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　 　 摘要:　 为建立快速检测血清 ４ 型禽腺病毒病(Ｆｏｗｌ ａｖｉａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ꎬＦＡｄＶ￣４)的基于 ＴａｑＭａｎ 探针的

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测方法ꎬ本研究根据 Ｈｅｘｏｎ 基因序列ꎬ设计相关的 ｑＰＣＲ 特异性引物和探针ꎬ经
特异性、敏感性和重复性试验以及反应程序等系列优化后ꎬ最终建立荧光定量检测方法并应用于临床样品的病原

检测ꎮ ＦＡｄＶ￣４ 的 ｑＰＣＲ 结果表明ꎬ优化后标准曲线决定系数(Ｒ２)为 ０􀆰 ９９８ꎬ扩增效率(Ｅ)为 ９５􀆰 ２２６％ꎬ该方法效果

良好ꎮ 利用该方法ꎬ除 ＦＡｄＶ￣４ 外其他禽类常见病原均未检测到ꎬ该方法具有良好的特异性ꎮ 该 ｑＰＣＲ 方法检出阳

性的最低拷贝数为 １００ 个拷贝ꎬ而普通 ＰＣＲ 方法检出阳性的最低拷贝数为１０ ０００个拷贝ꎬ说明其具有良好的灵敏

度ꎮ 组内和组间变异系数均≤０􀆰 ２２％ꎬ该方法的重复性较高ꎮ 对 １８０ 份从江苏、安徽、江西和广西等省份采集的临

床疑似样品进行检测ꎬ结果显示ꎬｑＰＣＲ 方法检出率为 ５１􀆰 １％ꎬ而普通 ＰＣＲ 方法检出率为 ３２.８％ꎻ同时基于 ｑＰＣＲ 引

物的检出符合率为 １００􀆰 ００％ꎬ而基于普通 ＰＣＲ 特异性引物检出的符合率为 ８２􀆰 ３５％ꎬ表明该 ｑＰＣＲ 方法针对临床疑

似样品的检测准确性更高ꎮ 该方法的建立有助于推动禽腺病毒病的分子流行病学研究和防控ꎮ
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　 　 禽腺病毒(Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓꎬＦＡｄＶ)属于腺病毒科

禽腺病毒属ꎬ是无囊膜的双链 ＤＮＡ 病毒[１]ꎮ ＦＡｄＶ 分

为Ａ~Ｅ ５ 个种ꎬ１~７、８ａ、８ｂ、９~１１ 等 １２ 个血清型[２]ꎬ
其中血清 ４ 型禽腺病毒致病能力较强ꎬ临床表现为心

包积液综合征和 /或包涵体肝炎ꎬ可以垂直传播及水

平传播ꎬ没有明显的季节性ꎬ主要感染３~６ 周龄的鸡ꎬ
死淘率高达３０％~８０％ꎬ是目前给养鸡业造成巨大损

失的重要病原之一[３￣５]ꎮ
然而ꎬ目前针对 ＦＡｄＶ￣４ 的研究成果较少ꎬ能用

于临床的有效免疫防控措施更少ꎬ国内商品化禽腺

病毒灭活苗仅有新流腺三联灭活疫苗ꎮ 因此ꎬ效率

高、速度快、特异性强的病原诊断方法对该病的防控

十分重要ꎮ 目前已有的 ＦＡｄＶ￣４ 的检测方法有血清

学检测、病毒的分离培养、普通 ＰＣＲ 等ꎬ这些方法存

在易出现假阳性、特异性低等缺点[６]ꎮ 敏感性好和

特异 性 高 是 ＴａｑＭａｎ 探 针 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ)方法的独特亮点ꎬ因此常被用于病原核酸

检测[７]ꎮ 由于 ＦＡｄＶ￣４ 给养禽业造成日益严重的经

济损失且相关检测方法匮乏ꎬ因此本研究旨在建立

一种能特异针对 ＦＡｄＶ￣４ Ｈｅｘｏｎ 基因的病原快速检

测以及病毒载量测定的 ｑＰＣＲ 方法ꎬ为该病的防控

提供新方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 生物材料

特异性验证试验中涉及的生物材料包括商品化

活疫苗毒: 新城疫病毒 ( Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ
ＮＤＶ)、传染性支气管炎病毒(Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉ￣
ｒｕｓꎬ ＩＢＶ)、鸡传染性法氏囊病病毒(Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＩＢＤＶ)、 鸡 痘 病 毒 ( Ｆｏｗｌｐｏｘ ｖｉｒｕｓꎬ
ＦＰＶ)、传染性喉气管炎病毒 ( Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａ￣

ｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＩＬＴＶ)ꎮ 以及本实验室鉴定、分离和保

存的毒株:血清 ４ 型禽腺病毒(Ｆｏｗｌ ａｖｉａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅ￣
ｒｏｔｙｐｅ ４ꎬ ＦＡｄＶ￣４)、Ｈ９ 亚型禽流感病毒(Ａｖｉａｎ ｉｎ￣
ｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｈ９ꎬ Ｈ９Ｎ２￣ＡＩＶ)、禽白血病病毒

(Ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓꎬ ＡＬＶ)和传染性贫血病病毒

(Ｃｈｉｃｋｅｎ ａｎａｅｍｉａ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＩＡＶ)ꎮ
１.２　 试剂和仪器

本研究所用试剂和仪器主要包括:南京诺唯赞生

物科技有限公司生产的凝胶回收、质粒提取试剂盒ꎻ
康为世纪生物科技有限公司生产的病毒核酸提取试

剂盒ꎻ宝生物工程有限公司生产的 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ(品名:
ＴａＫａＲａ Ｔａｑ ｖｅｒｓｉｏｎ ２.０ ｐｌｕｓ ｄｙｅ)ＤＮＡ 酶、反转录试剂

盒、Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ、ＤＨ５α、克隆载体 ｐＭＤ 􀅺 １９￣Ｔ Ｖｅｃ￣
ｔｏｒ、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ美国 ＡＢＩ 公司生产的 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ 􀅺
Ｑ３ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统ꎻ美国 ＭＰ 公司生产的高

速组织破碎仪ꎮ
１.３　 引物和探针的设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的 ＦＡｄＶ￣４ 基因序列

(登录号:ＭＮ１０２４１３.１)ꎬ用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对其进行比

对分析ꎬ针对 Ｈｅｘｏｎ 基因序列的保守区ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｒｅｓｓ 设计 １ 对 ｑＰＣＲ 引物与探针序列以及 １ 对标

准品引物ꎬ同时参照考文献[８]合成 １ 对普通 ＰＣＲ
特异性引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ 本研究所涉及引物

和探针由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ
１.４　 核酸提取及反转录

选取疑似阳性的新鲜临床样品 ０􀆰 ２ ｇ 加入到 ２
ｍｌ 研磨管中ꎬ然后加入 ９ 倍量的含有 ４ 种常用抗生

素的 ＰＢＳ(磷酸盐缓冲液)ꎬ使用匀浆机将样品打

碎ꎬ１０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ高速离心后吸取上清液ꎮ
参照病毒核酸提取试剂盒、反转录试剂盒说明书ꎬ进
行核酸提取并对其中的 ＲＮＡ 病毒核酸进行反转录ꎮ

５３１吴　 双等:血清 ４ 型禽腺病毒 ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与应用



提取的核酸和反转录产物低温保存备用ꎮ
１.５　 重组质粒标准品制备

以提取的 ＦＡｄＶ￣４ 核酸为模板进行 Ｈｅｘｏｎ 基因

扩增ꎬ回收条带后电泳检测正确的条带ꎮ 将回收产

物与 ｐＭＤ 􀅺 １９￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 连接后ꎬ转化至感受态细

胞ꎬ经蓝白斑平板筛选后挑取白斑进行扩增培养并

进行菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 提取菌液 ＰＣＲ 阳性质粒ꎬ测
定浓度并进行双酶切鉴定ꎬ由南京擎科生物科技有

限公司对检测合格的质粒进行测序ꎬ剩余质粒

－８０ ℃保存ꎬ备用ꎮ

表 １　 根据 Ｈｅｘｏｎ 基因设计的 ＦＡｄＶ￣４引物序列及探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ

名称　 　 　 引物 / 探针　 　 　 　 引物序列(５′→ ３′) 　 　 　 　 　 　 产物大小(ｂｐ)

