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要!旨在建立一种能够同时鉴别
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和
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亚型禽流感病毒*基因
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型鸭甲肝病毒*鸭坦布苏病毒*鸭瘟

病毒*减蛋综合征病毒*新城疫病毒*鸭圆环病毒*番鸭呼肠孤病毒和番鸭细小病毒
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种常见鸭病毒病的
H@U[

多

重
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检测方法&根据这些病原体在
H@-F<-P

上公布的保守基因序列!设计合成了
%0

对特异性
H@U[

引物&用

单一病毒或混合病毒样品的
DWK5
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WK5

模板优化反应条件!同时以其他常见鸭病病原体及鸭组织器官核酸为对

照!验证所建立的
H@U[

方法的特异性和准确性&以
%&

.至
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%拷贝/

+
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j%梯度稀释的克隆质粒或体外转录
8K5

来检测
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方法的敏感性&随机选取不同浓度的模板"
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*和
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R拷贝/
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#进行干扰性试验!并与单一病原体

为模板的
H@U[

多重
[78

的检测结果比较&最后用该方法检测
%6&

份临床样品!与普通
[78

方法的结果作比较!

所有阳性结果样品均进行测序!进一步验证所建立的
H@U[

检测方法的可靠性&结果显示!单重或多重模板的

H@U[

检测均能特异性扩增出相应片段!不能扩增其他常见鸭病病原体!并且可在
%&

* 拷贝/
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j%水平上同时特异

地检测出
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种鸭病原体&
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干扰性试验结果显示!当
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种不同浓度的模板组合时!本试验所建立的方法依然可

同时检测出所有病原体!与单重检测比较!未影响其检出&比较
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多重
[78

方法和普通
[78

方法对
%6&
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床样品的检测结果!结果显示
H@U[

方法更为敏感与准确&笔者建立的同时鉴别
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种鸭病毒病的
H@U[

多重
[78

检测方法!具有高通量*特异性强和灵敏度高的特点!为混合感染的鸭病毒病临床样品提供了快速分子诊断新方法&
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我国是世界上最大的水禽生产国与消费国!水

禽饲养量占世界总量的
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&鸭类产业是

水禽产业的重要组成部分!根据联合国粮农组织
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#统计!我国肉鸭产量早在
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年就占到了

全世界的
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!并且这个比例在逐年递增!养

鸭业的市场前景十分广阔&随着近几年来养鸭业的

快速发展!鸭病毒性传染病的发病率也在逐年升高!

俨然成为限制养鸭业发展的重大因素!具体表现为$

老病仍在流行!新病陆续出现'有些流行很久的疾病

病原出现了新的血清型或变异株'某些过去认为鸭

可感染但不发病的病原也转变为致死性感染因
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!这些疾病在临床上常常以混合感染的形式存

在!仅靠肉眼观察发病症状*剖检变化和发病特征

等!难以作出快速鉴别诊断!因此建立真正意义上的

高通量快速检测多种鸭病毒病的方法迫在眉睫&

用于鉴别诊断这些鸭病的传统方法主要包括病

原分离鉴定和血清学试验等(

*!.

)

&但这些方法操作

繁琐*费时!并且常受临床病料新鲜度*污染程度或

病程等因素的限制!鸭病又常以多重混合感染并存!

因此鉴别诊断就更为困难&随着分子生物学的发

展!
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等技术已被广泛应用于各种鸭传染病的检
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检测技术(
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!同时检

测几种病原!但当几对引物组合在一起同时竞争扩

增时!引物之间会相互干扰!引物对越多!形成非特

异性扩增的概率就越大!检测结果就越不敏感&需

要通过琼脂糖电泳后才可观察到
[78

产物扩增的

结果!并且间隔在
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以内的片段大小难以

区分&同时检测的目的基因数量一般很有限"多在

0

%

.

个基因#

(

%)

)

!因此多重
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也难以达到高通量

的检测&多重
?@<=!N$;@[78

是通过探针标记不同

发光波长的荧光基团实现多种病原体检测!如果标

记太多的荧光基团!同样也会相互干扰!使得多重荧

光
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还达不到高通量快速检测和分析的目的&
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技术是将荧光标记通用引物

和特异性嵌合引物相结合而引发多个基因的同时扩

增&
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遗传分析系统可在同一个

体系里对多达
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个目的基因进行有效分析(
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前!已成功建立了同时检测
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多重基因

表达系统的
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高通量检测方法(
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&本实验室

研究人员已成功建立了同时检测
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检测方法与
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!而目前未见有同时检

测
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方法的报道&本研究基于
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多重基因表达遗传分析系统!建立一种能同

时鉴别
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种鸭常见病毒病的分子诊断检测方法!为

鸭病的监测和防控提供技术支持&
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E

%

#-N

%

.%%(

%

.( %

香港大学
GSd

禽流感病毒
G%&K*59TWCDP

%

GS

%

(R.

