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要"拟建立一种基于
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多基因表达分析系统的多重
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方法!同时检测
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种鸡免疫抑制病病毒///鸡马

立克病毒&禽白血病病毒"包括
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亚群#&禽网状内皮组织增生症病毒&禽呼肠孤病毒&鸡传染性贫血病毒和

传染性法氏囊炎病毒'多重
85\

反应使用嵌合引物和通用引物组合的反应体系!经过
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多基因表达分析系统

进行毛细管电泳!鉴别
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酶浓度优化反应体系及调整退火温

度和时间优化反应条件'应用建立的多重
GDH8!85\

!分别单独和同时检测
.

种鸡免疫抑制病病毒的
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个目的基

因!同时以其他常见禽类病毒和鸡组织器官核酸为对照!验证其特异性(检测
(

个目的基因不同浓度的克隆质粒!

验证其敏感性(应用建立的多重
85\

检测
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份临床样品!并同时用荧光定量
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和测序验证其检测结果的准确

性'结果表明建立的多重
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方法能够分别扩增出
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种病毒!
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个特异性目的片段!不能扩增其他常见禽

类病毒和鸡组织器官的基因(在低至
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d%的水平能同时特异性地检测出
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种鸡免疫抑制病病毒核

酸(检测
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份临床病死鸡样品!
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份样品显示为阳性!

85\

和测序结果与多重
GDH8!85\

结果相符'本研究建

立的多重
GDH8!85\

方法可特异&敏感&高通量地检测
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种鸡免疫抑制性病毒!可用于临床鉴别诊断和分子流行病

学调查!具有很高的临床应用价值'
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些病毒都能破坏鸡的免疫功能造成免疫抑制'鸡群

感染免疫抑制病病毒后!对致病菌和其他病毒更加

易感!发生继发感染!接种疫苗后达不到预期免疫效

果*
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!饲料报酬降低和生长缓慢'鸡感染这些病毒

后的临床症状各有不同!但有些不是马上表现出来'

鸡感染
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后!能产生一定的免疫力!不

会引起贫血!但仍然会发生免疫抑制*
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'临床上常

见几种免疫抑制病毒混合感染!使诊断更加困
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故对以上所述病毒感染进行鉴别诊断和检测尤

为重要'常规的检测方法是病毒分离!需要花费较

长的周期'普通
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&荧光
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和
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等分子

生物学方法检测病毒比较快速!但一个反应体系只
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种病毒'
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多基因表达分析系统是一种新的&高通量
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'通过毛细管电泳鉴定经过荧光

基团标记的多重
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产物'
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体系使用嵌合引物

和通用引物组合!嵌合引物由特异性引物的
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通用引物组成'上游嵌合引物由特异性引物和连接
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使每对引物扩增的
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动物福利声明

本研究经过广西壮族自治区兽医研究所的动物

福利委员会批准!所使用的鸡胚和
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鸡均符合动

物福利标准!动物宰杀和样品采集过程按照章程将

动物的痛苦降至最低'

#E!

!

病毒毒株和临床样品采集
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%

&0 G]\7

!

鸡传染性支气管炎病毒
7-NDAR$#@,CS#-AB$R$,T$S@,Y=,,=AB@,DRR,)% G]\7

!

鸡传染性喉气管炎病毒
7-NDAR$#@,>=S

U

-

?

#RS=ABD$R$,T$S@,4]%0*% 57]X5

!

鸡滑液囊支原体
@

/

"+

?

6$=5$=

/

)+>($&54E&1)( 5]55

:]\7'

哈尔滨兽医研究所(

: È'

香港大学(

G]\7'

广西兽医研究所(

57]X5'

中国兽医药品监察所(

8E'

宾夕法尼亚大学(

5]55'

中国兽医微生物保藏中心

:]\7':=SC$-]DRDS$-=S

U

\D,D=SAB7-,R$R@RD

!

5B$-=

(

: È'E-$TDS,$R

U

#N:#-

?

#̀-

?

!

