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技术方法

犬瘟热病毒 =I-JGEC检测方法的建立和初步应用

温!海!秦海斌!贺星亮!朱!骞!高一龙!张汇东

%公安部南京警犬研究所分子生物学实验室#南京 %"''"%&

!!

#摘要$!目的!利用环介导等温扩增%JGEC&技术建立一种检测犬瘟热病毒感染的新方法) 方法!根据

_ANU/Na 中 :C基因序列#设计 + 条 JGEC特异性引物#对反应条件(特异性(可视化效果和应用效果进行研究) 结

果!在 )'h等温的条件下(" L 内可完成 =I-JGEC扩增过程$特异性和可视效果良好$对 )$ 份临床标本进行检测#

阳性检出率为 *"4+j%+(<)$&#检出率高于 =I-C;=的 )$4(j%+'<)$&) 结论!建立的 =I-JGEC检测方法#显示了

较高的特异性和敏感性#而且兼具高效(快捷(可视化的优势#为临床检测犬瘟热病毒感染提供了一种快速简便的

新途径)

#关键词$!环介导等温扩增$ 犬瘟热病毒$ 检测
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OÂTAN5A# Q6T@OP@0FO6QF@0.A@OOFA50Q05@A56RN0K0NR7FRANA6Q5/N0NAB0OPA.FA@W0@TO>A@ABAO0RNAB?bAOPTB0AB PLA

6FP0./1@A/5P06N 56NB0P06NO# OFA50Q050PS# OANO0P0W0PS# /NB 0POW0OT/10KAB ZTBR0NR.APL6B 6QF@6BT5PO?ILAN >ATOAB )$ 510N05/1

OFA50.ANOP6WA@0QS0POAQQ050AN5S0N Q0A1B BAPA5P06N?*>:B86:!ILA/.F105/P06N 5/N 2AFA@Q6@.AB /P/56NOP/NPPA.FA@/PT@A

)'h >0PL0N " L6T@?9FA50Q05F@0.A@OB0B N6P@A56RN0KARANAO6Q6PLA@W0@TO56..6N1S0NQA5P0NR5/N0NA?ILA@AOT1PO6Q=I-

JGEC56T1B 2AA/O01S62OA@WAB 2SN/aAB ASAO/QPA@9XU=R@AAN 8OP/0N0NR?8N )$ OFA50.ANO5611A5PAB Q@6.:/NZ0NR/NB
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JGEC.APL6B# /NB F@6W0BA/NA>BAPA5P06N .APL6B Q6@5/N0NAB0OPA.FA@W0@TO?

*P>9 Q4@?:+!=I-JGEC$ 5/N0NAB0OPA.FA@W0@TO#;Ỳ

!!犬瘟热%5/N0NAB0OPA.FA@B0OA/OA#;Y&是由犬瘟

热病毒%5/N0NAB0OPA.FA@W0@TO#;Ỳ &引起的一种急

性(高度接触性传染病#可引起大批食肉目动物的

发病和死亡#死亡率高达 $'j k&'j#其自然宿主

包括犬科动物%犬(狼(豺(狐等&#鼬科动物%貂(臭

鼬(黄鼠狼等&#浣熊科动物 %浣熊(小熊猫(大熊猫



等&#还可感染灵长类动物%如日本猕猴等&

,"-

#近年

来随着生态环境改变和病毒的进化#;Ỳ 自然感染

的宿主范围正在不断扩大 ,%-

#已经出现人感染 ;Ỳ

的报道 ,$-

) 犬瘟热病毒的常用检测方法包括病毒

分离(病理组织包涵体检查(血清学检测(核酸探

针(原位杂交(胶体金快速诊断试纸条和 =I-C;=等

方法 ,$#+-

#其中胶体金快速诊断试纸条和 =I-C;=

在临床诊断中的应用最为广泛#但是近几年研究表

明#试纸条的假阴性和假阳性比例很高(准确性较

差#=I-C;=受样本(=:G降解等因素的影响#检出

率远未达到理想水平#因此#为适应临床检测对准

确性和可操作性的更高要求#我们应用环介导的等

温扩增技术 %166F-.AB0/PAB 0O6PLA@./1/.F10Q05/P06N#

JGEC&建立了 ;Ỳ 的反转录 7环介导等温扩增

%=I-JGEC&快速诊断方法#进一步提高了对 ;Ỳ

的检出率(准确性#增强了临床实践中及时(准确地

检测犬瘟热病毒的能力)

J3材料和方法

JRJ3材料

"4"4"!主要毒株和细胞';Ỳ -HNBA@OPAF66@P株#由

公安部南京警犬研究所分子生物学实验室保存$)$

份待检样本%结膜分泌物 %$ 份(鼻拭子 "& 份(死亡

肺脏 "(#血清 * 份&#采集自南京和山东地区疑似

;Ỳ 感染犬或水貂$非洲绿猴肾细胞% À@6&购自中

国兽药监察所?

