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　 　 摘要:　 为建立能同时快速鉴别新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株的检测方法ꎬ根据新型鹅星状病毒的

ＯＲＦ２ 基因和鹅星状病毒变异株的 ＯＲＦ１ａ 基因的保守区域序列ꎬ设计并合成 ２ 对特异性引物ꎮ 通过优化反应体系

及反应条件ꎬ建立了能同时检测 ２ 种鹅星状病毒的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎮ 该方法可同时扩增出新型鹅星

状病毒 ６５８ ｂｐ 和鹅星状病毒变异株 ３８１ ｂｐ 的特异性条带ꎬ对坦布苏病毒、鹅细小病毒、鹅副黏病毒、Ｈ９Ｎ２ 亚型禽

流感病毒、大肠杆菌和沙门菌的扩增结果均为阴性ꎬ具有良好的特异性ꎮ 对新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株

重组质粒的最低检测量分别是 １ μｌ １.７１×１０３拷贝和 １ μｌ １.７０×１０３拷贝ꎬ敏感性良好ꎬ并且具有良好的重复性ꎮ 应

用该方法对临床采集的雏鹅泄殖腔拭子进行检测ꎬ结果显示ꎬ１２４ 份样品中新型鹅星状病毒阳性率为 ４５􀆰 １６％ꎬ鹅星

状病毒变异株阳性率为 ２８􀆰 ２３％ꎬ２ 种鹅星状病毒均为阳性的占 １１􀆰 ２９％ꎬ与单一 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测结果符合率为

１００􀆰 ００％ꎮ 本研究建立的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法快速简便ꎬ特异性强、灵敏度高ꎬ可用于临床样品的鉴别诊

断ꎬ该方法的建立对 ２ 种鹅星状病毒病的流行病学调查和有效防控以及混合感染的致病性研究具有重要意义ꎮ
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　 　 星状病毒(Ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ)是一种无囊膜ꎬ单股正链

的 ＲＮＡ 病毒ꎬ 其基因组全长 ６.２~ ７􀆰 ８ ｋｂꎬ 包含

ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ 和 ＯＲＦ２ ３ 个开放阅读框以及 ５′
ＵＴＲ、３′ＵＴＲ 和 ＰｏｌｙＡ 尾[１]ꎮ 星状病毒科包括哺乳

动物星状病毒属和禽星状病毒属 ２ 个属ꎮ 哺乳动物

星状病毒属可导致人、猪、牛、羊、猫和犬等多种哺乳

动物患胃肠炎、脑膜炎和腹泻疾病[２￣４]ꎮ 禽星状病毒

属可引起鸭致死性肝炎[５]ꎬ鸡的发育不良综合

征[６]、白鸡综合征[７]、火鸡的家禽肠炎死亡综合

征[８]等ꎮ
Ｂｉｄｉｎ 等[９]从克罗地亚地区鹅群中分离到禽星

状病毒属中的禽肾炎病毒 ( Ａｖｉａｎ ｎｅｐｈｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ
ＡＮＶ)ꎬ并证实该星状病毒在鹅场中普遍存在ꎬ可导

致鹅胚胎发育障碍及孵化阶段死亡ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１０]从

湖南省具有肠炎症状的雏鹅体内鉴定出 １ 株鹅源星

状病毒(Ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＧｏＡｓｔＶ) ＦＬＸ 株ꎮ 基因序

列分析结果表明ꎬ与禽星状病毒属其他成员相比ꎬ鹅
星状病毒 ＦＬＸ 株的基因组核苷酸同源性为５１％~
５９％ꎬ３ 个开放阅读框的氨基酸同源性低于 ６６％ꎬ是
禽星状病毒属中新出现的一种鹅源星状病毒ꎮ ２０１７
年至 ２０１９ 年ꎬ有研究者从国内鹅群中分离到鹅源星

