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复可托产品及原料中 6 种猪病毒基因膜芯片检测方法研究 
    

洪亮 1，王福云 2，潘映秋 1，卢敏 1(1.台州市药品检验研究院，浙江 台州 318000；2.浙江丰安生物制药有限公司，浙江 台州 318000) 
 

摘要：目的  利用基因膜芯片技术建立复可托产品及原料中 6 种猪病毒快速检测方法。方法  设计 6 种猪病毒特异性引

物及探针，对样本核酸进行多重 PCR 扩增，进一步利用基因膜芯片技术进行产物杂交并分析判定。结果  建立的检测方

法特异性强，稳定性好，灵敏度高，综合检测限为 1.0×105 copies·mL−1，满足日常检验要求。结论  建立了 6 种猪病毒

PCR-基因膜芯片技术的快速筛查方法，可保障复可托产品及原料的质量安全，该技术可进一步应用于养殖场和市场的猪

肉检测，为政府监管部门提供有力的技术支撑。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a rapid detection method of six porcine viruses in fucotto products and raw materials 
by using gene membrane chip technology. METHODS  Six specific primers and probes of porcine viruses were designed to 
amplify the sample nucleic acid by PCR, and the products were hybridized and analyzed by gene membrane chip technology. 
RESULTS  The established detection method had strong specificity, good stability and high sensitivity. The comprehensive 
detection limit was 1.0×105 copies·mL−1, which meet the requirements of daily inspection. CONCLUSION  The rapid 
screening method of PCR gene membrane chip technology for six porcine viruses has been established, which can ensure the 
quality and safety of fucotto products and raw materials. This technology can be further applied to the detection of pork in farms 
and markets, and provide strong technical support for government regulators. 
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复可托(脾氨肽口服冻干粉)是自新鲜猪脾提

取得到的多肽及核苷酸类物质加甘露醇作赋形剂

制成的冻干品。该药品为免疫调节剂，能触发和

增强机体细胞免疫功能，促进机体免疫平衡，主

要受众为免疫力低下的婴幼儿、老年人及肿瘤患

者等。复可托在新冠肺炎疫情中作为抗疫药品，

使用量大大增加。因其终产品不进行高温灭菌，

只 通 过 透 析 和 过 滤 方 式 (通 过 0.45 μm 粗 滤 和

0.22 μm 除菌过滤)去除病原微生物，所以有必要对

去除效果进行安全性综合评估。产品出厂微生物

检验执行中国药典 2020 年版四部无菌检查法，对

细菌和真菌进行控制[1]，为帮助企业提高产品质

量，加强风险管控能力，本研究选择合适的病毒，

对复可托产品建立常见病毒的精准检测平台，以

降低原料可能携带的人畜共患和常见猪病毒造成

产品污染的风险，确保产品安全、可靠。笔者所

在课题组调研了猪所携带的病原微生物的性质及

其对人类的致病性，根据动物疫病对猪和人类生

产和健康的危害程度，参照农业农村部发布的

《一、二、三类动物疫病病种名录》和《人畜共

患传染病名录》，选择 6 种病原微生物(猪蓝耳病

毒、经典猪瘟病毒、非洲猪瘟病毒、乙脑病毒、

口蹄疫病毒、猪伪狂犬病毒)进行控制。 
常见猪病毒性疾病的诊断方法包括传统病原

学检测、免疫学检测及分子生物学检测。传统病

原学检测包括病毒分离鉴定、电子显微镜检测等。

这些方法虽具有技术成熟的优势，但有其固有的

局限性，比如检测时间长，操作繁琐，依赖检验

人员的经验，往往需要培养活病毒才能检测等。

常见免疫学检测技术包括酶联免疫吸附法(ELISA) 
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和胶体金免疫技术，操作简单方便，经济实惠，

