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　　摘要：运用多重ＰＣＲ同时检测肉鸽病原（圆环病毒、腺病毒及疱疹病毒Ⅰ型）的方法，分别设计与合成３种病毒基
因扩增引物，并提取疑似病鸽的肝脏样品ＤＮＡ、进行单一ＰＣＲ扩增及基因序列测定，结果分别获得了大小为２３９、４１８、
６１８ｂｐ的ＤＮＡ产物。通过摸索多重ＰＣＲ反应条件，应用多重ＰＣＲ同时检测３种病毒基因片段，同时获得了鸽疱疹病
毒Ⅰ型、鸽圆环病毒及鸽源腺病毒的基因片段。再对疑似混合感染这３种病毒的肝脏样品进行检测，发现５０％（６／
１２）样品存在３种病毒的混合感染、２５％（３／１２）样品存在鸽圆环病毒和鸽源腺病毒的混合感染、８．３％（１／１２）样品存
在鸽源腺病毒和Ⅰ型鸽疱疹病毒的混合感染、８．３％（１／１２）样品存在鸽圆环病毒和Ⅰ型鸽疱疹病毒的混合感染、
８３％（１／１２）样品未发生任何感染。结果表明，多重ＰＣＲ可快速检测鸽疱疹病毒Ⅰ型、鸽圆环病毒及鸽源腺病毒的混
合感染，表明运用三重ＰＣＲ检测３种病毒混合感染有很好的应用价值。
　　关键词：鸽圆环病毒；鸽源腺病毒；鸽疱疹病毒Ⅰ型；多重ＰＣＲ；基因测序
　　中图分类号：Ｓ８５８．３９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２１）２２－０１６７－０４

收稿日期：２０２１－０５－０８

基金项目：江苏省“六大人才高峰”Ｄ类项目；金陵科技学院“创客虚

拟班”立项项目（编号：２０１７００８）。

作者简介：陈俊红（１９９０—），女，安徽宿州人，博士，讲师，主要从事预

防兽医、比较医学及中兽医学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｊｕｎｈｏｎｇ＠ｊｉｔ．

ｅｄｕ．ｃｎ。

通信作者：戴鼎震（１９６４—），男，江苏兴化人，博士，教授，主要从事预

防兽医、中兽药及中西兽医结合研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｚｄａｉ＠１６３．ｃｏｍ。

　　鸽圆环病毒（ＰｉＣＶ）、鸽源腺病毒（ＰｉＡｄＶ）及鸽
疱疹病毒Ⅰ型（ＰｉＨＶ－１）是近年来在鸽子体内发现
的病毒性病原体。ＰｉＣＶ是一种单股 ＤＮＡ病毒，体
型很小、球形、无囊膜，常经口传染 １岁以下鸽
子［１－２］。该病毒也可经蛋垂直传播，并可造成鸽的

免疫抑制［３］。目前，尚无任何合适疫苗控制鸽圆环

病毒感染。ＰｉＡｄＶ引起鸽呕吐及水样下痢，传播迅
速，任何年龄的鸽皆可感染。短时间鸽舍内所有鸽

均可感染，如继发大肠杆菌等病原感染，则死亡率

很高［４－６］。ＰｉＨＶ－１感染成年鸽感染后多呈潜伏感
染［７］，但可向环境排毒。及时注射疫苗也仍不足以

阻止感染鸽带毒。因此，及时检测并隔离阳性鸽群

非常重要。ＰｉＡｄＶ、ＰｉＨＶ－１及 ＰｉＣＶ通常以混合感
染的形式出现，这大大增加了死亡率，给鸽业带来

严重危害。由此可见，这３种病原的快速准确检测

非常重要。ＰＣＲ是一种快速而实用的检测方法，准
确、灵敏、方便。目前，国内外多见于运用单一 ＰＣＲ
进行检测［８－１０］，也有针对２种病原的 ＰＣＲ［１１－１２］，但
缺点是检测成本高、工作量大。如能运用三重 ＰＣＲ
同时检测这３种病原目的基因，就可快速甄别混合
感染鸽，及时淘汰病鸽，净化种群。运用多重 ＰＣＲ
对ＰｉＡｄＶ、ＰｉＨＶ－１及ＰｉＣＶ混合感染的检测并不多
见，本研究拟分别设计与合成３种病毒基因扩增引
物，构建多重ＰＣＲ反应体系，同时检测３种病毒，为
快速检疫病原提供新方法。

