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鼠痘病毒 ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法的建立及初步应用
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(中国食品药品检定研究院ꎬ北京　 １０２６２９)

　 　 【摘要】　 目的　 建立鼠痘病毒(ＥＣＴＶ)的 ＴａｑＭａｎ 探针法荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ并对实验室保存的裸鼹鼠组织样

本、小鼠组织样本以及黄鼠组织样本进行检测ꎮ 方法　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中鼠痘病毒的 ｃｒｍＤ 基因序列设计引物探针ꎬ建立

ＥＣＴＶ 的 ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ对保存的样本进行筛查ꎬ并对部分阳性样本进行测序鉴定ꎮ 结果　 建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检

测方法灵敏度高、特异性强ꎬ最低能检测到 ＥＣＴＶ 核酸浓度为 １０ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的样本ꎬ方法的标准曲线相关参数符合标准ꎮ
使用该方法检测实验室 ６３份裸鼹鼠脾组织样本和 ２２份小鼠脾组织样本ꎬ结果全为阴性ꎬ检测 ４ 只黄鼠组织样本ꎬ结果阳

性率为 ５０％ꎮ 阳性样本进行 ＰＣＲ 检测后测序比对为 ＥＣＴＶ 核酸序列ꎮ 结论　 经验证ꎬ建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法能

够灵敏特异的对样本中的 ＥＣＴＶ 进行筛查ꎬ实验室小鼠的日常监测不应忽视 ＥＣＴＶ 污染的潜在风险ꎮ
【关键词】 　 鼠痘病毒ꎻＴａｑＭａｎ 探针法荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎻ裸鼹鼠ꎻ黄鼠
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ＥＣＴＶ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＦＱ￣ＰＣＲ
ａｓｓａｙ ｆｏｒ ＥＣＴＶ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｅ ＥＣＴＶ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｒｍＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ＥＣＴＶ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａ ｍｉｎｉｍｕｍ ｏｆ １０ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ＤＮＡ. Ｔｈｅ ａｓｓａｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ６３
ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ ｓｐｌｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ２２ ｍｏｕｓｅ ｓｐｌｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ . Ｉｎ
ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌｓ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ５０％. Ｓｏｍｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｍＤ ｇｅｎｅ ｈａｄ ９９％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｔｏ ＥＣＴＶ ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｒｏｕｔｉｎｅ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｏｆ ＥＣＴＶ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｉｇｎｏｒｅｄ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓꎻ ＴａｑＭａｎ ＦＱ￣ＰＣＲꎻ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓꎻ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ

　 　 鼠痘病毒(ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓꎬＥＣＴＶ)是一类有囊
膜ꎬ基因组为 １８０ ~ ２００ ｋｂ 大小的线性双股 ＤＮＡ 病
毒ꎬ是动物病毒中体积大、结构最复杂的 ＤＮＡ 病毒ꎬ

病毒粒子呈卵圆形或砖形ꎬ大小为 ２３０ ｎｍ×１７０ ｎｍꎬ
在分类上属于痘病毒科ꎬ脊索动物痘病毒亚科ꎬ正痘
病毒属ꎮ ＥＣＴＶ 的自然宿主为小鼠ꎬ１９３０ 年首次在英



