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摘要 豬瘟是我國重大的動物疾病之一，目前主要以施打疫苗來控制此疾病發生。本

所目前生產豬瘟組織培養活毒疫苗，「病毒含有量試驗」的品質管制實驗是利用螢光抗

體染色法（immunofluorescence assay, IFA）檢測。本研究旨在縮短品管檢驗期程及提

升品管檢驗技術，利用即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應（real-time quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction, qRT-PCR）進行病毒含有量試驗之建立，達到品

質管制檢驗技術之改良。結果顯示即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應標準曲線在偵測範

圍內病毒含有量與 Ct值都有極佳的線性關係，R
2
 = 0.9976。標準曲線是由 IFA的 50%

螢光抗體感染劑量（50% fluorescent antibody infectious dose, FAID50/mL）與 qRT-PCR

的 Ct值進行線性迴歸分析，以得到迴歸方程式：y = -0.289x + 12.33。y為 FAID50/mL

的對數值代表病毒含有量，x代入所測為樣品 Ct值，即可換算出樣品中之病毒含有量。

故建立 FAID50/mL與 Ct值之線性關係作為標準曲線，可應用於病毒含有量試驗，有效

縮短檢驗期程及提升檢驗技術。 

 

關鍵詞：即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應、品質管制、疫苗 

 

 

緒言 

生物檢驗技術日益進步，為提升動物疫苗品質並

與國際接軌，動物用疫苗檢驗方法提升與改良是必要

的。另因動物福利之議題，本所乾燥兔化豬瘟疫苗已

逐年被豬瘟組織培養活毒疫苗所取代。豬瘟組織培養

活毒疫苗之病毒力價檢測方法主要仍採用螢光抗體染

色法（immunofluorescence assay, IFA）檢測 50%

螢光抗體感染劑量（50% fluorescent antibody 

infectious dose, FAID50/mL）[1, 9]，以判定病毒含

有量，然而此方法必須經由培養細胞、感染細胞等，

再加上使用螢光顯微鏡的人工判讀等時間，其檢測時

間需 4 天。因此，研發快速、敏感度高且專一性高的

檢測方法來進行猪瘟組織培養活毒疫苗之病毒含有量

分析，取代傳統費時的檢測方法有其必要性。 

由於聚合酶連鎖反應（polymerase chain 

reaction, PCR）的技術在研究和診斷實驗室裡已成

為不可或缺的工具，利用反轉錄聚合酶連鎖反應

（reverse transcription-PCR, RT-PCR）的技術先

將豬瘟病毒的 RNA 反轉錄成 cDNA，進行 PCR 以檢

測猪瘟病毒，幾乎成為多數實驗室診斷猪瘟病毒的標

準技術 [7, 18]。相較於分離病毒後，使用細胞培養一

段時間再檢測猪瘟病毒，RT-PCR 技術已被認為是最

敏感及快速的檢測方法 [7, 13, 18]。而即時定量反轉

錄聚合酶連鎖反應（real-time quantitative reverse- 

transcription polymerase chain reaction, qRT-PCR）

是 RT-PCR 與即時定量聚合酶連鎖反應（real-time 

quantitative polymerase chain reaction, q-PCR）

的結合，其中 q-PCR 是與螢光標記物質結合進行 PCR

的一種技術，具有高度敏感性和特異性，交互污染的

風險較傳統的 PCR 低 [17]。在 qRT-PCR 技術中，有
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許多不同的螢光機制，但目前用於猪瘟病毒的檢測大

