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摘  要：【背景】蓝舌病病毒(Bluetongue virus，BTV)是一种严重危害反刍动物的虫媒病毒，我国存

在 12 种血清型 BTV (BTV-1、-2、-3、-4、-5、-7、-9、-12、-15、-16、-21 和-24)的流行。【目的】建

立 12 种血清型 BTV 的 RT-qPCR 定型方法，为 BTV 的诊断与流行病学研究提供技术保障。【方法】

根据我国流行 BTV 基因节段 2 (Seg-2)序列设计引物和 TaqMan 探针，对引物的特异性与敏感性进行

评估；以 12 种血清型 BTV 毒株和核酸阳性血液样本验证建立的血清型 RT-qPCR 检测方法；将其应

用于库蠓与动物血液样本中 BTV 的定型。【结果】建立的 BTV 血清型 RT-qPCR 检测方法具有良好

的特异性与灵敏性，反应的扩增效率(E)值>90.3%，相关系数(R2)值在 0.991−0.999 之间，对 12 种血

清型 BTV 核酸的检测下限在 25−48 拷贝之间。对 165 株 BTV 的 RT-qPCR 定型结果与病毒的 Seg-2

测序鉴定结果一致；对 194 份采集于哨兵动物的 BTV 核酸阳性血液样本的 RT-qPCR 定型结果与感

染动物上分离 BTV 的血清型一致。采用建立的方法，从 2019 年云南省师宗县与景洪市采集的库蠓

与牛血液样本中鉴定出 6 种血清型的 BTV (BTV-1、-2、-4、-5、-16 和-24)。【结论】研究建立的 12 种

BTV 血清型 RT-qPCR 定型方法具有特异、敏感和省时的优点，可用于媒介与动物感染 BTV 的血清

型定型，具有良好的应用与推广价值。 
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Abstract: [Background] Bluetongue virus (BTV), one kind of arbovirus, causes seriously harms in 
ruminants and twelve serotypes of BTV (BTV-1, -2, -3, -4, -5, -7, -9, -12, -15, -16, -21 and -24) are widely 
prevalent in China. [Objective] To provide technical support for the diagnosis and epidemiology research 
of BTV, we aimed to develop serotyping RT-qPCR method for 12 BTV serotypes which were epidemic in 
China. [Methods] Primers and TaqMan probes based on the Seg-2 sequences of Chinese BTVs were 
designed and their specificity and sensitivity were evaluated. The reliability of the established RT-qPCR 
method was assessed with BTV strains and BTV-positive blood samples then further applied to identify the 
serotypes of BTV in Culicoides and blood samples. [Results] The established BTV serotype RT-qPCR 
method showed highly specificity and sensitivity with the amplification efficiency (E) values larger than 
90.3%, the correlation coefficient values (R2) ranging from 0.991 to 0.999 and the minimum copy number 
of detectable BTV nucleic acid ranging from 25 to 48 copies. Serotype identification of 165 isolated BTV 
strains by RT-qPCR and Seg-2 sequencing showed consistent results. Furthermore, serotype RT-qPCR 
identification results of 194 BTV-positive blood samples from infected sentinel animals were consistent 
with serotyping results of the isolated BTVs. Using the established RT-qPCR method, six serotypes of 
BTV (BTV-1, -2, -4, -5, -16 and -24) were identified from the Culicoides and cattle blood samples 
collected from Shizong county and Jinghong district of Yunnan province. [Conclusion] The BTV serotype 
RT-qPCR established here could be used for diagnosis the serotypes of BTV in vectors and animals with 
advantage of time saving, high specificity and sensitivity. 

Keywords: Bluetongue virus, serotype, RT-qPCR, application 

蓝舌病病毒(Bluetongue Virus，BTV)感染引起

的动物蓝舌病(Bluetongue，BT)是一种严重侵害反

刍动物的烈性传染病，世界动物卫生组织将 BT 列

为法定报告的动物疫病，我国也将其列为一类动物

疫病[1]。BT 的流行和暴发给牛羊养殖业造成巨大的

经 济 损 失 ， 严 重 影 响 畜 产 品 正 常 国 际 贸 易 。

2006−2008 年，非洲来源的 BTV-8 型毒株在欧洲大

部分国家蔓延，导致欧洲有记录以来最为严重的 BT

暴发，直接经济损失高达 30 亿美元[2-3]。尽管防控及

时，但欧洲仍不断有 BTV-8 型引起疫情的报道[4-5]，

BT 成为国际上继口蹄疫与禽流感后备受关注的动

物疫病。 

BTV 隶属呼肠孤病毒科(Reoviridae)环状病毒属

(Orbivirus)，病毒基因组大小约 20 kb，由 10 个节段

(Seg-1−Seg-10)的双链 RNA (Double Stranded RNA，

dsRNA)组成[2-3]。BTV 血清型众多，目前世界范围

内已发现 27 种血清型的 BTV (BTV-1−BTV-27)[6-7]，

病毒基因节段 2 (Segment 2，Seg-2)编码的 VP2 蛋

白决定着病毒的血清型，是诱导产生病毒特异性中

和抗体的主要蛋白[8]。Seg-2/VP2 序列高度变异，不

同 血 清 型 B T V 的 S e g - 2 核 酸 序 列 相 似 度 在

41.4%−71.2%之间，VP2 氨基酸序列相似度在

27.0%−77.6%之间。根据 Seg-2 的变异，可将 27 种

血清型 BTV 划分为 A−L 等 12 种基因型；而同一血

清型 BTV 毒株可划分为 Western 地域型(北美洲、 
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南美洲与部分欧洲毒株)与 Eastern 地域型(亚洲与澳

