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鸡胚致死孤儿病毒和鸡减蛋综合症病毒多重
孕悦砸 检测方法的建立及初步应用
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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 建立鸡胚致死孤儿病毒渊悦耘蕴韵冤和鸡减蛋综合症病毒渊耘阅杂冤的多重 孕悦砸 检测方法并进行初

步应用遥 方法摇 参照 郧藻灶月葬灶噪 提供的基因序列袁设计了 圆 对特异性引物分别扩增 悦耘蕴韵 长纤突蛋白和 耘阅杂 六邻体

蛋白的基因序列袁建立检测 悦耘蕴韵 和 耘阅杂 的多重 孕悦砸 方法袁考察该方法的特异性和敏感性袁并使用该方法检测流感

疫苗主种子批病毒是否存在外源性禽腺病毒的污染遥 结果摇 该多重 孕悦砸 方法成功扩增得到了两条特异性目的条

带袁并经测序验证遥 该方法特异性好袁灵敏度显示核酸 低检测量可达 员园 原源滋早 辕 皂蕴遥 使用该方法检测 员圆 批次流感

疫苗主种子批病毒袁外源性禽腺病毒的检测结果均为阴性遥 结论摇 成功建立鸡胚致死孤儿病毒和鸡减蛋综合症病

毒的多重 孕悦砸 检测方法袁灵敏度高袁特异性好遥 在流感疫苗主种子批病毒的外源性禽腺病毒的检测中具有很高的

使用价值和应用前景遥
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阅藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 糟澡蚤糟噪藻灶 藻皂遭则赠燥 造藻贼澡葬造 燥则责澡葬灶 增蚤则怎泽 葬灶凿 藻早早 凿则燥责
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摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 摇 栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸 葬泽泽葬赠 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 糟澡蚤糟噪藻灶 藻皂遭则赠燥 造藻贼澡葬造 燥则责澡葬灶 增蚤则怎泽
渊悦耘蕴韵冤葬灶凿 藻早早 凿则燥责 泽赠灶凿则燥皂藻 增蚤则怎泽 渊耘阅杂冤援 酝藻贼澡燥凿泽 摇 粤糟糟燥则凿蚤灶早 贼燥 郧藻灶月葬灶噪 早藻灶藻 泽藻择怎藻灶糟藻袁 贼憎燥 责葬蚤则泽 燥枣 泽责藻糟蚤枣蚤糟
责则蚤皂藻则泽 凿藻泽蚤早灶藻凿 憎藻则藻 葬皂责造蚤枣蚤藻凿 悦耘蕴韵 造燥灶早 枣蚤遭藻则 责则燥贼藻蚤灶 葬灶凿 耘阅杂 澡藻曾燥灶 责则燥贼藻蚤灶 早藻灶藻 泽藻择怎藻灶糟藻援 栽澡藻 泽责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 葬灶凿
泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸 憎藻则藻 贼藻泽贼藻凿援 宰藻 葬造泽燥 怎泽藻 贼澡藻 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸 贼燥 凿藻贼藻糟贼 藻曾燥早藻灶燥怎泽 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 蚤灶 蚤灶枣造怎藻灶扎葬
增蚤则怎泽援 砸藻泽怎造贼泽 摇 栽憎燥 贼葬则早藻贼 遭葬灶凿泽 澡葬增藻 遭藻藻灶 泽怎糟糟藻泽泽枣怎造造赠 葬皂责造蚤枣蚤藻凿 葬灶凿 增藻则蚤枣蚤藻凿 遭赠 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早援 栽澡藻 泽责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 燥枣 贼澡藻
皂藻贼澡燥凿 蚤泽 遭藻贼贼藻则袁 葬灶凿 贼澡藻 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 蚤泽 员园 原源 滋早 辕 皂蕴援 栽澡藻 则藻泽怎造贼泽 燥枣 凿藻贼藻糟贼蚤灶早 藻曾燥早藻灶燥怎泽 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 蚤灶 员圆 蚤灶枣造怎藻灶扎葬
增蚤则怎泽 憎藻则藻 灶藻早葬贼蚤增藻援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶摇 栽澡藻 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸 葬泽泽葬赠 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 憎葬泽 藻泽贼葬遭造蚤泽澡藻凿 泽怎糟糟藻泽泽枣怎造造赠袁
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悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 蚤灶 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽援
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酝怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸

