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摘要： 旨在建立一种快速鉴别检测鸭坦布苏病毒 （ＤＴＭＵＶ）、 基因 Ｃ 型鸭甲肝病毒 （ＤＨＡＶ－Ｃ）、 鸭圆环病毒 （ＤｕＣＶ） 的多重 ＰＣＲ 方法。 参考

ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因序列、 ＤＨＡＶ－Ｃ ＶＰ１ 基因序列、 ＤｕＣＶ Ｃａｐ 基因序列分别设计特异性检测引物， 建立鉴别检测 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、
ＤｕＣＶ 的一步法多重 ＰＣＲ。 该方法对 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 分别扩增出 ７２０、 ４８０ 和 ２５０ ｂｐ 片段， 对基因 Ａ 型鸭甲肝病毒 （ＤＨＡＶ－Ａ）、 新城

疫病毒 （ＮＤＶ）、 Ｈ９ 亚型禽流感病毒 （ ＡＩＶ －Ｈ９）、 鸭瘟病毒 （ ＤＥＶ）、 鸭细小病毒 （ ＤＰＶ）、 鸭呼肠孤病毒 （ＭＤＲＶ） 均无扩增产物； 对

ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 最低检测限度分别为 ３􀆰 ８×１０－５、 ５􀆰 ４×１０－５和 ６􀆰 ２×１０－５ μｇ ／ μＬ； 与 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 单项 ＰＣＲ 方法的符合率

均为 １００％； 该方法检测 ２９０ 份临床病料样品， ＤＴＭＵＶ 阳性率为 ８􀆰 ９７％， ＤＨＡＶ－Ｃ 阳性率为 １０􀆰 ６９％， ＤｕＣＶ 阳性率为 ２􀆰 ０７％， ＤＴＭＵＶ ／ ＤｕＣＶ 混

合感染阳性率为 ４􀆰 １４％， ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ 混合感染阳性率为 ３􀆰 １０％， ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ 混合感染阳性率为 ０􀆰 ３４％。 结论： 成功建立了一种

能同时鉴别检测 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的一步法多重 ＰＣＲ， 可用于临床中 ３ 种病毒单独感染或混合感染的鉴别检测和流行病学调查。
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　 　 鸭坦布苏病毒 （ＤＴＭＵＶ） 属于黄病毒科瘟病毒

属的单股正链 ＲＮＡ 病毒， ２０１１ 年被正式命名为

ＤＴＭＵＶ， 由该病毒导致的水禽坦布苏病毒病 ２０１０ 年

在我国开始暴发流行； 水禽坦布苏病毒病没有季节

性， 一年四季均可发生， 可以感染肉鸭、 蛋鸭、 种

鸭［１－２］。 鸭甲肝病毒 （ＤＨＡＶ） 属于微 ＲＮＡ 病毒科禽

肝病毒属成员， 包括基因 Ａ 型、 Ｂ 型和 Ｃ 型 ３ 种基

因型， 基因 Ｃ 型是当前主要流行的毒株［３］。 ＤＨＡＶ－
Ｃ 主要感染雏鸭， 病鸭感染后 ２～３ ｄ 死亡， 呈现角弓

反张姿势， 剖 检 可 见 肝 脏 出 血［４］。 鸭 圆 环 病 毒

（ＤｕＣＶ） 可以感染各种日龄和品种的鸭， 感染鸭出

现发育不良， 生长迟缓， 感染后免疫力下降［５］， 容

易发生多病原混合感染， 近年来 ＤｕＣＶ 混合感染呈上

升趋 势， 给 养 鸭 业 带 来 健 康 威 胁［６］。 ＤＴＭＵＶ、
ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 是当前鸭场主要感染病原， 为开展

本地区鸭场多病原的快速检测， 加强鸭病毒病的流行

病学监测， 本研究以 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 流

行毒株的序列为参考， 建立可同时检测 ＤＴＭＵＶ、
ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的多重 ＰＣＲ 鉴别检测方法， 为鸭场