状病毒 ＳＣＣＤ 株和 ＡＨＤＹ 株ꎬ遗传序列分析结果表

明ꎬＳＣＣＤ 株和 ＡＨＤＹ 株与 ＦＬＸ 株编码衣壳蛋白的

ＯＲＦ２ 基因编码的蛋白质的氨基酸同源性为 ８１％ꎬ
遗传距离为 ０􀆰 １８９ꎮ 国际病毒分类学委员会星状病

毒研究小组规定ꎬ不同星状病毒毒株的 ＯＲＦ２ 基因

编码氨基酸同源性若大于 ７５％ꎬ可划分为同一星状

病毒种ꎬ如果遗传距离大于 ０􀆰 ０５ꎬＯＲＦ２ 基因核苷酸

同源性小于 ９３％ꎬ可定义为变异株ꎬ因此有学者将

ＳＣＣＤ 株和 ＡＨＤＹ 株定义为鹅星状病毒 ＦＬＸ 株的变

异株[１１]ꎮ

２０１６ 年以来ꎬ中国主要养鹅地区陆续暴发一种

以雏鹅肾炎和内脏、关节痛风为主要特征的急性传

染病ꎬ死亡率为２０.０％~ ５０􀆰 ０％ꎬ给中国养鹅产业造

成的经济损失达１.２×１０９ ~ １.５×１０９元[１２]ꎮ 多位研究

者从具有痛风症状的雏鹅体内分离到一种新的星状

病毒ꎬ 包括 ＧＤ、 ＡＨＱＪ１８、 ＳＤＰＹ、 ＪＳＨＡ、 ＣＸＺ１８ 和

ＳＤ０１ 等毒株[１３￣１８]ꎮ 基因序列分析结果表明ꎬ这些从

具有痛风症状的雏鹅体内分离到的鹅星状病毒与禽

星状病毒属其他代表性毒株的基因组核苷酸同源性

为４６.５％~６２􀆰 ０％ꎬ与 ＯＲＦ２ 基因编码的蛋白质的氨

基酸序列的同源性仅为２７.３％~５７􀆰 ０％ꎬ遗传距离较

远ꎮ 与引起肠炎的鹅星状病毒 ＦＬＸ 株相比ꎬ引起痛

风症状的鹅星状病毒 ＯＲＦ２ 基因编码的蛋白质的氨

基酸相似性为４０.４％~４２􀆰 ５％ꎬ低于同种星状病毒的

划分标准(７５􀆰 ０％)ꎬ是一种新的鹅星状病毒种ꎬ因此

许多学者将引起雏鹅痛风的鹅星状病毒定义为新型

鹅星状病毒ꎮ 也有学者将这 ２ 种鹅星状病毒分别定

义为鹅星状病毒 １ ( ＧｏＡｓｔＶ１) 和鹅星状病毒 ２
(ＧｏＡｓｔＶ２) [１９]ꎬ或者是鹅星状病毒 Ｇ￣Ｉ 群和鹅星状

病毒 Ｇ￣ＩＩ 群[２０]ꎮ 目前对这 ２ 种鹅星状病毒还未有

统一的命名方式ꎬ本文暂时将引起鹅肠炎的毒株称

为鹅星状病毒变异株ꎬ将引起雏鹅痛风的毒株称为

新型鹅星状病毒ꎮ
张玉杰等[１１] 对临床采集的典型雏鹅痛风样品

进行检测ꎬ发现约有 ９４.０３％的样品为鹅星状病毒变

异株和新型鹅星状病毒混合感染ꎬ动物试验结果表

明 ２ 种鹅星状病毒混合感染引起的痛风症状及死亡

率要高于单独感染组ꎮ 本实验室在前期流行病学调

查中也发现ꎬ发生雏鹅痛风的鹅群中ꎬ可从部分泄殖

腔拭子中同时检测出 ２ 种鹅星状病毒[２１]ꎮ 这些结

果表明ꎬ临床上存在鹅星状病毒变异株和新型鹅星
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状病毒混合感染的情况ꎬ这 ２ 种鹅星状病毒在雏鹅

痛风中发挥的作用及致病机制还有待进一步深入研

究ꎮ 目前还未有同时鉴别区分 ２ 种鹅星状病毒感染

的诊断方法ꎮ 传统的病原分离鉴定存在耗时长ꎬ对
人员设备要求高等缺点ꎮ 因此ꎬ建立一种可同时快

速检测 ２ 种鹅星状病毒的方法具有重要的临床意

义ꎮ 本研究拟根据新型鹅星状病毒的 ＯＲＦ２ 基因和

鹅星状病毒变异株的 ＯＲＦ１ａ 基因序列分别设计特

异性引物ꎬ对反应体系和条件进行优化ꎬ建立快速、
灵敏、准确的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ以期为