摇 摇 鸡胚致死孤儿病毒渊悦耘蕴韵冤属于禽腺病毒 陨 型袁
为无包膜双股 阅晕粤 病毒遥 主要引起鸡的包涵体肝

炎尧再生障碍性贫血尧呼吸道感染尧出血性肠炎和产

蛋量减少袁常与禽类呼吸道病原微生物混合感染袁
导致死亡率增加遥 减蛋综合症病毒渊耘阅杂灾冤属于禽

腺病毒 陨陨陨 型袁为无包膜双股 阅晕粤 病毒袁感染后主要

在输卵管内大量繁殖袁形成嗜碱性包涵体袁引起产

蛋量下降尧蛋壳异常和蛋体畸形咱员暂 遥
在流感疫苗检定中袁规定主种子批病毒需进行

外源禽腺病毒 陨 型和 陨陨陨 型的检测遥 传统检测方法

为使用血凝方法尧琼脂扩散方法等血清学方法对鸡

胚致 死 孤 儿 病 毒 渊 悦耘蕴韵冤 和 减 蛋 综 合 症 病 毒

渊耘阅杂灾冤进行检测袁存在特异性尧敏感性及仪器试剂

方面的不足袁需建立快速尧特异性强的 孕悦砸 检测

方法咱圆 原 源暂 遥
多重 孕悦砸 是一种可在同一体系中同时检测多

种病原体的分子生物学方法袁灵敏度高袁特异性强袁
能够对疾病做到快速尧准确的诊断袁 适合大量样品渊
特别是混合感染样品冤 中病原体的快速检测咱缘 原 远暂 遥
本研究拟建立一种能够同时检测鸡胚致死孤儿病

毒和鸡减蛋综合症病毒的多重 孕悦砸 方法袁以期对流

感疫苗主种子批病毒进行快速尧准确的检测遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 病毒

鸡胚致死孤儿病毒渊悦耘蕴韵 灾砸鄄源猿圆 株冤尧小鼠腺

病毒渊酝粤凿灾冤均购买于美国模式菌种收集中心袁鸡
减蛋综合症病毒渊耘阅杂 粤灾员圆苑 株冤购于中国兽药监

察所遥 猴腺病毒鄄员 和猴腺病毒 原 圆园 均为本科室

保存遥
员郾 圆摇 引物的设计

根据 郧藻灶月葬灶噪 提供的基因序列袁选择 悦耘蕴韵 和

耘阅杂 保守特异的区域设计引物遥 针对 悦耘蕴韵 独有蛋

白即长纤突蛋白基因序列设计一对引物 渊悦耘蕴韵鄄
员苑圆云院 缘 爷 栽郧悦栽郧粤悦栽粤悦悦栽悦郧悦栽悦栽粤悦猿 爷曰 悦耘蕴韵鄄
员苑圆砸院缘爷粤栽粤悦栽郧粤栽郧栽栽郧悦栽栽郧郧悦栽悦猿爷冤袁扩增条带

