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　 　 摘要:　 为建立快速检测鹅星状病毒(ＧＡｓｔＶ)的方法ꎬ本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＧＡｓｔＶ ＯＲＦ２ 基因序列设计 １ 对

特异性引物ꎬ构建重组质粒 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＧＡｓｔＶꎬ以其作为标准品建立了 ＧＡｓｔＶ 的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检

测方法ꎮ 优化其反应条件及体系ꎬ进行特异性、敏感性和重复性试验以及临床样本检测ꎮ 试验结果显示ꎬ除 ＧＡｓｔＶ
外ꎬ禽白血病病毒(ＡＬＶ)、血清 ４ 型禽腺病毒(ＦＡｄＶ￣４)、鸡传染性喉气管炎病毒( ＩＬＴＶ)和鸡传染性贫血病病毒

(ＣＩＡＶ)等常见禽病病原利用该方法检测均呈阴性ꎬ表明其特异性良好ꎻ建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检出的最低模板

含量为 １ μｌ ３.７５×１０１ 拷贝ꎬ敏感性较高ꎻ组内和组间重复性试验变异系数均小于 １ ％ꎮ 利用该方法对来自安徽地

区的 ３２ 份临床样品进行检测ꎬ阳性检出率为 ４３􀆰 ７５％ꎬ常规 ＰＣＲ 方法阳性检出率为 １８􀆰 ７５％ꎬ阳性检出符合率

１００％ꎬ表明该方法可用于临床样品检测ꎮ 该方法的建立为临床样品中 ＧＡｓｔＶ 的快速高效检测提供了技术支持ꎮ
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｆｅｉ ２３００３６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｎｉｎｇｂｏ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ
Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬ Ｎｉｎｇｂｏ ３１５０１０ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ (ＧＡｓｔＶ)ꎬ ｔｈｅ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣
ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｆｉｒｓｔｌｙꎬ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＯＲＦ２ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＧＡｓｔＶ
ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｓｅｃｏｎｄｌｙꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＧＡｓｔＶ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ
ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ. Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄꎬ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｔｈｅ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４(ＦＡｄＶ￣４)ꎬ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ( ＩＬＴＶ)ꎬ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ
(ＡＬＶ)ꎬ ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ(ＣＩＡＶ) ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ＧＡｓｔＶ. Ｉｔ ｉｎｄｉ￣
ｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｓｓａｙ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ. Ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｗａｓ

３.７５×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｌｉｔｅｒ. Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １％. Ｔｈｉｒｔｙ￣ｔｗｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ａｎｈｕｉ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ.
Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ４３􀆰 ７５％ꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ
ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ｗａｓ １８􀆰 ７５％ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ
ｗａｓ １００％. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｓｓａｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
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ＧＡｓｔＶ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ(ＧＡｓｔＶ)ꎻ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｆｌｕｃｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲꎻ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 星状病毒(ＡｓｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓꎬＡｓｔＶ)属于星状病毒科ꎬ
为无囊膜、单股正链 ＲＮＡ 病毒[１]ꎮ 基因组全长

６.９~７􀆰 ９ ｋｂꎬ包括 ５′ＵＴＲꎬ３ 个开放阅读框 ＯＲＦ１ａ、
ＯＲＦ１ｂ、ＯＲＦ２ꎬ３′ＵＴＲ 及多聚腺苷酸( ｐｏｌｙＡ)尾[２]ꎮ
可根据感染宿主的不同分为哺乳动物星状病毒和禽

类星状病毒ꎮ 哺乳动物星状病毒包括人类、猫、猪、
羊和水貂星状病毒ꎻ禽类星状病毒包括鸡、鸭、火鸡

星状病毒及禽肾炎病毒[３￣５]ꎮ ２０１７ 年中国多个省份

的鹅养殖场暴发一种以内脏和关节出现尿酸盐沉积

为主要临床特征的新发疾病ꎬ该病造成雏鹅的大量

死亡ꎬ给养鹅业带来巨大的经济损失ꎮ 该病主要发

生在５~２０ 日龄的雏鹅ꎬ死亡率最高可达 ５０％[６￣７]ꎮ
患病雏鹅精神沉郁ꎬ采食量减少ꎬ关节肿大ꎻ尸检可

见内脏器官大量尿酸盐沉积ꎬ尤其是肝脏、心脏及肾

脏[８]ꎮ Ｎｉｕ 等首次从病鹅组织中分离出一种新型的
鹅源星状病毒(Ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓꎬＧＡｓｔＶ) [６￣７]ꎮ

