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　　摘要：为建立小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）、西尼罗病毒（ＷＮＶ）、裂谷热病毒（ＲＶＦＶ）和南非型口蹄疫病毒（ＳＡＴ
ＦＭＤＶ）的高通量 液相芯片检测方法，根据 ＧｅｎＢａｎｋ上公布的 ＰＰＲＶ的 Ｎ蛋白基因序列、ＷＮＶ的 Ｅ蛋白基因序列、
ＲＶＦＶ的Ｓ片段基因序列和ＦＭＤＶ的５′ＵＴＲ区基因序列，并基于各基因保守区设计相应的引物和探针。通过对多重
ＰＣＲ的上游、下游引物比例、杂交温度、杂交时间进行条件优化，并验证检测方法的特异性和敏感性。敏感性试验显

示，该方法对于ＰＰＲＶ、ＷＮＶ、ＲＶＦＶ以及ＦＭＤＶ４种病毒最低检出量分别为５．７８×１０３、２．１５×１０３、２．９８×１０５、９．５４×

１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。本研究建立的高通量液相芯片检测方法能够同时快速地检测４种外来病病毒，具有良好的特异性、敏
感性和稳定性，对于流行病学调查和防范外来动物疫病具有重要的意义。
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　　小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）、西尼罗病毒（ＷＮＶ）、
裂谷热病毒（ＲＶＦＶ）和南非型口蹄疫病毒（ＳＡＴ
ＦＭＤＶ）是我国明确指出要重点防范的外来动物疫
病病毒。小反刍兽疫（ｐｅｓｔｅｄｅｓｐｅｔｉｔｓｒｕｍｉｎａｎｔｓ，简
称ＰＰＲ）是由 ＰＰＲＶ感染而引起的一种高度接触性
传染病，作为外来疾病，它最早出现在中国西藏地

区，并由西部向东部扩散［１－２］；西尼罗热（ｗｅｓｔＮｉｌｅ
ｆｅｖｅｒ，简称ＷＮＦ）是由ＷＮＶ引起的一种人兽共患传
染病，该病在我国周边国家俄罗斯、印度、巴基斯坦

等国均有存在或流行，且由于其媒介昆虫众多、自

然宿主活动范围广泛，不排除随候鸟迁徙传入我国

的可能性［３］；裂谷热（ｒｉｆｔｖａｌｌｅｙｆｅｖｅｒ，简称 ＲＶＦ）是
由ＲＶＦＶ引起的反刍动物和人的一种急性、烈性传
染病，该病主要发生在非洲，但随着我国与之贸易

往来日益频繁，裂谷热对我国的威胁也越来越

大［４］；口蹄疫（ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，简称ＦＭＤ）
是由ＦＭＤＶ引起的一种急性、热性、高度接触性人
兽共患传染病，常见发病于偶蹄类动物［５］。ＦＭＤＶ
有７个血清型，根据其同源性可将它们分为２个群，
群１包括 Ａ、Ｏ、Ｃ和 ＡｓｉａＩ型，群 ２则包括 ＳＡＴ１、

