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　　摘要：兔出血症（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅ，ＲＨＤ）是由兔出血症病毒（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＲＨＤＶ）引起
的欧洲兔（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）的急性致死性传染性疾病。ＲＨＤＶ属于杯状病毒科（Ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ）兔病毒属
（Ｌａｇｏｖｉｒｕｓ）。目前兔出血症病毒１型（ＧＩ．１）和兔出血症病毒２型（ＧＩ．２）２种基因型均有在我国流行。为了更好地进
行流行病学调查、实时监测兔出血症发展趋势和临床诊断，建立了一种检测 ＲＨＤＶ１型和 ＲＨＤＶ２型病原的快速、简

单、特异且敏感的ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ。结果显示，稀释度为１×１０８～１×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ标准品建立的标准曲线有良好

的线性关系，决定系数ｒ２为０．９９９；该方法对ＲＨＤＶ１型和ＲＨＤＶ２型具有高度特异性，与兔多杀性巴氏杆菌、兔支气管
败血波氏菌等其他病原没有任何交叉反应；检测灵敏度为１００～１０００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；组内和组间变异系数在 ０．０１％～
１６１％之间。用该方法对６０份临床肝脏样品和５２份鼻肛拭子样本进行检测，结果显示，ＲＨＤＶ检出率为７０．５％，敏
感性显著高于普通ＲＴ－ＰＣＲ方法（５１％）。因此，该方法能够同时检测 ＲＨＤＶ１型和ＲＨＤＶ２型，可用于鉴别诊断兔出
血症病毒。
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　　兔出血症（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅ，ＲＨＤ）是
一种急性、烈性、高度接触性传染病［１－４］，由兔出血

症病毒（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＲＨＤＶ）引
起。于１９８４年首次在中国发现［２］，并迅速传播至欧

洲、澳大利亚、非洲等地［３，５－６］，该疾病死亡率高达

９０％，严重危害养兔业的发展［３］。２０１０年，一种新
的ＲＨＤＶ毒株在法国被发现，不同于经典 ＲＨＤＶ毒
株的血清型，被命名为ＲＨＤＶ２［７］。目前，ＲＨＤＶ２在
欧洲、亚洲、非洲、澳大利亚、北美等地广泛流

行［５，８］，并逐渐取代经典ＲＨＤＶ和ＲＨＤＶａ成为当地
的优势毒株［８－９］。我国于２０２０年出现由ＲＨＤＶ２毒
株引起的ＲＨＤ暴发［１０］，由于目前使用的针对经典

ＲＨＤＶ毒株制备的疫苗对 ＲＨＤＶ２的交叉保护效果

有限［１１－１２］，导致 ＲＨＤＶ２在国内迅速流行，国内呈
现经典ＲＨＤＶ和ＲＨＤＶ２这２种基因型共同流行的
情况。

ＲＨＤＶ是杯状病毒科（Ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ）［１３］兔病毒属
（Ｌａｇｏｖｉｒｕｓ）成员，目前引起 ＲＨＤ的 ＲＨＤＶ有 ＧＩ．１
和ＧＩ．２这２个基因型。截至２０１０年，经典 ＲＨＤＶ
分离株属于ＧＩ．１基因型。２０１０年，在欧洲发现了一
种新的变异ＲＨＤＶ，该毒株在系统发育和抗原方面
与ＧＩ．１基因型不同，被命名为 ＲＨＤＶ２或 ＲＨＤＶｂ，
属于ＧＩ．２基因型［７，１４］。ＲＨＤＶ为单股正链 ＲＮＡ病
毒［１］，基因组全长为７４３７个核苷酸，衣壳由单个结
构蛋白 ＶＰ６０构建［１５］，包含有 ２个开放阅读框
（ＯＲＦ）［１６］。

感染ＲＨＤＶ１和ＲＨＤＶ２的家兔临床症状相似，
均会出现死亡、厌食、发热等症状，剖检可见肝脏出

血、坏 死，脾 肿 大，全 身 弥 漫 性 血 管 内 凝 血

（ＤＩＣ）［３，１７－１８］等，所以仅靠临床症状无法准确区分，
需要依靠分子生物学诊断技术进行鉴别［１９］。

ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ技术与普通 ＲＴ－ＰＣＲ相比，具
有污染少、定量准确、实时检测、敏感性高等优

