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敏感性试验

将
6̂ ?̂ R̀D

O

#- W0)̂

病毒液 "

KWM?

1&

为

%&

f1'9

-

%&&

'

X

f%

#进行
%&

f%

"

%&

f/系列稀释成
/

个稀释度!每个稀释度分别取
0&&

'

X

"即分别含
0h

%&

)'9

&

0h%&

*'9

&

0h%&

0'9

&

0h%&

%'9

&

0h%&

&'9

&

0h

%&

f&'*

&

0h%&

f%'*

&

0h%&

f0'*和
0h%&

f*'*

KWM?

1&

病

毒量#按
%'1

和
%'.

方法进行
=43

提取及
=K!5W=

扩增!将检测结果为阳性的最高稀释度换算成

KWM?

1&

!即为所建立的
=K!5W=

方法敏感度'

#FU

!

5IK:O5

特异性试验

按
%'1

方法对
6̂ ?̂ R̀D

O

#-W0)̂

&

W8:̂

&

5==8̂

&

25!5==8̂

抽提
=43

并合成
F?43

作

为模板!按王宪文等)

/

*的方法对
5=̂

&

5Ŵ !0

&

55̂

抽提
?43

作为模板!按
%'.

体系及程序进行
5W=

扩增!验证特异性'

#F&

!

5IK:O5

重复性试验

将
%'9

和
%'(

试验分别重复进行
1

次!观测重

复情况'

#F#"

!

福建省猪源
RBQB

感染的病原学检测

脏器样品经研磨冻存待检(提取血液样品白细

胞待检'应用建立的
=K!5W=

方法进行
6̂ ?̂

病

原学检测并进行克隆&测序!测序结果与已发表的

6̂ ?̂

的
1[!bK=

序列的相应区域作同源性比较'

#F##

!

RBQB

阳性样品中其他病毒的检测

参照已有的病原检测方法)

/!%0

*对
6̂ ?̂

阳性

样品分别进行
W8:̂

&

5==8̂

&

25!5==8̂

&

5=̂

和
5Ŵ !0

协同感染检测'

!

!

结
!

果

!F#

!

RBQB5IK:O5

检测方法的建立

0'%'%

!

6̂ ?̂ =K!5W=

扩增及鉴定
!!

对
6̂ ?̂

R̀D

O

#-W0)̂

株进行
=K!5W=

扩增!

5W=

产物用

%\

琼脂糖凝胶电泳!获得了约
0(/T

S

条带"图
%

#!

与预期相符'回收条带&克隆&测序!经
6BA,E

!与

>D-6A-V

中的
6̂ ?̂

序列相似性在
/(\

以上'

%'?X0&&&?43

相对分子质量标准(

0'6̂ ?̂ R̀D

O

#-

W0)̂

扩增产物(

*'

阴性对照

%'?X0&&&?43 <ARVDR

(

0'=K!5W=

S

R#"JFE#P6̂ ?̂

R̀D

O

#-W0)̂

(

*'4D

O

AE$QDF#-ER#B

图
#

!

RBQB5IK:O5

扩增结果

H1

;

F#

!

I9/0/6@?=6345IK:O57G

M

?14187=13,34RBQB

0'%'0

!

=K!5W=

敏感性试验
!!

取
1

'

X=K!5W=

扩增产物用
%\

琼脂糖凝胶电泳!结果显示
0h

%&

)'9

&

0h%&

*'9

&

0h%&

0'9

&

0h%&

%'9

&

0h%&

&'9和
0h

%&

f&'*

KWM?

1&

6̂ ?̂

的
=K!5W=

结果都为阳性!而

0h%&

f%'*

&

0h%&

f0'*和
0h%&

f*'*

KWM?

1&

6̂ ?̂

的

=K!5W=

结果都为阴性'因
%'.

试验
5W=

扩增反

(&&0
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应体系中
F?43

的体积为
%'1

试验反转录合成
F?!

43

体积的
%

%

%&

!所以本
=K!5W=

可检测到
%

%

%&h

0h%&

f&'*

j0h%&

f%'*

KWM?

1&

6̂ ?̂

!即本
=K!5W=

敏感度达
&'%KWM?

1&

"图
0

#'

%'?X0&&&?43

相对分子质量标准(

0

"

%&'

分别为
0h%&

)'9

&

0h%&

*'9

&

0h%&

0'9

&

0h%&

%'9

&

0h%&

&'9

&

0h%&

f&'*

&

0h

%&

f%'*

&

0h%&

f0'*和
0h%&

f*'*

KWM?

1&

6̂ ?̂

的
=K!5W=

产物(

%%'

阴性对照

%'?X0&&&?43<ARVDR

(

0!%&'=K!5W=A<

S

B$P$D"PRA

O

<D-E,#P0h%&

)'9

!

0h%&

*'9

!

0h%&

0'9

!

0h%&

%'9

!

0h%&

&'9

!

0h

%&

f&'*

!

