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要!本研究旨在建立一种可同时检测
(

种常见牛传染病病原体"口蹄疫病毒(蓝舌病病毒(水疱性口炎病毒(牛

病毒性腹泻病毒(牛轮状病毒(产肠毒大肠杆菌(牛传染性鼻气管炎病毒和小反刍兽疫病毒#的
TPU7

高通量快速

检测方法'将多重
7@3

技术和毛细管电泳技术有效地结合!根据上述
(

种病原体的基因保守序列!设计并合成了

(

对特异性引物!在每对特异性引物的
:]

端加上一段通用引物!形成特异性嵌合引物'优化反应体系和反应条件!

用单一病毒和混合病毒样品来验证所建立的
TPU7

方法的特异性!用克隆质粒稀释液来测试
TPU7

方法的灵敏度!

检测
*&:

份临床样品!进一步验证该方法的可靠性'结果$优化后的
TPU7

检测体系!可扩增出各病原体对应的特

异片段!能在
%&&

拷贝1

&

?

k%水平同时并特异地检测出
(

种牛病病原体核酸'

*&:

份临床样品的检测结果与荧光

7@3

检测结果一致!阳性样品测序结果表明无非特异性扩增的假阳性'结果显示!所建立的
TPU7

方法具有高通

量(特异性好(灵敏度高(方便快速等优点!可用于临床鉴别诊断和流行病学调查!具有较高的临床应用价值'
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目前我国现有牛存栏数
%'*(

亿头!牛肉产量达

到
.1:'/

万
Q

!是世界第四大牛肉生产国)

%!0

*

'随着

养牛业的发展!牛传染病的发病率也在逐年升高!已

经成为制约养牛业发展的一大重要因素'具体表现

为$老病仍在流行!新病陆续出现!病原出现了新的

血清型或变异株!给牛病的防控带来困难)

*

*

'每年

因疾病死亡造成了严重的经济损失!据统计
0&%:

年

全年国内肉牛因传染病全程死亡率高达
:b

!导致

的直接经济损失高达
/&

亿
#

%:&

亿元)

)

*

'口蹄疫

病毒"

D##"!G-"!6#OQN"$,PG,PZ$KO,

!

YX<̀

#(蓝舌

病病毒"

[HOPQ#-

L

OPZ$KO,

!

\À

#(水疱性口炎病毒

"

ZP,$JOHGK,Q#6GQ$Q$,Z$KO,

!

;̀̀

#(牛病毒性腹泻病

毒"

[#Z$-PZ$KGH"$GKKNPGHZ$KO,

!

\̀ <̀

#(牛轮状病

毒"

[#Z$-PK#QGZ$KO,

!

\3̀

#(产肠毒大肠杆菌"

P-QP!

K#Q#M$

L

P-$JO."+5(

!

FAF@

#(牛传染性鼻气管炎病

毒"

$-DPJQ$#O,[#Z$-PKN$-#QKGJNP$Q$,Z$KO,

!

B\3̀

!

又名
[#Z$-PNPK

2

P,Z$KO,%

#和小反刍兽疫病毒"

7P,QP

"P,

2

PQ$Q,KO6$-G-Q,Z$KO,

!

773̀

#是严重危害养牛

业的
(

种主要传染病病原!这些病原的存在!时时刻

刻危害着养牛业的发展'

YX<̀

(

;̀̀

和
\À

是

牛的高度急性传染病!一般呈暴发性流行!临床上在

口腔(蹄部及乳房出现病变!症状十分相似!难以区

分!死亡率高!被世界动物卫生组织"

VBF

#列为必须

报告的传染病)

:!(

*

'

\̀ <̀

(

\3̀

和
FAF@

是引起

牛腹泻的主要病原体'

\̀ <̀

以持续性感染无症

状形式存在!牛群中相当一部分牛是
\̀ <̀

携带

者!

\̀ <̀

降低机体抵抗力!常伴随着其他疾病暴

发!症状为急性水样腹泻!急速消瘦)

/!%%

*

'

B\3

属于

免疫抑制性疾病!病毒感染机体后还可继发细菌感

染!据调查不仅各品种的牛均有感染的报道!而且感

染地区遍布全国各省市!感染率居高)

%0

*

'

773

是近

年来出现的外来新病!

