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［摘　 要］ 　 为快速检测小鹅瘟病毒，以小鹅瘟病毒 ＶＰ３ 基因保守片段为靶点，利用重组酶聚合酶扩

增技术（ＲＰＡ）建立了一种准确高效的小鹅瘟病毒 ＲＰＡ 恒温快速检测方法，对检测方法的灵敏度、

特异性进行评价，并与传统 ＰＣＲ 和 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法进行比较。 结果表明，该检测方法可检测到

１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的病毒核酸，具有较高的灵敏度；只特异性地扩增小鹅瘟病毒，而与鹅副黏病毒、鹅源

鸭瘟病毒、小鹅流行性感冒病毒、鹅副伤寒病毒、大肠杆菌和曲霉菌均未发生交叉反应，特异性

良好；变异系数低于 ６％ ，具有很好的重复性；临床样品检测中与 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 符合率为 ９９％ 。

该方法可以很好地应用于小鹅瘟的大规模临床样本检测，为小鹅瘟病毒的高通量检测和流行病学

调查提供技术手段。
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ

ＰＣＲ ａｎｄ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｗｉｔｈ ａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ

１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｌｓｏ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｙ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ

ｇｏｏｓｅ ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ， ｇｏｏｓｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ， ｇｏｓｌｉｎｇ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ｇｏｏｓｅ ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ ｖｉｒｕｓ， Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ ｔｈｅ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ６％ ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｇｏｏｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ． Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓａｍｐｌｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ９９％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ

ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｓｌｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｉｇｈ

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｓｌｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＲＰＡ）； ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 小鹅瘟是一种常见的水禽急性或亚急性败血

