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　 　 【摘要】 　 目的　 通过建立树鼩腺病毒（ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＴＡＶ）ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，快速准

确地检测树鼩腺病毒。 方法　 根据 ＴＡＶ 全基因组 ３’端保守序列设计合成特异性引物；用含目的基因片段的重组质

粒作为标准品进行标准曲线绘制，建立 ＴＡＶ ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法。 结果　 建立的 ＴＡＶ 实时荧光定量

ＰＣＲ 检测方法特异性好，与树鼩源及其他物种常见病毒无交叉反应；方法的最低检测限度为每微升 ３􀆰 ７ 拷贝，灵敏性

强；相关检测系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９８，扩增效率为 ９５􀆰 ７％；扩增结果具有良好的线性关系，且重复性检测效果好。 结论　 成

功建立了 ＴＡＶ ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，灵敏度高，重复性好，可用于 ＴＡＶ 感染的早期快速检测。
【关键词】 　 树鼩腺病毒；３’保守区域；ＴａｑＭａｎ；实时荧光定量 ＰＣＲ
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　 　 树鼩（Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ）作为与灵长类动物亲缘

关系最近的新型模式动物，在人类疾病模型尤其是

感染性疾病模型研究中发挥着不可或缺的作用，已
逐步成为生物医学研究的热点［１］。 前期开展的相

关研究表明，野生来源树鼩中腺病毒携带率较高，
并有疑似病例发生，被列为树鼩实验动物微生物质

量控制的检测指标之一。 因此，建立一种高效、快
速，可反应个体病毒载量的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

势在必行。
树鼩腺病毒（ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＴＡＶ）属于

腺病毒科，哺乳动物腺病毒属。 迄今，已发现有 １００
多种腺病毒能感染人、哺乳动物和禽类。 腺病毒感

染会引起急性上呼吸道感染、急性眼结膜炎、急性

出血性膀胱炎、腹泻等疾病［２］。 目前，在树鼩腺病

毒（ＴＡＶ）检测方面，已有普通 ＰＣＲ 方法报道［３］，但
此类方法只可用于 ＴＡＶ 定性检测且灵敏度低。 本

研究根据 ＴＡＶ 的 ３’保守区域设计特异性引物，通
用性好，稳定性高，适用于不同型别病毒株检测，建
立了操作简便、敏感性高、特异性强、重复性好、可
实时定量分析 ＴＡＶ 感染程度的 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 方法［４ － ８］，以期为 ＴＡＶ 的分子流行病学调查

和早期感染研究奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

野生来源成年树鼩，性别不限，在普通级环境设

施中仅饲养了 ３ 个月，体重 １２０ ～ １５０ ｇ。 饲养环境：
温度 １８℃ ～ ２８℃，相对湿度 ３０％～ ６０％，噪音≤ ６０
ｄＢ，光照强度 １００ ～ １５０ ｌｘ。 实验动物来源于医学生

物学研究所树鼩种质资源中心［ＳＣＸＫ （滇） Ｋ２０１３ －
０００１］，实验操作在医学生物学研究所树鼩种质资源

中心实验设施进行［ＳＹＸＫ （滇） Ｋ２０１３ －０００１］。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ（购自Ｏｍｅｇａ），ｉＴａｑＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｏｂｅｓ
Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ Ｋｉｔ（购自 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）。 ＣＦＸ９６ＴＭ

荧光定量 ＰＣＲ
仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ），核酸蛋白检测仪，Ｖｏｒｔｅｘ ＱＬ⁃９０２，制冷

机（雪科），台式微量高速离心机，恒温水浴锅，离
心管。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样本来源及 ＤＮＡ 提取

树鼩腺病毒、树鼩呼肠孤病毒、ＥＶ７１、人单纯疱

疹病毒 １ 型来自本实验室保存。 使用 Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ
提取病毒 ＤＮＡ。 详细操作根据产品说明书进行。

１􀆰 ３􀆰 ２　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 的建立

（１）引物设计合成：从 ＮＣＢＩ 中检索获得 ＴＡＶ
的全基因组，利用 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件设计扩增病毒株

３’保守区域（２２ ９８９ ｂｐ ～ ２３ ４７６ ｂｐ）特异性引物，引
物序列为：ＴＡＶＦ：５’⁃ＡＡＡＧＡＡＴＧＣＣＣＡＣＣＴＣＣＣＡＴ⁃
３’和 ＴＡＶＲ：５’⁃ＣＡＧＴＧＧＣＡＧＧＣＣＡＴＴＡＡＧＣ⁃３’，扩
增的目的片段为 １２２ ｂｐ。 根据测序所得目的基因序