大利亚毒株) [9-10]。 

1979 年，本实验室在我国云南省师宗县的绵羊

中首次发现 BT 的暴发；1996−1997 年，从云南省

的哨兵牛上分离到 7 种血清型的 BTV (BTV-1、-2、

-3、-4、-12、-15 和-16)[11]；2013−2017 年，从云南

省、广东省、江苏省与广西壮族自治区设立的哨兵

动物(牛与山羊)中相继分离出 12 种血清型的 BTV 

(BTV-1、-2、-3、-4、-5、-7、-9、-12、-15、-16、

-21 和-24)共 300 余株[12-15]。我国流行 BTV 的血清

型复杂多样，同一区域存在多种血清型 BTV 的流

行，不同血清型 BTV 毒株的致病性存在较大差异，

给我国 BT 的防控带来了严峻的挑战。建立准确快

速的 BTV 血清型鉴定方法，不仅是 BTV 流行病学

研究的重要内容，也是科学制定 BT 防控策略的重

要保障。 

血清中和试验(Serum Neutralization Test，SNT)

与病毒中和试验(Viral Neutralization Test，VNT)是

BTV 血清型鉴定的经典技术[16]，但存在耗时长、成

本高的缺陷，RT-PCR 与实时荧光定量 RT-PCR 

(RT-qPCR)已成为 BTV 血清型鉴定的主流技术[17-18]。

RT-qPCR 具有通量高、灵敏性与特异性强的优势，

是鉴定临床样本或媒介中 BTV 血清型的主要方法，

英国 Pirbright 研究所(欧洲 BTV 参考实验室)保存了

大量欧洲 BTV 分离毒株与采集自感染动物的血液

样本，为开发 BTV 血清型 RT-qPCR 定型技术提供

了可能[18]。 

与国外比较，我国在 BTV 诊断检测技术方面

的研究相对滞后，根据我国流行 BTV 的遗传特征，

建立特异的 BTV 血清型 RT-qPCR 检测方法十分必

要。通过前期在全国范围开展的 BTV 流行病学研

究，本实验室已建立了我国比较完备的 BTV 病毒

库、阳性血液库与血清库[11-15]。本研究根据我国流

行 BTV 的 Seg-2 序列特征，拟建立我国流行 12 种

血清型 BTV 的 RT-qPCR 定型方法，以期为 BTV

的流行病学调查与 BT 防控策略的制定提供技术 

支持。 

1  材料与方法 

1.1  病毒、血液样品与核酸样品 

24 种 BTV 血清型(BTV-1−BTV-24)国际标准参

考 毒 源 自 OIE 南 非 参 考 实 验 室 (Onderstepoort 

Veterinary Institute)。2012−2014 年，中国分离 12 种

血清型 BTV (BTV-1、-2、-3、-4、-5、-7、-9、-12、

-15、-16、-21 与-24)流行毒株(表 1)，1979−2020 年

我国云南、江苏、广西、广东等地分离的 165 株 BTV

由本实验室保存(表 2)，上述毒株已通过 Seg-2 测序

确认病毒的血清型[19]。流行性出血病病毒(Epizootic 

Hemorrhagic Disease Virus，EHDV)[20]、中山病病毒

(Chuzan Virus，CHUV)[21]与阿卡斑病毒(Akabane 

Virus，AKAV)[22]由本实验室从哨兵动物上分离保存。 

BTV 感 染 动 物 的 EDTA 抗 凝 血 样 本 共 计    

194 份，于 2013−2020 年采集自云南、广西、广东设

立的哨兵动物(表 2)，对动物感染 BTV 血清型的确

认包括：(1) 动物的血液中检测到 BTV 群特异性抗

体与病毒核酸[23-24]；(2) 从动物血液中分离出 BTV，

并通过 Seg-2 测序明确分离病毒的血清型[19]；(3) 动

物血清中检测到针对分离 BTV 毒株的中和抗体。 

BTV 基因节段 10 (Seg-10)全长序列克隆质粒

pLB-BTV-NS3-T7[24]与口蹄疫病毒(Foot-and-Mouth 

Disease Virus，FMDV)阳性核酸由本实验室保存；

牛流行热病毒(Bovine Ephemeral Fever Virus，BEFV)

阳性核酸由中国农业科学院兰州兽医研究所惠赠。 

1.2  主要试剂和仪器 

病毒 RNA 抽提试剂盒 MagMAX-96 Viral RNA 

Isolation Kit，Thermo-Fisher 公司；总 RNA 提取试

剂 RNAiso-Plus、实时荧光定量 RT-PCR 试剂盒 One 

Step PrimeScript RT-PCR Kit (Real Time)、实时荧光

定量 PCR 试剂盒 Premix Ex Taq Kit (Probe qPCR)、

实时荧光定量 qPCR 试剂盒(SYBR Green)、RNase 

Inhibitor 、 逆 转 录 酶 PrimeScript II Reverse 

Transcriptase，TaKaRa 公司。KingFisherTM Flex 核

酸自动提取仪与实时荧光定量 PCR 仪，Applied 

Biosystem 公司。 
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表 1  中国 12 种 BTV 血清型流行毒株的分离信息与核酸拷贝数定量结果 
Table 1  Source information and nucleic acid copy numbers of Chinese BTV strains belonging to 12 serotypes 

毒株号 

Strain No. 

血清型 

Serotype 

分离动物 

Isolation animals 

分离时间(年份) 

Isolation time (Year)

分离地点 

Isolation place 

核酸拷贝数 

Copy numbers of nucleic acid (copies/μL)
YNSZ/V147 BTV-1 山羊 Goat 2012 云南 Yunnan 9.62×108 

YNPE/V146 BTV-2 牛 Cattle 2013 云南 Yunnan 1.28×109 

YNDH/V025 BTV-3 牛 Cattle 2013 云南 Yunnan 3.46×109 

YNPE/V030 BTV-4 牛 Cattle 2013 云南 Yunnan 4.54×108 

YNSZ/V084 BTV-5 山羊 Goat 2012 云南 Yunnan 7.85×108 

GDST/V089 BTV-7 牛 Cattle 2014 广东 Guangdong 2.66×108 

YNDH/V008 BTV-9 牛 Cattle 2013 云南 Yunnan 8.45×108 

GXNN/V007 BTV-12 牛 Cattle 2012 广西 Guangxi 6.82×109 

YNPE/V061 BTV-15 牛 Cattle 2014 云南 Yunnan 1.43×109 

YNSZ/V109 BTV-16 山羊 Goat 2012 云南 Yunnan 2.54×108 

JSXY/V057 BTV-21 牛 Cattle 2013 江苏 Jiangsu 7.14×108 

YNDH/V015 BTV-24 牛 Cattle 2013 云南 Yunnan 8.45×108 

注：以上毒株已获取全基因组序列 

Note: Complete genome sequences of these strains have been acquired 
 

表 2  中国分属 12 种血清型 165 株 BTV 的分离信息与血清型 RT-qPCR 验证结果 
Table 2  Source information and RT-qPCR serotyping results of 165 Chinese BTV strains belonging to 12 serotypes  

