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水貂阿留申病毒、肠炎病毒与犬瘟热病毒多
重 ＰＣＲ 检测方法的建立与应用

马　 芹，王元智，闫文卓，赵丽丽，陈洪岩，陆涛峰∗

（中国农业科学院哈尔滨兽医研究所，黑龙江省实验动物与比较医学重点实验室，哈尔滨　 １００１９３）

　 　 【摘要】 　 目的　 水貂阿留申病、病毒性肠炎与犬瘟热并称影响水貂健康的三大疫病，拟建立一种可同时检测

三种病毒的多重 ＰＣＲ 检测方法。 方法　 针对三种病毒基因保守区分别设计了 ３ 对特异性引物，对貂阿留申病毒

（ＡＤＶ）和水貂肠炎病毒（ＭＥＶ）的 ＤＮＡ 模板和犬瘟热病毒（ＣＤＶ）的 ＲＮＡ 模板进行了多重 ＰＣＲ 扩增和扩增条件优

化。 结果　 ＰＣＲ 可同时扩增出 ６０１ ｂｐ（ＡＤＶ）、２０５ ｂｐ（ＭＥＶ）和 ４５１ ｂｐ（ＣＤＶ）的特异性目的条带，敏感性试验表明

最低核酸检出量为 ＡＤＶ 每微升 ２􀆰 ６７ × １０４ 拷贝、ＭＥＶ 每微升 ３􀆰 ０２ × １０４ 拷贝和 ＣＤＶ 每微升 １􀆰 ７２ × １０５ 拷贝。 临

床样品检测结果表明多重 ＰＣＲ 和单一 ＰＣＲ 检测结果一致。 结论　 建立的多重 ＰＣＲ 检测方法可快速地检测 ＡＤＶ、
ＭＥＶ 和 ＣＤＶ 单一或混合感染的临床样品。
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ＭＥＶ， ａｎｄ １􀆰 ７２ × １０５ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ μＬ ｆｏｒ ＣＤＶ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ ａｎｄ
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　 　 貂作为重要的经济动物，不仅仅具有经济价

值［１］，同时貂还是流感病毒、ＳＡＲＳ、新城疫病毒、貂
圆环病毒、阿留申病毒以及肠炎病毒的宿主，其中

雪貂对流感病毒十分易感，感染后表现出与人相似

的症状，还能产生免疫反应，因此雪貂可作为研究

流感病毒最佳的实验动物模型。 貂的实验动物化

养殖必须保证背景清晰，并对其携带的病原体进行

控制，所以需要建立一系列针对貂携带的病原体的

检测方法。 水貂阿留申病、病毒性肠炎与犬瘟热并

称影响貂健康的三大疫病［２ － ４］，给貂养殖造成了极

大的影响。 水貂阿留申病是由水貂阿留申病毒

（Ａｌｅｕｔｉａｎ ｍｉｎｋ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＡＤＶ，单链 ＤＮＡ
病毒）引起的一种慢性消耗性疾病，主要特征为浆

细胞增多，γ 球蛋白增多和免疫复合物堆积［５，６］。 水

貂病毒性肠炎是由水貂肠炎病毒 （ｍｉｎｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＭＥＶ，单链 ＤＮＡ 病毒）引起的急性、高度

接触性传染病，主要临床症状是强烈腹泻［７，８］。 水

貂犬瘟热是由犬瘟热病毒 （ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，
ＣＤＶ，单链 ＲＮＡ 病毒）引起的急性、热性、高度接触

性传染病［９，１０］。 临床上这三种病混合感染现象愈发

普遍，本试验拟建立多重 ＰＣＲ 检测方法同时检测

ＡＤＶ、ＭＥＶ 和 ＣＤＶ，为这三种疫病的单一或混合感

染进行快速、准确的诊断。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 病毒和样品

水貂阿留申病毒（ＡＤＶ），貂肠炎病毒（ＭＥＶ），
犬瘟热病毒（ＣＤＶ）及犬腺病毒（ＣＡＶ）由本实验室

保存；临床病料来自黑龙江省周边发病貂场。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒、ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ
Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 购自于 ＴｒａｎｓＧｅｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 购自于 Ａｘｙｇｅｎ；ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体购自宝生物（大