但假阳性率高，无法进行定量检测，其灵敏度、

特异性亟待加强以满足市场的高要求[2]。常见分子

生物学检测方法有荧光定量 PCR(qPCR)技术、多

重 PCR 技术、恒温扩增技术、基因芯片技术等。

常规的 PCR 类方法能够分别检测多种猪病毒性疾

病，但该类方法受技术本身限制，存在检测通量

低、检测成本高、耗时长、核酸污染风险等问题。

基因膜芯片检测技术是从多重 PCR 检测技术发展

并完善的一种高通量核酸检测技术，是一种基于

高分子材料膜的可视化基因芯片技术。该技术利

用反向斑点杂交原理，将人工合成的碱基序列作

为探针固定在硝酸纤维素膜或尼龙膜上，同时利

用多对带生物素标记的引物对待测靶标基因进行

扩增，如果待测物中含有与探针碱基互补的序列，

当杂交时特定序列会被探针捕获，通过酶-底物显

色，产生肉眼可辨的信号[3]。由于需要检测的病毒

种类繁多，利用多重 PCR 结合基因膜芯片技术可

有效提升检测效率，一次性检测数十种指标，从

而克服普通 PCR 技术耗时长、效率低等局限。鉴

于此，本研究在 PCR-基因膜芯片技术的基础上，

建立 6 种猪病毒的快速筛查方法，从而保障复可

托产品的质量安全，进一步将其应用于养殖场和

市场的猪肉检测，期望为政府监管部门提供有力

的技术支撑。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病毒核酸样本及标准菌株  口蹄疫病毒(批
号：2021011)、猪蓝耳病毒(批号：2021011)、猪

伪狂犬病毒(批号：2021011)、经典猪瘟病毒(批号：

2020002)、乙脑病毒(批号：2021011)5 个核酸质控

品购自邦德盛生物科技有限公司，为全长灭活病

毒；非洲猪瘟阳性质粒(批号：20200930)购自北京

亿森宝生物公司，经过测序确认序列正确无误；

大肠埃希氏菌 O157︰H7、单增李斯特氏菌、创伤

弧菌、蜡样芽孢杆菌、肠道侵袭性大肠埃希氏菌、

类志贺邻单胞菌、河流弧菌标准菌株均购自中国

工业微生物菌种保藏中心，经鉴定确认后保存，

菌种编号分别为 21530，21633，21615，21261，

10662，10380，21612；表皮葡萄球菌、白色念珠

菌均购买自美国模式培养物研究所 ATCC，经鉴定

确认后保存，菌株编号为 26069，98001；猪圆环

病毒、猪流感病毒由四川华汉三创生物科技有限

公司提供核酸，经测序确认后备用。 
1.1.2  试剂  病毒基因组 DNA/RNA 提取试剂盒

(离心柱型，批号：W9719)、无酶水(批号：W9927)
均购自天根生化科技 (北京 )有限公司；鲑鱼精

DNA 钠盐溶液(Amresco，批号：03650047)；基因

膜芯片试剂盒[四川华汉三创生物科技有限公司，

批号：20210725，内含尼龙膜、去活化液、去活

化清洗液、0.1%十二烷基硫酸钠、杂交清洗液、

酶标孵育液(使用前将碱性磷酸酶标记的链霉亲和

素按 1∶2 000 的比例加至酶标孵育液中并轻轻摇

晃混匀)、孵育清洗液 1、孵育清洗液 2、显色液(5-
溴-4-氯-3-吲哚磷酸和氯化硝基四氮唑兰)等]；PCR
引物及探针[生工生物工程(上海)股份有限公司]；
SuperRT One Step RT-PCR Kit(江苏康为世纪，批

号：23821)；RT-PCR 法试剂盒：猪蓝耳病毒核酸

检测试剂盒(批号：H20211220)、乙脑病毒核酸检

测试剂盒(批号：H20211210)、口蹄疫病毒核酸检

测试剂盒(批号：H20211210)均购自上海辉睿生物

科技有限公司；猪瘟病毒核酸检测试剂盒(批号：

21122508/2)、非洲猪瘟病毒核酸检测试剂盒(批号：

21101750/2)、猪伪狂犬病毒核酸检测试剂盒(批号：

21122507/2)均购自深圳生科原生物有限公司。 
1.1.3  仪器  ME204 分析天平(瑞士梅特勒公司)；
C1000 梯度 PCR 扩增仪、Universal Hood II 凝胶成

