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[摘  要] 口蹄疫作为全球范围内严重危害偶蹄动物健康的烈性传染病,其快速、精准的实验室诊断是有

效防控疫情的关键前提。聚合酶链式反应(PCR)技术凭借其高灵敏度与特异性,已成为口蹄疫病毒检测

的核心分子生物学手段。该技术在实验室中的规范应用,对于及时确认病原、鉴定血清型、追溯疫情来

源以及评估疫苗免疫效果具有不可替代的作用。 
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[Abstract] Foot-and-mouth disease (FMD), a highly contagious and severe infectious disease that seriously 

endangers the health of even-toed ungulates worldwide, requires rapid and accurate laboratory diagnosis as a 

key prerequisite for effective prevention and control of the epidemic. Polymerase chain reaction (PCR) 

technology, with its high sensitivity and specificity, has become a core molecular biological method for FMD 

virus detection. The standardized application of this technology in laboratories plays an irreplaceable role in 

timely identification of the pathogen, determination of serotypes, tracing the source of the epidemic, and 

evaluation of vaccine immunization effects. 
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引言 

随着分子生物学技术的飞速发展,以PCR及其衍生技术为代

表的核酸检测方法,极大地革新了动物疫病的诊断模式。在口

蹄疫的防控体系中,PCR技术能够从复杂的临床样本中直接检

测出病毒的核酸片段,实现了对感染早期的快速诊断和病毒

载量的精确定量。系统梳理和优化该技术在口蹄疫诊断全流

程中的应用环节,是保障检测结果准确可靠、支撑科学决策的

坚实基础。 

1 PCR技术在口蹄疫实验室检测的概述 

1.1技术原理概述 

聚合酶链式反应技术是一种在体外模拟DNA自然复制过程

的核酸扩增技术,其核心原理依赖于热循环和酶促反应。通过高

温使双链DNA模板变性解链为单链。在适当降温条件下,设计合

成的特异性引物与单链DNA模板上的互补序列结合。在耐热DNA

聚合酶的催化下,以dNTPs为原料,沿模板合成新的DNA互补链。经

过多次重复这一变性、退火、延伸的循环过程,目标DNA片段得

以指数级扩增,从而能够被后续方法灵敏检测。 

1.2检测流程介绍 

口蹄疫PCR检测流程主要涵盖样本处理、核酸提取、PCR扩

增与结果分析四个阶段。对采集的疑似病料进行适当预处理。采

用适宜的核酸提取方法,如商业化试剂盒法,从样本中纯化出病

毒RNA。利用反转录酶将RNA反转录为互补DNA,以此作为PCR扩增

的模板。在含有特异性引物、聚合酶、dNTPs及缓冲体系的反应

管中进行PCR循环扩增。扩增结束后,通过琼脂糖凝胶电泳、实

时荧光检测或毛细管电泳等方法,对扩增产物进行分析,依据是

否产生特异性条带或荧光信号来判断样本中是否存在口蹄疫病

毒核酸。 

1.3检测效果评估 

PCR技术应用于口蹄疫检测的效果主要体现在其灵敏性与

特异性上。灵敏度指该方法能够检测出极低拷贝数病毒核酸的

能力,使得在感染早期或病毒载量极低的情况下仍可实现有效

检出。特异性则指设计的引物能够准确识别并扩增口蹄疫病毒

的目标核酸序列,而与其他病原体或背景核酸发生交叉反应的

可能性极低。检测效果的评估还需考量其重复性与稳定性,即在



农业科学 
第 9 卷◆第 2 期◆版本 1.0◆2026 年 

文章类型：论文 刊号（ISSN）：2630-4678 /（中图刊号）：650GL004 

Copyright  c  This work is licensed under a Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License. 130 

