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　　摘要：新型鹅星状病毒（ｇｏｏｓｅａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＧｏＡｓｔＶ）感染引起的鹅痛风病，是近年严重危害我国养鹅业的传染病之
一，给我国养鹅产业造成严重经济损失，快速准确诊断有助于更好地防控该病。为了建立一种鉴定新型ＧｏＡｓｔＶ的一
步法ＲＴ－ＰＣＲ方法，根据新型ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２基因序列设计特异性引物，构建质粒标准品，并对引物用量和退火温度
等反应体系和条件进行了优化。结果表明，该方法能特异性扩增新型 ＧｏＡｓｔＶ５１２ｂｐ基因片段，其他鹅常见病毒性病

原扩增结果均为阴性，具有较高的特异性。敏感性试验结果提示，最小检测限量达４．５４×１０２拷贝／μＬ。此外，该方法
重复性良好，应用所建立的方法对新型ＧｏＡｓｔＶ临床样品进行检测，１０２份鹅泄殖腔拭子的阳性率为４６０８％，２４份痛
风症状患病鹅内脏样本阳性率为９１．７０％。本研究建立的新型 ＧｏＡｓｔＶ一步法 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法具有良好的特异
性、敏感性和重复性，且操作简便、经济、快速，可用于新型ＧｏＡｓｔＶ的临床鉴别诊断和流行病学调查。
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　　２０１６年以来，我国东部主要养鹅地区暴发一种
以内脏痛风为主要特征的急性传染病，给养鹅产业

造成巨大经济损失［１－２］。该病主要影响２１日龄以
内雏鹅，患病雏鹅表现为精神沉郁、食欲减退、腹

泻、四肢瘫痪，剖检可见心脏、肝脏、肾脏等内脏器

官表面、胸腹膜及关节腔内存在大量白色尿酸盐沉

积，死亡率为２０％～５０％。通过病原分离和动物回
归试验，确定该病是由一种新型鹅星状病毒（ｇｏｏｓｅ
ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＧｏＡｓｔＶ）感染引起。基因序列分析结果表
明，近年引起鹅痛风的鹅星状病毒毒株（ＧＤ、
ＡＨＱＪ１８、ＳＤＰＹ、ＪＳＨＡ和 ＳＤ０１）与以往从鸡、火鸡、

鸭和鹅等家禽体内分离的禽星状病毒的基因组同

源性为４９．５％～６７．７％，编码衣壳蛋白的 ＯＲＦ２基
因核苷酸序列同源性仅为４１．０％ ～５９．０％，遗传距
离较远，形成独立的进化分支［３－７］。

目前，尚无有效疫苗和药物预防或治疗新型

ＧｏＡｓｔＶ引起的鹅痛风病症。因此，早发现和准确诊
断是预防该病流行和传播的重要手段。另外，含高

蛋白的饲料引起的蛋白质代谢障碍、药物中毒引起

的肾脏损伤也会导致血液中尿酸水平升高，引起鹅

的痛风，需要注意与新型ＧｏＡｓｔＶ感染引起的痛风鉴
别诊断。经典的病毒分离及血清学诊断方法虽准

确可靠，但存在费时、费力及对实验室条件和生物

安全性要求高等缺点，无法满足临床诊断的需要。

目前，已有文献报道检测新型 ＧｏＡｓｔＶ的荧光定量
ＲＴ－ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）方法［８－９］。尽管 ＲＴ－ＰＣＲ
方法的灵敏度不如ｑＲＴ－ＰＣＲ，但ＲＴ－ＰＣＲ方法扩
增的片段较长，经测序后可用于基因型的确定和遗
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传进化分析，可广泛用于新型ＧｏＡｓｔＶ的检测和流行
病学调查。一步法 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法将反转录和
ＰＣＲ扩增反应合并在一个反应管中一步完成，减少
中间环节引入污染源的风险，不但节省时间，还可

提高检测准确率。本研究根据新型 ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２
基因序列设计特异性引物，优化反应条件，建立了

准确、灵敏、快速的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ检
测方法，对新型ＧｏＡｓｔＶ感染的快速诊断及有效防控
具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　病毒与细胞
新型鹅星状病毒ＡＨＱＪ１８株、坦布苏病毒ＪＳ８０４

