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树鼩腺病毒渊栽粤灾冤孕悦砸 方法的建立及初步应用

王淑菁袁付摇 瑞袁李晓波袁王摇 吉袁卫摇 礼袁巩摇 薇袁贺争鸣袁岳秉飞

渊中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所曰国家实验动物质量检测中心袁北京摇 员园园园缘园冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 建立树鼩腺病毒渊栽粤灾冤孕悦砸 检测方法袁并进行初步应用遥 方法摇 根据 晕悦月陨 公布的 栽粤灾 基

因组序列袁选择 员怨源员愿鄄员怨怨员苑 区域人工合成一段 阅晕粤 序列并转入质粒中袁作为阳性标准质粒遥 设计 员 对特异性引

物建立 栽粤灾 孕悦砸 检测方法袁考察其特异性和灵敏度遥 应用该 孕悦砸 方法对 远园 份树鼩血 阅晕粤 及 缘远 份树鼩粪便 阅晕粤
进行检测遥 结果摇 所建立的 孕悦砸 检测方法经特异性和灵敏度测定袁最低可检测 员猿郾 缘 曾员园 原苑 滋早 辕 皂蕴袁与其他腺病毒

无交叉袁特异性好袁灵敏度较高遥 远园 份树鼩血 阅晕粤 检测均为阴性袁缘远 份树鼩粪便 阅晕粤 检测有 圆源 份阳性袁通过测序

证实树鼩粪便中 栽粤灾 感染率为 源圆郾 怨豫 袁与扩增结果一致遥 结论摇 建立的树鼩腺病毒 孕悦砸 检测方法特异性强袁灵敏

度高袁可用于树鼩腺病毒的常规检测中遥
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摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻摇 栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬灶凿 葬责责造赠 葬灶 藻枣枣藻糟贼蚤增藻 孕悦砸 葬泽泽葬赠 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 栽怎责葬蚤葬 渊 贼则藻藻 泽澡则藻憎冤
葬凿藻灶燥增蚤则怎泽 渊栽粤灾冤援 酝藻贼澡燥凿泽 摇 粤糟糟燥则凿蚤灶早 贼燥 晕悦月陨 郧藻灶遭葬灶噪袁 栽粤灾 早藻灶燥皂藻 阅晕粤 枣则燥皂 员怨源员愿 贼燥 员怨怨员苑 憎藻则藻 泽赠灶贼澡藻贼蚤扎藻凿
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揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 栽怎责葬蚤葬 渊贼则藻藻 泽澡则藻憎冤曰 粤凿藻灶燥增蚤则怎泽曰 孕悦砸曰 阅藻贼藻糟贼蚤燥灶

摇 摇 树鼩渊 贼则藻藻 泽澡则藻憎袁 栽怎责葬蚤葬 遭藻造葬灶早藻则蚤冤袁属于攀鼩

目树鼩科袁主要生活在热带和亚热带森林尧灌丛尧村
落附近袁在东南亚和我国云南尧广西尧海南尧贵州等

地有较多分布遥 树鼩被认为是灵长类最亲密的近



亲袁已有报道表明树鼩非常适合用于研究人体的近

视尧心理应激和肝炎等问题咱员暂 遥 因此袁树鼩作为一

种新型实验动物资源越来越受重视遥 目前研究中

使用的树鼩大多来自野外或驯化后代袁实验动物的

质量难以保证袁其自然携带病毒尚不清楚遥 将野生

树鼩进行人工驯化尧饲养尧繁殖与规范化管理袁对其

携带的病毒尧细菌尧寄生虫指标进行控制袁建立标准

化的树鼩种群势在必行咱圆袁猿暂 遥
腺病毒渊 葬凿藻灶燥增蚤则怎泽袁 粤阅灾冤属于腺病毒科遥 迄

今为止已发现至少 员园园 多种腺病毒可感染人尧哺乳

动物和禽类遥 腺病毒可引起多种急性上呼吸道感

染尧急性眼结膜炎尧急性出血性膀胱炎尧腹泻等咱源暂 遥
愿园 年代以来袁国内外学者从野生树鼩的咽拭子尧肾
组织培养物和粪便中分离出树鼩腺病毒遥 目前尚

未建立相应的树鼩腺病毒血清学和分子生物学检

测方法遥 因此袁本研究将建立树鼩腺病毒渊 栽粤灾冤
孕悦砸 检测方法袁并进行初步应用遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 阳性标准质粒和毒种

