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［摘　 要］ 　 羊口疮是由羊口疮病毒（Ｏｒｆ Ｖｉｒｕｓ，ＯＲＦＶ）引起的嗜上皮性人畜共患传染病。 该病在国

内外均有流行，对养羊业造成了巨大的经济损失。 快速高效的检测方法对羊口疮的防治至关重要，
目前常用的羊口疮实验室检测方法包括病毒分离鉴定、病毒中和试验（ＶＮＴ）、酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）、免疫荧光试验（ ＩＦＡ）、琼脂扩散试验（ＡＴＤ）、蛋白质印迹法（ＷＢ）、侧流免疫层析测定法

（ＬＦＩＡ）、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）、实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）等。 本文概述了 ＯＲＦＶ 实验室检测方

法的研究进展，为快速、准确的诊断 ＯＲＦＶ 提供依据。
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　 　 羊口疮（Ｏｒｆ）又称羊传染性脓疱皮炎（Ｃｏｎｔａ⁃
ｇｉｏｕｓ ｅｃｔｈｙｍａ， ＣＥ），属于痘病毒科，副痘病毒属，是
由羊口疮病毒（Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ，ＯＲＦＶ）引起的一种嗜上皮

性、高度接触性人畜共患病［１］。 该病毒为双链

ＤＮＡ 病毒，大约长 １３８ ｋｂ，其病毒粒子主要为圆形

或椭圆形，病毒表面衣壳蛋白呈管状、丝状排列，外
面还有一层囊膜［２］。 其临床特征主要是在唇部、口
腔黏膜、鼻孔周围及乳房等处的皮肤黏膜上形成丘

疹、水疱、脓疱及疣状结痂［３］。 ＯＲＦＶ 不仅会影响

小反刍动物的产奶量，还会严重影响动物的进食，
造成动物消瘦、衰弱，甚至会导致动物的死亡［４］。
该病主要感染 ３ ～ ６ 月羔羊，发病率高，病死率低，
但容易反复感染，这与羊口疮的免疫逃避机制有

