
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２０ꎬ３６(３):６２６~６３３
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

吴　 双ꎬ姜　 勇ꎬ徐建生ꎬ等. 鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒和番鸭细小病毒 ＴａｑＭａｎ 三重实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与

临床应用[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２０ꎬ３６(３):６２６￣６３３.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２０.０３.０１４

鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒和番鸭细小病毒 ＴａｑＭａｎ
三重实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与临床应用

吴　 双１ꎬ　 姜　 勇１ꎬ２ꎬ　 徐建生２ꎬ　 吴　 植１ꎬ　 谢　 军１ꎬ　 宋海港１ꎬ２ꎬ　 魏若瑶２ꎬ　 高　 悦１ꎬ
朱善元１

(１.江苏农牧科技职业学院江苏省兽用生物制药高技术研究重点实验室ꎬ江苏 泰州 ２２５３００ꎻ ２.扬州大学兽医学院ꎬ江苏 扬

州 ２２５００９)

收稿日期:２０１９￣１０￣１８
基金项目:江苏省“３３３ 工程”项目(ＢＲＡ２０１８３７６)ꎻ江苏省“３３３”高

层次人才培养工程项目ꎻ江苏省农业科技自主创新基金项

目[ＣＸ(１８) １００４]ꎻ江苏省“六大人才高峰” 项目 ( ＮＹ￣
００９)ꎻ大学生创新创业训练计划项目(２０１９１２８０６０３０Ｙ)

作者简介:吴　 双(１９８３￣)ꎬ 女ꎬ 江苏徐州人ꎬ 博士ꎬ 教授ꎬ 主要从事

动物传染病防控和兽用基因工程疫苗研究ꎮ (Ｔｅｌ) ０５２３￣
８６３５６８１８ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｊｓｗｕｓｈｕａｎｇ＠ ｓｉｎａ.ｃｎꎮ 姜勇为共同第一

作者ꎮ
通讯作者:朱善元ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｊｓｔｚｚｓｙ＠ １２６.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 本研究旨在建立一种快速、敏感和高特异性检测鸭坦布苏病毒(ＤＴＭＵＶ)、鸭肠炎病毒(ＤＥＶ)和番鸭

细小病毒(ＭＤＰＶ)的 ＴａｑＭａｎ 三重实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑ￣ＰＣＲ)的诊断方法并应用于临床疑似样品检测ꎮ 根据 ＤＴ￣
ＭＵＶ 的 Ｅ 基因、ＤＥＶ 的 ＵＬ２ 基因和 ＭＤＰＶ 的 ＶＰ３ 基因保守区域ꎬ分别设计合成了 ３ 对特异性引物和探针ꎬ在建立

单重 ｑ￣ＰＣＲ 方法的基础上建立了三重 ｑ￣ＰＣＲ 方法ꎮ 运用三重 ｑ￣ＰＣＲ 方法对 １９８ 份来自江苏和安徽的鸭组织疑似

病料进行检测ꎬ结果表明ꎬ建立的 ＴａｑＭａｎ 三重 ｑ￣ＰＣＲ 可同时检测这 ３ 种病毒ꎬ检测灵敏度至少达 １００ 个拷贝ꎬ相关

系数(Ｒ２)均在 ０􀆰 ９９ 以上ꎬ扩增效率为９０％~１１０％ꎮ 同时ꎬ该方法对 Ｈ９ 亚型禽流感病毒(Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ)、鸭甲肝病毒

Ⅰ型(ＤＨＡＶ￣１)、番鸭呼肠孤病毒(ＭＤＲＶ)、鸭呼肠孤病毒(ＤＲＶ)、新城疫病毒(ＮＤＶ)、鹅细小病毒(ＧＰＶ)的检测

均为阴性ꎬ表明该方法具备特异性强、灵敏度高、重复性好和快速等优点ꎮ 与常规 ＰＣＲ 检测方法相比ꎬ三重 ｑ￣ＰＣＲ
方法灵敏度大约高 １００ 倍ꎮ 临床疑似样品检测结果表明 ＤＴＭＵＶ 的检出率最高ꎬ３ 种病毒混合感染亦常见ꎮ 建立

的 ＴａｑＭａｎ 三重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法为 ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ 和 ＭＤＰＶ 的临床样品检测提供了快速、有效、特异和灵敏的工具ꎬ
也为临床分子流行病学调查及定量分析奠定了基础ꎮ
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　 　 中国目前拥有世界上最大的水禽养殖量ꎬ在过

去几十年中规模不断扩大且发展愈发快速[１]ꎮ 随

着水禽养殖规模和集约化程度的发展ꎬ与之伴随的

是疫病的不断增多ꎬ而水禽疫病不仅是影响水禽饲

养业的头号杀手ꎬ还是水禽产业健康发展的严重桎

梏ꎮ 其中ꎬ病毒性疫病成为水禽养殖业成功发展的

最大障碍ꎮ 由鸭肠炎病毒 ( Ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ
ＤＥＶ)感染引起的疾病称为鸭病毒性肠炎(Ｄｕｃｋ ｖｉ￣
ｒａｌ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓꎬＤＶＥ)或鸭瘟(Ｄｕｃｋ ｐｌａｇｕｅꎬＤＰ) [２]ꎬ是雁

鸭科水禽中分布最广泛且最具破坏性的传染性病毒

病之一ꎬ相对较高的死亡率ꎬ包括家养鸭和野鸭[３]

