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［摘　 要］ 　 为快速鉴别诊断鹅星状病毒（ＧｏＡｓｔＶ）和鹅细小病毒（ＧＰＶ），根据 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 基因

序列保守区域设计了两对特异性引物，通过 ＰＣＲ 扩增目的片段并构建重组质粒，建立了一种可同时

检测这两种病毒的 ＰＣＲ 诊断方法。 该方法能够特异性扩增出两种病毒的相应片段，而对鹅副粘病

毒（ＧＰＭＶ）、鹅流感病毒（ＧＡＩＶ）、鹅腺病毒（ＧＡＤＶ）、鹅圆环病毒（ＧｏＣＶ）均无扩增，对重组质粒的

最低检测拷贝数分别为 １． ２５ × １０３ｃｏｐｉｅｓ 和 １． ２５ × １０５ ｃｏｐｉｅｓ。 应用该方法对 ５０ 份鹅临床脏器样品

进行检测，结果检测出 ＧｏＡｓｔＶ ３５ 份、ＧＰＶ ２ 份，ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 混合感染 ２ 份。 结果表明，研究建立

的双重 ＰＣＲ 检测方法快速、特异、敏感，可用于 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 的流行病学调查和疾病监测。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｑｕｉｃｋｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ （ＧｏＡｓｔＶ） ａｎｄ ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ（ＧＰＶ） ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ， ａ

ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｔｗｏ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ

ＧｏＡｓｔＶ ａｎｄ ＧＰＶ， ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ

ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｖｉｒｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ，ｂｕｔ ｎｏ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｏｓｅ ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ（ＧＰＭＶ），

ｇｏｏｓｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ（ＧＡＩＶ）， ｇｏｏｓｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ（ＧＡＤＶ）， ｇｏｏｓｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ （ＧｏＣＶ）． Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ＧｏＡｓｔＶ ａｎｄ ＧＰＶ ｗｅｒｅ １． ２５ × １０３ ａｎｄ １． ２５ × １０５， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａ ｔｏｔａｌ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ５０ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｇｏｏｓｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ３５ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ

ＧｏＡｓｔＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ２ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ＧＰＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ２ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ＧｏＡｓｔＶ ａｎｄ ＧＰＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
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ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ

ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｗｏ ｖｉｒｕｓｅｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＧｏＡｓｔＶ；ＧＰＶ；ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ

　 　 雏鹅痛风是一种由新型鹅星状病毒 （ Ｇｏｏｓｅ
ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ， ＧｏＡｓｔＶ）引起的以内脏尿酸盐沉积为主

要特征的疾病［１］，４ ～ ２１ 日龄雏鹅易感，发病率

８０％ 左右，致死率 ３０％ ～ ５０％ ［２ － ４］。 该病首次于

２０１７ 年爆发，近年来在黑龙江、辽宁、江西、湖南、福
建、河北、江苏、安徽、山东、河南、广东、四川等省都

有爆发该病的报道，目前尚无有效疫苗可用，给养

鹅业造成巨大经济损失［５ － ７］。 鹅细小病毒病是一

种由鹅细小病毒（Ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＧＰＶ）引起的急

性、接触性、致死性疾病，以发生渗出性肠炎为主要

特征，主要侵害 ４ ～ ２０ 日龄雏鹅。 该病传播速度

快，发病率和致死率都较高，对养鹅业威胁巨大，严
重限制了养鹅业的发展，目前中国、英国、瑞典等多

个国家和地区都对该病进行了报道［８ － １０］。
ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 是对水禽养殖威胁严重的两种

病毒，目前已有二者混合感染的报道［１１ － １２］，因此急

需一种能够快速、特异鉴别诊断这两种病毒的方法

用于流行病学调查和疾病防控。 目前用于检测

ＧＰＶ 的方法有 ＥＬＩＳＡ、ＴａｑＭａｎ ＰＣＲ 和环介导等温

ＰＣＲ 等［１３ － １５］； 用于检测 ＧｏＡｓｔＶ 的方法主要是

ＴａｑＭａｎ ＰＣＲ［１６］。 ＰＣＲ 检测方法较 ＥＬＩＳＡ、ＴａｑＭａｎ
ＰＣＲ 和环介导等温 ＰＣＲ 等检测方法具有简单、易
操作、检测时间短、成本低等特点，而且也具有较高

