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摘要：根据鸭黄病毒Ｅ蛋白基因序列设计了１对特异性引物和ＴａｑＭａｎ探针，建立了实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测

鸭黄病毒的方法。根据含鸭黄病毒目的扩增片段的质粒拷贝数与定量反应Ｃｔ值的关系，绘制了标准曲线（Ｙ＝

－３．３９　Ｘ＋４３．１８，ｒ＝０．９７３）。该方法具有特异性，对鸭病毒性肝炎病毒、禽流感病毒、新城疫病毒、腺病毒、鸭瘟

病毒、猪乙脑病毒的核酸都没有扩增反应。敏感性试验显示，建立的此方法最低可检出１．９个ＴＣＩＤ５０病毒核酸。

该方法对５只健康雏鸭人工感染８６ｈ后的组织器官样品（盲肠扁桃体除外）的检测结果均为阳性，与病毒分离鉴定

的阳性符合率为１００％。结果表明，该方法真实可靠，而且从核酸提取到报告检测结果耗时不超过３ｈ，为鸭黄病毒

病提供了一种敏感特异的定量检测方法。
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　　自２０１０年４月以来，在我国大部分养鸭地区陆

续发生了一种以感染种鸭和雏鸭为主的新疫病。产

蛋鸭表现以产蛋严重下降为主，随着病程的延长在

发病后期出现一定比例神经症状的鸭，雏鸭表现以

站立不稳、倒地不起等神经症状为主。本实验室通

过临床剖检和病理组织切片分析，结合病原分离鉴

定、血清学检测和分子序列测定等，已初步确定危害
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种鸭和雏鸭的病原为同一种新病毒即鸭黄病毒［１］。

与相关 领 域 的 学 者 命 名 的 鸭 出 血 性 卵 巢 炎（Ｄｕｃｋ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ　ｏｖａｒｉｔｉｓ，ＤＨＯ）［２］为同一种病原，与 坦

布舒病毒的同源性极高。到目前为止，此病给我国

养鸭业造成了严重的经济损失。实时荧光定量ＲＴ－
ＰＣＲ具有特异性强、定量准确、重复性好、高通量易

操作等优点，已 成 为 一 种 越 来 越 重 要 的 检 测 手 段。

本试验根据鸭 黄 病 毒 的Ｅ蛋 白 基 因 序 列 设 计 引 物

和探针，建立了用于检测鸭黄病毒的实时荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ方法并对此方法进行了初步应用。

１　材料与方法

１．１　毒株、质粒标准品和鸡胚　鸭黄病毒（ＤＥＣＶ－
ＢＺ株（简称ＢＺ））为本研究室保存的毒株，ＴＣＩＤ５０为

１０５．９／０．１ｍＬ。鸭病毒性肝炎病毒（ＤＨＶ）、新城疫

病毒（ＮＤＶ）、腺病毒（ＥＤＳＶ）、鸭瘟病毒（ＤＰＶ）、猪

乙脑病毒（ＪＥＶ）、质 粒 标 准 品（Ｔ－ＮＳ１）由 山 东 省 农

科院家 禽 研 究 所 禽 病 检 测 中 心 保 存，禽 流 感 病 毒

（ＡＩＶ）由华南农业大学馈赠。鸡胚为山东省农科院

家禽研究所的ＳＰＦ鸡胚。

１．２　主 要 试 剂　总 ＲＮＡ提 取 试 剂 Ｔｒｉｚｏｌ○Ｒ　Ｒｅａ－

ｇｅｎｔ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 产 品。Ｏｎｅ　Ｓｔｅｐ　Ｐｒｉｍｅ－
Ｓｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴ－ＰＣＲ　Ｋｉｔ，为东洋坊（上海）生物科技有

限公司。

１．３　引物和探针的设计　根据已发表的鸭黄病毒

Ｅ蛋白 基 因 的 序 列（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：ＪＦ３１２９１２），

设计并合成１对特异性引物及探针。探针的５′端标

记荧光发光基 团ＦＡＭ（６－ｃａｒｂｏｘｙ－ｆｌｕｏｒｓｃａｉｎ），３′端

标记 荧 光 淬 灭 基 团ＴＡＭＲＡ（６－ｃａｒｂｏｘｙ－ｔｅｆｒａｍｅｔｈｙｌ－
ｒｈｏｄａｍｉｎｅ），由生工 生 物 工 程（上 海）有 限 公 司 合 成。
上 游 引 物Ｐ１：５′－ＡＣＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＴＴＧＣＣＡＡＡ－
３′；下 游 引 物Ｐ２：５′－ＣＡＡＧＡＴＣＧＣＧＴＴＣＡＡＣＴＣＡＴ－
ＧＴ－３′；ＴａｑＭａｎ探 针：５′（ＦＡＭ）－ＣＡＴＡＣＧＡＴＣＡＧＴ－
ＣＡＧＣＡＧＧＣＴＣＧＡＧＣＡ－（ＴＡＭＲＡ）３′。