像系统(美国伯乐公司)；ViiA7 荧光定量 PCR 仪(美
国 ABI 公 司 )； ST8R 低 温 高速 冷冻 离 心机 、

NanoDrop One 超微量核酸蛋白测定仪(美国赛默飞

公司)；MFS-24 基因膜芯片检测工作站(四川华汉三

创生物科技有限公司)。 
1.2  方法  
1.2.1  PCR 引物及探针设计  在序列分析及引物

设计时，参考 GenBank、PubMed 等多个数据库中

的信息序列，查找资料，在各病毒保守基因和特

异性基因中进行研究筛选，分别选取猪蓝耳病毒

的 ORF7 基因、经典猪瘟病毒的 5’-UTR 基因、非

洲猪瘟病毒的 VP72 基因、乙脑病毒的 5’-UTR 基

因、口蹄疫病毒的 3D 基因、猪伪狂犬病毒的 gB 基

因作为各致病菌鉴定基因[4-9]，同时选择动物线粒体

16S rRNA 基因作为体系内参对照。引物和探针的设

计由 Primer Premier 5.0、oligo 7 软件及 NCBI 
BLAST 在线设计结合完成，信息见表 1。选取不

同的病毒核酸模板(所有模板的加入量保持一致)
与对应候选引物组中的每对引物分别进行 PCR 扩
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增检验引物扩增效率测试。PCR 产物经 1.5%~2%
的琼脂糖凝胶电泳，目的条带送生工生物工程公

司测序进行确认，与目标基因一致。在试验过程

中根据实际情况对加样体系和扩增程序进行调

整，PCR 体系加样及扩增程序参照表 2~3，单重体

系测试时用单对引物替代表 2 中的混合引物 Mix，

其余组分不变。结果经 1.5%~2%的琼脂糖凝胶电

泳检测，选择仅目的靶标有单一、清晰及规定浓

度条带，其余靶标模板无扩增的引物，见图 1。再

根据基因膜芯片杂交原理，进行 5’-biotin 修饰，

合成，探针 5’端以 NH2C6 修饰，探针信息见表 1。 
 
表 1  多重 PCR 引物、探针信息 
Tab. 1  Multiplex PCR primer and probe information 

名称 引物/探针序列(5’–3’)  
内参 上引 ACGACCTCGATGTTGGATCAG 

下引 bio-GGTCTGAACTCAGATCACGTAGG 
探针 NH2C6-AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAATAGT 

猪蓝耳 
病毒 

上引 bio-AATTCATCACTTCCAGATGCCG 
下引 TGCCACCCAACACGAGGC 
探针 NH2C6-GGATGTACTTGCGGCCTAGCAAGCA 

经典猪瘟 
病毒 

上引 GTAGTTCGACGTGAGCAGGAG 
下引 bio-CAGCAGAGATTTTTATACTAGCCTGTTAG 
探针 NH2C6-GGTACGACCTGATAGGGTGCTGCAGA

GGCCCAC 
非洲猪瘟 

病毒 
上引 bio-GAATACCAACCCAGCGGTCA 
下引 CAAGATCGGCCGTGGTGATA 
探针 NH2C6-TTCTCTTGCTCTGGATACGTTAATATGA 

乙脑病毒 上引 bio-AAGCACAATCGGAGGGAAGG 
下引 GCCTCTCTTGCCACAATCCT 
探针 NH2C6-CATTCTCRTCCCARGGTCCCTGGTTTTGT

GTCC 
口蹄疫 

病毒 
上引 bio-CCGTGGGACCATACAGGAGA 
下引 CGTTCACCCATCGCAGGTAA 
探针 NH2C6-GGCGAGTCCTGCCACRGAGATCAACTTC 

猪伪狂犬 
病毒 

上引 bio-GGCAAGTGCGTCTCCAAG 
下引 GGCGAAGGAGTCGTAGGG 
探针 NH2C6-GTCACCTTGTGGTTGTTGCGCACGTAC

TCG 
 

 
 

