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［摘　 要］ 　 鸭腺病毒 ３ 型（Ｄｕｃｋ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３，ＤＡｄＶ － ３）是我国近年来新发的禽腺病毒，致病

力较强，已经严重影响到鸭养殖业。 为实现对 ＤＡｄＶ － ３ 的快速检测，以 ＤＡｄＶ － ３ 的 Ｈｅｘｏｎ 基因为

靶基因，设计特异性重组酶聚合酶扩增（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ）引物和探针，并
构建重组标准质粒命名为 ＤＡｄＶ － Ｈ －１８Ｔ，优化 ＲＰＡ 反应条件后，建立 ＤＡｄＶ － ３ 的荧光 ＲＰＡ 恒温

快速检测方法。 结果显示，该检测方法最佳反应条件为 ３８ ℃、１８ ｍｉｎ；特异性强，与其他常见鸭病病

原如鸭肝炎病毒、鸭坦不苏病毒等均无交叉反应。 对重组质粒 ＤＡｄＶ － Ｈ － １８Ｔ 的最低检测限为

１ ｃｏｐｙ ／ μＬ；采用建立的 ＲＰＡ 检测方法和 ｑＰＣＲ 对 ５５ 份鸭组织临床样本进行检测，阳性率分别为

６５． ４％ 、５０． ９％ ，检测符合率为 ９２． ７％ 。 研究建立的 ＤＡｄＶ － ３ 荧光 ＲＰＡ 方法，检测速度快，敏感性

高，特异性强，为该病临床快速检测提供了有力工具。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｄｕｃｋ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３（ＤＡｄＶ － ３） ｉｓ ａ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｐｏｕｌｔｒｙ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｉｎ ｍｙ ｃｏｕｎｔｒｙ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ
ｙｅａｒｓ． Ｉｔ ｈａｓ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈａｓ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｄｕｃｋ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｉｎｄｕｓｔｒｙ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ
ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡｄＶ －３， ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＲＰＡ） ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ ｏｆ ＤＡｄＶ －３ ａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ
ＤＡｄＶ －Ｈ －１８Ｔ． Ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ＲＰＡ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＲＰＡ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｒａｐｉｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＤＡｄＶ － ３． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ
３８ ℃、１８ ｍｉｎｕｔｅｓ； ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｃｒｏｓｓ － ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ｄｕｃｋ ｄｉｓｅａｓｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｄｕｃｋ ｔａｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ． Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ＤＡｄＶ －Ｈ －１８Ｔ ｗａｓ １ ｃｏｐｙ ／ μＬ； ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＲＰＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｏｎ ５５ ｄｕｃｋ
ｔｉｓｓｕｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＲＰＡ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ６５． ４％ ， ５０． ９％ ，
ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９２． ７％ ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＲＰＡ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ＤＡｄＶ －３， ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｆａｓｔ ｓｐｅｅｄ， ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ
ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＤＡｄＶ －３； Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ； ＲＰＡ； ｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 鸭腺病毒３ 型（Ｄｕｃｋ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３，ＤＡｄＶ －３）
是 ２０１４ 年在我国广东的番鸭中分离到的新型鸭腺

病毒，其致病力较强，临床剖检的病鸭主要表现在

肝脏肿大，斑驳状出血，甚至是坏死，发病率在

４５％ ～ ６０％ ，常常诱发鸭第二次感染，死亡率达到

３５％以上［１］。 根据国际病毒分类委员会（ Ｉｎｔｅｒｎａ⁃
ｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ ｔａｘｏｎｏｍｙ ｏｆ ｖｉｒｕｓｅｓ， ＩＣＴＶ）的分

