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技术方法

呼肠孤病毒"型%MF5$&MO,PLM检测方法的建立

王!吉! 卫!礼! 贺争鸣! 岳秉飞

%中国食品药品检定研究院(国家实验动物微生物(遗传检测中心#北京!"&&&'&&

!!

!摘要"!目的!建立呼肠孤病毒"型%MF5$&MO,PLM检测方法#应用于实验动物及人用动物源性材料及生

物制品外源 MF5$ 的检测) 方法!根据已发表的呼肠孤病毒"型%MF5$&Q" 基因序列#设计合成引物) 提取 MF5$

细胞毒 MKR#以其为模板#进行 PLM扩增) 优化反应条件#进行特异性(敏感性(重复性试验) 结果!建立的 MF5$

MO,PLM检测方法特异(敏感(稳定) 以 MF5$ MKR逆转录产物为模板#所能检测 MKR最小模板浓度为 &3*%8;9

%

U#

可检测病毒最小滴度为 "&

H#

9-U) 结论!建立的呼肠孤病毒"型%MF5$&MO,PLM检测方法可用于实验动物及人用

动物源性材料及生物制品外源 MF5$ 的检测)

!关键词"!呼肠孤病毒"型$反转录聚合酶链式反应$实验动物$人用动物源性材料及生物制品

!中图分类号" \)G",M$$!!!文献标识码" R!!!文章编号""()",)G'(#%&"%$&#,&&*(,&'
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;55> /D FD</7/X/7=# <8F4/T/4/7=.D> <7.1/0/7=# .D> /7<-/D/-B->F7F47/5D 0/-/7B</D;76FCF45-1/D.D780.<-/> 45D7./D/D;MF5$

;FDF.<.7F-80.7F?.<&3*%8;9

%

U#.D> 76F05?F<7>F7F47/5D X/CB<7/7FC/<"&

H#

9-U@!34@7A9<34!O6F>FXF058F> MO,PLM

-F765> 4.D 1FB<F> /D >F7F47/D;76FQ.--.0/.D NC765CF5X/CB<$ %MF5$& /D 0.15C.75C=.D/-.0.D> 76F1/505;/4.0-.7FC/.0<5C

76F1/505;/4.08C5>B47<T5C6B-.D B<FTC5-76F.D/-.0@

+M=8 K3?>9,!Q.--.0/.D NC765CF5X/CB<$$ MO,PLM$ U.15C.75C=.D/-.0$ V/505;/4.0-.7FC/.0<.D> 76F1/505;/4.0

8C5>B47<T5C6B-.D B<F

!!呼肠孤病毒 $ 型%MF5$&为呼肠孤病毒科的正

呼肠孤病毒属的代表株) 病毒粒子无囊膜#直径

)&D-左 右) 病 毒 基 因 组 是 分 节 段 双 股 MKR

%><MKR&#全基因组分为 U%U"(U%(U$ &(Q%Q"(

Q%(Q$&(J %J"(J%(J$(J*&$ 组共 "& 个节段基因组

成#共编码 "" 种蛋白#其中 G 种结构蛋白#$ 种非结



构蛋白) 此种病毒可感染所有哺乳动物#包括猪(

牛(小鼠(地鼠(豚鼠(猫和犬等 -" H* .

) 并且能在人(

猴(豚鼠(地鼠(猫(狗(猪和牛的原代肾细胞以及

]F0.( V̂([U和 U细胞等传代细胞中增殖并引起细

胞病变) MF5$ 也能感染人#能引起儿童腹泻(呼吸

道感染及脑膜炎等疾病 -* H( .

) 由于上述动物和细

胞存在 MF5$ 的自然感染#不仅会给动物实验带来干

扰#而且用上述动物源性材料或细胞生产的人用生

物制品也可能存在 MF5$ 的潜在污染#对人用动物源

性材料及动物源性生物制品的使用安全造成潜在

威胁 -).