关。 感染了羊口疮的动物更容易继发感染葡萄球

菌等病菌，这增加了感染羊的致死率，给我国养羊

业造成了巨大的经济损失［５］。 因此快速有效的羊

口疮检测方法对该病的防控十分重要。 目前常见

的方法有临床诊断方法、实验室诊断方法。 临床诊

断方法有一定的局限性，只能做初步判断，无法确

诊；实验室诊断方法为兽医提供更加精准的疾病诊

断依据，更有效的防控疾病的发生。 实验室诊断方

法包括病毒分离鉴定、血清学检测方法、分子生物

学检测方法。 其中血清学检测方法包括病毒中和

试验（ＶＮＴ）、酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）、免疫荧

光试验（ＩＦＡ）、免疫组化试验（ＩＨＣ）、琼脂扩散试验

（ＡＴＤ）、蛋白质印迹法（ＷＢ）、侧流免疫层析测定

法（ＬＦＩＡ）。 分子生物学检测方法有聚合酶链式反

应（ＰＣＲ）、实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）、等温扩增方

法如环介导（ＬＡＭＰ）技术等。 本文概述了 ＯＲＦＶ 最

新实验室检测方法的研究进展。
１　 病毒分离鉴定

原代细胞中羔羊睾丸细胞和肾细胞是最常用

的 ＯＲＦＶ 分离细胞，除此之外胎牛肌细胞、胎羊真

皮细胞、牛睾丸细胞、胎牛肺细胞、胎羊肾细胞、胎
羊肌细胞、羊胚胎鼻甲细胞、牛肾细胞和非洲绿猴

肾细胞也可用于病毒分离。 将采集临床症状明显

病羊口唇部位的痂皮制成组织匀浆接种到羊胚胎

鼻甲细胞（ＯＦＴｕ）培养物中。 在细胞培养物中观察

到细胞病变效应（ＣＰＥ），反复冻融离心取上清液，
经磷钨酸溶液负染后电镜观察。 可以在电镜下观

察到呈卵圆形线团样，病毒粒子外由双层被膜包

裹，由此可以做判断［６］。 王勇等将病毒液接入牛肾

细胞（ＭＤＢＫ）中进行分离，出现明显病变进行鉴

定［７］。 Ｍａａｎ 等在将病毒悬液接入非洲绿猴肾细胞

（Ｖｅｒｏ）中进行分离，并已在 ＰＣＲ 和测序中使用

ＧＩＦ ／ ＩＬ － ２ 和 Ｂ２Ｌ 基因特异性引物进行鉴定［８］。
该检测方法准确可靠，但由于病毒分离耗时久，步
骤繁琐，对实验设备和实验人员要求高，不适于普

遍推广。
２　 血清学方法

２． １　 病毒中和试验　 病毒中和试验是评价中和抗

体阻止病毒抗原进入细胞能力的参考。 然而，诊断

ＯＲＦＶ 通常不用中和试验，因为机体感染 ＯＲＦＶ 主

要引起细胞免疫应答，激活多种免疫细胞，诱导产

生多种细胞因子，但机体产生的中和抗体浓度较

低，病毒中和试验极易漏检［９］。 李宏等利用病毒中

和试验证明单克隆抗体 ４Ｅ１ 具有中和病毒的作用，
为早期诊断羊口疮提供了可能［１０］。
２． ２　 酶联免疫吸附试验　 酶联免疫吸附实验是将

抗原或抗体结合在固相载体表面，利用抗原抗体的

特异性结合以及抗体或者抗原上标记的酶催化特

定底物发生显色反应，实现目标物检测的免疫分析

方法［１１］。 ＥＬＩＳＡ 可以同时检测大量样品，操作简

单、灵敏性高、特异性强，对试验设备和操作人员要

求不高，可普遍推广。 目前，国内外通常建立间接

ＥＬＩＳＡ 主要针对 Ｆ１Ｌ 和 Ｂ２Ｌ 两个蛋白。 Ｒｅｖａｎａｉａｈ
等建立并优化了基于 ｒＦ１Ｌ 的间接 ＥＬＩＳＡ 方法［１２］。
该检测方法检测感染其他病原（山羊痘病毒、羊痘

病毒、小反刍兽疫病毒、口蹄疫病毒和蓝舌病病毒）
的血清无交叉反应，尽管抗体水平低，但该方法诊

断特异性为 ９４． ０４％ ，敏感性为 ８９． ２２％ ，检测效率

高于病毒中和试验。 张静等截断表达 Ｂ２Ｌ 蛋白，建
立并优化了基于 Ｂ２Ｌ 的间接 ＥＬＩＳＡ 方法［１３］。 该检

测方法较大的应用价值在于包被物获得简单，阴阳

性血清分辨晰以及检测效率高。
２． ３　 免疫荧光试验　 免疫荧光利用荧光标记的抗
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体作为探针对组织或细胞内特定抗原进行定位和

