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［摘要］：目的  建立快速、敏感、特异的猴免疫缺陷病毒（SIV） taqman 探针实时荧光定量PCR检测方法，对SIV病毒核酸进行定量检测。方法  RT-PCR扩增SIVmac251保守gag基因序列796片段，进行TA克隆，构建标准品质粒pMD-SIVgag。通过对SIV定量外标准品的定量分析, 优化反应体系,检测TaqMan探针实时荧光定量PCR方法的灵敏度、特异性和重复性。结果 所建立的SIV QPCR检测方法，质粒DNA模板在107-102copies之间表现较好线性和相关性，标准曲线所得斜率为-3.26，相关系数为0.999。检测灵敏度达到200copies/well，方法重复性测试，检测25份临床样品CV%均小于1%。结论 建立的SIV QPCR检测方法特异性、敏感性高，稳定性好,可用于定量测定猴免疫缺陷病毒(SIV)核酸拷贝量。
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Quantitation of Simian Immunodeficiency Virus(SIV) Proviral DNA Load Using Real-time Quantitative PCR with Taqman Probe
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【abstract】Objective To develop a rapid, sensitive and specific assay based on Taqman Probe real-time PCR to quantitate the proviral load of simian immunodeficiency virus (SIV). Method A 796bp specific fragment was amplified with RT-PCR, then cloned into pMD19T vector to construct a recombinant plasmid pMD SlVgag,which was used as SIV proviral DNA standards of this QPCR method. The QPCR system was optimized by using serial dilution of standards,and the sensitivity, specificity, repeatability and quantitation range of the method were also evaluated.  Result  The quantitative standard curve from 107 copies/well to 102 copies/well  serial diluted plasmid DNAs showed that they had good linear correlation, the lowest limit of the standard curve reached 2x102 copies/well, the correlation (r>0.999). And coefficient of variability from 25 samples was below 1% (CV<1%). Conclusion The method showed high sensitivity, specificity and stability and will be used to quantify the SIV proviral DNA.
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猴免疫缺陷病毒（simian immunodeficiency virus, SIV）与HIV病毒在基因序列上有较高的同源性，非人灵长类感染SIV后，出现类似AIDS的发病机理和临床症状表现，可在感染病毒后出现免疫系统的损害和多系统多器官组织的病变，因此，近年来猴的SIV感染模型被广泛应用于AIDS发病机制、药物筛选和疫苗评价研究，猴艾滋病模型成为艾滋病研究的一个金标准，并为WHO 所推荐[1-3] 。在猴免疫缺陷病毒(SIV)感染模型的建立过程中，感染猴体内病毒载量的变化是评价和分析模型动物疾病发展不同阶段及各种疾病表征内在关系的一个重要指标，建立一个敏感有效的实验技术对SIV感染动物体内病毒拷贝量进行监测是十分必要的。常规PCR技术对PCR扩增反应的终点产物进行定性分析，无法对扩增反应实时检测，无法对起始模板准确定量，而实时荧光定量PCR技术(QPCR)，利用荧光信号的变化实时检测PCR扩增反应中每一个循环扩增产物量的变化，通过Ct值和标准曲线的分析对起始模板进行定量分析，较真实地反应了起始样品中的模板量，而且克服了传统PCR费时、易污染, 扩增后需电泳检测和每次检测的样品数量少等缺点,具有简单、易操作、结果直观、敏感性高、特异性强、重复性好等优点, 已成为病原体检测的重要方法[3]。本研究利用taqman探针技术建立SIV QPCR检测方法，对SIV核酸进行了实时荧光定量PCR分析, 建立了一种快速、准确、特异的病毒核酸定量检测方法。

1. 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 毒株：SIVmac251病毒株由国外实验室惠赠，DH-5α菌株本实验室保存

1.1.2 试剂： Trizol购自invitrogen公司,Realtime RT-PCR试剂盒、pMD-T18载体、T4连接酶、Extaq酶等均购自TaKaRa公司
1.1.3仪器：ABI7500荧光定量PCR仪，检测软件为SDS 1.4版本。

