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摘 要 : 以新分离的猴 B病毒毒株为材料
,

建立了一种 cP R 快速鉴定 s H Bv 的方法
,

并通过对 cP R 产物

的限制性酶切分析可与 HVs
一

1相区分
,

并对这一新分离的 B 病毒毒株的克隆片段进行了序列分析
.
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恒河猴是 目前我国出口的主要的实验动物
,

也是广东省具有优势与特色的大型实验动物之

一
,

在新药尤其是新药研制中具有重要作用
,

恒

河猴的质量标准化对生命科学研究
、

医学及制药

工业都具有重要 的作用与意义
.

猴疤疹病毒

(
s i m i an h e

卿
, B v i ur s ,

S H B V ) 也称 B病毒
,

是恒

河猴的一种
。 一

疤疹病毒川
,

是惟一一种从非人类

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
.

目前 国内的诊断方法仍然采用人单纯疤疹病

毒 ( h e甲 e s s i
mlP ex

v i m 、

ytP
。 l

,

H s v
一

l ) 作标准抗

原建立的酶联免疫吸附试验和玻片免疫酶法
,

由

于 B 病毒和 H S 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 HS V
一

1抗原

来检测猴 B 病毒在实践中经常出现假阴性或假

阳性
.

实际上
,

S H BV 和 HVS
一

l 在 D N A 水平上是

能区分的
,

因此
,

建立一种特异的 P C R 诊断技

术
,

就能在 D N A 水平上对 B病毒进行快速鉴定
,

对建立无 B病毒猴群也将起到重要作用
.

1 材料和方法

1
.

1 材 料

( l) 灭活 B 病毒
:
实验用的 B病毒是由北京

军事医学科学院实验动物中心田克恭博士
,

从称

猴 口腔溃疡灶中分离得到
.

( 2) HVS
一

1病毒
:
由北京军事医学科学院实

验动物中心惠赠
.

1
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2 方 法

1
.

2
.

1 病毒 D N A 的制备与纯化 采用 C TA B 法

制备病毒 D N A
.

取适量病毒抗原液于 1
.

s mL 离

心管中 12 以x ) r/ m in 离心 2 m in
,

收集病毒粒子
,

加人 500 拜L 6 5 ℃ 预热的 4 / e认 B ( 叨
二 4 %

CTA B
,

100
r ur n 0 1/ L irT

s 一 HC I
,

p H 8
.

0
,

1
.

4 mo l / L

N a C I
,

2 5mm
o l / L E D I

,

A
,

p H 8
.

0
,

甲 = 0
.

2 % 俘
一

琉

基乙醇 )
,

65 ℃保温 30 im n ,

经等体积氯仿 /异

戊醇 ( 24 :
l) 抽提

,

12 0C 旧 r/ im n
离心 or 而 n ,

水相加人 2 倍体积 的无水乙醇
,

12 自X ) r/ m in 离

心 or m in
,

D N A 用 沪 二
70 % 乙醇洗 2 次

,

晾干
,

适量 TE 溶解
.

D N A 纯化采用 D邢 法 ( hP
~

ic a

公司生产 )
.

1
.

2
.

2 P C R 引物的设计与合成 通过 In t e rn e t 查

找国际分子生物学数据库
,

采用 D N A S IS 软件对

S HB V 和 H SV 序列进行分析比较
,

利用 D NsA atr

设计特异的引物
.

用于 P C R 检测 S H Bv 和 Hs V

的特异引物为位于糖蛋白 D 基因内的 D IF ( 5
’

A
-

G A A C C C G I
,

TC C A G A C C CC C A G 3
’

)
,

D R I ( 5
`

G A T
-

G CG CT G (刀
,

r CCT G G G G A TG 3
`

)
,

由美国 I T I公司

合成
.
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3 cP R 及其产物的酶切 50 拌L CP R 反应液

中含有
:

10 x B l l ffe r ,

0
.

2

~
l/ L d N T P s ( A

,

C
,

G
,

T )
,

15

nmot
l / L M gC 12

,

0
.

50 拜mo F L 引物对
,

1 U T a q D N A 聚合酶 (购自广州华运公司 )
.

CP R 程序为
:

94 ℃变性 4 m in 之后
,

94 ℃变

性 1 m i n ,

55 ℃退火 0
.

5 而 n ,

7 2 ℃ 延伸 l : :川 , ,

30 个循环
,

最后在 72 ℃下延伸 5 而 n
.

勒
。 工消化

:

cP R 产物用等体积的 irT
,
饱和

酚 /氯仿 (体积比为 l : l) 抽提 l 次
,

12 以刃 r/

m i n
离心 5 m i n ,

水相加 l / 10 体积的 3 n lo l / L N aA
e

( p H 5
.

2 )
,

2 倍体积无水乙醇
。 D N A 沉淀 D N A

,

适量 ET B
uffe

r
溶解备用

.

or 拌L 酶消化反应液包

含
: l 拌L l o x l划介

r ,

5 拌L 纯化的 p CR 产物
,
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之中
.

2
.

4 新分离的 B 病毒部分核昔酸序列的分析

用于实验的 B 病毒
,

是由北京军事医学科

学院实验动物中心 田克恭博士
,

从外形健康的老

龄恒河猴口腔病灶中分离培养得到的
,

这在亚洲

尚属首例
.

我们将上述 CP R 产物进一步克隆到

载体上
,

并进行 了序列 测 定 (该序列 已输人

eG nB an k
,

收录号为 A兄 8 59 61 )
,

利用 D A N s is
软

件与 eG
n B a n k 中的 B病毒和 SH V

一

1序列进行了同

源性比较 (图 3)
,

结果表明
,

新分离到的 B 病

毒克隆片段与发表 的序列同源 性为 97 %
,

与

H VS
。

1同源基因的同源性为 94
.

7 %
.
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图 3 sH B v 克隆片段与 Ce nB
a n卜中的 B病毒序列 ( , 81 01 ) 及 H SV

.
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