
 生 物 工 程 学 报                                                    Chin J Biotech 2009, March 25; 25(3): 464-472           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn © 2009 Institute of Microbiology, CAS & CSM, All rights reserved 

   

                           

Received: October 27, 2008; Accepted: December 10, 2008 
Supported by: the Key Project of Chinese Ministry of Education (No. 206132), High Level Talented Man Program (No. TZJF-200606). 
Corresponding author: Yongming Li. Tel: +86-851-8298078; E-mail: liyongminggzu@sohu.com 
                    Leren Xu. Tel: +86-851-8298078; E-mail: xuleren@yahoo.com 
教育部科学技术研究重点项目(No. 206132), 高层次人才科研条件特助经费项目(No. TZJF-200606)资助。 

 

生物技术与方法                                                               

山羊痘病毒TaqMan-MGB荧光定量PCR检测方法的建
立与应用 
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摘  要: 利用 DNAStar 分析了 GenBank 中所有 8 株羊痘病毒全基因序列, 选取位于山羊痘病毒(AY077835)基因组

gp064 区域约 64 bp 的基因片段, 设计并合成了一对 PCR 引物和一条 TaqMan-MGB 探针, 建立了 FQ-PCR 和标准曲线,

并利用该方法对山羊痘临床皮肤痘疹材料和人工感染动物材料进行 GPV 核酸检测。结果表明, 构建的 FQ-PCR 具有良

好的敏感性、特异性、稳定性和临床应用性。该方法的建立为山羊痘临床快速高效地诊断和山羊痘病毒感染羊只的发

生、发展及转归研究提供了一种有效的手段。 
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Development and application of TaqMan-MGB real-time 
quantitative PCR assay for detection of goat pox virus 
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Abstract: The complete gene sequences of eight capripoxvirus strains in GenBank were aligned and analyzed with DNAStar 
software. We selected a size of 64 bp gene fragment that was located in gp064 region of goat pox virus (GPV) genome, and designed 
a pair of primers and a TaqMan-MGB probe against the gene fragment with Primer Express 2.0 software. Then, the fluorescence 
quantitative PCR (FQ-PCR) assay was developed and the standard curve of different dilution series was described. We extracted the 
DNA samples from clinical skin pox, scab and GPV infected materials of artificial challenge animals. The FQ-PCR assay has been 
performed for all kinds of DNA samples. The results showed that the FQ-PCR assay was sensitive, specific, stable and could be used 
for clinical diagnosis. This method provided an important tool for rapid diagnosis of goat pox clinically, and for study GPV 
pathogenesis in the course of disease occurrence, development and convalescence. 
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山羊痘病毒(Goat pox virus, GPV)、绵羊痘病毒

