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犬瘟热病毒反转录—聚合酶链反应检测方法
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摘　要: 根据 GenBank中 Ba rr ett报道的犬瘟热病毒弱毒株 Onder stepoor t的血凝蛋白基因序列 ,设计合成

了一对能扩增 760 bp基因片段的引物。用异硫氰酸胍 -酚 -仿一步抽提法提取细胞总 RNA进行反转录 ,再以

此产物为模板进行 PCR扩增 ,筛选出最佳扩增条件。结果以此对引物进行 PCR扩增能得到与设计片段大小

相同的产物 ,并且不扩增犬细小病毒、犬 I型腺病毒、犬冠状病毒、狂犬病病毒的核酸。敏感性试验证实 ,此法

能扩增出稀释 1 000倍的 CDV强毒细胞培养物 ( 105. 1TCID50 /0. 1 ml)的反转录产物 ,其敏感性远高于电镜负

染和荧光抗体染色法。 经初步应用表明 ,此法可用于犬瘟热的临床诊断和实验研究。

关键词: 犬瘟热病毒 ; 反转录—聚合酶链反应

中图分类号: Q503 文献标识码: A　　　文章编号: 1004-1389( 2001) 01-0051-04

Establishment and Rudimentary Application of Reverse Transcription

Polymerse Chain Reaction for Detection of Canine Distemper Virus

QIAO Jun
1 , M EN G Qing-ling

1 , XIA Xian-zhu
2
HE Hong-bin

3

( 1. Animal Science and Technology Ins ti tule, Tarim Agricu ltural Universi ty, Alar　 843300; 2. Mi lit ary Veterinary Insti tute,

Univ ersi ty of Ag ricul tu ral and Animal Science, Changch un　 130062; 3. Departmen t of Biological Science,

Northeas tern Agricu ltural University, Harbin　 150030)

Abstract: One pair of primers w hich may amplify 760bp fragment had been designed and synthesized

based on the H pro tein gene of the Onderstepoo rt st rain o f canine distemper v irus( CDV) acco rding to

GenBank. The total RN A were ex t racted f rom CDV infected DK cells o r the tissues of infected animals

by single step method of acid guanidinium thiocyanate-phenol-chlo rofo rm ex traction and w as used fo r

reverse t ranscription. About 760bp cDN A fragment had been amplified f rom the product o f RT- PCR.

The condi tions for PCR had been optimized. The leng th of cDN A fragment was examined as same as

that of the CDV Onderstepoo rt strain. Not any gene f ragments had been amplified f rom the cells that

w ere infected by canine parv ovi rus, canine adenovi rus, canine coronavi rus, Rabies v irus. The sensitivi-

ty of this experiment signi fies that the method can ampli fy the specific cDN A fragment f rom RT prod-

uct o f cel l cultures infected by CDV which i ts median dose of TCID was 10
5. 1
TCID50 /0. 1ml. It showed

that this method may be used in clinical diagno sis and laboratory research.
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　　犬瘟热 ( Canine distemper, CD)是由副粘病

毒科麻疹病毒属的犬瘟热病毒 ( CDV )所引起的

一种急性高度接触性传染病 ,是当前对我国养犬

业、毛皮动物养殖业和野生动物保护业危害最大

的疫病之一 [1 ] ,每年都引起大批犬、貂、狐等动物

发病 ,病死率 30% ～ 80% ,雪貂高达 100% [2 ] ,经
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济损失惨重。随着免疫学的发展 ,国外先后建立了

CDV的中和试验
[ 3]、酶联免疫吸附试验 [4 ]、免疫

荧光试验 [5 ]等诊断方法 ,国内也相继建立了许多

免疫学诊断方法
[6～ 8 ]

,但其敏感性和特异性都不理

想。为克服以上方法的缺点 ,笔者进行了 CDV反转录

—聚合酶链反应 ( RT- PCR)诊断方法的研究。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　病毒　 CDV标准强毒株、 LIU株和 LP

