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摘要%目的!建立牛疱疹病毒!型!HIJK""实时荧光定量 GAD检测方法’用于牛源性样本中 HIJK" 的快速检测,

方法!根据已发表的 HIJK" 46基因设计特异引物和 W3bM32 探针’建立 HIJK" 实时荧光定量 GAD方法, 并对方

法的特异性-敏感性-重复性稳定性等进行测定, 用建立的方法对 "$" 份牛源性样本进行检测, 结果!建立的
HIJK"荧光定量 GAD检测方法与牛副流感病毒%型!HG<J)"-牛病毒性腹泻病毒 " 型 !HJLJ""-猪伪狂犬病毒
!GDJ"-单纯疱疹病毒!型!I=JK""-猫疱疹病毒 " 型!cIJK""均无交叉反应*检测灵敏度可达到 "l"#"56:1U*;$E*

批内变异系数均小于 Bg, 应用建立的方法检测 "$" 份牛源性样本’有 ? 份样本 HIJK" 核酸为阳性, 结论!建立

的 HIJK"荧光定量 GAD检测方法具有快速-特异-敏感及稳定的特点’可用于牛源性样本中 HIJK"污染的检测,

关键词%牛疱疹病毒!型*实时荧光定量 GAD*牛源性样本

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

’?D%"#4)%?%;a41**24"##?K?"’%4&#"%4#B4##’

!!牛疱疹病毒 <型 !H6]12U8UQ:U*]1QN*9+:U"’
HIJK""主要引起牛传染性鼻气管炎’又称牛传染性
鼻气管炎病毒!12TU5916N*V6]12UQ81269Q358U191*]1QN*’
<HDJ", HIJK" 属疱疹病毒科’甲型疱疹病毒亚
科 . "K)/ , HIJK"感染又称红鼻病或牛传染性坏死性
鼻炎’是一种急性接触性传染病’临床特征为呼吸困
难和发热’有鼻炎-鼻窦炎-喉炎和气管炎为特
征 . (K’/ , 除能引起呼吸道疾病外’还可引起结膜炎-
流产-脑炎和全身性感染 . $K%/ , R<‘将其列为!通报
疾病"H类疫病’在我国将其列为二类动物疫病’是
我国进出境动物和国际动物贸易中规定的重点检疫
对象 . "#K""/ , 病毒主要存在于鼻-眼-阴道分泌物和
排泄物中 . "&K")/ , 本病主要由飞沫经呼吸道传播’吸
血昆虫!软壳蜱等"也可传播本病, 在自然条件下’
各种年龄和品种的牛均易感’一般发病率为 &#gf
"##g’死亡率为 "gf"&g. &’"(K"B/ , 在国内外的养牛
场广泛流行’大部分省份的奶牛-肉牛-牦牛等均有
不同程 度感染’ 是一种严重危害养 牛 业 的 传

染病 . ""’"?/ ,
随着牛源性生物制品开发利用的日益增多’人

们对牛源性制品是否潜在病毒污染’对潜在病毒是
否会通过直接或间接途径对人造成危害或者传染病
的扩散也越来越关注 . "’/ , 为保障人民用药的安全
及避免传染病的扩散’最大限度地降低使用牛源性
生物制品而引起牛疱疹病毒 " 型传播的风险’实验
建立了特异-敏感’操作快速-简便的 HIJK" 实时荧
光定量 GAD方法’用于开展对牛及人用牛源性生物
制品及原辅材料可能潜在的 HIJK" 的检测’对保证
牛源性材料及牛源性制品的使用安全性-保障人民
的用药安全至关重要,

/L材料与方法

/O/L病毒及样品
牛疱疹病毒 " 型 !H6]12U8UQ:U*]1QN*9+:U"’

