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［摘　 要］ 　 为建立一种能快速检测鸭坦布苏病毒（Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ，ＴＭＵＶ）的分子生物学方法，从

ＧｅｎＢａｎｋ 中下载了 ５１ 个具有代表性的黄病毒全基因组序列及白洋淀病毒等 ５ 个禽源黄病毒株 Ｅ 基

因序列，进行了黄病毒 Ｅ 基因序列分析，应用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件设计了一对引物，扩增目的片段为

５４９ ｂｐ，进行了 ＴＭＵＶ ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法的特异性、敏感性、重复性试验，建立了 ＴＭＵＶ ＲＴ－ＰＣＲ 检

测方法应用该方法对收集的 １４ 份临床疑似蛋鸭鸭坦布苏病毒病发病样品进行了检测，共检出 ６ 份

ＴＭＵＶ 核酸阳性样品，检出率达 ４２．８６％。 结果表明，该方法可用于水禽坦布苏病毒病的临床快速诊

断、检测及流行病学调查。
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ａｎｄ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｔｅｒｆｏｗｌ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ； Ｅ ｇｅｎｅ； ＲＴ－ＰＣＲ

　 　 ２０１０ 年 ４ 月以来，我国浙江、江苏、山东、福建、

河北、北京等省份的蛋鸭发生一种以产蛋率急速下

降甚至停产及不同程度死亡为特征的疫病， 俗称

鸭卵巢出血症，亦称为“鸭黄病毒感染”，现命名为

鸭坦布苏病毒病（Ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ Ｖｉｒｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ） ［１－２］。

各品种蛋鸭、种鸭、鹅等家禽均有发生，但主要见于

开产蛋鸭。 产蛋鸭发病后出现长时间（４０ ～ ６０ ｄ）

的产蛋率低下，恢复后所产种蛋的受精率和孵化率

出现下降。 发病鸭群采食量显著下降，拉绿色稀

便，精神沉郁，扎堆，羽毛逆立，眼球深陷，目光呆

滞，体重减轻；少量病鸭出现站立不稳、震颤、行走

困难和姿势异常；主要病变为出血性卵巢炎、间质

性肝炎和非化脓性脑炎。 该病近期成为危害中国

养鸭业的重要疫病之一。 产蛋率高的鸭群患病后

４～５ ｄ 从产蛋高峰或高产蛋率迅速下降至 ２０％ ～

３０％，严重的于发病后 ７ ｄ 左右停产；刚开产蛋鸭产

蛋率上升缓慢或减蛋，长时间低产蛋率或无产蛋高

峰出现。 不同地区、不同品种鸭群发病率高低不

一，群发病率几乎 １００％，病死率 ０％～１２％［３－５］。

由于是新发传染病，人们对该病原及由其感染

导致的发病认识很不充分。 对病原的生物学性状、

实验室检测、诊断、治疗和疫苗等的研究尚处于起

步阶段，缺乏能够快速诊断或检测方法。 ２０１１ 年 ３

月，从临床表现产蛋骤降的病死蛋鸭的 ７ 份发病组

织样品（卵巢、肝脏等）中，成功分离到 ４ 株坦布苏

病毒地方流行毒株（另文发表），借鉴现代分子生物

学技术，在查阅已公开发表的黄病毒快速检测方法

以及分子流行病学研究文献基础上，开展了本病的

实验室快速 ＲＴ－ＰＣＲ 检测研究。

１　 材料与方法

１．１　 毒株 　 鸭坦布苏病毒（Ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ，

ＤＴＭＵＶ）ＪＮ 株、禽流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，

ＡＩＶ）、新城疫病毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＮＤＶ）、

减蛋综合症病毒（Ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｇｇ ｄｏｗｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，