5B$-=

(

G]\7'G@=-

?

V$]DRDS$-=S

U

\D!

,D=SAB7-,R$R@RD

!

5B$-=

(

57]X5'5B$-=7-,R$R@RD#N]DRDS$-=S

U

XS@

?

,5#-RS#>

!

5B$-=

(

8E'E-$TDS,$R

U

#N8D--,

U

>T=-$=

!

E34

(

5]55'5B$-=]DRDS$-=S

U

5@>R@SD5#>>DAR$#-5D-RSD

!

5B$-=

&&0%



!

.

期 曾婷婷等$应用多重
GDH8!85\

同时检测
.

种鸡免疫抑制病病毒的研究

#EF

!

试剂与仪器

\F4

%

XF4

共提试剂盒"

;'g'F'4'

+

6#R=>

XF4

%

\F47,#>=R$#- $̀R

#购自
KY;G4

"

F#SAS#,,

!

G4

!

E34

#(反转录试剂盒
6S=-,3AS$

J

R77\DTDS,D

6S=-,AS$

J

R=,D

*

Y!Y9]

!

\F=,D!

+"

:$

?

B6D<

J

DS=!

R@SD\6

#购自全式金生物"北京!中国#(多重
85\

试剂盒
GD-#<D9=CGDH83R=SRDS $̀R

购自贝克曼

"

LDAQ<=-5#@>RDS

!

LSD=

!

E34

#(样品缓冲液!

XF4

Y=SQDS

!上样板!液体石蜡均购自贝克曼"

LDAQ<=-

5#@>RDS

!

LSD=

!

E34

#(

J

G;Y!6

载体购自
8S#<D

?

=

"

Y="$,#-

!

E34

#!普通
85\

酶!胶回收试剂盒!感

受态细胞购自全式金生物"北京!中国#(限制性内切

酶
-

?

&

'

购自宝生物"大连!中国#(

XF4

体外转录

试剂盒
\$C#Y4H 9=S

?

D3A=>D\F4 8S#"@AR$#-

3

U

,RD<,38.

%

61 $̀R

购 自
8S#<D

?

=

"

Y="$,#-

!

E34

#(

85\

仪购自
6BDS<#

"

Y$>N#S"

!

E34

#(超微

量分光光度计
F=-#XS#

J

0&&&

购自
6BDS<#b$,BDS

3A$D-R$N$A

"

Y$>N#S"

!

E34

#(

GDH8

多基因表达分析系

统
GD-#<D9=CGDH8GD-DR$A4-=>

U

,$,3

U

,RD<

购

自贝克曼"

LDAQ<=-5#@>RDS

!

LSD=

!

E34

#'

#E%

!

)L0

)

?L0

抽提和
)L0

反转录

使用
\F4

%

XF4

共提试剂盒抽提
YX]

毒株

细胞培养物(

\;]

和
49]!4

%

L

%

I

毒株细胞培养物

"含有
\;]

和
49]!4

%

L

%

I

的前病毒
XF4

!

J

S#T$!

S=>XF4

#

*

0&

+

!

574]

人工感染
38b

鸡的骨髓!

7LX]

和
4\]

的鸡胚增殖的尿囊液的总
\F4

%

XF4

'用

无核酸酶超纯水溶解抽提好的
XF4

%

\F4

!于
d(&

_

条件保存备用'按照说明书将
7LX]

和
4\]

的

\F4

反转录为
AXF4

备用"反转录过程对抽提产

物中的
XF4

无影响#'

#E'

!

引物设计和引物合成

将本实验室保存毒株的序列与
GD-L=-Q

公布的

毒株序列经过
Y;G42'&

软件比对后!在它们的保守

区域用
8S$<DS

J

SD<$DS2'&

软件设计特异性引物'通

用引物为贝克曼公司专利产品!不与任何现有物种的

基因互补配对!序列由贝克曼公司提供'特异性上游

引物及其
2k

端加上通用引物序列!并在通用引物的
2k

端标记荧光基团
5

U

2

组成上游嵌合引物!下游嵌合引

物由下游特异性引物及其
2k

端加上通用引物序列组

成!但不标记荧光基团'所有的嵌合引物由上海英骏

生物公司合成和纯化'引物序列见表
0

'

#E$

!