图 1  引物筛选凝胶电泳结果 
Fig. 1  Gel electrophoresis results of primers 

1.2.2  核酸提取   样本使用病毒基因组 DNA/ 
RNA 提取试剂盒(离心柱型)提取核酸，提取后的

RNA 用无酶水进行梯度稀释，DNA 用实验室配制

的 20 ng·μL−1 鲑鱼精 DNA 钠盐溶液进行梯度稀

释 。 核 酸 经 Nanodrop One 检 测 质 量 浓 度 ，

A260 nm/A280 nm 为 1.6~2.2，适宜后续使用。 

1.2.3  PCR 扩增  以“1.2.2”项下提取的病毒阳

性核酸为模板，按表 2 依次加入多重 PCR 反应液、

酶 Mix、多重 PCR 引物 Mix，模板核酸 2~5 μL(100~ 
200 ng)， 后用 ddH2O 补足 20 μL，按表 3 的 PCR
扩增程序进行试验。多重 PCR 引物 Mix 先按每对

引物 1∶1 比例原则添加，实际根据体系检测情

况，对各引物量或不同靶标的修饰与非修饰引物

之间的量等进行微调，以期反应效果达到 优。

经多次实验摸索，所有引物终浓度按照表 4 来配制

多重 PCR 引物 Mix。扩增产物如>24 h 不使用，则

放置于–20 ℃冰箱中冻存，以免降解。 
 

表 2  PCR 加样体系 
Tab. 2  PCR sample adding system 

试剂名称 加入体积/μL 工作浓度 

2×Multiplex RT-PCR Buffer 10 1× 

Multi RT Enzyme Mix 0.4 − 

混合引物 Mix/单对引物 0.4 单个引物 0.2~0.6 μmol·L−1

核酸模板 2~5 100~200 ng 

RNase Free Water 补足至 20 − 
 
表 3  PCR 扩增程序 
Tab. 3  PCR amplification procedure 

程序名称 温度/℃ 时间 循环数 

反转录/UNG 酶消化 45 30 min  1 

变性 95 2 min  1 

变性 94 30 s 38 

退火 55 30 s  

延伸 68 30 s  

后延伸 68 5 min  1 

保存 4 ∞ – 
 
表 4  调整后的引物终浓度 
Tab. 4  Adjusted final primer concentration     μmol·L−1 

名称 上游引物 下游引物 

内参 0.20 0.31 

猪蓝耳病毒 0.60 0.31 

经典猪瘟病毒 0.40 0.60 

非洲猪瘟病毒 0.24 0.16 

乙脑病毒 0.30 0.20 

口蹄疫病毒 0.45 0.30 

猪伪狂犬病毒 0.30 0.20 
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1.2.4  膜芯片制备  首先将尼龙膜裁成 1.1 cm× 
1.1 cm 的膜条，后将裁好的膜条放置于双蒸水中

浸泡 15 min，再 15×SSC 浸泡 15 min，取出放在

滤纸上 60 ℃烘干，待膜条降至室温后，按图 2 膜

芯片探针布局图上顺序依次点上内参探针 (10~ 
20 μmol·L−1)、各检测靶标探针(10~20 μmol·L−1)、
阳性探针(positive control probe，PC)(5 μmol·L−1)
以 及 阴 性 探 针 (negative control probe ， NC) 
(5 μmol·L−1)。 

 

 
 

图 2  基因膜芯片探针布局图 
PC−阳性探针；NC−阴性探针；PRRSV−猪蓝耳病毒；CSFV−经典猪

瘟病毒；ASFV−非洲猪瘟病毒；JEV−乙脑病毒；FMDV−口蹄疫病毒；

PRV−猪伪狂犬病毒。 
Fig. 2  Gene membrane chip probe layout diagram  
PC−positive control probe; NC−negative control probe; PRRSV−porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus; CSFV−classical swine fever 
virus; ASFV−African swine fever virus; JEV−Japanese encephalitis virus; 
FMDV−foot-and-mouth disease virus; PRV−porcine pseudorabies virus. 
 

1.2.5  杂交显色  将“1.2.3”项下扩增的 PCR 产

物经 95 ℃热变性 5 min，并在热变性程序结束后立

即取出置于冰盒上 3~5 min 后再进行杂交反应。杂

交流程见表 5，整个流程均为仪器自动完成。 
 
表 5  杂交流程 
Tab. 5  Hybridization flow chart 

步骤名称 使用试剂 反应温度/℃ 反应时间/min
去活化 去活化液 37  8 
去活化清洗 去活化清洗液 60  5 
杂交 杂交液 50 10 
杂交清洗 杂交清洗液 52  3 
杂交清洗 杂交清洗液 52  3 
酶标 酶标液(含 AP-SA) 42 10 
酶标清洗 1 酶标清洗液 1 42  3 
酶标清洗 2 酶标清洗液 2 42  3 
酶标清洗 2 酶标清洗液 2 42  3 
显色 显色液 37 10 
显色清洗 显色清洗液 37  1 

