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［摘　 要］ 　 为建立一种可检测血清 １ 型鸭甲型肝炎病毒（ＤＨＡＶ－１）的实时定量 ＰＣＲ 方法，根据

ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＤＨＡＶ－１ ５’非编码区的保守区，设计合成 １ 对引物和 １ 条 ＴａｑＭａｎ 探针，以构建的重组

质粒作为标准品，绘制标准曲线，并对所建立方法进行了特异性、敏感性和可重复性试验以及临床

病料检测初步应用。 结果，该方法与血清 ３ 型鸭甲型肝炎病毒、鸭瘟病毒、新城疫病毒、禽流感病

毒、呼肠孤病毒、传染性支气管炎病毒等无交叉反应性；最低可以检测到 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；组内和组间

变异系数均小于 ３％；临床病料的检测结果与测序检测结果一致。 结果表明，所建立的实时定量检

测方法具有特异、敏感、稳定等优点，可用于 ＤＨＡＶ－１ 的快速检测与定量分析。
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ｉｎｔｅｒ－ａｓｓａｙ ａｎｄ ｉｎｔｒａ－ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｔｈｅｓｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ＴａｑＭａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｈａｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｇｏｏｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ； ｉｔ ｗａｓ ｕｓｅｆｕｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＨＡＶ－１．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １； ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ； ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ

　 　 鸭病毒性肝炎（Ｄｕｃｋ Ｖｉｒａｌ Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ）主要是由

鸭甲型肝炎病毒（ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ，ＤＨＡＶ）和鸭

星状病毒引起的一种急性、烈性传染病［１］。 鸭病毒

性肝炎流行范围较广，全球范围内均有发病报道，在
我国和韩国等周边国家和地区的发病主要是由鸭甲

型肝炎病毒感染引起的，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。 鸭甲型肝炎

病毒，按基因型可以分为基因 Ａ 型鸭甲型肝炎病毒

（ＤＨＡＶ－Ａ）、基因 Ｂ 型鸭甲型肝炎病毒（ＤＨＡＶ－Ｂ）
和基因 Ｃ 型鸭甲型肝炎病毒（ＤＨＡＶ－Ｃ），由于 ３ 个

基因型之间并无血清交叉反应［２］，因此可以对应的

称之为血清 １ 型鸭甲型肝炎病毒（ＤＨＡＶ－１）、血清

２ 型鸭甲型肝炎病毒（ＤＨＡＶ－２），血清 ３ 型鸭甲型

肝炎病毒（ＤＨＡＶ－３），鸭甲型肝炎病毒这种特殊的

基因型与血清型关系，为通过检测病毒核酸对血清

型进行鉴定提供了便利。
ＤＨＡＶ－１ 是引起我国鸭病毒性肝炎流行的主

要血清型，给我国鸭养殖业造成巨大的经济损失。
鉴于鸭病毒性肝炎发病急、病程短、死亡率高的特

点，建立一种快速，特异地实时定量 ＰＣＲ 检测方

法，不仅对于临床上鸭病毒性肝炎的快速诊断与疫

情控制具有一定的指导意义，也为 ＤＨＡＶ－１ 的研

究提供技术手段。 目前关于 ＤＨＡＶ－１ 的实时定量

ＰＣＲ 检测方法，国内外相关文献上已有报道，包括

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法和 ＴａｑＭａｎ 探针法等，但在引物

设计区域，一般都采用 ３Ｄ 区或者 ＶＰ１ 区的保守序

列，而这两区域编码蛋白都具有免疫原性，一般常

会用于基因重组活疫苗研究中，导致疫苗株病毒与

田间野毒无法区分［３－４］。 本研究方法采用 ５’非编

码区设计引物，一方面实现了重组疫苗株毒与田间

野毒鉴别， 另一方面也为实时定量 ＰＣＲ 检测

ＤＨＡＶ－１提供一种补充方法。
１　 材料与方法

１．１　 材料 　 ＤＨＡＶ－１（ＡＴＣＣ 株）、ＤＨＡＶ－３（Ｂ５４
株）、禽呼肠孤病毒（ＡＲＶ）由中国农业大学传染病

实验室惠赠；鸭瘟疫苗病毒 （ ＤＰＶ ＡＶ１２２２ 株）、
新城疫疫苗毒（ＮＤＶ ＨＢ１ 株）、 禽 流 感 疫 苗 毒

（ＡＩＶ－Ｈ９）、传染性支气管炎疫苗毒（ＩＢＶ Ｈ１２０ 株）
由武汉中博生物股份有限公司保存；大肠杆菌

Ｔｒａｎｓ ＤＨ５ａ 感受态细胞，购自北京全式金生物公

司。 ５ 份疑似鸭病毒性肝炎雏鸭肝脏病料（ＷＨＣ、
ＴＨＬ、ＧＳＨ、ＹＭＣ、ＨＸ），为湖北孝感地区养殖户送样。
１．２　 主要试剂与仪器　 ＲＮＡ 提抽试剂盒，胶回收

纯化试剂盒， Ｍ－ＭＬＶ 反转录酶 （ＲＮａｓｅ Ｈ－），Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）引物，ｐＭＤ１８－Ｔ 载体试剂盒，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合

酶，ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ）
等均购自大连宝生物工程有限公司。 荧光定量

ＰＣＲ 仪 （ ＡＢＩ， ＵＳＡ），紫外分光光度计 （ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ）。
１．３　 引物与探针设计 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 所发表的

ＤＨＡＶ－１ ５’ＵＴＲ 序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３．０ 设

计特异性引物与探针。 ＤＨＡＶ － １Ｆ： ５’ － ＡＧＡＧ⁃
ＧＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＴＡＴＧ－３’，ＤＨＡＶ－１Ｒ：５’ － ＧＴＧＴ⁃
ＧＣＣＴＡＣＴＣＴＡＧＡＣＣ － ３’； ＴａｑＭａｎ 探针 ＤＨＡＶ－１
ＰＢ：５’ －ＦＡＭ－ＡＡＣＣＴＴＧＧＴＡＧＴＣ－ ＢＨＱ－３’；另根

据参考文献合成一对可检测不同血清型 ＤＨＡＶ 通

用引物，Ｆｏｒ：５’ － ＧＧＡＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＡＡ－３’，Ｒｅｖ：
５’ － ＣＣＴＣＡＧＧＡＡＣＴＡＧＴＣＴＧＧＡ － ３’， 扩 增 产 物

２５０ ｂｐ［５］。 两对引物由大连宝生物工程有限公司合

成，ＴａｑＭａｎ 探针由上海英骏生物技术有限公司。
１．４　 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成 　 参照 ＲＮＡ 提抽试

剂盒说明书，提取 ＤＨＡＶ－１ （ＡＴＣＣ 株）ＲＮＡ，以提

取的 ＤＨＡＶ－１ＲＮＡ 为模板，进行反转录，制备ｃＤＮＡ
模板。 反转录反应体系与反应条件为：模板 ＲＮＡ
５．０ μＬ、Ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ） Ｐｒｉｍｅｒ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １μＬ、５ ×
Ｍ－ＭＬＶ ｂｕｆｆｅｒ ２． ０ μＬ、 ｄＮＴＰｓ （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ）
０．５ μＬ、ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０ Ｕ ／ μＬ）０．２５ μＬ、Ｍ－ＭＬＶ
（２００ Ｕ ／ μＬ） ０． ５ μＬ，加 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２ Ｏ 补充至

１０ μＬ，混合均匀后，４２ ℃保温 １ ｈ。
１．５　 标准品的制备 　 以 ＤＨＡＶ－１Ｆ ／ ＤＨＡＶ－１Ｒ 引
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物对 １．４ 制备的 ｃＤＮＡ 模板，进行 ＰＣＲ 扩增，扩增

