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摘要： 旨在建立犬冠状病毒 （ＣＣｏＶ） 和犬细小病毒 （ＣＰＶ） 双重 ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法。 针对 ＣＣｏＶ 的 ３′ＵＴＲ 与 ＣＰＶ 的 ＶＰ２ 设计引物

与探针， 通过对反应体系与条件进行优化， 建立了 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的双重荧光定量 ＰＣＲ 检测方法， 并对该方法进行敏感性、 特异性、 重复性验证

与临床样品检验。 结果： ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 阳性参考质粒浓度在 １０２ ～１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的标准曲线 Ｒ２分别为 ０􀆰 ９９９ 与 ０􀆰 ９９６， 线性关系良

好， ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的最低检测限均为 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 与其他病原无交叉反应， 组内与组间的变异系数均小于 １􀆰 ３８％， 说明该方法灵敏度高、 特异性

强、 重复性良好； 对 １１３ 份临床样本进行检测， 与普通 ＰＣＲ 比较， 该方法对 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 的检出率较高， 分别为 ３７􀆰 ２％和 ４０􀆰 ７％。 研究表明， 本

试验建立的 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 双重荧光定量 ＰＣＲ 方法检测效果良好， 为相关疾病的临床诊断、 流行病调查等提供了有力工具。
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　 　 犬冠状病毒 （ｃａｎｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＣＣｏＶ） 最早于

１９７４ 由 Ｂｉｎｎ 发现［１］， 属于冠状病毒属， 为一种单链

正股 ＲＮＡ 病毒， 基因组大小在 ２８ ～ ３２ ｋｂ 之间。
ＣＣｏＶ 包含 １１ 个开放阅读框 （ ＯＲＦ）， 分别编码

ＯＲＦ１ａ、 ＯＲＦ１ｂ、 Ｓ、 ＯＲＦ３ａ、 ＯＲＦ３ｂ、 ＯＲＦ３ｃ、 Ｅ、
Ｍ、 Ｎ、 ＯＲＦ７ａ 和 ＯＲＦ７ｂ［２］， 有 ２ 个 非 编 码 区 为

５′ＵＴＲ和 ３′ＵＴＲ， 基因组在缺失 ３′ＵＴＲ 多聚 Ｐｏｌｙ Ａ 尾

结构情况下病毒不能复制， 因此 ３′ＵＴＲ 的多聚 Ｐｏｌｙ
Ａ 尾结构在冠状病毒复制过程中较重要［３］， ３′ＵＴＲ 序

列经对比发现保守性较强。 ＣＣｏＶ 感染犬临床上主要

表现为急性肠炎， 出现呕吐、 腹泻、 排便呈水样甚至

血便且有恶臭、 腹痛加重、 脱水、 肛门括约肌松弛无

弹性等症状［４］。 ＣＣｏＶ 还可以感染犬以外的多种

动物［５］。
犬细小病毒 （ ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＣＰＶ） 最早于

１９７８ 年发现［６］， 属于细小病毒属， 为一种单链 ＤＮＡ
病毒， 基因组大小约 ５ ２００ ｂｐ， ＣＰＶ 包含 ２ 个 ＯＲＦ，
编码结构蛋白 ＶＰ１ 和 ＶＰ２， 以及非结构蛋白 ＮＳ１ 和

ＮＳ２［７－８］， 其中 ＶＰ２ 对 ＣＰＶ 的抗原特异性与宿主的分

布具有重大影响。 ＣＰＶ 感染犬临床上引起的病例多

数呈现肠炎， 少数呈现心肌炎， 该病毒传染性强， 感

染犬出现呕吐、 腹泻、 脱水、 血便且有难闻的恶臭

味［９］。 ＣＰＶ 可感染犬、 狐、 貉和狼等。
ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 在临床上症状相似， 且这 ２ 种病毒

混合感染后加剧疾病的恶化， 在诊断过程中缺少能够

准确将 ２ 种病原区分的方法， 给临床诊断造成一定的

困难［１０］。 目前对 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的普通单重 ＰＣＲ 与双

重 ＰＣＲ 等检测方法多有报道， 但是普通 ＰＣＲ 时间

长， 操作繁琐， ＰＣＲ 扩增后的琼脂糖凝胶电泳过程

易发生污染［１１］。 另外， 病毒分离培养、 ＥＬＩＳＡ 对样

本和环境要求较高， 电子显微镜观察对设备要求较

高， 在临床应用上难以开展［１２］。 本研究利用 ＴａｑＭａｎ
探针建立了可同时检测 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 方法， 具有特异性强、 敏感性高等

