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犬库布病毒ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量

ＰＣＲ检测方法的建立及应用
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（１．延边大学农学院，吉林延吉１３３００２；２．中国农业科学院长春兽医研究所；３．吉林大学动物医学院；
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【摘要】　目的　建立可检测狐狸物种中犬库布病毒（ＣａＫｏＶ）的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法。　方法　

利用ＰＣＲ方法扩增狐狸ＣａＫｏＶ的３Ｄ基因５０４ｂｐ，将其克隆到ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ载体，构建重组质粒作为阳性质粒，以其

为模板建立ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，验证其灵敏度、特异性和重复性。　结果　建立的ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法检测目的基因在６．１２×１０
１
～６．１２×１０

８ 拷贝／μｌ时呈良好的线性关系，相关系数

为０．９９４，斜率为－４．３６９，灵敏度６．１２×１０
１ 拷贝／μｌ。该方法对于ＣＰＶ、ＣＤＶ和ＣＣＶ未出现特异性扩增。所有标准曲

线在溶解温度为８６．４９℃时出现单一的特异峰。使用本方法检测２０２１年辽宁、山东地区的２５３份狐狸临床标本，总阳

性率为７．９１％。　结论　建立的ＣａＫｏＶＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ方法敏感、特异，用于狐狸ＣａＫｏＶ感染的快

速检测。
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　犬库布病毒（Ｃａｎｉｎｅｋｏｂｕｖｉｒｕｓ，ＣａＫｏＶ）属于微小

ＲＮＡ病毒科，库布病毒属成员。ＣａＫｏＶ基因组全长

８．１～８．２ｋｂ
［１２］。有一个５＇非翻译区（ＵＴＲ）、一个开

放阅读框（ＯＲＦ）和一个３＇ＵＴＲ。ＯＲＦ含有７３３２～７

３４１个核苷酸（ｎｔ），编码２４４２～２４７５氨基酸（ＡＡ），

分为一个前导蛋白（Ｌ）、３种结构蛋白（ＶＰ０，ＶＰ３和

ＶＰ１）和７种非结构蛋白（２Ａ，２Ｂ，２Ｃ，３Ａ，３Ｂ，３Ｃ，和

３Ｄ），其中３Ｄ蛋白为保守区域
［３］。ＣａＫｏＶ结构蛋白

形成病毒衣壳，其与病毒颗粒的吸附和侵染有关。Ｃａ

ＫｏＶ非结构蛋白和中间体参与ＲＮＡ复制、多蛋白切

·２２·
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割和病毒粒子组装［４］。

库布病毒（ｋｏｂｕｖｉｒｕｓ）于１９８９年在日本爱知县的

急性胃肠炎病人粪便中首次发现，又名爱知病毒

（Ａｃｈｉｖｉｒｕｓ，ＡｉＶ）。此后，在猪牛羊等动物中都检测到

库布病毒。在国际病毒分类委员会公布的第十次病毒

分类报告中将库布病毒进行了分类，分为 Ａｃｈｉｖｉｒｕｓ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ六类
［５６］。其中牛库布病毒（Ｂｏｖｉｎｅ

ｋｏｂｕｖｉｒｕｓ，ＢＫｏＶ）、羊库布病毒（Ｏｖｉｎｅｋｏｂｕｖｉｒｕｓ，

ＯＫｏＶ）属于爱知病毒 Ｂ 型；猪库布病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ

ｋｏｂｕｖｉｒｕｓ，ＰＫｏＶ）属于爱知病毒Ｃ型；ＣａＫｏＶ属于爱

知病毒Ａ型，同型的还有人爱知病毒（Ａｉｃｈｉｖｉｒｕｓ１）

及鼠库布病毒（Ｍｕｒｉｎｅｋｏｂｕｖｉｒｕｓ）
［７８］。

ＣａＫｏＶ首次于２０１１年在美国腹泻犬的粪便中检

测到，随后在英国、意大利、韩国、肯尼亚、日本、泰国和

中国相继被发现，呈全球分布。ＣａＫｏＶ可导致犬科动

物严重腹泻或呼吸道症状，也有感染动物无症

状［３，７，９１２］。ＣａＫｏＶ可通过粪便、口腔途径、污染的食

物或水传播。此外，ＣａＫｏＶ可在小脑、肺、扁桃体和肝

脏中检测到，表明可导致严重的全身感染［３，１３１４］。

目前，我国只在西南地区［１５］、东北地区［３］、安徽

省［１］、唐山市［２］对犬的ＣａＫｏＶ的流行情况进行了少

量的数据统计。本研究拟建立针对狐狸 ＣａＫｏＶ 的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ方法，并用于狐狸