多病原检测提供技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 毒株来源

ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ、 ＤＨＡＶ－Ａ、 新城疫

病毒 （ＮＤＶ）、 Ｈ９ 亚型禽流感病毒 （ＡＩＶ－Ｈ９）、 鸭

瘟病毒 （ＤＥＶ）、 鸭细小病毒 （ＤＰＶ）、 鸭呼肠孤病

毒 （ＭＤＲＶ） 毒株均为本实验室分离保存。
１􀆰 ２　 试验试剂

病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒， 购自 Ａｘｙｇｅｎ 公司；
ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 一步法 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增试剂， 均

购自宝生物工程 （大连） 有限公司。
１􀆰 ３　 引物设计及单项 ＰＣＲ 扩增

分别参考 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因序列 （ ＬＮ８４９０６８）、
ＤＨＡＶ－Ｃ ＶＰ１ 基因序列 （ＭＮ９１２７０３􀆰 １）、 ＤｕＣＶ Ｃａｐ
基因序列 （ＭＺ４２５９２５􀆰 １） 设计 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、
ＤｕＣＶ 扩增引物， 引物信息如表 １ 所示。 利用病毒

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 提 取 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ － Ｃ、
ＤｕＣＶ 的基因组， 依次利用一步法 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增试剂

盒进行扩增。 一步法 ＰＣＲ 反应体系： 一步法扩增缓

冲液 １２􀆰 ５ μＬ， 一步法扩增酶 ０􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各

０􀆰 ５ μＬ， 模板 １ μＬ， 水 １０ μＬ。 一步法 ＰＣＲ 反应程

序： ５０ ℃ ４５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ４５ ｓ， ５４ ℃
４５ ｓ， ７２ ℃ ６０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩

增结束后进行核酸电泳观察结果。

表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增片段长度 ／ ｂｐ

ＤＴＭＵＶＦ ＣＡＣＡＡＣＴＣＣＡＡＧＧＣＧＡＣＴ

ＤＴＭＵＶＲ ＡＴＧＣＣＣＡＧＴＧＴＣＡＧＴＡＧＧＡＴＴ
７２０

ＤＨＡＶ－ＣＦ ＡＴＧＣＴＴＣＴＣＴＧＴＴＧＣＧＣＴＴＣＴ

ＤＨＡＶ－ＣＲ ＧＡＡＡＴＧＧＧＣＧＡＴＧＧＴＴＧ
４８０

ＤｕＣＶＦ ＴＧＧＧＣＴＴＡＧＧＴＡＣＧＡＡＧＴ

ＤｕＣＶＲ ＡＣＡＧＧＣＡＡＣＡＡＡＣＣＧＴＴＣＴＡＣ
２５０

１􀆰 ４　 多重 ＰＣＲ 扩增

利用提取的 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 基因组

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ， 用一步法试剂进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增， 扩增

体系： 一步法扩增缓冲液 １２􀆰 ５ μＬ， 一步法扩增酶

０􀆰 ５ μＬ， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的上下游引物各

０􀆰 ５ μＬ， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 核酸各１ μＬ， 水

６ μＬ。 扩增程序： ５０ ℃ ４５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃
４５ ｓ， ５４ ℃ ４５ ｓ， ７２ ℃ ６０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增结束后经核酸电泳观察结果。
１􀆰 ５　 多重 ＰＣＲ 反应条件的确定

１􀆰 ５􀆰 １　 多重 ＰＣＲ 引物浓度的确定

根据 １􀆰 ４ 中的反应体系和反应程序， ＤＴＭＵＶ、
ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的上游和下游引物分别各加 ０􀆰 １、
０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７ 和 ０􀆰 ９ μＬ， ＰＣＲ 扩增结束后经核酸电

泳观察结果， 确定最佳引物浓度。
１􀆰 ５􀆰 ２　 多重 ＰＣＲ 退火温度的确定

根据 １􀆰 ４ 中的反应体系和反应程序， 退火温度分

别选择 ５２、 ５３、 ５４、 ５５、 ５６ ℃， ＰＣＲ 扩增结束后经

核酸电泳观察结果， 确定最佳退火温度。
１􀆰 ６　 多重 ＰＣＲ 特异性试验

提 取 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ － Ｃ、 ＤｕＣＶ、 ＤＴＭＵＶ ／
ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ （ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的混合

