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仙台病毒 MP,QLM检测方法的建立
及灰仓鼠中流行情况调查
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#摘要$!目的!建立仙台病毒%JW&MP,QLM检测方法#并对灰仓鼠仙台病毒感染情况进行调查) 方法!根

据 KL[I发表的 JW%;/'#(%)%"#&基因组序列设计引物#建立 MP,QLM方法#对方法的特异性和灵敏性进行验证#并

用该方法检测 (& 份灰仓鼠的肺脏样本) 结果!建立的 JWMP,QLM方法显示有较好的敏感性和特异性'以仙台病

毒为模板扩增产生 "#) 18 的单一目的条带#经测序比对与 KL[I数据库中 JW相关序列的一致率为 #Gk#而以猴副

流感病毒%JW'&(犬瘟热病毒(小鼠肺炎病毒(呼肠孤病毒 III型及腮腺炎病毒为对照无任何条带产生$能检出的 JW

4UKO最低浓度是 #(3G D;9-N$用该方法检测 (& 份灰仓鼠#JW的感染率为 $3$$k%%9(&&) 结论!建立的 JWMP,

QLM方法可用于实验类啮齿动物动物 JW的常规检测#自然条件下灰仓鼠感染 JW的问题不容忽视)

#关键词$!仙台病毒$ 感染$ 检测$ 逆转录,聚合酶链反应$ 灰仓鼠

#中图分类号$ M$$!!#文献标识码$ O!!#文章编号$"()",)G'(%%&"%&"%,&&"G,&'

>5/' "&3$#(#@A@/<<D@"()"3)G'(3%&"%3&"%3&&'
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-F765> F<7.10/<6F> ?.<-5CF<FD</7/]F.D> <8F4/Y/4' 76FCF?.<."#) 18 </D;0F1.D> ?6FD JW?.<B<F> .<7F-80.7F.D> D5
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!!仙台病毒属于副粘病毒科#副粘病毒属#核酸

型为单股负链 MKO#基因组全长 "' $G* 18

-".

#编码

( 个结构蛋白%N#Q#KQ#RK#_#Z&和一个非结构蛋

白 L#其基因排序次序为'$s,NF.>FC,KQ,QrL,Z,_,

RK,N,NF.>FC,'s

-%.

) 仙台病毒传染性强# 容易扩

散# 是啮齿类实验动物最难控制的病毒之一) 啮齿

类实验动物感染 JFW会对其免疫系统(致瘤作用及

繁殖等产生影响#从而影响实验结果 -$.

#动物一旦

感染很难清除#严重影响幼鼠生长发育并降低成年

鼠的繁殖率 -*.

)

现有的实验动物种属和品系已越来越不能满

足科学快速发展的要求#迫切需要开发更多适应不

同要 求 的 新 型 实 验 动 物# 灰 仓 鼠 % SC/B+0$1$O

J/,C%0@C/$O&就是在包虫病研究中筛选出来的一种

鼠类) 灰仓鼠属于啮齿目# 仓鼠科# 仓鼠亚科# 仓

鼠属) 广泛分布于中亚地区#栖息生境从荒漠平原

至海拔$ &&& -以上的高山草甸均有分布) 已查明

该鼠在自然界参与土拉伦(森林脑炎(鼠疫等多种

自然疫源性疾病传播 -'#(.

#并且对仙台病毒易感)

目前我国还没有关于灰仓鼠仙台病毒感染的报道#

也没有可用于灰仓鼠 JW的检测方法) 我们针对仙

台病毒 N基因设计引物#建立了仙台病毒 MP,QLM

检测方法#并对 (& 只采自我国新疆地区的灰仓鼠#

进行 JW感染的检测)

J3材料

JOJ3试剂

OZW逆转录酶(随机引物购自 QC5-F;.公司$

MKO酶 抑 制 剂 购 自 庄 盟 公 司$ P.g R<UKO酶(

>KPQ("&& 18 UKO-.CcFC购自宝生物工程 %大连&

有限公司#MKO提取试剂盒购自 /̀.;FD 公司)

JOH3病毒毒株及疫苗

仙台病毒(猴副流感病毒% JW'&(犬瘟热病毒(

小鼠肺炎病毒(呼肠孤病毒 III型均为本实验室保

存) 腮腺炎病毒减毒活疫苗来自本院病毒一室)

JQ_鸡胚购自北京梅里亚维通实验动物技术有限

公司)

JOP3灰仓鼠

由新疆地方病防治研究所提供) 普通级环境

饲养#(& 只#成年#体重在 % *& S'& & ;之间#雌雄

各半)

H3方法

HOJ3病毒的培养

用 G S"$ 日龄的鸡胚#JFW毒种接种绒毛尿囊

腔#接种后第 * 天收获尿囊液#冻 H)&l备用)

HOH3*$+的提取

取 &3' -N上述上清液按试剂盒的操作说明提

取 MKO#最后用 *&

!

N去 MKO酶的无菌水溶解)

HOP3*0F/!*方法建立

%3$3"!逆转录'%'

!