国的实验小鼠种群中分离ꎬ随后在墨西哥、日本、美
国、中国均有发现[１]ꎮ ＥＣＴＶ 多呈爆发性流行ꎬ致死
率较高ꎬ常造成全群淘汰ꎬ危害极大ꎮ 不同宿主的易
感性不同ꎬ临床上急性感染小鼠以四肢、尾和头部肿
胀、溃烂、坏死甚至脚趾脱落为特征ꎬ故又称脱脚病ꎬ
而隐性带毒鼠通常没有明显症状ꎬ为实验小鼠种群的
重大安全隐患ꎮ 实验室常用酶联免疫吸附试验检测
ＥＣＴＶ 抗体进行日常监测ꎬ而隐性带毒鼠的血清抗体
水平较低ꎬ血清学检测方法有可能造成假阴性[２]ꎬ且
感染动物的病毒抗体的产生存在空窗期ꎬ因此ꎬ对实
验小鼠的 ＥＣＴＶ 核酸筛查在感染初期非常重要ꎮ 本
研究建立了 ＥＣＴＶ 特异灵敏的 ＴａｑＭａｎ 探针法实时荧
光定量 ＰＣＲ(ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＦＱ￣ＰＣＲ)
检测方法ꎬ能够实现快速批量检测ꎬ且首次在黄鼠组
织中检测到 ＥＣＴＶ 核酸ꎬ提示在使用实验用动物时还
需重视 ＥＣＴＶ 的感染情况ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物
２２ 只 ６ 周龄雄性(１８~２２ ｇ)清洁级小鼠来自中

国食品药品检定研究院动物生产供应室 [ ＳＣＸＫ
(京)２０１７－０００５]ꎬ[ＳＹＸＫ(京) ２０１７－００１３]ꎬ６３ 只
１４~３４ 月龄屏障环境饲养裸鼹鼠ꎬ重 ２２ｇ ~ ４２ｇꎬ 其
中雌性 ３１ 只ꎬ雄性 ３２ 只ꎬ由海军军医大学提供
[ＳＣＸＫ(沪) ２０１７ － ０００２]ꎮ 动物饲养于屏障设施
[ＳＹＸＫ(沪)２０１７－０００４]ꎮ 由中国食品药品检定研
究院审批通过(中检动(福)第 ２０１９(Ａ)００１ 号)ꎬ所
有动物均按 ３Ｒ 原则给予人道的关怀ꎮ
１.１.２　 实验样品与毒种

鼠痘病毒 ( ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓꎬＥＣＴＶ)、牛痘病毒
( ｖａｃｃｉｎｉａ ｖｉｒｕｓꎬ ＶＡＣＶ )、 鼠 腺 病 毒 ( ｍｕｒｉｎｅ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓꎬ ＭＡｄＶ )、 小 鼠 多 瘤 病 毒 ( ｍｕｒｉｎｅ
ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓ ꎬＰｏｌｙ)、小鼠微小病毒(ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ
ｍｉｃｅꎬＭＶＭ)为本室保存ꎻ６３ 份裸鼹鼠脾组织样本
(编号为 ＮＰ１~ＮＰ６３ 号)来自中国人民解放军第二
军医大学ꎻ２２ 只清洁级小鼠脾组织(编号为 ＭＳ１ ~
ＭＳ２２)和 ４ 只黄鼠的 ２０ 份组织样本为本实验室送
检样品ꎬ来自于国内 ４ 个实验动物使用单位ꎬ其中黄
鼠的组织包括肝组织(编号为 ＳＱＬｉ１ ~ ＳＱＬｉ４)、脾组
织(编号为 ＳＱＳ１ ~ ＳＱＳ４)、肾组织(编号为 ＳＱＫ１ ~

ＳＱＫ４)、肺组织(编号为 ＳＱＬｕ１ ~ ＳＱＬｕ４)、淋巴组织
(编号为 ＳＱＬｙ１~ ＳＱＬｙ４)ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

ＤＮＡ 快速提取试剂盒品牌为 ＱＩＡＧＥＮꎻ普通
ＰＣＲ 系列试剂及标准阳性质粒均购自宝生物工程
(大连) 有限公司ꎻＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 品牌为 ＡＢＩꎮ ＰＣＲ 仪和核酸琼脂糖凝胶电泳仪
品牌为为美国 Ｂｉｏ－ＲＡＤꎻ凝胶成像分析仪品牌为为
美国 Ｋｏｄａｋꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪 ７５００ｆａｓｔ Ｒｅａｌ －Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 品牌为美国 ＡＢＩꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物设计
比对 ＮＣＢＩ 上现有的 ＥＣＴＶ 基因序列ꎬ选择同

