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［摘　 要］ 　 为实现小反刍兽疫病毒（Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＰＲＶ）的快速、准确、定量检测，
以国内 ＰＰＲＶ Ｃｌｏｎｅ ９ 疫苗株 Ｎ 基因为靶位点设计特异性引物及探针，建立了液滴式数字 ＰＣＲ
（Ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）方法，并对其特异性、敏感性及重复性进行评价。 将所建立的 ｄｄＰＣＲ
方法与实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）方法的灵敏度进行比较分析并应用

于 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核酸标准物质的定量。 结果显示，所建立的 ｄｄＰＣＲ 方法特异性好，仅
ＰＰＲＶ 检测结果为阳性，其他羊源病毒类生物制品及毒种检测结果均为阴性；敏感性高，基因拷贝数

检出限度为 ４． ３３ 拷贝 ／ μＬ，比 ｑＰＣＲ 方法的灵敏度（５７． ３ 拷贝 ／ μＬ）高 １０ 倍；重复性好，重复性试验

的变异系数为 １． ８％ ；定量准确，具有一定资质的 ９ 家单位各组测量数据组间变异系数小于 ５％ 。 试

验建立的 ｄｄＰＣＲ 方法能够有效地对 ＰＰＲＶ 核酸进行快速检测，为 ＰＰＲＶ 的诊断及绝对定量提供了

有效方法。
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ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） ｍｅｔｈｏｄ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＲＶ （Ｃｌｏｎｅ ９ ｓｔｒａｉｎ） ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｗｉｔｈ ｏｎｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ＰＰＲＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｏｔｈｅｒ ｓｈｅｅｐ －
ｄｅｒｉｖｅｄ ｖｉｒｕｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｓｅｓ． Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｈｉｇｈ， ｗｉｔｈ ａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ
ｏｆ ４． ３３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ １０ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ （５７． ３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）． Ｔｈｅ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｗａｓ １． ８％ ｉｎ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂｅｓｉｄｅｓ， ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ
ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ａｓ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ５％ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｄａｔａ ｉｎ
ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｎｄ ｒａｐｉｄｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ＰＰＲＶ
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＲＶ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ； ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ； ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 小反刍兽疫是由小反刍兽疫病毒（ Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ
ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＰＲＶ）感染野生和家养小反

刍兽引起的急性、高度接触性、烈性传染病，主要临

床特征是急性发热、间质性或化脓性肠炎、恶性腹

泻、呼吸道和消化道黏膜症状以及怀孕母羊流产

等，通常认为山羊比绵羊易感［１］， 发病率可达

１００％ ，病死率高达 ９０％ ～ １００％ ［２］，细菌和寄生虫

并发感染会加重病情。 此外，也有羚羊、野生山羊、
牛、水牛、骆驼以及食肉动物被感染的报道，如亚洲

狮、犬都会发生感染并产生相应亚临床症状［３ － ５］。
在实验室条件下，ＰＰＲＶ 还可以感染猪和老鼠［６ － ７］。
基于该病对小反刍兽养殖业健康发展造成的严重

危害［８］，ＷＯＡＨ 将其列为法定报告疫病之一，而我

国将其列为一类动物疫病。
２０１５ 年 ＯＩＥ ／ ＦＡＯ 共同启动《全球小反刍兽疫

控制与根除计划》，提出了“２０３０ 年在全世界范围

内消灭小反刍兽疫”的奋斗目标。 然而截至 ２０２２
年，全球范围内仅有 ５９ 个国家和 １ 个地区为官方

无疫区［９］。 灵敏快速和精准的诊断技术将为小反

刍兽疫的防治发挥重要支持作用，助力该病根除计

划的实现。 对于小反刍兽疫的分子生物学诊断方

法目前以普通 ＰＣＲ 及 ｑＰＣＲ 为主。 普通 ＰＣＲ 方法

具有敏感性较高、特异性强等优点，但无法实现样

品的定量检测，且需要后续核酸电泳等步骤，易出

现交叉污染［１０］；ｑＰＣＲ 具有快速、敏感性更高、特异

性强及无需核酸电泳等优点，但其对样品的定量检

测依赖标准品质粒。 数字 ＰＣＲ（Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，ｄＰＣＲ）
是继 ｑＰＣＲ 之后新兴发展起来的一种绝对定量分