N反应体系中含 ' nMP1BYYFC

'

!

N#> KPQ%%3' --509N&*

!

N#随机引物%'&&

!

;9

-N&"

!

N#OZW%"& T9

!

N& &3'

!

N#MKO酶抑制剂

%*& T9

!

N&&3'

!

N#病毒 MKOG

!

N#反应条件'$)l

#& -/D#)%l "' -/D#*l ' -/D)

%3$3%!QLM引物设计'参照 KL[I发表的仙台病毒

%;/'#(%)%"#&基因组序列设计引物#引物信息见表 "#

由生工生物工程%上海&有限公司合成#使用时用灭

菌超纯水稀释为 "&

!

Z#QLM产物长度为 "#) 18)

表 J!JFWMP,QLM引物
0;<RJ!QC/-FC<Y5C76FJFWMP,QLM

引物

QC/-FC<

序列%'s至 $s&

JFgBFD4F<%'sH$s&

基因组中的位置

Q5</7/5D /D ;FD5-F

产物长度

QC5>B470FD;76

JWN_

VLPPOLVVVOLOV

OPVOVOP

"%$&$ S"%$%%

"#) 18

JWNM

OPPVPPOPVOOLLV

OLPPVL

"%*G& S"%*##

%3$3$!QLM扩增'反应体系包括#"& nQLM1BYYFC

%3'

!

N#>KPQ%%3' --509N&%

!

N#引物%"&

!

-509N&

各 "

!

N#4UKO%

!

N#P.g R<酶%' T9

!

N&&3'

!

N#灭

菌 >R

%

a"(

!

N) 反应条件'#*l变性 *' <#'(l退

火 *' <#)%l延伸 $& <#共 $' 个循环#最后 )%l延伸

) -/D)

HOQ3*0F/!*方法的验证

%3*3"!敏感性'紫外分光法测定 JW4UKO浓度#将

4UKO"& 倍系列稀释后进行 QLM扩增#测定方法的

最大检出限)

%3*3%!特异性'分别提取小鼠肺炎病毒(呼肠孤病

毒 III型(猴副流感病毒(腮腺炎病毒(犬瘟热病毒(

正常鸡胚尿囊液及小鼠肺脏组织 MKO#用建立的

MP,QLM法进行检测#测定方法的特异性)

HOS3灰仓鼠的检测

每一份样本按以下方法处理'取灰仓鼠肺脏约 "&&

#"中国比较医学杂志 %&"% 年 "% 月第 %% 卷第 "% 期!L6/D \L5-8 ZF># UF4F-1FC%&"%#W50@%%@K5@"%



-;#加入 #&&

!

N灭菌 Q[J#匀浆后"% &&& C9-/D 离心 "&

-/D#上清液用 &3%

!

-滤膜过滤#取 *&&

!

N过滤后的

上清#用 /̀.;FD 公司的 MKO提取试剂盒提取 MKO)

P3结果

POJ3*0F/!*结果及测序

$3"3"!MP,QLM结果'JFW毒株提取 MKO后经 MP,

QLM扩增#%k琼脂糖电泳#可见在 "#) 18 处有预期

的目标条带%图 "&)

$3"3%!MP,QLM产物测序'QLM产物直接送上海生

工公司测序#测序结果与 KL[I数据库比对#与 JFW

%>1A∣ O[%)'*"(3" ∣& 相应序列符合率达 #Gk

%图 %&)

POH3灵敏性测定

紫外 分 光 光 度 法 测 得 JFW 4UKO的 浓 度 为

!!!

图 J3JFW毒种 MP,QLM扩增

"'仙台毒株 %'灭菌双蒸水对照 $'"&& 18 UKO-.CcFC

-=ERJ!MP,QLM.-80/Y/4.7/5D Y5CJFW@

N.DF"' JFD>./]/CB<$ %' KF;.7/]F45D7C50$ $' "&& 18 UKO-.CcFC

图 H3JFW毒种 MP,QLM产物测序比对结果

-=ERH!P6F[NOJPCF<B07<5Y<FgBFD4/D;5YJFWMP,QLM8C5>B47<@

#(G3(

!

;9-N#将 4UKO进行 "&

H"

S"&

H( 稀释#随后

进行 QLM扩增#由图 $ 可见#在 "&

H* 稀释的时候仍

可见目的条带#说明本研究建立的 QLM技术方法能

检测的 JW4UKO最低浓度是 #(3G D;9-N)

POP3特异性测定

分别以小鼠肺炎病毒(呼肠孤病毒 III型(猴副

流感病毒(腮腺炎病毒(犬瘟热病毒及正常的鸡胚

尿囊液和小鼠肺脏组织为对照#用建立的 QLM方法

进行扩增) 电泳结果表明'仅有 JW毒株有 "#) 18

的目的条带#而其他对照均没有任何条带%图 *&#说

明本方法有较好的特异性)

POQ3灰仓鼠中 &1的检测

$3*3"!取灰仓鼠肺组织#提取总 MKO#采用 MP,

QLM方法进行检测#结果检测到 % 份样本阳性%图 '