由于目前无树鼩腺病毒标准毒种及分离株袁将
构建阳性标准质粒作为阳性对照遥 查询 晕悦月陨 上树

鼩腺病毒渊栽粤灾冤序列袁选择树鼩腺病毒基因组保守

特异区域渊员怨源员愿鄄员怨怨员苑 区域冤袁委托 栽葬噪葬则葬 公司合

成约 缘园园遭责 目的片段袁插入 责酝阅员愿鄄栽 载体袁构建阳

性标准质粒遥 禽腺病毒 陨 型渊悦耘蕴韵 灾砸鄄源猿圆 株冤购

买于 粤栽悦悦袁禽腺病毒 陨陨陨 型渊耘阅杂 粤灾员圆苑 株冤购于中

国兽药监察所遥 猴腺病毒鄄员 和猴腺病毒 原 圆园 均为

本科室保存遥
员郾 圆摇 引物设计

使用 责则蚤皂藻则 缘 软件在 栽粤灾 员怨源员愿鄄员怨怨员苑 区域设

计引物遥 上游引物院郧悦郧郧粤郧悦郧郧郧栽栽郧栽粤 郧郧郧栽粤曰
下游引物院 栽悦郧栽郧悦郧郧悦栽郧郧悦郧栽栽栽栽遥 委托 栽葬噪葬则葬
公司合成遥
员郾 猿摇 样本采集及 阅晕粤 提取

样本均为云南来源树鼩遥 无菌采集 远园 份树鼩

耘阅栽粤 抗凝血袁使用 匝蚤葬早藻灶 的 阅灶藻葬泽赠 月造燥燥凿 驭 栽蚤泽泽怎藻
运蚤贼 试剂盒渊悦葬贼援 晕燥远怨缘园源冤提取血 阅晕粤遥 采集 缘远 份

树鼩粪便袁使用 匝蚤葬早藻灶 的 阅晕粤 杂贼燥燥造 酝蚤灶蚤 运蚤贼 的试剂

盒渊悦葬贼援 晕燥缘员缘园源冤提取粪便 阅晕粤遥 详细操作根据产

品说明书遥
员郾 源摇 孕悦砸 扩增体系

孕悦砸 反应体系为 圆缘 滋蕴袁包括院员园 曾 孕悦砸 遭怎枣枣藻则

圆郾 缘 滋蕴袁凿晕栽孕 圆 滋蕴袁凿凿匀圆韵 员苑郾 猿缘 滋蕴袁引物各 员 滋蕴袁
阅晕粤 员 滋蕴袁匀杂 栽葬择 酶 园郾 员缘 滋蕴遥 孕悦砸 反应条件为院
怨源益 预变性 缘 皂蚤灶曰怨源益 员 皂蚤灶袁退火温度 员 皂蚤灶袁苑圆益
员 皂蚤灶袁猿缘 个循环曰苑圆益 员园 皂蚤灶遥 孕悦砸 产物进行琼脂糖

