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摘要： 旨在建立同时检测猪内源性逆转录病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ， ＰＥＲＶ） ３ 种亚型的多重荧光定量 ＰＣＲ 方法。 扩增 ＰＥＲＶ 囊膜基因

ｅｎｖ， 构建重组质粒 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ、 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ｂ、 ｐＵＣ－ＰＥＲＶ－Ｃ 作为标准品， 建立了三重实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 方法标准曲线， 并

对该方法进行特异性、 敏感性及重复性试验验证。 结果： 重组质粒标准品的拷贝数与 Ｃｔ 值呈良好的线性关系， ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ 和 ＰＥＲＶ－Ｃ 分

别为： ｙ＝－３􀆰 ３６３ｘ＋ ３９􀆰 ９２３， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９３， 扩增效率 （Ｅ） ＝ ９８􀆰 ３％； ｙ ＝ － ３􀆰 ５４６ｘ＋ ４１􀆰 ０９０， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７， Ｅ ＝ ９１􀆰 ４％； ｙ ＝ － ３􀆰 ５５９ｘ＋ ４０􀆰 ６１８， Ｒ２ ＝

０􀆰 ９９８， Ｅ＝ ９１％。 特异性试验结果显示该方法能特异性检测 ＰＥＲＶ， 而对猪流行性腹泻病毒、 猪传染性胃肠炎病毒、 猪瘟病毒、 猪繁殖与呼吸综

合征病毒均无交叉反应； 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 敏感性均可达到 １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； 批内及批间重复性试验变异系数均小于 ２％。 使用该方法对 １０７ 份五指

山猪组织样品进行临床样品的检测， 经过与传统检测方法进行对比， ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ、 ＰＥＲＶ－Ｃ 阳性符合率分别为 １００％、 １００％、 ９７􀆰 ５％。 综

上， 本试验所建立的检测方法能够同时定量分析 ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ、 ＰＥＲＶ－Ｃ 这 ３ 种亚型， 且有较高的检测效率， 能够为异种移植供体筛选提

供前期的技术支持。
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　 　 猪－人异种移植是克服人类同种异体移植供体短

缺的一种有效策略［１］， 猪器官在结构、 大小和生理

功能上与人体器官相近， 而且可避免灵长类动物作为

异种供体源的伦理问题， 被认为是人体异种器官来源

以及异种细胞再生的首选动物［２］。 将正常的猪器官

移植至病人体内， 会出现一系列的免疫排斥反应， 如

超急性排斥反应、 急性血管性排斥反应和慢性排斥反

应等［３］。 ２０２２ 年， 一名人类患者接受了首例转基因

猪心脏移植手术［４］。 不幸的是， 在患者血液中发现

猪巨细胞病毒 （ ＰＣＭＶ）， 证实病毒传播难以预

防［５－６］。 虽然无特定病原体 （ＳＰＦ） 育种可以明显消

除大多数猪病毒， 但猪内源性逆转录病毒 （ＰＥＲＶ）
以前病毒 ＤＮＡ 的形式整合在猪基因组中［７－８］。 目前，
ＰＥＲＶ 主要分为 ３ 种亚型， 即 ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ 和