连）工程有限公司；ＰＣＲ 仪购于 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ；电泳仪购

于北京市六一仪器厂；凝胶成像分析系统购于

Ｓａｇｅｃｒｅａｔｉｏｎ；其他常规试剂为分析纯。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物的设计

依据 ＧｅｎＢａｎｋ 收录的 ＡＤＶ、ＭＥＶ、ＣＤＶ 序列，根
据各自保守序列应用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计三对特异

性引物，均由哈尔滨博仕生物技术有限公司合成，
序列如表 １。
１􀆰 ３􀆰 ２　 病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 的提取

阿留申病毒的 ＤＮＡ、肠炎病毒的 ＤＮＡ 及犬瘟

热病毒的 ＲＮＡ 模板，按照 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ
Ｋｉｔ 试剂盒说明书进行提取。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增

利用 Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒，以提取的 ＤＮＡ
和 ＲＮＡ 为模板先进行单一 ＰＣＲ 扩增，检测引物间

的特异性。 又将三种模板混合，构建三重 ＰＣＲ 扩增

体系：Ｒ⁃ｍｉｘ １０ μＬ，Ｅ⁃ｍｉｘ １ μＬ，模板 １􀆰 ５ μＬ，引物 Ｆ
各 ０􀆰 ５ μＬ，引物 Ｒ 各 ０􀆰 ５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ４􀆰 ５ μＬ。 扩增

条件为：４５℃反转录 ３０ ｍｉｎ；９４℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４℃
变性 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ，４０ 个循环；
７２℃再延伸 １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 多重 ＰＣＲ 扩增条件的优化

根据设计的引物，计算 Ｔｍ ＝ （Ａ ＋ Ｔ） × ２ ＋ （Ｇ
＋ Ｃ） × ４，再根据实际情况，设定温度梯度 ＰＣＲ 反应

（梯度为 ５８℃，５７℃，５６℃，５５℃，５４℃），摸索合适的

退火温度。 将三对引物等量混合，分别加入 ２、１􀆰 ５、
１、０􀆰 ５ μＬ 进行 ＰＣＲ 扩增，摸索合适的引物浓度，确
定最佳的多重 ＰＣＲ 扩增条件。
１􀆰 ３􀆰 ５　 特异性试验

利用上述最佳多重 ＰＣＲ 扩增体系和扩增条件，
对水貂阿留申病毒、貂肠炎病毒、犬瘟热病毒及犬

腺病毒样品进行扩增，验证多重 ＰＣＲ 扩增的特

异性。

表 １　 引物信息
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’－ ３’）

位置
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

扩增长度
Ｌｅｎｇｔｈ

ＡＤＶ ⁃Ｆ ＣＴＴＧＧＧＧＴＧＴＡＴＧＧＡＴＧＡ
ＡＤＶ⁃Ｒ ＧＣＴＣＣＧＴＴＴＴＣＴＴＴＴＧＡＧ

２６７０ ～ ３２６９ ６０１ ｂｐ

ＭＥＶ⁃Ｆ ＡＴＧＧＣＣＣＴＴＧＴＧＴＡＧＡＣＧ
ＭＥＶ⁃Ｒ ＴＴＧＧＧＣＴＴＡＣＣＡＣＣＡＴＴＴ

３６８０ ～ ３８８４ ２０５ ｂｐ

ＣＤＶ⁃Ｆ ＡＧＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴＡＧＧＧＴＴ
ＣＤＶ⁃Ｒ ＴＣＣＡＡＡＧＧＧＴＴＣＣＣＡＴＧＡ

７４７ ～ １１９７ ４５１ ｂｐ

８９ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ２７ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １２