株（ＴＭＵＶ）、鹅细小病毒（ＧＰＶ）、Ｈ９Ｎ２亚型禽流感
病毒（Ｈ９ＡＩＶ）、鹅副黏病毒（ＧＰＭＶ）和鸡肝癌细胞
系（ＬＭＨ）等由江苏省农业科学院兽医研究所保存。
１．２　试剂

限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ，购自宝生物
工程（大连）有限公司；ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载体，购自北京
全式金生物技术有限公司；ＤＮＡ／ＲＮＡ提取试剂盒、
小量提取质粒试剂盒、胶回收试剂盒等，购自爱思

进生物技术（杭州）有限公司；一步法 ＲＴ－ＰＣＲ试
剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＤＨ５α感受态细胞等，购自南京
诺唯赞生物科技有限公司。

１．３　引物设计与合成
参考 ＧｅｎＢａｎｋ已发表的新型 ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２基

因序列，应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计了１对检
测引物，扩增片段长度为 ５１２ｂｐ，上游引物为 ＰＦ：
５′－ＴＣＣＡＣＣＧＡＡＣＡＣＧＣＣＡＣＴＡ－３′，下游引物为
ＰＲ：５′－ＡＧＣＣＧＡＴＴＣＣＴＧＡＧＴＴＣＣＧＴＴ－３′，引物由
南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

１．４　质粒标准品的构建
取２００μＬ新型 ＧｏＡｓｔＶ在 ＬＭＨ细胞上的培养

物，采用ＲＮＡ提取试剂盒提取病毒基因组 ＲＮＡ，使
用特异性引物 ＰＦ和 ＰＲ进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增新型
ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２基因部分片段，回收纯化 ＰＣＲ产物，
克隆至ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载体，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受
态细胞，筛选阳性克隆，提取质粒，用限制性内切酶

ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切鉴定，阳性质粒送南
京金斯瑞生物科技有限公司测序鉴定。序列正确

的阳性重组质粒即为质粒标准品，检测质粒浓度并

计算质粒拷贝数。

１．５　一步法ＲＴ－ＰＣＲ反应体系及条件的优化
１．５．１　引物浓度优化　以新型 ＧｏＡｓｔＶ基因组

ＲＮＡ为模板，在０．２ｍＬＰＣＲ管中加入以下反应组
分：２×ｏｎｅｓｔｅｐｍｉｘ１２．５μＬ，Ｅｎｚｙｍｅｍｉｘ１．２５μＬ，
上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）设置５个梯度，各分别加
入０．１μＬ、０．５μＬ、１．０μＬ、１．５μＬ和２．０μＬ，模板
ＲＮＡ２．０μＬ，无ＲＮａｓｅ双蒸水加至总体积为２５μＬ，
混匀，瞬时离心后置于 ＰＣＲ仪中。反应程序为：
５０℃ 反转录 ３０ｍｉｎ；９４℃ 预变性 ３ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，共３０个循环；最后７２℃
延伸７ｍｉｎ。反应完成后，取１０μＬ产物进行琼脂糖
凝胶核酸电泳检测。

１．５．２　退火温度优化　筛选出最佳引物使用量后，
固定反应体系及其他反应条件，对退火温度进行优

化。设置５０、５２、５４、５６、５８、６０℃ ６个梯度退火温
度，进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增。反应完成后，取１０μＬ产
物进行琼脂糖凝胶核酸电泳检测。

１．６　特异性试验
取新型 ＧｏＡｓｔＶ细胞培养物、ＴＭＵＶ、ＧＰＶ、Ｈ９

ＡＩＶ和 ＧＰＭＶ，分别提取 ＲＮＡ或 ＤＮＡ，同时设置空
白ＬＭＨ细胞和生理盐水为阴性对照，用建立的新型
ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法进行扩增，以评价该
方法的特异性。

１．７　敏感性试验
将测算好质粒拷贝数的质粒标准品进行１０倍

倍比稀释，取４．５４×１０８～４．５４×１００拷贝／μＬ９个
浓度梯度作为模板，采用建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法
ＲＴ－ＰＣＲ方法进行扩增，以评价该检测方法的敏
感性。

