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多重实时定量ＰＣＲ快速检测ＰＲＲＳＶ、
ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２混合感染方法的建立

赵绪永，宁豫昌，赵　丽，马　辉
（郑州牧业工程高等专科学校，河南 郑州４５００１１）

摘要：根据ＴａｑＭａｎ复合荧光探针设计原则，应用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０和Ｏｌｉｇｏ　６．０软件设计检测猪繁殖
与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）和猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）的特异性引物和探针，
优化反应条件，建立了检测ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２的单项和多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法。结果表
明，建立的方法具有高度特异性，与其他病原检测无明显交叉反应；对阳性质粒和病毒的最低检测
量分别为＜１０１ 个拷贝和＜１ＴＣＩＤ５０／反应，检测灵敏度比常规ＰＣＲ检测高１００倍。通过对２０份
临床样本进行检测，多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测结果和单项Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测结果一致。建立的
多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法可用于同时快速检测ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦ和ＰＣＶ２的混合感染，具有灵敏、特
异、重复性好并能对样品进行定量检测等优点。
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　　近年来，猪繁殖障碍性疾病和猪高热病疫情给我
国养猪业造成了巨大的经济损失，严重影响我国养猪
业的发展。猪繁殖与呼吸综合征病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏ－
ｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）、猪瘟

病毒（ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）、猪圆环病毒

２型（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　２，ＰＣＶ２）是造成猪繁
殖障碍病的主要病原，这几种病原又常常发生混合
感染［１－３］。ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２都会引起猪的免疫抑制，
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不同程度地损伤机体的免疫功能，降低机体抵抗能
力，为继发或并发其他病原微生物创造了条件，这可
能也是混合感染多发的原因［４］。ＰＲＲＳＶ 和ＣＳＦＶ
均能引起猪繁殖障碍和高热，而且临床症状和解剖
症状极为相似。常规的检测方法如病毒分离、血清
学检测等［５－９］，很难区别这几种病毒，且程序繁琐，成
本高，具有易污染和假阳性等缺点。国内学者也建
立了ＰＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２的Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测
方法［１０－１３］，可以相对定量判定初始模板量，而且具有
敏感度高、特异性强、重复性好、用时短和可自动定
量分析的优点。目前尚未见利用多重 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ技术同时检测ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２的报
道。为了更快捷地对这３种病毒进行检测，本研究
拟在单项实时荧光定量ＰＣＲ的基础上，建立一种可
快速、准确实时检测ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２混合
感染的多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 方法，为了解掌握这３
种病毒实际感染情况及为猪病的预防和控制提供科

学依据。

１　材料和方法

１．１　毒株与菌种

ＣＳＦＶ、猪流感病毒（ＳＩＶ）、伪狂犬病毒（ＰＲＶ）、
猪细小病毒（ＰＰＶ）、猪乙型脑炎病毒（ＪＥＶ）等病毒
标准毒株和产肠毒素大肠杆菌（ＥＴＥＣ）、副猪嗜血

杆菌（ＨＰＳ）购自中国兽药监察所；ＰＲＲＳＶ和ＰＣＶ２
均为郑州牧业工程高等专科学校生物技术实验室分

离鉴 定 并 保 存；２０ 份 病 料 收 集 自 周 边 猪 场。

ＰＲＲＳＶ阳性参考为郑州牧业工程高等专科学校生
物技术实验室已鉴定的毒株，ＣＳＦＶ阳性参考为市
售猪瘟兔化弱毒疫苗。

１．２　主要试剂和仪器

Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、质粒ＤＮＡ小量快速制备试
剂盒、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、反转录试剂
盒等购自大连宝生物有限公司；２×ＴａｑＭａｎ　Ｕｎｉ－
ｖｅｒｓａｌ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ购自美国 ＡＢＩ公司；大肠杆菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＪＭ１０９、ＤＨ５α均由郑州牧业工程高等专科
学校生物技术实验室保存；ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２
等３种病毒的ＰＣＲ检测试剂盒购自北京世纪元亨
动物防疫技术有限公司。荧光定量 ＰＣＲ 仪为

Ｒｏｔｏｒ　Ｇｅｎｅ公司产品，型号为ＲＧ－３０００；紫外分光光
度计ＮＤ－１０００型为Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司产品。

１．３　引物的设计与合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ已发表的ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２