ＣａＫｏＶ感染检测。

材料与方法

１　材料

１．１　病毒　犬细小病毒（ＣａｎｉｎｅＰａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＣＰＶ）和

犬瘟热病毒（Ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）由延边大

学预防兽医学实验室分离保存；犬冠状病毒（Ｃａｎｉｎｅ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，ＣＣＶ）由中国农业科学院长春兽医研究所

分子病毒学与免疫学实验室保存。

１．２　 主要仪器与试剂 　ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＦｌｙ

ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 酶，ＰｅａｓｙＢｌｕｎｔ载 体 及 ＤＬ２０００

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均购自北京全式金生物技术有限公司；

ＵＮＩＱ１０柱式Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ抽提试剂盒购自生工

生物工程上海股份有限公司；质粒提取试剂盒购自杭

州ＡＸＹＧＥＮ公司；ＭＭＬＶ逆转录酶和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购 自 美 国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司。

Ｐｒｉｓｍｒ７５００型荧光定量ＰＣＲ仪为美国 ＡＢＩ公司生

产。

２　方法

２．１　引物设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ中收录的Ｃａ

ＫｏＶ全基因组序列（ＭＮ４４９３４１．１），利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０

软件在３Ｄ序列保守区设计一对特异性引物，扩增片

段大小为 ５０４ｂｐ，ＣａＫｏＶ Ｆ：５＇ＣＣＣＴＧＧＡＡＣＡＣ

ＣＣＡＡＧＧＣＣＧＣＴ３＇；ＣａＫｏＶ Ｒ：５＇ＴＣＴＧＧＴＴＧＣ

ＣＡＴＡＧＡＴＧＴＧＧＴＧ３＇，引物由吉林省库美生物工程

有限公司合成。

２．２　重组质粒的构建　利用 ＵＮＩＱ１０柱式 Ｔｒｉｚｏｌ

总ＲＮＡ 抽提试剂盒提取阳性样本 ＲＮＡ，根据 Ｍ

ＭＬＶ反转录酶反转录体系将ＲＮＡ反转录为Ｃｄｎａ，

以其作为模板，使用引物ＣａＫｏＶＦ／Ｒ扩增５０４ｂｐ的

目的基因片段。将目的基因片段克隆至ＰｅａｓｙＢｌｕｎｔ

载体上构建重组质粒，经库美生物工程有限公司测序

后与 ＮＣＢＩ登录的标准序列比对。计算其浓度为

６．２１×１０
９ 拷贝／μｌ，对其进行１０倍梯度稀释，取６．１２

×１０
８
～６．１２×１０

１ 共计８个稀释度的重组质粒作为

标准品模板。

２．３　ＣａＫｏＶ荧光定量ＰＣＲ方法的建立及反应条件

的优化

２．３．１　反应体系及条件　Ｑｐｃｒ反应总体积为２０μｌ，

其中２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料为１０μｌ，上、下游引

物（２０ｐｍｏｌ／Ｌ）各０．２μｌ，质粒模板１．０μｌ，无核酸水补

足至２０μｌ，同时设置不加质粒阴性对照。反应条件：

９５℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０

个循环。

２．３．２　标准曲线的建立　选 Ａ２６０／Ａ２８０ 在１．８～２．０

之间的质粒进行１０倍梯度稀释，选取６．１２×１０
８
～

６．２１×１０
１ 拷贝／μｌ的质粒作为模板进行荧光定量

ＰＣＲ扩增，利用软件７５００Ｓｏｆｔｗａｒｅｖ２．０．６进行分

析，绘制标准曲线及溶解曲线。

２．３．３　重复性检测　以１０倍梯度稀释的３个梯度

６．１２×１０
６
～６．２１×１０

４ 拷贝／μｌ的标准质粒作为模板

进行组间和组内的平行试验，连续扩增３次，计算组间

和组内的Ｃｔ值误差，评价其重复性。

２．３．４　特异性检测　以ＣＰＶ、ＣＤＶ、ＣＣＶ的ｃＤＮＡ

为模板，用优化的反应体系和反应条件进行ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ，分析其特异性，试验设