 Agricultural Science 

同一实验室或不同实验室间,对同一标准样本进行多次检测,结

果应保持一致可靠。 

2 PCR技术在口蹄疫实验室检测中存在的问题 

2.1样本处理难题 

口蹄疫临床样本来源多样,包括水疱液、组织、血清等,其

质量与状态直接影响后续核酸提取效率与纯度。样本若保存不

当、发生腐败或反复冻融,会导致病毒核酸降解。样本中存在的

复杂成分,如血红蛋白、脂肪、多糖或抑制剂,若未在提取过程

中有效去除,会干扰后续的酶促反应,显著降低PCR扩增效率,甚

至导致完全抑制,造成假阴性结果。 

2.2引物设计缺陷 

引物设计的质量是PCR特异性和效率的决定性因素。若引物

序列与靶标区域匹配度不高,或存在二聚体、发夹结构等自身互

补,会严重影响其与模板的结合效率。引物特异性不足,可能与

非目标序列发生结合,导致非特异性扩增,产生杂带或背景信

号。引物设计未充分考虑口蹄疫病毒不同血清型或毒株间的序

列变异,可能导致对某些流行毒株的检测灵敏度下降或漏检。 

2.3假阳性结果问题 

假阳性结果的产生主要源于扩增产物的污染。既往PCR扩增

产物气溶胶化,是实验室环境中最常见的污染源。阳性对照品的

泄露、样本间的交叉污染,或试剂、耗材被外源核酸污染,均可

能导致非目标样本中出现特异性扩增信号。假阳性结果会严

重误导疫情判断,引发不必要的防控行动,造成资源浪费和社

会恐慌。 

2.4仪器设备限制 

PCR检测依赖于精密的温控设备。热循环仪孔间温度不均一

性或温度控制精度不足,会导致不同反应管扩增效率存在差异,

影响结果的重复性与可比性。用于结果分析的设备,如电泳系统

或荧光检测仪,若性能不稳定或校准不当,会影响对扩增产物条

带大小或荧光信号强弱的准确判读,从而可能产生错误结论。 

2.5操作人员能力不足 

PCR实验流程包含多个精细操作环节,对操作人员的专业素

养和规范性要求高。人员若对实验原理理解不深,或未严格遵守

标准操作规程,在样本处理、试剂配制、加样、污染防控等环节

容易引入误差。对结果的分析与判读需要一定的经验与专业知

识,能力不足可能导致对弱阳性、非特异性条带或异常扩增曲线

的误判,直接影响检测报告的准确性。 

3 PCR技术在口蹄疫实验室检测中问题的对策 

3.1优化样本处理方法 

针对不同来源和类型的临床样本,例如疱液、组织或口腔拭

子,标准化并优化其前处理流程。通过严格规范样本采集部位、

工具和保存液,确保病毒核酸初始载量不受损失并抑制降解。在

核酸提取步骤,综合考虑裂解效率与纯度,选用或优化裂解液配

方与结合条件,旨在充分释放病毒RNA的同时最大化去除样本中

的PCR抑制剂,如血红素、多糖或蛋白质。需对提取后的核酸进

行纯度与浓度评估,必要时引入浓缩或纯化步骤以提升模板质

量。整个处理过程应在独立的物理空间内进行,严格区分清洁区

与污染区,并采用一次性耗材与负压抽吸装置,以杜绝样本间的

交叉污染。通过实施从采样至核酸获得的全链条标准化操作,

为后续PCR扩增提供高质量的起始模板,从而提升检测灵敏度与

可重复性,为结果的可靠性奠定坚实基础。 

3.2改进引物设计方案 

基于最新、最全面的病毒基因组数据库及流行毒株监测数

据,选取病毒基因组中高度保守且功能关键的序列区域作为靶

标,如5'非翻译区或结构蛋白VP1基因的保守区段。在设计过程

中,需借助专业生物信息学软件进行多序列比对分析,以精准避

开可能形成二级结构或引物二聚体的区域,同时严格评估其Tm

值、GC含量及3'端稳定性。为进一步提高检测覆盖能力,可探索