基因序列，应用ＤＮＡＳｔａｒ软件对序列进行同源性分
析，选择其保守区。根据ＴａｑＭａｎ复合荧光探针设计
原则，应用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０和Ｏｌｉｇｏ　６．０软件设计３组探
针和引物，并通过ＢＬＡＳＴ对其特异性进行鉴定。引
物和探针由大连宝生物公司合成，详见表１。

表１　引物和荧光探针核酸序列

引物或探针 序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ 基因序列号

ＰＲＲＳＶ－Ｆ
ＰＲＲＳＶ－Ｒ

ＴＣＡＧＣＴＧＴＧＣＣＡＧＡＴＧＣＴＧＧ
ＡＡＡＴＧＧＧＧＣＴＴＣＴＣＣＧＧＧＴＴＴＴ

７７ ＡＢ５４６１２５

ＰＲＲＳＶ－Ｐｒｏｂｅ　 ＦＡＭ －ＴＣＣＣＧＧＴＣＣＣＴＴＧＣＣＴＣＴＧＧＡ－ＥＣＬＩＰＳＥ

ＣＳＦＶ－Ｆ
ＣＳＦＶ－Ｒ

ＡＧＣＴＣＣＣＴＧＧＧＴＧＧＴＣＴＡＡＧＴ
ＣＣＣＴＣＧＴＣＣＡＣＡＴＡＧＣＡＴＣＴ

９３ ＡＨ０１２８３４

ＣＳＦＶ－Ｐｒｏｂｅ　 ＲＯＸ－ＡＧＴＴＣＧＡＣＧＴＧＡＧＣＡＧＡＡＧＣＣＣＡＣＣ－ＥＣＬＩＰＳＥ

ＰＣＶ２－Ｆ
ＰＣＶ２－Ｒ

ＧＧＡＴＡＴＴＧＴＡＧＴＴＣＣＴＧＧＴＣＧ
ＣＣＡＣＴＡＴＴＧＡＴＴＡＣＴＴＣＣＡＡＣＣ

１３１ ＡＢ２４６１９３

ＰＣＶ２－Ｐｒｏｂｅ　 ＨＥＸ－ＴＣＧＡＡＣＧＣＡＧＴＧＣＣＧＡＧＧＣＣ－ＥＣＬＩＰＳＥ

１．４　标准阳性模板的制备
采用异硫氰酸胍一步裂解法提取 ＰＣＶ２的

ＤＮＡ。参照 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒操作说明书分别提取

ＰＲＲＳＶ和ＣＳＦＶ总 ＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ　ｄＴ　Ｐｒｉｍｅｒ为
引物，参照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴａｓｅ说明书的操作步骤
进行逆转录合成病毒ｃＤＮＡ。再分别以ＰＣＶ２的

ＤＮＡ以及ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ 的ｃＤＮＡ 为模板，按常
规ＰＣＲ反应进行扩增。将回收纯化的ＰＣＲ产物分
别与ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９，
用试剂盒提取重组质粒，并进行测序鉴定。用紫外

分光光度计分别测定各重组质粒的紫外吸光值，并
计算出重组质粒ＤＮＡ的量。将其进行０．５×１０７～
０．５×１０１拷贝／μＬ的梯度稀释，分装并保存于－２０
℃冰箱中备用。

１．５　多重实时荧光定量ＰＣＲ反应条件及参数设定
分别以每种病毒的重组质粒为阳性模板做单项

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应，然后逐渐增加反应重数，并用矩
阵法优化引物和探针浓度，建立Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ最佳
反应体系。ＰＣＲ扩增反应体系均为２５μＬ，单项Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应体系包含１２．５μＬ　２×ＴａｑＭａｎ　Ｕｎｉ－
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ｖｅｒｓａｌ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、０．１～０．５μｍｏｌ／Ｌ探针、上下游
引物各０．２～０．６μｍｏｌ／Ｌ，２μＬ模板，加纯水至２５

μＬ。多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应体系，即加入３组引
物和探针，其余条件与单项法相同。反应条件为：

５０℃ 作用２ｍｉｎ（激活 ＵＮＧ酶，消除ＰＣＲ产物的
残留污染），９５℃作用１０ｍｉｎ（灭活 ＵＮＧ酶，激活

Ａｍｐｌｉ　Ｔａｑ　Ｇｏｌｄ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）；循环扩增条件为９５
℃１５ｓ，５５～６０℃４５ｓ，４０个循环，并进行退火温
度的优化，建立多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的最佳方法。