注：Ａ、Ｂ 和 Ｃ 分别为 ＡＤＶ、ＣＤＶ 和 ＭＥＶ 的 ＰＣＲ 扩增结果；泳道 １ 为阴性对照；
Ｍ 为 ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ；泳道 ２ ～ ４ 分别为 ＭＥＶ、ＣＤＶ 和 ＡＤＶ。

图 １　 单一 ＰＣＲ 扩增结果

Ｎｏｔｅ． Ａ，Ｂ，Ｃ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＡＤＶ， ＣＤＶ ａｎｄ ＭＥＶ ＰＣＲ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｌｉｎｅ １ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．
Ｍ ｗａｓ ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ． Ｌｉｎｅｓ ２ － ４ ｗｅｒｅ ＭＥＶ， ＣＤＶ ａｎｄ ＡＤＶ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ＰＣＲ ｔｅｓｔ

１􀆰 ３􀆰 ６　 敏感性试验

将 ＡＤＶ、ＭＥＶ、ＣＤＶ 扩增产物（片段分别为 ６０１
ｂｐ、２０５ ｂｐ 和 ４５１ ｂｐ）与 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体连接构建阳

性质粒，利用紫外分光光度计测定浓度并换算成质

粒拷贝数。 将三种阳性质粒等量混合，并进行 １０ 倍

系列稀释，利用多重 ＰＣＲ 进行扩增，检测方法的灵

敏性。
１􀆰 ３􀆰 ７　 临床样品的检测

利用构建的多重 ＰＣＲ 方法，对黑龙江省周边貂

场疑似水貂阿留申病、貂病毒性肠炎和犬瘟热感染

的 １０ 份病料进行 ＰＣＲ 检测，并与单一 ＰＣＲ 检测结

果比较。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 扩增

单一和多重 ＰＣＲ 的扩增产物经琼脂糖凝胶电

泳后，三对引物分别扩增出各自的目的条带，即

ＡＤＶ 为 ６０１ ｂｐ，ＭＥＶ 为 ２０５ ｂｐ，ＣＤＶ 为 ４５１ ｂｐ（图
１），无扩增交叉现象，多重 ＰＣＲ 能同时扩增出三条

片段大小差异明显的条带，与单一 ＰＣＲ 扩增片段大

小一致，不存在引物干扰现象（图 ２），测序结果表明

扩增产物为三种病毒的特异性片段。
２􀆰 ２　 多重 ＰＣＲ 扩增条件的优化

通过设置不同的退火温度，优化多重 ＰＣＲ 扩增

条件，结果表明，在 ５８℃、５７℃、５６℃、５５℃和 ５４℃温

度下均能扩增出 ３ 条目的条带，但当退火温度设为

５５℃时，扩增条带最亮。 通过加入不同体积的引物，
优化多重 ＰＣＲ 扩增条件，结果表明，在 ２ μＬ 和 １􀆰 ５

μＬ 引物下能扩增出 ３ 条目的条带，１ μＬ 的引物不

能扩增出 ＭＥＶ 目的条带，０􀆰 ５ μＬ 的引物不能扩增，
当加入 １􀆰 ５ μＬ 体积的引物时，多重 ＰＣＲ 扩增结果

最佳（图 ３）。 在 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶电泳下扩增条

带效果最佳。

注：泳道 １ ～ ４ 分别为 ＡＤＶ、ＣＤＶ、ＭＥＶ、ＡＤＶ ＋ ＣＤＶ ＋ ＭＥＶ；泳道

５ 为 ５：阴性对照；Ｍ 为 ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ。

图 ２　 三重 ＰＣＲ 扩增结果

Ｎｏｔｅ． Ｌｉｎｅ １－４ ｗａｓ ＡＤＶ， ＣＤＶ， ＭＥＶ， ａｎｄ ＡＤＶ ＋ ＣＤＶ ＋ ＭＥＶ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｌｉｎｅ ５ ｗａｓ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｍ ｗａｓ ｔｈｅ ＤＬ ２０００
ｍａｒｋｅｒ．