为 员苑圆 遭责遥 针对 耘阅杂 六邻体蛋白基因序列设计一

对 引 物 渊 耘阅杂鄄缘员远云院 粤悦悦悦郧悦栽栽悦郧栽栽粤悦粤悦悦粤栽曰
耘阅杂鄄缘员远砸院 悦悦悦栽栽悦郧郧粤郧粤粤粤栽悦悦悦栽粤悦冤袁 扩增条

带为 缘员远 遭责遥
员郾 猿摇 病毒 阅晕粤 的提取

使用 匝蚤葬早藻灶 基因组 阅晕粤 提取试剂盒渊匝陨粤葬皂责

阅晕粤 酝蚤灶蚤 运蚤贼袁型号 缘员猿园源冤提取病毒 阅晕粤袁详细操作

见产品说明书遥
员郾 源摇 单个 孕悦砸 反应

孕悦砸 反应体系为 圆缘 滋蕴袁包括院员园 伊 孕悦砸 遭怎枣枣藻则
圆郾 缘 滋蕴袁凿晕栽孕 圆 滋蕴袁凿凿匀圆韵 员苑郾 猿缘 滋蕴袁引物各 员 滋蕴袁
阅晕粤 员 滋蕴袁匀杂 栽葬择 酶 园郾 员缘 滋蕴遥 孕悦砸 反应条件为院
怨源益 预变性 缘 皂蚤灶曰怨源益 员 皂蚤灶袁缘圆益 员 皂蚤灶袁苑圆益 员
皂蚤灶袁猿缘 个循环曰苑圆益 员园 皂蚤灶遥 孕悦砸 产物进行琼脂糖

电泳测定遥 孕悦砸 产物送 栽葬噪葬则葬 公司进行序列测定遥
员郾 缘摇 多重 孕悦砸 反应及优化

孕悦砸 反应体系为 圆缘 滋蕴袁包括院员园 伊 孕悦砸 遭怎枣枣藻则
圆郾 缘 滋蕴袁凿晕栽孕 圆 滋蕴袁凿凿匀圆韵 员远郾 猿缘 滋蕴袁引物各 园郾 苑缘
滋蕴袁悦耘蕴韵 阅晕粤 员 滋蕴袁耘阅杂 阅晕粤 员 滋蕴袁匀杂 栽葬择 酶

园郾 员缘 滋蕴遥 孕悦砸 反应条件为院怨源益 预变性 缘 皂蚤灶曰
怨源益 员 皂蚤灶袁退火温度 员 皂蚤灶袁苑圆益 员 皂蚤灶袁猿缘 个循环曰
苑圆益 员园 皂蚤灶遥

对多重 孕悦砸 的退火温度进行优化袁选择 缘园益尧
缘圆益尧缘源益尧缘远益尧缘愿益尧远园益进行 孕悦砸 反应遥
员郾 远摇 特异性试验

提取小鼠腺病毒尧鸡胚致死孤儿病毒尧鸡减蛋

综合症病毒尧猴腺病毒鄄员袁猴腺病毒鄄圆园 的 阅晕粤袁考
察该多重 孕悦砸 方法的特异性遥
员郾 苑摇 灵敏度试验

取 悦耘蕴韵 阅晕粤 与 耘阅杂 阅晕粤 各 员园 滋蕴 混匀袁倍
比稀释混合模板浓度从 员 耀 员园 原怨 滋早 辕 皂蕴袁考察该多

重 孕悦砸 方法的灵敏度遥
员郾 愿摇 检测方法的应用

应用建立的多重 孕悦砸 方法对流感疫苗主种子

批病毒进行检测遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 单个 孕悦砸 检测体系的建立

悦耘蕴韵 经特异性引物扩增得到 员苑圆 遭责 目的片段

渊图 员冤曰耘阅杂 经特异性引物扩增得到 缘员远 遭责 目的片

段渊图 圆冤遥 将扩增得到的目的片段经测序后袁与
晕悦月陨 网站上的序列一致率均为 员园园豫 遥
圆郾 圆摇 多重 孕悦砸 检测体系的建立及优化

多重 孕悦砸 扩增 悦耘蕴韵尧耘阅杂 混合模板袁得到 员苑圆
遭责 和 缘员远 遭责 两条目的条带遥 将两条带分布切胶回

收袁转入 栽鄄藻葬泽赠 载体后测序袁证实 员苑圆 遭责 目的片段

与 悦耘蕴韵 基因序列一致率为 员园园豫 袁缘员远 遭责 目的片

段与 耘阅杂 基因序列一致率为 员园园豫 遥 选择 缘园益 耀
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图 员摇 悦耘蕴韵 扩增目的条带

