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　 　 摘要：　 新城疫病毒是影响养禽业健康发展的主要病原之一。 新城疫病毒只有 １ 个血清型，但根据亲源关系

可以划分为 Ｃｌａｓｓ Ｉ 和 Ｃｌａｓｓ Ⅱ两大类。 为快速定量检测 Ｃｌａｓｓ Ｉ 新城疫病毒，根据其 ＮＰ 基因的保守序列，设计合成

１ 对引物和 ＴａｑＭａｎ 探针，以 Ｃｌａｓｓ Ｉ 新城疫病毒 ＪＳ⁃１８⁃０５ 株 ＮＰ 基因阳性重组质粒为标准品模板，建立荧光定量

ＰＣＲ 标准曲线，首次建立了一种敏感、特异、重复性好的快速检测新城疫病毒 Ｃｌａｓｓ Ｉ 核酸载量的 ＴａｑＭａｎ 荧光定量

ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法。 该方法在 １０２ ～１０８拷贝范围内具有良好的线性关系，可检测到初始模板中 １ μｌ １０ 拷贝的病毒核

酸，与传统的病毒分离方法具有相近的敏感性，且这两种方法对 ３３ 株 Ｃｌａｓｓ Ｉ、Ｃｌａｓｓ Ⅱ新城疫病毒分离株尿囊液样

品检测结果符合率为 １００％。
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　 　 新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ， ＮＤ）是唯一分布于