Ｆｉｇ． ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｔｅｓｔ

２􀆰 ３　 特异性试验

在最佳的多重 ＰＣＲ 扩增条件下，只能对含有

ＡＤＶ、ＣＤＶ 及 ＭＥＶ 模板的样品扩增出 ６０１ ｂｐ、４５１
ｂｐ、２０５ ｂｐ 条带，ＣＡＶ 样品未扩增出目的条带（图 ４）。
２􀆰 ４　 敏感性试验

将 ＡＤＶ、ＭＥＶ、ＣＤＶ 与 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体构建的质
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注：Ａ 为温度优化；Ｂ 为引物优化泳道；１０ 为阴性对照；Ｍ 为 ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；泳道 １ ～ ５ 分别为 ５８℃、５７℃、５６℃、５５℃和 ５４℃；泳道 ６
～ ９ 分别为 ２、１􀆰 ５、１、０􀆰 ５ｕＬ。

图 ３　 扩增条件优化

Ｎｏｔｅ． Ａ， ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ． Ｂ， ｐｒｉｍｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ． Ｌｉｎｅ１０ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｍ ｗａｓ ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ． Ｌｉｎｅｓ １－５ ｗｅｒｅ ５８℃，
５７℃， ５６℃， ５５℃， ａｎｄ ５４℃， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｌｉｎｅｓ ６ － ９ ｗｅｒｅ ２ μＬ， １􀆰 ５ μＬ， １ μＬ， ａｎｄ ０􀆰 ５ μＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

粒进行测序和序列比对分析，表明成功构建阳性质

粒。 利用紫外分光光度计测定质粒浓度并换算成

拷贝数，ＡＤＶ 的拷贝数为每微升 ２􀆰 ６７ × １０１０ 个，
ＭＥＶ 的拷贝数为每微升 ３􀆰 ０２ × １０１０个，ＣＤＶ 的拷贝

数为每微升 １􀆰 ７２ × １０１０ 个。 将混合的模板进行 １０
倍系列稀释，取不同浓度模板 １􀆰 ５ μＬ 进行多重 ＰＣＲ
扩增，结果是拷贝数为每微升 １０５ 个时能同时扩增

出三条目的条带，拷贝数为每微升 １０４ 个倍时只能

扩增出 ＡＤＶ 和 ＭＥＶ，不能扩增出 ＣＤＶ，拷贝数为每

微升 １０３ 个时不能扩增出目的条带（图 ４）。 多重

ＰＣＲ 最低检测到 ＡＤＶ 每微升 ２􀆰 ６７ × １０４ 拷贝、ＭＥＶ
每微升 ３􀆰 ０２ × １０４ 拷贝和 ＣＤＶ 每微升 １􀆰 ７２ × １０５ 拷

贝。
２􀆰 ５　 临床样品的检测

对来自黑龙江省周边貂场的 １０ 份病貂样品进

行多重 ＰＣＲ 和单一 ＰＣＲ 检测，（图 ５），两种 ＰＣＲ 检

测结果均发现 ＡＤＶ 感染病例有 ６ 例，ＭＥＶ 感染病

例有 ５ 例，ＣＤＶ 感染病例有 ４ 例，表明多重 ＰＣＲ 与

单一 ＰＣＲ 检测结果一致，可以用于临床样品检测。
另外，多重 ＰＣＲ 检测结果显示三重感染率为 ２０％ ，
ＡＤＶ 和 ＭＥＶ 感染率超过 ５０％ ，临床 ＡＤＶ、ＭＥＶ 和

ＣＤＶ 混合感染较严重。

３　 讨论

多重 ＰＣＲ 反应体系较为特殊，需在同一个反应

条件和反应体系下加入多个模板和多对引物，因此

扩增条件要求较高，需摸索最佳的扩增条件，以提

高扩增反应的效率。 影响扩增效率的主要因素有

注：Ａ 为特异性分析；Ｂ 为敏感性分析；泳道 ２、１２ 为阴性对照；Ｍ
为 ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ；泳道 １、３ 分别为 ＡＤＶ ＋ ＣＤＶ ＋ ＭＥＶ、ＣＡＶ；泳

