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研究报告                                                              

鉴别伪狂犬病病毒野毒与疫苗毒荧光定量 PCR 方法的

建立 

赵丽 1, 2, 崔保安 1, 陈红英 1, 魏战勇 1, 郑兰兰 1, 吕晓丽 1, 贾艳艳 1, 赵绪永 2 
1 河南农业大学牧医工程学院, 郑州 450002  
2 郑州牧业工程高等专科学校, 郑州 450011 

摘  要: 根据猪伪狂犬病病毒(PRV) gH、gE 基因的序列, 设计了两对引物及其对应的 TaqMan 探针, 通过对引物、探针、

Mg2+的浓度和样品 DNA 提取方法等进行优化, 建立了鉴别 PRV 野毒与疫苗毒感染的荧光定量 PCR 方法。该方法线性

范围为 101~108 拷贝/μL, 达 8 个数量级, 灵敏度可达 101 拷贝/μL, 比常规 PCR 高 100 倍。用此方法对 60 份疑似组织样

品进行检测, 并与血清中和试验、常规 PCR 相比较, 结果显示该方法具有快速、灵敏、特异、重复性好和能对样品进

行定量检测等优点, 并且该法以闭管的模式操作, 减少了后续步骤污染的可能性, 整个 PCR 检测过程不到 2 h。此方法

的建立, 为猪伪狂犬病病毒的早期鉴别诊断和定量分析猪伪狂犬病病毒感染程度奠定了基础。 

关键词 : 伪狂犬病病毒 , 荧光定量 PCR, 鉴别诊断 , 野毒与疫苗毒 , 检测  

Diagonsis Establishment of Fluorescen Quantitative PCR Assay 
for Pseudorabies Wild-type Virus and Vaccine Virus 
Li Zhao1, 2, Baoan Cui1, Hongying Chen1, Zhanyong Wei1, Lanlan Zheng1, Xiaoli Lü1, Yanyan Jia1, 
and Xuyong Zhao2 

1 College of Animal Husbandry And Veterinary, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China; 
2 College of Zhengzhou Animal Husbandry Engineering, Zhengzhou 450011, China 

Abstract: We designed two pairs of primers and their corresponding TaqMan probes according to gH, gE gene of PRV. By 
optimizing the probe’s concentration, Mg2+ concentration, primers concentration and sample DNA extraction, rea1-time fluorescent 
quantitative PCR (FQ-PCR) which can quickly identity field virus and vaccine virus of PRV was established. According to our results, 
the dynamic range of the FQ-PCR assay is between 10×101 copies/μL and 10×108 copies/μL, and the detection limit of FQ-PCR is 
1.0×101 copies/μL, which is 100 fold higher than that of conventional PCR. We detected 60 doubtful tissue samples using the 
FQ-PCR assay, serum neutralization and conventional PCR. In conclusion, the FQ-PCR method is rapid, sensitive, specific and   
accurate, and can be used to detect field strains of PRV rapidly. The closed-tube format of the assay minimized the risk of contamination 
of subsequent reaction and the assay can be performed in 2 h or less. Development of real-time quantitative PCR provides the basis 
for the early and rapid detection and analyzing quantitatively the infectious degree of PRV. 

Keywords: pseudorabies virus(PRV), flurogenic quantitative PCR, field virus and vaccine virus, detection 
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伪狂犬病病毒(Pseudorabies virus, PRV)是多种