1.2.6  结果判读  杂交反应结束后，对照膜芯片

点阵图判读检测结果。结果有效前提：芯片上阳

性质控点(PC)显色，阴性质控点(NC)不显色。依

据靶标实际显色的情况判定实验结果，将显色位

点位置与图 2 相对应查看即可知道该样品检测出

的猪病毒种类。结果通过仪器自动判读，判读程

序设置有判读标准，当出现斑点，即可提取斑点

灰度值，根据斑点的灰度值来判读结果的有无。

而肉眼观察只是属于辅助手段，斑点深浅判断以

检测限浓度的阳性斑点的灰度值作为参考。 
1.2.7  多种猪病毒膜芯片检测方法的测试和评价  收

集复可托样品及其原料、市场上和养殖场猪肉、

猪脾、猪肝、阳性样本(质控品)等，提取相应样本

中的核酸，使用已建立的多种猪病毒膜芯片检测

方法分别进行特异性、检测限、稳定性测试和应

用性评价。 
方法特异性测试：使用稀释保存的阳性模板

猪蓝耳病毒、经典猪瘟病毒、非洲猪瘟病毒、乙

脑病毒、口蹄疫病毒、猪伪狂犬病毒及阴性靶标

模板大肠埃希氏菌 O157︰H7、单增李斯特氏菌、

表皮葡萄球菌、白色念珠菌、创伤弧菌、蜡样芽

孢杆菌、肠道侵袭性大肠埃希氏菌、类志贺邻单胞

菌、河流弧菌、猪圆环病毒、猪流感病毒等，测试

多重方法的特异性，平行测试 3 次。 
方法检测限测试：使用制备的病毒阳性样本

再进行梯度稀释后检测多重体系的检测限，按照

“1.2”项下方法进行试验，各梯度核酸加样量为

1 μL，平行测试 3 次。 
方法稳定性测试：选择检测限测试得到的多

重体系 低浓度的核酸进行方法的稳定性测试，

每个样本重复 3 次。 
方法应用性评价：收集复可托不同规格(每支

2 mg 和每支 4 mg)样品各 3 批及其原料猪脾 6 批，

市场上和养殖场猪肝 3 批，猪肉 3 批共计 18 个样

本，按照病毒 DNA/RNA 提取试剂盒(离心柱型)
说明书中的操作步骤进行核酸提取，按“1.2”项

下方法进行检测。 
2  结果与分析 
2.1  方法特异性测试 

6 种阳性混合靶标对应靶点均显色，单个阳性

靶标模板仅对应靶点显色，其余靶点未显色；各

阴性靶标模板无阳性靶点显色，均为阴性结果，

结果见图 3。同时用市面上单重病毒 RT-PCR 检测

试剂盒进行比对实验，结果一致，见图 4。证明多
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重方法特异性良好，所检测样本中无假阳性和无

假阴性结果出现。 
 

 
 

图 3  方法特异性测试结果 
PRRSV−猪蓝耳病毒；CSFV−经典猪瘟病毒；ASFV−非洲猪瘟病毒；

JEV−乙脑病毒；FMDV−口蹄疫病毒；PRV−猪伪狂犬病毒。 
Fig. 3  Method specificity test results 
PRRSV−porcine reproductive and respiratory syndrome virus; 
CSFV−classical swine fever virus; ASFV−African swine fever virus; 
JEV−Japanese encephalitis virus; FMDV−foot-and-mouth disease virus; 
PRV−porcine pseudorabies virus. 

 

 
 

图 4  荧光定量 PCR 检测结果 
PC–阳性对照；SP–样本；NC–阴性对照；PRRSV−猪蓝耳病毒；CSFV−
经典猪瘟病毒；ASFV−非洲猪瘟病毒；JEV−乙脑病毒；FMDV−口蹄

疫病毒；PRV−猪伪狂犬病毒。 
Fig. 4  RT-PCR detection results 
PC–positive control; SP–sample; NC–negative control; PRRSV−porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus; CSFV−classical swine fever 
virus; ASFV−African swine fever virus; JEV−Japanese encephalitis virus; 
FMDV−foot-and-mouth disease virus; PRV−porcine pseudorabies virus. 
 