ＥＤＳＶ）、鸭肝炎病毒（Ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＤＨＶ）、

传染性法氏囊病毒（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，

ＩＢＤＶ）、传染性支气管炎病毒（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ

ｖｉｒｕｓ，ＩＢＶ）、番鸭呼肠孤病毒（Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓｉｓ，

ＭＤＲＶ）以及禽网状内皮增生症病毒（Ａｖｉａｎ ｒｅｔｉｃｕ⁃

ｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＲＥＶ），由青岛易邦生物工程

有限公司动物基因工程疫苗国家重点实验室保存

并提供。

１．２　 临床发病样品及预处理　 共 １４ 份，由青岛易

邦生物工程有限公司技术服务部提供。 每份样品

主要包括发病鸭的肝脏、卵巢组织等。 样品的预处

理方法是：取每份样品约 ５．０ ｇ 并剪碎，再加入 ４ 倍

体积的 ＰＢＳ（ｐＨ７．２），混匀后研磨至糊状，在－２０ ℃、

室温条件下反复冻融 ３ 次，再经 ４ ℃、１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ

离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液分装后－８０ ℃冻存备用。

１．３ 　 试剂 　 ＤＮＡｚｏｌ、Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ Ｖｅｒ．２ 试剂

盒、ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝生物（大连）工程

有限公司；ＤＮＡ 胶回收试剂盒购自上海生工生物工

程有限公司。

１．４　 引物设计 　 登录 ＧｅｎＢａｎｋ，分别下载了 ５１ 个

具有代表性的黄病毒全基因组序列及 ５ 个禽源黄

病毒株的全部或部分 Ｅ 基因序列，经 ＤＮＡｓｔａｒ７．０ 软

件比对分析后，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０ 软件自主设计了１ 对

检测引物，ＤＴＭＵＶ－ＴＦ：５＇－ＴＴＡＣＣＡＴＧＧＡＣＡＧＧＧＴ⁃

ＣＡＴＣＡ － ３ ＇， ＤＴＭＵＶ － ＴＲ： ５ ＇ － ＴＣＣＡＡＴＴＧＴＧＣＴＣ⁃

ＣＣＡＣＴＴＣＴ－３＇，扩增片段大小为 ５４９ ｂｐ，交由生工

生物工程上海（股份）有限公司合成，稀释成工作浓

度（２０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）－２０ ℃保存备用。

１．５　 病毒核酸的提取　 按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司生产的

Ｔｒｉｚｏｌ 或 ＤＮＡｚｏｌ 说明书分别提取上述 ９ 种病毒及

１４ 份样品中可能含有的 ＴＭＵＶ 总 ＲＮＡ 或其他

ＤＮＡ 病毒总 ＤＮＡ， －２０ ℃ 保存备用。

１．６　 ＲＴ－ＰＣＲ 方法的建立
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１．６．１　 ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系及程序　 总体系 ２５ μＬ，

包括 Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ １ ｓｔｅｐ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ ２ μＬ、２ × １ｓｔｅｐ