建立多重
7J)

体系和反应程序

应用贝克曼
GD-#<D9=CGDH83R=SRDS $̀R

建立

多重
85\

体系$总反应体积为
0&

.

9

!其中
2cC@NNDS

)

.

9

!

C@NNDS

内 含 通 用 引 物!工 作 浓 度 为
&'02

.

<#>

.

9

d%

(

Y

?

5>

0

"

02

.

<#>

.

9

d%

#

0

.

9

(嵌合引物混

合物
%

.

9

(

6BDS<#!3R=SRXF4

J

#>

U

<DS=,D&'*2

.

9

(

AXF4

%

XF4

模板
%

.

9

(无核酸酶超纯水补足体积'

多重
85\

反应程序包括
*

步$

/2_2<$-

预

变性后!

/)_*&,

!

22_*&,

!

10_*&,

!

%&

个循

环(

/)_*&,

!

.(_*&,

!

10_*&,

!

%&

个循环(

/)

_*&,

!

2&_*&,

!

10_*&,

!

%&

个循环(

10_

延

伸
2<$-

!结束反应'

#E&

!

毛细管电泳和结果分析

取
%

.

985\

产物和
*('12

.

9

样品缓冲液!

&a02

.

9XF4 Y=SQDS

混合均匀!加入上样板中!滴

加石蜡封闭液体表面'将上样板置于
GDH8

多基因

表达分析系统仪器卡槽中!进行高分辨率的毛细管

电泳'不同大小片段的
85\

产物在电泳过程中分

离!通过
85\

产物携带的荧光基团辨认其片段大小

和信号强度'电泳完成后!使用仪器自带软件
DH!

J

SD,,8S#N$>DS,#NRM=SD

分析结果!横坐标表示片段

大小!纵坐标表示信号强度!即
85\

产物的含量'

#E(

!

基于
P*a7

的多重
7J)

方法的特异性和敏感

性试验

根据电泳分析结果!调整嵌合引物浓度&

Y

?

0f

浓度&

P$

U

酶浓度优化反应体系及调整退火温度和

时间优化反应条件'使用建立的多重
GDH8!85\

方法!分别以各毒株核酸&其他常见鸡病毒毒株"包

括
:2

%

:1

%

:/

三个血清型的禽流感病毒&新城疫

病毒&传染性支气管炎病毒和传染性喉气管炎病毒

的核酸!以及健康
38b

鸡的胸腺&脾和法氏囊的核

酸为模板#!检测该方法的特异性'

构建多重
GDH8!85\

的各目的片段的重组质

粒!以此为模板测试建立的多重
GDH8!85\

方法的

敏感性'用特异性引物扩增各毒株的目的片段!与

J

G;Y!6

载体连接后转化感受态细胞增殖!并抽提

质粒'构建好的质粒经过纯化和测序验证其序列的

准确性'

7LX]

和
4\]

的质粒经过
-

?

&

'

酶切线

性化之后体外转录为
,,\F4

'所有
XF4

质粒和

,,\F4

均用紫外分光光度计测定浓度'以构建好

的
XF4

质粒和
,,\F4

为模板!按照建立的多重

GDH8!85\

的流程!单一模板的终浓度分别调整为

%&

2

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%至
%A#

JU

.

0&

.

9

d%

!测定多重

GDH8!85\

对单一模板的敏感性(将单一模板等浓

度混合为多重模板!将每种模板的终浓度均调整为

%&0%
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引物序列信息

G,B9*!

!

7-;8*-+*

S

6*3.*+

病毒

]$S@,

引物序列"

2k!*k

#

8S$<DS,D

O

@D-AD

扩增片段

%

C

J

4<

J

>$A#-

,$PD

目的

基因

6=S

?

DR

SD

?

$#-

引物浓度

%"

.

