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要"近期作者实验室从腹泻牦牛粪便样本中鉴定出一种新型星状病毒"

4,R]

#///牦牛
4,R]

!本研究旨在建

立检测牦牛
4,R]

的
\6!85\

方法'首先设计引物扩增牦牛
4,R].*&C

J

的
HNQ0

基因片段!进行序列分析(在此

基础上设计检测引物!建立检测牦牛
4,R]

的
\6!85\

方法'结果显示!从
0&

份牦牛腹泻粪便中扩增出
%*

个牦牛

4,R]HNQ0

基因片段!核苷酸相似性为
//a*Z

$

%&&Z

!而与牛肠源星状病毒"

L4,R]

#

HNQ0

基因的相似性仅为

2/a2Z

$

(&a(Z

(所建立的
\6!85\

方法只扩增牦牛
4,R]

的特异片段!对
L4,R]

和其他无关病原无扩增(对病毒

核酸的最低检测限为
21a*N
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(比较试验表明!所建立的
\6!85\

方法对牦牛
4,R]

的检出率明显优于现有

检测
L4,R]

的
\6!85\

方法'其对牦牛腹泻与健康粪便样本中牦牛
4,R]

的检出率分别为
22a2Z

"
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#和

1a1Z
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#'试验结果表明!扩增的
HNQ0

基因片段的核苷酸序列在牦牛
4,R]

毒株间高度保守!但

相对于
L4,R]

变异大(基于该序列建立的检测牦牛
4,R]

的
\6!85\

方法特异性好!灵敏度高!稳定性好!为牦牛

4,R]

的检测和流行病学调查提供了有力工具(同时!本试验结果也提示牦牛
4,R]

与犊牦牛腹泻有联系'
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牛星状病毒"
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L4,R]

#是于

%/1(

年从英国
1

日龄犊牛腹泻粪便中首次分离并

命名的!由于该病毒感染
38b

牛后未引起腹泻症

状!被认为是无致病性的*

%

+

'然而!

%/()

年
G'F'

W##"D

等的研究发现
L4,R]

分离株
E3%

接种
38b

牛后虽然不能引起临床症状!但能够引起牛回肠圆

顶上皮细胞中的
Y

细胞发生病变!并且粪便颜色由

棕变黄(同时!该研究还表明
L4,R]

单独存在时不

能导致牛发生腹泻症状!但与其他病毒"如轮状病

毒&冠状病毒等#混合感染时引起的临床症状更加严

重*

0

+

'近年的流行病学资料也表明!

L4,R]

与犊牛

腹泻有联系*

*!2

+

'

最近!作者实验室采用宏病毒组技术首次从腹

泻牦牛粪便样本中鉴定出
4,R]

!并获得了一株牦

牛
4,R]

的基因组序列!与肠源
L4,R]

的核苷酸序

列相似性为
).a)Z

$

..a0Z

!其中
HNQ%=

&

HNQ%C

和
HNQ0

与肠源
L4,R]

的相应核苷酸序列相似性

分别为
.%a1Z

$

1(a(Z

&

1)a)Z

$

(1a&Z

和
)&a.Z

$

21a)Z

(而氨基酸序列的相似性分别为
1%a1Z

$

/%a.Z

&

(.a*Z

$

/.a)Z

和
2&a0Z

$

.)a0Z

*
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'该

毒株的
HNQ0

基因发生了基因重组现象!推导的重

组位点位于核苷酸序列的
(&)C

J

处!序列分析显示

%

/

(&)C

J

片段与
L4,R]L1.!:`

的相似性最高!

而
(&2C

J

以后的片段与鹿
4,R]554,R]

株的同源

关系最近!是一种新型
4,R]

*

.
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'本研究的目的是建

立检测牦牛
4,R]

的
\6!85\

方法!并且对
0&%)

/

0&%2

年四川省阿坝州的
%*1

份腹泻犊牦牛粪便样

本和
0.

份健康犊牦牛粪便样本进行检测'

#

!

材料与方法

#E#

!

病毒&菌'株与临床样本

牦牛
4,R]

核酸样本为宏病毒组测序证实的阳

性样本(用于特异性验证的病毒"菌#株和核酸样本$

牦牛源轮状病毒"
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牦牛源牛病毒性腹泻
!
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C#T$-DT$S=>

"$=SSBD=T$S@,

!

L]X]',M@-&.&*

#&牦牛源肠炎病毒

"
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!

L;]',M@-&2%&

#(牦牛源
/̀/

大肠 杆 菌 "

,M@-)&02

#&牦 牛 源 都 柏 林 沙 门 菌

"

,M@-*1*.

#&牦牛源产气荚膜梭菌"

,M@-0/*&

#&牦

牛源空肠弯曲杆菌"

,M@-%.*/

#(

L4,R]

&牦牛源冠

状病毒"

C#T$-DA#S#-=T$S@,

!

