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摘要： 为建立鸭星状病毒 ２ 型 （ＤＡｓｔＶ－２） 核酸现场快速检测方法， 基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓｌ２ａ 切割原理， 联合重组酶聚合酶等温扩增 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ
ｐｌｏｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＰＡ）， 设计用于 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸 ＲＰＡ 扩增的引物和基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 反应的向导 ＲＮＡ （ｃｒＲＮＡ）， 优化反应条件确立最

佳检测体系， 并用胶体金横向流动试纸条 （ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｄｉｐｓｔｉｃｋ， ＬＦＤ） 报告检测结果。 结果： 该检测体系对 ＤＡｓｔＶ－２ 重组质粒的检出下限为 １０
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 灵敏性强且重复性好； 用此检测体系检测鸭常见病毒， 除 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸阳性外， 其他均为阴性， 特异性强； 与普通 ＲＴ－ＰＣＲ 的检测

结果相比较， 符合率达到 １００％， 且更加方便快捷。 研究结果提示， 基于 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ ＬＦＤ 系统的 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸检测方法灵敏性好、 特

异性强、 操作简单， 可在 ３７ ℃恒温下实现 ＤＡｓｔＶ－２ 的现场快速可视化检测。
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中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ６５　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０７－０１２５－０６

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＬＩ Ｊａｎｚｈｕ１，２， ＺＨＡＯ Ｌｉｑｉｎ１， ＷＡＮＧ Ｌｕｙａｏ１， ＳＨＩ Ｍｕｒａｎ１， ＷＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｃａｉ１，
ＺＨＡＮＧ Ｍｅｎｇｙｕａｎ１， ＭＡ Ｃｈａｏｆｅｎｇ３， ＪＩＡＯ Ｆｅｎｇｃｈａｏ１， ＨＥ Ｓｈｕｈａｉ１，２∗

（１􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｘｉｎｙａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉｎｙａｎｇ ４６４０００， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｗａｔｅｒｆｏｗｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｘｉｎｙａｎｇ ４６４０００， Ｃｈｉｎａ；
３􀆰 Ｘｉｎｙａｎｇ Ｃｉｔｙ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｓｅｒｖｉｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｘｉｎｙａｎｇ ４６４０００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｐｉｄ ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｄｕｃｋ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ （ＤＡｓｔＶ－２） ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｕｔ⁃
ｔｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ， ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＲＰＡ）， ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ＲＰＡ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡｓｔＶ－２ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ （ｃｒＲＮＡ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ ｒｅａｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉ⁃
ｍｉｚｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｄｉｐｓｔｉｃｋ （ＬＦＤ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｐｏｒｔ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ＤＡｓｔＶ－２ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ． Ｔｈｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｏｍｍｏｎ ｄｕｃｋ ｖｉｒｕｓｅｓ． Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ＤＡｓｔＶ－２ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｅｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ｖｉｒｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ＲＴ－ＰＣＲ， ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｈｅｒｅ ｒｅａｃｈｅｄ １００％，

　
收稿日期： ２０２４－０８－１３； 修回日期： ２０２５－０４－２８
基金项目： ２０２３ 年度河南省重点研发与推广专项 （科技攻关） （２３２１０２１１１０４３）； 信阳农林学院家禽重大疫病防控科技创新团队项目

（２０２２ＣＸＴＤ０６）
第一作者： 李建柱， 男， 硕士， 副教授
∗通信作者： 何书海， 博士， 教授， 主要从事家禽免疫抑制病毒致病机制的研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｈｏｐｅ２０１８１６＠ １２６􀆰 ｃｏｍ。

·５２１·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ７ 期



ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｆａｓｔｅｒ． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡｓｔＶ－２ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ ｓｙｓｔｅｍ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｅａｓｙ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅａｌｉｚｅ ｒａｐｉｄ ｖｉｓｕａｌ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡｓｔＶ－２ ａｔ ３７ ℃ ．
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　 　 禽星状病毒 （ａｖｉａｎ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ， ＡＡｓｔＶ） 是危害家

