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三种小鼠 ＲＮＡ 病毒样品储运条件对核酸检测的影响

李欣悦，佟　 巍，张丽芳，阮研硕，丛日旭，向志光∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 分析实验动物小鼠三种肠道病毒 ＭＨＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＮＶ 生物样品的储运条件对病原核酸检测结

果的影响。 方法　 将 ＭＨＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＮＶ 三种 ＲＮＡ 病毒与小鼠盲肠内容物混合制备参考品；保存剂包括 ＲＮＡ 提取

试剂裂解液（ＢｕｆｆｅｒＡＶＬ）及生理盐水，存储温度为 ４℃及室温（２２℃～ ２５℃）；在保存 １、２、３、７、１４ ｄ 时间点提取各样

品核酸，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测病毒样品量的变化。 结果　 生理盐水作为保存剂核酸样品检出量低于

ＲＮＡ 提取试剂裂解液组，且检出量下降明显；Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组样品储于 ４℃条件的样品检出量优于室温 ２５℃的条件；
４℃⁃ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组的三种病毒参考品在 ３ ｄ 时间点的病毒检出量在 ５０％以上，在 ７ ｄ 时间点仍有检出，但 １４ ｄ 时已

检测不到。 结论　 三种小鼠 ＲＮＡ 病毒样品储运条件优选使用 ＲＮＡ 提取试剂裂解液，并在低温条件下储运，最好

在 ３ ｄ 内完成核酸检测。
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　 　 核酸检测在实验动物微生物质量控制中发挥

着重要作用，它可以在实验动物感染早期检测到病

原微生物核酸，还可以持续监测感染动物的排毒状

态［１］。 小鼠肝炎病毒（ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＭＨＶ）
和呼肠孤病毒 ＩＩＩ 型（ｒｅｏｖｉｒｕｓ ３，Ｒｅｏ⁃３）是最主要的

且是最常见的啮齿类动物感染病原体［２］，小鼠诺如

病毒（ｍｕｒｉｎｅ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ，ＭＮＶ）是实验小鼠感染率较

高的病原体［３］。 这三种病毒常呈隐性感染，一定条

件下才会发病，严重影响实验动物健康和实验研

究。 因此对实验动物粪便或盲肠内容物进行病毒

核酸检测是非常重要的。 目前已建立实验动物病

毒核酸检测方法，在实际应用中采样处理和样品检

测步骤中间，需经过一段时间的运输和储存。 但实

验动物粪便或盲肠内容物复杂，样品的运输或保存

不当可能会影响核酸提取质量，进而影响核酸检测

结果，特别是 ＲＮＡ 病毒。 针对病毒特性和不同类型

的样品的特点，应确定相应运输温度和核酸稳定剂

的使用。 ＲＮＡ 提取试剂的裂解液可抑制生物样品

中的 ＲＮＡ 酶，可以作为备选储存剂。 而在样品运输

时较为方便的条件为蓝冰运输，该运输温度可维持

在 ０℃～８℃。 本研究比较了 ＭＨＶ，Ｒｅｏ⁃３，ＭＮＶ 三种

病毒参考品在裂解液和生理盐水中，在不同储存温

度及时间等运输条件下病毒检出量的变化。

表 １　 引物和探针序列
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名称
Ｎａｍｅｓ

引物和探针序列（５’→３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’→３’）

产物大小（ｂｐ）
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ＭＨＶ⁃Ｆ ＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＧＴＴＧＧＧＣＡＴＴＡＴＡＣＴ
ＭＨＶ⁃Ｒ ＡＣＣＡＣＡＡＧＡＴＴＡＴＣＡＴＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＴＡ

ＭＨＶ⁃ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ⁃ＡＣＡＴＧＣＴＡＣＧＧＣＴＣＧＴＧＴＡＡＣＣＧＡＡＣＴＧＴ⁃ＢＨＱ１
１０８

Ｒｅｏ⁃Ｆ ＴＧＴＧＡＧＧＴＧＧＡＣＧＣＧＡＡＴＡＧ
Ｒｅｏ⁃Ｒ ＣＧＴＴＧＡＴＧＣＡＧＣＧＴＧＡＡＧＡＧ

Ｒｅｏ⁃ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ⁃ＣＧＧＣＣＧＧＣＴＧＧＴＧＡＴＣＡＧＡＧＴＡＴＧ⁃ＢＨＱ１
６７

ＭＮＶ⁃ｆ ＴＣＴＧＴＹＣＴＧＣＧＣＴＧＧＧＴＧＣ
ＭＮＶ⁃ｒ ＧＣＴＧＣＧＣＣＡＴＣＡＣＴＣＡＴＣＣ

ＭＮＶ⁃ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ⁃ＡＴＧＣＴＧＡＧＡＣＣＣＣＧＣＡＧＧＡＡＣＧ⁃ＢＨＱ１
９６

１　 材料和方法

１􀆰 １　 参考品的制备

ＭＨＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＮＶ 等病毒来源于 ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ （ＡＴＣＣ），本室保存。 小鼠盲