电泳测定遥 孕悦砸 产物送 栽葬噪葬则葬 公司进行序列测定遥
员郾 缘摇 特异性测定

将扩增得到的目的片段测序袁与 晕悦月陨 序列比

对确定是否为特异性片段遥 提取禽腺病毒 陨 型尧禽
腺 陨陨陨 型尧猴腺病毒鄄员袁猴腺病毒 原 圆园袁考察该方法的

特异性遥
员郾 远摇 灵敏度测定

阳性标准质粒的 阅晕粤 浓度为 员猿郾 缘 滋早 辕 皂蕴袁将
其倍比稀释从 员猿郾 缘 伊 员园园至 员猿郾 缘 伊 员园 原怨 滋早 辕 皂蕴袁
以考察该 孕悦砸 方法的灵敏度遥
员郾 苑 初步应用

使用该 孕悦砸 方法检测 远园 份树鼩血 阅晕粤 及 缘远
份树鼩粪便 阅晕粤遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 反应体系的建立

栽粤灾 经特异性扩增得到 源怨缘 遭责 目的片段袁将扩

增得到的目的片段经测序后袁与 晕悦月陨 网站上的序

列一致率为 员园园豫 遥
圆郾 圆摇 特异性测定

以禽腺病毒 陨 型尧禽腺 陨陨陨 型尧猴腺病毒鄄员袁猴腺

病毒鄄圆园 做对照袁结果显示仅树鼩腺病毒阳性质粒

扩增得到 源怨缘 遭责 目的片段渊图 员冤遥
圆郾 猿摇 灵敏度测定

倍比稀释树鼩腺病毒阳性质粒 阅晕粤袁浓度从

员猿郾 缘 伊 员园园至 员猿郾 缘 伊 员园 原怨 滋早 辕 皂蕴袁结果显示其灵敏

度至 员猿郾 缘 伊 员园 原苑滋早 辕 皂蕴渊图 圆冤遥
圆郾 源摇 初步应用

提取 远园 份树鼩血 阅晕粤袁孕悦砸 方法检测树鼩腺

病毒结果均为阴性遥 提取 缘远 份树鼩粪便 阅晕粤袁使
用该引物扩增袁有些 阅晕粤 样品在 源怨缘 遭责 左右出现

两条疑似条带渊图 猿冤遥 由于这两条带片段大小十分

相近袁无法判定哪条是所扩增的目的条带袁即 源怨缘
遭责鄄粤尧源怨缘 遭责鄄月渊图 源冤袁将两条带均切胶纯化后测

序遥 测序得到的序列与 晕悦月陨 网站序列比对袁源怨缘
遭责鄄粤 与树鼩腺病毒序列一致袁说明该条带为目的片

段曰而 源怨缘 遭责鄄月 与亚希热菌属序列一致率为 怨猿豫 袁
为非特异扩增遥 此外袁将 源怨缘 遭责鄄粤 与 源怨缘 遭责鄄月 比

对袁无任何相似序列遥
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酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰员院树鼩腺病毒阳性质粒曰
圆院禽腺病毒 陨 型曰猿院禽腺病毒 陨陨陨 型曰

源院猴腺病毒鄄员曰缘院猴腺病毒鄄圆园曰远院阴性对照

图 员摇 特异性实验

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰员院栽粤灾 责燥泽蚤贼蚤增藻 责造葬泽皂蚤凿曰
圆院悦耘蕴韵曰猿院耘阅杂曰源院杂粤凿增鄄员曰
缘院杂粤凿增鄄圆园曰远院晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造

云蚤早援 员摇 杂责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 孕悦砸 贼藻泽贼

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰 员院员猿郾 缘 滋早 辕 皂蕴曰 圆院员猿郾 缘 伊 员园 原员 滋早 辕 皂造曰
猿院员猿郾 缘 伊 员园 原圆滋早 辕 皂蕴曰 源院员猿郾 缘 伊 员园 原 猿 滋早 辕 皂蕴曰 缘院员猿郾 缘 伊
员园 原源滋早 辕 皂蕴曰 远院员猿郾 缘 伊 员园 原 缘 滋早 辕 皂蕴曰 苑院员猿郾 缘 伊 员园 原远 滋早 辕
皂蕴曰 愿院员猿郾 缘 伊 员园 原苑滋早 辕 皂蕴曰 怨院员猿郾 缘 伊 员园 原愿滋早 辕 皂蕴援