在内的广泛的寄主范围ꎬ使其对水禽养殖仍具有不

可忽视的威胁ꎮ 鸭坦布苏病毒(Ｄｕｃｋ ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓꎬ
ＤＴＭＵＶ)引起的鸭坦布苏病毒病是近十年出现的一

种新发水禽疫病ꎬ于 ２０１０ 年从中国东部沿海地区开

始ꎬ逐渐蔓延至全国大部分地区[４]ꎮ 多个品种的鸭

鹅均可感染ꎬ尤其对具有高经济效益的种鸭、种鹅和

蛋鸭的危害最为明显ꎬ引起严重的产蛋下降ꎬ给鸭养

殖业造成了巨大经济损失[５]ꎮ 番鸭细小病毒(Ｍｕｓ￣
ｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎬＭＤＰＶ)引起的番鸭细小病毒

病主要见于三周龄内的雏番鸭ꎬ根据年龄的不同ꎬ死
亡率最高可达 ８０％[６]ꎮ 番鸭细小病毒病在中国番

鸭养殖区域普遍存在ꎬ具有极高死亡率和发病率ꎬ一
旦发生ꎬ会造成水禽养殖业的巨大经济损失ꎮ 准确

迅速诊断这些疫病是开展相应防控工作的基石ꎬｑ￣
ＰＣＲ 技术具有特异性强、灵敏度高、简便、快速、易
操作、可定量分析等优点ꎬ建立单重或多重的 ｑ￣ＰＣＲ
检测方法并应用于临床样本的鉴别诊断ꎬ不仅可分

析病毒核酸在动物体内的含量ꎬ有助于临床诊断和

分子流行病学调查ꎬ还可有助于病毒分离鉴定ꎬ为上

述疫病的研究和防控提供技术保障ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要材料与仪器

ＰｕｒｅＰｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 质粒提取试剂盒购自 ＣＷ￣
ＢＩＯ 公司ꎬＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 凝胶回收

试剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司ꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ( Ｐｒｏｂｅ
ｑＰＣＲ)、Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ(ＴａＫａＲａ Ｔａｑ ｖｅｒｓｉｏｎ ２.０ ｐｌｕｓ ｄｙｅ)
ＤＮＡ 酶、ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ / ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ
５.０ ＲＮＡ / ＤＮＡ 提取试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
反转录试剂盒、ＥＡＳＹ Ｄｉｌｕｓｉｏｎ(ｆｏｒ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ)引
物稀释液均购自宝生物工程(大连)有限公司ꎮ ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 购自天根(北京)生化科技有限

公司ꎬ克隆载体 ｐＧＥＭ Ｔ￣ｅａｓｙ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎬ
ＦａｓｔＰｒｅｐ￣２４ ５Ｇ 高速匀浆仪购自美国 ＭＰ 公司ꎬＶｅｒｉｔｉ
ＰＣＲ 仪和ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ３ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 均购自

美国应用生物系统公司(Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎮ
１.２　 引物设计合成和毒株

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 已公开发表的 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＡＢ１１０４９２. １)ꎬ ＤＥＶ ＵＬ２ 基因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＪＱ２４８５９７. １)ꎬＭＤＰＶ ＶＰ３ 基因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＦ１６６１１０.１)设计了 ３ 套引物和

探针(表 １)ꎬ本研究中由于引物和探针的位置高度

保守ꎬ因此并不涉及区分野毒株及疫苗株ꎮ 引物和

探针均由英潍捷基(上海)有限公司合成ꎮ
ＤＴＭＵＶ 由中国农业科学院上海兽医研究所馈

７２６吴　 双等:鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒和番鸭细小病毒 ＴａｑＭａｎ 三重实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与临床应用



赠ꎬＤＲＶ 和番鸭呼肠孤病毒(ＭＤＲＶ)由福建省农业

科学院惠赠ꎬＨ９ 亚型禽流感病毒(Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ)由扬

州大学兽医 学 院 馈 赠ꎬ ＤＥＶ、 鸭 甲 肝 病 毒 Ｉ 型

(ＤＨＡＶ￣Ｉ)、新城疫病毒(ＮＤＶ)、ＭＤＰＶ、鹅细小病毒

(ＧＰＶ)为本实验室分离并保存ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物及探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

病毒　 引物 /
探针

序列(５′→３′) 目的
基因

产物大小
(ｂｐ)

ＤＴＭＵＶ Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＧＡＡＧＴＧＧＡＡＣＣＴＣＣＧＴ￣
ＴＣＧ

Ｅ １４４

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＡＧＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＴＴＴＧＴ￣
ＧＣ

Ｐｒｏｂｅ ＮＥＤ￣ＴＣＣＣＡＣＴＴＣＴＡＴＧＣ￣
ＣＡＣＴＧＧＴＡＣＣＴＧＡＴＣ￣ＢＱ２

ＤＥＶ Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＣＡＧＧＡＡＧＣＧＴＴＣＡＡＡＣＣ ＵＬ２ １４９

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＣＡＡＧＧＡＡＧＴＴＧＣＣＡＧＴＣ
Ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ￣ＣＧＣＴＣＡＡＣＧＣＣＡＣＧ￣

ＡＣＣＴＴＣ￣ＢＱ１
ＭＤＰＶ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＡＴＧＣＣＴＴＧＣＣＣＣＡＧＴＡ ＶＰ３ １２７

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＴＴＡＴＴＣＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧ

Ｐｒｏｂｅ ＶＩＣ￣ＣＴＣＣＡＣＴＣＴＧＧＴＴＧＧＴ￣
ＧＴＧＣＡＴＴＧＴ￣ＢＱ１

ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ、ＭＤＰＶ 分别为鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒、番鸭细小
病毒ꎮ

１.３　 核酸的提取及反转录

将－８０ ℃保存的组织样品剪碎ꎬ与 ＰＢＳ 以１ ∶ ９
的比例(质量比)加入到 ２ ｍｌ 研磨管中ꎬ利用 Ｆａｓｔ￣
Ｐｒｅｐ￣２４ ５Ｇ 高速匀浆仪将组织样品匀浆ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离 心 １０ ｍｉｎꎬ 吸 取 上 清 液ꎮ 参 照 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ / ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ ５.０ 提取

试剂盒说明书提取病毒 ＲＮＡ 和 ＤＮＡꎬ并依据此方法

对 ＤＨＡＶⅠ̄、ＤＴＭＵＶ、ＭＤＲＶ、ＤＲＶ、ＤＰＶ、ＤＥＶ、ＮＤＶ、
Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 进行核酸提取ꎮ 参照 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录试剂盒说明书对 ＤＴＭＵＶ、
ＤＨＡＶⅠ̄、ＭＤＲＶ、ＤＲＶ、ＮＤＶ、Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 进行 ＲＮＡ 的

反转录ꎮ 反转录体系如表 ２ 所示ꎬ反应条件:３７ ℃ １５
ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎬ４ ℃保存ꎮ 反转录所得的 ｃＤＮＡ 置于

－８０ ℃保存ꎮ

表 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反转录体系

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

试剂　 　 　 　 　 　 　 　 　 体积 (μｌ)

反转录预混酶 ２

ＲＮＡ 模板 ５

无 ＲＮＡ / ＤＮＡ 酶超纯水 ３

１.４　 重组质粒标准品的构建

以 ＤＴＭＵＶ 的 ｃＤＮＡꎬＤＥＶ、ＭＤＰＶ 的 ＤＮＡ 为模

板ꎬ对 Ｅ 基因、ＵＬ２ 基因、ＶＰ３ 基因进行常规 ＰＣＲ 扩

增ꎬ扩增产物经 １.５％琼脂糖凝胶电泳ꎬ凝胶回收参

照 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒说明书进

行ꎬ回收目的片段后连接至 ｐＧＥＭ Ｔ￣ｅａｓｙ 载体ꎬ再转

化至 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５αꎮ 将阳性克隆菌送至上海英潍捷

基贸易有限公司进行测序ꎮ 质粒的提取参照康为世

纪 ＰｕｒｅＰｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 高纯度质粒小提试剂盒说

明书进行ꎬ提取的质粒用微量蛋白核酸定量仪测定

质粒含量ꎬ使用下式计算重组质粒的拷贝数[７]:

质粒拷贝数＝(６.０２×１０２３)×(质粒含量×１０－９)
质粒长度×６６０

为建立 ３ 种病毒的标准曲线ꎬ对每个质粒进行

１０ 倍梯度稀释ꎬ从 １ μｌ １×１０７拷贝至１×１０１拷贝ꎮ 而

对于多重荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线ꎬ将 ３ 种重组质粒

稀释到１ μｌ ３×１０８拷贝 ꎬ同体积合并后得到１×１０８拷

贝的混合质粒ꎬ然后将合并的质粒进行 １０ 倍梯度稀

释后建立多重标准曲线ꎮ
１.５　 单重和多重 ｑ￣ＰＣＲ 反应条件

单重 ｑ￣ＰＣＲ 检测 ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ 和 ＭＤＰＶ 的反

应体系如下:２×Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ( Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ) １０􀆰 ０
μｌꎬ５０×ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０􀆰 ４ μｌꎬ上、下游引物和探

针(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μｌꎬＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌꎬ灭菌超纯

水 ７􀆰 １ μｌꎮ 在 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ３ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 系统的

反应条件为预变性 ９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６２ ℃ ３０
ｓꎬ４０ 个循环ꎮ

多重 ｑ￣ＰＣＲ 反应体系:１０􀆰 ０ μｌ ２× Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ(Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)ꎬ０􀆰 ４ μｌ ５０×ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅꎬ
１􀆰 ０ μｌ ＤＮＡ 模板及引物、探针、灭菌超纯水组合成

２０􀆰 ０ μｌ 反应体系ꎮ 同时对引物和探针含量不断优

化以获得更好的反应结果ꎮ 多重反应的反应条件与

单重反应相同ꎬ无 Ｓ 型扩增且 Ｃｔ 值高于 ３６ 均判定

为阴性ꎮ
１.６　 多重 ｑ￣ＰＣＲ 灵敏度、特异性和重复性试验

　 　 为了明确多重 ｑ￣ＰＣＲ 的灵敏度ꎬ将上述重组质

粒标准品在无核酸酶的水中进行 １０ 倍梯度稀释含

量为１×１０７拷贝至１×１０１ 拷贝ꎬ稀释后的标准品用作

ｑ￣ＰＣＲ 的扩增模板ꎮ
为了确定多重 ｑ￣ＰＣＲ 的特异性ꎬ提取了鸭主要

疫病病原 ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ 并作为扩增模板ꎬ主要包括

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ、ＤＲＶ、ＧＰＶ、ＮＤＶ、ＭＤＲＶ、ＤＨＡＶ￣Ⅰꎬ灭菌
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超纯水为阴性对照ꎮ
为了验证多重 ｑ￣ＰＣＲ 的重复性ꎬ使用１×１０７拷贝