)

因此建立 MF5$ MO,PLM检测方法#开展对实验

动物和人用动物原材料及动物源性生物制品外源

MF5$ 核酸的检测) 不仅对保证实验动物的质量#而

且对保证人用动物源性生物制品原材料及成品的

使用安全性至关重要) 本文旨在建立简单(快速(

特异(敏感的 MO,PLM检测方法#开展对实验动物和

人用动物源性生物材料及其生物制品 MF5$ 的检测)

IN材料和方法

IQIN病毒及样品

呼肠孤病毒 $ 型 %MF5$&(小鼠肺炎 %PdQ& 病

毒(淋巴细胞脉络丛脑膜炎 %ULQ&病毒(小鼠仙台

病毒%Jd&#中国食品药品检定研究院实验动物质量

检测室保存)

IQGN主要试剂

MKR快速提取试剂盒购自 E=;FD 公司$逆转录

试剂盒购自 [FC-FD7.<$ >KOP(O.b ZKR聚合酶和

"&& 18 ZKR-.C_FC均购自 O.̂.M.公司$PLM仪(核

酸琼脂糖凝胶电泳仪(紫外图像分析系统等

IQTN引物设计及合成

分析已报道的 MF5$ 基因组序列#将不同株 Q"

基因进行比对#根据 cFDV.D_ 中登陆的 MF5$ 毒株

基因序列%序列号'Q%)%("3"&选择保守区域作为靶

基因#用 PC/-FCPCF-/FC'3& 软件设计 % 组引物'"['

'r,RLOcLOccRROLcOOLccRc ,$r# "M' 'r,

cROcRcROcRccccOcLcOR ,$r$ %[' 'r,

cLOccLcOOcROOLcOO ,$r# %M' 'r,

cccOLccLOOLOLLOROO,$r) 扩增片断大小分别

为 $'* 18 和 *$" 18) 引物由上海生物工程技术服

务有限公司合成)

IQUN病毒 *$+提取

对正常 VJL," 细胞(MF5$ 感染 VJL," 细胞毒(

小鼠肺炎%PdQ&病毒(小鼠淋巴细胞脉络丛脑膜炎

%ULQ&病毒(小鼠仙台病毒%Jd&#按照 MKR快速提

取试剂盒%E=;FD&操作方法进行 MKR提取) 提取后

立即进行 4ZKR的合成#剩余的 MKR冻存于 H)&q

冰箱备用)

IQZN反转录

通过对随机引物及 RQd逆转录酶浓度进行优

化#确定反转录体系为'' wMKRPLMVBTTFC'

%

U(

>KOP<Q/E7BCF*

%

U(MK.<F[CFF>]

%

N(

%

U(随机引

物 &3'

%

U(MK.<FID6/1/75C"

%

U( RQd反转录酶 &3'

%

U(病毒 MKRG

%

U#反应条件为'*%q孵育 "' -/D(

#'q ' -/D#获得 4ZKR#保存备用)

IQWN*0E/!*检测方法的建立

以获得的 4ZKR为模板进行 PLM扩增) 对 %

组引物 PLM反应体系的 >KOP<浓度("& wVBTTFC浓

度(O.b ]J 酶浓度(引物(模板量(及反应体系的退

火温度及循环次数等进行优化#通过对正常 VJL,"

细胞(MF5$ 感染 VJL," 细胞毒的进行 PLM扩增来

确定 MO,PLM反应的最佳模式)

IQ[N*0E/!*产物的检测

取 '

%

U扩增产物于 "3'o琼脂糖凝胶%含 &3'

%

;9-U+V&进行电泳鉴定) 电泳缓冲液为 " wOR+

% &3&* -509U OC/<乙 酸# &3&&" -509U +ZOR#

8]G3&&#""& d电泳 $& -/D#在紫外成像仪下观察

PLM产物条 带 在 凝 胶 中 的 位 置#以 "&& 18 ZKR

0.>>FCQ.C_FC为参照物#判定结果) MO,PLM阳性扩

增片段进行测序#通过与 cFD1.D_ 中 MF5$ 序列进行

比对以确定 PLM检测的准确性)

