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摘要： 旨在建立一种猪丁型冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ）、 猪 Ａ 群轮状病毒 （ＰｏＲＶ） 的快速鉴别诊断方法， 根据 ＰＤＣｏＶ 的 Ｎ 基因、 ＰｏＲＶ 的 ＶＰ６ 基因分

别设计了检测引物及 ＴａｑＭａｎ 探针， 并设立猪源 β－ａｃｔｉｎ 内参基因， 经反应条件优化， 对特异性、 敏感性、 重复性进行验证并初步应用于临床样品

检测， 最终成功建立了一个可通过 β－ａｃｔｉｎ 进行质控、 同时鉴别诊断 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法。 结果： 该方法可特异性

扩增 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 及猪源 β－ａｃｔｉｎ 目标基因， 与猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２）、 猪圆环病毒 ３ 型 （ＰＣＶ３）、 猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ）、 猪流行性腹泻病毒

（ＰＥＤＶ）、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪星状病毒 （ＰＡｓｔＶ） 的核酸无交叉反应， 对 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 及 β－ａｃｔｉｎ 的最低检出限分别为 １􀆰 ６４×１０２、 １􀆰 ６５×

１０２和 ５􀆰 ９９×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 重复性试验中组内及组间变异系数均低于 ２％， 说明该方法具有特异、 灵敏、 稳定的特点。 应用该方法对 ６３ 份广西猪

腹泻临床样品进行检测， 结果与 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 的商品化荧光定量 ＰＣＲ 检测试剂盒的结果相一致。 综上， 本研究建立了一种可应用于临床、 快速

鉴别诊断猪腹泻样品中 ＰＤＣｏＶ 与 ＰｏＲＶ 的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法， 该方法特异性好、 敏感性高、 操作便捷， 可为 ＰＤＣｏＶ 与 ＰｏＲＶ 的

监测诊断与净化防控提供可行技术支撑。
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ｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｗｏｕｌｄ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ＰＤＣｏＶ ａｎｄ ＰｏＲＶ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ； ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ； ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＴａｑＭａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

　 　 腹泻是猪养殖过程中的常发疫病， 可由传染性及

非传染性因素引起， 病毒是该病的主要传染性因素之

一。 猪丁型冠状病毒病 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，
ＰＤＣｏＶ） 与猪轮状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） Ａ
群是引起猪腹泻的 ２ 种主要病毒性病原， 各年龄段猪

均可感染且以新生仔猪最易感， 发病后临床症状主要

为呕吐、 腹泻及死亡等， 对猪的生长发育影响极大。
近年来， ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 在广西地区呈现新发和多发

的趋势［１－３］， 给养猪业造成了严重的经济损失［４－７］，
且 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 均为猪源人畜共患疫病病原， 具有

跨越种间屏障传播的能力， 对公共卫生安全具有重要

的意义［８－１５］。 近年的流行病学调查结果显示， 猪腹泻

类病原多为混合感染［１６］， 以二重感染情况较为常

见［３］， 如 ＰＥＤＶ 与 ＰＤＣｏＶ 混合感染率可达 ２０􀆰 ６５％［１７］。
大多数猪肠道腹泻病毒表现的临床症状相似［１６］， 仅

通过临床症状难以鉴别致病病原， 导致在猪群中针对

性防控 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 的困难较大。
早期诊断及针对性防控是防治疫病最有效、 合理

的措施， 因此拥有敏感、 特异、 稳定和快捷的检测方

法是不可或缺的。 国内外学者已针对猪腹泻类疫病病

原建立了多种诊断和检测方法， 包括 ＰＣＲ、 荧光定

量 ＰＣＲ、 ＬＡＭＰ 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 等。 其中荧光定

量 ＰＣＲ 方法因其灵敏、 高效、 可应用于大量临床样

品检测等优点， 在病原的核酸检测中已被广泛应用。
然而在大多数已建立的多重荧光定量 ＰＣＲ 方法中，
无法对样品进行有效质控， 导致样品质量不佳或核酸

提取失误时， 会出现检测结果的假阴性， 最终对病原

的感染情况出现误判。 为此， 在检测方法中增加对样

品及操作的质控指标， 有利于提高检测的准确性及可

靠性。
研究显示， ＰＤＣｏＶ 的 Ｎ 蛋白在不同亚型的毒株

中高度保守， 已广泛地应用于 ＰＤＣｏＶ 的抗原及血清

学诊断研究［１８－１９］； ＰｏＲＶ 的 ＶＰ６ 蛋白占病毒总编码

蛋白的 ５０％以上， 特异性及保守度高， 介导 ＰｏＲＶ 的

黏膜反应， 有较强的疫苗开发价值与诊断学意

义［２０－２４］； β－肌动蛋白 （β－ａｃｔｉｎ） 基因在猪的各组织

细胞中恒定表达， 是分子生物学试验中常用的内参基

因， 可用于校正上样量、 校正上样过程中存在的试验

误差， 从而保证结果的准确性及有效性。 本研究选择

ＰＤＣｏＶ 的 Ｎ 基因与 ＰｏＲＶ 的 ＶＰ６ 基因为靶基因， 以

猪源 β－ａｃｔｉｎ 基因为内参基因， 建立了一种可快速鉴

别、 诊断 ＰＤＣｏＶ 和 ＰｏＲＶ 并可对提取的核酸样品进

行质控的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法， 为

ＰＤＣｏＶ 和 ＰｏＲＶ 的鉴别诊断、 早期感染检测及相关猪

群病毒性腹泻疫病的监测和防控提供可行技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、 病毒及临床样品