(Sheep pox virus, SPPV)和疙瘩皮肤病病毒(Lumpy 

skin disease virus, LSDV) 同 属 于 痘 病 毒 科

(Poxviridae)羊痘病毒属(Capripoxvirus)的成员[1], 其

全基因组同源性达 96％以上[2], 其病毒形态、理化

特性和血清学反应没有明显的区别, 3种病毒主要是

按照易感宿主划分。自 1879 年 Hansen 报道挪威暴

发山羊痘以来 [3], 世界各地时有报道该病的发生 , 

目前主要分布在非洲、亚洲各地[4]。国际动物卫生

组织(OIE)将该病列为 A类重大传染病[5], 1999年我

国农业部将山羊痘列为国家一类动物疫病; 临床上

亦有人感染的病例, 是一种人畜共患病[6]。2000 年

以来, 在贵州省晴隆、罗甸等养羊较为集中的地区

相继暴发流行一种全身皮肤出现痘疹的高度接触

性、发热性传染病[7], 后经本实验室确诊为山羊痘, 

此后, 该病在我省部分地区时有发生。为了降低该

病带来的巨大经济损失和公共卫生安全问题, 迫切

需要建立一种能及时快速确诊该病和深入研究该病

临床发生、发展和转归的试验方法。 

TaqMan-MGB实时定量 PCR技术, 相对于常规

的 PCR、普通 TaqMan 荧光 PCR技术而言, 具有更

高的敏感性、特异性和重复性。而且还具有快速、

高通量、污染少等特点, 国内尚未有将该技术用于

山羊痘临床标本检测的报道。因此, 本试验设计一

对特异性的荧光 PCR 引物和一条 TaqMan-MGB 

(Minor groove binder)探针, 通过制备标准样本首次

建立了一种对山羊痘病毒高敏感性、特异性的实时

定量 TaqMan-MGB-FQ-PCR 方法, 这为本病的早发

现、早治疗提供了一种可靠的诊断手段。 

1  材料与方法 

1.1  样本 
山羊痘贵州分离毒 LD、QL 株为本实验室分离

并保存; 山羊痘标准毒株(保藏编号: CVCC AV40)
购自中国兽医药品监察所; 山羊痘疫苗弱毒株购自
新疆天康生物制品厂; 病羊皮肤痘疹材料采集自贵
州省不同地区养羊场; 羊健康皮肤采集自贵阳屠宰
厂; 其他毒株样本均为本实验室保存。 

1.2  主要试剂与仪器 
DNA提取试剂盒、Premix Ex TaqTM(Perfect Real 

Time)荧光 PCR 专用试剂盒、pMD18-T 载体、PCR

相关试剂等购自大连宝生物有限公司; 胶回收试剂

盒、质粒小量提取试剂盒购自 Omega 公司; 限制性

内切酶 EcoR I、Pst I购自 MBI公司; Line-Gene荧光

PCR仪购自 Bioer公司。 

1.3  引物设计与合成 
登录 GenBank(www.ncbi.nlm.nih.gov), 获得羊

痘病毒的全基因序列 : AY077835、 AY077836, 

AY077832、AY077833、AY077834、AF325528、

AF409137 、 AF409138, 利 用 DNAStar 软 件 的

MegAlign 模块对上述序列进行同源性分析比较, 选

出全基因组中相对保守且高度特异的核苷酸片段 , 

将选取的保守序列与 GenBank数据库中所有生物核

苷酸序列进行 Blast比较分析, 验证所选基因片段的

高度特异性。然后采用 Primer Express 2.0软件设计

一对特异性引物和一条 TaqMan-MGB 探针, 探针 5′

端标记荧光报告基团 FAM, 3′端标记非荧光淬灭基

团和MGB, 上述引物和探针由上海基康生物技术有

限公司合成。 

1.4  病毒 DNA 模板的制备 
将各种样本材料经研磨匀浆后 , 按 Universal 

Genomic DNA Extraction Kit Ver. 3.0试剂盒说明提

取病毒 DNA。 

1.5  保守序列标准质粒的构建 
以提取的山羊痘贵州分离毒LD株DNA为模板, 

使用设计的特异性引物扩增保守基因片段。50 μL

扩增体系 : 10×PCR Buffer(含 MgCl2)5 μL、dNTP  

(10 mmol/L) 1 μL、Taq DNA聚合酶(2.5 U/μL)1 μL、

上下游引物(10 μmol/L)各 2.5 μL、DNA模板 1 μL、

灭菌双蒸水 37 μL。反应条件为 : 94oC预变性 5 min; 

94oC变性 1 min, 55oC退火 1 min, 72oC延伸 1 min, 

34 个循环; 最后 72oC 延伸 10 min。目的片段长度

64 bp, 胶回收目的片段 , 回收产物与 pMD18-T 载

体连接转化感受态细胞 DH5α, 用含有 X-Gal、

IPTG、Amp 的 LB 琼脂平板筛选阳性克隆。挑取

白色菌落培养增菌 , 用 PCR 和双酶切鉴定筛选阳

性克隆 , 阳性克隆送大连宝生物有限公司测序 , 

测序结果与 GenBank 序列比对无误后 , 用分光光

度计测定提取质粒的浓度与纯度 , −80oC 保存    

备用。  

1.6  FQ-PCR 反应体系的建立、优化及重复性检测 
建立 25 μL 反应体系, 采用正交试验法对上下
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游引物、探针浓度进行优化。引物浓度和探针浓度

按 50 nmol/L的梯度从 50 nmol/L增加到 400 nmol/L, 

以获得最低的 CT 值和较高的荧光强度增加值(ΔRn)

