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要!本研究旨在探究内源性绵羊肺腺瘤病毒基因在蒙古羊染色体上的分布情况&参照已登入
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中的

内源性绵羊肺腺瘤病毒"
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对引物!
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基因的部分片段!

用地高辛标记制备探针!利用荧光原位杂交"
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#技术检测
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在蒙古羊染色体上的分布&结果表明!用
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的
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基因合成的
1;<

探针在蒙古羊中期分裂相的
=

条染色体上均有杂交信号!分别为
"

>

4?

'

"

@

#3

'

#

>

4"

'

3

>

#3

'

=

>

"3

'

5

>

##

和
"4

>

#?

!其中在
=

和
5

号染色体上出现有较强的荧光信号&结果提示!在
=

和
5

号染色体上这
#

个位点上有多拷贝的
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基因!
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#是一种严重威胁我国养羊业发展的传染

病!该病是由绵羊肺腺瘤病毒 "
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#引起的一种慢

性'进行性'接触传染性的肺脏肿瘤性疾病)

"

*

$

但在

所有已研究过的正常绵羊和山羊基因组内都含有

"?

"

#%

拷贝与
(X-./0

密切相关的内源性绵羊肺

腺瘤病毒"
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#序列)

#!3

*

&在绵羊肺腺瘤病的致病过程

中内源性绵羊肺腺瘤病毒与外源性绵羊肺腺瘤病毒

密切相关!目前
()-./0

的生物学效应虽还不十分

清楚!但长期的演化理论推测其机体的作用是利大

于弊&

()-./0

在
6̂<

的发生'发展中并未起关键

作用!但
()-./0

通过受体竞争干扰
(X-./0

侵入!

并且
()-./0

可以阻止
(X-./0

病毒粒子的释放!

从而保护宿主免受感染!具有干扰
(X-./0

复制的

功能)

4!?

*

&这些为人们通过研究
()-./0

和
(X-./0

的结构变异来揭示致病机理以及寻找抗病差异育种

方法!防治
6̂<

在畜群的发生提供有用信息&因

此研究品种中
()-./0

原始地方分布特征!比较不

同品种的差异!对于进一步确定
6̂<

真正发病机

理与
6̂<

的生前诊断提供依据!同时为填补我国

在此方面的空白做努力!本研究应用荧光原位杂交

"
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#技术进行
()-./0

在蒙古羊染色体上的分

布分析!以期为进一步揭示
6̂<

的致病机理提供

理论依据&

%

!

材料与方法

%H%

!

外周血淋巴细胞的培养

用装有抗凝剂"肝素钠#的一次性真空负压采血

管"或注射器#采取周岁公蒙古羊外周血
?DR

!无菌

条件下在每个培养瓶内滴入
%$3

"

%$?DR

抗凝血!

将培养瓶置于
3B_

恒温培养箱内培养
B%H

!在终止

培养前
"

"

#$?H

!分别加
?

#

O

+

DR

!"的秋水仙素
#

"

3

滴!使其终浓度约为
%$%&

#

O

+

DR

!"

!封好瓶口

后继续培养)

=

*

&

%H!

!

染色体标本的制备

培 养 结 束 后!将 培 养 物 转 入 离 心 管!

"%%%Y

+

DE)

!" 离心
"%DE)

!弃部分上清液!留细胞

及上清液约
"DR

!吹打混匀!加
%$%B?DLF

+

R

!"

7̀F

溶液
?

"

=DR

!

3B_

低渗
#%DE)

!甲醇
a

冰乙

酸"

3a"

!

[

,

[

#固定液"新鲜配比#!固定
3

次!制成细

胞悬液!冰冻载玻片上滴
#

"

3

滴细胞悬液!空气干

燥&

%HI

!

:5;=?J

探针合成

参照本实验室已克隆的序列"

12&3&453

#!设计

"

对引物!上游引物"

?b!'7V'7VVV/<'<77V!

V<V7'<<<!3b

#!下 游 引 物 "

?b!<V<7V'7<'!

7c7'<V''77<'!3b

#!由宝生物"大连#有限责任

公司合成!采用随机引物标记法用地高辛"

19'!

PSV6

#标记绵羊
()-./0

的
.