并验证多重引物组的设计与应用,实现对多种血清型或基因型

的同时检测。引物合成后必须经过严格的实验室验证,包括特异

性验证、灵敏度测试以及与近缘病原体的交叉反应性评估。建

立完善的引物性能监控与更新机制,确保引物序列能及时跟进

病毒变异情况,从而保障检测方法的精确性与广泛适用性,有效

应对病毒进化带来的挑战。 

3.3降低假阳性措施 

建立并严格执行一套完善的防污染操作规范与实验室分区

管理方案。整个PCR流程需物理分隔为独立的四个区域：试剂准

备区、样本制备区、核酸扩增区及产物分析区,各区之间执行单

向工作流,严禁人员、物品及空气逆向流动。所有操作均须在配

有高效空气过滤器的生物安全柜或超净工作台内进行。实验全

程应使用带滤芯的吸头,并对工作台面、仪器及设备进行定期且

有效的清洁与去核酸污染处理,可采用适当的化学去污剂或紫

外线照射。在试剂配制方面,建议小剂量分装,并设立阴性对照

以监控试剂与环境的污染情况。针对既往扩增产物的潜在污染,

可采用UNG酶处理或使用dUTP替代dTTP的预混合酶系统,在扩增

前选择性降解含尿嘧啶的遗留产物。通过以上多重屏障与实时

监控体系的构建,可从空间、操作与环境三个层面系统性地杜绝

非特异性扩增产物的生成,最大限度保障检测结果的真实性。 

3.4升级仪器设备配置 

仪器性能的优化与前沿设备的引入是提升口蹄疫PCR检测

通量、自动化水平与数据质量的根本保障。在核酸提取环节,

应逐步将手动提取方法升级为自动化程度高的磁珠法或膜吸附

法提取工作站,这类仪器能够标准化操作流程,减少人工误差,

并显著提高单次处理的样本量。对于核酸检测的核心设备,实时

荧光定量PCR仪的升级至关重要,应选用具备更高光学灵敏度、更

宽动态检测范围以及更精准温控模块的新一代仪器,以确保对

低浓度靶标的有效识别与准确定量。为满足高通量筛查与快速

诊断需求,实验室可酌情配置一体化、闭环检测的快速PCR系统

或微流控芯片平台。与之配套的辅助设备亦需同步升级,包括高

精度加样器、多通道移液器及恒温金属浴,所有设备均需纳入严

格的定期校准与性能验证程序。建立覆盖核心与辅助设备的全

生命周期管理档案,并构建设备间的信息化互联与数据自动采
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集系统,以实现检测过程的智能化监控与可溯源管理,为检测结

果的精确度与效率提供坚实的硬件支撑。 

3.5加强人员培训管理 

培训体系应涵盖理论和实践操作两个层面。理论部分需系

统讲授口蹄疫的病原学特征、分子检测原理、生物安全规范及

实验室质量管理体系等基础与前沿知识。实践操作则需聚焦于

关键技能,包括样本的正确接收与处理、核酸提取的精确定量操

作、PCR试剂配制与加样的防污染技巧、各类检测仪器的规范化

使用与日常维护,以及结果的准确判读与报告解读。培训形式可

采用理论授课、操作演练、模拟考核与现场带教相结合的模式。

建立人员资格认证制度,所有操作人员需经考核合格后方可持

证上岗,并规定岗位权限。在此基础上,实施持续的专业能力评

估与再培训计划,周期性组织技能考核与理论更新课程。 

4 结束语 

综上所述,PCR技术作为口蹄疫实验室诊断的有力工具,其

价值的充分发挥依赖于对技术原理的深刻理解、操作流程的严

格规范以及应用环境的持续优化。面对疫病防控的长期挑战,

持续关注并完善以PCR为核心的检测技术体系,是筑牢动物防疫

屏障、保障养殖业健康稳定发展的必然要求。 
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