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　 　 摘要:　 以新发生的兔出血症病毒 ２型(ＲＨＤＶ２)ＳＣ ２０２０ / ０４株 ＶＰ６０ 基因序列为参考ꎬ设计出 １对特异性引物

和 ＴａｑＭａｎ 探针ꎬ建立了一种快速、灵敏且特异的用于检测新型病毒的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎮ 试验结果显

示:本研究建立的方法ꎬ标准曲线线性关系良好ꎬＲ２值达到 ０􀆰 ９９９ꎻ其特异性较好ꎬ与兔出血症病毒 １ 型(ＲＨＤＶ１)、
仙台病毒(ＳＶ)和轮状病毒(ＲＲＶ)病原均无交叉反应ꎻ灵敏性高ꎬ最低检出量为 １μｌ １×１０ 拷贝ꎻ且重复性良好ꎬ批内

和批间试验的变异系数平均值均小于 ２％ꎮ 临床检测结果表明ꎬ利用该方法对 １０８ 份临床病料进行检测ꎬ检出

ＲＨＤＶ２阳性样品 ７２份ꎬ检出率为 ６６􀆰 ７％ꎬ明显高于常规的 ＲＴ￣ＰＣＲ方法(６２.０％)ꎮ 结果证明ꎬ新建立的 ＴａｑＭａｎ荧
光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ方法适合于 ＲＨＤＶ２感染的特异性诊断ꎮ
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　 　 兔出血症病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬＲＨＤＶ)感染家兔可引起兔病毒性出血症(Ｒａｂ￣
ｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬＲＨＤ)ꎮ 这是一种致死率高

达 ９０％的毁灭性传染病ꎬ该病首次于 １９８４年在中国

报道ꎬ随后在全球范围内大肆传播ꎬ给世界养兔业带

来巨大的经济损失ꎮ
ＲＨＤＶ目前分为 ２ 种基因型:ＲＨＤＶ１(基因型

ＧＩ.１)和 ＲＨＤＶ２ (基因型 ＧＩ.２)ꎮ 自 １９８４ 年中国首

次报道 ＲＨＤ暴发之后的 ３０ 多年里ꎬ中国主要流行

ＲＨＤＶ１ 的 ＧＩ. １ａ 和 ＧＩ. １ｃ 基因型毒株[１￣２]ꎮ ２０１０
年ꎬ法国首次发现 ＲＨＤＶ 新的基因型 ＲＨＤＶ２ꎬ该毒

株具有独特的遗传和抗原特征[２￣３]ꎬ在欧洲、澳大利

亚和非洲等多个国家广泛传播[４￣７]ꎮ 目前ꎬ在国外

ＲＨＤＶ２具有取代 ＲＨＤＶ１ 的趋势ꎬ并且出现了高致

病性 ＲＨＤＶ２毒株ꎬ对中国兔养殖业的健康发展存

在潜在的威胁ꎮ
我们新近分离报道了一株新的 ＲＨＤＶ 毒株ꎬ该

株于 ２０２０ 年 ４ 月在中国四川省的养殖场兔子身上

采集ꎮ 经系统发育分析ꎬ该新分离株与 ＲＨＤＶ２ 在

同一分支ꎬ 与荷兰 ＮＬ２０１６ 株核苷酸序列同源性最

高( ９８􀆰 ３％ꎻＭＮ０６１４９２)ꎬ 属于 ＲＨＤＶ２ ＧＩ􀆰 ２ 基因

群ꎮ 这是在中国首次发现的 ＲＨＤＶ２ 毒株[８]ꎬ我们

将 该 分 离 株 命 名 为 ＳＣ２０２０ / ０４ ( 登 陆 号:
ＭＴ３８３７４９)ꎮ 在 致 病 性 方 面ꎬ 与 ＲＨＤＶ１ 相 比ꎬ
ＲＨＤＶ２更具危害性ꎬ不仅能够感染不同日龄的家