标准品 ＦＡｄＶ￣４￣Ｆ ＧＴＡＣＣＣＴＣＣＴＡＣＧＡＡＡＴＣＧＡ ２５８

ＦＡｄＶ￣４￣Ｒ ＣＣＡＧＴＴＴＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＴＴ

荧光定量 ｑＰＣＲ ＦＡｄＶ￣４￣Ｆ１２２ ＧＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＡＡＣＴＴＣＡＴＴ １２２

ＦＡｄＶ￣４￣Ｒ１２２ ＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＴＴＣＣＧＧＴＣＧＧ

ＦＡｄＶ￣４￣Ｐ１２２ ＶＩＣ￣ＣＴＧＴＡＴＣＡＣＧＡＣＴＣＣＧＧＣＧＴＧＴＧＣ￣ＤＢＱ１

普通 ＰＣＲ ＦＡｄＶ￣４￣Ｆ ＣＡＡＣＴＡＣＡＴＣＧＧＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴＡＡＣＴＴＣ ６６７

ＦＡｄＶ￣４￣Ｒ ＣＣＡＧＴＴＴＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＴＴ

１.６　 ｑＰＣＲ 方法的建立与优化

１.６.１　 反应条件优化 　 进行反应体系与反应条件

的系列优化ꎬ确定最佳引物浓度、最适退火温度以及

最合理的探针浓度ꎮ
１.６.２　 标准曲线验证　 质粒拷贝数＝ ６.０２×１０２３×质
粒质量浓度 / (质粒 ＤＮＡ 长度×６６０)ꎬ重组质粒质量

浓度为 １２０ ｎｇ / μｌꎬ按公式换算可知重组质粒拷贝数

为 １ μｌ ３.８９×１０１０拷贝ꎮ 首先将重组质粒稀释至 １
μｌ １×１０１０拷贝ꎬ再按照 １０ 倍梯度进行倍比稀释ꎬ分
别取 １ μｌ １×１０１０拷贝至 １ μｌ １０ 拷贝浓度质粒作为

模板ꎬ按上述优化的反应条件进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎮ 最

终以质粒拷贝数的对数值为 Ｘ 轴ꎬ循环数(Ｃｔ 值)为
Ｙ 轴ꎬ建立标准曲线[９]ꎮ
１.６.３　 特异性验证　 分别取 ＮＤＶ、ＩＢＶ、ＩＢＤＶ、ＦＰＶ、
ＩＬＴＶ、ＦＡｄＶ￣４、 Ｈ９Ｎ２￣ＡＩＶ、 ＡＬＶ、 ＣＩＡＶ 的 ＤＮＡ 或

ｃＤＮＡꎬ按照最优反应条件进行 ｑＰＣＲ 检测ꎬ用灭菌

超纯水作阴性对照ꎮ 阳性判定标准为有“Ｓ”形扩增

曲线且Ｃｔ≤３５ꎬ阴性判定标准为无“Ｓ”形扩增曲线

且Ｃｔ>３５ꎬ当阴性和阳性对照检测结果均成立时样品

结果才有效ꎮ
１.６.４　 灵敏度验证

１.６.４.１　 阳性质粒灵敏度验证　 以 １０ 倍梯度稀释

的阳性质粒(１ μｌ １×１０１ ~１×１０６拷贝)作为模板进行

ｑＰＣＲꎬ确定其检测限ꎬ即灵敏度ꎮ
１.６.４.２　 病料灵敏度　 提取阳性新鲜病料的 ＤＮＡꎬ

按已建立的标准曲线进行定量ꎬ然后进行 １０ 倍梯度

倍比稀释ꎬ用作模板验证灵敏度ꎮ
１.６.５　 重复性试验　 使用 １ μｌ １×１０４拷贝、１ μｌ １×
１０５拷贝、１ μｌ １×１０６拷贝 ３ 个浓度的标准质粒来验

证重复性ꎮ
１.７　 临床样品检测

对 ２０２０ 年 ９ 月至 ２０２２ 年 ４ 月来自江苏盐城、
安徽阜阳、江西赣州、广西南宁等地区规模化养鸡场

的疑似具有鸡心包积液－肝炎综合征(Ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒ￣
ｄｉｕｍ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ＨＨＳ)的病鸡组织样(共计