$

.

基因
67/

产物!

67/

反应体系"

#%

#

R

#$

#d'7KJZZ(Y9"%

#

R

!

P;V6M

"

#$? DDLF

+

R

!"

#

3$#

#

R

!

D$

E

酶

"

?S

+

#

R

!"

#

%$#

#

R

!上下游引物各
"

#

R

!模板

1;<"

#

R

!

P

3

:

#

^3$=

#

R

!反应参数是
5?_

预变

性
?DE)

%

54_

变性
"DE)

!

?&_

退火
"DE)

!

B#_

延

伸
#DE)

!

3%

个循环%

B#_

延伸
?DE)

&扩增产物在

"e

的琼脂糖凝胶上电泳检测&

%H$

!

探针变性

取标记好的探针
"%

#

R

于
"$?DR

离心管中!

加
#?

#

R

无水乙醇和
"

#

R;+<G

溶液"

@

:?$#

#!充

分混匀后!

f#%_

放置
3%DE)

!以
"#%%%Y

+

DE)

!"

离心
3%DE)

!吸弃上清后!用
"DRB%e

乙醇洗涤沉

淀和管壁!吸弃乙醇!沥掉残液后!敞口向上放置于

室温!使乙醇完全挥发!向探针沉淀加
"%

#

R

杂交

液!充分吸打混匀!以
"#%%%Y

+

DE)

!"离心
"%M

!使

杂交液聚于管底!

=?_

预热
?DE)

后!于
B?_

变性

?DE)

!然后立即置冰上
"%

"

"?DE)

&

%H'

!

染色体标本变性
!

从
f#%_

取出标本!待其恢复到室温时!用胃

蛋白酶溶液于室温下处理
?DE)

!室温下!用
# d

..7

洗
#

次!

?DE)

+次!"

&用乙醇系列"

B%e

'

5%e

和
"%%e

#脱水!依次为
3

'

3

和
?DE)

!晾干!显微镜

下观察后!用钻石笔在标本背面标记杂交区域"约

#%DDd#%DD

#!

=? _

烤片至少
#H

!于
B#e

'

B%e

甲酰胺,
#d..7

中变性
#

"

3DE)

&立即将标

本依次经预冷至
f#%_

的乙醇系列"

B%e

'

5%e

和

"%%e

#脱水各
?DE)

!然后室温下晾干&

%H&

!

荧光原位杂交

将变性的探针加于染色体标本的杂交区域中

央!盖上盖玻片"

"&DDd"&DD

#"注意避免气泡生

成#!用
/JKK(Y7(D()W

封盖玻片四周!于
3B_

在

潮湿暗盒中杂交过夜"约
"=

"

"BH

#&

%HK

!

洗脱%免疫检测与信号放大

杂交次日!将标本从
3B_

温箱中取出!用镊子

撕掉
/JKK(Y7(D()W

!于
4"

"

?% _

!将标本浸入

="="
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期 柴
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局等$内源性绵羊肺腺瘤病毒基因在蒙古羊染色体上的分布研究

?%e

甲酰胺,
#d..7

洗涤
?DE)

"待盖玻片脱落后

开始计时#!然后再用相同温度的
?%e

甲酰胺,
#d

..7

洗涤!于
?%_

!

"d ..7

中洗涤
"DE)

!室温

下!在
#d..7

中漂洗一下&

$

加
"%%

#

R

封闭液
9

于杂交区域
3%

"

4%DE)

!加盖封口膜"

#%DDd

#%DD

#!

3B_

温育
3%DE)

%

%

加
?%

#

R<)WE!PE

O

!

LXE

O

()E)!ZFJLY(MG(E)

于 杂 交 区 域!加 盖 封 口 膜!

3B_

温育
=%DE)

%

&

标本于
4?_

洗涤!加
"%%

#

R

封闭液
99

于杂交区域!加盖封口膜后!

3B _

温育

3%DE)

%在
#d..7

中漂洗后!取出标本!室温下自然

干燥!用
69

,

+)WEZ+P(

复染!盖上盖玻片"

"&DDd

"&DD

#后在
;E,L)C&%%

荧光显微镜下!用滤光片

*!#<

"激发波长为
4?%

"

45%)D

#观察结果!可同时

看到绿色杂交信号和红色染色体!用
771

和配套软

件捕获并处理图像&

!

