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技术方法

脑心肌炎病毒( EMCV) ＲT-PCＲ检测方法
的建立及初步应用

王 吉，付 瑞，卫 礼，李晓波，冯育芳，巩 薇，王淑菁，岳秉飞，贺争鸣

( 中国食品药品检定研究院、国家实验动物微生物、遗传检测中心，北京 100050)

【摘要】 目的 建立脑心肌炎病毒( EMCV) ＲT-PCＲ 检测方法，应用于长爪沙鼠、小鼠等实验动物 EMCV 的
检测。方法 根据已发表的 EMCV VP1 基因序列设计合成引物。建立 ＲT-PCＲ方法，并对方法的特异性、敏感性、
稳定性等进行验证。用该方法检测 62 只长爪沙鼠、12 只小鼠。结果 建立的 EMCV ＲT-PCＲ检测方法特异、敏感、
稳定。以 EMCV ＲNA逆转录产物为模板，所能检测 ＲNA最小模板浓度为 4. 1 pg /μL，可检测病毒最小滴度为 10 －7

mL －1。经 ＲT-PCＲ检测，62 只沙鼠均为阴性; 12 只小鼠中有 1 只 EMCV 核酸阳性，测序结果与 GenBank 中 EMCV
标准株核苷酸序列进行比对，其同源性为 85%。结论 建立的脑心肌炎病毒( EMCV) ＲT-PCＲ 检测方法特异、敏
感、稳定，可用于长爪沙鼠、小鼠等实验动物 EMCV的检测。
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Development and preliminary application of ＲT-PCＲ method
for determination of encephalomyocarditis virus

WANG Ji，FU Ｒui，WEI Li，LI Xiao-bo，FENG Yu-fang，GONG Wei，WANG Shu-jing，YUE Bing-fei，HE Zheng-ming，
( National Institutes for food and drug Control，National Center for quality of Laboratory Animal，Beijing 100050，China)

【Abstract】 Objective To develop a ＲT-PCＲ method for determination of Encephalomyocarditis virus ( EMCV) in
Mongolian gerbils and Laboratory mice．Methods The primers were designed and synthesised according to the published
EMCV specific sequences of VP1 gene． ＲT - PCＲ method is established，carries on the specificity，sensitivity，stability
test． The method is used to detected 62 Mongolian gerbils and 12 mice． Ｒesults The developed ＲT-PCＲ method is good
in specificity，ensitivity，stability; and its minimum detection limit using the recombinant plasmid containing EMCV gene
as atemplate was 4. 1pg /μL，and the lowest detection virus titer is 10 －7 ml －1 ． The 62 Mongolian gerbils after ＲT - PCＲ
detection were negative; The 12 mice after ＲT -PCＲ detection，there were one EMCV positive，compared with the EMCV
in Genebank，The homologies in nucleotide sequence of one positive mice is 85% ; there were 5 mice can be detected
EMCV in the body of the 6 mice by artificial infection EMCV． Conclusion The developed ＲT-PCＲ method is good in
specificity，ensitivity，stability，can be used in detecting the EMCV in laboratory animal，such as Mongolian gerbils and
mice．
【Key words】 Encephalomyocarditis virus; ＲT-PCＲ; Mongolian gerbil; Mouse



长爪沙鼠又称蒙古沙鼠( merions unguieulataus;
mongolian gerbil) ，分类学上属于啮齿目、仓鼠科、沙
鼠亚科、沙鼠属，产于我国内蒙、河北、山西、甘肃等
地，是一种正在开发、有着广阔前景的多功能的实
验动物。国内外大量研究资料表明，长爪沙鼠由于
其在多个方面独特的生物学特性，已被广泛应用于