L5]

#&牦牛源细小病

毒&牦牛源
#̀C@

病毒核酸样本以及牦牛源艾美尔

球虫&牦牛源瑞氏隐孢子虫的
XF4

样本由本实验

室保存'临床样本为
0&%)

年
1

月和
0&%2

年
.

月从

四川省阿坝州采集的
%.*

份犊牦牛"

(

*

月龄#粪便

样本!其中腹泻粪便样本
%*1

份!分别来自
%0

个牧

场(健康粪便样本
0.

份!来自于同地区未发生腹泻

性疾病的
)

个牧场!保存在
d(&_

'

#E!
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主要试剂及仪器
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&
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R

6Y

&

8YX%/!6

载体均购自
6=̀ =\=

公司(

XF4 Y=SQDS

&大肠杆菌

X:2

"

感受态细胞&

XF4

凝胶回收试剂盒&质粒提

取试剂盒均购自宝生物工程"大连#有限公司产品(

凝胶成像系统
X#A0&&&

"

L$#!\="

公司!美国#(紫外

分光光度计
5=S

U

2&8S#CD

"

]=R$=-

公司!美国#(高速

冷冻离心机"

;

JJ

D-"#SN

公司!德国#'

#EF

!

引物设计与合成

本研究在对前期获得的宏病毒组数据和牦牛

4,R]3(

株基因组序列"

`Y(002/*

#分析的基础

上*

.

+

!采用
8S$<DS2'&

引物设计软件设计引物"

8%

&

80

#$
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$
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!

\

$

2k!

465555566GG6G66GG6!*k

!扩增长度为
.*&

C

J

的牦牛
4,R] HNQ0

基因片段!该片段位于

HNQ0

基因的
%

/

.*&C

J

处'从
0&

份牦牛腹泻粪

便样本中扩增目的片段并测序!应用
Y;G42'%

和

YD

?

4>$

?

-

序列分析软件进行序列分析和遗传进化

分析'

特异性检测牦牛
4,R]

的
\6!85\

的引物

"

8*

&

8)

#设计根据上述序列分析的结果!选取保守

序列设计特异性检测牦牛
4,R]

的引物!引物信息

((0%
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见表
%

!扩增位于牦牛
4,R]HNQ0

基因
11

/

)0%C

J

的长度为
*)2C

J

的目的片段!引物由大连宝生物工

程有限公司合成'

表
#

!

三种
)GQ7J)

方法的引物信息

G,B9*#

!

7-;8*-;3=4-8,>;43=4->/-**M;31+4=)GQ7J),++,

D

检测方法
XDRDAR$#-<DRB#"

靶基因
6=S

?

DR

?

D-D

引物序列
3D

O

@D-AD

引物来源
KS$

?

$-

% HNQ0

b

$

2k!54G54G54G4GG4GG44G4G4!*k

\

$

2k!5G44454G5456GG54555!*k

本研究

0 HNQ%C

b

$

2k!G6G666GG546G6GGG6e44\55!*k

\

$

2k!\65]eeL̀ 6GG6GG6!*k

*

*

+

* HNQ%C

b

$

2k!G4e6GG45L5G:6W6G46GG!*k

\

$

2k!̀ e66\45554546F5544!*k

*

1

+

#E%

!

核酸的提取与
.?L0

合成

将临床粪便样本与
8L3

"

%^2

#充分重悬混匀!

d(&_

冰箱中反复冻融
*

次!

*&&&S

.

<$-

d%离心

%&<$-

!弃沉淀!再以
%0&&&S

.

<$-

d%离心
*&<$-

!

取上清!然后按照
6\7P#>\D=

?

D-R

说明书提取总

\F4

!并按照反转录试剂盒说明书合成
AXF4

!

d0&_

保存备用'细菌
XF4

采用酚/氯仿法提

取!

d0&_

保存备用'

#E'

!

牦牛
0+>\

阳性标准品的制备

以牦牛
4,R]AXF4

为模板!加入
8*

&

8)

引物

扩增牦牛
4,R]

的
HNQ0

基因
*)2C

J

的片段!

85\

产物经
%'2Z

琼脂糖凝胶电泳鉴定!用胶回收试剂

盒回收目的片段!将其克隆至
J

YX%/!6

载体!并转

化大肠杆菌
X:2

"

感受态细胞!筛选出阳性克隆接

入含氨苄青霉素的
9L

液体培养基中!

*1_

培养
(

B

!用质粒提取试剂盒提取重组质粒!送擎科生物有

限公司测序'测序正确的阳性质粒作为
4,R]

阳性

标准品!核酸蛋白检测仪测定其浓度'

#E$

!

反应体系及条件的优化

采用
02

.

9

体系"预混酶
%0'2

.

9

!牦牛
4,R]

阳性标准品
0

.

