
基金项目：金华市农业类重点项目(2018-2-004; 2019-2-012)；国家自然科学基金面上项目(31972656)；浙江省科技重点研发

计划项目(2018C02028)；浙江省自然科学基金资助项目(LY16C180001)

收稿日期：2019-11-25 接受日期：2020-04-20

猪病毒性腹泻病相关病原的MLPA检测技术的建立及应用

何海健 1* 刘正奎 2* 吴瑗 1 王志鹏 2 陈琳 2 王磊 2 周莹珊 2 蒋春燕 1 宋厚辉 2** 王晓杜 2**

1 金华职业技术学院 农业与生物工程学院，金华 321007；2. 浙江农林大学 动物科技学院·动物医学院，杭州 311300

* 同等贡献作者

**通讯作者，xdwang@zafu.edu.cn；songhh@zafu.edu.cn

摘 要 每年冬春季爆发于规模化养猪场的腹泻常由不同病毒引起，临床表现为相似腹泻症状。为了区

分临床腹泻样本中的病毒性病原体，迫切需求建立一种快速同时检测常见6种病毒性腹泻疾病的病原技

术。本研究针对猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)S基因、猪传染性胃肠炎病毒

(Transmissible gastroenteritis virus, TGEV)N基因、猪Delta冠状病毒(Porcine delta coronavirus, PDCoV)N基

因、猪博卡病毒(Porcine bocavirus, pBCaV)NS1基因、猪诺如病毒(Porcine norovirus, pNoV)RdRp基因、猪轮

状病毒(Porcine rotavirus, pRV)NSP1基因的核酸保守区域，设计多重连接探针扩增技术(multiplex ligation-

dependent probe amplification, MLPA)探针和预扩增引物，利用MLPA技术和毛细管电泳技术，建立检测6

种疾病病原核酸的检测方法。结果表明，单一探针检测混合模板，显示出高度特异性；混合探针总浓度在

1.33 nmol/L时，各种疾病扩增条带具有特异性且与预期大小一致，pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 、

TGEV分别约为 102、110、117、124 、131、138 bp。本方法与其他临床疾病如猪繁殖与呼吸综合征病毒

(Porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV)、猪瘟病毒(Classic swine fever virus , CSFV)、伪狂

犬病毒(Pseudorabies virus, PRV)和猪圆环病毒 2型(Porcine circovirus type 2 , PCV2)没有交叉反应，特异性

佳。pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 、TGEV检测最低极限值分别为：7.58×101、7.56×100、7.54×100、

7.53×100、7.50×101和7.49×100 copies/µL。组间和组内重复性好，利用本方法检测临床收集和模拟样本67

份，PEDV与病毒分离方法 100%符合，pRV 、TGEV、pBCaV、pNoV、PDCoV与病毒模拟样本符合率达到

100%。本研究为临床提供一种新型的可同时检测6种腹泻病原的技术，为临床疾病防控快速反应提供

技术支持。
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引起猪(Sus scrofa)腹泻的因素很多，比如：微生

物等病原体(病毒; 细菌; 寄生虫)、环境等诱发因素

(中毒性; 环境应激)引起的，而由病毒引起的腹泻

是危害最严重和最难以防控的一类传染性疾病，各

种年龄猪都可发病，尤其是 3~10日龄仔猪最易发

病。猪的病毒性腹泻相关病原常包括：猪流行性腹

泻病毒(Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)(Zuo

et al., 2018) 、猪传染性胃肠炎病毒 (Transmissible
gastroenteritis virus, TGEV) (Wang et al., 2019)、猪

Delta 冠状病毒 (Porcine delta coronavirus, PDCoV)

(McCluskey et al., 2016)、猪博卡病毒(Porcine boca⁃
virus, pBCaV)(Blomstrom et al., 2009)、猪诺如病毒