五大洲的 ＯＩＥ Ａ 类传染病。 中国 ＮＤ 疫情十分严

重，是养鸡业发展最直接的威胁［１］，已给家禽生产

造成严重损失［２］。
新城疫病毒（ＮＤＶ）是新城疫的病原，属禽副

粘病毒 １ 型（ＡＭＰＶ⁃１） ，有囊膜，基因组为单股负

链 ＲＮＡ，大小约 １５ ｋｂ，编码 ６ 种蛋白质，包括

ＲＮＡ 聚 合 酶 （ Ｌ） 、血 凝 素⁃神 经 氨 酸 酶 蛋 白 质

（ＨＮ）、融合蛋白质（ Ｆ） 、基质蛋白质（ Ｍ） 、磷蛋

白质（ Ｐ）和核蛋白质（Ｎ） 。 新城疫病毒分离株根

据对鸡致病严重程度可分为 ３ 个主要致病型（毒

力型） ［２］ ：Ｌｅｎｔｏｇｅｎｉｃ 株是低致病力型，可造成鸡

轻微呼吸道或肠道感染；Ｍｅｓｏｇｅｎｉｃ 株是中等致病

力型，主要引起呼吸系统疾病；Ｖｅｌｏｇｅｎｉｃ 株是高

致病力型，造成高死亡率，基于病理表现被进一

步分为嗜神经或嗜内脏型。 高毒力型 ＮＤＶ 属于

必须报告的 ＯＩＥ Ａ 类传染病，它的发生可导致检

疫和贸易禁运。
ＮＤＶ 只有 １ 个血清型， 但根据亲缘关系可以

划分为两大类： Ｃｌａｓｓ Ｉ、Ｃｌａｓｓ ＩＩ，绝大多数常见的

都是 Ｃｌａｓｓ ＩＩ，可分成Ⅰ～ Ⅹ １０ 个基因型。 Ｃｌａｓｓ Ｉ
于 ２００６ 年被证实存在，当前可被细分为 ９ 个基因

型（１ ～ ９）。 Ｃｌａｓｓ Ｉ 所有自然分离株均为无毒株或

弱毒株，但有经人工传代返强的报道，由于其分布

广泛，数量庞大，对养禽业有巨大的潜在威胁［３］ 。
为了更好地了解 Ｃｌａｓｓ Ｉ 新城疫毒株的生物学特

性，为研究 Ｃｌａｓｓ Ｉ 提供参考，建立一种快速特异的

检测方法很有必要。
目前，用鸡胚进行病毒分离，然后用新城疫特

异性抗体做血凝抑制试验代表病毒检测的参考标

准［４］ 。 虽然病毒分离是一个敏感和特异性的方

法，但由于 ＮＤＶ 毒力差异大， 低毒和无毒株普遍

存在， 加之弱毒疫苗的普遍使用， 对分离毒株血

凝抑制试验结果必须结合毒力鉴定才能确诊， 一

般需要数天才能完成［１］ 。 更快速毒力分型方法基

于逆转录聚合酶链（ＲＴ⁃ＰＣＲ）反应后进行琼脂糖

凝胶电泳，ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物测序，限制性内切酶分析

扩增产物以及使用荧光探针［２］ 。 实时荧光逆转录

聚合酶链反应（ＲＲＴ⁃ＰＣＲ ）技术，灵敏度高，特异

性好，避免了传统 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测后处理步骤，节省

了试验时间和材料［２，４⁃６］ 。 本研究拟建立针对禽新

城疫病毒 Ｃｌａｓｓ Ｉ 核衣壳蛋白（ ＮＰ） 基因的 ＲＲＴ⁃

ＰＣＲ 检测方法，为快速定量检测 Ｃｌａｓｓ Ｉ 新城疫病

毒及进一步明确该病毒对禽的致病作用和致病机

理奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 病毒

鸡新城疫病毒（ＮＤＶ）由扬州大学农业部畜禽

传染病重点开放实验室（ＢＳＬ⁃３）分离鉴定和保存

（表 １）。 所有 ＮＤＶｓ 分别以磷酸盐缓冲液（ＰＨ ７．２）
１０⁃５倍稀释接种于 ９～１０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚尿囊腔，接种

后 ２４ ｈ 内死亡鸡胚舍弃，及时收集 ２４～ １２０ ｈ 死亡

鸡胚尿囊液，－７０ ℃保存备用。 禽流感病毒（ＡＩＶ）、
鸡传染性支气管炎病毒（ ＩＢＶ） 、鸡传染性法氏囊炎

病毒（ＩＢＤＶ） 、鸡传染性喉气管炎病毒（ ＩＬＴＶ） 、鸡
痘病毒（ＦＰＶ）等常见禽病病毒均由扬州大学兽医学

院保存。
１．２　 主要试剂和仪器

ＴａｑＭａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｋｉｔ 为美国

ＡＢＩ 公司产品； ７３００ 型实时定量 ＰＣＲ 扩增仪为美

国 ＡＢＩ 公司生产。
１．３　 引物及探针的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ５ 株 Ｃｌａｓｓ Ｉ ＮＤＶ ＮＰ 基因序

列，结合扬州大学农业部畜禽传染病重点开放实验

室分离鉴定测序的 ８ 株 Ｃｌａｓｓ Ｉ ＮＤＶ ＮＰ 基因序列，
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号见表 １，选取保守区（靠近 ５′端）设
计引 物。 采 用 ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ 软 件 包 （ ＤＮＡＳＴＡＲ
Ｉｎｃ．， Ｍａｄｉｓｏｎ， ＷＩ， ＵＳＡ）和 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０ 软件

设计和分析引物，合成 ＮＤＶ 的 １ 对特异引物及相应

的探针，并在 ＮＣＢＩ 上进行了 ＢＬＡＳＴ 比对验证。 扩

增片段位于 ＮＤＶ Ｃｌａｓｓ Ｉ国际标准分离株 ＤＥ⁃Ｒ４９⁃９９
ＮＰ 基因的 ８００～１ ０８６ ｂｐ，长度为 ２８７ ｂｐ， 探针位于

ＮＰ 基因 ９７０～ ９９０ ｂｐ。 上游引物：５′⁃ＣＣＴＣＡＡＣＴ⁃
ＴＡＴＴＡＣＡＡＣＣＴＣ⁃３′ （８００～ ８１９ ｂｐ）；下游引物：５′⁃
ＴＡＣＡＧＡＴＧＣＣＡＴＡＣＣＣＡＴＴＧＣ⁃３′ （ １ ０６６～ １ ０８６
ｂｐ）； ＴａｑＭａｎ 探针： ５′⁃ＣＧＧＡＴＧＡＡＡＧＧＧＧＡＧＡＡＴ⁃
ＧＣＣ⁃３′（９７０～ ９９０ ｂｐ）。 ５′端标记的荧光报告基团