为判断标准。对不同稀释度的相同模板进行 4 个重

复和对 4 个不同模板分别进行 4 个重复, 使用最佳

反应条件, 分别来检验本试验建立的 FQ-PCR 方法

的组内重复和组间重复稳定性。 

1.7  定量标准曲线的建立及敏感性检测 
1.7.1  以质粒拷贝数为单位的绝对定量标准曲线的

建立 

应用紫外分光光度计测定阳性重组质粒的

OD260值, 根据重组质粒的分子量与质量浓度, 计算

其拷贝数浓度。计算公式为: 拷贝浓度(copies/μL)= 

(OD260×50×稀释倍数×l0−8/(324.5×碱基数)×(6.02

×1023)。将标准质粒 10倍梯度稀释取其中 4个梯度, 

利用优化的 FQ-PCR 反应体系检测每个反应管的循

环域值, 每个稀释度分别做 2 个重复, 并设立阴性

对照, 建立质粒拷贝浓度与 CT值对应的绝对定量标

准曲线; 在对不同稀释度标准品的检测中, 确定该

FQ-PCR 能检出的最低质粒 DNA 拷贝数, 并由此得

出该方法的检测极限。 

1.7.2  以病毒 TCID50为单位的绝对定量标准曲线的

建立 

测定山羊痘病毒细胞培养物的 TCID50, 提取病

毒 DNA, 10 倍系列稀释, 取其中 5 个稀释度进行

FQ-PCR, 每个稀释度做 2个重复, 并设立阴性对照, 

以 TCID50的对数为 X 轴, CT值为 Y 轴建立以病毒

TCID50 为单位的定量标准曲线; 在对不同稀释度病

毒 DNA 的检测中, 确定该 FQ-PCR 能检出的最低

TCID50值, 并由此得出该方法的检测极限。 

1.8  FQ-PCR 的特异性检测 
按 DNA 提取试剂盒说明书分别提取本实验室

保存的山羊痘贵州 LD 株分离毒、禽痘病毒

(Avipoxvirus) 、 羊 接 触 传 染 性 脓 疱 皮 炎 病 毒

(Orfvirus)、猪痘病毒(Suipoxvirus)的 DNA, 并以此

为 FQ-PCR 模板, 检测该方法的特异性, 并设立去

离子水阴性对照。 

1.9  FQ-PCR 的应用 
1.9.1  临床样本的检测 

采用上述 FQ-PCR 的最佳反应条件, 对采集自

贵州省不同地区 5 份发病羊皮肤痘疹材料进行山羊

痘病毒核酸检测, 并以去离子水作阴性对照, 以检

验该方法的临床适用性。 

1.9.2  动物感染试验及 FQ-PCR检测 

购买 4 只健康的 3 月龄左右的贵州黑山羊, 任

选 3 只以山羊痘贵州 LD 株分离毒进行动物感染试

验, 另一只作正常对照。感染后每天观察羊只临床

表现, 并采集全血(取其中的血沉棕黄层)、口腔拭

子、鼻拭子、眼结膜拭子, 置于−80oC冰箱备用; 最

后采集病死或人为处死羊只的各种脏器(心脏、肝

脏、脾脏、肺脏、肾脏、淋巴结、皮肤和肌肉等)组

织, 置于−80oC冰箱备用。提取上述采集的各种试验

材料中的病毒 DNA, 使用 FQ-PCR 最佳反应条件检

测各种材料中的是否含有山羊痘病毒及含量, 并用

健康羊的相同材料作阴性对照。 

1.9.3  三带喙库蚊中 GPV的检测 

为检测三带喙库蚊是否可能为山羊痘在夏秋

季节的吸血昆虫传播媒介 , 分别采集感染山羊痘
羊圈中的三带喙库蚊和健康羊场中的三带喙库蚊 , 
经研磨和反复冻融后按试剂盒说明书提取 DNA, 
以 FQ-PCR 的最佳条件进行山羊痘病毒部分核酸
扩增。 

