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　 　 摘要：　 为快速检测临床鸭呼肠孤病毒的感染情况，根据鸭呼肠孤病毒 σＣ 蛋白的基因序列设计 １ 对特异性

ＰＣＲ 引物，并以呼肠孤病毒基因组为模板，建立了鸭呼肠孤病毒的特异性 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法。 采集江苏省多地疑

似呼肠孤病毒感染病料，提取基因组 ＤＮＡ 进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，产物经测序鉴定后判断建立的方法对临床样品的检

出率。 结果显示，该方法可以特异性扩增鸭呼肠孤病毒 σＣ 基因保守区 ４３８ ｂｐ 的序列，与其他鸭病毒无交叉反应，
最低可检测 １ ｆｇ 基因组 ＤＮＡ，对于临床样品检出率为 １００％。 该方法可以用于临床快速诊断鸭呼肠孤病毒感染。
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　 　 鸭呼肠孤病毒病俗称花肝病，是一种以脚软、发 病率高、病死率高、肝脾有大量坏死点为特征的新急

性传染病。 吴宝成等在 ２００１ 年鉴定并确认其病原

为番鸭呼肠孤病毒（ＭＤＲＶ） ［１］。 自 ２００７ 年以来，该
病在中国广东、广西、福建、浙江和江西等地广泛流

行，给养鸭业造成了重大经济损失［２］。 鸭呼肠孤病

毒毒株基因组由 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、
Ｓ４ 构成，病毒蛋白质有 １４ 种［３］。 其中 σＣ 蛋白是鸭

呼肠孤病毒的主要免疫原性蛋白，可诱导机体产生

免疫保护性抗体，而且序列同源性高，是研制鸭呼肠

孤病毒诊断试剂首选蛋白［４］。
目前临床上检测鸭呼肠孤病毒的方法有病毒分
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离鉴定、乳胶凝集试验、琼脂扩散和免疫荧光抗体技

术［５⁃６］。 但前两者耗时长，琼脂扩散试验敏感性低，
免疫荧光抗体价格昂贵，均难以在临床中大力推广

应用。 ＰＣＲ 检测技术具有灵敏度高、简便、快速、安
全等特点，其扩增后的产物可以利用电泳进行分析，
无放射性污染物，易推广；且不需要分离病毒，对标

本的纯度要求低［７］。 本试验以病毒 σＣ 蛋白基因为

目标，建立快速、敏感并且廉价的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方

法，为在临床中作为试剂盒研制和推广应用奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 材 料

鸭呼肠孤病毒（ＭＤＲＶ）毒株由福建省农业科学

院惠赠，５～７ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚购自扬州朝天歌农牧科

技有限公司，ｄＮＴＰｓ、ＲＮＡ 酶抑制剂、病毒提取试剂

盒、 ＰＣＲ 酶、 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 均 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司，
ＭＭＬＶ 反转录试剂盒购自 ＢＢＩ 公司，病毒基因组提

取试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司，盐酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、
注射器、移液管、指形管和石蜡均为市售。 鸭低致病

性禽流感病毒由扬州大学兽医学院馈赠，鸭瘟病毒、
Ｉ 型鸭肝炎病毒、鸭坦布苏病毒、番鸭细小病毒均由

中国农业科学院上海兽医研究所馈赠。
１．２　 病毒扩增

将鸭呼肠孤病毒原液用 ＰＢＳ 按照 １ ∶１０、１ ∶１００、
１ ∶１ ０００比例稀释，卵黄囊无菌接种 ５ ～ ７ 日龄 ＳＰＦ
鸡胚，每个胚体接种 ０􀆰 １ ｍｌ。 无菌收取接毒 ２４ ～
１９２ ｈ 期间死亡和未死亡的胚体，观察病变情况。
剪碎研磨后加适量 ＰＢＳ 缓冲液制成匀浆，反复冻融

３ 次后，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清液，－ ８０
℃保存。
１．３　 ＭＤＲＶ 病毒 ＲＮＡ 提取

取收集的病毒液 １００􀆰 ０ μｌ，按照病毒提取试剂

盒说明书提取 ＲＮＡ，提取时未加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＲＮＡ。 最

后将 ＲＮＡ 溶解于 ４０􀆰 ０ μｌ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 中，用分

光光度仪测定病毒基因组的纯度与浓度。
１．４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法的建立

根据已发表的 Ｓ４ 编码的 σＣ 蛋白基因序列（登
录号：ＡＪ３１０５２５􀆰 １）设计 １ 对引物：上游引物 Ｆ 为 ５′⁃
ＧＣＡＣＴＣＴＧＧＡＴＣＣＡＧＴＡＣ⁃３′， 下 游 引 物 Ｒ 为 ５′⁃
ＣＡＡＴＧＧＡＧＡＡＧＣＧＡＡＣＣＧ⁃３′。 设置 ２５􀆰 ０ μｌ 反应

