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　 　 摘要：　 本研究旨在建立鉴别兔出血症病毒经典毒株（ＲＨＤＶ）和变异毒株（ＲＨＤＶ２）的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法。 根据

ＧｅｎＢａｎｋ 中经典 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２ 的 ＶＰ６０ 基因序列，设计 ２ 对分别结合两种基因的特异性引物。 利用 ２ 对引物，以
人工合成 ＲＨＤＶ２ 的 ＶＰ６０ 基因构建的 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２ 和 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 为模板，进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 体系退火温度的优

化，优化后的退火温度为 ５８􀆰 ２ ℃。 对优化后的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 体系进行 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２ 的敏感性试验、特异性试验，并用

于检测 ＲＨＤＶ 人工感染样品和疑似临床样品，结果显示，该方法具有良好的特异性和敏感性，经典 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２
的检测限度分别为 ９５ 拷贝和 ７６ 拷贝的靶基因片段，且对支气管败血波氏杆菌、多杀性巴氏杆菌、产气荚膜梭菌、大肠

杆菌等病原以及重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ ＥＢＨＳＶ 的检测结果均为阴性。 ＲＨＤＶ 人工感染的组织样品检出率为 １００％，１５ 份

临床样品中 ３ 份为经典 ＲＨＤＶ 阳性，其他均为经典 ＲＨＤＶ 及 ＲＨＤＶ２ 阴性。 该方法的建立能够实现快速、特异及敏感

地检测 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２，为监测 ＲＨＤＶ 变异株的流行情况提供技术支撑。
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ＲＨＤＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＲＨＤＶ ａｎｄ ＲＨＤＶ２．Ｔｈｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇ ＲＨＤＶ ａｎｄ ＲＨＤＶ２ ｉｎ ａ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ａｎｄ ｗｉｌｌ ｏｆｆｅｒ ａ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｏｆ ＲＨＤＶ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ＲＨＤＶ２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＲＨＤＶ； ＲＨＤＶ２； ＲＴ⁃ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 兔出血症（Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ， ＲＨＤ）是
由兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）引起的一种急性、高度接

触性传染病，家兔通常于感染后 ４８～７２ ｈ 死亡，以呼

吸系统出血、肝坏死、实质性脏器水肿、淤血出血为

特征，在全球许多国家和地区均有报道，呈暴发性流

行，发病率和死亡率高达 ９０％，给养兔业造成极大

经济损失［１⁃３］。 该病毒易感 ２ 月龄家兔，目前主要应

用组织灭活疫苗进行免疫预防［４］。
２０１０ 年，法国首次报道变异型 ＲＨＤＶ，命名为

ＲＨＤＶ２，该变异毒株与经典 Ｇ１ ～ Ｇ６ 型毒株在遗传

特性上有很大的差异［３⁃４］。 目前该变异毒株迅速在

欧洲扩散［５⁃８］，已给欧洲养兔业造成了极大损失。
２０１５ 年，澳大利亚也发现并报道 ＲＨＤＶ２ 的流行［９］。
家兔感染 ＲＨＤＶ２ 后死亡率高达 ７０％，１５ ～ ２０ 日龄

（未断奶家兔）以上家兔对该病毒均易感［３］，经典毒

株组织灭活疫苗不能有效交叉保护 ＲＨＤＶ２ 感染的

家兔［３］。 目前中国肉兔配套系 １００％依赖进口，且
进口国为已经存在 ＲＨＤＶ２ 流行的欧洲国家，因此，
相关部门在家兔引种等方面应加强 ＲＨＤＶ２ 的监

测，寻找能够快速鉴别诊断兔出血症病毒经典

ＲＨＤＶ 与 ＲＨＤＶ２ 的方法迫在眉睫。
本研究拟通过收集大量经典 Ｇ１～ Ｇ６ 型毒株以

及 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 基因序列，设计特异性结合引物，
经一系列条件优化，建立快速鉴别经典 ＲＨＤＶ 或

ＲＨＤＶ２ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，以期为中国对 ＲＨＤＶ 流行

情况的监测提供技术保障。

１　 材料与方法

１．１　 质粒、菌株及其他材料

质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０［１０］ 由江苏省农业科学院草

食动物疫病防控研究室保存。 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 、２ ×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ （ＲＲ０４７Ａ）均为宝生物工程（大
连）有限公司产品。 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 全长基因由 Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 公司合成。 支气管败血波氏杆菌、多杀性巴氏杆

菌、产气荚膜梭菌、大肠杆菌、兔出血症病毒皖阜株

（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ： ＦＪ７９４１８０．１）人工感染兔肝脏组织和临

床采集样品均由江苏省农业科学院保存。 欧洲野兔综

合征 病 毒 （ Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｂｒｏｗｎ ｈａｒｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，
ＥＢＨＳＶ）重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＥＢＨＳＶ 由本实验室保存。
１．２　 引物设计