肠内容物采自⁃送检至我实验室的 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠，动物实验在中国医学科学院医学实验动物研

究所［ＳＹＸＫ（京）２０１４ － ００２］进行，并获得本单位实

验动 物 使 用 和 管 理 委 员 会 的 批 准 （ ＩＡＣＵＣ：
ＸＺＧ１７００１）。 对盲肠内容物应用核酸检测方法排除

了 ＭＨＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＮＶ 及国家标准须排除的病原项

目。 将 ＳＰＦ 级小鼠的盲肠内容物混合分为三组，按
每 ０􀆰 １ ｇ 加入 ５０ μＬ ５０ 倍稀释的病毒原液，制成三

种病毒的参考品，使参考品初始病毒核酸量在 １０４

～ １０７ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 范围之间。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品分组及保存

将参考品按 １∶ ４的比例加入 Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ，颠倒混

匀 １０ 次，室温放置 ２ ｍｉｎ 后，按每管 ２００ μＬ 分装制成

Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组样品，分别置于 ４℃冰箱（２℃～ ８℃）和
室温（２２℃～ ２５℃）保存 １、２、３、７、１４ ｄ。 生理盐水

（ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ， ＮＳ）组样品以同样的方式处理。 分别

于各个时间点取两个平行样品置 －８０℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样品 ＲＮＡ 提取

各时间点样品经 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后，
取 １４０ μＬ 上清液，用 ＱＩＡＧＥＮ 公司病毒 ＲＮＡ 提取

试剂盒进行样品 ＲＮＡ 提取。
１􀆰 ２􀆰 ３　 探针法实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测

试剂采用 Ｔａｋａｒａ 公司的 Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ，引物和探针序列［４ － ５］ 见表 １。 用 ＡＢＩ
７５００ Ｆａｓｔ 实时 ＰＣＲ 系统对各样品进行荧光 ＰＣＲ 分

析。 以 １ × １０１ ～ １ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的稀释质粒样品

制作标准曲线，计算各样品的病毒检出量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实验环境

所有实验步骤均在生物安全二级（ＢＳＬ⁃２）实验

室内完成，其中病毒参考品的制备，样品分组以及

样品 ＲＮＡ 提取当中的裂解步骤均在 Ａ２ 型生物安

全柜内操作。

２　 结果

２􀆰 １　 参考品初始病毒核酸量及其在 ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ
中的 ＣＴ 值

本研究以参考品 ０ ｄ 时检测的病毒检出量为基
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值，计算并比较各时间点样品病毒检出量的变化。
其中 ＭＨＶ 参考品 ０ ｄ 时 ＣＴ 值为 １９􀆰 ３１，病毒核酸

量为 ２ × １０６ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 Ｒｅｏ⁃３ 参考品 ０ ｄ 时 ＣＴ 值

为 ２５􀆰 ０５，病毒核酸量为 ５ × １０４ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＭＮＶ 参

考品 ０ ｄ 时 ＣＴ 值为 １６􀆰 ３０，病毒核酸量为 ２􀆰 ５ × １０５

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。
２􀆰 ２　 保存剂对核酸样品检出量的影响

无论是 ４℃还是室温保存，生理盐水组的参考

品 ２ ｄ 病毒检出量都在 ５０％ 以下，远低于 ｂｕｆｆｅｒ
ＡＶＬ 组。 其中 ＭＨＶ 生理盐水组 １ ｄ 时已降低至

１５％ ；Ｒｅｏ⁃３ 生理盐水组 １ ｄ 病毒检出量为 ７３％ ，而
２ ｄ 时已降低至 ７％ ，其下降幅度最为显著，如图 １ ～
６ 所示。 因此，ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 可以作为样品保存剂，具
有延缓 ＲＮＡ 降解的作用。
２􀆰 ３　 存储温度对样品检出量的影响

４℃ ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组 ＭＨＶ 参考品在 １、２、３、７ ｄ 病

毒检出量分别降低了 ０％ 、１６％ 、４２％ 、７６％ ，而室温

组样品在 １、２ ｄ 病毒检出量分别降低了 １４％ 、６９％ ，
如图 １ 和图 ２ 所示；４℃ ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组 Ｒｅｏ⁃３ 参考品

１、２、３、７ ｄ 病毒量分别降低了 ３％ 、１１％ 、１７％ 、
５０％ ，而室温组样品在 １、２ ｄ 病毒检出量分别降低

了 ３％ 、４０％ ，如图 ３ 和图 ４ 所示；４℃ ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组

ＭＮＶ 参考品 １、２、３、７ ｄ 病毒量分别降低了 １１％ 、
１６％ 、３５％ 、６０％ ，而室温组样品在 １、２ ｄ 病毒检出

量分别降低了 ４９％ 、５６％ ，如图 ５ 和图 ６ 所示。
Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组样品室温组样品的病毒检出量的下降

幅度明显高于 ４℃组。
２􀆰 ４　 保藏时间对样品核酸检出量的影响

４℃ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 组 ＭＨＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＮＶ 三种病毒