禽健康的重要病原之一， 其中鸭星状病毒 （ｄｕｃｋ ａｓ⁃
ｔｒｏｖｉｒｕｓ， ＤＡｓｔＶ） 是最早被发现的 ＡＡｓｔＶ。 流行病学

调查显示， 我国鸭群中存在着多种 ＤＡｓｔＶ 亚型， 包

括 ＤＡｓｔＶ－１、 ＤＡｓｔＶ－２、 ＤＡｓｔＶ－３、 ＤＡｓｔＶ－４［１］， 其

中 ＤＡｓｔＶ－２ 近年在我国鸭养殖业中广泛流行且传播

范围不断扩大［２］。 ＤＡｓｔＶ－２ 在鸭群中传播速度很快，
７ 日龄内雏鸭的发病率和死亡率均超过 ９０％， ２１ 日

龄内的死亡率也在 ５０％左右， 成年鸭死亡率虽然显

著下降， 但却是具有传染性的病毒携带者。 ＤＡｓｔＶ 的

环境稳定性强， 目前也缺乏相关疫苗， 因此很容易在

鸭群中传播［３］。 鉴于 ＤＡｓｔＶ－２ 高致病性毒株的致病

特点及在我国鸭群中的流行现状， 建立 ＤＡｓｔＶ－２ 的

有效检测方法进行早期检测和防控已成为鸭健康养殖

的重要环节。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统是一种由细菌或古菌产生的一

种适应性自我保护机制， 其利用多蛋白效应复合物与

向导 ＲＮＡ 结合从而发挥基因编辑作用， 如 Ｃａｓ９、
Ｃａｓ１２ａ、 Ｃａｓ１３ａ 等蛋白酶已经在核酸检测中得到广

泛应用［４］。 Ｃａｓ１２ａ 是一种由 ＲＮＡ 引导的单链核酸内

切酶， 该酶在向导 ＲＮＡ （ｃｒＲＮＡ） 的引导下实现对

靶标双链 ＤＮＡ 和其他非靶标单链 ＤＮＡ 进行高效切

割， 被用于多种生物的 ＤＮＡ 样品检测和分析［５］。 将

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 生物传感系统与 ＰＣＲ 扩增、 重组酶聚合

酶等温 扩 增 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｌｏｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＲＰＡ） 以 及 环 介 导 等 温 扩 增 （ ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ） 结合， 可以满足高灵

敏性、 高特异性的现场快速检验 （ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ ｔｅｓ⁃
ｔｉｎｇ， ＰＯＣＴ） 应用场景［６］； 借助于荧光读取器、 横

向流动试纸 （ ｌａｔｅｒａｌ－ｆｌｏｗ ｄｉｐｓｔｉｃｋ， ＬＦＤ） 等检测器，
可实现检测结果的可视化［７］。

为实现 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸的现场快速检测， 本研究

根据 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓｌ２ａ 切割原理， 结合 ＲＰＡ 恒温扩增

技术和 ＬＦＤ 胶体金试纸报告系统， 建立一种基于

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 的 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸快速可视化检测方