IQXN特异性的试验

% 组引物分别以呼肠孤病毒 $ 型%MF5$&(小鼠

肺炎 %PdQ& 病毒(小鼠淋巴细胞脉络丛脑膜炎

%ULQ&病毒(小鼠仙台病毒%Jd&和正常 VJL," 细胞

的反转录产物为模板#用所建立的 PLM方法进行扩

增#扩增产物用琼脂糖凝胶电泳做初步鉴定)

IQ̀N敏感性的试验

%"&MF5$ 细胞毒浓度梯度检测'

取感染滴度为 "&

'3%

9-UMF5$ 病毒液#用 PVJ 做

系列倍比稀释#分设 "&

H"

p"&

H"&

"& 个稀释度) 取

每个稀释度病毒液各 &3' -U制备模板#用所设计的

% 组引物分别进行 MO,PLM扩增#扩增产物经 "3'o

琼脂糖凝胶电泳鉴定#确定所能检测病毒最小滴度)

%%&MF5$ MKR浓度梯度检测'

将起始浓度为 *%3*

%

;9-U的 MKR样本做倍比
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稀释#分设 "&

H"到 "&

H'

' 个浓度梯度进行 MO,PLM

扩增#扩增产物经 "3' o琼脂糖凝胶电泳鉴定#判断

所能扩增的最小 MKR模板浓度)

IQIHN初步应用

"3"&3"!对样品的检测

对 %&"" 年送检的 %' 只 JP[地鼠进行检测) 取

%' 只地鼠肾%编号'" p%' 号&#经过研磨处理后#和

正常 VJL," 细胞与 MF5$ 细胞毒#同时提取 MKR#反

转录# 用引物 " PLM扩增) 扩增产物用琼脂糖凝胶

电泳做初步鉴定)

"3"&3%!检测结果验证

扩增到的阳性样品进行 测 序) 测 序 结 果 经

VURJO分析#与 cFDV.D_ 中 MF5$ 核酸序列进行比

对#验证检测结果的准确性)

GN结果

GQIN*0E/!*检测方法的建立

通过对 % 组引物 PLM反应条件及反应体系的

优化#确定了 PLM最佳反应体系为'"& w+E

O.b

VBTTFC

%Q;

% v

[CFF& %3'

%

U#>KOP<Q/E7BCF%"& --509U&%3'

%

U# O.b ]J 酶 % '`9

%

U& &3'

%

U#上下游引物 % "&

8-509

%

U&各 "

%

U#4ZKR%3'

%

U#补水至 %'

%

U$

PLM最佳反应条件为'#*q预变性 ' -/D$#*q变性

$& <#''q退火 $& <#)%q延伸 " -/D#共 $' 个循环$

)%q再延伸 ' -/D)

GQGN*0E/!*产物的检测

% 组引物对 MF5$ 细胞毒分别扩增到长度约为

$'* 18 和 *$" 18 的特异性目的条带$VJL," 细胞阴

性对照均未扩增到特异性目的条带%结果见图 "&)

从图 " 可以看出#虽然 % 组引物均扩增到特异

性目的条带#但引物 % 扩增效果不如引物 ")

GQTN检测结果的准确性

选择引物 " 与引物 % 的 PLM扩增阳性片段分

别进行测序#测序结果经 VURJO分析#与 cFDV.D_

中 MF5$ 核酸序列同源性分别为 #Go和 ##o#说明

该方法检测准确性较好)

GQUN特异性验证

% 组引物在以 MF5$ 为模板进行扩增有明显

目的条带出现#小鼠肺炎 %PdQ& 病毒(小鼠淋巴

细胞脉络丛脑膜炎 %ULQ& 病毒(小 鼠 仙 台 病 毒

% Jd&和及正常 VJL," 细胞均无目的条带%见图 %

和图 $ & )

图 I!引物 "(% PLM反应条件优化结果

-<DSI!O6FCF<B07<5T8C/-FC"#% PLMCF.47/5D

45D>/7/5D<587/-/:.7/5D

Q'"&&18ZKR-.C_FC$"'PC/-FC" MF5$ X/CB<$

%' PC/-FC" VJL," 4F0045D7C50$$' PC/-FC%MF5$ X/CB<$

*'PC/-FC% VJL," 4F0045D7C50

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"'引物 " MF5$ 毒$

%'引物 " VJL," 细胞对照$$'引物 % MF5$ 毒$

*'引物 % VJL," 细胞对照

图 G!引物 " 特异性验证

-<DSG!J8F4/T/4X.0/>.7/5D CF<B07<5T8C/-FC"