的特异性和敏感性；而双重 ＰＣＲ 可在同一体系中

同时对两种病原进行检测。 因此，本研究根据

ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 基因序列保守区域设计合成了两对

特异性扩增引物，对 ＰＣＲ 反应体系及反应条件进

行优化，研究建立了一种可同时检测 ＧｏＡｓｔＶ 和

ＧＰＶ 的双重 ＰＣＲ 检测方法。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 病毒株　 鹅星状病毒病、鹅细小病毒病阳

性病料均由实验室分离并保存。
１． １． ２　 主要试剂　 总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自元亨生

物技术有限公司；Ｔａｑ 酶、Ｍ － ＭＬＶ、ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

购自宝日医生物技术（北京）有限公司；质粒提取试

剂盒和胶回收试剂盒均购自天根生化科技（北京）

有限公司；ＰＭＤ１９ － Ｔ 购自大连宝生物工程有限

公司。

１． １． ３　 主要仪器　 多功能基因扩增仪，ＦｌｅｘＣｙｃｌｅｒ２

型，德国耶拿分析仪器股份公司；电子分析天平，

ＭＥ２０４ ／ ０２ 型，梅特勒 － 托利多（上海）有限公司；

电泳仪（ＤＹＹ － ６Ｄ 型）、紫外仪（ＷＤ － ９４０３Ｄ 型），

北京六一生物科技有限公司；双光速紫外可见分光

光度计，ＵＶ － １９００ ＰＣ 型，上海佑科仪器仪表有限

公司。

１． ２　 方法

１． ２． １ 　 引物的设计与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上已

发表的 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 的基因序列，通过 ＤＮＡＳｔａｒ

软件比对筛选出各自序列的相对保守区域，利用

Ｏｌｉｇｏ７． ０、ｐｒｉｍｅｒ５． ０ 设计引物。 引物由吉林省库美生

物科技有限公司合成，引物序列及扩增长度见表 １。

表 １　 ＰＣＲ 引物设计结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ＰＣＲ
引物名称 引物序列（５′ － ３′） 产物大小 ／ ｂｐ

ＧｏＡｓｔＶ － Ｆ ＡＧＣＡＴＣＡＧＧＧＡＡＡＡＣＧＧ

ＧｏＡｓｔＶ － Ｒ ＧＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＴＡＡＴＣＧ
４６１

ＧＰＶ － Ｆ ＡＡＴＡＣＣＡＴＴＡＧＡＧＧＡＧＣＧＴ

ＧＰＶ － Ｒ ＴＣＡＧＡＣＡＣＡＡＣＡＧＧＡＡＣＴＡＧ
１３５

１． ２． ２ 　 样品的处理和模板的制备 　 取 ＧｏＡｓｔＶ 和

ＧＰＶ 的组织病料样品放入研钵中充分研磨，向研钵

中加入适量 ０． ９％ 的生理盐水稀释病料，取稀释好

的病料以 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清 １５０ μＬ 于

干净的 ＥＰ 管中备用。 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 总 ＲＮＡ 和总

ＤＮＡ 的提取分别按照 ＲＮＡ 提取试剂盒和 ＤＮＡ 提

取试剂盒说明书上所述方法进行，再将所提取的
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ＧｏＡｓｔＶ 总 ＲＮＡ 按照反转录酶说明书上所述方法反

转录为 ｃＤＮＡ， －２０ ℃贮存备用。
１． ２． ３　 阳性重组质粒的制备 　 取所制备的模板

ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ，ＰＣＲ 反应体系如下（２５ μＬ）：无菌

水 １６． ３ μＬ，１０ × ｐｆｕ ｂｕｆｆｅｒ ２． ５ μＬ； Ｔａｑ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０． ２ μＬ；ｄＮＴＰ（２． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２ μＬ；上下游

引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １． ０ μＬ；模板 ＤＮＡ ２ μＬ。 反应

条件为：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，４７． ９ ℃
退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ，循环 ３５ 次；７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物通过 １． ５％琼脂糖凝胶电泳