类，ＤＡｄＶ －３ 属于禽腺病毒属［２］，具有禽腺病毒一

般结构［３］，直径在 ６０ ｎｍ ～ ８０ ｎｍ，双链 ＤＮＡ 病毒，
无囊膜，呈二十面体对称结构。 病毒粒子的衣壳有

三种结构蛋白，分别是六邻体 （ Ｈｅｘｏｎ）、五邻体

（Ｐｅｎｔｏｎ）和纤突（Ｆｉｂｅｒ）。 腺病毒 Ｈｅｘｏｎ 基因是编

码主要表面抗原蛋白，由于该基因保守区域较

高［４ － ６］，常作为靶基因用于检测腺病毒。
目前，ＤＡｄＶ －３ 的检测方法有很多种，最经典

和最准确的是病毒分离鉴定［７ － ８］，但是检测时间较

长，不能满足临床快速检测的需求。 分子生物学检

测主要有普通 ＰＣＲ［９］、多种 ｑＰＣＲ［１，１０］方法（例如染

料、 探 针 和 ＭＧＢ 探 针 ） 和 环 介 导 等 温 扩 增

（ ＬＡＭＰ ） ［１１］。 ２０２０ 年， 曹 秀 芸 等［８］ 建 立 检 测

ＤＡｄＶ －３ 的 ＰＣＲ 方法，成功扩增出 Ｈｅｘｏｎ 基因的

目的片段。 ２０１９ 年， 陈翠腾等分别建立 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ⅰ、ＭＧＢ ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，该

方法具有良好的特异性和敏感性，但依赖于荧光仪

器，不方便携带，不能满足现场检测。 ２０２０ 年，陈翠

腾［１２］建立了 ＬＡＭＰ 技术应用于 ＤＡｄＶ －３ 的快速诊

断，缩短了检测时间，该方法易出现假阳性。 上述

方法均存在不同的缺点。 因此，建立一种能快速，
实用的现场检测 ＤＡｄＶ －３ 的方法十分重要。

重组酶聚合酶扩增技术［１３ － １６］ 是一种利用多种

酶参与的核酸恒温扩增技术， ＲＰＡ 技术可以在

３７ ℃ ～４２ ℃恒温，２０ ｍｉｎ 条件下实现核酸的指数

扩增［１７ － １８］，该方法对样本要求低，具有快速、灵敏

度高、 特 异 性 强 的 优 点， 具 有 良 好 的 应 用 前

景［１９ － ２０］。 本研究以 Ｈｅｘｏｎ 基因为目的基因建立了

ＤＡｄＶ －３ 的 ＲＰＡ 恒温快速检测方法，能快速、特异

地检测到 ＤＡｄＶ － ３，为现场检测 ＤＡｄＶ － ３ 提供有

力工具。
１　 材料与方法

１． １　 毒株和临床样品　 鸭肝炎病毒（Ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ， ＤＨＶ），鸭瘟病毒（Ｄｕｃｋ ｐｌａｇｕｅ ｖｉｒｕｓ， ＤＰＶ），
鸭坦布苏病毒（Ｄｕｃｋ ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ， ＤＴＭＵＶ），鸭细

小病毒（Ｄｕｃｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＭＤＰＶ），鸭呼肠孤病毒

（Ｄｕｃｋ ｒｅｏｖｉｒｕｓ， ＤＲＶ） 和新城疫病毒 （ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）均由山东省滨州畜牧兽医研究

院鉴定及保存。 ５５ 份鸭组织临床样本来自 ２０１８ －

·９·
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２０２０ 年广东地区鸭养殖场。
１． ２　 主要试剂　 荧光定量八排管、ＤＮＡ 凝胶回收

试剂盒和质粒提取试剂盒购自美国 ＯＭＥＧＡ 公司；
ＡＸＹＧＥＮ 核酸分离试剂盒购自康宁生命科学有

限公司；Ｐｒｉｍｅｓ ＳＴＡＲ ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ，ｐＭＤ － １８Ｔ 载

体、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ ＩＩ 等购自 ＴａＫａＲａ 公司；ＲＰＡ 恒温检测试

剂盒来自先达基因科技有限公司；其他试剂和耗

材来自生工生物工程股份有限公司； Ｔ４ ＤＮＡ

Ｌｉｇａｓｅ 来自 ＮＥＢ（北京）有限公司；ＤＨ５α 感受态

细胞本实验室提供。
１． ３　 引物、探针的设计与合成 　 参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中