析技术，其原理是将一份样品均分成数万个反应，
反应结束后统计各反应有无阳性荧光信号，根据泊

松分布原理，通过分析软件可直接实现靶标分子的

绝对定量［１１］。 基于其更高灵敏度和准确度，ｄＰＣＲ
技术已广泛应用到病原检测［１２ － １３］、标准物质定

值［１４ － １５］等领域。 为此，本研究以 ＰＰＲＶ Ｎ 基因保

守区域为靶标，建立了特异性强、重复性好、灵敏度

高、可实现绝对定量的液滴式数字 ＰＣＲ （Ｄｒｏｐｌｅｔ
ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）方法，为小反刍兽疫的防治提

供技术支持。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 核酸标准物质　 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核

酸标准物质（编号：ＧＢＷ（Ｅ）０９１２７１）。
１． １． ２　 病毒　 狂犬病病毒 ＡＶ６１ 株、伪狂犬病病毒

Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 株、山羊痘病毒 ＡＶ４１ 株和绵羊痘病

毒 ＡＶ４３ 株由中国兽医药品监察所保存；口蹄疫 Ｏ
型、Ａ 型二价灭活疫苗（ＯＨＭ ／ ０２ 株 ＋ ＡＫＴ － ＩＩＩ 株）
购自天康生物制药有限公司。
１． １． ３　 主要试剂与仪器 　 病毒基因组 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ
提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司；ｄｄＰＣＲ（Ｐｒｏｂｅｓ） Ｋｉｔ
和 Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ＲＴ － ｄｄＰＣＲ（Ｐｒｏｂｅｓ）Ｋｉｔ 购自苏州思

纳福 医 疗 科 技 有 限 公 司； ２ × Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
（Ｐｒｏｂｅｓ）Ｋｉｔ 购自北京博迈德基因技术有限公司。
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主要仪器设备包括 Ｑｉａｇｅｎ 自动核酸提取仪、Ｒｏｃｈｅ
Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ ＩＩ 荧光定量 ＰＣＲ 仪和思纳福

ＳＱＤ － Ｘ４ 数字 ＰＣＲ 仪等。
１． ２　 方法

１． ２． １　 特异性引物及探针的设计合成　 根据ＧｅｎＢａｎｋ
上公布的 ＰＰＲＶ 全基因组序列，经 ＢＬＡＳＴ 比对分

析，针对 ＰＰＲＶ Ｃｌｏｎｅ ９ 疫苗株 Ｎ 基因保守区域设

计特异性引物及探针（表 １）。 引物和探针由北京

六合华大基因科技有限公司合成。

表 １　 引物和探针序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ
引物和探针 序列 ５′ － ３′

ＰＰＲＶ － Ｎ － Ｆ ＴＴＣＣＧＴＣＴＣＧＧＡＣＡＧＧＡＧＡＴ

ＰＰＲＶ － Ｎ － Ｒ ＣＣＣＡＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＣＧＡＴＴＴ

ＰＰＲＶ － Ｎ － Ｐ ＦＡＭ － ＣＧＣＧＧＣＴＧＡＧＣＴＴＧＧＴＡＴＣＡＣＡ － ＴＡＭＲＡ

１． ２． ２ 　 ｄｄＰＣＲ 方法反应体系的优化 　 取 ＰＰＲＶ
（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核酸标准物质 １００ μＬ 提取病毒

核酸后作为模板，建立 ２０ μＬ ｄｄＰＣＲ 反应体系，即固

定 Ｏｎｅ － ｓｔｅｐ ＲＴ － ｄｄＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ ２ μＬ，模板 ２ μＬ，选择三个引物和探针组合

（６００ － １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、 ７５０ － ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、 ９００ － ３５０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ）用 ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ２０ μＬ，进行 ｄｄＰＣＲ 实验，
综合考虑拷贝数检测结果及阴阳性液滴分布情况，
筛选出最优的探针浓度以及引物浓度。 其中，反应