源性最高的 ｃｒｍＤ 基因(ＮＣＢＩ ＩＤ:ＫＪ５６３２９５)保守区
域ꎬ设计 ＦＱ￣ＰＣＲ 的引物探针ꎬ序列如表 １ 示ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 质粒标准品的制备

合成 ＥＣＴＶ 基因 ｃｒｍＤ 序列包含引物探针的部
分ꎬ转入 ｐＭＤ１９￣Ｔ 质粒中ꎬ作为 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 的标
准质粒 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶꎬ浓度为 １􀆰 ０×１０９ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 病毒 ＤＮＡ 的获取

对正常 ＢＨＫ２１ 细胞、ＢＨＫ２１ 细胞培养的 ＥＣＴＶ
毒株和 ＶＡＣＶ、ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ 病毒培养液ꎬ以及
６３ 份裸鼹鼠脾组织样本和 ２２ 份小鼠脾组织样本、４
只黄鼠的肝、脾、肾、肺、淋巴结等 ２０ 份组织样本按
照 ＤＮＡ 快速提取试剂盒操作方法进行 ＤＮＡ 提取ꎮ
提取的 ＤＮＡ 冻存于－３０℃备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 扩增体系及标准曲线的建立

经条件优化ꎬ ＦＱ￣ＰＣＲ 的最佳反应体系为引物
探针混合物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μＬꎬ模板 １ μＬꎬ加入
ＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 以及无 ＲＮａｓｅ 水
使总反应体积达到 ２０ μＬꎮ 使用荧光定量 ＰＣＲ 仪
７５００ｆａｓｔ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 设定程序 ５０℃预热 ２
ｍｉｎꎻ９５℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎻ扩增循环为 ９５℃ １５ ｓꎬ
６０℃ １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎬ在每个循环的延伸结束时
进行荧光信号检测ꎮ

将 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶ 作为标准品ꎬ进行 １０ 倍系列
稀释为 １􀆰 ０×１０９ ~１􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ作为模板进行
实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ选取线性较好 ６ 个稀释度
建立标准曲线ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性、灵敏性、
准确性和稳定性检测

表 １　 用于扩增 ｃｒｍＤ 基因的引物与 ＴａｑＭａｎ 探针序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｍＤ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

序列位置
Ｐｒｉｍｅｒ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ

扩增子大小(ｂｐ)
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ＥｃｔＶ－１Ｆ ＧＴＧＴＴＡＧＴＴＧＴＣＴＡＧＡＴＴＣＴＣＴＴＣＣＡＧＡＡ ５７７１~５７７９
ＥｃｔＶ－１Ｒ ＡＡＡＣＧＡＴＡＡＡＧＴＡＣＡＴＣＡＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡ ５８３５~５８６２

９２

探针 Ｐｒｏｐｅ (ＦＡＭ)ＡＣＧＣＡＧＴＧＣＡＡＧＡＴＴＡ(ＮＦＱ) ５８１９~５８３４ /
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　 　 使用建立的 ＦＱ￣ＰＣＲ 方法检测 ＥＣＴＶ、ＶＡＣＶ、
ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ 病毒核酸ꎬ并设立 ＢＨＫ２１ 细胞核

酸和无 ＲＮａｓｅ 水作为阴性对照(Ｎ / Ｃ)检测 ＥＣＴＶ
ＦＱ￣ＰＣＲ 方法的特异性ꎮ 检测 １􀆰 ０ × １０９ ~ １􀆰 ０ × １００

ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准质粒ꎬ每个稀释度做三个平行ꎬ检
测方法的灵敏性ꎮ 使用建立的 ＦＱ￣ＰＣＲ 方法对 ３ 份

