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［摘　 要］ 　 就山羊痘病毒分离鉴定、电镜观察、ＥＬＩＳＡ 试验、琼脂扩散试验、免疫荧光抗体试验、
ＰＣＲ 试验等检测方法进行了综述，以期为山羊痘病毒的实验室诊断提供参考。
［关键词］ 　 山羊痘病毒；检测方法；研究进展

作者简介： 张莹辉，本科，从事兽用生物制品研究及实验动物管理。

通讯作者： 印春生。 Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｊｓ６２１５８８４４＠ ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ Ｇｏａｔ Ｐｏｘ Ｖｉｒｕｓ

ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｇ－ｈｕｉ，ＹＡＯ Ｗｅｎ－ｓｈｅｎｇ，ＫＡＮＧ Ｋａｉ，ＷＡＮＧ Ｔｕａｎ－ｊｉｅ，
ＸＵＥ Ｑｉ，ＷＵ Ｓｉ－ｊｉｅ， ＺＨＡＯ Ｊｕｎ－ｊｉｅ，ＹＩＮ Ｃｈｕｎ－ｓｈｅｎｇ∗

（Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１，Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＩＮ Ｃｈｕｎ－ｓｈｅｎｇ， Ｅ－ｍａｉｌ： ｚｊｓ６２１５８８４４＠ ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｇｏａｔ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ， ＥＬＩＳＡ ｔｅｓｔ， ＡＧＡＲ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｔｅｓｔ， ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ， ＰＣＲ ｔｅｓｔ，
ａｎｄ ｓｏ ｏｎ， ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｇｏａｔ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇｏａｔ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ；ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ

　 　 山羊痘病毒（ｇｏａｔ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ，ＧＴＰＶ）属于痘病毒

科（ｐｏｘｖｉｒｉｄａｅ）脊椎动物痘病毒亚科（ｐｏｘｖｉｒｉｎａｅ）山

羊痘病毒属（Ｃａｐｒｉｐｏｘｖｉｒｕｓ），可感染绵阳和山羊引

起恶性痘病，包括肯尼亚绵阳痘、山羊痘、印度羊皮

炎、北非绵羊和山羊的石痘等，其中细毛羊、羔羊最

易感山羊痘病毒，病羊呈现特征性的临床表现：发

热、无毛或少毛部位皮肤黏膜发生丘疹和疱疹、淋

巴结肿大、皮肤水肿、病羊消瘦、产乳量大幅度降

低，严重降低了山羊的生产性能及羊毛和羊皮制品

的质量，是所有动物痘病中最为严重的一种，成年

发病羊死亡率可高达 ４２．０６％，病羔羊死亡率高达

１００％，一旦发病可造成巨大经济损失［１－３］。 本病在

世界许多地区已有发生，特别是非洲北部、中东和

亚洲的部分国家流行较为严重，我国周边国家如尼

泊尔、俄罗斯、印度等也均有本病流行。 而我国境

内的江苏、陕西、福建以及四川、云南、广西等地也

有该病的发生，主要是由于养羊业发展过程中，品

种的引进、流动引起了山羊痘的传播和流行。 此病

为 ＯＩＥ 规定的 Ａ 类疾病，我国将其列为国家 Ｉ 类动

物疫病［４－６］。 此外山羊痘病毒还可感染人，重庆市

彭水县发生一例具有特异性病原学诊断依据人感

染羊痘病例，其他地区还发生过几例人感染羊痘的
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报道，所有病例均有与病羊的接触史，为接触性感

染，因此山羊痘病毒检测方法的研究具有重要的公

共卫生学意义［７］。 为此，就近年来山羊痘病毒检测

方法研究进展进行了综述，以为其确诊提供参考。
１　 病原学检测

１．１　 病毒的分离鉴定　 病毒的分离鉴定可采集发

病羊皮肤和黏膜的痘疹和痘斑以及鼻腔分泌物、发
热期血液和肺部病变组织、淋巴结等作为病料［８］。
山羊痘病毒培养多选用原代或次代羔羊睾丸细胞

或羔羊肾细胞，除这两种细胞较为敏感外，犊牛睾

丸细胞也具有同样的敏感性，一些分离株也可在

Ｖｅｒｏ、ＢＨＫ－２１ 及鸡胚绒毛尿囊膜细胞上生长。
刘棋等［９］使用疑似病羊的皮肤丘疹、水泡或脓

疱组织的病毒悬液接种于初生羔羊睾丸细胞观察

到明显的细胞病变：接种第 ２ 天大部分细胞变圆、
变细，细胞浆内有可疑颗粒及空泡，感染单层细胞

在 ５ 天内死亡；而接种于 ９ ～ １０ 日龄鸡胚绒毛尿囊

膜，未见痘斑，传 ３ 代均无异常变化。 切环［１０］ 取内

蒙古病羊的皮肤痘疹和水疱作病料样品，分别接种

ＢＨＫ－２１ 传代细胞和 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，ＢＨＫ－２１
细胞出现了明显的、规律的细胞病变：单层 ＢＨＫ－