%

(& %

香港大学
GSd

禽流感病毒
G%%K*59TWCDP

%

GS

%

..%

%

R/ %

香港大学
GSd

禽流感病毒
G%0K659TWCDP

%

GS

%

(.0

%

(& %

香港大学
GSd

禽流感病毒
G%*K659THC==

%

YW

%

R&)

%

RR %

香港大学
GSd

禽流感病毒
G%)K659T Y<==<?"

%

5,N<PL<-

%

0.*

%

(0 %

美国康涅狄格州大学
7d

禽流感病毒
G%6K/59T,L@<?O<N@?

%

V@,N@?-5C,N?<=$<

%

06R.

%

R/ %

美国康涅狄格州大学
7d

禽流感病毒
G%.K*59T,L#?@Q$?"

%

W@=<O<?@

%

%.(

%

&. %

美国康涅狄格州大学
7d

Q基因
5

型鸭甲肝病毒
WG5T!5

"

5T0%%%

#

%

中国兽医药品监察所
79TW7

基因
5

型鸭甲肝病毒
WG5T!5

"

HU0&%0

%

&%

!

HU0&%0

%

&0

!

HU0&%0

%

&*

!

HU0&%*

%

&*

#

)

广西兽医研究所
HT89

D鸭瘟病毒
W:T

"

5T%00%

#

%

中国兽医药品监察所
79TW7

鸭瘟病毒
W:T

"

W0&%*

%

&%

!

W0&%*

%

&0

!

W0&%*

%

&*

!

W0&%*

%

&)

#

)

广西兽医研究所
HT89

"鸭坦布苏病毒
W2YdT

"

HU0&%*&%

!

HU0&%*&0

!

HU0&%*&*

!

HU0&%*&)

!

HU0&%*G

!

HU0&%*H

!

HU0&%*:

#

R

广西兽医研究所
HT89

@新城疫病毒
KWT

"

HU%

%

&&

!

HU.

%

&0

!

HU%.

!

HU%R

!

Z)(:/

#

6

广西兽医研究所
HT89

>减蛋综合征病毒
:W4T

"

H:T

!

:W&%

!

:W&0

!

:W&*

!

:W&)

#

6

广西兽医研究所
HT89

B番鸭呼肠孤病毒
YW8T

"

KY%

!

KY0

!

KY*

!

KY)

#

)

广西兽医研究所
HT89

L番鸭细小病毒
YW[T

"

HU!6

!

HU!.

!

HU!R

!

HU!(

#

)

广西兽医研究所
HT89

$鸭圆环病毒
WC7T

"

HU%&&.

!

HU%&&(

!

HU%&&/

!

HU%&%&

!

HU%&%%

!

HU%&%0

#

.

广西兽医研究所
HT89

鸭疫里默菌
%

广西兽医研究所
HT89

鸭源大肠杆菌
%

广西兽医研究所
HT89

鸭源沙门菌
%

广西兽医研究所
HT89

禽多杀性巴氏杆菌
%

广西兽医研究所
HT89

基因
7

型鸭甲肝病毒
%

广西兽医研究所
HT89

鸭星状病毒"

5T0%%%

#

%

中国兽医微生物菌种保藏管理中心
7T77

<'

参考文献 (

0%

)'

Q'H@-F<-P

登录号
:Z))0&R*'%

'

D'H@-F<-P

登录号
:d*%60)R

'

"'H@-F<-P

登录号
SaR&&).0'%

'

@'H@-F<-P

登录号
aU%/*&(*'%

'

>'

参考文献 (

%0

)'

B

'

参考文献 (

%0

)'

L'H@-F<-P

登录号
SY&/*R)&'%

'

$'H@-F<-P

登录号
aU0)%&).'%

<'8@>@?@-D@

(

0%

)'

Q'H@-F<-PK#':Z))0&R*'%

'

D'H@-F<-PK#':d*%60)R

'

"'H@-F<-PK#'SaR&&).0'%

'

@'H@-F<-PK#'

aU%/*&(*'%

'

>'

参考文献 (

%0

)'

B

'

参考文献 (

%0

)'

L'H@-F<-PK#'SY&/*R)&'%

'

$'H@-F<-PK#'aU0)%&).'%

/6)0
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共提试剂盒及细菌总
WK5

抽提试剂盒说明书!抽

提表
%

中所有病原体和健康鸭组织器官的核酸!

WK5

模板保存于
j*&i

冰箱&如果是
8K5

或
,,!