1.1.4引物及探针的设计合成： 

   根据GeneBank数据库中登记的SIVmac251毒株gag基因保守序列，应用Primer Express2.0软件设计一对特异性QPCR引物及探针，同时设计一对引物扩增gag基因片段，包含QPCR扩增片段（表1）。
1.2 方法

1.2.1 病毒总RNA提取：按RNA抽提试剂LS TRIzol 操作步骤抽提SIV病毒总RNA，加入10-40 (l DEPC水溶解。所获RNA在紫外分光光度计下检测RNA的纯度及浓度，将抽提的病毒 RNA 作为 RT-PCR 模板，用于反转录试验。

表1:所用引物及探针

Table 1 Sequence，probe and position
	引物                       引物序列                            扩增片段长度

Primer                     Primer sequence                        Amplicon Length

	Gag-outF:
	5’-TGTCAAAAAATACTTTCGGTCTTAG-3’
	796bp

	Gag-outR
	5’TGTTTGAGTCATCCAATTCTTTACT
	

	Taqsiv-F
	5’- GGAAACAGGAACAGCAGAAACTAT -3’
	97

	Taqsiv-R
	5’- ACCACCTATTTGTTGTACTGGGTA -3’
	

	TaqMan-probe
	5’(FAM)-CCTCCTCTGCCGCTAGATGGTGCT-3’TAMRA
	


1.2.2. SIVgag基因片段的RT-PCR扩增：用invitrogen公司的逆转录试剂盒进行逆转录获得SIV总cDNA：取 5(l RNA加入 1(l oligo dT (50uM)，1(l 10mM dNTP， 加入灭菌水到 13(l，混匀后于 65℃作用 5min，冰浴2min；离心后加入4(l 5X buffer，1(l 0.1M DTT，40U RNase inhibitor,1(l superscript III RT，混匀离心后于 50℃作用60min，最后于70℃作用15min失活superscript III RT。Gag基因PCR扩增：cDNA 2(l，加入0.4(l（10(M）引物Gag-outF/R，PCR扩增程序：94℃预变性3min, 94℃变性40s，55℃退火40s,72℃延伸1min,循环扩增30次，72℃终延伸10min。
1.2.3  SIVgag标准品质粒构建：将SIV外引物PCR扩增产物约796bp片段进行TA克隆插入pMD-T19载体(Takara)，转化DH5α感受态细胞，筛选阳性克隆，经PCR鉴定后送invitrogen公司测序，测序结果包含目的片段的阳性菌株增殖培养，提取重组质粒。通过紫外分光光度计测定质粒浓度，按照公式：C=((NX6.02X1023) /(MW X109) 计算质粒拷贝数，其中N为质粒浓度，单位为ng/(l，C为每微升质粒中所含目的基因拷贝数;MW为重组质粒分子量。

1.2.4　QPCR反应体系的建立和优化：以SIVgag质粒作为反应模板，设置Cem174细胞DNA作为阴性对照，ddH2O作为空白对照。参照Takara公司Premix Ex Taq Kit（probe）操作说明配制QPCR反应体系，分别对引物浓度（100-500nM）、探针浓度(1-10pmol),退火温度( 50-65℃)、循环数( 40-50个循环) 、循环条件( 两步法或三步法) 进行优化, 以QPCR 反应的前3-15个循环的荧光信号为荧光本底信号,通过比较Ct 值、荧光强度、标准曲线的相关系数及检测灵敏度为准来判定优化结果。
1.2.5 系统敏感性测试及线性标准曲线的绘制：将SIVgag质粒标准品母液进行10倍梯度稀释，取107至101copies/(l这七个梯度稀释度的质粒作为QPCR反应模板，每个稀释度做3 个平行，同时设Cem174细胞DNA阴性对照，ddH2O空白对照。通过实时荧光定量PCR仪自动绘制线性标准曲线及系统检测敏感度测试。
1.2.6  QPCR检测方法重复性分析：测定5 个浓度梯度模板的Ct值( Cycle Threshold),重复5 次, 通过计算CT 值的变异系数CV 来评价检测方法的重复性。
1.2.7 QPCR检测方法特异性分析：同时使用猴免疫缺陷病毒（SIV）、猴白血病病毒（STLV）、猴逆转录病毒（SRV）病毒cDNA作为模板进行SIV QPCR特异性检测，同时设Cem174细胞cDNA为阴性对照，水作为空白对照（NTC）各做2个复孔。
1.2.8 SIV QPCR检测方法的临床应用