１．４　循环 参 数 及 反 应 体 系 的 优 化　采 用Ｉｎｖｉｔｒｏ－
ｇｅｎ公司的Ｔｒｉｚｏｌ核 酸 提 取 试 剂，按 照 说 明 书 提 取

病毒ＲＮＡ。用实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７３００
美国ＡＢＩ公司）进行扩增，扩增体系为２０μＬ：１０μＬ
２×ＲＴ－ＰＣＲ　ｍｉｘ（包 含 Ｔａｑ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，Ｍ－
ＭＬＶ逆转录酶，ｄＮＴＰｓ和 ＭｇＣｌ２ 等ＲＴ－ＰＣＲ反应

成分），上下游引物５～２０ｐｍｏｌ，探针５～２０ｐｍｏｌ和

鸭黄病毒 核 酸 模 板５μＬ，补 充ＤＥＰＣ水 至２０μＬ。
反应 条 件 为：９０℃３０ｓ，６１℃２０ｍｉｎ，９５℃６０ｓ；

９５℃２０ｓ，退火温度５２～６２℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，４５个

循环，于６０℃延 伸 结 束 后 收 集 荧 光，对 退 火 温 度 及

上下游引物、探针的终浓度进行优化。

１．５　标准曲线的制作　 阳性质控标准品（Ｔ－ＮＳ１）

用微量 紫 外 分 光 光 度 计（Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００）定 量，以

１０×倍比 稀 释，取 浓 度 范 围 在５．８８×１０１～５．８８×

１０１０拷贝／μＬ阳性质控标准品进行检测，根据Ｃｔ值

经对数拟合作图形成标准曲线。

１．６　特异性试验　为了评价荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ方

法用于检测鸭黄病毒的特异性，以ＤＦＶ（ＤＥＣＶ－ＢＺ
分离株）、ＤＨＶ、ＡＩＶ、ＮＤＶ、ＥＤＳＶ、ＤＰＶ、ＪＥＶ、ＳＰＦ鸡

胚尿囊液、健康鸭胚尿囊液、ＳＰＦ鸡胚成纤维细胞、健
康鸭胚成纤维细胞所提取的核酸为模板进行荧光定

量ＲＴ－ＰＣＲ检测，并对其扩增产物进行鉴定。

１．７　敏 感 性 试 验　取１００μＬ鸭 黄 病 毒 液（１０５．９

ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ），１０倍 梯 度 连 续 稀 释，采 用Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的Ｔｒｉｚｏｌ提 取 各 个 梯 度 的 病 毒 核 酸，

从中取５μＬ，按上述方法进行检测，测定模板最低

检出量，判定该方法的敏感度。

１．８　人工感染鸭样品检测　选取３日龄体质量相

近的健 康 鸭５只，将 鸭 黄 病 毒（ＤＥＣＶ－ＢＺ株（简 称

ＢＺ）１　０００倍稀释，每只鸭脑内注射０．０５μＬ稀释好

的病毒液。攻 毒 后８６ｈ，采 集 脑 内 接 种 雏 鸭 的 心、

肝、脾、肺、肾、脑、气管、胰腺、十二指肠、盲肠、法氏

囊，研磨处理 后 冷 冻 保 存，冻 融３次 后１０　０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ，分别取其上清液３００μＬ，一部分提取

病毒总ＲＮＡ，用 本 试 验 建 立 的 荧 光 ＲＴ－ＰＣＲ方 法

分别对各样品进行检测，观察扩增曲线。取另一部

分接种９日龄ＳＰＦ鸡胚，收集２４ｈ后死亡的鸡胚尿

囊液，分离病毒，用常规ＲＴ－ＰＣＲ方法进行检测（上

游 引 物 Ｐ３：５′－ＧＡＧＡＴＧＴＡＣＴＧＧＧＴＧＡＧＣＧＧ－
３′，下 游 引 物 Ｐ４：５′－ＧＧＴＣＴＣＡＣＡＣＴＴＣＣＣＴＴＧ－
ＣＡＧ－３′）。

２　结果

２．１　循环参数及反应体系的优化　经过多次试验

验证，得到最佳循环参数。在已确定的最佳循环参

数条件下，对反应体系从引物浓度、探针浓度进行最

优化探讨，最终确定反应体系为２０μＬ，上游引物为

２０ｐｍｏｌ，下游引物为２０ｐｍｏｌ，探针为１０ｐｍｏｌ。荧

光ＲＴ－ＰＣＲ扩增程序：９０℃３０ｓ，６１℃２０ｍｉｎ，９５℃
６０ｓ；９５℃２０ｓ，５５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，４５个循环。