ＤＡｄＶ － ３ Ｈｅｘｏｎ 基因序列（登录号：ＫＲ１３５１６４． １，
ＭＨ３４９７７３． １，ＭＨ３４９７７４． １），根据序列的高度保守

区域，利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 引物设计软件结合

ＴｗｉｓｔＡｍｐ􀅹 ＤＮＡ 分析设计手册设计了特异性引物

和探针。 引物和探针序列（表 １），均由上海捷瑞生

物工程有限公司合成。

表 １　 ＤＡｄＶ －３ 检测引物和探针

Ｔａｂ １　 ＤＡｄＶ －３ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ．
引物和探针 基因序列（５′ － ３′）

ＤＡｄＶ － Ｆ１ ＡＣＧＧＣＴＴＧＡＣＡＡＧＧＣＴＴＣＣＡＴＴＡＣＡＴＴＴＡＣＡＧＡ

ＤＡｄＶ － Ｒ１ ＣＣＧＡＧＧＴＡＧＴＣＣＡＴＧＡＡＴＧＴＣＴＧＡＴＣＡＴＴＡＧＴ

ＤＡｄＶ － Ｒ２ ＡＧＧＡＡＴＧＣＴＧＴＡＡＡＧＴＧＣＧＴＴＣＴＴＴＧＣＡＣＣＧＡ

ＤＡｄＶ － Ｒ３ ＴＴＧＡＧＧＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＴＴＴＴＧＡＧＡＣＧＡＧＴＧＡ

ＤＡｄＶ － Ｒ４ ＧＴＴＧＡＧＧＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＴＴＴＴＧＡＧＡＣＧＡＧＴＧＡ

ＤＡｄＶ － ｐｒｏｂｅ ＴＴＴＧＡＴＧＧＣＣＡＧＣＴＴＣＡＴＧＣＣＴＡＴＧＧＡＣＣＡ［ｄＴ － ＦＡＭ］［ＴＨＦ］Ａ［ｄＴ － ＢＨＱ１］ＡＣＣＡＧＴＡＡＣＣＡＡＣＴＡ［Ｃ３ － Ｓｐａｃｅｒ］

１． ４ 　 Ｈｅｘｏｎ 基因重组质粒标准品的构建 　 以

ＤＡｄＶ －３ 的核酸为模板进行 ＰＣＲ 扩增，扩增反应

体系为：Ｐｒｉｍｅｓ ＳＴＡＲ ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ 加入 １２． ５ μＬ，引
物 ＤＡｄＶ － Ｆ１ ／ ＤＡｄＶ － Ｒ４ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各加入 １
μＬ，ＤＮＡ 模板加入 １ μＬ，补足双蒸水至 ５０ μＬ。 反

应条件为：９５ ℃ １０ ｓ，５５ ℃ ５ ｓ，７２ ℃ １０ ｓ，３０ 个循

环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，１６ ℃反应 １０ ｍｉｎ。 反应结束

后进行 １． ０％琼脂糖凝胶电泳鉴定；凝胶回收并克

隆至 ｐＭＤ１８ － Ｔｖｅｒｔｏｒ 载体上，转化至 ＤＨ５α 感受态

细胞中，经菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性的菌株，提取质

粒，质粒送至上海生工测序鉴定，质粒准确无误后

计算拷贝数，质粒 ＤＮＡ －８０ ℃保存待用。
１． ５　 荧光 ＲＰＡ 恒温快速检测方法的建立 　 荧光

ＲＰＡ 扩增反应体系为：溶解剂 １０ μＬ，ＤＡｄＶ － Ｆ１
１ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ＤＡｄＶ － Ｒ４ １ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
ＤＡｄＶ － Ｐ ０． ３ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），激活剂 １ μＬ，ＤＮＡ
１ μＬ，去离子水补足 ２５ μＬ；将溶解剂、引物、探针和