多為 SYBR Green I 及 TaqMan probe 兩種 [11]。由

於 SYBR Green I 並未使用特異性的螢光探針，因此

檢測的特異性較低，故本研究選擇使用 TaqMan 

probe 方式，發展 qRT-PCR 檢測猪瘟病毒技術。在

qRT-PCR系統中，反應結果是以Ct（threshold cycle）

值呈現，Ct 值是以相等的螢光量為基準對應，於檢測

時進入幾何成長區所需的循環次數，以此方式來測定

樣品內特定核酸含量之多寡。配合標準品之標準曲線

建立，以每組樣品之 Ct 值即可定量出樣品所含之

DNA copy number。本研究即以 qRT-PCR 進行豬瘟

組織培養活毒疫苗病毒含有量試驗之建立，以縮短檢

驗期程及提升檢驗技術。 

 

材料與方法 

試驗疫苗 

使用本所於108年至109年所生產之豬瘟組織培

養活毒疫苗，批號 HCTC001 至 HCTC010，共計 10

批。 

 

核酸萃取 

豬瘟組織培養活毒疫苗以 1 mL 無菌磷酸鹽緩衝

液（phosphate-buffered saline, PBS）回溶後取

400 μL，使用核酸萃取套組（2003 Viral, #ZP02003- 

48-EVO, Zinexts Life Science Co., Taiwan）配合自

動化核酸萃取儀（MagPurix Evo® 24, Zinexts Life 

Science Co., Taiwan），參照產品操作手冊之方法萃取

病毒核酸。 

 

引子與探針 

本研究利用 OIE 推薦的豬瘟病毒特異性引子對

（primer pair）及 TaqMan probe 檢測豬瘟病毒 

[7]，引子及探針序列如下： 

CSF 100-F 5'-ATGCCCAYAGTAGGACTAGCA-3'； 

CSF 192-R 5'-CTACTGACGACTGTCC TGTAC-3'； 

CSF-Probe 1 5'- FAM-TGGCGAGCTCCCTGGGTGG 

 TCTAAGT-TAMRA-3'。 

 

反 轉 錄 聚 合 酶 連 鎖 反 應 （ Reverse- 

transcription polymerase chain reaction, 

RT-PCR）條件  

反轉錄作用使用 Deoxy+OneStep RT-PCR 套組

（Yeastern Biotech Co., Taiwan）。反應液之配製與

反轉錄聚合酶連鎖反應之條件，參照產品操作手冊之

方法，並依據引子的參數找出最適合之條件。每管反

應液含有 2× OneStep RT-PCR premix 12.5 μL，

10 μM Forward primer 2 μL，10 μM Reverse 

primer 2 μL，PCR-grade water 6.5 μL，RNA 

Template（病毒核酸）2 μL，反應總體積 25 μL。反

應條件：48℃ 30 分鐘，95℃ 10 分鐘，再進行 40 個

循環之 94℃ 30 秒，50℃ 30 秒，72℃ 1 分鐘，最後

進行冷卻 40℃ 30 秒。 

 

瓊膠配製 

取 1 g 瓊膠（agarose）加入 50 mL 之 1× TAE

電泳緩衝液配製成 2%瓊膠溶液，以微波爐加熱溶解

瓊膠直到呈現完全透明狀態。待溫度降至不燙手，加

入 5 μL 核酸染劑（FluoroVue™ Nucleic Acid Gel 

Stain（10,000×） , SMOBIO Technology Inc., 

Taiwan）。將膠液倒入製膠台內，插入電泳梳（comb），

待膠液冷卻凝固後取出電泳梳。 

 

電泳分析 

RT-PCR 反應產物取出 5 μL，與 1 μL 之染劑

（ExcelDyeTM 6× DNA Loading Dye, SMOBIO 

Technology Inc., Taiwan）混合均勻後注入齒槽洞

中，一孔加入5 μL DNA ladder Marker（ExcelBandTM 

50 bp DNA Ladder, SMOBIO Technology Inc., 

Taiwan）。以 100 伏特電壓泳動約 30 分鐘，電泳完

畢後，以電泳膠數位影像分析系統拍照，觀察產物片

段大小，以確認結果。 

 