基因组）、 ＤＨＡＶ－Ａ、 ＮＤＶ、 ＡＩＶ－Ｈ９、 ＤＥＶ、 ＤＰＶ、
ＭＤＲＶ 的基因组 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ， 利用建立的多重 ＰＣＲ 检

测方法进行 ＰＣＲ 扩增， 验证检测方法的特异性。
１􀆰 ７　 多重 ＰＣＲ 敏感性试验

测定得知 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ － Ｃ、 ＤｕＣＶ 基因组

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 浓度分别为 ０􀆰 ３８、 ０􀆰 ５４ 和 ０􀆰 ６２ μｇ ／ μＬ，
每种病毒的基因组用灭菌水进行 １０ 倍系列稀释， 分

别选择 １ × １０－１ ～ １ × １０－５ 梯度 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ － Ｃ、
ＤｕＣＶ 模板各加 １ μＬ， 按建立的 ＰＣＲ 体系和程序分

别进行 ＰＣＲ 扩增， 验证检测方法的敏感性。
１􀆰 ８　 多重 ＰＣＲ 重复性试验

按照建立的多重 ＰＣＲ 检测方法， 选择不同的时

间对检测为 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 阳性的 ３ 份样

品和检测为阴性的 ３ 份样品进行 ３ 次重复检测， 验证

该检测方法的重复性。
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１􀆰 ９　 多重 ＰＣＲ 扩增产物测序鉴定

将 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ ＰＣＲ 检测为阳性

的样品送生工生物工程 （上海） 股份有限公司测序

鉴定。
１􀆰 １０　 临床样品检测与分析

采集河南省部分地区临床发病或死亡鸭病料样品

２９０ 份， 用建立的 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ －Ｃ、 ＤｕＣＶ 多重

ＰＣＲ 检测方法进行检测， 并分别与 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－

Ｃ、 ＤｕＣＶ 单项 ＰＣＲ 检测方法进行比较， 分析各病毒

感染的阳性率及混合感染的阳性率， 为分子流行病学

调查提供数据支持。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 单项 ＰＣＲ 扩增

如图 １ 所示， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 扩增片

段大小分别为 ７２０、 ４８０、 ２５０ ｂｐ， 均与预期一致。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 阳性对照； ２． 阴性对照。

图 １　 ＤＴＭＵＶ （Ａ）、 ＤＨＡＶ－Ｃ （Ｂ）、 ＤｕＣＶ （Ｃ） ＰＣＲ 扩增

２􀆰 ２　 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 多重 ＰＣＲ 扩增

如图 ２ 所示， ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ 混合核酸

可同时扩增出 ７２０、 ４８０、 ２５０ ｂｐ 片段， 与预期一致。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ － Ｃ ／ ＤｕＣＶ； ２． 阴性

对照。

图 ２　 多重 ＰＣＲ 扩增

２􀆰 ３　 多重 ＰＣＲ 反应条件的确定

２􀆰 ３􀆰 １　 多重 ＰＣＲ 引物浓度的确定

当多重 ＰＣＲ 反应体系中 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ － Ｃ、
ＤｕＣＶ 的上游和下游引物分别各加 ０􀆰 ５ μＬ 时， ＰＣＲ

扩增条带最清晰， 所以多重 ＰＣＲ 为体系中 ＤＴＭＵＶ、
ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 上游和下游最佳引物浓度分别各为

０􀆰 ５ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 多重 ＰＣＲ 退火温度的确定

当退火温度为 ５４ ℃时， ＰＣＲ 扩增条带最清晰，
所以多重 ＰＣＲ 最佳退火温度为 ５４ ℃。
２􀆰 ４　 多重 ＰＣＲ 特异性试验

如图 ３ 所示， 检测 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ、
ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－ Ｃ ／ ＤｕＣＶ 均为阳性， 而 ＤＨＡＶ － Ａ、
ＮＤＶ、 ＡＩＶ－Ｈ９、 ＤＥＶ、 ＤＰＶ、 ＭＤＲＶ 均无扩增产物。
２􀆰 ５　 多重 ＰＣＲ 敏感性试验

