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摘 要
: 从 DN A水平上鉴定猴 B病毒

,

并区别人单纯疙疹病毒 ( H SV
~

l )
; 用 PCR 技术对猴 B 病毒和 H Sv

~

l 进

行扩增
,

并用限制性内切酶技术对扩增产物进行酶切
,

对 CP R 扩增产物和酶切产物进行电泳 ; 电泳结果显示猴

B病毒和 Hvs
一

l 的 代R 扩增产物为 128 bP
,

酶切后
,

B 病毒能产生 72 印和 56 如 片段
,

而 H Sv
.

l 不能产生酶切产

物 ; 该方法能较好地鉴定猴 B 病毒
,

同时也将有密切抗原关系的 H Sv
,

l 区分开来
。
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猴是我国出口的主要实验动物
,

在新药研制中

具有重要作用
。

猴疤疹病毒也称 B 病毒 ( is 而an

ha erp
s
vB i r’u s ,

SH VB )
,

B 病毒最先从被猴咬后发

病而导致死亡 的人脑中分离到
,

称猴为自然宿主
。

感染 B 病毒的称猴常无临床症状
,

可 自发地或在

精神紧张状态条件下被激活而从唾液或生殖道向外

排毒 [`」
,

人类感染 B 病毒主要表现为致死性脑炎
,

在接触猴的工作人员中发生的死亡事故
,

提醒人们

注意建立防范措施的重要性
。

目前
,

我国主要使用

与 B 病毒密切相关的 H SV
一

1作为抗原
,

用免疫酶

法检查猴群中 B 病毒感染情况
。

我国猴群中 B 病

毒抗体阳性率高达 10 % 一
团%

,

该免疫酶方法易

出现漏检
。

本文将从基因组水平上 比较 B病毒和 H SV
·

1

的差异
,

通过引物设计
,

降落 CP R (DT
一

CP R ) 扩增

和酶切分析方法来准确安全地鉴定 S HBV
。

材料与方法

毒株

SH B V 毒株和 H vS
一

1毒株由北京农业部兽医诊

断中心提供
。

1
.

2 主要仪器

CP R 仪
,

型号 GE N0 2v0 C
一

E ( TE CH N E 199 7 ) 英

国 ; 紫外透射检测仪
,

温州市孚华分析仪器厂 ; 倒

置生物显微镜
,

型号 XD -P 1
,

上海徕卡显微镜有限

公司
。

1
.

3 引物

参考文献 「2
一 5 〕报道的 B 病毒序列

,

同

sH v 一 序列 比较
,

遵循 引物设计 原则6[]
,

应用

cP ld e s n
软件设计 出上下游引物 (引物由上海生工

公司合成 )
。

其扩增产物长度为 128 bP
。

1
.

4 模板病毒 DN A 的制备

取 B 病毒和 H SV
一

1培养物 300 沙
,

加人等体积

的 4 x 门队B ( 4% C TA B
,

1X() mm(
)F L irT

s 一 H CI 声
8

.

0
,

1
.

4 咖 1/ L NaC I
,

25 mm
o l / L E DT A

,

2 % 琉基

乙醇 ) 混匀
,

于 60 ℃水浴中保温 30 而
n ,

加人等

体积的 irT
s
饱和酚 /氯仿 /异戊醇 (体积比为 25

:
24

:

l) 抽提 1次
,

10 侧X) r/ 而
n
离心 or 而

n ,

取上层水

相
,

加 2乃 异丙醇
一
20 ℃作用 3 h 以上或过夜

,

10

以X ) r/ 而 n
离心 10 而 n ,

沉淀 ND A
,

TE 溶解
,

储于

一
20 ℃备用

。

1
.

5 代R 方法的建立

采用 20 匹反应体系
,

其组成包括
: 10 x

cP R

缓冲液
,

2
.

5 ml n o l / L dNI下
,

25 mln
o l / L M薛12

,

26

pmO F匹 的上下游引物各 2 匹
,

模板 2 匹
,

加灭菌

双蒸水至总体积为 20 沙
,

灭菌的石蜡油 20 拌L
,

预

变性后加人 I U 的伽ND A 多聚酶
,

进人 代R 循

环
。

代R 结束后取 8 汕 产物用 2% 琼脂糖凝胶电

泳
,

在紫外线灯下观察结果
。

1
.