对 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＲＨＤＶ Ｇ６ 的 ＶＰ６０ 基因序列

（ＧｅｎＢａｎｋ： ＦＪ７９４１８０．１）以及 ＲＨＤＶ２ 的 ＶＰ６０ 基因

序列（ＧｅｎＢａｎｋ： ＨＥ８００５２９．１）进行同源性分析，利
用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件设计 ２ 对特异性引物（表 １），引物

ＲＨＤＶ２⁃Ｆ９１２⁃９３０ 针对 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 序列中较经典

ＲＨＤＶ 高度变异区（９１２ ～ ９３０ ｂｐ），即可与 ＲＨＤＶ２
的 ＶＰ６０ 基因序列特异性结合，不能与经典 ＲＨＤＶ
Ｇ１～Ｇ６ 结合。 引物 ＲＨＤＶ１⁃Ｆ１５４８⁃１５６６ 针对经典

型 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 序 列 中 较 ＲＨＤＶ２ 高 度 变 异 区

（１ ５４８～ １ ５６６ ｂｐ），即可与经典 ＲＨＤＶ 特异性结

合，不能与 ＲＨＤＶ２ 结合。 下游引物 ＲＨＤＶ⁃Ｒ１７２０⁃
１７４０ 共 用， 针 对 两 毒 株 的 保 守 区 （ １ ７２０ ～
１ ７４０ ｂｐ）。 ３ 条引物均由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物对 引物 序列（５′ →３′） 产物大小
（ｂｐ）

引物对 １ ＲＨＤＶ２⁃
Ｆ９１２⁃９３０

５′⁃ＣＣＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴ⁃
ＴＣＧＴＣＡＡＡＴ ⁃３′

８２９

ＲＨＤＶ⁃
Ｒ１７２０⁃１７４０

５′⁃ＴＣＡＧＡＣＡＴＡＡＧＡＡＡ⁃
ＡＧＣＣＡＴＴ⁃３′

引物对 ２ ＲＨＤＶ１⁃
Ｆ１５４８⁃１５６６

５′⁃ＧＴＴＡＡＣＣＴＴＴＧＣＡＴ⁃
ＣＴＧＧＴ⁃３″

１９３

ＲＨＤＶ⁃
Ｒ１７２０⁃１７４０

５′⁃ＴＣＡＧＡＣＡＴＡＡＧＡＡＡ⁃
ＡＧＣＣＡＴＴ⁃３′

１．３　 ＲＨＤＶ２ 靶基因 ＶＰ６０ 的克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 基因序列，送由

上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司人工合成 ＶＰ６０ 全长基因，并克

隆至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体，获得重组质粒，命名为 ｐＭＤ１９⁃
Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２，经菌液 ＰＣＲ 鉴定正确后，送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司测序。
１．４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件的优化

以 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２及重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０为

模板，利用 ２ 对引物，进行 ＰＣＲ 退火温度的优化。 ＰＣＲ
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反应条件为 ９５􀆰 ０ ℃ ５ ｍｉｎ；９５􀆰 ０ ℃ ３０ ｓ，５０􀆰 ０～６０􀆰 ０ ℃
３０ ｓ；７２􀆰 ０ ℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２􀆰 ０ ℃ １０ ｍｉｎ。
１．５　 引物结合特异性鉴定

以 ２ 种重组质粒为模板，按照方法 １．４ 中优化

的退火温度进行 ＰＣＲ，验证引物对 ２ 特异性结合经

典 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 基因，与 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 基因无交叉

反应。 引物对 １ 特异性结合 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０，与经典

ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 基因无交叉反应。
１．６　 敏感性试验

将 ２ 种重组质粒用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 紫外分光光

度计定量后，１０ 倍系列稀释作为模板，按优化的条

件进行 ＰＣＲ，检测该方法的灵敏度。
１．７　 特异性试验

提取人工感染经典 ＲＨＤＶ 死亡兔肝脏组织中

总 ＲＮＡ，反转录后获得 ｃＤＮＡ 作为模板，分别提取

支气管败血波氏杆菌、多杀性巴氏杆菌、产气荚膜梭

菌、大肠杆菌的 ＤＮＡ，以重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ ＥＢＨＳＶ
为模板，在相同条件下同步进行优化后 ＰＣＲ 扩增。
１．８　 样品检测

从江苏、山东、浙江 ３ 省不同兔场采集疑似

ＲＨＤＶ 感染死亡兔的肝脏样品 １５ 份，以提取 ＲＮＡ
后反转录获得的 ｃＤＮＡ 作为模板，进行优化后 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测，同时检测 ６ 份人工感染经典 ＲＨＤＶ 的肝