１．６　灵敏度和重复性试验
以梯度稀释的重组质粒作为标准品模板，利用

优化的荧光定量ＰＣＲ反应条件进行检测，绘制标准
曲线并确定最小检测量。将３种纯化的病毒细胞毒
定量（计算其ＴＣＩＤ５０）后，用不含待测病毒的阴性猪
的基 因 组 ＤＮＡ 提 取 液 进 行 稀 释，然 后 进 行

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ和常规ＲＴ－ＰＣＲ或ＰＣＲ分析测定，
每个样品重复３次，以验证灵敏性和可靠性。

１．７　特异性试验
分别对ＪＥＶ、ＳＩＶ、ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ的ｃＤＮＡ和

ＥＴＥＣ、ＨＰＳ、ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＰＣＶ２的 ＤＮＡ溶液进行
单项和多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测，以判定检测方法
的特异性。

１．８　临床样本的检测
用试剂盒分别提取了２０份临床疑似病料样品

的ＤＮＡ和 ＲＮＡ，并将 ＲＮＡ 逆转录生成ｃＤＮＡ。
用上述建立的单项和多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法进行
检测，比较检测结果的符合率。

２　结果与分析

２．１　多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应条件的优化
经矩阵法对Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的引物和探针浓度

及反应条件进行优化，引物和探针的最佳浓度为：上
下游引物浓度各为０．４μｍｏｌ／Ｌ，探针浓度各为０．３

μｍｏｌ／Ｌ。最佳扩增条件确定为５０℃２ｍｉｎ，９５℃
１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃４５ｓ，４０个循环。

２．２　多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ标准曲线的建立
以梯度稀释的重组质粒为阳性标准模板，利用

优化的反应条件进行单项和多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检
测，得到各病毒的扩增动力学曲线，并生成了这３种
病毒的单项（实线表示）和多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ扩增
标准曲线（虚线表示），如图１所示。每种病毒的单
项和多重分析２条标准曲线的斜率均接近－３．３２，
相关系数（Ｒ２）均大于０．９９，表明标准曲线的线性度
较好，ＰＣＲ的扩增效率高，２种方法扩增效率基本一
致，可信度好。

图１　ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２的Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ标准曲线

２．３　敏感性试验结果
通过对系列稀释的标准质粒进行检验，单重或

多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的最低检测量为１０１个拷贝／反
应，结 果 见 表 ２。将 纯 化 的 ３ 种 病 毒 ＰＲＲＳＶ
（１０－４．４５　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）、ＣＳＦＶ（１０－３．７８　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）

和ＰＣＶ２（１０－４．８３　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）用猪的基因组ＤＮＡ
稀释进行分析，荧光定量ＰＣＲ检测方法检测极限可
分别达到１０－５、１０－４、１０－５，而普通常规ＰＣＲ检测
方法仅可达到１０－３，即荧光ＰＣＲ检测下限小于１
个ＴＣＩＤ５０，比常规ＰＣＲ的灵敏度高１００倍。

表２　不同病毒与猪基因组ＤＮＡ混合后通过多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ测定结果

序号
不同病毒混合时的拷贝数／个

ＰＲＲＳＶ　 ＣＳＦＶ　 ＰＣＶ２

通过多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ测定的拷贝数（变异系数／％）

ＰＲＲＳＶ　 ＣＳＦＶ　 ＰＣＶ２

１　 ０　 １０２　 １０５　 Ｎｏ　Ｃｔ　 １．２×１０２（１３） ８．４×１０４（７）

２　 ０　 １０１　 １０７　 Ｎｏ　Ｃｔ　 ４．０×１００（１１） １．５×１０６（６）

３　 ０　 １０７　 １０２　 Ｎｏ　Ｃｔ　 ８．５×１０６（６） ７．０×１０１（９）

４　 １０４　 ０　 １０１　 ７．５×１０３（８） Ｎｏ　Ｃｔ　 １．２×１０１（１２）
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续表２　不同病毒与猪基因组ＤＮＡ混合后通过多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ测定结果