云蚤早援 员摇 栽澡藻 孕悦砸 则藻泽怎造贼 燥枣 悦耘蕴韵

图 圆摇 耘阅杂 扩增目的条带

云蚤早援 圆摇 栽澡藻 孕悦砸 则藻泽怎造贼 燥枣 耘阅杂
远园益的温度区间优化退火温度袁结果显示在该温度

区间均可扩增出两条特异的目的条带袁没有非特异

性扩增条带产生渊图 猿冤遥
圆郾 猿摇 多重 孕悦砸 方法特异性测定

以小鼠腺病毒尧鸡胚致死孤儿病毒尧鸡减蛋综

合症病毒尧猴腺病毒鄄员袁猴腺病毒鄄圆园 做对照袁鸡胚致

死孤儿病毒仅扩增得到其 员苑圆 遭责 目的条带袁鸡减蛋

综合症病毒仅扩增得到其 缘员远 遭责 目的条带袁小鼠腺

病毒尧猴腺病毒鄄员袁猴腺病毒鄄圆园 均未扩增出条带渊图
源冤遥
圆郾 源摇 多重 孕悦砸 方法灵敏性测定

取 悦耘蕴韵 阅晕粤 与 耘阅杂 阅晕粤 各 员园 滋蕴 混匀后进

酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则
图 猿摇 多重 孕悦砸 扩增 悦耘蕴韵 和 耘阅杂

云蚤早援 猿摇 栽澡藻 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸 燥枣 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂

注院酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则曰员院阴性对照曰圆院鸡胚致死孤儿病毒曰猿院
鸡减蛋综合症病毒曰源院小鼠腺病毒曰缘院猴腺病毒鄄员曰远院猴腺病

毒鄄圆园曰苑院鸡胚致死孤儿病毒和鸡减蛋综合症病毒混合模板

渊阳性对照冤遥
图 源摇 多重 孕悦砸 的特异性

晕燥贼藻院酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则曰员院晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造曰圆院悦耘蕴韵曰猿院耘阅杂曰源院
酝粤凿增曰缘院 杂粤凿增 鄄员曰 远院 杂粤凿增 鄄圆园曰 苑院 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 皂蚤曾贼怎则藻
渊孕燥泽蚤贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造冤 援

云蚤早援 源摇 栽澡藻 泽责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 贼藻泽贼 燥枣 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸
行倍比稀释袁模板浓度从 员 耀 员园 原怨滋早 辕 皂蕴袁多重 孕悦砸
反应结果显示其灵敏度至 员园 原源滋早 辕 皂蕴渊图 缘冤遥
圆郾 缘摇 多重 孕悦砸 检测流感疫苗主种子批病毒

提取送检的 员圆 批次流感疫苗主种子批病毒的

阅晕粤袁经多重 孕悦砸 进行检测袁结果均为阴性渊图 远冤遥
猿摇 讨论

随着分子生物学技术的发展袁使用 孕悦砸 技术快

速检测病原微生物的应用越来越多遥 周斌等咱苑暂 使
用随机引物 孕悦砸 扩增快速鉴定鸡胚致死孤儿病毒遥
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注院酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则曰员院员 滋早 辕 皂蕴曰圆院员园 原 员 滋早 辕 皂蕴曰猿院员园 原圆 滋早 辕
皂蕴曰源院员园 原 猿 滋早 辕 皂蕴曰缘院员园 原 源 滋早 辕 皂蕴曰远院员园 原缘 滋早 辕 皂蕴曰苑院员园 原远

滋早 辕 皂蕴曰愿院员园 原 苑 滋早 辕 皂蕴曰怨院员园 原愿 滋早 辕 皂蕴曰员园院员园 原 怨 滋早 辕 皂蕴曰员员院
阴性对照遥

图 缘摇 多重 孕悦砸 的灵敏性

晕燥贼藻院酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则曰员院员 滋早 辕 皂蕴曰圆院员园 原员 滋早 辕 皂蕴曰猿院员园 原圆