体系进行反转录，包括反转录酶 １􀆰 ０ μｌ、ｄＮＴＰｓ ２􀆰 ０

μｌ、Ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒ ２􀆰 ０ μｌ、５×ＲＴ ５􀆰 ０ μｌ、抑制剂 ０􀆰 ５
μｌ 和 ＲＮＡ 模板 １４􀆰 ５ μｌ。 反应程序为：２５ ℃ １０
ｍｉｎ，４２ ℃ ６０ ｍｉｎ，７０ ℃ １０ ｍｉｎ。

ＰＣＲ 采用 ５０􀆰 ０ μｌ 反应体系，包括 ｃＤＮＡ 产物

５􀆰 ０ μｌ、上游引物 １􀆰 ０ μｌ、下游引物 １􀆰 ０ μｌ、２×Ｔａｑ；
ｍｉｘ 酶 ２５􀆰 ０ μｌ、水 １８􀆰 ０ μｌ。 反应程序为：９４ ℃预变

性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５２ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ，２５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 反应结束

后取 ５􀆰 ０ μｌ 产物进行 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳，并用

凝胶成像系统拍照分析。 同时设无 ＲＮＡ 的空白

对照。
１．５　 特异性测定

参照病毒基因组提取试剂盒说明书，分别提取

鸭瘟病毒、Ｉ 型鸭肝炎病毒、鸭坦布苏病毒、番鸭细

小病毒和鸭低致病性禽流感病毒基因组。 按方法

１􀆰 ４，分别以 ＭＤＲＶ 上、下游引物进行扩增，扩增产

物进行 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳。
１．６　 敏感性测定

取提取的 ＭＤＲＶ ＲＮＡ １􀆰 ０ μｌ 进行 １０ 倍梯度稀

释，按照方法 １􀆰 ４ 反转录及 ＰＣＲ 程序进行扩增，取
扩增产物 ５􀆰 ０ μｌ 进行 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳，并用

凝胶成像系统拍照分析。
１．７　 临床样品检测

分别取 １ ｇ 左右来自江苏省盐城、射阳和徐州

等地的 ７ 份疑似 ＭＤＲＶ 感染的番鸭肝脏组织，按照

病毒提取试剂盒说明书提取组织总 ＲＮＡ，再按方法

１􀆰 ４ 进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，设不加 ＲＮＡ 的空白对照和

ＭＤＲＶ 阳性对照。 扩增产物进行 １􀆰 ５％琼脂凝胶电

泳，并将特异性扩增条带切胶回收后，由上海英俊公

司测序鉴定。

２　 结 果

２．１　 呼肠孤病毒致病性

鸡胚在接种呼肠孤病毒后，少数 １ ∶１０ 稀释度

接种的鸡胚于 ５ ～ ８ ｄ 内死亡，１ ∶１００、１ ∶１ ０００和多

数 １ ∶１０ 稀释度接种的鸡胚未见死亡。 取出胚体

后发现，与相同日龄未接种病毒的鸡胚相比，胚体

体积变小，胚体脑部有明显出血，肝脏与脾脏有明

显出血斑，肝脏成黄绿色，鸡胚心包积液，腹腔呈

胶冻样。
２．２　 鸭呼肠孤病毒检测方法的建立

提取鸭呼肠孤病毒基因组 ＲＮＡ，用分光光度计
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测得浓度为 １１􀆰 ２ ｎｇ ／ μｌ。 病毒基因组经 ４２ ℃ １ ｈ
反转录、９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５２ ℃退

火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ （２５ 个循环）以及 ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎ 后，在 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳中可见清晰

条带（图 １），与预期 ４３８ ｂｐ 目的片段相符。

１：空白对照；２：ＭＤＲＶ 基因组；Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ。
图 １　 鸭呼肠孤病毒的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ

２．３　 鸭呼肠孤病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测法的特异性

在同等反应条件下，以 ＭＤＲＶ 上、下游引物对

鸭瘟病毒、Ｉ 型鸭肝炎病毒、鸭坦布苏病毒、番鸭细

小病毒和鸭低致病性禽流感病毒基因组进行 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 扩增。 扩增产物进行 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳，
结果（图 ２）显示均未扩增出目的条带。

１：鸭瘟病毒；２：Ｉ 型鸭肝炎病毒；３：鸭坦布苏病毒；４：番鸭细小病

毒病毒；５：鸭低致病行禽流感病毒；６：鸭呼肠孤病毒；Ｍ：１００ ｂｐ
ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ。
图 ２　 鸭呼肠孤病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测法的特异性测定

Ｆｉｇ．２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓ

２．４　 鸭呼肠孤病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测法的敏感性

在相同反应条件下，改变基因组 ＲＮＡ 的剂量，
以 １１􀆰 ２ ｎｇ ／ μｌ ＲＮＡ １􀆰 ０ μｌ 为起始剂量，１０ 倍梯度

稀释，进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增。 结果（图 ３）表明，在稀释

度 １×１０７ 之后无特异性条带扩增，对应 ＲＮＡ 约为

１ ｆｇ。

Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１～１１：１×１０～１×１０１０稀释的 ＭＤＲＶ。
图 ３　 鸭呼肠孤病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测法的敏感性测定

