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　 　 摘要:　 兔出血症病毒(ＲＨＤＶ)引起的兔出血症是一种急性、高度致死性传染病ꎬ对养兔业造成严重危害ꎮ 本

研究基于 ＲＨＤＶ 衣壳蛋白(ＶＰ６０)基因序列设计引物和 ＴａｑＭａｎ 探针ꎬ建立可同时检测 ＲＨＤＶ１ 和 ＲＨＤＶ２ 两种毒株

的双重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测体系ꎮ 反应体系:２× Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ １０􀆰 ０ μＬꎬ上下游引物 (１０
μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ６ μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ (５０×) ０􀆰 ４ μＬꎬ两种荧光探针(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ８ μＬꎬ待测样本 ２􀆰 ０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ４􀆰 ８ μＬꎮ 反应程序:４２ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 试验结果表明ꎬ该体系特异性

强ꎬ与轮状病毒、兔多杀性巴氏杆菌、兔支气管败血波氏菌、绿脓杆菌、沙门氏菌无交叉反应ꎻ灵敏度高ꎬ最低检测限

为 １ μＬ １００ 拷贝ꎮ 通过组内重复和组间重复进行重复性分析ꎬＣｔ 值变异系数为０􀆰 ２％~２􀆰 ９％ꎬ表明该体系稳定性较

好ꎮ 使用该体系对 １１２ 份临床样本(６０ 份肝脏组织、５２ 份鼻肛拭子)进行检测ꎬＲＨＤＶ 总检出率为 ６９％ꎬ而常规 ＲＴ￣
ＰＣＲ 体系的检出率仅为 ５１％ꎮ 本研究建立的双重荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法具有高灵敏度、强特异性和良好的重复

性ꎬ可为 ＲＨＤＶ 的临床快速诊断及定量分析提供可靠技术支持ꎮ
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ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓｅｓ ＲＨＤＶ１ ａｎｄ
ＲＨＤＶ２
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉ￣
ｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｇｕｏｔａｉ (Ｔａｉｚｈｏｕ) Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓꎬ Ｔａｉｚｈｏｕ ２２５３００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ (ＲＨＤ) ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ (ＲＨＤＶ) ｉｓ ａｎ ａｃｕｔｅ
ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｌｅｔｈａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈａｔ ｐｏｓｅｓ ａ ｓｅｒｉｏｕｓ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｉｎｄｕｓｔｒｙ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ

ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ＶＰ６０) ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＨＤＶ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｄｕａｌ
ＴａｑＭａｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｂｏｔｈ ＲＨＤＶ１ ａｎｄ ＲＨＤＶ２ ｓｔｒａｉｎｓ.
Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｃｌｕｄｅｄ １０􀆰 ０ μＬ ｏｆ ２×Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣
ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲꎬ ０􀆰 ６ μＬ ｏｆ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ (１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
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０.６ μＬ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ０.４ μＬ ｏｆ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ (５０×)ꎬ ０.８ μＬ ｏｆ ｅａｃｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ (１０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ２􀆰 ０ μＬ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅꎬ ａｎｄ ４.８ μＬ ｄｄＨ２Ｏ. Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｗａｓ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ４２ ℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎꎬ ９５ ℃ ｆｏｒ
１０ ｓꎬ ９５ ℃ ｆｏｒ ５ ｓꎬ ６０ ℃ ｆｏｒ ３０ ｓꎬ ａｎｄ ４０ ｃｙｃｌｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｎｏ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃ￣
ｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｒｏｔａｖｉｒｕｓꎬ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａꎬ Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａꎬ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａꎬ ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｐ.ꎬ ａｎｄ
ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ａ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ １００ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒ. Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｔｒａ￣ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ０.２％ ａｎｄ ２.９％ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｇｏｏｄ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ. Ｗｈｅｎ ｔｅｓｔｉｎｇ １１２ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ (６０ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ５２ ｎａｓａｌ ａｎｄ ａｎａｌ ｓｗａｂｓ) ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｓｙｓｔｅｍꎬ
ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＲＨＤＶ ｒｅａｃｈｅｄ ６９％ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｏｎｌｙ
５１％. Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｒｅ￣
ｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＨＤＶ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎻ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲꎻ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ

　 　 兔病毒性出血症(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＲＨＤ)ꎬ又称兔出血症或兔瘟ꎬ是由兔出血症病毒

(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＲＨＤＶ)引起的一

种急性、高度接触传染性、致死性疾病ꎬ主要感染家

兔和野兔[１]ꎮ ＲＨＤＶ 属于杯状病毒科兔病毒属成

员ꎬ目前有 ＧＩ.１ 和 ＧＩ.２ 两种基因型ꎮ 该病毒基因组

为 ７. ４ ｋｂ 的正链 ＲＮＡꎬ 包含 ２ 个开放阅读框

(ＯＲＦ)ꎮ ＯＲＦ１ 编码 １ 个多蛋白ꎬ该多蛋白可被切割

成衣壳蛋白(ＶＰ６０)和 ７ 个非结构蛋白ꎬＯＲＦ２ 编码

次要结构蛋白 (ＶＰ１０) [２￣３]ꎮ ＲＨＤＶ 于 １９８４ 年在中

国首次被报道[４]ꎬ随后迅速传播至全球ꎮ 截至 ２０１０
年ꎬ中国主要流行的 ＲＨＤＶ１ 毒株为 ＧＩ.１ 基因型ꎬ
ＧＩ.１ 基因型可分为 ＧＩ.１ａ 亚型和 ＧＩ.１ｃ 亚型ꎮ ２０１０
年ꎬ在欧洲首次发现 ＲＨＤＶ２ꎬ该毒株属于 ＧＩ.２ 基因

型ꎬ在系统发育和抗原性方面与 ＧＩ.１ 基因型存在差

异[５￣７]ꎮ ２０２０ 年之前ꎬ中国仅流行 ＲＨＤＶ１ 毒株ꎬ
２０２０ 年首次发现 ＲＨＤＶ２ 毒株[８]ꎮ 由于 ＲＨＤＶ１ 疫

苗对 ＲＨＤＶ２ 的交叉保护作用有限ꎬ导致 ＲＨＤＶ２ 在

全国范围内迅速传播ꎮ 目前ꎬＲＨＤＶ１ 和 ＲＨＤＶ２ 均

在中国流行[９￣１４]ꎮ
ＲＨＤ 潜伏期为１~ ３ ｄꎬ临床主要表现为神经症

状、呼吸道症状、精神沉郁和食欲减退ꎬ病兔常在体

温升高后１２~ ３６ ｈ 死亡ꎮ ＲＨＤＶ１ 仅感染家兔ꎬ４~ ６
周龄仔兔多呈亚临床症状ꎬ２ 月龄以上的家兔易出

现明显的临床症状ꎮ ＲＨＤＶ２ 不仅可感染家兔ꎬ还能

跨物种感染野兔以及地中海田鼠等啮齿类动物ꎮ 感

染 ＲＨＤＶ２ 的１０~ １５ 日龄幼龄家兔也会出现明显的

临床症状ꎮ ２ 种基因型 ＲＨＤＶ 引起的特征性病理变

化均为坏死性肝炎[１５]ꎮ 值得注意的是ꎬ研究发现

ＲＨＤＶ２ 在野外环境中已逐渐取代 ＲＨＤＶ１[１６]ꎬ 这为

ＲＨＤＶ 防治带来了新的挑战ꎮ

目前针对 ＲＨＤＶ１ 已建立多种诊断方法ꎬ如抗原

捕获夹心 ＥＬＩＳＡ、逆转录 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)、实时定量

ＲＴ￣ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)和免疫电镜等[１７￣１８]ꎮ 随着 ＲＨＤ２
暴发流行ꎬ亟需建立能区分 ２ 种基因型的诊断方法ꎮ
虽然 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 具有高敏感性和特异性ꎬ但现有方法