ＰＥＲＶ－Ｃ， 其中 ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ 的宿主感染范围

较大［９］， 不仅存在于所有猪的基因组中， 也可以感

染非猪的动物或细胞， 包括体外培养的人类细胞

系［１０］。 ＰＥＲＶ－Ｃ 是一种共嗜性病毒， 仅感染猪细

胞［１１］， 但可能与 ＰＥＲＶ－Ａ 亚型重组为 ＰＥＲＶ－Ａ ／ Ｃ 重

组体， 表现出高滴度复制［１２］。 尽管目前尚无研究表

明 ＰＥＲＶ 在临床中传播给人类， 但已证明 ＰＥＲＶ 可

以感染人类细胞并在细胞培养物中整合到人类基因组

中［１３］， 如其他逆转录病毒所报道的那样， ＰＥＲＶ 整

合可能会导致免疫缺陷和肿瘤发生［１４］。 ＰＥＲＶ－Ａ、
ＰＥＲＶ－Ｂ 和 ＰＥＲＶ－Ｃ 这 ３ 种亚型不易进行区分， 目

前还没有可以一次性检测、 鉴别和定量 ３ 种亚型的方

法， 迅速和可靠地区分这 ３ 种亚型对于异种移植供体

筛选是非常必要的［１５－１６］。 由于实时定量聚合酶链式

反应 （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 具有灵敏度高、 特异性高、 操作

简单等优点， 因此， 本研究建立了一种快速、 特异、
灵敏并能够同时检测、 鉴别和定量分析 ＰＥＲＶ－Ａ、
ＰＥＲＶ－Ｂ、 ＰＥＲＶ－Ｃ 这 ３ 种亚型的三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方

法， 以期应用于 ＰＥＲＶ 临床监测及供体筛选工作。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

在海南省五指山猪国家级原种场保种核心群中随

机挑选 １０７ 头猪， 采集肝脏 １６ 份、 肺 ２８ 份、 心 ２８
份、 肾 ２１ 份及外周血 １４ 份， 液氮速冻， －８０ ℃冰箱

保存备用。 猪传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ）、 猪流行

性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ）、 猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ）、 猪繁殖

和呼吸障碍综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） ＲＮＡ 均保存于海

南省农业科学院畜牧兽医研究所。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩ Ｑ ＲＴ Ｓｕｐｅｒ
Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ） 购自南京诺唯赞生物科

技股份有限公司； 大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、
ｐＭＤ１８－Ｔ 载体、 ｐＵＣ５７ 载体、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝

生物工程 （大连） 有限公司 （ＴａＫａＲａ）； ＥｃｏＲⅠ限

制性内切酶、 Ｓｃａｌ－ＨＦ 限制性内切酶购自广州真知生

物科技有限公司； 凝胶纯化试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司；
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ® Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、 质粒提取试剂盒购

自全式金公司； ＲＮＡ 极速抽提试剂盒购自上海飞捷

生物有限公司。 ＰＣＲ 扩增仪、 ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ 电泳仪、
凝胶成像分析仪器、 ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌ － ＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ 为

Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司产品。
１􀆰 ３　 引物设计

根据目前 ＰＥＲＶ 囊膜基因 ｅｎｖ 分型方法［１７－１８］， 从

ＧｅｎＢａｎｋ 上 下 载 ｅｎｖ － Ａ （ ＥＵ０８６２２５􀆰 １ ）、 ｅｎｖ － Ｂ
（ＡＦ０１４１６２􀆰 １） 和 ｅｎｖ－Ｃ （ＡＭ２２９３１３􀆰 １） 基因序列，
利用 Ｍｅｇａｌｉｇｎ 软件比对并找出各 ｅｎｖ 基因序列中亚型

特异性的保守区域， 利用 Ｏｌｉｇｏ７ 软件设计荧光定量

特异性引物和 ＴａｑＭａｎ 探针， 引物和探针均由广州擎

科生物工程有限公司合成， 引物和 ＴａｑＭａｎ 探针序列

信息见表 １。
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表 １　 引物及探针序列

名称 引物及探针序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ＰＥＲＶ－Ａ－Ｆ ＡＧＴＣＣＴＡＣＣＡＧＴＴＡＴＡＡＴＣＡＡＴ １１６