２１ 细胞在 ２４ ｈ 后开始收缩、聚集，于 ４８ ｈ 后病变

细胞开始拉网，出现空泡，至 ７２ ｈ 细胞全部脱落死

亡。 接种病料样品的 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，在 １２０ ｈ
后剖检，结果发现鸡胚胚体出血、充血，绒毛尿囊膜

增厚，接种部位具有明显的痘斑。 周碧君等［１１］ 取

贵州省发生的疑似山羊痘病例山羊的皮肤疱疹和

水疤作病料，接种 ＢＨＫ－２１ 传代细胞盲传 ３ 代后，
出现了明显的、规律的细胞病变。 用该 ＢＨＫ－２１ 细

胞培养物接种 ９ 日龄鸡胚绒毛尿囊膜，随着传代次

数的增加，痘斑病变的出现率有所上升。 李有文

等［１２］将某制药厂提供的山羊痘病毒毒株接种于经

过三种不同处理的绵羊睾丸细胞，出现了不同的细

胞病变，其中接种于原代绵羊睾丸细胞，在病变初

期细胞圆缩或变长，中期成片成葡萄串装，后期为

长梭细胞与葡萄串状交织相连；而接种于传代绵羊

睾丸细胞，病变初期细胞变长，中期细胞交织拉网，
后期细胞间质变大、脱落；接种于冻存的绵羊睾丸

细胞，细胞在病变初期变窄、变长，中期长细胞交织

拉网，后期细胞间质变大、脱落。
１．２　 病毒的电镜观察　 周碧君等［４］ 采集了贵州两

个山羊痘疫区的病死羊病料，经过鸡胚绒毛尿囊膜

细胞和 ＢＨＫ－２１ 细胞培养，将培养所得材料制成切

片，经硝酸铅和醋酸铅双重染色后对病毒粒子进行

了观察：初期的病毒粒子呈卵圆形， 大小约为

２５０ ｎｍ～３５０ ｎｍ，被膜完整或不完整，被膜内所含

电子密度较高而均匀的物质所占比例大，另有电子

密度中等而均匀的物质分布在电子密度较高物质

的四周；中期的病毒粒子形状和大小类似于初期病

毒，但电子密度高的物质所占比例较小，病毒粒子

直径较小，可见致密的类核体；完全成熟的病毒粒

子致密，多呈卵圆形，电子密度不均匀，大小约为

（１５０ ｎｍ～ １８０ ｎｍ） ×（２２０ ｎｍ～ ２８０ ｎｍ），中央有呈

哑铃形的核酸芯髓和两个功能不清的侧小体。
２　 血清学检测方法

２．１　 病毒中和试验　 病毒中和试验（ＶＮＴ）是检测

羊痘病毒特异性较强的血清学诊断方法，但羊痘感

染后主要以细胞免疫为主，感染动物仅产生低水平

的中和抗体， 导致病毒中 和 试 验 的 敏 感 性 不

高［１３－１４］。
２．２　 免疫琼脂扩散实验　 周碧君等［１１］将盲传 ４ 代

后感染 ＢＨＫ－２１ 细胞培养物反复冻融 ３ 次与山羊

痘标准阳性血清做琼脂扩散实验，能够出现白色沉

淀线，而与正常对照细胞沉淀抗原和 ＰＢＳ 不出现沉

淀线。 王开功等［１５］采用琼脂扩散试验对患病山羊

皮肤黏膜痘疹和感染细胞培养物进行检查，发现对

于病毒粒子含量较高的病料，其阳性检出率亦较

低，对感染细胞培养物也难以直接检出病毒抗原。
２．３　 酶联免疫吸附试验　 王芳等［１６］将人工合成密

码子优化的 ＧＰＶ ｐ３２ 基因，在大肠杆菌中进行表

达，以纯化的重组 ｐ３２－ｏｐｔｉ 蛋白作为 ＥＬＩＳＡ 包被抗

原，建立了间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法。 该 ＥＬＩＳＡ 检

测方法具有良好的特异性、敏感性和重复性，可用

于 ＧＰＶ 感染的流行病学调查以及疫苗接种动物的

抗体水平监测。
２．４　 免疫荧光抗体试验　 刘忠伟等［８］ 使用异硫氰
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酸荧光标记兔抗羊痘 ＩｇＧ，并以羊痘荧光抗体检测