是 ＪＯＥ， ３′端标记的荧光猝灭基团为 ＴＡＭＲＡ，探针

命名为：ＣＮＰＩＰ。 引物由上海生工生物工程技术有

限公司合成 ，探针由大连宝生物工程有限公司

合成。
１．４ 　 标准品模板的制备

１．４．１　 ＮＰ 基因阳性质粒构建 　 ＮＰ 基因保守区
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７６４ ｂｐ（ ＪＳ⁃１８⁃０５ 株 ［７］ ） 阳性重组质粒由曹军平

构建 鉴 定 并 保 存， 载 体 为 ＰＣＲ２． １ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
ＵＳＡ） 。 常规法提取质粒纯化后送上海生工生物

工程技术有限公司进行序列测定，以确定没有

变异。
１．４．２　 标准品模板的稀释　 用紫外分光光度计分

别测定阳性重组质粒在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处的吸

光度，并根据公式计算重组质粒的 ＤＮＡ 浓度与纯

度。 将重组质粒进行 １０ 倍梯度稀释，以 １μｌ １０２、
１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８拷贝作为标准品模板，用
于荧光定量 ＰＣＲ 反应条件的优化、标准曲线的

建立。
　 　 １ ｍｌ 分子拷贝数 （个） ＝ ＤＮＡ 质量浓度 ／ ＤＮＡ
分子量

ＤＮＡ 分子量＝ＤＮＡ 碱基数×３２４􀆰 ５
ＤＮＡ 质量浓度 ＝ ２６０ ｎｍ 吸光度× ５０ ×稀释倍

数×６．０２ ×１０２３

１．５　 荧光定量 ＰＣＲ 反应标准曲线的建立

用引物扩增 ＮＰ 基因阳性质粒， 分别以 １０ 倍

拷贝系列稀释的重组质粒为标准品模板，加入探针，
采用实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒（ＡＢＩ 公司）进行反

应， 反应总体积为 ２５ μｌ。 在实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

中检测荧光信号，分别对引物和探针浓度、循环参

数、样本用量等进行优化。 利用随机软件进行分析，
建立标准曲线。

特异性试验：以 ＡＩＶ、ＥＤＳ７６、ＩＢＤＶ、ＩＢＶ、ＩＬＴＶ、
ＦＰＶ 等常见其他禽病病毒及 ＮＤＶ Ｃｌａｓｓ ＩＩ 核酸（表
１） 和健康鸡组织 ＲＮＡ、水为模板，进行荧光定

量 ＰＣＲ。
灵敏度试验：将阳性重组质粒进行 １０ 倍梯度稀

释 ，以 １ μｌ １０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８拷贝作为

标准品模板，用于荧光定量 ＰＣＲ 反应条件的优化、
标准曲线的建立并计算灵敏度。

重复性试验：批内重复性试验，即分别取等量

的 ３ 份不同滴度 （ １ μｌ １０２ 拷贝、１０４ 拷贝、１０６ 拷

贝）的重组质粒进行荧光定量 ＰＣＲ 检测 ，每份样

品做 ５ 个重复； 批间重复性试验： 取以上 ３ 份样

品，在同一反应条件下进行 ５ 次独立的荧光定量

ＰＣＲ 检测。
１．６　 验证试验

用表 １ 毒株接种 ＳＰＦ 鸡胚，收集尿囊液进行

血凝试验（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ， ＨＡ）和 ＮＤＶ 血凝

抑制试验（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ， ＨＩ），同
时用样品做 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 试验，计算 ２ 种方法的符

合率。

２　 结 果

２．１　 荧光定量 ＰＣＲ 反应条件的优化

通过多个批次的重复试验 ，证明在 ２５ μｌ 体系

中，探 针 浓 度 为 ０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ、 引 物 浓 度 为 ０􀆰 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ、模板量 ３ μｌ，退火温度为 ６０ ℃时 ，本底反

