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摘要：本试验旨在研制小鹅瘟和雏鹅新型病毒性肠炎二联ＰＣＲ检测试剂盒，观察临床应用效果。根据小鹅瘟和鹅病毒性

肠炎基因序列，设计合成一对特异性引物，对ＰＣＲ反应条件进行优化，并分别对试剂盒的特异性、敏感性、重复性和保存期进

行研究，之后进行临床扩大试验。该二联ＰＣＲ诊断试剂盒能扩增出预期的小鹅瘟３７５ｂｐ核酸片段和鹅病毒性肠炎２２３ｂｐ核

酸片段，与鸭瘟病毒、鹅副黏病毒无交叉反应；最低能检测到小鹅瘟病毒１０４　ＥＬＤ５０／ｍＬ，雏鹅新型病毒性肠炎病毒２．５×１０－１

ＥＬＤ５０；不同批次的试剂盒对同一样品检测结果一致；常 温 下 至 少 可 保 存５个 月；临 床 应 用 效 果 显 著。该 二 联ＰＣＲ检 测 试 剂

盒能够对小鹅瘟和雏鹅病毒性肠炎早期诊断、流行病学调查和卫生检疫提供了检测手段。
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　　小鹅瘟（ｇｏｓｌｉｎｇ　ｐｌａｇｕｅ，ＧＰ）和雏鹅新型病毒性

肠炎（ｇｏｓｌｉｎｇ　ｎｅｗ　ｔｙｐｅ　ｖｉｒａｌ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ＮＧＶＥ）发病

率和死亡率很高，对养鹅业危害极大。本研究在建

立了小鹅瘟和雏鹅病毒性肠炎二联ＰＣＲ检测方法

的基础上（孙健等，２０１０），进一步组装ＰＣＲ快 速 检

测试剂盒，从而为小鹅瘟和雏鹅病毒性肠炎检测的

推广应用奠定基础。目前国内外已成功开发出了两

种疫病的单重ＰＣＲ检测试剂盒，且开始应用于快速

检测诊断中，但检测种类单一且尚未能进行实地现

场监测，给实际生产应用带来了困难。因此，针对服

务对象的要求，本研究通过对两种疫病的二联ＰＣＲ

检测方法的条件优化，组装快速检测试剂盒，并通过

临床使用对其进行了性能的初步验证分析，取得了

较满意的结果。

１　材料与方法

１．１　毒种　小鹅瘟病毒ＪＬＤＡ株和雏鹅新型病毒

性肠炎病毒ＢＣ０７株，由 吉 林 省 畜 牧 兽 医 科 学 研 究

院分离、鉴定、保存。

１．２　ＰＣＲ常用试剂　试剂购自大连宝生物工程有

限公司。

１．３　引物设计　根据小鹅瘟病毒和雏鹅新型病毒

性肠炎基因序列，分别设计合成了两对引物（表１）。

表１　小鹅瘟病毒和雏鹅新型病毒性肠炎病毒ＰＣＲ引物

病毒 引物序列 长度（ｂｐ）

小鹅瘟病毒 Ｐ１：５′－ＣＣＡＡＧＣＴＡＣＡＡＣＡＡＣＣＡＣＡＴＣＴＡＣ－３′ ３７５

Ｐ２：５′－ＣＴＧＣＧＧＣＡＧＧＧＣＡＴＡＧＡＣＡＴＣＣＧＡＣ－３′

雏鹅新型病毒性肠炎病毒 Ｐ３：５′－ＣＡＧＣＡＧＧＴＣＡＡＴＡＧＣＡＴＣＴＣＣ－３′ ２２３

Ｐ４：５′－ＣＧＴＴＧＴＣＣＡＴＣＡＧＣＣＡＧＴＡ－３′

１．４　模板制备　将毒种用灭菌生理盐水１０倍稀释

后，接种于１０日龄鹅胚，每胚尿囊腔接种０．２ｍＬ。

封闭接种后针孔，放３７℃继续孵育，取５～７ｄ之间

死亡的鹅胚，经４℃冷藏数小时后收获尿囊液，冷冻

保存。将两种病毒的尿囊液１００μＬ，沸水浴５ｍｉｎ，
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冰水浴３ｍｉｎ，重复３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离 心２０ｍｉｎ，
收集上清液，作为ＰＣＲ模板（程安春，２０００）。

１．５　优化小鹅瘟和雏鹅新型病毒性肠炎二联ＰＣＲ
检 测 条 件 　ＰＣＲ 反 应 体 系：Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　２μＬ，Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３和Ｐ４各１μＬ，模

