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摘　要: 根据猪乙型脑炎病毒 ( JEV ) 基因序列, 设计合成了一对引物, 以 JEV 疫苗株为模板, 建立了检测 JEV

的RT PCR 方法。应用该方法对 JEV 疫苗株RNA 进行扩增, 获得与预期大小相符, 长度为430 bp 的特异性目的

片段; RT PCR 产物测序结果与文献报道的JEV 不同毒株的序列同源性达到98%～100% ;敏感性测定该RT PCR

可扩增到10 pg 的 JEV- RNA。结果表明, 建立的RT PCR 方法对 JEV 的检测敏感性高、特异性强。
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Abstract: A pair o f pr imer s w ere designed and synt hesized based on t he sequences o f the JEV genome, and the RT

PCR method to detect t he Japanese Encephalitis V irus ( JEV ) w ere development. T he 430 bp specifical fragment

w ere obt ained fr om the JEV vaccine strains RNA by t his RT PCR . T he test o f the gene sequence of RT PCR

product achiev ed t o 98% - 100% w it h that of ot her JEV str ains. The sensitivity of RT PCR reached to 10 pg JEV

RNA . T hese result s show ed that the RT PCR method to detect JEV w ere of bet ter specificity and higher

sensibility.
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　　乙型脑炎是由黄病毒科的乙型脑炎病毒引起的

急性自然疫源性疾病, 是一种人畜共患的病毒性传

染病[ 1] , 主要导致人的中枢神经系统疾病和母猪繁

殖障碍,该病不但影响畜牧业尤其是养猪业的发展,

而且严重威胁人类健康。我国是乙型脑炎发病最多

的国家, 占全球发病率80%左右, 而猪是主要传染

来源和扩散宿主, 蚊虫是传播媒介, 在传播病毒方

面起着非常重要的作用
[ 2]
。因此猪乙型脑炎的有效

防制对养猪业的发展和人类健康均具有重要的公共

卫生学意义。

据报道, 目前乙型脑炎的病原学诊断方法有病

原分离鉴定、免疫细胞化学法
[ 3]
、反向被动间接血

凝[ 4]、荧光抗体检测法 [ 5]等。由于病毒分离鉴定所需

时间长, 难用于流行病学调查和临床检测; 反向被

动间接血凝需对血凝素进行复杂的处理, 荧光抗体

检测法尚未见商品化荧光诊断试剂, 不能满足临床

确诊该病的需求, 因此亟须建立简单、特异、敏感

的诊断方法用于临床上乙型脑炎病毒的检测。聚合

酶链式反应 ( PCR) 自1985年问世以来, 已在疫病

诊断等领域得到广泛应用, 如RT PCR 应用于人乙

型脑炎的诊断[ 6- 7] , 然而将RT PCR应用于动物乙

型脑炎的病原学诊断却很少见报道。据此, 本试验

根据GenBank登录的 JEV NS1基因序列设计1对

引物, 建立了检测猪乙型脑炎病毒的RT PCR 方

法, 评价了该RT PCR的敏感性和特异性。

1　材料与方法

1. 1　毒株与接毒细胞
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猪乙型脑炎病毒( JEV)疫苗株购自湖南亚华种

业股份有限公司生物药厂; 猪繁殖与呼吸综合征病

毒 ( PRRSV)、猪瘟病毒 ( CSFV )、猪伪狂犬病毒

( PRV)、猪圆环病毒Ⅱ型 ( PCV2) 均为由本研究所

保存的毒株。

1. 2　工具酶和主要试剂

AMV 反转录酶、Nuclease Inhibitor、T aq DNA

聚合酶、dNTPs、Wide Range DNA Ladder M ar ker、

蛋白酶K 购自TakaRa 公司; T r izol试剂、氯仿、无

水乙醇购自华美生物工程有限公司。

1. 3　JEV - RNA 模板的制备

将 JEV 冻干疫苗用TE ( pH8. 0) 稀释, 取液体

200 �l, 加入800 �l的T rizo l试剂, 摇匀后室温静置
5 m in, 加入70 �l乙酸钠 ( 3 mol·L

- 1 ) 和200 �l氯
仿, 上下剧烈颠倒混匀, 室温静置15 m in, 12 000

r·min
- 1离心15 min, 取上清加入等体积的异丙醇,

- 20℃放置30 m in, 离心, 弃上清, 用1 m l 75%乙

醇洗涤沉淀, 离心, 弃上清, 自然干燥30 min, 沉

淀溶于30 �l无RNase水, - 20℃保存备用。
1. 4　引物合成

参照GenBank 中录入的 JEV NS1 基因序列,

通过引物设计软件Primier 5. 0和Olig o 6. 0分析设

计 了 1 对 引 物, 上 游 引 物 ( JV1 ) : 5′-

GACACT GGAT GT GCCAT TGAC- 3′位于基因组

的 2 478 ～ 2 498 位; 下 游 引 物 ( JV2 ) : 5′-

GGCAT TCCTT T GT CTCAGGT C- 3′位于基因组

的2 907～2 887位。引物由TaKaRa 公司合成。

1. 5　RT PCR 反应及电泳检测

1. 5. 1　反转录反应体系　无RNase 水 1. 25 �l, 5×
AMV buffer 2 �l, M gCl2 ( 25 mmol·L - 1) 1. 0 �l,
dNT P 1 �l, JV2 引物 1. 0 �l, Nuclease Inhibitor
0. 25 �l, AMV反转录酶 0. 5 �l, 模板RNA 3. 0 �l。
反转录条件为30℃ 10 min, 42℃ 1 h, 99 ℃ 5 m in,