应最小、Ｃｔ 值最小、扩增效率最高。 将 ２５ μｌ 体系小

心放入 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 仪中， 记录样本摆放顺序， 在 ９６
孔板内填写被检样品、阳性对照、阴性对照、定量标

准品孔，设置反应程序。 ９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ， 然后

９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ，４３ 个循环。 荧光信号的收

集及数据的采集定在 ６０ ℃。 将以 １０ 倍拷贝系列稀

释的重组 ＮＰ 基因阳性质粒为标准品模板，加入体

系中。 检测结束， 根据噪音情况设定和调整基线及

阈值，并利用随机软件进行分析，建立标准曲线。 根

据荧光曲线和循环数（Ｃｔ）判断结果。
２．２　 标准曲线的建立

按上述优化的反应条件 ，取 １ μｌ １０２、１０３、１０４、
１０５、１０６、１０７、１０８拷贝浓度的重组质粒作为标准品模

板，分别加入 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系中进行扩增，系统

自动分析软件显示 Ｃｔ 值与标准品浓度的对数之间

存在良好的线性关系（图 １、图 ２）。
２．３　 特异性试验

以 ＡＩＶ、ＥＤＳ７６、ＩＢＤＶ、ＩＢＶ、ＩＬＴＶ、ＦＰＶ 等常见其

他禽病病毒及 ＮＤＶ Ｃｌａｓｓ ＩＩ 核酸（表 １）和健康鸡组

织 ＲＮＡ、水为模板，进行荧光定量 ＰＣＲ，没有发现有

效扩增。 ＮＤＶ Ｃｌａｓｓ Ｉ 光信号明显。
２．４　 灵敏度试验

从图 １ 可见， 当 １ μｌ 标准质粒浓度≥１􀆰 ０ 拷贝

数时仍可出现典型扩增曲线。 从图 ２ 可见， 在较广

的范围内（１ μｌ １．０×１０２ ～ １．０×１０８拷贝数），Ｃｔ 值与

质粒拷贝数的对数之间呈现很好的线性关系， 决定

系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９。 将其检测限的 Ｃｔ 值通过标准曲线

换算成初始模板拷贝数约为 １ μｌ １ 拷贝， 相当于 １
个 ＮＤＶ 颗粒。
２．５　 重复性试验

批内重复性试验：分别取等量的 ３ 份不同滴度

（１ μｌ １０２拷贝、１０４拷贝、１０６拷贝）的重组质粒进行

荧光定量 ＰＣＲ 检测 ，每份样品做 ５ 个重复； 批间重

１９３１曹军平等：基于 ＮＰ 基因的新城疫病毒 Ｃｌａｓｓ Ｉ 实时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法的建立及验证



表 １　 ＮＤＶ 标准参考分离株及其他禽病病毒株

Ｔａｂｌｅ １　 ＮＤＶ ｓｔａｎｄａｒｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｖｉａｎ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ

分离株　 　 宿主 毒力 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 基因型
特异性

ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 病毒分离

ＺＪ１ 鹅 Ｖ ＡＦ４３１７４４ ＶＩＩ － ＋

ＧＭ 鸡 Ｖ ＤＱ４８６８５９ ＶＩＩ － ＋

Ｉ４ 鹅 Ｖ －－ ＶＩＩ － ＋

ＧＸ ／ ２ ／ ０５ ／ Ｃｈ 鸡 Ｖ ＥＵ０４４７９０ ＶＩＩ － ＋

ＪＳ ／ ７ ／ ０５ ／ Ｃｈ 鸡 Ｖ ＦＪ４３０１５９ ＩＩＩ － ＋

ＪＳ ／ ８ ／ ０５ ／ Ｃｈ 鸡 Ｖ ＥＵ０４４８０１ ＶＩＩ － ＋

ＪＳ⁃２⁃０５ 鹅 Ｖ ＤＱ４６９８３１ ＶＩＩ － ＋

ＪＳ⁃３⁃０５ 鸡 Ｖ ＤＱ４６９８３２ ＶＩＩ － ＋

ＪＳ ／ １０ ／ ０５ ／ Ｃｈ 鸡 Ｖ ＥＵ０４４８０３ ＶＩＩ － ＋

ＪＳ ／ ６ ／ ０５ ／ Ｇｏ 鹅 Ｖ ＥＵ０４４７９９ ＶＩＩ － ＋

ＪＳ ／ ９ ／ ０５ ／ Ｇｏ 鹅 Ｖ ＦＪ４３０１６０ ＩＩＩ － ＋

ＪＳ⁃１３⁃０７ 鸡 Ｖ －－ ＩＩ － ＋

ＪＳ⁃１４⁃０７ 鸡 Ｖ －－ ＶＩＩａ － ＋

ＨＮ⁃１⁃０７ 鸡 Ｖ －－ ＶＩＩｄ － ＋

ＱＨ１ 鸡 Ｖ ＡＹ２６０１１１ ＶＩＩＩ － ＋

ＱＨ４ 鸡 Ｖ ＡＹ２６０１１２ ＶＩＩＩ － ＋

Ｅ⁃２ 鸽子 Ｖ －－ ＶＩｂ － ＋

ＪＳ⁃７⁃０７ 鸽子 Ｖ －－ ＶＩ － ＋

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 鸡 Ｖ －－ Ｖ － ＋

Ｆ４８Ｅ８ 鸡 Ｖ ＡＹ６３６１４４ ＩＸ － ＋

Ｍｕｋｔｅｓｗａｒ 鸡 Ｍ ＡＦ２２４５０５ Ｉ － ＋

ＬａＳｏｔａ 鸡 Ｌ ＡＹ８４５４００ ＩＩ － ＋

Ｖ４ 鸡 Ｌ ＡＦ５４２８２３ Ｉ － ＋

ＪＳ⁃８⁃０６ 鸭 Ｌ ＥＦ２１１８１４ ＩＩ － ＋

Ｆ７ 鸭 Ｌ －－ Ｉ － ＋

Ｂ⁃Ｚ１１０ 鸭 Ｌ －－ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

Ｆ７４ 鸭 Ｌ －－ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

ＪＳ⁃１６⁃０５ 鸭 Ｌ ＦＪ５９７５８４ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

ＪＳ⁃１０⁃０６ 鸭 Ｌ －－ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

ＪＳ⁃１３⁃０６ 鸭 Ｌ －－ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

Ｚ８１ 鸭 Ｌ －－ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

ＪＳ⁃１⁃０７ 鹅 Ｌ ＦＪ５９７５８２ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

ＪＳ⁃１８⁃０５ 鸭 Ｌ ＦＪ５９７５８９ Ｃｌａｓｓ Ｉ ＋ ＋

ＡＩＶ 鸡 －－ －－ －－ － －

ＩＢＤＶ 鸡 －－ －－ －－ － －

ＩＢＶ 鸡 －－ －－ －－ － －

ＥＤＳ７６ 鸡 －－ －－ －－ － －

ＩＬＴＶ 鸡 －－ －－ －－ － －

ＦＰＶ 鸡 －－ －－ －－ － －
Ｌ：弱毒；Ｍ：中等毒力；Ｖ：强毒；－－：未发表。 －和＋分别代表阴性、阳性。
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从左至右依次为稀释度 １０２ ～ １０８ ＮＰ 基因克隆阳性质粒的扩增

曲线。
图 １　 荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增动力学曲线

Ｆｉｇ． １ 　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＲＴ⁃ＰＣＲ

复性试验 ： 取以上 ３ 份样品，在同一反应条件下进

行 ５ 次独立的荧光定量 ＰＣＲ 检测。 结果显示，批内

变异系数为 ０．４３％～０􀆰 ９９％， 批间变异系数为 ０．９５％～

１􀆰 ３９％（表 ２），表明误差都非常小，重复性好。

图 ２　 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ

２．６　 验证结果

ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 与病毒分离结果见表 １，结果显示，２
种方法检测 ３３ 株 ＮＤＶ，阴性和阳性结果完全符合，
符合率为 １００％ 。