２ 种鹅星状病毒的临床鉴别诊断ꎬ流行病学调查以

及有效防控雏鹅痛风提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒与细胞

新型鹅星状病毒(ｎＧｏＡｓｔＶ) ＡＨＱＪ１８ 株、鹅星状

病毒 变 异 株 ( ｖＧｏＡｓｔＶ ) ３３￣３ 株、 坦 布 苏 病 毒

(ＴＭＵＶ)、鹅细小病毒(ＧＰＶ)、鹅副黏病毒(ＧＰＭＶ)、
Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒(ＡＩＶ)、大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ)、沙门菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ)和鸡肝癌细胞系(ＬＭＨ)等
由江苏省农业科学院兽医研究所保存ꎮ
１.２　 试剂

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体、ＤＨ５α 感受态细胞、限制性内切

酶 Ｅｃｏ ＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ购自宝生物工程(大连) 有限

公司ꎻＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒、胶回收试剂盒、小量

提取质粒试剂盒等购自爱思进生物技术( 杭州) 有

限公司ꎻ一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 等购

自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎮ
１.３　 引物设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 收录的新型鹅星状病毒 ＯＲＦ２ 基

因和鹅星状病毒变异株 ＯＲＦ１ａ 基因序列ꎬ应用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件分别设计了 １ 对特异性引

物ꎬ引物信息见表 １ꎮ 引物由南京金斯瑞生物科技

有限公司合成ꎮ

表 １　 本试验所用引物序列及产物长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

病毒　 　 　 　 引物名称 引物序列(５′→３′) 扩增片段长度(ｂｐ)

新型鹅星状病毒(ｎＧｏＡｓｔＶ) ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ ＡＣＡＣＴＣＧＡＣＣＧＧＡＡＧＣＡＴＡＡＡＴＡ ６５８

ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｒ ＡＧＡＣＧＣＧＣＣＴＧＴＧＴＴＧＣＴＣＣＴＴＣ

鹅星状病毒变异株(ｖＧｏＡｓｔＶ) ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ ＡＴＡＴＧＡＡＧＣＣＣＴＴＧＡＧＣＡＧＡＧＴＡＧ ３８１

ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｒ ＡＡＡＡＡＧＧＡＣＣＡＧＣＣＡＡＴＡＡＡＡＧＴＧ

１.４ 　 新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株单一

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

　 　 分别取 ２００ μｌ 新型鹅星状病毒阳性 ＬＭＨ 细胞

培养物和鹅星状病毒变异株阳性鹅胚尿囊液ꎬ用
ＲＮＡ 提取试剂盒提取病毒核酸ꎬ利用新型鹅星状病

毒和鹅星状病毒变异株的特异性引物ꎬ分别进行单

一的一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增反应体系为:２×一
步法反应缓冲液 １２􀆰 ５０ μｌꎬ酶混合物 １􀆰 ２５ μｌꎬ上、下
游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ００ μｌꎬ ＲＮＡ 模板 ２􀆰 ００ μｌꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５􀆰 ００ μｌꎬ混匀ꎮ 新型鹅星状病毒的

反应程序为:５０ ℃ 反转录 ３０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 预变性 ３
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５４ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ
７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 鹅星状病毒变异株的反应程序

为:５０ ℃ 反转录 ３０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃
３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸

７ ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬ扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶

电泳检测ꎮ
１.５　 重组质粒标准品的制备

用胶回收试剂盒分别回收上述 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增条

带ꎬ克隆至 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ筛选

阳性克隆ꎬ提取质粒后用限制性内切酶 Ｅｃｏ ＲⅠ和

ＨｉｎｄⅢ进行双酶切鉴定ꎮ 阳性质粒送南京金斯瑞生

物科技有限公司进行序列测定ꎮ 提取序列正确的重

组质粒ꎬ测定质量浓度并计算质粒拷贝数ꎬ作为质粒

标准品ꎮ
１.６　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的建立及反应

条件优化

　 　 将新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株阳性培

养物等量混合后提取 ＲＮＡ 作为模板ꎬ建立一步法双

重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎮ 固定反应体系中其他组分不

变ꎬ单一改变引物用量来确定最适的引物浓度ꎮ 引

物 ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ、ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｒ 和 ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ、ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｒ
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的浓度均为 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ加入量设 ０􀆰 １ μｌ、０􀆰 ３ μｌ、
０􀆰 ５ μｌ、０􀆰 ７ μｌ、０􀆰 ９ μｌ ５ 个梯度ꎮ 反应程序为:５０ ℃
反转录 ３０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５
℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ
反应结束后ꎬ取扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ

选择上述筛选的最佳引物用量ꎬ单一改变退火

温度ꎬ设置 ５２􀆰 ０ ℃、５３􀆰 ０ ℃、５４􀆰 ０ ℃、５５􀆰 ２ ℃、５６􀆰 ４
℃、５７􀆰 ６℃、５８􀆰 ８ ℃和 ６０􀆰 ０ ℃ ８ 个梯度退火温度ꎬ
进行一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ确定最佳退火温度ꎮ
１.７　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性试验

用上述优化好的反应体系和条件ꎬ分别检测新

型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株单一和混合样

品ꎬ以及坦布苏病毒、鹅细小病毒、鹅副黏病毒、
Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒、大肠杆菌和沙门菌单一样

品ꎬ同时设置生理盐水为阴性对照ꎬ用建立的一步法

双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法进行扩增检测ꎬ检验该方法的特

异性ꎮ
１.８　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的敏感性试验

将构建好的新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异

株质粒标准品等体积混合ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 进行 １０ 倍梯

度稀释ꎬ取１×１０－２ ~ １×１０－１０ ９ 个稀释度各 ２ μｌ 混合

质粒作为模板进行一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ以检

验该方法的敏感性ꎮ
１.９　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的重复性试验

用建立的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对 ３ 份

新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株均为阳性的样

品进行 ３ 次重复检测ꎬ以检验该方法的重复性和稳

定性ꎮ
１.１０　 临床样品的检测

对 ２０２０ 年江苏地区 １２４ 份 ２１ 日龄内扬州白鹅

泄殖腔拭子样本分别用本研究建立的单一和双重

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测其中的新型鹅星状病毒和鹅星状

病毒变异株ꎬ以评价该一步法双重 ＲＴ￣ ＰＣＲ 检测方

法的临床实用性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 单一 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增及重组质粒标准品的构建

以提取的新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株

ＲＮＡ 为模板ꎬ利用引物 ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ / Ｒ 和 ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ /
Ｒ 分别进行单一的一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增产物

经 １.５％琼脂糖凝胶核酸电泳检测ꎬ结果如图 １ 所

示ꎬ新型鹅星状病毒目的基因片段大小为 ６５８ ｂｐꎬ鹅

星状病毒变异株目的基因片段大小为 ３８１ ｂｐꎬ与预

期片段大小相符ꎮ
将 ２ 个目的基因片段分别回收纯化后连接至

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体ꎬ转化 ＤＨ５α Ｅ.ｃｏｌｉꎬ提取质粒后进行双

酶切鉴定ꎮ 琼脂糖凝胶核酸电泳检测结果显示ꎬ酶切

片段与预期大小相符(图 ２)ꎮ 测序后经 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ
比较分析发现ꎬ２ 个目的基因片段与新型鹅星状病毒

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＭＦ７７２８２１.１)和鹅星状病毒变异株

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＭＨ４１０６１０. １) 的同源性分别为

９８􀆰 ２％和 ９７􀆰 ６％ꎬ表明阳性重组质粒标准品构建成

功ꎮ 用超微量分光光度计测定 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｎＧｏＡｓｔＶ 和

ｐＭＤ１９Ｔ￣ｖＧｏＡｓｔＶ 的质量浓度ꎬ其质量浓度分别为

６２􀆰 ８３ ｎｇ / μｌ和 ５７􀆰 ４０ ｎｇ / μｌꎬ计算其拷贝数分别为 １
μｌ １􀆰 ７１×１０１０拷贝和 １ μｌ １􀆰 ７０×１０１０拷贝ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:新型鹅星状病毒ꎻ２:阴性对照ꎻ３:鹅
星状病毒变异株ꎻ４:阴性对照ꎮ
图 １　 新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株单一 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏ￣
ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｖａｒｉａｎｔ ｏｆ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ

２.２　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的建立及反应

条件优化

　 　 将新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株阳性培

养物等量混合后提取 ＲＮＡ 作为模板ꎬ 用引物

ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ / Ｒ 和 ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ / Ｒ 进行一步法双重 ＲＴ￣
ＰＣＲ 扩增ꎬ琼脂糖凝胶电泳检测结果显示ꎬ可同时

扩增出 ６５８ ｂｐ 和 ３８１ ｂｐ ２ 个条带ꎬ与单一 ＲＴ￣ＰＣＲ
扩增条带大小相同ꎬ阴性对照未扩增出任何条带

(图 ３)ꎮ
固定其他条件不变ꎬ对加入的引物 ｎＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ /

Ｒ 和 ｖＧｏＡｓｔＶ￣Ｆ / Ｒ 设置 ０􀆰 １ μｌ、０􀆰 ３ μｌ、０􀆰 ５ μｌ、０􀆰 ７
μｌ 和 ０􀆰 ９ μｌ ５ 个梯度ꎬ进行一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩

增ꎮ 结果显示ꎬ当 ２ 对上、下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各
加入 ０􀆰 ５ μｌ 时即可获得较高的扩增效率ꎬ因此确定

引物最适用量为 ０􀆰 ５ μｌ(图 ４)ꎮ
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Ｍ:ＤＬ５ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:新型鹅星状病毒质粒标准品 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｎＧｏＡｓｔＶ 酶切鉴定ꎻ ２:鹅星状病毒变异株质粒标准品 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｖＧｏＡｓｔＶ 酶

切鉴定ꎮ
图 ２　 重组质粒标准品的酶切鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ

固定其他反应条件不变ꎬ２ 对引物用量均为 ０􀆰 ５
μｌꎬ在 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增时设置 ５２􀆰 ０ ℃、５３􀆰 ０ ℃、５４􀆰 ０
℃、５５􀆰 ２ ℃、５６􀆰 ４ ℃、５７􀆰 ６℃、５８􀆰 ８ ℃ 和 ６０􀆰 ０ ℃ ８
个退火温度梯度ꎬ结果显示ꎬ退火温度为 ５７􀆰 ６ ℃及

以下时ꎬ目的条带均较亮ꎬ最终确定 ５７􀆰 ６ ℃为最佳

退火温度(图 ５)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异

株一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增产物ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 ３　 新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株一步法双重 ＲＴ￣

ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｄｕｐｌｅｘ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ
ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｖａｒｉａｎｔ ｏｆ ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ

２.３　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性试验

应用优化的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法分别
对新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株单一和混合

阳性样品以及坦布苏病毒、鹅细小病毒、鹅副黏病

毒、Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒、大肠杆菌和沙门菌进行

检测ꎬ结果(图 ６)显示ꎬ２ 种鹅星状病毒的单一样品

和混合样品均能扩增出与预期一致的特异性条带ꎬ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~５:引物用量依次为 ０.１ μｌ、０.３ μｌ、０.５
μｌ、０.７ μｌ、０.９ μｌꎮ
图 ４　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物用量的优化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｄｏｓａｇｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｄｕｐｌｅｘ
ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~８:退火温度依次为 ５２.０ ℃、５３.０ ℃、
５４.０ ℃、５５.２ ℃、５６.４ ℃、５７.６℃、５８.８ ℃和 ６０.０ ℃ꎮ
图 ５　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 退火温度的优化

Ｆｉｇ.５　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ
ｄｕｐｌｅｘ ＲＴ￣ＰＣＲ

而其他病原菌均未扩增出特异性条带ꎬ说明该方法

具有较高的特异性ꎮ
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Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:新型鹅星状病毒ꎻ２:鹅星状病毒变异

株ꎻ３:新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株ꎻ４:坦布苏病毒ꎻ５:
鹅细小病毒ꎻ６:鹅副黏病毒ꎻ７: Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒ꎻ８:大肠

杆菌ꎻ９:沙门菌ꎻ１０:阴性对照ꎮ
图 ６　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性试验

Ｆｉｇ.６　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｄｕｐｌｅｘ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

２.４　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的敏感性试验

将新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株质粒标

准品等体积混合后进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ取１×１０－２ ~
１×１０－１０ ９ 个稀释度各 ２ μｌ 混合质粒为模板ꎬ用建立

的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法进行扩增ꎬ结果(图
７)显示ꎬ当混合质粒标准品稀释至１×１０－７时仍能同

时检测出 ２ 种鹅星状病毒的特异性条带ꎬ即对新型

鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株的最低检出量分别

为 １ μｌ １.７１×１０３拷贝和 １ μｌ １.７０×１０３拷贝ꎬ表明该

方法具有良好的敏感性ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~９:新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变

异株混合质粒标准品稀释度分别为 １０－２ ~１０－１０ꎻ１０:阴性对照ꎮ
图 ７　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的敏感性试验

Ｆｉｇ.７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｄｕｐｌｅｘ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

２.５　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的重复性试验

用建立的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对 ３ 份

新型鹅星状病毒和鹅星状病毒变异株均为阳性的样

品进行 ３ 次重复检测ꎬ均能同时扩增出 ２ 种鹅星状

病毒的特异性条带(图 ８)ꎬ表明该方法具有良好的

重复性ꎮ
２.６　 临床样品的检测

用本研究建立的单一和一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 方

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ３、５ ~ ７、９ ~ １１:３ 份新型鹅星状病毒

和鹅星状病毒变异株均为阳性样品的 ３ 次重复性检测ꎻ４、８、１２:
阴性对照ꎮ
图 ８　 一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法的重复性试验

Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｄｕｐｌｅｘ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

法分别对 ２０２０ 年江苏地区 １２４ 份 ２１ 日龄内扬州白

鹅泄殖腔拭子样本中的 ２ 种鹅星状病毒进行检测ꎮ
在 １２４ 份雏鹅泄殖腔拭子样本中ꎬ新型鹅星状病毒

阳性样本 ５６ 份ꎬ阳性率为 ４５􀆰 １６％ꎻ鹅星状病毒变异

株阳性样本 ３５ 份ꎬ阳性率为 ２８􀆰 ２３％ꎻ２ 种鹅星状病

毒均为阳性的样本 １４ 份ꎬ阳性率为 １１􀆰 ２９％ꎮ 检测

结果与单一 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法结果一致ꎬ 符合率为

１００􀆰 ００％ꎮ 表明本研究建立的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测方法可以对临床样品中的 ２ 种鹅星状病毒进行

鉴别诊断ꎮ

３　 讨 论

２０１６ 年以来ꎬ中国主要养鹅地区陆续暴发一种

以肾炎、痛风为主要特征的传染病ꎬ对中国养鹅产业

造成了严重的经济损失ꎮ 该病主要影响 ２１ 日龄以

内的雏鹅ꎬ患病雏鹅食欲减退、精神沉郁、腹泻ꎬ死亡

率高达 ５０％ꎮ 剖检可见多个内脏器官表面及关节

内有白色尿酸盐样渗出物ꎬ胆囊肿大ꎬ内有尿酸盐沉

积ꎬ肾脏肿胀ꎬ输尿管内有白色尿酸盐样沉积物ꎮ 国

内多位学者从具有痛风症状的雏鹅体内分离到一种

新的星状病毒[１３￣１８]ꎬ基因序列分析结果表明ꎬ这些

鹅星状病毒与禽星状病毒属其他代表性毒株的基因

组核苷酸同源性较低ꎬ遗传距离较远ꎬ是一种新的鹅

星状病毒种ꎬ因此许多学者将引起雏鹅痛风的鹅星

状病毒定义为新型鹅星状病毒ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[１０]从具有肠炎症状的雏鹅体内鉴定出

１ 株鹅源星状病毒 ＦＬＸ 株ꎮ 之后有学者从临床鹅群

中分离到与新型鹅星状病毒不同的鹅源星状病毒ꎮ
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遗传序列分析结果表明ꎬ这些鹅源星状病毒与鹅星

