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一种鉴别猪瘟C-株和其他毒株的分子生物学方法
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　　[摘　要 ]　根据已发表的猪瘟病毒 ( CSFV ) 核苷酸序列 , 筛选出 C 2株与其他毒株的核苷酸序
列差异标记CT T T T T TCT T T T ,并设计包含此标记序列的CSFV 特异性 PCR 引物对及 nested2PCR 引物对。从

待检猪脾脏或淋巴组织中提取总RNA ,用AM V 逆转录酶进行逆转录后,进行 PCR 和 nested2PCR。将扩增片段纯

化回收并克隆到 pM D 182T 载体进行测序。对测序结果进行分析,含有此标记序列的即为 C2株,不含此标记序列的

则为其他毒株。
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　　猪瘟病毒 (C lassica l sw ine fever viru s, CSFV )

属黄病毒科 (F laviridae)瘟病毒属 (Pest iviru s) ,能导

致猪的高度接触性传染病。其病理特征是小血管壁

变性,引起内脏器官多发性出血、梗塞和坏死,以出

血和发热为主要特征,发病过程呈急性或慢性。因该

病每年给养猪业造成巨大的经济损失,故被国际兽

疫局 (O IE)列为A 类动物传染病[1 ]。猪瘟病毒C2株
是我国 1954年发现的猪瘟兔化弱毒疫苗株,直至现

在仍被认为是最安全、最有效的活疫苗株,为我国乃

至世界许多国家猪瘟的防制做出了巨大的贡献。然

而,用C2株疫苗免疫的猪群目前在血清学上无法区
别于自然感染猪群,这成为该疫苗在西欧等国家推

广的巨大障碍。如果采取捕杀感染猪群和可疑发病

猪群的措施预防该病, 则会给养猪业带来巨大损

失[2 ]。随着分子生物学技术的发展,对猪瘟病毒许多

毒株的基因组进行了测定,通过比较猪瘟病毒C2株
和其他毒株的核苷酸序列可以发现,猪瘟病毒的C2
株和其他毒株核苷酸序列在 3′2U TR 区域存在一个

明显的不同点。以此为依据,本试验尝试了一种简

便、准确的鉴别猪瘟C2株和其他强毒株的分子生物
学方法,为猪瘟的预防提供了可靠的检测方法。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　无菌采集健康免疫猪、可疑猪瘟病猪的脾脏或

淋巴结。

1. 2　CSFV C2株与其他毒株差异标记序列的筛选
及引物合成

根据已发表的CSFV 不同毒株的核苷酸序列,

采用DNA star 软件比较分析, 筛选出明显的C2株
和其他毒株之间的差异序列,以此为依据,设计具有

区别作用的特异性 PCR 和 nested2PCR 引物对。

1. 3　组织总RNA 的提取

采用 TR Izo l R eagen t提取试剂盒,所用器皿及

试剂均须进行无RNA 酶处理。剪取 50 m g 组织,研

磨后加 750 ΛL TR Izo l R eagen t, 匀浆, 室温孵育 5

m in; 4 ℃, 11 500 g 离心 15 m in, 取上层水相, 加

0. 5 mL 异丙醇, 混匀, 室温 10 m in, - 20 ℃过夜;

4 ℃, 11 500 g 离心 10 m in,弃上清液,加 1 mL 750

mL öL乙醇洗沉淀 1 次, 吸去残余乙醇, 室温干燥

5～ 10 m in至无色透明。加 30 ΛL 无 RNA 酶水和

0. 5 ΛL RNA 酶抑制剂 (40 U öΛL )适量, - 20 ℃保

存。

1. 4　R T 2PCR

取总 RNA 11 ΛL , R T 2PCR 下游引物 ( 0. 2

ΛgöΛL ) 1 ΛL , 65 ℃, 水浴 10 m in, 然后立即冰浴 5

m in。加 5×R T 2buffer 4 ΛL , dN T P (2. 5 mmo löL ) 2

ΛL , AM V (5 U öΛL ) 2 ΛL , 42 ℃水浴 60 m in, 得到

cDNA第一链逆转录产物。取逆转录产物 10 ΛL , 10

×PCR buffer (无M g2+ ) 5 ΛL ,M g2+ (25 mmo löL ) 3
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ΛL , dN T P (2. 5 mmo löL ) 4 ΛL , R T 2PCR 上游引物