(Porcine norovirus, pNoV)(Silva et al., 2015)、猪轮状

病毒 (Porcine rotavirus, pRV)(Tatte et al., 2019)等。

PEDV、TGEV、PDCoV都属于冠状病毒科冠状病毒

属，一种有囊膜的单股正链 RNA 病毒(Koonpaew

et al., 2019)；pBCaV属于细小病毒科细小病毒亚

科博卡病毒属，一种无囊膜的单股DNA病毒(Mc-

Menamy et al., 2013)；pNoV 是杯状病毒科诺如病

毒属的一种无包膜单股正链RNA病毒(Shen et al.,

2012)；pRV属于呼肠孤病毒科一种双链RNA病毒

(Tuanthap et al., 2019)，这几类病毒常在仔猪肠道上

皮细胞内定植，感染后引起严重的水样腹泻，症状

非常相似，临床上很难区分，及时准确区分病原，有

利于养殖场建立针对其确切病原的免疫防控措施，

而要达到此目的需要一种方便快捷准确的检测技

术进行鉴别诊断。

多重连接探针扩增技术(multiplex ligation-de-

pendent probe amplification, MLPA)是一种新的核

酸检测技术(Massalska et al., 2013)。其原理是利用

MLPA探针与靶标核酸进行退火杂交，然后利用连

接酶进行连接，再利用通用引物进行PCR扩增，不

同疾病获得不同大小扩增产物，利用毛细管电泳高

分辨率，从而实现对检测产物的特异性和高灵敏度

分析。MLPA建立的关键是科学设计长探针和短

探针，既要保障探针识别靶序列的保守性，又要考

虑区分不同疾病扩增产物的大小差异，常见设计时

不同疾病大小差异 5~10个碱基，结合毛细管电泳

完成对单个碱基差异的产物鉴定。目前该技术广

泛用于肿瘤疾病突变体筛查(Turan et al., 2019)、遗

Abstract Diarrhea of piglets in large-scale farms is often caused by different viruses, which have similar

clinical symptoms in winter and spring. In order to distinguish the pathogens in clinical samples of viral

diarrhea, it is urgent to establish a rapid and simultaneous detection technology for viral nucleic acid of six

viral diarrhea diseases. In this study, the probes and pre-amplification primers for multiple restriction probe

amplification (MLPA) were designed countering for the conserved regions of nucleic acids of Porcine epidemic
diarrhea virus (PEDV) S gene, Transmissible gastroenteritis virus (TGEV) N gene, Porcine delta coronavirus
(PDCoV) N gene, Porcine Bocavirus (pBCaV) NS1 gene, Porcine norovirus (pNov) RdRp gene, Porcine rotavirus
(PRV) NSP1 gene. The method of detecting nucleic acid of 6 diseases was established using MLPA and

capillary electrophoresis. The results showed that the detection of the 6 mixed templates by a single probe

showed a high specificity. When the total concentration of the mixed probes were 1.33 nmo/L, and the specific

amplified bands of various diseases were the same as expected, with the products of pBCaV (102 bp), pNov

(110 bp), PDCoV (117 bp), PEDV (124 bp), pRV(131 bp) and TGEV (138 bp). This method had no cross

reaction with other clinical diseases about Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), Classic
swine fever virus (CSFV), Pseudorabies virus (PRV) and Porcine circovirus type 2 (PCV2). The minimum limit

values for detecting nucleic acid of pBCaV, pNoV, PDCoV, PEDV, pRV, TGEV were 7.58×101, 7.56×100,

7.54×100, 7.53×100, 7.50×101 and 7.49×100 copies/µL, respectively. The repeatability between and within

groups was well. The results of 67 clinical and simulated samples by this method showed that PEDV were

100% in accordance with the virus isolation method, pBCaV, pNoV, PRV, TGEV and PDCoV were 100% in

accordance with simulated virus. This study provides a new technology for detecting 6 clinical diarrhea

pathogens simultaneously, and for the rapid response of clinical disease prevention and control.

Keywords Porcine viral diarrhea diseases; Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA);

Capillary electrophoresis; Sensitivity
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传疾病筛查(Arunachalam et al., 2019)、多种传染性

疾病检测(Jia et al., 2014)、表观遗传学的修饰检测

(Kim et al., 2019)等。

本研究选取猪腹泻相关的 6种猪病毒性腹泻

病毒相对保守基因(pBCaV的NS1、pNoV的RdRp、
PDCoV的N、PEDV的S、RV的NSP1、TGEV的N基
因, 基因全称见表 1)的保守序列，设计 6对预扩增

引物和特异性杂交探针，利用MLPA扩增、毛细管

电泳分析扩增片段大小，建立一种同一反应体系检

测6种猪病毒性腹泻病毒核酸的MLPA方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 病毒及临床样品

本研究所涉及到的 pBCaV、pNoV、PDCoV、

PEDV、pRV 、TGEV等腹泻相关病毒，猪繁殖与呼

吸综合征病毒 (Porcine reproductive and respiratory
syndrome virus, PRRSV)、猪瘟病毒(Classic swine fe⁃
ver virus, CSFV)、伪狂犬病病毒(Pseudorabies virus,
PRV)和猪圆环病毒 2型(Porcine circovirus 2, PCV2)