表 ２　 用荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ３ 份不同病毒含量标准品的批内和批间重复检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｒａ⁃ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ａｓｓａｙ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｆｏｒ ３ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓ

重组质粒滴度
批内重复阈值 （Ｃｔ 值）

１ ２ ３ ４ ５
平均

变异系数
（％）

批间重复阈值 （Ｃｔ 值）

１ ２ ３ ４ ５
平均

变异系数
（％）

１ μｌ １０２ 拷贝 ３６．８５ ３６．７２ ３６．８０ ３６．６８ ３６．９２ ３６．７９±０．１５ ０．４３ ３６．７８ ３６．５０ ３６．２３ ３５．９５ ３６．５６ ３６．４０±０．３３ ０．９５

１ μｌ １０４ 拷贝 ２８．２３ ２７．９８ ２８．０１ ２８．４６ ２８．３６ ２８．２１±０．２０ ０．７５ ２８．０１ ２８．２３ ２８．３９ ２８．７６ ２７．９２ ２８．２６±０．３５ １．２１

１ μｌ １０６ 拷贝 １８．６２ １８．１５ １８．５１ １８．３９ １８．６５ １８．４６±０．１９ ０．９９ １８．３３ １８．８３ １８．６２ １８．３９ １８．９７ １８．６３±０．２８ １．３９

３　 讨 论

本研究的目的是制定一个快速﹑实时 ＲＴ⁃ＰＣＲ
方法检测和区分禽临床样本中所有的新城疫病毒。
众所周知，由于新城疫病毒基因组序列之间的高异

质性［６］，设计可以扩增每个新城疫病毒分离株的

ＰＣＲ 引物，已被证明存在一些困难［７］。 大多数努力

集中于 Ｆ 基因［７］。
将荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 应用于新城疫病毒的检测

已有报道。 Ｍａｒｋ 等［２］建立了 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测鸟

类临床标本新城疫病毒。 检测采用单管水解探针，
引物和探针根据 Ｍ 基因保守区序列设计，可检测到

大约１ ０００拷贝病毒基因组 ＲＮＡ 和 １０ ＥＩＤ５０病毒。
Ｂｅａｔｅ 等［８］ 建立了高通量的检测外来 ＮＤＶ 的 ＲＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法。 Ｍｉａ 等［９］建立了基于新城疫病毒 Ｌ 基因

基础上的 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 技术，对 Ｍａｒｋ 等建立的新城疫

病毒 Ｍ 基因 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 是一个有力的补充。 Ｓｈｅａｕ
等［１０］报道 ＮＰ 基因相对比 Ｆ 基因更保守。 刘晓

文［１１］研究结果表明 Ｃｌａｓｓ Ｉ 分离株 ＮＰ 基因之间氨

基酸序列的同源性为 ９３．０％ ～ ９９．５％， Ｃｌａｓｓ Ｉ 毒株

与 Ｃｌａｓｓ ＩＩ 毒株 ＮＰ 蛋白质同源性为 ８８．２％～
９２􀆰 ５％。 本研究选取 Ｃｌａｓｓ Ｉ ＮＰ 基因保守区设计引

物和探针，首次建立了一种新的基于 ＮＰ 基因的检

测新城疫病毒 Ｃｌａｓｓ Ｉ 的 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，对 Ｍａｒｋ 等

建立的新城疫病毒 Ｍ 基因 ＲＲＴ⁃ＰＣＲ 也是一个重要

的补充。 这两个方法结合可以快速检测所有 Ｃｌａｓｓ Ｉ
和 Ｃｌａｓｓ ＩＩ 新城疫病毒并进行初步分群。 随着 ＮＤＶ
分子生物学研究的不断深入， ＮＤＶ 基因序列及功能

得到不断的揭示， ＮＤ 分子生物学检测技术将得到

进一步的补充和完善。
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