VBF

将其列为必须报告的动

物疫病!在我国被列为一类动物疫病)

%*

*

'这些疾病

是养牛业的巨大潜患!一旦暴发!将会造成巨大的经

济损失'因此开展牛传染病快速检测技术的研究势

在必行'

快速准确地检测诊断传染病是进行有效防控的

前提和基础)

%)

*

'目前用于鉴别诊断这些牛传染病的

检测方法有很多种!如病毒分离(荧光抗体染色技术(

F?B;5

方法(

7@3

方法(荧光
7@3

和
?5X7

等'但

这些方法在临床实际应用中仍然存在着不足之处$病

毒分离培养技术特异性强!但是其耗时长!敏感性不

高&荧光抗体检测技术检测速度快!但对病料的新鲜

度和抗体的特异性要求较高&

F?B;5

方法特异性好!但

只能检测单一病毒&

7@3

(荧光
7@3

和
?5X7

!特异性

好!但只能对单一或
0

#

)

种病原体进行检测!无法实

现真正意义上的同时对多种病原体实行高通量检测'

TPU7

多基因表达分析系统是一种新型的高通

量的基因检测技术!将多重
7@3

技术和毛细管电泳

技术有效地结合起来!采用荧光标记通用引物和特

异性嵌合引物"即基因特异性引物
:]

端连接通用引

物#相结合从而引发多重
7@3

体系的扩增!可同时

对多达
*&

个目的基因进行有效检测分析!实现真正

意义上的高通量检测鉴别多种病原体的目的)

%:!%/

*

'

因此针对以上问题!本研究旨在建立一种同时鉴别

YX<̀

(

\À

(

;̀̀

(

\̀ <̀

(

\3̀

(

FAF@

(

B\3̀

和

773̀

的
TPU7

高通量检测方法'开展这种高通量

检测和新型快速检测技术的研究!为
(

种牛常见病原

体的检测提供技术支撑!可用于牛病流行病学的监测

和突发疫情的鉴别诊断!保障养牛业的健康发展'
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材料与方法
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试剂和仪器

TP-#6P?G[TPU7;QGKQPK

试剂盒(

<45,$EP

,QG-"GK" $̂Q!)&&\G,P7G$K,

(分离缓冲液(分离胶(

液体石蜡(上样板和毛细管购自美国贝克曼公司!

>O6

2

;QGKQB$

X

<45

聚合酶!

X

L

0d购自美国
;BT!

%0/%
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X5

公司!

2

F5;_!A%

载体(

<45

%

345

共提试剂

盒购自北京全式金生物技术有限公司!反转录(

2

KP6$MB$

X

7@3

试剂盒购自宝生物工程"大连#有

限公司!

X$"$7HG,6$"̂$"

质粒提取试剂盒购自天根

生化科技"北京#有限公司!

A1

体外转录试剂盒购自

YPK6P-QG,

公司'

7@3

仪购自美国
ANPK6#

公司!

4G-#<K#

2

4<!0&&&

紫外分光光度计购自美国

4G-#<K#

2

公司!

TPU7

多基因表达分析系统购自美

国贝克曼公司'

#B!

!

样品的准备

V

型(

5

型(

5,$G

*

型口蹄疫灭活疫苗购自兰州

兽医研究所!

V

型(

5

型(

5,$G

*

型口蹄疫灭活病毒!

新泽西型"

4>

型#和印第安型"

B4<

型#水疱性口炎

灭活病毒!蓝舌病灭活病毒"

)

型(

(

型(

/

型(

%:

型(

%1

型(

%(

型#!小反刍兽疫灭活病毒由云南出入境检

验检疫局惠赠'

*

株牛病毒性腹泻病毒参考毒株!

0

株牛轮状病毒参考毒株!

%

株牛传染性鼻气管炎病

毒参考毒株购自中国兽医药品监察所!

%)

株
\̀ <̀

广西分离株!

(

株
\3̀

广西分离株和
*

株
FAF@

由

本实验室分离(保存'参照全式金
345

%

<45

共提

试剂盒说明书!抽提毒株的
345

%

<45

!

345

病毒

需反转录成
J<45

!将
J<45

和
<45

模板于
k0&

w

保存!备用'

#BJ

!