ＰＥＲＶ－Ａ－Ｒ ＴＣＴＡＧＡＴＣＴＡＡＣＧＡＡＴＴＡＣＡＧＣ １１６

ＰＥＲＶ－Ａ－Ｔａｑ ＦＡＭ－ＣＡＴＧＧＧＡＧＡＴＧＧＡＡＡＧＡＴＴＧＧＣＡＡＣ－ＢＨＱ１

ＰＥＲＶ－Ｂ－Ｆ ＣＧＣＡＴＡＡＣＴＴＧＣＣＧＧＴＧＣＣＣＣＡＡＴＴ １１７

ＰＥＲＶ－Ｂ－Ｒ ＧＡＡＣＡＣＣＴＧＧＧＧＡＧＴＴＴＣＴＡＧＧ １１７

ＰＥＲＶ－Ｂ－Ｔａｑ ＨＥＸ－ＣＣＴＣＧＣＴＧＣＧＧＣＣＴＧＡＣＡＴＡＡＣＡＣＡ－ＴＡＭＲＡ

ＰＥＲＶ－Ｃ－Ｆ ＣＣＴＣＴＣＡＧＣＡＧＧＡＴＡＧＧＧＴＡＡＧ １０７

ＰＥＲＶ－Ｃ－Ｒ ＡＧＧＡＧＡＧＣＡＣＴＴＧＧＧＧＣＴＴＣＣＡ １０７

ＰＥＲＶ－Ｃ－Ｔａｑ Ｃｙ５－ＣＴＴＡＴＧＴＣＡＡＣＡＣＣＴＡＴＡＣＣＡＧＣＴＣ－ＢＨＱ２

１􀆰 ４　 病毒 ＲＮＡ 的提取与反转录

按照 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书步骤提取五指山猪

基因组 ＲＮＡ， 将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ， 于－８０ ℃保

存备用。 反转录体系： 模板 ＲＮＡ １ μｇ， ４ × ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ ４ μＬ 加 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 至 １６ μＬ， ４２ ℃
２ ｍｉｎ， ５×ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡｑＲＴ ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ Ⅱ ４ μＬ； 反转录

反应程序： ５０ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ。
１􀆰 ５　 重组质粒标准品的制备

使用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取五指山猪基因组

ＤＮＡ， 将获得的 ＤＮＡ 作为模板， 利用设计的特异性

引物进行 ＰＣＲ 扩增， 在 ２５ μＬ 体系里按照比例加入

２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
１ μＬ， 下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） １ μＬ， ＤＮＡ １ μＬ ，
ＤＥＰＣ 水 ９􀆰 ５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ；
９５ ℃ １５ ｓ， ５７􀆰 ５ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ， ３５ 个循环；
７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增程序结束后进行琼脂糖凝胶电

泳鉴定， 使用 Ｏｍｅｇａ 凝胶纯化试剂盒对 ３ 种亚型的

ｅｎｖ 基因 ＰＣＲ 扩增产物回收并纯化， 分别与 ｐＭＤ－
１８Ｔ、 ｐＵＣ５７ 载体连接， 转化至 ＤＨ５α 大肠杆菌感受

态， 将菌液送至广州擎科生物工程有限公司测序鉴

定。 对验证后的重组质粒分别命名 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ、
ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ｂ、 ｐＵＣ５７－ＰＥＲＶ－Ｃ， 根据全式金质粒

提取试剂盒说明书提取质粒， 并使用限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ、 Ｓｃａｌ －ＨＦ 进行单酶切， 制备出线性化标准

品， ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ 单酶切体系： ＥｃｏＲⅠ １ μＬ，
１０×ＭＢｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ 质粒、 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－
Ｂ 质粒 ≤１ μｇ， ＤＥＰＣ 水补齐至 ２０ μＬ。 ＰＥＲＶ－Ｃ 单

酶切体系： Ｓｃａｌ－ＨＦ １ μＬ， １０×ＭＢｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ＰＭＤ－
ＰＥＲＶ－Ｃ 质粒 ≤１ μｇ， ＤＥＰＣ 水补齐至 ２０ μＬ； 酶切

产物使用超微量核酸蛋白测定仪测定其浓度后置于

－２０ ℃保存。
１􀆰 ６　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应条件优化及标准曲线的

建立

　 　 对三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 的引物用量、 探针用量和退火

温度进行优化。 使用优化后的条件对 ３ 种亚型重组质

粒标准品分别按梯度稀释为 １０７ ～ １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 作为

阳性模板， ＤＥＰＣ 为阴性对照， 进行三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ
扩增， ＦＡＭ 通道为 ＰＥＲＶ－Ａ， ＨＥＸ 通道为 ＰＥＲＶ－Ｂ，
ＣＹ５ 通道为 ＰＥＲＶ－Ｃ， 并分析绘制扩增曲线和标准

曲线。
１􀆰 ７　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 特异性试验

按照总 ＲＮＡ 极速抽提试剂盒说明书提取 ＰＥＤＶ、
ＴＧＥＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＲＲＳＶ 的 ＲＮＡ 后， 反转录为 ｃＤＮＡ。
使用获得的 ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增， 同时以 ＤＥＰＣ 水