１．８　重复性试验
采用建立的一步法 ＲＴ－ＰＣＲ方法对４份新型

ＧｏＡｓｔＶ阳性样品及正常ＬＭＨ细胞进行３次重复检
测，以评估该方法的重复性和稳定性。

１．９　临床样品的检测
对２０２０年６—９月间江苏常州金坛、沭阳地区

１０２份１６日龄左右扬州白鹅泄殖腔拭子样本，２４份
出现痛风症状患病鹅内脏样本，采用本研究建立的

检测方法检测新型ＧｏＡｓｔＶ核酸，以评估该方法的临
床实用性。

２　结果与分析

２．１　质粒标准品的构建
分别提取新型ＧｏＡｓｔＶ细胞培养物和正常 ＬＭＨ

细胞ＲＮＡ，以本研究设计的引物进行一步法 ＲＴ－
ＰＣＲ扩增，进行琼脂糖凝胶核酸电泳检测。由图１
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可知，新型 ＧｏＡｓｔＶ细胞培养物在５１２ｂｐ处可见单
一的扩增条带，与预期片段大小相符，而正常 ＬＭＨ
细胞无扩增条带。回收ＰＣＲ产物，连接至克隆载体
ｐＥＡＳＹ－Ｔ１，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，提取质粒后进行
双酶切鉴定。由图２可知，琼脂糖凝胶核酸电泳检
测显示酶切片段为５００ｂｐ左右，与预期大小相符。
测序结果显示，所连片段与新型 ＧｏＡｓｔＶＡＨＱＪ１８株
序列同源性为１００％，表明新型 ＧｏＡｓｔＶ质粒标准品
构建成功。采用核酸蛋白浓度检测仪测定重组阳

性质粒浓度为 ２２１ｎｇ／μＬ，计算得出其拷贝数为
４．５４×１０１０拷贝／μＬ。

２．２　一步法ＲＴ－ＰＣＲ反应条件优化
２．２．１　引物浓度优化　固定其他反应条件不变，对
上、下游引物（浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）设置５个体积梯度，
分别为 ０．１、０．５、１．０、１．５、２．０μＬ，进行一步法
ＲＴ－ＰＣＲ扩增。由图 ３可知，当上、下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各加入体积为１．０μＬ及以上时，即可
获得较高的扩增效率，条带无显著差异，因此确定

引物最佳体积为１．０μＬ。

２．２．２　退火温度优化　固定一步法ＲＴ－ＰＣＲ反应
体系，加入上、下游引物各为１．０μＬ，在 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增时设置 ６个退火温度，分别是 ５０、５２、５４、５６、
５８、６０℃，由图４可知，退火温度为５４℃及以下时，
目的条带亮度均较强，差异不显著，最终确定５４℃
为最佳退火温度。

２．３　特异性试验
利用建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法

对新型ＧｏＡｓｔＶ细胞培养物、坦布苏病毒（ＴＭＵＶ）、
鹅细小病毒 （ＧＰＶ）、Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒
（Ｈ９ＡＩＶ）、鹅副黏病毒（ＧＰＭＶ），及空白 ＬＭＨ细胞
和生理盐水进行检测。由图５可知，该方法仅对新
型ＧｏＡｓｔＶ可扩增出长度为５１２ｂｐ的目的基因，而
对ＴＭＵＶ、ＧＰＶ、Ｈ９ＡＩＶ、ＧＰＭＶ以及空白 ＬＭＨ细胞
和生理盐水的检测结果均为阴性，表明本研究建立

的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法具有很好的特
异性。　
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２．４　敏感性试验
将新型ＧｏＡｓｔＶ质粒标准品从４．５４×１０８拷贝／

μＬ开始做１０倍倍比稀释至４．５４×１００拷贝／μＬ，取
每个稀释度样品分别作为模板进行一步法 ＲＴ－
ＰＣＲ检测。由图６可知，该方法对新型ＧｏＡｓｔＶ质粒
标准品的最小检出量为４．５４×１０２拷贝／μＬ，表明本
研究建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法具有