只显示部分结果&#阳性率为 $3$$k%%9(&&)

$3*3%!JFW阳性样本测序'阳性样本的 QLM产物

送上海生工测序#测序结果与 KL[I发表的 JFW%;1

图 P3敏感性试验结果

"'UKO-.CcFC% S)'JFW4UKO分别 "&

H"

S"&

H(稀释 G'阴性对照

-=ERP!P6FCF<B07<5Y<FD</7/]/7=7F<75Y76FMP,QLM8C5>B47<@

N.DF"' UKO-.CcFC$ % S)' "&

H"

S"&

H(

>/0B7/5D 5YJFW4UKO$ G' KF;.7/]F45D7C50

∣ Ù %"#G&$3" ∣ & 基因组相应序列的符合率为
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图 Q3特异性试验结果

N.DFZ'UKO-.CcFC$"'仙台病毒$%'小鼠肺炎病毒$

$'呼肠孤病毒 III型$*'猴副流感病毒$''腮腺炎病毒$

('犬瘟热病毒$)'正常鸡胚尿囊液$G'小鼠肺脏$#'阴性对照)

-=ERQ!MF<B07<5Y<8F4/Y/4/7=7F<75Y76F>F7F47/5D

7F46D/gBFY5CJFD>./]/CB<@

N.DFZ' UKO-.CcFC$ "' JFD>./]/CB<$ %' QWZ$ $' MF5$$

*' JW'$ '' ZB-8<]/CB<$ (' LUW$ )' K5C-.0.00.D75/4Y0B/>$

G' NBD;5Y-5B<F$ #' KF;.7/]F45D7C50@

图 S3(& 份灰仓鼠样本部分检测结果

"'仙台阳性对照 % S""'样本 "%'阴性对照 Z'UKO-.CcFC

-=ERS!J5-FCF<B07<5YMP,QLM.<<.=Y5C

</E7=SC/B+0$1$OJ/,C%0@C/$O<.-80F<@

N.DF"' JFW85</7/]F45D7C50$ % S""' J.-80F<$

"%' KF;.7/]F45D7C50$ Z' UKO-.CcFC

#Gk#证实为仙台病毒感染%图 (&)

Q3讨论

本实验的灰仓鼠来自新疆地方病防治研究所#

廖立夫教授等早在上世纪 #& 年代就开始从事野生

图 W3灰仓鼠 JFW阳性样本测序比对结果

-=ERW!P6F[NOJPCF<B07<5YMP,QLM8C5>B47<<FgBFD4/D;5Y

JFW,85</7/]F<.-80F<5YSC/B+0$1$OJ/,C%0@C/$O@

灰仓鼠的驯化繁殖工作#现在已经成功繁育出具有

一定规模的动物种群 -).

#虽然目前已有灰仓鼠用于

各种实验研究的报道#但作为一种实验动物#其标

准化程度还较低)

实验啮齿类动物是 JW的自然宿主#自然条件

下 JW能感染小鼠(大鼠(仓鼠和豚鼠) 灰仓鼠作为

新的实验动物品种#迫切需要对其微生物携带情况

进行调查#灰仓鼠与实验常用的地鼠同属仓鼠科#

仓鼠属#实验动物国标将 JW列为 JQ_地鼠的必检

项目 -G.

#因此#我们对灰仓鼠中携带 JFW的情况进

行了调查)

血清学调查显示仙台病毒在小鼠等啮齿类实

验动物中感染率较高#但国内外还没有灰仓鼠中 JW

感染率调查的相关报道) 病毒的分离鉴定是仙台

病毒诊断的金标准#除鸡胚外#JW也可在 [Rb%" 或

WFC5细胞上进行增殖 -$.

#但病毒分离鉴定周期较

长#费时费力$目前#国内主要采用 +NIJO方法检测

动物血清中的 JW抗体#+NIJO虽然具有较高的敏感

性#但需要纯度很高的纯化检测抗原#并不适用于

检测乳鼠和免疫缺陷动物#同时对抗体的检测不能

反应当前病毒的感染情况) QLM技术作为分子生

物学检测的重要方法#具有快速(敏感(简便等优

"%中国比较医学杂志 %&"% 年 "% 月第 %% 卷第 "% 期!L6/D \L5-8 ZF># UF4F-1FC%&"%#W50@%%@K5@"%



点#国 内 外 已 有 JW MP,QLM检 测 方 法 的 相 关 报

道 -# H"".

) 与之相比#我们建立的 JWMP,QLM检测方

法具有更好的特异性和敏感性%结果未显示&#适用

于对动物当前的病毒感染情况进行调查)

虽然本次检出的灰仓鼠 JW感染率较低#阳性

动物也无明显临床症状#但是该病毒可通过直接接

触和空气传播的方式扩散#给整个种群 JW感染的

控制带来很大困难#需要引起我们的重视) 本实验

建立的 JWMP,QLM检测方法#也为今后制定灰仓鼠

质量标准提供了一定的基础数据)

致谢'感谢新疆地方病防治研究所廖立夫教授

等对本课题的大力支持4
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