阳性样品进行多次重复实验ꎬ评价方法的准确性和

稳定性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 在不同样品中的应用

使用建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 方法对 １􀆰 ３􀆰 ３ 中获

取的不同的样本 ＤＮＡ 进行 ＥＣＴＶ 筛查ꎬ并对阳性样

本使用普通 ＰＣＲ 引物 ｃｒｍＤ１ ∶ ５ '￣ＣＴＧＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＡＡＧＧＡＴＣ￣３ 'ꎻ ｃｒｍＤ２: ５ '￣ＣＧＴＣＧＴＧＧＧＴＧＴＴＡＧ
ＴＴＧ －３'进行扩增[３]ꎬ扩增产物测序鉴定ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 扩增体系及标准曲线的建立

选取标准质粒 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶ 稀释度为 １􀆰 ０×１０８

~１􀆰 ０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的检测结果制定标准曲线ꎬ标
准曲线如图 １ 所示ꎬ其相关系数 Ｓｌｏｐｅ 为－３􀆰 ４８７、相
关系数 Ｒ２ 值为 ０􀆰 ９９８ꎬ扩增效率 Ｅｆｆ％为 ９３􀆰 ５４４％
(９０％~１１０％之间)ꎮ
２􀆰 ２　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 特异性检测

如图 ２ 所 示ꎬ 建 立 的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检 测

ＶＡＣＶ、ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ 病毒核酸以及 ＢＨＫ２１ 细

胞核酸和无 ＲＮａｓｅ 水均无明显扩增曲线ꎬ而对

ＥＣＴＶ 病毒 ＤＮＡ 有 Ｓ 型扩增曲线ꎬＣＴ 值为 １２􀆰 ２９ꎬ
说明建立的方法有很好的特异性ꎮ
２􀆰 ３　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 灵敏性检测

对 １􀆰 ０×１０９ ~ １􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 稀释度的标准

质粒 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶ 进行检测ꎬ每个稀释度三个平

行ꎬ所能检测的最小浓度梯度的循环阈值(ＣＴ)≤
３５ꎬ拷贝数(Ｃｏｐｉｅｓ)≥１０ 时 ＦＱ￣ＰＣＲ 结果可信ꎬ结果

如图 ３ꎬ显示标准质粒浓度为 １０ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 时 ＣＴ 值

为 ３３􀆰 ０９ꎬ三个平行实验均有扩增曲线ꎬ测得拷贝数

为 ３０􀆰 ９０ ｃｏｐｉｅｓꎬ 在可信范围之内ꎬ 而浓度为 １
ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 时 ＣＴ 值为 ３６􀆰 ０１ꎬ测得的拷贝数为 ４􀆰 ５
ｃｏｐｉｅｓꎬ但在三个平行实验中ꎬ仅有一个实验有数据ꎬ
说明已超出检测限ꎮ 因此确定该方法的灵敏度为

１０ ｃｏｐｉｅｓꎮ
２􀆰 ４　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 准确性和稳定性检测

使用浓度分别为 １ × １０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、 １ × １０５

ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、１×１０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品进行荧光定量

ＰＣＲ 检测ꎬ且进行三个平行实验ꎬ最终实测值的均

注:目标:目标 １ 斜率:－３.４８７ꎻ Ｙ 轴截距:３８.２９１ꎻ 相关系

数:０􀆰 ９９８ꎻ 扩增效率:９３.５４４％ꎮ

图 １　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 标准曲线

Ｎｏｔｅ. Ｔａｒｇｅｔꎬ Ｔａｒｇｅｔ １ Ｓｌｏｐｅꎬ －３.４８７. Ｙ－ｌｎｔｅｒꎬ３８.２９１. Ｒ２ꎬ
０.９９８. Ｅｆｆ％ꎬ９３.５４４％.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

