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博尔纳病病毒荧光定量套式RT—PCR检测方法的建立 

徐 平 ，谢 鹏 ，邹德智 ，左 联 

(重庆医科大学临床学院神经内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立博尔纳病病毒(BDV)荧光定量套式RT PCR检测方法，为快速、准确地定量检测BDV奠定基础。方法： 

根据BDVP24基因序列，设计并合成引物和荧光标记探针 将PCR扩增的BDVP24基因片段克隆入载体，重组质粒经筛选、 

鉴定后，作为阳性模板，用于标准曲线的制定和样品检测。结果：应用量组质粒制作的定量曲线循环阈值与模板具有良好的 

线性关系，相关系数为0．998，建立了检测 BDV的荧光定量套式 RT—PCR方法。检测58例神经精神病患者及50例健康人 

外周血单核细胞(PHMc)中BDV P24基因片段，3例精神分裂症及l例帕金森病患者呈阳性，其余均为阴性。结论：荧光定量 

套式RT—PCR方法能够避免PCR后处理导致的假阳性污染，并实现准确定量，对于研究BDV感染与人类神经精神疾病的关 

系有很好的应用价值。 
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Detection of Borna disease virus by fluorescence quantitative nested RT— PCR 

XU Ping，et al 

(Department ofl'Veurology，College of Clinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】 Obje~，tire：To establish fluorescence quantitative nested RT—PCR method for detecting Borna disease virus(BDV)． 

Methods：According tO the specific sequence of BDV P24 genes，the primers and the fluorescence probe were designed and synthesized． 

The fragment generated by PCR was cloned into the pMD1 8一T vector The positive recombinant plasmid would be used 38 standard 

quantitative template to make the standard curve for sample detection Results：The standard curve indicated the linear relationship be— 

tween Ct(cycle threshold)and template concentration(r=0，998)．The fluorescence quantitative nested RT—PCR method for detec— 

tion of BDV p24 fragment was established．And it WaS used tO detect BDV p24 fragm ent in peripheral blc~d mononuclear cells 

(PBMC)from 58 patiems with neuropsychiatric dimmers and 50 heahhy blood donors．4 patients with neuropsychiatric disorders were 

positive．and normal control negative．(bnclusion：The fluorescence quantitative nest e(1 RT PCR method for detection of Borna dis— 

ease virus can eliminate PCR cross—contamination which causes false tx)sitive，and real time detection ensures accurate quantity．It 

can be used tO study the association between BDV infection and human neuropsychiatric disorders， 

【Key words】Boma disease virus；(；enes；Viral；Polymerase chain reaction 

有关博尔纳病病毒(Borna disease virus，BDV) 

感染与人类神经精神疾病的关系，既往报道的资料 

各实验室差异较大ll J。聚合酶链反应(PCR)技术用 

于检测博尔纳病病毒核酸，其灵敏度和特异性是以 

往其他检测技术所无法比拟的。但由于基因高效扩 

增后产物的电泳检测易引起 PCR产物的交叉污染 

而可能导致假阳性，致使有学者认为用套式逆转录 

PCR(nested RT—PCR)在神经精神疾病患者中检出 
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作者介绍：徐 平(1963一 )，男，副教授，博士研究生 