ＳＡＴ２和ＳＡＴ３。目前我国流行的为群 １，但随着国
际贸易的日益频繁，我国在进口检疫中亦存在 ＳＡＴ
ＦＭＤＶ入侵的风险。

目前，对这些疾病的诊断主要?用血清学方法

与分子生物学方法，然而传统血清学检测方法常涉

及活病毒试验，对操作人员极易造成感染，并可能

会导致病毒的扩散，因此血清学方法常被非疫区国

家限制使用；并且传统的分子生物学检测方法也无

法满足边境和出入境口岸的大量样品进行高通量

检测的需求。液相芯片技术是一种新型的生物芯

片技术，并且拥有高通量、快速和准确率等优势，很

快就得到广泛应用，因此满足了本研究快速高通量

检测的目的［６－７］。随着液相芯片技术的普及，国内

外已有多种液相芯片方法建立的报道，可以针对多

种重要病原微生物的检测［８］。液相芯片检测方法

可以从血液和组织中同时检测多种病原，拥有良好

的应用前景［９－１３］。

本研究利用液相芯片技术，通过在 ＧｅｎＢａｎｋ检
索小反刍兽疫病毒、西尼罗病毒、裂谷热病毒和南

非型口蹄疫病毒共４种病毒的基因保守区域作为靶
标，设计４种病毒的多重ＰＣＲ引物序列及相应的探
针序列。将特异性探针与微球偶联后，与生物素化

ＰＣＲ产物杂交并与链亲和素藻红蛋白结合，经悬浮
芯片检测仪来读取中位荧光值（ｍｅｄｉａｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，简称 ＭＦＩ）。用建立的液相芯片技术同时
检测小反刍兽疫病毒、西尼罗病毒、裂谷热病毒和
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南非型口蹄疫病毒，通过条件优化后，评价其特异

性和灵敏度。

１　材料与方法

１．１　试验材料
包含ＰＰＲＶ保守基因序列的质粒由笔者所在实

验室构建和保存；包含 ＲＶＦＶ、ＷＮＶ、ＦＭＤＶ保守基
因的质粒由南京金斯瑞生物科技有限公司合成；检

测样品中家畜样品部分由江苏等地养殖场采集，部

分由中国动物卫生与流行病学中心国家外来动物

疫病诊断中心提供；野生动物样品由东北林业大学

野生动物资源学院提供。

１．２　主要试剂和仪器
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ购自宝生物工程（大连）有限公司；

Ｂｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔｓ购自ＱＩＡＧＥＮ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ购自 ＴａＫａＲａ公司；ＥＤＣ（Ｎ －
（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）－Ｎ′－ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ购自
美国 Ｐｉｅｒｃｅ公 司；ＭＥＳ（２［Ｎ －Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ］
ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ）、Ｓａｒｋｏｓｙｌ（Ｎ－月桂酰肌氨酸）、
５ＭＴＭＡＣ（四甲基氯化铵）、１０％ ＳＤＳ溶液、１００×

ＴＥＢｕｆｆｅｒ均购自 Ｓｉｇｍａ公司；链霉亲和素 －藻红蛋
白（ＳＡ－ＰＥ，ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ）、荧光编码
微球购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司。Ｂｉｏ－ＰｌｅｘＴＭ２００悬
浮芯片系统由美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产制造。
１．３　试验时间与地点

试验于２０１７年１１月５日至２０１８年５月３０日
在江苏省农业科学院兽医研究所完成，期间使用悬

浮芯片检测仪进行的检测在上海柏辰生物科技有

限公司完成。

１．４　引物和探针的设计
根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的各病毒的保守区域基

因序列，ＰＰＲＶ的 Ｎ蛋白基因序列 （ＧｅｎＢａｎｋ：
ＫＸ９３８４２７）、ＷＮＶ的 Ｅ蛋白基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＧＱ５０２４４１）、ＲＶＦＶ的 Ｓ片段基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＤＱ３８０１５３）和ＦＭＤＶ南非型ＳＡＴ１５’ＵＴＲ区基因序
列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＹ５９３８４０），利用 Ｐｒｉｍｅｒ５设计出了４
种病原的特异性探针，并在探针上游、下游分别设

计特异性引物。分别在特异性探针的５′端进行 Ｃ１２
臂氨基化［ＮＨ２（ＣＨ２）１２］修饰，引物及探针序列由
南京金斯瑞生物科技有限公司合成（表１）。

表１　４种外来病原引物序列

病原 引物名称 引物序列（５′→３′） 片段大小

ＰＰＲＶ ＰＰＲＶ－Ｆ ＣＣＴＣＡＣＡＧＡＣＴＧＧＧＧＡＣＧＡＡＡＧＡＡＣＣ ３３９ｂｐ
ＰＰＲＶ－Ｒ Ｂｉｏｔｉｎ－ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＣＡＧＡＡＴＣＴ
ＰＰＲＶＰｒｏｂｅ ＮＨ２（ＣＨ２）１２－ＴＣＡＡＡＧＡＴＣＧＧＣＣＧＡＧＧＣＡＣＴＣＴＴＣ