引物的设计

从
TP-\G-̂

数据库中下载
(

种病原体的基因

序列!将序列经过
XP

L

5H$

L

-

软件进行比对分析!选

择保守和特异的区域!用
7K$6PK

2

KP6$PK:'&

软件

设计特异性引物'分别在各对特异性引物的正(反

向
:]

端加通用引物标签$

AG

L

!Y

$

:]!5TTAT5@5@!

A5A5T55A5

和
AG

L

!3

$

:]!TA5@T5@A@5@!

A5A5TTT5

!构成
(

对特异性嵌合引物!引物由北

京华大公司合成!

75TF

纯化!引物信息见表
%

'

表
#

!

引物信息

F0>=.#

!

41*9.1K.

Z

<.72./

病原

7GQN#

L
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上游引物"

:]!*]
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Y#K8GK"

2

K$6PK,P

I

OP-JP

下游引物"

:]!*]

#

3PZPK,P

2

K$6PK,P

I

OP-JP

扩增片段%
[

2

56

2

H$J#-,$EP

基因

AGK

L

PQ

KP

L

$#-

引物浓度%

"

&

6#H

1

?

k%

#

7K$6PK

J#-JP-QKGQ$#-

\À

5TTAT5@5@A5A5T55A55

TTTA55@A@5@5T@55

5@A@55
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T5T@5T@@ATA@@5A@@@

%*. %H1 &'0

YX<̀

5TTAT5@5@A5A5T55A5

T@@TATTT5@@5A5@5TT

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

55TAT5A@ATA5T@AATT

55A@A@

%.. *< &'0

B\3̀

5TTAT5@5@A5A5T55A5

T@TA@5AAA5@55TT5T

55@5A@

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

5A@A@T@@@5AT@@@5@

%((

:

8 &'0

\3̀

5TTAT5@5@A5A5T55A5

@5TATT@AA@@5AA5T

55T@5A

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

TTA@5@5A@@A@A@5@A5

0%% %H. &'0

FAF@

5TTAT5@5@A5A5T55A5

@A@5TTAT@T555T@TAT

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

@TAAT@5A@T55AA55

5@@5@

0:* %.;345 &'0

;̀̀

5TTAT5@5@A5A5T55A5

555@A5@ATT5@TTT

@AAT5

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

AT5T5AT@@@555ATAAT@

01( K &'0

\̀ <̀

5TTAT5@5@A5A5T55A5

TAT5TAA@TAATT5ATT@

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

A5ATAAAATA5A55T5T

AA@5AAAT

*&( :]!RA3 0

773̀

5TTAT5@5@A5A5T55A5

ATTAAAT5T55@5T5T55

5A55A5T5

TA5@T5@A@5@A5A5TTT5

T@AATAAT@@TTTTTA@

*)) K 0

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构成

R-$ZPK,GHQG

L

,P

I

OP-JP,GKPO-"PKH$-P"'@N$6PK$J

2

K$6PK,8PKP,

C

-QNP,$EP"O,$-

L

QG

L

,G-",

2

PJ$D$J

2

K$6PK,

00/%



!

%&

期 范
!

晴等$同时监测
(

种牛常见病原体的
TPU7

高通量快速检测技术

#B%

!

N.b4

多重
4M+

反应体系和程序

反应体系为
0&

&

?

$

J<45

%

<45

模板
%

&

?

"含

J<45

%

<45%&

.

#

%&-

L

#!

TP-#6P?G[TPU7;QGK!

QPKc$Q:a[ODDPK)

&

?

"

[ODDPK

内含通用引物!工作

浓度为
&'0:

&

6#H

1

?

k%

#!

X

L

@H

0

"

0:

&

6#H

1

?

k%

#

)

&

?

!嵌合引物混合物
%

&

?

"各引物浓度见表
%

#!

ANPK6#!;QGKQ<45

2

#H

C

6PKG,P%&R

!超纯水补足

体积'

反应程序$

/:w

预变性
:6$-

&

/)w*&,

!

::w

*&,

!

10w*&,

!

%&

个循环&

/)w*&,

!

.(w*&,

!

10w*&,

!

%&

个循环&

/)w*&,

!

:&w*&,

!

10w

*&,

!

%&

个循环&

10w

延伸
:6$-

!结束反应'

毛细管电泳检测结果$取
*

&

?7@3

产物和

*.'1:

&

?

样品缓冲液!