2.2  方法检测限测试 
结果显示，使用购买的病毒阳性质控品进行检

测，综合检测限可达 1.0×105 copies·mL−1，见图 5。 
2.3  方法稳定性测试 

各靶标检测限浓度核酸重复性测试结果显

示，3 个重复样检测结果一致，证明方法具有良好 

的稳定性，见图 6。 
 

 
 

图 5  方法检测限测定结果 
PRRSV−猪蓝耳病毒；CSFV−经典猪瘟病毒；ASFV−非洲猪瘟病毒；

JEV−乙脑病毒；FMDV−口蹄疫病毒；PRV−猪伪狂犬病毒。 
Fig. 5  Method detection limit test result 
PRRSV−porcine reproductive and respiratory syndrome virus; 
CSFV−classical swine fever virus; ASFV−African swine fever virus; 
JEV−Japanese encephalitis virus; FMDV−foot-and-mouth disease virus; 
PRV−porcine pseudorabies virus. 
 

 
 

图 6  方法稳定性测试结果 
PRRSV−猪蓝耳病毒；CSFV−经典猪瘟病毒；ASFV−非洲猪瘟病毒；

JEV−乙脑病毒；FMDV−口蹄疫病毒；PRV−猪伪狂犬病毒。 
Fig. 6  Method stability test results 
PRRSV−porcine reproductive and respiratory syndrome virus; 
CSFV−classical swine fever virus; ASFV−African swine fever virus; 
JEV−Japanese encephalitis virus; FMDV−foot-and-mouth disease virus; 
PRV−porcine pseudorabies virus. 
 

2.4  方法应用性评价 
18 个实物样本中，6 种猪病毒膜芯片法检测

结果见图 7。 
鉴于上述样本均未检出相关靶标，为进一步

进行验证，则选取复可托样品、猪脾、猪肉各 1
批，分为样本核酸、样本核酸掺入检测限浓度的

单一病毒核酸、样本核酸掺入 6 种混合病毒核酸 3
个组别，然后按“1.2”项下步骤进行检测，同时

用单重病毒 RT-PCR 检测试剂盒进行比对实验，来
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证明猪病毒膜芯片法的可靠性。经实验比对分析， 

2 种方法结果一致，符合预期，见表 6。通过上述

实验可测出样本核酸 6 种猪病毒膜芯片法的检测

时间约为 2.2 h(PCR 扩增约 1 h，杂交显色约 1.2 h)，
与单重 RT-PCR 方法检测时间相近(根据反应条件

不同，单一病毒 PCR 反应时间约为 1.5~2 h 不等)；
若针对样品进行 6 种猪病毒检测，由于 PCR 反应

条件不同会造成实验时间的累加，此外多重检测

需配制不同的 PCR 反应体系，因此 RT-PCR 法检

测总时间约为膜芯片法的 2~6 倍。可见膜芯片法

具有多重检测及快速的优势。 
 

 
 

图 7  样本应用性评价测试结果 
Fig. 7  Sample applicability evaluation test results 
 
表 6  2 种方法比对实验结果 
Tab. 6  Experimental results of comparison of the two 
methods 

样本

名称 
病毒种类 

样本核酸 
样本核酸+ 

单一病毒核酸 
样本核酸+ 

6 种病毒核酸

膜芯 
片法 

RT-PCR
法 

膜芯 
片法 

RT-PCR
法 

膜芯 
片法 

RT-PCR
法 

复 
可 
托 

猪蓝耳病毒 – – + + + + 
经典猪瘟病毒 – – + + + + 
非洲猪瘟病毒 – – + + + + 
乙脑病毒 – – + + + + 
口蹄疫病毒 – – + + + + 
猪伪狂犬病毒 – – + + + + 

猪 
脾 

猪蓝耳病毒 – – + + + + 
经典猪瘟病毒 – – + + + + 
非洲猪瘟病毒 – – + + + + 
乙脑病毒 – – + + + + 
口蹄疫病毒 – – + + + + 
猪伪狂犬病毒 – – + + + + 

猪 
肉 

猪蓝耳病毒 – – + + + + 
经典猪瘟病毒 – – + + + + 
非洲猪瘟病毒 – – + + + + 
乙脑病毒 – – + + + + 
口蹄疫病毒 – – + + + + 
猪伪狂犬病毒 – – + + + + 

注：–表示未检出；+表示检出。 
Note: – indicated not detected; + indicated detected. 