9

!

"":

0

K

补足至
02

.

9

#!对退火温

度从
2&

$

.&_

进行优化!再以优化的退火温度对引

物浓度
%&

.

<#>

.

.

9

d%

"

&'%

$

%'&

.

9

#进行优化'

#E&

!

敏感性测定

将牦牛
4,R]

阳性标准品
%&

倍递增稀释后作

为模板"

%c%&

&

&

%c%&

d%

$

%c%&

d(

#!用建立的
\6!

85\

进行检测!确定其检测限'

#E(

!

特异性评价

用建立的
\6!85\

对,

%'%

-中特异性检测待检

病原的核酸样本进行检测!并设立标准阳性样本和

阴性对照!以评价该方法的特异性'

#EK

!

稳定性评价

用建立的
\6!85\

对
*

个阳性模板进行
*

次

重复检测!以评价方法的稳定性'

#E#"

!

与现有检测
T0+>\

的
)GQ7J)

方法的比较

采用本试验中建立的
\6!85\

方法和现有的
0

种检测
L4,R]

的
\6!85\

方法"表
%

#同时对
2)

份

牦牛腹泻粪便样本及
(&

份肉牛腹泻样本进行检测!

比较这三种方法的检出率'

#E##

!

临床样本检测与统计学分析

采用建立的
\6!85\

方法对上述
%*1

份腹泻

粪便样本和
0.

份健康粪便样本进行检测!随机选取

%&

份阳性样本测序验证(分别统计!牦牛
4,R]

在

腹泻粪便样本和健康粪便样本的检出率!应用
3833

软件对检测结果产生的差异进行显著性分析'

!

!

结
!

果

!E#

!

牦牛
0+>\):5!

基因片段序列的克隆及系统

发育分析

从
0&

份腹泻粪便样本中扩增出
%*

个牦牛

4,R]HNQ0

基因片段!长度为
.*&C

J

!毒株间的相

似性为
//'0Z

$

%&&Z

!这一结果表明牦牛
4,R]

HNQ0

基因的
%

/

.*&C

J

区域高度保守!具备作为

检测牦牛
4,R]

分子检测靶点的潜力'将扩增的牦

牛
4,R]HNQ0

基因片段与已报道的
L4,R]

毒株

进行核苷酸同源性分析发现!牦牛
4,R]HNQ0

与

牛肠源
L4,R]

毒株的相似性为
2/'2Z

$

(&'(Z

'

牦牛
4,R]

与牛肠源和呼吸道源
L4,R]

之间的遗

/(0%
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传距离相对较近!但也存在明显的遗传距离!且所有

牦牛
4,R]

单独聚成一支"图
%

#'

!E!

!

牦牛
0+>\

检测引物的特异性

采用自行设计的引物对牦牛
4,R]

核酸阳性样

本进行
85\

扩增!获得的目的片段大小与预期结果

一致'测序结果证明目的片段长度为
*)2C

J

!为牦

牛
4,R]

的特异性序列!与牦牛
4,R]HNQ0

基因序

列的相似性为
%&&Z

'

!EF

!

优化的
)GQ7J)

反应体系及条件

优化的反应体系$预混酶
%0'2

.

9

!上下游引物

8*

&

8)

"

%&

.

<#>

.

9

d%

#各
&'2

.

9

!

AXF40

.

9

!

"":

0

K

补足
02

.

9

'反应条件$

/2_

预变性
2<$-

(

/2_

变性
*&,

!

2._

退火
*&,

!

10_

延伸
*&,

!共

*2

个循环(

10_

延伸
%&<$-

'

!E%

!

特异性

该方法能从牦牛
4,R]

阳性核酸样本中检出目

的基因片段!对
L4,R]

阳性核酸样本无扩增!对其他

无关病原不扩增'可见!本研究建立的
\6!85\

只适

合牦牛
4,R]

的检测!而不能用于
L4,R]

的检测'

!E'

!

敏感性

牦牛
4,R]

阳性标准品的浓度为
21'*-

?

.

.

9

d%

!

敏感性检测结果显示!

%c%&

d.稀释度阳性标准品仍

可见目的条带!对
4,R]

的核酸最低检测限为
21'*

N

?

.

.

9

d%

'

!E$

!

稳定性

对同一模板的
*

次重复检测结果一致!证明该

方法具有良好的稳定性和重复性'

!E&

!

三种
)GQ7J)

检测方法的比较

三种检测方法的引物信息见表
%

'

检测方法
%

$

*

对
2)

份牦牛腹泻粪便样本中牦

牛
4,R]

检测的阳性率分别为
1&')Z

&

&

&

0/'.Z

!可

见作者所建立的
\6!85\

方法对牦牛
4,R]

的检测

效率明显优于现有的
0

种检测
L4,R]

的
\6!85\

方法'三种方法对
(&

份肉牛腹泻粪便样本中

L4,R]

检测的阳性率分别为
&

&

&

&

('1Z

!进一步证

明本试验建立的
\6!85\

方法只适用于牦牛
4,R]

的检测'对方法
0

不能检出
L4,R]

原因的分析发

现!该文献报道的下游引物是错误的'

!E(

!