鉴定，胶回收试剂盒回收、纯化。 将所回收的 ＰＣＲ
产物与 ＰＭＤ１９ － Ｔ 载体连接并转化至 Ｄｈ５α 感受态

细胞中，ＰＣＲ 鉴定为阳性的重组质粒送至生工生物

工程（上海）股份有限公司进行测序，将测序结果显

示正确的阳性重组质粒保存于 － ２０ ℃中备用。
１． ２． ４　 ＰＣＲ 反应条件的优化（引物浓度和退火温度）
以所制备的 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 两种病毒的阳性重组

质粒为模板，按照 １． ２． ３ 中的 ＰＣＲ 反应体系和反应

条件进行扩增，对其中的退火温度和引物浓度进行

优化，即退火温度在 ４７ ～ ５２ ℃之间选取了 ７ 个梯

度进行优化，两种病毒的引物浓度组合情况见表 ２，
其他条件不变。

表 ２　 引物浓度优化组合

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

引物
引物浓度 ／ （μｍｏｌ·Ｌ － １）

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

ＧｏＡｓｔＶ － Ｆ ／ Ｒ ０． ２ ０． ４ ０． ６ ０． ８ １． ０ １． ２ １． ４ １． ６

ＧＰＶ － Ｆ ／ Ｒ ０． ３ ０． ６ ０． ９ １． ２ １． ５ １． ８ ２． １ ２． ４

１． ２． ５　 特异性检测　 以 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 阳性重组

质粒为标准阳性，用上述所建立的双重 ＰＣＲ 检测

方法对 ＧＰＭＶ、ＧＡＩＶ、ＧＡＤＶ 和 ＧｏＣＶ 的 ＤＮＡ 或

ｃＤＮＡ 模板进行扩增，以检测所建立双重 ＰＣＲ 方法

的特异性。
１． ２． ６　 敏感性检测　 分别用紫外分光光度计测定

ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 阳性重组质粒的浓度，计算模板质

粒的拷贝数，将阳性重组质粒进行 １０ 倍梯度稀释，
共 ９ 个梯度，即 １． ２５ ×１０８ｃｏｐｉｅｓ ～１． ２５ ×１００ ｃｏｐｉｅｓ。

１． ２． ７ 　 临床样品的检测　 共采集 ５０ 份临床鹅组

织样品，按照 １． ２． ２ 中的方法处理样品，并提取和

制备模板，用上述实验中所建立的 ＰＣＲ 检测方法

对临床样品进行检测，其中人工混合的两种病毒的

阳性样品作为阳性标准品对照。
２　 结果与分析

２． １　 ＰＣＲ 扩增和阳性重组质粒的鉴定　 以所制备

的 ＧｏＡｓｔＶ 病毒的 ｃＤＮＡ 和 ＧＰＶ 病毒的 ＤＮＡ 为模

板，按照 １． ２． ３ 中的方法对 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 进行

ＰＣＲ 扩增，结果分别特异性扩增出目的片段，大小

分别为 ４６１ ｂｐ 和 １３５ ｂｐ，与预期大小一致。 扩增

产物经 １． ５％的琼脂糖凝胶电泳，结果见图 １。 两

种病毒目的片段阳性的重组质粒测序分析结果

表明，成功构建了以上两种病毒的 ｐＭＤ１９ － Ｔ 阳性

重组质粒。

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１： ＧｏＡｓｔＶ ＰＣＲ 产物；

２： ＧＰＶ ＰＣＲ 产物；３： 阴性对照

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＧｏＡｓｔＶ；

２： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＧＰＶ； ３： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 单一 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ＰＣＲ

２． ２　 ＰＣＲ 反应条件的优化　 当退火温度为 ４７． ９ ℃，
ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 引物浓度分别为 １． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １． ５
μｍｏｌ ／ Ｌ 时，各目的基因片段均能得到较好的扩增，
优化产物经 １． ２％ 的琼脂糖凝胶电泳，结果见图 ２
和图 ３。

·３·
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Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１： ４７． ０ ℃；２： ４７． ３ ℃；３：４７． ９ ℃；

４： ４８． ９ ℃；５： ５０． １ ℃；６： ５１． １ ℃；７： ５１． ７ ℃；８： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 双重 ＰＣＲ 退火温度的优化

Ｆｉｇ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ８：组合 １ － 组合 ８；９： 阴性对照

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ８： Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ １ － ８；９： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 双重 ＰＣＲ 引物浓度的优化