HIJK""-牛副流感病毒 ) 型 !H6]12U:3Q312T\NU2S3
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]1QN*9+:U)’ HG<J) "- 牛 病 毒 性 腹 泻 病 毒 " 型
!H6]12U]1Q3\,13QQ8U3]1QN*9+:U"’HJLJ""-猫疱疹
病毒!型 !cU\1, 8UQ:U*]1QN*"’cIJK"" 购自美国
FWAA!编号分别为 JDK"$$-JDK&$"-JDK"(&&-JDK
?)?"*猪伪狂犬病毒 !G6Q512U:*UN,6Q3V1U*]1QN*’
GDJ"-单纯疱疹病毒!型 !IUQ:U**17:\U/]1QN*"’
I=JK""%本室保存*HIJK" :Y‘MKW‘3*+K:6\质粒标
准品%委托宝生物工程!大连"有限公司合成*"(B 份
牛血浆样本!编号分别为 "̂ f̂ "(B"%来自内蒙古自
治区某奶牛养殖场和北京市某奶牛和肉牛饲养单
位*)? 批次人用牛源样本!编号%>+"K>+(""%国内 ’
省市 "" 个厂家和国外 & 个厂家提供,
/O6L主要试剂及主要仪器

D>F快速提取试剂盒购自 e13[U2 公司*逆转录
试剂盒购自美国 GQ67U[3公司* W3b L>F聚合酶和

"## V: L>F73Q.UQ均购自 W3O3D3公司*W3bM32
YU2U‘/:QU**162 M3*9UQM1/%美国 FH<公司*GAD仪%
美国 H16KDFL公司*核酸琼脂糖凝胶电泳仪%美国
H16KDFL公司 G-UQG35H3*15*凝胶成像分析仪%美国
O6,3. 公司 YE&"&GQ6* 荧光定量 GAD仪% 美 国
F::\1U, H16*+*9U7*公 司 ’B##T3*9DU3\KW17UGAD
=+*9U7,
/O3L引物及探针的设计合成

分析已报道的 HIJK"基因组序列’将不同株进
行比对’根据 YU2H32. 中登陆的 HIJK" 46基因!序
列号%F_##($#"C""’采用 FH<GQ17UQ‘/:QU**)C# 实
时荧光定量 GAD引物设计软件’设计合成 W3bM32
探针及引物, 探针的荧光标记选择 cFM!B1端"作
为报告发光基团’ >ce!)1端"为淬灭基团’引物和
探针由美国 FH<公司合成, 序列如下!见表 ""%

表 /L用于扩增 $%基因的引物与 A%\E%&探针序列
A%K;-/LA"-R-\+-&M-R(TQH#:-HR%&IA%\E%&QH(K-RG( +R-IT(H%:Q;#T#M%G#(&$%)-&-

引物

GQ17UQ*

引物序列!BwK)w"

GQ17UQ*UbNU25U*

序列位置

=UbNU25U*19U

扩增子大小! V:"

F7:\1562 *19U
HIK"c AAYAYFYAYAWFAFFA B?’#"fB?’"?
HIK"D AYAAFYYWFAYWAWAAFF B?’("fB?’B$

B$

探针!GQ6:U cFMKAWYAAAYFAFYAFAYKMYH B?’&BfB?’)% ;

/O2L病毒 ’C=‘@C=提取
按照 L>F;D>F快速提取试剂盒操作方法’对

正常牛肾细胞 !H6]12U.1,2U+5U\\*’MLHO细胞"-
HIJK" 感染 MLHO细胞毒-HG<J)-HJLJ"-GDJ-
cIJK"-I=JK" 进行 L>F;D>F提取, 提取的 L>F
样本冻存于@’# j冰箱备用, 提取的 D>F样本立
即进行 5L>F合成,
/O5L实时荧光定量 UF@扩增体系及标准曲线的
建立
/O5O/!通过优化在荧光定量 GAD反应体系中使用
的探针和引物浓度’确定最佳反应条件’建立实时荧
光定量 GAD检测方法 . "$K&#/ ,

在 %? 孔板中按以下体系加样’每个样品做 ) 个
重复%

M1/ "# $E

灭菌水 $ $E

探针t引物 " $E
L>F " $E

总体积 &# $E

!!反应条件为%先 B# j保持 & 712*然后 %B j预
变性 "# 712*最后 %B j "B *’?# j " 712’共 (# 个

循环’在每个循环的延伸结束时进行荧光信号
检测,
/O5O6!用含有目的片段的 HIJK" 质粒 :Y‘MKW
‘3*+K:6\作为标准品’根据公式 56:1U*;$En!?C#&l