无核酸水阴性对照。

２．３．５　灵敏度检测　将１０倍梯度稀释的标准品质粒

作为模板分别进行 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ实时荧光定量

ＰＣＲ扩增，分析该方法检测ＣａＫｏＶ的灵敏度。

２．３．６　动物组织样品的检测　采集２５３份狐狸肺脏，

采用总ＲＮＡ抽提试剂盒提取基因组ＲＮＡ并反转录

成ｃＤＮＡ，使用建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量

ＰＣＲ方法进行检测。

结　果

１　目的基因扩增及标准质粒的制备与鉴定

利用ＣａＫｏＶ特异性引物ＣａＫｏＶＦ／Ｒ扩增出５０４

ｂｐ的目的基因片段，与预期的结果相符（图１）。将目
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的基因片段纯化并克隆到ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ载体上，送至

库美生物有限公司测序并与ＮＣＢＩ登录的标准序列比

对，同源性为９９．４１％。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　３Ｄ基因ＰＣＲ产物　２　阴性对照

图１　犆犪犓狅犞３犇（５０４犫狆）基因犘犆犚鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　３ＤｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ　２　Ｎｅｇ

ａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

犉犻犵．１　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊μ犾狋狅犳犆犪犓狅犞３犇（５０４犫狆）犵犲狀犲

２　实时荧光定量犘犆犚标准曲线的建立

将标准品质粒１０倍梯度稀释，选择其中的６．１２

×１０
８
～６．２１×１０

１ 拷贝／μｌ进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时

荧光定量 ＰＣＲ扩增，自动生成的标准曲线见图２，其

斜率为－４．３６９，截距为４６．６８０，相关系数为０．９９４。

建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法

具有较高的扩增效率，阴性对照未出现非特异性扩增。

图２　犆犪犓狅犞荧光定量犘犆犚标准曲线

犉犻犵．２　犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋狅犳狋犺犲狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狑犻狋犺狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊

３　重复性试验

将不同稀释倍数的标准品进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实

时荧光定量ＰＣＲ扩增，通过统计软件分析扩增结果

（表１、２），其组内变异系数为０．９９％～１．７５％，组间变

异系数为１．１５％～１．５６％。表明建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ实时荧光定量ＰＣＲ方法重复性良好。

表１　荧光定量犘犆犚检测犆犪犓狅犞的组内统计

犜犪犫犾犲１　犛狋犪狋犻狊狋犻犮狊狅犳犆犪犓狅犞犱犲狋犲犮狋犻狅狀犫狔犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ

犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狑犻狋犺犻狀狋犺犲犵狉狅狌狆狊

标准模板（拷贝／μｌ）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｅｍｐｌａｔｅｃｏｐｉｅｓ

同一批次３个重复的Ｃｔ值

Ｃｔｖａｌｕｅｏｆｉｎｔｒａａｓｓａｙ

１ ２ ３

平均值±标准差

狓±狊

变异系数

ＣＶ（％）

４．５×１０
６ １２．３８ １２．２４ １２．４８ １２．３７±０．１２ ０．９９

４．５×１０
５ １７．５５ １７．４０ １６．９６ １７．３０±０．３０ １．７５

４．５×１０
４ ２１．７８ ２１．１３ ２１．３７ ２１．４３±０．３３ １．５２

表２　荧光定量犘犆犚检测犆犪犓狅犞的组间统计

犜犪犫犾犲２　犛狋犪狋犻狊狋犻犮狊狅犳犆犪犓狅犞犱犲狋犲犮狋犻狅狀犫狔犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ

犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲犵狉狅狌狆狊

标准模板（拷贝／μｌ）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｅｍｐｌａｔｅｃｏｐｉｅｓ

同一批次３个重复的Ｃｔ值

Ｃｔｖａｌｕｅｏｆｉｎｔｒａａｓｓａｙ

１ ２ ３

平均值±标准差

狓±狊

变异系数

ＣＶ（％）

４．５×１０
６ １２．５３ １２．３４ １２．６４ １２．５２±０．１７ １．３８

４．５×１０
５ １７．９７ １７．６０ １７．６３ １７．７３±０．２０ １．１５

４．５×１０
４ ２１．７３ ２１．８３ ２２．３７ ２１．９８±０．３４ １．５６

４　特异性试验

以ＣＰＶ、ＣＤＶ、ＣＣＶ为模板，采用建立的ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ方法进行扩增，验证方法