2  结果 

2.1  引物设计与合成 
选取了 GenBank中公布的所有 8株羊痘病毒的

全基因序列进行序列比较, 并对可能的保守、特异
基因片段与 GenBank中公布的所有生物基因序列进
行序列特异性比较, 最终选择位于山羊痘病毒基因
组(AY077835)gp064区域长度约 64 bp(57996~58029)
基因片段为目标基因。序列比较显示, 该基因片段
高度保守, 除 2 株牛疙瘩皮肤病病毒(AF325528、
AF409137)在基因片段 20 位碱基处有一个碱基差异
外, 其他同源性达 100%(图 1)。通过 Primer Express 
2.0 软件设计一对特异性引物和一个 TaqMan-MGB
探针, 引物和探针序列见表 1。 

2.2  标准质粒的构建 
白色菌落经增菌后, 使用质粒小量提取试剂盒

提取质粒, 进行 PCR和 EcoR I、Pst I双酶切鉴定, 结

果见图 2、3。并对质粒进行测序 , 测序序列与

GenBank 公布的羊痘病毒株(AY077835)的基因序列

完全相同。 
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图 1  8 株羊痘病毒毒株的基因序列比较 
Fig. 1  The alignment of gene sequences of eight capripoxvirus strains. 
 

表 1  引物和探针的名称、序列及位置 
Table l  The name, sequence, location of primers and probe 

Primer and probe Sequence (5′−3′) Location 
(AY077835) 

Forward primer ggcgatgtccattccctg 57966−57983 

Reverse primer agcatttcatttccgtgagga 57986−58005 

TaqMan-MGB probe caatgggtaaaagatttcta 58029−58009 

 

图 2  重组质粒 PCR 鉴定 
Fig. 2  PCR identification of the recombinant plasmid. 1−4: 
PCR products of 4 different recombinant plasmids; M: D2000 
marker. 

 
图 3  重组质粒酶切鉴定 
Fig. 3  Restricted endonuclease digestion of recombinant 
plasmid. 1−4: recombinant plasmids digestion by EcoR I and 
Pst I; M: D2000 marker. 

2.3  FQ-PCR 反应体系优化和重复性检测 
采用正交法对体系中的引物浓度和探针浓度进

行 64 种组合的比较优化, 结果显示, 以引物浓度为

200 nmol/L、探针浓度为 200 nmol/L, 反应条件为

95oC 2 min, 95oC 2 s, 60oC 60 s(检测荧光强度), 45个

循环时检测结果最好。 

在最佳反应条件下 , 检验本试验建立的

FQ-PCR 方法的组内重复和组间重复稳定性, 结果

如表 2、3所示, 组内重复试验和组间重复试验变异

系数均低于 5%, 说明试验稳定, 重复性好[9]。 

2.4  标准曲线的构建 
2.4.1  以质粒拷贝数为单位的绝对标准曲线的建立 

测定重组质粒的 OD260=0.029, 根据重组质粒的

分 子 量 与 质 量 浓 度 , 计 算 其 拷 贝 数 浓 度   

9.75×1010 copies/μL, 并将标准质粒按 10 倍梯度稀

释 , 取 其 中 4 个 梯 度 (1×103 copies/μL 、        

1×104 copies/μL、1×105 copies/μL、1×106 copies/μL)

以质粒拷贝数的对数为 X 轴, CT值为 Y 轴, 建立了

质粒拷贝浓度与 CT 值相对应的绝对定量标准曲线, 

如图 4 所示, 在所测定的浓度范围内, 标准品的浓

度与对应的 CT值呈现明显的线性相关关系, 其回归

曲线的斜率为−6.38, 截距为 57.18, 相关系数为

−0.997。所建立方法的检测极限为 1×102 copies (约

0.29 fg)/每次反应 , 同时在对阴性样品的扩增中没

有出现非特异的荧光反应。 

2.4.2  相对标准曲线的建立 

经对病毒样本进行 TCID50测定得知 1 mL病毒

样本含有 3.8×109 TCID50, 用 1 mL病毒样本提取病

毒DNA, 经紫外分光光度计测其OD260=0.109; 把病

毒 D N A 样 本 浓 度 首 先 稀 释 为 相 当 于         

1×108 TCID50/μL, 然后对病毒 DNA 模板浓度进行

10 倍稀释, 取其中 5 个稀释度 1×103 TCID50/μL、

1×104 TCID50/μL、1×105 TCID50/μL、1×106 TCID50/μL、 
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表 2  同一样本不同浓度的组内重复性试验数据 
Table 2  The experimental data of replicates of the same sample with different concentration 