羊痘皮肤痘疹切片和感染细胞抹片，发现了特异性

黄绿色荧光。 徐春志等［１７］ 制备了山羊痘直接荧光

抗体，检测感染细胞中的山羊痘病毒抗原，可检测

出 ＢＨＫ－２１ 感染细胞中病毒抗体原，且此荧光能够

被山羊痘标准阳性血清特异性抑制，用制备的荧光

抗体检测感染山羊痘病毒标准弱毒株、疫苗株及分

离株的 ＢＨＫ－２１ 细胞抹片，结果均为阳性，检测正

常细胞为阴性。
２．５　 血凝试验　 王开功等［１８］采用兔抗山羊痘病毒

ＩｇＧ 致敏绵羊红细胞建立的反向间接血凝试验，对
山羊痘病毒抗原有较高特异性和敏感性，与其它动

物疾病病毒抗原不发生交叉反应。 对现场采集的

山羊痘待检抗原的检测结果表明其敏感性比 ＡＧＰ
高，该反向间接血凝试剂可应用于兽医临床诊断

（血清学监测与流行病学调查）也可作为山羊痘病

毒分离培养的血清学检测指标，是一种灵敏、简单、
快速的诊断方法。
３　 分子生物学检测方法

３．１　 ＰＣＲ 检测方法　 ＰＣＲ 又叫聚合酶链式反应，
是体外酶促合成特异性 ＤＮＡ 的一种方法，它能够

使目的 ＤＮＡ 迅速扩增，具有特异性强、灵敏度高、
操作简便等特点，可用于基因分离、克隆及核酸序

列分析等研究。 山羊痘病毒属于双股 ＤＮＡ 病毒，
更适于 ＰＣＲ 检测［１９］。 徐春志等［１７］比较了 Ｔｒｉｚｏｌ 法
和 ＳＤＳ－蛋白酶 Ｋ 法提取山羊痘病毒 ＤＮＡ 后，根据

山羊痘病毒 Ｐ３２ 基因设计了引物，建立了可用于山

羊痘临床诊断的特异性强、可靠性好、灵敏度高的

ＰＣＲ 方法，该方法可检测出山羊痘病毒 Ｙ 株、贵州

现场分离毒 ＬＤ 株和 ＱＬ 株的细胞感染物以及山羊

痘疹样本中病毒 ＤＮＡ。 张志成等［２０］ 基于 ＧｅｎＢａｎｋ
上发表的羊痘病毒全基因序列，设计合成了一对引

物，建立了检测羊痘病毒的 ＰＣＲ 方法及其试剂盒。
郭巍等［１９］人基于山羊痘病毒 Ｐ３２ 特异性基因和α－

微管蛋白特异性基因，设计了 ２ 对引物，扩增到了

Ｐ３２ 基因与 ＧｅｎＢａｎｋ 上收录序列同源性达到 ９８％，
表明了该方法具有很好的特异性和准确性。
３．２　 ＰＣＲ－酶切检测方法 　 冯迎春等［２１］ 针对山羊

痘病毒 Ｔ３Ａ ／ Ｔ３Ｃ 基因设计了 １ 对特异引物，并以

其 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，连接到 ｐＭＤ１８ 载体

进行序列测定，其结果与已报道的山羊痘病毒相应

序列进行比对，其同源性高达 ９８％。 同时利用产物

中的特有酶切位点 ＥｃｐＲ Ｖ（８９ 位）进行进一步的

酶切分析，建立了特异的 ＰＣＲ ／酶切检测方法，结果

表明该引物特异性好，敏感性强，可应用于山羊痘

病毒感染的临床诊断。
３．３　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法　 荧光定量 ＰＣＲ 是