优点， 可做到 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 同时鉴别诊断， 且能提

高临床检验结果的准确性， 为临床诊断与流行病学调

查提供技术手段。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本来源

ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 核酸样本均由江苏省农科院兽医研

究所宠物创新团队保存； １１３ 份样本采集于南京市宠

物医院伴有消化道疾病犬的肛拭子， 经核酸试剂盒提

取得到核酸； 犬腺病毒 ２ 型 （ＣＡＶ－２）、 犬瘟热病毒

（ＣＤＶ）、 犬钩端螺旋体 （Ｌｅｐ）、 犬副流感病毒 ２ 型

（ＣＰＩＶ－２） 核酸由疫苗毒株中获得。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 纯化试剂盒， 购自北京全式金生

物技术有限公司； 质粒提取试剂盒、 ２ ×ＨｙｐｅｒＰｒｏｂｅ
ＯｎｅＳｔｅｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ Ｋｉｔ （ＵＮＧ）， 购自康为世纪生物科

技股份有限公司； 荧光定量 ＰＣＲ 仪， 由南通伊仕生

物技术股份有限公司生产。
１􀆰 ３　 引物探针的设计与合成

利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３􀆰 ０􀆰 １ 软件针对 ＣＣｏＶ （登录

号： ＧＱ４７７３６７􀆰 １） 的 ３′ＵＴＲ 片段与 ＣＰＶ （登录号：
ＫＵ５０８４０７􀆰 １） 的 ＶＰ２ 片段设计引物和探针 （见表

１）。

表 １　 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的特异性引物及探针

引物探针 序列 （５′→３′） 扩增片段大小 ／ ｂｐ

ＣＣｏＶ－Ｆ ＧＡＴＴＴＧＡＴＴＴＧＧＣＡＡＴＧＣＴＡＧＡＴＴＴ

ＣＣｏＶ－Ｒ ＡＡＣＡＡＴＣＡＣＴＡＧＡＴＣＣＡＧＡＣＧＴＴＡＧＣＴ

ＣＣｏＶ－Ｐ ＦＡＭ－ＴＣＣＡＴＴＧＴＴＧＧＣＴＣＧＴＣＡ－ＭＧＢ

１０２

ＣＰＶ－Ｆ ＧＣＡＡＴＧＧＡＴＣＡＡＡＣＣＧＡＡＧＡＡ

ＣＰＶ－Ｒ ＧＣＴＴＴＴＴＧＧＣＧＡＧＡＣＴＡＴＣＡＡＣＴＴ

ＣＰＶ－Ｐ ＣＹ５－ＡＡＴＧＧＡＣＴＧＧＧＡＡＴＣＧ－ＭＧＢ

６６

１􀆰 ４　 阳性参考质粒制备

将构建的 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 的阳性质粒命名为

ｐＵＣ５７－ＣＣｏＶ 和 ｐＵＣ５７－ＣＰＶ。 经分光光度计测定质

粒 ＤＮＡ 浓度 （ ｎｇ ／ μＬ）， 按以下公式计算质粒拷

贝数：
拷贝数 （ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） ＝ （６􀆰 ０２×１０２３） × （质粒

浓度×１０－９） ／ （质粒长度×６６０）。
１􀆰 ５　 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 体系优化

采用方阵法对 ２５ μＬ 反应体系优化， 其中加入２×
ＨｙｐｅｒＰｒｏｂｅ ＯｎｅＳｔｅｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ Ｋｉｔ （ＵＮＧ） １２􀆰 ５ μＬ，
浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物加入 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ５ μＬ， 浓

度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 探针加入 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ５ μＬ， 模板加入
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５ μＬ， 模板采用阳性样本核酸， 最后使用去离子水

补齐 ２５ μＬ 体系。 退火温度在 ５６ ～ ６０ ℃进行体系优

化， 以获得最佳反应条件。
１􀆰 ６　 标准曲线的建立

将测得的质粒浓度使用 ＤＮＡ 稀释液依次对其进

行 １０ 倍梯度稀释， 将 １×１０７ ～ １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 浓度

的阳性参考质粒进行 ＰＣＲ 扩增， 制作标准曲线。
１􀆰 ７　 特异性试验

使用病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 纯化试剂盒对 ＣＣｏＶ、 ＣＰＶ、
ＣＡＶ－２、 ＣＤＶ、 Ｌｅｐ 和 ＣＰＩＶ－２ 提取核酸， 进行 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 扩增， 阴性样本为去离子水。
１􀆰 ８　 灵敏度检测

对稀释成 １􀆰 ０×１０７ ～ １􀆰 ０×１００􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＣＣｏＶ
和 ＣＰＶ 阳性参考质粒使用优化后的反应体系进行扩

增， 确定最低检测浓度。
１􀆰 ９　 重复性试验

选取 ３ 个梯度的样品（１０６、１０５和 １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
同一时间内重复检测 ３ 次， 不同时间对 ３ 个稀释度样