Intra-assay result (CT value) 
                                                                                         

Statistic results 
                                                                   

Different concentration 
of the same sample 1 2 3 4 Avg. SD CV 

1 18.15 18.50 18.32 18.63 18.40 0.2096 1.139% 

2 22.42 22.13 22.35 22.51 22.35 0.1621 0.725% 

3 25.12 25.37 25.55 25.27 25.33 0.1804 0.712% 

4 28.08 28.17 28.11 28.32 28.17 0.1069 0.380% 

表 3  四个不同样本的组间重复性试验数据 
Table 3  The experimental data of four replicates of different samples 

Inter-assay result (CT value) 
                                                                                               

Statistic results 
                                                                        Different samples 

1 2 3 4 Avg SD CV 

1 19.45 19.72 19.78 19.43 19.60 0.181 0.923% 

2 18.33 18.57 18.24 18.11 18.31 0.194 1.059% 

3 19.07 18.93 19.13 19.05 19.05 0.084 0.440% 

4 20.93 20.87 20.79 20.85 20.86 0.058 0.277% 

 
图 4  重组质粒的扩增曲线及标准曲线 
Fig. 4  Fluorescence amplification curves (A) and corresponding standard curve (B) of the recombinant plasmid. (A) The curves 1 to 
4 represent 1×103, 1×104, 1×105, 1×106 copies/μL of recombinant plasmid respectively. (B) The standard curve and the 4snots 
represent the corresponding standard dilution. 
 

1×107 TCID50/μL, 以最优条件进行 FQ-PCR, 测定
每一稀释度的CT值, 与对应模板量的TCID50的对数

值作线性回归图, 结果如图 5 所示, 在所测定的浓
度范围内, 病毒 DNA 的浓度与对应的 CT值呈现明

显的线性相关关系, 其回归曲线的斜率为−3.71, 截
距为 42.86, 相关系数为−0.999。所建立方法的检测
极限为 0.1 个 TCID50(约 1.09 fg)/每次反应, 同时在

对阴性样品的扩增中没有出现非特异的荧光反应。 

2.5  FQ-PCR 的特异性 
分别以山羊痘贵州 LD 株分离毒、羊传染性脓

疱皮炎病毒、禽痘疫苗毒、猪痘病毒作为待检样品, 

以去离子水为阴性对照, 进行 FQ-PCR特异性检测。

结果如图 6所示, 除山羊痘贵州 LD株分离毒样品呈

阳性结果外, 其他毒株均为阴性, 这说明本试验建 
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图 5  山羊痘病毒 DNA 的扩增曲线及标准曲线 
Fig. 5  Fluorescence amplification curves (A) and corresponding standard quantization curve (B) of dilution gradients of GPV DNA. 
(A) The curves 1 to 5 represent 1×103, 1×104, 1×105, 1×106, 1×107 copies/μL of GPV DNA respectively. (B) The standard curve and 
the 5 snots represent the corresponding standard dilution. 

 

图 6  FQ-PCR 特异性试验 
Fig. 6  The specific experiment of FQ-PCR assay. The curve 1 represent the goat pox virus, the others respectively represent 
Avipoxvirus, Orfvirus and Suipoxvirus which are negative. 
 

立的实时定量 PCR方法具有良好的特异性。 

2.6  FQ-PCR 的应用 
2.6.1  临床样本中 GPV的检测 

提取分别来自不同地区的 5 份皮肤痘疹材料中
的山羊痘病毒 DNA模板, 使用上述 FQ-PCR最佳反
应条件, 测定每个样本的 CT 值, 结果如图 7 所示, 
该方法能准确检测到临床样本中羊痘病毒的存在 , 
阴性对照无荧光存在, 整个检测过程在 3~4 h 内完
成, 大大缩短了检测时间, 为山羊痘的临床诊断提
供了一种快速可靠的诊断方法。 