体系与反应条件为：１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ６．０ μＬ、ｄＮＴＰｓ
（２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ）５．０ μＬ、上下游引物各 １．０ μＬ、
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０．５ μＬ、ｃＤＮＡ５．０ μＬ，ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ 补充至 ５０ μＬ；反应条件为：９５ ℃，５ｍｉｎ 预变

性，进入循环，９５ ℃变性 ３０ ｓ；５５ ℃退火 ３０ ｓ；７２ ℃
延伸 ３０ ｓ，共 ３０ 个循环；７２ ℃总延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增

产物经胶回收试剂盒纯化后克隆到 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体

上。 将重组质粒进行 ＰＣＲ 和测序鉴定，鉴定均正确的

重组质粒，使用分光光度计进行浓度测定，根据公式计

算出每微升所含的拷贝数，作为定量标准品［６］。
１．６　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法反应条件的建立与优化

以 １．４ 制备的 ｃＤＮＡ 为模板，参考 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

（Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ）试剂盒说明书，对 ＰＣＲ 反应条件和

体系进行优化，包括引物与探针浓度的调整、退火

温度、阳性检测 ＣＴ 值的确定，并对检测方法进行特

异性、敏感性、重复性等方面的研究［７］。
１．６．１　 标准曲线建立　 以 １．５ 制备的标准品质粒

（１．０×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）为模板，用 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 进

行 １０ 倍梯度稀释，对其中的 ５ 个梯度浓度溶液的

标准品（１．０×１０７ ～１．０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）进行检测，以
标准品拷贝数作为横坐标，不同标准品浓度的检测

ＣＴ 值作为纵坐标，绘制标准曲线。
１．６．２ 　 敏感性测定 　 将标准品进行 １０ 倍梯度稀

释，对 １．０×１０３ ～１．０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 浓度的标准品稀

释液进行检测，以检验该方法的敏感性。
１．６．３ 　 特异性试验 　 提取 ＤＨＡＶ－１（ＡＴＣＣ 株）、
ＤＨＡＶ－３ （ Ｂ５４ 株）、ＤＰＶ、ＮＤＶ、ＡＩＶ （Ｈ９）、ＡＲＶ、
ＩＢＶ 核酸 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ 模板（ＤＰＶ 除外）
后，应用优化好的实时定量 ＰＣＲ 反应体系和条件

对上述样品进行检测，检测该方法的特异性。

１．６．４　 重复性试验［８］ 　 分别取 ３ 份不同浓度（１．０×
１０７、１．０×１０５、１．０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）的标准品进行实

时定量 ＰＣＲ 组内和组间重复性检测，每份样品作

３ 个重复，计算变异系数（ＣＶ）。
１．７　 临床样本的检测

１．７．１　 临床样本的测序检测　 按 １．４ 方法提取５ 份

鸭肝病料组织总 ＲＮＡ，制备 ｃＤＮＡ。 以此 ｃＤＮＡ 为

模板，使用 ＤＨＡＶ 通用检测引物 Ｆｏｒ ／ Ｒｅｖ 进行扩

增，按 １．５ 方法将扩增产物克隆到 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体

上，将重组质粒进行测序，并对序列进行分析，以确

定其血清型。
１．７．２　 临床样本的实时定量 ＰＣＲ 检测　 按 １．４ 方

法提取 ５ 份鸭肝病料组织总 ＲＮＡ，制备 ｃＤＮＡ。 以

此 ｃＤＮＡ 为模板，应用优化好的 ｑＰＣＲ 反应体系和

条件对上述样品进行检测。
２　 结 果

２．１　 反应条件优化　 优化后的 ＰＣＲ 反应体系为：
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ、上下游引物（１０μｍｏｌ ／ Ｌ）各

０．６ μＬ、ＴａｑＭａｎ 探针（１０μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５ μＬ、ｃＤＮＡ 模

板 ４ μＬ，ＤＥＰＣ ｄＨ２Ｏ 补充到 ２０ μＬ 体系。 反应程

序为：９５ ℃预变性 １０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ，５４ ℃退火 ３５ ｓ
（收集荧光信号），共 ４０ 个循环。 阳性检测 ＣＴ 值在