β－ａｃｔｉｎ 阳性重组质粒， ＰＤＣｏＶ 病毒液， ＰｏＲＶ
病 毒 液， ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ、 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒

（ＰＥＤＶ）、 猪星状病毒 （ ＰＡｓｔＶ）、 猪圆环病毒 ２ 型

（ＰＣＶ２）、 猪圆环病毒 ３ 型 （ ＰＣＶ３）、 猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ） 等病毒阳性组织样

品以及腹泻猪临床样品， 于－８０ ℃保存于广西壮族自

治区兽医研究所。
１􀆰 ２　 主要试剂

病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒购自简石生物技术

（北京） 有限公司； ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂

盒购自北京康为世纪生物科技有限公司； ２ ×Ｂｅｎｃｈ
Ｔｏｐ ＴＭ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自杭州倍沃医学科技有限公

司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、 ｐＭＤＴＭ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ 购自宝生物工程 （大连） 有限公司； 琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒、 大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购自

天根生化科技 （北京） 有限公司； 质粒提取试剂盒
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购自 ＯＭＥＧＡ 公司； ２×ＴａｑＭａｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ 预混液购自

生工生物工程 （上海） 有限公司； 猪德尔塔冠状病

毒荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测试剂盒、 猪轮状病毒荧光 ＲＴ－
ＰＣＲ 检测试剂盒均购自百沃特生物技术有限公司；
其他试剂均为分析纯级别。
１􀆰 ３　 核酸提取与反转录

根据病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒说明书， 提取

ＰＤＣｏＶ 病毒液、 ＰｏＲＶ 病毒液、 各病毒 （ ＰＤＣｏＶ、
ＰｏＲＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＡｓｔＶ、 ＰＲＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＣＶ３、 ＣＳＦＶ）
阳性样品、 待检猪腹泻样品及总 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ， 使用

ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒将 ＲＮＡ 反转录为

ｃＤＮＡ， 将总 ＤＮＡ 及 ｃＤＮＡ 保存于－８０ ℃备用。 反转

录反应体系如下， ５ × ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ， ＤＴＴ ２ μＬ，
ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ４ μＬ， ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ １ μＬ， Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ ２ μＬ，
ＲＮＡ 模 板 ７ μＬ。 反 转 录 反 应 程 序 如 下， ４２ ℃
５０ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｍｉｎ。
１􀆰 ４　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法特异性引物、
探针及阳性标准品重组质粒构建

　 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 收录的国内外 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 的全

基因序列， 应用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件针对 ＰＤＣｏＶ 的 Ｎ 基

因 （ ＭＮ９４２２６０􀆰 ２ ） 以 及 ＰｏＲＶ 的 ＶＰ６ 基 因

（ＭＷ５７５２２１􀆰 １） 相对保守区域， 设计构建标准品阳

性重组质粒引物 （ＰＤＣｏＶ－Ｚ－Ｆ ／ Ｒ、 ＰｏＲＶ－Ｚ－Ｆ ／ Ｒ），
在 ＰＤＣｏＶ－Ｚ－Ｆ ／ Ｒ、 ＰｏＲＶ－Ｚ－Ｆ ／ Ｒ 扩增的片段中， 选

择适当区域设计所建立检测方法的引物 （ＰＤＣｏＶ－Ｆ ／
Ｒ、 ＰｏＲＶ－Ｆ ／ Ｒ） 及 ＴａｑＭａｎ 荧光探针信息详见表 １。
所有引物及探针均在生工生物工程 （上海） 股份有

限公司合成。 对选定的 ＰＤＣｏＶ 的 Ｎ 基因和 ＰｏＲＶ 的

ＶＰ６ 基因目的片段进行基因克隆， 获得阳性重组质

粒， 分别命名为 ＰＤＣｏＶ－Ｚ （１􀆰 ６４×１０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、
ＰｏＲＶ－Ｚ （１􀆰 ６５×１０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）。 课题组保存的内参

标 准 品 质 粒 β － ａｃｔｉｎ － Ｚ 浓 度 为 ５􀆰 ９９ × １０９

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ［２０］。

蓝色方框表示引物区域； 红色方框表示探针区域。

图 １　 ＰＤＣｏＶ Ｎ 基因 （Ａ） 及 ＰｏＲＶ ＶＰ６ 基因 （Ｂ） 引物及探针序列比对

表 １　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的引物与探针序列

引物 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＰＤＣｏＶ－Ｚ
Ｆ： ＣＧＣＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＴＡＧＣ
Ｒ： ＣＴＡＣＧＣＴＧＣＴＧＡＴＴＣＣＴ

３４８

ＰｏＲＶ－Ｚ
Ｆ： ＧＧＣＴＴＴＴＡＡＡＣＧＡＡＧＴＣＴＴＣ
Ｒ： ＧＧＴＣＡＣＡＴＣＣＴＣＴＣＡＣＴＡ

１ ３５６

β－ａｃｔｉｎ－Ｚ
Ｆ： ＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴ
Ｒ： ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣ

１１４
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续表１

引物 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＰＤＣｏＶ
Ｆ： ＡＴＧＣＧＣＴＣＡＡＴＡＣＧＧＴＣＧＴＴ
Ｒ： ＧＴＣＴＴＧＴＴＴＧＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＴＧＴＣ
Ｐｒｏｂｅ： ＶＩＣ－ ＡＣＣＡＧＡＣＣＴＡＴＧＡＧＣＣＡＣＣＣＡＣＣＡＡＡＣＣＡＡ －ＢＨＱ１

８０

ＰｏＲＶ
Ｆ： ＡＡＧＣＡＣＧＡＴＴＴＧＧＡＡＣＣＡＴＣＧ
Ｒ： ＡＧＴＡＡＧＴＣＣＡＡＣＴＧＴＧＧＣＡＴＧＡ
Ｐｒｏｂｅ： ＦＡＭ－ＴＴＧＣＡＣＡＣＣＴＧＴＴＴＣＣＧＣＡＡＧＣＡＣＣ－ＢＨＱ１

１４９

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧ
Ｒ： ＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧ
Ｐｒｏｂｅ： ＲＯＸ－ＡＧＧＡＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＧＧＴＧＣＴＧＴ－ＢＨＱ２

１１０

１􀆰 ５　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法建立

验证 ２×ＴａｑＭａｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ 预混液的单重反应体

系。 初始反应体系为， ２ × ＴａｑＭａｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
１０ μＬ； 单对 特 异 性 检 测 引 物 ０􀆰 ４ μＬ （ 浓 度 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）； 单条 ＴａｑＭａｎ 检测探针 ０􀆰 ３ μＬ （浓度 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）； 病原 ＤＮＡ ／ ｃＤＮＡ 扩增模板： ４ μＬ； 无核

酸水： 补齐至 ２０ μＬ。 初始反应程序为： ９４ ℃，
３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。

将验证成功的 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 和 β－ａｃｔｉｎ 单重荧

光定量 ＰＣＲ 方法组合成多重荧光定量 ＰＣＲ 方法。 基

于初始反应条件， 选择 １ ∶ ３、 １􀆰 ５ ∶ ２􀆰 ５、 １ ∶ １、
２􀆰 ５ ∶ １􀆰 ５、 ３ ∶ １ 的 ＰＤＣｏＶ 及 ＰｏＲＶ 引物候选浓度比

例， 进行 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 引物 ／探针的比例进行优化；
基于确定的 ＰＤＣｏＶ 引物 ／探针与 ＰｏＲＶ 引物 ／探针比

例条件， 选择总反应体系中 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２ μＬ 的总

引物 ／探针候选体积， 进行总反应体系的优化； 基于

确定的总反应体系条件， 选择 ５６、 ５８、 ６０、 ６１、 ６２、
６３ ℃的候选退火温度， 进行优化反应程序中退火温

度的优化。 最终筛选获得该方法的最优反应体系和反

应条件。
１􀆰 ６　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法标准曲线

按 １􀆰 ５ 优 化 的 反 应 条 件， 应 用 所 建 立 多 重

ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法对 １０ 倍倍比稀释阳性标准品质

粒 ＰＤＣｏＶ － Ｚ （１􀆰 ６４ × １０１０ ～ １􀆰 ６４ × １０－５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、
ＰｏＲＶ－Ｚ （１􀆰 ６５×１０１０ ～ １􀆰 ６５×１０－５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 和 β－
ａｃｔｉｎ－Ｚ （５􀆰 ９９ × １０９ ～ ５􀆰 ９９ × １０－６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 进行扩

增， 反应结束后， 以 Ｃｔ 值为横坐标、 阳性标准品质

粒起始拷贝数浓度对数为纵坐标， 绘制阳性标准质粒

的标准曲线。
１􀆰 ７　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的特异性、
敏感性、 重复性试验

　 　 用所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法对 ＰＤＣｏＶ－
Ｚ、 ＰｏＲＶ－Ｚ 和 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ 及各病毒 （ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ、

ＰＥＤＶ、 ＰＡｓｔＶ、 ＰＲＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＣＶ３、 ＣＳＦＶ） 阳性

样品的核酸进行扩增， 以验证所建立方法的特异性。
用所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法， 对 １０

倍倍比稀释的阳性标准品质粒 ＰＤＣｏＶ － Ｚ （ １􀆰 ６４ ×
１０９ ～１􀆰 ６４× １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、 ＰｏＲＶ － Ｚ （１􀆰 ６５ × １０９ ～
１􀆰 ６５× １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 及 β － ａｃｔｉｎ － Ｚ （ ５􀆰 ９９ × １０７ ～
５􀆰 ９９×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 进行扩增， 同时应用普通 ＰＣＲ
方法 （对应引物为表 １ 中 ＰＤＣｏＶ－Ｚ－Ｆ ／ Ｒ、 ＰｏＲＶ－Ｆ ／
Ｒ） 进行对比扩增， 以验证所建立方法的敏感性及与

普通 ＰＣＲ 方法的敏感性差异。
用所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法， 在 １０

倍倍比稀释后的阳性标准品质粒中， 选取 ＰＤＣｏＶ－Ｚ
（１􀆰 ６４×１０６ ～ １􀆰 ６４×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、 ＰｏＲＶ－Ｚ （１􀆰 ６５×
１０６ ～１􀆰 ６５×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）、 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ （５􀆰 ９９×１０６ ～
５􀆰 ９９×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 各 ３ 个不同浓度的质粒为模板

进行扩增， 以验证所建立方法的重复性。
１􀆰 ８　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的初步应用

