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　 　 摘要:　 根据新型鸭呼肠孤病毒(Ｎｏｖｅｌ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓꎬＮＤＲＶ)特有的非结构蛋白 Ｐ１８基因保守序列设计 １对特

异性引物ꎬ建立了 ＮＤＲＶ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法ꎮ 用该方法和普通 ＲＴ￣ＰＣＲ方法对 ２３９份临床样品进行检测ꎬ
ＮＤＲＶ阳性检出率分别为 ２３􀆰 ８５％(５７ / ２３９)和 １７􀆰 ５７％(４２ / ２３９)ꎬ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法的检出率明显高于普

通 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法ꎮ 随机取 ５份荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法检测的阳性的样品用鸭胚进行病毒分离培养ꎬ经普

通 ＲＴ￣ＰＣＲ扩增和基因测序证明均为 ＮＤＲＶꎮ 用 １０３􀆰 ０ ＥＬＤ５０剂量的 ＮＤＲＶ￣ＳＹ株人工感染 １４日龄雏鸭ꎬ不同时间采

集泄殖腔肛拭子样品ꎬ通过荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法进行排毒情况监测ꎬ结果显示ꎬ雏鸭人工感染 ＮＤＲＶ ４８ ｈ时
可以从泄殖腔检测到病毒排出ꎬ持续时间可达 ２０ ｄꎬ并发现在病毒感染后的第 ５ ｄ和第 １０ ｄ出现 ２次排毒高峰ꎮ 试

验结果表明ꎬ建立的 ＮＤＲＶ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法具有良好的特异性和较高的敏感性ꎬ可用于 ＮＤＲＶ 感染的

排毒监测以及临床感染的早期诊断和流行病学调查ꎮ
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　 　 鸭呼肠孤病毒病已成为危害中国水禽养殖业的

重要疫病ꎬ番鸭、麻鸭、半番鸭和北京鸭均可感染呼

肠孤病毒(ＲｅｏｖｉｒｕｓꎬＲＶ)并发病ꎮ 根据宿主和病变

的差异ꎬ鸭呼肠孤病毒病分为 ３种主要类型ꎬ即番鸭

“白点病”、番鸭“新肝病”和北京鸭“脾坏死病”ꎬ其
病原分别为 ＭＤＲＶ[１￣２]、新致病型番鸭呼肠孤病毒

( Ｎｅｗ ｐａｔｈｏｔｙｐｅ ｏｆ Ｍｕｓｃｏｖｙ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓꎬ Ｎ￣
ＭＤＲＶ) [３￣４]和新型鸭呼肠孤病毒(Ｎｏｖｅｌ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉ￣
ｒｕｓꎬＮＤＲＶ) [５￣６]ꎮ ２０１７年以来该病的发生率迅速上

升ꎬ主要感染 １月龄以内的雏鸭ꎬ且发病率和死亡率

随着日龄的减少而升高ꎮ 感染 ＮＤＲＶ 使得雏鸭出

现免疫抑制ꎬ往往继发一些细菌性疾病ꎬ临床上报道

过大肠杆菌和鸭疫里默氏杆菌与 ＮＤＲＶ 混合感染

的病例[７￣８]ꎮ
ＮＤＲＶ 的基因节段可分为 ３ 组ꎬ即 Ｌ(大)、Ｍ

(中)和 Ｓ(小)共 １０ 个 ＲＮＡ 片段ꎬ其中 Ｓ 组有 Ｓ１、
Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ ４ 个基因片段[９￣１０]ꎮ ＮＤＲＶ 的 Ｓ１ 基因片

段编码非结构蛋白 Ｐ１０、Ｐ１８ 和 σＣꎻ而 ＭＤＲＶ 的

Ｐ１０和 σＣ蛋白则是由 Ｓ４ 基因片段编码ꎬ缺少编码

Ｐ１８蛋白对应的基因[１１￣１３]ꎬ因此ꎬ非结构蛋白 Ｐ１８基
因为 ＮＤＲＶ特有基因ꎮ 研究结果显示ꎬ在感染细胞

后第 ６ ｈ Ｐ１８ 即可被检测到ꎬ表明该蛋白质为病毒

感染 早 期 表 达 的 非 结 构 蛋 白ꎬ参 与 病 毒 的 复

制[１４￣１５]ꎮ 因此本研究选择 ＮＤＲＶ Ｐ１８ 蛋白基因为

检测靶标ꎬ建立 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的检测方

法ꎬ并应用该方法检测临床送检样品和 ＮＤＲＶ 强毒

株(ＳＹ株)人工感染雏鸭不同时间的排毒情况ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 毒株、ＳＰＦ 鸡胚、雏鸭