１８０ 份)分别应用 ｑＰＣＲ 方法和普通 ＰＣＲ 方法进行

检测分析ꎮ 其中样品采集严格按照 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)要求进行[１０]ꎮ 比较 ２ 种方法的阳性率ꎬ
同时用普通 ＰＣＲ 特异性引物对疑似样品进行检测ꎬ
对扩增产物进行测序分析ꎬ比较普通 ＰＣＲ 特异性引

物与 ｑＰＣＲ 引物的精确性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｑＰＣＲ 反应条件的优化

首先将引物和探针均稀释至 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ经矩

阵法进行系列优化ꎬｑＰＣＲ 的最佳引物浓度为 ０􀆰 ３
μｍｏｌ / Ｌꎬ最佳探针浓度为 ０.３ μｍｏｌ / Ｌꎮ 最佳反应程

序为: ９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ ６０ ℃退火

３１ ｓꎬ共计 ４０ 个循环ꎮ
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２.２　 标准曲线的绘制

以标准质粒作为模板ꎬ浓度为 １ μｌ １×１０１ ~ １×
１０１０拷贝ꎬ按照优化的反应条件进行 ｑＰＣＲꎬ其标准

曲线见图 １ꎬ其线性关系表达式为 Ｙ ＝ －３.４４２ｘ＋

４４􀆰 ９９１ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９８ꎬ扩增效率(Ｅ)＝ ９５􀆰 ２２６％ ꎬ可见

该 ｑＰＣＲ 方法效果良好[１１]ꎬ可以用来标定测试品的

拷贝数ꎮ

１~６ 分别为 １×１０１０ ~１×１０５拷贝的标准质粒ꎮ
图 １　 ＦＡｄＶ￣４ 的 ｑＰＣＲ 扩增曲线(Ａ)与标准曲线(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ (Ａ) ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ (Ｂ)ｏｆ ｑＰＣＲ ｆｏｒ ＦＡｄＶ￣４

２.３　 ｑＰＣＲ 的特异性验证

应用 ｑＰＣＲ 方法对 ＮＤＶ、ＩＢＶ、ＩＢＤＶ、ＦＰＶ、ＩＬ￣
ＴＶ、ＦＡｄＶ￣４、Ｈ９Ｎ２￣ＡＩＶ、ＡＬＶ、ＣＩＡＶ 的 ＤＮＡ 或 ｃＤ￣
ＮＡ 进行检测ꎬ结果显示ꎬ出现典型“Ｓ”形扩增曲线

且Ｃｔ≤３５ 的病毒仅有 ＦＡｄＶ￣４(图 ２)ꎬ其他病毒均无

“Ｓ”形扩增曲线ꎬ证明此 ｑＰＣＲ 检测 ＦＡｄＶ￣４ 的方法

具有特异性ꎮ

１:ＦＡｄＶ￣４ꎻ２:阴性对照和其他病原ꎮ
图 ２　 ｑＰＣＲ 特异性验证

Ｆｉｇ.２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｑＰＣＲ

２.４　 ｑＰＣＲ 的灵敏度检测

２.４.１ 　 检测标准质粒灵敏度 　 以浓度为 １ μｌ １×
１０１ ~１×１０６拷贝的标准质粒为模板ꎬ进行普通 ＰＣＲ
检测与 ｑＰＣＲ 检测ꎮ 结果发现 ＦＡｄＶ￣４ 的普通 ＰＣＲ
检测灵敏度为１×１０４拷贝(图 ３)ꎬｑＰＣＲ 检测灵敏度

为１×１０２拷贝(图 ４)ꎮ
２.４.２ 　 检测病料灵敏度 　 将 ＦＡｄＶ￣４ 阳性病料的

ＤＮＡ 按已建立的标准曲线进行定量ꎬ并稀释得到浓

度为 １ μｌ １×１０１ ~１×１０６拷贝的病料 ＤＮＡꎮ 结果(图

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１~ ６:１ μｌ １×１０６ ~ １×１０１拷贝的标准质

粒ꎻ７:阴性对照ꎮ
图 ３　 ＦＡｄＶ￣４普通 ＰＣＲ 检测标准质粒的灵敏度

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ

图 ４　 ＦＡｄＶ￣４ ｑＰＣＲ 检测标准质粒的灵敏度

Ｆｉｇ.４ 　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｑＰＣＲ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｐｌａｓｍｉｄｓ

５、图 ６)显示ꎬ普通 ＰＣＲ 检测病料灵敏度在 １ μｌ １×
１０４拷贝ꎬ ｑＰＣＲ 检测灵敏度为 １ μｌ １× １０２ 拷贝ꎬ
ｑＰＣＲ 检测灵敏度比普通 ＰＣＲ 提升 １００ 倍ꎬ说明本

方法能有效提高临床检测的灵敏度ꎮ

７３１吴　 双等:血清 ４ 型禽腺病毒 ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与应用



Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~６:１ μｌ １×１０６ ~１×１０１拷贝的模板ꎻ７:
阴性对照ꎮ
图 ５　 ＦＡｄＶ￣４普通 ＰＣＲ 检测组织病料的灵敏度

Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ｄｉｓｅａｓｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

２.５　 ＦＡｄＶ￣４ ｑＰＣＲ 的重复性试验

以不同浓度的标准质粒为模板ꎬ进行 ３ 次平行

重复 ｑＰＣＲꎬ该试验重复 ３ 个批次ꎬ最终验证组内和

组间变异系数ꎮ 结果(表 ２)显示ꎬ组内变异系数最

大为 ０􀆰 １８％ꎬ组间变异系数最大为 ０􀆰 ２２％ꎬ说明该

方法重复性良好ꎮ

图 ６　 ＦＡｄＶ￣４ ｑＰＣＲ 检测组织病料的灵敏度

Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｑＰＣＲ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｍａ￣
ｔｅｒｉａｌｓ

表 ２　 ＦＡｄＶ￣４ ｑＰＣＲ 重复性试验测定的变异系数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ
ｑＰＣＲ

拷贝数
组内

Ｘ±ＳＤ ＣＶ(％)

组间

Ｘ±ＳＤ ＣＶ(％)

１×１０４ ３３.０８３±０.０６１ ０.１８ ３３.０４８±０.０７２ ０.２２

１×１０５ ２９.００８±０.０８０ ０.０２ ２９.０４８±０.０６１ ０.２１

１×１０６ ２４.３９７±０.０２６ ０.１１ ２４.４４４±０.０５３ ０.２２
Ｘ 是平均值ꎬＳＤ 是标准差ꎬＣＶ 是变异系数ꎮ

２.６　 临床样品检测

应用本研究中建立的 ｑＰＣＲ 检测方法和普通的

ＰＣＲ 方法对临床疑似样品进行检测ꎮ 结果显示ꎬ
ｑＰＣＲ 的 ＦＡｄＶ￣４ 检出率为 ５１􀆰 １％ (９２ / １８０)ꎬ普通

ＰＣＲ 方法的 ＦＡｄＶ￣４ 检出率为 ３２􀆰 ８％(５９ / １８０)ꎬ其
中 ｑＰＣＲ 阳性且普通 ＰＣＲ 阳性样品 ５０ 份ꎬ仅 ｑＰＣＲ
阳性样品 ４２ 份ꎬ仅普通 ＰＣＲ 阳性样品 ９ 份ꎬ具体结

果见表 ３ꎮ
对 ５９ 份普通 ＰＣＲ 检测为阳性的病料的扩增产

物进行测序分析ꎬ同时取仅 ｑＰＣＲ 阳性的 ４２ 份样品

和 １０ 份双阳性样品中的 ｑＰＣＲ 扩增产物进行测序

分析ꎬ以确定本研究建立的 ｑＰＣＲ 方法的准确性ꎬ并
比较普通 ＰＣＲ 引物与本研究设计的 ｑＰＣＲ 引物的

特异性ꎮ 结果显示ꎬ普通 ＰＣＲ 的 ５９ 份扩增产物中

５１ 份测序成功ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 比对分析发现ꎬ其中 ９
份扩增片段比目的片段长 １８ ｂｐꎬ且与 ＧｅｎＢａｎｋ 中

收录的 ＦＡｄＶ￣３ 或 ＦＡｄＶ￣９ 序列相似度较高ꎬ最高可

达 ９８􀆰 ８３％ꎮ 另外仅 ｑＰＣＲ 阳性的 ４２ 份样品 ＢＬＡＳＴ
比对分析结果显示ꎬ片段大小为 ６６７ ｂｐꎬ且与 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中收录的 ＦＡｄＶ￣４ 毒株相似ꎬ 相似度高达