定性分析。 由于其具有特异性强、敏感性高、速度

快等优势，是常用的临床检测方法之一［１４］。 宁梦

夏等建立了羊口疮病毒单抗定位检测细胞培养物

中 ＯＲＦＶ 的间接免疫荧光方法，ＯＲＦＶ 感染的牛睾

丸上皮细胞呈绿色［１５］。 该方法补充了间接 ＥＬＩＳＡ、
ＰＣＲ 等方法无法对感染 ＯＲＦＶ 组织细胞中的抗原

进行定位，对于病毒理化性质等深入研究具有重要

的价值。 Ｚｈｏｕ 等在 ＯＲＦＶ Ｂ２Ｌ 蛋白多克隆抗体的

制备及应用中，通过间接免疫荧光法证实其特异性

和抗原性［１６］。
２． ４　 免疫组化　 免疫组织化学是通过化学反应使

标记抗体显色来确定组织细胞内抗原，提供组织抗

原的直接可视化，也是应用最广泛的蛋白质检测技

术之一。 Ｆｌｅｍｉｎｇ 等利用免疫组织化学验证缺失

ＣＢＰ 蛋白的 ＯＲＦＶ 是否在绵羊皮肤内复制［１７］。 观

察 ＯＲＦＶ 在机体内病理变化以及检测 ＯＲＦＶ 在皮

肤的动态分布，具有放大信号效应，为进一步了解

ＯＲＦＶ１１２ 基因缺失株诱导绵羊产生免疫机制的研

究提供科学依据，同时为疫苗的研发提供数据支

持。 向益等从感染 ＯＲＦＶ 的金堂黑山羊中选取病

变明显的口唇等部位制成石蜡切片，ＨＥ 染色后镜

下可观察到，明显的棘层肥厚，有炎性细胞浸

润［１８］。 该试验只在口唇部位发现病毒粒子，这可

能与病毒侵袭力有关，推进了羊口疮致病机理的研

究。 Ｍｕｈｓｅｎ 等利用 ＯＲＦＶ 在三维人皮肤模型中的

感染，阐明了 ＯＲＦＶ 感染的表皮和真皮防御机制以

及 ＩＣＡＭ －１ 相关免疫逃避机制，推进了人感染 ＯＲＦＶ
的致病机理的研究［１９］。
２． ５　 琼脂扩散试验　 琼脂扩散为可溶性抗原与抗

体在琼脂凝胶中所呈现的一种沉淀反应。 鲜思美

等利用兔抗羊口疮高免血清进行琼脂扩散试验检

测羊口疮病毒，特异性高，不与山羊痘病毒（ＧＰＶ）、
口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）抗原发生交叉反应［２０］。 该方