性传染病，临床特征主要表现为厌食、渴欲增强、无

力、不愿活动，常表现出摇头症状［１］。 该病的发病

病程短，传染性强，死亡率高，可高达 ９０％ ～ １００％ ，

但发病率和致死率随着雏鹅的日益长大而下降［２］。

该病由小鹅瘟病毒（Ｇｏｏｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＶ）引起。

１９５６ 年我国学者方定一在扬州首次发现并分离

到第一株小鹅瘟病毒，１９６１ 年他又用鹅胚分离到

一株与鸡新城疫及鸭肝炎病毒无关的新病毒，并

将该病命名为小鹅瘟，病原体称为小鹅瘟病毒［３］ 。

此后许多国家都报道过该疾病，包括英国和瑞典

等，对全球的养鹅业造成了严重危害和巨大的经

济损失。 ＧＰＶ 主要感染雏鹅和番鸭，其它家禽能

够天然抵抗该病毒的感染［４］ 。 ＧＰＶ 属于细小病

毒科、细小病毒属，是一种无包膜的单链 ＤＮＡ 病

毒，基因组长度约为 ５１００ ｂｐ，包含两个开放阅读

框（ＯＲＦ）：位于 ５’端的 ＯＲＦ１ 编码参与病毒复制

的非结构蛋白和调控蛋白，位于 ３’端的 ＯＲＦ２ 编

码结构蛋白 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３。 表面结构蛋白表

现出病毒的遗传变异，编码这些结构蛋白的基因

突变改变了病毒的免疫特性。 由于 ＶＰ２ 和 ＶＰ３

基因区域同时包含保守区和可变区而被专门用于

检测病毒进化和遗传变异。

目前，ＧＰＶ 的检测方法多种多样，主要包括病

原学检测、血清学检测和分子生物学检测。 病原学

检测方法主要是病毒的分离鉴定［５］，是检测小鹅瘟

最经典和最准确的方法之一，但是该方法检测所需

时间长，操作复杂，不满足小鹅瘟临床快速检测的

需求。 血清学检测主要包括琼脂免疫扩散试验［６］、
病毒中和试验［７］、酶联免疫吸附试验［８］、反向间接

血凝试验［９］、免疫荧光抗体法［１０］、免疫过氧化物酶

染技术［１１］、对流免疫电泳法［１２］ 和精子凝集抑制试

验［１３］等，但是上述方法均存在不同的缺点，或检测

灵敏度低，或检测时间长，或操作复杂等。 分子生

物学检测主要有 ＰＣＲ 检测、核酸探针技术、荧光定量

ＰＣＲ 检测和环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）等。 ２００６ 年，

李福伟等［１４］ 建立了检测 ＧＰＶ 的 ＰＣＲ 检测方法，并

针对保守序列 ＶＰ３ 设计了一对特异性引物，成功扩

增出 ＧＰＶ ＶＰ３ 基因的目的片段，敏感性可达到８ ｐｇ。

２００５ 年，布日额等［１５］ 建立了另一种核酸探针方法，

以 ＳＣＰＤ 为底物的化学发光的地高辛标记核酸探针

检测 ＧＰＶ，该方法特异性、敏感性和适用性都很强，

但其技术性要求较强，操作繁琐，且检测成本较高，

不适宜临床上的推广与应用。 ２０１０ 年，龙朕等［１６］ 根

据 ＧＰＶ 的保守序列 ＮＳ 基因建立了荧光 ＰＣＲ 检测方

法，结果表明，该方法具有良好的敏感性和特异性，

但是该方法需要荧光定量 ＰＣＲ 仪，不方便携带，不满

足现场检测的需求。 ２０１２ 年，金文杰等［１７］ 建立了

ＬＡＭＰ 技术应用于 ＧＰＶ 的快速诊断，缩短了检测时

间，但是该方法不仅需要设计三对特异性引物，而且

极易出现假阳性。

重组酶聚合酶扩增技术（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＰＡ）是 ２００６ 年由英国科学家研发的

一种核酸恒温扩增技术。 它是利用多种酶参与，如
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重组酶、单链结合蛋白、外链核酸酶 ＩＩＩ 和链置换

ＤＮＡ 聚合酶，在体外模拟生物体内 ＤＮＡ 复制，恒温

条件下短时间内实现靶基因大量扩增。 重组酶与

引物结合形成复合物，在双链 ＤＮＡ 中寻找同源序

列，一旦定位到同源序列，就会发生链交换反应，

形成并启动 ＤＮＡ 合成，模板上的靶区进行指数级

扩增，被取代的 ＤＮＡ 链与单链结合蛋白结合，防止

进一步的替代。 ＲＰＡ 技术自 ２００６ 年首次引入我国

便受到了广泛关注，随后出现了大量关于该技术的

研究，近年来取得显著进展［１８ － １９］。 ＲＰＡ 技术可在

３７ ～ ４２ ℃恒温条件下快速扩增，ＤＮＡ 扩增到可检

测水平所需的时间取决于样品的 ＤＮＡ 拷贝数，结

果一般可以在 ２０ ｍｉｎ 内观察到。 ＲＰＡ 检测对样品

制备要求低，具有恒温、快速、便携、灵敏度高、特异

性强和操作简单等优点［２０］，是目前有望替代 ＰＣＲ

技术的核酸等温扩增方法，具有广阔的应用前景。

本研究以 ＶＰ３ 基因为目的基因建立了检测 ＧＰＶ 的

ＲＰＡ 恒温快速检测方法。

１　 材料与方法

１． １　 病毒核酸及临床样本 　 鹅副黏病毒、鹅源鸭

瘟病毒、小鹅流行性感冒病毒、鹅副伤寒病毒、大肠

杆菌、曲霉菌和 ＧＰＶ 均保存于齐鲁动保实验室；小

鹅瘟临床病料由山东养鹅厂提供。

１． ２　 ＧＰＶ 标准质粒的构建　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的

ＧＰＶ 的全基因组序列，利用分子生物学软件 ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０，针对 ＶＰ３ 保守区域设计一对特异性

引物（表 １）。 引物由上海生物工程技术服务有限

公司合成。

表 １　 ＧＰＶ 扩增引物

Ｔａｂ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ＧＰＶ

引物名称 基因序列（５＇－ ３＇）

ＧＰＶ － Ｆ ５＇ ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧＧＣ ３＇

ＧＰＶ － Ｒ ５＇ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＡＧＡＴＴＴＴＧＡＧＴＴＡＧＡＴＡＴＣＴＧＧＴＴＣ ３＇