用所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法， 对本课

题组采集并保存的 ６３ 份广西地区猪腹泻临床样品进

行 ＰＤＣｏＶ 及 ＰｏＲＶ 核酸检测， 以阳性重组质粒为阳

性对照， 以双蒸水为阴性对照， 同时使用商品化荧光

ＰＣＲ 试剂盒进行对比检测， 以验证所建立方法在生

产实际中的应用可行性。

２　 结果

２􀆰 １　 含重组阳性质粒的菌液 ＰＣＲ 鉴定

由图 ２ 可知， 使用 ＰＤＣｏＶ 及 ＰｏＲＶ 病毒液， 分

别扩增 Ｎ 及 ＶＰ６ 基因并连接至载体， 构建重组阳性

质粒 ＰＤＣｏＶ－Ｚ、 ＰｏＲＶ－Ｚ。 将新构建的 ＰＤＣｏＶ－Ｚ、
ＰｏＲＶ－Ｚ 及冻存的 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ 转化至 ＤＨ５α 感受态细

胞， 经菌液 ＰＣＲ 鉴定出阳性菌液并提取阳性重组

质粒。
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Ａ． ＰＤＣｏＶ 阳性标准质粒菌液 ＰＣＲ， Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准， １～５ 为 ＰＤＣｏＶ－Ｚ 菌液； Ｂ． ＰｏＲＶ 阳性标准质粒菌液 ＰＣＲ， Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准，
１～５为 ＰｏＲＶ－Ｚ 菌液； Ｃ． β－ａｃｔｉｎ； Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准， １～５ 为 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ 菌液。

图 ２　 ＰＤＣｏＶ－Ｚ、 ＰｏＲＶ－Ｚ 与 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ 菌液 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ２　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的建立与

优化

　 　 经过特异性引物及探针浓度、 扩增体系、 反应程

序的退火温度优化， 最终确定了扩增效率好、 成本相

对低的条件作为所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法

的反应体系与反应程序。 ２０ μＬ 反应体系如下。 ２×
ＴａｑＭａｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ： １０ μＬ； ３ 对特异性检测引物： 各

０􀆰 ２ μＬ （浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）； ３ 条 ＴａｑＭａｎ 检测探针：
各 ０􀆰 １ μＬ （浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）； 病原 ＤＮＡ ／ ｃＤＮＡ 扩增

模板： ４ μＬ； 无核酸水： 补齐至 ２０ μＬ。 反应程序如

下： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。

２􀆰 ３　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的标准曲线

使用优化后的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法对 １０
倍倍比稀释标准品质粒进行扩增， 以 Ｃｔ 值为纵坐标、
阳性重组质粒的拷贝数浓度的对数为横坐标， 得到 ３
检测靶标的标准曲线 （图 ３）。 在所建检测方法中，
ＰＤＣｏＶ 的标准曲线为 ｙ ＝ － ４􀆰 ３２９ ３ｘ ＋ ４５􀆰 ３０１， Ｒ２ 为

０􀆰 ９９５ ９； ＰｏＲＶ 的标准曲线为 ｙ ＝ －５􀆰 ６３７ｘ＋５２􀆰 １５３，
Ｒ２为 ０􀆰 ９９０ ７； β－ａｃｔｉｎ 的标准曲线为 ｙ ＝ －７􀆰 １２１ ９ｘ＋
５８􀆰 ９６５， Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９５ １。 ３ 个标准曲线的 Ｒ２ 均大于

０􀆰 ９９， 说明扩增曲线能够较好地拟合试验数据， 荧光

信号检测准确， 所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量方法

扩增效率稳定。

Ａ． ＰＤＣｏＶ－Ｚ （１􀆰 ６４×１０９ ～１􀆰 ６４×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）； Ｂ． ＰｏＲＶ－Ｚ （１􀆰 １９×１０８ ～ １􀆰 １９×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）； Ｃ． β－ａｃｔｉｎ－Ｚ （５􀆰 ９９×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ～ ５􀆰 ９９×

１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）。

图 ３　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 的标准曲线

２􀆰 ４　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的特异性

验证

　 　 由图 ４ 可知， 本研究所建立方法仅能特异性对

ＰＤＣｏＶ （ＶＩＣ 通道）、 ＰｏＲＶ （ＦＡＭ 通道） 进行扩增，
其他病毒核酸模板和空白对照在 “ＦＡＭ” 和 “ＶＩＣ”
通道均无扩增荧光曲线； 本研究所建立方法能扩增所

有临床样品中的猪源 β－ａｃｔｉｎ （ＲＯＸ 通道）。 表明，
该方法特异性强， 能对样品中的 ＰＤＣｏＶ 与 ＰｏＲＶ 进

行鉴别诊断， 并通过扩增 β－ａｃｔｉｎ 基因对临床样品的

提取、 反应体系的配制进行质控。
２􀆰 ５　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的敏感性

验证

　 　 由图 ５～ ７ 可知， 本研究所建立方法对阳性标准

品质粒的最低检测限分别为 ＰＤＣｏＶ － Ｚ １􀆰 ６４ × １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、 ＰｏＲＶ－Ｚ １􀆰 ６５×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ
５􀆰 ９９×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 与普通 ＰＣＲ 方法相比， 所建立