来自浙江农林大学动物预防医学与公共卫生实验

室；pBCaV由广东省农业科学院动物卫生研究所

惠赠。临床样品采集于浙江省各地规模化养殖场。

1.1.2 试剂

2×PCR Mix购自南京诺唯赞生物技术有限公

司(南京)；RNA 反转录试剂盒购自杭州硕盟生物

技术有限公司(杭州)；一步法 RT-PCR 试剂盒 50T

购自QIAGEN公司(上海)；DNA标准品、TRIzol试

剂盒购自TAKARA公司(大连)；病毒基因组DNA/

RNA提取试剂盒、质粒小提试剂盒和其他常规分

析纯化学试剂购自上海生工生物工程有限公司

(上海)。

1.2 方法

1.2.1 MLPA探针和PCR预扩增引物设计

选用 NCBI GenBank 数据库中 pBCaV-NS1
(GenBank No. NC_023673.1)、pNoV-RdRp(Gen-

Bank No. EU448331)、PDCoV-N(GenBank No.

MF041982)、PEDV-S(GenBank No. NC_003436)、

pRV-NSP1(GenBank No. KU886308)、 TGEV-N
(GenBank No. NC_038861)基因(基因全称见表 1)，

各种病毒选取代表性毒株 10株，对不同株之间的

核苷酸序列进行差异比对，选择其保守序列作为模

板，采用 Primer Premier 7.0软件，分别设计针对每

个病毒基因的特异性MLPA探针和一步法RT-PCR

预扩增引物，由苏州金唯智生物科技有限公司合

成。其MLPA探针序列和一步法RT-PCR预扩增引

物序列分别见表1和表2。

1.2.2 MLPA方法的阳性质粒构建

依据病毒基因组DNA/RNA提取试剂盒说明

书的操作指南，选取本研究中 6 种病毒的病毒液

300 µL，提取 6种病毒的基因组(RNA或DNA)，使

用随机引物合成 cDNA，预扩增引物扩增含有上游

杂交序列(left hybridizing sequence, LHS)和下游杂

交序列(right hybridizing sequence, RHS)特异性病

毒序列的片段，利用pGH-T构建重组质粒，分别采

用 PCR鉴定和测序技术鉴定阳性重组质粒，针对

pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 、TGEV 的阳

性质粒分别命名为 pSL2000、pSL2001、pSL2002、

pSL2003、pSL2004、pSL2005。

1.2.3 MLPA方法的检测条件

1)预扩增：按照如下要求配制体系：一步法 RT-

PCR 5×缓冲液 2.5 µL，dNTP 缓冲液 0.5 µL，上/下

游引物为 0.75/0.75 µL，RNase-free H2O 2.5 µL，

RT-PCR 酶 0.5 µL，5×Q-Slution 2.5 µL，RNA/DNA

模板(或阳性质粒模板混合液)5 µL，总体积15 µL。

PCR扩增条件：50 ℃ 30 min，95 ℃ 15 min；94 ℃ 1

min，56 ℃ 0.5 min，72 ℃ 1 min，共30个循环；15 ℃

2 min。

2) MLPA步骤：(a)DNA变性：核酸样品预扩增

后取5 µL到新的EP管，在PCR仪上98 ℃预处理5

min，冷却至16 ℃；(b)探针与样本DNA的杂交：在a

步骤的管中加入按照浓度要求混合均匀的探针1.5

µL和MLPA杂交缓冲液1.5 µL，混合均匀后，95 ℃

保温 1 min，然后 60 ℃ 孵育4 h，温度降至54 ℃时

暂停 PCR 仪；(c)杂交探针的连接：打开 PCR 内管

盖，加入 32 µL 连接酶混合液(3 µL 连接酶缓冲液

A，3 µL 连接酶缓冲液B，25 µL 无RNA酶的H2O，

1 µL ligase-65)，54 ℃ 孵育15 min，98 ℃加热5 min

变性灭活连接酶；(d)PCR 扩增：PCR 仪温度降至

16 ℃，打开PCR管，加入10 µL PCR混合物(7.5 µL

RNase-free H2O，2 µL PCR Mix，0.5 µL PCR酶)，盖

好盖后进行 PCR 扩增，扩增条件为：95 ℃ 30 s，

猪病毒性腹泻病相关病原的MLPA检测技术的建立及应用
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表1 6种猪腹泻病毒多重连接探针扩增技术(MLPA)探针序列