程序为 ５０ ℃ ２０ ｍｉｎ；９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ １５ ｓ，５５ ℃
４５ ｓ，４０ 个循环，升降温速率 ２． ０ ℃ ／ ｓ。
１． ２． ３　 ｄｄＰＣＲ 方法退火温度的优化　 按照上述 ２０
μＬ ｄｄＰＣＲ 反应体系，分别设置 ５５ ℃、５８ ℃、６０ ℃
和 ６５ ℃四个退火温度进行 ｄｄＰＣＲ 实验，综合考虑

拷贝数检测结果及阴阳性液滴分布情况，确定反应

的最优退火温度。
１． ２． ４　 ｄｄＰＣＲ 方法升降温速率的优化　 升降温速

率是 ｄｄＰＣＲ 实验中很关键的影响因素，过快会影

响微滴的稳定性，也会影响 ｄｄＰＣＲ 扩增效率，过慢

会导致阳性微滴散乱，影响实验效果。 按照上述

２０ μＬ ｄｄＰＣＲ 反应体系，反应程序选择优化好的退

火温度，其他反应程序不变，只改变升降温速率，设

置 １． ０ ℃ ／ ｓ、２． ０ ℃ ／ ｓ 和 ３． ０ ℃ ／ ｓ 三种升降温速率

进行 ｄｄＰＣＲ 实验，确定反应的最佳升降温速率。
１． ２． ５　 特异性试验　 分别取 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核
糖核酸标准物质、其他家羊病毒类生物制品或种毒

（口蹄疫灭活疫苗、狂犬病病毒、山羊痘病毒、绵羊

痘病毒和伪狂犬病病毒）１００ μＬ 使用病毒基因组

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒提取病毒核酸，同时用双蒸

水作为阴性对照，针对山羊痘病毒、绵羊痘病毒和

伪狂犬病病毒使用 ｄｄＰＣＲ（Ｐｒｏｂｅｓ）Ｋｉｔ，针对口蹄疫

病毒和狂犬病病毒使用 Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ ＲＴ － ｄｄＰＣＲ
（Ｐｒｏｂｅｓ） Ｋｉｔ，分别进行 ｄｄＰＣＲ 检测，评价所建立

ｄｄＰＣＲ 方法的特异性。
１． ２． ６　 重复性试验　 取两份 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核
糖核酸标准物质，分别提取核酸后，使用 ｄｄＰＣＲ 检

测，各检测 ３ 次，计算变异系数，分析所建立的

ｄｄＰＣＲ 方法的可重复性。
１． ２． ７　 敏感性试验　 将提取的 ＰＰＲＶ 核酸进行 １０
倍倍比稀释，取 １００、１０ － １、１０ － ２和 １０ － ３稀释度进行

ｄｄＰＣＲ 检测，每个浓度做 ３ 个重复检测。 根据

ｄｄＰＣＲ 检测结果通过梯度稀释建立线性图谱，确定

其检测基因拷贝数的灵敏度。
１． ２． ８ 　 ｑＰＣＲ 方法的敏感性试验 　 合成 ＰＰＲＶ
Ｃｌｏｎｅ ９ 株 Ｎ 基因，连接至 ｐＭＶ 载体，构建 ｐＭＶ －
Ｃｌｏｎｅ ９ － Ｎ 质粒作为 ｑＰＣＲ 阳性标准品质粒，使用超

微量核酸蛋白检测仪测定质粒浓度，根据公式计算

重组质粒拷贝数（Ｎ）。 Ｎ ＝ （质粒浓度（ｎｇ ／ μＬ） ×
１０ － ９ × ６． ０２ × １０２３） ／ （重组质粒碱基数 × ６６０）。 分

别将标准品质粒 １０ 倍系列稀释后作为模板，进行

ｑＰＣＲ 检测，确定 ｑＰＣＲ 方法的灵敏度。 其中，配置

２０ μＬ 反应体系：２ × Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ，上、下游引

物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０． ８ μＬ，探针（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０． ２ μＬ，
模板 ２ μＬ，ｄｄＨ２ Ｏ ６． ２ μＬ；反应程序：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；
９５ ℃ １０ ｓ，６０ ℃ ５０ ｓ，４０ 个循环，收集荧光信号。
１． ２． ９ 　 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核酸标准物质的