步骤较多且无法同时检测 ２ 种基因型毒株ꎮ 为此ꎬ本
研究拟通过分析 ＲＨＤＶ１ 和 ＲＨＤＶ２ 的 ＶＰ６０ 基因序

列ꎬ设计特异性引物和探针ꎬ建立一步法双重 ＴａｑＭａｎ
探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系ꎬ旨在为兔出血症病毒的

防治和流行病学研究提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒样本

轮状病毒、兔多杀性巴氏杆菌、兔支气管败血波

氏菌、绿脓杆菌、沙门氏菌、兔出血症病毒 １ 型、兔出

血症病毒 ２ 型 ｃＤＮＡ 均由本实验室－８０ ℃ 保存备

用ꎮ 临床样本为 ２０２２ 年采集自山东、河南、四川、安
徽和江苏等地兔场的疑似感染 ＲＨＤＶ 的家兔肝脏

组织ꎬ以及本实验室保存的鼻肛拭子样本ꎮ 重组质

粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１、ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ 由本实验室

构建ꎬ分别含有 ＲＨＤＶ１ ＶＰ６０ 基因和 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０
基因ꎮ
１.２　 试剂与仪器

ＲＮＡ 提取试剂 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试

剂盒 Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ ( Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ ＰＣＲ 仪为杭州博日

科技有限公司产品ꎮ 紫外凝胶成像系统为伯乐生命

医学产品有限公司产品ꎮ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ １ 荧光定量

ＰＣＲ 仪为美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ￣ｓｙｓｔｅｍｓ 公司产品ꎮ
１.３　 引物设计

采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 测定重组质粒浓度并计算拷贝
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数ꎬ用 ｄｄＨ２ Ｏ 将重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ ( ６１􀆰 ８
ｎｇ / μＬ)和 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２(７５􀆰 ５ ｎｇ / μＬ)分别稀释

至 １ μＬ １×１０１０拷贝ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ选取

保守区域设计引物和探针ꎬ所有引物和探针均由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ 引物和探

针序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物与 ＴａｑＭａｎ 探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

名称　 　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 　

ＲＨＤＶ￣Ｆ ＣＧＧＴＴＴＧＣＣＧＭＣＡＴＴＧ

ＲＨＤＶ￣Ｒ ＣＣＡＡＡＲＣＴＳＡＡＧＣＡＣＧＴＴＫＧ

ＲＨＤＶ１￣Ｏ￣Ｐｒｏｂｅ ＶＩＣ￣ＡＧＴＧＣＡＡＧＴＴＡＴＴＣＴＧＧＳＡＡＣＡＡＣＴＣ￣ＢＨＱ１

ＲＨＤＶ２￣Ｃ￣Ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ￣ＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＴＣ￣ＢＨＱ１
ＶＩＣ 和 ＦＡＭ 均为荧光染料ꎬＢＨＱ１ 为荧光淬灭基团ꎮ

１.４　 反应体系优化

按照 Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ 说明

书ꎬ采用 ２０ μＬ 体系以及表 １ 中的引物和探针扩增

质粒标准品ꎮ 通过优化引物浓度(０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２
μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ３ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ４ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ８
μｍｏｌ / Ｌ和 １􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)、探针浓度(０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２
μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ３ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ４ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ μｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ８
μｍｏｌ / Ｌ和 １􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)、退火温度(５５ ℃、６０ ℃ 和

６５ ℃)等参数ꎬ建立最佳双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量

ＲＴ￣ＰＣＲ 体系ꎮ
１.５　 标准曲线的建立

将 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ 质粒(１ μＬ １×１０１０拷贝)和
ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ 质粒(１ μＬ １×１０１０拷贝)等体积混