如图 ４ 所示， 在 １×１０－４模板稀释后可以扩增出目

的条带， 说明 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 最低检测

限度分别为 ３􀆰 ８×１０－５、 ５􀆰 ４×１０－５、 ６􀆰 ２×１０－５ μｇ ／ μＬ。
２􀆰 ６　 多重 ＰＣＲ 重复性试验

如表 ２ 所示， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 各 ３ 份

阳性样品在 ３ 次检测中均为阳性， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－
Ｃ、 ＤｕＣＶ 各 ３ 份阴性样品在 ３ 次检测中均为阴性，
说明检测方法有很好的重复性。
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Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ＤＴＭＵＶ； ２． ＤＨＡＶ－Ｃ； ３． ＤｕＣＶ； ４． ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ； ５． ＤＨＡＶ－Ｃ； ６． ＮＤＶ； ７． ＡＩＶ －Ｈ９； ８． ＤＥＶ；
９． ＤＰＶ； １０． ＭＤＲＶ； １１． 阴性对照。

图 ３　 特异性试验

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～５． ＤＴＭＵＶ １×１０－１ ～１×１０－５梯度模板； ６～１０． ＤＨＡＶ－Ｃ １×１０－１ ～１×１０－５梯度模板； １１～１５． ＤｕＣＶ １×１０－１ ～１×１０－５梯

度模板。

图 ４　 敏感性试验

表 ２　 重复性试验

病原 样品编号 第 １ 次 第 ２ 次 第 ３ 次

ＤＴＭＵＶ

阳性样品 １ ＋ ＋ ＋

阳性样品 ２ ＋ ＋ ＋

阳性样品 ３ ＋ ＋ ＋

阴性样品 １ － － －

阴性样品 ２ － － －

阴性样品 ３ － － －

ＤＨＡＶ－Ｃ

阳性样品 １ ＋ ＋ ＋

阳性样品 ２ ＋ ＋ ＋

阳性样品 ３ ＋ ＋ ＋

阴性样品 １ － － －

阴性样品 ２ － － －

阴性样品 ３ － － －

ＤｕＣＶ

阳性样品 １ ＋ ＋ ＋

阳性样品 ２ ＋ ＋ ＋

阳性样品 ３ ＋ ＋ ＋

阴性样品 １ － － －

阴性样品 ２ － － －

阴性样品 ３ － － －

　 　 备注： “＋” 表示阳性， “－” 表示阴性。

２􀆰 ７　 多重 ＰＣＲ 测序鉴定

ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ ＰＣＲ 检测为阳性的样

品经测序鉴定分别为 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 特

异性序列， 检测结果准确可靠。
２􀆰 ８　 临床样品检测与分析

通过对 ２９０ 份临床发病或死亡鸭样品进行检测，
建立的一步法多重 ＰＣＲ 方法与 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、
ＤｕＣＶ 单项 ＰＣＲ 方法的符合率均为 １００％。 对 ２９０ 份

样品的检测结果进行统计， 结果如表 ３ 所示， 共检出

ＤＴＭＵＶ 阳性样品 ３９ 份， ＤＨＡＶ－Ｃ 阳性样品 ４１ 份，
ＤｕＣＶ 阳性样品 ２８ 份， 其中 ＤＴＭＵＶ 阳性率为 ８􀆰 ９７％
（２６ ／ ２９０）， ＤＨＡＶ－Ｃ 阳性率为 １０􀆰 ６９％ （３１ ／ ２９０），
ＤｕＣＶ 阳性率为 ２􀆰 ０７％ （６ ／ ２９０）， ＤＴＭＵＶ ／ ＤｕＣＶ 混

合感染阳性率为 ４􀆰 １４％ （１２ ／ ２９０）， ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ
混合 感 染 阳 性 率 为 ３􀆰 １０％ （ ９ ／ ２９０ ）， ＤＴＭＵＶ ／
ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ 混合感染阳性率为 ０􀆰 ３４％ （１ ／ ２９０）。
表明河南省部分地区 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的