"4"4%!主要试剂' "' m ILA@.6C61反应缓冲液(

UOPY:G聚合酶%& c<

!

J&购自 :A>,NR1/NB U06J/2O

公司$(4' ..61<JUAP/0NA购自 90R./-G1B@05L 公司$

B:IC.0[PT@A(GÈ 酶 %( c<

!

J&(I/̂Y:G聚合酶(

Y:G<=:G提取试剂盒均为 I/f/=/公司产品)

JRH3引物的设计与合成

根据 _ANU/Na 中登录的犬瘟热病毒基因序列#

用 在 线 软 件 C@0.A@,[F16@A@WA@O06N + % LPPF'<<

F@0.A@A[F16@A@?ZF<1/.F+4'4'<0NBA[?LP.1& 在 :C基

因保守区域筛选 + 条 =I-JGEC引物%表 "&#引物由

上海皓佳生物技术有限公司合成)

JRU3*0F,+./检测方法的建立

"4$4"!=:G模板的制备' =:G采用 I/f/=/=:G

提取试剂盒进行提取#立即进行 =I-JGEC反应)

"4$4%!=I-JGEC检测体系'JGEC反应总体积 %(

!

J#内含引物 U8C和 D8C各 "

!

J%+' F.61&(D$ 和

U$ 各 '4(

!

J%"' F.61&(%4(

!

J"' mILA@.6C61反

应缓冲液,%'' ..61<JI@0O-];8# "'' ..61<Jf;8#

%' ..61<JER9H

+

# "'' ..61<J%:]

+

&

%

9H

+

# "4'j

I>AAN %'-(+4'

!

J(4' ..61<JUAP/0NA(+4'

!

J%4(

..61<JB:ICO.0[PT@A(& c UOPY:G F61S.A@0OA( %

!

J模板 =:G$"

!

JGÈ %( c<

!

J&#'4(

!

J=:G酶

抑制剂%+' c<

!

J&#%

!

J=:G模板#BB]

%

H补足体

积到 %(

!

J) 体系在 )'h()$h和 )(h孵育 $'(+(

和 )' .0N#孵育反应结束后#再在 &'h作用 "' .0N

终止反应) 根据反应产物的量选择合适的扩增

条件)

"4$4%!JGEC特异性鉴定' 提取 ;C8̀ _:株(;Ỳ

_:株和正常 D&" 细胞培养产物的 =:G#于上述选

择的适宜循环参数下进行 =I-JGEC扩增#判断其

特异性)

"4$4$!JGEC结果可视化效果检测'分别以 ;Ỳ

_:株和蒸馏水作为阳性和阴性对照#对 )$ 份临床

样本在最佳 JGEC条件下进行检测#以琼脂糖凝胶

电泳结果为参照#观察 9XU=R@AAN 8染色的可视化

效果) 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳' "'

!

JJGEC产 物# 以

"4(j浓度的琼脂糖凝胶电泳#成像(观察) 9XU=

R@AAN 8染色'按照 "t"'' 的比例向 JGEC反应管中

加入 9XU=R@AAN 8#静置观察)

JRY3与 *0F/!*诊断方法的比较和应用

对 )$ 份临床送检的不同种类的病料应用 =I-

JGEC(=I-C;=

,(- 方法进行检测#比较两者的符合率

和检出率的高低#初步判定 =I-JGEC方法临床使

用效果)

表 J!=I-JGEC引物序列
0;<TJ!9ÂTAN5A6QA/5L F@0.A@Q6@;Ỳ =I-JGEC

引物 C@0.A@O 序列 9ÂTAN5AO

D$ (i-;GG;__G;;IGGGIIGG;I__-$i

U$ (i-I_;;I;G_GGI;;GGG;I-$i

D8C (i-__I;_I;IGI_GI;;I;I__GI-;G_IGI;;I;I;;II_II;_-$i

U8C (i-GG_IIG_IG_G__IGGI;;;GG_;G-_;I;;I;I__GI_;GGGI-$i
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H3结果

HRJ3*0F,+./检测方法的建立

以 ;Ỳ _:株 Y:G为模板#分别以 )'h()$h和

)(h反应 )' .0N#"4(j琼脂糖凝胶电泳#显示在 )'h

时该实验的条带清晰(分辨率较高%图 "&) 在 )'h#

分别反应 $' .0N(+( .0N 和 )' .0N#以 "4(j琼脂糖凝

胶电泳#表明在 +( .0N()' .0N 即可实现扩增#本实验

选择 )' .0N 以提高反应的灵敏度%图 %&)

图 J3;Ỳ _:株的 =I7JGEC反应在

不同温度的扩增结果

E?Y:G标准 YJ% '''$ "?)(h$%?)$h$$?)'h?