"#&)"l! 2[;$El"#@% ";!L>F\U2[98 l??# "’算出
HIJK"质粒标准品拷贝数, 将其稀释为 "#$ f"##

56:1U*;$E冻存备用, 取 "#’ f"#& 56:1U*;$E作为模
板按上述反应体系及反应条件进行实时荧光定量
GAD反应’建立标准曲线 . "$K"%/ ,
/O4L特异性试验

分别以 HIJK" 感染 MLHO细胞毒-HG<J)-
HJLJ"-GDJ-cIJK"-I=JK" 及正常 MLHO细胞的
L>F;5L>F为模板’用建立的 eKGAD方法进行扩
增’检测方法的特异性,
/OWL敏感性试验

取 "#$ f"## 56:1U*;$E标准品用建立的荧光定
量 GAD进行检测’每个浓度标准品各做 ) 个复孔,

所能检测的最小浓度梯度的循环阈值!AW",)B’拷
贝数 !56:1U*" $ "# 时’此浓度为方法的检测灵
敏度 . "’K"$/ ,

0?)0
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/O1L重复性和稳定性试验
取 "#’56:1U*;$E- "#? 56:1U*;$E- "#B 56:1U*;$E

) 个不同浓度阳性标准品’用建立的方法分 ) 个不
同时间重复检测 ) 次’计算批间变异系数’评价本方
法的重复性和稳定性 . "$K"%/ ,
/O0L判断标准的制定

建立的标准曲线参数 =\6:U在@)f@)CB 之间-
H& 大于或等于 #C%%-‘TTg在 %#gf""#g之间’实验
成立可用于定量检测,

样品循环阈值!AW",)B’同时拷贝数!56:1U*"$
"#’判定该样品检测结果为阳性*循环阈值!AW" ,
)B-拷贝数!56:1U*"h"#’或者循环阈值 !AW" m)B-
拷贝数!56:1U*"$"#’或者循环阈值!AW" m)B-拷贝

数!56:1U*"h"#’此样品超出检测限’不能确定被检
样品是阳性样品’结果判为阴性 . "$K"%/ ,
/O/7L应用
/O/7O/!取 "(B 份牛血浆样本!编号为 "̂ f̂ "(B"
按照 L>F快速提取试剂盒操作方法提取样本
L>F’同时设 HIJK"-正常 MLHO细胞对照, 用建
立的方法分 & 次对 "# 倍稀释的 "(B 份血浆样本
L>F进行检测,
/O/7O6!取 )? 批次人用牛源生物制品及人用牛源
生物制品生产用原材料样本 !编号%>+"f>+)?"按
/O/7O/ 方法进行检测, )? 批次牛源生物制品及原
材料具体信息见表 &,

表 6L34 批次牛源样本信息
A%K;-6LA"-#&T(H:%G#(&(T34 K(Z#&-(H#)#&R%:Q;-R

单位

M32NT359NQUQ

样品名称

W8U237U6T*37:\U

样品数量;批次

W8U*37:\UbN32919+;V3958

样品编号

=37:\U2N7VUQ

!""

小牛血清去蛋白提取液

LU:Q69U121*U, 53\TV\66, U/9Q359
B >+"f>+B

小牛血清

A3\T*UQN7
? >+?f>+""

!&"
小牛血清

A3\T*UQN7
& >+"&f>+")

!)"
小牛血清

A3\T*UQN7
" >+"(

!("
小牛血清

A3\T*UQN7
" >+"B

!B"
脾多肽注射液

E1U23\:6\+:U:91,U12aU59162
) >+"?f>+"$

!?"
小牛血清去蛋白提取液

LU:Q69U121*U, 53\TV\66, U/9Q359
" >+"%

!’"
小牛血清

A3\T*UQN7
( >+&#f>+&)

!$"
小牛血清

A3\T*UQN7
? >+&(f>+&%

!%"
小牛血清

A3\T*UQN7
" >+)#

!"#"
小牛血清

A3\T*UQN7
" >+)"

!"""
小牛血清

A3\T*UQN7
& >+)&f>+))

!"&"
小牛血清

A3\T*UQN7
" >+)(

!")"
小牛血清

A3\T*UQN7
& >+)Bf>+)?