8K5

!需按反转录试剂盒说明书将
8K5

反转录成

DWK5

!将
DWK5

保存于
j*&i

冰箱备用&

#A!

!

试剂和仪器

H@U[

启动试剂盒*分离胶和分离缓冲液*

WK5

,$̀@,N<-"<?"S$N!)&&F<,@[<$?,

购自贝克曼公司"美

国#!

aC;

M

4N<?N9$

V

WK5[#=

E

;@?<,@

购自
49HY5

公

司"美国#!体外反转录和纯化试剂盒购自
[?#;@

B

<

公

司"美国#'

WK5

%

8K5

提取试剂盒*反转录试剂盒*

:U9$

V

Y$\

和
M

YW%(!2A@DN#?

*限制性内切酶
-

/

&

/

均购自大连
2<S<8<

公司"日本#'细菌总
WK5

抽提

试剂盒购自北京全式金公司"中国#&

[78

仪购自

F9]!85W

公司"美国#'

K<-W?#

M

KW!%&&&

微量核酸

检测仪购自赛默飞公司"美国#'

H@-#;@3<QH@U[

遗

传分析系统均购自贝克曼公司"美国#&

#A'

!

试验方法

%'*'%

!

引物设计
!!

在
K7F9

的基因库下载
5

型

59T

的
L

基因"全部
%.

个亚型
59T

均含
L

基因#

以及
59T

的
G6

*

GR

和
G/

亚型的
R!

基因*

WG5T!56̂ d28

区域基因*

W2YdT F

基因*

W[T<@.

基因*

KWT@

基因*

:W4T

/

&)#+)

基因*

YW8T-%

基因*

YW[T%A%

基因和
WC7TDFA

基因!通过
WK54258

软件比对分析序列同源性!

用
[?$;@?

M

?@;$@?6'&

软件根据引物设计原则选择

特异且保守的区域进行引物设计&

H@U[

通用引物

序列分别连接在每对的正*反向引物
6̂

端"表
%

下划

线部分#!由北京华大基因合成
%0

对特异性嵌合引

物&病毒名称及各引物信息见表
0

&

%'*'0

!

H@U[

多重
[78

的反应体系和程序
!!

反应

体系如下$

H@-#;@3<Q

2Y

H@U[4N<?NS$N6q[78FC>>@?

)

+

3

!

06

+

;#=

/

3

j%

Y

B

7=

0

)

+

3

*

&'0

+

;#=

/

3

j%

引物
0

+

3

*

aC;

M

4N<?N9$

V

WK5[#=

E

;@?<,@%')

+

3

!

表
!

!

)*_4

引物信息

C1<9*!

!

42-E*2-+752E1,-5+57,3*)*_4

病毒
T$?C,

上游引物序列"

6̂!*̂

#

Z#?O<?"

M

?$;@?,@

I

C@-D@

"

6̂!*̂

#

下游引物序列"

6̂!*̂

#

8@A@?,@

M

?$;@?,@

I

C@-D@

"

6̂!*̂

#

片段大小%
Q

M

5;

M

=$D#-

,$̀@

靶基因

2<?

B

@N?@

B

$#-

59T!Y

5HH2H57572525H5525!

75H5557HH52HHH5H2H7

H257H5727572525HHH525!

2755H2H755H52777552H52

%00 L

59T!G6

5HH2H57572525H552572275H!

H752755552H7575

H257H5727572525HHH525H!

222H227522272H5H27HH27

0(6 R!

59T!GR

5HH2H57572525H5525552!

HHHH7G227525H7277

H257H5727572525HHH52!

H525H758278772275755

%)) R!

59T!G/

5HH2H57572525H55255755!

755H2H2H575575H55H5

H257H5727572525HHH527!

2277H2HH72727277

0*R R!

WG5T!5

5HH2H57572525H5525272!

27H22H2H5557HH522577

H257H5727572525HHH52H7!

72HH575H52W2H2H772572

%** 6g<9D

W2YdT

5HH2H57572525H552552HH5!

75HHH275275H7HH

H257H5727572525HHH5!

H5528H7277JH77552H72

%R. F

:W4T

5HH2H57572525H55255527H

H75572755H57527

H257H5727572525HHH5777!

52275255575HH5227

0&(

/

&)#+)

W:T

5HH2H57572525H5525HHH5H!

H5H75557555H5

H257H5727572525HHH55!

27H7555227752757525

%6& <@.

KWT

5HH2H57572525H5525H28H75!

H755H85755HH

H257H5727572525HHH5!

752527JH7525752755

%/. @

WC7T

5HH2H57572525H55252H7S7!

7555H5H27H57525

H257H5727572525HHH5755!

5JH752557HH72722277

*&& DFA

YW8T

5HH2H57572525H552575H22!