作为阴性对照， 以验证检测方法的特异性。
１􀆰 ８　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 敏感性试验

选取混合标准质粒浓度梯度为 １ × １０７ ～ １ × １０１

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ的标准模板作为阳性模板， 以 ＤＥＰＣ 为阴

性对照模板， 对所建立的三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法的灵敏

度进行检测。
１􀆰 ９　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 重复性试验

选取 １×１０６、 １×１０５、 １×１０４这 ３ 个稀释浓度的重

组质粒标准品进行批内和批间重复性试验。 将 ３ 种亚

型重组质粒标准品设 ３ 个重复按照优化后的反应条件

在同一时间进行批内重复性试验； 每隔 ３ ｄ 按照优化

的反应条件对 ３ 种亚型重组质粒标准品进行 ３ 次重复

性试验， 计算批内和批间的变异系数， 以评估所建方

法的重复性。
１􀆰 １０　 临床样品检测

利用建立的 ＰＥＲＶ 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法与普通

ＰＣＲ 方法［１７］对 １０７ 份五指山猪样品进行 ＰＥＲＶ 检测，
对检测结果进行统计分析并对比 ２ 种方法的阳性符

合率。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应条件优化及标准曲线的

建立

　 　 经过优化， 确定的该方法反应体系如表 ２ 所示。
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反应程序： ９４ ℃ ３０ ｓ； ９４ ℃ ５ ｓ， ６１􀆰 ７ ℃ ３０ ｓ ， ４０
个循环。 将 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ、 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ｂ、 ｐＵＣ５７－
ＰＥＲＶ－Ｃ 重组质粒标准品 １０ 倍稀释后作为模板， 经

三重实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增结果见图 １。 标准曲线方

程分别为： ｙ＝ －３􀆰 ３６３ｘ＋３９􀆰 ９２３， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９３， 扩增效

率 （Ｅ） ＝ ９８􀆰 ３％； ｙ ＝ －３􀆰 ５４６ｘ＋４１􀆰 ０９０， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７，
Ｅ ＝ ９１􀆰 ４％； ｙ ＝ － ３􀆰 ５５９ｘ ＋ ４０􀆰 ６１８， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８，
Ｅ＝ ９１％。

表 ２　 引物及探针浓度

名称
引物浓度 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

探针浓度 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
退火温度 ／ ℃

ＰＥＲＶ－Ａ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ３５ ６１􀆰 ７

ＰＥＲＶ－Ｂ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ３０ ６１􀆰 ７

ＰＥＲＶ－Ｃ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ３０ ６１􀆰 ７

图 １　 ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ、 ＰＥＲＶ－Ｃ 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增曲线 （Ａ） 及标准曲线 （Ｂ）

２􀆰 ２　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 特异性试验

以 ｐＭＤ － ＰＥＲＶ － Ａ、 ｐＭＤ － ＰＥＲＶ － Ｂ、 ｐＵＣ５７ －
ＰＥＲＶ－Ｃ 及 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＲＲＳＶ 的 ｃＤＮＡ
为模板， 使用优化后建立的三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法进行

检测。 如图 ２， 仅有阳性对照 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ、 ｐＭＤ－
ＰＥＲＶ－Ｂ、 ｐＵＣ５７－ＰＥＲＶ－Ｃ 分别在 ＦＡＭ、 ＨＥＸ、 ＣＹ５
通道出现特异性扩增曲线， 其余样品在 ＦＡＭ、 ＣＹ５
通道均无特异性曲线。

１． ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ； ２． ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ｂ； ３． ｐＵＣ５７－ＰＥＲＶ－Ｃ。

图 ２　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 特异性

２􀆰 ３　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 敏感性试验

取 ｐＭＤ － ＰＥＲＶ － Ａ、 ｐＭＤ － ＰＥＲＶ － Ｂ、 ｐＵＣ５７ －
ＰＥＲＶ－Ｃ 阳性质粒标准品 （１×１０７ ～ １×１０１ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
７ 个不同的稀释浓度进行检测， 结果显示 ３ 种亚型的

最低检测限均为 １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （图 ３）。
２􀆰 ４　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 重复性试验