２．２　标 准 曲 线　以 起 始 模 板 拷 贝 数 的 对 数 为 Ｘ
轴，Ｃｔ值为Ｙ轴作回归曲线，建立了检测鸭黄病毒

的标准曲线（图１），在较低的模板拷贝数时（５．８８×
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１０２）仍然具有很好的线性关系，线性关系式为：Ｙ＝
－３．３９　Ｘ＋４３．１８（ｒ＝０．９７３）。以Ｃｔ值３３作为临

界值，能够 检 测 出 的 基 因 拷 贝 数 为５．８８×１０２ 个。
同时阳性质控标准品在标准曲线上的数据点与曲线

拟合良好。无模板对照（Ｎｏｔｅｍｐｌａｔｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＴＣ）
没有荧光扩增曲线为阴性结果。

图１　ＲＴ－ＰＣＲ检测ＤＦＶ　ＤＮＡ的标准曲线

２．３　特异性试验　以ＤＥＣＶ－ＢＺ分 离 株 的 核 酸 为

模板进 行 荧 光ＲＴ－ＰＣＲ检 测，扩 增 曲 线 为 阳 性，以

ＤＨＶ、ＡＩＶ、ＮＤＶ、ＥＤＳＶ、ＤＰＶ、ＪＥＶ、ＳＰＦ鸡 胚 尿

囊液、健康鸭胚尿囊液、ＳＰＦ鸡成纤维细胞、健康鸭

成纤维细胞的核酸为模板进行荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测，
扩增曲线为阴性（Ｃｔ值均大于３３）（图２），扩增产物

的鉴定结果见图３。

图２　荧 光 定 量 ＲＴ－ＰＣＲ特 异 性　１．ＤＦＶ；２～７．ＤＨＶ、

ＡＩＶ、ＮＤＶ、ＤＰＶ、ＪＥＶ及阴性对照

２．４　敏感性试验结果　用此方法对梯度稀释的鸭

黄病毒所提取 的 病 毒 核 酸 进 行 检 测，最 低 限 为１．９
ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，即２０ｐｇ病毒核酸（图４）。

图３　特异性试 验 扩 增 产 物 电 泳 图　Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１～１３．分

别 为 ＤＦＶ、ＤＨＶ、ＡＩＶ （Ｈ５）、ＡＩＶ （Ｈ９）、ＮＤＶ、

ＥＤＳＶ、ＤＰＶ、ＪＥＶ、ＳＰＦ鸡 胚 尿 囊 液、健 康 鸭 胚 尿 囊

液、ＣＥＦ、ＤＥＦ、ＤＥＰＣ水

图４　ＤＦＶ荧 光 定 量ＲＴ－ＰＣＲ敏 感 性　１～８．ＤＦＶ的 核 酸

量分别为１．９×１０４、１．９×１０３、１．９×１０２、１．９×１０１、１．

９、１．９×１０－１、１．９×１０－２、１．９×１０－３　ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ

２．５　人工感染样品检测　以Ｃｔ值３３为判定限值，
从脑内接种雏鸭的心、肝、脾、肺、肾、脑、气管、胰腺、
十 二 指 肠、法 氏 囊 分 离 的 病 毒，结 果 阳 性 率 为

１００％，与病毒分离阳性符合率达１００％。对盲肠样

品 的 检 测 阳 性 率 为４０％，而 病 毒 分 离 检 测 率 为

９２．５％（表１）。

表１　人工感染样品检测结果

项目 心 肝 脾 肺 肾 脑 气管 胰腺 十二指肠 盲肠 法氏囊

Ｃｔ１ １８．１５　 １６．６９　 １８．３０　 １８．０１　 １７．４５　 １７．２４　 １７．１５　 １８．９１　 １８．８４　 ３２．０８　 １９．５４

Ｃｔ２ １７．４９　 １６．４３　 １８．１１　 １７．７２　 １７．２０　 １７．１６　 １７．０５　 １８．０２　 １９．０１　 ３２．７５　 １９．６５
Ｃｔ３ １７．３０　 １６．２７　 １７．８２　 １７．５７　 １７．１７　 １７．１０　 １６．９１　 １８．３６　 １９．１６　 ３３．２２　 ２０．２１
Ｃｔ４ １７．６６　 １６．４５　 １８．０７　 １７．８１　 １７．２６　 １７．１５　 １７．０８　 １８．４２　 １９．０６　 ３２．８６　 １９．７０
Ｃｔ５ １７．６４　 １６．４４　 １８．０５　 １７．７８　 １７．２４　 １７．１６　 １８．９８　 １８．５０　 １９．１１　 ３３．１５　 １９．７８
Ｍｅａｎ　Ｃｔ　 １７．６５　 １６．４６　 １８．０７　 １７．７８　 １７．２７　 １７．１６　 １７．３７　 １８．４４　 １９．０３　 ３２．６１　 １９．７８
ＳｔｄＤｅｖ　Ｃｔ　 ０．２８２　 ０．１３４　 ０．１５３　 ０．１４３　 ０．０９８　 ０．０４５　 ０．７９３　 ０．２８６　 ０．１１１　 ０．４５４　 ０．２３０