&'0:

&

?<45,$EP,QG-"GK"

$̂Q!)&&\G,P7G$K,

漩涡振荡混匀!加入上样板中!每

孔滴加
%

滴石蜡封闭液面!避免甲酰胺氧化和样品

蒸发'在缓冲液板上每孔加入
)

%

:

的缓冲液!进行

毛细管电泳'毛细管电泳条件$

/&w%0&,

!变性&

0'&^̀ *&,

!吸入样品&

.'&^̀ *:6$-

!分离样品'

不同大小片段的
7@3

产物在电泳中分离!仪器通过

检测
7@3

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

FM

2

KP,,7K#D$HPK,#DQ8GKP

分析结果!横坐标表示片

段大小!纵坐标表示荧光信号强度!即
7@3

产物的

含量'

#B'

!

质粒标准品的准备

用特异性引物扩增各毒株的目的片段!与

2

F5;_!A%

载体连接后构建
TPU7

各目的片段的重

组 质 粒 "

2

F5;_!A%!\À

(

2

F5;_!A%!YX<̀

(

2

F5;_!A%!B\3̀

(

2

F5;_!A%!\3̀

(

2

F5;_!A%!

FAF@

(

2

F5;_!A%!̀ ;̀

(

2

F5;_!A%!\̀ <̀

和

2

F5;_!A%!773̀

#!提取阳性克隆质粒'用
4G-#!

<K#

2

紫外分光光度计测定
2

F5;_!A%!B\3̀

和

2

F5;_!A%!FAF@

质粒浓度'参照
A1

体外转录试

剂盒说明书将提取的阳性克隆质粒"

2

F5;_!A%!

\À

(

2

F5;_!A%!YX<̀

(

2

F5;_!A%!\3̀

(

2

F5;_!A%!̀ ;̀

(

2

F5;_!A%!\̀ <̀

和
2

F5;_!

A%!!773̀

#体外转录为
345

!用
4G-#<K#

2

测定

345

浓度!根据相对分子质量及浓度计算各质粒拷

贝数为拷贝数制备标准品!将各质粒浓度稀释到

%&

(

#

%

拷贝1

&

?

k%

!

k1&w

保存备用'

#BC

!

特异性试验

将
(

对特异嵌合引物参照表
%

浓度混合!配制

成
TPU7

多重
7@3

反应的引物工作液!参照+

%')

,

的反应体系和程序!进行多引物单一模板和多引物

多模板的试验!验证
TPU7

多重
7@3

体系中引物的

特异性'多引物单一模板$在
(

对引物同时存在的

多重反应体系中!逐一与每个病原体核酸模板反应&

多引物多模板$在
(

对引物同时存在的多重反应体

系中!将
(

种牛传染病
J<45

%

<45

全部混合作为

模板!进行
TPU7

多重
7@3

特异性分析'

#B$

!

敏感性试验

将
(

种质粒等量混合!保证每种质粒浓度为

%&

(

(

%&

1

(

%&

.

(

%&

:

(

%&

)

(

%&

*

(

%&

0

(

%&

(

%

拷贝1

&

?

k%

!

将所制备的标准样品参照+

%')

,的反应体系和程序!

进行
TPU7

多重
7@3

灵敏性分析'

#B&

!

模拟混合感染干扰性试验

为了测试不同模板之间浓度差异较大时!高

浓度模板是否抑制低浓度模板的扩增!是否仍能

敏感的检测到低浓度的模板!使用不同浓度的核

酸组合为模板进行
TPU7

多重
7@3

'制备
0

组不

同模板浓度的模拟混合感染样品"最高模板浓度

至少是最低模板浓度的
%&

) 倍#!样品
5

$

\À

"

%&

(

拷贝1

&

?

k%

#

dYX<̀

"

%&

)拷贝1

&

?

k%

#

dB\3̀

"

%&

)

拷贝1

&

?

k%

#

d\3̀

"

%&

)拷贝1

&

?

k%

#

dFAF@

"

%&

.

拷贝1

&

?

k%

#!样品
\

$

B\3̀

"

%&

*拷贝1

&

?

k%

#

d

\3̀

"

%&

:拷贝1

&

?

k%

#

dFAF@

"

%&

:拷贝1

&

?

k%

#

d

\̀ <̀

"

%&

:拷贝1

&

?

k%

#

d773̀

"

%&

1拷贝1

&

?

k%

#!