分别选取 １×１０６、 １×１０５、 １×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 这 ３
个浓度的 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ、 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ｂ、 ｐＵＣ５７－
ＰＥＲＶ－ Ｃ 标准品为模板进行扩增。 结果见表 ３，

ＰＥＲＶ 这 ３ 种亚型的批内和批间变异系数均在 ２％以

内， 说明本试验建立的 ＰＥＲＶ 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方

法的重复性良好。
２􀆰 ５　 临床样品的检测

如表 ４ 所示， ３ 种亚型三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测与普

通 ＰＣＲ 检测的阳性符合率分别为 １００％、 １００％、
９７􀆰 ５％。 表明本试验所建立的方法不仅可对 ＰＥＲＶ 临

床检测提供快速、 高效的检测方法， 而且可对 ＰＥＲＶ
进行分型和定量， 具有良好的应用价值。
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１～７ 分别为质粒浓度 １×１０７ ～１×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。

图 ３　 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ａ （Ａ）、 ｐＭＤ－ＰＥＲＶ－Ｂ （Ｂ）、 ｐＵＣ５７－ＰＥＲＶ－Ｃ （Ｃ） 的三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 敏感性

表 ３　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 重复性

病毒名称
标准品 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

批内重复 批间重复

Ｃｔ 值 变异系数 ／ ％ Ｃｔ 值 变异系数 ／ ％

ＰＥＲＶ－Ａ

１×１０６ １９􀆰 １６±０􀆰 １０ ０􀆰 ５ １８􀆰 ５９±０􀆰 ４８ １􀆰 ９

１×１０５ ２３􀆰 ４６±０􀆰 ２７ １􀆰 １ ２３􀆰 ０２±０􀆰 ７８ ０􀆰 ３

１×１０４ ２６􀆰 ７８±０􀆰 ２０ ０􀆰 ８ ２６􀆰 ３３±０􀆰 １２ ０􀆰 ５

ＰＥＲＶ－Ｂ

１×１０６ １９􀆰 １８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５ １８􀆰 ４７±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４

１×１０５ ２５􀆰 ５１±０􀆰 ２７ １􀆰 ０ ２４􀆰 ７６±０􀆰 １６ ０􀆰 ６

１×１０４ ２７􀆰 １３±０􀆰 １１ ０􀆰 ４ ２８􀆰 １１±０􀆰 １３ ０􀆰 ５

ＰＥＲＶ－Ｃ

１×１０６ １９􀆰 ０３±０􀆰 １２ ０􀆰 ６ １９􀆰 ０８±０􀆰 ４０ １􀆰 ８

１×１０５ ２４􀆰 ９３±０􀆰 ２８ １􀆰 １ ２３􀆰 ５４±０􀆰 １２ ０􀆰 ５

１×１０４ ２６􀆰 ２８±０􀆰 １８ ０􀆰 ７ ２８􀆰 １６±０􀆰 ３２ １􀆰 １

表 ４　 三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 与普通 ＰＣＲ 检测方法结果符合率

病毒名称
三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方法 普通 ＰＣＲ 方法

阳性数 ／ 样本量 阳性率 ／ ％ 阳性数 ／ 样本量 阳性率 ／ ％
阳性符合率 ／ ％

ＰＥＲＶ－Ａ １０７ ／ １０７ １００ １０７ ／ １０７ １００ １００

ＰＥＲＶ－Ｂ １０７ ／ １０７ １００ １０７ ／ １０７ １００ １００

ＰＥＲＶ－Ｃ ４０ ／ １０７ ３７􀆰 ３ ３９ ／ １０７ ３６􀆰 ４ ９７􀆰 ５

３　 讨论

器官移植是目前治疗各类终末期疾病的有效手

段， 世界范围内许多国家存在着供体短缺的问题。 随

着免疫抑制药物研究和基因修饰供体动物的快速发

展， 异种器官移植可以给多种疾病治疗中提供所需要
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的细胞、 组织和器官， 将猪源器官异种移植到非人灵