新型鸭呼肠孤病毒(ＮＤＲＶ ＳＹ株)、鸭源禽腺病

毒 ４ 型 ( ＦＡｄＶ￣４ꎬＳＤ２０１６￣１ 株)、番鸭呼肠孤病毒

(ＭＤＲＶꎬＣＡ株)、鸭甲型肝炎病毒 １ 型(ＤＨＡＶ￣１ꎬＷ
株)、鸭甲型肝炎病毒 ３ 型(ＤＨＡＶ￣３ꎬＳＤ 株)、鸭坦

布苏病毒 (ＤＴＭＵＶꎬＪＳ２０１０ 株)、鸭瘟病毒 (ＤＥＶꎬ
ＡＶ１２２１株)、鸭圆环病毒(ＤｕＣＶꎬＡＱ０９０１ 株)、鸭源

Ｈ９亚型禽流感病毒(ＡＩＶ￣Ｈ９ꎬＮＪ０１ 株)由江苏省农

业科学院兽医研究所保存ꎮ ＳＰＦ鸭胚购自中国农业

科学院哈尔滨兽医研究所的 ＳＰＦ 鸭种蛋ꎬ本实验室

孵化至 １１日龄ꎻ雏鸭由江苏省农业科学院黄梅实验

动物基地 ＮＤＲＶ抗体阴性麻鸭所产种蛋孵化ꎮ
１.２　 主要试剂

Ｈｉｆａｉｒ􀅸 Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ( ｇＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｒ ｐｌｕｓ)反转录试剂盒、
Ｈｉｅｆｆ􀅸 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｈｉｇｈ Ｒｏｘ
Ｐｌｕｓ)荧光定量试剂盒购自上海翊圣生物科技有限

公司ꎬ核酸提取试剂盒、质粒提取试剂盒、ＤＮＡ 凝胶

回收盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 公司ꎮ
１.３　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的建立

１.３.１　 引物的设计与合成 　 根据已发表的 ＮＤＲＶ
Ｐ１８蛋白基因的高度保守区序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍ￣
ｉｅｒ ５.０ 引物设计软件设计一对特异性引物ꎬ上游引

物(Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｆ)为 ５′￣ＣＴＴＣＧＴＧＡＴＧＴＣＡＣＴＣＣＣＧＣ￣３′ꎬ
下游 引 物 ( Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｒ ) 为 ５′￣ＣＧＴＣＧＣＴＴＧＡＣＴＧＧ￣
ＴＡＧＧＧＧ￣３′ꎬ预期目的片段大小为 ３６６ ｂｐꎮ 引物由

南京金斯瑞生物科技有限公司合成ꎮ
１.３.２　 标准质粒的构建　 以 ＮＤＲＶ ＳＹ株核酸为模板

和 ＮＤＲＶ Ｐ１８蛋白基因特异性引物进行常规 ＲＴ￣ＰＣＲ
扩增ꎬ获得 ＮＤＲＶ Ｐ１８ 蛋白基因片段ꎬ将其克隆到

ｐＭＤ１８￣Ｔ载体ꎬ获得克隆质粒 ｐＭＤ１８￣Ｐ１８ꎮ 挑取重组

菌并提取质粒进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ鉴定为阳性的菌送南

京擎科生物技术有限公司测序ꎬ并与 ＧｅｎＢａｎｋ中的已

公布的 ＮＤＲＶ分离株序列进行同源性比较ꎮ
１.３.３　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法反应条件的优化　 以
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构建的重组 ｐＭＤ１８￣Ｐ１８ 标准质粒为模板ꎬ采用