1.2.8.1.样本处理：采集猴血样本约2ml，分离PBMC。因逆转录病毒以前DNA形式存在于PBMC中，我们将分离的猴PBMC细胞提取DNA 进行SIV病毒前ＤＮＡ的检测。DNA抽提试剂为E.Z.N.A. Blood DNA Kit（omega），操作按试剂盒说明书进行。提取PBMC DNA经Nanodrop2000测定DNA浓度和纯度，TE调整为约200(g/(l浓度。
1.2.8.2  SIV QPCR检测：按1.2.4中方法进行SIVQPCR检测。取5.14 X102至5.14 X107copies/(l这六个梯度稀释度的SIVgag质粒外标作为定量标准品。PBMC DNA约2(l，同时设置不含SIV的Cem174细胞DNA作为阴性对照和ddH2O作为空白对照，进行SIV QPCR检测。
2.结果

2.1 标准品质粒的构建：抽提SIV 病毒RNA，用引物Gag-outF/R进行反转录获得gag基因cDNA约796bp片段,克隆到T载体中制备重组质粒，重组质粒经PCR鉴定阳性，结果见图1。阳性菌株经测序鉴定与genebank中登记的SIVmac251gag片段序列一致。
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图1  重组质粒pMD-SIVgag PCR鉴定   

Mark：DL2000；泳道1-5为为筛选到的pMD-SIV-gag质粒阳性克隆菌落，目的片段约796bp。泳道6为阴性对照。
Fig1 . Result of PCR identified recombinant plasmids pMD-SIVgag 
Note: Lane 1-5 represented positive SIVgag converters,the target product was 796bp,  lane 6 represented negative control. Lane M refered to 2Kb DNA Ladder. 
2.2 QPCR反应体系的建立：反应结束，通过ABI 7500 系统随机软件 SDS1.4 分析ＱＰＣＲ结果。得出最佳反应条件是：每20ul反应体系加入10ul Premix Ex Taq，ROX Reference Dye II 0.4ul,，探针5pmol/Rxn, 引物Taqsiv-F/R各200nM，反应模板2ul。ABI7500反应序为两步法：1、95℃30sec；2、95℃5sec,60℃34sec,45cycle。读板温度为60℃。

2.3 检测敏感度及定量线性分析：pMD-SIVgag质粒浓度标准品10倍梯度稀释，以2X108至2X101拷贝作为QPCR模板，结果可见：2X107至2X102copy浓度间，标准曲线定量线性较好，扩增曲线呈典型的S型（图2），每组复孔间的曲线拟合情况较好，相邻两组间起峰的循环数基本维持在3个循环，Ct值落在17到34间，标准曲线定量线性方程所得斜率为-3.26，截距为41.02，相关系数为0.999。而2X101组因模板浓度较低，Ct值出现较晚，复孔重复性不如前六组，误差偏大，线性关系不太好，108copy模板因Ct值出现较早，早于荧光本底Ct值，故排除，因此在本研究中标准品定量200copies以上能表现较好线性和相关性，定性判定可认为Ct值大于35为阴性，Ct值小于35判为阳性。本方法检测的灵敏度为200个拷贝分子。
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图2  pMD-SIVgag质粒标准品标准曲线及 质粒标准品QPCR扩增荧光动力曲线

A为2X102-2X107copies 10倍系列稀释pMD-SIVgag质粒标准品的标准曲线；标准曲线定量线性方程为Y=-3.26x+41.02，,R2 =0.999；B为质粒标准品QPCR扩增荧光动力曲线

Fig2. Real-time quantitative fluorescence amplification plot and standard curve of pMD-SIVgag   