１　材料与方法

１．１　材料
试验时间：２０１９年３月５日至２０２０年５月２０

日；地点：金陵科学院兽医微生物实验室。

１．１．１　病料　来自镇江句容、南京六合区及浦口鸽
场的疑似病鸽；ＰｉＣＶ、ＰｉＨＶ－１及 ＰｉＡｄＶ的对照阳
性样品均为笔者所在单位鉴定保存。

１．１．２　试剂　ＤＮＡ提取试剂盒及胶回收试剂盒
（广州基迪奥生物科技有限公司）、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（康
为世纪 ＣＷ０６３６），分析纯。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　模板基因分别是：ＰｉＡｄＶ的六邻
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体蛋白（Ｈｅｘｏｎ）基因来自ＧｅｎＢａｎｋ中 ＭＦ５７６４２９．１；
ＰｉＨＶ－１的多聚酶 ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ基因序列来自
ＫＪ９９５９７２．１）；ＰｉＣＶＲｅｐ蛋白和衣壳蛋白（ｃａｐ）基因
序列来自 ＪＸ９０１１２５．１。利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计
从保守区筛选３对特异性引物，预计扩增的目的基
因大小见表１。引物合成来自南京思普金公司。

表１　３种病毒基因片段扩增引物设计序列

序号 引物名称 引物序列（５′→３′）
检测病毒及

基因产物大小

１ ＰｉＣＶ－Ｆ ＧＧＴＴＴＧＣＣＧＴＡＧＣＣＡＧＡＴ ＰｉＣＶ４１８ｂｐ
２ ＰｉＣＶ－Ｒ ＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＧＴＡＴＴ

３ ＰｉＡｄＶ－Ｆ ＴＣＣＴＧＡＣＣＴＧＡＣＴＡＣＣＧＣＣ ＰｉＡｄＶ６１６ｂｐ
４ ＰｉＡｄＶ－Ｒ ＡＧＡＣＣＣＴＡＣＴＴＴＡＧＣＡＡＣＴＴＴＣＣ

５ ＰｉＨＶ－１－Ｆ ＧＡＧＧＡＣＴＡＣＴＣＣＧＴＧＴＣＧＧ ＰｉＨＶ－１型２３９ｂｐ
６ ＰｉＨＶ－１－ＲＡＣＧＣＣＴＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＴＴＴＧＣＣ

１．２．２　ＤＮＡ的提取　根据试剂盒提取要求进行
ＤＮＡ提取。取疑似病鸽口腔、鼻窦、肝脏膜样品
１０～２０ｍｇ，研磨，加缓冲液混合混匀，５５℃水浴，使
组织充分酶解。再加消化液，混匀，于７０℃水浴维
持１０ｍｉｎ。然后过柱纯化，得到 ＤＮＡ，保存于
－２０℃ 备用。
１．２．３　单一ＰＣＲ检测　采用设计的引物分别用提
取的３种病毒模板进行单一ＰＣＲ检测，ＰＣＲ扩增反
应。由表２可知，预混液为 ２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ。
每对引物浓度均为１０ｍｍｏｌ／Ｌ。反应条件：９８℃预
变性５ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，５６℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ，１６℃ 维持５ｍｉｎ。扩增产
物经凝胶电泳，观察产物大小。

１．２．４　多重 ＰＣＲ检测　利用上述引物针对 ＰｉＣＶ、
ＰｉＡｄＶ及 ＰｉＨＶ－１模板建立三重 ＰＣＲ扩增体系。
由表３可知，反应条件：９８℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃
１５ｓ，５６℃ １０ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ，１６℃ 维持５ｍｉｎ。扩增完成后，２％琼脂糖
凝胶电泳，观察结果。