即時定量反轉錄聚合酶連鎖反應（Real- 

time quantitative reverse-transcription 

polymerase chain reaction；qRT-PCR）

條件 

使用 KAPA PROBE FAST Universal One-Step 
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qRT-PCR Master Mix（2×）Kit（Roche, South 

Africa），反應液配製參照產品操作手冊之方法，每管

反應液含有 KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix

（2×）10 μL，10 μM Forward primer 0.8 μL，10 μM 

Reverse primer 0.8 μL，10 μM Probe 0.4 μL，KAPA 

RT Mix（50×）0.4 μL，PCR-grade water 4.6 μL，

RNA Template（病毒核酸）3 μL，反應總體積 20 μL。

反應條件參考行政院農委會公告之豬瘟檢驗方法修正

規定 [2]，條件如下：RT 50℃ 30 分鐘，Denaturation 

95℃  5 分鐘，Amplification 94℃  30 秒、57℃  

30 秒、68℃ 30 秒共 45 個循環，最後進行冷卻 40℃ 

30 秒。各樣品做三重複檢測。使用儀器為

LightCycler® 480 （ Roche Diagnostics Ltd., 

Switzerland），並使用 LightCycler® 480 軟體進行絕

對定量（Absolute Quantitation）分析。 

 

以螢光抗體染色法檢測猪瘟組織培養活毒疫

苗病毒含有量 

參考動物用藥品檢驗標準之乾燥兔化豬瘟組織培

養活毒疫苗檢驗標準 [1]，將 10 批疫苗混合且依序

10 倍連續稀釋後，即與各批疫苗分別之進行病毒含有

量檢驗。將 PK-15 豬腎細胞株的細胞懸浮液（約

2×105 cells/mL）滴入 96 孔盤內，每孔滴入 100 μL，

置入 5% CO2 37℃培養箱內培養。次日，當細胞生長

成覆蓋底面積 50-60%的單層細胞時，取冷凍乾燥疫

苗 2 支，每支加入 20 mL PBS 溶解恢復疫苗原量，將

2 支疫苗液混合。以細胞培養液將疫苗液作 10 倍連續

稀釋至 10-7.0。取昨日培養細胞之 96 孔盤，甩棄培養

液再依序將稀釋疫苗液滴入 96 孔盤內，每孔滴入

100 μL，每稀釋階做 8 重覆。接種完立即將 96 孔盤

置入 5% CO2 37℃培養箱內靜置感作 60 分鐘。再取

出 96 孔盤，補滴細胞培養液每孔 100 μL，再置入 5% 

CO2 37℃培養箱內培養 3 天。3 天後，取出 96 孔盤

並甩棄細胞培養液至含有消毒液之桶槽中，以吸水紙

拍乾，置於無 CO2 37℃培養箱烘乾 30 分鐘，烘乾後

每孔滴入 100 μL 10%福馬林，常溫靜置 10 分鐘固

定。隨後以 PBS 清洗三次，以吸水紙拍乾即可進行豬

瘟螢光抗體染色以確認有無豬瘟病毒感染。加入以1× 

PBS 作 200 倍稀釋之第一抗體（SPF 豬隻抗豬瘟血

清：檢定分所分讓，中和抗體力力價 1,000 倍以上），

每孔 50 μL，置入無 CO2 37℃培養箱內作用 40 分鐘。

甩棄第一抗體後，以 PBS 清洗三次並吸水紙拍乾。操

作環境關燈以避光，加入 1× PBS 作 100 倍稀釋之第

二抗體（山羊抗豬免疫球蛋白螢光標示抗體）

（Fluorescein (FITC) AffiniPure Goat Anti-Swine 

IgG (H+L), Jackson Immuno Research Inc., USA），

每孔 50 μL，包覆鋁箔避光，置入無 CO2 37℃培養箱

內作用 40 分鐘。操作環境關燈避光，甩棄第二抗體，

以 PBS 清洗三次並吸水紙拍乾。每孔加入 50 μL 之

PBS 以保持濕潤，包覆鋁箔避光。以倒立螢光平盤顯

微鏡於暗視野下判讀，若接種細胞出現螢光者表示有

豬瘟病毒感染。使用 Reed-Muench 法  [14]計算

FAID50/mL。 

 