2.6.2  人工感染动物试验及动物组织中GPV的定量

检测 

三只黑山羊于感染后均出现体温升高、流涕、

眼分泌物增多等临床症状, 于感染 13 d后在尾根、
嘴角等少毛处出现痘斑, 有 2只分别于接种后 14 d、
27 d自然死亡, 另一只于 45 d人为处死; 采集 3只
羊的各种组织材料 ,  提取其中 GPV DNA、进行
FQ-PCR 扩增, 结果显示, 各种组织脏器中的 GPV
含量不同, 其中以皮肤、肺脏、胃脏、淋巴结中的
含量较高, 其他组织中的含量较低。3只不同时间死 
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图 7  山羊痘病毒 DNA 的扩增曲线 
Fig. 7  Fluorescence amplification curves of GPV DNA samples by the FQ-PCR assay. The curves 1 to 5 respectively represent five 
different goat pox skin samples, the curve 6 represent the negative control. 
 

亡的羊只, 组织中相对病毒含量为 27 d>14 d>45 d。 
提取采集自 3 只羊不同感染时间的血沉棕黄

层、鼻拭子、口腔拭子、眼结膜拭子中的 GPV DNA, 
使用上述建立的 FQ-PCR方法进行 GPV检测, 结果
显示, 在感染后 7~15 d期间的鼻拭子样本和 9~14 d
期间的血沉棕黄样本中检测到 GPV核酸的存在。口
腔拭子、眼结膜拭子检测结果不稳定。 
2.6.3  三带喙库蚊体内 GPV的定量检测 

按 FQ-PCR 的反应体系及条件对分别采集自病
羊圈和健康羊场的三带喙库蚊体内山羊痘病毒进行

核酸检测, 结果发现来自病羊圈的三带喙库蚊检测
为阳性, 而来自健康羊场的三带喙库蚊检测为阴性, 
这说明病羊圈中吸血昆虫蚊子体内含有山羊痘病毒, 
本试验结果初步证实了三带喙库蚊可能为该病的一

种传播媒介。 

3  讨论 

山羊痘病毒为双链 DNA 病毒, 长度约 150 kb

左右, 其中碱基 A、T均匀分布于整个基因组, 含量

约为 75%, 是 A+T 含量最高的痘病毒[8], 如此高的

A+T 含量为荧光 PCR 引物和探针的设计增加了难

度。本研究采用新一代 TaqMan-MGB 探针, 其淬灭

基 团 采 用 了 非 荧 光 淬 灭 基 团 (Non-fluorescent 

Quencher), 本身不产生荧光, 这比普通 TaqMan 探

针降低了 PCR 反应荧光本底信号的强度, 进一步增

强方法的特异性 ; 同时探针末端还连接着 MGB 

(Minor groove binder)修饰基团, 可以将探针 Tm温度

提高 10oC 左右, 在获得相同 Tm值的条件下, MGB 

探针所需的碱基序列比普通 TaqMan 探针更短, 在

目标序列中可选择的范围更广 , 这尤其有利于在

A+T 含量高的目标序列中设计出灵敏度、特异性更

好的探针 , 这也是本方法最大的优点 [9], 因此 , 

TaqMan-MGB 探针相比其他探针更适合于 GPV 的

检测。 

山羊痘最早主要通过临床症状、血清学试验和

电子显微镜观察等来最终确诊[10,11], 随着 PCR 技术

的发展, 国内外研究者建立了针对山羊痘病毒基因

组不同片段的 PCR 方法[12,13], 这为山羊痘的快速诊

断奠定了基础。本试验首次采用 TaqMan-MGB探针

建立了检测山羊痘病毒的实时定量 PCR 方法, 该方

法的 DNA最小检出量为 1 fg左右, 这比此前作者建

立的普通 PCR 方法[14]的最小 DNA 检出量提高了大

约 104 倍, 该方法的建立大大提高了该病的检出率, 

为山羊痘的及时发现尽早治疗提供条件。分别利用

标准质粒和病毒DNA建立了该方法的标准曲线, 实

现了样本中病毒 DNA 的绝对定量和间接反映不同

病毒样本中病毒毒力的差异。但在检验该方法的特

异性时 , 没能收集到痘病毒科全部各属的病毒株 , 

只与禽痘病毒属(禽痘病毒疫苗株)、猪痘病毒属(猪

痘病毒)、副痘病毒属(羊接触传染性脓疱皮炎病毒)