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"' MF5$ X/CB<$

%'VJL,"4F0045D7C50$$' PdQ$*' ULQ$''Jd

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"'MF5$$%'VJL,"

细胞对照$ $'PdQ$*'ULQ$'' Jd

图 T!引物 % 特异性验证

-<DST!J8F4/T/4X.0/>.7/5D CF<B07<5T8C/-FC%

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"'PdQ$%'ULQ$

$'Jd$*'MF5$$''VJL," 细胞对照

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"' PdQ$%' ULQ$$' Jd$

*' MF5$ X/CB<$'' VJL,"4F0045D7C50

图 %(图 $ 说明 % 组引物 PLM检测方法特异性

均较好)
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GQZN敏感性试验

%"&MF5$ 细胞毒浓度梯度检测' 第 " 组引物

在病毒液稀释至 "&

H#

9-U时#仍可见目的条带出

现%见图 * & $第二组引物仅能检测到病毒液原液

浓度)

图 W!利用引物 " 检测 " p"( 号地鼠肾电泳结果

-<DSW!O6FF0F47C5865CF7/4CF<B07<5T>F7F47/5D /D "75"( ;C5BD> -5B<F_/>DF=<B</D;8C/-FC<"

Q'"&&18ZKR-.C_FC$"'MF5$ 毒种$%'VJL," 细胞对照$$ p"G'" p"( 号地鼠肾 PLM产物检测结果

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$ "'MF5$ X/CB<$ %' VJL,"4F0045D7C50$ $ p"G'"75"( ;C5BD> -5B<F_/>DF=<

图 U!引物 "MO,PLM检测敏感性

测定333MF5$ 细胞毒浓度梯度

-<DSU!O6F<4F87/1/0/7=7F<7/D;CF<B07<5TMO,PLM

B</D;8C/-FC<"3L=7575E/445D4FD7C.7/5D ;C.>/FD75TMF5$

Q'"&&18ZKR-.C_FC$"'细胞毒原液$

%'"&

H"稀释$$'"&

H%稀释$*'"&

H$稀释$''"&

H*稀释$

('"&

H'稀释$)'"&

H(稀释$G'"&

H)稀释$

#'"&

HG稀释$"&'"&

H#稀释$""'"&

H"&稀释

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"'O6F<754_ <50B7/5D 5T

4=7575E/4$%' "&

H"

>/0B7/5D$ $'"&

H%

>/0B7/5D$*' "&

H$

>/0B7/5D$'' "&

H*

>/0B7/5D$(' "&

H'

>/0B7/5D$ )' "&

H(

>/0B7/5D$G' "&

H)

>/0B7/5D$#' "&

HG

>/0B7/5D$"&' "&

H#

>/0B7/5D$""' "&

H"&

>/0B7/5D

由图 * 和图 ' 可知第 " 组引物较第 % 组引物敏

感性强)

%%&MF5$ MKR浓度梯度检测'第 " 组引物在

MF5$ MKR模板稀释至 "&

H'时仍可见目的条带出现

%见图 '&#即所能检测到的最小 MKR模板浓度至少

能达到 &3*% 8;9

%

U$第 % 组引物在 MF5$ MKR模板

原浓度时#仅隐约可见目的条带出现)

由上述结果可看出#所建立的 MO,PLM方法#在

保证了特异性的前提下#灵敏度较高#所能检出的

图 Z!引物 "MO,PLM检测敏感性

测定333MF5$ MKR模板浓度梯度

-<DSZ!O6F<4F87/1/0/7=7F<7/D;CF<B07<5TMO,PLM

B</D;8C/-FC<"3MKR7F-80.7F45D4FD7C.7/5D

;C.>/FD75TMF5$

Q'"&&18ZKR-.C_FC$"'MKR原液$

%'"&

H"稀释$$'"&

H%)稀释$*'"&

H$稀释$

''"&

H*稀释$('"&

H'稀释

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$ "'O6F<754_ <50B7/5D

5TMKR$!%' "&

H"