品重复检测 ３ 次， 根据阈值循环数 （Ｃｔ） 计算变异

系数， 检测重复性。
１􀆰 １０　 临床检测

利用本试验创建的 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ
检测方法和常用的普通 ＰＣＲ 检测方法［１３－１４］ 对南京市

宠物医院采集的犬消化道拭子样本 １１３ 份进行检测，
并对结果进行分析。
１􀆰 １１　 数据统计分析

试验数据用 ＳＰＳＳ 软件中 ｔ 检验统计方法进行分

析， 结果用 “平均数±标准差” 表示， 根据得到的 Ｃｔ
值计算平均值、 标准差、 变异系数， 以确定该方法重

复性。

２　 结果

２􀆰 １　 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 体系的建立与优化

采用方阵法对 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 退火温度与体系优

化后， 最 终 确 定 总 体 系 为 ２５ μＬ， 其 中： ２ ×
ＨｙｐｅｒＰｒｏｂｅ ＯｎｅＳｔｅｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ Ｋｉｔ （ＵＮＧ） １２􀆰 ５ μＬ，
ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ２ μＬ，
探针 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ２ μＬ， 模板 ５ μＬ， 去离子水补

齐 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序： ３７ ℃ ２ ｍｉｎ； ５５ ℃ ５ ｍｉｎ；
９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４５ 个循环。
２􀆰 ２　 标准曲线的建立

使用优化后的反应体系对 （ １ × １０７ ～ １ × １０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 阳性参考质粒进行扩增，
以阳性参考质粒浓度对数值为横坐标、 Ｃｔ 值为纵坐

标， 分别绘制 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 标准曲线。 结果， ＣＰＶ
的标准曲线方程为： ｙ ＝ － ３􀆰 １４９ｘ ＋ ３８􀆰 ３７３， Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９； ＣＣｏＶ 的标准曲线为： ｙ ＝ － ３􀆰 １８７ｘ ＋ ３８􀆰 １８９，
Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６， 表明 ２ 种阳性参考质粒有良好的线性关

系 （图 １）。

图 １　 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 标准曲线

２􀆰 ３　 灵敏度测试

采用所建立的 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 双重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ －
ｑＰＣＲ 方 法 对 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ （ １ × １０７ ～ １ × １０－０􀆰 ５

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） 的阳性质粒进行检测。 检测结果显示

（图 ２）， ２５ μＬ 体系中均能够检测到 １×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
因体系中加入 ５ μＬ 模板， 故 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的最低检

测限为 ５ ｃｏｐｉｅｓ。

１～８􀆰 质粒浓度按照 １×１０７ ～１×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 依次 １０ 倍倍比稀释；
９􀆰 质粒浓度为 １×１００􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； １０􀆰 阴性对照。

图 ２　 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 灵敏度检测

２􀆰 ４　 特异性试验

结果显示 （图 ３）， 该方法仅对 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 病

原核酸扩增结果为阳性， 对 ＣＡＶ － ２、 ＣＤＶ、 Ｌｅｐ、
ＣＰＩＶ－２ 核酸的扩增结果均为阴性， 表明本试验建立

的方法与其他病原无交叉反应， 特异性较强， 符合

预期。
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１􀆰 ＣＣｏＶ 阳性对照； ２􀆰 ＣＰＶ 阳性对照； ３ ～ ７􀆰 分别为 ＣＡＶ－ ２、
ＣＤＶ、 Ｌｅｐ、 ＣＰＩＶ－２ 和阴性对照。

图 ３　 双重 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 特异性

２􀆰 ５　 重复性试验

重复性试验结果显示 （图 ４ 和表 ２）， 使用以优

化后的反应体系对 ３ 个不同浓度的模板的组内变异系

数范围为 ０􀆰 ２７％ ～ １􀆰 ３８％， 组间变异系数范围为

０􀆰 ５２％～１􀆰 ３８％， 均小于 １􀆰 ３８％， 表明该方法的重复

性和稳定性良好。

１～３􀆰 质粒浓度分别为 １×１０６、 １×１０５和 １×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。

图 ４　 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 重复性试验结果

表 ２　 双重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ 重复性试验

阳性参考质粒
模板浓度 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

组内重复性试验 组间重复性试验

Ｃｔ 值 变异系数 ／ ％ Ｃｔ 值 变异系数 ／ ％

ＣＣｏＶ １０６ ２０􀆰 ００±０􀆰 １９ ０􀆰 ９５ １９􀆰 ９０±０􀆰 ２３ １􀆰 １９

１０５ ２３􀆰 ５７±０􀆰 ３２ １􀆰 ３８ ２３􀆰 ７３±０􀆰 ３２ １􀆰 ３８

１０４ ２７􀆰 ０２±０􀆰 １５ ０􀆰 ５６ ２７􀆰 ０８±０􀆰 １６ ０􀆰 ６２

ＣＰＶ １０６ １９􀆰 ２７±０􀆰 ０８ ０􀆰 ４４ １９􀆰 ２３±０􀆰 １０ ０􀆰 ５２

１０５ ２２􀆰 ９５±０􀆰 ２７ １􀆰 １８ ２２􀆰 ８５±０􀆰 ２６ １􀆰 １７

１０４ ２６􀆰 ６５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２７ ２６􀆰 ５０２±０􀆰 ２２ ０􀆰 ８２