<#>

.

9

d%

#

8S$<DS

A#-AD-RS=R$#-

YX]

b

$

4GG6G45456464G44644GGG4G54G45G645646G64G4544

\

$

G645G4565456464GGG46GG644G54G65544GGG654

001 5&

U

&'%.

49]!4

b

$

4GG6G45456464G4464544GGGG665566GG64656

\

$

G645G4565456464GGG46G6G5564655G56G654

%22

9?

(2 &'0

49]!L

b

$

4GG6G45456464G446465446545G46656555455

\

$

G645G4565456464GGG46G6G45G5665G66645G6566

0(2

9?

(2 &'0

49]!I

b

$

4GG6G45456464G446456G46G544544554GG444

\

$

G645G4565456464GGG4G54G6G454664G6G45464555

0&)

9?

(2 &'0

\;]

b

$

4GG6G45456464G4464G4554GG5G4G5444465

\

$

G645G4565456464GGG4GG6G64464GG64GG646GG4GG4

%(0

9?

/& &'0

7LX]

b

$

4GG6G45456464G4464GGG654GGG564466G6566

\

$

G645G4565456464GGG4656G654G66545654GG5665

0/) %:0 &'0

574]

b

$

4GG6G45456464G4464444GG5G4454455G46G4

\

$

G645G4565456464GGG46G5556GG4GG4444G455

0./ %:% &'0

4\]

b

$

4GG6G45456464G4464GG455556456656G665654

\

$

G645G4565456464GGG44666555G6GG45G4546

0%2 -% &'%.

b'

上游引物(

\'

下游引物(带下划线的为通用引物!嵌合引物由通用引物和特异性引物一起合成组成

b'b#SM=S"

J

S$<DS

(

\'\DTDS,D

J

S$<DS

(

E-$TDS,=>R=

?

,D

O

@D-AD,=SD@-"DS>$-D"'5B$<DS$A

J

S$<DS,MDSD,

U

-RBD,$,D"@,$-

?

@-$TDS!

,=>R=

?

,=-",

J

DA$N$A

J

S$<DS,

%&

2

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%至
%A#

JU

.

0&

.

9

d%

!测定多重

GDH8!85\

对多重模板的敏感性'

#EK

!

模拟混合感染和干扰试验

为了测试建立的多重
GDH8!85\

方法应用于

临床时的准确性和敏感性!将经过病毒分离和测序

鉴定确诊为免疫抑制病病毒感染的病鸡组织器官样

品$胸腺&法氏囊&骨髓&肝和血液随机组合并以任意

比例混合!抽提总
XF4

%

\F4

!按照建立的多重

GDH8!85\

方法流程进行检测'

为了测试不同模板之间的浓度差异较大时!不同

浓度的模板对建立的多重
GDH8!85\

方法引物扩增

效率的影响和是否仍能敏感的检测到低浓度的模板!

使用不同浓度的阳性毒株核酸"最高模板浓度至少是

最低模板浓度的
%&

) 倍#随机组合为模板进行多重

GDH8!85\

!并以单一模板为对照进行多重
GDH8!

85\

'如随机挑选了
49]!I

&

YX]

和
574]

作为组

合'先以探针法荧光定量
85\

测定模板浓度!调整

模板终浓度依次为
%&

1

&

%&

0和
%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%进

行多重
GDH8!85\

!同时分别以相同浓度的
49]!I

和

YX]

为单一模板进行多重
GDH8!85\

'

#E#"

!

应用建立的多重
7J)

方法检测临床样品

采集病死鸡的胸腺&法氏囊&骨髓&脾&肝和血

液!混合匀浆后抽提总
XF4

%

\F4

!按照建立的多

重
GDH8!85\

方法进行检测'同时以本研究设计

的特异性引物进行
3eL\GSDD-

'

定量
85\

!并将

85\

产物克隆测序!验证阳性结果'

!

!

结
!

果

!E#

!