法， 以期为鸭星状病毒病的有效防控提供技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒和病毒样本

使用特异性引物扩增获得 ＤＡｓｔＶ－２ 的 ＯＲＦ２ 基

因， 并将该片段克隆至 ｐＥＴ－３０ａ （＋） 载体中， 酶切

后测序， 验证后的重组质粒作为 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸标准

品， 拷贝数为 １×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 由上海生工生物工程

公司合成； 按文献 ［８－１２］ 鉴定为阳性的 ＤＡｓｔＶ－２、
鸭坦布苏病毒 （ＤＴＭＵＶ）、 鸭瘟病毒 （ＤＥＶ）、 鸭细

小病毒 （ＤＰＶ）、 鸭圆环病毒 （ＤｕＣＶ）、 鸭呼肠孤病

毒 （ＤＲＶ） 的核酸样本均由本实验室保存， 其中的

ＲＮＡ 病毒核酸经逆转录为 ｃＤＮＡ 后备用。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

病毒 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 提取试剂盒购自上海迈跟生物科

技公司； ＲＰＡ 扩增试剂盒、 ＬＦＤ 胶体金试纸购自安

普未来 （常州） 生物科技公司； Ｔ７ 高效 ＲＮＡ 转录试

剂盒、 ＰＣＲ 试剂盒、 核酸内切酶、 ＤＮＡ 纯化试剂盒、
ＲＮＡ 纯化磁珠等购自上海碧云天生物科技有限公司；
用于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 反应的 ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白、 反应缓

冲液和报告分子购自广州艾迪基因科技有限公司；
ＰＣＲ 仪购自 ＴａＫａＲａ 公司； 恒温金属浴购自上海恒一

公司。
１􀆰 ３　 ＲＰＡ 扩增体系的建立与优化

按照 ＲＰＡ 引物设计规则［１３］， 选取 ＤＡｓｔＶ－ ２ 的

ＯＲＦ２ 基因保守序列设计 ＲＰＡ 扩增引物 （见表 １），
引物由上海生工生物公司合成。 以 ＤＡｓｔＶ－２ 重组质

粒为模板， 用合成好的 ＲＰＡ 引物对其进行扩增， 按

照 ＲＰＡ 核酸扩增试剂说明书配置扩增反应体系

（２０ μＬ）， 即： ２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬ， ４×Ｃｏｒｅ Ｍｉｘ
５ μＬ， 上下游引物 （ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μＬ， ＤＮＡ
模板 １ μＬ， １０×Ｓｔａｒｔｅｒ ２ μＬ， 无 ＲＮＡ 酶水 １ μＬ。 将

反应体系置恒温金属浴中， ３５ ～ ４２ ℃ 下孵育 １０ ～
３０ ｍｉｎ。 根据扩增结果， 对反应温度、 时间和引物浓

度进行优化， 确定特异性引物和最佳反应条件。
１􀆰 ４　 ｃｒＲＮＡ 的设计与体外转录

以 ＲＰＡ 扩增产物基因序列为参考， 选择与 ＲＰＡ
上下游引物序列均不重叠的 ２０ ｂｐ 作为 ｃｒＲＮＡ 的靶向

序列。 进一步通过体外转录产生 ｃｒＲＮＡ 单链， 其

ＤＮＡ 序列为 ２０ ｂｐ Ｔ７ 启动子序列 （ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴ⁃
ＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ） ＋２１ ｂｐ 与 ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白结合的锚定

序列 （ＴＡＡＴＴＴＣＴＡＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＡＴ） ＋２０ ｂｐ 目的基

因靶向序列的反向互补序列。 在引物合成和 Ｔ７ 启动

子的作用下， 经过退火产生的双链 ＤＮＡ 可以被 Ｔ７
ＲＮＡ 聚合酶所识别并进行转录， 得到所需要的

ｃｒＲＮＡ （见表 ２）。 运用 ＲＮＡ 纯化磁珠对获得的

ｃｒＲＮＡ 进行纯化， 检测合格后用于后续试验。
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表 １　 ＲＰＡ 引物

名称 序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ

ＲＰＡ－Ｆ１
ＲＰＡ－Ｒ１

ＡＡＡＴＴＣＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴＴＡＴＧＣＴＧＣＡＧＣＧＣＣＡＣ
ＧＡＧＣＣＡＴＣＧＡＴＴＧＴＧＣＧＣＴＧＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴＴＧ

２４４

ＲＰＡ－Ｆ２
ＲＰＡ－Ｒ２

ＴＡＡＴＧＴＧＡＡＣＣＡＡＡＡＴＴＣＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴＴＡＴＧ
ＴＴＧＴＴＧＴＣＧＴＧＣＣＣＡＴＴＡＴＴＧＡＣＡＴＣＧＴＡＧＴＴ

２２７

ＲＰＡ－Ｆ３
ＲＰＡ－Ｒ３

ＡＴＧＡＧＧＡＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡＣＣＡＧＴＧＴＣＧＧＧＴＧＡＴ
ＴＴＧＧＣＧＧＧＡＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＡＣＴＣＣＡＣＴＡＴＣＴＧ

１９１

表 ２　 ｃｒＲＮＡ 序列

名称 序列 （５′→３′）

ｃｒＲＮＡ１ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ＋ＴＡＡＴＴＴＣＴＡＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＡＴ＋ＴＧＡＧＧＡＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡＣＣＡＧ

ｃｒＲＮＡ２ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ＋ＴＡＡＴＴＴＣＴＡＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＡＴ＋ＡＡＡＡＧＧＴＧＣＡＣＴＴＣＴＣＡＧＴＧ

ｃｒＲＮＡ３ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ＋ＴＡＡＴＴＴＣＴＡＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＡＴ＋ＡＡＣＴＡＣＧＡＴＧＴＣＡＡＴＡＡＴＧＧ

１􀆰 ５　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 反应体系的建立

为构建基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统的反应体系，
取反应缓冲液、 ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白、 ｃｒＲＮＡ、 报告分子等

按不同比例加入反应管， 配制成预混液， 即： １０ ×
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ＤＮＡ 报告分子 （ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ）
０􀆰 ５ μＬ， ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白 （ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μＬ， ｃｒＲＮＡ
（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ， 无 ＲＮＡ 酶水 １０􀆰 ５ ｍＬ， 再加入

２ μＬ ＲＰＡ 扩增产物作为靶标基因。 同时设立阳性对

照和阴性对照。 将反应管置于金属浴恒温孵育适当时

间。 反应结束后， 取 １０ μＬ 的反应产物用 ４０ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ 稀释 ５ 倍， 将 ＬＦＤ 胶体金试纸插入混匀的稀

释液中， ５～１０ ｍｉｎ 读取检测结果。
如果检测体系中含有 ＤＡｓｔＶ － ２ 片段， 就会被

ＲＰＡ 反应体系扩增放大， ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白与特定的

ｃｒＲＮＡ 结合并识别 ＲＰＡ 扩增后的靶标 ＤＮＡ， 进而非

特异性地切割周围的单链 ＤＮＡ。 由于报告分子 ＤＮＡ
单链两端分别标记了 ５ ／ ６－羧基荧光素 （ＦＡＭ） 和生

物素 （Ｂｉｏｔｉｎ）， 若 ＤＮＡ 报告分子被全部切断则其

ＦＡＭ 端会流过 Ｃ 线到达 Ｔ 线被捕捉而显色； 当只有

一部分 ＤＮＡ 报告分子被切断时， Ｃ 和 Ｔ 线都会显色，
这两种情况都表明检测样本为 ＤＡｓｔＶ－２ 阳性。 若样

本中无 ＤＡｓｔＶ－２， ＤＮＡ 报告分子就不能被剪切， 其

Ｂｉｏｔｉｎ 端会被拦截在 Ｃ 线上显色但 Ｔ 线不显色， 判定

为阴性。
１􀆰 ６　 检测体系的灵敏性、 重复性、 特异性分析

用无 ＲＮＡ 酶水将 ＤＡｓｔＶ－２ 重组质粒进行 １０ 倍

梯度稀释 （１０７ ～１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）， 分别进行 ＲＰＡ 扩增

和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 切割， ＬＦＤ 胶体金试纸显示检测

结果以确定最低检测限， 即灵敏性分析； 取同一拷贝

数 ＤＡｓｔＶ－２ 重组质粒， 运用所建立的 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１２－ＬＦＤ 反应体系进行检测， 观察检测结果的复