3  讨论 
本研究将多重 PCR 与基因膜芯片技术结合，

利用 6 对特异性引物，可同时对 6 种特异基因片

段进行检测，并通过 PCR 产物与膜芯片上探针的

杂交进一步保证检测结果的特异性与准确率，检

测所有步骤均通过仪器自动完成，无须人工干预，

无须反复开管，同时多重检测节省了试剂耗材及

时间，较 RT-PCR 法的检测效率更高、费用更低。 
配制多重 PCR 引物 Mix 时，需将各靶标筛选

出来的每对特异性引物大致按照修饰引物与非修

饰引物 3∶2 的比例进行调配，主要是让修饰引物

过量，形成一个不对称的 PCR 扩增，让带修饰的

产物数量 大化，从而为后续的杂交显色提供便

利。再根据实际体系检测情况，对各引物量或不

同靶标的修饰与非修饰引物之间的量进行微调。PCR
扩增程序中延伸温度从常规的 72 ℃调整到 68 ℃，有

利于引物和模板更好地结合，6 种模板扩增更加均

匀，避免出现某一产物扩增过强的情况；循环数

从 35 个增加到适宜的 38 个，既满足体系检测需

求，又不会因循环数过多导致产生大量非特异扩

增产物而与探针产生非特异性杂交。 
由于这 6 种猪病毒均属于国家严控的动物疫

病类病毒，出于生物安全考虑，无法直接使用活

病毒样本进行实验。除非洲猪瘟病毒外的其他 5
种猪病毒均使用全长灭活病毒提取的核酸作为阳

性样本。而非洲猪瘟病毒属于高致病性微生物，

具有高度传染性，无法购买到全长灭活病毒进行阳

性实验，查询大量资料得知，市面上几乎全部的非

洲猪瘟病毒 PCR 检测试剂盒都是基于 VP72 这个特

异性基因片段进行引物设计和扩增的[10-11]，所以本

实验的非洲猪瘟病毒阳性样本为非洲猪瘟病毒的

VP72 质粒。 
为保证 PCR 结果的准确性，预防非特异性

PCR 扩增和污染。在扩增反应体系中加入 UNG 酶，

并在 dNTPs 基础上加入适量 dUTP。在 PCR 开始

前增加 45 ℃的保温步骤，UNG 酶即可将反应体系

中已有的含尿嘧啶的 DNA 污染物中的尿嘧啶碱基

降解，消除由于产物 DNA 污染产生的扩增，从而

在一定程度上保障扩增结果的特异性、准确性。高

温情况下 UNG 酶失活，不影响后续 PCR 扩增反应。 
验证结果显示，本研究依托基因膜芯片技术

所建立的复可托产品及原料中 6 种猪常见病毒检

测方法可在 4 h 内完成猪蓝耳病毒、经典猪瘟病
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毒、非洲猪瘟病毒、乙型脑炎病毒、猪口蹄疫病

毒、猪伪狂犬病毒共 6 种常见猪病毒的快速筛查，

方法的整体检测限为 1.0×105 copies·mL−1，可满足

常规市场检测需求。经过系统测试，该基因膜芯

片检测体系具有良好的特异性、可重复性、稳定

性，适用于复可托药品及原料、市场猪肉相关样

本 6 种猪病毒的同时筛检。基因膜芯片方法能够

同时进行多样品、多项目检测，具有快速、灵敏、

方便、准确、成本低、自动化、可视化、高通量

的特点，是目前传统方法所不具备的。因此，本

研究所建立的复可托产品及原料中 6 种猪常见病

毒检测方法不仅可以应用在复可托产品及其原料

的检测中，还可扩展到一些养殖场、猪生鲜流通

环节的相关检测部门，为食品、药品原料及相关

产品的流通保驾护航。 
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