注:１:ＥＣＴＶꎻ２－ ７:ＶＡＣＶ、ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ、ＢＨＫ２１ 细

胞、无 ＲＮａｓｅ 水ꎮ
图 ２　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 特异性检测结果

Ｎｏｔｅ. １ꎬ ＥＣＴＶ. ２ － ７ꎬ ＶＡＣＶ / ＭＡｄＶ / Ｐｏｌｙ / ＭＶＭ / ＢＨＫ２１
ｃｅｌｌ / ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

图 ３　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 灵敏度检测扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ
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值分别为 １.２×１０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、１.０７８×１０５ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、
１.３３×１０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ计算 ＣＴＳＤ 值及 ＣＶ 值如表 ２ꎮ
３ 个浓度梯度 ３ 次重复实验 Ｃｔ 值的变异系数(ＣＶ)
均小于 ５％ꎬ表明方法重复性、稳定性良好ꎮ
２􀆰 ５　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 在鼠组织样品中的应用

对收集到的动物组织样本进行 ＥＣＴＶ 筛查ꎬ结
果如表 ３、图 ４ 所示ꎬ显示在黄鼠的肝、脾、肾、肺、淋
巴组织中均检测到 ＥＣＴＶ 阳性ꎬ阳性样品中 ＥＣＴＶ
的核酸拷贝量均较低ꎬ其中浓度最高的是黄鼠淋巴

组织 ＳＱＬｙ１ꎬ达 １０６􀆰 ９６７ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ且淋巴组织的检

测结果均为阳性ꎮ 对阳性样本进行 ＰＣＲ 后测序ꎬ显
示其与 ＥＣＴＶ 核酸的同源性为 ９９％ꎬ进一步验证了

检测的黄鼠感染了 ＥＣＴＶꎮ 而在实验室裸鼹鼠组织

和小鼠组织 ＥＣＴＶ 筛查结果显示均为阴性ꎮ

３　 讨论

鼠痘病毒作为我国现行国标«实验动物微生物

等级及检测» (ＧＢ１４９２２􀆰 ２－２０１１)中规定的清洁级

及以上级别小鼠的必检项目[４]ꎬ我国实验室已经建

立了较为严格的饲养管理及卫生防疫制度ꎬ对国内

实验室中的鼠痘病毒的流行情况进行了很好的控

制ꎮ 现行国家标准中实验动物鼠痘病毒的检测方

法为血清学方法ꎬ包括酶联免疫吸附实验、免疫酶

试验、免疫荧光试验、免疫酶组织化学法ꎬ通常情况

下ꎬ实验室的标准检测方法为酶联免疫吸附试验ꎮ
据不完全统计ꎬ我国 １９８３ 年至 ２０１１ 年间的 ７ 篇关

于 ＥＣＴＶ 的报道ꎬ仅有两篇报道检出 ＥＣＴＶ 阳性ꎬ且
阳性率很低[５]ꎮ 近些年已经很少有关于 ＥＣＴＶ 阳性

的报道ꎬ本实验室 ２０１７ 至 ２０１９ 年间使用酶联免疫

吸附试验方法检测小鼠血清中的 ＥＣＴＶ 抗体ꎬ未检

出阳性ꎬ本实验使用的小鼠、裸鼹鼠、黄鼠分别使用

小鼠、裸鼹鼠、大鼠的鼠痘病毒酶联免疫吸附试验

方法检测为鼠痘抗体阴性ꎮ 由于分子学方法直接

检测抗原ꎬ且弥补了血清学检测方法在感染空窗期

检测造成的假阴性ꎬ具有很好的应用前景ꎮ
为了全面的评价 ＥＣＴＶ 对实验室小鼠的感染威

胁ꎬ本研究拟建立 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 对裸鼹鼠、黄鼠、
小鼠组织进行筛查ꎮ 选取了位于 ＥＣＴＶ 核酸两端的