定量　 选择 ９ 家单位（中国兽医药品监察所、青岛

海关技术中心、浙江省检验检疫科学技术研究院、
致准（嘉兴）生物科技有限公司、山东省动物疫病预

防控制中心、上海市动物疫病预防控制中心、北京

·９１·
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疾病预防控制中心、农业农村部特种经济动植物及

产品质量监督检验测试中心和北京市动物疫病预

防控制中心，下文缩写为 Ａ － Ｉ）分别独立使用本研

究建立的 ｄｄＰＣＲ 方法对 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核

酸标准物质进行定量，每家单位各检测 ２ 管标准物

质，每管重复检测 ３ 次，分析各定量数据间是否存

在显著性差异。
２　 结果与分析

２． １　 ｄｄＰＣＲ 方法反应体系的优化 　 结果见图 １。
三种引物和探针组合中，阴阳性液滴分布无明显差

异，测得 Ｎ 基因拷贝数分别为 ７． ０ × １０２ 拷贝 ／ μＬ、
１ ０６ ×１０３拷贝 ／ μＬ 和 １． ０５ × １０３拷贝 ／ μＬ，其中，７５０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的引物和 ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的探针反应浓度，
即上、下引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）添加量各为 ０． ７５ μＬ，探针

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）添加量为 ０． ５ μＬ 时，测得 Ｎ 基因拷贝

数最高，为 １． ０６ ×１０３拷贝 ／ μＬ，故选择此浓度作为最

终引物和探针反应浓度。 确定 ２０ μＬ 反应体系为：
Ｏｎｅ －ｓｔｅｐ ＲＴ －ｄｄｄＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
２ μＬ，上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０． ７５ μＬ，探针

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）０． ５ μＬ，模板 ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ４ μＬ。

Ａ：引物和探针反应浓度为 ６００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ； Ｂ：引物和探针反应浓度为 ７５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；

Ｃ：引物和探针反应浓度为 ９００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 ３５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。

图 １　 ｄｄＰＣＲ 方法引物和探针浓度的优化

Ｆｉｇ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ａｓｓａｙ

２． ２　 ｄｄＰＣＲ 方法退火温度的优化 　 结果见图 ２。
在 ５５ ℃和 ５８ ℃退火温度时，阴阳性液滴分散效果

无显著区别，拷贝数分别为 １． ０４ × １０３拷贝 ／ μＬ 和

１． ０８ × １０３拷贝 ／ μＬ；６０ ℃退火温度时，阴阳性微滴

的荧光信号值的差值比 ５５ ℃和 ５８ ℃退火温度时

的差值要小，且拷贝数较低，为 ９ × １０２ 拷贝 ／ μＬ；
６５ ℃退火温度时，阴性微滴集中，但阳性液滴分

散，拷贝数较低，为８． ５ × １０２拷贝 ／ μＬ。 为保证探针

的特异性，将退火温度定为 ５８ ℃。 建立反应程序：
５０ ℃ ２０ ｍｉｎ；９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ １５ ｓ，５８ ℃ ４５ ｓ，
４０ 个循环，升降温速率 ２． ０ ℃ ／ ｓ。
２． ３　 ｄｄＰＣＲ 方法升降温速率的优化　 结果见图 ３。
１． ０ ℃ ／ ｓ、２． ０ ℃ ／ ｓ 和 ３． ０ ℃ ／ ｓ 三种升降温速率的