兔ꎬ还能感染不同种的野兔ꎬ感染兔病死率可达

８０％ꎮ 在 遗 传 特 性 及 抗 原 性 方 面ꎬ ＲＨＤＶ２ 与

ＲＨＤＶ１也存在较大差异ꎮ 兔病毒性出血症 １ 型疫

苗对 ＲＨＤＶ２ 的交叉保护较差ꎬ不能有效抵抗

ＲＨＤＶ２ 的感染[９]ꎮ 可以预测ꎬＲＨＤＶ２ 倘若在中国

流行ꎬ将会给兔养殖业带来灾难性的危害ꎮ
ＲＨＤＶ２与 ＲＨＤＶ１感染引起的家兔临床症状极

为相似ꎬ所以通过临床症状难以进行鉴别诊断ꎬ需要

分子生物学检测手段进行诊断ꎮ 目前通过实验室检

测发现已有的用于检测 ＲＨＤＶ１ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ、胶体金

试纸条和 ＥＬＩＳＡ 等方法并不适用于 ＲＨＤＶ２ 的特异

性检测ꎮ 因此急需建立一种快速有效的诊断方法持

续监测临床发病情况ꎮ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法通过

荧光信号的积累实时监测整个 ＰＣＲ过程ꎬ具有高效、
特异和灵敏等特点ꎬ在临床疾病的诊断方面广泛应

用ꎮ 而已报道的基于国外 ＲＨＤＶ２流行毒株建立的实

时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ方法ꎬ能否用于对国内流行毒株

的检测还有待于进一步确认[１０￣１２]ꎮ 本研究选取中国

２０２０年 ４ 月分离的四川株 ＳＣ２０２０ / ０４ ＶＰ６０ 基因序

列ꎬ通过分析设计一组引物和探针ꎬ旨在建立一种可

检测 ＲＨＤＶ２的 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 病毒株与样品　 兔出血症病毒 ２ 型 ＳＣ２０２０ /
０４分离株(ＲＨＤＶ２)、兔出血症病毒 １ 型 ＧＩ.１ａ 和

ＧＩ.１ｃ 株 ( ＲＨＤＶ１)、仙台病毒 ( ＳＶ)和轮状病毒

(ＲＲＶ)ｃＤＮＡ由本实验室保存ꎮ 临床待检样品为来

自全国多地养兔场送检的病死兔肝脏ꎮ
１.１. ２ 　 主要试剂 　 ｐＭＤ１９￣Ｔ、２× Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ(病毒 ＲＮＡ 提取

试剂)均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ Ｈｉｓｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ＲＴ Ｓｕｐｅｒ￣
Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (反转录试剂)、Ａｃｅ ＵｎｉｖｅｒｓａｌＵ＋ ｐｒｏｂｅ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｖ２(探针法荧光定量试剂盒)均为诺唯

赞生物有限公司产品ꎮ
１.１.３　 主要仪器设备　 普通 ＰＣＲ 扩增仪ꎬ购自 Ｅｐ￣
ｐｅｎｄｏｒｆ公司ꎮ 凝胶成相仪ꎬ购自 Ｔａｎｏｎ公司ꎮ Ｑ￣ｏｎｅ
Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ仪ꎬ购自 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 引物和探针　 根据 ＲＨＤＶ２ 分离株 ＳＣ２０２０ /
０４ (ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ. ＭＴ３８３７４９)中保守 ＶＰ６０ 基因序

列ꎬ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３.０. １ 软件设计荧光定量

ＲＴ￣ＰＣＲ 引物和探针ꎬ 上游引物为 ５′￣ＣＧＧＴＴＴＧＣ￣
ＣＧＣＣＡＴＴＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′ ￣ＣＣＡＡＡＧＣＴＣＡＡＧ￣
ＣＡＣＧＴＴＴＧ￣３′ꎬ ＴａｑＭａｎ 探 针 序 列 为 ５′ ￣ＦＡＭ￣
ＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＴＣ￣ＢＨＱ１￣３′ꎬ 引