Table 1 MLPA probe sequences of Six porcine diarrhea virus

病毒

Viruses

pBCaV

pNoV

PDCoV

PEDV

pRV

TGEV

基因

gene

NS1

RdRp

N

S

NSP1

N

基因全称

Gene full name

非结构蛋白1

Nonstructural protein 1

RNA依赖RNA聚合酶

RNA dependent RNA

polymerase

核蛋白

Nucleoprotein

纤突蛋白

Spike protein

非结构蛋白1

Nonstructural protein 1

核蛋白

Nucleoprotein

探针名称

Probe name

PBoV-LHS

PBoV-RHS

NoV-LHS

NoV-RHS

PDCoV-LHS

PDCoV-RHS

PEDV-LHS

PEDV-RHS

RV-LHS

RV-RHS

TGEV-LHS

TGEV-RHS

序列(5 '~3')

Sequence (5 '~3')

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTTCCCTAAGGGTTGGACCTGGCTGGGTCCAGATATCTG‐

CACTCCGA

GCGTAGCTCAGTTTGAGTCCAACAAGACCTTCTAGATTG ‐

GATCTTGCTGGCAC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTTCCCTAAGGGTTGGATCAATGAGGGTCTTCCCTCT ‐

GGGGTGCCCTGCGC

CTCCCAATGGAACTCCATCGCCCACTGGCTCCTCTCTAG ‐

ATTGGATCTTGCTGGCAC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTTCCCTAAGGGTTGGACTTAACTCCGCCATCAAACCC ‐

GTTGAAAACCATGGCTA

CTGGCTGCGTTACACCAGACAAAAGCCAGGTGGCACTTCTA‐

GATTGGATCTTGCTGGCAC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTTCCCTAAGGGTTGGATTTCAATTCACAAAGGGT ‐

GAGTTGATTACTGGCACGCCTAA

CCACTTGAAGGTGTTACGGACGTTTCTTTTATGACTCTG ‐

GTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTTCCCTAAGGGTTGGACTTCCTTCAAAGTGCATCTTCT‐

GCTGAATTCAAAAACTACCATC

TAATAATTACTATCGGCGCTGCCTTGATTGCTTTGCTATTCGC

TTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTTCCCTAAGGGTTGGATGGCCAACCAGGGACAACGTGTCA

GTTGGGGAGATGAATCTACCAAAA

CACGTGGTCGTTCCAATTCCCGTGGTCGGAAGAATAATAACAT

ACCTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

片段大小/bp

Fragment size

102

110

117

124

131

138

加粗黑体碱基：MLPA通用序列；LHS：左侧杂交序列；RHS：右侧杂交序列

Base of bold boldface type: Universal sequence of MLPA; LHS: Left hybridizing sequence; RHS: Right hybridizing sequence

60 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，35个循环；72 ℃孵育20 min，

降至15 ℃ 2 min；(e)毛细管电泳：从PCR仪中取出

2 µL产物，按照Qseq100仪器操作指南进行检测分

析。

3)MLPA 探针的优化：以 pBCaV、pNoV、PD-

CoV、PEDV、pRV和TGEV的预扩增产物为模板，

分别配置混合探针的总浓度分别为 0.33、0.66 、

1.33、2.66和 5.32 nmol/L的探针浓度，其中各探针

浓度均等，按照 1.2.3的 2)MLPA 实验步骤开展实

验，以超纯水作为阴性对照。分析实验结果，确定

最佳的探针反应浓度。

1.2.4 MLPA的特异性

1)单一探针特异性

以 pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 和

TGEV的阳性质粒混合物为模板，分别采用 6种病

毒的单一探针为对象，浓度采用 1.2.3步骤 3)筛选

到的每种病毒MLPA探针浓度(0.11 nmol/L)，按照

1.2.3的步骤2)进行MLPA扩增，以确定其单一探针

特异性。

2)混合探针特异性

分 别 选 用 pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、

pRV、TGEV 以及其他临床常见病毒 PRRSV、CS-

FV、PRV和PCV2单一模板，使用六种病毒的混合

探针 (总浓度 1.33 nmol/L，各种探针浓度为 0.11

nmol/L)，按照1.2.3的步骤2)进行MLPA扩增，以确

定混合探针的特异性。

1.2.5 MLPA的灵敏性

阳性质粒以 10 倍系列稀释为 1×109~1×10-1
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copies/µL(浓度计算公式：(6.02×1023)×(ng/µL×10-9)