法是适用于基层养殖业检测的血清学方法，具有重

要的应用价值。 但感染羊出现高浓度抗体需要时

间，极容易出现假阴性的结果。 因此推荐与其他检

测方法结合检测，减小误诊。

２． ６　 蛋白质印迹（ＷＢ） 　 蛋白质印迹是分子生物

学和蛋白质组学中最常用的技术之一。 由于蛋白

质印迹方法实验步骤多，导致再现性差以及效率

低。 目前已开发很多新方法改善这些不足有所，例
如单细胞分辨蛋白质印迹、毛细管电泳、自动微流

体蛋白质印迹和微芯片电泳等［２１］。 Ｃｚｅｒｎｙ 等利用

兔抗 ＯＲＦＶ 多克隆血清做 ＷＢ，分析结果显示相对

分子质量为 ３９ ｋＤａ 和 ２２ ｋＤａ 的 ２ 个蛋白主要作为

单克隆抗体的靶点，有助于了解鉴定免疫优势抗原

位点，为后续病毒与宿主相互作用的分子基础提供

了数据［２２］。
２． ７　 侧流免疫层析测定法　 侧流免疫层析测定法

是一种经典的基于抗原抗体免疫反应的检测手段。
该检测方法操作简单快捷，但检测结果依赖于人工

判读，会造成一定的误差。 Ｚｈａｏ 等使用两种不同的

针对 ＯＲＦＶ ＯＲＦ０１１ 蛋白的单克隆抗体开发了一种

快速简单的侧流免疫层析测定法，用于特异性检测

ＯＲＦＶ 病毒［２３］。 ＬＦＩＡ 测试的相对特异性和敏感性

分别为 １００％ 和 ９２． １％ ，该方法测试性能稳定，可
用于 ＯＲＦＶ 感染现场快速检测。
３　 分子生物学方法

３． １　 聚合酶链式反应　 羊口疮保守区域中的 Ｆ１Ｌ
和 Ｂ２Ｌ 基因，保守性强，目前根据 Ｆ１Ｌ 和 Ｂ２Ｌ 基因

设计引物，建立的不同的 ＰＣＲ 方法得到了广泛的

应用。 Ｍｏｎｄａｌ 等利用 Ｂ２Ｌ 高度保守区，建立了半

巢式 ＰＣＲ 方法， 能够检出低拷贝病毒粒子［２４］，对
临床样本中副痘病毒的诊断效率更高。 Ｓｈｅｈａｔａ 等

通过靶向 Ｂ２Ｌ 基因内高度保守序列设计引物建立

ＰＣＲ，确定是否感染 ＯＲＦＶ［２５］。 除了单重 ＰＣＲ 外，
大量的多重 ＰＣＲ 也被建立用于 ＰＣＲ 检测，多重

ＰＣＲ 能同时对多种疾病快速检测和鉴别，对疾病防

控有着一定的应用价值。 李琛等建立了诊断山羊

痘、绵羊痘、羊口疮和小反刍兽疫多重 ＰＣＲ 检测方

法，对羊口疮病毒的检测限为 ０． ８ ｎｇ［２６］。 该方法

可以弥补无法用血清学方法区分这几种病毒的缺

陷，特异性高，可以缩短检测时间，降低养殖户的经

济损失。 于远光等建立了诊断羊口疮病毒（ＯＲＦＶ）、
牛病毒性腹泻病毒 （ ＢＶＤＶ － １ ）、 口蹄疫病毒

·４７·
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（ＦＭＤＶ）、蓝舌病病毒（ＢＴＶ）多重 ＰＣＲ 检测方法，
在检测病原具时有良好的特异性［２７］。
３． ２　 荧光实时定量 ＰＣＲ　 ｑＰＣＲ 是将荧光基团或

荧光染料加入 ＰＣＲ 扩增反应中，利用荧光信号的

变化，对 ＰＣＲ 扩增中每循环扩增物质的变化进行

实时检测，并进行定量分析的检测方法［２８］。 ｑＰＣＲ
常用的有两种方法：ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法和 ＴａｑＭａｎ 探针

法。 与传统的基于凝胶的 ＰＣＲ 相比，定量 ＰＣＲ 对

病毒核酸检测的灵敏度是常规 ＰＣＲ 的 １０ ～ １００ 倍

且无需后续实验处理，可作为实验室检测的首选方

法。 冯星等建立检测 ＯＲＦＶ 的实时荧光定量 ＰＣＲ
方法，以荧光嵌合染料 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ为荧光基团，
并针对 ＯＲＦＶ Ｆ１Ｌ 基因的高度保守区设计了特异

性引物，该方法与其他常见 ＤＮＡ 病毒无交叉反应，
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料的这种颜色检测方法具有与琼