长类动物模型后， 移植物可以存活数月甚至数年，
ＰＥＲＶ 体外研究发现部分亚型可以感染人源细胞， 并

且 ＰＥＲＶ 在猪基因组中存在大量的整合位点， 具有高

度多态性的 ＰＥＲＶ 原病毒可以嵌入 １０ ～ １００ 个拷

贝［１９］， 因此猪源组织器官异种移植到人体存在生物

安全风险， 应当对供体猪体内 ＰＥＲＶ 活性进行实时监

测可以提前预测并防范该风险。 Ｗｉｌｓｏｎ 等［２０］ 发现逆

转录病毒之间的重组可能导致使另一受体发生重组，
并且具有更高的致病性。 由 ｅｎｖ－Ａ 和 ｅｎｖ－Ｃ 两段基因

的部分区域可以发生重组形成一种新的亚型 ＰＥＲＶ－
Ａ ／ Ｃ， 不仅能够感染人的细胞并表现出高滴度复制，
且感染能力强于 ＰＥＲＶ－Ａ 亚型［７］。 为了能够保证临

床异种移植的安全性， 在供体猪的选择上应排除含有

ＰＥＲＶ－Ｃ 的供体猪， 防止出现 ＰＥＲＶ－Ａ ／ Ｃ 重组体传

播给人类造成不必要的危害［２１］。 Ｓｙｐｎｉｅｗｓｋｉ［２２］ 等在

２００５ 年就通过设计 ＰＥＲＶ ｇａｇ 序列高度保守片段的特

异性引物和探针来检测 ＰＥＲＶ 拷贝数和基因型， 使用

ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法研究 ＰＥＲＶ 亚型分布。 然而， 目前还

没有可以一次性检测、 鉴别和定量检测这 ３ 种亚型的

检测方法。
本研究以 ＰＥＲＶ ｅｎｖ 基因设计特异性引物及探针，

成功建立了能够同时检测分型、 定量分析 ＰＥＲＶ－Ａ、
ＰＥＲＶ－Ｂ、 ＰＥＲＶ－Ｃ 的三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法。 在本试

验开展前， 建立了 ＰＥＲＶ ３ 种亚型的单重 ＲＴ－ｑＰＣＲ
检测方法， 敏感性均为 １×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 而三重ＲＴ－
ｑＰＣＲ 方法对 ３ 种亚型检测的敏感性均为 １ × １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 可能是由于不同序列之间对通用试剂、
引物的竞争导致的敏感性降低。 卢天宇等［２３］ 采用双

重荧光 ＴａｑＭａｎ 探针， 分别以甘油醛－３－磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ） 和转铁蛋白受体 （ＴＦＲＣ） 作为内参基因，
建立的微滴式数字 ＰＣＲ 检测方法对巴马小型猪基因

组 ＤＮＡ 中的 ＰＥＲＶ 拷贝数进行批内和批间试验的变

异系数在 ０􀆰 ４４％至 ８􀆰 ２９％之间， 而本方法批内及批

间重复试验的变异系数均低于 ２％， 具有更好的重复

性。 使用该方法对 １０７ 份五指山猪组织样品进行检

测， 经过与普通 ＰＣＲ 检测方法进行对比来评估本试

验建立的检测方法的实用性和准确性， 结果显示，
ＰＥＲＶ－Ａ、 ＰＥＲＶ－Ｂ、 ＰＥＲＶ－Ｃ 阳性符合率分别为

１００％、 １００％、 ９７􀆰 ５％。
综上所述， 一方面本研究建立的三重 ＲＴ－ｑＰＣＲ

方法具有较强的应用性， 为猪内源性逆转录病毒的快

速诊断和流行病学调查提供了必要的技术支持； 另一

方面也表明 ＰＥＲＶ 在海南省五指山小型猪部分群体中

是存在的， 而小型猪的近亲繁殖可能是 ＰＥＲＶ 拷贝数

增加的原因之一， 因此在选择五指山小型猪作为异种

移植供体之前还需对其进行监测。
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定量 ＰＣＲ 检测方法的建立及应用 ［ Ｊ］ ． 中国病原生物学杂志，
２０２２， １７ （１）： ２６－３０．