合计

W693\
)?

0’)0
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6L结果

6O/L标准阳性质控品的制备
经拷贝数计算公式 56:1U*;$En! ?C#&l"#&) "l

!2[;$El"#@%";!L>F\U2[98l??#"计算’HIJK" 质粒
标准品原浓度分别为 "C"&l"#"" 56:1U*;$E,
6O6L实时荧光定量 UF@标准曲线的构建

用含有目的片段的质粒标准品’分别设为 "C#l
"#’-"C#l"#?-"C#l"#B-"C#l"#(-"C#l"#)-"C#l"#&-
"C#l"#" 56:1U*;$E’作为模板进行实时荧光定量
GAD反应, 扩增曲线各稀释梯度间距均匀’线性范
围和标准曲线各参数结果见图 ",

结果显示’标准曲线参数 =\6:U!应在@)f@)CB
之间 "-H& 值 !应$ #C%%"’扩增效率 ‘TTg!应在
%#gf""#g之间"均优于 eKGAD标准规定范围’说
明建立的方法相关性高’定量结果有效’可用于
HIJK"的定量检测,

图 /L/7W c/7/ M(Q#-R标准品的扩增曲线

N#)S/LA"-%:Q;#T#M%G#(&M+HZ-(T/7Wd/7/ M(Q#-RRG%&I%HI

6O3L实时荧光定量 UF@检测方法的特异性实验
结果如图 & 所示’HIJK" 感染 MLHO细胞毒有

明显扩增曲线’在标准曲线参数符合要求的条件下’
其循环阈值 AW值为 &(C’&"’ 拷贝数为 &C(& l
"#(56:1U*;$E’检测结果为阳性, HG<J)-HJLJ"-
GDJ-cIJK"-I=JK" 及正常 MLHO细胞无曲线扩
增’检测结果均为阴性, 说明所建方法特异性良好,
6O2L荧光定量 UF@检测方法灵敏度检测

图 )-图 ( 可知’标准品稀释到 "C#l"#" 56:1U*
时有明显扩增曲线’AW值为 )&C")%’实际检测拷贝
数为 ")C&)(56:1U*’仍在可信范围之内* "C# l"##

56:1U*时有扩增曲线’AW值为 )BCB)%’拷贝数为
#C’’&56:1U*’已超出可信范围, 所以临界稀释度为
"C#l"#" 时’其对应的拷贝数为 "#’因此最低检测限

度为 "# 个 56:1U*, 说明建立的荧光定量 GAD方法
具有很高的灵敏度,

图 6L>bJ9/e9UF@特异性检测结果
注%"%HIJK"*&K’% HG<J)-HJLJ"-cIJK"-GDJ-I=JK"-MLHO细胞

N#)S6L!Q-M#T#MG-RGH-R+;GR(T>bJ9/e9UF@
>69U%"% HIJK"* &@’%!HG<J)-’HJLJ"’cIJK"’

GDJ’ I=JK"’MLHO5U\\

图 3L/71 c/77 M(Q#-R标准品的标准曲线

N#)S3LA"-RG%&I%HIM+HZ-(T/71d/77 M(Q#-RRG%&I%HI

图 2L/71 c/77 M(Q#-R标准品的扩增曲线

N#)S2LA"-%:Q;#T#M%G#(&M+HZ-(T/71d/77 M(Q#-RRG%&I%HI

0$)0
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6O5L实时荧光定量 UF@方法重复性和稳定性实验
起始浓度分别为 " l"#? 56:1U*;$E- " l"#B

56:1U*;$E-"l"#( 56:1U*;$E的标准品的最终实测值
的均值分别为 "C#$)l"#?-#C%&($l"#B-#C%$)&l"#(

56:1U*;$E’对应 AW=L值及 AJ值见表 ), ) 个浓度梯
度 ) 次重复实验 A9值的变异系数!AJ"均小于 Bg’
表明方法重复性-稳定性良好,

表 3L荧光定量 UF@检测方法的重复性和稳定性试验结果
A%K;-3LA"-H-Q-%G%K#;#G$ %&IRG%K#;#G$ G-RG#&) H-R+;GR(Te9UF@