-=DTJ!=I-JGECF@6BT5PO/.F10Q0AB /P

B0QQA@ANPPA.FA@/PT@AO

E?Y:G./@aA@YJ%'''$"?)(h$%?)$h$$?)'h?

HRH3*0F,+./反应特异性试验

分别以 ;Ỳ _:株(;C8̀ _:株和蒸馏水对照

Y:G为模板#在 )'h反应 )' .0N#产物以 "4(j琼

脂糖凝胶电泳#;Ỳ 对照的阳性条带明显#;C8̀ _:

株和蒸馏水对照均未出现准确条带#表明 =I-JGEC

反应特异 %图 $&

HRU3*0F,+./方法的可视化效果

JGEC反应结束后在产物内加入 "t"'' 稀释的

9XU=_@AAN 8#肉眼可见 ;Ỳ =I-JGEC反应阳性管

颜色变绿#而阴性对照管颜色仍为橙黄色#颜色变

化明显) 对 )$ 份临床样本进行检测#9XU=_@AAN 8

染色判定的阳性检出率和阴性检出率与电泳法相

比符合率均为 "''j#可视化判定操作简单(效果良

好) 此方法可作为 =I-JGEC方法现场检测的判定

标准#不必经过电泳(凝胶成像等繁琐的步骤和

仪器)

HRY3*0F,+./方法的应用结果

图 H3;Ỳ _:株的 =I7JGEC反应在

不同时间的扩增结果

E?Y:G标准 YJ%'''$"?)'.0N$

%?+(.0N$$?$'.0N$+?阴性对照

-=DTH! =I-JGECF@6BT5PO/.F10Q0AB /PB0QQA@ANPP0.AF60NPO

E?Y:G./@aA@YJ%'''$"?)' .0N$

%?+( .0N$ $?$' .0N$ +?:AR/P0WA56NP@61

图 U3;Ỳ =I-JGEC反应的特异性扩增结果

E?Y:G标准 YJ%'''$"?阴性对照$%?;C8̀ _:株$

$?;Ỳ _:株?E?Y:G标准 YJ%'''$

-=DTU!=I-JGECOFA50Q05/.F10Q0AB F@6BT5PO6Q;Ỳ

"?NAR/P0WA56NP@61$ %?;C8̀ _:OP@/0N$ $?;Ỳ _:OP@/0N

对 )$ 份疑似 ;Ỳ 感染的病料进行 =I-C;=和

=I-JGEC检 测# =I-C;=总 体 检 出 率 为 % +'<)$ &

)$4(j#=I-JGEC方法的阳性检出率为 % +(<)$ &

*"4+j$其中#对 %$ 份结膜拭子和 * 份血清样品#两

种方法的检测结果完全相同#"& 份肺脏样品 =I-

C;=检测出 & 份阳性#=I-JGEC方法检测出 "% 份

阳性#"( 份鼻拭子中 =I-C;=检测出 * 份阳性#=I-

JGEC方法检测出 & 份阳性) 说明 =I-JGEC方法

的检出率更高#不易出现假阴性结果%表 %&)
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表 H!;Ỳ =I-JGEC方法和 =I-C;=方法的应用比较
0;<TH!;6.F/@0O6N 2AP>AAN =I-JGEC/NB =I-C;=0N 510N05/1B0/RN6O0O