物和探针由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成ꎮ 使用无菌水将引物和探针稀释至 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ
－２０ ℃保存备用ꎮ
１.２.２　 标准质粒制备　 用 ＲＨＤＶ２ 分离株 ＳＣ２０２０ /
０４ ＶＰ６０ 基因全长引物克隆目的基因ꎬ 将扩增到的

ＶＰ６０ 基因序列连接到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ筛选并测

序后获得阳性 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＳＣ２０２０￣ＶＰ６０ 重组质粒ꎮ
将重组质粒用 Ｎａｎｏ ｄｒｏｐ 进行浓度测定并计算拷贝

数ꎬ用去离子水将重组质粒稀释成 １ μｌ １×１０３拷贝~
１×１０８拷贝ꎬ 作为模板标准品ꎮ
１.２.３　 标准曲线的建立　 ２０ μｌ 反应体系:采用 Ａｃｅ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｕ＋ ｐｒｏｂｅ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｖ２试剂盒ꎬ２×Ａｃｅ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓａｌ Ｕ＋ ｐｒｏｂｅ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｖ２ １０􀆰 ０ μｌ ꎬ上、下游引物
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(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ４ μｌꎬ探针 ０􀆰 ２ μｌꎬ标准品质粒 ２􀆰 ０
μｌꎬＤＥＰＣ水 ７􀆰 ０ μｌꎮ 反应条件为:３７ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃
５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４５ 个循环ꎬ使用 Ｑ￣Ｏｎｅ
Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 进行检测ꎬ并生成标准曲线ꎮ
１.２.４　 特异性试验　 将 １ μｌ １×１０６拷贝的标准品质

粒作为阳性对照模板ꎬ以兔出血症病毒 １ 型 ＧＩ.１ａ
株和 ＧＩ.１ｃ 株(ＲＨＤＶ１)、轮状病毒(ＲＲＶ)、仙台病

毒(ＳＶ)的 ｃＤＮＡ为检测模板ꎬ将水作为模板设立阴

性对照ꎬ进行特异性试验ꎮ
１.２.５　 敏感性试验　 １０倍倍比稀释质粒标准品ꎬ选取 ８
个不同的梯度(１ μｌ １×１０１ ~１×１０８拷贝)ꎬ取 ２ μｌ 作为

模板进行敏感性试验ꎬ以水为阴性对照ꎮ
１.２.６　 重复性试验　 选取 １ μｌ １×１０４ ~ １×１０８拷贝

稀释度的质粒标准品为模板ꎬ进行 ３批重复性试验ꎬ
批次内设 ３个重复ꎮ 通过计算变异系数来评价建立

方法的稳定性ꎮ
１.２.７　 临床样品检测　 用建立的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＲＴ￣ＰＣＲ方法检测临床疑似 ＲＨＤＶ２ 感染的家兔肝

脏组织病料 １０８份ꎮ

２　 结 果

２.１　 质粒标准品的构建

利用 ＲＨＤＶ２分离株 ＳＣ２０２０ / ０４ ＶＰ６０ 全长的引

物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ用实验室储存的 ＲＨＤＶ２￣ ＳＣ２０２０
ｃＤＮＡ为模板ꎬ将扩增得到的目的片段克隆到 ｐＭＤ１９￣
Ｔ载体上ꎬ构建 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＳＣ２０２０￣ＶＰ６０ 质粒ꎮ 经过测

序鉴定ꎬ获得阳性质粒ꎮ 测定 ＤＮＡ 浓度ꎬ计算拷贝

数ꎬ１０倍倍比稀释ꎬ梯度为 １ μｌ １×１０３ ~１×１０８拷贝ꎬ将
其作为荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ的标准品ꎮ
２.２　 标准曲线的绘制

利用优化的反应条件和反应体系对质粒标准品

进行扩增ꎬ当质粒标准品含量在 １ μｌ １×１０３ ~ １×１０８

拷贝时ꎬ获得较好的扩增动力学曲线ꎬ如图 １ 所示ꎬ
标准曲线斜率为－３.０７２ꎬ截距为 １０􀆰 ７２ ꎬＲ２为 ０􀆰 ９９９ꎬ
扩增效率为 １１１􀆰 ６％ꎬ即标准曲线 Ｙ＝ －３.０７２ ｘ＋
１０􀆰 ７２ ꎮ