医学、生物学、行为学等多个生物学领域［1 － 4］，而且

由于该动物的乳鼠对流行性出血热的易感性，一直

用作流行性出血热疫苗的研究及生产［3，4］。
脑心 肌 炎 病 毒 ( encephalomyocarditis virus，

EMCV) 在分类上属小 ＲNA 病毒科、心病毒属，核酸
型为单股 ＲNA。病毒粒子直径 30nm。由 4 种结构
蛋白 VP1、VP2、VP3 和 VP4 组成［5］。其易感宿主广
泛，可感染多种哺乳类动物、鸟类、昆虫和人类。可
导致动物和人类发生脑炎、心肌炎或心肌周围炎。
哺乳动物中猪最易感，感染率最高可达 90%，啮齿
类是 EMCV的天然宿主，病毒可在体内长期存在而
不发病［6 － 8］。Matsuzaki H 等［9］经试验证实沙鼠是
EMCV易感啮齿类动物之一，EMCV 可在长爪沙鼠
的脑、心、胰腺等器官复制。欧洲、美洲、亚洲等多
个国家和地区有该病发生和流行的报道。国内多
个省市有 EMCV 流行，猪是本病主要传染源，不同
地区猪抗体阳性率在 39. 4% ～ 90%之间［10］。鉴于
EMCV 是一个重要的人兽共患病致病因子，因此有
必要对长爪沙鼠、小鼠等实验动物开展 EMCV
检测。
本文旨在建立简单、快速、特异、敏感的 EMCV

ＲT-PCＲ检测方法，开展对长爪沙鼠、小鼠等实验动
物 EMCV核酸的检测。

1 材料和方法

1. 1 病毒及样品
脑心肌炎病毒 ( EMCV ) 、小鼠 脑 脊 髓 炎

( TMEV) 病毒、淋巴细胞脉络丛脑膜炎( LCM) 病毒，
中国食品药品检定研究院实验动物质量检测室保

存; 65 只开放饲养的长爪沙鼠，3 ～ 15 月龄，雌性 30
只，雄性 35 只，来源于首都医科大学实验动物科学
部【SCXK( 京) 2005—0006】; 12 只小鼠，来自国内某
单位送检的成年清洁级 KM 小鼠; 6 只用于 EMCV
感染的 SPF小鼠，6 周龄，雌性，体重 20 ～ 22g 来源
于中国食品药品检定研究院 动物生产供应室

【SCXK( 京) 2009—0017】，以上动物均按实验动物
使用的 3Ｒ原则给予人道关怀。
1. 2 主要试剂及器材

ＲNA快速提取试剂盒购自 xygen 公司 美国; 逆
转录试剂盒购自 Fermentas; dNTP、Taq DNA聚合酶
和 100 bp DNA marker 均购自 TaKaＲa 公司，日本;
PCＲ仪、核酸琼脂糖凝胶电泳仪、紫外图像分析系
统等。
1. 3 引物设计及合成
分析已报道的 EMCV 基因组序列，将不同株

VP1 基因进行比对，根据 GenBank 中登陆的 EMCV
毒株基因序列( 序列号: JQ864080 ) 选择保守区域作
为靶基因，用 Primer Premier 5. 0 软件设计两组引物
见表 1，引物由上海生物工程技术服务有限公司
合成。
1. 4 病毒 ＲNA提取
对正常 Vero 细胞、EMCV 感染 Vero 细胞毒、小

鼠脑脊髓炎( TMEV) 病毒、淋巴细胞脉络丛脑膜炎
( LCM) 病毒按照 ＲNA快速提取试剂盒( xygen) 操作
方法进行 ＲNA 提取。提取后立即进行 cDNA 的合
成，剩余的 ＲNA冻存于 － 70℃冰箱备用。
1. 5 反转录
通过对随机引物及 AMV 逆转录酶浓度进行优

化，确定反转录体系为: 5 × ＲNA PCＲ Buffer 5 μL、
dNTPs Mixture 4 μL、ＲNase Free dH2 O 5. 5、随机引
物 1 μL、ＲNase Inhibitor 1 μL、AMV 反转录酶 0. 5
μL、病毒 ＲNA 8 μL，反应条件为: 37℃，90 min、42℃
孵育 15 min、95℃，5 min，获得 cDNA，保存备用。