　 　 根据设计的引物扩增出 １６０５ ｂｐ 的 ＶＰ３ 片段，
并构建重组质粒 ＧＰＶ － ＶＰ３ － １８Ｔ，转化至 ＤＨ５α
大肠杆菌感受态细胞，经菌液 ＰＣＲ 鉴定阳性菌株，
使用质粒提取 Ｍｉｎｉ 试剂盒 Ⅰ （ ＯＭＥＧＡ， ＵＳＡ）
提取质粒ＤＮＡ。 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ － ２０００ 分光光度计

（ＮａｎｏＤｒｏｐ， Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ， ＵＳＡ）定量质粒 ＤＮＡ 的浓

度，将重组质粒送上海生工测序鉴定。
１． ３　 荧光 ＲＰＡ 恒温快速检测方法引物与探针的

设计 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 收录的 ＧＰＶ 的 ＶＰ３ 序列，
利用ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 软件，根据 ＲＰＡ 引物设计

原则，设计 ＧＰＶ ＶＰ３ 基因特异性的引物和探针

（表 ２），并由上海生物工程技术服务有限公司合成。

表 ２　 ＧＰＶ 的 ＲＰＡ 引物和探针

Ｔａｂ ２　 ＲＰＡ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｏｆ ＧＰＶ
引物和探针 序列（５’ － ３’）

ＧＰＶ － Ｆ１ ＣＴＣＴＧＧＡＡＴＴＴＣＡＡＴＧＡＧＧＴＡＧＡＣＡＧＣＡＧＣ

ＧＰＶ － Ｆ２ ＣＡＴＴＣＡＣＡＧＧＡＣＴＴＡＧＡＣＡＧＧＣＴＧＡＴＧＡＡＣ

ＧＰＶ － Ｆ３ ＴＡＴＧＧＣＡＣＣＡＴＧＧＧＣＣＧＣＡＡＴＴＧＧＣＴＧＣＣＡＡＧ

ＧＰＶ － Ｒ１ ＴＡＴＣＴＧＴＴＣＣＧＣＣＴＧＴＡＴＡＧＧＣＣＣＴＡＡＣＴＣ

ＧＰＶ － Ｒ２ ＡＧＴＡＧＣＴＧＡＴＡＣＡＧＧＴＣＣＧＧＧＴＴＧＣＡＧＧＡＧ

ＧＰＶ － ｐｒｏｂｅ ＡＡＡＧＧＣＧＣＴＴＡＴＧＧＣＡＣＣＡＴＧＧＧＣＣＧＣＡＡＴ［ＦＡＭ － ｄＴ］Ｇ［ ＴＨＦ ］Ｃ［ ＢＨＱ１ － ｄＴ］ＧＣＣＡＧＧＡＣＣＴＡＡＡＴＴＣ － ３ ｓｐａｃｅｒ

１． ４　 核酸的提取及反转录 　 使用 ＡＸＹＧＥＮ 试剂

盒（ＡＸＹＧＥＮ，美国）提取 ＧＰＶ、鹅副黏病毒、鹅源鸭

瘟病毒、小鹅流行性感冒病毒、鹅副伤寒病毒的核

酸，用 ２０ μＬ 无核酸酶水洗脱病毒中的核酸，使用

ＮａｎｏＤｒｏｐ － ２０００ 分光光度计测定病毒核酸的浓度。

使用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（康为世纪，中
国）提取大肠杆菌和曲霉菌的基因组 ＤＮＡ。 所有

核酸样品提取完成后， － ２０ ℃保存备用。
采用反转录试剂盒 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｏｎｅ － Ｓｔｅｐ

ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 去除基因

·３·
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组 ＤＮＡ 并合成鹅副黏病毒与小鹅流行性感冒病毒

ｃＤＮＡ。 在 Ｒａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｍｉｃｒｏｔｕｂｅ 管中加入 ７． ０ μＬ 模板