１~６分别为 １ μｌ １×１０３ ~１×１０８拷贝的标准质粒ꎮ
图 １　 ＲＨＤＶ２ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 扩增曲线(Ａ)和标准曲线(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ(Ａ) ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ (Ｂ)ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

２.３　 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的特异性

以 １ μｌ １×１０６拷贝标准质粒作为模板设阳性对

照ꎬ保存的 ＲＨＤＶ１(ＧＩ.１ａ株和 ＧＩ.１ｃ 株)、仙台病毒

(ＳＶ)和轮状病毒(ＲＲＶ)ｃＤＮＡ 为模板ꎬ检测所建立

的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的特异性ꎮ 如图

２所示ꎬＲＨＤＶ２ ｃＤＮＡ组出现特异性扩增曲线ꎬ而其

他病毒 ｃＤＮＡ样品检测结果均为阴性ꎬ说明本试验

设计的引物和探针以及建立的检测方法特异性较

好ꎮ
２.４　 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的敏感性

对标准品质粒进行 １０倍梯度稀释ꎬ使其含量依

次为 １ μｌ １×１０１ ~１×１０８拷贝ꎮ 选取该梯度的标准品

质粒进行敏感性试验ꎮ 试验测得最低检出量为 １ μｌ

１０ 拷贝(图 ３)ꎬ对应 Ｃｔ 值约为 ３１􀆰 ７９ꎬ敏感度约为

常规 ＲＴ￣ＰＣＲ方法的 １００倍ꎮ

图 ２　 ＲＨＤＶ２ ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 特异性分析

Ｆｉｇ.２ 　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａｑＭａｎ￣ｂａｓｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ (ＲＨＤＶ２)
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Ａ:荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ扩增曲线ꎬ１~１２为 １０倍梯度稀释的标准质粒ꎬ含量依次为 １ μｌ １×１０－３ ~ １×１０８拷贝ꎻ Ｂ:常规 ＲＴ￣ＰＣＲ扩增结果ꎬ１~ ８

为 １０倍梯度稀释的标准质粒ꎬ含量依次为 １ μｌ １×１０１ ~１×１０８拷贝ꎬ９为水ꎬＭ为 ＤＮＡ分子量标准(ＤＬ２０００)ꎮ
图 ３　 ＲＨＤＶ２ ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 敏感性分析

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴａｑＭａｎ￣ｂａｓｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＨＤＶ２

２.５　 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的重复性

选取含量为 １ μｌ １×１０４ ~１×１０８拷贝的质粒标准

品进行重复性试验ꎬ结果如表 １所示ꎬ组内变异系数

为０.２３％~ ０􀆰 ６５％ꎬ组间变异系数为０.６７％~ １􀆰 ５７％ꎬ
说明本试验建立的方法稳定性良好ꎮ

表 １　 ＲＨＤＶ２ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 重复性分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＨＤＶ２

模板拷贝数
(拷贝ꎬ１ μｌ)

组内

Ｃｔ 平均数 Ｃｔ 标准差 变异系数(％)

组间

Ｃｔ 平均数 Ｃｔ 标准差 变异系数(％)

１×１０８ １０.８８ ０.０７ ０.６５ １０.７３ ０.１５ １.３４

１×１０７ １３.９８ ０.０５ ０.３７ １３.８２ ０.１５ １.０６

１×１０６ １６.２７ ０.０９ ０.５３ １６.５０ ０.２４ １.４９

１×１０５ １９.８６ ０.１０ ０.５０ １９.７４ ０.３１ １.５７

１×１０４ ２３.２５ ０.０５ ０.２３ ２３.１６ ０.１６ ０.６７

２.６　 临床病料检测

利用已建立的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 和常

规 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法分别对 ２０２０ 年 ４ 月至 ２０２０ 年 １１
月份之间所接收的全国不同兔场疑似 ＲＨＤＶ２ 感染