Note: Fig.A was standard curve obtained with serial dilutions of the pMD-SIVgag plasmid from 2X102-2X107copies/well, Y=-3.26x+41.02，,R2 =0.999; Fig B was fluorescence quantitiative amplification plot of 10-fold serial dilutions standard plasmid.
2.4 QPCR检测方法重复性分析：以2X107至2X102copy拷贝数的模板重复测定5 次, 分别得到五个Ct值,计算Ct平均值、标准差和变异系数(表2)。由表2 可知, 本方法检测重复性很好, 不同拷贝数模板的5 次试验结果的CV 值均小于1%。
表2  SIV QPCR检测方法的重复性实验
Tab. 2 The repeatability evaluation of 10-fold serial dilutions of pMD-SIVgag
	模板       

Template
（Copies/well）
	Ct1
	Ct2
	Ct3
	Ct4
	Ct5
	Ct平均值
Ct mean values
	标准差
SD
	变异系数

CV%

	
	2X107
	17.26
	17.35
	17.26
	17.21
	17.29
	17.27
	0.051
	0.30%

	
	2X106
	20.2
	20.6
	20.37
	20.38
	20.71
	20.45
	0.202
	0.99%

	
	2X105
	23.9
	23.4
	23.46
	23.56
	23.48
	23.56
	0.198
	0.84%

	
	2X104
	27.1
	27.09
	27.03
	27.53
	27.11
	27.17
	0.203
	0.75%

	
	2X103
	30.13
	30.41
	30.78
	30.48
	30.01
	30.36
	0.304
	1.00%

	
	2X102
	33.42
	33.6
	33.76
	33.8
	33.15
	33.55
	0.267
	0.80%


2.5  QPCR检测方法特异性分析：对SIV、SRV、STLV等三种猴的逆转录病毒前DNA进行检测，结果除了SIV病毒前DNA模板，其他几种逆转录病毒模板均未出现特异性扩增，对应扩增曲线均为平缓直线或无意义噪音，用空白Cem174细胞DNA和水空白对照也均未出现扩增，因此，该方法对于猴免疫缺陷病毒核酸的检测是特异的（图5）。
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图3  SIV probe-QPCR方法特异性检测结果
Fig3  The specificity evaluation of SIV QPCR-probe method
2.6  临床样品的检测应用：对送检的40份猴血样品提取PBMC DNA ,进行SIV QPCR检测SIV前DNA，结果如下，阴性、阳性对照成立，而检测样本均未出现阳性扩增，Ct值均大于35，可判定为ＳＩＶ阴性。
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图4  临床猴血PBMC样品QPCR检测结果
Fig.4 Result of clinical samples to detect SIV proviral in PBMC using this QPCR method.

3. 讨论 

猴免疫缺陷病毒属于逆转录病毒科,慢病毒属。SIV感染主要破坏免疫系统，其发病机理与人获得性免疫缺陷相似，CD4分子是病毒囊膜表面蛋白的受体，SIV主要攻击CD4+T淋巴细胞亚群。SIV侵入细胞后，通过逆转录酶将病毒的RNA转录成DNA，整合入宿主DNA中，形成前病毒，并利用宿主细胞分裂增殖，产生病毒，致使宿主细胞死亡，释放出大量新病毒，攻击新的靶细胞，从而使T4淋巴细胞数量持续减少[4,5]。由于SIV对免疫系统的摧毁及病毒分子复制特性使得其能有效逃避机体免疫系统的识别和攻击。研究表明，在SIV/SAIDS模型猴感染的后期，病毒血症消失，游离病毒滴度下降，病毒繁殖受到抑制,但仍有部分病毒以前病毒DNA或RNA分子形式潜伏感染于细胞中。因此，在SIV感染的潜伏期和平台期，血浆病毒RNA载量降低或消失的情况下，前病毒DNA载量更能反应疾病的状态,与疾病的发展密切相关[6] 。如王卫等人[7]对SHIV感染猴模型进行了感染后病毒的检测，发现在感染后第3天PBMC中就能检测到SHIV前DNA，而血浆中病毒RNA在感染后第7天才检测到阳性。因此，本研究中我们采用较为敏感的taqman探针型QPCR检测方法对宿主细胞基因组中的前病毒DNA进行检测，并以构建的pMD-SIVgag重组质粒作为标准品进行DNA定量，从而确定动物的病毒感染状态。
TaqMan探针荧光定量PCR检测技术因其特异性、灵敏性及可定量等优点近年来被广泛应用于多种病原微生物的临床检测[8-10]。其工作原理是基于荧光共振能量传递现象，TaqMan探针5’末端的荧光基团发射的荧光因与3’端的淬灭剂接近而被淬灭，在扩增过程中探针特异性结合于靶序列，由于聚合酶的5’向3’外切酶活性，一分子的产物生成伴随着一分子的荧光信号的产生，因此Taqman探针检测的是积累荧光，通过Ct值和标准曲线的分析能对起始模板进行定量分析，较真实地反应了起始样品中的模板量，由于增加了探针的识别步骤，它的特异性比敏感性比普通PCR更高。因此在病毒载量检测及疾病感染早期诊断方面得到了广泛应用。本研究中利用探针技术建立的SIV QPCR检测方法，不仅可以应用于猴的SIV感染模型的病毒载量测定，而且可作为临床猴群中SIV感染状况的有效监测手段。