株 ,犬细小病毒 ( C PV )、犬 I-型腺病毒 ( CAV -

I )、犬冠状病毒 ( CCV)、狂犬病病毒 ( RV )均由犬

病研究中心提供。

1. 1. 2　病料　 25份肝、脾、肺、肠内容物等病料

来自于北京、沈阳、长春、哈尔滨、延边等地 , 4份

CDV人工感染犬病料和 23份细胞培养物来自本

室。

1. 1. 3　细胞　犬肾传代细胞 ( DK) ,购自中国兽

药监察所。

1. 1. 4　试剂　 AMV 5× Buf fer、 Rnase In-

hibi to r、 AMV 反转录酶、 dN TP、 Oligod T、 Taq

DN A聚合酶 , DN A marker均购自华美生物工程

公司 ;蛋白酶 K购自上海生物工程公司 ;水饱和

酚及 PCR常规试剂均购自宝泰克生物工程公司。

1. 1. 5　仪器　 4800型 PCR扩增仪 (美国 PE公

司生产 ) ; UNIV ERSAL 16R台式高速冷冻离心

机 (西德生产 ) ;电泳仪、电泳槽 (北京六一仪器厂

生产 ) ;紫外透射分析仪 (上海长兴机械厂生产 )。

1. 2　方法

1. 2. 1　 CDV的培养　 CDV强毒 LIU株和 LP

株均用 DK细胞培养。用含 8%犊牛血清的 M EM

作为生长液 ,维持液为含 2%犊牛血清的 M EM

培养液。当细胞长成单层时接毒 ,细胞病变 ( CPE)

达 70%时收毒 ,收毒后反复冻融 3次 , 3 000 g离

心 10 min,取上清作为 CDV RT- PCR的检测毒

种 ,阴性对照则用正常的 DK细胞。

1. 2. 2　引物的设计与合成　根据 GenBank和

EMBL中已发表的 16个 CDV野毒株血凝蛋白

基因 ( H基因 )序列 ,用分子生物学软件 DNASIS

进行核苷酸同源性分析。结果表明 , 16个 CDV不

同毒株的 H基因总体同源性高达 95. 5% ,表明该

基因高度保守 ,适合作为 PCR扩增的靶序列。 笔

者根据 Barret t报道的 CDV Onderstepoo rt弱毒

株 H蛋白基因序列 ,遵循引物设计的一般原则 ,

用 Goldkey软件设计了一对能扩增 760bp的引物

(表 1)。
表 1　引物序列及其在 CDV mRNA上的位置

Table 1　 The sequences of the primers and sites in mRNA sense

引物
Primer

位置
Site

序列 ( 5′→ 3′)
Sequence( 5′→ 3′)

引物长度 ( nt )
Prim er length ( nt )

G+ C含量 (% )
G+ C con tent (% )

扩增片段长度
Leng th of

ampli fi ed f ragment

P1 H( 901- 902) CC TT GTGTG TAGAAGAGAGC 20 50

P2 H( 1661- 1642) AT AAGAAATCGTCCGGA TTG 20 50
760bp

1. 2. 3　细胞总 RNA的提取　参照 Chomcxy ski

R.和 Sachi N.
[9 ]报道的“异硫氰酸胍 -酚-仿抽提

分离 RN A的一步法”进行。

1. 2. 4　反转录—聚合酶链反应 ( RT- PCR)的建

立　 RT反应　采用 20μl反应体系 ,取抽提的细

胞总 RNA2μl, 5× AMV反转录缓冲液 4μl;

2. 5 mmo l /L的 dN TP ( d ATP、 dGTP、 dCT P、

d TT P) 4 μl; RNase Inhibi to r ( 10 U /μl ) 1μl;

2. 5 U /μl的 AMV 反 转 录 酶 2 μl; Oligod T

( 10 pmol /μl ) 1μl于 1. 5 m l灭菌的 Eppendo rf管

中 ,补 dH2O至 20μl ,瞬间离心后 ,于 42℃水浴中

反应 1～ 1. 5 h。

PCR　经反复试验 ,笔者确定 50μl PCR反

应体 系的组 成为: 10× PCR缓冲 液 5 μl,

25 mmol /L MgCl2 5μl, 2. 5 mmol /L dN TP 4μl,

P1和 P2 ( 12. 5 pmo l /μl )各 1μl, CDV RT产物

2μl, Taq DN A聚合酶 ( 1. 5 U /μl) 1μl,补加去离

子水至 50μl。最佳循环参数为 96℃ , 60 s; 94℃ ,

40 s; 72℃ , 80 s; 52℃ , 50 s, 最 后 72℃延 伸

10 min。

1. 2. 5　特异性试验　分别对 CPV、 CAV -I、 CCV

和 RV的核酸进行 PCR扩增 ,以检测其特异性。

1. 2. 6　敏感性试验　将 CDV强毒 LIU株细胞

培养物按 Reed-Muench两氏法测定该病毒的半

数组织细胞感染量 ( TCID50 ) ,并将其反转录产物

作 10- 1至 10- 5倍稀释 ,每一稀释度取 2μl作为

PCR模板进行扩增 ,电泳后紫外灯下观察 ,确定

PCR的最高敏感度。

1. 2. 7　 CDV RT- PCR产物的检测　取 10μl

RT- PCR产物加在 2%琼脂糖凝胶上 , 75 V电
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泳 45～ 60 min,用溴化乙锭染色 ,然后在紫外光