板５μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ酶１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９６℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，

５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ；４℃保 存。将ＰＣＲ产 物 各 取９μＬ，在

１．０％琼脂糖凝胶中电泳，在凝胶成像仪下观察结果
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（胡桂学等，２００３）。

１．６　检测 试 剂 盒 的 组 装　试 剂 盒 包 括 试 剂 Ａ管

（反应管）、Ｂ管（阳 性 对 照 管）见 表２。Ｂ管 组 成 成

分：小鹅瘟和雏鹅新型病毒性肠炎灭活病毒混合物。

表２　Ａ管组成成分

组成成分（２０Ｔ） 体积（μＬ）

Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶 ２０
１０×Ｔａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋） １００
ｄＮＴＰｓ　 ４０
引物 （Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４） 各２０
超纯水 ６６０

１．７　小鹅瘟和雏鹅新型病毒性肠炎ＰＣＲ检测试剂

盒性能试验

１．７．１　特异性试验　将鸭瘟病毒、鹅副黏病毒、小

鹅瘟病毒、雏鹅新型病毒性肠炎病毒以及小鹅瘟病

毒和 雏 鹅 新 型 病 毒 性 肠 炎 病 毒 混 合 液 一 起 进 行

ＰＣＲ检测。

１．７．２　敏感性试验　取小鹅瘟尿囊液稀释病毒液

每１ｍＬ 含１０６　ＥＬＤ５０、１０５　ＥＬＤ５０、１０４　ＥＬＤ５０、１０３

ＥＬＤ５０、１０２　ＥＬＤ５０、１０１　ＥＬＤ５０六 个 浓 度 制 作 模 板，进

行ＰＣＲ扩增；将浓度为５×１０ＥＬＤ５０／μＬ雏鹅新型

病毒 性 肠 炎 稀 释。采 用 本 试 验 的ＰＣＲ方 法 对１、

１０、１００、１０００、１００００倍稀释的样品进行ＰＣＲ检测。

将雏鹅新型病毒性肠炎病毒液１０倍递进稀释，进行

ＰＣＲ检测。

１．７．３　重复性试验　分别研制出４批次诊断试剂

盒，将 试 剂 盒 保 存 于－２０℃。之 后 对 同 一 样 品 检

测，测定ＰＣＲ试剂盒的稳定性。

１．７．４　保存期试验　将试剂盒保存于４℃。分别

在保存１、２、３、４、５月后取出一组试剂盒对阳性样品

检测，进行保存期试验。

１．８　二联ＰＣＲ检测试剂盒临床应用　于２００９年

５月—２０１０年６月，在白城、大安和前郭等地区进行

大量的临床试验应用，进行数据统计。

２　结果

２．１　特异性试验　如图１所示，鸭瘟病毒、鹅副黏

病毒无条带产 生；小 鹅 瘟ＪＬＤＡ株 出 现 一 条 约３７５
ｂｐ条带；雏鹅新型病毒性肠炎病毒ＢＣ０７株出现一

条约２２３ｂｐ条带；小鹅瘟和雏鹅新型病毒性肠炎混

合液出现两条条带分别能与小鹅瘟ＪＬＤＡ株和雏鹅

新型病毒性肠炎病毒ＢＣ０７株产生条带相对应。

２．２　敏感性试验　分别对小鹅瘟尿囊液稀释病毒

液每１ｍＬ含１０６　ＥＬＤ５０、１０５　ＥＬＤ５０、１０４　ＥＬＤ５０、１０３

ＥＬＤ５０、１０２　ＥＬＤ５０、１０１　ＥＬＤ５０六 个 浓 度 制 作 模 板，进

行ＰＣＲ扩增，试验结 果 显 示ＰＣＲ方 法 可 以 检 测 到

１０４ＥＬＤ５０／ｍＬ病毒（图２）；将雏鹅新型病毒性肠炎

病毒液１０倍递进稀释，进行ＰＣＲ检测，试验结果显

示在１、１０、１００、１０００、１００００倍 稀 释 样 品 中，１００００
倍稀释 后 ＮＧＶＥＶ条 带 消 失。即 ＮＧＶＥＶ最 小 检

出量为２．５×１０－１ＥＬＤ５０（图３）。

图１　ＰＣＲ特异性结果

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，鸭 瘟 病 毒；２，鹅 副 黏 病 毒；３，小 鹅

瘟；４，雏鹅新型病毒性肠炎；５，混合液。

图２　小鹅瘟ＰＣＲ敏感试验电泳结果

注：Ｍ，５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１，１０６　ＥＬＤ５０；２，１０５　ＥＬＤ５０；３，１０４