>/0B7/5D$ $'"&

H%

>/0B7/5D$*' "&

H$

>/0B7/5D$'' "&

H*

>/0B7/5D$(' "&

H'

>/0B7/5D

MF5$ 最小病毒滴度可达 "&

H#

9-U#检出的最小 MF5$

MKR浓度为 &3*% 8;9

%

U) 综上比较可得#第 " 组引

物 PLM方法的特异性(灵敏度较第 % 组引物强#适

合作为 MF5$ MO,PLM检测方法)

GQWN初步应用

%3(3"!利用第 " 组引物对 %' 只地鼠肾进行检测'

MF5$ 毒种扩增到长度约 $'* 18 的特异性目的条带#

正常 VJL," 细胞和 " p%' 号地鼠肾均无目的条带出

现%见图 ((图 )&)

TN讨论

MF5$ 作为人畜共患传染病在禽类及有经济价

值的大动物中#在国内外检测的较多#建立的检测

方 法 也 较 多# 包 括 血 清 学 及 分 子 生 物 学 发 方

法 -"#$#G##.

) 但针对实验动物及人用动物源性材料和

人用动物源性生物制品的检测#目前在我国还是空

#*中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



图 [!利用引物 " 检测 ") p%' 号地鼠肾电泳结果

-<DS[!O6FF0F47C5865CF7/4CF<B07<5T>F7F47F> /D ") 75%'

;C5BD> -5B<F_/>DF=<B</D;8C/-FC<"

Q'"&&18 ZKR-.C_FC$"'MF5$ 毒种$

%'VJL," 细胞对照$$ p""'") p%' 号地鼠肾扩增结果

Q'"&&18ZKR-.C_FC$"' MF5$ X/CB<$%' VJL," 4F00

45D7C50$ $ p""'") 75%' ;C5BD> -5B<F_/>DF=<

白) 本实验所建立的 MF5$ MO,PLM检测方法#其目

的主要是用于实验动物及人用动物源性材料和人

用动物源性生物制品潜在 MF5$ 的检测) 尤其是一

些人用生物制品生产用原材料来源于动物的组织(

细胞等#如流行性乙型脑炎%W+&疫苗(麻疹疫苗等)

本实验所建立的 MF5$ MO,PLM检测方法#特异

性试验结果显示#% 组引物特异性均较好$通过敏感

性实验比较#可以看出引物 " 较引物 % 敏感性强(稳

定性好) 引物 " 检测最小病毒滴度可达到 MF5$ 细

胞毒原液 "&

H#

#与本实验室建立的免疫荧光检测方

法检测滴度 "&*3)9-U相比#敏感性要高的多$检测

MKR浓度可达 &3*% 8;9

%

U$引物 % 病毒含量检测只

能达到 MF5$ 细胞毒原液浓度#检测 MKR最小浓度

为 *%3*

%

;9-U) 因此用引物 " 建立的 MF5$ MO,

PLM检测方法较用引物 % 建立的 MF5$ MO,PLM检

测方法更适合应用于实验动物及人用动物源性材

料和人用动物源性生物制品的检测)

本实验之所以选择 %' 只地鼠肾用于 MF5$ 的检

测#是因为目前我国乙脑疫苗生产用细胞来源是

JP[原代地鼠肾细胞或传代地鼠肾细胞) 而地鼠作

为实验动物应用也很广泛) %' 只地鼠肾 MF5$ 病毒

检测均为阴性#与本室 +UIJR方法 MF5$ 抗体检测

均为阴性结果相吻合#更保证了检测结果的准确性

和地鼠使用的安全性)

本实验所建立的 MO,PLM检测方法特异(敏感(

可靠#稳定性好#检测的准确性高#可用于实验动物

及人用动物源性材料和人用动物源性生物制品

MF5$ 及其核酸的携带或残留的检测) 为保证实验

动物的质量及人用动物源性材料和人用动物源性

生物制品的使用安全性提供了可靠依据)
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