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［摘　要］目的：建立一种简单快速、灵敏、特异检测柯萨奇病毒Ｂ组２型（ＣＶＢ２）的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ逆转录聚合
酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法。方法：根据ＣＶＢ２病毒衣壳蛋白１（ＶＰ１）的基因保守序列设计带有 Ｔ７启动子的特异
性引物，构建 ＣＶＢ２Ｔ载体的重组质粒，以体外转录获得的 ＲＮＡ为标准品，绘制标准曲线；建立检测 ＣＶＢ２的
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ方法，对该方法特异性、灵敏性及重复性进行评价。结果：该方法在１０２～１０９拷贝／μＬ范
围内具有良好的线性关系，最低检测限度为１０２拷贝／μＬ，标准曲线中Ｒ２为０９９６，扩增效率为１０２２％；且该方
法对肠道病毒７１型（ＥＶＡ７１）、柯萨奇病毒Ａ组１６型（ＣＶＡ１６）、柯萨奇病毒Ａ组１０型（ＣＶＡ１０）和柯萨奇病毒Ａ
组６型（ＣＶＡ６）均无交叉反应；组间和组内重复性实验中变异系数（ＣＶ）均小于１％。结论：本研究建立的检测
ＣＶＢ２的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ方法具有良好的灵敏性、特异性和重复性，可用于ＣＶＢ２病毒的快速检测和定量
分析。
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ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ｆｏｒｒａｐｉｄａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
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ｐｌａｓｍｉｄｏｆＣＶＢ２Ｔｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｈｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ（ＲＮＡ）ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｉｎｖｉｔｒｏ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｔｏｄｒａｗａｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ，ａｎｄＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＣＶＢ２．Ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１０２～
１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬｔｅｍｐｌａｔｅ．Ｔｈｅｌｏｗｅｓｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｗａｓａｂｏｕｔ１０２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，ｔｈｅＲ２ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｉｎｔｈｅ
ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｗａｓ０．９９６，ａｎｄｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓ１０２．２％．Ｎｏｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄ
ｗｉｔｈｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＡ７１（ＥＶＡ７１），ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６（ＣＶＡ１６），ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１０（ＣＶＡ１０）ａｎｄ
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ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ６（ＣＶＡ６）ｉｎｔｈｅｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ
１％ ｉｎｔｈｅｒｅｐｅａｔｅｄｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴ
ＰＣＲｍｅｔｈｏｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＣＶＢ２ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｏｓｓｅｓｓｅｓｇｏｏｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄ
ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＶＢ２．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｈａｎｄ，ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ（ＨＦＭＤ）；ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ
（ＲＴＰＣＲ）；ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ；ｄｙｅｄｉｌｕｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

　　手足口病（ｈａｎｄ，ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）
是一类由人肠道病毒（ｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ，ＨＥＶ）感
染引起的流行性传染病，多发生于 ５岁以下婴幼
儿，可引起严重的中枢神经系统损伤和心肺衰竭等

症状［１－２］，２００８年５月 ＨＦＭＤ被纳入我国法定报
告的丙类传染病［３］。近年来，ＨＦＭＤ引起的病例呈
高发态势，严重危害婴幼儿健康和生命安全，给家

庭带来沉重的疾病和经济负担［４］。目前，我国对

ＨＦＭＤ的监测主要集中在肠道病毒７１型（ｅｎｔｅｒｏ
ｖｉｒｕｓＡ７１，ＥＶＡ７１）、柯萨奇病毒 Ａ组 １６型（ｃｏｘ
ｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６，ＣＶＡ１６）、柯萨奇病毒 Ａ组 １０型
（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１０，ＣＶＡ１０）和柯萨奇病毒 Ａ组６
型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ６，ＣＶＡ６），对其他肠道病毒的
分型鉴定尚不多，但近年来其他肠道病毒比例有所

升高［５］；此外，引起ＨＦＭＤ的病原谱构成呈多样化
和复杂化［６］。柯萨奇病毒Ｂ组２型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ
Ｂ２，ＣＶＢ２）属于小 ＲＮＡ病毒科肠道病毒属 Ｂ
组［７］。流行病学调查显示，ＣＶＢ２是引起儿童
ＨＦＭＤ的病原体之一［８］，ＣＶＢ２还会引起心肌炎和
无菌性脑膜炎［９－１０］，严重者可导致多器官感

染［１１］，尤其是病毒性心肌炎常见的原因［１２－１３］。目

前，对于病毒性心肌炎的临床诊断，主要依据临床

症状、生化检查和心电图［１４－１５］，但由于病毒性心肌

炎发病初期症状不典型，出现临床症状时往往已经

累及心肌，引起心肌不可逆转的损伤，严重危害健

康［１６］。由于目前有关 ＣＶＢ２检测方法的报道甚
少，为了加强对 ＣＶＢ２引起的 ＨＦＭＤ的监测及预
防，因此本研究拟建立检测ＣＶＢ２的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）方法，为 ＣＶＢ２的快速
诊断和流行病学调查提供快捷、有效的分子检测