豬瘟病毒含有量標準曲線之建立 

將108年至109年所生產之豬瘟組織培養活毒疫

苗共 10 批，將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋

後，即與各批疫苗分別以 qRT-PCR 檢測猪瘟疫苗病

毒含有量，各樣品三重複檢測。將 FAID50/mL 的對數

值作 Y 軸，其相對的 qRT-PCR 檢測病毒含有量之 Ct

值作 X 軸，利用 LightCycler® 480 軟體分析其擴增

曲線圖與 Ct 值，並與先前 FAID50/mL 計算病毒含有

量進行比較，換算出最佳之關係，俾利用定量 RT-PCR

檢測方式代替螢光染色實驗之病毒含有量試驗。 

 

資料分析與統計 

利用 MicroSoft® Excel 軟體進行資料整理、猪

瘟疫苗標準曲線的建立與線性迴歸分析及製圖。 

 

結果 

反轉錄聚合酶連鎖反應 

取108年至109年所生產之豬瘟組織培養活毒疫

苗共 10 批，利用 OIE 推薦的豬瘟病毒特異性引子對

檢測豬瘟病毒，經 RT-PCR 幅增後產物片段大小約為

92 bp，RT-PCR 產物經 2%瓊膠電泳分析，也有預期

之 DNA 片段，結果如圖 1，證明該豬瘟病毒特異性

引子對適用於豬瘟病毒檢測。 
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以qRT-PCR檢測檢測猪瘟組織培養活毒疫

苗病毒含有量 

取108年至109年所生產之豬瘟組織培養活毒疫

苗共 10 批，將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋

後，及與各批疫苗分別以 qRT-PCR 檢測猪瘟疫苗病

毒含有量，使用 LightCycler® 480 軟體進行絕對定量

分析其 Ct 值，結果如表 1、表 2。 

 

以螢光抗體染色法檢測猪瘟組織培養活毒疫

苗病毒含有量 

取108年至109年所生產之豬瘟組織培養活毒疫

苗共 10 批，將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋

後，各批疫苗分別以螢光抗體染色法檢測猪瘟疫苗病

毒含有量，細胞如有豬瘟病毒感染則呈現螢光染色，

如圖 2。螢光判讀完成後，以 Reed-Muench 法計算

FAID50/mL，如表 1、表 2。 

 

豬瘟病毒含有量標準曲線之建立 

將 10批疫苗混合且依序10倍連續稀釋後之病毒

含有量與 Ct 值有極佳的線性關係，R2 = 0.9996，如

圖 3，將 FAID50/mL 的對數值與 qRT-PCR 的 Ct 值進

行線性迴歸分析，以得到迴歸方程式：y = -0.282x + 

12.09。另併入各批疫苗病毒含有量與 Ct 值後，亦有

極佳的線性關係，R2 = 0.9976，如圖 4，得到迴歸方

程式：y = -0.289x + 12.33。y 為 FAID50/mL 的對數

值代表病毒含有量，x 代入所測為樣品 Ct 值，即可換

算出樣品中的 FAID50/mL 的對數值。 

 