ＥＬＤ５０；４，１０３　ＥＬＤ５０；５，１０２　ＥＬＤ５０；６，１０１　ＥＬＤ５０。

图３　雏鹅新型病毒性肠炎ＰＣＲ敏感性试验结果

注：Ｙ，原倍；Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，１０倍稀释；２，１００倍稀

释；３，１０００倍稀释；４，１００００倍稀释。

２．３　重复性试验　４批次ＰＣＲ诊断试剂盒同一样

品进行检测，试验结果表明，均能扩增出小鹅瘟病毒

和鹅病毒性肠炎病毒特异性片段，说明小鹅瘟病毒

和鹅病毒性肠炎病毒二联ＰＣＲ诊断试剂盒具有较

强的重复性（图４）。

２．４　保存期试验　对保存于４℃的诊断试剂盒，分
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别于保存１、２、３、４、５月后取出一组试剂盒对阳性样

品进行检测，均能扩增出小鹅瘟病毒和鹅病毒性肠

炎病毒目的条带。结果表明，该试剂盒具有较好的

稳定性（图４）。

２．５　应用检测效果的统计与分析结果　在白城、大
安和前郭等地区对临床症状疑似小鹅瘟或雏鹅病毒

性肠炎的病例进行了大量的实际应用，并且对收回数

据进行统计，结果表明，该二联ＰＣＲ检测试剂盒能够

快速地检测出小鹅瘟或雏鹅病毒性肠炎病毒（表３）。

图４　小鹅瘟和雏鹅新型病毒性肠炎二联ＰＣＲ检测试剂盒

重复性、保存期试验结果

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～４分别为４个批次的诊断试剂

盒；５～９分别为保存１、２、３、４、５月的试剂盒。

表３　临床应用数据

地区 临床试验样品总数 检测出ＧＰＶ数量 检测出ＮＧＶＥＶ数量 检测出ＧＰＶ和ＮＧＶＥＶ数量 未检测出ＧＰＶ或ＮＧＶＥＶ数量

白城 ２０００　 ５３７　 ２７５　 １１８７　 １
大安 ８００　 ３３１　 ４０　 ４２７　 ２
前郭 １５０　 １５０　 ０　 ０　 ０

３　讨论与小结

本研究成功地应用自行分离、选育及分子生物

学鉴定的小鹅瘟病毒地方株ＪＬＤＡ株和雏鹅病毒性

肠炎病毒ＢＣ０７株建立了小鹅瘟和雏鹅新型病毒性

肠炎ＰＣＲ检测试剂盒，该试剂盒能从阳性参考毒株

和临床感染小鹅瘟与雏鹅新型病毒性肠炎病变样品

扩增出与预期大小一致的目的片段，对鹅的其他常

见病原和 正 常 的 组 织 样 品 未 扩 增 出 任 何 片 段。因

此，该项ＰＣＲ技术具有特异、快速和敏感的特点，可
以用于鹅病临床快速鉴别诊断和流行病学调查研究。
田间试验结果表明，该试剂盒具有很好的特异性和稳

定性，与一般ＰＣＲ方法相比可最大限度地降低劳动

强度和出错几率。该试剂盒在－２０℃条件下至少可

以保存一年以上，即使多次冻融，也能保持反应活性。
由于小鹅瘟和雏鹅病毒性肠炎是严重威胁中国

养鹅业的主要两种重要疫病，因此该试剂盒的推出，
为两种疫病的早期诊断、流行病学调查和卫生检疫

提供了检测手段，具有较好的应用前景。本研究为

进一步研究 ＧＰＶ的 基 因 功 能、遗 传 变 化 规 律 及 病

毒分子致病机理提供了一定的分子基础，为基因工

程苗的研制提供了可行性。

参 考 文 献

１　孙健，毛文智，邵 洪 泽，等．小 鹅 瘟 和 雏 鹅 新 型 病 毒 性 肠 炎 二 联

ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．甘肃畜牧兽医，２０１０，５：１～４．

２　胡桂学，逄博，高凤山，等．小鹅瘟ＰＣＲ诊断方法的建立和初步应

用［Ｊ］．经济动物学报，２００３，７（２）：５０～５３．

３　葛晨霞，王龙涛，张加力，等．小鹅瘟的ＰＣＲ诊断及病理观察［Ｊ］．

中国畜牧兽医，２０１０，３７（１２）：２１０～２１１．

４　程安春．雏 鹅 新 型 病 毒 性 肠 炎 的 分 离、鉴 定 及 病 原 特 性 的 研 究

［Ｊ］．畜牧兽医学报，２０００，３１（６）：６４８～６５６．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｄｕｐｌｅｘ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ
Ｇｏｓｌｉｎｇ　Ｐｌａｇｕｅ　ａｎｄ　Ｇｏｓｌｉｎｇ　Ｎｅｗ　Ｔｙｐｅ　Ｖｉｒａｌ　Ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ
ＲＥＮ　Ｋｅ－ｙａｎ，ＹＡＯ　Ｘｉｎ－ｈｕａ，ＹＵＡＮ　Ｓｈｕ－ｘｉａｎ，ＬＩ　Ｌｉｎ，ＳＨＡＯ　Ｈｏｎｇ－ｚｅ

（Ａｎｉｍａｌ　Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ　ａｎｄ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｊｉｌｉｎ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ　１３００６２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｏ　ｄｅｖｅｌｏｐ　ａ　ｄｕｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ　ｆｏｒ　ｇｏｓｌｉｎｇ　ｐｌａｇｕｅ（ＧＰ）ａｎｄ　ｇｏｓｌｉｎｇ　ｎｅｗ　ｔｙｐｅ　ｖｉｒａｌ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ（ＮＧＶＥ），ａｎｄ