列设 计 荧 光 探 针 引 物： ５ ’⁃Ｆａｍ⁃ＣＴＣＧＣＣＧＣＣＧＣ
ＣＧＧＴＴＴＣＡＣ⁃Ｔａｍｒａ⁃３’。 委托昆明硕擎生物科技有

限公司合成。
（２）阳性标准品的构建：以本实验室保存的阳

性 ＴＡＶ ＤＮＡ 作为模板，进行目的基因片段扩增。
反应体系：金牌 Ｍｉｘ （ ｇｒｅｅｎ） ２０ μＬ，１０ μＭ ＴＡＶＦ
１ μＬ，１０ μＭ ＴＡＶＲ １ μＬ，ＤＮＡ 模板 ３ μＬ，终体积

２５ μＬ。 试剂盒参考退火温度为 ５５℃ ～ ６０℃，优化

后的反应条件：９８℃ ２ ｍｉｎ；９８℃ １０ ｓ，５８℃ １５ ｓ，
７２℃ １５ ｓ，共 ３５ 个循环；７２℃ ５ ｍｉｎ。 扩增产物用

１􀆰 ５％的琼脂糖凝胶电泳鉴定；胶回收纯化；将目的

基因片段与 ＰＵＣ５７ 载体进行连接；连接后产物转化

ＤＨ５α 感受态细胞；测序验证。 采用紫外分光光度

计测定 Ａ２６０ ／ ２８０数值，计算质粒浓度，将其换算为质粒

拷贝数［每微升拷贝数 ＝ 质粒浓度 × （６􀆰 ０２ × １０２３）
× （Ａ２６０ ／ ２８０ × １０ － ９ ） ／ （ ＤＮＡ 碱基数 × ６６０）］，式中，
Ａ２６０ ／ ２８０单位为 ｎｇ ／ μＬ。

（３）绘制标准曲线：将（２）中的质粒标准品 １０
倍倍比稀释至每微升 １０１ 拷贝。 用梯度稀释的标准

品作为模板，进行扩增。 以每微升 １０８ ～ １０１ 拷贝共

８ 个梯度标准品建立标准曲线，设置复孔及阴性对

照。 扩增体系（２０ μＬ）：２ × ｉＴａｑＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｏｂｅｓ
Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ １０ μＬ，１０ μＭ ＴＡＶＦ １ μＬ，１０
μＭ ＴＡＶＲ １ μＬ，１０ μＭ 探针引物 ２ μＬ，标准 ＤＮＡ
模板 ３ μＬ，Ｅａｓｙ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ３ μＬ。 优化后的扩增条件

为：９５℃ ２ ｍｉｎ，９５℃ １０ ｓ，５８℃ ３０ ｓ，共 ４０ 个循环。
通过软件自动绘制出标准曲线。

（４）灵敏性检测：以（３）中梯度稀释的质粒标准

品为模板，进行 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增反

应，检测试验的灵敏性。
（５）重复性及特异性检测：用梯度稀释的质粒

标准品作为模板，每个标准品做 ３ 个平行管，通过计

算 Ｃｔ 均值、变异系数（即相对标准差：指标准差除以

平均值，以百分数表示）分析试验的重复性。 以树

鼩呼肠孤病毒、ＥＶ７１、人单纯疱疹病毒 １ 型、ＴＡＶ 作

为样品，测定 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 特异性。
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１􀆰 ３􀆰 ３　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的初

步应用

采取 ４８ 份人工饲养 ３ 个月野生来源树鼩粪便，
并用 Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 提取 ＤＮＡ 作为模板，进行荧光

定量 ＰＣＲ 检测。

２　 结果

２􀆰 １　 目的片段的鉴定

重组质粒用 Ｐｖｕ ＩＩ 酶切，结果见图 １Ａ，酶切后

获得两个片段，长度相加即为质粒及插入片段大

小。 对重组质粒标准品进行 ＰＣＲ 鉴定，扩增获得一

条约 １２２ ｂｐ 的特异片段，结果见图 １Ｂ，与预期扩增

结果相符。 对目的基因片段进行测序分析，ＮＣＢＩ 比
对结果同 ＴＡＶ ３’保守区域（２２ ９８９ ｂｐ ～ ２３ ４７６ ｂｐ）
序列完全一致，表明目的基因片段已成功接入载

体中。

注：从左到右标准品拷贝数依次为：每微升 ３􀆰 ７ × １０１，３􀆰 ７ × １０２，３􀆰 ７ × １０３，３􀆰 ７ × １０４，３􀆰 ７ ×

１０５，３􀆰 ７ × １０６，３􀆰 ７ × １０７，３􀆰 ７ × １０８ 拷贝。 图中“○”代表标准品。

图 ２　 不同稀释度阳性质粒扩增形成的标准曲线

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｓ： ３􀆰 ７ × １０１， ３􀆰 ７ × １０２， ３􀆰 ７ ×