/ (DNA 碱基数×660) = copies/µL)不同浓度，分别取

6 种病毒的相同浓度作为模板，利用 1.2.3建立的

MLPA方法进行分析，计算该方法检测各种病毒核

酸的灵敏度。

1.2.6 MLPA的重复性

分别取 5 µL 6种病毒的阳性质粒标准品作为

模板，浓度分别为1×107、1×106、1×105 copies/µL，利

用1.2.3建立的MLPA方法进行检测分析。同一次

实验为组内样品，分别设置 3个浓度，每个浓度设

置3个重复；组间样品为选取3个同批次的样本，相

隔一周进行检测，上述 3 个浓度设置重复。依据

MLPA的峰面积值(RFU值)，利用统计学方法分别

计算组内和组间的变异系数(CV/%)，并进行 t检验

分析其是否存在显著性差异。

1.2.7 临床样品检测

依据 1.2.3建立的MLPA检测方法，对 67份样

品(临床分离的PEDV病毒液13份，小肠组织1份，

肛门拭子 38 份 , pBCaV、pNoV、PDCoV、pRV、

TGEV 病毒不同浓度(1×10-5 TCID50/0.1 mL, 1×10-3

TCID50/0.1 mL, 1×10-1TCID50/0.1 mL)分别添加至细

胞培养基中模拟临床样本各3份)进行检测，提取临

床样品核酸，以质粒标准品为阳性对照，正常细胞

培养上清为阴性对照，MLPA的检测结果与实时荧

光定量RT-PCR的方法及病毒分离鉴定结果进行

比较分析。

2 结果与分析

2.1 6种病原阳性标准品制备

6株病毒(pBCaV, pNoV, PDCoV, PEDV, pRV和

TGEV)液分别提取病毒核酸，利用预扩增引物进行

PCR 扩增，所获得产物进行 T-A 克隆和 PCR 鉴定

(图 1)，送杭州有康生物公司测序验证重组质粒构

建成功，使用多功能酶标仪测定浓度并换算其拷贝

数浓度为 1×109 copies/µL，-20 ℃贮存备用。用灭

菌Tris和EDTA缓冲液进行10倍系列稀释，制备成

浓度为1×109~1×100 copies/µL的阳性标准品。

2.2 MLPA探针浓度优化

混合探针的浓度优化，以 pBCaV、pNoV、PD-

CoV、PEDV、pRV 和 TGEV 的混合 DNA/cDNA(每

表2 6种猪腹泻病毒MLPA方法的一步法预扩增引物序列

Table 2 One-step pre-amplification primer sequence of six porcine diarrheavirus for MLPA

病毒

Viruses

pBCaV

pNoV

PDCoV

PEDV

pRV

TGEV

靶基因

target gene

NS1

RdRp

N

S

NSP1

N

引物名称

Primer name

PBoV-fwd

PBoV-rev

NoV-fwd

NoV--rev

PDCoV-fwd

PDCoV-rev

PEDV-fwd

PEDV-rev

RV-fwd

RV-Rev

TGEV-fwd

TGEV-rev

序列(5'~3')

Sequence (5 '~ 3')

CCTGGCTGGGTCCAGA

AGGTCTTGTTGGACTCAAACTG

CGCACAGAGGGTGAGG

GTGGTGGACGTGGGC

TAGGATGGAGGAATCGGAGT

GGCAATGGAGTTCCGC

TTGCAATCTGTTAATGATTACCTGTCTTTTAGCA

TGTCCAGAATCAGATGTATAATAAACACCTGC

CTTCCTTCAAAGTGCATCTTCTG

AAGCGAATAGCAAAGCAATCAAG

TGGCCAACCAGGGACA

GAGGTATGTTATTATTCTTCCGACCAC

图1 6种病毒目的基因PCR扩增

Figure 1 Amplification of target gene of six viruses
M: DL2000 DNA Marker; 1~6: pBCaV, pNoV, PDCoV,

PEDV, pRV and TGEV

bp
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种病原 DNA/cDNA 为 1 µL，浓度为 1×104 copies/