１．２．５　ＰＣＲ产物基因序列测定　按试剂盒程序将
产物进行回收、送检、测序。

１．２．６　临床样品多重 ＰＣＲ检测　采集镇江、六合
及浦口等地鸽场采集场疑似病料，共 １８份，提纯
ＤＮＡ模板，进行三重ＰＣＲ扩增，统计结果。

２　结果与分析

２．１　单一ＰＣＲ产物的电泳结果与分析
从３种病毒标准ＤＮＡ模板扩增出来的基因片

表２　单一ＰＣＲ扩增反应体系

检测对象 成分
体积

（μＬ）

ＰｉＣＶ ２×预混液 １０．０

ＰｉＣＶ模板 １．０

ＰｉＣＶ－Ｆ ０．４

ＰｉＣＶ－Ｒ ０．４

ｄｄＨ２Ｏ ８．２

合计 ２０．０

ＰｉＡｄＶ ２×预混液 １０．０

ＰｉＡｄＶ模板 １．０

ＰｉＡｄＶ－Ｆ ０．６

ＰｉＡｄＶＲ ０．６

ｄｄＨ２Ｏ ７．８

合计 ２０．０

ＰｉＨＶ－１ ２×预混液 １０．０

ＰｉＨＶ－１模板 １．０

ＰｉＨＶ－１－Ｆ １．０

ＰｉＨＶ－１－Ｒ １．０

ｄｄＨ２Ｏ ７．０

合计 ２０．０

表３　三重ＰＣＲ反应体系

成分
体积

（μＬ）

２×预混液 １０．０

ｄｄＨ２Ｏ ３．０

ＰｉＣＶ－Ｆ ０．４

ＰｉＣＶ－Ｒ ０．４

ＰｉＡｄＶ－Ｆ ０．６

ＰｉＡｄＶＲ ０．６

ＰｉＨＶ－１－Ｆ １．０

ＰｉＨＶ－１－Ｒ １．０

ＰｉＡｄＶ模板 １．０

ＰｉＨＶ－１模板 １．０

ＰｉＣＶ模板 １．０

共计 ２０．０

段，经琼脂糖凝胶电泳。由图 １可知，ＰＣＲ产物扩
增结果分别为大小在 ６００～８００、４００～５００、２００～
３００ｂｐ的单一清晰条带。表明针对标准阳性模板
的引物设计是准确的，与预期欲获得的 ６１６、４１８、
２３９ｂｐ基因片段大小相符。
２．２　多重ＰＣＲ产物的电泳结果与分析

由图 ２可知，通过多重 ＰＣＲ获得了 ＰｉＡｄＶ、
ＰｉＣＶ及ＰｉＨＶ－１的特异性基因片段，经２％琼脂糖
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凝胶电泳，与标准 ＤＮＡ对照相比发现，３条条带分
别位于６００～８００、４００～５００、２００～３００ｂｐ间，大小
均分别与单一ＰＣＲ所扩增片段大小相对应，表明３
对特异性引物混合在一起进行扩增，未出现相互互

补现象，它们均扩增出了清晰的 ＤＮＡ条带，符合预
期扩增６１６、４１８、２３９ｂｐ基因片段大小。

２．３　ＤＮＡ序列测定结果与分析
对３对引物扩增到的 ＤＮＡ产物进行了核酸序

列测定，分别为 ＰｉＡｄＶ，６１６ｂｐ；ＰｉＣＶ，４１８ｂｐ；
ＰｉＨＶ－１，２３９ｂｐ。结果证实各自扩增的 ＤＮＡ片段
大小的正确性。经过 ＤＮＡ序列比对及编码蛋白的
阅读框架分析，发现所扩增的目的基因片段核酸序

列分别与各自的标准模板基因序列相同，且阅读框

架与所编码的Ｈｅｘｏｎ蛋白、ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ及 ＰｉＣＶ
的Ｒｅｐ与 ｃａｐ蛋白相同，证明所扩增的目的基因
正确。