表 1 用于扩增 VP1 基因的引物序列及位置
Tab． 1 Used for amplification VP1 gene primer sequence and position

编号 Code 序列 Sequence 位置 /bp Location 长度 /nt Length
引物 1 Primer 1 P-1F 5'-AGTGAATGCCTTTTCTAATA-3' 1208 518

P-1Ｒ 5'-TGTTTGTCTGAGTTCTGGTT-3' 1725
引物 2 Primer 2 P-2F 5'-TACCTACCAGAGAATCAAAC-3' 2463 849

P-2Ｒ 5'-GAACAACCTAACCTCCAGAC-3' 3311

1. 6 ＲT-PCＲ检测方法的建立
以获得的 cDNA 为模板进行 PCＲ 扩增。对 2

组引物 PCＲ 反应体系的 dNTPs 浓度、10 × Buffer 浓
度、Taq HS 酶浓度、引物、模板量、及反应体系的退
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火温度及循环次数等进行优化，通过对正常 Vero 细
胞、EMCV感染 Vero 细胞毒的进行 PCＲ 扩增，来确
定 ＲT-PCＲ反应的最佳模式。
1. 7 ＲT-PCＲ产物的检测
取 5 μL扩增产物于 1. 5%琼脂糖凝胶( 含 0. 5

μg /mL EB) 进行电泳鉴定。电泳缓冲液为 1 × TAE
( 0. 04 mol /L Tris 乙 酸，0. 001 mol /L EDTA，
pH8. 0) ，110 V 电泳 30 min，在紫外成像仪下观察
PCＲ产物条带在凝胶中的位置，以 100 bp DNA
ladder Marker为参照物，判定结果。ＲT-PCＲ阳性扩
增片段进行测序，通过与 Genbank 中 EMCV 序列进
行比对以确定 PCＲ检测的准确性。
1. 8 特异性的试验
用引物 1 分别以脑心肌炎病毒( EMCV) 、小鼠

脑脊髓炎( TMEV) 病毒、小鼠淋巴细胞脉络丛脑膜
炎( LCM) 病毒及正常 Vero 细胞的反转录产物为模
板，用所建立的 PCＲ 方法进行扩增，扩增产物用琼
脂糖凝胶电泳做初步鉴定。
1. 9 敏感性的试验
1. 9. 1 EMCV浓度梯度检测
取感染滴度为 10 －7. 5 /mL EMCV病毒液，用 PBS

做系列倍比稀释，分设 10 －1 ～ 10 －10 10 个稀释度。
取每个稀释度病毒液各 0. 5 mL制备模板，用引物 1
进行 ＲT-PCＲ扩增，扩增产物经 1. 5%琼脂糖凝胶电
泳鉴定，确定所能检测病毒最小滴度。
1. 9. 2 EMCV ＲNA浓度梯度检测:
将起始浓度为 0. 41 μg /mL的 ＲNA样本做倍比

稀释，分设 10 －1到 10 －10 10 个浓度梯度进行 ＲT-
PCＲ扩增，扩增产物经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳鉴定，
判断所能扩增的最小 ＲNA模板浓度。
1. 10 稳定性和重复性实验
取 EMCV cDNA 及同一批 PCＲ 检测试剂于

－ 30℃冰箱放置 6 个月、12 个月时，进行 PCＲ检测。
两次试验各做 3 个重复。扩增产物经 1. 5%琼脂糖
凝胶电泳鉴定。
1. 11 初步应用
1. 11. 1 对 6 只( 编号分别为 E1 ～ E6) 经腹腔人工
感染的小鼠脑、脾、心、肾、肺、肝、盲肠内容物及 E5、
E6 号的胸腺组织及正常 Vero细胞与 EMCV同时提
取 ＲNA，反转录，用引物 1 进行 PCＲ 扩增。扩增产
物用琼脂糖凝胶电泳做初步鉴定