脂糖凝胶电泳相同的灵敏度，这将有助于在不使用

琼脂糖凝胶电泳的情况下在现场条件下对样品进

行大规模的初步筛选和对 ＯＲＦＶ 感染的快速诊

断［２９］。 多重实时荧光定量 ＰＣＲ 可以对小拷贝数目

标进行定量，可以识别临床上的混合感染，这对于

布署适当的控制措施是至关重要的。 但多重实时

荧光定量 ＰＣＲ 受很多因素影响，很容易出现假阴

性的结果。 Ｖｅｎｋａｔｅｓａｎ 等设计两种不同的引物和

探针对基于 ＴａｑＭａｎ 探针的双重实时荧光定量 ＰＣＲ
进行了优化，对 ＯＲＦＶ 和羊痘病毒（ＣａＰｖ）进行检测

定量［３０］。 该双重检测方法可以替代相应的实时荧

光定量 ＰＣＲ 方法同时对 ＣａＰＶ 和 ＯＲＦＶ 进行敏感

和特异性检测，并对这些靶标进行定量。 双重实时

荧光定量 ＰＣＲ 的分析灵敏度表明，该方法可同时

检测 ２０ 个拷贝的 ＣａＰＶ 和 ＯＲＦＶ 单独和混合

ＤＮＡ，且具有高度的特异性，与早先报道的其他痘

病毒无交叉反应。 勾倩倩等建立能同时检测蓝舌

病毒（ＢＴＶ）、小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）、羊口疮病毒

（ＯＲＦＶ）、羊痘病毒（ＣａＰＶ）的多重实时荧光定量

ＰＣＲ 方法，通过选择荧光强度高且干扰较小的荧光

报告基因，实现了在单管内同时检测 ＢＴＶ、ＰＰＲＶ、
ＯＲＦＶ、ＣａＰＶ，极大缩短了检测周期［３１］。
３． ３　 环介导等温扩散 　 环介导等温扩散是在由

Ｎｏｔｏｍｉ 等于 ２０００ 年首次报道的一种新的等温核酸

扩增法［３２］。 该方法主要在 ６０ ～ ６５ ℃ 下等温条件

下进行核酸扩增，通过肉眼观察反应体系的颜色和

沉淀等变化判定结果。 检测过程中不需携带大量

仪器，操作简便，适合基层临床检测。 王海峰等建

立羊口疮病毒环介导等温扩增高效检测方法，根据

羊口疮病毒的 ＶＩＲ 基因序列设计 ２ 对引物，通过

电泳法和染色法对羊口疮病毒的检出率高达

１００％，比普通 ＰＣＲ 灵敏性高 １０００ 倍［３３］。 Ｖｅｎｋａｔｅｓａｎ
等使用羟基萘酚蓝（ＨＮＢ）和钙黄绿素作为预加成

染料，以封闭管形式优化了基于 Ｂ２Ｌ 基因的 ＬＡＭＰ
测定，可以在一小时内揭示结果的优化分析具有高

度特异性和敏感性［３４］。 Ｗａｎｇ 等建立了关于 Ｆ１Ｌ
基因的等温扩散方法，用于 ＯＲＦＶ 感染的特异性检

测，并将该方法的有效性与实时 ＰＣＲ 进行了比较，
结果表明 ＬＡＭＰ 的灵敏度略低于实时 ＰＣＲ。 然而，
实时 ＰＣＲ 需要昂贵的实验设备，因此，这种基于

ＬＡＭＰ 的检测方法与实时 ＰＣＲ 相比具有明显的实

用性优势，可以在任何标准诊断实验室中使用［３５］。
３． ４　 重组酶聚合酶扩增　 Ｗａｎｇ 成功地建立了一

种用于 ＯＲＦＶ 快速检测的重组酶辅助扩增测定法。
ＯＲＦＶ 检测的分析灵敏度高，与其他常见 ＤＮＡ 病毒

的无交叉反应［３６］。 Ｙａｎｇ 等将等温重组酶聚合酶扩

增技术与侧流免疫测定条结合（ＯＲＦＶ － ＲＰＡ － ＬＦＤ
测定），建立一种快速视觉检测 ＯＲＦＶ 的分子扩增

测定法。 该检测方法能够在不到２５ ｍｉｎ的时间内

检测到 ＯＲＦＶ，极大缩短了检验时间［３７］。 Ｃｕｉ 等建

立了一种无 ＤＮＡ 提取、实时、可视化的重组酶辅助

扩增方法，用于 ＯＲＦＶ 的快速检测［３８］。 与 ＰＣＲ 相

比，该检测方法无需提取 ＤＮＡ 步骤，操作简单，结
果直观，能够满足现场快速检测和基层实验室的需

要，对患病动物的早期诊断具有重要的参考价值和

意义。
３． ５　 测序和系统发育分析　 测序并应用生物信息

学工具分析数据，有助于追踪病毒进化和传播中更

精细的细节。 Ａｈａｎｇｅｒ 等对 Ｂ２Ｌ 和 ＶＩＲ 基因序列

全长测序，鉴定 Ｏｒｆ 病毒。 基于 ＶＩＲ 基因的系统发

育分析表明，ＯＲＦＶ 毒株之间存在宿主特异性的遗

·５７·
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传同质性，进行系统发育分析，确定克什米尔喜马

拉雅山脉流行的 ＯＲＦＶ 毒株与已发表的参考序列

的系统发育关系，为进一步研究克什米尔喜马拉雅

山地区 ＯＲＦＶ 及其综合防控提供了资料［３９］。 Ｐｅｒａｌｔａ
等从阿根廷报道第一例感染羊口疮人类的痂皮中

分离病毒，系统发育分析表明该分离株来自同一个

阿根廷省报道的羊口疮病例。 增加了对在该地区

传播的 ＯＲＦＶ 的了解，可以警示接触易感动物的人

