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【摘 要 〕 初步建立 了鸡传染性喉气管炎
、

鸡传染性支气管炎
、

新城疫 和禽流感 的多重

鉴别诊断方法
,

并对其特异性和敏感性进行了检测
。

结果表明
,

所设计的 对引物可对同一样品中的
、 、

和 进行特异性扩增
,

所扩增的目的片断的长度分别为
、 、

和 耳〕

建立的
一

检测方法能够检测出
、

和 的 及 的
,

说

明该检测方法特异性强
,

敏感性较高
。

本研究所建立的多重
一

方法可用于上述鸡 种病毒性呼吸道疾病的快

速鉴别诊断
,

在临床诊断和流行病学调查方面具有较好的应用前景
。
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基 因组 按

说明方法进行提取
。 、

和

的 立即进行下述反转录合成
, ,

置一 ℃保存备用
。

表
、 、

和 鑫因扩增引物核普酸序列

沙 , , ,

病毒 引物序列
洲 淤

预期扩增产物
大小

冰 司

产八曰组性‘任‘

、

鸡新城疫
,

和禽流感
,

是一类在临床上有共同的呼

吸道症状
、

均可给养鸡业造成重大经济损失的病毒

性呼吸道疾病
。

在临床中常表现为两种或两种以上

病原混合感染
,

很难防治
。

常规 的诊断方法是病原

分离鉴定和血清学方法
,

但这些方法存在敏感性低
、

特异性差
,

操作费时费力等局限性
。

因此
,

建立一种

针对
、 、

和 的快速
、

特异
、

敏感的分子流

行病学检测方法具有重要意义
。

多重 技术是

近年来发展起来的一种可用于 多种病原体检测 的

技术
,

不仅具有特异性强
、

敏感性高的特点
,

而

且能在较短时间内同时完成若干种病原的检测
,

尤

其适合于临床上一些容易混淆又常常混合感染的疾

病的鉴别诊断〔‘
一

, 〕。

韦平等川建立 了三重 快速

鉴别诊断鸡肿瘤病的方法
。

谢芝勋 等川 和邓显 文

等【 〕建立 了应用多重 检测
、 、

的

方法
。

为 了 满 足 对 鸡 病 毒
、

病 毒
、

病毒 和 病毒 进行快速

鉴别诊断的需要
,

本研究建立一种可用于上述 种

病毒性呼吸道疾病的多重
一

诊断方法
,

以为

快速鉴别诊断鸡呼吸道病毒病奠定基础
。

『一

〔丫 〕认
一 ’

‘一

〔 】
,

卉
, 了 , 《二《汪 《诫义 扣以

、

下八
‘

’一

形 裕 汀 〔诫玉 二 手
‘

, 一

裕 】人 二 下
,

以丁
‘

’一

比 下队 ’ 比 双 找
‘

’一

二 认 哎
一 ’

‘一

人 卫
、

试奋 《二 丁
’