ＷＮＶ ＷＮＶ－Ｆ ＧＡＧＣＣＡＣＴＣＡＧＧＣＡＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧ ４９６ｂｐ
ＷＮＶ－Ｒ Ｂｉｏｔｉｎ－ＡＡＣＡＣＣＡＣＡＧＴＧＣＣＧＴＧＡＣＣＴ
ＷＮＶＰｒｏｂｅ ＮＨ２（ＣＨ２）１２－ＴＧＡＡＧＧＧＡＡＣＡＡＣＣＴＡＴＧＧＣＧＴＣＴＧ

ＲＶＦＶ ＲＶＦＶ－Ｆ ＣＴＴＣＧＡＣＣＴＡＡＧＣＴＣＴＡＣＴＡＧＡ ３３０ｂｐ
ＲＶＦＶ－Ｒ Ｂｉｏｔｉｎ－ＡＴＧＣＴＧＧＧＡＡＧＴＧＡＴＧＡＧ
ＲＶＦＶＰｒｏｂｅ ＮＨ２（ＣＨ２）１２－ＡＴＧＣＴＧＴＡＧＴＴＣＣＡＡＡＣＴＣＡＧＣＣ

ＦＭＤＶ ＦＭＤＶ－Ｆ ＡＡＧＧＧＧＧＣＧＣＴＡＧＧＧＴＣＴＡＧ １０７ｂｐ
ＦＭＤＶ－Ｒ Ｂｉｏｔｉｎ－ＧＧＴＴＣＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＡＡＴＡＧＡＧ
ＦＭＤＶＰｒｏｂｅ ＮＨ２（ＣＨ２）１２－ＴＡＡＣＧＡＣＣＧＴＣＣＣＣＧＧＴＴＧＡＡＡＣ

１．２　方法
１．２．１　多重 ＰＣＲ扩增　将小反刍兽疫病毒、西尼
罗病毒、裂谷热病毒和南非型口蹄疫病毒的检测引

物混合，引物混合液中的每种上游引物浓度为

１．２５μｍｏｌ／Ｌ，下游引物浓度为２．５μｍｏｌ／Ｌ。
以质粒ＤＮＡ为模板，按照以下体系进行 ＰＣＲ

反应：２×ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，引物混
合液 １．５μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０μＬ。反应
条件：９８℃３ｍｉｎ；９８℃２０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，
共计３５循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。４℃保存。
１．２．２　微球与探针的偶联　选取编码为３６＃、５５＃、

４３＃和 ２７＃的磁性微球分别与经过 Ｃ１２臂氨基化
［ＮＨ２（ＣＨ２）１２］修饰的 ＰＰＲＶ、ＷＮＶ、ＲＶＦＶ以及
ＦＭＤＶ探针进行偶联，将２支新鲜ＥＤＣ粉末从４℃
冰箱中取出于室温静置３０ｍｉｎ。以最高转速涡旋悬
浮微球，并超声３０ｓ，使其完全分散开。取２００μＬ
微球加入到 １．５ｍＬ离心管中，以最高转速离心
２ｍｉｎ，弃去上清，以２２μＬ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值４．５的
ＭＥＳ重悬微球，彻底涡旋，使微球分散。在重悬的
微球中加入 ２μＬ对应的探针。取恢复至室温的
ＥＤＣ粉末，加入１ｍＬｄｄＨ２Ｏ溶解。取１．２５μＬＥＤＣ
溶液加入微球中，迅速涡旋混匀。黑暗中室温孵育
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３０ｍｉｎ，再次制备新鲜 ＥＤＣ溶液，取１．２５μＬＥＤＣ
溶液加入微球中，迅速涡旋混匀。黑暗中室温孵育