至１×１０１ 拷贝 １０ 倍梯度稀释的标准质粒来分析组间

及组内变异系数ꎬ组内重复和组间重复均为 ３ 次ꎮ
１.７　 临床样品采集和检测

２０１８ 年 ７ 月份至 ２０１９ 年 ８ 月份从江苏宿迁、睢
宁、沛县以及安徽灵璧等地共采集 １９８ 只死亡鸭及

濒死鸭的组织样品ꎬ样品采集过程中严格遵守国家

农业部于 ２０１６ 年修订的兽医诊断样品采集、保存与

运输技术规范(ＮＹ / Ｔ ５４１－２０１６)中的要求ꎬ包括采

样基本原则、采样前准备、样品采集与处理方法、样
品保存与废弃物处理等ꎮ 组织样品使用 ＦａｓｔＰｒｅｐ￣２４
５Ｇ 高速匀浆仪进行研磨ꎬ使用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ
Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ / ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ ５.０ 提取试剂盒提

取病毒 ＲＮＡ 和 ＤＮＡꎬ使用 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录试剂盒反转录为 ｃＤＮＡꎬ应用建立

的多重 ｑ￣ＰＣＲ 方法进行检测ꎮ 同时使用本试验中

的 ３ 对引物进行常规 ＰＣＲ 检测ꎬ与单重 ｑ￣ＰＣＲ 检测

结果进行比较ꎮ

２　 结 果

２.１　 单重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法的建立

为建立多重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ首先建立并优化

单重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法ꎮ ＤＴＭＵＶ 用 ＮＥＤ 荧光基团

标记ꎬＤＥＶ 使用 ＦＡＭ 荧光基团标记ꎬＭＤＰＶ 使用

ＶＩＣ 荧光基团标记ꎮ 使用 １０ 倍梯度稀释为１×１０７拷

贝至１×１０１ 拷贝含量的质粒标准品构建标准曲线ꎮ
结果表明ꎬＤＥＶ 的单一荧光定量 ＰＣＲ 的灵敏度约为

１０ 拷贝 (图 １)ꎬＤＴＭＵＶ 和 ＭＤＰＶ 单一荧光定量

ＰＣＲ 灵敏度为 １００ 拷贝(图 ２、图 ３)ꎮ 所有标准曲

线均具有良好的相关系数及扩增效率: ＤＴＭＵＶ
(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎬ Ｅ＝ ９２􀆰 ６％)ꎬ ＤＥＶ ( Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎬ Ｅ＝
９５􀆰 ６％)ꎬＭＤＰＶ(Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００ꎬＥ ＝ ９３􀆰 ８％)ꎬ这表明每

种病毒的单重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法是有效ꎮ

Ａ 和 Ｃ 表示单一 ｑ￣ＰＣＲ ＦＡＭ 荧光曲线ꎬＥ ＝ ９５􀆰 ６％ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎬＳｌｏｐｅ ＝ －３.４３１ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ ＝ ４０􀆰 １６９ꎻＢ 和 Ｄ 表示多重 ｑ￣ＰＣＲ ＦＡＭ 荧光曲线ꎬＥ ＝

９６􀆰 ７％ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９７ꎬＳｌｏｐｅ＝－３.４０３ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ＝ ３９􀆰 ８８６ꎮ
图 １　 建立的 ＤＥＶ 单重荧光定量检测方法及多重荧光定量检测方法扩增曲线及标准曲线

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ

２.２　 多重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法的建立

为建立针对多个病毒的多重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ
将引物和探针的浓度在多重反应体系中进行优化ꎬ
优化结果见表 ３ꎮ 结果表明ꎬ多重 ｑ￣ＰＣＲ 可以高效

检测 ３ 种疫病的靶基因ꎬ每种病毒的检测灵敏度约

为 １００ 拷贝ꎮ 所有标准曲线均具有良好的相关系数

及扩增效率(图 ４):ＤＥＶ(Ｒ２ ＝ ０.９９７ꎬＥ ＝ ９６.７％)ꎬ
ＤＴＭＵＶ(Ｒ２ ＝ ０.９９８ꎬＥ＝ ９０.２％)ꎬＭＤＰＶ(Ｒ２ ＝ １.０００ꎬ
Ｅ＝ ９３.４％)ꎬ这表明建立的多重 ｑ￣ＰＣＲ 检测方法有

效ꎮ

９２６吴　 双等:鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒和番鸭细小病毒 ＴａｑＭａｎ 三重实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与临床应用



Ａ 和 Ｃ 表示单一 ｑ￣ＰＣＲ ＮＥＤ 荧光曲线ꎬＥ ＝ ９２􀆰 ６％ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎬＳｌｏｐｅ ＝ －３.５１２ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ ＝ ４０.１６９ꎻＢ 和 Ｄ 表示多重 ｑ￣ＰＣＲ ＮＥＤ 荧光曲线ꎬＥ ＝

９０􀆰 ２％ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９８ꎬＳｌｏｐｅ＝－３.５８１ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ＝ ４３􀆰 ５７２ꎮ
图 ２　 建立的 ＤＴＭＵＶ 单重荧光定量检测方法及多重荧光定量检测方法扩增曲线及标准曲线

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ

Ａ 和 Ｃ 表示单一 ｑ￣ＰＣＲ ＶＩＣ 荧光曲线ꎬＥ＝ ９３.８％ꎬＲ２ ＝ １ꎬＳｌｏｐｅ＝－３.４７９ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ＝ ３９􀆰 ５６７ꎻＢ 和 Ｄ 表示多重 ｑ￣ＰＣＲ ＶＩＣ 荧光曲线ꎬＥ ＝ ９３􀆰 ４％ꎬ