八明

材料与方法

材 料

毒 株 株
、

疫苗

株
、

疫苗株
、

番鸭呼肠孤病毒
、

禽

减蛋综合症病毒 和鸡法 氏囊病毒

均由浙江农业科学 院病毒学与生物技术实验室提

供
,

型 毒株由浙江省疾病控制中心提供
。

主要试 剂 柱式 总

抽提试剂盒购 自上海生物工程有限公司
,

、

聚合酶
、

禽源 反转 录酶
、

、

酶抑制剂和 均购 自

宝生物工程有限公司
。

引 物 根据 已发表的 登

录号为
、

登录号
、

登录号
、

登 录号 毒

株的序列
,

用 软件设计 了 对特异引物

表
。

引物由北京奥科生物技术有限责任公 司合

成
。

种病毒基 因组的抽提

按照
一

柱式 总 抽提试 剂

盒说明方 法
,

提取
、

和 的总
。

、

和 基因组 。 的合成

取上述抽提的
、

和 的 样品

各 拼
,

分别加 人 拜 ,

,

拌 , 拼 拼
矛 ,

拼
碑 、

乍 随 机 引物 拜 砂 ,

最 后 加

水至 拼 才 ,

混匀后室温放置
,

℃水

浴 后置冰中 终止反转录
,

所得 。 直

接用于 或置 一 ℃保存备用
。

多孟
一

最佳反应条件的确定

将抽提的 基因组 和
、 、

的 。 混合作为多重
一

的模板
,

在不 同引

物比例
、

浓度及退火温度条件下进行 反

应
,

以确定最佳 反应条件
。

多孟
一

的特异性试验

用 节确 定 的最佳 反应 条件
,

分别对
才 、 、 、 、 、

和 基 因

组进行扩增
,

以检测多重
一

方法的特异性
。

多孟
一

的敏感性试验

使用 核酸定量仪测 定
、

、

基因组抽提物中的 含量 和 基

因组抽提物中的 含量
。

然后将核酸作 倍

梯度稀释
,

采用 节优化的多重
一

反应条

件分别对上述 模板进行 合成
,

之后 加

入 的 模板进行多重
一

扩增
,

以检

测建立 的多重
一

的敏感性
。

多孟
一

产物的鉴定

取 “ 多重 产物与 拜

混合
,

在 的琼脂糖凝胶上 以 电压

进行电泳
,

置凝胶紫外成像系统观察并拍照
,

分析结
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果
。

结果与分析

多皿
一

的最佳反应条件

筛选 出的最佳 的 扩增体系为

缓冲 拌
砂 , 才 拌 ,

上
、

下游引物

用量为 扣
砂 ,

扭
潇 ,

拌 , 拌 ,

拌 一 扭
矛

拼 ,

混合模

板 拜 , 拼
沙 ,

用超纯水补充至 拼
。

最佳 循环参数 ℃预变性 ℃

变性
,

℃退火
,

延伸
,

共

个循环 最后于 延伸
。

多孟
一

的特异性

采用 建立 的 方法对
, 、 、

和

核酸及其他对照毒株在同等条件下扩增
。

结

果显示
, 、 、

和 的 产物的片

断长度分别为
, ,

和
,

与预期长度

一致
,

而
、 、

的核酸不能扩增出任

何条带 图
,

说 明本研究建立 的多重
一

方

法特异性强
。

︸八﹄﹄八‘石月产

图 多重
一

扩增产物的电泳结果

挤 斗
一

斗

多 ,
一

的敏感性
, 结果显 示

,

用
,

和

的 及 的 可以扩增出特

异性条带 图
,

表明该多重
一

系统敏感性

强
。

卜

一卜

月一

心一 乡万乏卜
闷 砂
月一

讨 论

一卜

图 多重
一

敏感性 的检验结果

·

, ,

, , ,

只 , ,

,

, 一〕
, , ,

, ,

本试验建立 了可对
、 、

和

种禽病毒性 呼 吸道疾病进行鉴别诊断的 多重

技术
,

从病毒核酸 的抽提到确定结果仅需 要

左右
,

与常规检测技术相 比
,

不仅大大缩短 了检测

时间
,

而且节约人力
、

物力
,

提高了工作效率
,

为疫情

的快速诊断提供了一个较好的方法
,

有利于及时制

定应对紧急疫情 的措施阶叼 。

值得注意 的是
,

有些

鸡场在免疫接种时可能会使用弱毒苗防控疾病
,

如

系苗
、

鸡传喉弱毒疫苗等
。

由于弱毒疫苗株在

宿主体内的复制
,

有可能造成多重
一

出现假

阳性结果
,

对疫情 的准确判定造 成影 响阳 ‘川 。

事实
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上
,

这也是许多畜禽传染病流行病学调查 的一个难

题
。

因此
,

在该技术使用时应该紧密结合流行病学

调查资料和其他免疫指标
,

以达到对疫情的正确判

断
。

与常规单一 技术相 比
,

建立多重
一

技术的关键在于 以下几个方面 设计特异性 引

物
,

尽量避免引物二聚体的产生
,

防止因引物与不同

模板之间的非特异性结合而造成非特异性扩增
,

干

扰结果的判定
。

另外
,

为使各片段得到最佳扩增
,

还

要适 当调 整各引物的使用 浓度
。

本试验 中
, 、

、 、

种病原 的扩增产物大小分别为
, ,

和
,

其相应的引物使用浓度分

别为
, ,

和
,

表明扩增片段 的长

度与引物的浓度成正 比
,

即扩增片段愈长所需引物

量愈大
。

反复优化多重 的反应参数
,

尤其

要注意 反应的退火温度要足够高
,

因为多重
一

反应体系中有多对引物
,

退火温度过低往

往会导致非特异性扩增产物出现
,

提高退火温度则

可有效减少非特异性扩增产物的生成
。

另外循环次

数应尽量少
,

以利于检测扩增产物
,

循环次数增加会

导致非特异性 扩增 的机率增 大
。

在 多重

反应体系中要加人多种模板
,

其扩增效率并不

完全相同
,

常常是片段较小的优先扩增
,

因此模板的

使用量要多次试验
,

反复优化
,

以找出其最佳比例
,

保证各个 目的条带都能得到很好的扩增
。

因此
,

在

多重
一

反应体系中
,

选择适 当引物浓度
,

是

确保多重
一

成功的关键因素之一
。
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