图 圆摇 灵敏度实验

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰 员院员猿郾 缘 滋早 辕 皂蕴曰 圆院员猿郾 缘 伊 员园 原员 滋早 辕 皂蕴曰
猿院员猿郾 缘 伊 员园 原圆滋早 辕 皂蕴曰 源院员猿郾 缘 伊 员园 原 猿 滋早 辕 皂蕴曰 缘院员猿郾 缘 伊
员园 原源滋早 辕 皂蕴曰 远院员猿郾 缘 伊 员园 原 缘 滋早 辕 皂蕴曰 苑院员猿郾 缘 伊 员园 原远 滋早 辕
皂蕴曰 愿院员猿郾 缘 伊 员园 原苑滋早 辕 皂蕴曰 怨院员猿郾 缘 伊 员园 原 愿滋早 辕 皂蕴援

云蚤早援 圆摇 杂藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 孕悦砸 贼藻泽贼

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰栽粤灾院树鼩腺病毒阳性质粒曰员 原 圆园尧圆圆 原 源员尧源猿 原 缘愿院 缘远 份树鼩粪便 阅晕粤曰圆员尧源圆尧缘怨院阴性对照

图 猿摇 缘远 份树鼩粪便 阅晕粤 孕悦砸 扩增结果

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰栽粤灾院栽怎责葬蚤葬 渊贼则藻藻 泽澡则藻憎冤 葬凿藻灶燥增蚤则怎泽 责燥泽蚤贼蚤增藻 责造葬泽皂蚤凿曰
员 原 圆园袁圆圆 原 源员袁源猿 原 缘愿院 缘远 泽贼燥燥造 阅晕粤 泽葬皂责造藻泽 燥枣 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽曰 圆员袁源圆袁缘怨院晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造

云蚤早援 猿摇 栽澡藻 孕悦砸 则藻泽怎造贼泽 燥枣 缘远 泽贼燥燥造 阅晕粤 泽葬皂责造藻泽 燥枣 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽
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摇 摇 使用 阅晕粤泽贼葬则 软件将 源怨缘 遭责鄄粤 序列与 晕悦月陨 网
站上提供的树鼩腺病毒尧猴腺病毒 陨 型尧人腺病毒尧
禽腺病毒 陨 型及 陨陨陨 型序列进行同源性比对袁并作出

遗传进化树渊图 缘尧远冤遥 由图可知袁栽粤灾鄄源怨缘鄄粤 与树

鼩腺病毒比对一致率为 员园园豫 遥 与禽腺病毒相比袁
树鼩腺病毒与同为灵长类的人腺病毒尧猴腺病毒 陨
型序列同源性最高遥
猿摇 讨论

阅葬则葬蚤 等咱缘暂 员怨愿园 年报道从 猿愿 份树鼩肾组织培

养物中分离到 员 株 栽粤灾袁能凝集大鼠和人野韵冶型红

细胞遥 陈元鼎等咱远暂 员怨愿苑 年报道袁从 怨园 份成年云南

树鼩大便中检测到 员圆 份腺病毒阳性样本袁阳性率为

猿豫 遥 吴小闲等咱苑暂员怨怨园 年报道袁从云南野生树鼩咽

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰员 原 源院源怨缘 遭责鄄粤 条带曰
缘院树鼩腺病毒阳性质粒曰远 原 怨院源怨缘 遭责鄄月 条带

图 源摇 测序用 源怨缘遭责鄄粤 与 源怨缘遭责鄄月 片段

酝院员园园 遭责 皂葬则噪藻则曰员鄄源院源怨缘 遭责鄄粤 遭葬灶凿曰
缘院栽粤灾 责燥泽蚤贼蚤增藻 泽贼葬灶凿葬则凿 责造葬泽皂蚤凿曰远鄄怨院源怨缘 遭责鄄月 遭葬灶凿