和下游引物各 1 ΛL ,加纯水至 49. 5 ΛL。短时离心混

匀, 进行 PCR 扩增, 反应体系为 50 ΛL。设定解链

98. 0 ℃, 8 m in; 95. 0 ℃ 50 s, 48. 0 ℃ 1 m in,

72. 0 ℃ 100 s为 1次循环,共循环 35次,第 1 次变

性后,温度降至 72 ℃时,加入 T aq 酶 (5 U öΛL ) 0. 5

ΛL , 72 ℃延伸 10 m in。

1. 5　nested2PCR

取 2 ΛL R T 2PCR 产物作 nested2PCR 模板,进

行套式扩增,方法同 1. 4。设定解链 98. 0 ℃, 8 m in;

以 98. 0 ℃ 10 s, 55. 0 ℃ 30 s, 72. 0 ℃ 100 s为 1次

循环,第 1次变性后,温度降至 72 ℃时加入 T aq 酶

(5 U öΛL ) 0. 5 ΛL ; 72. 0 ℃延伸 10 m in [3 ]。

1. 6　PCR 产物的纯化回收

在 1×TA E 配制的 1%琼脂糖中加入溴化乙锭

( 0. 5 ΛgömL )进行凝胶电泳, 切取目的条带, 按照

DNA 琼脂糖纯化回收试剂盒 (Roche)说明书进行

纯化回收。

1. 7　重组质粒的构建、提取和鉴定

取回收DNA 片段 4 ΛL , pM D 182T 载体 (大连

宝生物工程公司) 1 ΛL ,与连接溶液É 5 ΛL 混匀后,

于 16 ℃恒温循环水浴箱中反应1～ 3 h, 4 ℃过夜

后, 全量转化新鲜制备的感受态细菌 JM 109, 挑选

白色阳性克隆,于Amp + LB 中, 37 ℃, 220 röm in 摇

振培养过夜。采用碱裂解小量质粒制备法,提取重组

质粒[3 ] ,采用 X ba lÉ 和 S a lÉ 进行双酶切鉴定和套
式引物 PCR 扩增鉴定。

1. 8　扩增片段的序列测定及分析

将鉴定出的阳性重组质粒送大连宝生物工程公

司, 采用AB I PR ISM TM 377XL DNA Sequencer 进

行序列测定。用DNA star软件分析其是否含有标记

序列,以确定其是否为C2株。

2　结果与分析

2. 1　猪瘟病毒C2株和其他毒株 3′2U TR 核苷酸差

异标记序列筛选

如表 1所示,阴影部分为只有猪瘟病毒C2株存在的
一个明显的富含 T 的插入序列 CT T T T T TCT T T T ,

设计含有此标记序列的CSFV 特异 PCR 和 nested2
PCR 引物对。

表 1　用于筛选标记序列的CSFV 3′U TR 核苷酸序列差异分析 (DNA star)

T ab le 1　N ucleo tide sequence comparing of CSFV 3′U TR used to select m arker sequence (by DNA star)
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续表 1　Continue tab le 1

2. 2　设计合成的引物

表 2 中引物对 F2R 用于对 CSFV 待测毒株的

R T 2PCR , F′2N′用于相应片段的 nested2PCR。
表 2　设计合成的 PCR 和 nested2PCR 引物对 (GOLD key)

T ab le 2　PCR and nested2PCR p rim er

pairs (by GOLD key)

引物
P rim er

核苷酸序列
N ucleo tide sequence

F 5′2CT GAA CT GCAA GT GAAA CCA GGG23′

F′ 5′2TCT GCCTA CAA GGAA GTCA TCGG23′

R′ 5′2CCT TA GTCCAA CT GT GGA CGTCA GG23′

R 5′2GGGCCGT TA GAAA T TA CCT TA GTCC23′

2. 3　R T 2PCR 和 nested2PCR 扩增产物

由图 1知,从可疑发病猪及健康免疫猪样品中,

均成功扩增出了包含遗传标记相应序列的片段,以

健康非免疫猪为阴性对照, C2株阳性样品为对照。

2. 4　测定结果分析

采用DNA star 软件进行分析, 结果表明, 可疑

发病猪所测片段不含C2株标记序列 (表 3中阴影部

分) ,故可以判定,该猪为猪瘟其他毒株感染。

图 1　R T 2PCR 和套氏 PCR 目的片段
M. 标准分子量DL 2000; 1. 可疑发病猪; 2. 健康免疫猪;

3. 健康非免疫猪对照; 4. C2株阳性对照
F ig. 1　T arget fragm ents by R T 2PCR and nested2PCR

M. DNA M arker DL 2000; 1. Susp icious ill p ig;
2. H ealth vaccinated p ig; 3. Con tro l of health

unvaccinated p ig; 4. Po sit ive con tro l of C2strain

表 3　待测样品和C2株所测序列比较 (DNA star)