特异性试验

经过体系优化!最终嵌合引物的比例和浓度见

表
0

'应用建立的多重
GDH8!85\

方法!以表
%

中

所列毒株为模板进行单一模板特异性试验!经过

GDH8

电泳!均得到特异性单峰!图
%4

$

:

所示为

单一模板电泳图!片段大小与引物设计预期相符(进

行多模板特异性试验!经过
GDH8

电泳!同时得到
(

个特异性单峰(以表
%

中其他禽病原体和
38b

健康

鸡组织核酸为模板!无扩增片段'单重模板&多重模

板均无非特异扩增峰!见图
%

'

0&0%
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.

期 曾婷婷等$应用多重
GDH8!85\

同时检测
.

种鸡免疫抑制病病毒的研究

多重
GDH8!85\

的单一模板特异性试验$

4'49]!4

!

%22'*(C

J

(

L'49]!L

!

0()'.2C

J

(

5'49]!I

!

0&)'22C

J

(

X'YX]

!

001'*2C

J

(

;'\;]

!

%(0'.)C

J

(

b'574]

!

0.('.%C

J

(

G'4\]

!

0%2'(*C

J

(

:'7LX]

!

0/)'01C

J

(多重
GDH8!85\

的多重模板特异性试验$

7'.

种

病毒!

(

个特异性片段依次为
49]!4

!

%22'(&C

J

(

\;]

!

%(0'.1C

J

(

49]!I

!

0&)'2&C

J

(

4\]

!

0%2'12C

J

(

YX]

!

001'%.C

J

(

574]

!

0.('2/C

J

(

49]!L

!

0(2'&/C

J

(

7LX]

!

0/)'&0C

J

(

I'

阴性对照以其他禽病原体和
38b

鸡组织核酸为模板!单峰为
<=SQDS

6BDGDH8!<@>R$

J

>DV85\=,,=

U

M=,

J

DSN#S<D"@,$-

?

=,$-

?

>DRD<

J

>=RD=-"<$VD"

J

S$<DS,N#SRBDN#>>#M$-

?

$

4'49]!4

!

%22'*(C

J

(

L'

49]!L

!

0()'.2C

J

(

5'49]!I

!

0&)'22C

J

(

X'YX]

!

001'*2C

J

(

;'\;]

!

%(0'.)C

J

(

b'574]

!

0.('.%C

J

(

G'4\]

!

0%2'(*C

J

(

:'7LX]

!

0/)a01C

J

(

7'6BDGDH8!<@>R$

J

>DV85\=,,=

U

M=,

J

DSN#S<D"@,$-

?

<$VD"RD<

J

>=RD,=-"<$VD"

J

S$<DS,N#SRBDN#>>#M$-

?

$

(,$-

?

>D

J

S#"@AR,

$

49]!4

!

%22'(&C

J

(

\;]

!

%(0'.1C

J

(

49]!I

!

0&)'2&C

J

(

4\]

!

0%2'12C

J

(

YX]

!

001'%.C

J

(

574]

!

0.('2/C

J

(

49]!L

!

0(2'&/C

J

(

7LX]

!

0/)'&0C

J

(

I'FD

?

=R$TDA#-RS#>M=,

J

DSN#S<D"@,$-

?

-@A>D$A=A$"#N#RBDS,=T$=-T$S@,D,=-"38bAB$AQD-

!

,$

?

-=>M=,<=SQDS

图
#

!

多重
P*a7Q7J)

特异性试验经
P*a7

电泳结果

I;

:

E#

!

5

H

*.;=;.;>

D

4=P*a7Q869>;

H

9*U7J),++,

D

*&0%
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敏感性试验

应用建立的多重
GDH8!85\

方法进行敏感性

试验!使用构建的
XF4

质粒或
,,\F4

为单一模板

时!

49]!4

&

49]!I

&

\;]

&

574]

和
4\]

的最低检

测值为
%&A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

(

YX]

&

49]!L

和

7LX]

为
%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

'

.