的特异性。结果显示对照样品均未出现特异性扩增，

表明该方法具有较高的特异性。

５　溶解曲线

对不同拷贝浓度的标准品质粒进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ实时荧光定量ＰＣＲ扩增，进行溶解温度分析，结果

见图３。不同拷贝浓度标准品质粒的溶解温度均为

８６．４９℃，波峰高度与标准品质粒拷贝浓度呈正相关。

图３　犆犪犓狅犞荧光定量犘犆犚扩增产物溶解曲线

犉犻犵．３　犕犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲狅犳狋犺犲犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ 犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

６　灵敏度试验

分别用６．１２×１０
８
～６．２１×１０

１ 拷贝／μｌ的标准品

作为模板进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ扩

增，结果显示当反应体系中含有６．１２×１０
１ 拷贝／μｌ标
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准质粒ＤＮＡ时，仍然可产生特异性扩增，而阴性对照

未观察到特异性扩增（图４）。

１～８　６．１２×１０
８
～６．２１×１０

１拷贝／μｌ

图４　实时荧光定量犘犆犚检测犆犪犓狅犞的灵敏度

１－８　６．１２×１０
８
－６．２１×１０

１
ｃｏｐｉｅｓ／μｌ

犉犻犵．４　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犛犢犅犚犌狉犲犲狀Ⅰ 犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

７　动物组织样品的犆犪犓狅犞检测

采用建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ

方法对采自辽宁、山东地区狐狸养殖场的２５３份狐狸

肺脏样品进行检测ＣａＫｏＶ，其中山东省威海市样品的

阳性率为７．５９％（１２／１５８），辽宁省沈阳市、鞍山市样

品的阳性率为８．４２％（８／９５），总阳性率为７．９１％（２０／

２５３）（表３）。

表３　狐狸肺组织样品采集地及犆犪犓狅犞检测结果

犜犪犫犾犲３　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犳狅狓狊犪犿狆犾犲狊犪狀犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊

狅犳犆犪狀犻狀犲犽狅犫狌狏犻狉狌狊

样品编号

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

样品采集地区

Ｓａｍｐｌｅａｒｅａ

Ｃｔ值

Ｃｔｖａｌｕｅ

拷贝数（拷贝／μｌ）

Ｃｏｐｙｖａｌｕｅ（ｃｏｐｉｅｓ／μｌ）

１ 山东省威海市 ３０．２２ ８．２３×１０
２

２ 山东省威海市 ２８．２２ ２．３０×１０
３

３ 山东省威海市 ２９．３８ １．２７×１０
２

４ 山东省威海市 ３０．０８ ８．８５×１０
２

５ 山东省威海市 ２０．６８ １．１０×１０
５

６ 山东省威海市 ２９．７１ １．０７×１０
３

７ 山东省威海市 ３１．８６ ３．５５×１０
２

８ 山东省威海市 ３２．５５ ２．４９×１０
２

９ 山东省威海市 ３２．１７ ３．０３×１０
２

１０ 山东省威海市 ３０．９５ ５．６８×１０
２

１１ 山东省威海市 ３２．０３ ３．２５×１０
２

１２ 山东省威海市 ３１．０２ ５．４７×１０
２

１３ 辽宁省沈阳市 ２７．３５ ３．５９×１０
３

１４ 辽宁省沈阳市 ２７．７１ ２．９９×１０
３

１５ 辽宁省沈阳市 ３１．６５ ３．９６×１０
２

１６ 辽宁省鞍山市 ３１．２６ ４．８３×１０
２

１７ 辽宁省鞍山市 ３１．８８ ３．５１×１０
２

１８ 辽宁省鞍山市 ３０．９６ ５．６４×１０
２

１９ 辽宁省鞍山市 ３１．５８ ４．１１×１０
２

２０ 辽宁省鞍山市 ３１．５２ ４．２４×１０
２

讨　论

ＣａＫｏＶ是无囊膜单股正链ＲＮＡ病毒，基因组全

长８．１～８．２ｋｂ，有相对较高的ＧＣ含量（５９％），其中

３Ｄ基因为高度保守序列，因此选择３Ｄ基因作为ＰＣＲ

检测的目的基因片段［１０，１６，１７］。ＣａＫｏＶ传染途径多且

分布广泛，自２０１１年于美国报道后，呈现全球分布。

ＣａＫｏＶ可感染动物体内多种器官，症状表现为腹泻、

呕吐以及呼吸道症状，与感染其它犬科肠道病毒的症

状相似，并且容易与其它犬科病毒共感染。因此，根据

临床症状和病理变化很难区分患病动物所感染病

毒［１７］。

狐狸为ＣａＫｏＶ易感动物，因此开发一种快速、准

确的检测方法对狐狸养殖业具有重要意义。目前，常

规ＰＣＲ检测ＣａＫｏＶ的最低拷贝数为１×１０
３ 拷贝／

μｌ
［１８］，ＢＫｏＶ的实时荧光定量ＰＣＲ检测方法所能检出

的最低拷贝数为４．８６×１０
２ 拷贝／μｌ

［１９］。本实验中制

备的模板在６．２１×１０
１ 拷贝／μｌ时依然可检测到特异

性扩增，证明方法灵敏度高。用本实验建立的ＣａＫｏＶ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ方法检测犬科动

物常见的其它肠道病毒，未出现交叉反应，体现了较高

的特异性。其组内和组间变异系数小于２％，表明该

方法具有良好的稳定性和重复性。采用建立的ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法检测采自辽宁、

山东的２５３份狐狸肺脏样品，阳性率为７．９１％。表明

ＣａＫｏＶ在养殖狐狸中呈流行趋势。ＣａＫｏＶ传染途径

多样化，感染动物易出现腹泻、呕吐、呼吸道症状以及

全身多处器官共同感染情况，应及早发现并及时预防，

避免对狐狸养殖业造成重大的经济损失。

本实验建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ实时荧光定量

ＰＣＲ方法稳定性、重复性及特异性良好，灵敏度高，可

用于ＣａＫｏＶ的临床感染检测以及流行病学调查。
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９５．４０％
［７］，阳性样品包括血液、肝脏、肾脏、脾脏及脑

等，与文献［１７１９］报道的ＰＥＲＶ在猪体内的分布情

况一致。因此可使用本研究建立的ｑＰＣＲ 法筛选

ＰＥＲＶ感染的特有地方猪种，从而为异种移植优良供

体的选育提供技术参考。

综上所述，本研究成功建立了 ＰＥＲＶ ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩｑＰＣＲ检测方法，该方法敏感、特异，重复性

好，可用于ＰＥＲＶ的感染检测、器官组织的病毒载量

分析及ＰＥＲＶ的分子流行病学调查。
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［１０］　ＯｅｍＪＫ，ＣｈｏｉＪ，ＡｌｆｉｅｒｉＡＦ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｉｎｅｋｏｂｕｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎ

Ｋｏｒｅａｎｄｏｇｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＶｉｒｏｌ，２０１４，１５９（１０）：２７５１２７５５．

［１１］　ＤｉＭａｒｔｉｎｏＢ，ＤｉＦｅｌｉｃｅＥ，ＣｅｃｉＣ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｉｎｅｋｏｂｕｖｉｒｕｓｅｓｉｎｄｉ

ａｒｒｈｏｅｉｃｄｏｇｓｉｎＩｔａｌｙ［Ｊ］．ＶｅｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１３，１６６（１２）：２４６

２４９．

［１２］　周秀蓉，肖霜艳，康桦华，等．动物库布病毒试验进展［Ｊ］．中国动
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ｎｉｎｅｈｏｍｏｌｏｇｏｆｈｕｍａｎＡｉｃｈｉｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２０１１，８５（２１）：

１１５２０１１５２５．

［１４］　ＬｉｕＤ，ＬｉｕＦ，ＧｕｏＤ，ｅｔａｌ．ＯｎｅｓｔｅｐｔｒｉｐｌｅｘＰＣＲ／ＲＴＰＣＲｔｏｄｅ
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ｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１０，２（８）：１８０４１８２０．

［１７］　ＨａａｋｅＣ，ＣｏｏｋＳ，ＰｕｓｔｅｒｌａＮ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｃｏｍ

ｐａｎｉｏｎａｎｉｍａｌｓ：ｖｉｒｏｌｏｇｙ，ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ

ｆｅａｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０２０，１２（９）：１０２３．

［１８］　ＷａｎｇＹ，ＣｕｉＹ，ＬｉＹ，ｅｔａｌ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
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［１９］　李慧平，我国部分省牛库布病毒的检测及基因组试验［Ｄ］．重庆：

西南民族大学，２０２０．
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