本研究中构建了包含SIVgag保守基因序列的Pmd-SIVgag质粒，作为DNA定量标准品。通过对标准品由108到101的10倍倍比稀释作为反应模板验证QPCR探针的检测灵敏性，发现在模板在107-102 copies范围之间，相应的Ct值具有良好的相关性，相关系数为0.999,理论上其定量准确性可以达到200个拷贝。因此，该方法的定量敏感性定在200copy/well，检测中对于定量样品拷贝数大于200copy/well的检测样品判为阳性；定量拷贝数小于200 copy/well的检测样本判为阴性。同时，对于定量拷贝数约为100-200 copy/well的检测样品，需增加检测次数减少误差，必要时应跟踪动物血液病毒拷贝量的变化以作判断。
参考文献：

[1]卢耀增，吴小闲，涂新明，等.猴免疫缺陷病毒（SIV）猴模型的建立[J].中国实验动物学报,1994,2(2):94-102.

[2] 丛喆，涂新明，蒋红，等. PCR技术在猴免疫缺陷病毒(SIV)感染模型中的应用[J].中国实验动物学报.2005,13(2):84-87.

[3]陈静,李茂清,符林春,等.中国恒河猴 SIVmac239 艾滋病模型急性期的试验观察[J].广州中医药大学学报,2012,29(5):582-586.
[4] Hayward A L, Oefner P J, Sabatini S, et al. Modeling and analysis of　Immunodeficiency Virus Type 1 Proviral Load by a TaqMan　competitive RT-PCR [J]. Nucl Acids Res, 1998, 26(11): 2511-2518.
[5]殷震，刘景华，主编. 动物病毒学[M]. 第二版.北京:科学出版社,1997,901-904.

[6] 丛喆，涂新明，李兆忠. SYBR Green实时荧光定量PCR法测定猴免疫缺陷病毒(SIV)前病毒DNA拷贝数方法的建立[J].中国比较医学杂志,2006,16(11):680-690.

[7]王卫,刘强,许琰,等. SHIV-KB9感染中国恒河猴动物模型的建立[J].中国比较医学杂志,2011,21(2):1-6.
[8] 孟茹, 陈创夫, 张辉,等. 布氏杆菌和结核杆菌二重实时荧光定量PCR检测方法的建立与初步应用[J].畜牧兽医学报,2010, 41( 8) : 1012- 1017.

[9]李杰. HIV-1 p24 TaqMan荧光定量检测系统和HIV-1体外复制、检测系统的建立及评[D].硕士学位论文,浙江大学,2011,5-23
[10]许琰,冯育芳,王卫,等. TaqMan探针实时荧光定量RT_PCR法检测SIVPSHIV病毒RNA拷贝数方法的建立[J]. 中国比较医学杂志,2007,17(2):92-95.