目前尚无针对该病的治疗措施及疫苗ꎬ防治重

点在于疫情的检测和控制ꎮ 因此建立一种快速、准
确和省时的检测方法对疫情的防控尤为重要ꎮ 然而

目前检测 ＧＡｓｔＶ 常用方法是 ＰＣＲꎬ与荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 相比该方法具有交叉污染且耗时长等缺点ꎬ不
适用于大量临床样品的检测[９￣１０]ꎮ 而 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
荧光定量 ＰＣＲ 作为一种通用的病原体检测技术ꎬ具
有特异性强、敏感性高等优点ꎬ能在较短时间内完成

病原体检测ꎬ已被广泛用于动物疾病的临床诊断ꎮ
因此ꎬ本研究旨在建立一种基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 的实

时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的快速检测 ＧＡｓｔＶ 的方法ꎬ为
ＧＡｓｔＶ 的临床诊断和流行病学调查提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒及临床样品

禽白血病病毒 ( ＡＬＶ)、 血清 ４ 型禽腺病毒

(ＦＡｄＶ￣４)、鸡传染性喉气管炎病毒( ＩＬＴＶ)、鸡传染

性贫血病病毒(ＣＩＡＶ)均由本实验室保存ꎻＧＡｓｔＶ 感

染的鹅心、肝和肾等样品采用文献[６]的方法检测

为 ＧＡｓｔＶ 阳性后由本实验室保存ꎻ疑似 ＧＡｓｔＶ 感染

的 ３２ 份心、肝和肾临床样品于 ２０１８ 年采自安徽省

不同地区养殖场ꎮ
１.２　 主要试剂

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体、ＤＬ６００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚

合酶、Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 和 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ

(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ质粒提取试

剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司ꎬ病毒基因组 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提

取试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司ꎬＤＨ５α
感受态细胞、普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒和

ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ(ｗｉｔｈ ｇＤＮａｓｅ)购自 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司ꎮ
１.３　 引物的设计与合成

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 的 ＧＡｓｔＶ 病 毒 株

(ＭＨ０５２５９８.１)ＯＲＦ２ 阅读框碱基序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 软件设计 １ 对特异性引物(Ｆ:５′￣ＣＧＡＴ￣
ＧＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＡＣＡＣＡ￣３′ꎬＲ:５′￣ＣＡＧＡＡＴＴＴＧＡＡ￣
ＧＣＡＧＣＡＣＣＡ￣３′)ꎬ预期扩增片段为 １８２ ｂｐꎮ 引物

由通用生物系统(安徽)有限公司合成ꎮ
１.４　 ＤＮＡ / ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

取适量鉴定为 ＧＡｓｔＶ 阳性的心、肝和肾等组织

加入含青霉素和链霉素各１ ０００ ＩＵ / ｍｌ的 ＰＢＳ 用研

钵充分碾磨ꎬ置于－８０ ℃冰箱反复冻融 ３ 次ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ置于－８０ ℃冰箱待用ꎮ
利用病毒基因组 ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ＦＡｄＶ￣
４、ＩＬＴＶ 病毒基因组 ＤＮＡꎬＡＬＶ、ＣＩＡＶ、ＧＡｓｔＶ 病毒基

因组 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡ 后与上述病毒 ＤＮＡ 分别

置于－２０ ℃保存ꎮ
１.５　 重组质粒标准品的制备

以提取的鉴定为 ＧＡｓｔＶ 阳性的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
采用引物 Ｆ / Ｒ 进行常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应条件:
９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ３０ 个

循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １ ％琼脂糖凝胶电

泳检测ꎬ回收并纯化扩增产物ꎬ将其克隆于 ｐＭＤ１９￣Ｔ
中ꎬ构建重组质粒 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＧＡｓｔＶꎬ由南京擎科生物