透射仪下观察 ,以标准 DNA marker作参考 ,记

录并分析结果 ;与此同时 ,直接对 PCR产物进行

测序。

1. 2. 8　不同影响因素对联合 RT- PCR的影响

　紫外线　取 CDV RT-PCR检测为阳性的发病

犬粪便上清 4份 , 3份置紫外灯管 ( 30W )正下方

20 cm处 ,分别照射 1 min、 5 min、 10 min, 1份未

照射作对照 ,再进行 RT-PCR扩增 ,电泳后观察

并记录实验结果。

温度　取 4份 CDV RT- PCR检测为阳性

的粪便上清 , 3份分别在 100℃水浴中加热 1 min、

3 min、 5 min, 1份未加热 ,然后 RT- PCR扩增。

反复冻融试验　取 CDV为阳性的病死犬肺

脏反复冻融 ,并在每次冻融后进行 RT- PCR扩

增 ,以研究冻融对 RT- PCR反应的影响。

保存液对 CDV RT- PCR反应的影响　取

CDV RT- PCR检测为阳性的病死犬肝脏 3份 , 2

份分别浸泡在 50%的甘油磷酸盐缓冲液和加双

抗的生理盐水 (青、链霉素各 1 000 IU /ml )中 ,一

份装在青瓶中不处理作对照 , 4℃保存 30 d后再

次进行 RT- PCR检测。

1. 2. 9　 CDV RT- PCR检测法的初步应用　对

23份细胞培养物、 4份 CDV人工感染犬病料及

25份临床发病犬病料进行了 CDV RT- PCR检

测 ,与此同时进行了电镜负染检查和荧光抗体染

色法的检查 (按本室建立的方法进行 )。

2　结 果

2. 1　 CDV RT-PCR特异性试验

如图 1所示 , CDV的引物 P1和 P2只能扩增

出 CDV的特异性产物 ,对 CPV、 CAV-I、 CCV、

RV这些病毒的扩增均为阴性结果 ,表明此法具

有很强的特异性。

2. 2　 CDV RT-PCR敏感性试验

如图 2所示 ,此法能扩增出稀释 1 000倍的

CDV 强毒株细胞培养物 (毒价为 105. 1 TCID50 /

0. 1m l)的反转录产物 ,表明此法具有很高的敏感

性。

M. DN A marker ( 100bp DN A Ladder ) , 1.

CDV LIU株 , 2. CPV , 3. CAV-Ⅰ , 4. CCV,

5. RV

图 1　 CDV RT- PCR特异性扩增产物

Fig. 1　 Specif ic amplif ied product

of CDV RT- PCR

M. DNA mark er ( 100bp DN A Ladder ) , 1.

CDV RT产物 10- 1稀释 , 2. CDV RT产物

10- 2稀释 , 3. CDV RT产物 10- 3稀释 , 4.

CDV RT产物 10- 4稀释 , 5. CDV RT产物

10- 5稀释

图 2　 CDV RT- PCR敏感性试验

Fig. 2　 Sensitivity of CDV

amplif ied by RT- PCR

M. DNA marker (λDN A /EcoRI+

Hind III) , 1. CDV LIU株 , 2. CDV

LP株

图 3　 CDV RT- PCR产物鉴定

Fig. 3　 Identif ication of RT-

PCR products of CDV

2. 3　 CDV RT- PCR产物鉴定

如图 3所示 , CDV RT- PCR产物大小约

760 bp,与设计理论值完全相符。 对 PCR产物纯

化后直接进行了测序 ,测序结果证实所扩增的核

酸带为 CDV特异的核酸带 (测序结果另文发

表 )。

2. 4　不同因素对 CDV RT- PCR的影响 (表 2)
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表 2　不同因素对 CDV RT- PCR的影响
Table 2　 Ef fects of dif ferent factors to CDV RT- PCR

紫外照射 Ult raviolet radiation 1 min 5 min 10 min
结果 Result s + - -

加温 ( 100℃ ) Heating 1 min 3 min 5 min
结果 Result s + + -

反复冻融 (次 ) Continual f reeze-thaw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

结果 Result s + + + + + + - - - -

50%甘油磷酸缓冲液 ( 4℃ ) 50% glycerines PB S a mon th later
结果 Result s + (带亮 )

双抗生理盐水 ( 4℃ ) Sal t solution added dual antibiotic
结果 Result s + (带暗 )