１０３， ３􀆰 ７ × １０４， ３􀆰 ７ × １０５， ３􀆰 ７ × １０６， ３􀆰 ７ × １０７， ３􀆰 ７ × １０８ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
“○”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｖａｌｕｅｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

２􀆰 ２　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线

重组质粒标准品经核酸分析仪检测结果：
Ａ２６０ ／ ２８０值为 １􀆰 ９３，浓度为 ５０ ｎｇ ／ μＬ，即拷贝数为每微

升 ３􀆰 ７ × １０９ 拷贝。 以 １０ 倍梯度稀释的重组质粒标

准品为模板进行扩增，绘制标准曲线（图 ２），相关系

数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９８，扩增效率为 ９５􀆰 ７％ ，以起始模板量

的对数值为 Ｘ 轴，循环数（Ｃｔ 值）为 Ｙ 轴做回归曲

线，即标准曲线（Ｙ ＝ － ３􀆰 ４３０ｌｇＸ ＋ ３７􀆰 ９５１），具有良

好的线性关系。

注：Ａ：Ｍ：１ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ，１：酶切后的 ＰＵＣ５７ 重组质粒；Ｂ：
Ｍ：５００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ，１：重组质粒 ＰＣＲ 产物。

图 １　 目的片段的扩增

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｍ： １ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＵＣ５７ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ａｆｔｅｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ． Ｂ： Ｍ： ５００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ．

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ

２􀆰 ３　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 灵敏性

灵敏性检测试验扩增结果如图 ３，１ ～ ８ 为不同

稀释浓度的阳性质粒，当阳性质粒拷贝数为每微升

３􀆰 ７ 拷贝，才出现特异性扩增曲线且阴性对照无特

异性扩增，表明该方法的最低检测灵敏度可达每微

升 ３􀆰 ７ 拷贝。
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２􀆰 ４　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 重复性

分别以每微升 ３􀆰 ７ × １０５、３􀆰 ７ × １０６ 和 ３􀆰 ７ × １０７ 拷

贝的重组质粒标准品为模板进行扩增，每份标准品设

置 ３ 个平行管，通过计算 Ｃｔ 值的变异系数对试验重复

性进行评价，结果详见表 １，变异系数不足 ０􀆰 ５％。

２􀆰 ５　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 特异性

特异性试验检测结果（图 ４）显示，在 ４０ 个反应

循环内，以每微升 ３􀆰 ７ × １０６ 拷贝的质粒标准品和

ＴＡＶ 为模板的 ＰＣＲ 反应有特异性扩增曲线。 以树

鼩呼肠孤病毒、ＥＶ７１、人单纯疱疹病毒１型为模板

注：１ ～ ８：每微升 ３􀆰 ７ × １０７，３􀆰 ７ × １０６，３􀆰 ７ × １０５，３􀆰 ７ × １０４，３􀆰 ７ × １０３，３􀆰 ７ × １０２，３􀆰 ７ ×

１０１，３􀆰 ７ × １００ 拷贝；９：阴性对照。

图 ３　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 灵敏性检测结果

Ｎｏｔｅ． １ － ８： ３􀆰 ７ × １０７， ３􀆰 ７ × １０６， ３􀆰 ７ × １０５， ３􀆰 ７ × １０４， ３􀆰 ７ × １０３， ３􀆰 ７ × １０２， ３􀆰 ７ × １０１，

３􀆰 ７ × １００ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ μＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ９： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

表 １　 重复性检测结果
Ｔａｂ． １　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

每微升拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒ

Ｃｔ 值　 Ｃｔ ｖａｌｕｅ
１ ２ ３　

平均 Ｃｔ 值
Ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ Ｃｔ ｖａｌｕｅ

变异系数（％ ）
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

３􀆰 ７ × １０７ １３􀆰 １８ １３􀆰 １９ １３􀆰 ２１ １３􀆰 １９ ０􀆰 １１
３􀆰 ７ × １０６ １６􀆰 ５３ １６􀆰 ５７ １６􀆰 ５９ １６􀆰 ５６ ０􀆰 １８
３􀆰 ７ × １０５ ２０􀆰 ０１ ２０􀆰 ０９ ２０􀆰 １１ ２０􀆰 ０７ ０􀆰 ２６

注：图中“其他病毒”指树鼩呼肠孤病毒、ＥＶ７１、人单纯疱疹病毒 １ 型。

图 ４　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 特异性检测结果

Ｎｏｔｅ． “Ｏｔｈｅｒ ｖｉｒｕｓｅｓ” ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｒｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｒｅｏｖｉｒｕｓ， ＥＶ７１， ｈｕｍａｎ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １．