２．４　临床样品多重ＰＣＲ结果与分析
由表４可知，经三重 ＰＣＲ检测，在总共１８份检

测样品中，ＰｉＡｄＶ、ＰｉＨＶ－１及 ＰｉＡｄＶ检测呈阳性的
分别是５、１２、８份，结果与单一ＰＣＲ相比完全相符合。

表４　临床样品ＰＣＲ检测结果

病毒

多重ＰＣＲ 单一ＰＣＲ

阳性数

（份）

阳性率

（％）
阳性数

（份）

阳性率

（％）

符合率

（％）

ＰｉＡｄＶ ５ ２７．７８ ５ ２７．７８ １００

ＰｉＨＶ－１ １２ ６６．６７ １２ ６６．６７ １００

ＰｉＣＶ ８ ４４．４４ ８ ４４．４４ １００

　　由图３可知，泳道２、５、６、８、９、１１均从样品中扩
增到３种病毒基因片段，表明存在这３种病毒混合
感染，感染率达５０％（６／１２）；泳道３、４、７见有２个
扩增条带，大小分别对应于 ＰｉＡｄＶ及 ＰｉＣＶ目的片
段大小，反映出样品存在这２种病毒混合感染，感染
率２５％（３／１２）；泳道１０也有２个条带，大小分别对
应ＰｉＡｄＶ及ＰｉＨＶ－１目的基因片段，说明发生了这
２种病原双重感染，感染率为８．３％（１／１２）；泳道１３
存在２个条带，分别对应 ＰｉＨＶ－１、ＰｉＣＶ目的片段，
说明存在这２种病原感染，占样品数８．３％（１／１２）。
泳道１２无条带，判定样品无感染。结果表明，三重
ＰＣＲ能一次性检出单一感染、双重感染及三重
感染。

３　讨论与小结

ＰｉＡｄＶ、ＰｉＣＶ及ＰｉＨＶ－１混合感染不仅仅是单
纯的３种传染病，且均参与导致了更严重的幼鸽疾
病综合征（ＹＰＤＳ）［３－４，１３］，往往引起很高死亡率。因
此，同时快速检测病鸽这３种病毒的感染对于预防
控制鸽病具有重要意义。目前，能够用来检测这３
种病毒的方法有病毒分离与鉴定、单一ＰＣＲ检测和
病理组织学检测［１４］。但分离鉴定法费时、费力、诊

断周期长。病毒可存在于病鸽的口腔、鼻窦、肝脏、

食管等部位，病毒分离费时、费力，且分离较为困

难，分离率不高，这对于快速诊断、隔离病鸽是不利

的。相对来说，ＰｉＨＶ－１分离容易一些，而ＰｉＡｄＶ及
ＰｉＣＶ的分离培养较为困难。如赵盼盼在野鸽体内
分离到了野鸽 ＰｉＨＶ，并进行了分析［１５］。Ｈｅｓｓ等通
过肝细胞培养出了 ＰｉＡｄＶ［５］。尚未见 ＰｉＣＶ分离的
报道，这就限制了对其开展进一步研究。由于这３
种病毒均可产生包涵体，因此，可以通过病理切片

观察包涵体。腺病毒感染鸽的肝细胞、小肠绒毛的
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上皮细胞中可检查到核内包涵体［５］。Ｇｏｕｇｈ等报道
了在鸽的法氏囊内发现了圆环病毒样粒子［１］，但这

些检测方法均需逐个检测，不适合大量同时检测。

相比之下，运用ＰＣＲ检测就较为快速、准确，加
之３种病毒均为ＤＮＡ类病毒，ＰＣＲ扩增不需要进行
反转录，因而更为方便。如Ｚｈａｎｇ等［７］、余旭平等［９］

及薛媚等［１０］通过 ＰＣＲ分别检测到了 ＰｉＨＶ－１及
ＰｉＣＶ的基因。蒋文明等运用双重 ＰＣＲ同时检测到
了ＰｉＡｄＶ及ＰｉＨＶ－１的基因，总体上体现出ＰＣＲ快
速、准确的特点，但仍不能一次性同时检测 ３种
病原［１１］。

本研究首先使用单一 ＰＣＲ方法检测 ＰｉＡｄＶ、
ＰｉＨＶ－１及ＰｉＣＶ，通过变性、退火、延伸３个基本反
应步骤，进行循环，准确地获得了 ＰｉＡｄＶ、ＰｉＨＶ－１
及ＰｉＣＶ特异性片段，经电泳获得了大小不同的条
带。结果表明，此法具有特异性强、灵敏度高、快捷

