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!摘!要"!通过对6789:8;公布的鸭甲型肝炎病毒全序列比对!在 % 型鸭甲肝炎病毒"<=>2-%#

)$非编码区的保守区!设计了一对检测引物和一条特异性 ,:?@:8 探针!以构建的阳性重组质粒经

体外转录合成的+A2作为标准品绘制标准曲线!建立了一种快速检测 <=2>-% 的实时荧光定量

+,-./+方法% 该方法能特异性地检测出<=2>-%!而与血清 $ 型鸭肝炎病毒"<=2>-$#&鸭瘟病

毒&新城疫病毒&禽流感病毒"=1#&呼肠孤病毒&传染性支气管炎病毒无交叉反应% 在 $03 B$#

%

(

$03 B$#

3

CDEF7G*

!

H的检测范围内标准曲线线性关系较好!!

" 为 #011"% 敏感性试验表明!最低检

测限为 %5 拷贝数+A2% 用该方法和胚半数致死量法对尿囊液中病毒含量进行检测!表明二种方法

检测结果呈正相关% 本研究所建立的检测方法特异性好!灵敏度高!且操作方便!可为该病毒的快

速诊断和流行病学调查提供技术手段%

!关键词"!血清 % 型鸭甲型肝炎病毒'实时荧光定量+,-./+
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!!鸭病毒性肝炎"<MC; >F\:K=7E:]F]FG#是一种严

重危害雏鸭的急性)烈性传染病!主要危害 % 周龄

以内的雏鸭!成年鸭一般可感染但不发病!所以又

称为小鸭肝炎& 该病以发病急)病程短)传播快)病

死率高为特点!通常发病日龄越小!病死率越高*$+

&

鸭病毒性肝炎可由小+A2病毒科禽肝病毒属鸭甲

型肝炎病毒和星状病毒科禽星状病毒属的鸭星状

病毒引起*"+

& 鸭星状病毒感染地域性较为明显!仅

在英国和美国有发病报道*"+

!且鸭星状病毒致病性

较鸭甲型肝炎病毒弱*%+

& 鸭甲型肝炎病毒!包括鸭

甲型肝炎 $ 型"<=2>-$#)" 型 "<=2>-"#和

%型"<=2>-%#& <=2>-$ 即传统的
"

型鸭肝炎病

毒!我国台湾地区新分离株划分为<=2>-"

*& -5+

!我

国和韩国新分离株被划分为 <=2>-%

*'+

& 苏敬良

等在北京和广西等地发病鸭场中分离到<=2>-%!

根据流行病学调查发现!目前该血清型病毒感染在

河北)山东)广东)重庆等地商品鸭群中呈流行

态势*3 -1+

&

目前!已有多篇文献报道 <=2>-$ 的检测方

法!包括+,-./+

*$# -$"+

)逆转录环介导等温扩增

"+,-H2@.#

*$%+及荧光 +,-./+等*$&+

& 由于实

时荧光定量./+技术具有敏感)特异)简捷快速等

优势!在动物疫病诊断领域得到越来越广泛的应

用& 因此!我们根据 <=2>基因差异较大区域 )'

Q,+!同时在<=2>-%相对的序列保守区设计引物

与探针!研究建立了一种可特异性检测<=2>-%的

实时荧光定量+,-./+方法!以期为<=2>-% 的

临床检测和流行情况调查提供方便)快捷)高效的技

术手段&

CD材料与方法

$0$!材料!<=2>-% 致弱疫苗毒 "9)& 株#)

<=2>-$"2,//株#)禽呼肠孤病毒"2+>#)) 份

经鉴定的临床分离毒株"北京 [株)河北 +株与

=株)山东 4H株)广西 6S株#由中国农业大学传

染病实验室保存%鸭瘟疫苗病毒 "<.> />//

2>$""" 株#)新城疫疫苗病毒"A<>=9$ 株#)禽流

感病毒 "2U>-=1#)传染性支气管炎疫苗病毒

"U9>=$"# 株#由武汉中博生物股份有限公司保

存%大肠杆菌 <=)

#

感受态细胞!北京全式金生物

公司&

$0"!主要试剂和仪器!病毒核酸提取试剂盒)

-&A=

"