的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法敏感性分别提高了

１０４倍、 １０３倍和 １０２倍。
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１􀆰 ＰＤＣｏＶ－Ｚ；； ２􀆰 ＰＤＣｏＶ 阳性样品； ３􀆰 ＰｏＲＶ－Ｚ； ４􀆰 ＰｏＲＶ 阳性样品； ５􀆰 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ； ６ ～ １３􀆰 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＣＶ３、 ＣＳＦＶ、 ＰＥＤＶ、
ＰＲＶ、 ＰａｓｔＶ 阳性样品的 β－ａｃｔｉｎ。

图 ４　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 特异性试验

Ａ． 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ， １～９ 分别为 １􀆰 ６４×１０９ ～１􀆰 ６４×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＰＤＣｏＶ， １０ 为阴性； Ｂ． 普通 ＰＣＲ， Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准， １～９
分别为 １􀆰 ６４×１０９ ～１􀆰 ６４×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＰＤＣｏＶ， １０ 为阴性。

图 ５　 ＰＤＣｏＶ 的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法与普通 ＰＣＲ 敏感性

Ａ． 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ， １～９ 分别为 １􀆰 ６５×１０９ ～１􀆰 ６５×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＰｏＲＶ， １０ 为阴性； Ｂ． 普通 ＰＣＲ， Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准， １～ ９
分别为 １􀆰 ６５×１０９ ～１􀆰 ６４×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＰｏＲＶ， １０ 为阴性。

图 ６　 ＰｏＲＶ 的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法与普通 ＰＣＲ 敏感性
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Ａ． 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ， １～６ 分别为 ５􀆰 ９９×１０７ ～５􀆰 ９９×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 β－ａｃｔｉｎ， ７ 为阴性； Ｂ． 普通 ＰＣＲ， Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准， １～ ８

分别为 ５􀆰 ９９×１０７ ～５􀆰 ９９×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 β－ａｃｔｉｎ， ９ 为阴性。

图 ７　 β－ａｃｔｉｎ 的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法与普通 ＰＣＲ 敏感性

２􀆰 ６　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的重复性

验证

　 　 表 ２ 可知， ３ 个检测指标的批内与批间检测结果

Ｃｔ 值变异系数 （ＣＶ） 均小于 ２％， 说明该方法重复

性良好， 能较好满足生产实际的检测需要。

表 ２　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法重复性试验

项目
标准质粒浓度 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

组内 组间

Ｃｔ 值 ＣＶ ／ ％ Ｃｔ 值 ＣＶ ／ ％

ＰＤＣｏＶ－Ｚ

１􀆰 ６４×１０６ １８􀆰 ６３±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５０ １８􀆰 ４７±０􀆰 ３３ １􀆰 ７７

１􀆰 ６４×１０５ ２３􀆰 ７４±０􀆰 １８ ０􀆰 ７７ ２３􀆰 ８４±０􀆰 ２７ １􀆰 １５

１􀆰 ６４×１０４ ２８􀆰 ３３±０􀆰 ２６ ０􀆰 ９１ ２８􀆰 ６７±０􀆰 ３０ １􀆰 ０２

ＰｏＲＶ－Ｚ

１􀆰 ６５×１０６ １２􀆰 ３９±０􀆰 １２ １􀆰 ００ １２􀆰 ５０±０􀆰 ２４ １􀆰 ９３

１􀆰 ６５×１０５ １６􀆰 ６７±０􀆰 １２ ０􀆰 ７４ １７􀆰 ００±０􀆰 ２７ １􀆰 ５６

１􀆰 ６５×１０４ ２３􀆰 ５０±０􀆰 １５ ０􀆰 ６２ ２３􀆰 ８５±０􀆰 ２９ １􀆰 ２１

β－ａｃｔｉｎ－Ｚ

５􀆰 ９９×１０６ １４􀆰 ９７±０􀆰 １２ ０􀆰 ８３ １５􀆰 １１±０􀆰 ２２ １􀆰 ４５

５􀆰 ９９×１０５ ２３􀆰 １１±０􀆰 ２１ ０􀆰 ９２ ２３􀆰 ４６±０􀆰 ４６ １􀆰 ９６

５􀆰 ９９×１０４ ３０􀆰 ６９±０􀆰 ２２ ０􀆰 ７３ ３１􀆰 ８１±０􀆰 ４５ １􀆰 ４２

２􀆰 ７　 多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法的初步应用

如表 ３ 所示， 本研究建立多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＰＣＲ 方法的检测结果中， 共检出 ＰＤＣｏＶ 阳性样品 ２９
份， 阳性率为 ４６􀆰 ０３％； ＰｏＲＶ 阳性样品 ７ 份， 阳性