较高的敏感性。

２．５　重复性试验
用建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法对

ＬＭＨ正常细胞和４份新型 ＧｏＡｓｔＶ阳性样品进行３
次重复性检验。由图７可知，３次重复检测均出现
相同的结果，阳性样品均能扩增出相应条带，而

ＬＭＨ正常细胞未出现扩增条带，表明该方法具有良
好的重复性和稳定性。

２．６　临床样品检测
采用建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ检测

方法对２０２０年６—９月间江苏常州金坛、沭阳地区
１０２份雏鹅泄殖腔拭子样本和２４份出现痛风症状
患病鹅内脏样本进行检测（图８）。检测结果显示，
１０２份雏鹅泄殖腔拭子样本中有４７份为阳性，阳性
率为４６．０８％；２４份出现痛风症状患病鹅内脏样本
中有 ２２份为阳性，阳性率为 ９１．７０％。对新型
ＧｏＡｓｔＶ阳性样品的扩增条带进行序列测定，证实目
的条带均为新型ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２基因的特异性片段，
表明本研究建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ检
测方法可有效地对临床样品中的新型 ＧｏＡｓｔＶ进行
快速检测，并具有良好的特异性和准确性。

３　讨论

２０１６年以来，由新型鹅星状病毒引起的以内脏
痛风为主要特征的传染病在我国东部商品鹅养殖

地区暴发，并迅速传播至山东、江苏、安徽、河北、辽

宁、福建及广东等省，给我国养鹅产业造成了巨大

的经济损失。该病主要发生于２１日龄以内雏鹅，患
病雏鹅精神沉郁、采食量下降、腹泻、四肢瘫痪，严

重者死亡。剖检可见肝脏、心脏、肾脏、胸腹膜以及

翅、腿关节内出现严重的白色尿酸盐沉积。作为一

种新发传染病，目前还没有商品化疫苗和药物可用

以预防或治疗该病，为最大程度减少养殖业损失，

早发现和准确诊断显得尤为重要。
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　　ＲＴ－ＰＣＲ技术是一种比较成熟的核酸扩增技
术，具有快速、简便、灵敏、特异性好和成本低等优

点而被广泛应用于细菌、病毒及寄生虫等病原检

测。且该方法可与基因测序相结合，用于进一步的

遗传进化分析。新型 ＧｏＡｓｔＶ为 ＲＮＡ病毒，检测时
需先将病毒基因组 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ再进行
ＰＣＲ扩增，在此过程中易增加污染风险，造成假阳
性。本研究建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方
法减少了操作和加样步骤，降低了引入污染源的风

险，不但节省时间，还可提高检测准确率。

本研究根据新型ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２基因序列设计１
对特异性引物进行一步法ＲＴ－ＰＣＲ扩增，获得的特
异性片段克隆入ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载体构建质粒标准品。
为获得最佳检测效果，对反应体系及反应条件进行

优化，确定浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物加入量
为１．０μＬ，最佳退火温度为５４℃。该方法仅对新型
ＧｏＡｓｔＶ可扩增出特异性条带，对其他鹅常见病毒性
病原及正常ＬＭＨ细胞的扩增结果均为阴性，表明该
方法具有很好的特异性。新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－
ＰＣＲ方法的最小检测限量为４．５４×１０２拷贝／μＬ，具
有较高的敏感性，该方法同时还具有良好的重复

性。应用建立的新型ＧｏＡｓｔＶ一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法
对临床样本进行检测，结果显示，１０２份鹅泄殖腔拭
子的阳性率为４６．０８％，２４份痛风症状患病鹅内脏
样本阳性率为９１．７０％。

因此，本研究建立的一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法可用
于临床鹅泄殖腔拭子和脏器样本，及鹅胚和细胞培

养物中新型ＧｏＡｓｔＶ的检测，灵敏度高，特异性强，并

且快速准确、操作简便，可作为新型 ＧｏＡｓｔＶ临床鉴
别诊断和流行病学调查的有力工具，为新型 ＧｏＡｓｔＶ
感染的病原监测和有效防控提供技术支撑。
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