１００􀆰 ００％ꎮ 综上可知ꎬ普通 ＰＣＲ 特异性引物检出符

合率为 ８２􀆰 ３５％ꎬ而选取的 ５２ 份 ｑＰＣＲ 扩增产物测

序成功 ４９ 份ꎬＢＬＡＳＴ 比对分析结果显示ꎬ目的条带

大小一致ꎬ均为 １２２ ｂｐꎬ且与 ＧｅｎＢａｎｋ 中收录的

ＦＡｄＶ￣４ 序列相似度达 １００％ꎮ ｑＰＣＲ 特异性引物检

出的符合率为 １００􀆰 ００％ꎮ

３　 讨 论

鸡心包积液￣肝炎综合征ꎬ又称“安卡拉” 病ꎬ
１９８６ 首次暴发于巴基斯坦安卡拉地区[１２]ꎮ 该病症

状典型ꎬ流行较快ꎬ病原为 ＦＡｄＶ￣４ꎮ 相关病例在世

界上多个国家相继被报道[１３￣１４]ꎮ ２０１５ 年以来 ＦＡｄＶ
感染在国内多个省份的鸡群中暴发ꎬ山东省、河南

省、江苏省、安徽省等养殖大省无一幸免[１５￣１６]ꎬ极大

地增加了中国鸡群的饲养难度ꎮ
　 　 目前ꎬ禽腺病毒不仅多血清型共流行且相对应

的诊断方法有限[１７￣１８]ꎬ临床症状还与鸡包涵体肝炎

病极为相似ꎬ这提高了该病的临床诊断难度ꎮ 雪上

加霜的是禽类感染禽腺病毒后又能继发感染大肠杆

菌病、禽流感、传染性法氏囊病等[１９]ꎬ此时单凭简单

临床诊断手法难以确诊ꎮ 此外ꎬ禽腺病毒不同的血

清型的同源性存在差异ꎬ相同血清型的不同毒株也

存在致病性的不同ꎬ阻碍了疫苗研制的步伐ꎬ目前中

国仅有 １ 种商品化灭活疫苗用于该病的免疫预

防[２０]ꎮ 及时发现并确诊 ＦＡｄＶ 的感染ꎬ准确评估流

行趋势ꎬ是防范此病流行的最有利措施之一ꎬ再加上
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表 ３　 临床病料中 ＦＡｄＶ￣４核酸检测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