H5H77HH5JHH25522

H257H5727572525HHH55727!

HH22HH2H225H2TH7T25H55

0%/ -%

YW[T

5HH2H57572525H5525722!

275HH725752722755

H257H5727572525HHH5!

55227272222757775277

06* %A%

&.)0



!

%0

期 张艳芳等$

/

种鸭病毒病
H@U[

多重
[78

检测方法的建立及其应用

模板
DWK5

或
WK5&'6

MB%

&'6

+

B

!加灭菌水至

0&

+

3

&

[78

反应程序$

/6i*&,

!

66i*&,

!

R0i

*&,

!

%&

个循环'

/6i*&,

!

.*i*&,

!

R0i*&,

!

%&

个循环'

/6i*&,

!

6&i*&,

!

R0i*&,

!

0&

个

循环'

)i

终止&使用
H@U[

系统对各
[78

产物同

时进行毛细管电泳检测!操作步骤如下$以甲酰胺为

上样缓冲液!

WK5,$̀@,N<-"<?"S$N!)&&F<,@[<$?,

与上样缓冲液按体积比
%l%&&

彻底混匀!在样品

板上每孔加入
%/

+

3

混匀好的液体!对
[78

产物

进行
%&

%

%&&

倍稀释!取稀释后的产物
%

+

3

加至

样品板!混匀!最后在每孔滴入一滴石蜡油进行封

闭&在缓冲液板上每孔加入
0

%

*

的缓冲液!进行

毛细管电泳&利用
H@U[

系统分析检测结果&用

各病毒引物和对应模板!以健康鸭组织器官核酸

作为阴性对照!按上述反应体系与程序!进行单一

引物与对应模板的反应!对引物进行验证&

%'*'*

!

H@U[

多重
[78

的特异性试验
!

等量混匀

%0

对特异嵌合引物!使各对引物工作浓度均为
&'0

+

;#=

/

3

j%

&在
%0

对引物同时存在的多重反应体

系中!参照+试验方法
%'*'0

,!分别以表
%

中不同阳

性毒株的核酸*其他常见鸭病病原体核酸"包括
%*

种亚型禽流感病毒*鸭疫里默菌*鸭源大肠杆菌*鸭

源沙门菌*禽多杀性巴氏杆菌*基因
7

型鸭甲肝病

毒*鸭星状病毒#和健康鸭组织器官核酸为模板!验

证所建立的
H@U[

多重
[78

方法的特异性&

%'*')

!

H@U[

多重
[78

的准确性试验
!!

随机选

取样品抽提其总
DWK5

或
WK5

以任意比例进行组

合并混匀!分为两组!第
%

组$

59T!G6

*

59T!GR

和

59T!G/

三种不同亚型禽流感病毒的
DWK5

混合作

为模板'第
0

组$

W:T

*

W2YdT

*

KWT

*

:W4T

和

59T!G6

的
DWK5

五种病毒的
DWK5

或
WK5

混合

作为模板'第
*

组$将
/

种鸭病毒病的
DWK5

%

WK5

全部以任意比例混合作为模板!验证
H@U[

多重

[78

对模拟临床混合感染检测的准确性&

%'*'6

!

H@U[

多重
[78

的敏感性试验

%'*'6'%

!

阳性质粒标准品的制备$以
59T

的
L

基

因*各亚型"

G6

*

GR

*

G/

#

59T

的
R!

基因*

WG5T!

56̂ <9D

区域的基因*

W[T

的
<@.

基因*

W2YdT

的
F

基因*

KWT

的
@

基因*

:W4T

的
/

&)#+)

基因*

YW8T

的
-%

基因*

YW[T

的
%A%

基因和
WC7T

的

DFA

基因的全长
DWK5

或
WK5

片段引物分别进行

[78

扩 增!扩 增 得 到 的
[78

阳 性 产 物 连 接 到

M

YW%(!2

载体!抽提阳性克隆质粒&然后使用
-

/

&

/

酶 对
59T!G6

*

59T!GR

*

59T!G/

*

WG5T!5

*

W2!

YdT

*

KWT

和
YW8T

的质粒进行酶切线性化之后

体外转录为
,,8K5

并纯化!利用
K<-W?#

M

KW!%&&&

微量核酸检测仪测核酸浓度!根据分子量及浓度计算

各阳性克隆质粒和体外反转录
,,8K5

的拷贝数(

00

)

&

%'*'6'0

!

H@U[

多重
[78

单一模板的敏感性试

验$将
%0

种阳性标准品分别梯度稀释为
%&

. 至
%&

%

拷贝/

+

3

j%

!参照+

%'%

,和+

%'*'0

,的反应程序!验

证所建立的方法对单一模板检测的敏感性&同一试

验平行
*

次!一周内重复三次非同日平行试验&

%'*'6'*

!