手段。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　病毒　ＣＶＢ２（ＲＷ４１２／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１２）、

ＣＶＡ６及ＣＶＡ１０病毒由中国医学科学院医学生物
学研究所遗传室马绍辉课题组惠赠。

１１２　主要试剂和仪器　ＪＭ１０９感受态细胞、
ｐＭＤＴＭ１９ＴＶｅｃｔｏｒＣｌｏｎｉｎｇ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＯｎｅＳｔｅｐ
ＲＴＰＣＲＫｉｔＶｅｒ２、ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡＧｅｌＲｅｃｏｖｅｒｙＫｉｔ、
ｉｎｖｉｔｒｏＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＴ７Ｋｉｔ、ＯｎｅＳｔｅｐＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＰＬＵＳＲＴＰＣＲＫｉｔ及 ＤＮＡＡＴａｉｌｉｎｇ
Ｋｉｔ均购自大连宝生物工程有限公司，ＴＩＡＮｐｕｒｅ
ＭｉｄｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ购自天根生物有限公司，Ｃ１０００型
ＰＣＲ仪、Ｃ１０００ＴｏｕｃｈＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ实时荧光
定量 ＰＣＲ仪及凝胶成像自动分析仪均购自美国
ＢＩＯＲＡＤ公司。
１２　方法
１２１　引物设计与合成　利用 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＣＶＢ２
毒株（ＲＷ４１２／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１２）的病毒衣壳蛋白１
（ｖｉｒｕｓｐｒｏｔｅｉｎ１，ＶＰ１）基因序列，通过 ＭＥＧＡ７０软
件对本毒株和 ＧｅｎＢａｎｋ中其他 ＣＶＢ２基因序列比
对，之后利用 Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计引物（表１），由
上海生工生物工程（股份）公司合成。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

　基因名称 　　　　　序列
产物大

小／ｂｐ

ＶＰ１Ｆ
５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＴ
ＣＣＡＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＣＡＴＴＧＡＧ３′

８７５

ＶＰ１Ｒ ５′ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＣＧＴＴＧＴＣＧＴ３′
ｑＲＴＰＣＲＦ５′ＡＧＡＡＣＴＴＣＣＴＴＧＣＡＣＧＣＴＣＡＧＣ３′ １１２
ｑＲＴＰＣＲＲ５′ＧＣＡＧＣＣＴＧＴＣＴＡＡＣＡＣＴＣＡＣＣＴＴＣ３′

１２２　制备标准品　用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取病毒 ＲＮＡ，
采用 ＲＴＰＣＲ扩增的方法，用 ＰＣＲ引物 ＶＰ１Ｆ和
ＶＰ１Ｒ特异性扩增８７５ｂｐ的 ＣＶＢ２ＤＮＡ片段；用
ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡＧｅｌＲｅｃｏｖｅｒｙＫｉｔ纯化 ＰＣＲ产物，利
用ＤＮＡＡＴａｉｌｉｎｇ试剂盒和ｐＭＤＴＭ１９ＴＶｅｃｔｏｒＣｌｏ
ｎｉｎｇ试剂盒对纯化后的ＰＣＲ产物进行末端加Ａ与
载体连接，形成ＴＡ连接产物；将连接产物转化至
ＪＭ１０９感受态细胞，用蓝白斑试验筛选重组质粒，
挑取白色菌落转接至含有氨苄的 ＬＢ培养液中，
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３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ。酶切产物用１％琼脂糖凝胶电
泳，切下含有目的片段的３５７２ｂｐ琼脂糖凝胶，用
ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡＧｅｌＲｅｃｏｖｅｒｙＫｉｔ纯化后进行体外转
录，体外转录用ＩｎｖｉｔｒｏＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＴ７Ｋｉｔ体外转
录获得模板 ＲＮＡ。于室温下采用２０μＬ体系：１０
×缓冲液２μＬ，腺嘌呤核糖核苷三磷酸（ａｄｅｎｉｎｅ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）、鸟嘌呤核糖核苷
三磷酸（ｇｕａｎｉｎｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＴＰ）、
胞嘧啶核糖核苷三磷酸（ｃｙｔｏｓｉｎｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＣＴＰ）及尿嘧啶核糖核苷三磷酸（ｕｒａｃｉｌ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＵＴＰ）各 ２μＬ，Ｔ７ＲＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０５μＬ，核酸酶抑制剂２μＬ，线性化质
粒５０ｎｇ，去离子水补足至２０μＬ，３７℃、３ｈ，转录
产物加ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅＩ（１Ｕ／Ｌ）０２Ｌ，３７℃、３０
ｍｉｎ，用苯酚／氯仿抽提、异丙醇沉淀转录 ＲＮＡ，采
用紫外分光光度计测定 ＲＮＡ浓度，计算标准品的
拷贝数［１７］。

