8]E?

标准质粒浓度
!56:1J*;#E"

组内重复性!A9" 组间重复性!A9"

$.j,
变异系数;

g $.j,
变异系数;

g

(C’o"#? "?C"B&j#C#’" #C(( "?C"($j#C#$& #CB"

(C’o"#( &)C#’Bj#C#%" #C)% &)C"#’j#C""& #C($

(C’o"#& )#C#$)j#C&#? #C?$ &%C%B?j#C)#& "C#"

5NOKDEDIM‘8]E?方法的应用
用建立的 TAT]Lb_KAM方法检测掺入 TAT]

!"#)C’B VA<\B# ;#C" 7E"病毒的小鼠抗凝血样品(

"#@" h"#@)稀释度 ) 个平行均为阳性(其 A9值均值
分别为 )#CB??’))C#"&’)?C))’("#@(稀释度有 & 个
平行出现扩增曲线(" 个平行未出现("#@B h"#@$稀释
度均为阴性(表明本方法可检测到小鼠抗凝血样品
中 TAT]的最大稀释度为 " q"###(对应病毒毒力
为 "##C’B VA<\B# ;#C" 7E!图 ?"* 检测 &#"$ 年送
检的 )#’ 份 =KL小鼠及 "#& 份清洁级小鼠抗凝血样
品(结果均为阴性*

图 4KDEDI荧光定量 ]E?方法模拟感染样品检测结果

注%"h$ 分别对应 "#@" h"#@$掺入 TAT]的抗凝

血样品(% 为阴性对照

M#)S4K’-F-LF#(&G-U+:FU(TU#9+:%F-H#&T-LF-H

U%9P:-UJ$ DEDIM‘8]E?

>69J% "@$ 56HHJ*:62,*96"#@")"#@$ 3291_563QPI39162

*37:IJ*1256H:6H39J, [+TAT]( % 1*2JQ391SJ5629H6I

3K讨论

荧光定量 KAM方法灵敏度高(耗时少(特异性
强(目前已广泛用于病原体的检测 , $_%- (本研究选取
小鼠巨细胞病毒 \>F:6I+7JH3*J基因保守序列设

.?).
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计引物和探针(建立了 TAT]Lb_KAM检测方法(各
稀释度扩增曲线间距均匀(以标准质粒建立标准曲
线(=I6:J为@)C("$(相关系数 G& 值为 #C%%%(扩增
效率为 %?C"(g(说明本 Lb_KAM方法可实现对
TAT]的有效定量* TAT]Lb_KAM在以大鼠巨细
胞病毒’猴巨细胞病毒等同类病毒及人单纯疱疹病
毒’伪狂犬病毒’猫疱疹病毒 <型!LG]_""等同科病
毒为模板时均无扩增(说明方法的特异性良好+敏感
性方面最低可检测到 (’56:1J*;#E的 TAT](比常
规 KAM方法的敏感性高两个数量级(与已有的 Lb_
KAM法 , ’-相比各浓度的 A9值均低于后者(说明本
方法的敏感性更高* 选取各相差两个数量级的 ) 个
浓度的标准质粒做方法的重复性及稳定性验证(组
内变异系数小于 "C#g(组间变异系数小于 "CBg(
表明本方法有很好的重复性和稳定性*

TAT]感染小鼠后可分布在血液’唾液腺’肝’
脾’肺等组织中 , ’("#- (本研究选取小鼠 D\VF抗凝血
作为检测样品(根据动物福利的/ )M0原则(对方法
进行应用时本研究未进行动物感染实验(而是检测
了模拟感染样品(即将 TAT]按 "# 倍系列稀释掺
入小鼠抗凝血样品进行检测(结果 "#@" h"#@)每个稀
释度的 ) 个平行实验均为阳性(说明本方法可有效
检测到动物血液样品中的TAT]* 不同品系小鼠对
TAT]的易感性不同(其中 RFER;5小鼠对 TAT]
较易感(而 AB?RE;? 小鼠对 TAT]有较强抵抗
力 , ""_")- (研究人员对 &#"$ 年北京地区 "( 家单位送
检的 (#% 份小鼠血液样品进行检测(其中 RFER;5
小鼠占大多数(既有 =KL级也有清洁级(结果均为
阴性(表明现阶段北京地区实验小鼠中 TAT]的控
制情况良好(与前几年报道的 "(C%(g的感染率相
比大幅下降 , %- (原因可能在于实验小鼠于 &##" 年取
消了普通级后(最低等级变为清洁级(要求在屏障环
境中饲养(管理水平也相应提高(杜绝了与野生鼠接
触的机会(因而感染率得到了有效控制*

鉴于 TAT]传播特点及对动物尤其是胎鼠的
危害(且目前并未纳入实验动物国家标准(因而在实
验小鼠种群中仍存在爆发流行的风险(对 TAT]的
日常监控不容忽视* 本研究建立的 TAT]荧光定
量 KAM方法特异性’重复性和稳定性好(并且有更

高的检测灵敏度(适用于实验小鼠及鼠源性制品中
TAT]的监测(同时可为实验动物相关标准的制定
和补充提供技术参考*

参 考 文 献

, " -!田克恭(贺争鸣(刘群(等4实验动物疫病学,T-4北京%中国

农业出版社(&#"B%"#(_"""4

, & -!K67JH6+A( G1IIJHJ2 K c( c6H,32 T A4E39J297PH12J

5+967JQ3I6S1HP*\>F 12 *:IJ215*9H673I5JII*6O715J,c-4c

]1H6I( "%%"( 4O!?" %)))#_)))(4

, ) -!=93Q26 =( K3**M L( \-6H*.+ T D( !"#$1A62QJ2193I

5+967JQ3I6S1HP*12OJ59162% V8JHJI391SJ17:6H9325J6O:H173H+32,

HJ5PHHJ29739JH23I12OJ59162 ,c-4> D2QIcTJ,( "%$&( 364

!"?" %%(B_%(%4

, ( -!F2,JH*62 AF( TPH:8+cA( L6/c 4̂DS3IP39162 6O7PH12J

5+967JQ3I6S1HP*3291[6,+,J9J59162 [+*JH6I6Q153I9J5821ZPJ*,c-4

cAI12 T15H6[16I( "%$)(/1!(" %’B)_’B$4

, B -!T38IJH T( RJH3H, T( LJ12*9J12 M( !" #$1 LDEF=F

HJ5677J2,39162*O6H98J 8J3I98 762196H12Q 6O76P*J( H39(

837*9JH( QP12J3 :1Q 32, H3[[1956I621J*12 [HJJ,12Q 32,

J/:JH17J293IP219*,c-4E3[6H396H+F2173I*( &#"(( 21 ! ) " %

"’$_"%&4

, ? -!汤家铭(袁云华(程鸿4我国实验小鼠群中巨细胞病毒自然感

染情况的调查,c-4中国病毒学("%%&(X!&" % "&( _"&$4
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