Ｒ２ ＝ １ꎬＳｌｏｐｅ＝－３.４９０ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ＝ ４１􀆰 ５１７ꎮ
图 ３　 建立的 ＭＤＰＶ 单重荧光定量检测方法及多重荧光定量检测方法扩增曲线及标准曲线

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

２.３　 多重 ｑ￣ＰＣＲ 的灵敏度

将梯度稀释的质粒标准品(１ μｌ １×１０７拷贝)进
行 ｑ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 结果显示ꎬＤＴＭＵＶ 可检测到１×１０１

拷贝的质粒ꎻＭＤＰＶ、ＤＥＶ 可检测到１×１０２拷贝的质

粒ꎬ１×１０１拷贝的标准质粒及阴性对照无荧光扩增ꎮ
相同拷贝的标准质粒在单重和多重荧光定量的体系
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中 Ｃｔ 值有所不同ꎬ多重体系的 Ｃｔ 值要比单重体系

的 Ｃｔ 值高 ０.２ 左右ꎬ这可能是由于多重荧光定量体

系中不同引物和探针的相互影响造成的ꎮ 常规

ＰＣＲ 检测 ＤＴＭＵＶ、ＭＤＰＶ 和 ＤＥＶ 的灵敏度分别为

１ μｌ １×１０３拷贝、１×１０４拷贝和１×１０４拷贝ꎬ本试验建

立多重 ｑ￣ＰＣＲ 方法的灵敏度是常规 ＰＣＲ 的 １００ 倍

左右ꎬ因此检测已感染但无临床症状鸭同样可以得

到准确结果ꎮ 上述结果表明多重 ｑ￣ＰＣＲ 方法灵敏

度高ꎮ

表 ３　 多重 ｑ￣ＰＣＲ 反应体系引物和探针浓度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｑ￣ＰＣＲ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

引物及探针　 　 　
体积 (μｌ)

ＤＴＭＵＶ ＤＥＶ ＭＤＰＶ

探针(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ０.６ ０.４ ０.９

上游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ０.７ ０.５ ０.８

下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ０.７ ０.５ ０.８

Ａ:ＤＥＶ 荧光标记 Ｅ＝ ９６􀆰 ７％ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９７ꎬＳｌｏｐｅ＝ －３.４０３ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ ＝ ３９􀆰 ８８６ꎻＢ:ＤＴＭＵＶ 荧光标记 Ｅ ＝ ９０.２％ꎬＲ２ ＝ ０.９９８ꎬＳｌｏｐｅ ＝ －３.５８１ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ ＝

４３.５７２ꎻＣ:ＭＤＰＶ 荧光标记 Ｅ＝ ９３.４％ꎬＲ２ ＝ １ꎬＳｌｏｐｅ＝－３.４９０ꎬＹ￣Ｉｎｔｅｒ＝ ４１.５１７ꎮ
图 ４　 建立的多重荧光定量检测方法扩增曲线及标准曲线

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

２.４　 多重 ｑ￣ＰＣＲ 的重复性

选取 １０ 倍梯度稀释为 １ μｌ １×１０６ ~ １×１０４拷贝

的质粒标准品作为模板进行 ｑ￣ＰＣＲꎮ 组内重复连续

做 ３ 次ꎬ组间重复是在 ３ 个不同的时间分别做 ３ 次ꎬ
每次 ３ 个重复ꎮ 结果(表 ４)显示 ＤＥＶ 的组内和组

间变 异 系 数 分 别 为 ０.６０％~ １􀆰 ４０％ 和 １.０９％~
３􀆰 ２２％ꎻ ＤＴＭＵＶ 的 组 内 的 变 异 系 数 为 １.０４％~
２􀆰 ２８％ꎬ组间变异系数为１.６６％~ ３􀆰 ６７％ꎻＭＤＰＶ 组

内和组间变异系数分别为１.０２％~ ２􀆰 ６７％和１.２８％~
２􀆰 ５８％ꎮ 因此ꎬ基于 ＴａｑＭａｎ 探针的三重 ｑ￣ＰＣＲ 检

测方法重复性好ꎮ
２.５　 多重 ｑ￣ＰＣＲ 的特异性

对 ＤＴＭＵＶ 的 ｃＤＮＡꎬＤＥＶ 和 ＭＤＰＶ 的 ＤＮＡ
(阳性对照)ꎬ无菌超纯水(阴性对照)以及 Ｈ９Ｎ２
ＡＩＶ、ＧＰＶ、ＤＲＶ、ＭＤＲＶ、ＮＤＶ、ＤＨＡＶ￣Ⅰ６ 种主要

鸭病毒的 ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ 进行多重 ｑ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 结

果 表 明ꎬ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ、 ＧＰＶ、 ＤＲＶ、 ＭＤＲＶ、 ＮＤＶ、
ＤＨＡＶ￣Ⅰ ６ 种主要鸭病毒和阴性对照的检测结果

均为阴性(未检测到荧光信号)ꎬ而 ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ、
ＭＤＰＶ(图 ５)均可被检测到ꎬ说明建立多重 ｑ￣ＰＣＲ
方法特异性强ꎮ

表 ４　 多重实时荧光定量 ＰＣＲ 组内、组间重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｔｒａ￣ａｓｓａｒ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣ａｓｓａｙ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉ￣
ｔｙ

质粒

质粒标准

品含量

(拷贝ꎬ１ μｌ)