合ꎮ 将混合质粒 １０ 倍梯度稀释为 １ μＬ １×１０８ ~ １×
１０４拷贝ꎬ分别使用双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 体系进行扩增ꎬ使用 Ｑｕａｎｔ ＳｔｕｄｉｏＴＭ Ｄｅｓｉｇｎ ＆
Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 生成标准曲线ꎮ
１.６　 特异性试验

分别使用双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
体系扩增兔支气管败血波氏菌、沙门氏菌、绿脓杆

菌、兔多杀性巴氏杆菌、轮状病毒的 ｃＤＮＡ 以及

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１(１ μＬ １×１０８)和 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２
(１ μＬ １×１０８)等体积混合质粒ꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 为对照ꎬ
进行特异性检测ꎮ
１.７　 敏感性试验

将 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ 质粒(１ μＬ １×１０１０拷贝)和

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ 质粒(１ μＬ １×１０１０拷贝)等体积混

合ꎮ 将混合质粒 １０ 倍梯度稀释为 １ μＬ １×１０８ ~ １×
１０１拷贝ꎬ分别使用双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 体系进行扩增ꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 为对照ꎬ进行敏感性

检测ꎮ 同时按照«兔出血症诊断技术» (ＮＹ / Ｔ ５７２－
２０２３)中常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系扩增质粒ꎮ
１.８　 重复性试验

将 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ 质粒(１ μＬ １×１０１０拷贝)和
ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ 质粒(１ μＬ １×１０１０拷贝)等体积混

合ꎮ 将混合质粒 １０ 倍梯度稀释为 １ μＬ １×１０６拷贝、
１×１０５拷贝和１×１０４拷贝ꎬ分别使用双重 ＴａｑＭａｎ 探

针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系进行扩增ꎬ并进行组内重

复检测和组间重复检测(各 ３ 次重复)ꎮ 以 Ｃｔ 值的

变异系数评估该方法的重复性ꎮ
１.９　 临床样本的检测

使用双重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系和常

规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系分别对 １１２ 份临床样本(６０ 份肝脏

组织和 ５２ 份鼻肛拭子)进行检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系

本研究对引物浓度、探针浓度、退火温度等参数

进行优化ꎬ最终建立 ２０ μＬ 双重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＲＴ￣ＰＣＲ 体系:２×Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ １０􀆰 ０
μＬꎬ上下游引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ６ μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ ( ５０ ×) ０􀆰 ４ μＬꎬ两种荧光探针 ( １０
μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ８ μＬꎬ待测样本 ２􀆰 ０ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ ４􀆰 ８
μＬꎮ 反应程序设定为:４２ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ９５ ℃
５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
２.２　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系标

准曲线

　 　 如图 １ 所示ꎬＲＨＤＶ１ 荧光强度与质粒拷贝数的

标准曲线方程为Ｙ＝ －３.３２３ １ｌｇｘ＋１４􀆰 １６８ꎬ相关系数

(ｒ)＝ ０􀆰 ９９９ꎬ扩增效率为 ９９􀆰 ９４％ꎻＲＨＤＶ２ 荧光强度与

质粒拷贝数的标准曲线方程为 Ｙ＝ －３.３０１ １ｌｇｘ＋
１３􀆰 ５３６ꎬ相关系数( ｒ)＝ ０􀆰 ９９９ꎬ扩增效率为 １００􀆰 ８８％ꎮ
荧光强度与质粒拷贝数之间呈现出良好的线性关系ꎬ
表明本研究建立的双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 体系可靠ꎬ能够满足定量分析的要求ꎮ
２.３　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的

特异性检验

　 　 利用本研究建立的双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量

９３９陈萌萌等:兔出血症病毒 ＲＨＤＶ１ 和 ＲＨＤＶ２ 一步法双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的建立和应用



ＲＴ￣ＰＣＲ 体系分别对兔支气管败血波氏菌、兔多杀

性巴氏杆菌、沙门氏菌、绿脓杆菌、轮状病毒的 ｃＤ￣
ＮＡ 以及 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ 和 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ 混合