云蚤早援 源摇 源怨缘 遭责鄄粤 葬灶凿 源怨缘 遭责鄄月 遭葬灶凿泽 枣燥则 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早

图 缘摇 栽粤灾鄄源怨缘鄄粤 与多个种属腺病毒序列的同源性比较

云蚤早援 缘摇 匀燥皂燥造燥早赠 糟燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 泽藻择怎藻灶糟藻泽 燥枣 栽粤灾鄄源怨缘鄄粤 葬灶凿 皂怎造贼蚤责造藻 泽责藻糟蚤藻泽 葬凿藻灶燥增蚤则怎泽

图 远摇 栽粤灾鄄源怨缘鄄粤 与多个种属腺病毒间的遗传进化树

云蚤早援 远摇 孕澡赠造燥早藻灶藻贼蚤糟 贼则藻藻 枣燥则 贼澡藻 栽粤灾鄄源怨缘鄄粤 葬灶凿 皂怎造贼蚤责造藻 泽责藻糟蚤藻泽 葬凿藻灶燥增蚤则怎泽 泽藻择怎藻灶糟藻泽
拭子尧肾细胞培养物和粪便中分离出 员园 株 栽粤灾袁并
鉴定为 圆 个血清型 渊 栽粤灾鄄员 和 栽粤灾鄄圆冤遥 韩建保

等咱愿暂使用人源 耘蕴陨杂粤 试剂盒对 圆苑圆 份野生俘获和

人工繁殖的中缅树鼩血清样本进行腺病毒等六种

病毒的检测袁结果腺病毒 陨早郧 抗体均为阴性遥
本研究中由于没有标准毒株及分离株袁人工构

建了阳性标准质粒作为阳性对照遥 根据 晕悦月陨 网站

提供的 栽粤灾 序列袁通过与人腺病毒尧猴腺病毒尧鼠腺

病毒及禽腺病毒的序列比对袁选择其特异区域渊即
员怨源员愿鄄员怨怨员苑 区域冤人工合成一段 阅晕粤 序列袁插入

责酝阅员愿鄄栽 载体袁构建了阳性标准质粒遥
根据构建的阳性标准质粒的序列袁设计 员 对特

异性引物袁并进行反应体系的优化袁建立了 栽粤灾 的

孕悦砸 检测方法袁结果显示该方法特异性好袁灵敏度

可至 员猿郾 缘 曾员园 原苑滋早 辕 皂蕴遥
使用该 孕悦砸 方法对 远园 份树鼩血 阅晕粤 检测袁结

果均为阴性遥 对 缘远 份树鼩粪便 阅晕粤 检测袁结果显

示有目的条带扩增袁此外发现有非特异性条带扩

出遥 由于非特异性条带与目的条带的大小相近袁对
两个片段均进行测序验证遥 结果显示袁测序证实树

鼩粪便中 栽粤灾 感染率为 源圆郾 怨豫 袁与 孕悦砸 扩增结果

一致遥 非特异条带的测序结果与亚希热菌属序列

一致率为 怨猿豫 袁这说明粪便样本中可能存在这类菌

属感染遥 实验中对 缘远 份树鼩粪便进行 阅晕粤 提取
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时袁未对粪便进行稀释后除菌过滤袁而是将粪便中

所含的病毒尧细菌 阅晕粤 均进行提取后实验遥 这提示

做病毒 孕悦砸 检测时袁最好将样本除菌过滤袁以降低

细菌的非特异性扩增的几率遥
本研究对云南来源树鼩粪便样本检测中袁显示

腺病毒的阳性率达 源圆郾 怨豫 遥 树鼩作为近年来最有

潜力的实验动物之一袁并进行系统的实验动物化工

作袁其病毒感染情况应引起实验动物科技界的足够

重视遥
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