种病毒
(

个目的基

因的质粒和
,,\F4

等比例混合时!每个目的基因

的最低检测值均为
%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

'图
0

所示

为多重
GDH8!85\

多重模板!每种模板分别为
%&

2

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

"

4

#!

%&

)

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

"

L

#!

%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

"

5

#和
%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

"

X

#的

电泳结果'

使用构 建 的
XF4

质 粒 和
,,\F4

为 模 板 进 行 多 重
GDH8!85\

方 法!每 个 反 应 每 种 模 板 分 别 为
4'%&

2

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

(

L'%&

)

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

(

5'%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

(

X'%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

6BDGDH8!<@>R$

J

>DV85\=,,=

U

M=,

J

DSN#S<D"@,$-

?

D

O

@=>=<#@-R,#N,

J

DA$N$AXF4!A#-R=$-$-

?J

>=,<$"RD<

J

>=RD=-"

()>(#'+RS=-,AS$CD",,\F4A#SSD,

J

#-"$-

?

R#.$<<@-#,@

JJ

SD,,$TDT$S@,D,

!

(RD<

J

>=RD,=RA#-AD-RS=R$#-,

$

4'%&

2

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

!

L'%&

)

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

!

5'%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

!

X'%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

图
!

!

多重
7J)

敏感性试验
P*a7

电泳结果

I;

:

E!

!

5*3+;>;2;>

D

4=P*a7Q869>;

H

9*U7J),++,

D

!EF

!

模拟混合感染和干扰试验

将确诊为免疫抑制病病毒阳性的病料随机混合!

应用建立的多重
GDH8!85\

方法进行检测!得到与

预期相符合特异性单峰!图
*

所示为随机混合
4\]

和
7LX]

!

49]!I

和
49]!L

以及
.

种病毒病料混合

的电泳结果'将构建的
XF4

质粒和
,,\F4

按照

49]!I %&

1

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

!

YX] %&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%和
574]%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%为反

应体系终浓度的比例混合!应用建立的多重
GDH8!

85\

方法进行检测!同时分别以同一浓度的单一模

板为对照!结果显示!当不同模板的浓度悬殊时!仍能

准确敏感地检测出低浓度的模板!并且多重模板和单

一模板的产物浓度相差不大!如图
)

所示'

!E%

!

临床样品检测

*&&

份临床样品检测结果见表
*

'同时使用本研

究中设计的特异性引物进行单重
3eL\GSDD-

'

定

量
85\

检测临床样品!将
85\

产物克隆测序!并与

建立的多重
GDH8!85\

对比检测结果'结果显示!

应用建立的多重
GDH8!85\

结果与定量
85\

结果

相符!并且测序结果显示阳性结果均为对应的病毒'

*&&

份临床样品中!

%/&

份样品检测结果为阳性!其中

单重感染
%%/

份!

49]!4.

份!

49]!L0

份!

49]!I

0%

份!

YX]0.

份!

\;]%2

份!

7LX]%1

份!

574]/

份和
4\]0*

份(混合感染
1%

份$

YX]f49]!4)

份!

YX]f49]!I02

份!

49]!Lf49]!I%

份!

YX]f49]!If\;].

份!

YX]f574]2

份!

YX]f\;] .

份!

49]!If\;] *

份!

7LX]f

49]!I2

份!

YX]f574]f49]!I)

份!

\;]f

4\]*

份!

49]!If4\].

份!

49]!If7LX]*

份'

)&0%
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期 曾婷婷等$应用多重
GDH8!85\

同时检测
.

种鸡免疫抑制病病毒的研究

将
4\]

和
7LX]

!

49]!I

和
49]!L

!以及
.

种免疫抑制病病毒的病料为模板!模拟混合感染情况$

4'4\]

和
7L!

X]

(

L'49]!I

和
49]!L

(

5'.

种免疫抑制病病毒

6BDGDH8!<@>R$

J

>DV85\=,,=

U

M=,

J

DSN#S<D"@,$-

?

=SR$N$A$=>>

U

<$VD"RD<

J

>=RD,=-"<$VD"

J

S$<DS,N#S4\]=-"7L!