点［２０－２１］，而且可以在同一个反应管中同时检测多种
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基因，大大提高了反应效率［２１］。因此本研究采用

ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ技术建立一种可以在同一个反
应管中鉴别ＲＨＤＶ１和ＲＨＤＶ２型病原的方法，以便
于临床和实际生产中兔出血症的快速诊断和防控。

１　材料与方法

１．１　病毒株与样品
兔出血症病毒１型（ＲＨＤＶ１）、兔出血症病毒２

型（ＲＨＤＶ２）、轮状病毒（Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ，ＲＶ）、兔支气管
败血波氏菌、兔多杀性巴氏杆菌、绿脓杆菌、沙门氏

菌ｃＤＮＡ由笔者所在实验室保存。临床待检样品来
自２０２１年１２月之后山东、福建等地养兔场送检的
疑似ＲＨＤＶ感染兔肝脏及笔者所在实验室模拟动
物试验中获取的鼻肛拭子。

１．２　试剂与仪器
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（病毒 ＲＮＡ提取试剂）从 ＴａＫａＲａ

公司购买，ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ Ｑ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ
（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）（反转录试剂）、ＡｃｅＱｑＰＣＲＰｒｏｂｅ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａｑＭａｎ荧光定量试剂盒）均从诺唯赞
生物有限公司购入；凝胶成像仪从上海天能

（Ｔａｎｏｎ）科技有限公司购入。电泳仪购自（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ）公司。ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ１荧光定量 ＰＣＲ仪从美国
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司购入。ＰＣＲ仪从艾本德
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）中国有限公司购入。
１．３　引物和探针

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＲＨＤＶ１分离株 ＷＦ２００７
（登录号：ＦＪ７９４１８０）和 ＲＨＤＶ２分离株 ＳＣ２０２０／０４
（登录号：ＭＴ３８３７４９）的基因序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｒｅｓｓ３．０．１软件针对保守 ＶＰ６０基因序列设计２
组特异性引物和 ＴａｑＭａｎ探针（表１）。引物和探针
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

表１　ＲＨＤＶ１型和ＲＨＤＶ２型ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ特异性引物与ＴａｑＭａｎ探针

名称 序列（５′→３′）　　　　
大小

（ｂｐ）

ＲＨＤＶ１－Ｏ－Ｆ ＡＣＹＴＧＡＣＴＧＡＡＣＴＣＡＴＴＧＡＣＧ １０４

ＲＨＤＶ１－Ｏ－Ｒ ＴＣＡＧＡＣＡＴＡＡＧＡＡＡＡＧＣＣＡＴＴＧＧ

ＲＨＤＶ１－Ｏ－Ｐｒｏｂｅ ＶＩＣ－ＣＣＡＡＲＡＧＣＡＣＲＣＴＣＧＴＧＴＴＣＡＡＣＣＴ－ＢＨＱ１

ＲＨＤＶ２－Ｃ－Ｆ ＣＧＧＴＴＴＧＣＣＧＣＣＡＴＴＧ ７８

ＲＨＤＶ２－Ｃ－Ｒ ＣＣＡＡＡＧＣＴＣＡＡＧＣＡＣＧＴＴＴＧ

ＲＨＤＶ２－Ｃ－Ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ－ＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＴＣ－ＢＨＱ１

１．４　标准质粒的构建
采用 ＲＨＤＶ１分离株 ＷＦ２００７、ＲＨＤＶ２分离株

ＳＣ２０２０／０４的 ＶＰ６０基因全长引物克隆目的基因，
将获得的基因序列连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，将筛
选验证成功的 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＷＦ２００７－ＶＰ６０、
ｐＭＤ１８－Ｔ－ＳＣ２０２０－ＶＰ６０质粒送去生物公司进行
测序，将测序结果进行比对符合预期结果。测定重

组质粒浓度并计算拷贝数，用 ｄｄＨ２Ｏ稀释为 １×
１０１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，作为模板标准品。
１．５　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ体系和反应条件的优化