　　注：Ｃｔ１～Ｃｔ５ 分别为５只脑内接种雏鸭样本的Ｃｔ值
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３　讨论

建立快速、特异、敏感的鸭黄病毒诊断 方 法，是

鸭黄病毒临床诊断、防疫与检疫的迫切要求。由于

传统的ＰＣＲ技术具有不能准确定量，且操作过程中

易污染而使得假阳性率高等缺点，使其应用受到限

制［３］，实时荧 光 定 量 ＲＴ－ＰＣＲ技 术 拥 有 特 异 性 强、

灵敏度高、重复性好、定量准确、速度快、全封闭反应

等优点，现 已 成 为 了 分 子 生 物 学 研 究 中 的 重 要 工

具［４］。目前，多种ＰＣＲ技术已广泛应用于黄病毒属

特异性诊断［５－９］。

本试验利用鸭黄病毒Ｅ蛋白基因序列，设计引

物和探针，通过对退火温度、引物和探针浓度等反应

条件和反应体系的优化，成功建立了一种灵敏度高、

特异性 强、重 复 性 好 的 鸭 黄 病 毒 一 步 法 荧 光 定 量

ＲＴ－ＰＣＲ检测 方 法。本 试 验 采 用 的 是 宝 生 物 工 程

（大 连）有 限 公 司 的 Ｏｎｅ　Ｓｔｅｐ　ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴ－
ＰＣＲ　Ｋｉｔ试剂盒。与常规 的 两 步 法 相 比，本 方 法 操

作方便，荧光 定 量ＲＴ－ＰＣＲ反 应 时 直 接 以ＲＮＡ为

模板，在一个反应管内先后进行反转录和荧光定量

ＰＣＲ反应，避免了样本间的交叉污染或反复开管时

带入污染源，减少了污染的可能；也显著简化了操作

步骤，很大程度上缩短了检测时间，从ＲＮＡ提取到

结果分析只要３ｈ（两步法一般为４ｈ）。

本方法只能从含有鸭黄病毒的样本中检测出特

异性扩增荧光信号，而不与参考病毒（鸭病毒性肝炎

病毒、Ｈ５及 Ｈ９亚型禽流感病毒、新城疫病毒、腺病

毒、鸭瘟病毒、猪乙脑病毒）等病原核酸发生交叉反

应，充分证明了其检测鸭黄病毒的高度特异性。通

过敏感性试验得知用此方法对所提取的鸭黄病毒进

行检测，最低可检测出１．９ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ（２０ｐｇ）

病毒核酸。

鸭黄病毒广泛分布于病鸭体内各组织、器官，用
本试验建立 的 实 时 荧 光 定 量 ＲＴ－ＰＣＲ检 测 人 工 感

染鸭心、肝、脾、肺、肾、脑、气管、胰腺、十二指肠、法

氏囊，检测结果均为阳性，与病毒分离阳性符合率达

１００％，结果表明，鸭黄病毒的嗜性广泛，能在雏鸭的

多个脏器组织增殖。然而，盲肠扁桃体检出率仅为

４０％，具体原因还有待进一步分析。同时，试验仅检

测了攻毒后８６ｈ各组织的病毒分布，病毒在不同时

间动态分布 情 况 将 在 下 一 步 的 工 作 中 进 行 深 入 研

究。

黄病毒通过节肢动物（如蚊、蜱、白蛉等）传播，

人、家禽等被其叮咬后受感染，近年发现，黄病毒分

布越来越广泛，这可能与全球变暖有一定关系［１０－１１］。
在我国，主要的黄病毒为流行性乙型脑炎病毒、森林

脑炎病毒和登革热病毒［１２］。此次我国种 （蛋）鸭发

生产蛋骤降疫病，给我国养鸭业尤其是对种鸭和蛋

鸭业造成十分严重的经济损失［２］。鸭黄病毒实时荧

光定量ＲＴ－ＰＣＲ方法的建立，为病毒组织定位等深

入研究提供了一种手段。此方法不仅能用于养殖场

中鸭黄病毒病的快速检测，为鸭场减少损失，而且还

可以为进出口检验检疫提供可靠的检测方法，对我

国鸭黄病毒病的防控有着重要意义。
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