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Ro抽辫ne 6( )( 》0型荧光定憋K翼投(cof be挂R鹳ea确公溺) 。(4)

马淋巴 缨施分离 渡(天 津激洋生物 裁晶科技 有限责任公 溺)。 (5)

采用组织／细胞RNA( 小墩) 抽提试剂盒(上海华舜生物工程有

限公司) 。( 6) Ni pah病毒一步法双色荧光定量RT- PcR检测试

翔盒( 上海告玛 割药技零有 限公司，Gene魏a琢 磕)。

1．3方法

1．3．1 提取细胞总RNA将每份10ml EDTA—Na，抗凝的马

外周血用马淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞

( PB麓￡s)， ※震维缀穗 藏瓣瓣矗( 夺量) 獭摄试 裁盒提取鬃 施总

RNA，标本簧于一80℃保存。

1．3．2 RNA样本的浓度计算及纯度和宪整性检测 随机取5

份RNA样本，RNA样本做l ：25稀释，用紫外分光光度计测D锄、

D耐鏖，并计算二者篦德。稷撂公式计算R嚣矗浓度( 降∥降1)

D瑚×核酸稀释倍数×40，l 000。然后予l ％琼脂糖凝胶中进

行RNA样黼电泳，在凝胶扫描系统中观察结果并照相。

l 。3．3 Ni V质粒标准越线制作将撕V一步法双色荧光定量

RT- PCR检测试剂盒孛的RNA标准晶连续6次l o倍稀释，稀释

成107、l ∥ 、105、104、1伊、102拷贝／p脓度梯度，在R0t or geTl e 6000

型荧光定疑PCR仪上进行一步法ReaI “me RT—PcR反应。反应

生镰后，爨该踅嚣纹隧带软件R舶r- Ge酗醐∞ser i es S礁箨勰
1．7自动分析出定量结果，并生成标准虢线。

1．3．4 一步法Real —t i me RT_PcR 在DEPC处理的Eppend甜

管中加入～步法RT—PCR Mst er Mi x l O批l ，上下游弓l 物混合

耪2pl ，逆转录酶醚醚毛￥0。2净| ，荧光标琵攥拿 } 2睁 l ，嚣群A2弘l ，

去离子水ddH：0 3． 8̈ l ，总 反应 体积 20肛 l ，反应条件：42℃

逆转录30mi n；95℃预缆性15mi n；95℃12s。55℃2慨．72℃

208，共循嗣 ：40周期 。每次试验 设阴性对 照。所有步 骤按Gene

魏a瑚a公遴的MV一步法双色荧光定爱弑孓瓮R检测试荆盒

按操作说 明进行。

1．3．5 PCR产物纯化、测序及氨基酸序列分析对阳性PCR

产物进行缒化弗测害秘进行氨基酸序列分耩。

2结粜

2。l 嚣N焱的提取

随机提取5例马 I 衄的RNA样本用紫外分光光度

计测oD260、oD瑚，计算oD26加D290值分 别为1．962、1．946、

艇咽嗲、2固6、2聪l ，RNA浓度分别为眈6l 、疆325、O。235、

Q622、Q552p学 缸l 。作琼脂糖凝胶电泳显示 明盈的28s、

18s、5S 3条带( 见图1) ，说明RNA样品纯度高、完整

性好、无降解。

2．2制诈荧竞扩增标准曲线

把重组Ni V RNA标准品连续10倍稀释，将获得

的107、106、105、104、l 扩、102拷贶l 的RNA作为模板，
送行一步法嚣e羹蠢凇黻’一瓮R反应，荧光扩增标准

豳1 RNA电泳图( 1、2、3、4、5为马PBMC8 RNA样本)

穗线觅图2。

潮2一步法转髓} t i me RI pC冀荧光扩增麴线{8条S

形曲线依次1∥、108、10s、1舻、1。3、102拷炙，u l 级标准模

板扩增动力曲线)

根据不网浓度的RNA标准晶进行一步法Real

l i me髓乙瓮R反应时的荧光扩增信号，l 鑫Rot o卜Ge锵
6000 se“es sof tware 1．7软件自动生成Ni v荧光定

壁标准曲线 ：CT=一3．57l × l og( conc) +48．209，斜率

为一3．57l 翟，装2固．98l 08，觅图3。

j 、{ 摹! ≤三≥二≥
； 、 ： ： ： ’