临床样本检测

利用作者建立的
\6!85\

方法从
%*1

份腹泻

牦牛粪便和
0.

份健康牦牛粪便中分别检出
1.

份和

0

份阳性样本!对随机挑选
%&

份阳性样本
85\

产

物测序结果证实为牦牛
4,R]

特异片段'腹泻犊牦

牛粪便样本中牦牛
4,R]

的携带率为
22'2Z

!显著

高于健康犊牦牛粪便中的携带率
1'1Z

"

:

$

&a&%

#!表明
4,R]

感染可能与犊牦牛腹泻有联系'

F

!

讨
!

论

近年来!关于
L4,R]

感染的流行病学及病原遗

传变异的研究逐年增加*

*

!

2

!

1!(

+

'作者最近利用二代

测序技术首次从牦牛腹泻粪便样本中鉴定出

4,R]

!是一种新型
4,R]

*

.

+

!采用现有的两种检测

L4,R]

的
\6!85\

方法*

*

!

1

+对阳性样本却不能检

出'因此!有必要建立检测牦牛
4,R]

的
\6!85\

方法'有资料表明!

4,R]HNQ0

基因的前段区域在

种内是高度保守的*

/!%%

+

'因此!为筛选分子检测靶

点!作者对
%*

株牦牛
4,R]HNQ0%

/

.*&C

J

的基

因片段进行了克隆测序!结果显示该区域核苷酸序

列在牦牛
4,R]

种内也是高度保守的'基于该序列

保守区域设计了检测引物!成功建立了检测牦牛

4,R]

的
\6!85\

方法!具有特异性强&敏感度高&

稳定性好的特点!为牦牛
4,R]

的病原检测及病原

流行病学调查提供了可靠手段'由于该方法是基于

牦牛
4,R]HNQ0

基因保守序列建成的!而本试验

获得的牦牛
4,R]HNQ0

基因片段与
L4,R]

的核

苷酸相似性仅为
2/'2Z

$

(&'(Z

!点突变很多'这

可能是该方法不能对
L4,R]

阳性模板及牛腹泻粪

便中
L4,R]

阳性样本检出的原因'因此!本试验建

立的
\6!85\

方法只适用于牦牛
4,R]

的检测'在

后续研究中!可进一步研究建立检测牦牛
4,R]

和

L4,R]

的双重
\6!85\

及通用型
\6!85\

!以满足

不同研究的需要'

现有两种检测
L4,R]

的
\6!85\

方法对临床

样本中牦牛
4,R]

的检出率显著低于本研究建立的

\6!85\

方法!分析其原因可能有两个$一是核苷酸

序列变异'现有的检测
L4,R]

的
\6!85\

引物的

靶基因都是
HNQ%C

!而牦牛
4,R]

的
HNQ%C

的核

苷酸序列与已知的
L4,R]

的
HNQ%C

的序列差异

大!相似性仅为
1)')Z

$

(1Z

!且核苷酸序列中存

在很多点突变*

.

+

!这可能是主要原因(二是现有的两

种
85\

方法为解决
L4,R]

的
HNQ%C

核苷酸序列

的点突变!均采用了简并引物*

*

!

1

+

!而简并引物会影

响
85\

检测的灵敏度*

%0

+

'实际上!作者用本研究

建立的方法和文献*

1

+的方法检测均为阳性的样本!

进行了灵敏度比较!结果前者的灵敏度较后者高

%&&

倍'

&/0%
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期 陈
!

曦等$牦牛星状病毒的
\6!85\

检测方法的建立和变异分析

图
#

!

牦牛
0+>\):5!

基因片段的邻近法进化树

I;

:

E#

!

L*;

:

/B4-Q

X

4;3;3

:

.43+*3+6+>-**=4-

H

,->;,9):5!

:

*3*=-,

:

8*3>4=

D

,M0+>\

!!

I'̀ 'KD<

等和
Y'5=-"$"#

等的流行病学调查

表明!

L4,R]

与犊牛腹泻有关*

*

!

2

+

!作者的检测结果

也提示牦牛
4,R]

可能与犊牦牛腹泻有联系'然

而!

5'8'3B=S

J

等对新西兰牛的群体研究发现!

L4,R]

在犊牛体内的检出率虽然高于成年牛!但认

为
L4,R]

并不是导致犊牛腹泻的主要病原*

%*

+

'鉴

于牦牛
4,R]

在犊牦牛腹泻粪便中有很高的检出

率!有必要进一步确定其在牦牛腹泻的作用'

%/0%
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