重复序列中的 ＣｒｍＤ 基因的保守区域设计引物探

针ꎬ建立的 ＥＣＴＶ Ｑ￣ＰＣＲ 能够灵敏特异的检测

ＥＣＴＶ 核酸ꎬ标准曲线的相关系数 Ｓｌｏｐｅ 为－３􀆰 ４８７、
相关 系 数 Ｒ２ 值 为 ０􀆰 ９９８ꎬ 扩 增 效 率 Ｅｆｆ％ 为

９３􀆰 ５４４％ꎬ最低能检测到浓度为 １０ｃｏｐｉｅｓ 的样品ꎮ

　 　 　 　表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的重复性和稳定性实验结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｑ￣ＰＣＲ

标准品
(ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)

Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓａｍｐｌｅ

实验次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

每次检测
ＣＴ 均值
Ｍｅａｎ ＣＴ
ｖａｌｕｅ

ｐｅｒ ｔｅｓｔ

３ 次检测
ＣＴ 均值
Ｍｅａｎ ＣＴ
ｖａｌｕｅ ｆｏｒ

ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ
ｔｅｓｔｓ

标准差
ＣＴＳ

变异系数
ＣＶ(％)
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

１０６

１ １６􀆰 ５５９
２ １７􀆰 ６４７
３ １７􀆰 ０９３

１７􀆰 １０ ０􀆰 ５４４ ３􀆰 １８

１０５

１ １９􀆰 ３７７
２ ２１􀆰 ００２
３ ２０􀆰 ８３５

２０􀆰 ４０５ ０􀆰 ８９４ ４􀆰 ３８

１０４

１ ２３􀆰 ８０６
２ ２４􀆰 ６７６
３ ２３􀆰 ２４５

２３􀆰 ９０９ ０􀆰 ７２１ ３􀆰 ０２

表 ３　 黄鼠组织样本 ＥＣＴＶ 检测结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＣＴＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｑ￣ＰＣＲ
ＣＴ 值

ＣＴ ｖａｌｕｅ
拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ

结果∗

Ｒｅｓｕｌｔ

肝
Ｌｉｖｅｒ

ＳＱＬｉ１ / / －
ＳＱＬｉ２ / / －
ＳＱＬｉ３ ３６􀆰 ４５６ ３􀆰 ３５７ －
ＳＱＬｉ４ ３２􀆰 ２７６ ５３􀆰 ０５１ ＋

脾
Ｓｐｌｅｅｎ

ＳＱＳ１ ３６􀆰 １８４ ４􀆰 ０１８ －
ＳＱＳ２ / / －
ＳＱＳ３ ３４􀆰 ０１３ １６􀆰 ８４８ ＋
ＳＱＳ４ / / －

肾
Ｋｉｄｎｅｙ

ＳＱＫ１ ３２􀆰 １５７ ５７􀆰 ３８８ ＋
ＳＱＫ２ ３５􀆰 ４０１ ６􀆰 ７３８ －
ＳＱＫ３ ３４􀆰 ３７５ １３􀆰 ２６６ ＋
ＳＱＫ４ ３２􀆰 １５５ ５７􀆰 ４６３ ＋

肺
Ｌｕｎｇ

ＳＱＬｕ１ ３４􀆰 ３０２ １３􀆰 ９２１ ＋
ＳＱＬｕ２ ３５􀆰 ６４８ ５􀆰 ７２４ －
ＳＱＬｕ３ ３７􀆰 ０００ ２􀆰 ３４４ －
ＳＱＬｕ４ ３４􀆰 ９６５ ８􀆰 ９８５ －

淋巴组织
Ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ

ＳＱＬｙ１ ３１􀆰 ２１４ １０６􀆰 ９６７ ＋
ＳＱＬｙ２ ３４􀆰 ７２９ １０􀆰 ５０１ ＋
ＳＱＬｙ３ ３４􀆰 ６６６ １０􀆰 ９４７ ＋
ＳＱＬｙ４ ３３􀆰 ３７４ ２５􀆰 ６９３ ＋

阳性率
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｒａｔｅ / / / ５０％(１０ / ２０)

注:“结果∗”中“－”表示结果为阴性ꎻ“＋”指结果为阳性ꎮ
Ｎｏｔｅ. “－”ｉｎ “Ｒｅｓｕｌｔ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ. “＋” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ.