ＲＮＡ、１． ０ μＬ 下游引物、１． ０ μＬ ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ®ⅡＲＴ／ ＲＩ
Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ、１． ０ μＬ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ、１０ ０ μＬ ２ × ＴＳⅡ
Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ 配 制 溶 液。 混 合 液 在 ５０ ℃ 孵 育

３０ ｍｉｎ后，８５ ℃ 加热 ５ ｓ。 得到的 ｃＤＮＡ 溶液于

－ ２０ ℃保存备用。
１． ５　 荧光 ＲＰＡ 恒温扩增方法的建立 　 荧光 ＲＰＡ
恒温扩增方法反应体系为：溶解剂 １０ μＬ，上游引物

１ μＬ，下游引物 １ μＬ，探针 ０． ３ μＬ，激活剂 １ μＬ，模
板 １ μＬ，加入去离子水至 ２５ μＬ；最佳反应条件为：
４０ ℃条件下反应 ２０ ｍｉｎ。 除激活剂和模板外，其余

以混合溶液的形式加入含有冻干粉的 ０． ２ ｍＬ ＥＰ
管中，涡旋混合离心。 将核酸加到反应管中，将激

活剂加到反应管盖上。 上下颠倒混合后，瞬时离

心；离心后，荧光值由恒温荧光检测仪读取，每 ３０ ｓ
监测一次荧光值。 以重组质粒 ＧＰＶ － ＶＰ３ － １８Ｔ 为

模板，以 ＲＮａｓｅ 游离水为阴性对照，对该方法的引

物浓度、反应温度和反应时间等条件进行优化，具
体操作如下：利用同一探针，上下游引物采用３ 个

浓度梯度（０． ６ μｍｏｌ ／ Ｌ、０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ），确
定最佳引物浓度；利用最佳引物浓度采用 ３ 个反应

梯度温度（３８ ℃、４０ ℃、４２ ℃），确定该方法的最佳

反应温度。 荧光值由恒温荧光检测仪读取，每 ３０ ｓ
监测一次荧光值。 恒温荧光检测仪检测结果为阳

性且出现标准 Ｓ 型曲线判为检测出阳性结果。
１． ６　 ＲＰＡ 的敏感性和特异性测定 　 为测定建立

的荧光 ＲＰＡ 检测方法的敏感性，将已构建的重组

质粒 ＤＮＡ 进行连续的 １０ 倍稀释，作为荧光 ＲＰＡ
检测方法敏感性试验的标准品。 每个稀释浓度的

标准品加入 １ μＬ 作为反应模板进行 ＲＰＡ 反应扩

增以确定该方法的最低检测拷贝数。 同时，以鹅

常见疾病不同病原体基因组 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 作为模

板分析该荧光 ＲＰＡ 检测方法的特异性。 采用优

化后的方法分别对鹅副黏病毒 ｃＤＮＡ、鹅源鸭瘟病

毒 ＤＮＡ、小鹅流行性感冒病毒ｃＤＮＡ、鹅副伤寒病

毒 ＤＮＡ、大肠杆菌 ＤＮＡ 和曲霉菌 ＤＮＡ 进行检测，
以 ＧＰＶ 的阳性样品为阳性对照，以无菌水作为阴

性对照，根据检测结果确定该方法的特异性。
１． ７　 ＲＰＡ 的重复性测定　 分别以浓度为 １ × １０３、
１ ×１０２、１ ×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的ＧＰＶ －ＶＰ３ －１８Ｔ 标准质

粒为模板进行 ＲＰＡ 扩增，每个稀释度重复三次，根据

其 Ｃｔ 值计算变异系数，评价该方法的重复性。
１． ８　 ＲＰＡ、ＰＣＲ 和 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的敏感性比较

对 已 建 立 的 ＧＰＶ ＰＣＲ［２１］ 和 ＧＰＶ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ
ＰＣＲ［２２］检测方法与本研究建立的 ＧＰＶ ＲＰＡ 检测