µL，总模板量为 6 µL)为模板，12个探针按照相同

浓度混合，最终探针总浓度分别为 0.33、0.66 、

1.33、2.66和 5.32 nmol/L，进行MLPA扩增实验，结

果表明，MLPA混合探针浓度在 1.33 nmol/L时(各

不同探针浓度均为 0.11 nmol/L)，其扩增有较好的

峰图，扩增效率最佳，各种疾病扩增条带与预期大

小一致 ，pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 、

A
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图 2 混合探针的浓度优化峰图(A)及胶图(B)
Figure 2 Peak plot (A) and glue plot (B) of optimized of mixed probe concentration

NC 超纯水(阴性对照)

Ultra-pure water (Negative control)
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TGEV分别约为102、110、117、124 、131、138 bp，所

以本研究选取该浓度为MLPA的探针浓度(图2)。

2.3 特异性

2.3.1 单一探针的特异性

分别以 pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV和

TGEV单一MLPA探针构建扩增体系，以 6种病毒

的混合DNA/cDNA(平均浓度)为模板，并设细胞培

养上清和正常猪组织DNA/RNA样品为阴性对照，

设置临床常见病毒(PRRSV, CSFV, PCV2 和 PRV)

核酸为对照，进行MLPA扩增和分析。结果表明：

在含有6种腹泻病毒探针的反应体系中，每一种病

毒作为模板时，仅出现针对自身反应的特异条带，

各反应体系MLPA扩增大小分别为：pBCaV约 102

bp、pNoV 约 110 bp、PDCoV 约 117 bp、PEDV 约

124 bp、pRV约131 bp、TGEV约138 bp (图3)，未出

现其他非特异条带，阴性也无其它任何条带；6个

探针单独与临床其他病毒反应，无特异性条带和扩

增峰(结果未显示)。

2.3.2 混合探针的特异性

以 pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 和

TGEV探针混合构建MLPA检测体系，分别用 pB-

CaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV、TGEV、PRRSV、

CSFV、PRV和PCV2单一模板，和六种病毒性腹泻

病原混合物作为模板，并设阴性对照和临床常见病

毒对照，进行MLPA反应。结果显示：混合探针体

系针对单一模板扩增时，分别扩增出预期的特异性

条带，峰图和凝胶图显示单一条带(图4)。混合有6

个探针的体系里面，针对混合 6 种病毒的 RNA/

DNA模板，分别获得6个特异的扩增峰(图4A)和6

条特异的模拟凝胶条带(图4B)，对于临床上常见的

PRRSV、CSFV、PRV、PCV2没有显示任何条带和扩

增峰。

2.4 灵敏度

以 pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 和

TGEV探针混合构建MLPA体系，对 6种猪腹泻病

毒阳性质粒分别按照10的倍数分别稀释为1×109~

1×10-1 copies/µL作为模板，进行MLPA扩增和毛细

管电泳。结果显示(图5和表3)：6种猪腹泻病毒检

测最低极限值分别为：pBCaV(7.58×101 copies/µL)、

pNoV(7.56×100 copies/µL)、PDCoV(7.54×100 copies/

µL)、PEDV(7.53×100 copies/µL)、pRV(7.50×101 cop-

ies/µL)和TGEV(7.49×100 copies/µL)。

2.5 重复性实验

将 pBCaV、pNoV、PDCoV、PEDV、pRV 和

TGEV阳性质粒混合后，分别按照 1×107、1×106、1×

105 copies/µL稀释，按照1.2.6方法进行组内和组间
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图3 单一MLPA探针混合模板的特异性分析

Figure 3 Specificity analysis of single probe for mixed templates by MLPA
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重复性实验。结果显示：组内实验的每一种疾病同

一浓度的变异系数都低于 3%，组间实验结果显示

不同批次、每一种疾病同一个浓度的变异系数都低

于2%(表 4)。
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图4 混合探针的特异性分析峰图(A)及胶图(B)
Figure 4 Peak plot (A) and glue plot (B) of specific analysis of mixedprobes for mixed templates by MLPA

迁移时间/min Migration time 迁移时间/min Migration time 迁移时间/min Migration time

NC 超纯水(阴性对照)

Ultra-pure water (Negative control)

1706



Marker NC 1×109 1×108 1×107 1×106 1×105 1×104 1×103 1×102 1×101 1×100 1×10-1

PDoV

pNoV

pBCaV

PEDV

pRV

TGEV

图5 6种病毒性疾病MLPA检测技术的灵敏度分析

Figure 5 Sensitivity analysis of six viral nucleic acid by MLPA
NC：超纯水(阴性对照)