编号
检测结果

ｑＰＣＲ ＰＣＲ
编号

检测结果

ｑＰＣＲ ＰＣＲ
编号

检测结果

ｑＰＣＲ ＰＣＲ
编号

检测结果

ｑＰＣＲ ＰＣＲ

２０２００９２３￣２ － － ２０２１０５１３ ＋ － ２０２２０３１８￣３ ＋ ＋ ２０２１１２￣６２ － －
２０２０１０２９￣１ － － ２０２１０５１６ － ＋ ２０２２０３２０￣１ － － ２０２１１２￣６３ － －
２０２０１０２９￣２ － － ２０２１０５２５ － ＋ ２０２２０３２０￣２ － － ２０２１１２￣６６ ＋ ＋
２０２０１１１１ － － ２０２１０５３０ ＋ － ２０２２０３２０￣３ － － ２０２１１２￣６７ ＋ －
２０２０１１２６ － － ２０２１０６０２ ＋ － ２０２２０３２３ ＋ ＋ ２０２１１２￣７１ ＋ －
２０２０１２１１ － － ２０２１０６０５ － － ２０２２０３２４ ＋ ＋ ２０２１１２￣７２ ＋ ＋
２０２０１２１６ ＋ ＋ ２０２１０６１５ － － ２０２２０３３０ ＋ － ２０２１１２￣７３ － －
２０２０１２１７￣１ ＋ － ２０２１０６２１ － － ２０２２０４０６ － － ２０２１１２￣７４ ＋ ＋
２０２０１２１７￣２ ＋ ＋ ２０２１０６２７ － － ２０２１０６￣１ － － ２０２１１２￣７５ ＋ ＋
２０２１０１０４￣１ ＋ － ２０２１０７０５ － － ２０２１０６￣２ － － ２０２１１２￣８０ － －
２０２１０１０４￣２ ＋ － ２０２１０７２３ － － ２０２１０６￣３ － － ２０２１１２￣８１ － －
２０２１０１０４￣３ ＋ － ２０２１０８０５ － － ２０２１０６￣７ ＋ ＋ ２０２１１２￣９０ ＋ ＋
２０２１０１０４￣４ ＋ ＋ ２０２１０８０６ ＋ ＋ ２０２１０６￣９ － － ２０２１１２￣９３ － －
２０２１０１０６ － ＋ ２０２１０８１２ － － ２０２１０６￣１０ － － ２０２１１２￣９４ － －
２０２１０１０８ － － ２０２１０８３０ － － ２０２１０６￣１３ ＋ － ２０２１１２￣１００ ＋ －
２０２１０１１１￣１ ＋ － ２０２１０９１０ － － ２０２１０９￣７ － ＋ ２０２１１２￣１２０ － ＋
２０２１０１１１￣２ ＋ － ２０２１０９２４ － － ２０２１０９￣１２ ＋ － ２０２２０１￣３３ － －
２０２１０１１１￣３ － － ２０２１０９２９ ＋ － ２０２１０９￣２４ ＋ － ２０２２０１￣３４ ＋ ＋
２０２１０１１１￣４ － － ２０２１１００６ － － ２０２１０９￣３０ － － ２０２２０１￣４６ － －
２０２１０１１２￣１ ＋ － ２０２１１００９ － － ２０２１０９￣４２ － － ２０２２０１￣５３ － －
２０２１０１１２￣２ ＋ ＋ ２０２１１０１５ － ＋ ２０２１０９￣６１ ＋ － ２０２２０１￣６８ ＋ ＋
２０２１０１１９ － － ２０２１１１０３ ＋ － ２０２１１０￣８ － ＋ ２０２２０１￣８９ － －
２０２１０１２１ － － ２０２１１１０９ － － ２０２１１０￣１７ － － ２０２２０１￣９５ ＋ ＋
２０２１０１２４￣１ ＋ ＋ ２０２１１１１６ ＋ ＋ ２０２１１１￣１ － － ２０２２０１￣９６ － －
２０２１０１２４￣２ ＋ ＋ ２０２１１２０６￣１ ＋ － ２０２１１１￣１２ － － ２０２２０２￣４６ － －
２０２１０１２４￣３ ＋ － ２０２１１２０６￣２ ＋ ＋ ２０２１１１￣３４ ＋ ＋ ２０２２０２￣４７ ＋ －
２０２１０１２４￣４ ＋ － ２０２１１２０９ － － ２０２１１１￣３７ ＋ － ２０２２０２￣７８ ＋ ＋
２０２１０２０１ ＋ ＋ ２０２１１２１２ － － ２０２１１２￣１ － － ２０２２０２￣７９ － －
２０２１０２０４￣１ ＋ ＋ ２０２１１２１７ ＋ ＋ ２０２１１２￣９ ＋ ＋ ２０２２０２￣９０ ＋ ＋
２０２１０２０４￣２ ＋ － ２０２１１２２０ ＋ ＋ ２０２１１２￣１２ － － ２０２２０２￣９１ － －
２０２１０２２４ ＋ － ２０２１１２２９￣１ ＋ － ２０２１１２￣１６ ＋ － ２０２２０２￣９２ ＋ ＋
２０２１０３０４ － ＋ ２０２１１２２９￣２ ＋ ＋ ２０２１１２￣２１ ＋ － ２０２２０２￣９３ － －
２０２１０３０９ － － ２０２１１２３１￣１ ＋ － ２０２１１２￣２４ － － ２０２２０２￣１１５ ＋ ＋
２０２１０３１２ － － ２０２１１２３１￣２ ＋ － ２０２１１２￣２５ ＋ ＋ ２０２２０２￣１１６ － －
２０２１０３１７ ＋ ＋ ２０２２０１１１￣１ ＋ ＋ ２０２１１２￣２８ ＋ ＋ ２０２２０２￣１１７ ＋ ＋
２０２１０３２４￣１ ＋ － ２０２２０１１１￣２ ＋ ＋ ２０２１１２￣３０ － － ２０２２０２￣１１８ － －
２０２１０３２４￣２ ＋ － ２０２２０２１３ － － ２０２１１２￣３１ － － ２０２２０２￣１１９ ＋ ＋
２０２１０３２４￣３ ＋ － ２０２２０２２２ － － ２０２１１２￣３８ － ＋ ２０２２０２￣１２０ － －
２０２１０３２４￣４ ＋ ＋ ２０２２０２２４ － － ２０２１１２￣４５ ＋ － ２０２２０２￣１２１ － －
２０２１０３２６ ＋ ＋ ２０２２０３０２ ＋ － ２０２１１２￣４８ ＋ ＋ ２０２２０２￣１２２ ＋ ＋
２０２１０４０９ － － ２０２２０３０８ － － ２０２１１２￣４９ ＋ － ２０２２０２￣１３０ ＋ －
２０２１０４１６ － － ２０２２０３１０ － － ２０２１１２￣５０ ＋ － ２０２２０２￣１３１ ＋ ＋
２０２１０４２５ ＋ ＋ ２０２２０３１５ ＋ ＋ ２０２１１２￣５１ ＋ － ２０２２０２￣１３６ － －
２０２１０５０３ － － ２０２２０３１８￣１ ＋ ＋ ２０２１１２￣５７ － － ２０２２０２￣１３７ ＋ ＋
２０２１０５１１ ＋ － ２０２２０３１８￣２ ＋ ＋ ２０２１１２￣５９ ＋ ＋ ２０２２０２￣１３８ － －

