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摘要%目的!为了提高口岸对进出境野生及实验用灵长类动物猴 D淋巴细胞趋向性病毒 I型 ! =17132 Da5OII

I+7:869M6:15X1MY*9+:O"( =DHea""感染情况的监测和流行病学调查(本研究建立了重组酶聚合酶扩增!JFG"和荧

光 JFG检测 =DHea"的方法+ 方法!使用软件分析不同国家和地区分离的 =DHea" 的 L3L蛋白!L3L:6I+:M69O12"基

因序列(设计 JFG引物和探针(建立 JFG和荧光 JFG检测 =DHea"的方法(并对方法的特异性’敏感性和稳定性进

行验证+ 结果!通过将猴其它特定病原体与 =DHea"对比检测(证实建立的检测方法具有良好的特异性)通过敏感

性试验(证实建立的 JFG和荧光 JFG方法检测下限与 FAJ一致)通过对 )# 份 =DHea" 阳性和阴性核酸样本的检

测(证实建立的 JFG和荧光 JFG方法(具有 FAJ方法一样的稳定性和可靠性+ 结论!本研究建立的 JFG和荧光
JFG检测 =DHea"的方法具有良好的特异性’敏感性和可靠性(可应用于 =DHea"的监测和流行病学调查+

关键词%猴)猴 D淋巴细胞趋向性病毒 I型)JFG技术)荧光 JFG

中图分类号% J)’&!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a##))a#B

’>C%"#4)%?%;]41**24"##?a?"’%4&#"%4#&4##?

!! 猴 D淋巴细胞趋向性病毒 ! =17132 Da5OII
"+7:869M6:15X1MY*(=DHe"为逆转录病毒(其基因组
为单链 J>G( 它与人 D淋巴细胞趋向 性病 毒
!EY732 Da5OIII+7:869M6:15X1MY*(EDHe"同属于灵
长类嗜 D淋巴细胞病毒(是进出境实验用猴筛查的
重要病原之一 , "a&- + "%$& 年 =DHe首次在日本猕猴
体内发现(之后在亚洲和非洲超过 )# 种非人灵长类
动物中发现了 =DHe)根据核酸序列和血清学特性(
=DHe可分为三个亚型(即 =DHea"’=DHea&’=DHea)(

其中亚洲非人灵长类动物主要感染 =DHea", )a(- +
=DHeaI主要侵害猴的免疫系统(与恶性淋巴瘤’淋
巴组织增生等疾病密切相关)通常猕猴感染 =DHeaI

后(可较长时间不呈现明显临床症状(期间它作为携
带者可将病毒传给其它易感猴(对猴的健康造成影
响(干扰实验结果 , B- + 目前报道的 =DHea" 的检测
方法主要有免疫荧光’中和试验’蛋白印迹和 NH<=G

等血清学方法(JDaFAJ是 =DHea" 最常用的核酸检
测方 法 , ?a$- + 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 ! JO567[123*O

F6I+7OM3*OG7:I1P1539162(JFG"(是一种新型的(可
以替代 FAJ的核酸检测技术(它能够在 &# 712 内
进行常温下的单分子核酸检测 , %a"#- + 该技术对硬件
设备的要求很低(特别适合野外及检疫现场使用+
为了提高口岸对进出境野生及实验用灵长类动物
=DHea"感染情况的监测和流行病学调查(本研究建
立了 JFG和荧光 JFG检测 =DHea" 的方法(并对方
法的特异性’敏感性和稳定性进行了验证+

/K材料与方法

/N/K主要试剂
DJ<c6I购自 <2X19M6LO2 公司(D3d 酶’GVe逆转

录酶’J>G酶抑制剂’,>DF’随机引物’K>GV3M.OM
!KH&###"购自 D3.3M3公司)JFG检测试剂购至英
国 D-1*9K/<25公司+
/N5K病毒样品来源及处理

=DHea" 阳性组织和血清样为本室保存+ 阳性
组织样品加等体积生理盐水研磨匀浆() ### L离心
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"B 712(收集上清液待检+ 本研究使用的其他病毒
和细菌核酸(如猴 K型逆转录病毒 ! =17132 9+:OaK
MO9M6X1MY*( =Je"’ 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 ! =17132
177Y26,OP151O25+X1MY*( =<e"’猴 Z病毒 ! =17132 Z
X1MY*(Ze"’沙门氏菌’志贺氏菌样本(由本室保存+
/N3K?B<抽提及 V’B<模板制备