［１６］ ＰＩＳＡＮＯ Ｍ Ｐ， ＧＲＡＮＤＩ Ｎ， ＴＲＡＭＯＮＴＡＮＯ Ｅ． Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｓ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｔｏｏｌ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ （ ＨＥＲＶｓ ） ｔｏ ｈｕｍａｎ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２０， １２ （６）： ６３３．

［１７］ 徐斯日古楞， 吕茂民， 吴健敏， 等． 中国巴马小型猪内源性反

转录病毒的检测 ［Ｊ］ ． 动物医学进展， ２００３， ２４ （６）： ７９－８１．
［１８］ ＤＥＮＮＥＲ Ｊ． Ｐｏｒｃｉｎｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ ａｎｄ ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，

２０２１ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２１， １３ （１１）： ２１５６．
［１９］ ＫＡＵＬＩＴＺ Ｄ， ＭＩＨＩＣＡ Ｄ， ＰＬＥＳＫＥＲ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ－ｔｉｔｒｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰＥＲＶ－Ａ ／ Ｃ
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［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ， ２０１１， １５６ （４）： ７０７－７１０．
［２０］ ＷＩＬＳＯＮ Ｃ Ａ， ＷＯＮＧ Ｓ， ＶＡＮＢＲＯＣＫＬＩＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒｏｐｉｓｍ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ．
Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０００， ７４ （１）： ４９－５６．

［２１］ ＣＡＲＲＩＥＲ Ａ Ｎ， ＶＥＲＭＡ Ａ， ＭＯＨＩＵＤＤＩＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｘｅｎｏｔｒａｎｓ⁃
ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ： ａ ｎｅｗ ｅｒａ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２２， １３： ９００５９４．

［２２］ ＳＹＰＮＩＥＷＳＫＩ Ｄ， ＭＡＣＨＮＩＫ Ｇ， ＭＡＺＵＲＥＫ Ｕ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ （ＰＥＲＶｓ） ＤＮＡ ｉｎ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ａ ｄｏ⁃
ｍｅｓｔｉｃ ｐｉｇ ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ， ２００５， １０ （２）： ４６－５１．

［２３］ 卢天宇， 高虹， 杨博超， 等． 基于微滴式数字 ＰＣＲ 技术对猪内

源逆转录病毒拷贝数的检测方法的建立及应用 ［Ｊ］ ． 中国比较

医学杂志， ２０２１， ３１ （９）： ９０－９７．

􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪􀤪

·信息·
２１ 种畜牧、 兽医科学类中国科技核心期刊中 《畜牧与兽医》

综合评价总分排名第九位
　 　 《２０２４ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》 以 《中国科技论文与引文数据库》 （ＣＳＴＰＣＤ） 为基础， 采用

科学客观的研究方法与评价方式， 遴选中国自然科学领域各学科分类重要期刊作为统计来源期刊。 ２０２４ 年版引证报告共收录了

在中国 （不含港澳台地区） 正式出版的 １ ９９８ 种中文期刊和 １６７ 种英文期刊， 其中畜牧、 兽医科学类期刊共收录 ２１ 种， 包括 １９
本中文期刊和 ２ 本英文期刊， 《畜牧与兽医》 综合评价总分排名第九位。 ２１ 种期刊主要指标详见附表。

附表　 ２０２３ 年畜牧、 兽医科学类期刊主要指标

序号 刊名
核心总被引频次 核心影响因子 综合评价总分

数值 排名 离均差率 数值 排名 离均差率 数值 排名

学科扩

散指标

学科影

响指标

红点

指标

１ ＡＮＩＭＡＬ ＮＵＴＲＩＴＩＯＮ ９５１ １５ －０􀆰 ４９ １􀆰 ６１２ ２ ０􀆰 ６５ ５１􀆰 ９ ２ ６􀆰 ５２ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ２５

２
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＡＮＩＭＡＬ ＳＣＩＥＮＣＥ
ＡＮＤ ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

１ １２３ １３ －０􀆰 ４０ １􀆰 ４０３ ４ ０􀆰 ４４ ４６􀆰 ８ ４ ６􀆰 ４８ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ０８