血清型 

Serotype 

分离地 

Isolation place 

分离动物 

Isolation 
animals 

分离时间(年份) 

Isolation time (Year) 

毒株数 

Numbers of 
virus strains 

RT-qPCR Ct 值* 

Ct values of 
RT-qPCR* 

BTV-1 云南、广西 

Yunnan, Guangxi 

牛、山羊 

Cattle, goat 

1979, 1996, 1997, 2012, 2013, 
2015, 2016, 2020 

15 17.6±4.1 

BTV-2 云南、广东 

Yunnan, Guangdong 

牛、山羊 

Cattle, goat 

1996, 1997, 2013, 2014 15 19.3±4.6 

BTV-3 云南 Yunnan 牛 Cattle 1996, 1997, 2012, 2013, 2014 18 17.8±3.9 

BTV-4 云南、广西、广东 

Yunnan, Guangxi, Guangdong 

牛、山羊 

Cattle, goat 

1996, 2012, 2013, 2015, 2016, 
2017, 2020 

31 18.4±3.9 

BTV-5 云南、广东 

Yunnan, Guangdong 

牛 

Cattle 

2012, 2013, 2015, 2016 8 17.8±4.7 

BTV-7 广东 

Guangdong 

牛、山羊 

Cattle, goat 

2014, 2020 3 20.2±5.0 

BTV-9 云南 

Yunnan 

牛 

Cattle 

2012, 2015 9 18.3±4.9 

BTV-12 云南、广西、广东、江苏 

Yunnan, Guangxi, Guangdong, 
Jiangsu 

牛、山羊 

Cattle, goat 

1996, 1997, 2012, 2014 13 18.5±4.9 

BTV-15 云南、江苏 

Yunnan, Jiangsu 

牛 

Cattle 

1996, 1997, 2014 5 19.4±3.8 

BTV-16 云南、广西、广东 

Yunnan, Guangxi, Guangdong 

牛、山羊 

Cattle, goat 

1996, 1997, 2012, 2013, 2014, 
2015, 2017 

26 18.9±3.9 

BTV-21 云南、广西、广东 

Yunnan, Guangxi, Guangdong 

牛、山羊 

Cattle, goat 

1996, 2013, 2014, 2015 17 17.4±4.5 

BTV-24 云南 

Yunnan 

牛 

Cattle 

2012, 2013, 2015 5 16.7±3.1 

注：*：Ct 值以每种 BTV 血清型毒株 RT-qPCR 反应 Ct 值的平均数±标准差表示 

Note: *: The Ct value of RT-qPCR detection for each BTV serotype was showed by the means of the Ct values±standard deviation 
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1.3  引物和探针的设计及合成 

从 GenBank 中下载 BTV 的 Seg-2 序列，使用

MAFFT 软件[25]与本实验室获取的我国 12 种血清

型 BTV 毒株 Seg-2 全长序列(共计 72 条)进行序列

比对。选择在同一血清型内高度保守区域，使用

Beacon Designer 8.0 软件进行特异性扩增引物与

TaqMan 探针的设计(表 3)。探针的 5ʹ端标记 FAM 

(6ʹ羧基荧光基团)报告基团，3ʹ端标记 BHQ1 (黑洞

淬灭基团)。引物由上海捷瑞生物工程公司合成，

探针的纯度为 HPLC 级(液相色谱纯化)，合成   

的引物与探针以无 RNA 酶水稀释为 10 μmol/L  

备用。 
 

表 3  12 种 BTV 血清型 RT-qPCR 引物及探针信息 
Table 3  Information of RT-qPCR primers and probes for 12 BTV serotypes  

血清型 
Serotypes 

引物名称 
Primers name 

引物序列 
Primers sequence (5ʹ→3ʹ)  

引物位置 
Primer position

产物大小 
Product 
size (bp) 

参考毒株数* 
Numbers of reference 
strains* 

BTV-1 BTV-1_F GGTTATGATGGGAARCGAGC 261−281 197 China (9), India (8) 
Australia (47) BTV-1_R GTATCCGCTTTCTTTGARTCAATT 415−435 

BTV-1_Probe TCTTTCATCATCCAYTGTACCCATCGCTC 320−349 

BTV-2 BTV-2_F TAATACATTGGGAGTACCAGTTG 1 288−1 311 156 China (5), Taiwan 
China (1), India (5) 
Australia (2) 

BTV-2_R CATYTATTATCTCCCCRACCAT 1 400−1 422 

BTV-2_Probe CTATCACGTCCTCATCGCTRTCTG 1 364−1 389 

BTV-3 BTV-3_F ATTTACCGATTACRCACCCCGT 2 597−2 619 97  China (6), Japan (1) 
India (1), Australia (1)BTV-3_R CTYCGTTTAAGCCTATCTATGCG 2 648−2 671 

BTV-3_Probe CGCGTCTGAAACCTCRAAAGCAACCAAAC 2 623−2 651 

BTV-4 BTV-4_F GTGCCGAGATTATTGGATATAAC 236−259 134 China (15), India (11) 

BTV-4_R GGTTGTATATCCATYCGATCGTC 324−347 

BTV-4_Probe TCGCCCACTTCATCCACTTCGCATTA 299−325 

BTV-5 BTV-5_F ACTAGTGAGCCGTTCCAGCC 626−646 94 China (5), South Africa 
(3), France (1), Nigeria 
(1) 