扩增结果分别为 １． ８２ × １０３拷贝 ／ μＬ、１． ９２ × １０３拷

贝 ／ μＬ 和 １． ８３ × １０３拷贝 ／ μＬ，２． ０ ℃ ／ ｓ升降温速率

下，阴阳性液滴荧光信号值的差值相较另外两种升

降温速率时的差值要大，且检测到的拷贝数最高，
所以选择 ２． ０ ℃ ／ ｓ 的升降温速率。
２． ４ 　 特异性试验 　 图 ４ 结果显示，所建立的

ｄｄＰＣＲ 方法对 ＰＰＲＶ Ｃｌｏｎｅ ９ 株可以检测到特异性

阳性液滴信号，而对其他家羊病毒类生物制品或种

毒（口蹄疫灭活疫苗、狂犬病病毒、山羊痘病毒、绵
羊痘病毒和伪狂犬病病毒）检测结果为阴性，说明

所建立的 ｄｄＰＣＲ 方法的特异性好。
２． ５　 重复性试验 　 取两份 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核

糖核酸标准物质，分别提取核酸后，使用 ｄｄＰＣＲ
检测，各做 ３ 次重复性检测，结果见表 ２，变异系

数为１． ８％ ，表明所建立的 ｄｄＰＣＲ 方法有较好的可

重复性。

·０２·
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Ａ：退火温度为 ５５ ℃； Ｂ：退火温度为 ５８ ℃；Ｃ：退火温度为 ６０ ℃； Ｄ：退火温度为 ６５ ℃

图 ２　 ｄｄＰＣＲ 方法退火温度的优化

Ｆｉｇ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ａｓｓａｙ

Ａ：升降温速率为 １． ０ ℃ ／ ｓ； Ｂ：升降温速率为 ２． ０ ℃ ／ ｓ； Ｃ：升降温速率为 ３． ０ ℃ ／ ｓ

图 ３　 ｄｄＰＣＲ 方法升降温速率的优化

Ｆｉｇ ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｍｐ ｒａｔｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ａｓｓａｙ
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Ａ：小反刍兽疫病毒（Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ）；Ｂ：口蹄疫灭活疫苗（Ｆｏｏｔ － ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ）；

Ｃ：狂犬病病毒（Ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ）；Ｄ：山羊痘病毒（Ｇｏａｔ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ）；Ｅ：绵羊痘病毒（Ｓｈｅｅｐ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ）；Ｆ：伪狂犬病病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ）

图 ４　 特异性试验扩增曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

表 ２　 ｄｄＰＣＲ 方法的重复性检测

Ｔａｂ ２　 Ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ａｓｓａｙ

样品
Ｎ 基因拷贝数 ／ （１０３·μＬ － １）

１ ２ ３ 均值 标准差
变异系数

１ ３． ０２ ３． １２ ３． １４
２ ３． １２ ３． １６ ３． １７

３． １２ ０． ０６ １． ８％

２． ６ 　 敏感性试验 　 通过 ｄｄＰＣＲ，得到 １００、１０ － １、
１０ － ２和 １０ － ３稀释度核酸的拷贝数（表 ３），以稀释梯

度的对数为纵坐标、ｌｏｇ（拷贝数）为横坐标绘制曲

线，确定 ｄｄＰＣＲ 方法的线性扩增范围，结果如图 ５，

计算出 Ｒ２ ＝ ０． ９９７６ ＞ ０． ９９，线性关系良好，线性动

态范围灵敏度为 ４． ３３ × １００ ～ ２． ８１ × １０４拷贝 ／ μＬ，
最低检测下限为 ４． ３３ 拷贝 ／ μＬ。

表 ３　 倍比稀释（１０ 倍）样本 ｄｄＰＣＲ 检测结果

Ｔａｂ ３　 ｄｄＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １０ － ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ

稀释梯度
Ｎ 基因拷贝数 ／ μＬ

１ ２ ３ 均值

１００ ２． ８２ × １０４ ２． ８４ × １０４ ２． ７７ × １０４ ２． ８１ × １０４

１０ － １ ２． ２５ × １０３ ２． ２４ × １０３ ２． ２９ × １０３ ２． ２６ × １０３

１０ － ２ １． ００ × １０２ ８． ５０ × １０１ ８． ２０ × １０１ ８． ９０ × １０１

１０ － ３ ４． ００ × １００ ４． ００ × １００ ５． ００ × １００ ４． ３３ × １００

·２２·
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图 ５　 ｄｄＰＣＲ 梯度稀释线性图

Ｆｉｇ ５　 Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

２． ７　 ｑＰＣＲ 方法的敏感性试验 　 根据公式计算重

组质粒拷贝数为 ５． ７３ × １０８拷贝 ／ μＬ。 将标准品质

粒 １０ 倍系列稀释，取原液、１０ － １ ～ １０ － ８稀释度作为

模板，进行 ｑＰＣＲ 试验。 通过各稀释度标准品质粒

的 Ｃｔ 值，确定该方法的灵敏度，同时以 ｌｏｇ（拷贝

数）为横坐标、Ｃｔ 值为纵坐标绘制标准曲线。 各稀

释度标准品质粒扩增结果如图 ６Ａ 所示，１０ － ７稀释

度的标准品质粒（即 ５７． ３ 拷贝 ／ μＬ）存在特异性

扩增曲线，Ｃｔ 值为 ３８． ３５，１０ － ８ 稀释度的标准品质

粒（即 ５． ７３ 拷贝 ／ μＬ） 及阴性对照不存在特异

性扩增曲线， 未检测到 Ｃｔ 值， 因此， ｑＰＣＲ 方法

基因拷贝数检测灵敏度为 ５７． ３ 拷贝 ／ μＬ，比上述

ｄｄＰＣＲ 方法的灵敏度低 １０ 倍。 标准曲线如图 ６Ｂ
所示：扩增效率 Ｅ ＝ １０１． ２％ ，相关系数 Ｒ２ ＝ ０． ９８１，
标准曲线方程 Ｙ ＝ － ３． ２９４Ｘ ＋ ４２． ８１５，Ｙ 为 Ｃｔ，Ｘ 为

ｌｏｇ（拷贝数）。

Ａ：ｑＰＣＲ 方法基因拷贝数灵敏度的检测；Ｂ：ｑＰＣＲ 方法标准曲线的建立

Ａ： Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ； Ｂ： Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ

图 ６　 ｑＰＣＲ 方法拷贝数灵敏度检测及标准曲线的建立

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ

２． ８　 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核酸标准物质的定量

９ 家单位使用本研究所建立的 ｄｄＰＣＲ 方法对 ＰＰＲＶ
（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核酸标准物质定量的数值见表 ４，
９ 家单位各组测量数据组间变异系数小于 ５％ ，说
明所建立的 ｄｄＰＣＲ 方法定量准确，可用于 ＰＰＲＶ 核

糖核酸标准物质的定量。
３　 讨　 论

小反刍兽疫已成为制约我国乃至全球畜牧业

尤其是养羊业健康发展的重大病种，《国家中长期

动物疫病防治规划》将小反刍兽疫列为重点防范的

１３ 种外来动物疫病之一，《全国畜禽遗传改良计

划》将其列为种畜净化病种。 ２００７ 年 ７ 月和 ２０１３
年 １１ 月，小反刍兽疫两次传入我国境内［１６ － １７］。 截

至 ２０１５ 年底，疫情已蔓延至全国 ２０ 多个省份，严
重影响我国国际贸易和经济发展［１８］。 ２０２１ 年全国

共报告发生 １４ 起疫情，且我国周边国家疫情形势

不明朗［１９］，疫情传入风险持续存在。 我国采用免

疫、扑杀、移动控制等综合措施防控小反刍兽疫，显
然，早期快速的诊断技术将有利于小反刍兽疫综合

防控措施的开展。

·３２·
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表 ４　 ９ 家单位 ＰＰＲＶ（Ｃｌｏｎｅ ９ 株）核糖核酸标准物质定量数据

Ｔａｂ ４　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄａｔａ ｏｆ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｏｆ ＰＰＲＶ Ｃｌｏｎｅ９ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ９ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ

单位
Ｎ 基因拷贝数 ／ （１０３·μＬ － １）

１ － １ １ － ２ １ － ３ ２ － １ ２ － ２ ２ － ３ 均值 标准差
变异系数

Ａ ３． ０２ ３． ０２ ３． １２ ３． １２ ３． １２ ３． １７ ３． ０９ ０． ０６ ２． ０％

Ｂ ３． １０ ３． １４ ３． ２１ ３． ２１ ３． ２２ ３． ２６ ３． １９ ０． ０６ １． ８％

Ｃ ２． ８６ ２． ９０ ２． ９８ ３． ０４ ３． ０４ ３． １０ ２． ９９ ０． ０９ ３． ０％

Ｄ ３． １３ ３． １４ ３． ２０ ３． ２３ ３． ２３ ３． ２４ ３． １９ ０． ０５ １． ６％

Ｅ ２． ９０ ３． ０３ ３． １４ ３． １６ ３． １８ ３． ２２ ３． １１ ０． １２ ３． ７％

Ｆ ３． １１ ３． １２ ３． ２３ ３． ２５ ３． ２８ ３． ３０ ３． ２１ ０． ０８ ２． ５％

Ｇ ２． ９４ ２． ９４ ３． ００ ３． ０２ ３． ０２ ３． ０６ ３． ００ ０． ０５ １． ７％

Ｈ ３． ０２ ３． ０９ ３． １６ ３． １７ ３． １８ ３． ２２ ３． １４ ０． ０７ ２． ３％

Ｉ ２． ９０ ３． ０４ ３． ０６ ３． １５ ３． １６ ３． ２７ ３． １０ ０． １３ ４． １％

　 　 针对麻疹病毒属各成员 Ｎ 基因全基因序列比

对发现，Ｃｌｏｎｅ９ 株 Ｎ 基因核苷酸序列与国内及国外

流行 ＰＰＲＶ 毒株 Ｎ 基因同源性均在 ９０％之上，与麻

疹病毒属其他病毒比较，同源性不超过 ７０％ ，说明

Ｎ 基因在麻疹病毒属各病毒内保守，因此 Ｎ 基因常

作为 ＰＰＲＶ 分子生物学检测的靶标基因。 普通

ＰＣＲ 技术因其操作简单被广泛应用于 ＰＰＲＶ 核酸

的检测［１０］，同时产生了可对多种病原同时检测的

多重 ＰＣＲ 技术［２０］，但由于这两种方法仅可定性检

测，且灵敏度较低，逐渐被 ｑＰＣＲ 技术替代。 ｑＰＣＲ

技术分为染料法和探针法，染料法成本低但容易出

现假阳性，而探针法因其可实现定量检测、特异性

强、灵敏度高而被广泛应用，但其定量依赖标准曲

线，标准品的缺乏导致无法评价不同研究者所建立

ｑＰＣＲ 的灵敏度［２１ － ２３］。 近年来，可实现高通量、微

量检测、绝对定量的 ｄＰＣＲ 技术已广泛应用到病原

检测［１２ － １３］、标准物质定值［１４ － １５］ 等领域，目前已更

新出微孔板系统、微流控芯片系统和微滴系统［２４］，

如杨鸣发等［２５］ 建立了灵敏度比 ｑＰＣＲ 高 １００ 倍的

基于微流控系统的芯片式数字 ＰＣＲ（Ｃｈｉｐ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲ，ｃｄＰＣＲ）， 而我们所建立的 ｄｄＰＣＲ 方法比

ｑＰＣＲ 的灵敏度高 １０ 倍。 虽然 ｄＰＣＲ 具有特异性

强、灵敏度高的优点，但目前高成本的相关耗材

及仪器设备限制了其推广及应用。 此外，也有很

多以 Ｎ 基因为靶标建立的各种分子生物学检测技术，

如环介导等温扩增 （ Ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ） ［２６］、重组酶聚合酶扩增技术

（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ） ［２７］ 等，
虽存在等温、结果读取方式多样等优点，但也存在

稳定性不足、易出现假阳性及临床应用尚不成熟等

缺点。
与时俱进，将新型检测技术应用于 ＰＰＲＶ 的检

测，势必可以推动 ＰＰＲＶ 检测的高通量、高特异性、便
捷化、低成本和可视化。 本研究所建立的特异性强、
重复性好、灵敏度高、可实现绝对定量的 ｄｄＰＣＲ 方

法，也为 ＰＰＲＶ 的诊断及绝对定量提供了技术支持。
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