H@U[

同时检测
%0

种模板的敏感性试

验$将
%0

种阳性标准品等量混合!浓度依次为
%&

.

*

%&

6

*

%&

)

*

%&

*

*

%&

0

*

%&

% 拷贝/

+

3

j%

!参照+

%'%

,和

+

%'*'0

,进行
H@U[

多重
[78

的敏感性分析&同一

试验平行
*

次!一周内重复三次非同日平行试验&

%'*'.

!

H@U[

多重
[78

的干扰性试验
!!

随机选取

%&

* 拷贝/

+

3

j%的克隆质粒
WC7T

!

%&

R 拷贝/

+

3

j%

的
59T!Y

和
%&

R 拷贝/

+

3

j%的
59T!G/

体外转录

,,8K5

作为组合!参照+

%'%

,和+

%'*'0

,进行
H@U[

干扰性试验!同一试验平行
*

次!一周内重复三次非

同日平行试验!并比较与单一病原体为模板的

H@U[

多重
[78

的结果&

#A%

!

临床样品检测

采集于
0&%0

年
R

月至
0&%*

年
%%

月的
%6&

份来

源于广西若干规模化养鸭场*活禽市场及送检临床样

品!由广西兽医研究所保存并提供!包括
%&&

份无明

显临床病症的鸭棉拭子和
6&

份病死鸭肝*肺*脾和肾

等混合组织病料样品!样品是日龄介于
%&

%

%*&"

之

间的雏鸭*种鸭*蛋鸭和肉鸭&用本研究建立的
H@U[

多重
[78

方法检测
%6&

份临床样品!并参考已建立

的检测
/

种 鸭病 毒 病 的 普 通 单 重
82![78

方

法(

%%!%0

!

0*!0.

!

0/

)

!包括引物及反应条件等!比较这两种方

法的检测结果&同时对
%6&

份临床样品进行分离鉴

定&所有
H@U[

多重
[78

和普通
82![78

方法检测

的阳性结果均送至北京华大基因公司进行测序&

!

!

结
!

果

!A#

!

引物验证

H@U[

多重
[78

的单引物单模板扩增结果显

示的片段大小与试验设计相符!无杂峰!

%0

对引物

扩增
/

种鸭病原体的靶基因片段大小分别为
59T!

Y

$

%0%

%

%0*Q

M

'

59T!G6

$

0(6

%

0(RQ

M

'

59T!GR

$

%)*

%

%)6Q

M

'

59T!G/

$

0*.

%

0*(Q

M

'

WG5T!5

$

%.)0
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%*0

%

%*6Q

M

'

W2YdT

$

%R6

%

%RRQ

M

'

:W4T

$

0&R

%

0&/Q

M

'

W:T

$

%6&

%

%60Q

M

'

KWT

$

%/6

%

%/RQ

M

'

WC7T

$

0//

%

*&%Q

M

'

YW8T

$

0%(

%

00&Q

M

'

YW!

[T

$

060

%

06)Q

M

&

!A!

!

)*_4

多重
4:/

方法的建立和特异性试验

%0

对引物同时存在
H@U[

多重
[78

扩增体系

时!应用所建立的
H@U[

方法对表
%

中所有阳性毒

株进行单一模板特异性试验!均能扩增出对应的特

异峰!无其他杂峰&如图
%5

%

S

所示!

G6

*

GR

和

G/

亚型
59T

均有一个特异信号峰和
59T

的
L

基

因通用信号峰!共两个峰&

G6

亚型
59T

两个峰包

括
%00'%*

和
0(6')6Q

M

!

GR

亚型
59T

包括
%00'&%

图
5

%

S

分别为
59T!G6

*

59T!GR

*

59T!G/

*

WG5T!5

*

W:T

*

W2YdT

*

KWT

*

:W4T

*

YW8T

*

YW[T

和
WC7T

的

H@U[

特异性扩增结果&图
3

为阴性对照!各峰表示的是
Y<?P@?

Z$

B

C?@5!S,L#ONL@?@,C=N,#>NL@<;

M

=$>$D<N$#-#>59T!G6

!

59T!GR

!

59T!G/

!

WG5T!5

!

W:T

!

W2YdT

!

KWT

!

:W4T

!

YW8T

!

YW[T<-"WC7T

!

?@,

M

@DN$A@=

E

'Z$

B

C?@3,L#ONL@-@

B

<N$A@D#-N?#=

!

NL@

M

@<P,$-"$D<N@NL@

WK5,$̀@,N<-"<?"

图
#

!

)*_4

多重
4:/

的特异性检测

B-

6

A#

!