对照样品 Cont rol sample —
结果 Result s

2. 5　 CDV RT- PCR检测方法的初步应用结果 及在临床上对检测样品的选择 (表 3、表 4)。
表 3　 CDV RT- PCR检测法的初步应用结果

Table 3　Results of rudimentary applicat ion of CDV RT- PCR

检测方法
Detectod methods

23份细胞培养物
23 cell cul tu res

阳性
Posi tive

阴性
Negativ e

4份人工感染犬病料
4 experimental

path ological samples

阳性
Positiv e

阴性
Neg at ive

25份临床病犬病料
25 clinical

pathological s amples

阳性
Posi tive

阴性
Negative

电镜负染 Electro micros copy 4 19 2 2 5 20

荧光抗体法 Fluorescent staining 6 17 3 1 8 17

犬瘟热病毒 RT- PCR CDV RT- PCR 12 11 4 0 16 9

表 4　 CDV RT- PCR检测法在临床上检测样品的选择
Table 4　 The best detected samples of CDV for clinical diagnosis

犬瘟热病毒 CDV

首选检测样品 Th e best d etected samples 生前 Before death 死后 After death

白细胞 White blood cel l 肺脏 Lung

3　讨论与小结

3. 1　 PCR作为一种体外扩增 DNA片段的技术

已广泛用于 DNA病毒特异性核酸的检测 ,且具

有省时、省力、高度的敏感性和特异性等优点 ,加

之耐热 Taq DN A聚合酶和自动 PCR仪的出现 ,

使之更加简便快速 [10 ]。 但在检测 RNA病毒时其

敏感性却受到众多因素的影响 ,如 RNA的提取

效率 , AMV反转录酶效率及所要扩增片段在病

毒复制过程中的拷贝数、扩增片段的长度等影响。

其特异性主要取决于引物的特异性和退火温度。

在多次反复试验的基础上 ,我们尽可能排除一切

不利因素 ,使此法具有较高的敏感性和特异性。但

若要进一步提高本法的敏感性 ,尚需继续研究。

3. 2　提取总 RN A的好坏是本试验成功与否的

关键一环。本试验证明 ,利用异硫氰酸胍 -酚-仿一

步法提取 RNA质量较高 ,不但对 CDV细胞培养

物 ,而且对病料 (包括久置冻箱中的陈旧病料 )都

能使病毒基因组 RNA和 mRNA保持较好的完

整性。 另外 ,在 RT反应中 ,笔者除了使用通用引

物 Oligod T外 ,还加入了特异性引物 ,这样能充

分利用病毒基因组 RNA,提高检测组织中特异的

cDN A浓度 ,进而提高诊断敏感性。

3. 3　 PCR反应体系的稳定性和重复性也是衡量

所建检测方法成功与否的一个重要标志。 除试剂

质量、操作是否规范等因素外 ,病料的保存和处理

方法是否得当也是影响 PCR稳定性和重复性的

一个重要方面 ,尤其在实际检测疑似 CDV病料

的过程中。为能在兽医临床中应用此种检测方法 ,

笔者专门研究了紫外线、温度、反复冻融及不同保

存液等因素对 CDV RT- PCR的影响。 结果表

明 ,紫外线、温度、反复冻融均对 CDV RNA模板

有一定的损伤作用。紫外线损伤 RNA模板可能

与其能使模板 RNA链上相邻的尿嘧啶之间形成

二聚体使反转录不能进行有关。 高温损伤 RNA

模板可能与其能使病毒 RNA暴露 ,结果被周围

的核酸酶降解有关。反复冻融对病毒 RNA的损

伤作用 ,笔者推测可能与组织细胞中 RNase的大

量释放有密切关系。通过对病料保存液的选择 ,发

现 50%甘油磷酸盐缓冲液保存病料较好 ,在 4℃

保存一个月后仍可扩出明亮的特异性扩增带。 在

对 25份临床疑似 CDV的病料和 4份 CDV人工

感染病料的检测时发现 , CDV生前 RT- PCR的

最佳检测样品为白细胞 ,死后最佳检出样品为肺

脏。

(下转第 66页 )
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3　结 论

综上所述 ,土壤脲酶活性与底物浓度间的关

系可采用 Langmiur模型予以定量表征 ,表明酶

促反应中存在吸附机制 ,并得到了土壤最大表观

脲酶活性值 (Umax )这一参数 ,其是当尿素浓度极

大时的脲酶活性 ;除水稻土和黄褐土外高肥力土

壤的 Umax大于低肥力 ;在不同生态环境中土壤脲

酶特征截然不同 ,只有在同一生态区中 Umax才与

土壤肥力因子显著或极显著相关 ,可作为土壤肥

力的指标之一。
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