NC: Ultra-pure water (Negative control)

稀释倍数 Dilution ratio

2.6 临床样品检测和MLPA的符合性

依据 1.2.3建立的针对 6种猪病毒性腹泻疾病

病原核酸的MLPA检测方法，对 67份样品进行检

测。结果显示：PEDV 阳性率为 35.82%[95%CI=

24.5%~48.5%]，pRV 阳 性 率 为 5.97%[95% CI =

1.7%~14.6%]，TGEV 阳性率为 5.97%[95% CI =

1.7%~14.6%]，pBCaV、pNoV、PDCoV 阳性率则都

为 4.48%[95% CI =0.9%~12.5%](表 5)。其中 13份

病毒分离鉴定为PEDV阳性样本，本方法也检测为

表3 MLPA检测方法灵敏度分析

Table 3 Sensitivity analysis of MLPA

病毒名称

Name of virus

pRV

PEDV

TGEV

PDCoV

pNoV

pBCaV

检测极限值/(copies·µL-1)

Detection limit

7.50×101

7.53×100

7.49×100

7.54×100

7.56×100

7.58×101
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表4 组间和组内MLPA检测方法的重复性

Table 4 Repeatability of MLPA between and within groups

项目

Project

pRV

PEDV

TGEV

PDCoV

pNoV

pBCaV

浓度/(copies·µL-1)

Concentration

1×107

1×106

1×105

1×107

1×106

1×105

1×107

1×106

1×105

1×107

1×106

1×105

1×107

1×106

1×105

1×107

1×106

1×105

RFU(X±SD)

RFU (X±SD)

40.51±0.67

36.19±0.33

30.06±0.24

35.27±0.41

29.54±0.19

25.23±0.24

37.13±0.52

31±0.71

26.56±0.41

36.37±0.19

28.48±0.33

24.01±0.17

32.09±0.16

27.85±0.27

23.78±0.53

32.20±0.33

25.35±0.70

20.54±0.36

变异系数(CV)/%

Coefficient of variation

1.65

0.92

0.79

1.17

0.06

0.10

1.40

2.30

1.54

0.05

1.16

0.07

0.05

0.09

2.22

1.03

2.77

1.73

RFU(X±SD)

RFU (X±SD)

39.98±0.79

35.68±0.45

31.25±0.56

34.89±0.44

28.51±0.25

24.89±0.45

38.11±0.65

30.51±0.82

24.52±0.62

35.26±0.23

27.26±0.35

23.41±0.56

33.26±0.23

26.85±0.33

22.35±0.45

31.56±0.25

26.32±0.65

19.98±0.29

变异系数(CV)/%

Coefficient of variation

1.25

0.35

0.52

0.96

0.12

0.56

0.98

1.16

1.34

0.09

1.23

0.52

0.18

0.23

1.15

0.96

1.56

1.23

组内试验 In group test 组间试验 Intergroup test

表5 MLPA方法检测临床样本的结果

Table 5 Results of clinic samples by MLPA

病毒名称

Name of virus

pRV

PEDV

TGEV

PDCoV

pNoV

pBCaV

阳性样本/个

Positive samples

4

24

4

3

3

3

阴性样本/个

Negative sample

63

43

63

64

64

64

阳性率/%

Positive rate

5.97

35.82

5.97

4.48

4.48

4.48

95%置信区间(CI)/%

95% Confidence interval

1.7~14.6

24.5~48.5

1.7~14.6

0.9~12.5

0.9~12.5

0.9~12.5

阳性，与病毒分离方法符合率100%，同时肛门拭子

中检测出11份PEDV，其他病毒则未检出。由于临

床样本中主要以PEDV为主，pRV和TGEV在小肠

组织中检测到，其他病毒没有检测到，本研究同时

利用实验室已知病毒(pBCaV, pNoV, PDCoV, pRV

和TGEV)模拟临床样本，MLPA检测结果表明，添

加实验室病毒的模拟样本都被检测未阳性，其符合

率也达到100%。

3 讨论

临床中很多疾病表现出同一症状，且往往是多个

病原体同时混合感染，特别是病毒性腹泻表现得更加

突出，主要病原为 PEDV、TGEV、pRV、PDCoV等。

张双翔等(2016)对2013~2015年贵州省7个市(州)采

集的35个规模养猪场316份仔猪腹泻粪便样品进行

病原核酸检测，结果表明PEDV阳性率为 62.43%，

TGEV阳性率为7.91%，pRV阳性率为11.76%。何颖

等(2019)研究表明近几年在我国单独感染主要以

PEDV 为主，混合感染主要以 PEDV+PDCoV 和

PEDV+pRV双重感染为主。猪诺如病毒归属于诺如

病毒的GⅡ型(Yang et al., 2019)，在中国、美国等地猪

场都有流行(Shen et al., 2012)。PDCoV 在河南规模
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化猪场流行率达到23.49%(Zhang et al., 2019)。猪博