.5 1 CP R 反应条件

代R循环参数的选择
:
% ℃预变性

,

将预变

性时间设为 300
5 和 以X) s 。

循环变性温度设为 %

℃变性 印
s ,

参考 DT
一

CP R 方法将退火温度分别设

为 印
一 51 ℃梯度降落

,

每降落 1 ℃进行 2 个循环
,

然后从 50 ℃乃3 ℃ / 55 ℃ / 56 ℃ / 58 ℃中选最佳退

`
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:
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火温度进行 巧 循环 ; 退火时间为 60
5 ,

72 ℃延伸
,

将延伸时间分别设为 60
5 、

90
5 、

120
5 ; 将循环总

次数分别设为 20 次
、

25 次
、

30 次
、

35 次
。

最后

7 2 ℃延伸 10 而 n 。

1
.

5
.

2 CP R 产物鉴定

( l) 内切酶 5砚 n 消化
:
将 CP R 扩增产物用等

体积的 irT
s
饱和酚 /氯仿 (体积比 1 :

1) 抽提
,

12

仪旧 r/ 面 n
离心 5 而

n ,

水相加 1/ 10 体积的 3

~
l/ L

NaA
c
( pH 5

.

2 )
,

2倍体积无水乙醇沉淀 DNA
,

适量

几 B川介 r
溶解备用

。

20 “ L 酶消化反应液包含
: 2拜L

10 x B诚
r ,

5 林L 纯化的代R 产物
,

l 拜L sac ll (华

美公司产品 )
,

0
.

1% B队 2 拼L
,

补水 10 拜L
。

65 ℃

保温 Z h
,

反应完成后加 l % 10 x
助iad

n
gb ul 介 r

终止

反应
。

( 2) 电泳分析
:
将 CP R 扩增产物和酶切产物

在 2% 的琼脂糖凝胶上电泳
,

紫外观察照相 (温州

市孚华分析仪器厂 )
。

DN A 标准相对分子质量为 50

bp DN A 俪de r
( eG en R ul er 产品

,

购自华美公司 )
。

1
.

5
.

3 敏感性和特异性鉴定 将 100 拌L B 病毒的

细胞培养物 ( HA I : 51 20 ) 中抽提的 DNA
,

分别按

l : 2 0
、

1 : 5 0
、

l : 1X()
、

l : 150
、

l : 2X() 的比例稀释
,

每个稀释度各取 2 拜L 分别作为模板
,

按上 面试验

中选出的最佳条件进行 代R 扩增
,

并设标准 阳性

和阴性对照
,

电泳观察扩增产物的结果
。

用所设计的引物对 SH BV
、

HVS
一

1 和细小病毒

进行扩增
,

电泳观察扩增产物的结果
。

150
、

1 : 200 的比例稀释
,

在相同条件下
,

用所设计

引物进行 CP R 扩增
,

结果显示 CP R 方法能检测出

1% 稀释的 SHVB ND
A

,

用紫外分光光度计对 1%稀

释的 s H Bv DNA 进行 DNA 浓度测定
,

结果每 “ L l %

稀释的液体中所含 DNA 量约 4 gn
。

亦即该 CP R 反

应可检测 出 s gn 的 s H Bv DN A
。

用所设计的引物对

S HVB
、

HVS
一

1和细小病毒进行扩增
,

结果 SH BV 和

sH v
一

l 能产生 128 b p 片段的产物
,

而细小病毒不能

产生相应片段
。

3 讨 论

2 结 果

2
.

1 确定出 代R 最佳反应条件

选择不同的预变性温度
、

变性温度
、

退火 温

度
、

延伸时间和循环次数进行 CP R 反应
,

确定出

最佳的反应条件
。

即扩增条件为 % ℃预变性 10

m ;in 接着进人循环
:
% ℃变性 60

5 ,

退火温度为

印
一 51 ℃梯度降落

,

每降落 1 ℃进行 2 个循环
,

然

后 55 ℃退火温度进行 巧 循环
,

72 ℃延伸 00
5 ; 最

后
,

72 ℃延伸 10 ha on

2
.

2 CP R 产物鉴定

根据设计的引物
,

对 B 病毒和 H SV
一

l 进行 CP R

扩增
,

结果产生了 128 如 目的片段
。

用内切酶 枷 n 对 128 饰 目的片段进行酶切
,

理论上 B 病毒可得到 72 饰 和 56 b p Z个片段
,

而

HVS
一

1不能得到酶切产物
,

电泳结果如图 1 所示
,

与理论值相符
。

证明 SH VB 扩增产物与设计的片段

有相同的酶切位点
。

2
.