状病毒 ＦＬＸ 株为同一星状病毒种ꎬ但存在一定的遗

传距离ꎬ可定义为变异株ꎬ本文暂时称为鹅星状病毒

变异株ꎮ 鹅星状病毒变异株与新型鹅星状病毒的

ＯＲＦ２ 基 因 编 码 的 蛋 白 质 的 氨 基 酸 同 源 性 为

４０􀆰 ４％~ ４２􀆰 ５％ꎬ低于同种星状病毒的划分标准

７５􀆰 ０％ꎬ是 ２ 种不同的星状病毒种ꎮ 有文献报道ꎬ在
临床发生痛风症状的鹅群内存在 ２ 种鹅星状病毒混

合感染的情况ꎬ动物试验结果表明ꎬ２ 种鹅星状病毒

混合感染引起的痛风症状及死亡率要高于单独感染

组[１１ꎬ２１]ꎮ 但这 ２ 种鹅星状病毒在雏鹅痛风中发挥

的具体作用及致病机制还有待进一步深入研究ꎮ
目前国内对于 ２ 种鹅星状病毒的研究均处于初

期阶段[２２￣２３]ꎬ仅有单独检测新型鹅星状病毒和鹅星

状病毒变异株的 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法或实时荧光定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 方法[２４￣２５]ꎬ还没有同时鉴别区分 ２ 种鹅星状病

毒感染的诊断方法ꎮ 因此ꎬ本研究建立了一种一步

法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ可以同时、准确、快速、简
便地检测这 ２ 种鹅星状病毒ꎬ具有重要的临床意义ꎮ

传统的病原分离鉴定存在耗时长ꎬ对人员设备

要求高等缺点ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 技术是一种比较成熟的核

酸扩增检测技术ꎬ而且扩增出的特异性片段可以进

行基因测序ꎬ进一步进行遗传进化分析ꎮ ２ 种鹅星

状病毒均为 ＲＮＡ 病毒ꎬ检测时需先将 ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡꎬ再进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 本研究采用一步法

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ减少了操作步骤ꎬ降低了样本被污染

的风险ꎬ提高了检测效率ꎮ
本研究根据新型鹅星状病毒的 ＯＲＦ２ 基因和鹅

星状病毒变异株的 ＯＲＦ１ａ 基因的保守区域分别设

计了特异性引物ꎬ并对反应体系及反应条件进行优

化ꎬ确定了最佳引物使用量和退火温度ꎬ首次建立了

针对这 ２ 种鹅星状病毒的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

方法ꎮ 该方法可在同一反应体系中扩增出新型鹅星

状病毒和鹅星状病毒变异株的 ２ 个特异性条带ꎬ对
其他鹅常见病毒性和细菌性病原的检测结果均为阴

性ꎬ具有较高的特异性ꎮ 本研究建立的一步法双重

ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法对新型鹅星状病毒和鹅星状病毒

变异株的最低检测量分别是 １ μｌ １􀆰 ７１×１０３拷贝和 １
μｌ １􀆰 ７０×１０３拷贝ꎬ具有良好的敏感性ꎬ同时具有较

好的重复性ꎮ 应用已建立的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检

测方法对临床采集的雏鹅泄殖腔拭子样本进行检

测ꎬ结果显示ꎬ１２４ 份雏鹅泄殖腔拭子中新型鹅星状

病毒阳性率为 ４５􀆰 １６％ꎬ鹅星状病毒变异株阳性率

为 ２８􀆰 ２３％ꎬ２ 种鹅星状病毒均为阳性的占 １１􀆰 ２９％ꎬ
证实临床上鹅群中确实存在 ２ 种鹅星状病毒混合感

染的情况ꎮ 检测结果与单一 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测结果

一致ꎬ符合率为 １００􀆰 ００％ꎮ
本研究建立的检测新型鹅星状病毒和鹅星状病

毒变异株的一步法双重 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法具有操作

简便ꎬ灵敏度高ꎬ特异性强的特点ꎬ可以快速高效地

检测出 ２ 种鹅星状病毒ꎬ为上述 ２ 种病毒病的流行

病学调查和临床早期鉴别诊断提供技术支持ꎬ对 ２
种鹅星状病毒病的病原监测和有效防控以及混合感

染的致病性研究具有重要意义ꎮ
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