Ｈｉｅｆｆ􀅸ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｈｉｇｈ Ｒｏｘ)试剂

盒推荐的 ２０ μｌ反应体系ꎬ对退火温度(５５~６５ ℃)和
引物量(０􀆰 １ μｌ、０􀆰 ２ μｌ、０􀆰 ４ μｌ、０􀆰 ６ μｌ)进行优化ꎮ
１.３.４　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ方法标准曲线的建立　 将

构建的重组 ｐＭＤ１８￣Ｐ１８ 标准质粒按 １０ 倍梯度稀

释ꎬ取 １μｌ １.４２×１０３ ~１.４２×１０８拷贝的标准质粒为模

板ꎬ用优化后的反应体系和反应条件进行检测ꎬ以
Ｃｔ 值为纵坐标ꎬ以稀释的阳性标准品拷贝数常用对

数为横坐标ꎬ绘制标准曲线ꎮ
１.３. ５ 　 特异性试验 　 以 ＮＤＲＶ、ＦＡｄＶ￣４、ＭＤＲＶ、
ＤＨＡＶ￣３、ＤＨＡＶ￣１、ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ、ＤｕＣＶ、ＡＩＶ￣Ｈ９ 病

毒的 ｃＤＮＡ为模板ꎬ用优化后的反应条件进行荧光

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测ꎬ检验该方法的特异性ꎮ
１.３.６　 敏感性试验　 以 １０ 倍倍比稀释(１ μｌ １.４２×
１０１ ~１.４２×１０７拷贝)的标准质粒为模板ꎬ用优化后

的反应条件进行荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎬ检验该方

法的敏感性ꎮ
１.３.７ 　 重复性试验 　 以同一批次提取的 ｐＭＤ１８￣
Ｐ１８ 阳性标准质粒的 ３个不同含量(１ μｌ １.４２×１０３ ~
１.４２×１０５拷贝)和不同批次提取的阳性标准质粒的

３个不同含量(１ μｌ １.４２×１０３ ~ １.４２×１０５拷贝)为模

板进行检测ꎬ计算其组内变异系数和组间变异系数ꎮ
１.３.８　 临床样品检测　 将 ２０２０年江苏省、山东省等

地区鸭场送检的 ２３９ 份临床样品ꎬ提取核酸并反转

录后ꎬ利用建立的 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法进

行检测ꎬ同时进行常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测[１６]ꎬ比较

检测结果ꎮ
１.３.９　 病毒分离与鉴定　 随机取 ５ 份荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ检测 ＮＤＲＶ阳性的样品(脾脏或肝脏)ꎬ分别用

含双抗各１ ０００ ＩＵ的生理盐水制成１ ∶ ５ 匀浆ꎬ３７ ℃
作用 １ ｈꎬ冻融 ３ 次ꎬ６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ上清液用