主要研究方向：中枢神经系统感染性疾病 

BDV，可能系某些实验室曾从事动物 BDV的研究， 

由于分离的病毒模板或样本的交叉污染所致的假阳 

性结 果⋯。而 实 时荧 光定 量 PCR(Fluorescence 

(]uantitative PCR)技术l ，采用荧光技术并实行完全 

闭管式操作，能大大减少扩增产物污染的机会，提高 

检测的特异性，并可进行实时定量监测。将其用于 

检测BDV，将会有很高的研究和使用价值。我们自 

行设计合成 了检测 BDV的引物和探针，运用 

PE7700型荧光定量 PCR仪建立了检测 BDV的荧 

光定量套式 RT—PCR方法。 
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1 材料和方法 

1．1 标本 来源 

神经精神病患者血标本 58份采 自本 院住院及门诊患 

者。健康 自愿献血者系本院血库提供。 

1．2 仪 器 

PE7700荧光定量 PCR仪(美国Perkin Elmer公司)。 

1．3 引物和探针 

BDV P24内外引物和特异性荧光探针 序列均为自行设 

计，引物由上海博亚生物技术有限公司合成 ：荧光探针 5 标 

记的是 6 羧基荧光素(FAM)，3 标记的是 四甲基罗达 明 

(TAMRA)，由中 山大学达安 基因诊断 中心合成。第二 轮 

PcR后所扩增的 BDV P24基因片段为 86bp(见表 1)。 D
．聚合完成 

表 1 PCR引物及荧光探针的碱基序列 ～  

1．4 方 法 

1．4．1 提取细胞 RNA 每例采外周血 10ml，用 Ficoll con— 

ray液分离外周血单核细胞(PBMC)，用 Tripure RNA提取试 

剂盒(Boehring Mannheim公司)提取细胞总 RNA，标本置 

一 20℃保存。 

1．4．2 荧光定量套式 RT—PCR 荧光定量 PCR原理 ：在 

常规 PCR基础上 ，在反应体系中加入一种带有 2个荧光标 

记的探针，该探针可与引物包含序列内的 DNA模板发生特 

异性杂交，标记在 5 端者为荧光报告基团(R)，荧光发射峰 

值在 518nm处 ，3 端者为荧光淬灭基团(Q)，荧光发射峰值 

在 582nm处 ，两者可构成能量传递结构，即当探针保持完整 

时，Q抑制或吸收 R发出的荧光。探针 自身的 3 端羟基己 

被去除或封闭(3 末端被磷酸化)，不具有延伸的能力，探针 

在无特异性 PCR发生时，荧光信号无变化。当发生特异性 

PCR时，复性期探针 与模板 DNA发生杂交 ，延伸期 Taq酶 

随引物延伸沿 DNA模板移动，当移动到探针结合的位置时， 

发挥其 5 一3 外切酶活性 ，将探针切断，Q 的抑制作用被解 

除，R的荧光信号被释放出来(518nm处的光密度增加而被 

荧光探测系统检测到)(见图 1)。模板每复 制一次，就有一 

个探针被切断，伴随一个荧光信号的释放。释放的荧光基团 

数目和 PCR产物量是一对一的关系，因此可对模板进行准 

确定量。当荧光信号增 强到某一 阈值即循环 阈值(Cycle 

threshold，Ct)时，此时的循环次数即被记录下来。该参数与 

PCR体系中 DNA起始量的对数值之间有严格的线性关系。 

利用阳性梯度标准品的 Ct值制成标准曲线，再根据样品的 

Ct值即可准确定出起始 DNA的量 !。 

◇ ／
、 一 r 

图 1 荧光定量 PCR的反应模式fR：FAM；Q：TAMRA) 