方法进行敏感性比较。 使用 ＡＸＹＧＥＮ 试剂盒提取

ＧＰＶ 的基因组 ＤＮＡ 并将提取的核酸进行 １０ 倍

倍比稀释作为模板，同时用 ＰＣＲ、Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ
和 ＲＰＡ 三种检测方法进行检测，比较三种方法的

检测敏感度。
１． ９　 临床病料的检测　 从山东省不同的养殖场或

农户采集了 １００ 份疑似组织、血液和体液样本，
使用ＡＸＹＧＥＮ 试剂盒提取核酸，采用本研究建立的

ＲＰＡ 方法和 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法进行检测，分析两

种方法的符合率。
２　 结果与分析

２． １ 　 ＧＰＶ ＶＰ３ 基因 ＰＣＲ 扩增 　 通过 ＰＣＲ 方法

扩增靶标基因 ＶＰ３，ＰＣＲ 产物进行凝胶电泳成像

（图 １），结果表明本研究成功扩增出 ＧＰＶ ＶＰ３ 目的

条带，目的片段大小约为 １６０５ ｂｐ，与预期大小

一致。
２． ２　 菌液 ＰＣＲ 鉴定结果 　 挑取单菌落过夜培养

后进行菌液 ＰＣＲ 鉴定，泳道 ６ 的阴性结果成立，
泳道１ － ５ 的结果为 ＧＰＶ 阳性（图 ２），根据结果将

检测为阳性菌液的样本进行质粒提取并测序。 测

序结果显示 ５ 个阳性质粒插入片段均为目的基因，
表明 ＶＰ３ 基因标准质粒构建成功。
２． ３　 引物的筛选　 所有设计的 ＧＰＶ 引物组合均有

Ｓ 型的扩增曲线，其中 ＧＰＶ － Ｆ１ 和 ＧＰＶ － Ｒ１ 组合所

得的荧光值为 ４０００，Ｃｔ 值为 ７． ０（图 ３），均为最佳，
故确定最佳引物组合为ＧＰＶ － Ｆ１和 ＧＰＶ －Ｒ１。
２． ４ 　 引物浓度优化 　 测试引物浓度分别为 ０． ６
μｍｏｌ ／ Ｌ、０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ、 １ μｍｏｌ ／ Ｌ， 其中引物浓度

为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 时出峰时间最早，且其荧光值最高

（图 ４），故最佳引物浓度选择 １ μｍｏｌ ／ Ｌ。

·４·
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Ｍ：ＤＬ － ２０００ ＤＮＡ 分子质量标准；１：阴性对照；２：ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ： ＤＬ － ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 １　 ＧＰＶ ＶＰ３ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＰＶ－ＶＰ３ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｍ：ＤＬ － ２０００ ＤＮＡ 分子质量标准；１ － ５：菌液样品；６：阴性对照

Ｍ： ＤＬ － ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ５： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｌｙ

ｐｉｃｋｅｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ； ６： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 菌液 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

２． ５　 反应温度优化 　 ＧＰＶ ＲＰＡ 方法采用的反应

温度分别为 ３８ ℃、４０ ℃、４２ ℃，其中 ４０ ℃ 出峰

时间最早， Ｃｔ 值为 ６． ０，其荧光值最高，为 ４５００

（图 ５），故最佳反应温度确定为 ４０ ℃。

２． ６　 敏感性和特异性试验结果 　 ＧＰＶ ＲＰＡ 检测

１ － ６：引物 ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ１、

ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ２；

７ －１２：引物阴性对照 ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ１、

ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ２

１ － ６：Ｐｒｉｍｅｒｓ ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ１、

ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ２；

７ － １２：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ１ － Ｒ２、

ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ２ － Ｒ２、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ１、ＧＰＶ － Ｆ３ － Ｒ２

图 ３　 不同引物的扩增结果

Ｆｉｇ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ

１： １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐｒｉｍｅｒｓ； ２： ０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐｒｉｍｅｒｓ；

３： ０． ６ μｍｏｌ ／ Ｌ ｐｒｉｍｅｒｓ； ４： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 不同浓度引物的扩增结果