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
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的 ＰＣＲ 反应均无扩增曲线。 表明建立的基于

ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定量 ＰＣＲ 方法具有高度特

异性。
２􀆰 ６　 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 初步应用

如图 ５ 所示，在反应的 ３５ 个循环内，４８ 份样品

中有 １９ 份阳性，阳性率为 ３９􀆰 ５８％ ，最低检出浓度

为每微升 ３􀆰 ９２ 拷贝。 传统方法检测阳性率仅为

２５％ （１２ ／ ４８）。 因此，建立的 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量

ＰＣＲ 方法更加灵敏且高效，可更好地运用于树鼩腺

病毒的检测，为其防控提供更精准的检测方法。

图 ５　 初步应用检测结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

３　 讨论

树鼩腺病毒是无囊膜线性单分子双股 ＤＮＡ 病

毒，归类于腺病毒科哺乳动物腺病毒属。 在前期饲

养观察中，发现该病毒可普遍感染树鼩并引起急性

上呼吸道感染、急性眼结膜炎、急性出血性膀胱炎、
腹泻等多种疾病。 Ｄａｒａｉ 等早在 １９８０ 年报道，在 ３８
份树鼩肾组织培养物中分离获得 １ 株 ＴＡＶ［９ － １０］，病
毒可凝集大鼠及人 “ Ｏ” 型红细胞。 陈元鼎等［１１］

１９８７ 年报道，在 ９０ 份成年云南源树鼩大便中检测

到 １２ 份腺病毒阳性，阳性率为 ３％ 。 吴小闲等［１２］

１９９０ 年报道，从云南野生树鼩咽拭子、肾细胞培养

物和粪便中分离到 １０ 株 ＴＡＶ，并鉴定为 ２ 个血清型

（ＴＡＶ⁃１ 和 ＴＡＶ⁃２）。 王淑菁等［３］ 建立了树鼩腺病

毒 ＰＣＲ 检测方法，检测了 ５６ 份刚从野外捕获来源

的树鼩粪便 ＤＮＡ，有 ２４ 份阳性，检出的阳性率达到

４２􀆰 ８５％ ，结果显示野生树鼩具有较高的携带率。
迄今，在腺病毒检测方面已有多种方法。 其

中，间接免疫荧光检测方法适用于细胞培养物中

ＴＡＶ 的检测；ＥＬＩＳＡ 检测方法主要适用于对 ＴＡＶ 抗

体的筛查，其缺点是检测结果假阳性偏高；ＰＣＲ 检

测法具有快速方便、灵敏性好、特异性强等特点，其
中实时荧光定量 ＰＣＲ［１３ － １４］方法与传统 ＰＣＲ 方法比

较又具有更大的优势，最大的优势是可实时检测反

应早期到终点过程中 ＰＣＲ 的扩增情况，此外还具有

灵敏性好、所需样品少、特异性强、可精确进行定量

分析等特点，被认为是病原学检测的金标准。
本研究根据 ＴＡＶ 的 ３’保守区域设计特异性扩

增引物［１５ － １７］，采用传统 ＰＣＲ 方法扩增目的片段并

胶回收纯化连接载体，构建出重组质粒标准品，并
探索优化反应条件及扩增体系，成功建立了高效、
特异、灵敏性强的 ＴＡＶ ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ
检测方法。 重复性检测试验中以 ３ 个梯度标准品进

行 ３ 次重复，变异系数检测结果均小于 ０􀆰 ０５％ ，即
试验重复性好。 采用此方法检测树鼩源呼肠孤病

毒以及其他引起腹泻、急性眼结膜炎等疾病的病毒

均无交叉反应，表明建立的检测方法具有良好的特

异性。 研究中应用此方法检测人工饲养 ３ 个月的野

生来源树鼩 ＴＡＶ 携带情况，检测结果显示，此方法

可定性及定量分析不同个体病毒载量情况，灵敏度

高，在 ３５ 个循环内最低检测限度达每微升 ３􀆰 ９２ 拷

贝。 阳性检出率为 ３９􀆰 ５８％ ，略低于王淑菁等［３］ 报

道的野生源树鼩病毒检测结果，原因可能与样品来

源有关。
本研究建立的基于 ＴＡＶ 的 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 检测方法具有高效、灵敏度高、特异性和重

复性好的优点，既可定性分析又可定量分析［１８］。 该

检测方法的构建为 ＴＡＶ 的致病［１９］、溶瘤［２０］ 机理研

究提供了详细可靠的技术支持，同时也对 ＴＡＶ 防控

具有重要作用。
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