类做好防护措施，减小感染 ＯＲＦＶ 的可能性［４０］。
４　 存在的问题及展望

羊口疮在全球范围内均有流行，是目前严重危

害养羊业的重要疫病之一。 由于羊口疮可以在动

物之间来回传播，并感染人类，加之治疗羊口疮并

没有特效药，因此找到快速、准确、简单、有效的检

测方法非常重要，能及时发现和防控羊口疮的传

播，减少养殖户的经济损失。
目前已经有多种检测羊口疮的实验室检测方

法，这些实验室检测方法各有优劣。 例如病毒分离

鉴定可以区分与羊口疮临床症状相似的疾病例如

山羊痘，但其耗时长且对实验条件和实验人员技能

具有较高要求，很难在基层检测中广泛使用。 由于

羊口疮病毒的特性，病毒中和试验极易漏检。 酶联

免疫吸附实验检测 ＯＲＦＶ 目前主要针对 Ｆ１Ｌ 和

Ｂ２Ｌ 两个蛋白，与羊痘病毒、口蹄疫病毒等常见病

的血清无交叉反应，操作简单、灵敏性高，可普遍推

广。 免疫荧光试验可以实现细胞中的 ＯＲＦＶ 定位，
免疫组化试验能在组织中的检测 ＯＲＦＶ 包括动态

分布以及病理变化，两者都极大推动羊口疮致病机

理的研究。 蛋白质印迹法更利于了解 ＯＲＦＶ 中的

免疫优势抗原位点，但再现性较差且效率较低。 聚

合酶链式反应以及实时荧光定量 ＰＣＲ 目前主要针

对保守序列 Ｆ１Ｌ 等设计引物，能检测 ＯＲＦＶ 感染，
多重 ＰＣＲ 和多重实时荧光定量 ＰＣＲ 能够同时对羊

常见的多种病原进行快速检测，缩短了检测时间，
节约检测成本。 环介导等温扩增方法操作简单方

便，满足现场快速检测，但对引物设计要求高。 随

着人们对羊口疮不断的了解研究，ＯＲＦＶ 快速检测

的未来主要着重于开发先进的、标准化的试剂盒，

在保证灵敏性和准确性的同时，降低对外界条件的

要求，提高检测效率，防范羊口疮传播的风险，更好

的适应未来养殖、检测等行业的需求。
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Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１８

（０１）： １５１ － １５３ ＋ ２５４

［７］　 王 勇，殷冬冬，杨侃侃，等． 羊口疮病毒的分离鉴定及其遗传

进化分析［Ｊ］ ． 扬州大学学报（农业与生命科学版），２０１７，３８

（０２）：１０ － １４．

Ｗａｎｇ Ｙ， Ｙｉｎ Ｄ Ｄ， Ｙａｎｇ Ｋ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｍｏｕｔｈ ｓｏｒｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ．

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

Ｅｄｉｔｉｏｎ）， ２０１７，３８ （０２）： １０ － １４

［８］　 Ｍａａｎ Ｓ， Ｋｕｍａｒ Ａ， Ｂａｔｒａ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ｐｕｓｔｕｌａｒ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ

Ｒａｊａｓｔｈａｎ， Ｉｎｄｉａ． Ｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ． ２０１４；２５（３）：３７６ － ８０．

［９］ 　 龙琴琴，魏 敏，王雨婷，等． 羊口疮病毒与宿主的博弈：免疫应

答与病毒免疫逃逸机制［ Ｊ］ ． 畜牧兽医学报，２０２３，５４ （０５）：

１８４５ － １８５３．

·６７·
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Ｌ Ｑ Ｑ， Ｗ Ｍ， Ｗａｎｇ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｇａｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｈｅｅｐ Ｍｏｕｔｈ

Ｕｌｃｅｒ Ｖｉｒｕｓ ａｎｄ Ｈｏｓｔ： Ｉｍｍｕｎｅ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ Ｖｉｒｕｓ Ｉｍｍｕｎｅ

Ｅｓｃａｐｅ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０２３，５４ （０５）： １８４５ － １８５３