去离子水以混合溶液形式加入到含冻干粉的反应管

中，混匀离心，将 ＤＮＡ 模板加到反应管中，反应管盖

上加入激活剂，上下颠倒混合瞬时离心后，立刻将反

应管放置在恒温荧光检测仪上读取荧光值，检测时

间为 ３０ ｓ 每一周期。 反应条件为 ３８ ℃条件下反应

２０ ｍｉｎ。 以重组质粒 ＤＡｄＶ － １８Ｔ 为模板，以蒸馏水

为阴性对照，对该方法的引物对组合，引物浓度，反
应温度和反应时间等条件进行优化，判定结果以荧光

值最高和检测时间最短选出最佳的检测条件。 操作如

下：筛选引物组合，引物进行两两组合作为检测的引物

对，筛选的引物对在 ２ 个浓度梯度（０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ、
１ μｍｏｌ ／ Ｌ），确定最佳引物浓度；最后优化反应温

度，设置 ３ 个反应梯度温度（３８ ℃、４０ ℃和 ４２ ℃）。
１． ６　 ＤＡｄＶ 快速检测方法的特异性　 以重组质粒

ＤＡｄＶ － Ｈ － １８Ｔ、 ＤＨＶ、 ＤＰＶ、 ＤＴＭＵＶ、 ＭＤＰＶ 和

ＤＲＶ 核酸为模板，同时以 ＲＮａｓｅ 水为阴性对照，在
最佳反应条件下进行 ＲＰＡ 恒温快速扩增，来评估

该方法的特异性。
１． ７　 ＤＡｄＶ 快速检测方法的敏感性　 将重组质粒

进行 １０ 倍倍比稀释，选取浓度为 １ × １０３、１ × １０２、
１ × １０１、１ × １００、１ × １０ － １ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ５ 个稀释度质

·０１·
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粒，按照优化后的 ＲＰＡ 条件进行该方法的敏感性

测定，根据所得的 Ｃｔ 值，获得所建立方法的最低检

出拷贝数。
１． ８　 ＤＡｄＶ 快速检测方法的重复性测定　 以浓度

为 １ × １０４、１ × １０３、１ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 模板进行恒温

扩增，每个稀释浓度重复三次，根据 Ｃｔ 值计算变异

系数，评价该方法的重复性。
１． ９　 临床样本的检测　 对 ５５ 份临床样品进行检

测，按照优化后的 ＲＰＡ 方法，同时基于 ＭＧＢ 探针

的荧光定量 ＰＣＲ 方法［２１］ 进行检测。 结果进行分

析，比较 ＲＰＡ 和 ｑＰＣＲ 方法的符合率。
２　 结果与分析

２． １ 　 ＰＣＲ 扩增和鉴定结果 　 以提取的 ＤＡｄＶ － ３
ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，１． ０％琼脂糖凝胶电泳

分析扩增产物（图 １），与 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 进行

比较，获得预期大小约为 ２６４ ｂｐ 明亮目的条带，阴
阳性对照组成立。 将目的片段回收后克隆至

ｐＭＤ －１８Ｔ 载体，再转化到 ＤＨ５α 感受态细胞中，鉴
定阳性菌液（图 ２）后提取质粒送测序，测序鉴定正

确后，命名为 ＤＡｄＶ － Ｈ － １８Ｔ。 计算该质粒的拷贝

数为 １． ０６ × １０１１ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。
２． ２　 引物对的筛选　 ＤＡｄＶ －３ 最佳引物组合的结

果如图 ３ 所示，Ｆ１ ／ Ｒ４ 阳性所得荧光值为 ７２００，
Ｃｔ 值 ０５∶ ３０，检测结果为弱阳性，判断该组合为在 １８
ｍｉｎ 开始非特异性扩增，检测结果相对较好；Ｆ１ ／ Ｒ１，
Ｆ１ ／ Ｒ２ 引物组合阴性起峰较大，检测结果为阳性，该
组合不成立；Ｆ１ ／ Ｒ３，Ｆ１ ／ Ｒ４ 引物组合阴性起峰小，
Ｆ１ ／ Ｒ３ 检测结果较 Ｆ１ ／ Ｒ４ 差；因此确定 ＤＡｄＶＦ１ 和

ＤＡｄＶＲ４ 为最佳引物对，用于后续实验。
２． ３　 引物浓度的优化　 引物浓度梯度分别为 ０． ５
和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 的优化结果如图 ４ 所示，１ μｍｏｌ ／ Ｌ 和