科技有限公司测序鉴定ꎮ 重组质粒使用紫外分光光

度计测定 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值ꎬ按照拷贝数计算公式(质
粒浓度×６.０２×１０２３) / (１０９ ×基因组长度×６６０)ꎬ计算

重组质粒拷贝数ꎮ
１.６　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的建立与优化

采用 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ( Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) 试剂盒推荐的 ２５ μｌ 反应体系ꎬ以出现

最小 Ｃｔ 值和最高荧光值以及不出现非特异扩增产

物为标准ꎬ采用方阵法分别对引物浓度(０.２~ １􀆰 ０
μｍｏｌ / Ｌ)、退火温度(５０~ ６０ ℃)、延伸时间(２０~ ３２
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ｓ)等反应条件进行优化ꎬ确定最佳反应条件及体系ꎮ
１.７　 标准曲线和熔解曲线的建立

以 １０ 倍倍比稀释为 ８ 个梯度(１ μｌ ３.７５×１０１ ~
３.７５×１０８拷贝)的标准质粒为模板ꎬ同时设阴性对照

(ｄｄＨ２Ｏ)ꎮ 用优化后的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体系及程

序进行扩增ꎬ每个标准品和阴性对照做 ３ 个重复ꎬ建
立标准曲线ꎮ 待反应结束后ꎬ建立熔解曲线ꎮ 结果

判定标准如下:Ｃｔ 值≤３０ 并出现特异的扩增曲线和

较为一致的熔解曲线ꎬ即判定结果为“阳性”ꎻ被检

样品 ３０<Ｃｔ 值≤３５ 为“可疑”ꎬ需重新进行扩增ꎻＣｔ
值>３５ 判定为“阴性”ꎮ
１.８　 特异性试验

以提取的 ＦＡｄＶ￣４、ＩＬＴＶ、ＡＬＶ、ＣＩＡＶ 的 ＤＮＡ /
ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用优化后的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 条

件进行扩增ꎬ同时设置阴性对照(ｄｄＨ２Ｏ)及阳性对

照(ＧＡｓｔＶ)ꎬ验证该方法的特异性ꎮ
１.９　 敏感性试验

用 ８ 个稀释梯度(１ μｌ ３.７５×１０１ ~３.７５×１０８拷贝)
的标准品为模板ꎬ采用优化后的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 体

系及程序进行扩增ꎬ检测该方法可检出的最低模板拷

贝数ꎮ 同时用常规 ＰＣＲ 方法对相同稀释梯度的模板

进行扩增ꎬ将 ２ 种方法的检测结果进行对比ꎬ验证本

试验建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法敏感性ꎮ
１.１０　 重复性试验

用 ３ 个稀释梯度 (１ μｌ ３.７５× １０８、１ μｌ ３.７５×
１０５、１ μｌ ３.７５×１０２)的标准质粒为模板ꎬ每个梯度设

置 ３ 个重复ꎬ在同一时间或者不同时间段检测 ３ 次ꎬ
进行组内和组间重复性试验ꎬ计算变异系数以验证

该方法的重复性ꎮ
１.１１　 临床样品的检测

根据基因组提取试剂盒使用说明书提取 ３２ 份临

床样品基因组ꎬ采用本研究建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
及常规 ＰＣＲ 方法对 ３２ 份临床样品进行检测ꎬ比较二

者的检测结果ꎬ并计算 ２ 种检测方法的符合率ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组质粒标准品的鉴定

利用 Ｆ / Ｒ 引物ꎬ对 ＧＡｓｔＶ 阳性病料的基因组

ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增出约 １８２ ｂｐ 的单一特异

性片段ꎬ与预期结果一致(图 １)ꎮ 将该目的基因片

段克隆至 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体中构建重组质粒ꎬ质粒测序

结果与目的片段序列一致ꎬ表明 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＧＡｓｔＶ 重

组质粒构建正确ꎮ

Ｍ:ＤＬ６００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阴性对照ꎻ２:ＧＡｓｔＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 目的片段 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ

２.２　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应条件优化

经优化后确定最佳反应体系为(２５􀆰 ００ μｌ):ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒ(２×)１２􀆰 ５０ μｌꎬ上游引物、
下游引物(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ７５ μｌꎬ模板 ２􀆰 ００ μｌꎬ加
入 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５􀆰 ００ μｌꎮ 最佳反应条件:９５ ℃
３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 熔

解曲线:６５ ℃以 ０􀆰 ５ ℃ / ｓ 升至 ９５ ℃ꎮ
２.３　 标准曲线及熔解曲线分析结果

用建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 对 １ μｌ ３.７５×１０１拷

贝至３.７５×１０８拷贝梯度的 ＧＡｓｔＶ 阳性质粒标准品检

测ꎬ绘制的标准曲线 Ｃｔ 值与标准质粒含量呈良好线

性关系(图 ２Ａ)ꎮ 相关标准曲线方程:Ｙ＝ －３.０６５ｘ＋
３３􀆰 ７３８ꎬ扩增效率(Ｅ)＝ １０５％ꎬ相关系数( ｒ)＝ ０􀆰 ９９３ꎮ
熔解曲线显示ꎬ熔解温度(Ｔｍ)在 ８４􀆰 ５ ℃时出现特异

性单峰ꎬ无引物二聚体及非特异性产物(图 ２Ｂ)ꎮ
２.４　 特异性试验结果

利用本研究建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对

几种临床常见禽病病原进行特异性检测ꎬ结果显

示ꎬ仅 ＧＡｓｔＶ 出现特异性扩增ꎬ其他病原及阴性对

照均未出现任何扩增曲线(图 ３)ꎮ 表明该方法特

异性良好ꎮ
２.５　 敏感性试验结果

敏感性试验结果显示ꎬ常规 ＰＣＲ 可检测质粒标

准品的最低含量为 １ μｌ ３.７５×１０３拷贝 (图 ４Ａ)ꎬ而
荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测质粒标准品的最低含量为

１ μｌ ３.７５×１０１ 拷贝(图 ４Ｂ)ꎬ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的敏

感性是常规 ＰＣＲ 的 １００ 倍ꎮ 表明本试验建立的荧

光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 敏感性较高ꎮ
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图 ２　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 标准曲线(Ａ)和熔解曲线(Ｂ)
Ｆｉｇ.２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ(Ａ) ａｎｄ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ(Ｂ) ｏｆ ｔｈｅ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

１:ＧＡｓｔＶꎻ２:ＦＡｄＶ￣４ꎻ３:ＩＬＴＶꎻ４:ＡＬＶꎻ５:ＣＩＡꎻ６:阴性对照ꎮ
图 ３　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的特异性分析

Ｆｉｇ.３ 　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

Ａ:荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲꎻＢ:常规 ＰＣＲꎮ １~８: １ μｌ ３.７５×１０８ ~３.７５×

１０１拷贝ꎻ９:阴性对照ꎮ
图 ４　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的敏感性试验结果

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

２.６　 重复性试验结果

利用本研究建立的方法进行重复性试验ꎬ结果

显示ꎬ该方法的组内和组间变异系数均小于 １􀆰 ０％
(表 １)ꎮ 表明本研究建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法

有较好的重复性ꎮ

表 １　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

质粒梯度
(１ μｌ 拷贝数)

组间

平均数 标准差
变异
系数
(％)

组内

平均数 标准差
变异
系数
(％)

３.７５×１０２ １２.９３ ０.０３ ０.２４ １２.９７ ０.１３ ０.９９

３.７５×１０５ １７.３５ ０.０７ ０.４０ １７.３５ ０.０９ ０.４９

３.７５×１０８ ２４.３６ ０.１３ ０.５４ ２４.３９ ０.１５ ０.６３

２.７　 临床样品检测结果

在 ３２ 份疑似 ＧＡｓｔＶ 感染病料中ꎬ荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检出阳性样品 １４ 份ꎬ阳性率为 ４３􀆰 ７５％ꎬ常规

ＰＣＲ 检出阳性样品 ６ 份ꎬ阳性率为 １８􀆰 ７５％ꎬ两者符

合率为 １００％ꎮ 表明本研究建立的荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测方法敏感性更高ꎬ可适用于临床检测ꎮ