０􀆰 ２２ μｍ滤器过滤除菌ꎬ经尿囊腔途径接种 １１ 日龄

ＳＰＦ鸭胚 ５枚ꎬ每 １枚 ０􀆰 ２ ｍｌꎬ３７ ℃孵化ꎬ２４ ｈ 内的

死胚弃去ꎬ每日照胚 ２ 次ꎬ取出死胚置２~ ８ ℃暂存ꎬ
至 １２０ ｈ时取出剩余胚置２~８ ℃过夜ꎮ 无菌收获尿

囊液ꎬ按样品将收获的尿囊液混合ꎬ分别对 ５份鸭胚

尿囊液混合样进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增和测序分析ꎬ针对

ＮＤＲＶ特有的 Ｐ１８ 蛋白基因设计的上游引物(Ｐ１８￣
Ｆ) 为 ５′￣ＡＴＧＴＣＡＣＴＣＣＣＧＣＣＡＡＣＣ￣３′ꎬ 下 游 引 物

(Ｐ１８￣Ｒ )为 ５′￣ＣＡＧＴＴＧＴＴＧＡＴＴＧＴＡＧＡ Ｔ￣３′ꎬ预期

目的片段大小为 ４８８ ｂｐꎮ

１.３.１０　 人工感染雏鸭试验　 设置 １５ 只 １４ 日龄的

健康雏鸭作为试验组ꎬ每只腿部皮下注射 １. ０ ｍｌ
ＮＤＲＶ￣ＳＹ株(病毒滴毒为 １ ｍｌ １×１０３ＥＬＤ５０)ꎬ另设

置 １５ 只 １４ 日龄健康雏鸭作为对照组ꎬ每只腿部皮

下注射 １.０ ｍｌ生理盐水ꎮ 在攻毒后 ７ ｄꎬ从试验组和

对照组随机选择 ９只雏鸭进行剖检ꎬ观察病理变化ꎮ
攻毒后 ６ ｈ开始用无菌棉签采集雏鸭泄殖腔肛拭子

样品置于生理盐水中ꎬ第 １ ｄ每隔 ６ ｈ采集一次ꎬ２~
３ ｄ每隔 １２ ｈ采集一次ꎬ４~３０ ｄ每天采集一次ꎬ－８０
℃保存ꎮ 将采集的肛拭子样品冻融 ３次后经漩涡振

荡ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ４ ｍｉｎꎬ取 ２００ μｌ 上清液ꎬ用试

剂盒提取 ＲＮＡꎬ并反转录为 ｃＤＮＡꎬ共收集到 ６２４ 份

鸭肛拭子 ｃＤＮＡ 样品(３１２ 份为 ＮＤＲＶ 人工感染麻

鸭试验组肛拭子 ｃＤＮＡꎬ３１２ 份为健康雏鸭肛拭子

ｃＤＮＡ)ꎮ 用建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法对样品

ｃＤＮＡ进行检测ꎬ每个样品重复 ３次ꎬ根据 Ｃｔ 值和熔

解曲线分析 ＮＤＲＶ感染鸭的排毒情况ꎮ

２　 结 果

２.１　 重组 ｐＭＤ１８￣Ｐ１８ 标准质粒的构建

重组 ｐＭＤ１８￣Ｐ１８ 标准质粒经 ＰＣＲ鉴定ꎬ得到 １
条 ３６６ ｂｐ 的特异性片段ꎬ与预期目的片段大小相符

(图 １)ꎮ 测序结果进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ结果显示ꎬ扩增

的 Ｐ１８ 蛋白基因片段与 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的 ＮＤＲＶ
不同分离株的 Ｓ１ 基因片段的 Ｐ１８ 蛋白基因序列同

源性高达 ９９􀆰 ７％以上ꎬ表明 ＰＣＲ扩增的目的基因是

ＮＤＲＶ病毒基因组中高度保守区序列ꎬ ｐＭＤ１８￣Ｐ１８
质粒构建成功ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２ ０００ꎻ１:ｐＭＤ１８￣Ｐ１８ 标准质粒ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 １　 标准质粒的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ
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２.２　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ反应体系及条件优化

　 　 对引物量、退火温度进行优化ꎬ最终确定 ＮＤＲＶ
实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 最优反应体系(２０􀆰 ０ μｌ):
Ｈｉｅｆｆ 􀅸 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｈｉｇｈ
Ｒｏｘ)１０􀆰 ０ μｌꎬ引物 Ｆ / Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 １ μｌꎬ模板

２􀆰 ０ μｌꎬＤＥＰＣ水 ７􀆰 ８ μｌꎮ 最优反应条件为:９５ ℃ ５
ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６２ ℃ ４５ ｓꎬ４０个循环ꎮ
２.３　 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 标准曲线

将标准质粒 １０ 倍梯度稀释为模板进行荧光定

量 ＲＴ￣ＰＣＲ反应ꎬ并绘制 ＮＤＲＶ的标准曲线(图 ２)ꎮ
结果显示ꎬ标准曲线在 １ μｌ １.４２×１０３ ~ １.４２×１０８拷
贝具有良好的线性关系ꎬ标准曲线的相关系数为

０􀆰 ９９８ꎬ扩增效率为 ９０􀆰 １０５％ꎮ ＮＤＲＶ的拷贝数与 Ｃｔ
值之间的线性关系表达式为:Ｙ＝ －３􀆰 ５８２ｘ＋３６􀆰 ４３０ꎬ
其斜率为－３􀆰 ５８２ꎬ截距为 ３６􀆰 ４３ꎮ 依据此表达式ꎬ已
知检测样品的 Ｃｔ 值ꎬ便可进行准确定量ꎮ ＮＤＲＶ 标