标准品!56:1U*;$E"

*932,3Q,!56:1U*;$E"

实验次数

W8U2N7VUQ6T

U/:UQ17U29

每次检测 AW均值

‘]UQ+917U96

,U9U597U32 AW

) 次检测 AW均值

W8QUU917U*96

,U9U597U32 AW

标准差

AW=L

变异系数 AJ!g"

A6UTT151U296T]3Q139162!g"

"#? " "’C#)"
& "’C’B)
) "?C("B

"’C#?? #C’?# )C%&

"#B " &#C’"&
& &"C)&?
) "%C)$"

&#C(’) #C%%( (C$B

"#( " &(C")#
& &(C’B’
) &BC"B$

&(C?$& #CB"$ &C"#

6O4L实时荧光定量 UF@方法的应用
6O4O/!血浆样本检测结果

利用建立的方法’对 "(B 份牛血浆样本 !编号
分别为 "̂ f̂ "(B"分 & 次进行检测, 第 " 次检测前
?( 份血浆样本 !编号 "̂ f̂ ?("’第 & 次检测后 $"
份血浆样本!编号 ?̂B f̂ "(B",

在标准曲线参数符合要求-阴阳对照成立的条
件下’依据结果判定标准’结果显示有 ? 份牛血浆样
本! %̂- "̂#- "̂&"- "̂))- "̂)B- "̂(B"HIJK" 核酸
阳性, 其他 ")% 份样本均为阴性, "(B 份牛血浆样
本检测结果阳性率为 (C"(g!?;"(B",
表 2L荧光定量 UF@方法检测 /25 份血浆样本阳性结果

A%K;-2LA"-Q(R#G#Z-H-R+;GR(Te9UF@G(

I-G-MG/25 Q;%R:% R%:Q;-R

样品编号

=37:\U2N7VUQ
AW

拷贝数

A6:1U*

检测结果阳性率;g

G6*191]UQ39U
%̂ )"C("% (’C%$"
"̂# )&CB%& &)C)&%
"̂&" )#C"?? %#C$’#
"̂)) )"CB’# )(CB$#
"̂)B )#C))( $#C%’#
"̂(B &’C")) ’)&CB’#

(C"(g!?;"(B"

!!样本 "̂ f̂ ?( 的扩增曲线见图 B’相应的标准
品扩增曲线图见图 ?*样本 ?̂B f̂ "(B 的扩增曲线
见图 ’’相应的标准品扩增曲线图略, & 次检测标准
曲线相关参数见表 B,

图 5L42 份#f/cf42$血浆样本扩增曲线
N#)S5LA"-%:Q;#T#M%G#(&M+HZ-(T42 Q;%R:% R%:Q;-R

图 4L检测 42 份血浆样本的标准品扩增曲线
N#)S4LA"-RG%&I%HI%:Q;#T#M%G#(&M+HZ-(T

I-G-MG#(&42 Q;%R:% R%:Q;-R
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图 WL1/ 份#f45cf/25$血浆样本扩增曲线
N#)SWLA"-%:Q;#T#M%G#(&M+HZ-(T1/ Q;%R:% R%:Q;-R

图 1L34 份牛源性样本扩增曲线
N#)S1LA"-RG%&I%HI%:Q;#T#M%G#(&M+HZ-

(T34 K(Z#&-(H#)#&R%:Q;-R

6O5O6!牛源性样本检测结果
在标准曲线参数符合要求-阴阳对照成立的条

件下’结果显示 )? 份牛源性样本均为阴性’扩增结

果见图 $’相应标准曲线扩增曲线图略, 标准曲线
参数见表 B,

表 5L3 次样本检测标准曲线参数
A%K;-5LA"-H-R+;GR(Te9UF@G( I-G-MGQ(R#G#Z-R%:Q;-R

检测的样本

LU9U59162 6T*37:\U*

构建标准曲线线性范围!拷贝;$E"