脏样品。
结果判定：ＰＣＲ 扩增获得一条大小为 １９３ ｂｐ 特

异性条带的样品，为经典 ＲＨＤＶ 感染样品；ＰＣＲ 扩

增获得一条大小为 ８２９ ｂｐ 的特异性条带样品，为
ＲＨＤＶ２ 感染样品；当同时出现以上 ２ 条特异性条带

时，为经典 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２ 共感染样品。
结合中华人民共和国农业行业标准《兔出血症

血凝和血凝抑制试验方法》 （ＮＹ ／ Ｔ ５７２⁃２００２）进行

复合检验。

２　 结 果

２．１　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件的优化

利用 ２ 对引物，以 ２ 种重组质粒为模板，进行

ＰＣＲ 反应条件的优化。 优化退火温度范围为５０􀆰 ０～
６０􀆰 ０ ℃。 如图 １ 所示，５８􀆰 ２ ℃扩增获得 ２ 个条带较

其他泳道亮度亮，因此，退火温度为 ５８􀆰 ２ ℃时，扩增

效率最高。
２．２　 引物结合特异性鉴定

利用引物对 ２，分别以 ２ 种重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１ ∶６０􀆰 ０ ℃；２：５８􀆰 ２ ℃；３：５５􀆰 ６ ℃；４：５１􀆰 ８
℃；５：５０ ℃。
图 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 退火温度的优化

Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ＲＴ⁃
ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ

ＶＰ６０ 和 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２ 为模板进行 ＰＣＲ 反应，结
果（图 ２）显示，以 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 为模板时，出现一

条 １９３ ｂｐ 大小的片段；以 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２ 为模板

时，无特异性条带产生。 利用引物对 １，分别以 ２ 种

重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 和 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２ 为模

板，进行 ＰＣＲ 反应，结果（图 ２）显示，以 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃
ＶＰ６０⁃２ 为模板时，出现一条 ８２９ ｂｐ 大小的片段；以
ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 为模板时，无特异性条带产生。 表

明 ２ 对引物均能够特异性识别各自对应的毒株，且
无非特异性交叉反应，可用于鉴别诊断经典 ＲＨＤＶ
和 ＲＨＤＶ２。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：引物对 ２，模板为 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０；２：引
物对 ２，模板为 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２；３：引物对 １，模板为 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃
ＶＰ６０⁃２；４：引物对 １，模板为 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０。
图 ２　 ＲＨＤＶ 和变异株 ＲＨＤＶ２ 引物结合特异性鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｌａｓｓｉｃ ＲＨＤＶ ａｎｄ ｖａｒｉ⁃
ａｎｔ ＲＨＤＶ２

２．３　 敏感性试验

分别 将 ２ 种 重 组 质 粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 和

ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２ 定量，起始浓度分别为 ９􀆰 ５×１０８ 拷

９１１１宋艳华等：兔出血症病毒经典毒株和变异毒株的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定



贝和 ７􀆰 ６×１０６ 拷贝，并 １０ 倍比稀释后进行敏感性检

测。 结果显示， ２ 种重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 和

ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２ 的检测下限分别为 ９５ 拷贝和 ７６
拷贝（图 ３），该方法敏感性较高。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；１ ～ ９：表示连续 １０ 倍稀释的 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃

ＶＰ６０ 和 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２，起始浓度分别为 ９􀆰 ５×１０８拷贝和 ７􀆰 ６×

１０８拷贝；１０：阴性对照。
　 　 　 　 　 　 　 　 图 ３　 方法灵敏度检测

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：阳性对照（２ 种重组质粒为模板）；２：阴性对照；３ ～ ８：人工感染经典 ＲＨＤＶ 样品；９ ～ ２３：疑似 ＲＨＤＶ 感染的临床

样品。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ５　 ＲＨＤＶ 感染样品的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ．５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＨＤＶ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ

２．４　 特异性试验

图 ４ 显示，以 ２ 种重组质粒为模板进行 ＰＣＲ
反应，显示出大小为 １９３ ｂｐ 和 ８２９ ｂｐ 的两条特异

性条带；以 ＲＨＤＶ ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应，显
示 １ 条大小为 １９３ ｂｐ 的特异性条带；以 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃
ＶＰ６０⁃２ 为模板进行 ＰＣＲ 反应，显示 １ 条大小为

８２９ ｂｐ 的特异性条带。 以支气管败血波氏杆菌、
多杀性巴氏杆菌、产气荚膜梭菌、大肠杆菌的 ＤＮＡ
以及重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＥＢＨＳＶ 为模板，均无条带