討論 

以往猪瘟病毒的診斷和檢測常利用血清學，對於

可能感染猪瘟病毒的猪群中，抗體是很好的指標。最

常 用 的 抗 體 試 驗 有 病 毒 中 和 試 驗 （ virus 

neutralization; VN）和酵素連結免疫吸附分析法

（enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA）。

VN 被視為猪瘟病毒檢測的黃金標準（ gold 

standard），但是必須依賴細胞培養技術，既費力又

費時 [13]。而 ELISA 雖具有較高的靈敏度，但其特異

性較低，可能因為抗體的交叉反應而檢測到其他瘟疫

病毒屬病毒（Pestiviruses）[5]。 

現今 PCR 的技術應用，已普遍使用於研究和診斷

實驗室 [11, 15]，而利用 RT-PCR 技術來檢測猪瘟病

毒核酸是自 90 年代開始發展 [8, 10, 15]。在此期間，

RT-PCR 幾乎已成為大多數實驗室診斷猪瘟病毒的標

準技術。相較於分離病毒後，再使用細胞培養一段時

間檢測猪瘟病毒，RT-PCR 技術已被認為是最敏感及

快速的檢測方法 [3, 6]。然而，若實驗室污染時可能

會出現偽陽性結果，或因樣品中含有抑制劑而出現偽

陰性結果。因此，實驗室的內部控制及風險評估亦是

非常重要的。 

本研究使用 OIE 推薦的豬瘟病毒特異性引子對，

將豬瘟組織培養活毒疫苗進行傳統 RT-PCR 分析，結

果證實其具有良好的增擴效果，且藉由 2%瓊膠電泳

分析顯示 RT-PCR 產物為專一性產物，增擴片段的

長度為 92 bp，證明適用於後續 qRT-PCR。 

本研究各批疫苗中病毒含有量最高值為 105.77 

FAID50，另將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋後

之病毒含有量與 Ct 值檢驗結果（表 1），當稀釋至

10-3時，可測得病毒含有量為 102.41 FAID50，故檢測

比對範圍涵蓋 102.41~105.77FAID50，檢量線的範圍已

包含可量測不合格（103.5 FAID50以下）至現有疫苗成

品的濃度。惟當進一步稀釋至 10-4-10-5時，螢光抗體

染色法即產生判讀困難，但仍能檢測出 Ct 值，顯示

qRT-PCR 敏感度高於螢光抗體染色法；所以當螢光抗

體染色法結果為陰性時並不能完全排除豬瘟感染，若

懷疑豬瘟感染時，應獲取更多樣本或嘗試進行反轉錄

聚合酶連鎖反應或細胞培養中的病毒分離 [13]。且當

實驗室對使用螢光抗體染色法不熟悉時，因人為判讀

因素，出現偽陽性或偽陰性結果的風險相對較高。因

此，建議應由具有該技術經驗、定期執行並接受過能

力比對實驗的實驗室操作，以降低誤差。 

螢光抗體染色法主要是利用抗原（活病毒）與螢

光抗體的結合反應與細胞形態學相結合的方法，可檢

測被豬瘟病毒顆粒感染之細胞，所得數據為豬瘟疫苗

中之有效病毒力價。而 qRT-PCR 則是檢測病毒核酸

片段，包含活病毒、破碎病毒或複製不完全病毒之核

酸片段等皆可檢測出，故 qRT-PCR 技術可能會高估

病毒顆粒數。惟本研究是依據每次檢測螢光抗體染色

法之病毒含有量（y 值）與 qRT-PCR 之 Ct 值（x 值）
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之相對關係，且有極佳的線性關係（R2=0.9976），故

可藉由已知 x 值代入迴歸方程式推算出 y 值，推算出

病毒含有量。 

藉由 qRT-PCR 實驗所產生的 Ct 值結果，經標準

曲線之迴歸曲線計算後，可推論出病毒含有量

FAID50/mL 之數值，例如依據乾燥兔化豬瘟組織培養

活毒疫苗檢驗標準 [1]，病毒含有量試驗可利用螢光

抗體染色法試驗，每劑量須含 103.5 FAID50以上之病

毒。若 y=3.5 代入公式 y = -0.289x + 12.33 即可得

到 x=30.55，當 Ct 值大於 30.55 時，則顯示病毒含

有量試驗不足 103.5 FAID50，可作為病毒含有量不符合

之依據。 

本研究的目的在於建立一快速、高專一性及具穩

定性的疫苗病毒含有量檢測方法 [4]，OIE 推薦的豬

瘟病毒特異性引子對在此檢測方法上有良好的效果。

qRT-PCR 檢測方法相較於傳統的螢光抗體染色法檢

測方法可節省大量時間及具更高之靈敏度，將來可應

用於猪瘟疫苗的製程中病毒含有量最大化檢測及品管

實驗中病毒含有量之檢測。 

 