BTV-5_R TTGAAGTAAYCCTGCGCGGAA 716−737 

BTV-5_Probe ATACCCAGGATCAGCCATGTCAACCCT 683−710 

BTV-7 BTV-7_F AATATGTTTCCGTGCTTACGAG 1 093−1 115 157 China (2), Australia (1), 
South Africa (2) BTV-7_R GTGCGTACACGTARTTCTCATT 1 206−1 238 

BTV-7_Probe TGCGAGCGAAACTCAATTCGGCGAT 1 124−1 149 

BTV-9 BTV-9_F GTACTCACGTCGYATATGGAG 1 064−1 084 130 China (3), India (8), 
Australia (1) BTV-9_R CGMATGGCGTACACTCCAATTA 1 172−1 193

BTV-9_Probe TCCGCYGCAATCAACGTGCCCCG 1 107−1 129

BTV-12 BTV-12_F GTTGGCGYATATGGTGGAGTAA 1 067−1 088 75 China (7), Japan (1), 
India (1) BTV-12_R CRTCCCCTAGYTCCATCTCA 1 123−1 144 

BTV-12_Probe CGTAYCCCTGCTTACGAGGAACGAT 1 091−1 115 

BTV-15 BTV-15_F TTTAGTTCCRACAGAGAGAGG 2 272−2 293 81 China (5), Australia (2)

BTV-15_R CAATCTCCCARACTCCCATCA 2 332−2 332 

BTV-15_Probe AGCTCCCTCCCAACCATCGCTGG 2 306−2 328 

BTV-16 BTV-16_F GAGGGAACTTCGAGCGAACA 821−840 259 China (9), Japan (8), 
India (5), Indonesia (3), 
Australia (1) 

BTV-16_R CCGTTATTTGTGTCCGACGC 1 060−1 079 

BTV-16_Probe CAACAACCGATCCGGAAAGAAACG 970−994 

BTV-21 BTV-21_F ATATTCACRTCRAAAGGCCAAAG 981−1003 169 China (5), Japan (2), 
India (3), Indonesia (6), 
Australia (14) 

BTV-21_R ATGTCCARTACACRTCTCCAAG 1 128−1 149 

BTV-21_Probe TTGGTGGACGAATCCGTACCCATGT 1 070−1 094 

BTV-24 BTV-24_F TACCGCTTCTTTTYCTTATCCA 2 228−2 249 120 China (3), South Africa 
(2), Israel (6), France 
(3), America (1) 

BTV-24_R TCGCATAAGCTCCAACTTCAAC 2 326−2 347 

BTV-24_Probe TGGTCTGTCCCAGTGATACTWTATGGC 2 278−2 304 

注：*：括号中的数值表示引物设计时参考的 BTV 毒株数 
Note: *: Numbers in the parentheses indicate the number of the BTV strains used for primers design 
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1.4  病毒核酸的提取 

采用 2 种方式提取病毒核酸：(1) 使用 RNAiso- 

Plus 提取中国 12 种血清型 BTV 流行毒株(表 1)、  

24 种血清 BTV 国际参考毒株、EHDV、CHUV、

AKAV 与库蠓样本的核酸；(2) 165 株中国 BTV 毒

株与 BTV 感染动物的 EHDA 抗凝血液样本，使用

磁珠法病毒核酸提取试剂盒，于核酸自动提取仪上

按操作说明提取核酸。将提取的核酸转入 EP 管中，

于 94 °C 变性 3 min，立即冰浴，冻存于−80 °C 备用。 

1.5  cDNA 的合成与定量 

以提取的病毒核酸为模板，使用随机引物   

和 PrimeScript II 逆转录酶进行 cDNA 的合成。以

10 倍梯度稀释的 pLB-BTV-NS3-T7 质粒为标准品

(核酸拷贝数为 1.3×102−1.3×108 拷贝/μL)建立标准曲

线，取 1 μL 合成的 12 种血清型 BTV流行毒株 cDNA

为模板，通过 BTV 群特异性 RT-qPCR 检测方法[24]

进行绝对定量 qPCR 反应，通过标准曲线计算出

cDNA 的拷贝数。 

1.6  BTV 血清型 RT-qPCR 引物与探针的筛选 

针对每一待检血清型 BTV，分别设计 3 套候选

扩增引物，通过以下 3 方面进行筛选：(1) 以 24 种

血清型 BTV、EHDV、CHUV、AKAV、FMDV 与

BEFV 的 cDNA 为模板，进行 qPCR 反应(SYBR 

Green 染料法)，通过扩增产物的熔解曲线(Melting 

Curve)与电泳检测，对引物的特异性进行筛选；(2) 

以 102 拷贝/μL 的 12 种血清型 BTV 毒株 cDNA 为

模板进行 qPCR 反应(SYBR Green 染料法)，重复

3 次，通过比较荧光信号循环阈值(Cycle Threshold，

Ct)与熔解曲线，筛选扩增效率最高的引物；(3) 在

确认扩增引物的基础上，合成 TaqMan 探针，以

24 种血清型 BTV 的 cDNA 为模板进行“探针+引

物”的 qPCR 反应，确认引物与探针组合的反应性

与特异性。 

1.7  标准曲线的绘制和敏感性试验 

以拷贝数确定的 12 种血清型 BTV 的 cDNA 为

标准品，10 倍梯度稀释至拷贝数为 100−108 拷贝/μL

这 9 个梯度，每个梯度重复 2 次 qPCR 反应(探针法)。

以病毒核酸拷贝数的对数值为横坐标，以 Ct 值的平

均值为纵坐标建立标准曲线，计算相关系数(R2)和

扩增效率(E 值)，分析不同血清型 BTV 核酸的最低

检测拷贝数。qPCR 反应体系：Premix Ex Taq 10 μL，

ROX Dye II (50×) 0.2 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 0.4 μL，TaqMan 探针(10 μmol/L) 0.8 μL，ddH2O 

7.2 μL，核酸模板 1 μL。qPCR 反应条件：95 °C    

30 s；95 °C 5 s，60 °C 34 s，40 个循环。 

1.8  重复性试验 

取低浓度(102 拷贝/μL)与高浓度(107 拷贝/μL)

