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【摘  要】  目的 建立猴副流感病毒5型（SV5）实时荧光定量PCR方法，并初步应用于猴样本检测。方法 根据SV5病毒NP基因保守片段设计特异引物和TaqMan探针，使用分子生物方法制备质粒标准品，建立SV5实时荧光定量PCR方法；对该方法的线性、敏感性、特异性及稳定性进行测定；并使用该方法对24个猴样品进行检测。结果 成功建立SV5实时荧光定量PCR方法；该方法线性范围为（6.8×109～6.8×105）copies/μL，灵敏度为6.8 copies/μL，批内变异系数(CV)为0.63%~8.71%，批间CV为1.52%~12.38%，而且方法特异性好；在24个猴肺样品中未检测出阳性。结论 该方法的建立为实验动物和动物源性生物制品中SV5的定量检测奠定了基础。
【关键词】 猴副流感病毒5型；实时荧光定量PCR；定量检测
【中图分类号】R33【文献标识码】A【文章编号】1671-7856（2013）10-0000-00

Doi:10.3969/j.issn.1671-7856.2013.010.000

 

Establishment of a real time RT-PCR method for detection of simian parainfluenza virus 5 (SV5) and its preliminary application
FENG Yu-fang, LI Xiao-bo, XING Jin, FU Rui, WANG Ji, WEI Li,YUE Bing-fei, HE zheng-ming
(National Institutes for Food and Drug Control, Products, National Center for Microbiological and Genetic Monitoring of Laboratory Animals, Beijing 100050, China)

[Abstract]  Objective To establish a real-time RT-PCR method for detection of simian parainfluenza virus type 5 (SV5) in biological materials from monkeys and explore its application．Methods According to SV5 virus NP gene fragments, a pair of specific primers and TaqMan probe were designed and synthesized. SV5 RNA standards were prepared using molecular biological techniques. Then the linearity, sensitivity, specificity and stability of the method were determined. Last, this method was used for testing lung samples of 24 monkeys. Results A real-time PCR method for detection of SV5 was successfully established. The linear range was 6.8×109 copies/μL to 6.8×105 copies/μL, sensitivity was 6.8 copies/μL, coefficient of variation (CV) was 0.63% to 8.71%, inter-assay CV was 1.52% to 12.38%, and the method was highly specific. No positive reaction was detected in the lung samples of 24 monkeys. Conclusions The establishment of this method provides a useful basis for quantitative detection of SV5 in laboratory animals and animal-derived biological products. 
 [Key words] Simian parainfluenza virus 5; Real-time RT-PCR; detection
 

猴副流感病毒5型（simian parainfluenza virus 5，SV5）是1956年首次由Hull等人从猴肾细胞培养物中分离得到[1]，随后科研人员在人、犬等动物体内也相继分离到该病毒。在分类上，SV5属于副粘病毒科，副粘病毒属[2]，其与人副流感病毒1-4型、腮腺炎病毒、新城疫病毒、仙台病毒等同属[3]。据报道，SV5病毒在猴群中多呈隐性感染，但在组织器官尤其是猴肾细胞中广泛存在[4]，是猴源细胞培养物中的常见污染物，对使用猴源细胞进行研究及生产可产生严重的干扰，特别是对猴源生物制品的污染危害巨大。
虽然目前国内尚未见有猴感染SV5的报道，但在实验动物和生物制品的质量控制中建立一种灵敏度高的SV5检测手段是非常必要的。目前用于诊断该病的方法有病毒的分离鉴定、ELISA和PCR等，但病毒分离鉴定存在费时、操作繁琐、无法定量等缺点；血清学诊断方法存在与SV-41、腮腺炎病毒（mumps）、麻疹病毒（measles）的交叉反应。实时荧光定量PCR方法将PCR与荧光检测方法相结合，具有操作简便、结果直观、敏感性高、特异性强、重复性好等优点，已成为病原检测的重要方法，可满足当前对SV5的检测需要。SV5实时荧光定量PCR方法的建立将为实验动物和动物源性生物制品中SV5的定量检测奠定基础。

1材料和方法
1.1毒种及样品
SV5 WR-21005毒株是由中国医学科学院医学实验动物研究所赠送，经MK2和Vero细胞传代培养[5]。特异性分析所用病毒株日本脑炎病毒（JEV）、脑脊髓炎病毒（GDVII）、仙台病毒（SV）、诺如病毒（NV）、小鼠肺炎病毒（PVM）和小鼠细小病毒（MVM）均为本室保存毒株。所检测的猴肺组织样品均来源于北京生物制品研究所。

1.2主要试剂  
RNA提取试剂盒（Qiagen公司的RNeasy Mini Kit），Promega的逆转录酶和随机引物，TaKaRa的热启动酶试剂盒，Promega的T-Easy载体，Axygen的胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒，Tiangen的大肠杆菌感受态细胞，Fermentas的EcoRI酶，琼脂糖。

1.3 引物设计

从genbank获取猴副流感病毒NP基因序列，根据其保守片段设计特异引物和TaqMan探针，由ABI公司合成，引物及探针序列见表1。

表1   Real-Time PCR 引物与TaqMan探针序列
 Tab.1 The primers and TaqMan probe about SV5
	引物
Primers
	引物序列 (5′-3′)
Priner sequences
	序列位置
Sequence site
	扩增子大小（bp）
Amplicon size