1. 11. 2 将 62 只沙鼠( 编号: 1 ～ 62 ) 脑组织、12 只
小鼠( 编号: 63 ～ 74) 脑、心、脾和胰腺及正常 Vero细

胞与 EMCV同时提取 ＲNA，反转录，用引物 1 进行
PCＲ扩增。扩增产物用琼脂糖凝胶电泳做初步
鉴定。
1. 11. 3 检测结果验证
扩增到的阳性样品进行测序。测序结果经

BLAST分析，与 GenBank 中 MHV 核酸序列进行比
对，验证检测结果的准确性。

2 结果

2. 1 ＲT-PCＲ检测方法的建立
通过对 2 组引物 PCＲ 反应条件及反应体系的

优化，确定了 PCＲ最佳反应体系为: 10 × ExTaqBuffer
( Mg2 + Free ) 2 μL，dNTPs Mixture ( 10 mmol /L ) 2
μL，Taq HS 酶( 5 U /μL) 0. 5 μL，上下游引物( 10
pmol /μL) 各 1 μL，cDNA 2 μL，补水至 20 μL; PCＲ
最佳反应条件为: 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s，
54℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35 个循环; 72℃
再延伸 7 min。
2. 2 ＲT-PCＲ产物的检测
从图 1 可以看出，引物 1 ( P-1 ) 能扩增到约 518

bp可见目的条带，而引物 2 ( P-2) 对 EMCV 和 Vero
细胞均未见目的条带( 图略) 。

注: M: 100 bp DNA marker; 1: Vero细胞对照; 2: EMCV。

图 1 引物 1 PCＲ反应条件优化结果
Note: M: 100 bp DNA marker; 1: Primer 1 Vero cell control; 2: EMCV．

Fig． 1 The results of primer 1 PCＲ reaction

2. 3 检测结果的准确性
选择引物 1 的 PCＲ扩增阳性片段进行测序，测

序结果经 BLAST分析，与 GenBank中 EMCV核酸序
列同源性为 96%，说明用引物 1 建立的 PCＲ检测方
法检测准确性较好。
2. 4 特异性验证
利用引物 1 进行特异性试验，在以 EMCV 为模

64 中国比较医学杂志 2013 年 7 月第 23 卷第 7 期 Chin J Comp Med，July 2013，Vol． 23． No． 7



板进行扩增有明显目的条带出现，小鼠脑脊髓炎

( TMEV) 病毒、小鼠淋巴细胞脉络丛脑膜炎( LCM)
病毒及正常 Vero细胞均无目的条带出现( 见图 2) 。

注: M: 100bp DNA marker; 1: TMEV; 2: LCMV; 3: EMCV; 4:

Vero细胞对照。

图 2 引物 1 特异性验证电泳结果
Note: M: 100bpDNA marker; 1: TMEV; 2: LCMV; 3: EMCV; 4:

Vero cell control．

Fig． 2 Specific validation results of primer
1 conditions optimization

2. 5 敏感性试验
2. 5. 1 用引物 1 进行细胞毒浓度梯度检测: 在病毒
液稀释至 10 －7·ml －1时，仍可见目的条带出现( 见图
3) 。

注: M: 100bpDNA marker; 1 ～ 10: 10 －1稀释 ～ 10 －10稀释。

图 3 引物 1ＲT-PCＲ检测敏感性
测定-EMCV细胞毒浓度梯度

Note: M: 100 bp DNA marker; 1 ～ 10: 10 －1 dilution ～ 10 －10 dilution．

Fig． 3 The sceptibility testing results of ＲT-PCＲ using
primers 1-Cytotoxic concentration gradient of EMCV

2. 5. 2 EMCV ＲNA浓度梯度检测: 引物 1 在 EMCV
ＲNA模板稀释至 10 －5时仍可见目的条带出现( 见图

4) ，即所能检测到的最小 ＲNA 模板浓度至少能达
到 4. 1 pg /μL。
2. 6 稳定性和重复性实验
电泳结果显示 EMCV cDNA － 30℃冰箱放置 6