Ｆｉｇ ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ

２． ３　 ＰＣＲ 的特异性 　 所建立的双重 ＰＣＲ 检测方

法能够特异性扩增 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 两种病毒的单

一阳性样品和混合阳性样品，而对 ＧＰＭＶ、ＧＡＩＶ、
ＧＡＤＶ 和 ＧｏＣＶ 阳性样品均无扩增（图 ４），表明所

建立的双重 ＰＣＲ 检测方法具有较好的特异性。
２． ４　 ＰＣＲ 的敏感性 　 所建立的双重 ＰＣＲ 检测方

法对 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 的最低检测拷贝数分别为

１． ２５ × １０３ｃｏｐｉｅｓ 和 １． ２５ × １０５ｃｏｐｉｅｓ，结果如图 ５ 所

示，表明所建立的双重 ＰＣＲ 检测方法敏感度较高。
２． ５　 ＰＣＲ 对临床样品的检测 　 对所采集的 ５０ 份

临床鹅组织样品进行检测，共检测出 ＧｏＡｓｔＶ ３５

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１： ＧｏＡｓｔＶ ＋ ＧＰＶ；２：ＧｏＡｓｔＶ；３： ＧＰＶ；

４： ＧＰＭＶ；５： ＧＡＩＶ；６： ＧＡＤＶ；７：ＧｏＣＶ；８： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 双重 ＰＣＲ 的特异性扩增结果

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕｐｌｅｘ ＲＴ －ＰＣＲ

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１：１． ２５ ×１０８ｃｏｐｉｅｓ；２： １． ２５ ×１０７ｃｏｐｉｅｓ；

３： １． ２５ ×１０６ ｃｏｐｉｅｓ；４： １． ２５ ×１０５ ｃｏｐｉｅｓ；５： １． ２５ ×１０４ ｃｏｐｉｅｓ；

６： １． ２５ ×１０３ ｃｏｐｉｅｓ；７： １． ２５ ×１０２ ｃｏｐｉｅｓ；８： １． ２５ ×１０１ｃｏｐｉｅｓ；

９： １． ２５ ×１００ ｃｏｐｉｅｓ；１０： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 双重 ＰＣＲ 敏感性扩增结果

Ｆｉｇ ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ

份、ＧＰＶ ２ 份，ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 混合感染 ２ 份，结果

如表 ３ 所示，表明所建立的双重 ＰＣＲ 检测方法能够

用于 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 临床样品的检测。

表 ３　 临床样品检测结果

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
病原 阳性样品数 ／ 份 阳性率 ／ ％

ＧｏＡｓｔＶ ３５ ７０． ００

ＧＰＶ ２ ４． ００

ＧｏＡｓｔＶ ＋ ＧＰＶ ２ ４． ００

合计 ３５ ７０． ００

·４·
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３　 讨论与小结

ＧｏＡｓｔＶ 是一种 ２０１７ 年新出现的病毒，自发现

以来已被广泛报道；ＧＰＶ 是一种引起水禽（鸭、鹅）
高发病率和死亡率的病毒。 本研究根据 ＧｏＡｓｔＶ 和

ＧＰＶ 在相应文献中提到的最保守基因进行设计两

对特异性引物，所扩增出的条带大小相差在 ２００ ｂｐ
以上，易于区分，成功建立了一种可以同时对

ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 进行检测的双重 ＰＣＲ 检测方法，且
特异性强、敏感性高，对 ＧｏＡｓｔＶ 和 ＧＰＶ 阳性重组

质粒的最低检测拷贝数分别为 １． ２５ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ 和

１． ２５ × １０５ ｃｏｐｉｅｓ。 临床样品的检测结果显示，
ＧｏＡｓｔＶ 的检出率达 ７０％以上，说明 ＧｏＡｓｔＶ 的感染

率较高， 危害严重。 所检出的两份 ＧＰＶ 都与

ＧｏＡｓｔＶ 呈混合感染，说明 ＧＰＶ 和 ＧｏＡｓｔＶ 可能常易

伴发感染。 由于目前样品检测数目的限制，还需进

一步进行临床样品的收集和检测。 本研究中所建

立的双重 ＰＣＲ 检测方法能够用于监测 ＧｏＡｓｔＶ 和

ＧＰＶ 在中国的流行情况，并可作为诊断这两种疾病

的工具。
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