组内变异试验

平均数
变异系数

(％)

组间变异试验

平均数
变异系数

(％)

ＤＥＶ １×１０６ １８.０９±０.１１ ０.６０ １８.０１±０.５８ ３.２２

１×１０５ ２１.９３±０.２１ ０.９６ ２１.８７±０.２４ １.０９

１×１０４ ２５.８８±０.３６ １.４０ ２５.７８±０.５１ １.９８

ＤＴＭＵＶ １×１０６ １９.１２±０.２０ １.０４ １９.１０±０.７０ ３.６７

１×１０５ ２３.６６±０.５４ ２.２８ ２３.６７±０.６９ ２.９２

１×１０４ ２７.１４±０.４２ １.５４ ２７.０５±０.４５ １.６６

ＭＤＰＶ １×１０６ １８.０１±０.４８ ２.６７ １７.９５±０.２３ １.２８

１×１０５ ２１.４０±０.２２ １.０２ ２１.３３±０.５５ ２.５８

１×１０４ ２４.９６±０.３１ １.２４ ２４.９９±０.６０ ２.４０

２.６　 临床采集样品的检测结果

应用建立的多重 ｑ￣ＰＣＲ 方法对临床采集的 １９８
份样品的 ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ 进行检测ꎬ灵璧地区 ＤＴ￣
ＭＵＶ、ＤＥＶ 和 ＭＤＰＶ ３ 种病毒阳性率分别为 ８􀆰 ３％
(４ / ４８)ꎬ１􀆰 ５％ (３ / ４８)和 １０􀆰 ４％ (５ / ４８)ꎻ沛县地区

１３６吴　 双等:鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒和番鸭细小病毒 ＴａｑＭａｎ 三重实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与临床应用



１~７: Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ、ＧＰＶ、ＤＲＶ、ＭＤＲＶ、ＮＤＶ、ＤＨＡＶ￣Ⅰ、阴性对照ꎮ
图 ５　 多重荧光定量 ＰＣＲ 特异性检测

Ｆｉｇ. ５ 　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ

ＤＴＭＵＶ 的检出率为 ６􀆰 １％(５ / ８２)ꎬ其他 ２ 种病毒则

没有检出ꎻ睢宁地区 ＤＴＭＵＶ 和 ＤＥＶ 的阳性率分别

是 ２􀆰 ９％(１ / ３５)和 ８􀆰 ６％(３ / ３５)ꎻ宿迁地区 ＤＴＭＵＶ
和 ＤＥＶ 的阳性率为 １􀆰 ５％(１ / ６８)和 ２􀆰 ９％(２ / ６８)ꎻ
睢宁和宿迁地区均无 ＭＤＰＶ 检出ꎮ 图 ６ 显示了在

１９８ 份样品中 ３ 种病毒的单独感染、混合的情况ꎬ图
中数字表示三重 ｑ￣ＰＣＲ 核酸检出阳性的样品数量ꎬ
并集部分为核酸检出阳性的混合感染数量ꎮ １９８ 份

疑似组织病料同时运用常规 ＰＣＲ 方法进行了检测ꎬ
安徽地区 ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ 和 ＭＤＰＶ 阳性检出率分别

为 ６􀆰 ２５％(３ / ４８)ꎬ６􀆰 ２５％(３ / ４８)和 ８􀆰 ３３％(４ / ４８)ꎬ
江苏沛县 ＤＴＭＵＶ 的检出率为 ４􀆰 ８７％(４ / ８２)ꎬ同样

无 ＤＥＶ、ＭＤＰＶ 检出ꎮ 江苏睢宁和宿迁临床样品常

规 ＰＣＲ 检测结果与 ｑ￣ＰＣＲ 检测结果一致ꎮ 由此可

见ꎬｑ￣ＰＣＲ方法较常规 ＰＣＲ 方法更加准确可靠ꎮ

ＤＴＭＵＶ:鸭坦布苏病毒ꎻＤＥＶ:鸭肠炎病毒ꎻＭＤＰＶ:番鸭细小病

毒ꎮ
图 ６　 各病毒单独感染及混合感染分布情况

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｅａｃｈ ｖｉｒｕｓ

３　 讨 论

ＤＴＭＵＶ 属于黄病毒属、黄病毒科ꎬ是一种单股

正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ病毒基因组编码包括衣壳(Ｃ)、前
膜(ＰｒＭ)、后膜(Ｍ)和包膜(Ｅ)及 ７ 个在 ３′末端编