准质粒熔解曲线峰值单一 (图 ３)ꎬ熔解温度在

８４􀆰 ９４ ℃左右ꎮ

图 ２　 实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇ.２ 　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＲＴ￣ＰＣＲ

图 ３　 实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 熔解曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣
ＰＣＲ

２.４　 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性

用建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法对不同病

毒的核酸进行检测ꎬ结果显示ꎬ只有 ＮＤＲＶ 病毒核

酸有扩增曲线ꎬ判定为阳性ꎬ而 ＦＡｄＶ￣４、 ＭＤＲＶ、
ＤＨＡＶ￣３、ＤＨＡＶ￣１、ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ、ＤｕＣＶ、ＡＩＶ￣Ｈ９ 病

毒和阴性对照均未出现特异性扩增曲线(图 ４)ꎮ

△Ｒｎ＝每点测量的荧光强度－荧光基线强度ꎮ １: ＮＤＲＶꎻ ２ ~ ９:
ＦＡｄＶ￣４、ＭＤＲＶ、 ＤＨＡＶ￣３、ＤＨＡＶ￣１、 ＤＴＭＵＶ、ＤＥＶ、ＤｕＣＶ、ＡＩＶ￣
Ｈ９ꎻ１０: 阴性对照ꎮ
图 ４　 实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣
ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

２.５　 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的敏感性

用建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 １０ 倍梯度稀

释(１ μｌ １.４２×１０１ ~ １.４２×１０７拷贝)的阳性标准质

粒ꎮ 结果显示ꎬ标准质粒均出现特异性扩增ꎬ该方法

最低可以检出 １ μｌ １.４２×１０１拷贝的模板(图 ５)ꎮ

△Ｒｎ＝每点测量的荧光强度－荧光基线强度ꎮ
图 ５　 实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的敏感性

Ｆｉｇ. ５ 　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣
ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

２.６　 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的重复性

对同一批次的标准质粒 ３ 个不同含量 (１ μｌ
１.４２×１０３ ~１.４２×１０５拷贝)和不同批次的标准质粒 ３
个不同含量(１ μｌ １.４２×１０３ ~ １.４２×１０５拷贝)模板进

行检测ꎮ 结果显示ꎬ组内和组间 Ｃｔ 值变异系数均小

于 ０􀆰 ５％ (表 １)ꎮ
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２.７　 临床样品检测结果

用建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对 ２３９
份临床样品进行检测ꎬ检出阳性样品 ５７ 份ꎬ检出

率为 ２３􀆰 ８５％ꎻ普通 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法检出阳性样

品 ４２ 份ꎬ检出率为 １７􀆰 ５７％ꎮ 临床样品检出阳性

率高于普通 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法ꎬ且二者的检测符合

率为 ９３􀆰 ７％ꎮ 说明建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

方法比普通 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法更适合 ＮＤＲＶ 临床

的准确检测(表 ２)ꎮ

表 １　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测组内、组间重复性试验结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｔｒａ￣ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

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
(％)

１×１０５ ７.３０±０.０１ ０.１０ ７.３０±０.０１ ０.１０

１×１０４ １５.７０±０.０７ ０.４０ １５.６５±０.０１ ０.０７

１×１０３ ２３.６６±０.０７ ０.３０ ２３.６９±０.０６ ０.２０

表 ２　 实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的临床检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｎ ｍｅｔｈｏｄ

方法　 　 样品数 阳性检出数 阳性检出率(％) 共同阳性数 共同阴性数 检测符合率(％)

荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法 ２３９ ５７ ２３.８５ ４２ １８２ ９３.７

普通 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法 ２３９ ４２ １７.５７
检测符合率＝(共同阳性数＋共同阴性数) /总样品数×１００％ꎮ

２.８　 ＮＤＲＶ 病毒分离与鉴定

５份荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测 ＮＤＲＶ 阳性的组织

样品经处理后ꎬ分别接种 １１ 日龄 ＳＰＦ 鸭胚各 ５ 枚ꎬ
５个样品接种的鸭胚于接种后９６~ １２０ ｈ 均有１~ ２
枚胚死亡ꎮ 对每个接种样品的死亡胚和 １２０ ｈ 存活