率为 １１􀆰 １１％， β－ａｃｔｉｎ 在所有样品中均检出。 使用商

品化试剂盒检测， 检出的 ＰＤＣｏＶ 阳性样品 ３０ 份， 阳

性率为 ４７􀆰 ６２％， 较整体符合率为 ９６􀆰 ６６％， 仅 １ 份样

品结果不符合； ＰｏＲＶ 阳性样品 ７ 份， 阳性率为

１１􀆰 １１％， 整体符合率为 １００％， ２ 个商品化试剂盒均

无内参指标。

表 ３　 不同检测方法临床样品检测 （ｎ＝６３）

方法 指标 阳性数 ／ 份 阳性率 ／ ％ 阴性数 ／ 份 阴性率 ／ ％ 总计 ／ 份 平均 Ｃｔ 值

本研究建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧

光定量 ＰＣＲ 方法

ＰＤＣｏＶ ２９ ４６􀆰 ０３ ３４ ５３􀆰 ９７ ６３ ２５􀆰 ８３±７􀆰 １７

ＰｏＲＶ ７ １１􀆰 １１ ５６ ８８􀆰 ８８ ６３ ２０􀆰 ４２±５􀆰 ０４

β－ａｃｔｉｎ ６３ １００ ０ ０ ６３ ２４􀆰 ０８±４􀆰 ５５

猪德尔塔冠状病毒荧光 ＲＴ－

ＰＣＲ 检测试剂盒
ＰＤＣｏＶ ３０ ４７􀆰 ６２ ３３ ５２􀆰 ３８ ６３ ２４􀆰 ０６±８􀆰 ５６

猪轮状病毒荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检

测试剂盒
ＰｏＲＶ ７ １１􀆰 １１ ５６ ８８􀆰 ８８ ６３ ２５􀆰 ５２±３􀆰 ９８
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３　 讨论

腹泻是各规模猪场的常见疫病， 其中病毒性腹泻

是目前仔猪生长受阻和高死亡率的主要病因之一， 也

是当前猪场疫病防控的难点和痛点。 根据近年来广西

地区腹泻猪群的病毒性腹泻疫病病原流行病学调查结

果［３，２５－２７］， 发现 ＰｏＲＶ 的流行呈上升趋势， 新发疫病

ＰＤＣｏＶ 在广西大部分地区均有检出， 临床上猪腹泻

类疫病病原常为混合感染且症状相似。 若无法鉴别引

起猪腹泻的病原， 将导致难以对猪腹泻进行针对性的

预防与有效控制。
为了能对此类疫病病原进行鉴别诊断， 已有较多

研究者建立了多重病原的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，
俞赵荣等［２８］建立了针对猪 ４ 种冠状病毒的四重荧光

定量 ＰＣＲ 检测方法， 可对猪急性腹泻综合征冠状病

毒 （ ＳＡＤＳ － ＣｏＶ ）、 猪 血 凝 性 脑 脊 髓 炎 病 毒

（ＰＨＥＶ）、 ＰＤＣｏＶ 和猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 实

现最低检测限达 １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的鉴别诊断， 李金

海等［２９］ 建立了可检测最低毒价为 １０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的

ＰＥＤＶ 和 ＰＤＣｏＶ 的双重 ＴａｑＭａｎ 荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方

法， 高艺祥等［３０］ 建立了可检测 １ × １０３ 和 １ × １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ的 ＰＤＣｏＶ、 猪传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ）、
ＰｏＲＶ、 ＰＥＤＶ 的四重实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 方法等。 然

而在现有研究者建立的以及大多数商品化荧光定量

ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法中， 仅对目标病原的核酸进

行检测， 而缺乏对参与反应的 ｃＤＮＡ ／ ＲＮＡ 模板质量

以及荧光定量 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系配制过程的质

控， 可能导致阳性样品的检测结果被误判为阴性。 虽

已有部分商品化荧光定量 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒在反

应体系中引入了外源性内标， 以监控样本扩增情况并

提高检测结果的可靠性， 但添加内标的反应体系对优

化程度及稳定性要求高， 否则可能出现内标与其他试

剂竞争性抑制导致扩增效率下降的问题， 且反应体系

配制时加入的外源性内标无法对监控样品的采集和提

取过程进行质控， 因此外源性内标仍不是解决荧光定

量 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法质控问题的最优解［３１－３２］。
为了在快速鉴别诊断 ＰＤＣｏＶ 和 ＰｏＲＶ ２ 种猪病毒性腹

泻疫病病原的同时， 对样品的有效获取、 核酸提取过

程、 检测反应体系的配制进行质控， 本研究在所建立

的荧光定量 ＰＣＲ 方法中引入了内参基因的检测通道，
在一次检测中完成对 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 鉴别的同时， 可

对体系配制操作、 ｃＤＮＡ 模板的质量及含量进行

监控。
内参基因又被称为管家基因， 最初常在分子生物

学试验中被用于规范基因表达［３３－３４］。 内参基因可在

各种条件下稳定表达， 选择适当的内参基因， 可有效

避免 ＰＣＲ 检测中因 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取效率、 逆转率、
反应体系配置、 实际反应发生等几个方面引起的偏

差， 从而提高基因检测的准确性及再现性［３５］。 不同

组织类型中， 或经过不同处理， 内参基因的表达可能

存在很大差异［３６－３７］。 常用的候选猪源内参基因主要

包括选 β－ａｃｔｉｎ、 甘油醛－３－磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）、
核糖体蛋白 Ｌ４ （ＲＰＬ４）、 次黄嘌呤磷酸核糖基转移

酶 （ＨＰＲＴ）、 肽基脯氨酸异构酶 Ａ （ＰＰＩＡ）、 酪氨酸

３ － 单 加 氧 酶 ／色 氨 酸 ５ － 单 加 氧 酶 活 化 蛋 白

（ＹＷＨＡＺ）、 ＴＡＴＡ 结合蛋白 （ＴＢＰ） 以及 β－２ 微球

蛋白 （Ｂ２Ｍ）。 目前最常用于研究的内参基因是 β－
ａｃｔｉｎ 和 ＧＡＰＤＨ， 其中 ＧＡＰＤＨ 主要存在于细胞质中，
而 β－ａｃｔｉｎ 存在于细胞质和细胞骨架中， 且 ＧＡＰＤＨ
可能受因腹泻引起的机体代谢紊乱情况影响［３８］， 因