的 12 种血清型 BTV 毒株 cDNA 1 μL 为模板，进行

3 次批内和批间平行 qPCR 试验，计算所得 Ct 值的

标 准 差 (Standard Deviation ， STD) 与 变 异 系 数

(Coefficient of Variation，CV)，分析检测方法的重

复性。 

1.9  以中国分离BTV毒株验证RT-qPCR检测效果 

取 1979−2020 年我国 12 种血清型 165 株 BTV 

(表 2)核酸各 1 μL 为模板进行病毒血清型的

RT-qPCR 检测。反应体系：2×One Step RT-PCR 

Buffer  10.0 μLⅢ ；Ex Taq HS 0.4 μL，PrimeScript RT 

Enzyme Mix  0.4 μLⅡ ，上、下游引物(10 μmol/L)

各 0.4 μL，TaqMan 探针(10 μmol/L) 0.8 μL，ROX 

Reference Dye  (50×) 0.4 μLⅡ ，加入 RNase-Free 

H2O 补足 20 μL。反应条件：42 °C 5 min；95 °C    

10 s；95 °C 5 s，60 °C 34 s，40 个循环。 

1.10  以 BTV 核酸阳性血液样本验证 RT-qPCR

检测效果 

以 12 种不同血清型 BTV 感染哨兵动物上采集

的血液样本各 20 份，取 5 μL 提取的核酸为模板，

进行 BTV 的群特异性 RT-qPCR 反应 [24]，剔除     

Ct 值>37.0 的核酸样本后，将血液核酸样本分为“强

阳性样本”(Ct 值在 29.0−34.0 之间)和“弱阳性样

本”(Ct 值在 34.0−37.0 之间)，进行 BTV 血清型

RT-qPCR 的回复验证，以 RT-qPCR 反应产生扩增

曲线，而且 Ct 值<38.0 判定为阳性结果。 

1.11  BTV 血清型 RT-qPCR 检测方法的应用 

2019 年 在 云 南 省 师 宗 县 五 龙 乡 ( 经 纬 度 为
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E104°29ʹ65ʹʹ和 N24°60ʹ98ʹʹ，海拔 1 000 m)不同牛羊

圈舍设置捕蚊灯，采集媒介昆虫样本，在显微镜下

筛选出库蠓，加入适量的 PBS 进行研磨，使用

RNAiso-Plus 提取核酸，取 20 μL 提取的核酸反转

录合成 cDNA，以 2 μL cDNA 为模板分别进行 12 种

血清型 BTV 的 qPCR 检测。 

取 2019 年云南省景洪市牛、羊养殖场采集的

血液样品 40 份提取核酸，通过 BTV 群特异性

RT-qPCR 筛选出 BTV 阳性核酸样本(Ct 值<38.0)。

取 BTV 阳性核酸样本各 10 μL 进行混合，使用异丙

醇进行沉淀，以适量无 RNA 酶水进行溶解，反转

录合成 cDNA，进行 BTV 血清型 qPCR 检测。根据

BTV 血清型检测结果，取每一份 BTV 阳性核酸 5 μL

为模板，进行对应血清型 BTV 的 RT-qPCR 鉴定，

确认每份 BTV 阳性核酸样本的血清型。 

2  结果与分析 

2.1  BTV cDNA 拷贝数的定量 

为分析 BTV 血清型特异性 RT-qPCR 方法的灵

敏度，反转录合成我国 12 种血清型 BTV (BTV-1、

-2、-3、-4、-5、-7、-9、-12、-15、-16、-21 和-24) 

流行毒株的 cDNA，绝对定量 qPCR 分析结果显示

其 拷 贝 数 在 2.54×108 拷 贝 /μL (BTV-16)−6.82×   

109 拷贝/μL (BTV-12)之间(表 1)。 

2.2  BTV 血清型 RT-qPCR 引物的筛选 

针对每一待检 BTV 血清型合成 3 对 PCR 扩增

引物，采用 qPCR (SYBR Green 染料法)进行扩增引

物的特异性验证。结果显示，设计的大部分 PCR 扩

增引物具有良好的特异性，仅与对应血清型 BTV

的 cDNA 模板之间产生单一熔解曲线峰，扩增产物

电泳仅见单一的 DNA 条带；BTV-3、BTV-9、

BTV-12、BTV-21 和 BTV-24 型各有一对引物的特异

性较差，产生 2−3 个熔解曲线峰，淘汰以上引物对。 

经过第 1 轮筛选，以 102 拷贝的 12 种 BTV 血

清型代表毒株 cDNA 为模板，通过 qPCR (SYBR 

Green 染料法)分析引物的扩增效率，对剩余引物对

进行第 2 轮筛选。通过剔除扩增效率较低(平均 Ct

值最高)的引物，最终获得了 12 对特异性强扩增效

率高的扩增引物，其扩增产物大小在 75−259 bp 之

间(图 1、表 3)。根据筛选确定的 PCR 扩增引物合

成 TaqMan 探针，以 24 种血清型 BTV 的 cDNA 为

模板进行“探针+引物”的 qPCR 反应，结果显示设计

的引物与探针具有高度的特异性，仅对相应血清型

BTV 毒株的 cDNA 产生扩增曲线，与其他血清型

BTV、EHDV、CHUV、AKAV、BEFV 和 FDMV

核酸模板之间无扩增曲线产生。 

2.3  RT-qPCR 的标准曲线和敏感性 

将 12 种血清型 BTV 代表毒株的 cDNA 稀释为

100−108 拷贝/μL 这 9 个梯度，每个梯度设置 2 个重

复进行 qPCR 反应。结果显示，不同血清型 BTV 的

qPCR 反 应 扩 增 效 率 (E 值 ) 在 90.3% (BTV-1

型)−107.0% (BTV-4 型)之间，不同浓度核酸模板产

生的扩增曲线具有良好的线性关系，相关系数(R2)

值在 0.991 (BTV-3 型)−0.999 (BTV-5 型)之间；不同

血清型 BTV 核酸最低检出量在 25 拷贝(BTV-16

型)−48 拷贝(BTV-1 型)之间(表 4)，表明建立的 BTV

血清型 RT-qPCR 方法具有良好的敏感性。 

 
图 1  12 种 BTV 血清型 qPCR 扩增产物电泳图 
Figure 1  Electrophoresis analysis of the qPCR amplification products of twelve BTV serotypes 