产生。 因此经退火温度优化后的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法特

异性良好。
２．５　 样品检测

分别对 ＲＨＤＶ 人工感染兔肝脏样品和临床收

集样品进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，结果显示，６ 份 ＲＨＤＶ 人

工感染样品均产生大小为 １９３ ｂｐ 的特异性条带，检

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；１．经典 ＲＨＤＶ ｃＤＮＡ；２．ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２；
３．重组质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０ 和 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＶＰ６０⁃２；４．支气管败血波

氏杆菌；５．多杀性巴氏杆菌；６．产气荚膜梭菌；７． 大肠杆菌；８．
ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ ＥＢＨＳＶ。
　 　 　 　 　 　 图 ４　 方法特异性检测

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

出率为 １００％；１５ 份临床样品中有 ３ 份产生大小为

１９３ ｂｐ 的特异性条带，其他样品均无特异性条带产

生，所有临床样品均未检测到 ＲＨＤＶ２（图 ５）。
根据行业标准《兔出血症血凝和血凝抑制试验

方法》（ＮＹ ／ Ｔ ５７２⁃２００２）进行复合检验，上述检验中

９ 份 ＲＨＤＶ 阳性组织样本处理后与 １％人“Ｏ”型红

细胞作用，均具有血凝特性，１２ 份 ＲＨＤＶ 阴性组织

样本与 １％人“Ｏ”型红细胞作用均无血凝特性，２ 种

检测方法符合率 １００％。

３　 讨 论

ＲＨＤＶ 属于杯状病毒科兔病毒属，自 １９８４ 年中

国首次报道至今，ＲＨＤＶ 持续发生遗传变异。 研究

者们根据系统发育关系，将 ＲＨＤＶ 毒株分为不同的

基因型 Ｇ１～Ｇ６，其中 Ｇ６ 也称 ＲＨＤＶａ［１１］，是目前国

内主要的流行毒株［１２］。 ２０１０ 年法国 Ｇ． Ｌｅ⁃Ｒｅｃｕｌｅ
等首次发现并报道 ＲＨＤＶ２［４］，此后该毒株已经在欧
洲迅速扩散， ２０１５ 年在欧洲以外的大陆也发现

ＲＨＤＶ２［９， １３］，ＲＨＤＶ２ 正在世界范围内迅速传播。
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虽然目前中国尚未检测到该变异毒株的存在，但由

于国内家兔行业与欧洲兔业具有密切的贸易来往，
因此随时面临发生该疫情的风险。

遗传变异分析发现变异毒株与经典毒株基因同

源性仅 ８２􀆰 ７％，经典 ＲＨＤＶ 疫苗对 ＲＨＤＶ２ 感染的

家兔不能提供有效的交叉保护［３］。 经典 ＲＨＤＶ 与

ＲＨＤＶ２ 对家兔的致病性以及症状相似，在临床上较

难区分［６］。 因此，利用分子生物学技术进行鉴别诊

断十分必要。
ＶＰ６０ 蛋白是 ＲＨＤＶ 的主要结构蛋白，是病毒

衣壳的组成单位［１］。 目前针对 ＲＨＤＶ 的检测均以

ＶＰ６０ 基因作为靶基因［１４⁃１６］，检测 ＶＰ６０ 基因可以准

确鉴定病毒的感染。 本研究将经典 ＲＨＤＶ Ｇ１ ～ Ｇ６
与 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 序列进行比对，上游引物设计在两

毒株 ＶＰ６０ 序列高度变异区，下游引物设计在两毒

株保守区，２ 对引物均可以特异性结合对应毒株的

ＶＰ６０ 基因，无交叉反应，可以保证特异性鉴别经典

ＲＨＤＶ、ＲＨＤＶ２ 以及两者共感染的情况。
本研究通过人工合成 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ 全长基因，

构建重组质粒，并将其作为模板建立 ＰＣＲ 方法，克
服了目前没有 ＲＨＤＶ２ 毒株的问题。 为保持与

ＲＨＤＶ２ 的同步性，采用经典 ＲＨＤＶ ＶＰ６０ 基因重组

质粒作为模板，进行一系列 ＰＣＲ 反应条件的优化、
敏感性检测以及特异性检测，最终利用优化确定的

反应条件检测了临床样品，该 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法实现了

经典 ＲＨＤＶ １００％检出率，与农业部行业标准的检测

方法复合率 １００％。 该方法仅需要 ３ 条引物，在一个

ＰＣＲ 反应体系中即可最终实现快速有效鉴别诊断

经典 ＲＨＤＶ 和 ＲＨＤＶ２ 的感染，可用于监测国内

ＲＨＤＶ２ 的流行情况，对保障国内家兔养殖业的健康

发展具有重要意义。
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１２１１宋艳华等：兔出血症病毒经典毒株和变异毒株的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定