Ｆｉｇ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ

方法只扩增出 ＧＰＶ 核酸，其他病毒或细菌的核酸

均为阴性，无交叉反应，说明该方法具有很好的特

异性（图 ６）。 ＧＰＶ 荧光 ＲＰＡ 检测方法最低能够检

测到 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的标准质粒（图 ７）。

·５·
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Ａ： ３８ ℃； Ｂ： ４０ ℃； Ｃ： ４２ ℃

１： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 不同反应温度的扩增结果

Ｆｉｇ ５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２． ７　 重复性实验结果　 以三种不同拷贝数的标准

质粒为模板进行三次重复实验来验证该方法的重

复性，拷贝数为 １０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时，Ｃｔ 值为 ７． ３、７ ３、
８ ０，变异系数为 ５． ３６％，荧光值为 ４６００、４５００、４５００，

１：ＧＰＶ 病毒；２：阴性对照 ３：鹅副黏病毒；４：鹅源鸭瘟病毒；

５：小鹅流行性感冒病毒；６：鹅副伤寒病毒；７：大肠杆菌；８：曲霉菌

１： ＧＰＶ； ２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ３： ｇｏｏｓｅ ｐａｒａｍｙｘｏ ｖｉｒｕｓ；

４： ｇｏｏｓｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ； ５： ｇｏｓｌｉｎｇ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ；

６： ｇｏｏｓｅ ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ ｖｉｒｕｓ； ７： Ｅ． ｃｏｌｉ； ８： ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

图 ６　 ＧＰＶ 荧光 ＲＰＡ 检测方法特异性实验结果

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＰＶ

ｆｌｕｏｒｗｓｃｅｎｃｅ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

１： １０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ２： １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ３： １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；

４： １０２ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ５： １０１ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ６： １００ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ７： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ７　 ＧＰＶ 荧光 ＲＰＡ 检测方法敏感性实验结果

Ｆｉｇ ７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＰＶ ＥＸＯ

ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

重复性良好（图８Ａ）；拷贝数为１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时，Ｃｔ 值
为 ９． ３、９． ３、９． ０，变异系数为 １ ８８％，荧光值为 ４０００、
３９００、 ３８５０， 重 复 性 良 好 （ 图 ８Ｂ ）； 拷 贝 数 为

１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ时 Ｃｔ 值为 １０． ０、１０． ０、１０． ３，变异系数为

１． ７１％， 荧 光 值 为 ２６００、 ２７００、 ２５００， 重复 性 良 好

（图 ８Ｃ）。 结果表明该方法重复性良好。

·６·
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Ａ：模板拷贝数为 １０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；

Ｂ：模板拷贝数为 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；

Ｃ：模板拷贝数为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ

１ － ３：阳性模板；４：阴性对照；５ － ７：阳性模板；

８：阴性对照；９ － １１：阳性模板；１２：阴性对照

Ａ： １０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； Ｂ： １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； Ｃ： １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ

１ － ３： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ４： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ５ － ７： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

８： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ９ － １１： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； １２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ８　 ＧＰＶ 荧光 ＲＰＡ 检测方法重复性实验

Ｆｉｇ ８　 Ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＰＶ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

２． ８　 ＲＰＡ、ＰＣＲ 和 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的敏感性比对

实验结果　 按照已建立的检测条件，用相同稀释倍

数的核酸作为模板同时利用 ＰＣＲ、Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ

和 ＲＰＡ 三种方法进行检测。 其中， ＰＣＲ 检测方

法能够检测到的核酸稀释倍数为 １０３ （图 ９ ），

Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法能够检测到的核酸稀释

倍数为 １０５（图 １０），而 ＲＰＡ 检测方法能够检测到的

核酸稀释倍数为 １０４（图 １１）。

１：１００稀释；２：１０１稀释；３：１０２稀释；４：１０３稀释；

５：１０４稀释；６：１０５稀释；Ｍ：ＤＬ － ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

１： １００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ２： １０１ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ３： １０２ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ４： １０３ ｄｉｌｕｔｉｏｎ；

５： １０４ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ６： １０５ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 ９　 ＧＰＶ ＰＣＲ 检测方法的敏感性结果