本研究在进行常规套式 RT—PCR时，第二轮扩增的反 

应混合物中加入了荧光标记探针进行荧光定量 PCR。首先 

进行逆转录反应 ，在含样本 RNA的反应管中加入逆转录体 

系 9 l，外引物一对各 0．5t*l，逆转录酶 MMLV 20“，总反应体 

积 11 l，37℃ 60 min，95℃ 3 min。然后取逆转录后反应液 

10t~l，加外引物一对各 lt4，lOmmol／L dNTP lt4，25mmol／L 

MgC11 10t~l，Taq聚合酶 3“，总反应体积 50t~l，进 行第一轮 

PCR，反应条件：94℃ 2 min；94℃ 1 min，55℃ 1 min，72℃ 1 

min，共 40个循环；再 72℃ 7 min。第二轮 PCR总反应体积 

50 l，含第 一轮扩增 产物 5t4，lOmmol／L dNTP 1 l，Taq酶 

3“，25mmol／L MgCl2 lOt4，内引物一对各 ltd，荧光标记探针 

1Ⅱl。反应条件 ：93℃ 2 min；93℃ 45s，55℃ 1 min，10个循 

环 ；93℃ 30s，55℃ 45s，30个循环。每份标本 同时检测 B— 

actin(237bp)作内参照。每次实验设阴性对照。 

l 4．3 PCR产物纯化 采用醋酸钠 、乙醇沉淀法纯化 PCR 

产物。 

1．4．4 PCR扩增产物 的克隆及测序 阳性 PCR产物与 

pMD18一T载体(大连宝生物公司)连接 ，转化大肠杆菌，采 

用蓝白斑 LB平板筛选，含氨苄青霉素 80u／ml LB培养基培 

养 ，RESINcolumnⅢ小批量质粒纯化系统(华美生物工程公 

司)提取质粒 DNA，用荧光定量 RT—PCR鉴定阳性重组质 

粒。阳性重组质粒送上海生物工程有限公司进行序列测定。 

1．4．5 阳性定量标准曲线的建立 将鉴定好的质粒测定 

OD值，计算出拷贝数，稀释成 10 、10 、10 、10 拷贝 l浓度 

梯度，如上述第二轮 PCR加入 50t4反应体系。反应条件同 

上j反应结束后在计算机上得到标准曲线。 

1．4．6 样品的检测 将所有标本在 PE7700上进行扩增， 

观察 、记录结果。 
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2 结 果 

2 I HNA 提取 结 果 

提取 的 ltN 圩，匕比度 【】测定 扦 Ï算 【】『 州 

_】I) 们光措崖比值太于 1 8．随叽取 2倒作琼 岳̈糖 

艇粒l乜 示 28 I 8 和5 景 酿刑RNA样 

纯应较高 ．完整 陀较 好．无降解( 阿 2】 

目 2 l、、l、提 取 结果 

圄 3 R扩增 f们v1124基因片段 

。为空白对照 ：I．2 3．4．5为样本 P24基因片段cI为阴 

性．2．3．4．5为阳性)；I．2．3．4．5为样本 miiii内参 

照 ：M 【】、A TⅢ r r 

2 2 荧光定量套式 Rj l (I 扩增结采 

褂 神 经 精 神 壤 粕 患 着 58份 {羊搴 的 PIjM【 

ItNA，舒别经靠 光定量套式 R f }J(I 扩增 ．啦 4 

俐c精神 舒裂 j制，帅 森埔 I_删)样 奉呈 IV 

P24壁 l片段 (s型曲线 ) 每俐标本 的 