一个反应。

1. 5. 2　PCR 反应体系　无菌水 12 �l, 10×PCR
Buf fer 2 �l, M gCl2 ( 25 mmol·L - 1) 1. 2 �l, dNT P
(各2. 5 mmol·L

- 1 ) 1. 0 �l, Ex- T aq 酶 ( 5 U·

�l- 1) 0. 2 �l, 上下游引物 ( 50 pg· �l- 1 ) 各0. 4 �l,
模板2. 8 �l。反应条件为95 ℃预变性5 m in, 94℃
变性1 m in, 59 ℃复性1 min, 72 ℃延伸1 min, 35

个循环, 最后72℃延伸10 min, 4℃保存。

1. 5. 3　电泳检测　配制1%的琼脂糖凝胶, 上样6

�l, 8 V·cm- 2
电泳1 h。

1. 6　特异性测定

应用所建立的 RT PCR 方法扩增 JEV、

PRRSV、CSFV、PRV、PCV2等病毒, 检测该方法

的特异性。回收RT PCR 电泳条带, 与T 载体相连,

转化感受态DH5�,铺LB琼脂平板37℃倒置培养, 经
鉴定后挑取阳性菌落进行扩增培养, 送T aKaRa 公

司测序。

1. 7　敏感性测定

将JEV 疫苗株按上述方法提取RNA, 测定其含

量, 然后进行10倍比稀释, 取2. 8 �l做模板, 其他
条件不变进行RT PCR 检测扩增。以出现阳性反应

条带的模板用量最高稀释倍数, 计算可检出最低

JEV- RNA 量。

2　结果与分析

2. 1　RT PCR检测JEV的特异性

应用建立的方法检测 JEV , 可扩增到与预期大

小相符的 430 bp 的特异性目的片段, 而 PRRSV、

CSFV、PRV 及PCV2检测为阴性结果, 没有出现交

叉反应 (图1)。

1. DNA M ark er; 2. 猪繁殖与呼吸综合征病毒; 3. 猪瘟病毒;

4. 猪伪狂犬病毒; 5. 猪乙型脑炎病毒; 6. 猪圆环病毒Ⅱ型

图1　JEV 的特异性测定结果

Fig. 1　The results of specificity test of RT PCR product

2. 2　 RT PCR 检测 JEV 的敏感性

将已知含量的JEV- RNA, 进行10倍比系列稀

释, 结果RT PCR 可检出10 pg 的 JEV- RNA (图

2)。

2. 3　RT PCR扩增条带的序列测定

将所测序列与 GenBank 中发表的 JEV 不同毒

株 [ SA14 12 1 7、SA ( A)、SA ( V )、T 1P1、

JaOH0566/ Japan/ 1966/ human、T C、KV1899、JEV/

sw / M ie/ 40/ 2004 st rains] 基因序列进行比较, 其同

源性分别达到98%～100%。
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1. 1. 0 pg RNA ; 2. 10 pg RNA; 3. 100 pg RNA;

4. 1 ng RNA; 5. 10 ng RNA; 6. DNA Marker

图2　JEV 敏感性试验结果

Fig. 2　The results of sensitivity test to JEV

3　讨　论

本研究建立了特异性、敏感性较好, 而且简单、

省时的RT PCR法作为检测JEV方法。经过与已发

表的JEV 基因的比较, 根据其NS1基因设计了1对

特异引物, 对其RT PCR检测的特异性、敏感性和

可靠性作了研究。结果显示, JEV 疫苗株应用该引

物能扩增出目的片段, 而在同样条件下, PRRSV、

CSFV、PRV 及PCV2均没有扩增出目的片段, 而且

所测序列片段与发表的JEV NS1基因一致, 表明

该PCR 扩增技术用于鉴别 JEV 具有较强的特异性

和可靠性。经PCR敏感性检测表明, 该方法最低可

检出10 pg 的病毒RNA。RT PCR检测受多种因素

影响, 如RNA 的不稳定、复性温度、镁离子浓度等

都会影响检测结果, 故本研究在提取病毒RNA时,

对与RNA 直接接触的试剂、离心管和T ip头都用

DEPC 水处理, 以防止RNA 酶的污染; 本研究通过

使用多种浓度的镁离子在温度梯度下进行PCR, 最

后确定最佳镁离子浓度为1. 5 mmol·L
- 1
, 最佳复

性温度为59℃。然而本研究只对JEV 疫苗株进行了

检测鉴定, 对组织病料中的病毒检测是否有效, 还

有待进一步研究。
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