质粒进行检测ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ仅 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１
和 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ 扩增产生特异性扩增曲线ꎬ表
明本研究构建的方法特异性较好ꎮ

Ａ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ꎻＢ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ꎮ Ｒｎ:均一化报告基团ꎮ
图 １　 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１、ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２质粒的扩增曲线(Ａ)和标准曲线(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ (Ｂ) ｏｆ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ ａｎｄ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ ｐｌａｓｍｉｄｓ

Ａ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ꎻＢ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ꎻＣ:兔多杀性巴氏杆菌ꎻ
Ｄ:兔支气管败血波氏菌ꎻＥ:沙门氏菌ꎻＦ:绿脓杆菌ꎻＧ:轮状病

毒ꎻＨ:ｄｄＨ２Ｏ 对照ꎮ Ｒｎ:均一化报告基团ꎮ

图 ２　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的扩增曲线

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕａｌ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ

２.４　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的

敏感性检验

　 　 如图 ３ 所示ꎬ本研究建立的双重 ＴａｑＭａｎ 探针

荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系最低检测限为 １ μＬ １×１０２拷

贝ꎮ 常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系对质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ 的

最低检测限为 １ μＬ １×１０４ 拷贝ꎬ对质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣
ＶＰ６０￣２ 的最低检测限为 １ μＬ １× １０３ 拷贝ꎮ 双重

ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的灵敏度为常

规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的１０~１００ 倍ꎮ
２.５　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的

重复性分析

　 　 根据双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量ＲＴ￣ＰＣＲ 体系得

到的 Ｃｔ 值ꎬ计算其变异系数ꎮ 如表 ２ 所示ꎬ组内重复

和组间重复的变异系数均小于 ３％ꎬ表明建立的双重

ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系稳定性较好ꎮ

Ａ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ꎻＢ:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ꎻＭ:ＤＮＡ 分子量标准ꎻ１~８:１ μＬ １×１０８拷贝~１×１０１拷贝ꎻＮ:ｄｄＨ２Ｏ 对照ꎮ Ｒｎ:均一化报告基团ꎮ

图 ３　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系(Ａ)与常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系(Ｂ)的敏感性检验

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｕａｌ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ (Ｂ)
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表 ２　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系的重复性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕａｌ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ

质粒
质粒含量

(拷贝ꎬ１ μＬ)
组内重复

Ｃｔ 值 变异系数(％)

组间重复

Ｃｔ 值 变异系数(％)

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣１ １×１０６ ２６.６９±０.１５７ ０.６０ ２６.６６±０.４４５ １.７０

１×１０５ ２８.８６±０.１０７ ０.４０ ２８.６８±０.３７３ １.３０

１×１０４ ３２.３２±０.３０８ １.００ ３２.２８±０.１８１ ０.６０

ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＶＰ６０￣２ １×１０６ ２５.３７±０.０６２ ０.２０ ２４.８３±０.７１４ ２.９０

１×１０５ ２７.７２±０.１９０ ０.７０ ２７.２６±０.１０８ ０.４０

１×１０４ ３１.６８±０.３３５ １.１０ ３１.９８±０.３８１ １.２０
Ｃｔ 值:循环数ꎮ

２.６　 临床样本检测

利用已建立的双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 体系和常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系分别对 ６０ 份肝脏组

织和 ５２ 份鼻肛拭子进行检测ꎮ 如表 ３ 所示ꎬ利用本

研究建立的双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体

系检出 １６ 份感染 ＲＨＤＶ１ 的肝脏组织、２７ 份感染

ＲＨＤＶ２ 的肝脏组织、２ 份 ＲＨＤＶ１、ＲＨＤＶ２ 混合感染

的肝脏组织、３ 份携带 ＲＨＤＶ１ 的鼻肛拭子、２９ 份携

带 ＲＨＤＶ２ 的鼻肛拭子ꎬ检出率为 ６９％ꎻ用常规 ＲＴ￣
ＰＣＲ 体系检出 １４ 份感染 ＲＨＤＶ１ 的肝脏组织、２３ 份

感染 ＲＨＤＶ２ 的肝脏组织、２０ 份携带 ＲＨＤＶ２ 的鼻肛

拭子ꎬ检出率为 ５１％ꎮ 表明本研究建立的双重 Ｔａｑ￣
Ｍａｎ 探针荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系优于常规 ＲＴ￣ＰＣＲ
体系ꎮ

