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应用 PC R 方法检测鸡传染性贫血病毒

杨 兵
,
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,

孟彦妮
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摘要 : 根据鸡传染性贫血病毒(C】A V )基因组序列
,

设计一对引物扩增基因组上 n t3 58 一 nt 104 2 之间 6 84 饰 D NA

片段
。

在 CIA V 感染 N红义七 一 MSB I细胞系中提取核酸为模板可扩增出相应 D N A 片段
,

且以感染细胞核酸为模板反

应敏感性可达 1 坛
,

而以其他病原核酸为模板扩增结果均为阴性
。

应用该 PCR 方法对实验感染鸡肝脏
、

脾脏
、

脚腺
、

肾脏
、

法氏囊
、

骨翻
、

白细胞
、

泄殖腔棉拭子等不同样品进行检测
,

均可扩增出相应 D N A 片段
。

证明我们建立的 PCR

方法敏感性特异性强
,

可用于临床感染不同组织 C IA V 的检侧
。
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鸡传染性贫血病毒 (Ch ick en in fec tio ns a

~
“

v iru s ,

CIA V )为 日本学者 Y

uasa 等于 19 7 9 年首次

分离获得
,

该病毒在世界范围内广泛分布
,

以雏鸡再

生障碍性贫血和免疫抑制为主要特征
,

严重影响雏

鸡生长发育和免疫反应
。

因该病毒常见病原如

N D V
、

MD V
、

IB D V 等混合感染
,

临床诊断中较难鉴

别
,

因而对养鸡业危 害更大
。

本研究期 望建立

CIA V PCR 方法用于检测感染鸡不同组织样品
,

以

便临床上更加准确快速检测 C IA V
,

对防治该病将

具有重要意义
。

1 材料和方法

1
.

1 病毒

C IA V 病毒 C u x 一

1 标准株
,

S E 4 3 分离株分别于

M L瓦二C 一 MSBI 细胞上增殖后备用
。

1
·

2 SPF 试验鸡

1 日龄 SP F 雏鸡饲养于隔离器内
,

顶部皮下接

种 C IA V 病毒 C u x 一

1 标准株
,

至 16 日龄出现典型症

状时剖杀
,

分别取胸腺
、

骨髓
、

脾脏
、

肝脏
、

法氏囊
、

肾

脏
、

血凝白细胞和粪便供检测用
。
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L 3 PCR 反应试剂

1
.

3
.

1 引物 根据发表的 CIA V 基因组序列设计

一对引物
,

上下游引物分别位于基因组 358 bP 和

1 0 4 2 b p 处
,

引物序列分别为
:

F S
,

一 A刀〔ID 窟短泥0 义刀D 叹芙石毛工护任 一 3
‘

R S
,

一仪汀G 以工犯以工℃n 梦C越l 翔叭 一 3
,

由上海生工生物工程公司合成
,

扩增片段大小

1
.

8 实验感染鸡不同组织的检测

取 CI A V 实验感染鸡不同组织样品
,

如肝脏
、

脾

脏
、

胸腺
、

法氏囊
、

骨髓
、

肾脏
、

白细胞和泄殖腔棉拭

子等
,

分别提取模板 D NA
,

进行 PC R 检测
。

为 684

1
.

3
.

2

bP
。

T aq D N A 聚合酶 利用产 T明 酶的大肠杆

菌菌株
,

由本室 自行培养和提纯 T aq 酶
,

酶活性与

国产商品化 T aq 酶相当
。

1
.

3
.

3 PCR 反应缓冲液 配方为
: 100 rnm

o l几
T ri * Cl (p H 9

.

0 )
,

50()
tnmo

l/L KCI
,

15 mo l/L M g
-

Cl2
,

1 % T ri to瓦X
一

10 0
。

1
.

3
.

4 d NT P 其中包括 d A T P
,

dCT P
,

d G T P
,

其

浓度为 10

~
1几

,

为国产商品化试剂
。

1
.

4 模板 D NA 提取

感染鸡不同组织分别取少量分别研磨后用适量

PBS 稀释
,

反复冻融 3 次
,

5 口[X ) r /l刀in 离心 5 m in
,

取上清液加人蛋白酶 K (l oo 四角
IL )

,

, 粥(1% )
,

56

℃消化 Z h
,

等体积的苯酚
,

苯酚
、

氯仿
、

异戊醇 (质

量比 25
: 2 4 :

l) 溶液及抓仿分别抽提 1 次
,

两倍体积

预冷的无水乙醇沉淀后溶于少量 T E (pHS
.

0) 中
。

CI A V 感染细胞经反复 3 次冻融后按同样方法提取

细胞毒 D N A
。

1
.

5 代二R 反应条件及程序

PC R 反应管中加人 10 倍 PCR 反应缓冲液 5

拜L
,

dN TP Z 拼以0
.

4

~
1几)

,

上下游引物分别为 2

拌以 10 nmo
l几)

,

Ta q 酶 1 拌L
,

模板 1〕N A I 拌L
,

加双

蒸水补足至 50 拌L
,

混匀后上覆 2 滴液体石蜡油
,

置

PCR 仪上反应
。

具体程序为
:
经 94 ℃

、

5 m in 变性

后
,

进行 9 4 ℃
、

l 而n ~ 55 ℃
、

l 而n ~ 7 2 ℃
、

2 而n

共 30 个循环
,

最后经 72 ℃
、

5 m in 延伸后结束
。

1
.