的 １０８份临床样品进行检测ꎮ 结果表明ꎬ常规 ＲＴ￣
ＰＣＲ方法检测出 ＲＨＤＶ２阳性样品 ６７ 份ꎬ检出率为

６２􀆰 ０％ꎻＴａｑＭａｎ 荧光 定 量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方 法 检 测 出

ＲＨＤＶ２阳性样品 ７２份ꎬ检出率为 ６６􀆰 ７％ꎬ经核苷酸

序列测定ꎬ所有阳性样品与 ＲＨＤＶ２ 的同源性达

９９􀆰 ４％以上ꎬ表明 ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ方法检

测临床样品更加敏感ꎮ

３　 讨 论

自 ２０２０年 ４月 ＲＨＤＶ２ 被报道以来ꎬ本实验室

陆续收到全国各地疑似 ＲＨＤＶ２ 感染的临床样品

１０８份ꎬＲＨＤＶ２ 的阳性检出率高达 ６６􀆰 ７％ꎬ充分显

示出 ＲＨＤＶ２在中国兔场已形成流行态势ꎬ这将给

家兔养殖产业带来严重的威胁ꎮ 但是ꎬ目前中国已

建立的用于检测 ＲＨＤＶ１型的诊断方法ꎬ如 ＲＴ￣ＰＣＲ
方法[１３]和胶体金免疫层析试纸条[１４]无法应用ꎮ 因

此ꎬ急需建立一种快速、高效和敏感的检测方法来监

测和防控 ＲＨＤＶ２的发生ꎮ
与常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法相比ꎬ实时荧光定量 ＲＴ￣

ＰＣＲ技术更加便捷和灵敏ꎬ能够进行高通量和精准

的定量[１５￣１６]ꎮ 在实时荧光定量 ＰＣＲ 中常使用的荧

光标记染料有 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 和 ＴａｑＭａｎ 探针两种ꎬ
其中 ＴａｑＭａｎ探针法是根据病毒序列特异设计的ꎬ
所以 ＴａｑＭａｎ 探针能靶向目的基因ꎬ在准确性和灵

敏度方面明显优于 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ法ꎬ可以精准检测

病原[１７]ꎮ 目前已建立的针对 ＲＨＤＶ２的诊断方法有

ＲＴ￣ＰＣＲ和基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲꎮ
针对 ＲＨＤＶ２ 保守的 ＶＰ６０ 基因ꎬ本试验应用软

件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ设计了引物和探针ꎬ通过试验筛选

引物和探针优化反应条件ꎬ成功建立了 ＲＨＤＶ２ 的
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ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎮ 通过绘制标准曲

线和线性回归分析ꎬ可见线性关系良好 (Ｒ２达到

０􀆰 ９９９)ꎻ利用建立的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方

法检测 ＲＨＤＶ２时ꎬ与 ＲＨＤＶ１、ＳＶ和 ＲＲＶ等均无交

叉反应ꎬ说明该方法具有良好的特异性ꎻ灵敏度能够

达到 １ μｌ １０ 拷贝ꎬ比常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 灵敏 １００ 倍ꎬ说
明该方法灵敏度高ꎮ 通过对 １０８份临床样本进行检

测ꎬ发现建立的方法阳性检出率为 ６６􀆰 ７ ％ꎬ高于常

规 ＲＴ￣ＰＣＲ方法的阳性检出率ꎬ说明该方法具有较

高的灵敏性ꎮ 重复试验结果表明ꎬ批间和批内试验

变异系数均小于 ２％ꎬ说明该方法有良好的重复性ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立了基于 ＶＰ６０ 基因的

ＴａｑＭａｎ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＲＨＤＶ２ 的方法ꎬ此
方法具有特异性强和敏感度高等优点ꎮ 在临床疾病

诊断中ꎬ可为 ＲＨＤＶ２ 早期流行的监测和病原的诊

断定量ꎬ提供一种快速、简便、有效的检测方法ꎮ
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