取 "## "H待检上清液或血清(加 " 7HDJ<c6I
试剂(吹打 &# 次(加入 &## "H氯仿(涡旋震荡 )# *
混匀)"& ### M;712 离心 "B 712)取上层水相(加 B##
"H异丙醇(颠倒混匀(@&# g放置 &# 712)"& ### M;
712 离心 "# 712)弃上清(沉淀用 " 7HKNFA水配制
的 ’Bh乙醇清洗)’ B## M;712 离心 "# 712)弃上清(
沉淀室温干燥 "# 712)加 )# "HKNFA水溶解 J>G
沉淀+ 取 "" "HJ>G溶液(加 B 倍逆转录酶浓缩缓
冲液 ( "H’,>DF" "H’随机引物 " "H’J>G酶抑制
剂 " "H’GVe逆转录酶 & "H(置 FAJ仪上 (& g反
应 ?# 712(即得 5K>G模板+
/N2K?@8[E?检测

引 物 针 对 =DHea" 的 L3L蛋 白 基 因 ! L3L
:6I+:M69O12"设计(扩增基因片段大小为 )($ [:(其上
游引物为%B 3 RADAGDAGADRRADDGGADDA
ADAA)0(下游引物为%B3 GDRDRRGDRAGDRGA
DRRGGRRGA)0+ 在 FAJ薄壁管中(加 5K>G模
板 & "H’"# 倍 D3d 酶浓缩缓冲液 &CB "H’,>DF#CB
"H’上下游引物各 #C&B "H’D3d 酶 #C&B "H(加水补
足总体积至 &B "H+ 将 FAJ管置 FAJ仪上(按如下
程序扩增%首先 %( g ) 712)然后 %( g )# *(B? g
)# *(’& g (# *()B 个循环)最后 ’& g ) 712+ FAJ
产物经琼脂糖凝胶电泳后(用凝胶成像系统拍摄+
/NOK?[<引物和探针

使用 eO596M>D<=Y19O软件分析不同国家和地
区分离的 =DHea" 的 L3L蛋白!L3L:6I+:M69O12"基因
的保守序列(用 FM17OMN/:MO**软件设计 JFG引物
和探针+ JFG正向引物 !JFGa=DHe"\"序列为 B 3
GAGAARRADDRRGDADRDAAAGDDGGADGA
DA)0( 反向引物 !JFGa=DHe"J"序列为 B 3 AAG
DRDRRGDRAGDRGADRRGGRRGADDRGRR
)0+ 荧光 JFG检测的上游引物!JFGSa=DHe"\"序
列为%B3 DRAAGGGRGAADAAGGRGAADAAD
GAGRDGAA)0(下游引物 !JFGSa=DHe"J"序列
为%B3 RGAARRADGGRRRRDDGDGGAADRDGG
DGAADA)0( JFG探针 !JFGSa=DHe"F"序列为%
B0 ADAAADAAGDAGAAGRAGRADGRGDGR

AADDG!\GVa,9"!DE\" !ZÊ "a,9"GRGRRAARG
GaA) )0+ 引物和探针由上海辉睿生物科技有限公
司合成+
/N4K?[<检测

采用 RN><N(恒温扩增 FAJ仪+ 反应体系
为%&B "H& 倍反应缓冲液’$C& "H,>DF’B "H"#
倍基酶混合物’上下游引物 !JFGa=DHe"\’JFGa
=DHe"J"各 &C( "H)混匀后(再加入 &CB "H&# 倍核
心反应液’" "HB# 倍 JD反应液)混匀后(最后加入
&CB"H&$# 776I;H醋酸镁’" "H待检核酸溶液+ 反
应条件为%)% g孵育 &# 712+ 反应结束后(凝胶电
泳分析扩增产物(结果判定+
/NPK荧光 ?[<检测

采用 RN><N(恒温扩增 FAJ仪+ 反应体系
为%&B "H& 倍反应缓冲液’’C& "H,>DF’B "H"#
倍探针酶混合物’上下游引物!JFGa=DHe"\’JFGa
=DHe"J"各 &C" "H’"# "76I;H荧光探针 #C? "H)混
匀后(再加入 &CB "H&# 倍核心反应液’" "HB# 倍
JD反应液’" "HB# 倍 N/6反应液)混匀后(最后加
入 &CB "H&$# 776I;H醋酸镁’" "H待检核酸溶液+
反应条件为%)% g孵育 &B 712+ 反应结束后(查看
荧光扩增曲线进行结果判定+