ｂｕｆｆｅｒ １２．５ μＬ、ＤＴＭＵＶ－ＴＦ 和 ＤＴＭＵＶ－ＴＲ 各 ０．５ μＬ、

ＤＴＭＵＶ－ＪＮ 株总 ＲＮＡ ２．５ μＬ，最后用 ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ

补至 ２５ μＬ，反应程序：５０ ℃ ３０ ｍｉｎ、９４ ℃ ５ ｍｉｎ、

３５× （９４ ℃ ４０ ｓ、４ ／ ５４． ５ ／ ５５ ／ ５５． ５ ℃ ４０ ｓ、７２ ℃

５０ ｓ）、７２ ℃ １０ ｍｉｎ ，最后 ４ ℃冷却 １０ ｍｉｎ，ＰＣＲ 结

束后取 ５ μＬ 扩增产物进行 １％琼脂糖凝胶 １００ Ｖ

４５ ｍｉｎ 电泳检查并成像。

１．６．２　 特异性试验　 用确定的最佳条件分别对阳

性对照及其他相关的 ８ 种病毒进行 ＲＴ－ＰＣＲ 检测，

对其特异性进行评价。 取 ＰＣＲ 产物 ５ μＬ， 在 １％

琼脂糖凝胶上电泳。 回收 ５４９ ｂｐ 的目的条带，用上

海生工生物工程技术服务有限公司生产的 ＤＮＡ 胶

回收试剂盒回收目的片段进行测序，并与黄病毒代

表成员的 Ｅ 基因相应核酸片断进行在线 Ｂｌａｓｔ 分

析，以进一步验证本方法的特异性。

１．６．３　 敏感性试验 　 将所提取的 ＤＴＭＵＶ－ＪＮ 株

总 ＲＮＡ 进行定量，１０ 倍梯度连续稀释， 按上述

ＰＣＲ 反应进行扩增， 测定模板最低检出量， 判定该

ＲＴ－ＰＣＲ 方法的敏感度。

１．６．４　 重复性平行检测　 将所提取的 ＤＴＭＵＶ－ＪＮ

株总 ＲＮＡ 平分为 ５ 份，分别交给 ５ 位实验室技术

人员，按照 １．６．１ 项下的条件进行 ＲＴ－ＰＣＲ，验证该

方法的可重复性。

１．６．５　 临床样品的检测　 对 １４ 份疑似鸭坦布苏病

毒感染的样品按照建立并优化的 ＲＴ－ＰＣＲ 方法进

行检测。

２　 结　 果

２．１　 反应条件的确定　 按 １．６．１ 项配制好反应体

系进行梯度 ＰＣＲ，电泳检测结果见图 １。 筛选出

ＤＴＭＵＶ 的最佳一步法 ＲＴ－ＰＣＲ 检测退火温度是

５５ ℃，时长 ４０ ｓ。

２．２　 特异性试验　 用确定的 ＲＴ－ＰＣＲ 条件对阳性

对照 ＪＮ 分离株、８ 个参考毒株进行了 ＲＴ－ＰＣＲ 扩

增，结果仅有阳性对照有预期目的条带出现，其他 ８

个参考毒株没有目的条带（图 ２），说明本方法的特

异性极佳。 回收目的条带测序获得 ５４９ ｂｐ 的特异

性核酸序列（图 ３）。

２．３　 敏感性试验　 用设计的特异性引物对不同浓

度的 ＤＴＭＵＶ－ＪＮ 株 ＲＮＡ 直接进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增，

结果可检测出即使是将提取的核酸稀释至 １０－６，仍

能检出目的条带（图 ４）。

２．４　 临床样品的检测　 应用建立的方法对 １４ 份临

床疑似发病样品按照优化的 ＲＴ－ＰＣＲ 条件进行检

测， 有 ６ 份阳性（图 ５），经克隆测序表明均是阳性

目的判断扩增， 检出率为 ４２．８６％。

Ｍ：ＤＬ ２０００Ｍａｒｋｅｒ； １：５３℃； ２：５３．５℃；

３：５４℃； ４：５４．５℃； ５：５５℃； ６：５５．５℃； ７：阴性对照

图 １　 ＤＴＭＵＶ ＲＴ－ＰＣＲ 检测条件的确定

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＴ－ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ＤＴＭＵＶ

１：阳性对照； Ｍ，ＤＬ ２０００Ｍａｒｋｅｒ； ２：ＡＩＶ； ３：ＮＤＶ；

４：ＥＤＳＶ； ５：ＤＨＶ； ６：ＩＢＤＶ； ７：ＩＢＶ；

８：ＭＤＲＶ； ９：ＲＥＶ； １０： ＤＴＭＵＶ－ＪＮ

１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｍ：ＤＬ ２０００Ｍａｒｋｅｒ； ２：ＡＩＶ；

３：ＮＤＶ； ４：ＥＤＳＶ； ５：ＤＨＶ； ６：ＩＢＤＶ；

７：ＩＢＶ； ８：ＭＤＲＶ； ９：ＲＥＶ； １０： ＤＴＭＵＶ－ＪＮ

图 ２　 特异性实验

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＲＴ－ＰＣＲ ａｓｓａｙ
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图 ３　 ＤＴＭＵＶ－ＪＮ 株 Ｅ 基因扩增区域基因序列