限制性内切酶)+,-./+试剂盒)+A2酶

抑制剂)<A2裂解酶U),' 体外转录试剂盒)胶回收

纯化试剂盒)质粒快速提取试剂盒)荧光定量

+,-./+试剂盒 "探针法 # " ,2c2+2! [I.#&

EI24Z-,$ 克隆载体购自北京全式金公司",\:8Gd

O78!/=A#& 荧光定量 ./+仪为 29U4]7ED87.KMG

"29U!Q42#!紫外分光光度计 Q>->FGF̂K74E7C]\Dd

ETDJ7]7\",T7\JD4CF78]FWFC!Q42#&

$0%!方法

$0%0$!引物与探针设计!根据6789:8; 所发表的

鸭甲型肝炎病毒相关基因组序列!利用生物学分析

软件9FDIPF]进行同源性比对分析!在<=2>-% 和

<=2>-$ 及 <=2>-" 核酸序列差异显著区

)'Q,+"&$" ()3# 8]#!利用97:CD8 <7GFO87\'0# 设

计引物和探针!于 T]]E$**̂K:G]08ĈF08KJ08FT0OD_*

9K:G]0COF上对引物和探针进行9H24,分析!初步检

测引物和探针的特异性& 引物和探针由大连宝生

物工程有限公司合成&

$0%0"!标准品的制备

$0%0"0$!重组质粒的构建!提取鸭胚尿囊液病毒

+A2!对目的基因片段进行 +,-./+扩增& 将

./+产物经胶回收纯化后连接 EI24Z-,$ 载体!

再将连接产物转化大肠杆菌<=)

#

感受态细胞!经

抗性筛选!扩大培养后提取质粒& 将正确插入目的

片段的重组质粒送生物公司测序!保存阳性菌液及

质粒&

$0%0"0"!体外转录!将构建的阳性重组质粒经

-&A=

"

酶切线性化!再进行胶回收纯化!纯化产物

在,' +A2聚合酶于 %' e作用下体外转录 $ T!然

后加入<A2裂解酶U!继续作用 %# JF8! 消化去除

模板<A2!将合成的C+A2按分子克隆实验指南再

进行酚*氯仿*异戊醇抽取纯化& 紫外分光光度计

测定浓度!用公式计算出每微升所含的拷贝数!作

为定量标准品!加入+A2酶抑制剂置于 -'# e保

存备用&

$0%0%!实时荧光定量+,-./+反应条件的建立

以制备的标准品 C+A2为模板!参考 V874]7E

.\FJ74C\FE]+,-./+试剂盒说明书!对实时荧光定

量+,-./+反应条件进行优化!包括引物与探针

浓度的调整)退火温度&

$0%0&!标准曲线建立!以优化后确立的反应条件

对梯度浓度 $03 B$#

%

($03 B$#

3

CDEF7G*

!

H标准品

进行检测!建立不同模板浓度的动力学扩增曲线&

("(
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以标准品拷贝数作为横坐标!不同标准品浓度的检

测/,值作为纵坐标!由检测仪器自带软件拟合出

绝对定量标准曲线!根据标准曲线线性相关系数!

"

检验标准曲线的可信度&

$0%0)!敏感性测定!对浓度 $03 B$#

#

($03 B$#

%

CDEF7G*

!

H的标准品进行检测!同时设立阴性对照&

反应结束后!分析有特异性产物的最低起始模板浓

度!该浓度即为所建立方法的最低检测灵敏度&

$0%05!特异性试验!提取 <=2>-% "9)& 株#)

<=2>-$ "2,//株#)<.>"/>//2>$""" 株#)

A<>"=9$ 株#)2U>"=1#)2+>)U9>"=$"# 株#的

+A2!应用优化好的实时荧光定量 +,-./+反应

体系和条件对上述样品进行检测!同时以标准品作

为阳性对照)<I./]\7:]7P a:]7\作为阴性对照&

$0%0'!重复性试验!对 $03 B$#

'

)$03 B$#

)

)$03 B$#

%

CDEF7G*

!