进行
TPU7

多重
7@3

干扰性分析'

#B(

!

临床样品的检测

*&:

份临床样品包括$

%:.

份粪便拭子!

*&

份眼

拭子!

*&

份鼻黏液拭子!

1&

份抗凝血!

0

份
V7

液

"食道
!

咽部分泌物#!

0

份水疱液!

%:

份组织样品"

%&

份直肠黏膜!

0

份水疱皮!

*

份淋巴结#'临床样品

0&%0k0&%)

采集于年广西各地!

0.*

份样品来源于

各地奶牛场无症状奶牛!

0(

份样品来源于具有腹

泻(消瘦(流鼻涕等临床症状的牛!

%)

份样品来源于

具有+精神不撅!吞咽困难!发烧!口腔糜烂出现水

疱!口鼻白沫,等症状的牛'拭子样品用
%6?7\;

洗脱!离心取上清抽提总
345

%

<45

&组织样品混

合匀浆后抽提总
345

%

<45

!按照建立的
TPU7

多

重
7@3

方法进行检测!同时以本研究设计的特异性

引物进行
;_\3TKPP-

*

荧光
7@3

!并将阳性
7@3

产物克隆至
2

F5;_!A%

载体!送深圳华大公司测

序!以验证阳性样品结果'

*0/%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

!

!

结
!

果

!B#

!

引物验证

TPU7

多重
7@3

多引物单模板扩增毛细管电

泳结果显示!

(

种牛病原体目的基因的扩增片段大

小分别如下!

\À

$

%*:

#

%*1[

2

!

YX<̀

$

%.:

#

%.1

[

2

!

B\3̀

$

%(1

#

%(/[

2

!

\3̀

$

0%%

#

0%)[

2

!

FAF@

$

0:0

#

0:)[

2

!

;̀̀

$

01(

#

0(%[

2

!

\̀ <̀

$

*&(

#

*%&

[

2

!

773̀

$

*)0

#

*):[

2

'由于
TPU7

本身系统的

误差!扩增片段大小与理论值存在
y0[

2

偏差!属

于正确结果!与试验相符'

!B!

!

特异性试验分析

经过体系优化!最终嵌合引物的比例和浓度见

表
%

'应用建立的
TPU7

多重
7@3

方法!以表
0

中

所列毒株为模板进行多引物单一模板特异性试验!

每个反应只出现特异性单峰!无其他信号峰!且片段

大小与引物设计预期相符$

\À

(

YX<̀

(

B\3̀

(

\3̀

(

FAF@

(

;̀̀

(

\̀ <̀

和
773̀

分别出现
%*.'10

(

%.:'&*

(

%(('0%

(

0%%'1%

(

0:0'0)

(

01('&)

(

*&/':(

和

*))'0&[

2

特异性单峰'阴性对照均无扩增!无目

的信号峰值!仅有
<45

标准的信号峰!结果见图
%

'

表
!

!

毒株和菌株来源

F0>=.!

!

K5<12./5I40:35

6

.7/

病原

7GQN#

L

P-

TPU7

结果
TPU73P,OHQ

YX<̀ \À ;̀̀ \̀ <̀ \3̀ FAF@ B\3̀ 773̀

YX<̀

YX<̀ 5

型灭活病毒

YX<̀ 5$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

d k k k k k k k

YX<̀ V

型灭活病毒

YX<̀ V$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

d k k k k k k k

YX<̀ 5,$G

*

型灭活病毒

YX<̀ 5,$G

*

$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

d k k k k k k k

YX<̀ 5

型灭活疫苗

YX<̀ 5$-GJQ$ZGQP"ZGJJ$-P

d k k k k k k k

YX<̀ V

型灭活疫苗

YX<̀ V$-GJQ$ZGQP"ZGJJ$-P

d k k k k k k k

YX<̀ 5,$G

*

型灭活疫苗

YX<̀ 5,$G

*

$-GJQ$ZGQP"ZGJJ$-P

d k k k k k k k

\À

\À )

型灭活病毒

\À )$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k d k k k k k k

\À (

型灭活病毒

\À ($-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k d k k k k k k

\À /

型灭活病毒

\À /$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k d k k k k k k

\À %:

型灭活病毒

\À %:$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k d k k k k k k

\À %1

型灭活病毒

\À %1$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k d k k k k k k

\À %(

型灭活病毒

\À %($-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k d k k k k k k

;̀̀

;̀̀ 4>

型灭活病毒

;̀̀ 4>$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k k d k k k k k

"转下页
!