图 ４　 黄鼠组织 ＥＣＴＶ ＦＱ－ＰＣＲ 检测的扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｔｅｓｔ
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　 　 近些年关于 ＥＣＴＶ 的分子学诊断方法得到了广

泛关注ꎬ分别针对 ＥＲＰＶ＿０２７ 基因[６]、核心蛋白 Ｐ４ｂ
基因[７]设计了荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ针对 ＣｒｍＤ 基因

建立了环介导等温扩增可视化检测方法[２]ꎮ 本研

究针对 ＣｒｍＤ 基因建立 ＦＱ￣ＰＣＲ 方法ꎬＣｒｍＤ 基因位

于 ＥＣＴＶ 的两端重复序列中ꎬ相当于一个病毒粒子

中含有 ２ 个拷贝的基因ꎬ且 ＣｒｍＤ 基因与病毒繁殖

方式有关[８]ꎬ在感染组织中核酸峰度较高ꎬ进一步

提高了检测的灵敏度ꎮ ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法

具有灵敏度高、特异性强、操作简便易于高通量检

测等优点ꎬ具有较高的适用性ꎮ
使用建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检测实验室 ２２ 份小

鼠组织ꎬ未检测出阳性ꎬ说明国内屏障系统小鼠

ＥＣＴＶ 的感染得到了很好的监测和控制ꎮ 检测 ６３
份裸鼹鼠组织 ＥＣＴＶ 结果为阴性ꎬ说明裸鼹鼠对

ＥＣＴＶ 敏感性较低ꎬ但裸鼹鼠对 ＥＣＴＶ 是否具有抗

病毒作用还需要进一步的研究分析ꎮ ２０ 份黄鼠组

织检测出 ＥＣＴＶ 阳性ꎬ说明黄鼠为 ＥＣＴＶ 的易感宿

主ꎮ 小鼠感染 ＥＣＴＶ 时ꎬ首先通过皮下感染位点扩

散至淋巴结ꎬ侵入血液后引发一级病毒血症使病毒

进入脾和肝[８]ꎮ 本研究在 ４ 只黄鼠的淋巴结均检

测到 ＥＣＴＶꎬ而在肝、脾、肾、肺组织仅有部分检测出

病毒ꎬ说明 ＥＣＴＶ 在黄鼠体内有与小鼠相似的感染

途径ꎮ 使用 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 黄鼠组织的检出率为

５０％ꎬ但病毒的拷贝数都比较低ꎬ而使用血清学方法

未检出黄鼠鼠痘抗体阳性可能是由于此时正处于

感染初期ꎬ为鼠痘抗体产生的空窗期ꎬ因此造成假

阴性ꎬ也可能是由于使用大鼠的酶联免疫吸附实验

与黄鼠中鼠痘抗体没有交叉反应ꎬ造成阴性结果ꎮ
黄鼠主要分布于我国北部和西部地区ꎬ由于其特有

的生物学特性ꎬ已被大量用于医学实验和冬眠生理

学的实验材料ꎬ神经生物学工作者也开始使用黄鼠

作为研究对象[９－１０]ꎬ也应用于病毒性肝炎的实验动

物模型[１１]ꎮ 但是黄鼠的实验动物化研究还存在很

多空白ꎬ微生物携带情况及致病性研究为黄鼠饲养

规范提供技术支持ꎬ有效促进黄鼠的实验动物化进

程ꎮ 同时ꎬ黄鼠感染 ＥＣＴＶ 提示其作为新兴实验用

动物使用时ꎬ需要避免其对实验动物饲养环境的污

染ꎬ以免引起 ＥＣＴＶ 在实验室小鼠的爆发ꎮ
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