以“１．４”节中质粒标准品为模板，按照 ＴａｑＭａｎ
荧光定量试剂盒说明书进行扩增，总反应体系为

２０μＬ。对退火温度（５５～６５℃）、引物浓度（０．１～
１μＬ）、探针浓度（０．１～１μＬ）进行优化，确定最佳
反应体系和条件。

１．６　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ标准曲线的建立
将“１．４”节中稀释后的２种质粒标准品１∶１混

合后进行 １０倍倍比稀释，选择 １×１０８ ～１×
１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ５个梯度质粒标准品作为阳性模板进
行扩增。根据荧光定量 ＰＣＲ仪自带软件 Ｑｕａｎｔ
ＳｔｕｄｉｏＴＭ Ｄｅｓｉｇｎ＆ＡｎａｌｙｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅ自动生成标准
曲线。

１．７　特异性试验
以兔多杀性巴氏杆菌、兔支气管败血波氏菌、

沙门氏菌、绿脓杆菌、轮状病毒（ＲＶ）的基因组 ＤＮＡ
为模板，以双蒸水为阴性对照，以构建的 ＲＨＤＶ１型
和ＲＨＤＶ２型标准品质粒１∶１混合后作为阳性对照
模板，进行荧光定量ＰＣＲ特异性检测。
１．８　敏感性试验

以１×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ作为２种质粒标准品的起
始浓度，进行 １０倍倍比稀释，使用 １×１０８～１×
１０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的混合质粒作为反应模板，以 ｄｄＨ２Ｏ
为阴性对照模板，进行 ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ和普通
ＲＴ－ＰＣＲ扩增，检测其敏感性。
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１．９　重复性试验
以１×１０６～１×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的混合质粒为模

板进行ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ扩增，分别进行组内和组
间重复性试验，整理 ＣＴ值并计算变异系数，评价其
重复性。

１．１０　临床样本的检测
使用本研究建立的 ＴａｑＭａｎ双重荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ方法和普通 ＲＴ－ＰＣＲ方法对２０２１年１２
月之后收到的来自山东、福建等地的疑似 ＲＨＤＶ感
染的家兔肝脏样品、鼻肛拭子以及以及笔者所在实

验室模拟动物实验的样本进行检测，比较本研究建

立的方法与常规 ＲＴ－ＰＣＲ方法的检出率。

２　结果与分析

２．１　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ反应体系及参数优化
优化后的 ２０μＬ反应体系：２×ＡｃｅＱｑＰＣＲ

ＰｒｏｂｅＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，１型上下游引物各０．４μＬ

（１０μｍｏｌ／Ｌ），２型上下游引物各０．２μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），
ＲＨＤＶ－１－Ｐｒｏｂｅ０．２μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＲＨＤＶ－２－
Ｐｒｏｂｅ０．２μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅⅠ
０４μＬ，质粒ｃＤＮＡ模板２μＬ，ｄｄ２Ｏ６μＬ。反应程
序：９５．０℃预变性５ｍｉｎ；９５．０℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０
个循环。

２．２　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ标准曲线的建立
将１０倍倍比稀释的１×１０８～１×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

混合质粒按照优化后的反应体系和参数进行扩增，

软件自动生成标准曲线（图１）：ＲＨＤＶ１型标准曲线
决定系数 ｒ２＝０．９９９，标准方程为 ｙ＝ －３．３４７ｘ＋
１４７６４，目的基因的扩增效率为９８．９５２％；ＲＨＤＶ２
型标准曲线决定系数 ｒ２＝０．９９９，标准方程为 ｙ＝
－３．３３１ｘ＋９．８３３，目 的 基 因 的 扩 增 效 率 为
９９６１５％。结果显示，本研究建立的兔出血症病毒
１、２型ＴａｑＭａｎ双重荧光定量 ＰＣＲ方法有良好的线
性关系。

２．３　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ的特异性试验
用“１．５”节优化好的体系及参数对兔支气管败