@GKK$P"D#K8GK"

#

)0/%



!

%&

期 范
!

晴等$同时监测
(

种牛常见病原体的
TPU7

高通量快速检测技术

"续表
0

!

@#-Q$-OP"

#

病原

7GQN#

L

P-

TPU7

结果
TPU73P,OHQ

YX<̀ \À ;̀̀ \̀ <̀ \3̀ FAF@ B\3̀ 773̀

;̀̀ B4<

型灭活病毒

;̀̀ B4<$-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k k d k k k k k

\̀ <̀

VKP

L

#-@̀ 0)

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

45<?

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

5̀ .(

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ %

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ 0

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ *

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ )

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ :

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ .

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ 1

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ (

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ /

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ %&

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ %%

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ %0

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!\̀ <̀ %*

"

\̀ <̀ !%

型#

k k k d k k k k

TU!&)%

"

\̀ <̀ !0

型#

k k k d k k k k

\3̀

4@<̀ k k k k d k k k

\3̀ &%) k k k k d k k k

TU!\3̀ % k k k k d k k k

TU!\3̀ 0 k k k k d k k k

TU!\3̀ * k k k k d k k k

TU!\3̀ ) k k k k d k k k

TU!\3̀ : k k k k d k k k

TU!\3̀ . k k k k d k k k

TU!\3̀ 1 k k k k d k k k

TU!\3̀ ( k k k k d k k k

FAF@

TU!FAF@% k k k k k d k k

TU!FAF@0 k k k k k d k k

TU!FAF@* k k k k k d k k

B\3̀

灭活病毒

B\3̀ $-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k k k k k k d k

773̀

灭活病毒

773̀ $-GJQ$ZGQP"Z$KO,

k k k k k k k d

:0/%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

图
#

!

N.b4

多重
4M+

多引物单一模板多引物结果

8*

6

B#

!

K

)

.2*I*2*:

@

1./<=:/5I:3.N.b4E95754M+0//0

@

!!

进行多引物多模板特异性试验!

(

种病原混合

模板检测!可同时检出
(

个目的信号峰'

%*.'%1

(

%..'*/

(

%(1'0:

(

0%*'1%

(

0:*'0*

(

0(&')&

(

*&/':/

(

*)0'%. [

2

分 别 为
\À

(

YX<̀

(

B\3̀

(

\3̀

(

.0/%



!

%&

期 范
!

晴等$同时监测
(

种牛常见病原体的
TPU7

高通量快速检测技术

FAF@

(

;̀̀

(

\̀ <̀

和
773̀

的信号峰!无其他杂

峰!表明样品中同时含有
(

种牛病原体!与试验设计

符合!结果见图
0

'

!BJ

!

敏感性试验分析

在
(

对引物同时存在的
TPU7

多重体系中!检

测
%&

倍梯度稀释的混合模板标准品!结果显示"图

*

#!均可在
%&&

拷贝1

&

?

k%反应信号水平上同时特

异性检测出
(

种牛病原体!可见该方法灵敏性高'

!B%

!

模拟混合感染和干扰性试验分析

将
0

组不同模板浓度组合的模拟混合感染样品

用建立的
TPU7

多重
7@3

方法进行检测!得到与预

期相符合特异性峰'图
)

所示为不同模板浓度组合

图
!

!

N.b4

多重
4M+

多引物多模板结果

8*

6

B!

!

K

)

.2*I*2*:

@

1./<=:/5I:3.N.b4E9<=:*

)

=.Y4M+0//0

@

A*:39*Y.;:.9

)

=0:.5I&20::=.*7I.2:*5</

)

0:35

6

.7/

图
J

!

N.b4

多重
4M+

敏感性试验结果
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的模拟混合感染样品的毛细管电泳结果'结果显

示!当起始模板的浓度悬殊较大时!仍能准确敏感地

检测出低浓度的模板!干扰性小!如图
)

所示'

样品
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图
%

!

N.b4

多重
4M+

敏感性试验结果

8*

6

B%

!

O7:.1I.1.72.1./<=:/5IN.b4E9<=:*

)

=.Y4M+0//0

@

!B'

!