家畜和野生动物均可感染的一种疱疹病毒。猪是该

病毒的贮存宿主和传染源, 常引起母猪出现繁殖障

碍及初生仔猪大批死亡; 成年猪则系隐性感染, 长

期带毒排毒, 严重影响种猪场生产及优良品种的推

广, 给养猪业造成极大的损失[1]。控制和消灭伪狂犬

病所面临的主要困难是确定伪狂犬病病毒的潜伏感

染、野毒感染或疫苗感染, 在初次感染康复后往往

会建立病毒的潜伏状态, 当在机体受到内外因素刺

激时, 病毒被活化并持续排毒[2−5], 引起疾病的发生

和传播。疫苗免疫接种和疾病的早期鉴别诊断是有

效防制和根除伪狂犬病的根本措施。传统的病毒分

离、ELISA 和 PCR 等检测技术的建立和应用, 在猪

伪狂犬病的防制中发挥了重要作用, 但这些方法各

有其不足, 诸如耗时长、不能检出潜伏感染和不能

对病毒进行定量检测等。因此, 有必要建立一种快

速、早期并能同时确定是疫苗株感染还是野毒株感

染 的 诊 断 方 法 。 实 时 荧 光 定 量 PCR(Real-time   

fluorescent quantitative PCR, FQ-PCR)将普通 PCR 技

术与荧光检测相结合, 不仅具有敏感性高、特异性

强、重复性好等优点; 而且通过分析软件对数据进

行分析整理, 结果更为准确直观; 整个检测过程只

打开一次试管 , 有效地减少了假阳性发生的机会 , 

已成为病原体检测的重要方法[6−9] 。 

gH 基因是伪狂犬病病毒中较保守和病毒复制

所必需的基因; gE 基因是伪狂犬病病毒的毒力基因

也是世界动物卫生组织所规定基因缺失疫苗的缺失

基因。以 gH、gE 基因序列作为靶序列建立的 PCR

技术, 能够区分基因缺失疫苗接种与野毒感染[10]。

因此本研究根据猪伪狂犬病病毒 gH、gE 基因序列

设计两对引物和两条 TaqMan 探针, 建立了鉴别猪

伪狂犬病毒野毒与疫苗毒的荧光定量 PCR 方法。 

1  材料与方法 

1.1  毒株与菌种 
PRV 闽 A 株购自中国兽药监察所、Bartha(gE−)

株和 Norden(Tk−)株、猪圆环病毒(PCV)、猪细小病

毒(PPV)均为河南省动物性食品安全重点实验室保

存之毒种; PRV gE 基因缺失疫苗购自武汉科前生物

制品有限公司。工程菌 JM109 感受态细胞为宝生物

工程(大连)有限公司产品。 

1.2  主要试剂和仪器 
Taq DNA 聚合酶、DL2000 marker 和大肠杆菌

(Escherichia coli JM109)感受态细胞等购自大连宝

生物工程有限公司; PRV 标准抗原和标准阳性血清

购自武汉科前生物制品有限公司。异硫氰酸胍

(GuSCN)、重蒸饱和酚、酚:氯仿:异戊醇(25:24:1)、

氯仿 :异戊醇(24:1)等均购自宝生物工程(大连)有限

公司; 质粒 DNA 小量快速制备试剂盒: V-gene 公司; 