［１０］ 李 宏． 羊口疮病毒 ＯＲＦＶ０８６ 基因编码病毒颗粒结构蛋白的

遗传和免疫学特性的鉴定［Ｄ］． 南方医科大学，２０１３．

Ｌｉ Ｈ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ｔｈｅ ＯＲＦＶ０８６ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｍｏｕｔｈ ｓｏｒｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｄ ］． Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１３

［１１］ Ｔａｂａｔａｂａｅｉ ＭＳ， Ａｈｍｅｄ Ｍ． Ｅｎｚｙｍｅ － Ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

Ａｓｓａｙ （ＥＬＩＳＡ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ． ２０２２；２５０８：１１５ － １３４．

［１２］ Ｙｏｇｉｓｈａｒａｄｈｙａ Ｒ， Ｋｕｍａｒ Ａ， Ｂｈａｎｕｐｒａｋａｓｈ Ｖ， Ｓｈｉｖａｃｈａｎｄｒａ

ＳＢ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍａｊｏｒ ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ （ Ｆ１Ｌ）

ｂａｓｅｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ － ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｓｅｒｏ － ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｏｒｆ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ａｎｄ

ｇｏａｔｓ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ． ２０１８ Ｎｏｖ；２６１：１１２ － １２０．

［１３］ 张 静． 截短表达 Ｂ２Ｌ 蛋白及羊口疮病毒间接 ＥＬＩＳＡ 方法的

建立［Ｄ］． 内蒙古农业大学，２０２０．

Ｚｈａｎｇ Ｊ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ２Ｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｍｏｕｔｈ ｓｏｒｅ ｖｉｒｕｓ ［Ｄ］． Ｉｎｎｅｒ

Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２０

［１４］ 宁梦夏，程红玉，马文涛，等． 羊口疮病毒间接免疫荧光检测

方法的建立［Ｊ］ ． 动物医学进展，２０２０，４１（０４）：４２ － ４７．

Ｎｉｎｇ Ｍ Ｘ， Ｃｈｅｎｇ Ｈ Ｙ， Ｍａ Ｗ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ

ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｈｅｅｐ ｍｏｕｔｈ

ｓｏｒｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ａｎｉｍａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０，４１ （０４）：

４２ － ４７

［１５］ 宁梦夏． 用于间接免疫荧光检测的羊口疮病毒单抗杂交瘤细

胞的筛选与鉴定［Ｄ］． 西北农林科技大学，２０１９．

Ｎｉｎｇ Ｍ Ｘ， Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｓｈｅｅｐ ｍｏｕｔｈ ｓｏｒｅ ｖｉｒｕｓ ｆｏｒ ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ［ Ｄ ］． Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ＆Ｆ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１９

［１６］ Ｚｈｏｕ Ｑ， Ｇｕ Ｘ， Ｘｕ Ｚ， Ｈｕａｎｇ Ｒ， Ｈｕａｎｇ Ｊ， Ｌｉ Ｈ， Ｌｉ Ｔ， Ｚｈｏｕ

Ｘ， Ｓｕ Ｇ， Ｙｉｎ Ｄ， Ｗａｎｇ Ｇ． ［ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｎｔｉ － ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ２Ｌ ｍｏｕｓｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｆ ＯＲＦ

ｖｉｒｕｓ］ ． Ｘｉ Ｂａｏ Ｙｕ Ｆｅｎ Ｚｉ Ｍｉａｎ Ｙｉ Ｘｕｅ Ｚａ Ｚｈｉ． ２０１８ Ｎｏｖ；３４

（１１）：１０３６ － １０４０． Ｃｈｉｎｅｓｅ．

［１７］ Ｆｌｅｍｉｎｇ Ｓ Ｂ， ＭｃＣａｕｇｈａｎ Ｃ， Ｌａｔｅｅｆ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｐａｒａｐｏｘｖｉｒｕｓ Ｏｒｆ Ｖｉｒｕｓ

Ｒｅｄｕｃｅｓ Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｎｄ Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ｓｈｅｅｐ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．