３０ｍｉｎ，加入１ｍＬ０．０２％ Ｔｗｅｅｎ２０，轻微涡旋混匀，
以最高转速离心２ｍｉｎ，弃去上清，加入０．１％ ＳＤＳ，
重悬沉淀４０ｓ。以最高转速离心２ｍｉｎ。弃去上清，
用４０μＬＴＥＢｕｆｆｅｒ（ｐＨ值８．０）重悬沉淀。涡旋仪
上以最高转速涡旋 ３０ｓ，用锡纸包裹 ＥＰ管，置于
４℃ 黑暗条件下保存。
１．２．３　多重ＰＣＲ产物与偶联核酸探针的微球混合
物杂交　将４种病毒的阳性 ＰＣＲ产物与偶联了微
球的探针进行杂交检测（０２７＃－ＦＭＤＶ，０３６＃－
ＰＰＲＶ，０４３＃－ＲＶＦＶ，０５５＃－ＷＮＶ）。配制工作微球
混合液，在６６０μＬ１．５×ＴＭＡＣ杂交缓冲液中加入
约１５００００个偶联好的微球，加入双蒸水至终体积
为９９０μＬ，放置在冰上。将３３μＬ工作微球混合液
加入反应管中，并加入 ２μＬＰＣＲ产物，并用 ＴＥ
Ｂｕｆｆｅｒ补齐至５０μＬ，并以ＰＣＲ阴性作为阴性对照，
ＴＥＢｕｆｆｅｒ作为空白对照。将反应管置于 ＰＣＲ仪中
孵育杂交，９５℃加热５ｍｉｎ，５２℃孵育１５ｍｉｎ。配置
新鲜的ＳＡ－ＰＥ工作液，用１×ＴＭＡＣ按照１００倍稀
释ＳＡ－ＰＥ至工作浓度。将杂交孵育后的样品转移
至预热的滤板中，并在磁力洗板机中清洗２次。在
每孔中加入１００μＬ１×ＴＭＡＣ缓冲液，水平振荡器
上重悬磁珠１ｍｉｎ。加入２５μＬ稀释好的 ＳＡ－ＰＥ
工作液。５２℃振荡孵育５ｍｉｎ。在 Ｂｉｏ－Ｐｌｅｘ悬浮
芯片检测仪上读取数据。

１．２．４　杂交条件优化　从上游、下游引物比例、杂
交温度和杂交时间３个方面对检测条件进行了筛
选，从而优化液相芯片杂交的条件。分别选择上

游、下游引物１∶２、１∶３、１∶４、１∶５这４个比例分
别进行ＰＣＲ反应，确定最佳上游、下游引物比例；根
据所设计４条探针的 Ｔｍ值，选择４８～５８℃的温度
范围，并且每隔２℃设置温度梯度，确定最佳杂交温
度；分别将杂交温度设定为５、１０、１５、２０、３０ｍｉｎ对
各病毒进行杂交检测，确定最佳杂交时间。

１．２．５　杂交产物的检测及特异性试验　在 Ｂｉｏ－
Ｐｌｅｘ悬浮芯片检测仪上对样品进行检测并读取数
据。根据每孔中中位荧光值（ＭＦＩ）读数来进行结果
判定。当检测时每种微球的检出数≥５０且空白对
照背景中位荧光值小于３００，则表示结果可信。当
样品中中位荧光值（Ｍｅｄｉａｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，简
称 ＭＦＩ）≥３００且与阴性对照的比值（ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ
ｃｒｉｔｅｒｉａ，简称 ＱＣ）≥３时，可判定结果为阳性，否则

为阴性。

１．２．６　检测方法的灵敏性　将构建的 ＰＰＲＶ病毒
质粒以及合成的各病毒序列，用无菌水进行１０倍倍
比稀释后，以各稀释度作为模板进行多重不对称

ＰＣＲ扩增，用所建立的液相芯片检测体系对各组
ＰＣＲ产物进行杂交检测，检测其灵敏度。
１．２．７　样品的检测　利用建立的液相芯片检测方
法对来自养殖场及边境地区的１０６份样品进行了检
测。利用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ和Ｂｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ试剂盒分
别提取样品的ＲＮＡ，并使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ试剂盒对 ＲＮＡ进行反转录。以４种 ＲＮＡ病毒
ＰＰＲＶ、ＲＶＦＶ、ＷＮＶ、ＦＭＤＶ的引物对反转录得到的
ｃＤＮＡ进行多重不对称ＰＣＲ扩增。将每份样品对应的
ＰＣＲ扩增产物等量混合后，用所建立的液相芯片检测
体系对其进行杂交检测，并将ＰＣＲ产物进行测序验证。