溺3一步法Re砖量i me R’r -鹣歉测定Ni v N鳇标准基线蚕

2．3马外周血PBMCs中Ni V基因片段阳性率

所检测的120份马外周血PBMCs巾Ni V N基因

跫段阳性率均势0( 钐{ 20) 。
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3讨论

近年来病毒性感染疾病在许多国家呈爆发性

流行。铡如，1998年的麓v脑炎秘2∞2年酶西尼罗病

毒脑炎均导致感染区内数千人在短时间内迅速死

亡。2003年SARs的肆虐和2004年以来发生的人感染

高致病悭禽流感病毒等都引起了人类的极度恐慌，

造成了蹙大的经济损失。这些疾病的出现也弓| 怒了研
究者们对新发病毒感染性疾病的高度关注和重视。

Ni v是新发病毒感染性疾病中的一种病原体，

研究者靛迓年对其进行了广泛的研究。鬟i ￥的邀然

宿主动物是属于狐蠕科( Pt eropi d) 的食果蝙蝠f 4l 。其它

动物如猪等可冈暴露于携带Ni v的蝙蝠或接触其污

染物面感染从两成为中闻宿主。Ni V的发生穰流行

可能与入类活动稚自然条彳牛的改变有关释l 。在过去20

年中，大壁采伐森林和气候环境改变，使东南妲果

蝠的森林柄息地逐渐缩小，食物不足，使得果蜗从

传统兹森林中迂移到森林边缘酣近的果园摄取食

物。果蝠的活动范围和人类过于接近．中间宿主擒食

了果蝠吃剩或被尿．液等排泄物污染的带毒果实而

感染；另外，将猪场修建在果蝠的栖息地边缘也可

以直接导致了癍毒传入猪群，集约化饲养使病毒在

本地猪群中快速地传播和流行，由于存在高密度的、

具有放大作用的中间宿主动物，使病毒传播给人类

成为可能。

已有的研究表明猩马来两亚、新加坡、孟加拉

国、印度、柬埔寨和泰国等国家均发现了Ni v的存

在，并且弓 | 起了严重的疫情 ∽J。因此，有存在 更大范

围蔓延的可能。拜i ￥在全球，尤其在这些匡家以外其

它国家地区动物中的流行情况尚不清楚。我国与已

发现Ni V存在的国家地理位置靠近，地域广阔，并且

具备弼V传播漉行的条件，辑以有送行Ni v穗关研究

的必要，做好预防调瓷工作追存崩髓。我国对Ni V的

研究处于起步阶段，国内已有肖禺、刘勇军、王喜

军、胡森等人Mz隧行了一些Ni v的相关研究，假圜内

外蠢来觉到我国熊v囊然感染的磅究搬道。

目前Ni v的检测方法主要有以下几种：病毒分离

与鉴定、m清中和试验( Ser umneut r al i zat i on t est ，sNT) 、

垂莓联免疫吸附检测( Enzvme_l i nked i mml l noso南e牲t a

ssays，E毛 l SA) 、PCR检测等。病毒分离是最摹础、最

重要的诊断手段。对于新发疾病瘸例，病毒分离是

最有价缎的工作，但Ni v分离需在生物安全4级( P4)

条件—F进行。怒v的斑清中和试验穰嚣疆S矗均为免疫

学检测 法，敏感性高，但特异性较差，并存在一定

的交叉反应。两一步法Real ～t i me麓’一pCR具有较高
的敏感性，可以检测出每份标本中10～l ∞个基因拷

贝，同时由于在反应体系中加了特异性荧光探针，

还具有较高的特异性m一。针对Ni V N基冈所设计的

弓| 物和攘针畿梭测出绝大多数现有已知酶Ni v病毒

株，不与其它病毒产生阳性结果，且不易出现污染

引起的假阳性结果。我们选择了新近建立的一步法

Real —l i me R11一pCR方法检测马外周血单个核细胞

中Ni V N基因片段。运焉该方法检测了薪疆伊犁她区

120匹马，没有阳性发现。这提示本研究结果不支持

新疆伊犁地区马群中存在Ni v感染。至于我国马是

否存在Ni ￥鸯然感染，还有穗于多中心、大样本懿进

一步研究。

总之，本课题组所进行的前期研究结果未发现

新疆伊犁地区马群中存在Ni V自然感染。
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