T ab le 3　Comparing of fragm ents of unknow n samp le and C2stra in (by DNA star)
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续表 3　Continue tab le 3

3　讨　论

在进行R T 2PCR 时,由于组织材料中病毒含量

很低,逆转录产物 cDNA 第一链直接用于R T 2PCR

扩增,很难获得目的片段[4 ]。故采用 nested2PCR 技

术进行二次扩增,既能解决病毒含量低的问题,又可

增强 PCR 扩增过程中的特异性,避免非特异性条带

的干扰, 提高检测的灵敏度。有资料表明[5 ] , 采用

nested2PCR 技术,检测灵敏度可比原来提高 1 000

倍。在设计引物时,本试验扩增了大于 3′U TR 的片

段, 长约 600 bp , 这主要是方便 PCR 操作和检测,

1次设计合成的引物可用于众多样品的检测。

对 CSFV 已发表的基因组核苷酸序列比较分

析发现, CSFV C2株在基因组的 3′2U TR 区域较其

他毒株均多了 1 个明显的富含 T 的短片段差异序

列 CT T T T T TCT T T T。有人认为, 该序列可能是

CSFV 强毒在兔化致弱时产生的一个遗传标记[6 ] ,

因当时分子生物学水平的限制,现在已无法确证我

国C2株兔化致弱的前身究竟是哪一强毒株。但是,

利用这一差异明显的标记序列,可以有效区别CS2
FV C2株和其他毒株。由于我国所用猪瘟弱毒苗全
部为猪瘟C2株疫苗株,一旦在可疑猪群中检测到不

含该标记序列的猪瘟病毒,即可视为被猪瘟的其他

毒株感染。

本法虽然在实际应用中代价较高,但其具有检

出率高、精确等优点,并且能有效检出毒株,从而防

止CSFV 的大面积流行,而且对于CSFV 新毒株的

发现以及猪瘟的分子流行病学的研究具有重要意

义。
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M o lecu la r clon ing and sequence ana lysis of bovine

beta2casein gene 5′, 3′con tro l reg ion

L IU J in - long, ZHENG Y ue-mao,W ANG Y u- j ie, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 5′and 3′con tro l reg ion of bovine CSN 2 w ere part ia lly cloned by no rm al and recom b inan t

PCR. T he fo rm er con sisted in all of the 5′up stream sequence, the first exon and part of f irst in t ron, w h ile

the la ter included the last exon and 3′f lank ing fragm en t. T he pu rif ied PCR p roducts w ere sub2cloned to

pM D 182T V ecto r, then sequenced co rresponden t ly and analysed by b io2soft. T he resu lts ind ica ted that the

tw e cloned fragm en ts have the homo logy of 99. 0% and 98. 0% respect ively w ith the comparab le reg ion of

bovine CSN 2. M o reover, a ll the vita l regu la to ry elem en ts and m any facto rs b inding sites w ere found in the

tw o fragm en ts. T he above suggested that the exp ressing vecto r, con structed by the tw o cloned fragm en ts

and w o rk under the con tro l model of endogenou s CSN 2, cou ld direct the target gene to exp ress specif ica lly

and eff icien t ly in m amm ary gland.

Key words: cow ; CSN 2; con tro l reg ion; PCR; sequence analysis
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A m o lecu la r b io logy m ethod to d ifferen t ia te C2st ra in

from o ther st ra in s of CSFV

HU J ian -he1, CHEN Y ong-yao1,W e i Gang-ca i1,
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3 L anz hou V eterinary R esearch Institu te, L anz hou , Gansu 730046, Ch ina)

Abstract: A difference m arker sequence CT T T T T TCT T T T w as selected from C2st ra in and o ther

st ra in s of CSFV , and specif ic PCR p rim er pair and nested2PCR p rim er pair w ere designed at the basis of

p reviou sly pub lished sequences of CSFV. To ta l RNA w as ex tracted from sp leen s o r lymph nodes of su sp i2
ciou s ill p igs. T arget fragm en ts w ere amp lif ied u t ilizing R T 2PCR and nested2PCR techn iques. A fter pu rif i2
cat ion and recovery, the target fragm en ts w ere cloned in to pM D 182T vecto rs and fu rther sequenced. A c2
co rd ing to sequence analysis, sequence con ta in ing the m arker sequence belongs to C2st ra in and o thers be2
longs to o ther st ra in s of CSFV.

Key words: classica l sw ine fever; R T 2PCR; nested2PCR; m arker sequence; d ifferen t ia t ion diagno sis

301第 2期 刘金龙等:奶牛 Β2酪蛋白基因 5′和 3′调控区的克隆及序列分析