感染较多， 混合感染情况较多， 以 ２ 种或 ３ 种病原混

合感染为主。
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表 ３　 临床样品检测 （ｎ＝２９０）

病原 阳性数 ／ 份 阳性率 ／ ％

ＤＴＭＵＶ ２６ ８􀆰 ９７

ＤＨＡＶ－Ｃ ３１ １０􀆰 ６９

ＤｕＣＶ ６ ２􀆰 ０７

ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－Ｃ ０ ０

ＤＴＭＵＶ ／ ＤｕＣＶ １２ ４􀆰 １４

ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ ９ ３􀆰 １０

ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ １ ０􀆰 ３４

３　 讨论

近年来我国水禽养殖业发展较快， 随着养殖规模

扩大及动物运输频繁， 导致水禽疫病感染情况日益复

杂， 尤其是鸭感染的病毒病不断增多［７］， 加快疾病

的诊断是目前养殖企业的迫切要求。 鸭病毒病的诊断

方法包括病毒分离、 常规 ＰＣＲ、 ＥＬＩＳＡ 和荧光定量

ＰＣＲ 检测方法［８］。 病毒分离方法虽然准确可靠， 但

是试验周期较长， 有时需要在鸡胚、 鸭胚或细胞上盲

传几代才能分离成功［９］； 常规的 ＰＣＲ 检测方法不能

满足多种疾病混合感染快速检测的需求［１０］； ＥＬＩＳＡ
方法在病毒抗体检测中应用较多［１１］， 与检测病原相

比具有一定的滞后性； 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法对试

验的仪器设备要求较高， 检测成本较高， 一般基层实

验室很难满足［１２］。 多重 ＰＣＲ 是在常规 ＰＣＲ 的基础

上， 同时有 ２ 个或多个目的基因在一个反应体系中进

行扩增的技术［１３］。 多重 ＰＣＲ 可以同时扩增多个特异

性片段， 降低了试验成本， 同时提高了检测效率。 多

重 ＰＣＲ 技术在动物疾病的检测及诊断中逐步发挥重

要作用［１４－１６］。
本研究参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＤＴＭＵＶ Ｅ 基因序列

（ＬＮ８４９０６８），ＤＨＡＶ－Ｃ ＶＰ１ 基因序列（ＭＮ９１２７０３􀆰 １），
ＤｕＣＶ Ｃａｐ 基因序列 （ＭＺ４２５９２５􀆰 １） 设计特异性检测

引物， 预期扩增片段大小分别为 ７２０、 ４８０、 ２５０ ｂｐ，
建立了同时检测 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的多重

ＰＣＲ 鉴别检测方法， 扩增的各病毒均为特异性序列，
根据扩增片段的大小差异很容易进行鉴别诊断。 在特

异性试验中， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 分别扩增出

７２０、 ４８０、 ２５０ ｂｐ 片段， 与预期一致， 而 ＤＨＡＶ－Ａ、
ＮＤＶ、 ＡＩＶ－Ｈ９、 ＤＥＶ、 ＤＰＶ、 ＭＤＲ 均无扩增产物。
在敏感性试验中， ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 在模板

１ × １０－４ 稀 释 后 可 以 扩 增 出 目 的 条 带， ＤＴＭＵＶ、
ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 最低检测限度分别为 ３􀆰 ８ × １０－５、
５􀆰 ４×１０－５、 ６􀆰 ２×１０－５ μｇ ／ μＬ， 说明多重 ＰＣＲ 方法有

很好的敏感性。 在建立多重 ＰＣＲ 检测方法时， 既要

考虑引物浓度对 ＰＣＲ 反应的影响， 又要考虑退火温

度对 ＰＣＲ 反应的影响， 所以本研究在建立多重 ＰＣＲ
检测方法时， 对引物浓度和退火温度均进行了优化，
最终确定多重 ＰＣＲ 体 系 中 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ － Ｃ、
ＤｕＣＶ 上游和下游最佳引物浓度分别均为 ０􀆰 ５ μＬ， 多