３８．０ 以下为阳性，大于 ３８．０ 或无检测 ＣＴ 值均为阴性。
２．２　 标准曲线的建立 　 结果显示，在 １． ０ × １０７ ～
１．０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的模板稀释度范围内可得到良

好的扩增曲线（图 １）， 扩增效率为 ９８．５％。 根据扩

增曲线绘制的标准曲线（图 ２），标准曲线的方程

为：Ｙ＝ －３．２６ｌｇＸ＋４０．８６（Ｙ 表示检测 ＣＴ 值，Ｘ 表示

检测中模板拷贝数），相关系数（Ｒ２）为 ０．９９９，提示

误差较小，模板拷贝数与检测 ＣＴ 值具有良好的线

性关系。

１－５：１．０×１０７ ～１．０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 标准品

图 １　 ＤＨＡＶ－１ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的扩增曲线（１ａ）和标准曲线（１ｂ）图

·９１·
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２．３　 敏感性试验　 对 １．０×１０３ ～ １．０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
的标准品进行检测，根据扩增曲线可知，标准品浓

度为 １．０×１０３ ～１．０×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，均呈现明显的扩

增曲线，检测 ＣＴ 值分别为：３２．４８、３４．９９、３６．８７；但
１．０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 和阴性对照均无扩增曲线，也无

检测 ＣＴ 值， 由 此 可 判 定 该 方 法 最 低 可 检 测

１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ（图 ２）。

１－４： １．０×１０３ ～１．０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ 线间标准品；

５： 阴性对照（ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ）

图 ２　 ＤＨＡＶ－１ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法敏感性试验结果图

２ ． ４ 　 特异性试验 　 用优化好的检测方法检测

ＤＨＡＶ－ １、ＤＨＡＶ－ ３、ＤＰＶ、ＮＤＶ、ＡＩＶ（Ｈ９）、ＡＲＶ、
ＩＢＶ，结果只有 ＤＨＡＶ－１ 有扩增曲线，其他病毒及

阴性皆无扩增曲线（图 ４）。 结果表明所建立的方

法与其他病毒无交叉反应，具有良好的特异性。

１： ＤＨＡＶ－１； ２：ＤＨＡＶ－３；３： ＤＰＶ； ４： ＮＤＶ；

５： ＡＩＶ； ６： ＡＲＶ； ７： ＩＢＶ； ８： 阴性对照（ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ）

图 ３　 ＤＨＡＶ－１ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法特异性试验结果图

２．５　 重复性试验 对 ３ 份不同浓度的标准品进行检

测，根据检测 ＣＴ 值，计算组内和组间变异系数

（ＣＶ），结果显示 ＣＶ 值均小于 ３％（表 １），表明该检

测方法重复性好，检测结果可靠。

表 １　 不同拷贝数模板对应的检测 ＣＴ 值及变异系数测定结果

标准品浓度
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 组内重复　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 组间重复　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＣＴ 值 １ ＣＴ 值 ２ ＣＴ 值 ３ ＣＶ ／ ％ ＣＴ 值 １ ＣＴ 值 ２ ＣＴ 值 ３ ＣＶ ／ ％

１．０×１０７ １８．１７ １８．４２ １７．９０ １．４３％ １８．３１ １７．４６ １８．３９ ２．３６％

１．０×１０５ ２５．３０ ２４．５４ ２４．７３ １．５９％ ２４．３５ ２５．５６ ２４．８５ ２．４３％

１．０×１０３ ３１．６５ ３２．８５ ３２．０３ １．８６％ ３１．３１ ３２．８５ ３３．０３ ２．８３％

２．６　 临床样本的检测　 ５ 份临床凝似鸭肝炎的临

床病料，用 ＤＨＡＶ 通用引物检测，均为阳性，将扩增

产物构建测序质粒，进行测序，测序分析结果表明，
有 ３ 份为 ＤＨＡＶ－３ 感染，有 ２ 份为 ＤＨＡＶ－１ 感染。
用建立的实时定量 ＰＣＲ 方法进行检测，其检测结