３ 蚕业科学 ６２７ １９ －０􀆰 ６６ ０􀆰 ６６０ １６ －０􀆰 ３２ ３４􀆰 ３ １３ ７􀆰 １９ ０􀆰 ４３ ０􀆰 ２５

４ 动物医学进展 １ ５２２ ９ －０􀆰 １９ ０􀆰 ６７０ １５ －０􀆰 ３１ ４１􀆰 ７ ８ １６􀆰 ０５ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ５２

５ 动物营养学报 ７ ６７１ １ ３􀆰 １１ １􀆰 ９９０ １ １􀆰 ０４ ７８􀆰 ４ １ １６􀆰 ３３ １􀆰 ００ ０􀆰 ８２

６ 家畜生态学报 １ １５８ １２ －０􀆰 ３８ ０􀆰 ６４３ １７ －０􀆰 ３４ ３４􀆰 ６ １２ ８􀆰 ９０ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５４

７ 经济动物学报 ２１５ ２１ －０􀆰 ８８ ０􀆰 ５１０ ２０ －０􀆰 ４８ ２６􀆰 ６ １９ ３􀆰 ７１ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ５３

８ 粮食与饲料工业 ８０７ １６ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ６１８ １９ －０􀆰 ３７ ２８􀆰 ３ １８ ７􀆰 ８１ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ２２

９ 饲料工业 ２ ５４９ ６ ０􀆰 ３６ １􀆰 ５２９ ３ ０􀆰 ５７ ４５􀆰 ６ ５ １１􀆰 ００ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ７３

１０ 饲料研究 ３ ５００ ３ ０􀆰 ８７ １􀆰 ２０２ ６ ０􀆰 ２３ ３２􀆰 ２ １６ １３􀆰 ４３ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ７０

１１ 畜牧兽医学报 ２ ５６３ ５ ０􀆰 ３７ １􀆰 ０６０ ８ ０􀆰 ０９ ４４􀆰 １ ７ １２􀆰 １４ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５９

１２ 畜牧与兽医 １ ４８４ １１ －０􀆰 ２１ ０􀆰 ７３０ １４ －０􀆰 ２５ ３９􀆰 １ ９ ９􀆰 ４８ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５７

１３ 畜牧与饲料科学 ７９７ １７ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ６２０ １８ －０􀆰 ３７ ３６􀆰 ８ １１ ８􀆰 １４ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ４７

１４ 中国动物传染病学报 ６４８ １８ －０􀆰 ６５ ０􀆰 ８２１ １１ －０􀆰 １６ ２４􀆰 ７ ２０ ５􀆰 ３３ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ５６

１５ 中国家禽 １ ９６６ ７ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ９１１ １０ －０􀆰 ０７ ３３􀆰 ６ １５ ７􀆰 ７１ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５６

１６ 中国兽药杂志 ５７２ ２０ －０􀆰 ６９ ０􀆰 ４６２ ２１ －０􀆰 ５３ ２３􀆰 ６ ２１ ７􀆰 ９５ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ２５

１７ 中国兽医科学 １ １０２ １４ －０􀆰 ４１ ０􀆰 ７７２ １２ －０􀆰 ２１ ３３􀆰 ８ １４ ８􀆰 ０５ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５７

１８ 中国兽医学报 １ ８０８ ８ －０􀆰 ０３ ０􀆰 ７６１ １３ －０􀆰 ２２ ３７􀆰 ４ １０ １１􀆰 ３８ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５６

１９ 中国畜牧兽医 ３ １２１ ４ ０􀆰 ６７ １􀆰 ００４ ９ ０􀆰 ０３ ４５􀆰 ３ ６ １５􀆰 ２９ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ６５

２０ 中国畜牧杂志 ３ ５５１ ２ ０􀆰 ９０ １􀆰 １８９ ７ ０􀆰 ２２ ４７􀆰 ４ ３ １２􀆰 ９５ １􀆰 ００ ０􀆰 ６３

２１ 中国预防兽医学报 １ ４８４ １０ －０􀆰 ２１ １􀆰 ３３８ ５ ０􀆰 ３７ ３１􀆰 ０ １７ ６􀆰 ５２ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ４７

２１ 种期刊平均值 １ ８６８ ０􀆰 ９７６

　 　 注： 数据来自中国科学技术信息研究所 《２０２４ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》。

·２７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ９