“＋”代表阳性ꎬ“－”代表阴性ꎮ

９３１吴　 双等:血清 ４ 型禽腺病毒 ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立与应用



存在临床症状类似的疾病发生ꎬ因此ꎬ建立一种高

效、灵敏的检测方法显得十分重要[１１]ꎮ 相较于普通

ＰＣＲ 检测特异性差、灵敏度低等问题[２１]ꎬｑＰＣＲ 优

势更为突出ꎬ定性与定量兼顾且耗时更短ꎬ适用于大

规模样品检测[２２]ꎮ 六邻体蛋白(Ｈｅｘｏｎ)是腺病毒

最主要的结构蛋白ꎬ带有血清型特异性抗原决定簇ꎬ
学者常以此为靶标设计 ｑＰＣＲ 检测方法[２３￣２４]ꎮ 在已

报道的研究中ꎬ张云丹等[９]发现普通 ＰＣＲ 检测灵敏

度只有约１× １０５ 拷贝ꎻ刘琳等[７] 开发的 ＦＡｄＶ￣４ 的

ｑＰＣＲ 检测方法ꎬ检测限为 １ μｌ ５０ 拷贝ꎬ组内和组

间重复试验的变异系数分别为 ０.７５％~ １􀆰 ７１％ 和

０.６０％~１􀆰 ７４％ꎻ窦砚国[２５] 建立了一种针对 ＦＡｄＶ￣４
的 ｑＰＣＲ 检测方法ꎬ检测灵敏度为 ２０ 拷贝ꎬ其组内

和组间重复试验的变异系数分别为０.１２％~ ０􀆰 ３９％
和０.３０％~ ０􀆰 ６０％ꎮ 本研究中建立的 ｑＰＣＲ 检测方

法线性关系良好ꎬ灵敏度为 １００ 拷贝ꎬ组内变异系数

均≤０􀆰 １８％ꎬ组间变异系数均≤０􀆰 ２２％ꎬ本研究建立

的 ｑＰＣＲ 检测方法的重复性更高ꎮ
　 　 为了评估该方法ꎬ对 ２０２０ 年 ９ 月至 ２０２２ 年 ４
月来自江苏盐城、安徽阜阳、江西赣州、广西南宁等

地区的疑似感染样品进行检测ꎬ结果显示ꎬＦＡｄＶ￣４
检出率为 ５１􀆰 １％ꎬ且抽取测序成功的 ４９ 份样品测序

结果与目的序列一致ꎮ 上述试验结果证明ꎬ该

ｑＰＣＲ 检测方法比常规 ＰＣＲ 具有更强的灵敏度、更
高的重复性以及更好的准确性ꎮ 因此ꎬ本研究建立

的 ｑＰＣＲ 检测方法ꎬ可作为一种检测和诊断 ＦＡｄＶ￣４
感染的可靠工具ꎬ有助于对血清 ４ 型禽腺病毒进行

临床诊断和防控ꎮ
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