注：M：DL500 DNA Marker；1−12：BTV-1、-2、-3、-4、-5、-7、-9、-12、-15、-16、-21 和-24 的 qPCR 扩增产物 

Note: M: DL500 DNA Marker; 1−12: qPCR products of BTV-1, -2, -3, -4, -5, -7, -9, -12, -15, -16, -21 and -24 
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表 4  BTV 血清型特异性 RT-qPCR 检测方法的标准曲线和敏感度分析 
Table 4  Standard curves and sensitivity assay results of BTV serotype RT-qPCR 

血清型 

Serotype 

斜率 

Slope 

截距 

Intercept 

回归方程 

Regression equation 

扩增效率 

E (%) 

相关系数* 

R2* 

敏感度** 

Sensitivity (copies/μL)**
BTV-1 –3.578 43.10 y=–3.578x+43.10 90.3 0.998 48 
BTV-2 –3.403 39.50 y=–3.403x+39.50 96.7 0.997 32 
BTV-3 –3.265 41.57 y=–3.265x+41.57 102.4 0.991 34 
BTV-4 –3.165 39.90 y=–3.165x+39.90 107.0 0.992 45 
BTV-5 –3.391 42.30 y=–3.021x+42.30 97.2 0.999 39 
BTV-7 –3.301 42.37 y=–3.301x+42.37 100.9 0.995 44 
BTV-9 –3.239 41.23 y=–3.239x+41.23 103.6 0.996 42 
BTV-12 –3.327 40.13 y=–3.327x+40.13 99.8 0.997 34 
BTV-15 –3.475 42.56 y=–3.475x+42.56 94.0 0.992 47 
BTV-16 –3.523 40.36 y=–3.523x+40.36 92.2 0.996 25 
BTV-21 –3.305 38.75 y=–3.305x+38.75 100.7 0.997 35 
BTV-24 –3.168 39.53 y=–3.168x+39.53 106.9 0.998 42 

注：*：R2 表示相关系数；**：敏感度以可检测到的最低病毒核酸拷贝数表示 

Note: *: R2 was the correlation coefficient; **: Sensitivity was denoted as the minimum copy numbers of viral nucleic acid could be detected 
 

2.4  RT-qPCR 的重复性 

重复性试验结果显示，批内重复性试验的标

准差在 0.08−0.35 之间，变异系数在 0.41%−0.99%

之 间 ； 批 间 重 复 性 试 验 的 标 准 差 在 0.09−0.53  

之间，变异系数在 0.48%−1.00%之间 (表 5)。   

批内和批间重复性试验变异系数均≤1%，表明 

本研究建立的 RT-qPCR 检测方法具有良好的重

复性。 
 

表 5  BTV 血清型特异性 RT-qPCR 的重复性 
Table 5  Repeatability of the BTV serotyping RT-qPCR 

血清型/模板浓度 

Serotype/Concentration of template 
(copies/μL) 

批内重复性 

Intra-assay reproducibility 

批间重复性 

Inter-assay reproducibility 

Ct 值 

Ct value (X±SD) 

变异系数 

CV (%) 

Ct 值 

Ct value (X±SD) 

变异系数 

CV (%) 

BTV-1 102 18.07±0.15 0.83 17.94±0.09  0.48  
107 36.02±0.18 0.50 35.62±0.29  0.81  

BTV-2 102 15.72±0.11 0.70 15.75±0.15  0.94  
107 32.63±0.15 0.46 31.55±0.21  0.67  

BTV-3 102 18.84±0.08 0.41 18.69±0.13  0.67  
107 34.99±0.35 0.99 34.83±0.25  0.72  

BTV-4 102 15.72±0.11 0.70 15.74±0.12  0.77  
107 32.63±0.15 0.46 32.70±0.23  0.70  

BTV-5 102 18.61±0.12 0.65 18.28±0.18  1.00  
107 35.56±0.26 0.73 35.53±0.53  0.98  

BTV-7 102 19.08±0.14 0.74 19.24±0.13  0.65  
107 36.02±0.33 0.92 35.87±0.29  0.82  

BTV-9 102 18.62±0.14 0.77 18.61±0.18  0.95  
107 34.65±0.33 0.94 35.35±0.25  0.71  

BTV-12 102 16.97±0.13 0.76 17.79±0.17  0.93  
107 33.96±0.33 0.98 34.07±0.34   0.98  

BTV-15 102 18.06±0.16 0.86 18.77±0.14  0.73  
107 35.57±0.35 0.98 35.96±0.20  0.54  

BTV-16 102 15.42±0.14 0.88 15.43±0.11  0.70  
107 33.33±0.23 0.70 33.93±0.30  0.89  

BTV-21 102 15.60±0.13 0.83 15.04±0.10  0.66  
107 32.10±0.31 0.95 32.87±0.28  0.84  

BTV-24 102 17.57±0.14 0.82 17.81±0.14 0.79  
107 33.48±0.26 0.79 33.32±0.30  0.90  
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2.5  中国 BTV 流行毒株血清型 RT-qPCR 检测

结果 

为了验证建立的 RT-qPCR 检测方法能否准确鉴

定我国流行 BTV 毒株的血清型，选择 1979−2020 年

云南、广西、广东、江苏等地分离的 12 种血清型

BTV 共计 165 株，进行 BTV 血清型的 RT-qPCR 回

复验证。结果显示，每种 BTV 血清型 RT-qPCR 均

可检测对应血清型的 BTV 毒株，获取的 Ct 值在

11.2−25.8 之间变化(图 2、表 2)，表明建立的 BTV

血清型 RT-qPCR 可准确对我国不同时间与不同地

域流行的 BTV 毒株进行血清型鉴定。 

2.6  BTV 阳性血液样品的检测结果 

取 2013−2020 年不同血清型 BTV 感染哨兵动

物上采集的血液样本各 20 份，提取核酸进行 BTV

群特异性 RT-qPCR 检测，以阳性核酸 (数量在 

13−19 份之间)为模板进行 BTV 血清型的 RT-qPCR

检测。对于 BTV 核酸含量较高的“强阳性样本”，

BTV 血清型 RT-qPCR 检测的 Ct 值在 27.8−34.1 之

间，与 BTV 群特异性 RT-qPCR 获取的 Ct 值范围

(27.5−34.0)基本一致；对于 BTV 核酸含量较低的“弱 
 

 
 