现性， 即 重 复 性 分 析； 将 ＤＴＭＵＶ、 ＤＥＶ、 ＤＰＶ、
ＤｕＣＶ、 ＤＲＶ 等多种病毒核酸作为模版， 使用上述建

立的 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２－ＬＦＤ 检测反应体系进行检

测， 验证该体系在检测 ＤＡｓｔＶ－２ 时与其他病毒是否

存在交叉反应， 即特异性分析。
１􀆰 ７　 检测体系的符合性分析

提取 １５ 份疑似 ＤＡｓｔＶ－２ 感染鸭的肝脏 ＲＮＡ 核

酸样本， 并逆转录为 ｃＤＮＡ， 然后分别用本试验所建

立的 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２－ＬＦＤ 检测体系和常规 ＲＴ－
ＰＣＲ 方法进行检测， 比较二者的一致性， 即符合性

分析。 上述疑似病毒样品中 ＤＡｓｔＶ－２ 的 ＲＰＡ 扩增参

照方法 １􀆰 ３ 所述的最优扩增体系进行。 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

参照文献 ［１４］ 进行操作。 先将提取的 １５ 份鸭肝脏

ＲＮＡ 样本逆转录为 ｃＤＮＡ， 然后进行 ＰＣＲ 扩增。
ＰＣＲ 扩增前， 以 ＤＡｓｔＶ－２ 基因组的 ＣＤＳ 区保守序列

为依据， 设计用于 ＰＣＲ 检测的上游引物 （５′－ＡＡＴ⁃
ＧＴＧＣＣＣＡＧＴＧＧＴＧＡＴＣＧＴ － ３′） 和 下 游 引 物 （ ５′ －
ＴＴＣＧＴＴＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＴＣＡＧ－ ３′）， 引物由上海生工

生物公司合成。 ＰＣＲ 扩增体系包括： 检测样本 ｃＤＮＡ
５ μＬ， 上下游引物各 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， ２ × Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ５􀆰 ５ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为： ９４ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性３０ ｓ、 ５５ ℃ 退火 ３０ ｓ、 ７２ ℃ 延伸

３０ ｓ， 共 ４０ 个循环； 最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ， ４ ℃保

存。 ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 特异性 ＲＰＡ 引物和 ｃｒＲＮＡ
以 ＤＡｓｔＶ－２ 重组质粒作为核酸模板， 经 ＲＰＡ 扩

增后取产物进行琼脂糖凝胶电泳。 以该 ＲＰＡ 引物扩

增出的目标片段为检测靶标， 经 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 切

割反应和 ＬＦＤ 胶体金试纸显色， 在设计的 ３ 对 ＲＰＡ
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引物中， ＲＰＡ－Ｆ３ ／ Ｒ３ 引物对特异性好， 与之匹配的

ｃｒＲＮＡ１ 剪切效果最佳； 最佳 ＲＰＡ 引物扩增的产物大

小为 １９１ ｂｐ （图 １）， 扩增条件为 ３７ ℃恒温， 反应时

长 １５ ｍｉｎ。 根据试验结果， 选择上述引物对和 ｃｒＲＮＡ
作为后续试验的材料。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １～３􀆰 ＲＰＡ 扩增产物。

图 １　 ＲＰＡ 扩增结果

２􀆰 ２　 检测体系的灵敏性

用建立的 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＤＦ 反应体系

检测不同拷贝数的 ＤＡｓｔＶ－２ 重组质粒， 其中 Ｔ 表示

检测线， Ｃ 表示质控线。 结果显示 （图 ２）， 在质粒

拷贝数为 １􀆰 ０×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时， Ｔ 线仍为阳性； 而

以 ｄｄＨ２Ｏ 为扩增模板的阴性对照组 Ｔ 线为阴性。 以

上结果表明， 该检测体系最低检测限为 １􀆰 ０ × １０１

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 灵敏性高。

１～８􀆰 １􀆰 ０×１０７ ～１􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； ９􀆰 阴性对照。

图 ２　 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 检测体系的灵敏性

２􀆰 ３　 检测体系的重复性

以拷贝数为 １􀆰 ０×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＤＡｓｔＶ－２ 重组

质粒为模板， 用所建立的 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＤＦ
反应体系进行检测。 结果显示 （图 ３）， 同一样本的