!

结
!

果

!H%

!

:5;=?J

的
!

"

!

基因
L(?

扩增

用外周静脉血快速培养法培养淋巴细胞制备染

色体标本!得到良好的中期分裂相!以
1;<

为模

板!加入合成的引物进行
67/

扩增!取
67/

产物电

泳并于凝胶成像仪上观察!结果扩增出大约
##&K

@

的无杂带目的基因片段"图略#!产物纯化后!采用试

剂盒
19'1;<R+K(FE)

O

ÈW

"

7+W$;L$""B4?&3#

5"%

#的方法进行探针标记!并进行灵敏度的检测!探

针在
BDE)

内显色!浓度为
3%

@O

+

#

R

!"

!浓度大于

%$"

@O

+

#

R

!"可用于杂交&

!H!

!

染色体的
MN=O

以
()-./0

基因组中的
.

$

.

基因设计引物合

成探针!用绵羊外周血淋巴细胞制备的中期染色体

作杂交标本!用荧光素异硫氰酸盐和抗地高辛抗体

检测!最后染色体用碘化丙啶"

69

#复染&在荧光显

微镜下检测并照相!结果显示
()-./0

探针与绵羊

中期分裂相染色体成功杂交"图
"

#&在图示中可见

绿色荧光信号分布在中期分裂相的
=

条染色体"红

色#中!说明蒙古羊基因组中有
()-./0

的分布&

!HI

!

染色体核型分析及
:5;=?J

的分布结果

按照第一届国际家养动物显带核型标准化会议

"

"5B=

年在英国
/(+PE)

O

召开#!绵羊
#

倍体细胞染

色体数
#)g?4

!公羊核型为
?4

!

hc

!母羊核型为

?4

!

hh

&按绵羊染色体长度依次划分
"

"

3

号为大

的中部或亚中部着丝粒染色体%

4

"

#=

号为端部着

丝粒染色体!

h

染色体为最端部着丝粒染色体!

c

染

色体为最小的中着丝粒染色体)

B

*

!绵羊染色体核型

不分组!常染色体按同源染色体配对!然后再依染色

体大小递减排列!依次编号为
"

"

#=

号!一对性染体

不编号排在最后&因公羊具有染色体代表性!此研

究作了公羊的有杂交信号的染色体核型分析!计算

出其相对长度'臂比值和着丝粒指数"表
"

#!选取有

杂交信号的染色体照片!根据以上结果进行配对!并

进行核型分析确定信号所在染色体"图
#

#!经分裂

相核型分析!利用绵羊染色体
'f

带模式图)

&

*与相

应染色体对照!确定杂交信号在染色体上的具体物

理位置!其中
"

号染色体"

"

对同源染色体#出现
#

个杂交信号!

#

'

3

'

=

'

5

和
"4

号染色体都出现
"

个杂

交信号!在杂交信号的染色体上!除
"

号染色体上出

现
#

个信号外!其它染色体都出现
"

个信号!且除
"

号同源染色体
"

个染色体短臂"

@

臂#上出现单个杂

交信号外!其它染色体出现的杂交信号都是同源配

对的!在本研究中!确定了
()-./0

在我国蒙古羊染

色体中
"

'

#

'

3

'

=

'

5

和
"4

号上的物理位置!通过比较

分析!其中
=

和
5

号染色体上的杂交信号明显强于

其它染色体上的信号!将信号所在的染色体与该染

色体的
'f

带标准模式图作对照!其中优先着丝粒

对齐"图
3

#!确定染色体上信号的具体位置"表
"

#&

I

!

讨
!

论

本研究利用
89.:

技术初步研究了
()-./0

在

蒙古羊染色体中的分布及物理位置!确定了
()-.!

/0

在我国蒙古羊中
"

'

#

'

3

'

=

'

5

和
"4

号染色体上

的物理位置&其中
"

'

#

'

=

和
"4

号位置与国外研究

确定的相一致)

5!"#

*

!