0h%&

f%'*

!

0h%&

f0'*

A-"0h%&

f*'*

KWM?

1&

6̂ ?̂

!

RD,

S

DFE$QDB

U

(

%%'4D

O

AE$QDF#-ER#B

图
!

!

RBQB5IK:O5

敏感性试验

H1

;

F!

!

)/,61=1.1=

E

345IK:O5</=/8=13,430RBQB5(+

0'%'*

!

=K!5W=

特异性试验
!!

该引物从
6̂ ?̂

扩增出
%

条预期大小为
0(/T

S

的条带!但不能从

W8:̂

&

5==8̂

&

25!5==8̂

&

5=̂

&

5Ŵ !0

和
55̂

扩增出阳性条带"图
*

#'

0'%')

!

重复性试验
!!

重复进行
%'9

和
%'(

试验

1

次!观测重复情况'

1

次敏感性试验都与
0'%'0

一

致(

1

次特异性试验结果都与
0'%'*

一致'

%'?X0&&&?43

相对分子质量标准(

0

"

('

分别为
W8:̂

&

5==8̂

&

25!5==8̂

&

5=̂

&

5Ŵ !0

&

6̂ ?̂

和
55̂

扩增产

物(

/'

阴性对照

%'?X0&&&?43 <ARVDR

(

0!('5W=A<

S

B$P$D"PRA

O

<D-E,#PW8:̂

!

5==8̂

!

25!5==8̂

!

5=̂

!

5Ŵ !0

!

6̂ ?̂ A-"

55̂

!

RD,

S

DFE$QDB

U

(

/'4D

O

AE$QDF#-ER#B

图
*

!

RBQB:O5

特异性试验

H1

;

F*

!

)

M

/814181=

E

34:O5</=/8=13,430RBQBQ(+

!F!

!

福建省猪源
RBQB

感染的病原学检测

)1(

份样品经检测及克隆&测序!其中
%.&

份脏

器样品有
00

份呈
6̂ ?̂

阳性!脏器样品阳性率

%*]91\

(

0/(

份血液样品有
0)

份呈
6̂ ?̂

阳性!血

液样品阳性率
('&1\

!即$样品平均阳性率为

%&]&)\

'

)0

个猪场中!有
**

个猪场的样品呈

6̂ ?̂

阳性!猪场阳性率为
9('19\

!且阳性猪场在

/

个地市都有分布"表
%

#'

).

份阳性样品的扩增产

物测序!均得到
0(/T

S

大小的
?43

片段!且
).

份

样品中
6̂ ?̂

基因片段核苷酸序列相似性在

/(]*\

"

//'9\

!与
>D-6A-V

中发布的
6̂ ?̂ R̀!

D

O

#-W0)̂

株的核酸序列相似性在
/%\

"

//\

!而

与
6̂ ?̂ 43?X

株的核苷酸相似性为
((\

"

/9\

'可见!本研究中测定的
).

份阳性样品的基因

序列相似性较高'

/&&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

表
#

!

RBQB

检测结果

I7C?/#

!

I9/</=/8=13,0/6@?=634RBQB

项目

MED<,

脏器样品

R̀

O

A-,A<

S

BD,

血液样品

6B##",A<

S

BD,

猪场

8C$-DPAR<,

地市

=D

O

$#-,

调查数"数量#

?DEDFE$#--J<TDR %.& 0/( )0 /

阳性数"数量#

5#,$E$QD-J<TDR 00 0) ** /

阳性率%
\

!

5#,$E$QDRAED %*'91 ('&1 9('19 %&&

!F*

!

RBQB

阳性样品中其他病毒的检测

对
0'0

中
).

份
6̂ ?̂

阳性样品进行其他病毒

的病原学检测!结果显示
).

份
6̂ ?̂

阳性样品中!

W8:̂

&

5==8̂

&

25!5==8̂

&

5=̂

&

5Ŵ !0

的阳性

率分 别 为
/%'*&\

"

)0

%

).

#&

1&'&&\

"

0*

%

).

#&

)%]*&\

"

%/

%

).

#&

.*'&)\

"

0/

%

).

#&

*9'&&\

"

%9

%

).

#!即
6̂ ?̂

与
W8:̂

的协同感染率最高'详细

检测情况见表
0

'

表
!

!

RBQB

阳性样品中
O)HB

!

:55)B

!

Y:K:55)B

!

:5B

和
:OBK!

的检测结果

I7C?/!

!

I9/</=/8=13,0/6@?=634O)HB

#

:55)B

#

Y:K:55)B

#

:5B7,<:OBK!1,RBQB

M

361=1./67G

M

?/6

样品号

8A<

S

BD4#'

检测结果
?DEDFE$#-RD,JBE,

W8:̂ 5==8̂ 25!5==8̂ 5=̂ 5Ŵ !0

样品号

8A<

S

BD4#'

检测结果
?DEDFE$#-RD,JBE,

W8:̂ 5==8̂ 25!5==8̂ 5=̂ 5Ŵ !0

%

0

*

)

1

.