４ 个重复试验的结果均为阳性， 检测结果稳定， 说明

该检测体系具有很好的重复性。

１～４􀆰 ４ 个重复样本； ５􀆰 阴性对照。

图 ３　 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 检测体系的重复性

２􀆰 ４　 检测体系的特异性

为评估 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 反应体系检

测 ＤＡｓｔＶ － ２ 的特异性， 用该检测体系分别检测

ＤＡｓｔＶ－２、 ＤＴＭＵＶ、 ＤＥＶ、 ＤＰＶ、 ＤｕＣＶ、 ＤＲＶ 等病

毒核酸。 经 ＲＰＡ 扩增、 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 切割和 ＬＦＤ
胶体金试纸显示， 仅可见 ＤＡｓｔｖ－２ 核酸样本呈阳性，
其余均为阴性 （图 ４）。 以上结果表明， 该检测体系

的特异性高， 与鸭其他常见病原不存在交叉反应。

１～６􀆰 分别为 ＤＡｓｔＶ－２、 ＤＴＭＵＶ、 ＤＥＶ、 ＤＰＶ、 ＤｕＣＶ、 ＤＲＶ 核酸

样本； ７􀆰 阴性对照。

图 ４　 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 检测体系的特异性

２􀆰 ５　 检测体系的符合性

用建立的 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 反应体系

检测 １５ 份疑似 ＤＡｓｔＶ－２ 感染鸭的肝脏核酸样本， 并

将其与普通 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果进行对比。 结果显示，
ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 反应体系检出样品中有 １３
份呈阳性， ２ 份呈阴性 （图 ５）； 普通 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

结果显示有 １３ 份样本呈阳性 （目的片段为 ６２３ ｂｐ），
２ 份呈阴性 （图 ６）。 两者检测结果相同， 表明该检

测体系与普通 ＲＴ － ＰＣＲ 法检测结果的符合率达

到 １００％。
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１～１５􀆰 疑似 ＤＡｓｔＶ－２ 感染鸭肝脏核酸样本； １６􀆰 阴性对照。