２０１７ Ｊａｎ ２４；８：４６．

［１８］ 向 益，豆朋朋，王 利，等． 金堂黑山羊传染性脓疱的病理组织

学观察和病毒分子检测［ Ｊ］ ． 中国兽医杂志，２０２２，５８ （０３）：

３７ － ４１．

Ｘｉａｎｇ Ｙ， Ｄｏｕ Ｐ Ｏ， Ｗａｎｇ Ｌ ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｖｉｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｐｕｓｔｕｌｅｓ ｉｎ Ｊｉｎｔａｎｇ Ｂｌａｃｋ

Ｍｏｕｎｔａｉｎ ｓｈｅｅｐ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

２０２２， ５８ （０３）： ３７ － ４１

［１９］ Ｍｕｈｓｅｎ Ｍ， Ｐｒｏｔｓｃｈｋａ Ｍ， Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ Ｌ Ｅ， Ｍüｌｌｅｒ Ｕ， Ｋöｈｌｅｒ Ｇ，

Ｍａｇｉｎ ＴＭ， Ｂüｔｔｎｅｒ Ｍ， Ａｌｂｅｒ Ｇ， Ｓｉｅｇｅｍｕｎｄ Ｓ． Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ

（ＯＲＦＶ） ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｔｈｒｅｅ － ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｈｕｍａｎ ｓｋｉｎ ｍｏｄｅｌ：

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ

ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ． ２０１９ Ｊａｎ ３０； １４

（１）：ｅ０２１０５０４．

［２０］ 鲜思美，吴 健，杨 钰，等． 琼脂扩散试验检测羊口疮病毒［ Ｊ］ ．

中国兽医杂志，２０１４，５０（０８）：２３ － ２５．

Ｘｉａｎ Ｓ Ｍ， Ｗｕ Ｊ， Ｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｅｅｐ Ｍｏｕｔｈ Ｕｌｃｅｒ

Ｖｉｒｕｓ ｂｙ Ａｇａｒ Ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ Ｔｅｓｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１４，５０ （０８）： ２３ － ２５

［２１］ Ｍｉｓｈｒａ Ｍ， Ｔｉｗａｒｉ Ｓ， Ｇｏｍｅｓ ＡＶ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ａｎａｌｙｓｉｓ： ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ

Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ． ２０１７ Ｎｏｖ；１４（１１）：１０３７ － １０５３．

［２２］ Ｃｚｅｒｎｙ ＣＰ， Ｗａｌｄｍａｎｎ Ｒ， Ｓｃｈｅｕｂｅｃｋ Ｔ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ

ｄｉｓｔｉｎｃｔ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｐａｒａｐｏｘｖｉｒｕｓｅｓ． Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ． １９９７；１４２

（４）：８０７ － ２１．

［２３］ Ｚｈａｏ Ｋ， Ｈｅ Ｗ， Ｂｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ

ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ． ２０１６ Ｏｃｔ；２３６：１０ － １７．

［２４］ Ｍｏｎｄａｌ Ｂ， Ｂｅｒａ Ａ Ｋ， Ｈｏｓａｍａｎｉ Ｍ， Ｔｅｍｂｈｕｒｎｅ ＰＡ，

Ｂａｎｄｙｏｐａｄｈｙａｙ ＳＫ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ａｎ ｏｕｔｂｒｅａｋ ｉｎ

ｇｏａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐａｒａｐｏｘｖｉｒｕｓｅｓ． Ｖｅｔ Ｒｅｓ

Ｃｏｍｍｕｎ． ２００６ Ｊｕｌ；３０（５）：５３１ － ９．

［２５］ Ｓｈｅｈａｔａ Ａ Ａ， Ｅｌｓｈｅｉｋｈ Ｈ Ａ， Ａｂｄ － Ｅｌｆａｔａｈ Ｅ Ｂ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｇｏａｔｓ ｉｎ Ｅｇｙｐｔ．

Ｏｐｅｎ Ｖｅｔ Ｊ． ２０２２ Ｍａｒ － Ａｐｒ；１２（２）：２７３ － ２８０．
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