临床样品检测分析

*&:

份临床样品的检测结果见表
*

'结果显示!

应用建立的
TPU7

多重
7@3

结果与荧光
7@3

结果

相符!并且测序结果显示阳性结果均为对应的病原

体!无非特异性扩增的假阳性'

*&:

份样品中!

%).

份检测结果为阳性!其中单重感染为
/&

份"

0/':b

#!

混合感染
0(

份"

/'0b

#!混合感染样品中!

\̀ <̀ d

FAF@

混合感染
0*

份"

1':b

#!

\3̀ dFAF@

混合

感染
:

份"

%'.b

#'

J

!

讨
!

论

YX<̀

(

\À

(

;̀̀

(

\̀ <̀

(

\3̀

(

FAF@

(

B\3̀

和
773̀

是养牛业常见的
(

种传染病病原!

相关疾病感染率高!广泛地存在全国各地!一旦暴发

流行!将造成巨大的经济损失'准确地诊断监测是

传染病防控的有效手段!目前中国动物疾病预防控

制中心每年需对全国各地
YX<̀

(

773̀

和
\À

进行流行病学监测'因此!有必要建立一种特异(敏

感(高通量的检测诊断方法!为牛传染病的防控提供

技术支持'

TPU7

多基因表达分析系统是目前最方便(快

速的高通量检测技术'目前最常见多种病原体的检

测技术是常规多重
7@3

和荧光多重
7@3

!但它们

检测目的基因数量有限!常规多重
7@3

受
7@3

产

物条带的大小和琼脂糖凝胶电泳的限制最多只能检

测到
)

重!荧光多重
7@3

受激发光和吸收光的限制

最多检测
*

重!都达不到真正的高通量(快速检测和

分析多种病原的目的'本研究借助的
TPU7

多基因

表达分析系统是一种新型高通量的基因检测技术!

将多重
7@3

技术和毛细管电泳技术有效地结合起

来!荧光基团标记的
7@3

产物最终通过毛细管电泳

进行区分!可区分相差大于
1[

2

以上的
7@3

产物'

引物合成时!在基因特异性引物
:]

端加上通用引物

序列!形成特异性嵌合引物'

7@3

扩增时!目的基

因与特异性嵌合引物相结合进行第一次扩增!随后

荧光标记通用引物和特异性嵌合引物相结合进行第

二次扩增!因此把多对引物的扩增转化为
%

对通用

引物的扩增!使各模板的扩增效率趋于一致!而大大

减少各引物间的干扰抑制作用!从而达到真正的高

通量检测鉴别多个病原体的目的'设计引物时!每

对引物扩增的
7@3

产物之间至少相差
1[

2

即可区

分!通过毛细管电泳辨认扩增片段大小从而判定检

测结果'这项技术目前已经应用于多种动物疾病的

诊断$如
/

种鸡呼吸道病!

%%

种鸭病!

(

种猪呼吸道

和繁殖障碍病原体!

(

种鸡免疫抑制病!

S:

亚型禽

流感等)

0&!0)

*

'目前常见的另一种高通量检测技术是

(0/%



!

%&

期 范
!

晴等$同时监测
(

种牛常见病原体的
TPU7

高通量快速检测技术

表
J

!

N.b4

多重
4M+

对
J"'

份临床样品的检测结果

F0>=.J

!

M=*7*20=;.:.2:*571./<=:/5IJ"'/09

)

=./

样品背景

\GĴ

L

K#O-"#D

JH$-$JGH,G6

2

HP,

样品类型

@H$-$JGH,G6

2

HP

数量

4O6[PK

阳性样品结果"

TPU7

多重
7@3

结果%荧光
7@3

结果%测序结果#

4#'#D

2

#,$Q$ZPKP,OHQ,

"

TPU7!6OHQ$

2

HPM7@3

%

KPGH!Q$6P7@3

%

,P

I

OP-J$-

L

#

\À YX<̀ B\3̀ \3̀ ;̀̀ \̀ <̀ FAF@ 773̀

无症状奶牛
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C
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,

C

6

2

Q#6,
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L

-,

粪便拭子

YPJGH,8G[

%)% *

%

*

%

* %(

%

%(

%

%(01

%

01

%

01

抗凝血

\H##",G6

2

HP

1& *0

%

*0

%

*0

眼拭子

@#-

+

O-JQ$ZGH,8G[

*&

鼻黏液拭子

4G,GH6OJO,,8G[

00

病症奶牛

@GQQHP,N#8P"

Q

C2

$JGH,

C

6

2

Q#6,

#D"$,PG,P

食道
!