ｏｂｓｅｒｖｅ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉａｎｃｅ．Ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｇｏｓｌｉｎｇ　ｐｌａｇｕｅ　ｖｉｒｕｓ（ＧＰＶ）ａｎｄ　ｇｏｓｌｉｎｇ　ｎｅｗ　ｔｙｐｅ　ｖｉｒａｌ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ（ＮＧＶＥＶ）ｗａｓ　ｃｈｏｓｅｎ　ｔｏ　ｄｅｓｉｇｎ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｉｍｅｒｓ．Ｔｈｅ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｗｅｒｅ　ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ　ａｎｄ　ｓｅｒｉｅｓ
ｏｆ　ｔｅｓｔｓ　ｗｅｒｅ　ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄ　ｓｔｏｒｅｄ　ｐｅｒｉｏｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｋｉｔ，ａｎｄ
ｅｘｐａｎｄｅｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｔｒｉａｌｓ　ｗｅｒｅ　ａｌｓｏ　ｃａｒｒｉｅｄ　ｏｕｔ．Ｔｈｉｓ　ｋｉｔ　ｃｏｕｌｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ　ａｍｐｌｉｆｙ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｃｔｅｄ　３７５ｂｐ　ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ＧＰＶ　ｖｉ－
ｒｕｓ　ａｎｄ　２２３ｂｐ　ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ＮＧＶＥＶ．Ｔｈｅｒｅ　ｗａｓ　ｎｏ　ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｏｔｈｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ｓｕｃｈ　ａｓ　ＤＰＶ，ＧＰＭＶ，ＮＧＶＥＶ　ａｎｄ
ＧＰＶ．Ｉｔ　ｗａｓ　ａｂｌｅ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ＧＰＶ　ａｓ　ｌｏｗ　ａｓ　１０４　ＥＬＤ５０／ｍＬ　ａｎｄ　ＮＧＶＥＶ　ａｓ　ｌｏｗ　ａｓ　２．５×１０－１　ＥＬＤ５０．Ｔｈｅ　ｔｅｓｔ　ｒｅ－
ｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｂａｔｃｈｅｓ　ｏｆ　ｋｉｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｗｅｒｅ　ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ．Ｔｈｅ　ｋｉｔ　ｗｏｒｋｅｄ　ｗｅｌｌ　ａｆｔｅｒ　ｂｅｉｎｇ　ｓｔｏｒｅｄ　ａｔ　ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａ－
ｔｕｒｅ　ｆｏｒ　ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｓｉｘ　ｍｏｎｔｈｓ．Ｉｔｓ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｔｕｒｎｅｄ　ｏｕｔ　ｔｈａｔ　ｔｈｉｓ　ｄｕｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃ－
ｔｉｏｎ　ｋｉｔ　ｃｏｕｌｄ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ａ　ｍｅａｎｓ　ｆｏｒ　ｅａｒｌｙ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ　ｏｆ　ＧＰ　ａｎｄ　ＮＧＶＥ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ＧＰ；ＮＧＶＥ；ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ；ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ；ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

·６１· 生物技术 中国畜牧兽医 　２０１２年第３９卷第１期