１２３　ＲＴＰＣＲ反应体系优化及检测方法评价　
（１）优化反应体系，在相同模板量与反应体系中，
采用矩阵法优化引物浓度，即以无引物二聚体产

生、背景噪音小、荧光信号强等为判断标准，确定引

物的最佳浓度；（２）建立标准曲线，以１０倍梯度稀
释ＣＶＢ２病毒ＶＰ１重组质粒的体外转录标准品，取
浓度１０２～１０９拷贝／μＬ标准品稀释液８个梯度，进
行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ反应，同时设立阴性对
照，制作标准曲线；（３）特异性检测，利用优化的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ检测体系对 ＣＶＢ２、ＣＶＡ６、
ＣＶＡ１０、ＣＶＡ１６及 ＥＶ７１的病毒核酸进行检测，评
价方法的特异性；（４）灵敏性检测，将ＣＶＢ２的标准
品按１０倍梯度稀释（１００～１０９拷贝／μＬ），使用建
立的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ方法进行检测，评价
其对病毒核酸检测的灵敏性；（５）重复性检测，分
别制备不同浓度梯度的标准品（１０３、１０６及１０９拷
贝／μＬ），同时进行 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ，每个标
准品做３个重复，观察组内重复性；对上述不同浓
度的标准品分别做独立的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ
检测，同样做３个重复，观察组间重复性。
１３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９０软件计算出组间和组内的 Ｃｔ
平均值（ｘ），标准差（ｓ）以及变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）。

２　结果

２１　ＣＶＢ２特异性片段ＶＰ１的扩增
ＣＶＢ２扩增产物经 １２％琼脂糖凝胶电泳检

测，７００～１０００ｂｐ见一条特异性条带，大小与预期
一致，见图 １Ａ；重组质粒 ｐＭＤ１９ＴＣＶＢ２经 Ｘｂａｌ
酶切后，３５７２ｂｐ出现一条清晰的条带，与预期相
符，见图１Ｂ；用测定的重组质粒序列与 ＧｅｎｅＢａｎｋ
数据库中的 ＣＶＢ２株（ＲＷ４１２／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１２）的
基因序列进行序列比对，同源性为９９７７％。

注：Ａ为ＣＶＢ２的ＶＰ１片段，Ｂ为酶切后的重组质粒；Ｍ表示ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１～３表示３个重组质粒。

图１　ＲＴＰＣＲ产物电泳及重组质粒的酶切产物电泳结果
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓａｆｔｅｒｅｎｚｙｍｅ

２２　反应体系优化
经矩阵法优化后最佳引物终浓度为３００μｍｏｌ／

Ｌ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ反应体系及各试剂使用
量为：２×ＯｎｅＳｔｅｐＴＢＧｒｅｅｎＲＴＰＣＲＢｕｆｆｅｒ１０μＬ、

ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＨＳＭｉｘ１２μＬ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＰＬＵＳ
ＲＴａｓｅＭｉｘ０４μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ５２μＬ、ｑＲＴ
ＰＣＲＦ／Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０６μＬ、模板２μＬ。反应
条件为４２℃、５ｍｉｎ，９５℃、１０ｓ，９５℃、５ｓ，６０℃、
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３０ｓ，共４０次循环。
２３　检测方法的评价
２３１　标准曲线的建立　将线性化的重组质粒用
于体外转录，转录所得ＲＮＡ经核酸检测仪测定，测
得浓度为１９０ｍｇ／Ｌ；以１ｎｇ为初始量开始计算拷
贝数为２×１０９拷贝／μＬ，将体外转录产物按１０倍
梯度依次稀释为 １０８、１０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、
１０１及１００拷贝／μＬ的标准品用作标准曲线的建
立。利用优化的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ方法对１０

个稀释度进行扩增，得到扩增曲线、熔解曲线和标

准曲线（图２Ａ、Ｂ、Ｃ），扩增曲线稀释度依次为２×
１０９、２×１０８、２×１０７、２×１０６、２×１０５、２×１０４、２×１０３

及２×１０２拷贝／μＬ，ＣＶＢ２不同梯度标准间线性关
系（Ｒ２）为 ０９９６，斜率为 －３２７１，扩增效率
１０２２％，标准曲线方程式 Ｙ^＝－３２７１ｘ＋４２３５１。
２３２　特异性评价　该方法检测 ＣＶＢ２为阳性，
ＣＶＡ６、ＣＶＡ１０、ＣＶＡ１６及 ＥＶ７１无荧光扩增曲线，
提示该方法特异性较强，见图２Ｄ。