血波氏菌、兔多杀性巴氏杆菌、沙门氏菌、绿脓杆

菌、轮状病毒（ＲＶ）进行检测，同时设置阴阳性对
照，结果（图２）显示，除 ＲＨＤＶ１型、ＲＨＤＶ２型产生
特异性的扩增曲线外，其他病原体及双蒸水均不产

生扩增曲线，说明该方法具有良好的特异性。

２．４　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ的敏感性试验
选取稀释度为１×１０８～１×１０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的质

粒作为模板进行 ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ和常规 ＲＴ－
ＰＣＲ扩增。ＲＴ－ｑＰＣＲ扩增结果显示，该方法的敏
感性可达到１００～１０００ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；普通 ＲＴ－ＰＣＲ
结果显示，当质粒 ｐＭＤ－１８Ｔ－ＷＦ浓度在 １×
１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ、ｐＭＤ －１８Ｔ－ＳＣ 浓 度 在 １×
１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ时有模糊的目的条带出现。由此可

见，ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ的灵敏度约为常规 ＰＣＲ的 １０～
１００倍（图３）。
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２．５　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ的重复性检测
２种重组质粒分别选取１０６、１０５、１０４这３个稀释

度，每个稀释度重复３次，进行重复性试验。并根据
荧光定量ＰＣＲ得到的ＣＴ值，计算结果见表２。结果
显示，组内和组间的重复试验变异系数在０．０１％ ～
１６１％之间，说明该双重荧光定量 ＰＣＲ方法重复性
良好。

２．６　临床样本检测
利用已经建立的 ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ和常规

ＲＴ－ＰＣＲ方法分别对来自全国不同兔场疑似
ＲＨＤＶ感染的４９份临床样品以及笔者所在实验室
保存的 ４２份鼻肛拭子进行检测。ＴａｑＭａｎＲＴ－
ｑＰＣＲ方法检测 ４９份临床肝脏样品，检出 １４份
ＲＨＤＶ１型，１９份ＲＨＤＶ２型，２份 ＲＨＤＶ１、２型混合
感染；检测 ４２份鼻肛拭子样品，检出 ３份 ＲＨＤＶ１
型，１９份ＲＨＤＶ２型；用常规ＲＴ－ＰＣＲ方法检出１２

表２　双重 ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ的重复性试验

样品
浓度

（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）
组内重复 组间重复

平均值±标准差 变异系数（％） 平均值±标准差 变异系数（％）

ＲＨＤＶ－１ １×１０６ ２３．８２±０．００３ ０．０１ ２４．２７±０．３９２ １．６１

１×１０５ ２７．９４±０．００４ ０．０１ ２７．８８±０．０３９ ０．１４

１×１０４ ３１．５５±０．０２４ ０．０８ ３１．７１±０．１２９ ０．４１

ＲＨＤＶ－２ １×１０６ ２３．１５±０．０２９ ０．１２ ２２．９２±０．２１０ ０．９２

１×１０５ ２６．３６±０．０５４ ０．２０ ２６．１４±０．１９４ ０．７４

１×１０４ ２９．３４±０．０３６ ０．１２ ２９．２９±０．０８７ ０．３０

份ＲＨＤＶ１型，１５份 ＲＨＤＶ２型；鼻肛拭子中检出０
份ＲＨＤＶ１型，１０份 ＲＨＤＶ２型（表３）。结果显示，
本试验建立的双重荧光定量 ＰＣＲ方法的敏感性显
著高于普通ＲＴ－ＰＣＲ。