２􀆰 ６　 临床样本检测

利用本试验建立的 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ
方法与团体建立的 ＣＣｏＶ 的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法［１４］以及国

家标准中 ＣＰＶ 的 ＰＣＲ 方法［１３］， 对临床 １１３ 份犬消化

道拭子进行检测， 结果见表 ３。 ＣＣｏＶ 的检出率为

３７􀆰 ２％， 相比于单重 ＲＴ － ｑＰＣＲ 提高了 ６􀆰 ２％； 对

ＣＰＶ 的检出率为 ４０􀆰 ７％， 相比于普通 ＰＣＲ 提高了

４􀆰 ４％； 对 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 双阳性的检出率为 １３􀆰 ３％，
相比于单重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 和普通 ＰＣＲ 的联合检测提高

了 １􀆰 ８％。

表 ３　 临床样本检测结果

病原 样本数
双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 单重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 或 ＰＣＲ

阳性数 阳性率 ／ ％ 阳性数 阳性率 ／ ％

ＣＣｏＶ １１３ ４２ ３７􀆰 ２ ３５ ３１􀆰 ０

ＣＰＶ １１３ ４６ ４０􀆰 ７ ４１ ３６􀆰 ３

ＣＰＶ＋ＣＣｏＶ １１３ １５ １３􀆰 ３ １３ １１􀆰 ５

３　 讨论

随着宠物经济的迅速发展， 养宠规模逐渐增大，
宠物临床诊疗在宠物经济中占比较高， 近几年宠物临

床诊疗中， 犬因消化道疾病的就诊数量居高不下， 而

ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 是引起犬呕吐、 脱水、 腹泻等消化道疾

病的重要病原之一［１５］。 ＣＣｏＶ 感染犬的病死率不高，
成年犬症状较轻， 治愈率较高， 但与 ＣＰＶ 混合感染

后， 病死率有所增加［１６－１７］， 并且这 ２ 种病毒可从多

种途径侵入犬的机体， 在临床诊断过程中使得宠物医

生难以区分， 严重危及犬的生命健康。 本研究所建立

的双重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ 有利于对感染初期犬的诊

断， 提高治愈率， 该方法适用于样本的检测、 病毒的

溯源等。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 可分为染料法与探针法， 相比较

染料法， ＴａｑＭａｎ 探针具有高度特异性， 更加敏感，
并且结果以图像和数据的形式展现， 避免了人为因素

产生的影响［１８－１９］。
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本试验所采用的双重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ 通过标

记不同的荧光基团， 针对 ＣＣｏＶ 的 ３′ＵＴＲ 与 ＣＰＶ 的

ＶＰ２ 设计引物与探针， 与傅宇飞等［２０］ 研究的染料法

相比较， 利用了 ＴａｑＭａｎ 探针的特点， 设计的探针引

物特异性更强， 因为标记不同的荧光基团所显示的颜

色不同， 所以通过肉眼在 ＰＣＲ 仪器可将 ＣＣｏＶ 与

ＣＰＶ 区分开。 与李少晗等［２１］、 沙聪等［２２］ 研究的多重

ＰＣＲ 相比较， 该方法能检测到 ５ ｃｏｐｉｅｓ， 灵敏度更

高， 更利于早期对病毒的检测。 此外， 本研究建立的

方法特异性好， 对其他病原 （ＣＡＶ－２、 ＣＤＶ、 Ｌｅｐ 和

ＣＰＩＶ－２） 无扩增出曲线， 变异系数小于 １􀆰 ３８％。 临

床样本检测结果显示， 双重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ － ｑＰＣＲ 对

ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的检出率分别为 ３７􀆰 ２％和 ４０􀆰 ７％， 相比

较单重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 或普通 ＰＣＲ 对 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 的检出

率 ３１􀆰 ０％和 ３６􀆰 ３％有所提高； 对于混合感染情况，
双重 ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法的检出结果也相对较高。

综上， 本试验建立的 ＣＣｏＶ 和 ＣＰＶ 双重 ＴａｑＭａｎ
ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法在应用于临床检测时， 能够同时对病

原核酸进行精准地检测， 该方法灵敏度高、 准确性

好、 简便快速， 能够大幅提高对 ＣＣｏＶ 与 ＣＰＶ 病原

的检出率， 有助于对早期患犬做出更准确的判断。
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