X]

!

49]!I=-"49]!L

!

#S.$<<@-#,@

JJ

SD,,$TDT$S@,D,

$

4'4\]=-"7LX]

(

L'49]!I=-"49]!L

(

5'.$<<@-#,@

J

!

J

SD,,$TDT$S@,D,

图
F

!

多重
7J)

模拟混合感染的
P*a7

电泳结果

I;

:

EF

!
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D
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H

9,>*+=4->/*P*a7Q869>;

H
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D
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1
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J

$D,

.

0&

.

9

d%

!
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0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%和
574]%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%的反应体系终浓度的比例

混合为模板进行多重
GDH8!85\

检测(

L'

以
YX]%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%的浓度为模板进行多重
GDH8!85\

检测(

5'

以
49]!I%&

1

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%的浓度为模板进行多重
GDH8!85\

检测
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J

>DV85\=,,=

U
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RD<

J
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.
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.
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0
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.

0&

.

9
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=-"574]%&

*

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

(

L'YX]%&

0

A#

J

$D,

.

0&

.
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d%

(

5'49]!I%&

1

A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%

图
%

!

干扰试验多重
7J)

反应经
P*a7

电泳结果
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F

!

临床样品检测结果

G,B9*F

!

?*>*.>;43-*+69>+=4-.9;3;.,9+

H

*.;8*3+

单重感染
3$-

?

>D$-NDAR$#-

YX] 49]!4 49]!L 49]!I \;] 7LX] 574] 4\]

YX]f

49]!4

YX]f

49]!I

49]!Lf

49]!I

数量
F@<CDS 0'. . 0 0% %2 %1 / 0* ) 02 %

比例%
Z \=RD ('1 0'& &'1 1'& 2'& 2'1 *'& 1'1 %'* ('* &')

定量
85\

结果

\D=>!R$<D85\

SD,@>R,

0. . 0 0% %2 %1 / 0* ) 02 %

测序结果

3D

O

@D-A$-

?

SD,@>R,

0. . 0 0% %2 %1 / 0* ) 02 %

混合感染
5#!$-NDAR$#-

YX]f49]!

If\;]

YX]f

574]

YX]f

\;]

49]!If

\;]

7LX]f

49]!I

YX]f574]

f49]!I

\;]f

4\]

49]!If

4\]

49]!If

7LX]

数量
F@<CDS . 2 . * 2 ) * . *

比例%
Z \=RD 0'& %'. 0'& %'2 %'. %'* %'& 0'& %'&

定量
85\

结果

\D=>!R$<D85\

SD,@>R,

. 2 . * 2 ) * . *

测序结果

3D

O

@D-A$-

?

SD,@>R,

. 2 . * 2 ) * . *

F

!

讨
!

论

YX]

&

49]

"以
49]!4

%

L

%

I

为主#&

\;]

&

7LX]

&

574]

和
4\]

是引起鸡免疫抑制的主要几

种病原!并且常常发生混合感染!给诊断带来极大的

难度*

%%!%0

!

0%

+

'传统的分子生物学检测方法存在比较

耗时和每个反应检测项目少的限制!常规的
85\

或

定量
85\

往往每个反应只能检测
0

$

)

种病原'

基于
GDH8

多基因表达分析系统的多重
85\

方法!以其优越的特异性!敏感性和高通量为同时鉴

别诊断以上几种病原提供了解决方案*

00!0*

+

'首先!

利用嵌合引物和通用引物组合的
*

步法的
85\

扩

增程序为多重
85\

提高了特异性和大大降低引物

间互相干扰扩增效率的影响'第一步
%&

个循环的

85\

扩增是由嵌合引物中的特异性引物部分引发!