1⋯ 片段 均 m 对 照 均 显 阴性 

lJ【I 增产 的琼脂帖凝胶电泳绱 粜 圈 3 

2 3 重 组 质粒 的 筛选 

旋光定盛垂 ℃R r P(K扩增 的川 k产 

物与 I箍 『直连接 所棚建 的重组 赝粒 经 蓝白fi}LI 

F1虻啼l堂 氩苄青撵 粜 I】I培养 基培养 ．提取甩 张 

用荧 光定 KI P(R糕定 畦绀 质粮 ．可 挑选 

的 4个克降均 呈阳性反应cS型曲线 )( l 4) 【兑 

州 日的丝网甫组髓粒成功 阳性质粒重纽子测 显 

Ⅲ二禽 FIl'／{j摹 【 片段 与 {[19 1̈】、 P24 酸序 l 

8州I )’比较 同源 qn 5l一 ．扯 3 1、位 ⋯现 

一 致 陛沉寝 窝 变(̈ Il658I— L’IiIIfi67A一【l____I67(I 

．突变牢 3 49％ 昕编码 竹氢肇靠无 娈化 

圈 4 重组质粒荧光定量 l 鉴定结果 

!J 芘量标准曲线的建 正 

将砸坩 幔牲定 屠后作 为 垌性挂板 ． 释成 10、 

I[r 10’I nl拷 见／I I浓 窿邯 度 ． I 77 I型扩 增 

髋一唰仪上 进 I亍 『 埔 PE7700型扩 增漩删仪 

IJc R J、 进行的『riI J̈．每 榆 删 lj欠 ’R』 物 的 

垃(且【】反应管 巾捷 兆值 Ri 的变 化 )f 到 r寅时桅 

洲 J 哺结束 ． I 嘀 白功 舒折iI J1定 疆站果 ．书_给 

⋯I 、K扩增的动力学曲线 5屉1 器删 的各 

】：f 世 中璇 光伉 R”隧 循环 牧的增 JJI1『『_『 化的 曲 

线 【 J见 肚怀 不I仓拷 Jl数多少均呈现典 型的 s 

．此 ～特 什 R』 。物指 数 增所特 自怕 }】形 

u ， 同膛 蛤浓度 的楼板． -眨应后 台 产物晕 

桐接近 圈巾 的㈠ 值1=鲁：匀鸺环阀伉．即肖 K”随涩 

渐 扭刮 7 c‰的可 f 度 fiJ断 叫 高 丁基线 

均值(即甍光 值 ． 响定为 物荧光信号尚未川肌 

乍底堤光信 平均 值】】_]3个标准差 奉蛆 站果 为 

I71 331时的循环数(木组 小同地板洙崖即 1『r、In 

I cI 、Ï_拷 吼 』￡l的 l̈值 什别 句 】4 4．I 7 5．2I 6 

25()) 此 ．悟枪删定 血产物 凡f＆生成初期 ．即刚 

逊^指数增 r∈抽的起始点位 (t值 L 起始拷 

肌敏的 自然 对数 (I 】i]cI=i1[r̈llt(̈l{】I _riing㈣  

p[ru婚 lg( )为懂坐 标 ri 为纵 坐 ，拟 台作 

罔 可碍刮定量怀准曲蛙 { (，)．濠曲线 的斜阜 为 

3 559，柑关 系数 0 998．蜕【 1起始 艇艇浓度 与 

‘’I 之 ·_J_仃良好的线 关汞 

2 惮品的 检∞】结果 

lYf：{i⋯8圳外周血标 奉位删 PBMt’lt1)v P24 

摹} 片段 ．际 4例神经精神姨病崽 样 本 阳眭外 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2003年第28卷第 6期 (Journal of Chongqing Medical University 2003 VOI 28 No 6) 一 691 一 