Ｆｉｇ．３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓ

２．５　 临床样品的测定

用建立的方法检测临床采集的 ７ 份疑似病料，
检测结果（图 ４）显示，均在预期 ４３８ ｂｐ 处有特异性

扩增，而空白对照组无扩增，检出率为 １００％。 ７ 个

扩增产物的测序结果与 σＣ 蛋白基因序列（登录号：
ＡＪ３１０５２５􀆰 １）同源性为 １００％。

１：空白对照；２～８：样品；９：阳性对照；Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ。
图 ４　 鸭呼肠孤病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测法检测临床样品结果

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＲＶ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ

３　 讨 论

鸭呼肠孤病毒病以番鸭、半番鸭和麻鸭为发病

群体。 一般情况下，鸡胚接种该病毒后 ３ ～ ６ ｄ 内死

亡，胚体全身出血，肝脏有出血斑和坏死灶，该病是

以肝脏出现明显病变和出血混杂的一种新疫病［８］。
但是本试验中在卵黄囊接种 ５ ～ ７ ｄ 龄鸡胚后，鸡胚

死亡率仅为 ０．２％，这可能是病毒传代引起的毒力致

弱现象。 因为从胚体解剖情况看，可见与预期一致

的病变，如胚体体积变小、胚体脑部出血、胚体肝脏

变为黄绿色且出血、胚体心脏有出血斑、个别胚体心

包积液和腹腔内有透明果冻样胶状物等。 同时，我
们能够以这些胚体的基因组为模板建立 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测方法，也足以证实了该病毒样本的有效性。
对于该病的诊断，传统的病毒分离方法和琼脂

扩散方法较为复杂，费事、费力且敏感性较低。 ２００４
年胡奇林等建立了番鸭呼肠孤病毒的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测
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方法，该方法虽能检测番鸭呼肠孤病毒，但不能鉴别

诊断其他病毒，而且最低检测限为 １ ｐｇ［８］。 陈海鹏

等于 ２０１４ 年创建了基于 σＣ 蛋白抗体的间接 ＥＬＩＳＡ
检测方法［９］，但是该方法检测过程较为复杂，有漏

诊现象。 本试验中我们选取了能够产生具有良好免

疫原性 σＣ 蛋白的一段保守区基因为靶序列，设计

了 １ 对引物。 这对引物避免了与鸭瘟病毒、Ｉ 型鸭

肝炎病毒、鸭坦布苏病毒、番鸭细小病毒和鸭低致病

性禽流感病毒基因组相关基因的序列同源性，能够

特异性扩增 ４３８ ｂｐ 的条带。 所建立的 ＭＤＲＶ ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测方法与胡齐林等［８］ 的方法相比，敏感性提

高了 １×１０３，检出率也进一步提升，而且廉价、快捷、
准确，对采样要求较低，更适于在临床推广应用。

参考文献：

［１］ 　 吴宝成， 陈家祥， 姚金水， 等． 番鸭呼肠孤病毒的分离与鉴定

［Ｊ］ ． 福建农业大学学报， ２００１， ３０（２）： ２２７⁃２３０．
［２］ 　 陆新浩， 陈秋英， 刘　 鸿， 等． 宁波地区鸭呼肠孤病毒的流行

病学及防控措施［Ｊ］ ． 浙江畜牧兽医， ２０１５，２３（５）： ３４⁃３５．
［３］ 　 ＷＡＮＧ Ｄ， ＸＵ Ｆ， ＭＡ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａ

ｎｅｗ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ⁃ｏｒｉｇｉｎ ｒｅｏｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌ⁃
ｏｇｙ， ２０１２， ８６（２２）： １２４４４⁃１２４４５．

［４］ 　 耿宏伟， 郭东春， 刘　 明， 等． 番鸭呼肠孤病毒 Ｓ 基因组的克

隆与序列分析［Ｊ］ ． 中国兽医科学， ２００７，３７（４）： ３０５⁃３１１．
［５］ 　 陈少莺， 陈仕龙， 林锋强， 等． 新型鸭呼肠孤病毒的分离与鉴

定［Ｊ］ ． 病毒学报， ２０１２，２９（３）： ２２４⁃２３０．
［６］ 　 郑景生， 吕　 蓓． ＰＣＲ 技术及实用方法［ Ｊ］ ． 分子植物育种，

２００３， ３（１）： ３８１⁃３９４．
［７］ 　 胡 　 成， 朱善元， 左伟勇， 等． 鸭 Ｉ 型肝炎病毒一步法 ＲＴ⁃

ＬＡＭＰ 可视化快速检测方法的建立［Ｊ］ ． 江苏农业学报， ２０１５，
３１（３）： ６１３⁃６１８．

［８］ 　 胡齐林， 林锋强， 陈少莺，等．应用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测番鸭呼肠

孤病毒［Ｊ］ ． 中国兽医学报，２００４，２４（３）： ２３１⁃２３２．
［９］ 　 陈海鹏． σＣ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立和应用［Ｄ］．

泰安：山东农业大学， ２０１４．

（责任编辑：张震林）

０１１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１６ 年 第 ３２ 卷 第 ５ 期