和羊痘病毒属(山羊痘病毒)的病毒进行了比较, 并

结合目的基因序列与 GenBank中其他痘病毒属相应

序列的 Blast 分析结果对该 PCR 方法的特异性作出

了综合判断, 还有待收集更多痘病毒株, 进一步完
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善该方法的特异性试验。 

采用 TaqMan-MGB-FQ-PCR方法成功检测到实

验室保存的已知山羊痘皮肤痘疹材料中的GPV核酸, 

验证了本方法的临床可靠性。本研究首次应用该方

法检测了山羊痘人工感染羊组织脏器、血液、眼拭

子、鼻腔拭子、口腔拭子中的病毒含量, 以此来分

析该病的发生、发展和转归情况。试验结果表明, 山

羊病毒在皮肤、肺脏、胃脏以及淋巴结组织中的含

量较高, 其他组织脏器中的含量较低, 说明山羊痘

病毒对组织脏器的嗜性不同, 尤其易于侵害皮肤、

呼吸系统、消化系统和淋巴系统, 这也验证了山羊

痘临床病例典型病变表现为皮肤痘疹、流涕和肺、

气管、胃粘膜表面痘斑等症状; 而不同时间死亡的

羊只组织中 GPV总体表现为 27 d>14 d>45 d, 这些

结果为该病的流行特点（潜伏期 7～15 d、病程约

30 d等）提供了依据; 应用该方法检测血沉棕黄层、

鼻腔拭子、眼结膜拭子、口腔拭子中的病毒含量时

发现, 在接种后第 7 天就可以从鼻腔拭子中检测到

病毒的存在, 一直持续到第 16天病毒检测结果为阴

性, 病羊流涕症状也已消失; 接种后 9 d首先在血液

中检测到病毒存在, 一直持续到 15 d检测结果为阴

性, 这说明病羊在感染病毒后 9 d 左右出现病毒血

症, 一直持续约 5 d, 这与殷震等[1]讲述的病毒血症

过程基本相符; 眼结膜拭子和口腔拭子直到病羊眼

分泌物明显增多和嘴角、舌表面出现痘斑时才时而

能检出, 这说明病羊通过眼、口腔排除的病毒较少。

本试验在对上述样本进行 GPV核酸检测时, 同时使

用普通 PCR 方法对其进行检测, 结果只有在皮肤痘

疹材料中检测到。综上所述 , 本研究首次应用

TaqMan-MGB-FQ-PCR方法研究了GPV对不同组织

的嗜性、不同时间死亡羊组织中的病毒含量, 为本

病的发生、发展及转归提供了科学依据; 在山羊感

染 GPV 后出现典型临床病变(肉眼可见的皮肤痘斑)

前(13 d), 该 TaqMan-MGB-FQ-PCR方法可提前 5 d、

3 d分别从鼻拭子、血沉棕黄层中检测到病毒的存在, 

这为该病的早期快速诊断、及时治疗提供了可靠的

手段, 而普通 PCR方法无法达到此目的。 

三带喙库蚊(Culex tritaeniorhynchus)在我国分
布于新疆以外的省市, 普遍在沼泽、池塘、洼地积
水等地滋生, 是本地区主要的蚊种。该种蚊人畜禽
血兼吸而偏嗜猪、牛、羊血, 多于晨昏活动, 是羊场

的优势蚊种, 除吸食血液外, 三带喙库蚊还是多种
疾病的生物媒介, 是环境生物安全上不可忽略的蚊
种。羊痘主要发生在夏秋季节, 正是三带喙库蚊高
度繁殖期, 而且 GPV 环境存活能力强, 因此吸血昆
虫的机械传播可能为该病的主要传播途径 [1]。为了

验证吸血昆虫带毒的可能性, 本试验采集了病羊羊
圈中的主要吸血昆虫三带喙库蚊用灭菌三蒸水漂洗

后, 提取 DNA, 应用本试验建立的 TaqMan-MGB- 
FQ-PCR 方法检测了病羊羊圈中三带喙库蚊的带毒
现象, 本试验首次从吸血昆虫蚊子体内检测到了山
羊痘病毒核酸的存在, 而采集自健康羊场中的蚊子
检测结果阴性, 这为吸血昆虫可能为山羊痘的传播
媒介[1]提供了科学依据。 
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