卡病毒在新疆地区仔猪中流行率为5.77% (Meng et

al., 2018)。因此，在我国猪场仔猪腹泻临床样本的病

原复杂情况下，本研究建立一种同时区分几种病原体

的MLPA方法将有利于疫病的防控。

MLPA技术主要应用在疾病的遗传筛查，但在

检测疫病方面也有大量研究，在其构建中需要注意

以下问题：设计LHS和RHS选取基因的保守区域，

且选取的区域应该直接相连；LHS和RHS的长度大

于或等于 21个核苷酸；探针长度最佳大小在 100~

140 bp之间；每个杂交探针(LHS和RHS)的Tm值应

大于71℃(绝对值 ≥ 68℃)；二级结构的Δ G ≥ 0；GC

含量尽量接近50%。采用以上原则，构建MLPA方

法的成功几率就会大大增加。史喜菊等(2013)利用

以猪流感病毒、伪狂犬病病毒、口蹄疫病毒、猪传染

性胃肠炎病毒和猪繁殖与呼吸综合症病毒为研究对

象，建立了同时检测这5种病毒的MLPA扩增方法，

扩增条带特异，最低检测核酸为 3 000~6 000个拷

贝；史喜菊等(2017)建立针对蓝舌病、牛传染性鼻气

管炎、牛病毒性腹泻、牛地方流行性白血病和口蹄疫

等病毒的MLPA方法，扩增条带特异，最低检测核酸

为2 000个拷贝。周莹珊等(2019)针对猪猝死综合征

的病原(猪尼帕病毒、非洲猪瘟病毒、猪产气荚膜梭

菌和猪胸膜肺炎放线杆菌)建立MLPA检测方法，最

低检测限可以达到140~370拷贝/反应。临床中采用

荧光定量 PCR或RT-PCR等技术开展病原核酸检

测，Zhou等(2017)检测PEDV病毒时比较了传统RT-

PCR, SYBR greenⅠ和 TaqMan 探针荧光定量 RT-

PCR 等技术的灵敏度，Taqman 探针荧光定量 RT-

PCR技术优于其他方法，检测最低限达到10 copies/

μL。一种实时反转录重组酶PCR技术(Real-time re-

verse-transcription recombinase polymerase amplifi-

cation assay, RT-RPA)能在40 ℃反应20 min就能完

成对PEDV变异和经典毒株的检测，检测的最低限

为23 copies/反应(Wang et al., 2018)。尽管这些方法

灵敏度比较高，但是相比MLPA而言，针对同一临床

症状，它们一个反应只能检测一种疾病，而MLPA检

测技术则能一个反应检测6种及以上疾病，达到一次

检测就能区分真正的病原。

本研究建立检测多种猪病毒性腹泻相关病原

的 MLPA 检测方法，实现了在同一 MLPA 反应管

中，检测 6种猪病毒性腹泻疾病病毒，节省了检测

时间和检测费用，提高了检测效率。而且本研究建

立的 MLPA 检测方法对 pBCaV、pNoV、PDCoV、

PEDV、pRV和TGEV 6种病毒的检测灵敏度较高，

最低检测限低于10个拷贝/μL，优于前人建立传统

RT-PCR和其他MLPA方法，甚至达到检测单一病

原体的实时定量RT-PCR法水平，这主要得益于本

研究方法加入了预扩增步骤，采用特异性高的引

物，RT-PCR或PCR扩增出临床样本中少量病毒核

酸，提高了MLPA技术的灵敏度。

4 结论

本研究建立的MLPA检测技术具有高度的特

异性，组间和组内重复性好。利用本方法检测临床

样本 67份，与病毒分离方法 100%符合，检测准确

率达到 100%。本研究为临床提供一种新型的、一

次反应同时检测6种腹泻相关病毒的技术，为临床

疾病防控快速反应提供技术支持。
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