图 2  中国 165 株 BTV 血清型 RT-qPCR 检测结果 
Figure 2  Serotyping results of 165 Chinese BTV strains by 
RT-qPCR 

注：图中 Y 轴表示 Ct 值；X 轴表示 BTV 血清型；黑点对应一

份核酸样品的 Ct 值；“n”代表每种血清型 BTV 的数量 
Note: The Y-axis represents the Ct values and the X-axis represents 
the BTV serotype. Black dot represents Ct value of each sample; 
“n” represents the numbers of tested BTV strains for each serotype 

阳性样本”BTV 血清型 RT-qPCR 检测的 Ct 值在

34.1−37.3 之间，也与 BTV 群特异性 RT-qPCR 获取

的 Ct 值范围(34.1−37.0)基本一致(表 6)。 

2.7  BTV 血清型 RT-qPCR 的应用 

2019 年在云南省师宗县五龙乡采集的库蠓样

本提取核酸进行 BTV 血清型 RT-qPCR 检测的结果

表明，该地区的库蠓携带 BTV-1 (Ct 值：33.5)、BTV-4 

(Ct 值：32.7)、BTV-5 (Ct 值：30.8)、BTV-16 (Ct 值：

31.3)和 BTV-24 (Ct 值：34.2)这 5 种血清型 BTV。

景洪市采集 40 份牛羊血液样品中的 12 份为 BTV

核酸阳性，Ct 值在 31.4−35.7 之间。将 12 份 BTV

核酸阳性汇集为一份“样品池”，合成 cDNA 进行   

12 种 BTV 血清型 qPCR 反应，结果显示 BTV-1、

-2 与-4 型检测结果为阳性(Ct 值分别为 32.6、30.5

与 34.2)。分别对 12 份阳性核酸进行 BTV-1、-2 与

-4 型的 RT-qPCR 检测，结果显示 5 份核酸为 BTV-1

型、3 份核酸为 BTV-2 型、4 份核酸为 BTV-4 型。

在 2 份 BTV-1 核酸阳性样品中同时检测到 BTV-4 型

核酸，表明 2 头动物同时感染了 BTV-1 与 BTV-4 型。 

3  讨论 

虽然英国的 Pirbright 研究所报道了 BTV 血清

型 RT-qPCR 定型技术，但引物设计所参考的序列主

要以欧洲和美洲流行的 BTV 毒株为主[18]。通过序

列比对分析，我们发现欧洲流行大部分血清型 BTV

毒株的 Seg-2 属 Western 地域型，而我国流行的

BTV-1、-2、-3、-4、-9、-12、-15、-16、-21 这          

9 种血清型 BTV 毒株的 Seg-2 属 Eastern 型，与同

血 清 型 Western 毒 株 的 Seg-2 序 列 差 异 高 达

31.6%[11-15]。Pirbright 研究所报道的 PCR 扩增引物

和探针与我国 BTV 毒株的 Seg-2 序列之间存在  

3−6 个碱基差异，因此，本研究根据中国流行 12 种血

清型 BTV 的 Seg-2 序列，选定保守区域进行

RT-qPCR 扩增引物与探针的设计，从而建立适合我

国流行 BTV 血清型鉴定的 RT-qPCR 检测方法。 

同一基因型不同血清型 BTV 的 Seg-2 核酸序列

相似度在 70.3%−78.5%之间[9,26]，因此确保 BTV 血 
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表 6  BTV 感染动物血液样品 BTV 群特异性与血清型特异性 RT-qPCR 检测结果 
Table 6  BTV group and serotype RT-qPCR detection results of the blood samples collected from animals infected with BTVs 