9

(

/

%&

%%

%0

%*

%)

%1

%.

%9

%(

%/

0&

0%

00

0*

k

k

k

f

k

k

k

k

f

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

f

k

f

k
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f

f

f

f

k

k

k

k

f

f

f

k

f

f

f

k

f

k

k

k

k

f

k

k

k

f

f

f

f

k

f

k

k

f

k

k

f

f

f

k

k

f

k

k

k

k

k

f

f

f

k

k

k

f

k

k

k

f

f

k

k

k

f

f

k

f

f

f

f

k

k

f

f

f

k

k

f

f

f

f

k

k

k

k

f

f

k

k

f

0)

01

0.

09

0(

0/

*&

*%

*0

**

*)

*1

*.

*9

*(

*/

)&

)%

)0

)*

))

)1

).

k

k

f

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

f

f

f

k

k

f

f

k

k

f

f

k

k

k

f

f

k

k

k

k

f

k
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k

f

f

k

k

k

f

f

k

k

f

f

f

f

f

f

f

f

k

f

f

/

k

0表示抗原检测结果阳性!/

f

0表示抗原检测结果阴性

/

k

0

<DA-,

S

#,$E$QDRD,JBE#PA-E$

O

D-"DEDFE$#-

!/

f

0

<DA-,-D

O

AE$QDRD,JBE#PA-E$

O

D-"DEDFE$#-

&%&0
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*

!

讨
!

论

由于
6̂ ?̂

与
W8:̂

存在交叉抗原!临床上很

难用血清学方法将其鉴别诊断!而
5W=

方法作为一

种分子诊断技术!具有其他方法不可比拟的优

点)

%*

*

'本研究所建立的
=K!5W=

方法最低能检出

&'% KWM?

1&

6̂ ?̂

!检 测
W8:̂

&

5==8̂

&

25!

5==8̂

&

5=̂

&

5Ŵ !0

和
55̂

均为阴性'重复性试

验说明!此方法除了特异&敏感外!还具有很好的稳

定性!适合用于猪源
6̂ ?̂

的监测'

用所建立的
=K!5W=

方法进行福建省猪群感

染
6̂ ?̂

的病原学检测!结果显示!

/

个地市阳性

率为
%&&\

"

/

%

/

#!猪场阳性率为
9('19\

"

**

%

)0

#!

而猪群阳性率为
%&'&)\

"

).

%

)1(

#!与其他省份区

域的报道)

%)!%.

*类似!表明福建省猪群
6̂ ?̂

感染情

况较普遍'对
).

份
6̂ ?̂

阳性样品的扩增产物测

序结果分析表明!福建省猪源
6̂ ?̂

毒株的基因序

列相似性较高'在
).

份
6̂ ?̂

阳性样品中!血液

样品阳性率为
('&1\

"

0)

%

0/(

#!表明临床健康的猪

存在一定比例的
6̂ ?̂

隐性感染!这种可能适应猪

体的
6̂ ?̂

感染后会在猪群引起较严重的后

果)

%9

*

!应予以重视(而脏器样品阳性率
%*'91\

"

00

%

%.&

#!表明病猪存在相对临床健康猪更高比例的

6̂ ?̂

感染'

福建省猪源
6̂ ?̂

协同感染的病原学检测结

果显示!

).

份
6̂ ?̂

阳性样品中!猪源
6̂ ?̂

与

W8:̂

&

5==8̂

&

25!5==8̂

&

5=̂

&

5Ŵ !0

共
1

种

临床常见病原存在不同程度的协同感染!而猪源

6̂ ?̂

在混合感染中的角色有待进一步研究'

).

份阳性样品中!没有发现
6̂ ?̂

单一感染的现象!

其中与
W8:̂

协同感染率最高!为
/%'*&\

"

)0

%

).

#!戴益民等)

%(

*的研究也出现了猪源
6̂ ?̂

与

W8:̂

协同感染的临床样本!这些都与
_'?AIBD

等)

%/

*的试验结果不符"

_'?AIBD

等在攻毒试验中发

现
6̂ ?̂

与
W8:̂

在猪体内很难共存#'猪源

6̂ ?̂

与
W8:̂

协同感染的出现!与临床上经常使

用污染
6̂ ?̂

的猪瘟细胞苗)

%*!%)

!

0&

*是否有关仍需

要做进一步研究'

$

!

结
!

论

所建立的鉴别猪源
6̂ ?̂

与
W8:̂

的
=K!

5W=

检测方法敏感性高&特异性强&重复性好!适合

用于猪源
6̂ ?̂

的监测(应用其对福建省猪群感染

6̂ ?̂

及其协同感染的病原学检测进行研究!发现

福建省猪群
6̂ ?̂

感染情况较普遍!且与多种病毒

协同!其中与
W8:̂

的协同感染率最高'
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