０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 出峰时间一致，Ｃｔ 值为０８∶ ００，１ μｍｏｌ ／ Ｌ
引物浓度的荧光值为 ５４００；０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的荧光值

为 ７２００；根据 Ｃｔ 值小和荧光值高的原则筛选，故最

佳引物浓度选择 ０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ。
２． ４ 　 反应温度优化 　 设置温度梯度为 ３８ ℃、
４０ ℃、４２ ℃，优化结果如图 ５ 所示，３８ ℃和 ４０ ℃出

峰时间最早，Ｃｔ 值为 ０４：００，３８ ℃较 ４０ ℃的荧光值

Ｍ： ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ３： ＤＡｄＶ － ３ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 １　 ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｏｆ

ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ

１： ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ －５： 不同单个菌落的菌液； ６： 阴性对照

１： ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ５： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ；６： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

１： Ｆ１ ／ Ｒ１； ２： Ｆ１ ／ Ｒ２； ３： Ｆ１ ／ Ｒ３； ４： Ｆ１ ／ Ｒ４； ５： Ｆ１ ／ Ｒ１ ｎｅｇａｔｉｖｅ；

６： Ｆ１ ／ Ｒ２ ｎｅｇａｔｉｖｅ； ７： Ｆ１ ／ Ｒ３ ｎｅｇａｔｉｖｅ； ８： Ｆ１ ／ Ｒ４ ｎｅｇａｔｉｖｅ

图 ３　 ＤＡｄＶ －３ 荧光 ＲＰＡ 引物筛选

Ｆｉｇ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＤＡｄＶ －３ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＲＰＡ ｐｒｉｍｅｒｓ

高为 ６７００，４２ ℃荧光值最低为 ５６００，Ｃｔ 为 ０７ ∶ ３０，
故最佳反应温度为 ３８ ℃。
２． ５　 特异性和敏感性试验结果　 特异性实验结果

如图 ６ 所示，该方法只扩增出 ＤＡｄＶ － ３ 核酸，其他

·１１·
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病毒核酸均为阴性，说明所建立的方法具有良好的

特异性。 敏感性实验结果如图 ７ 所示，该方法最低

能够检测到 １ ｃｏｐｙ ／ μＬ 的标准质粒。
２． ６ 　 重复性实验 　 选取三种不同拷贝数 （１０４、
１０３、１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）的标准质粒作为模板，每个拷贝

数为三个重复来验证该方法的重复性，结果如图 ８

所示，拷贝数为 １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时 Ｃｔ 值为 ０７ ∶ ００、
０７∶ ００、０７ ∶ ３０；拷贝数为 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时 Ｃｔ 值为

０７∶ ３０；拷贝数为 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时 Ｃｔ 值为 ０７ ∶ ００、
０７∶ ００、０６∶ ３０。 三个重复 Ｃｔ 值相差不大，该方法的

重复性良好。

Ａ：１ μｍｏｌ ／ Ｌ；Ｂ：０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ；１： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 ＤＡｄＶ 荧光 ＲＰＡ 引物浓度优化

Ｆｉｇ ４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡｄＶ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＲＰＡ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａ：３８ ℃；Ｂ：４０ ℃；Ｃ：４２ ℃；１： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 不同反应温度扩增结果

Ｆｉｇ ５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

１：１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＤＨＶ；４：ＤＰＶ；

５：ＭＤＰＶ；６：ＤＲＶ；７：ＩＢＤＶ；８：ＤＴＭＵＶ

图 ６　 ＤＡｄＶ －３ 荧光 ＲＰＡ 特异性实验

Ｆｉｇ ６　 ＤＡｄＶ －３ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＲＰＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

１：１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；２：１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；

３：１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；４：１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；

５：１０ － １ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；６ ～ ７：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ７　 ＤＡｄＶ －３ 荧光 ＲＰＡ 敏感性实验