序号
不同病毒混合时的拷贝数／个

ＰＲＲＳＶ　 ＣＳＦＶ　 ＰＣＶ２

通过多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ测定的拷贝数（变异系数／％）

ＰＲＲＳＶ　 ＣＳＦＶ　 ＰＣＶ２

５　 １０２　 ０　 １０４　 ５．８×１０１（２４） Ｎｏ　Ｃｔ　 ８．２×１０３（９）

６　 １０５　 ０　 １０２　 ７．４×１０４（１５） Ｎｏ　Ｃｔ　 ７．８×１０１（１３）

７　 １０３　 １０１　 ０　 ８．０×１０２（１０） ７．８×１００（８） Ｎｏ　Ｃｔ

８　 １０６　 １０３　 ０　 １．２×１０６（１５） ８．８×１０２（５） Ｎｏ　Ｃｔ

９　 １０１　 １０４　 ０　 ６．０×１００（１８） ７．４×１０３（８） Ｎｏ　Ｃｔ

１０　 １０１　 １０６　 １０３　 ７．０×１００（１８） ９．２×１０５（７） ３．５×１０３（３８）

１１　 １０２　 １０６　 １０６　 ７．５×１０１（２０） ７．０×１０５（２５） ７．５×１０５（２０）

１２　 １０５　 １０３　 １０１　 ７．８×１０４（９） ９．０×１０２（３） １．１×１０１（１５）

１３　 １０２　 １０１　 １０４　 ７．０×１０１（１３） ９．０×１００（２３） ８．８×１０３（４）

１４　 １０１　 １０６　 １０１　 ５．０×１００（２８） ６．８×１０５（７） ７．０×１００（１６）

２．４　重复性试验结果
用上述方法检测系列稀释质粒，对每一个浓度

的样本均作３个重复，进行３批重复性试验，并进行
批内和批间重复性试验分析。结果显示，仅在对低
浓度样品（１０１ 个拷贝／反应）进行分析时，有较大的
批内和批间差异，变异系数（ＣＶ）均值为１６％和

２２％，而随着样品浓度增加变异系数降低，平均批内
和批间变异系数小于１０％，表明重复性好，保证了
不同样品间检测结果的可靠性和稳定性。

２．５　特异性试验结果
用优化后的Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测方法对不同的

样品进行检测，结果如图 ２ 所示。除了 ＰＣＶ２
ＤＮＡ、ＣＳＦＶ及ＰＲＲＳＶ的ｃＤＮＡ样品检测出荧光
信号外，其他样品在４０个ＰＣＲ循环内都没检测出
明显的荧光值增加，说明该方法有很好的特异性。

Ａ－Ｃ．ＰＣＶ２、ＰＰＲＳＶ、ＣＳＦＶ；Ｄ－Ｉ．ＳＩＶ、ＪＥＶ、
ＨＰＳ、ＥＴＥＣ、ＰＰＶ、ＰＲＶ

图２　多重荧光定量ＰＣＲ特异性试验结果

２．６　临床样本的检测结果
对２０份临床样本分别进行３种病毒的单项和

多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测，结果见表３。从表３可以
看出，多重 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ和单项 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ
检测结果一致 。ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ 和 ＰＣＶ２的阳

表３　临床样本检测结果

样品
多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ结果／（拷贝／μＬ）

ＰＲＲＳＶ　 ＣＳＦＶ　 ＰＣＶ２

单项Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ结果／（拷贝／μＬ）

ＰＲＲＳＶ　 ＣＳＦＶ　 ＰＣＶ２

结果

ＰＲＲＳＶ／ＣＳＦＶ／ＰＣＶ２
１　 １．２×１０３ － ２．４×１０５　 １．４×１０５ － ２．６×１０５ ＋／－／＋
２ － － ３．４×１０６ － － ４．０×１０６ －／－／＋
３　 ７．６×１０４ － － ７．１×１０４ － － ＋／－／－
４ － ３．１×１０５　 ６．２×１０２ － ３．６×１０５　 ６．８×１０２ －／＋／＋
５　 ２．８×１０１ － ７．５×１０５　 ４．０×１０１ － ７．９×１０５ ＋／－／＋
６ － － ５．２×１０４ － － ５．１×１０４ －／－／＋
７　 ４．７×１０５ － ６．４×１０１　 ５．６×１０５ － １．１×１０２ ＋／－／＋
８　 ６．３×１０３ － － ３．４×１０３ － － ＋／－／－
９ － ５．７×１０４　 ２．１×１０２ － ７．５×１０４　 ４．７×１０２ －／＋／＋
１０　 ５．３×１０３　 ４．５×１０４　 ６．５×１０２　 ６．３×１０３　 ４．６×１０４　 ６．８×１０２ ＋／＋／＋
１１ － ７．４×１０３ － － ８．３×１０３ －／＋／－
１２　 ５．９×１０３　 ６．４×１０５ － ５．６×１０３　 ７．４×１０５ － ＋／＋／－
１３ － － ９．７×１０４ － － １．１×１０５ －／－／＋
１４　 １．８×１０４ － ７．７×１０３　 ２．２×１０４ － ６．９×１０３ ＋／－／＋
１５ － ２．４×１０３ － － ３．１×１０３ － －／＋／－
１６ － － － － － － －／－／－
１７　 ５．７×１０３　 ７．４×１０３　 ５．５×１０２　 ６．８×１０３　 ５．７×１０３　 ６．１×１０２ ＋／＋／＋
１８　 １．０×１０１ － ８．５×１０４　 ２．５×１０１ － ７．９×１０４ ＋／－／＋
１９ － ３．８×１０４　 ２．６×１０２ － ４．６×１０４　 ３．３×１０２ －／＋／＋
２０ － － ８．４×１０３ － － １．１×１０４ －／－／＋
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性率分别为５０％、４０％、７０％；存在混合感染现象，其
中，ＰＣＶ２与ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２与ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ与ＣＳＦＶ
混合感染份数分别为７份、５份、３份，其中，ＰＣＶ２、