表 ３　 临床样本检测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

感染类型

双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光
定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系

肝脏组织 鼻肛拭子

常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系

肝脏组织 鼻肛拭子

ＲＨＤＶ１ 感染 １６ ３ １４ ０

ＲＨＤＶ２ 感染 ２７ ２９ ２３ ２０

混合感染 ２ ０ ０ ０
ＲＨＤＶ１:兔出血症病毒毒株 １ꎻＲＨＤＶ２:兔出血症病毒毒株 ２ꎮ

３　 讨论与结论

兔出血症病毒(ＲＨＤＶ)引起的兔出血症是家兔

的重要传染病ꎮ ＲＨＤＶ２ 在法国被首次发现ꎬ并迅速

在欧洲蔓延ꎬ目前已传播至澳大利亚、非洲、北美和

亚洲[１９￣２１]ꎮ ＲＨＤＶ２ 具有与 ＲＨＤＶ１ 相似的高致病

性ꎬ其快速传播能力和高致死率引起了广泛关

注[２２]ꎮ

目前ꎬ传统组织灭活疫苗对 ＲＨＤＶ２ 感染的保

护效果有限ꎬ缺乏有效的交叉保护ꎮ ＲＨＤＶ２ 在中国

兔场广泛流行ꎬ给养兔业造成严重损失ꎮ 目前已经

建立了多种诊断 ＲＨＤ１ 和 ＲＨＤ２ 的方法ꎬ如病毒分

离、ＲＴ￣ＰＣＲ[２３]、实时 ＲＴ￣ＰＣＲ[２４￣２６]、ＥＬＩＳＡ 等方法ꎮ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 或 ＴａｑＭａｎ 能够产生特异性荧光信号ꎬ
且其灵敏度较高ꎬ已被广泛用于病毒检测[２２ꎬ２７]ꎮ 本

研究基于 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 设计引物和探针ꎬ通过优化

反应条件和体系ꎬ建立双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测体系: ２× Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ
１０􀆰 ０ μＬꎬ上下游引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０.６ μＬꎬＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＤｙｅⅡ (５０×) ０􀆰 ４ μＬꎬ两种荧光探针(１０
μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ８ μＬꎬ待测样本 ２􀆰 ０ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ ４􀆰 ８
μＬꎮ 反应程序设定为:４２ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ９５ ℃
５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 该体系对 ＲＨＤＶ１ 和

ＲＨＤＶ２ 具有高度特异性ꎬ检测灵敏度达到 １ μＬ １００
拷贝ꎬ是常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系灵敏度的１０~１００ 倍ꎮ 重

复性试验结果表明ꎬＣｔ 值变异系数为０.２％~ ２􀆰 ９％ꎬ
表明该方法稳定性较好ꎮ

与现有检测技术相比ꎬ本研究采用一步法直接

检测样本 ＲＮＡꎬ并通过两种探针实现 ＲＨＤＶ１ 和

ＲＨＤＶ２ 的同步检测ꎬ显著缩短检测时间ꎬ简化操作

流程ꎬ更适用于临床样本的高通量筛查ꎮ 该方法兼

具高特异性和高灵敏度的优势ꎬ可大幅提升临床检

测效率ꎬ为 ＲＨＤ 的快速诊断与防治提供技术支持ꎬ
并为后续开发商业化诊断试剂盒研制奠定基础ꎮ
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