个月、12 个月时，用引物 2 进行检测，仍能扩增出约
518 bp可见目的条带( 见图 5) 。

注: M: 100 bp DNA marker; 1 ～ 10: 10 －1稀释 ～ 10 －10稀释。

图 4 引物 1ＲT － PCＲ检测敏感性
测定-EMCV ＲNA模板浓度梯度

Note: M: 100 bp DNA marker 1 ～ 10: 10 －1 dilution ～ 10 －10 dilution．

Fig． 4 The sceptibility testing results of ＲT-PCＲ using
primers 1-ＲNA template concentration gradient of EMCV

注: M: 100bpDNA marker; 1 ～ 3: － 30℃冰箱放置
6 个月的 cDNA; 4 ～ 6: － 30℃冰箱放置 12 个月的 cDNA。

图 5 引物 1 PCＲ法重复性和稳定性试验结果
Note: M: 100bpDNA marker; 1 ～ 3: The cDNA save － 30℃ refrigerator

6 months; 4 ～ 6: The cDNA save － 30℃ refrigerator 12 months．

Fig． 5 The repeatability and stability testing
results of PCＲ using primers 1

2. 7 初步应用
2. 7. 1 利用引物 1 检测 6 只人工感染 EMCV 的小
鼠脑、脾、心、肾、肺、肝、盲肠内容物及 E5、E6 胸腺
组织: 电泳结果显示 E1、E2、E4、E5、E6 号小鼠脑及
E6 号盲肠内容物扩增到大小约 518bp目的条带( 见
图 6、图 7) 。
2. 7. 2 利用引物 1 检测 62 只沙鼠脑组织: 62 只沙
鼠脑组织检测结果均为阴性，1 ～ 20 号沙鼠脑组织
检测电泳结果见图 8 ( 21 ～ 62 号沙鼠脑组织检测结
果电泳图略) 。
2. 7. 3 利用引物 1 检测 12 只小鼠脑、心、脾和胰腺
组织: 只有 66 号小鼠心脏组织扩增到大小约 518bp
目的条带( 见图 9) ，其他组织检测结果均为阴性( 63
～ 74 号小鼠脑、脾、胰腺组织，63 ～ 65、67 ～ 74 号小
鼠心脏组织电泳图略) 。
2. 7. 4 检测结果的验证
将 EMCV 感染的 E1、E2、E4、E5、E6 号小鼠脑
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注: M: 100bp DNA marker; 1: EMCV; 2: Vero Vero细胞对照; 3 ～ 8: E1 ～ E6 号脑; 9 ～ 14: E1 ～ E6 号脾; 15 ～ 20: E1 ～ E6 号心脏; 21 ～ 23: E1 ～

E3 号肾。

图 6 引物 1 PCＲ法检测 E1 ～ E6 号小鼠脑、脾、心脏组织及 E1 ～ E3 号肾脏组织样品
Note: M: 100bpDNA marker; 1: EMCV; 2: Vero cell; 3 ～ 8: E1 ～ E6 mice brain; 9 ～ 14: E1 ～ E6 mice spleen; 15 ～ 20: E1 ～ E6 mice kidney; 21

～ 23: E1 ～ E3 mice kidney．

Fig． 6 The electrophoresis results of primers 1 PCＲ detect E1 ～ E6 mice brain、spleen、
heart tissue or E1 ～ E3 mice kidney tissues

注: M: 100bp DNA marker; 1 ～ 3: E1 ～ E3 号小鼠肾; 4 ～ 9: E1 ～ E6 小鼠肺; 10 ～ 15: E1 ～ E6 号小鼠肝; 16 ～ 21: E1 ～ E6 号小鼠盲肠; 22 ～ 23:

E5 ～ E6 号小鼠胸腺。

图 7 引物 1 PCＲ法检测 E1 ～ E3 号小鼠肾脏、E1 ～ E6 号小鼠肺、肝、盲肠及 E5 ～ E6 号小鼠胸腺组织样品
Note: M: 100bpDNA marker; 1 ～ 3: E1 ～ E3 mice kidney; 4 ～ 9: E1 ～ E6 mice lung; 10 ～ 15: E1 ～ E6 mice liver; 16 ～ 21: E1 ～ E6 mice cecum;