Ｆｉｇ ９　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＰＶ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

１：１００稀释；２：１０１稀释；３：１０２稀释；４：１０３稀释；

５：１０４稀释；６：１０５稀释；７：阴性对照

１： １００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ２： １０１ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ３： １０２ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ４： １０３ ｄｉｌｕｔｉｏｎ；

５： １０４ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ６： １０５ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ７： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １０　 ＧＰＶ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的敏感性结果

Ｆｉｇ １０　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＰＶ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

·７·
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１：１００稀释；２：１０１稀释；３：１０２稀释；４：１０３稀释；

５：１０４稀释；６：１０５稀释；７：阴性对照

１： １００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ２： １０１ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ３： １０２ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ４： １０３ ｄｉｌｕｔｉｏｎ；

５： １０４ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ６： １０５ ｄｉｌｕｔｉｏｎ； ７： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １１　 ＧＰＶ ＲＰＡ 恒温快速检测方法的敏感性结果

Ｆｉｇ １１　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＰＶ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

２． ９　 临床病料的检测结果 　 对收集到的 １００ 个

临床疑似样本同时采用已建立的 ＲＰＡ 方法和

Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ进行检测，结果见表 ３，两种方法的

符合率为 ９９％ 。

表 ３　 ＧＰＶ ＲＰＡ 与 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法临床样本

检测符合性试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｔｅｓｔ ｂｙ ＧＰＶ ＲＰＡ ａｎｄ Ｒｅａｌ －ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＧＰＶ ＲＰＡ
Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ

阳性 阴性
总计 符合率

阳性 ３４ ０ ３４

阴性 １ ６５ ６６

总计 ３５ ６５ １００

９９％

３　 讨　 论

ＧＰＶ 主要感染各种鹅、番鸭和莫斯科鸭，该病

毒对幼鹅致死率可达 １００％ ，对大日龄鹅呈亚临床

感染从而传染给幼鹅，给养鹅行业造成巨大损失。

因此，ＧＰＶ 的快速诊断是预防和控制该病的重要前

提。 本研究采用了一种基于 ＥＸＯ 探针的 ＲＰＡ 检测

方法来检测 ＧＰＶ，可以在 ４０ ℃恒温条件下２０ ｍｉｎ

内完成检测，检测限可达 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，仅可检测

ＧＰＶ，变异系数低于 ６％ ，具有良好的特异性和重复

性；与 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法的符合率达到 ９９％ 。

根据已报道的 ＧＰＶ ＰＣＲ［２１］ 和 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ

ＰＣＲ［２２］检测方法，比较了 ＲＰＡ 与该两种方法的敏

感性。 结果表明，ＲＰＡ 的敏感性比 ＰＣＲ 高 １０ 倍，

但比 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 低 １０ 倍（图 ９ －图 １１）。 与环

介导等温扩增（ ＬＡＭＰ） ［１７］ 检测方法检测 ＧＰＶ 相

比，ＬＡＭＰ 检测需要 ３ 对引物、更高的温度（６２ ℃）

和更长的运行时间，而 ＲＰＡ 检测方法仅需要一对

引物和一个探针，因此，该方法更简单，所需时间

更短。

本研究建立的 ＧＰＶ ＲＰＡ 方法有以下优点：

首先，ＲＰＡ 试剂以冻干粉的形式制备，室温下可保

存 １２ 周而不失去活性，与其他试剂相比，ＲＰＡ 试剂

稳定。 其次， ＲＰＡ 快速检测方法在恒温条件下

进行，不需要昂贵的热循环器，成本更低。 第三，

合成的 ＲＰＡ 引物和探针可容许有 ５ ～ ９ 个错配，

对实验性能没有影响，而 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 错配

会导致探针失效或失去灵敏度。 第四，ＰＲＡ 反应对

常见的 ＰＣＲ 抑制剂有一定的耐受性，从而保证了

反应的稳定性。

本研究成功建立了一种 ＧＰＶ 的 ＲＰＡ 恒温检测

方法，对 ＧＰＶ 现场检测试剂盒的开发具有重要

意义。
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