２　结果与分析

２．１　多重ＰＣＲ检测
用各病毒引物对反转录的ｃＤＮＡ或合成的基因

序列进行扩增，分别可扩增出 ＲＶＦＶ、ＦＭＤＶ、ＷＮＶ、
ＰＰＲＶ的大小为３３０、１０７、４９６、３３９ｂｐ的目的片段，
片段大小与预期相符，ＰＣＲ扩增结果见图１。
２．２　液相芯片杂交条件的优化

分别对液相芯片检测方法的杂交温度、上下游

引物比例和杂交时间进行优化。检测时空白对照

的ＭＦＩ值符合杂交检测判定结果的要求，检测结果
可信。根据杂交检测信号结果，在上游、下游引物

比例筛选结果中，ＷＮＶ最佳上游、下游引物比例为
１∶４，其他病毒最佳引物比例为１∶５（图２－Ａ）；在
杂交温度筛选结果中，ＦＭＤＶ的最佳杂交温度为
５６℃，其他均为５４℃（图２－Ｂ），确定最佳杂交温
度为５４℃；在杂交时间筛选结果中，各病毒最佳杂
交时间均为３０ｍｉｎ（图２－Ｃ）。
２．３　４种病毒的液相芯片特异性试验

利用优化后的液相芯片检测方法过对 ＲＶＦＶ、
ＦＭＤＶ、ＷＮＶ和ＰＰＲＶ病毒阳性质粒进行检测，发现
各病毒间均未出现交叉反应，表现出良好的特异性

（表２）。
２．４　检测方法的灵敏性

利用优化后的液相芯片检测方法对各稀释度

模板进行检测，ＲＶＦＶ、ＦＭＤＶ、ＷＮＶ和ＰＰＲＶ起始模
板浓度分别为１．０８、１．１２、１．１７、２．１５ｎｇ／μＬ。根据
液相芯片检测结果判定标准，ＲＶＦＶ、ＦＭＤＶ、ＷＮＶ、
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表２　４种病毒液相芯片特异性试验检测结果

病毒
ＭＦＩ读数

ＲＶＦＶ－４３＃ ＦＭＤＶ－２７＃ ＷＮＶ－５５＃ ＰＰＲＶ－３６＃

Ｂｌａｎｋ １７８．５ ２９．０ ４３．５ ５０．８

ＲＶＦＶ １８８１．３ ２４．０ ３６．５ ５７．７

ＦＭＤＶ １８４．０ １００６．５ ５６．０ ７２．０

ＷＮＶ １５６．０ ４１．０ ３５７０．０ ８６．８

ＰＰＲＶ ２０７．０ ２５．０ ４７．０ １７６１．７

ＰＰＲＶ４种病毒最低检出稀释度均为１０－６，灵敏度
分别为１．０８×１０－４ｎｇ／μＬ（２．９８×１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）、
１．１２×１０－５ｎｇ／μＬ（９．５４×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）、１．１７×
１０－６ｎｇ／μＬ（２．１５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）、２．１５×１０－６ｎｇ／μＬ
（５．７８×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）（表３）。
２．５　临床样品的检测