胚尿囊液收获后混合ꎬ进行 Ｐ１８ 蛋白基因 ＲＴ￣ＰＣＲ
扩增ꎬ５份样品的鸭胚尿囊液均扩增出 ４８８ ｂｐ 目的

基因片段ꎬ大小与预期结果相符(图 ６)ꎮ 测序结果

显示ꎬ扩增的目的基因与 ＮＤＲＶ 的 Ｐ１８ 蛋白基因序

列一致ꎬ表明分离的 ５株病毒均为 ＮＤＲＶꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２ ０００ꎻ１~５:样品 １~样品 ５ꎻ６:阳性对照ꎻ７:阴性

对照ꎮ
图 ６　 ＮＤＲＶ 分离株荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.６　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓ(ＮＤＲＶ) ｉｓｏｌａｔｅｓ

２.９　 人工感染雏鸭试验结果

ＮＤＲＶ ＳＹ株人工感染健康雏鸭后第 ７ ｄꎬ从试

验组和对照组中ꎬ随机选择 ９ 只雏鸭剖检ꎮ 结果显

示ꎬ试验组雏鸭肝脏肿大ꎬ有灰白色坏死点或出血

斑ꎻ脾脏表面出现核桃皮状、小米粒至绿豆粒大小的

不规则坏死灶(图 ７)ꎮ 对照组肝、脾均无明显病变

(图 ７)ꎮ

Ａ:健康肝ꎻＢ:坏死肝ꎻＣ:健康脾ꎻＤ:坏死脾ꎮ
图 ７　 雏鸭 ＮＤＲＶ ＳＹ 株人工感染试验组和对照组器官病变

Ｆｉｇ.７　 Ｏｒｇａｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＮＤＲＶ ＳＹ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

　 　 用建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法对采集的

雏鸭泄殖腔肛拭子样品进行检测ꎬ得到每只雏鸭各

时间段样品的 Ｃｔ 值ꎬ用标准曲线方程计算得出其对

５８４１沈丽雅等:基于 Ｐ１８蛋白基因的新型鸭呼肠孤病毒荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法的建立



应的病毒拷贝数常用对数值ꎬ并计算各时间段平均

值和标准差ꎬ绘制排毒规律曲线图ꎮ 如图 ８所示ꎬ试
验组 ＮＤＲＶ ＳＹ株感染鸭从第 ２ ｄ(４８ ｈ)开始排毒ꎬ
随后排毒量不断增加ꎻ第 ５ ｄ达到第 １ 个排毒高峰ꎬ
病毒拷贝数为 １ μｌ １.４２×１０２拷贝ꎻ第６~ ８ ｄꎬ排毒量

显著减少ꎬ出现一个短暂的降低ꎻ从第 ９ ｄ 起感染鸭

排毒量又一次增加ꎬ第 １０ ｄ 形成第 ２ 个小高峰ꎬ病
毒拷贝数为 １ μｌ １.４２×１０１拷贝ꎻ个体排毒过程一直

持续到第 ２０ ｄ左右ꎬ对照组均未检出病毒ꎮ

４８ ｈ~７ ｄ病毒载量为 １５只雏鸭肛拭子病毒拷贝数的平均值ꎬ每个样品 ３次重复ꎻ８~２０ ｄ病毒载量为 ６只雏鸭肛拭子病毒拷贝数的平均值ꎬ
每个样品 ３次重复ꎬ结果用平均值±标准差表示ꎬ∗、∗∗表示每个时间点人工感染组病毒拷贝数与对照组之间差异达 ０.０５ 和 ０.０１ 显著水