道 ４ ～ １１ 阳性质粒浓度分别为每微升 １０７、１０６、１０５、１０４、１０３、

１０２、１０１、１００ 拷贝。

图 ４　 特异性和敏感性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ；Ｌｉｎｅｓ ２ ａｎｄ １２
ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｍ， ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ． Ｌｉｎｅｓ １ ａｎｄ ３ ｗｅｒｅ ＡＤＶ
＋ ＣＤＶ ＋ ＭＥＶ ａｎｄ ＣＡＶ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｌｉｎｅｓ ４ － １１ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｔ １０７， １０６， １０５，

１０４， １０３， １０２， １０１， ａｎｄ １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

引物和退火温度［１１，１２］等。 在引物方面，需注意以下

几点：（１）引物间不存在互补结构及发卡结构［１３］，
排除引物干扰现象，提高引物的特异性扩增；（２）多
条扩增产物片段大小差异明显，在琼脂糖凝胶电泳

中可明显区分；（３）引物间的 Ｔｍ 值和 ＧＣ％ 含量相

近，保证在同一退火温度下能同时扩增出多条产

物；（４）多重 ＰＣＲ 扩增体系内，引物浓度直接影响扩

增的结果，有必要设立引物浓度梯度摸索合适的引

物浓度。 在扩增温度方面，退火温度对扩增结果影

响较大，需设立温度梯度确定最佳的扩增条件。
水貂阿留申病、病毒性肠炎与犬瘟热并称影响
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注：泳道 １ ～ １０ 分别为临床样品 １ ～ １０；Ｍ 为 ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒ。

图 ５　 临床样品检测

Ｎｏｔｅ． Ｌｉｎｅｓ １－ １０ ｗｅｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ １－ １０．
Ｍ ｗａｓ ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

水貂健康的三大疫病，临床上多为混合感染［２，１４］，其
中水貂阿留申病毒和病毒性肠炎为 ＤＮＡ 病毒，而犬

瘟热病毒为 ＲＮＡ 病毒，由于三种病毒类型不一致，
对多重 ＰＣＲ 方法的构建要求较高。 本试验采用了

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒和一步法扩增试剂盒，将

ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 模板同时在一个扩增体系内扩增，缩
短了样品处理和扩增的时间，可更快地获取到检测

结果，根据检测结果及时地采取防控措施。 本试验

设计的三对引物在扩增过程中不存在引物干扰现

象，可同时扩增出三条目的片段，最佳的退火温度

为 ５５℃；最佳引物体积为 １􀆰 ５ μＬ；三重 ＰＣＲ 敏感性

试验表明可检测到每微升 ２􀆰 ６７ × １０４ 拷贝的阿留申

病毒、每微升 ３􀆰 ０２ × １０４ 拷贝的水貂肠炎病毒和每

微升 １􀆰 ７２ × １０５ 拷贝的犬瘟热病毒，与杜伟雄［１５］ 的

水貂阿留申病毒的敏感性检测相比，敏感度提高了

１０ 倍。
多重 ＰＣＲ 和单一 ＰＣＲ 都具有相当高的敏感

性，可以检测出痕量的核酸模板。 对于实验动物貂

的常规病原检测，本实验建立的多重 ＰＣＲ 可同时检

测 ＡＤＶ、ＭＥＶ 及 ＣＤＶ 三种病原，与单一 ＰＣＲ 相比，
大大降低了工作量，节约了检测成本，可更快地给

出检测结果，及时采取相应的防治措施。 有研究［１６］

报道多重 ＰＣＲ 的灵敏度有所下降，但足以达到检测

的要求。 本实验所建立的三重 ＰＣＲ 可在一次反应

中对疑似 ＡＤＶ、ＭＥＶ 及 ＣＤＶ 感染的水貂进行分子

　 　 　

生物学诊断，且快速、特异、简便和灵敏，具有广阔

的应用前景。
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