码的非结构(ＮＳ)蛋白(即 ＮＳ１ꎬＮＳ２ＡꎬＮＳ２ＢꎬＮＳ３ꎬ
ＮＳ４ＡꎬＮＳ４Ｂ 和 ＮＳ５) [８￣１１]ꎮ ＤＥＶ 属于疱疹病毒科马

立克病毒属的 ＤＮＡ 囊膜病毒ꎬＤＥＶ 能引起鸭一种

急性、热性、败血性、高度传染性疫病ꎬ不同日龄的鸭

均可感染[１２￣１３]ꎮ ＤＥＶ 侵入机体后首先攻击机体的

免疫器官ꎬ 导致机体细胞免疫和体液免疫受到严重

的破坏ꎬ所以病毒感染机体后容易引起免疫抑制和

其他病毒继发感染而加快死亡[１４]ꎮ ＭＤＰＶ 属于细

小病毒科依赖病毒属的单链、线状、无囊膜 ＤＮＡ 病

毒[１５￣１６]ꎬ主要感染 １~ ３ 周龄雏番鸭ꎬ俗称 “三周

病”ꎬ依据年龄的不同ꎬ致死率高达５０％~８０％[１７]ꎮ
随着中国水禽养殖规模日益扩大ꎬ及时准确检

测和诊断水禽病毒病是疫病监测和防控的重要组成

部分ꎮ 目前ꎬ水禽病毒病的检测诊断主要依靠临床

症状、 病理变化、 血清 学、 常 规 ＰＣＲ 检 测 等 方

法[１８￣２１]ꎬ主要适应于检测单一感染ꎬ然而水禽病毒

病常常表现为混合感染ꎬ常规检测难以准确判定ꎮ
常规 ＰＣＲ 方法仅用于病原定性ꎬ无法定量ꎬ并且伴

随着交叉感染的风险(导致假阳性)和提取物质量

差(导致假阴性) [２２]等问题ꎮ
基于 ＴａｑＭａｎ 探针的多重 ｑ￣ＰＣＲ 是一种快速、

高特异性、高灵敏度和高重现性的检测方法ꎬ是针对

水禽养殖中单一病毒感染或多病毒混合感染最为快

速且有效的检测方法ꎮ 研究结果表明二重 ｑ￣ＰＣＲ
检测方法已成功运用到水禽病毒性疫病检测中ꎬ张
艳芳等[２３]建立了 ＤＰＶ 及 ＤＴＭＵＶ ＴａｑＭａｎ 二重荧光

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ２ 种病毒的检测灵敏度均

可达 １００ 个拷贝ꎻ曾婷婷等[２４] 建立了 ＤＴＭＵＶ 与产

蛋下降综合征病毒二重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测方法ꎬ检测灵敏度为 １００ 个拷贝ꎮ 本研究

中建立的 ＴａｑＭａｎ 三重荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ对
ＤＥＶ 的检测灵敏度为 １０ 个拷贝ꎬ对 ＤＴＭＵＶ 及 ＭＤ￣
ＰＶ 的检测灵敏度为 １００ 个拷贝ꎬ比常规 ＰＣＲ 灵敏

度高 １００ 倍左右ꎮ 该方法中建立的 ３ 个标准曲线具

有良好的相关性和扩增效率ꎬ相关系数都在 ０􀆰 ９９７
以上ꎬ扩增效率为９０％~ １１０％ꎬ从１×１０ ７ ~ １×１０２ 拷

贝的质粒均呈良好的线性关系ꎮ 从样品研磨处理开

始ꎬ大概３~４ ｈ 可以得到检测结果ꎮ 这相比于血清

学检测方法速度快、准确性高、操作简便、敏感性高、
重复性好、特异性强ꎬ因此非常适合多病毒共感染的
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诊断、定量分析及流行病学监测ꎬ为临床上 ＤＥＶ、
ＤＴＭＵＶ、ＭＤＰＶ 的快速诊断及分子流行病学调查提

供了有效手段ꎮ

参考文献:

[１] 　 ＧＵＯ Ｙ Ｆꎬ ＣＨＥＮＧ Ａ Ｃꎬ ＷＡＮＧ Ｍ Ｓ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＴａｑＭａｎ􀅹

ＭＧＢ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎａｔｉｄ
ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ １[Ｊ] . Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００９ꎬ ６(１):７１.

[２] 　 ＳＡＮＤＨＵ Ｔ Ｓꎬ ＳＨＡＷＫＹ Ｓ Ａ. Ｄｕｃｋ ｖｉｒｕｓ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ (Ｄｕｃｋ ｐｌａｇｕｅ)
[Ｍ]. Ｉｏｗａ Ｓｔａｔｅ Ｐｒｅｓｓ: Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｐｏｕｌｔｒｙ １１ｔｈ ｅｄｉｔｉｏｎꎬ２００３:
３５４￣３６３.

[３] 　 ＭＯＮＴＧＯＭＥＲＹ Ｒ Ｄꎬ ＳＴＥＩＮ Ｇ Ｊ Ｒꎬ ＮＯＶＩＬＬＡ Ｍ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ
ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｆ ｄｕｃｋ ｖｉｒｕｓ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ (ｄｕｃｋ ｐｌａｇｕｅ) ｉｎ ａ ｃａｐｔｉｖｅ ｆｌｏｃｋ ｏｆ
ｍｉｘｅｄ ｗａｔｅｒｆｏｗｌ[Ｊ] . Ａｖｉａｎ Ｄｉｓꎬ １９８１ꎬ ２５: ２０７￣２１３.

[４] 　 ＬＩＵ Ｐꎬ ＬＵ Ｈꎬ ＬＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｕｃｋ ｅｇｇ ｄｒｏｐ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ:ａｎ ｅ￣
ｍｅｒｇｉｎｇ Ｔｅｍｂｕｓｕ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[ Ｊ] . Ｓｃｉ Ｃｈｉｎａ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉꎬ ２０１３ꎬ ５６(８): ７０１￣７１０.

[５] 　 赵冬敏ꎬ黄欣梅ꎬ刘宇卓ꎬ等. 新型黄病毒在种鹅中垂直传播的

研究[Ｊ] . 南方农业学报ꎬ ２０１２ꎬ ４３(１): ９９￣１０２.
[６] 　 ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＬＩＮＧ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ

ａ ｎｏｖｅｌ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ: ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａ￣
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＭＤＰＶ ａｎｄ ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ [ Ｊ] .
ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ １３: ３２７.