Rotor-Gene 2000 型实时定量 PCR 扩增仪为美国 

Corbett Reseach 公司生产。 

1.3  引物的设计与合成 
从 GenBank 中下载全部伪狂犬的 gH 和 gE 基因

序列 , 利用 DNAstar(version5.0)软件进行同源性分

析找出 gH、gE 序列的保守区; 根据 Primer Express
分别设计出扩增 gH 基因 190 bp 和 gE 基因 139 bp

的 2 对特异引物和 1 对探针: 
gH(PR1)-P1 引物(5′-3′): CTC GTT ATG CTC 

AGT CA  
gH(PR1)-P2 引物(5′-3′): ACT GCT CCT CCA 

TGT CTA 
探针(probe1)(5′-3′): ROX-ATC GTG TTA GTG 

CGA TAC TCAT-Eclipse 
gE(PR2)-P3 引物(5′-3′): ACG ATC GGC GAC 

CAT  
gE(PR2)-P4 引物(5′-3′): GCA CGT GCA GCG 

TGT AGAC 
探针(probe2) (5′-3′): FAM-CAC TGC GTG TTC 

TCC CGC TAC-Eclipse 
探针(probe 1)5′端标记报告荧光染料为 ROX, 3′

端标记淬灭荧光染料为 Eclipse; 探针(probe 2)5′端

标记报告荧光染料为 FAM, 3′端标记淬灭荧光染料为

Eclipse。引物及探针由大连宝生物工程有限公司合成。 

1.4  伪狂犬病毒 gH、gE 基因常规 PCR(Con-PCR)
扩增 

采用异硫氰酸胍一步裂解法提取病毒 DNA[11]。

gH 和 gE 基因按常规 PCR 反应进行 PCR 扩增。同

时设立无模板的阴性对照。反应结束后 , 分别    

取 5 μL gH、gE 基因 PCR 产物用 3%琼脂糖凝胶(含

0.5 μg/mL EB)进行电泳检测 PCR 结果。 

1.5  标准阳性模板的构建 
将回收纯化的 PRV gH、gE 基因的 PCR 产物分

别与 pGEM-T Easy 载体连接, 转化 E. coli JM109, 

用质粒提取试剂盒提取重组质粒, 对重组质粒进行
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PCR 鉴定。将鉴定正确的阳性重组质粒送宝生物工

程(大连)有限公司进行序列测定。 

用紫外分光光度计分别测定阳性重组质粒在

260 nm 和 280 nm 处的吸光度 , 并根据公式计算出

重组质粒的 DNA 浓度与纯度。将重组质粒进行 10

倍梯度稀释 , 以 101、102、103、104、105、106、

107、108、109、1010、1011 倍稀释作为标准品模板 , 

用于荧光定量 PCR 反应条件的优化、标准曲线的

建立。  

分子拷贝数(个/mL)=DNA 质量浓度/DNA 分子量 

DNA 分子量=DNA 碱基数×324.5 

DNA 质量浓度 =A260×50 μg/mL×稀释倍数 × 
6.02×1023 
1.6  荧光定量 PCR 反应条件的优化 

本实验的 PCR 程序以 Rotor-Gene 2000 为基础

建立的, gH 和 gE 基因荧光定量 PCR 反应体系均为

25 μL, 优化一项时其他参数不变。PCR 体系优化如

表 1 所示。 

1.7  gH-Taqman、gE-Taqman 荧光定量 PCR 反

应标准曲线的建立 
利用上述优化的反应条件, 分别以经梯度浓度

稀释的 gH、gE 基因质粒为模板进行荧光定量 PCR

扩增, 并利用随机软件进行分析, 分别选取 gH、gE

基因各因素最佳浓度建立标准曲线。 

2  结果 

2.1  PRV gH、gE 基因 PCR 扩增、克隆与侧序 
取 PCR 产物 5 μL 于 3%琼脂糖上电泳, 结果表

明扩增产物分别为 190 bp 和 140 bp 左右的 DNA 片

段, 与预计的片段大小相一致(图 1、2)。PCR 产物

经纯化后, 与 pGEM-T Easy 载体连接并转化 JM109

感受态细胞。提取质粒, 进行 PCR 鉴定。将 PCR 鉴

定正确的重组质粒送宝生物工程(大连)有限公司进

行序列测定, 测定结果与下载的基因序列完全一致

(序列略)。 

2.2  实时荧光 PCR 体系优化 
通过对 PCR体系的优化, 25 μL反应体系中在以

下条件时 gH、gE 基因扩增效率最高。 

2.3  标准曲线的建立 
按上述优化的反应条件, 分别取 gH、gE 基因重

组质粒 104、105、106、107、108 等 5 个梯度稀释的

质粒作为模板, 分别加入到 PCR 反应体系中进行扩

增(图 3~6)。 

表 1  Taqman-PCR 体系优化方案 
Table 1  Optimizing program of Taqman-PCR 

PCR type Mg++ concentration 
optimization (mmol/L) 

Primers concentration 
optimization (mmol/L) 

Probe concentration 
optimization (mmol/L) 

Renaturation Tm 
optimization (oC) 

gH Taqman-PCR 3, 4, 5, 6, 7, 8 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 58, 60, 62, 64 

gE Taqman-PCR 3, 4, 5,6, 7, 8 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 58, 60, 62, 64 

 

 

图 1  PRV gH 基因 PCR 扩增结果 
Fig. 1  PCR result of PRV gH 

M: DL 2000 marker; 1: PCR products of PRV gH gene 
 

 