ＰＲＲＳＶ和ＣＳＦＶ　３种病毒混合感染２份；仅有１份样
本３种病毒检测全阴性。从病毒感染量来看，单病毒
感染病毒拷贝数多在１０３～１０５拷贝／反应；混合感染的
病毒拷贝数，有的相当，有的差别比较大（１０１－１０５）。

３　讨论
近年来，我国的养猪生产中疫病问题十分突出，原

因之一是由于多种病原体共同感染或继发感染，造成
高发病率和高死亡率，从而造成巨大的经济损失。其
中ＰＣＶ２、ＣＳＦＶ和ＰＲＲＳＶ混合感染最为常见，如何防
控是中国养猪业必须面临的实际问题。目前，针对上
述猪病进行诊断的主要方法仍然是常规ＰＣＲ和
ＥＬＩＳＡ等，然而这些方法都在敏感性和特异性方面存
在一定程度的不足。

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ具有敏感性高、特异性强、操作简
便、重复性好、可实时定量的特点，可实施多样品的自
动化检测，且检测时污染少。目前，多重荧光定量ＰＣＲ
已成为实验室检测病原体的主要手段之一。在多重检
测体系中，关键是要解决多对引物和探针之间的相互
干扰问题。本试验通过软件评估了大量相关的引物和
探针，选择相互之间△Ｇ最大并且Ｔｍ 值相同的３组引
物和探针，优化反应体系，把干扰降到最低。设计探针
时，每种病原体探针的报告基因荧光发射波长应处于
不同的光谱范围，以确保荧光定量ＰＣＲ仪的检测通道
能区分不同病原体的探针的荧光信号。本试验选用的
ＦＡＭ、ＨＥＸ和ＲＯＸ　３种荧光染料，其波长处于不同的
光谱范围，相互干扰少，具有明显的区分效果和信号
强度。
本研究中建立的单项和多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法，

标准曲线线性关系良好，相关系数均大于０．９９，ＰＣＲ效
率均在９８％以上，表明试验过程和数据是可信的。具
有高度的特异性和敏感性，对阳性质粒和纯化病毒的
最 低 检 测 量 可 分 别 达 到 ＜１０１ 拷 贝 和 ＜
１ＴＣＩＤ５０／反应。批内和批间重复性试验的平均变异系
数小于１０％，表明试验结果重复性好。通过对２０份临
床样品进行检测，建立的多重Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测结果
和单项Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测结果一致。从检测结果可
以看出，ＰＣＶ２在猪场中感染率高，可达７０％，这与血清
学、流行病学调查结果相一致［１４－１５］。此外，不同病毒之
间混合感染率也很高，说明当前猪病的感染越来越复
杂。混合感染会导致死亡率升高，危害较大，这应成为
今后猪病防制的重点，在预防上应综合考虑，研制高效
的多联疫苗很有必要。

总之，本研究建立的多重实时荧光定量ＰＣＲ反
应体系可以用于ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ和ＰＣＶ２混合感染
的快速临床诊断，为猪病毒性传染病的病原筛查和
治疗提供理论和临床依据，该技术的建立也将为研
究其他致病因子的分子诊断方法提供有益的借鉴。
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