２０ 世纪 ９０ 年代由美国某生物公司率先推出的一种

新型的核算定量技术，相比普通 ＰＣＲ，它具有较强

的直观性，特异性强、敏感性好、精确性高，从而被

广泛用于疾病诊断、基因检测和免疫分析等领

域［２２－２３］。 张倩等［２４］针对山羊痘病毒基因组 Ｐ３２ 基

因设计了 １ 对特异性引物，构建出稳定的标准品，
来替代定量测定山羊痘疫苗半成品中的核酸。 该

标准品敏感性和特异性高、稳定性好，可用于山羊

痘核酸的定量测定。 实时荧光定量 ＰＣＲ 通过在

ＰＣＲ 反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累

实施监测 ＰＣＲ 的全过程，最后建立标准曲线对模

板进行定量分析［２５］，是一种灵敏度高、特异性好、
稳定性强的 ＰＣＲ 方法，可广泛用于分子生物学和

医学等领域的研究［２６］。 目前在兽医领域，ＲＱ－ＰＣＲ
应用于病原体分子检测、基因表达定量分析、单核

苷酸多态性及其突变分析等［２７］。 安维雪等［２８］针对

山羊痘病毒参考毒株 Ａ２９Ｌ 基因序列，设计了 １ 对

特异性引物以及 ２ 条 ＴａｑＭａｎ 探针，同时制备重组

质粒标准品，建立了羊痘病毒实时荧光定量 ＰＣＲ
检测方法，该诊断方法与 ４ 种非羊痘病毒不发生交

叉反应，其重复性试验变异系数均低于 ２％，具有良

好的特异性，灵敏性、稳定性。 姚俊等［２９］ 针对山羊

痘病毒 ｇｐ０６３ 基因 ＤＮＡ 序列，设计了 １ 条 ＰＣＲ 引

物和 １ 支 ＴａｑＭａｎ 探针，同时制备了含有靶 ＤＮＡ 序

列的 ＰＥＡＳＹ－Ｔ１ 重组质粒标准品，经过反应条件的

优化建立了山羊痘病毒 Ｔａｑｍａｎ 法实时荧光定量

ＰＣＲ 检测方法，经检测该方法具有较高的灵敏性、
特异性且安全、快速，适用于山羊痘病毒的早期检

测。 赵文华等［３０］基于小反刍兽疫病毒的 Ｎ 基因以

·３·
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及山羊痘病毒的 ＩＴＲ 基因，分别设计合成了 ２ 套特

异性引物及探针，分别用 ５＇ＦＡＭ－ＴＡＭＲＡ３＇及 ５＇ＪＯＥ
－Ｅｃｌｉｐｓｅ３＇标记后建立了 Ｎ－ＩＴＲ 基因的二联探针实

时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ，该方法特异性好，敏感度高，
无交叉反应，且可实现两种病毒的快速同步检测。
程振涛等［３１］选取了位于山羊痘病毒基因组 ｇｐ０６４
区域的基因片段，设计合成了 １ 对 ＰＣＲ 引物和一

条 ＴａｐＭａｎ－ＭＧＢ 探针，建立了 ＰＱ－ＰＣＲ 和标准曲

线，该检测方法可用于临床样本、人工感染动物试

验组织以及三带喙库蚊体内山羊痘病毒的定量检

测，特异性高、敏感性好、临床应用性强。
３．４　 双重 ＰＣＲ 检测方法　 在 ＰＣＲ 技术不断发展

过程中，产生了多重 ＰＣＲ 技术，能够一次性鉴别多

种疾病，在疫病的诊断上有着非常大的优势［３２］。
向智龙等［３３］ 基于山羊痘病毒 ＩＴＲ 和羊口疮病毒

Ｈ２Ｌ 基因片段，合成两对引物，以山羊痘病毒和羊

痘疮病毒的核酸混合物作为模板，建立了快速鉴别

检测两种病毒的双重 ＰＣＲ 方法，该方法特异性强、
敏感性高、快速简便，可用于山羊痘病毒和羊口疮

病毒的联合检测和鉴别诊断。 肖雯等［３４］ 针对绵羊

痘病毒（ＳＰＰＶ）和山羊痘病毒的基因组序列，分别

设计了 ２ 对特异性引物，经优化条件，建立了快速

鉴别检测 ＳＰＰＶ 和 ＧＴＰＶ 的双重 ＰＣＲ 方法，该方法

特异性试验中，未对牛疙瘩皮肤病病毒、犬细小病

毒、大肠杆菌 Ｏ１５７、沙门氏菌等有特异性扩增，同
时具有较好的灵敏度。
４　 存在的问题与展望

综上所述，要防治山羊痘的发生和流行，其早

期的诊断非常重要。 在山羊痘病毒的检测中，琼脂

扩散实验操作简便，但其敏感性不高。 ＥＬＩＳＡ 方法

具有较高的灵敏性和特异性，是世界卫生组织推荐

的诊断方法之一。 近年来我国学者研究的侧重点

主要是 ＰＣＲ 方法，此方法多基于 Ｐ３２ 基因、ＩＴＲ 基

因、Ａ２９Ｌ 基因、末端反向重复序列等设计引物，具
有灵敏度高、特异性好、快速等优点，其中以荧光定

量 ＰＣＲ 方法最好，可作为实验室诊断的有效方法。
但是鉴于此方法对仪器设备、实验操作人员以及实

验的条件等均由有较高的要求，在检测成本有限的

情况下推广此方法有较高的难度。
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