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禽流感病毒分型

诊断法的建立与应用
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陈 杰
,

顾节清‘
, ,

李晓成
西北农林科技大学 动物科技学院
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陕西 杨凌 农业部动物检疫所国家动物流行病学研究中心 山东 青岛 。

摘 要 」 根据禽流感病毒 的 基因序列设计合成了 对 基因的通用诊断引物

针对
、

两种亚型的 基因分型设计合成了 对分型诊断引物
, 。

采川 一 步法

多重
一

技术建立 了一种禽流感病毒快速分型诊断方法
,

并对其特异性和灵敏度进行验证
。

结果表明
,

该诊断

方法速度快
,

一般只需要 一 即可鉴定出结果
,

比病毒分离鉴定 至少缩短 特异性强
,

试验组

株 全部扩增 出与预期同样长度的 目的条带
,

与病毒分离及血清学鉴定方法的检测结果完全一致
。

对照组 中新城

疫病毒
、

减蛋综合征病毒
、

传染性支气管炎病毒 均未扩增出特异性基因条带
,

灵敏度高 试验

组将 接种 鸡胚 培养后的鸡胚尿囊液 进行
“
稀释后

,

仍可以检测到其中的
。
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月注
一

禽流感
,

是 由正 粘病毒科

流感病毒属的特定 型流感病毒
,

引起 的一种家禽和野禽烈性传染病〔’ 。

家禽
、

水禽以及野鸟
、

海鸟
、

人等多种动物均可感染

发病
。

世界动物卫生组织 将其划归为 类传

染病
,

我国也将其列为一类动物疫病川
。

根据

表面抗原血凝素
,

与神经氨酸

酶
,

的不同
,

可将病毒划分为不

同的亚型
,

如
, 。

自从 年我国首次

分离到禽流感病毒以来
,

已经证实我国 主要有

和 两个亚 型阵 〕。

禽流感病毒亚型众

多
,

各亚型之间无交叉免疫保护性
,

而且毒株抗原变

异极快
,

在很短时间内会由非致病性毒株或低致病

性毒株变异为高致病性毒株
。

目前
,

禽流感的诊断

主要依靠病毒分离
、

血凝试验与血凝抑制试验进行
。

由于禽流感病毒分离所需要 的实验室条件非常严

格
,

普通实验室很难达到要求
,

而且诊断时间较长
,

病毒分离与鉴定一般需要 才能完成
,

这种诊

断方法已经不能满足 的快速诊断和迅速扑灭疫

情的需要
。

为了建立一种快速 的诊断方法
,

本

试验依据 型特异性抗原基 因
,

设计合成 了

一对 型 通用诊断引物 和 再

根据血凝 素基 因 月 分 别设 计合成 了 和

两个亚型分型诊断引物
,

通过巧妙调整 对

引物的退火温度
,

使 个 反应在同一循环参数

下同时完成
,

大大缩短 了反应时间
,

加快禽流感的诊

断速度
,

为禽流感的快速诊断奠定了基础
。

裹

材料与方法

材 料

禽流感病毒株及对照毒株 禽流感病毒是

农业部动物检疫所国家动物流行病学研究中心实验

室鉴定保存的 和 亚 型毒株〔
一

月 ,

经过

鸡胚增毒后
,

一 ℃保存备用 对照毒株鸡新

城疫病毒
、

减蛋综合征病毒 和传

染性支气管炎病毒 均由农业部动物检疫所国

家动物流行病学研究中心实验室提供
。

主要试 剂 提

取试剂为美国 公司产品 。

一

为 公 司 产 品

购 自宝生物工程 大连 有限公司
。

其余试剂均为国产或进 口分析纯级
。

引物 参考 八
、

和

株禽流感病毒的 基因序 ’。 设

计 对 基 因通 用诊断引物 参考

的 基因序 川
,

设计 亚 型的分型诊断引物 参考
、

和

的刀月 基因序列 ’ 〕,

设计 亚 型的分型

诊断引物
。

各引物的序列
、

预期扩增

长度
、

在参考序列中的位置以及作用见表
。

对引

物均有宝生物工程 大连 有限公司合成
。

不同亚型禽流感病毒的 引物

引物名称 弓物序列 预期扩增片断长度 位置 作用

‘︸洲八‘任、 一

、 一

了

、 一 ·

、 一 ,

七 一 ’