	SV5-F
	GTAGAGATCGATGGCTTTGAGGA
	3591~3615
	97

	SV5-R
	CTCCACGGCTCATACCTGAAC
	3687~3665
	

	探针Probe
	(FAM）TTCCGCTTAATCCCC5
(NFQ)
	3634~3658
	/


1.4 标准品的制备
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1.4.1 质粒的构建：针对SV5的NP段，构建pCR2.1-SV40-LT重组质粒，培养含重组质粒的工程菌并提取质粒，后特异性PCR鉴定，见图1上，EcoRI酶切鉴定结果，见图1下，从图中可以看出1和4在目地片段位置有条带，说明成功制备了标准品质粒。 

上图是菌落PCR结果，下图是酶切鉴定结果。

图1 标准品质粒鉴定结果  
Fig. 1 The buiding of the plasmid
1.4.2 质粒的保存：用紫外分光光度法测定标准品质粒A260值，-20°C冻存，用前稀释。

1.5 荧光定量PCR方法反应体系及反应条件

   在用于检测毒种或者样本时，首先进行逆转录，然后再进行荧光定量PCR方法的检测。逆转录方法参见说明书。

1.5.1 反应体系：总体积20 µL，探针引物混合物1 µL，Mix 10 µL，水8 µL，模板1 µL 。
1.5.2 反应条件：⑴ 50°C 2 min，⑵ 95°C 10 min，⑶ 95℃ 15 sec，57°C 1 min，40 cycles。在每个循环的延伸结束时进行荧光信号检测，所用荧光定量仪为ABI 7500 fast。

 2结果

2.1 标准曲线制作

分光光度计测定质粒原液DNA浓度为24 μg/mL，计算拷贝数为6.8×1012 copy/μL。根据测得的浓度，将其10 倍系列稀释，做5个稀释度，作为模板进行FQ-PCR，建立标准曲线，如图2和图3所示，1~5为5个稀释度，分别为6.8×109 copy/μL～6.8×105 copy/μL。
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图2 标准品的扩增曲线                              图3 标准曲线

 Fig. 2 Amplification curves of the standard samples


Fig. 3 The standard curve
2.2 荧光定量PCR方法的敏感性、特异性及稳定性分析

图4为灵敏度结果，1～10为10个稀释度 从6.8×109 copy/μL～6.8 copy/μL，说明该方法可以检测到6.8 copy/μL。图5为特异性结果，我们用与SV5毒种亲缘关系较近的几个毒种做对照，同时进行荧光定量PCR方法的特异性分析1~7为标准品，剩下的包括阴性对照、JEV、GDVII、SV、NV、PVM和MV，结果显示该方法特异性良好。
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     图4 荧光定量方法灵敏度结果            图5 荧光定量PCR方法的特异性

 Fig. 4 Sensitivity of the quantitative 



Fig. 5 Specificity of the quantitative

fluorescence assay







fluorescence PCR assay


2.3 SV5 RT-PCR方法的初步应用

    使用本文建立的SV5 实时定量PCR方法，我们检测了24个猴肺组织，未发现阳性，如图6所示，1~5为标准品，6为SV5毒种，剩下的为肺组织样本。
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 Ps： 1-5为标准品，6为SV5毒种，剩下的为肺组织样本

 图6  SV5荧光定量PCR方法的应用



Note: 1-5: Standard samples; 6: SV5seed library; The rest were lung tissue samples.

Fig. 6 Application of the SV5 quantitative fluorescence PCR assay 
3讨论

随着我国经济社会的高速发展，人民群众对生命健康的关注日益重视。各种生物制品，包括动物源性的生物制品逐渐进入人民的生活，如动物多肽、动物酶、动物核酸、动物糖类及动物脂类等。猴为高等级灵长类动物，与人类非常接近，其细胞和组织液常用于各种生物制品的研究和生产，如Vero细胞，保证这些材料不被病毒性病原体污染显得非常重要。

SV5病毒在猴群中常呈隐性感染，多无临床症状。另外在豚鼠、犬、母牛、山羊和绵羊血清中也含有高滴度的SV5病毒抗体，表明存在SV5病毒或相关病毒感染。SV5病毒可在猴、人、狒狒、牛、犬、仓鼠和豚鼠等多种动物的原代肾细胞以及BHK-21，Vero等细胞上增殖，其中以原代猴肾细胞最为易感，并可产生嗜酸性胞浆内包涵体[6]。

于浩等[5]建立了猴副流感病毒SV5 PCR检测方法，并初步应用，本实验室吴凡等建立针对猴副流感病毒(SV5)的分子生物学和血清学检测方法，并对相关生物材料和制品进行检测[7]。用所建立的RT-PCR方法对来源于北京生物制品研究所的实验猴(购于四川成都)组织和国内六个生物制品研究所生产的普通级地鼠以及北京实验动物研究中心生产的SPF级地鼠组织、猴源性生物制品(脊髓灰质炎减毒活疫苗)以及五种常用的猴肾传代细胞进行检测，结果在上述样品中均未检测到SV5核酸序列。但是，用所建立的IFA和IEA两种方法分别检测来源于两个来源(北京协尔鑫生物资源研究所和海南金港生物技术有限公司)五个批次的614份猴血清样品，结果在其中一个批次的335份样本中检出89份阳性血清，说明我国猴群存在SV5病毒感染。而且SV5可感染地鼠、豚鼠等，这些动物都是常用的实验动物，并且猴和地鼠广泛用于很多生物制品的生产及检定，以前建立的普通PCR方法的灵敏度可能无法适应现在的要求，所以急需建立一种高灵敏度的检测方法，用于控制该病毒对相关动物源性生物制品的污染，及终产品中SV5外源因子的检测，通过对实验结果的分析，证实本研究所建立的SV5 实时定量PCR方法具有高灵敏度、高特异性、检测时间短等优点，可广泛应用于以后的检测。
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