此本研究选择 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因。
根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰＤＣｏＶ Ｎ 基因、 ＰｏＲＶ ＶＰ６ 基

因的保守区域设计阳性重组质粒扩增引物， 本研究使

用在猪源细胞中分离获得的 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 毒株病毒

液， 分别扩增 Ｎ 基因与 ＶＰ６ 基因构建阳性重组标准

质粒， 在质粒的病毒序列相对保守区设计了特异性检

测引物和探针， 同时设立了猪源 β－ａｃｔｉｎ 基因作为内

参基因。 经过特异性试验可知， 本研究建立的多重

ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法在多种常见主要猪消

化道疫病病原的临床组织样品中， 能特异性扩增

ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 及猪源 β－ａｃｔｉｎ， 且根据建立的标准曲

线方程及检测 Ｃｔ 值可实现对检测样品中的病毒含量

的定量分析。 本方法对 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 及 β－ａｃｔｉｎ 的

最低检测限分别可达 １􀆰 ６４×１０２、 １􀆰 ６５×１０２ 和 ５􀆰 ９９×
１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 在敏感性试验中使用 β－ａｃｔｉｎ－Ｚ 作为

模板时， 显示 β－ａｃｔｉｎ 通道敏感性较低， 而在特异性

试验中使用组织样品核酸作为模板时， β－ａｃｔｉｎ 却可

以得到稳定扩增， 导致此情况的原因尚不明确， 有待

进一步研究分析。 重复性试验表明， 应用所建立方法

对不同批次的 ３ 个不同相同浓度的阳性重组质粒标准

品的组内和组间检测 Ｃｔ 值结果， 变异系数均在 ２％以

内， 说明该方法的重复性良好。 应用所建立的多重

ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法及本实验室所用的单

重分别检测 ＰＤＣｏＶ、 ＰｏＲＶ 的商品化试剂盒， 对保存

的广西地区内猪腹泻临床样品共 ６３ 份进行检测病原

核酸检测， 检测出 ＰＤＣｏＶ 与 ＰｏＲＶ 阳性符合率分别

为 ９６􀆰 ６６％ （ＰＤＣｏＶ）、 １００％ （ＰｏＲＶ）， 仅有 １ 份样

品检测结果不相符 （该样品来自腹泻猪肠内容物，
应用本研究建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方

法未检出）。 导致结果不一致的原因尚无法确定， 可

能是由于本研究所建立的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ
检测方法敏感性仍有欠缺所导致。
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４　 结论

本研究成功建立了一种能通过猪源内参基因

β－ａｃｔｉｎ 对样品进行质控、 同时鉴别诊断被检样品中

ＰＤＣｏＶ 和 ＰｏＲＶ 的多重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法。
该方法可在 ４５ ｍｉｎ 左右完成反应程序， 缩短了检测

时间， 提高了检测效率， 且具备敏感、 特异和准确等

特点， 适用于大批量样品的快速检测， 可以为生产实

际中 ＰＤＣｏＶ 和 ＰｏＲＶ 的单独 ／混合感染的监测、 早期

诊断、 流行病学调查和及时预警与有效防控 ＰＤＣｏＶ
和 ＰｏＲＶ 引起的猪腹泻提供可行技术支持。
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２０２４， ４５ （９）： ４９－５１．

［１６］ 强桃艳， 成温玉， 张犇， 等． 猪 δ 冠状病毒病原检测方法研究

进展 ［Ｊ］ ． 动物医学进展， ２０２１， ４２ （４）： ８３－８８．
［１７］ 丁庆文， 闫晓光， 张红垒， 等． 猪 δ 冠状病毒、 猪流行性腹泻

病毒和猪萨佩罗病毒多重 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法的建立及初步临床

应用 ［ Ｊ ］ ． 中 国 预 防 兽 医 学 报， ２０２１， ４３ （ ６ ）： ６１５ －

６２０， ６３２．
［１８］ ＰＲＡＤＨＡＮ Ｓ Ｋ， ＫＡＭＢＬＥ Ｎ Ｍ， ＰＩＬＬＡＩ Ａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｓｅｄ ｓｉｎｇｌｅ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｐｏｕｌｔｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈ， ２０１４， ２０９： １－６．

［１９］ ＡＢＤＥＬＷＡＨＡＢ Ｍ， ＬＯＡ Ｃ Ｃ， ＷＵ Ｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ － ｂａｓｅｄ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｏ Ｔｕｒｋｅｙ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ，
２０１５， ２１７： ３６－４１．

［２０］ 刘阳阳， 冉旭华， 闻晓波． 轮状病毒拮抗宿主先天性免疫机制

研究 进 展 ［ Ｊ ］ ． 中 国 人 兽 共 患 病 学 报， ２０１６， ３２ （ ７ ）：
６５９－６６４．

［２１］ ＶＩＬＬＥＮＡ Ｊ， ＶＩＺＯＳＯ－ＰＩＮＴＯ Ｍ Ｇ， ＫＩＴＡＺＡＷＡ Ｈ． Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎ⁃
ｎａｔｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｔｉｃｓ： ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１６， ７： ５６３．

［２２］ ＮＡＩＲ Ｎ， ＮＥＷＥＬＬ Ｅ Ｗ， ＶＯＬＬＭＥＲＳ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｎｄ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ＶＰ６－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｎｄ
ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ Ｂ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍａｓｓ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ｍｕｃｏｓａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ，
２０１６， ９ （１）： ６８－８２．