6 特异性

分别以含扩增片段的重组质粒
、

Cu
x 一 1 株细胞

毒
、

SR 4 3 株细胞毒汹且X二C 一 MSB I 细胞
,

及其他病

原 N D v
、

MO v
、

IB D V
、

IB v
、

E D S V 和大肠杆菌核酸

为模板进行 PCR 反应
,

检测扩增片段的特异性
。

1
.

7 敏感性

将 Cu
x 一

1 标准株感染细胞抽提的核酸用 T E 缓

冲液进行 10 倍系列稀释
,

不同稀释度核酸样品分别

作为模板进行 PCR 反应
,

以能扩增出特异性条带的

最高稀释度判定敏感性
。

2 结果与分析

2
.

1 p C R 反应的敏感性

C IA V C u x 一

1 标准株感染细胞毒后抽提核酸
,

将

初浓度稀释为 I ng 乍L
,

经 10 倍 系列稀释至 0
.

01

馆乍L
。

结果见图 1
。

2 3 4 5 6 7 8 9 10

1
.

D N AM目r ker (PBI 刃22 月弘tN I ) ; 2
.

1 叱今L ; 3
.

1(X) 滩乍L ;

4
.

10 滩乍L ; 5
.

1 笼介止 ; 6
.

100 龟今L; 7
.

10 龟小L ;

8
.

1 兔今L ;9
.

0
.

1 龟乍L; 10
.

0
.

ol 龟乍L

圈 1 PCR 反应敏感性

2. 2 PC R 反应的特异性

PCR 结果显示
,

含扩增片段的重组质粒
,

Cux
一

1

标准株及 S R 4 3 分离株感染细胞毒核酸均能扩增出

明显的特异性条带
,

而 酬田CC
~

MsB I细胞核酸及其

他禽常见病原 N l)V
,

MD V
,

IBD V
,

IB V
,

E D 6 V 和

E
.

col i核酸扩增结果均为阴性
。

说明该 PC R 方法

特异性较强
,

结果见图 2
。

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1

1
.

D N A M a r ke r
(PB R 3 2 2旧

s tN I ) ; 2
.

p Bl u

esc ri p t

O R FZ ; 3
.

C IA V CUX 一 l ; 4
.

C IA V SR 4 3 ;

5
.

州『(C M SB I ; 6
.

ND V ; 7
.

MD V ; 8
.

IBD V ;

9
.

IB V ; 10
.

E D 6 V ; 1 1
.

E
.

co li

圈 2 PCR 反应特异性

2
.

3 实验感染鸡不同组织样品检测

1犯R 检测结果显示
,

以肝脏
、

脾脏
、

胸腺
、

骨髓
、
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法氏囊
、

肾脏
、

白细胞和泄殖腔棉拭子等各组织样品

为模板均能扩增出特异性条带
,

扩增条带的亮度强

弱可反映不同组织含量的高低
。

结果见图 3
。

同时我们也可利用扩增的基因进行结构分析和蛋白

表达
,

对 CIA V 防治也具有意义
。

本试验中 PCR 反应的敏感性可达 1 龟今L
,

大约相当于 100 个 CIA V 基因组拷贝
,

这在所有可

见报道的 CIA V PCR 方法中也是较高的
,

因而不

但可用于检测 CIA V 感染 入江兀℃ 一 MSBI 的细胞培

养物
,

而且可用于检测感染鸡组织样品
。

在该 PCR

方法特异性试验 中
,

我们选用鸡常见病原
,

既有

D N A 病毒
,

又有 R N A 病毒
,

还有细菌
,

反应结果均

为阴性
,

证明该方法特异性较强
,

完全可用于野外混

合感染组织样品的检测
。

1
.

DN月山比er (PBF322 八弘tN I ); 2
.

困
。巴犯n pto 侧陀 ;

3
.

肝脏河
.

脾胜 ; 5
.

脚膝 ; 6
.

骨位 ; 7
.

法氏囊 ;

8
.

肾脏 ; 9
.

白细胞 ; 10
.

泄殖腔棉拭子(龚便)

圈 3 扩增条带亮度与不同组织含毒,

3 讨论

目前的诊断病毒的方法主要有病毒的分离培

养
、

血清学方法和分子生物学方法
。

鉴于病毒分离

培养费时费力
,

血清学方法常用于检测抗体
,

因而研

究者更倾向于应用省时省力
、

准确性和敏感性均较

高而且能直接检测抗原的分子生物学方法
。

核酸杂

交和 PC R 方法在 CIA V 诊断中报道较多
,

与核酸杂

交相比
,

PCR 方法更加省时省力
,

而且敏感性提高

10 一 100 倍
,

因而在 CL气V 诊断中得到广泛的应用
。

本研究参考国内外文献
,

建立了特异性和敏感性均

较高的 CIA V PCR 检测方法
,

我们希望以后在此

方法基础上进一步优化
,

制备 CIA v 快速诊断试剂

盒
,

这对 C LA V 的诊断将具有重要意义
。

在此 PCR 方法中
,

我们选用 C IA V 核衣壳蛋白

V PI基因作为扩增的目的片段
,

因该基因为 C IA V

主要结构蛋白基因
,

在 CL气V 不同毒株间序列相对

保守
,

因而扩增该片段有助于检测 C IA V 不同毒株
,
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