重 ＰＣＲ 最佳退火温度为 ５４ ℃。 本研究借鉴向萌

等［１７］、 张闫等［１８］的方法， 在建立多重 ＰＣＲ 方法时使

用了商品化一步法扩增试剂， 在一个反应体系中同时

实现 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 病毒的扩增。 在配制好反应体系

后， 整个反应均在 ＰＣＲ 仪内完成， 不需要中途打开

盖子， 减少了污染机会， 整个多重 ＰＣＲ 反应在 ６ ｈ
内完成， 而且可同时对 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ －Ｃ、 ＤｕＣＶ
进行检测， 大大提高了检测效率。 总之， 本研究建立

的 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 多重 ＰＣＲ 方法可用于

鸭场 ３ 种疫病其中的 １ 种感染、 ２ 种或者 ３ 种混合感

染的检测， 提高了疫病诊断的全面性和准确性， 加快

了疫病诊断效率， 为鸭场疾病的快速诊断及流行病调

查奠定基础。
随着病毒病对水禽养殖产业危害的逐步加剧， 研

究学者日益重视水禽病毒病感染状况与流行趋势的监

测分析。 陈长福［１９］采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对采集于福建

省龙岩市的 ２ ８８５ 份鸭泄殖腔棉拭子进行 ＤＴＭＵＶ 病

原学检测， 阳性率为 １６􀆰 ８１％ （４８５ ／ ２ ８８５）。 刘性坡

等［２０］采用 ＲＴ－ＰＣＲ、 荧光定量 ＰＣＲ 等方法对采集于

山东的 ２７０ 份临床样品进行 ＤＴＭＵＶ 病原学检测， 阳

性率为 １３􀆰 ３％ （３６ ／ ２７０）。 向萌等［２１］ 采用 ＲＴ－ＰＣＲ
方法对采集于四川的 ４１０ 份临床病料样品进行

ＤＨＡＶ－Ｃ 病原学检测， 阳性率为 ２８􀆰 ７８％ （ １１８ ／
４１０）。 熊陈勇等［２２］采用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法对采

集于广西地区的 ７６１ 份病死鸭临床样本进行 ＤｕＣＶ 病

原学检测， 阳性率为 ２２􀆰 ５％ （１７１ ／ ７６１）。 白冰等［２３］

采用 ＰＣＲ 方法对采集于广东省的 ９１０ 份临床鸭组织

病料进行 ＤｕＣＶ 病原学检测， 阳性率为 ２３􀆰 １８％
（２１１ ／ ９１０）。 甘一波等［２４］ 采用 ＰＣＲ 方法对采集于广

西省玉林市的 ８５６ 份病死鸭样品进行 ＤｕＣＶ 病原学检

测， ＤｕＣＶ 阳性率为 １０􀆰 ６３％ （９１ ／ ８５６）。 本研究利用

建立的多重 ＰＣＲ 方法对采集于河南省部分地区 ２９０
份临床病料样品进行检测， 共检出 ＤＴＭＵＶ 阳性样品

３９ 份， ＤＨＡＶ－Ｃ 阳性样品 ４１ 份， ＤｕＣＶ 阳性样品 ２８
份， 检测结果与上述研究学者的研究结果具有一致

性， 表明当前鸭场中 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的

感染较多。 同时， 本研究发现 ＤＴＭＵＶ ／ ＤｕＣＶ 混合感

染阳性率为 ４􀆰 １４％ （１２ ／ ２９０）， ＤＨＡＶ－Ｃ ／ ＤｕＣＶ 混合

感染阳性率为 ３􀆰 １０％ （９ ／ ２９０）， ＤＴＭＵＶ ／ ＤＨＡＶ－Ｃ ／
ＤｕＣＶ 混合感染阳性率为 ０􀆰 ３４％ （ １ ／ ２９０）， 表明

ＤｕＣＶ 极易与 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ 发生混合感染。 由

于鸭感染 ＤｕＣＶ 后会造成机体的免疫抑制， 进而导致
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其他致病原的感染， 混合感染加重疾病的严重程度和

死亡率， 应采取综合性防控措施来提高鸭场的生物安

全和鸭群的抗病力， 减少混合感染。 总之， 本研究调

查结果为掌握河南省 ＤＴＭＵＶ、 ＤＨＡＶ－Ｃ、 ＤｕＣＶ 的

感染态势提供了数据支撑， 为我国鸭病毒病的综合防

控提供了依据。
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