血清型 

Serotype 

样品类型* 

Sample type* 

样品数 

Numbers of 
samples 

BTV 群特异性 RT-qPCR 

BTV group RT-qPCR 

BTV 血清型 RT-qPCR 

BTV serotype RT-qPCR 

Ct 值范围 

Range of Ct 
values 

Ct 平均值±标准差 

Mean of Ct values± 
standard deviation 

Ct 值范围 

Range of Ct values 

Ct 平均值±标准差 

Mean of Ct values± 
standard deviation 

BTV-1 Strong positive 6 29.4–33.1 30.5±2.2 30.6–33.5 31.3±1.6 

Weak positive 11 34.1–37.0 35.9±0.7 34.9–36.4 35.8±0.5 

BTV-2 
Strong positive 7 29.7–33.4 32.3±1.7 29.1–34.0 31.3±1.9 

Weak positive 9 35.0–36.7 36.3±1.0 34.4–36.8 35.6±0.9 

BTV-3 Strong positive 8 29.2–33.8 31.5±2.3 29.7–33.2 30.6±1.7 

Weak positive 11 35.2–36.7 35.9±0.8 35.4–37.0 36.1±0.8 

BTV-4 Strong positive 10 29.1–33.7 31.5±1.3 29.7–33.3 31.4±2.3 

Weak positive 7 34.3–36.9 35.6±0.8 34.9–36.8 35.2±1.0 

BTV-5 Strong positive 9 29.6–33.8 31.5±1.6 29.1–32.8 30.1±1.7 

Weak positive 7 34.3–36.7 35.6±0.5 34.9–37.2 36.1±1.0 

BTV-7 Strong positive 5 29.1–33.3 30.6±2.8 29.4–33.9 31.7±2.5 

Weak positive 8 34.8–36.9 35.6±0.8 34.2–36.5 35.3±0.9 

BTV-9 Strong positive 10 29.1–34.0 31.8±2.0 29.3–33.5 31.9±2.4 

Weak positive 7 34.9–36.8 35.5±0.6 34.7–36.9 35.9±0.8 

BTV-12 Strong positive 6 29.5–34.0 31.7±0.5 29.2–33.2 32.3±2.1 

Weak positive 8 34.2–37.0 35.5±1.2 34.1–36.4 35.9±0.9 

BTV-15 Strong positive 11 27.5–33.7 31.0±2.5 27.8–33.5 31.4±2.1 

Weak positive 6 35.0–36.7 36.0±0.7 34.8–36.4 35.5±0.6 

BTV-16 Strong positive 10 29.6–33.9 32.0±1.3 29.3–34.1 31.7±1.8 

Weak positive 7 34.6–36.6 35.5±0.9 34.2–37.1 35.1±0.9 

BTV-21 Strong positive 7 28.6–33.8 30.8±1.9 29.5–33.4 30.6±2.1 

Weak positive 8 34.3–36.7 35.6±1.0 34.5–37.3 35.8±0.6 

BTV-24 Strong positive 9 29.9–33.8 32.1±2.1 29.1–34.1 31.1±2.0 

Weak positive 7 34.1–36.2 35.4±0.9 35.2–37.2 36.5±1.2 

注：*：Ct 值在 29.0−34.0 之间定义为强阳性；Ct 值在 34.0−37.0 之间定义为弱阳性 

Note: *: The samples with the Ct values between 29.0 and 34.0 were defined as strongly positive, while Ct values between 34.0 and 37.0 were 
defined as weakly positive 
 

清型 RT-qPCR 的特异性十分关键。考虑到合成

TaqMan 探针的成本较高，而合成扩增引物的成本

却较经济，因此，针对每种血清型 BTV，我们合成

3 对候选 PCR 扩增引物，以 24 种血清型 BTV 的

cDNA 为模板，通过 qPCR (SYBR Green 染料法)对

引物的特异性进行筛选。剔除与其他血清型 BTV

核酸之间存在交叉扩增的引物，从而确保引物的特

异性。  

研究进一步通过 qPCR (SYBR Green 染料法)

分析扩增引物对低拷贝数(102 拷贝/μL) BTV cDNA

模板的扩增效果，筛选扩增效率最高的引物。通过

对比，最终筛选出 12 对 BTV 血清型 RT-qPCR 扩增

引物(表 3)。在确认了 PCR 扩增引物对的特异性和

灵敏度后，我们合成 TaqMan 探针，进行“引物+探

针”特异性与敏感性测试。特异性试验结果显示，

设计的 BTV 血清型 RT-qPCR 引物与探针具有良好

的特异性，仅与对应血清型 BTV 毒株的核酸模板

之间产生扩增曲线；敏感性试验结果显示，产生的
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扩增曲线具有良好的线性关系，相关系数(R2)值在

0.991−0.999 之间。对不同血清型 BTV 核酸模板的

最低检出量在 25−48 拷贝之间(表 5)，表明建立的

BTV 血清型 RT-qPCR 方法具有良好的特异性与灵

敏性。 

建立的 BTV 血清型 RT-qPCR 方法能否对我国

不同时间与不同地域流行 BTV 毒株的血清型进行

鉴定，是衡量方法可靠性的重要指标。我们选择了

1979−2020 年我国云南、广东、广西、江苏等地分

离的 12 种 BTV 血清型共计 165 毒株进行血清型的

RT-qPCR 回复验证，结果显示，RT-qPCR 鉴定的

BTV 血清型结果与通过 Seg-2 测序的鉴定结果一致

(表 2、图 2)。表明本研究建立的 BTV 血清型

RT-qPCR 具有良好的覆盖度，可有效鉴定我国不同

时间、不同地域流行 BTV 毒株的血清型。 

实验室保存了不同血清型 BTV 感染哨兵动物

间隔一周采集的血液样本与 BTV 抗体检测数据。

根据 BTV 的感染规律，我们选择了 BTV 抗体转阳

前 1 周(病毒感染早期)、BTV 抗体转阳后 2 周(病毒

血症高峰期)以及 BTV 抗体转阳后 3 个月(病毒感染

后期)的血液样本进行 BTV 群特异性 RT-qPCR 检

测，将其分为病毒核酸含量较高的强阳性样本(对

应病毒血症高峰期)与弱阳性样本(对应病毒感染

早期与后期)，用于验证 BTV 血清型 RT-qPCR 鉴

定方法的准确性。结果显示，建立的 BTV 血清型

RT-qPCR 可对不同感染时期动物血液中的病毒进

行血清型鉴定，表明建立的检测方法具有良好的敏

感度，可用于不同感染时期动物血液中 BTV 的血

清型鉴定。 

我们应用建立的方法对采集的库蠓与牛羊血

液样本进行 BTV 血清型的鉴定。对于库蠓样本，

我们关注的是群体携带 BTV 血清型的情况，因此

直接将采集的库蠓合并提取核酸，进行 12 种血清

型的 RT-qPCR 反应，结果显示，采集的库蠓携带   

5 种血清型 BTV (BTV-1、-4、-5、-16 和-24)，这也

与我们前期从该地区哨兵动物上分离的 BTV 毒株

的血清型一致。对于采集自景洪地区牛羊的血液样

本，我们首先进行 BTV 群特性 RT-qPCR，发现    

12 份血液样本为 BTV 核酸阳性，阳性率为 30% 

(12/40)。若对 12 份 BTV 阳性核酸逐一进行 12 种

BTV 血清型的检测，工作量比较大，因此，我们将

12 份 BTV 阳性核酸合并为一份样本池，反转录合

成 cDNA，通过 qPCR 反应首先判断存在哪些血清

型 BTV，从而缩小 BTV 血清型的检测范围，避免

对每份核酸阳性样本进行 12 种 BTV 血清型的逐一

检测，提高了工作效率。 

4  结论 

本 研 究 建 立 了 针 对 中 国 流 行 BTV 毒 株 的

RT-qPCR 血清型鉴定方法，该方法具有特异性强、

灵敏度高和耗时少的优点，可用于媒介与动物感染

BTV 血清型的快速与准确诊断，为我国开展 BTV

的病原学诊断与流行病学调查研究提供了强有力

的技术保障。 
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