[７] 　 ＨＵＡＮＧ Ｙ Ｌꎬ ＰＡＮＧ Ｖ Ｆꎬ ＰＡＮ Ｃ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒｅ￣
ｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ
２００９ꎬ１６０(１ / ２):１１１￣１１８.

[８] 　 ＺＨＡＮＧ Ｗꎬ ＣＨＥＮ Ｓꎬ ＳＵＲＥＳＨ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｕｐｄａｔｅｄ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａ￣
ｖｉａｎ￣ｏｒｉｇｉｎ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ: ａ ｎｅｗｌｙ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ａｖｉａｎ Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ９８:２４１３￣２４２０.

[９] 　 ＧＵＺＭＡＮ Ｍ Ｇꎬ ＨＡＬＳＴＥＡＤ Ｓ Ｂꎬ ＡＲＴＳＯＢ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｎｇｕｅ: ａ
ｃｏｎｔｉｎｕｉｎｇ ｇｌｏｂａｌ ｔｈｒｅａｔ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ ８: ７￣１６.

[１０] ＢＥＣＫＥＲ Ｎꎬ ＪÖＳＴ Ｈꎬ ＺＩＥＧＬＥＲ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｚｏｏｔｉｃ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ
Ｕｓｕｔｕ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ ｂｉｒｄｓ ｉｎ Ｇｅｒｍａｎｙ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ
２０１２ꎬ ７(３２): ６０４.

[１１] ＢＡＬＴＩＭＯＲＥ Ｄ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｍｅｓ[Ｊ] . Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ
Ｒｅｖꎬ１９７１ꎬ ３５: ２３５￣２４１.

[１２] 程安春. 鸭瘟[Ｍ]. 北京: 中国农业出版社ꎬ ２０１５.
[１３] ＬＩ Ｙꎬ ＨＵＡＮＧ Ｂꎬ ＭＡ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ [Ｊ] . Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ３９１(２):１５１￣
１６１.

[１４] 刘忠伟ꎬ杨　 颖ꎬ江　 楠ꎬ等. 鸭瘟强毒人工感染雏鸭的显微和

超微病理学变化[Ｊ] . 江苏农业科学ꎬ ２０１７ꎬ ４５ (１６):１４０￣１４７.
[１５] 刘家森ꎬ姜　 骞ꎬ司昌德ꎬ等. 番鸭细小病毒与鹅细小病毒 ＰＣＲ

鉴别诊断方法的建立[Ｊ] . 中国兽医科学ꎬ ２００７ꎬ ３７(６):４６９￣
４７２.

[１６] ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＬＩＮＧ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ａ ｎｏｖｅｌ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅ: ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａ￣
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＭＤＰＶ ａｎｄ ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ [ Ｊ] .
ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ １３: ３２７￣３２９.

[１７] ＷＡＮ Ｃꎬ ＣＨＥＮ Ｈꎬ ＦＵ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ａｎｄ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｆｕ￣
ｊｉａｎ[Ｊ] . Ｃｈｉｎａ Ｋａｆｋａｓ Ｕｎｉｖ Ｖｅｔ Ｆａｋ Ｄｅｒｇꎬ ２０１５ꎬ ２１(８): ９２９￣
９３４.

[１８] ＣＨＥＮＧ Ａꎬ ＨＡＮ Ｘꎬ ＺＨＵ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕ￣
ｎｏ￣ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｐａｒａｆｆ ｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｖｅｔ Ｓｃｉꎬ
２００８ꎬ ２８: ８７１￣８７５.

[１９] 刘玉伟ꎬ辛长勋ꎬ王　 硕ꎬ等.山东省鸭类感染猪圆环病毒 ３ 型

的初步调查[Ｊ] .山东农业科学ꎬ２０１８ꎬ５０(５):１２６￣１２８.
[２０] 王永娟ꎬ董亚青ꎬ郭方超ꎬ等.鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒 ＲＴ－

ＰＣＲ 检测方法的建立[ Ｊ] .江苏农业科学ꎬ２０１８ꎬ４６( １):１０５￣
１０６ꎬ１１５.

[２１] 张艳雯ꎬ何永权ꎬ吴云月ꎬ等. 广西鸡源 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒

分离鉴定及遗传进化分析[ Ｊ] .南方农业学报ꎬ２０１８ꎬ４９(４):
７８０￣７８６.

[２２] ＨＡＮＳＥＮ Ｗ Ｒꎬ ＢＲＯＷＮ Ｓ Ｅꎬ ＮＡＳＨＯＬＤ Ｓ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ｐｌａｇｕｅ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ａｖｉａｎ
Ｄｉｓꎬ １９９９ꎬ ４３(１):１０６￣１１５.

[２３] 张艳芳ꎬ谢芝勋ꎬ谢丽基ꎬ等. 鸭坦布苏病毒和鸭瘟病毒二重荧

光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的建立[Ｊ] . 中国畜牧兽医ꎬ２０１４ꎬ４１(３):
７７￣８２.

[２４] 曾婷婷ꎬ谢芝勋ꎬ谢丽基ꎬ等. 应用二重实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
鉴别坦布苏病毒与产蛋下降综合征病毒 [ Ｊ] . 中国家禽ꎬ
２０１５ꎬ ３７(１):１７￣２１.

(责任编辑:陈海霞)

３３６吴　 双等:鸭坦布苏病毒、鸭肠炎病毒和番鸭细小病毒 ＴａｑＭａｎ 三重实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与临床应用