 

 

圖 1、 豬瘟組織培養活毒疫苗經反轉錄聚合酶連鎖反應幅增豬瘟病毒核酸片段之 2% 瓊膠電泳分析結果，產

物片段大小約為 92 bp。M：50 bp DNA Ladder，NC：陰性對照，Lanes 1-10：豬瘟組織培養活毒

疫苗 HCTC001-HCTC010 批次 RT-PCR 產物。 

 

  

A.未感染豬瘟病毒之 PK-15 豬腎細胞。 B.感染豬瘟病毒之 PK-15 豬腎細胞。 

圖 2、豬瘟病毒感染 PK-15 豬腎細胞之螢光反應偵測。  

A B 
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圖 3、將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋後之病毒含有量與 Ct 值有極佳的線性關係， 

y = -0.2825x + 12.095 (R2 = 0.9996)。 

 

 

 

 

 

 

圖 4、各批疫苗之病毒含有量與 Ct 值有極佳的線性關係， 

y = -0.2897x + 12.334 (R2 = 0.9976)。 
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表 1、將 10 批疫苗混合且依序 10 倍連續稀釋後之病毒含有量與 Ct 值檢驗結果。 

10 倍連續稀釋 qRT-PCR（Ct） 螢光抗體染色法（FAID50/mL） 

100 23.11±0.09 5.59 

10-1 26.38±0.12 4.62 

10-2 31.08±0.16 3.29 

10-3 34.47±0.20 2.41 

10-4 37.96±1.77 - 

10-5 40 - 

 

表 2、各批猪瘟組織培養活毒疫苗病毒含有量與 Ct 值檢驗結果。 

疫苗批號 qRT-PCR（Ct） 螢光抗體染色法（FAID50/mL） 

HCTC001 22.82±0.13 105.77 

HCTC002 23.65±0.25 105.5 

HCTC003 23.80±0.05 105.5 

HCTC004 25.39±0.15 105.0 

HCTC005 22.79±0.02 105.77 

HCTC006 22.98±0.02 105.67 

HCTC007 23.26±0.16 105.5 

HCTC008 22.55±0.24 105.77 

HCTC009 23.66±0.07 105.5 

HCTC010 24.70±0.17 105.23 
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Using real-time quantitative reverse transcription polymerase  

chain reaction to analyze the virus content of hog cholera  

tissue culture live vaccine 

 

CC Hsieh*, TY Pan, CH Tseng 

 

Animal Health Research Institute, Council of Agriculture, Executive Yuan 

 

Abstract  Classic swine fever is one of the major animal diseases in our country. At present, the 

disease is mainly controlled by classic swine fever vaccination. Our institute is currently producing 

classical swine fever vaccine by cell culture, and then the product needs to use immunofluorescence 

assay (IFA) for quality control. In order to reduce the quality control inspection period and improve 

the technology, real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

was used to replace the conventional virus content test, the IFA. The results showed that the 

standard curves had an excellent linear relationship between the virus content measured by and IFA 

and qRT-PCR, giving R
2
=0.9976. The standard curve was a linear regression analysis of log10 

(50% fluorescent antibody infectious dose, FAID50/mL) and the Ct value of qRT-PCR to obtain the 

regression equation: y=-0.289x+12.33. y is log10 (FAID50/mL) which represents the virus content, 

and x is substituted into the measured Ct value of the sample to convert the FAID50/mL in the 

sample. The result can effectively shorten the inspection period. 

 

Keywords: real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, quality control, 

vaccine. 
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