(拷贝数分别为 2．2×10 ，1．6×10 ，5．9×10 ，6．0 

×10 ／ff1)，其余样本均为阴性 

曲 8口珏 蛐  

图5 荧光定量 PCR测定 BDV P24的动力学曲线图 

■瑾■田工蝴  

i 
】 

， 

『 

图 6 荧光定量 PCR测定 BDV P24标准曲线图 

3 讨 论 

与常规 PCR相比，荧光定量 PCR技术具有以 

下特点[ ， ， ；(1)当荧光信号达到检测点 Ct值时， 

PCR反应体系处于最佳饱和状态，最能反映起始的 

模板数，克服了常规 PCR平台效应带来的误差。因 

此，可准确定量待检模板的拷贝数 (2)闭管检测， 

不需 PCR产物后处理，有效避免了扩增产物交叉污 

染引起的假阳性。(3)引物和探针特异地同目的模 

板结合，相当于 PCR技术与寡核苷酸探针杂交技术 

二者之结合，保障了检测的特异性 但并没有在 

PCR之后单独做杂交的操作，而是贯穿于整个 PCR 

过程中同时完成的。(4)荧光检测的灵敏度显著高 

于肉眼观察电泳条带的灵敏度 (5)操作简单、方 

便、安全、快速，整个过程由电脑控制，不存在溴化乙 

锭和同位素对人体的危害性问题。 

目前对于 BDV感染与人类神经精神疾病的研 

究不同作者报道的结果差异较大。有作者认为检测 

方法的不同可能对检测结果影响极大 J，用于检测 

人类 BDV感染的间接免疫荧光试验(IFA)方便 、迅 

速 、敏感，但特异性差；免疫印迹法 (IB)特异性较 

IFA高但敏感性降低；特异性检测 BDV抗体的酶联 

免疫吸附试验(EI ISA)敏感性不高，且血清学试验 

阳性并不一定代表被检者正存在 BDV感染，因为目 

前尚不清楚BDV抗体阳性是代表 BDV感染存在或 

是 BI)V已被清除。免疫组化法的敏感性取决于被 

检组织和细胞 中 BDV蛋 白的数量以及所使用的 

BI)V抗体与人类 BI)V抗原的结合力，其特异性取 

决于BDV抗体与非 BDV蛋白的交叉反应情况；原 

位杂交的特异性和敏感性均较高，但当 BDV RNA 

浓度过低或细胞中的BDV RNA己降解时可出现假 

阴性，而探针与非 BDV核酸发生非特异性结合可出 

现假阳性 ；病毒分离是诊断 BDV感染的金标准，但 

具体用于临床检测较困难。因此，研究 BDV与人类 

神经精神疾病的关系时，选择一种可靠的方法非常 

重要。 

套式 RT PCR有很高的敏感性和特异性，可 

检出每份标本中 10～100个 BDV基因拷贝。但因 

血标本中病毒 RNA的水平低，细胞受 BDV感染率 

仅为 1／(10 ～10 )，若标本保存处理不当可出现假 

阴性：PCR产物的交叉污染可造成假阳性，这可能 

也是 检测 BDV人 类感染 阳性 率差异较 大 的原 

因 ：研究显示荧光定量 PCR与套式 PCR有相同 

的敏感性 。由于在反应体系中加入了特异性寡 

核苷酸探针从而更增强了检测的特异性，避免了扩 

增产物后处理的可能污染所致的假阳性。本研究在 

无 BI)V模板的情况下，通过将套式 RT—PCR与荧 

光定量 PCR相结合对神经精神疾病患者中可能阳 

性标本的检测，得到了 BDV P24基因片段 的阳性 

P(、R产 物。阳 性 产 物 克 隆 和 序 列 测 定 后 与 

Genebank中相应序列比较，证实目的片段确系BDV 

P24基因片段。再将目的基因片段与质粒重组做成 

阳性模板，建立了检测 BDV RNA的荧光定量套式 

R F—PCR方法。制作的定量曲线循环阈值与模板 

具有良好的线性关系，相关系数为 0．998，说明方法 

的灵敏度和特异性均很好。 

对 RNA用 RT—PCR方法进行定量，尚应考虑 

逆转录效率 曹丽萍等 8_指出用 RNA作定量模 

板，系列稀释后更易降解，导致结果不(下转第696页) 
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phoma of mucosa—associated 13nnphoid tissue type l J ．Am J 

Gastroenterol，2001；96：2324—2328． 

[13] Morgner A，Miehlke S，Fischbach W，et a1．Complete re 

mission of primary high——grade B——cell gastric lymphoma after 

cure of Helicobacter pylori infection[J]．J Clin Oncol，2001；19： 

204l一2048． 

[14] Zhang XQ，[-in SR．Progress in research on the relation— 

ship between Hp and stomach can~er[J]．Shijie Huaren Xiaohua 

Zazhi，2000；8：206 207． 

[1 5] Hua JS．Effect of Hp：cell proliferation and apoptosis on 

stomach eancer[J]．Shijie Huaren Xiaohua Zazhi，1 999；9：647～ 

648． 

一 l6] (k)tto T，Nishizono A，Fujioka T，et a1．Local secretory 

inmlunoglobulin A and postinm~unization gastritis correlated 

with protection against Helicobacter pylori infection after oral 

vaccination of mice[J ．Infect Immun，1999；67(5)：253l一 

2539． 

l7 Jiang Z，Huang AL，Tao XH，et a1．A study of recombi— 

nanI protective H．pylori antigen[J]．world J Gastroenterol， 

2002：8：308 30l1． 

[ Metzler B，Mayr M，Bietrich H，et a1．Inhibition of arte— 

riosclerosis by T cell depletion in normcx：holesterolemic rabbits 

inmmnized with heat shock protein 65[J]．Artefioscler thromb 

vase boiI．1999：l9：l905 l9l1． 

[19] Todol oki I，Joh T，Watanabe K，et a1．Suppressive effects 

0f I] A vacines encoding heat shock protein on Helicobacter PY— 

lori induced gastritis in mice[J]．Biochem Biophys Res Com— 

nmn．2000：277：l59 l63． 
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(上接第691页)稳定，且逆转录需大量 昂贵的 RNA 

酶抑制剂和逆转录酶，而用稳定的cDNA作模板，操 

作简便、省时，也易于储存、运输和标准化。本实验 

采用基因克隆方法构建BDV P24基因片段的 cD— 

NA定量模板，有纯度高、可大量生产及定量准确等 

优点。用于检测并了解BDV在我国的流行情况，开 

展对 BDV的深入研究，无疑将具有重要的实用价 

值。本研究检测神经精神病人和健康人共 108例， 

发现4例神经精神疾病患者样本呈 BDV基因片段 

阳性。表明中国的神经精神疾病患者存在BDV感 

染。而BDV感染与神经精神疾病发病是否相关有 

待深入研究。 

(本实验有部分在中山大学达安基因诊断中心完成，感 

谢程钢博士、胡斌博士、王毅博士、高劲松博士和刘晓东的协 

助和指导) 
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