H

D

*.-7-.-,

>

1+19

>

0*057,3*)*_4N4:/1001

>

0.)0



!

%0

期 张艳芳等$

/

种鸭病毒病
H@U[

多重
[78

检测方法的建立及其应用

和
%))')RQ

M

!

G/

亚型
59T

包括
%00'.%

和
0*R'*&

Q

M

&

WG5T!5

*

W:T

*

W2YdT

*

:W4T

*

KWT

*

WC7T

*

YW8T

和
YW[T

分 别 展 现 出
%**'R%

*

%6&'*0

*

%R.'R.

*

%/R'00

*

0&('6(

*

0%/'(6

*

060'R.

和

0//').Q

M

特异信号峰&以表
%

中其他常见鸭病病

原体核酸"包括
%*

种亚型禽流感病毒*鸭疫里默菌*

鸭源大肠杆菌*鸭源沙门菌*禽多杀性巴氏杆菌*基

因
7

型鸭甲肝病毒*鸭星状病毒#和健康鸭组织器

官核酸为阴性对照的模板!只有
WK5

分子量标准

的信号峰!无其他杂峰"图
%3

#&

!A'

!

)*_4

多重
4:/

准确性验证

H@U[

多重
[78

准确性验证试验结果显示 "图

05

*图
0F

#!第一组可检出四个目的峰!其中
%00'%)Q

M

为
L

基因通用信号峰!

0(6'R*

*

%))'/0

和
0*R'0%Q

M

分

别为
G6

*

GR

和
G/

亚型
59T

的特异性信号峰&第二

组可检出
.

个目的峰!其中
G6

亚型
59T

有
0(6'R6

和

%00'%*Q

M

两个峰&

%6&'6*

*

%R.')*

*

%/.'.(

和
0&('/%

Q

M

分别为
W:T

*

W2YdT

*

KWT

和
:W4T

的信号峰&

结果表明样品中同时含有
G6

亚型
59T

*

W:T

*

W2!

YdT

*

KWT

和
:W4T

&

/

种病毒混合模板可检出
%0

个

目的信号峰"图
07

#&其中
%00'&(Q

M

为
L

基因通用信

号峰重叠!

0(.'*.

*

%)6'%6

和
0*R'.(Q

M

分别为
G6

*

GR

和
G/

亚型
59T

特异性的信号峰&

%**'()

*

%6%'0R

*

%R.'((

*

%/.'R6

*

0&('(R

*

0%/'.&

*

06*'%(

和
0//'0)Q

M

分

别为
WG5T!5

*

W:T

*

W2YdT

*

KWT

*

:W4T

*

YW8T

*

YW[T

和
WC7T

的信号峰&

5'59T!G6

*

59T!GR

和
59T!G/

模板混合样品'

F'59T!G6

*

W:T

*

W2dYT

*

KWT

和
:W4T

模板混合样品'

7'/

种鸭病毒病模板混合样品

5'2L@ ;$\@"N@;

M

=<N@,>#?59T!G6

!

59T!GR<-" 59T!G/

'

F'2L@ ;$\@"N@;

M

=<N@,>#? 59T!G6

!

W:T

!

W2dYT

!

KWT<-":W4T

'

7'2L@;$\@"N@;

M

=<N@,>#?-$-@"CDPA$?C,@,

图
!

!

)*_4

多重
4:/

检测混合模板

B-

6

A!

!

)*_4NEI9,-

D

9*Y4:/@*,*.,,3*E-Y*@,*E

D

91,*0

!A%

!

)*_4

多重
4:/

检测单一病原模板的敏感性

以不同拷贝数的
%0

种单一质粒或体外转录

8K5

为模板!在
%0

对引物同时存在的
H@U[

多重

扩增体系中进行反应!结果显示!对
59T!Y

*

59T!

G6

*

WG5T!5

*

W2YdT

*

:W4T

*

KWT

和
YW8T

的敏感性均为
%&

拷贝/

+

3

j%

!对
59T!GR

*

59T!

G/

*

W:T

*

WC7T

和
YW[T

检测的敏感性均为
%&&

拷贝/

+

3

j%

&

!A(

!

)*_4

多重
4:/

同时检测
X

种病原模板的敏

感性

!!

本研究所建立的
H@U[

多重
[78

可在
%&

* 拷

贝/

+

3

j%水平同时特异地检测出
/

种鸭病病原体

"图
*

#!在
%&

0 拷贝/

+

3

j%水平上可同时检出
(

种

鸭病毒病!李瑾等(

0R

)认为信号值大于
0&&&

为显著!

WC7T

峰值低于
0&&&

!判定为阴性&

!A$

!