3 敏感性和特异性测定结果

将模板 DN A 分别按 1 : 2 0
、

1 : 50
、

l : l田
、

l :

聚合酶链反应 (CP R ) 是一种选择性体外扩增

ND A 的方法
,

CP R 技术以其灵敏
、

特异
、

操作简

便和快速等特点在生物学科各个领域得到广泛而迅

速的发展
,

特别在疾病诊断方面更是显示 出其无可

比拟的优越性
。

DT
·

CP R 技术是一种优化 代R 扩增

的方法川
,

它不象常规 cP R 反应需要许多次反应

或许多反应管来确定最佳循环参数
,

只要一个反应

管或一小组反应管
,

就能确保第一引物和模板杂交

事件发生在最互补的反应物之间
,

是一种潜在的一

步法找到最佳扩增条件的方法
。

猴是我国具有优势

与特色的大型实验动物之一
,

它的质量标准化对生

命科学研究
,

医学及制药工业都有重要作用与意

义
。

猴 B病毒是唯一一种从非人灵 长 目动物中分

离的人兽共患病原体
。

极易传染给人类引起破坏性

神经感染
,

迅速导致致死性脑炎
。

猴 B 病毒和

SH V
一

1之间虽具有密切的抗原关系
,

但毕竟是不同

的病毒
,

因而利用人的 HVS
一

l 抗原来检测猴 B 病

毒在实践中经常出现假阴性或假阳性
。

从 D NA 水

平上区分二者
,

对 B 病毒进行特异鉴定
,

将对建

立无 B 病毒猴群起到重要作用
,

也将能更好地保

证实验动物的质量
,

保证出口贸易及国内的迫切需

要
,

也将保证实验科技人员的生命安全
。

B病毒全基因组迄今尚未全部测序
,

只获得了

部分序列
,

H arn
n

got
。
等闭通过限制性内切酶消化

分析确定了 B 病毒基因组的物理图谱
,

B 病毒基因

组比 H SV
一

l 基因组稍大些
,

大约为 16 5 k b
,

G + C

含量为 75 %
,

与 SH V
一

1一样
,

B 病毒基因组由一个

长独特区 ( U )L 和一个短独特区 ( U )S 组成
。

在

长独特区上
,

完全测序的基因有糖蛋白基因 ( gP )

C 和 B
,

部分测序的基因有胸昔激酶基因 ( tk )
。

B

病毒 ht 基因虽然只获得 了部分序列
,

但根据 已获

得的序列与 H SV
一

1 的 U2I 3 编码序列相比
,

大部分

仍很保守 〔8〕
。

在短独特区上
,

完全测序的基因有糖

蛋白 G 和 J
、

10 K
,

部分测序的基因有 即D
、

US l o
,

SBH V 的糖蛋白 G 的核昔酸序列与 H SV
一

1 和非洲绿
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2 0 0 bP 一
12 8 bp 一

5 6
.

7 2 bP

图 I DT
一

CP R 扩增结果和 s Ca ll 酶切电泳图

Fi g
.

I DT
一
P C R na

l p】if玉e at io n p or d u e t s a n 〔
l

卿 d
u e t s d i罗 s t e d wi th So

c
fl

:
50 饰 D N A I五 dd e r ;

2 :
SHVB 产物

; 3
,

4 :

SH B V 酶切产物 ;

5
:

HV-S
l 产物 ; 6

:

sH v
一
l 酶切产物

猴疤疹病毒 ( SA s) 的同源性不高
,

具有病毒特异
`

胜抗原性 〔9:
。

在长独特区的保守区 g B 基因上设计了一对引

物
。

实验结果显示此引物扩增 SHVB 和 HVS
一

1产生

相似大小 的产物
,

用 内切酶 acS n 消化 S HB V 的

CP R 产物
,

能产生不同的片段
,

而 SH V
一

1不能产生

酶切产物
。

由于 B 病毒对人的危害性极大
,

而新

药开发和医学科研的发展都迫切需要使用实验动物

猴
,

因此
,

在准确诊断 B 病毒的同时
,

也要加强

预防
,

目前没有有效的 B 病毒疫苗
,

一般用无环

鸟昔和二经丙氧甲基鸟昔治疗 (患者要终身用药 )
,

中断将会导致病毒活化
,

排毒再次感染 [`例
。
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