3

和
5

号是本研究新确定的&

已有的研究表明!正常绵羊和山羊基因组内都

含有
"?

"

#%

拷贝与
(X-./0

病毒密切相关的内源

性绵羊肺腺瘤反转录病毒序列"

()-./0

#

)

3

!

?

*

!本研

究结果也说明蒙古羊基因组内存在多拷贝的
()-.!

/0

&在
7+YFML)

等研究山羊与绵羊的
()-./0

分

布时发现染色体组内仅有
#

个"

"

>

4?

和
#

>

4"

#分布

相同)

"3

*

!说明羊属在进化过程中绵羊和山羊的区分

"大约
4%%

万
"

"%%%

万年前#要比内源性
()-./0

整合到羊染色体中的时间"

?%

万
"

"&%

万年前#早得

多)

"4!"?

*

&

研究显示!在
=

和
5

号染色体上出现的信号强

度比其它染色体上高出
3

"

?

倍!这说明在
=

和
5

号

染色体位点可能出现多拷贝
()-./0

串连重复结

构!并且这些重复序列的结构可能是以典型的-头
!

B"="
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图中红色为染色体'绿色为信号"白色箭头所指#

()-./0

在

绵羊染色体基因组中的
=

条染色体出现杂交信号"图 中箭

头所指为绿色荧光信号!
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图
%

!
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在绵羊染色体基因组上的物理定位图#
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!
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:5+,:
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&""P

$

"
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h

和
c

为蒙古羊"

#

#杂交图的核型分析"图中箭

头所指为绿色荧光信号!
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图
!

!

绵羊荧光原位杂交分裂相染色体核型图#
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Q!

!

(.*

F

+

9

*.,+62):6/4+*:-D:5D:15-124)
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&""P
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尾纵向串连.的方式排列&虽然这种序列结构在反

转录前病毒中不常见!但也有以这种方式排列的病

"

$

表示有很强的绿色荧光信号

"

$9)PEG+W(MWYL)

OO

Y(()ZFJLY(MG()G(ME

O

)+F

图
I

!

绵羊基因组中
75;=?J

的
MN=O

杂交位点与
BU

带模式图对照确定绿色荧光信号#

MNR(

$在染

色体的位置#
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9

QI
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%"""P
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毒!人内源性逆转录病毒
`

"

:C/0!̀

#基因序列以

及鸟类肉瘤病毒在鹌鹑转化中发现的串连重复结构

就是以头
!

尾纵向串连重复出现的)

"=!"B

*

&在
"

号染

色体中出现
#

个杂交信号!说明在
"

号染色体中有

#

个
()-./0

拷贝&

本研究是参考
()-./0

的
.

$

.

基因设计合成

的探针!检测结果比
1(D+YWE)E

等用
.LJWH(Y)KFLW

方法检测
()-./0

在绵羊与仓鼠杂种细胞系的分布

结果差)

5!"#

*

!原因可能是
.

$

.

出现变异造成的探针

敏感性下降!不能完全检测出绵羊基因组中
()-.!

/0

的分布!也可能是
7+YFML)

等用的
-./0

全基因

序列探针"

B$?,K

#长!削弱了特异性信号!不能灵敏

的检测到有截断的或有不同突变的序列)

"3

*

&

本研究检测了
()-./0

在蒙古羊染色体基因组
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期 柴
!

局等$内源性绵羊肺腺瘤病毒基因在蒙古羊染色体上的分布研究

中的分布!并确定了
()-./0

的物理位置!对于进一

步了解该基因的潜在功能具有重要意义!并丰富了

绵羊的物理图谱!为深入揭示
6̂<

的致病机理提

供了分子遗传学依据&

$

!

结
!

论

在
=

和
5

号染色体上出现比其它染色体上更强

的信号!这说明在
=

和
5

号染色体位点出现了多拷

贝
()-./0

串连重复结构!而其它染色体上没有这

种结构!对进一步研究内源性绵羊肺腺瘤病毒基因

在蒙古羊染色体上的整合机理及肺腺瘤病毒致病机

理提供了理论上的基础证据!为科研工作者进行更

深入的研究奠定基础&

表
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绵羊染色体的核型分析指标#相对长度%臂比%着丝粒指数$及
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