利用建立的多重液相芯片检测方法对从养殖

场及边境地区采集的１０６份样品进行了检测。结果
检出ＰＰＲＶ阳性样品１５份，其余病毒检测结果均呈
阴性（表４）。阳性样本的 ＰＣＲ产物通过测序验证
均符合。

３　讨论与结论

小反刍兽疫（ＰＰＲ）、西尼罗热（ＷＮ）、裂谷热

表３　４种病毒液相芯片敏感性试验检测结果

稀释度
ＭＦＩ读数

ＲＶＦＶ－４３＃ ＦＭＤＶ－２７＃ ＷＮＶ－５５＃ ＰＰＲＶ－３６＃

Ｂｌａｎｋ ２９６．８ ２０４．３ ２０９．０ １８３．３

１０－１ １３４０．０ １６５４．０ ３８７２．４ ２４４６．０

１０－２ １２９７．８ １７０８．２ ３７６８．１ ２５７４．０

１０－３ １３０２．５ １５４０．９ ３５８９．０ ２１２９．５

１０－４ １０３７．２ １３２１．３ ３２４０．５ １３７２．１

１０－５ ７６２．８ ８９５．０ １５７８．０ ９３８．０

１０－６ ４３９．２ ５７４．０ ６４７．６ ５９７．３

１０－７ ２１５．３ ２７７．６ １９５．０ ２８４．０

１０－８ ２０９．０ １５９．３ １４３．７ １０６．０

表４　多重液相芯片样品检测结果

样品种属 来源省份 样品总数 ＲＶＦＶ ＦＭＤＶ ＷＮＶ ＰＰＲＶ

羊 黑龙江 ６ ０ ０ ０ ６

羊 江苏 １１ ０ ０ ０ ９

野兔 黑龙江 ８ ０ ０ ０ ０

猪 江苏 ８１ ０ ０ ０ ０

（ＲＶＦ）、外来型口蹄疫（ＦＭＤ）是４种《国家动物疫
病防治中长期规划》中明确指出要重点防范的外来

动物疫病，近年来，在我国周边国家时有暴发，严重

威胁着我国公共卫生安全。这些动物疫病一旦传

入，对于野生动物保护以及家畜养殖业都将是毁灭
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性的打击。因此，在边境动物及其制品的进出口检

疫中，如何快速准确地检测这些外来疫病和防止传

入国内显得尤为重要。常规的分子生物学检测方

法虽然具有安全、特异、敏感等优点，但是同样不能

满足边境高通量检测的需求。因此，急需研发一种

满足边境高通量检测需求且能够快速排查、准确诊

断外来动物疫病的方法。

目前，病毒的检测主要依靠 ＰＣＲ检测技术，主
要包括普通 ＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ。随着检测通量
的增加，普通 ＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ的灵敏度和准
确性均难以保证，特别是多重荧光定量ＰＣＲ的成本
大大增加［１４］。液相芯片系统是一种以流式技术为

检测平台，不同荧光编码的微球为载体，用于高通

量分子检测的新型生物芯片技术。其中以 ＭａｇＰｌｅｘ
微球应用最为广泛。它以磁性微球替代了原本的

聚苯乙烯微球，省去了操作过程中过滤的步骤，既

减少了微球的损失，也使操作更为便捷，并且缩短

了检测时间，提高了检测效率。荧光微球编码是通

过红色和橙色２种荧光染料，每种染料分为１０个浓
度梯度，不同浓度的２种荧光染料相互组合可赋予微
球载体１００种颜色，以此来对微球进行编码，对１份
待检样品中最多１００个指标进行同步检测。本研究
建立的液相芯片检测技术，可实现在１个反应内检测
４种病毒，节省了试验时间，并且提高了检测效率。

本研究建立的液相芯片检测技术具有较好的

特异性。本研究建立的液相芯片技术检测小反刍

兽疫病毒（ＰＰＲＶ）的灵敏度为 ２．１５×１０－６ｎｇ／μＬ
（５７８×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）、西尼罗热病毒（ＷＮＶ）的灵
敏度为１．１７×１０－６ｎｇ／μＬ（２．１５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ），与
其他已报道的液相芯片检测方法灵敏度基本一致，

并且与商业化的荧光定量检测试剂盒的检测灵敏

度１０２～１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ也相当［１５］。其他 ２种病毒
ＲＶＦＶ和 ＦＭＤＶ的检测灵敏度分别为 ２．９８×１０５、
９５４×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，灵敏度相对比较低。在进行
敏感性试验时，多重液相芯片检测相较于单重检测

出现了本底值出现背景信号升高的现象，在排除可

能引起本底值背景升高的原因后，发现此为多重检

测中存在的正常现象［１６］。然而由于本底值的升高，

会对阳性结果的判定有一定影响，表现为部分探针

检测敏感性降低。随着检测靶基因的增多，引物扩

增效率，微球的数量以及反应条件等都会影响液相

芯片的检测，因此，还需要通过对引物设计和液相

芯片的检测体系等条件进行优化，从而提高检测方

法的灵敏性。另外，在对临床样品的检测，使用多重

液相芯片检测方法检测到小反刍兽疫病毒阳性的样

本１５份，说明了该方法可用于临床样本的检测。
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