H的标准品 +A2进行检测!每份样品作 %

个复孔!所得检测/,值经统计学处理后!计算批内

变异系数&

$0&!临床样本的检测

$0&0$!临床分离株的检测验证!通过对 ) 份从临

床上分离的)并经鉴定的尿囊液病毒进行检测!验

证该检测方法的有效性与特异性&

$0&0"!IH<

)#

与实时荧光定量 +,-./+检测方法

比较!分别收集接种病毒后 )3)'")3&)$#3 T 的死

亡鸭胚尿囊液!每个时间点取等量的 ) 份尿囊液进

行混合!先对每份混合后的尿囊液进行鸭胚 IH<

)#

测定!再各取等量尿囊液进行+A2的提取"按试剂

盒说明书#!用所建立的方法对样品 +A2进行定量

检测!研究IH<

)#

与病毒拷贝数之间的对应关系&

ED实验结果

"0$!引物与探针设计!筛选后的引物与探针

序列$

上游引物 )' -//,,6,,6,6222/662,,2-%'

下游引物$)' -6622/2///2+,22,2/,+226-%'

,:?@:8 探针$)' -f2@-,26/2,/,26,66,,/d

/26,//2,22/-9=R$ -%'

+为兼并碱基!表示 2或 6两种碱基可能性&

扩增产物大小为 $"# ^E&

"0"!反应条件优化!优化后的 ./+反应体系为$

" BV874]7E +,-./+9MWW7\

$

$#

!

H)上下游混合

引物 "$#

!

JDK*H#各 #0&

!

H),:?@:8 混合探针

"$#

!

JDK*H##0&

!

H)Ig,:? =4") Q*

!

H# #0&

!

H)

.\FJ7-4C\FE]+,I8b̀J7@Fg

%

#0&

!

H)+A2模板

"

!

H!<I./]\7:]7P a:]7\补充到 "#

!

H体系& 反应

程序为$&" e 反转录 %# JF8% 1) e 预变性 $# G%

1) e变性 ) G!)" e退火 %# G"收集荧光信号#!&#个

循环&

"0%!标准曲线的建立!以 $# 倍梯度稀释的标准

品为模板进行检测!结果显示!在 $03 B$#

3

($03 B

$#

%

CDEF7G*

!

H的范围内可得到良好的动力学曲线

"图 $:#! 扩增效率为 1'0)h& 标准曲线相关系数

!

" 为#011"!提示误差较小!可信度较高"图 $^#&

$ -5$$03 B$#

3

($03 B$#

%

CDEF7G*

!

H<=2>-% 标准品

图 CD;=->FG 实时荧光定量28F9:2检测方法的动力学扩增曲线#C$$和标准曲线#C%$

"0&!敏感性试验!对 $03 B$#

%

($03 B$#

#

CDEF7G*

!

H

的标准品进行检测!其 /,值分别为 "10'")%"0$))

%)0'")%30##!阴性对照无/,值& 根据扩增曲线得

出本方法最低可检测至 %5 拷贝数的目标 +A2量

"图 "#& 根据最低检测样本的 /,值!并对检测结

果的判断标准进行设定!/,值在 %3 以下为阳性!

在 %3 (&# 之间为可疑!需进行重复检测&

"0)!特异性试验!结果表明!只有<=2>-% 致弱

疫苗株和阳性对照为阳性!其他病毒及阴性对照均

为阴性!证明所建立的方法特异性良好"图 %#&

"05!重复性试验!所得检测结果经统计学处理后!

计算批内变异系数分别为"0%5h)$053h和$0%5h!

(%(
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均小于 %h!说明离散程度在正常范围内!表明该检

测方法重复性较好!检测结果可靠性高"图 &#&

$ -&$ $03 B$#% ($03 B$##CDEF7G*

!

H<=2>-%

标准品+A2% )0阴性对照

图 ED;=->FG 实时荧光定量28F9:2

检测方法的敏感性试验

$0标准品+A2% "0<=2>-%% %02+>% &0<.>% )0A<>% 50U9>%

'0<=2>-$% 30阴性对照"<I./]\7:]7P a:]7\#

图 GD;=->FG 实时荧光定量28F9:2

检测方法的特异性试验

$$$03 B$#

'

CDEF7G*

!

H% "$$03 B$#

)

CDEF7G*

!

H% %$$03 B$#

%

CDEF7G*

!