七 一 ·

,

,

注 表示上游诊断引物
,

表示下游诊断引物
。

, 一 一

的增殖 养
。

收集 一 死亡鸡胚
,

于 ℃下

将
、 、 、

和 的鸡 离心 后
,

取上清液提取病毒 ,
。

胚尿囊液 做 倍稀释后
,

分别接种 日 的提取

龄 鸡胚尿囊腔
,

每枚鸡胚接种
碑 ,

℃培 按照 一 试 剂说 明书提取禽
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流感病毒总
,

每个病毒样品同时提取 份
。

的一步法多 ,
一

扩增

在预先用 水处理的 管或薄壁

管 中加 模 板 拜 , ,

拜
,

上
、

下 游 引物

拜 砂

各 拌 , 拜 产
矛 。

轻轻混匀盖紧盖子后
,

瞬时离心 混匀
。

按照 以下参

数进行循环 ℃反转 录 ℃预变性

℃变性
,

退火
,

延伸
,

共循环 次 然后 再延伸
。

取 一

讨
一

产物在 琼脂糖凝胶 中电泳
,

并

在凝胶成像系统中观察照相
。

同时设阳性对照
。

一步法多 ,
一

分型诊断方法的特

异性试验

应用与 节相同的方法处理
、

和
,

按照上述循环参数进行
一 ,

取 拌

产物在
碑

琼脂糖凝胶中电泳
,

分析结果
。

一步法多皿
一

分型诊断方法的灵

敏度试验

将用于试验的禽流感病毒鸡胚
,

作 倍

连续稀释
,

再提取病毒总 进行
一 ,

产物

在 琼脂糖凝胶中电泳分析
。

一步法多皿
一

分型诊断方法的应

用

的
一

分型诊断方法建立后
,

除对受

试的 株 进行验证外闭
,

还对 年送检的

份可疑 病料样品进行了检测团
。

本试验

在农业部动物检疫所国家动物流行病学研究 中心的

实验室完成
,

符合生物安全的相关要求
。

结果与分析

特异性 产物的鉴定结果

由图 可知
,

所设计合成的 基 因上
、

下游引

物可扩增出 的特异性单一 条带
,

与预期长度

一致
。

而且 与 两种亚型 的 基

因扩增结果完全一致
,

说明本试验所设计合成的

基因 扩增引物具有很强的兼容性
,

可用于

型特异性的鉴定
。

利用 和
、

和

两对诊断引物
,

分别对 和 亚型

的月月 基 因进行扩增
,

结果显示
,

亚型分

离株的扩增条带长度为
,

亚型扩增条

带长度为 图
。

口口 口 日 日 目口

图 基因 产物电泳图
碑

亚型 基因 产物 亚型 墓因 产物
一

一 一
,

,

口 日 目日

图 基因
一

产物电泳图

亚 型月月 基因 产物 亚 型月八 基因 产物

、 一

乃

‘

一 〔
’

一 认
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一步多皿法
一

分型诊断方法的特

异性

结果显示
, 、

和 均未扩增到

特异性基因条带
,

表明所设计引物对 具有很强

的特异性
,

而对其他家禽病毒无交叉反应
。

一步法多皿法
一

分型诊断方法的

灵敏度

结果表明
,

本试验建立的
一

分型诊

断方法
,

可 以 检测 出
’

倍 稀 释 的病毒液 中的
。

表明建立 的
一

分型诊断方法灵敏度

较高
。

病料样品检测结果

经过
一

检测
,

份病料样品中

阳性者共 份
,

与 试验结果完全一致
,

表明所建立的 分型诊断方法有很强的特异性
。

讨 论

目前已知有 个 亚型和 个 亚

型
,

组合后共有 个亚型
,

加之基因突变
、

重组
、

重

排等原因
,

使得禽流感病毒变异极快
。

因此
,

禽流感

病毒的分型快速诊断非常重要
。 一

技术因其

敏感
、

特异
、

快速等优点
,

而成为近年来应用最为广

泛的技术之一
,

已经在动物分子流行病学研究中显

示出巨大的优势和潜力帅 〕
。

以前
,

有关 型特

异性的诊断引物均 以 基 因作为靶基 因进行设

计〔’‘
一

’ 〕,

然而最新的研究结果表明
,

基 因具有极

强 的宿主特异性和地域特异性
,

往往不同地域和不

同宿主的 基 因序列具有很大 的差异川
一 。

因

此
,

以 尸 基 因作为鉴定 型特异性的靶基 因存

在一定 的缺陷
。

由于 不 同宿主
、

不 同地 域所 分离

基因 的同源性很高
、

又 具有型特异性 的优

点〔”
一 ,

所以本研究以 基因为 诊断的型特异

性靶基因
,

从而避免了应用 尸 基 因作为靶基 因时

尸 基因 自身的缺陷
。

我国 目前 主要以

和 两个亚型为主
。

因此
,

本研究在 比较 了多

株不同亚型 的 基因和
、

两个亚

型月乃 基因序列后
,

设计 了扩增 基 因的通用引物

和扩增月片 基 因的分型引物
。

亚型 丢乙气基 因的

扩增序列 中已经包含 了 月 基 因蛋 白酶裂解

位点在 内
。

如果怀 疑 亚型 是 高致病性禽

流感病毒
,

将 产物进 行测序并分析

其酶切位点氨基酸结构与特征
,

很容易判断 致

病性的高低
。

本研究经过反复试验
,

调整 对 引物的退 火温

度
,

使其能够同时应用 同一
一

参数进行循

环
,

从而建立了禽流感病毒的
一

快速分型诊

断方法
。

结果表明
,

应用 对引物均可扩增出特异

性单一条带
,

其长度与理论预期结果完全一致
,

而对

照试验的
、 、

均未扩增出目的条带
,

表明本试验所设计的 对引物具有很强的特异性
,

适宜于 的分型鉴别诊断 病毒
’

稀释

后仍然可 以检测 出禽流感病毒的存在
,

表明所建立

的
一

诊断方法具有非常高的灵敏度
。

传统的诊断方法均较费时
,

病毒分离需
、

电镜

观察需
、

琼扩检出需 ”
·

川
,

因此这些诊断方

法均很难满足 快速
、

准确的诊断要求
。

本研究

建立的
一

分型诊断方法
,

从收到可疑病

料到给出结果
,

总共约需要
,

大大缩短了诊

断时间
,

而且该方法是以病毒总 为试验材料
,

不存在人为扩散禽流感病毒的潜在危险
。

应用建立 的
一

诊断方法
,

对 年全

国送检的 份 可疑病料样品进行检测
,

结

果共有 份为 阳性
,

与病毒分离以及

的检测结果完全一致
。

说明本研究所建立的禽流感
一

分型诊断方法具有特异性强
、

灵敏度高
、

安

全快速的特点
,

在禽流感病毒的快速诊断方面具有

很好的应用价值
。
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