)*_4

多重
4:/

干扰性试验验证

随机选取的三种不同浓度的质粒或体外转

录
,,8K5

为模板组合进行
H@U[

多重
[78

试

验!

59T!Y

和
59T!G/

为
%&

R 拷 贝 /

+

3

j%

!

WC7T

为
%&

* 拷贝/

+

3

j%

!两者浓度差异为
%&

)

倍!结果显示!当不同浓度的模板组合时!最高模

板浓度与最低模板浓度差异较大!本试验所建立

的方法依然可同时检测到
59T!Y

*

59T!G/

和

WC7T

&相比同一浓度的
WC7T

*

59T!Y

和
59T!

G/

的单模板
H@U[

多重
[78

!峰值无太大差异

"图
)

#&

!A&

!

)*_4

多重
4:/

方法验证临床样品

%6&

份检测样品中!

H@U[

多重
[78

检测与普

通
82![78

阳性与阴性检测结果以及每种病原体

检出率"见表
*

#&

H@U[

检测
(/

株阳性!其中检测

出
%)

份二重和三重混合感染"见表
)

#&普通
82!

*.)0
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5'%&

. 拷贝/

+

3

j%

'

F'%&

6 拷贝/

+

3

j%

'

7'%&

) 拷贝/

+

3

j%

'

W'%&

* 拷贝/

+

3

j%

'

:'%&

0 拷贝/

+

3

j%

'目的峰

顺序依次为
59T!Y

*

WG5T!5

*

59T!GR

*

W:T

*

W2YdT

*

KWT

*

:W4T

*

YW8T

*

59T!G/

*

YW[T

*

59T!G6

和
WC7T

5'%&

.

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

F'%&

6

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

7'%&

)

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

W'%&

*

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

:'%&

0

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

2L@A$?<=N<?

B

@N,>?#;=@>NN#?$

B

LN<?@<,>#==#O

$

59T!Y

!

WG5T!5

!

59T!GR

!

W:T

!

W2YdT

!

KWT

!

:W4T

!

YW8T

!

59T!G/

!

YW[T

!

59T!G6

!

<-"WC7T

图
'

!

)*_4

多重
4:/

的敏感性检测

B-

6

A'

!

H*+0-,-Z-,

>

57,3*)*_4N4:/1001

>

5'59T!Y%&

R 拷贝/

+

3

j%

!

59T!G/%&

R 拷贝/

+

3

j%和
WC7T%&

* 拷贝/

+

3

j%

'

F'WC7T%&

* 拷贝/

+

3

j%

'

7'

59T!Y%&

R 拷贝/

+

3

j%

'

W'59T!G/%&

R 拷贝/

+

3

j%

5'59T!Y%&

R

D#

M

$@,

/

+

3

j%

!

59T!G/%&

R

D#

M

$@,

/

+

3

j%

<-"WC7T%&

*

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

F'WC7T%&

*

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

7'59T!Y%&

R

D#

M

$@,

/

+

3

j%

'

W'59T!G/%&

R

D#

M

$@,

/

+

3

j%

图
%

!

)*_4

多重
4:/

干扰性试验结果

B-

6

A%

!

)*_4NEI9,-

D

9*Y4:/-+,*27*2*+.*1001

>
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%0

期 张艳芳等$

/

种鸭病毒病
H@U[

多重
[78

检测方法的建立及其应用

表
'

!

比较
)*_4

多重
4:/

与普通
4:/

临床样品检测结果

C1<9*'

!

;+19

>

0-057.9-+-.1901E

D

9*0I0-+

6

,3*)*_41001

>

1+@.5+Z*+,-5+194:/E*,35@0

临床样品

7=$-$D<=,<;

M

=@,

H@U[

检测结果

H@U[<,,<

E

?@,C=N,

[78

检测结果

7#-A@-N$#-<=;@NL#",[78?@,C=N,

阳性数量

[#,$N$A@

阴性数量

K@

B

<N$A@

检出率%
_

W@N@DN$#-?<N@

阳性数量

[#,$N$A@

阴性数量

K@

B

<N$A@

检出率%
_

W@N@DN$#-?<N@

G/,CQN

EM

@,#>59T 0& %*& %*'** %( %*0 %0'&&

WG5T!5 6 %)6 *'** 6 %)6 *'**

W:T % %)/ &'.R % %)/ &'.R

W2YdT 6 %)6 *'** 6 %)6 *'**

KWT %& %)& .'.R / %)% .'&&

:W4T * %)R 0'&& * %)R 0'&&

YW8T % %)/ &'.R % %)/ &'.R

YW[T ) %). 0'.R ) %). 0'.R

WC7T )& %%& 0.'.R *6 %%6 0*'**

2#N<= (/ .% 6/'** (% ./ 6)'&&

表
%

!