３　 讨 论

截至目前ꎬ中国山东、江苏、安徽、河南、辽宁和

广东等地区鹅养殖场陆续出现一种以雏鹅痛风为主

要症状的急性传染病ꎮ 先前有研究者指出该病的发

生可能是由于超量高蛋白高钙饲料的使用导

致[１１￣１２]ꎬ但实践证明ꎬ更换低蛋白饲料后ꎬ疫情并未

得到改善ꎮ 直至 ＧＡｓｔＶ 被成功分离鉴定[７]ꎬ才确定

真正病因ꎮ 迄今为止对 ＧＡｓｔＶ 致病性及病理机制

尚不清楚ꎬ因此ꎬ建立特异敏感的检测技术ꎬ可为后

期 ＧＡｓｔＶ 的感染机制和致病机理研究奠定基础ꎮ
分子生物学技术检测病毒性传染病已广泛应用于

临床诊断[１３￣１５]ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 是近年来发展起

来的一项新的检测技术ꎬ在动物疾病的检疫、基因表达

分析等各种领域得到广泛的应用[１６]ꎮ 与常规 ＰＣＲ 相

比ꎬ具有快速、灵敏、简便的优点[１７]ꎮ 除此之外ꎬ还能够
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显著减少试验过程中的污染及对人体有致癌危害的

ＥＢ 的使用ꎮ 该检测技术包括 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法和

ＴａｑＭａｎ 探针法ꎮ ＴａｑＭａｎ 探针需要合成标记有荧光素

的探针ꎬ成本较高ꎮ 而 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 是一种结合于双链

ＤＮＡ 的荧光染料ꎬ在荧光定量 ＰＣＲ 反应过程中与扩增

产物结合释放荧光信号ꎬ通过仪器实时监测ꎬ具有灵敏

度高、重复性好、操作简单和可定量分析等优点ꎬ已成

为病毒检测的重要方法ꎮ Ｙｕａｎ 等[９]建立了 ＴａｑＭａｎ 探

针法检测 ＧＡｓｔＶ 的实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ需合

成针对性很强的核酸探针ꎬ成本较高ꎮ 本研究建立的

方法设计简单ꎬ不需要设计探针ꎬ更加简便ꎬ通过熔解

曲线分析即可区分非特异性扩增ꎬ而且 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
染料成本低ꎬ可通过计算机软件自动计算定量结果ꎬ不
需要普通 ＰＣＲ 后的电泳检测ꎬ操作更加简单、省时ꎮ
　 　 本研究根据 ＧＡｓｔＶ ＯＲＦ２ 基因保守序列设计引

物ꎬ对已鉴定为 ＧＡｓｔＶ 阳性的病料进行普通 ＰＣＲ 检

测、序列测定及分析ꎬ结果显示扩增的目的片段条带单

一且与预期片段大小相符ꎬ熔解曲线呈现特异性良好

的单峰ꎬ确定所用引物具有良好的特异性ꎬ保证了后续

建立检测方法的准确性ꎮ 在该引物的基础上建立基于

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料法的 ＧＡｓｔＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

方法ꎮ 有资料报道ꎬ扩增效率小于 １０５％、决定系数大

于 ０􀆰 ９８、△Ｃｔ 值变异系数小于 １０％是评估一种荧光定

量 ＰＣＲ 标准曲线质量的主要参数[１８]ꎬ精确灵敏度的确

定需要满足这 ３ 个前提条件ꎮ 本研究建立的方法扩增

效率为 １０５％ꎬ相关系数为 ０􀆰 ９９３ꎬ精确灵敏度为 １ μｌ
３.７５×１０１ 拷贝ꎬ表明具有良好的线性关系ꎻ与禽类常见

病原无交叉反应ꎬ表明特异性较好ꎻ组内和组间变异系

数小于 １％ꎬ表明具有良好的重复性ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧光定

量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ特异性强、灵敏性高、重复性

好ꎬ能够实现对样品的实时动态检测ꎬ自动分析结

果ꎬ避免了空气中的交叉污染ꎬ可在短时间内得出检

测结果ꎮ 该方法的建立为 ＧＡｓｔＶ 流行病学调查以

及临床诊断提供了有效的技术手段ꎮ
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