Ｆｉｇ ３　 Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｅ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＤＴＭＵＶ－ＪＮ ｓｔｒａｉｎ

１：阳性对照； Ｍ：ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； ２：１０－９； ３：１０－８； ４：１０－７；

５：１０－６； ６：１０－５； ７：１０－４； ８：１０－３； ９：１０－２； １０：１０－１

１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｍ：ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； ２：１０－９， ３：１０－８， ４：１０－７，

５：１０－６， ６：１０－５， ７：１０－４， ８：１０－３， ９：１０－２， １０：１０－１

图 ４　 敏感性分析

Ｆｉｇ ４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＲＴ－ＰＣＲ ａｓｓａｙ

１：阳性对照； Ｍ：ＤＬ ２０００Ｍａｒｋｅｒ； ２－１７：待检疑似 ＤＴＭＵＶ 发病样品

１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｍ：ＤＬ ２０００ Ｍａｋｅｒ； ２－１７：Ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ＤＴＭＵＶ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ５　 应用性检测

Ｆｉｇ ５　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

３　 讨　 论

在前期调查研究以及曹贞贞等人研究基础上，
已基本明确该病毒可能属于黄病毒科成员［６］。 根

据国际病毒分类委员会第五次病毒分类报告，黄病

毒科黄病毒属分为蜱传病毒、蚊媒病毒和节肢动物

媒介未知的病毒，其中，蚊媒病毒类又分为 Ａｒｏａ 病

毒群、登革热病毒群、日本脑炎病毒群、科科贝拉病

毒群、恩塔亚病毒群、斯庞德温尼病毒群和黄热病

病毒群［７］。 依据现有研究结果，黄病毒的基因组为

单股正链 ＲＮＡ，全基因组长约 １０９９０ ｂｐ，分别编码

·７１·
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３ 种结构蛋白（Ｃａｐｓｉｄ、ＰｒＭ 和 Ｅｎｖｅｌｏｐ）、８ 种非结构

蛋白 （ＮＳ１、ＮＳ２Ａ、ＮＳ２Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、２Ｋ、ＮＳ４Ｂ 和

ＮＳ５），另外在其基因组 ５＇端和 ３＇端均有一段非翻译

区［８］。 为此，我们在设计检测引物时为便于今后开

展分子流行病学研究，以 Ｅ 基因为检测靶基因，从
ＮＣＢＩ 上下载了 ５１ 个黄病毒的全基因序列以及率

先发表的白洋淀病毒（ＢＹＤ ｖｉｒｕｓ）及相关水禽黄病

毒的 Ｅ 基因进行了多序列比较，设计了一对黄病毒

通用检测引物，以期获得较好的检测结果。 结果证

实，该方法是成功的，具有极佳的扩增效果。
准确、快速地诊断疫病是畜禽疫病防控工作的

首要环节。 传统的实验室诊断方法如病毒分离、免
疫荧光法等不仅操作繁琐，而且耗时费力，而 ＰＣＲ
或 ＲＴ－ＰＣＲ 技术主要针对病原体的基因组，具有良

好的敏感性和特异性，对样品的要求不高，已广泛

应用于多种病原体的检测和流行病学调查［９－１１］。
本研究设计了具有通用性的针对黄病毒 Ｅ 基因核

酸序列的特异性引物对，建立的 ＤＴＭＵＶ ＲＴ－ＰＣＲ
方法具有较好的特异性， 即使将阳性对照模板稀

释至 １０－６仍能够检测到目的片段，具有极好的重复

性；对临床病料中的 １４ 份疑似病例进行检测，检出

阳性样品 ６ 份，该种黄病毒感染阳性率达 ４２．８６％，表
明试验建立的 ＲＴ－ＰＣＲ 方法可用于该病的实验室

检测 ／诊断。
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ｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ［ Ｊ］ ． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｅｄｃｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１１， ３６（６）： ２７－２９．

（编 辑：李文平）
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