图 2  PRV gE 基因 PCR 扩增结果 
Fig. 2  PCR result of PRV gE 

M: DL 2000 marker; 1, 2: PCR products of PRV gE gene  
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表 2  Taqman-PCR 体系优化结果 
Table 2  Optimizing result of Taqman-PCR 

PCR type Mg++ concentration 
optimization (mmol/L) 

Primers concentration 
optimization (mmol/L) 

Probe concentration 
optimization (mmol/L) 

Renaturation Tm 
optimization (oC) 

gH Taqman-PCR 5 0.6 0.08 60 

gE Taqman-PCR 5 0.6 0.08 60 
 

 
图 3  荧光定量 PCR 对 10 倍梯度稀释 gH 质粒的检测结果 

Fig. 3  Detection results of the gH plasmid with 10 fold 
serial dilutions by the real-time PCR assay 

The plasmid concentrations of curve 1, 2, 3, 4 and 5 were3.98×109 
3.98×108, 3.98×107, 3.98×106 and 3.98×105 copies/25 μL, 

respectively. Curve 6 was the negative control 

 

图 4  gH 基因标准曲线 
Fig. 4 The standard curve of gH gene 

 

 
图 5  荧光定量 PCR 法对 10 倍梯度稀释 gE 质粒的检测结果 

Fig. 5  Detection results of the gE plasmid with 10 fold 
serial dilutions by the real-time PCR assay 

The plasmid concentrations of curve 1, 2, 3, 4 were 3.54×108, 
3.54×107, 3.54×106, 3.54×105copies/25 μL, respectively. Curve 5 

was the negative control 

2.4  实时荧光 PCR 扩增的可重复性 
为验证荧光 PCR 检测结果的可重复性, 选取

PRV gH 基因 107 稀释的质粒样本, 以 25 μL 体系连

续扩增 4 次(如图 7), 结果表明每次之间的误差不到

1 个循环(见表 3), 可见荧光 PCR 检测方法具有较高

的可重复性，从而保证了不同样品间检测结果的可

靠性和稳定性。 

2.5  实时荧光 PCR 扩增的特异性 
对 Fa 毒株、Fa 感染兔的各种组织样品(脑、肝、

脾、淋巴结等)及 PK15 阴性细胞、疫苗毒、双蒸水

和 PCV、PPV 进行荧光 PCR 检测, 结果显示 gH 

Taqman-PCR 对 Fa 毒株、Bartha(gE−)株、gE-疫苗毒

均有荧光上升, 而对 PK15 细胞、PPV、PCV、水均

无荧光产生; 而 gE Taqman-PCR 只对 Fa 毒株、

Norden(Tk−)有荧光上升, 对 Bartha(gE−)株、gE−疫苗

毒、PK15 细胞、PPV、PCV、水均无荧光产生(图 8, 9)。

可见, 用于检测的引物 P1/P2 和 P3/P4 具有高度的特异

性, 能用于区分有毒力的 PRV 野毒株和疫苗株。 

2.6  实时荧光 PCR 扩增的敏感性 
以 10 倍梯度稀释的 gH 标准质粒(3.98×100~ 

3.98×1011 拷 贝 /μL) 和 gE 标 准 质 粒 (3.54×100~ 

3.54×1011 拷贝/μL)作为模板, 分别加入到含有引物

PR1/PR2 探针的反应体系中, 在退火温度 60oC 下扩

增。其检测到的稀释限点为 3.98 拷贝和 3.54 拷贝。

将上述稀释样品进行 PCR 扩增, 扩增产物作琼脂糖

凝胶电泳观察, 其可观察到的稀释限点为 3.98×102

和 3.54×102 拷贝。结果表明实时荧光 PCR 直接观察

的灵敏度较普通 PCR 高 100 倍。 

 

图 6  gE 基因标准曲线 
Fig. 6  Standard curve of gEgene 
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图 7  gH Taqman-PCR 重复性试验 
Fig. 7  Reproducibility experiment of gH Taqman-PCR 