图 ５　 ＲＰＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 检测体系的符合性

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １～１５􀆰 １５ 份鸭肝脏核酸扩增产物。

图 ６　 疑似 ＤＡｓｔＶ 感染鸭肝脏核酸 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增结果

３　 讨论

当前可供选择的 ＤＡｓｔＶ 现场快速检测方法相对

缺乏。 电镜观察和免疫荧光技术都曾被用于 ＤＡｓｔＶ
的检测［１５］， 但因设备昂贵且特异性和灵敏度较低限

制了其应用范围。 ＥＬＩＳＡ 技术在病原临床快速检测中

具有重要作用， 遗憾的是， 由于 ＤＡｓｔＶ 缺乏合适的

体外培养体系及病毒自身特有的感染特点， 目前缺乏

适用于 ＤＡｓｔＶ－２ 检测的商业化 ＥＬＩＳＡ 产品。 基于分

子生物学技术， 研究人员根据 ＤＡｓｔＶ 基因组保守序

列设计引物和探针， 建立了 ＲＴ－ＰＣＲ 和实时荧光定

量 ＰＣＲ 检测技术进行 ＤＡｓｔＶ 的实验室检测［１６］， 但这

些技术对实验设备和条件要求较高， 临床快速检测时

存在不同程度的局限性。
在生物样本检测领域， ＰＯＣＴ 技术以其快速、 便

利和成本低的优势脱颖而出， 它不依赖专业实验室，
无须借助昂贵的实验仪器就能快速得出结果［１７］。
ＲＰＡ 或 ＬＡＭＰ 等快速扩增技术可以实现 ３７ ℃恒温条

件下对核酸样本进行快速扩增， 使得核酸检测变得更

为简便［１８］。 近年来发现的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统因其强

大基因编辑能力被研究人员广泛应用于病原 ＰＯＣＴ 体

系［１９］， 成为一种重要的核酸检测手段。 ＬｂＣａｓ１２ａ，
亦称 Ｃｐｆ１， 是一种由 ＲＮＡ 引导的单链核酸内切酶。
该酶在 ｃｒＲＮＡ 的引导下实现对含有 ＰＡＭ 序列位点的

靶标双链 ＤＮＡ 进行特异性切割， 即顺式切割； 一旦

激活了 ＬｂＣａｓ１２ａ 的顺式切割活性， 该酶亦可以对任

何单链 ＤＮＡ 进行非特异性的反式切割［２０］。 当单链

ＤＮＡ 被 特 异 性 标 记 为 报 告 分 子 时， 就 可 以 将

ＬｂＣａｓ１２ａ 作为一种理想的生物传感器， 实现对多种

生物样品的检测和分析。 本试验的 ＤＮＡ 报告分子两

端分别标记有 ＦＡＭ 和 Ｂｉｏｔｉｎ， 当其被 ＬｂＣａｓ１２ａ 非特

异性反向切割后， 即可被 ＬＦＤ 胶体金试纸捕获， 从

而实现了检测结果的可视化。
徐能劲［２１］利用 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ１２ａ 技术但未结合任

何核酸扩增方法检测猪圆环病毒 ３ 型 （ＰＣＶ３）， 结果

显示其检测限仅为 １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 明显不能满足临床

检测需求。 胡轻轻［２２］ 利用 ＰＣＲ 技术与 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１２ａ 相结合检测伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）， 结果显示

其对 ＰＲＶ 的 ＴＫ 基因具有较高的灵敏性， 检测下限

为 ９×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 仅能够满足一般的猪场实验室

检测要求， 不适于临床快速大量检测。 徐博文等［２３］

利用 ＲＰＡ 对非洲猪瘟病毒核酸进行扩增， 并用
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ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 进行核酸检测， 该方法最小检测量接

近 ５􀆰 ８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 灵敏度远高普通 ＰＣＲ 方法， 这与

本试验的研究结果类似。 因此， 在运用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１２ａ 技术检测病原核酸时， 应首先采用高效率的

核酸 扩 增 方 法 将 靶 标 基 因 进 行 扩 增， 再 结 合

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统的切割活性将检测信号放大， 从

而实现对靶标基因的高灵敏度检测。 本研究将 ＲＰＡ
核酸扩增、 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 核酸切割、 ＬＦＤ 胶体金试

纸显色报告等技术相结合， 建立了一种基于 ＲＰＡ－
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ－ＬＦＤ 检测体系的核酸快速可视化检

测方法， 该方法不仅能够实现对 ＤＡｓｔＶ－２ 核酸的准

确快速检测， 而且仅需肉眼判读检测结果， 大大提高

了鸭星状病毒病的现场诊断效率。
需要注意的是， 在该方法中 ＲＰＡ 引物的设计是

关键技术之一［２４］。 目前尚没有针对 ＲＰＡ 引物设计的

特定程序， 需要研究人员根据 ＲＰＡ 引物设计原则设

计多条引物进行验证， 并根据扩增结果筛选相匹配的

ｃｒＲＮＡ。 ＲＰＡ 扩增时应选择合适的温度， 如果在较低

温度下延长反应时间， 容易发生非特异性的扩增。 在

应用和储存过程中， ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白和 ｃｒＲＮＡ 容易发

生降解； 在检测过程中尽量减少反应管的开盖次数，
避免因气溶胶污染造成假阳性风险。
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