等优点。在此基础上通过重构反应体系，将３种反
应体系合而为一，并优化反应条件，同时成功扩增

到到了ＤＮＡ产物，并通过基因序列测定确认是这３
种病毒基因，从而证实多重ＰＣＲ一次性检测混合感
染不仅快速、灵敏，而且特异性强、成本低。从多重

ＰＣＲ扩增的产物看，ＤＮＡ条带清晰可变，大小适中，
便于观察。经过临床样品的进一步扩大检测，还能

够观察到检测鸽样品发生感染的实际状况（即有的

鸽子３种病原同时感染，有的仅感染其中２种）。结
果还提示，由于病毒分布全身多个组织器官，为增

大扩增成功率，可在多个部位进行取样，但肝脏样

品必须采集。总之，本试验三重 ＰＣＲ可同时检测３
种病毒，敏感、准确、快速，且省时省力，适用于检测

种鸽病原混合感染。不过试验方法还值得进一步

优化，如最低浓度试验、最优反应条件等。此外，还

可开展更多病原的基因多重检测，或者重新设计合

成引物进行ＰＣＲ扩增，以便扩增到病毒不同的亚型
基因，从而更精细地进行病原检测。
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　　摘要：为预测并鉴定猪丹毒丝菌甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）分子线性Ｂ细胞表位，首先通过多序列比分析
已经全基因组测序的 １０株菌株的 ＧＡＰＤＨ一级结构保守性；然后使用在线软件 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ－２．０预测猪丹毒丝菌
ＧＡＰＤＨ线性Ｂ细胞表位，接下来通过人工化学合方式合成 ＧＡＰＤＨ表位对应的多肽；最后使用间接 ＥＬＩＳＡ法检测这
些多肽与猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ高免血清之间的反应。研究发现已经完成全基因组测序的１０株菌株的ＧＡＰＤＨ一级结
构高度保守。通过软件预测，找到了猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ的 ３个潜在的表位。ＥＬＩＳＡ检测结果表明７４

ＶＬＳＥＲＤＰＫＮＬＰＷＫＥＬＧＶ９０和 １７８ＨＡＹＴＮＤＱＮＴＬＤＧＰＨＡＫＧＤＬＲＲＧＲＡＡＡＱＳＩＩＰＮＳＴＧＡ２１３与 ＧＡＰＤＨ高免血清反应明显，

是猪丹毒丝菌ＧＡＰＤＨ的表位。成功预测并鉴定到２个猪丹毒丝菌的抗原表位，这些表位将为以后基于猪丹毒丝菌
ＧＡＰＤＨ表位的诊断、疫苗设计及致病机制研究提供技术基础。
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　　猪丹毒丝菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ，又称红
斑丹毒丝菌、猪丹毒杆菌）是造成猪丹毒的病原［１］。

猪丹毒是世界范围内危害养猪业的主要细菌性疫

病之一，在我国猪丹毒和猪肺疫、猪瘟曾并称为猪

场三大疫病。近年来猪丹毒的危害虽然有所降低，

但其临床分离或检出率依然位居前列，依然是猪场

主要细菌性疫病［２－３］。猪丹毒丝菌同样可以造成人

类感染发病（类丹毒），是一种人兽共患病病

原菌［４］。

目前猪丹毒的免疫保护机制和致病机制依然

不完全清楚［４］。我们的前期工作针对猪丹毒丝菌

甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）分子的免疫保护
作用和致病作用开展了研究。结果显示，猪丹毒丝

菌的ＧＡＰＤＨ分子既可以作为抗原发挥免疫保护作
用，也可以作为毒力因子发挥黏附作用［５－６］。

抗原表位是抗原引发免疫保护的物质基

础［７－８］。部分抗原表位既是抗体发挥作用的位点也

是病原菌对宿主发挥作用的关键位点（即致病性表

位）［９］。因而通过鉴定猪丹毒丝菌 ＧＡＰＤＨ的 Ｂ细
胞表位有助于进一步理解 ＧＡＰＤＨ免疫保护效应的
本质，并为进一步研究 ＧＡＰＤＨ的致病作用提供条
件。伴随生物信息学的发展，不断有学者试图开发

能够预测抗原表位的软件，近年来在线软件

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ－２．０对于线性 Ｂ细胞表位已经有了比较
好的预测效果［１０］。本研究的目的是预测猪丹毒丝

菌ＧＡＰＤＨ分子的线性 Ｂ细胞表位，并进一步鉴定
预测结果。
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