注：Ａ为扩增曲线，Ｂ为熔解曲线，Ｃ为标准曲线，Ｄ为特异性检测。

图２　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ标准曲线的建立和特异性检测
Ｆｉｇ．２　ＥｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

２３３　灵敏性评价　该方法检测标准品在１０２～
１０９拷贝／μＬ时，可出现较好的扩增曲线，建立的
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ方法的最低检测限为１０２拷
贝／μＬ。
２３４　重复性评价　对不同浓度梯度的标准品
（１０３、１０６及１０９拷贝／μＬ）各进行３次组间和组内
重复性实验，结果显示组内及组间 ＣＶ均 ＜１％，见
表１。

表１　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ重复试验
Ｔａｂ．１　ＲｅｐｅａｔｅｄｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ
拷贝数／
（拷贝／μＬ）

Ｃｔ值／Ｈｕ
组内 组间

ＣＶ／％
组内 组间

１０９ １２８９０±００３５　１２９０２±００２５ ０２７２ ０１９４
１０６ ２２７０１±００４１２２７１０±００３９ ０１８１ ０１７２
１０３ ３３４９９±００６２３３５１２±００７３ ０１８５ ０２１８
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３　讨论

近年来ＣＶＢ２病毒感染引起手足口病的报道
逐渐增多，建立一种简单快速、特异性强及灵敏性

高的检测方法对于手足口病病原的检测和分型有

重要意义［１８］。ＨＦＭＤ相关病原体的检测方法有病
毒分离和血清学诊断，前者是诊断病毒性疾病的金

标准，但检测周期较长，敏感性较低；后者虽快速，

但操作繁琐，费时费力且易出现假阳性、假阴性的

问题［１９］。目前，ＨＦＭＤ病原体常用检测技术有
ＲＴＰＣＲ、实时荧光 ＰＣＲ探针法、环介导等温扩增
技术和基于毛细管电泳芯片的激光诱导荧光检测

系统［２０－２３］。但这些方法需用昂贵的荧光探针或需

要引物和复杂的设备，而 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染料法不
需要荧光探针，并且设备简单［２４］。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
染料法中的染料与双链 ＤＮＡ结合后使荧光增强
１０００倍左右，并能对 ＰＣＲ扩增产物进行连续的检
测，通过溶解曲线判断引物是否有特异性，通过熔

解温度有效区分特异性产物、非特异性产物及引物

二聚体［２５］。同时，该方法检测样品简便快捷，无需

凝胶电泳且可实时观察结果，大大节省了时间［２６］。

吕莉琨等［２７］应用该方法对柯萨奇病毒Ａ组的３个
基因型进行了分型鉴定。当然 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＲＴ
ＰＣＲ检测方法自身也有不足之处：如无法检测扩
增产物的大小，因各实验室所用的标准曲线的标准

品不一致，可能会使结果缺乏可比性等，随着对检

测方法的进一步优化，这些问题都将能得到

改进［２８］。

本研究以ＣＶＢ２的保守基因片段作为 ＲＮＡ标
准品制备的模板，以保证实验检测的准确性。在扩

增合成ＶＰ１标准品ＲＮＡ的ＤＮＡ模板时，在用以扩
增ＶＰ１的上游引物的５′端加了Ｔ７启动子，之后在
体外对重组质粒的ＶＰ１片段进行转录。该方法从
技术上避免了用载体合成 ＲＮＡ的缺点，同时利用
试剂盒体外转录的ＲＮＡ，可以避免交叉污染，减少
生物安全风险。本研究构建的含有 Ｔ７启动子的
ＣＶＢ２的重组质粒，经体外转录、精制获得的 ＲＮＡ
用做标准品，将标准品梯度稀释后经优化后的反应

体系获得的熔解曲线单一，曲线平稳且无非特异性

溶解峰，可对 ＣＶＢ２实现特异性扩增。同时，利用
标准品建立的标准曲线在１０２～１０９拷贝／μＬ范围
内具有良好的线性关系，最低检测限度 １０２拷贝／
μＬ，Ｒ２为 ０９９６，扩增效率 １０２２％；对 ＥＶＡ７、

ＣＶＡ１６、ＣＶＡ１０和 ＣＶＡ６均无交叉反应，组间和组
内的ＣＶ均小于１％。

综上所述，本实验建立的检测 ＣＶＢ２的 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩＲＴＰＣＲ方法具有良好的灵敏性、特异性和
重复性，可用于ＣＶＢ２毒的快速检测和定量分析。
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