平ꎮ
图 ８　 雏鸭感染 ＮＤＲＶ ＳＹ 株排毒趋势图

Ｆｉｇ.８　 Ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤＲＶ ＳＹ ｓｔｒａｉｎ

３　 讨 论

ＮＤＲＶ、ＭＤＲＶ 和 ＡＤＶ 都是禽呼肠孤病毒ꎬ生
物学特征表现基本相同ꎬ但是临床和抗原性表现存

在较大的差异[１７]ꎮ ＮＤＲＶ 可感染各种鸭ꎬ不仅能引

起雏鸭发病和死亡ꎬ还能引起免疫抑制和生长发育

障碍ꎬ为 ＮＤＲＶ 的防控带来极大的困难ꎮ 因而ꎬ建
立一种特异性强、灵敏度高的快速检测方法对准确

检测 ＮＤＲＶ十分重要ꎮ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测灵敏

度高于普通 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ通常高 １００ 倍以上ꎮ 张博

等[１８]根据 ＮＤＲＶ σＢ 基因的序列保守区ꎬ建立了

ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎮ 以

ＮＤＲＶ特有的非结构蛋白 Ｐ１８ 基因为检测靶基因ꎬ
该基因能将 ＮＤＲＶ 与 ＭＤＲＶ 和其他禽呼肠孤病毒

区别开来[１１￣１３]ꎮ Ｐ１８蛋白还是病毒感染初期就表达

的蛋白ꎬ参与病毒的复制ꎮ 因此ꎬ针对 ＮＤＲＶ Ｐ１８蛋
白基因进行检测ꎬ有利于该病的早期诊断ꎮ

建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法灵敏度高ꎬ
最低检测限为 １ μｌ １.４２× １０１拷贝的模板ꎬ与张博

等[１８]建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的敏感性

相同ꎻ比常规的 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法灵敏１ ０００倍[１６]ꎻ
熔解曲线结果显示ꎬ所扩增产物的 Ｔｍ 值基本相同ꎬ
扩增特异性好ꎻ与其他常见鸭源性病毒无交叉反应ꎬ
说明该方法具有很强的特异性ꎻ组内和组间的变异

系数小于 ０.５％ꎬ表明该方法重复性好ꎮ 对临床样品

的检测中发现ꎬ本荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的阳

性检出率为 ２３􀆰 ８５％ꎬ高于普通 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法的

１７􀆰 ５７％ꎬ且二者的检测符合率为 ９３􀆰 ７％ꎮ 随机选 ５
份经荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ检测方法检出为阳性的样品

接种 ＳＰＦ 鸭胚进行病毒分离培养ꎬ对各自收获的鸭

胚尿囊液用 ＮＤＲＶ 特有 Ｐ１８ 蛋白基因序列设计的

引物进行 ＰＣＲ扩增ꎬ均扩增出预期大小的目的基因

片段ꎬ基因测序结果显示与 ＮＤＲＶ 的 Ｐ１８ 蛋白基因

序列一致ꎬ证明分离的 ５ 株病毒均为 ＮＤＲＶꎮ 试验

结果表明ꎬ建立的荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法更适

合 ＮＤＲＶ快速诊断和流行病学调查ꎮ
ＮＤＲＶ ＳＹ株是由本实验室从江苏省沭阳县采

集并分离鉴定的强毒株[１９]ꎮ 用该毒株人工感染雏

鸭动物试验中ꎬ利用 ＮＤＲＶ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

方法对收集的 ６２４ 份鸭肛拭子 ｃＤＮＡ 样品(３１２ 份

为 ＮＤＲＶ人工感染麻鸭试验组肛拭子 ｃＤＮＡꎬ３１２份
为健康雏鸭肛拭子 ｃＤＮＡ)进行检测ꎮ 结果显示ꎬ试
验组 ＮＤＲＶ￣ＳＹ株感染鸭从第 ２ ｄ(４８ ｈ)开始排毒ꎬ
第 ５ ｄ达到第 １个排毒高峰ꎬ从第 ９ ｄ起感染鸭排毒

量又一次增加ꎬ第 １０ ｄ 形成第 ２ 个小高峰ꎬ排毒期

一直持续到 ２０ ｄ左右ꎬ这可能与 ＮＤＲＶ在宿主体内

的感染与复制有关ꎮ 试验组雏鸭在攻毒后第 ５ ｄ 起

开始出现肝脏、脾脏坏死ꎬ在攻毒后第 ７ ｄ 肝脏、脾
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脏病变最为明显ꎬ这与人工感染雏鸭排毒高峰期和

变化趋势相符合ꎮ
因此ꎬ本研究基于 ＮＤＲＶ Ｐ１８ 蛋白基因成功建

立了 ＮＤＲＶ荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ该方法适

用于 ＮＤＲＶ感染的排毒监测以及临床感染的快速

诊断和流行病学调查ꎮ
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