H

图 HD;=->FG 实时荧光定量28F9:2

检测方法的重复性试验

"0'!临床样本的检测

"0'0$!临床分离株的检测验证!广西 6S株和河

北+株与 =株"三株均为 % 型#的检测结果为阳

性!而北京[株和山东 4H株"二者均为 $ 型#的检

测结果均为阴性& 进一步表明该检测方法可对不同

地区分离<=2>-% 实现有效检测!而与 <=2>-$

无交叉反应&

"0'0"!尿囊液病毒含量测定!IH<

)#

和 +,-./+

两种检测方法均表明!在 )3 (3& T时病毒量逐渐升

高! 但在 $#" T时病毒含量较低!且低于 )3 T 死亡

胚尿囊液病毒含量"图 )#!说明 IH<

)#

测定与所建

立的实时荧光定量 +,-./+检测结果存在正相

关& 同时两种方法都提示此疫苗毒株接毒后在

3& T左右病毒含量达到最大值!过早或过晚死亡鸭

胚尿囊液病毒量都会受到影响&

图 ID不同时间段死亡鸭胚的尿囊液病毒含量

GD讨D论

<=2>-% 是近年来在我国和韩国等国家和地

区出现的一种新型病毒!这也是免疫了传统的

<=2>-$ 型疫苗和卵黄抗体后!鸭肝炎病毒病仍

时有发生!以及发病后很难控制的主要原因*3!$$+

&

虽然中和试验为鸭肝炎确诊的可靠方法!但该方法

操作繁琐!耗时费力!不利于疾病的早期快速诊断&

另外还有琼脂扩散试验)间接血凝试验)免疫胶体

金电镜技术)间接 IHU42和 <V,-IHU42以及

+,-./+等!但基本是对 <=2>-$ 型病毒进行检

测*$)+

& 由于<=2>-% 在分子遗传学和抗原性上

与<=2>-$ 差异性较大!故以上报道的方法能否

适合<=2>-% 的检测还是未知& 而目前报道的关

于<=2>-% 检测方法相对较少!对<=2>-% 引起

的鸭肝炎的预防和控制带来很大的难度&

实时荧光定量./+技术是在传统./+基础上

发展起来的分子检测技术!通过在反应体系中加入

荧光基因!检测反应过程中荧光信号值的变化情

况!实时判断模板中有无靶基因以及靶基因的扩增

情况& 近几年来实时荧光定量 ./+技术在动物疫

病的诊断中也得到了越来越广泛的应用*$5 -$3+

&

,:?@:8探针法实时荧光./+是一种应用比较广泛

的荧光./+技术!检测特异性相对较高!但该方法

对引物和探针的要求也相对较高!尤其是探针的设

计必须要保守)特异& <=2>虽然在 %<区域十分保

(&(
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守!但是该区域内设计出特异性检测<=2>-% 的引

物与探针!极为困难& 参考文献*$1+!对<=2>-%

)'Q,+区域进行序列比对!选择对于 <=2>-% 相

对保守)特异区域进行引物与探针的设计& 针对于

有些<=2>-% 毒株!可能有些碱基发生变异!因此

在引物设计上采用兼并引物!以最大限度防止假阴

性的产生&

我们所建立的实时荧光定量+,-./+检测方

法!可在 1# JF8内完成样品中+A2的检测!相比传

统的+,-./+)套式./+等分子诊断方法!更加快

捷)方便!且灵敏度更高& 本研究为<=2>-% 的快

速诊断和流行病学调查提供了新的方法& 对构建

的重组质粒进行体外转录合成标准品 C+A2!通过

建立标准曲线!可对检测样品中的病毒拷贝数进行

绝对定量& 通过该方法可以对鸡"鸭#胚培养的

<=2>-% 进行定量检测!为繁琐)耗时的 IH<

)#

测

定提供了一种参考检测方法& 不足之处是该方法

所检测的病毒拷贝数为样品中总核酸拷贝数!而

IH<

)#

测定的是样品中活病毒量& 如果病毒培养条

件一致!收获及时!病毒保存条件适当!使用荧光定

量+,-./+检测出的病毒拷贝数与 IH<

)#

测定数

值理论上呈正相关& 因此通过检测所收获尿囊液

病毒拷贝数!就可对IH<

)#

进行初步估计!为疫苗的

生产提供了一种质量快速检测手段&
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