22 ～ 23 mice thymus．

Fig． 7 The electrophoresis results of primers 1 PCＲ detect E1 ～ E3 mice kidney、E1 ～ E6
mice lung、liver、cecum or E5 ～ E6 mice thymus tissues

注: M: 100bpDNA marker; 1: EMCV; 2: Vero细胞对照; 3 ～ 22: 1 ～ 20 号沙鼠脑组织。

图 8 引物 1 ＲT-PCＲ法检测 1 ～ 20 号沙鼠
Note: M: 100bpDNA marker; 1: EMCV; 2: Vero cell control; 3 ～ 22: 1 ～ 20 gerbil brain tissue．

Fig． 8 The electrophoresis results of primers 1 PCＲ detect 1 ～ 20 gerbil brain tissue

注: M: 100 bp DNA marker; 1: EMCV; 2: Vero Vero细胞对照; 3 ～ 7:

63 ～ 67 号小鼠心脏组织样品。

图 9 引物 1 PCＲ法检测 63 ～ 67 号小鼠心脏组织样品
Note: M: 100 bp DNA marker; 1: EMCV; 2: Vero cell 3 ～ 7: 63 ～ 67

mice heart tissue．

Fig． 9 The electrophoresis results of primers
1 PCＲ detect 63 ～ 67 mice heart tissu

及 E6 号盲肠内容扩增产物测序，与 GenBank 中
EMCV标准株核苷酸序列进行比对，其同源性均为
96%。将检测结果为 EMCV 阳性的 66 号小鼠心脏
组织扩增产物测序，与 GenBank 中 EMCV 标准株核
苷酸序列进行比对，其同源性为 85%。

3 讨论

EMCV作为人畜共患传染病在猪及其他有经济
价值的大动物中，在国内外检测的较多，建立的检

测方法也较多，包括血清学及分子生物学方法［11］。
但针对实验动物的检测，目前在我国还是空白。实
验动物国家标准中也没有关于 EMCV 检测的规定，
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本实验针对抗原性最强的 VP1 蛋白，选择保守片
段，设计引物( 引物 1 ) 。建立的 EMCV ＲT-PCＲ 检
测方法，其目的主要是用于长爪沙鼠、小鼠等实验
动物的检测。
本试验检测 62 只沙鼠脑组织，结果均为阴性，

可能由与取样( 脑组织易自溶) 、组织冻融等操作使
ＲNA降解，导致检测阴性率上升有关。此次对 62
只长爪沙鼠 EMCV的检测只是一个初步筛查结果，
如果要确切了解我国长爪沙鼠对 EMCV 的感染情
况，可能需要扩大检测样本量，并有必要用其他分

子生物学检测方法或结合血清学检测方法来进行

验证。
本实验通过特异性、敏感性、重复性、稳定性及

初步应用实验结果，说明利用引物 1 建立的 ＲT-PCＲ
方法特异、敏感、可靠，稳定性、重复性好等特点。
检测人工经腹腔途径感染的 6 只小鼠，有 5 只在脑
组织、1 只在盲肠内容物中检测到 EMCV。6 只小鼠
接种 EMCV 72h 后，E1 号小鼠出现死亡，剖检脑部
有淤血; E2 ～ E6 号小鼠出现被毛逆立，走路后肢迟
缓，精神沉郁，剖检可见脑部淤血，其他组织无明显

病变。本试验对 12 只送检小鼠脑、心、脾和胰腺组
织进行检测时，67 号小鼠心脏组织检测出 EMCV基
因。以上结果均说明 EMCV 确实能感染小鼠［7］。
且经过本试验证实 EMCV 主要感染小鼠脑和心脏
组织，盲肠内容物中也可检出 EMCV。同时也说明
本试验建立的 ＲT-PCＲ 方法能用于沙鼠、小鼠等实
验动物感染 EMCV的检测。并为实验室开展 EMCV
核酸的检测及试剂盒的研制奠定了基础。
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