果与测序结果一致，２ 份 ＤＨＡＶ－１ 感染的病料检测

结果为阳性，３ 份 ＤＨＡＶ－３ 感染的病料，检测结果

为阴性。 结果表明，所建立的实时定量 ＰＣＲ 可用

于临床病料的检测。
３　 讨论与小结

ＤＨＡＶ－１ 在 ２０ 世纪 ６０ 年代，在我国就有发病

报道，一直到目前仍然在我国鸭养殖区广泛流行。
关于ＤＨＡＶ－１的检测，目前已报道的检测方法主

表 ２　 临床病料实时定量 ＰＣＲ 法检测结果

样本名称 测序 ＣＴ 值
病毒含量 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）
判定

ＷＨＣ ＤＨＡＶ－１ ２１．８０ ７． ０×１０５ ＋

ＴＨＬ ＤＨＡＶ－３ － － －

ＧＳＨ ＤＨＡＶ－１ ２６．９８ １． ８×１０４ ＋

ＹＭＣ ＤＨＡＶ－３ － － －

ＨＸ ＤＨＡＶ－３ － － －

要有病毒鸭胚分离、琼脂扩散试验、间接血凝试验、免
疫胶体金电镜技术、间接 ＥＬＩＳＡ 和逆转录环介导等温

扩增（ＲＴ－ＬＡＭＰ）、ＲＴ－ＰＣＲ 以及实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ
等，另外还有用于鉴别检测ＤＨＡＶ－１ 与ＤＨＡＶ－３ 的双

重 ＲＴ－ＰＣＲ 及双重实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ 等［５，９－１０］。

·０２·
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实时定量 ＰＣＲ 技术以其敏感、特异、快速的优

势在 ＤＨＡＶ－１ 的检测方面，也得到很好的应用，但
在检测靶基因设计方面，一般以 ３Ｄ 区或者 ＶＰ１ 区

的保守序列较为常见，尚未见针对于 ５’非编码区

ＴａｑＭａｎ 探针检测方法的报道。 近年来关于 ＤＨＡＶ－１
重组活疫苗研究中，一般考虑将 ３Ｄ 蛋白或者 ＶＰ１
蛋白作为免疫原性蛋白，进行基因重组，因此，基因

重组疫苗病毒可能会给田间野毒的检测造成干扰。
本研究通过对 ＤＨＡＶ 多序列比对的基础上，在 ５’
非编码区的保守区，设计引物及探针，一方面实现

了重组疫苗株毒与田间野毒鉴别检测，另一方面也

为实时定量 ＰＣＲ 检测 ＤＨＡＶ － １ 提供一种补充

方法。
对于实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法中使用的标

准品，一般为采用体外转录合成的 ｃＲＮＡ，在对

ＲＮＡ 病毒进行定量检测过程时，因为反转录和

ＰＣＲ 扩增在同一体系中，所以对检测样本的定量比

较准确［１１－１２］。 但是标准品 ｃＲＮＡ 的制备过程比较

繁琐，且容易降解。 考虑到目前商品化反转录酶，
反转录效率较以前有了很大提高，可达到 ９０％以

上，另外质粒保存相对稳定，所以我们建立的方法

中使用质粒作为标准品，对待样本中的反转录产物

ｃＤＮＡ 进行定量，来估算待检样本中病毒 ＲＮＡ 的拷

贝数，具有很好的实用性。
综上所述，本研究所建立的 ＤＨＡＶ－１ 实时定

量 ＰＣＲ 检测方法，特异性好，与 ＤＨＡＶ－３ 等无交叉

反应，敏感度高，最低可检测到 １０ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，可实

现对临床病料准确检测。 但由于目前病料较少，还
有待于进一步补充相关临床病料检测研究，以期为

ＤＨＡＶ－１ 感染快速检测以及其流行病学调查等研

究，提供了一种灵敏、准确的检测补充方法。
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