特异性引物结合在目的基因上引发原始扩增!同时

通用引物经过特别设计不会与常见的生物序列结

合!故不会出现通用引物引发的非特异性扩增(第二

步
%&

个循环是由嵌合引物引发!嵌合引物结合在之

前
%&

个循环的
85\

产物的两端!继续进行指数型

扩增!由于这一步的退火温度比第一步高
%*_

!特

异性引物部分不会再结合到原始模板上!保证了嵌

合引物整体结合在前
%&

个循环的
85\

产物上(第

三步
%&

个循环主要是通用引物介导的所有
85\

产

物的同步扩增!通用引物结合在含有通用引物序列

的
85\

产物上!最大化降低由于不同特异性引物混

合对扩增效率的影响!使所有的
85\

产物都得到几

乎相同的扩增效率!避免在检测临床样品时!某种病

毒载量较低时导致假阴性'

其次!建立的多重
GDH8!85\

方法具优良的敏

感性'多重
85\

扩增后!

85\

产物经过毛细管电

泳辨认产物片段大小!结果与预期片段大小相差
%

C

J

内可判断为阳性结果!如
49]!4

的预期
85\

产

物片段大小为
%22C

J

!若得到的
85\

产物含有

%2)

$

%2.C

J

的片段!即可认为
49]!4

检测结果为

阳性'

GDH8

毛细管电泳后!经过软件分析!

85\

产

.&0%
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.

期 曾婷婷等$应用多重
GDH8!85\

同时检测
.

种鸡免疫抑制病病毒的研究

物以单峰形式呈现!单峰峰值
0&&&

荧光单位

"

=C,#SC=-AD@-$R,

!

4'E'

#以上为阳性扩增'本研

究的敏感性试验中!多重模板的最低检测水平为每

种模板
%&&A#

J

$D,

.

0&

.

9

d%反应体系!最小的峰值

为
/&&&4'E'

!远远高于阳性阈值!说明建立的多

重
GDH8!85\

方法具有优良的敏感性'

再次!建立的多重
GDH8!85\

方法具高通量的

优点*

%.

+

'

GDH8

能辨认
%%&

$

)&&C

J

范围内的
85\

片段!只要两个目的片段之间相差
1

$

%&C

J

即可分

辨!故每个反应可检测
0&

个以上目的基因(应用嵌

合引物和通用引物的多重
85\

!一个反应也可以同

时检测
(

个以上目的基因*

%)

!

0*!02

+

!比传统的多重

85\

或多重定量
85\

每个反应检测目的基因数目

多一倍以上*

0.!01

+

'检测一份样品!只需抽提一次!

85\

加样一次!电泳一次!即可得到
(

种以上目的

基因的检测结果'一个电泳上样板为
/.

孔板!操作

一次
GDH8

即可检测
/.

份样品'这在进行大规模

检测或流行病学调查时!尤其凸显其高通量的优势'

应用建立的多重
GDH8!85\

方法检测
*&&

份

临床样品!同时用本研究设计的特异性引物进行单

重定量
85\

检测!

85\

产物测序验证阳性结果的

准确性为
%&&Z

'同时经过不断的流行病学调查!

我们也发现病毒不断处于变异的状态!故一套多重

GDH8!85\

体系将不能长期满足临床检测的需求!

需要不断更新病毒序列信息!设计更多的引物来达

到应对病毒不断变异的要求'

在实际操作中!

YX]

和
574]

是
XF4

病毒!

49]

"以
49]!4

%

L

%

I

为主#&

\;]

&

7LX]

和
4\]

是
\F4

病毒!故使用
\F4

%

XF4

共提试剂盒进行

核酸提取!再进行反转录!使用的反转录试剂盒对核

酸中的
XF4

成分无影响'同时
49]

和
\;]

属于

逆转录病毒!抽提的
XF4

中也含有病毒基因组逆

转录嵌入宿主基因组的前病毒
XF4

!故进行多重

85\

检测时!是同时以
49]

和
\;]

的基因组

\F4

和前病毒
XF4

为模板'

%

!

结
!

论

本研究建立的基于
GDH8

多基因表达分析系统

的多重
85\

方法!能够特异&敏感和高通量的鉴别

检测
.

种鸡免疫抑制病病毒!可以成为临床鉴别诊

断和流行病学调查时的有力工具'
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