咽部分泌物

VP,#

2

NG

L

PGH!

2

NGK

C

-

L

PGHDHO$"

0 0

%

0

%

0

水疱皮

P̀,$JOHGK,̂$-,

0 0

%

0

%

0

水疱液

P̀,$JOHGKDHO$"

0 0

%

0

%

0

直肠黏膜

XOJ#O,6P6[KG-P

%& %&

%

%&

%

%&%&

%

%&

%

%&

粪便拭子

YPJGH,G6

2

HP

%: :

%

:

%

: %&

%

%&

%

%&%:

%

%:

%

%:

淋巴结

?

C

6

2

N-#"P

* *

%

*

%

* *

%

*

%

*

鼻黏液拭子

4G,GH6OJO,,8G[

( )

%

)

%

)

合计
A#QGH *&: *0 . ) ( & )% :: &

阳性检出率%
b

7#,$Q$ZP

"PQPJQ$#-KGQP

%&':b 0'&b %'*b 0'.b & %*')b %('&b &

基因芯片!朱晓光等应用基因芯片技术检测
.

种麻

疹病毒属病毒!史茜等建立了牛新孢子虫基因芯片

检测方法)

0:!0.

*

'基因芯片技术虽然灵敏度和特异

性均好!但芯片影响因素较多!标签确认困难!结果

不能直接读取!一次需检测多个样品!成本高'

TPU7

多基因表达分析系统低成本!操作简便!可直

接读取结果!可灵活选择检测样品数量!适用于临床

样品的检测'

临床检测结果中!

\̀ <̀

与
FAF@

!

\3̀

与

FAF@

混合感染率高!分别是
1':b

和
%'.b

!没有

检出
\̀ <̀

和
\3̀

混合感染结果'我们推测

\̀ <̀

感染牛时!引起机体免疫力下降!使其他病

原体容易入侵机体!因此常伴有
FAF@

的共感染'

\3̀

主要感染
%

月龄内的犊牛!虽然有些轮状病毒

感染犊牛没有特征性临床症状表现!但仍能从其粪

便中检测到
\3̀

的病毒粒子!

\3

急性腹泻通常是

由于
\3̀

与
FAF@

混合感染造成的!破坏绒毛肠

细胞!使肠绒毛吸收功能失去平衡!分泌强于吸收而

导致腹泄'由于感染
\̀ <̀

和
\3̀

的牛发病年龄

有相差!因此很少见
\̀ <̀

与
\3̀

共感染'这些

混合感染的样品均采集自腹泻重症表现的牛!这些

牛吸吮反应下降!水样腹泻带血!部分粪伴有黏膜脱

落!脱水严重!犊牛同时伴有右下腹部鼓胀!小肠积

水'由这些临床症状看来!混合感染加剧了疾病的

发生!非常严重'在临床样品的检测中!没有检测到

;̀̀

'有
0.*

份样品采集自没有任何症状的牛!但

仍能检测到病原!其中以
\̀ <̀

感染最多!再次证

明了这些病毒在牛群中间广泛存在!是养牛业的安

/0/%
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全隐患!必须准确检测并淘汰才能保障养牛业的健

康发展'

在实际操作中!由于每种疾病病原富集的部位

不同!所以需采集不同的样品进行检测'可从同一

机体采集不同样品!进行混合!对混合样品统一处理

后抽提
345

%

<45

进行检测'除
FAF@

和
B\3̀

外!其他都是
345

病毒!故使用
345

%

<45

共提

试剂盒进行核酸抽提!再进行反转录!使用的反转录

试剂盒对核酸中的
<45

成分无影响!全程只需一

次抽提!一次
7@3

!一次电泳!即可得到
(

种牛病的

检测结果'一次
TPU7

最多可检测
/.

份样品!其高

通量的优势非常适合大规模检测或流行病学调查'

%

!

结
!

论

成功建立同时监测
(

种牛常见病原体的
TPU7

多重
7@3

方法!能够特异(敏感(高通量地鉴别检测

(

种牛常见传染病!可以成为临床鉴别诊断和流行

病学调查的有用工具'
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