滋早 辕 皂蕴曰源院员园 原 猿 滋早 辕 皂蕴曰缘院 员园 原源 滋早 辕 皂蕴曰远院员园 原缘 滋早 辕 皂蕴曰苑院
员园 原远 滋早 辕 皂蕴曰愿院员园 原 苑 滋早 辕 皂蕴曰怨院员园 原愿 滋早 辕 皂蕴曰员园院员园 原怨 滋早 辕 皂蕴曰
员员院晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造援

云蚤早援 缘摇 栽澡藻 泽藻灶泽蚤遭蚤造蚤贼赠 贼藻泽贼 燥枣 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸

再燥 韵噪怎凿葬 等咱愿暂使用 孕悦砸鄄砸云蕴孕 方法扩增禽腺病毒 陨
型长纤突蛋白基因序列袁根据片段大小鉴定其是否

为致病性腺病毒遥 马震原等咱怨暂使用 栽葬择皂葬灶 探针方

法检测鸡产蛋下降综合征病毒袁特异性强袁灵敏度

可达 员园 糟燥责蚤藻泽 辕 滋蕴遥 李文贵等咱员园暂 使用套氏 孕悦砸 检

测产蛋下降综合征病毒袁灵敏度比常规 孕悦砸 灵敏

员园园 倍袁可检测出 园郾 园员枣早 的 阅晕粤 模板遥 目前国内尚

未报道鸡胚致死孤儿病毒和鸡减蛋综合症病毒的

多重 孕悦砸 方法遥
在多重 孕悦砸 反应中袁设计特异性的引物是关

键遥 本研究设计的引物是针对 圆 种禽腺病毒各自保

守的基因序列袁它们分别是鸡胚致死孤儿病毒的长

纤突蛋白和鸡减蛋综合症病毒的六邻体蛋白基因

组序列袁这些序列具有高度保守性袁因此能作为

孕悦砸 扩增的目的基因咱员暂 遥 实验中扩增得到的目的

产物经测序后比对袁与 晕悦月陨 上序列一致率均为

员园园豫 遥 此外袁对退火温度进行优化袁在 缘园益 耀 远园益
温度区间内考查退火温度袁结果表明袁在该温度范

围内袁多重 孕悦砸 均能得到很好的扩增袁没有非特异

性的扩增遥 对新建立的多重 孕悦砸 方法进行特异性

摇 摇 摇 摇

注院酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则曰员 原 员圆 为送检流感疫苗主种子批病毒曰员猿院鸡胚致死孤儿病毒曰员源院鸡减蛋综合症病

毒曰员缘院鸡胚致死孤儿病毒和鸡减蛋综合症病毒病毒的阳性对照曰员远院阴性对照遥
图 远摇 多重 孕悦砸 检测流感疫苗主种子批病毒

晕燥贼藻院酝院员园园 遭责 酝葬则噪藻则曰员 原 员圆院 陨灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽曰员猿院 悦耘蕴韵曰员源院 耘阅杂曰员缘院 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 皂蚤曾贼怎则藻 渊 孕燥泽蚤贼蚤增藻
糟燥灶贼则燥造冤曰员远院晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造援

云蚤早援 远摇 栽澡藻 皂怎造贼蚤责造藻曾 孕悦砸 则藻泽怎造贼 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤灶早 藻曾燥早藻灶燥怎泽 悦耘蕴韵 葬灶凿 耘阅杂 蚤灶 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽
和灵敏度考察袁其特异性强袁灵敏度高袁 低核酸检

测量可至 员园 原源 滋早 辕 皂蕴遥
叶中华人民共和国药典曳圆园员园 年版三部中规定

流感全病毒及裂解疫苗均需对毒种中外源性禽腺

病毒进行检测遥 本研究建立的多重 孕悦砸 方法能够

对流感疫苗主种子批毒种中鸡胚致死孤儿病毒尧鸡
减蛋综合症病毒单独或混合污染进行快速尧准确的

检测及鉴定袁结果表明袁该方法特异性强尧灵敏度

高袁具有很高的使用价值和应用前景遥
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