表３　临床样品的检测结果

临床样本

双重荧光定量

ＰＣＲ检测结果 ＰＣＲ检测结果

肝脏样品 鼻肛拭子 肝脏样品 鼻肛拭子

ＲＨＤＶ１型 １８／６０ ３／５２ １４／６０ ０／５２

ＲＨＤＶ２型 ２９／６０ ２９／５２ ２３／６０ ２０／５２

混合感染 ２／６０ ０／４２ ０／４９ ０／４２

３　讨论

２０２０年至今，ＲＨＤＶ２型已在我国发生了广泛
的流行，相比于 ＲＨＤＶ１型，ＲＨＤＶ２型不仅感染成
年家兔，还可以感染幼年家兔和野兔［１２］，严重危害

养兔业的发展和自然生态环境。目前，我国已有建

立的单独检测 ＲＨＤＶ１型的诊断方法，如 ＲＴ－ＰＣＲ
方法［２２］、ＥＬＩＳＡ方法［２３］等，但均无法应用于ＲＨＤＶ２
型的检测。笔者所在实验室建立了单独检测

ＲＨＤＶ２型的ＴａｑＭａｎｑＰＣＲ方法［１９］，但是无法同时

检测２种不同血清型的 ＲＨＤＶ，不利于疫病的检测
和诊断。因此，建立一种可以同时检测 ＲＨＤＶ１型
和ＲＨＤＶ２型的方法来应对 ＲＨＤ的诊断和防控十
分必要。

应用软件 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０分别针对 ＲＨＤＶ１
型和ＲＨＤＶ２型保守的ＶＰ６０序列设计引物和探针，
筛选出最合适的引物和探针，并优化反应条件和反

应体系，成功建立了双重 ＴａｑＭａｎＲＴ－ｑＰＣＲ方法。
绘制ＲＨＤＶ１型和ＲＨＤＶ２型标准曲线，决定系数 ｒ２

均为 ０．９９９，可见线性关系良好；使用该 ＴａｑＭａｎ
ＲＴ－ｑＰＣＲ方法检测ＲＨＤＶ１型、ＲＨＤＶ２型时，与兔
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多杀性巴氏杆菌、兔支气管败血波氏菌、沙门氏菌、

绿脓杆菌、轮状病毒均无交叉反应，说明该方法特

异性良好；该方法对 ＲＨＤＶ１型、ＲＨＤＶ２型的灵敏
度可以达到１μＬ１００～１０００拷贝数，比笔者所在实
验室建立的鉴别经典 ＲＨＤＶ与 ＲＨＤＶ２的普通
ＲＴ－ＰＣＲ方法［２４］灵敏１０～１００倍；重复试验结果
表明，组内和组间重复性试验 ＣＶ值在 ０．０１％ ～
１６１％之间，说明该方法有良好的重复性。

综上，本试验建立的 ＴａｑＭａｎ双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ
方法可以在同一个反应管中检测 ＲＨＤＶ１型和
ＲＨＤＶ２型，具有特异性好、敏感性高的优点，可以很
大程度上提高临床检测效率，有助于实际生产中对

ＲＨＤ的诊断和防控，为开发快速诊断试剂盒奠定了
基础。
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［１８］范志宇，陈萌萌，胡　波，等．我国首株兔出血症病毒２型的致

病性及病理学初步研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１１）：

１４３－１４７．　

［１９］陈萌萌，仇汝龙，范志宇，等．兔出血症病毒２型ＴａｑＭａｎ探针荧

光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立及应用［Ｊ］．江苏农业学报，

２０２１，３７（６）：１４７６－１４８０．

［２０］梁子英，刘　芳．实时荧光定量 ＰＣＲ技术及其应用研究进展

［Ｊ］．现代农业科技，２０２０（６）：１－３，８．

［２１］ＪｉａｎｇＷ，ＹｕｅＳ，ＨｅＳ，ｅｔ．ａｌ．Ｎｅｗｄｅｓｉｇｎｏｆｐｒｏｂｅａｎｄｃｅｎｔｒａｌ－

ｈｏｍｏｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅＴａｑＭａｎＴＭ ＰＣＲａｃｃｕｒａｃｙｆｏｒＨＢＶ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｉｃａｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１８，２５４：２５－３０．

［２２］胡　波，魏后军，王　芳，等．兔出血症病毒ＲＴ－ＰＣＲ检测方法

的建立及其临床应用［Ｊ］．畜牧兽医学报，２０１０，４１（１１）：

１４４２－１４４６．　

［２３］张连芝，王樱历，路化梅，等．兔出血症病毒间接 ＥＬＩＳＡ抗体检

测方法的建立［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１８，４０（１）：３５－３９．

［２４］宋艳华，魏后军，范志宇，等．兔出血症病毒经典毒株和变异毒

株的ＲＴ－ＰＣＲ鉴定［Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２（５）：１１１７－

１１２１．　
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