参考品在 ３ ｄ 时间点的病毒检出量在 ５０％ 以上，分
别为 ５８％ 、８３％ 、６５％ ；在 ７ ｄ 时间点仍有检出，但已

经降低至 ２４％ 、５０％ 、４０％ ；在 １４ ｄ 时间点无检出，
如图 １、图 ３ 和图 ５ 所示。

３　 讨论

３􀆰 １　 实验动物粪便样品应使用具有抑制 ＲＮＡ 酶

活性的保存剂进行运输

实验动物样品从现场采集到样品检测之间存

在一段运送过程。 动物粪便样品以及盲肠内容物

等样品成分复杂，含有大量的酶类，其中包括 ＲＮＡ
酶。 而这些样品中的病毒等检测的靶标为病毒的

核酸，极易受到样品中 ＲＮＡ 酶的影响而降解。 因此

需要尽早抑制样品中 ＲＮＡ 酶的活性。 本研究结果

图 １　 ４℃保存盲肠内容物样品不同保存天数

小鼠肝炎病毒核酸检出量变化

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＭＨＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ
ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ４℃ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ

图 ２　 室温保存盲肠内容物样品 ２ ｄ 内小鼠

肝炎病毒核酸检出量变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＭＨＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓ

表明，选择使用 ＲＮＡ 提取试剂中的裂解液为保存

液，与生理盐水组相比，可以提高核酸检出率。 究

其原因，在于 ＲＮＡ 提取试剂裂解液中的 ＲＮＡ 酶抑

制剂有效的抑制了内源性的 ＲＮＡ 酶，对核酸样品进

行了有效保护。
３􀆰 ２　 关于低温运输

４℃ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＬ 保存条件的三种病毒参考品的

核酸量降低幅度小于室温条件，说明低温运输与有

利于样品核酸的检测。 使用干冰运输，储存温度接

近 － ７０℃，某种意义上对核酸样本的保护更有利。
但干冰运输的成本较高。 在本研究中使用蓝冰运

输并结合使用 ＲＮＡ 提取试剂中的裂解液作为保护
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图 ３　 ４℃保存盲肠内容物样品不同保存天数的

呼肠孤病毒 ＩＩＩ 型核酸检出量变化

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ Ｒｅｏ⁃３ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ

４℃ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ

图 ４　 室温保存盲肠内容物样品不同保存天数的

呼肠孤病毒 ＩＩＩ 型核酸检出量变化

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ Ｒｅｏ⁃３ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ

ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓ

剂，在 ３ ｄ 时间点的病毒检出量减少量在 ５０％以内，
我们认为 ＭＨＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＮＶ 三种病毒盲肠内容物

样品的核酸检测在 ３ ｄ 内完成，其检测结果较为可

靠。 因此，以 ＲＮＡ 提取试剂中的裂解液为保护剂和

蓝冰运输（０℃～８℃）即可基本满足此类核酸检测样

品短途储运的需求，且可降低运输成本。
３􀆰 ３　 核酸定量检测方法的适用性

实验动物病原微生物核酸检测方法包括普通

ＰＣＲ 以及实时荧光定量 ＰＣＲ 等技术，其检测的目标

为微生物的核酸分子。 检测结果以检出或未检出

图 ５　 ４℃保存盲肠内容物样品不同保存天数的

小鼠诺如病毒核酸检出量变化

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＭＮＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ４℃ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ

图 ６　 室温保存盲肠内容物样品不同保存天数的

小鼠诺如病毒核酸检出量变化

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＭＮＶ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｔｏｒｅｄ

ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓ

进行描述，出具定性结果报告。 本研究为了分析检

出量的变化采用了实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法。 针

对三种消化道病原体建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测体

系，其对低拷贝样品的检测下限达到 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
（ＭＨＶ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 样品 ＣＴ 值 ３５􀆰 ６１；Ｒｅｏ⁃３ １
× １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 样品 ＣＴ 值 ３６􀆰 ９６； ＭＮＶ １ × １０１

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 样品 ＣＴ 值 ３１􀆰 ０５，结果未显示），此类方

法满足实验动物粪便样品的检测需求。
为了更好的测试保存和运输条件对于核酸样

品的影响，本研究所使用的模拟样品的起始浓度为

５ × １０４ ～ ２ × １０６ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，检测的 ＣＴ 值为 １６􀆰 ３０ 至

２５􀆰 ０５，此样品浓度在 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法的最

佳检测范围内［６］，在核酸样品浓度有限降低时（本
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研究中下降 ９８％ ）仍可有效检测。 通过 ＭＨＶ、ＭＮＶ
感染实验动物获得的阳性盲肠内容物和粪便样品，
经 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测样品 ＣＴ 值在 ２０ ～ ２８ 范围

内［１， ７ － ８］，而本研究的模拟样品与实际样品相比其

病原核酸浓度偏高，其目的在于展示储运条件对于

核酸样品检测的影响。
实验动物携带其他病原体的样品对储运条件

的敏感性亦可进行类似的测试。 同时实验动物病

原核酸的检测也应该考虑核酸扩增反应存在的其

他干扰因素。
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