样本分类
9/.F1AO

=I-C;= =I-JGEC

阳性 C6O0P0WA 阴性 :AR/P0WA 阳性 C6O0P0WA 阴性 :AR/P0WA

合计
I6P/1

结膜分泌物%犬&;/N0NA56NZTN5P0WAOA5@AP06N %' $ %' $ %$

鼻拭子%犬&;/N0NAN/O/1O>A2 * "" & "' "&

肺脏%水貂&E0Na 1TNR & * "% $ "(

血清%犬&;/N0NAOA@T. ( % ( % *

合计 I6P/1 +' %$ +( "& )$

U3讨论

近年来#;Ỳ 的自然感染宿主已由传统的犬科

%;/N0B/AQ/.01S&(鼬科%ETOPA10B/AQ/.01S&及浣熊科

%C@65S6N0B/AQ/.01S& 扩 展 到 了 食 肉 目 % ;/@N0W6@/

6BA@&所有 & 个科及偶蹄目猪科% 9T0B/AQ/.01S&(灵

长目猕猴属 %E/5/5/J/5AFABA& 和鳍足目海豹科 %

CL650B/AQ/.01S&等多种动物#并且免疫动物爆发犬

瘟热的病例在世界多个国家和地区都有报道) 这

些日趋复杂的临床症状给 ;Ỳ 的诊断带来一定难

度) 仅根据流行病学(临床症状(包涵体检查和病

毒分离等常规方法很难确诊 ;Ỳ 感染) 因此国内

外许多学者建立了 =I-C;=(巢式 C;=(套式 C;=(

原位杂交(原位杂交与 =I-C;=结合等多种分子生

物学检测方法#但是对于 ;Ỳ 而言#不同种类(不同

病理阶段的检测材料对检测结果的影响存在在很

大差异#上述各种检测方法在应用中均有其不足之

处) Y66f8E等应用 =I-C;=方法对人工感染犬在

不同病理时期采集的样本进行了检测效果的评价#

证实不同时期采集的外周血(结膜拭子(鼻拭子(尿

液的检出率差别很大#在攻毒后连续采样 %' B 中#

前 % B 采集的鼻拭子和外周血中检测不到 ;Ỳ #前

( B 内采集的尿液中检测不出 ;Ỳ #而结膜拭子从

第 " 天到第 %' 天均能达到 "''j的检出率%*<*&#

证实了采样部位和采样时机对 =I-C;=结果的重要

影响 ,)-

) D@0Oa 等基于 :C基因设计了 $ 对不同引

物#研究不同引物对的检出率的影响#在 %# 个病毒

阳性病例中#三对引物的检出率分别为 &%j(($j(

+"j#分析认为 =I-C;=的敏感性受到所选引物的

影响#取决于扩增片段的位置#而且由于病程和发

病类型的不同病毒的分布会有很大差异#同样会影

响检测结果) 因此#在一个病例中选择多种样本

%血清(外周血(鼻拭子(脑脊髓液&或者采取不同时

间的多个样本同时进行检测能够显著提高检测的

准确性 ,*-

)

无论是检材种类的不同(采样时间的差别(还

是 =:G降解的影响#犬瘟热病毒检测时存在假阴性

的一个重要原因#是受到检测方法本身灵敏度的限

制#导致当病毒%或其 =:G&低于某个限量的时不能

检出) 要进一步提高 ;Ỳ 的检测准确性#就必需采

用具备更高灵敏度核酸检测技术) 环介导的等温

扩 增 技 术 % 166F-.AB0/PAB 0O6PLA@./1/.F10Q05/P06N#

JGEC&是近些年开发的一种简单(迅速(特异且具

成本效益的新的核酸扩增技术 ,&-

#它利用 + 条不同

引物识别 ) 个不同区域的靶基因#在恒温条件 %约

)' k)(&

'

;能够通过一步反应在 "( .0N k)' .0N 内

将 Y:G扩增 "'

#

k"'

"' 倍#其灵敏度被证明是常规

C;=的 "' 7"'' 倍 ,# 7"%-

) 鉴于 JGEC技术在灵敏

度上的优势#本文建立了检测犬瘟热病毒的 =I-

JGEC方法#经体系优化后#证实该方法可在 )'h等

温的条件下(" L 内完成扩增#且对感染犬类的其他

病毒不出现非特异性反应$对 )$ 份临床可疑样本的

检测结果证明#该 =I-JGEC方法阳性检出率高于

=I-C;=方法#能够减少的临床检测中假阴性的比

例$另外#与常规 C;=方法相比#JGEC技术独特的

可视化的结果判定方法和检测时间上的优势#也大

大增加了将之应用于现场检测的前景) 但与其高

超的灵敏度相对应#JGEC方法的假阳性也是一个

争论的焦点#尤其检测大批量样本时阳性产物产生

的气溶胶是造成假阳性的重要原因#在本文中由于

临床送检样本中内容物有限#不足以对阳性样本进

行假阳性验证#因此仅对水貂肺脏样本进行了免疫

组织化学检测%另文发表&#证实了 JGEC检测阳性

而 =I-C;=阴性的 ( 份病料中可见典型的犬瘟热病

毒核内包涵体#之所以 =I-C;=检测阴性#可能是病

料运送过程较长或者大量的内源性 =:G酶在 =:G

提取过程中导致了核酸的降解#超出了 =I-C;=方

法的检测下限#这在相关研究已有提及 ,)-

)

综上#本研究针对犬瘟热病毒建立的 =I-JGEC

检测方法#灵敏(迅速(特异性强#无需使用昂贵的
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仪器设备#具备可视化判定结果的能力#可作为一

种高效检测 ;Ỳ 的手段#广泛应用于 ;Ỳ 的诊断

和流行病学调查等相关研究)
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