#("

份临床样品混合感染情况

C1<9*%

!

C3*@*,*.,-5+2*0I9,057#(".9-+-.1901E

D

9*0<

>

,3*

)*_41001

>

混合感染类型

7#!$->@DN$#-N

EM

@

混合感染样品数

K#'#>D#!$->@DN$#-,

混合感染率%
_

7#!$->@DN$#-?<N@

G/h WG5T!5hWC7T 0 %'**

G/hKWThWC7T ) 0'.R

G/hYW[T % &'.R

W2YdTh:W4T 0 %'**

W2YdTh WC7T % &'.R

KWTh WC7T 0 %'**

WG5T!5hYW8T % &'.R

WG5T!5hWC7T % &'.R

[78

检测
(%

株!

H@U[

多重
[78

检出阳性率为

6/'**_

!普通
82![78

检出阳性率为
6)'&&_

!混

合感染检出率为
/'**_

&分离鉴定结果与
H@U[

检测方法的结果一致"尚无体外增殖方法的鸭圆环

病毒除外#&所有检测阳性结果均送至北京华大基

因公司测序!测序结果均为阳性&结果说明所建立的

H@U[

方法与普通
[78

方法相比更为敏感与准确&

'

!

讨
!

论

多重普通
[78

和多重荧光
[78

可同时检测多

种病原体!既省时又省力!这两种近几年兴起的分子

检测技术是在多种疾病混合感染中应用比较多的鉴

别诊断方法(

0(!0/

)

&但在实际应用中!多重
[78

检测

技术也存在缺陷!即反应体系中多对引物组合会互

相干扰!很难实现同时对
)

种以上病原体的高通量

扩增&

G6

*

GR

和
G/

亚型
59T

*

WG5T!5

*

W2!

YdT

*

:W4T

*

W:T

*

KWT

*

WC7T

*

YW8T

和
YW!

[T

是严重危害鸭的
/

种主要传染性疾病&这些病

毒病在临床上常以混合感染形式存在!临床症状较

为相似(

0

)

!需借助实验室操作做进一步诊断&传统

的病毒分离鉴定及血清学方法等耗时耗力!还达不

到快速鉴别诊断的要求&因此!建立一种既特异又

灵敏的
H@U[

高通量检测方法!对于鸭常见病毒病

的防控是非常迫切和必要的&目前本实验室已成功

建立有同时检测
/

种鸡呼吸道病病原体
H@U[

检测

方法与
(

种猪呼吸道和繁殖障碍病病原体
H@U[

检

测方法(

0%!00

)

&

本研究依据多重
[78

引物设计原则!设计了

G6

*

GR

和
G/

亚型
59T

*

WG5T!5

*

W:T

*

W2!

YdT

*

KWT

*

:W4T

*

YW8T

*

YW[T

*

WC7T

和
59T

"通用引物#的特异性引物共
%0

对&

H@U[

多重基

因表达分析系统是基于多重
[78

技术!将嵌合特异

性引物和荧光标记通用引物相结合!通过筛选!首先

确保了
%0

对引物之间互不干扰和每对引物扩增的

特异性&通用引物在
[78

循环中起到主导作用!引

发特异性产物的扩增!即使反应体系存在多对引物!

每个模板的扩增效率也能趋于一致&

[78

产物经

毛细管电泳后!可根据片段大小和荧光峰值判断检

测结果&由于检测的病原体基因序列可能存在个别

碱基的差异以及
H@U[

系统自身的误差!目的片段

6.)0
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显示的峰值可能与预计大小有
%

%

*

个碱基的差异!

在筛选引物组合的时候!每对引物扩增目的片段大

小差异应大于
R

个碱基!避免可能造成不同目的信

号峰交叉或重叠&毛细管电泳的灵敏度很高!实验

室应实行严格分区操作!避免各环节交叉污染而导

致出现假阳性结果&

作为一种快速*敏感*准确*高通量的新型分子

生物学诊断方法!

H@U[

方法目前已实现了人的
R

种人腹泻病毒*

%%

种亚型人乳头瘤病毒*手足口病

的
/

种常见的肠道病毒的同时检测以及动物的
/

种

鸡呼吸道病病原体*

.

种鸡免疫抑制病病原体*

(

种

猪呼 吸 道 和 繁 殖 障 碍 病 病 原 体 的 鉴 别 诊 断

等(

%.!00

!

*&

)

&本研究通过对单一或混合模板检测试

验!验证了
H@U[

多重
[78

的特异性及准确性!成

功建立了同时检测
/

种鸭病毒病的
H@U[

多重

[78

检测方法!该方法灵敏度较高!

%&&&

拷

贝/

+

3
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