2.7  对组织样品的检测 
用优化后的 gH Taqman-PCR、gE Taqman-PCR

检测来自河南、河北、山东等地不同地区的 60 份疑

似组织冰冻样品, 同时用普通 PCR 和血清中和试验

作对照。其中 10 份 gH Taqman-PCR 检测阳性; 5 份

gH Taqman-PCR、gE Taqman-PCR 检测皆为阳性; 普

通 PCR 检测其中 7 份 gH 阳性、3 份 gH、gE 皆阳性; 

血清中和实验检测结果阳性为 6 份, 血清中和检测

阳性样品经 Taqman-PCR 检测均为阳性, 而且 gH 

Taqman-PCR、gE-Taqman PCR 检测为阴性的样品通

过结合血清中和实验检测结果同样为阴性。 

表 3  gH Taqman-PCR 重复试验 Ct 值 
Table 3  Ct value of reproducibility experiment of gH Taqman-PCR 

No. Colour Name Type Given conc. (Copies) Calculated conc. (Copies) CV Ct Ct Std. Dev.

1  1 Sample    23.78  

2  2 Sample    23.84  

3  3 Sample    23.73  

4  4 Sample    23.90  

5  NTC NTC      

 

 
图 8  gH Taqman-PCR 特异性扩增 

Fig. 8  Specificity amplification of gH Taqman-PCR 

 
图 9  gE Taqman-PCR 特异性扩增 

Fig. 9  Specificity amplification of gH Taqman-PCR 

3  讨论 

猪伪狂犬病目前仍是威胁我国养殖业的一类重

要传染病, 并且 PRV 与其它许多病原引起的猪繁殖

障碍综合征存在非常类似的临床症状。加上各猪场

间的临床症状差异极大, 尤其是有细菌性或病毒性

的继发感染或混合感染, 给临床诊断工作造成了一

定难度。对猪伪狂犬病毒进行快速、及时、准确的

诊断, 是有效防制该病的重要前提, 特别是在 PRV
感染早期的诊断具有重要意义。实时荧光定量 PCR

方法采用完全闭管检测, 不需 PCR 后处理, 避免了

交叉污染; 根据 Ct 值进行定量, 相对误差较小; 检

测仪直接与电脑相连, PCR 循环结束之后便可直接

观察结果, 可将实验记录所得到的数据直接用 Excel
处理, 得到实验结果, 从而提高了检测效率和速度。荧

光定量 PCR 可以定量检测出病畜组织中的病毒含量, 
除了在 PRV 的早期诊断中具有重要意义以外, 在对抗

病毒药物及疫苗效果的评价中也具有重要意义。 
本试验选取猪伪狂犬病病毒含 gH、gE 基因的

重组质粒作为标准品, 建立了线性良好的标准曲线, 

经探针、引物、Mg2+浓度、退火温度的条件优化最

终建立了对猪伪狂犬病毒的荧光定量 PCR 检测方法, 
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并且两条探针标记了不同的荧光标记, 反应条件基

本相同, 在同一 PCR 仪上可同时扩增。分析结果显

示该荧光定量 PCR 方法特异性高, 有良好的重现性

和稳定性, 且敏感性高(最小检出量约达 101 拷贝), 

说明本研究建立的实时荧光定量 PCR 方法能够用于

猪伪狂犬病病毒的早期鉴别诊断。 

该实时荧光定量 PCR 方法不仅可对病毒液进行

检测, 还可以直接对临床发病猪的各种组织匀浆进

行检测。利用该诊断方法对临床上的 60 份样品的检

测结果来看, 感染 PRV gH 阳性的 10 份, gH、gE 皆

阳性的 5 份。血清中和试验检测的阳性样品实时荧

光定量 PCR 方法检测全为阳性, 证实了检测 gH、gE

基因的实时荧光定量 PCR 方法具有区别伪狂犬病病

毒野毒株和疫苗株的功能, 适用于目前基因缺失疫

苗广泛使用的现状, 对 PRV 的临床诊断的分子生物

学方法做了重要补充。从我们的检测结果来看 PRV

在我国除了用疫苗而引起的带毒现象外, 还存在一

定程度的野毒感染。因此, 该研究弥补了对 PRV 野

毒与疫苗毒进行鉴别诊断和临床检测诊断技术的缺

陷, 具有很高的实用价值和实践意义。 
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