［２３］ ＮＡＶＡＲＲＯ Ｒ， ＡＵＮＧ Ｍ Ｓ， ＣＲＵＺ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ－ｔｏ－Ｓｉｍｉａｎ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ ｔｒａｎｓ⁃
ｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ－Ａ ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｇｅｎｅｔ Ｅｖｏｌ， ２０１７， ４９： ２１－３１．

［２４］ ＭＡＬＭ Ｍ， ＨＥＩＮＩＭÄＫＩ Ｓ， ＶＥＳＩＫＡＲＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ｃａｐｓｉｄ
ＶＰ６ ｔｕｂｕｌａｒ ａｎｄ ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｃｔ ａｓ ｌｏｃａｌ ａｄｊｕｖａｎｔｓ ｗｈｅｎ
ｃｏ－ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ＶＬＰｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１７，
１８９ （３）： ３３１－３４１．

［２５］ 何颖， 秦毅斌， 段群棚， 等． ２０１３—２０１８ 年广西部分规模猪场

主要病毒性腹泻疫病流行病学调查研究 ［Ｊ］ ． 中国动物传染病

学报， ２０１９， ２７ （３）： ８６－９３．
［２６］ 段群棚， 秦毅斌， 何文娜， 等． ２０１７—２０２１ 年广西腹泻猪群主

要病毒性腹泻病原检测 ［Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０２１， ３８ （１０）：
１－８．

［２７］ 周洪槿． 猪重要腹泻病毒多重 ｑＲＴ － ＰＣＲ 鉴别检测方法及

ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 分 子 流 行 病 学 研 究 ［ Ｄ ］． 南 宁： 广 西 大

学， ２０２３．
［２８］ 俞赵荣， 孙彤， 金雪明， 等． 猪冠状病毒四重荧光定量 ＰＣＲ 检

测方法建立 ［ Ｊ］ ． 中国动物传染病学报， ２０２５， ３３ （ ２）：
９７－１０５．

［２９］ 李金海， 李兴玉， 康润敏， 等． 猪流行性腹泻病毒和猪德尔塔

冠状病毒双重 ＴａｑＭａｎ 荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法的建立与应用
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［Ｊ］ ． 中国动物传染病学报， ２０２３ － ０８ － ０８􀆰 ＤＯＩ： １０􀆰 １９９５８ ／ ｊ．
ｃｎｋｉ． ｃｎ３１－２０３１ ／ ｓ． ２０２３０８０７􀆰 ００２．

［３０］ 高艺祥， 王金凤， 张倩， 等． 同时检测 ＰＤＣｏＶ、 ＴＧＥＶ、 ＰｏＲＶ
和 ＰＥＤＶ 的四重实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 方法的建立及应用 ［ Ｊ］ ． 中

国兽医学报， ２０２３， ４３ （３）： ４４８－４５４．
［３１］ 李博， 崔燕， 安静， 等． 鼠疫多重荧光定量 ＰＣＲ 内标检测方法

的建立与应用评价 ［Ｊ］ ． 疾病监测， ２０２２， ３７ （５）： ６５７－６６０．
［３２］ 陈瑶， 李旻熹， 陈増萍． 一种基于内标法和定量分析模型的荧

光定量 ＰＣＲ 方法： ＣＮ１１０５６４８３０Ａ ［Ｐ］． ２０２３－０７－１８．
［３３］ ＱＵＩÑＯＮＥＺ－ＦＬＯＲＥＳ Ｃ Ｍ， ＬÓＰＥＺ－ＬＯＥＺＡ Ｓ Ｍ， ＰＡＣＨＥＣＯ－

ＴＥＮＡ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｅｄ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ＤＢＡ ／ １ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍ Ｒｅｓ， ２０２１， ７０ （５）： ６１９－６３２．

［３４］ ＺＨＯＵ Ｌ， ＭＥＮＧ Ｊ Ｙ， ＲＵＡＮ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＲＴ － ｑＰＣＲ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ

（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ： Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ） ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０２１， １０８ （１）： ｅ２１８３１．

［３５］ 陈薪全， 潘宇恒， 敬云鸿， 等． 用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法评价 ４ 个不同

猪品种骨骼肌候选内参基因 ［ Ｊ］ ． 四川农业大学学报， ２０２３，
４１ （６）： １１０７－１１１５．

［３６］ ＴＡＮＧ Ｒ， ＤＯＤＤ Ａ， ＬＡＩ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ （Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ） ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＲＴ－ＰＣＲ ｎｏｒｍａｌｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｓｉｎ， ２００７， ３９ （５）： ３８４－３９０．

［３７］ ＧＵＴＩＥＲＲＥＺ Ｌ， ＭＡＵＲＩＡＴ Ｍ， ＧＵÉＮＩＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ａ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ： ａ ｓｅｒｉｏｕｓ ｐｉｔｆａｌｌ
ｕｎｄｅｒｖａｌｕｅｄ ｉｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ － ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ
（ＲＴ－ＰＣＲ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｊ， ２００８， ６
（６）： ６０９－６１８．

［３８］ 付雷． ｍｉＲ－１４５－５ｐ 下调 ＳＯＸ２ 基因表达抑制肺癌干细胞特性的

体外和体内研究 ［Ｄ］． 济南： 山东大学， ２０１９．
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·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》 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
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