Ｆｉｇ ７　 ＤＡｄＶ －３ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＲＰＡ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ
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Ａ：模板拷贝数为 １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；Ｂ：模板拷贝数为 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；Ｃ：模板拷贝数为 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；１ ～ ３：阳性模板；４：阴性对照

Ａ：１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；Ｂ：１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；Ｃ：１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；１ ～ ３：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ８　 ＤＡｄＶ －３ 荧光 ＲＰＡ 重复性实验

Ｆｉｇ ８　 ＤＡｄＶ －３ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＲＰＡ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２． ７　 临床样本的检测结果　 对收集的 ５５ 份临床

样本同时采用所建立的 ＲＰＡ 和 ｑＰＣＲ 进行检测，结

果显示，ＲＰＡ 阳性率为 ６５． ４％ ，ｑＰＣＲ 的阳性率为

５０． ９％ ，两种方法的符合率为 ９２． ７％ （表 ２）。

表 ２　 ＤＡｄＶ －３ ＲＰＡ 与 ｑＰＣＲ 检测符合率

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＲＰＡ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＤＡｄＶ －３

ＲＰＡ
ｑＰＣＲ

阳性 阴性
总计 符合率

阳性 ３２ ４ ３６

阴性 ０ １９ １９

总计 ３２ ２３ ５５

９２． ７％

３　 讨论与结论

２０１４ 年以来，我国广东省番鸭发生肝肿胀，坏死

及不同程度的死亡为特征的疾病，引起该疾病的病

原是新型腺病毒 ＤＡｄＶ － ３。 ＤＡｄＶ － ３ 给我国鸭养

殖业造成严重危害，因此建立快速检测方法是控制

ＤＡｄＶ － ３ 感染的有效措施之一。 本试验针对

ＤＡｄＶ － ３ Ｈｅｘｏｎ 的基因序列设计了 ２ 对特异性引

物与特异性探针，成功建立了 ＲＰＡ 恒温快速检

测方法。 通过对其检测条件的优化，该方法能在

３８ ℃、１８ ｍｉｎ 条件下检测到病毒 ＤＮＡ 最低含量为

１ ｃｏｐｙ ／ μＬ。 并且该方法对 ＤＡｄＶ －３ 具有良好的特

异性，能准确的检测出 ＤＡｄＶ － ３，并不会对其他鸭

病病原产生交叉反应。 该方法的重复性实验结果

均表明该方法有良好的重复性。 将该方法与 ｑＰＣＲ

方法同时对 ＤＡｄＶ － ３ 临床样本进行检测，结果显

示该方法与 ｑＰＣＲ 符合率可达 ９２． ７％ 。

根据已报道的 ＭＧＢ ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光定

量 ＰＣＲ 方法，比较了两种方法的敏感性，探针法最

低检测线 ５５ 拷贝，ＲＰＡ 的敏感性高于ＭＧＢ ＴａｑＭａｎ

探针法 ５５ 倍，探针法检测时间较长，依赖昂贵设

备，不适合于现场检测；ＲＰＡ 只需一对引物和探针，

检测时间 １８ ｍｉｎ，极大缩短了现场检测时间。 临床

检测结果显示，ＲＰＡ 阳性率为 ６５． ４％大于 ｑＰＣＲ 的

阳性率 ５０． ９％ 。 本研究建立的 ＤＡｄＶ － ３ ＲＰＡ 方

法［２２］的优点如下：首先 ＲＰＡ 引物探针能在 ５ ～ ８ 个

错配的情况下保持实验性能不受影响，而 ｑＰＣＲ 引

物探针出现错配会导致探针失效；其次，ＲＰＡ 检测

温度在 ３８ ℃ ～４２ ℃下就能进行，不需要昂贵的仪

器。 相比 ＰＣＲ 方法，省去了热循环过程和昂贵仪

器的使用；第三，检测试剂以冻干粉的形式保存，比

其他 ＰＣＲ 试剂更稳定，更容易运输。

本实验建立的 ＤＡｄＶ － ３ＲＰＡ 恒温快速检测

方法特异性强、敏感性高、简便、快速，为现场快速

检测 ＤＡｄＶ －３ 提供有力工具。
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