W8U\12U3QQ32[U6T98U562*9QN59U,

*932,3Q, 5NQ]U! qA6:1U*;$E"

标准曲线相关系数

A6QQU\39162 56UTT151U296T*932,3Q, 5NQ]U
=\6:U H& ‘TT;g

"̂f̂ ?( "l"#& f"l"#? @)C)%? #C%%% %?C%’%
?̂B f̂ "(B "l"#) f"l"#’ @)C)B% #C%%$ %$C(?(
>+"f>+)? "l"#" f"l"#’ @)C)(? #C%%% %%C#")

!!从表 B 中可以看出 ) 次样本检测标准曲线相关
系数 =\6:U均在@)f@)CB 之间-H& 值均$#C%%-扩
增效率 ‘TTg均在 %#gf""#g之间’说明 ) 次检测结
果定量有效,

3L讨论

牛鼻气管炎病 !疱疹病毒!型感染"R<‘将其
列为!通报疾病"H类疫病’我国将其列为二类动物
疫病 . %K"#/ ’其传播范围广’危害大, 目前国内外虽已
建立了多种检测方法’包括血清学及 GAD检测方法
等 . BK?’%K""’"’’&"K&)/ ’但未见有针对牛源性制品及牛源制
品原辅材料外源 HIJK" 检测的报道’中国药典亦没
有关于牛源制品及原辅材料检测的规定 . &(/ , 中国
药典在(新生小牛血清检测)中虽然有关于新生牛
血清用细胞接种法和免疫荧光法检测病毒的规定’
但没有更为敏感特异的分子生物学检测方法’针对
人用牛源性材料及人用牛源性生物制品的检测目前

在我国还几乎是空白 . "’/ ,
实验室在建立 HIJK" GAD检测方法的基础

上 . "’/ ’建立了操作更为简便-特异-敏感的 HIJK"
荧光定量 GAD检测方法, 其目的主要是用于牛及
牛源性材料-人用牛源性生物制品潜在污染 HIJK"
的检测, 如小牛血清去蛋白注射液-牛肉浸液-牛胆
膏-牛骨粉-牛骨源性明胶’及其用于生产上述制品
的原材料牛血浆-牛组织等’均可能携带外源 HIJK
", 制品或原材料携带的病原体及其代谢产物可能
直接感染人或动物引起人和动物本身的危害’或者
通过制品或原材料污染传播疾病’导致传染性疾病
的流行爆发’或病毒核酸或蛋白可能导致免疫抑制-
退行性病变或癌基因的活化等潜在危害 . "’/ ,

实验虽然没有从国内 "" 个厂家和国外 & 个厂
家的 )? 份牛源性制品及生产制品的原材料血浆中
检测出 HIJK"’但是通过对来自内蒙古某饲养场和
北京某饲养单位的牛血浆进行检测’发现 & 家单位
的牛均有 HIJK" 感染’而且实验室之前通过 GAD

0#(0
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方法也从 & 家单位的牛样本中检测到 HIJK". "’/ ,
我们不仅证明了建立的方法确实可以用于牛及牛源
样本 HIJK"感染的检测’同时也证明用于牛源制品
生产的原材料血浆中确实存在 HIJK" 的污染可能’
无疑会给人民用药及传染病的传播带来潜在的风
险, 甚至有报道从 HIJK" 自然感染的牛的牛奶中
检测到 HIJK". "B/ ’因此本实验室建立的方法不仅可
以用于牛源生物制品及原辅材料的检测’还可用于
牛奶等牛源性食品的检测’以保障牛源性食品的安
全’防止牛鼻气管炎病的传播与扩散,

实验通过敏感性-特异性-重复性-稳定性方法
学评价’证明建立的方法可用于牛及牛源性生物制
品及其原辅材料携带外源病毒的检测’填补了我国
在牛源生物制品检测技术方面的空白’为试剂盒的
研发及检测技术的推广奠定了基础’为在全国范围
内推动牛源制品及原辅材料外源 HIJK" 检测提供
了技术支撑’同时也为制定牛源生物制品外源病毒
检测技术操作规程和相关国家标准奠定了基础,
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