5K结果

5N/K?[<和荧光 ?[<检测 !@;I8/的特异性试验
分析 =DHea" L3L蛋白基因序列(设计引物及探

针(分别建立 =DHea" 的 JFG和荧光 JFG方法(并
分别使用猴的其它病毒 !如 =<e’Ze’=Je"作为对
照(同时与 FAJ方法进行对比(确认所建立方法的
特异性+ 结果显示(经JFG’FAJ检测(仅有 =DHea"
阳性样品出现特异性扩增(其它对照病毒样品均呈
阴性!图 "’图 &")经荧光 JFG检测(=DHea" 阳性样
品在反应 "Bi&# 712 后荧光信号出现显著增强(而
对照病毒样品检测到荧光信号!图 )"+
5N5K?[<和荧光 ?[<检测 !@;I8/的敏感性试验

为测试所建立的 JFG和荧光 JFG方法的敏感
性(将 =DHea" 阳性样品 5K>G进行定量并梯度稀
释(制备浓度分别为 "# 2L;"H’" 2L;"H’"## :L;"H’
"# :L;"H’" :L;"H’"## PL;"H’"# PL;"H’" PL;"H的
模板(再分别用建立的两种方法和 JDaFAJ方法进
行检测+ 结果证实(JFG和荧光 JFG方法的检测
下限与 JDaFAJ相同(均为 " :L;"Hi"## PL;"H!图
(i图 ?"+
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图 /K?[<检测 !@;I8/的特异性
注%V%K>GV3M.OMKH&###)"%=DHea" 阳性样品 ")&%=DHea"

阳性样品 &))%=Je)(%=<e)B%沙门氏菌) ?%志贺氏菌)’%空白对照

M#)S/K!L-V#W#V#F$ F-TF(W!@;I8/ J$ ?[<
>69O%V%K>GV3M.OMKH&###)"%=DHea" :6*191XO*37:IO")

&%=DHea" :6*191XO*37:IO&))%=Je) (%=<e)

B%@’%L"#)%%’)?%@?&$)%%’)’%ZI32. 5629M6I

图 5K?@8[E?检测 !@;I8/的特异性
注%V%K>GV3M.OMKH&###)"%=DHea" 阳性样品 ")&%=DHea" 阳性

样品 &))%=Je)(%=<e)B%沙门氏菌) ?%志贺氏菌)’%空白对照

M#)S5K!L-V#W#V#F$ F-TF(W!@;I8/ J$ ?@8[E?
>69O%V%K>GV3M.OMKH&###)"%=DHea" :6*191XO*37:IO")

&%=DHea" :6*191XO*37:IO&))%=Je) (%=<e)

B%@’%L"#)%%’)?%@?&$)%%’)’%ZI32. 5629M6I

图 3K荧光 ?[<检测 !@;I8/的特异性
注%V%K>GV3M.OMKH&###)"%=DHea" 阳性样品 ")

&%=DHea" 阳性样品 &))%=Je)(%=<e)

B%沙门氏菌)?%志贺氏菌)’%空白对照

M#)S3K!L-V#W#V#F$ F-TF(W!@;I8/ J$ W:+(G-TV-&F?[<
>69O%V%K>GV3M.OMKH&###)"%=DHea" :6*191XO*37:IO")

&%=DHea" :6*191XO*37:IO&))%=Je)(%=<e)

B%@’%L"#)%%’)?%@?&$)%%’)’%ZI32. 5629M6I

图 2K?[<检测 !@;I8/的敏感性试验
注%V%K>GV3M.OMKH&###)"i$%=DHea" 5K>G模板量

分别为 "# 2L;"H’" 2L;"H’"## :L;"H’"# :L;"H’

" :L;"H’"## PL;"H’"# PL;"H和 " PL;"H

M#)S2K!-&T#F#Y#F$ F-TF(W!@;I8/ J$ ?[<
>69O%V%K>GV3M.OMKH&###)"i$%D8O376Y296P=DHea" 5K>G-3*

"# 2L;"H( " 2L;"H( "## :L;"H( "# :L;"H( " :L;"H(

"## PL;"H( "# PL;"H32, " PL;"H

图 OK?@8[E?检测 !@;I8/的敏感性试验
注%V%K>GV3M.OMKH&###)"i$%=DHea" 5K>G模板量分别

为 "# 2L;"H’" 2L;"H’"## :L;"H’"# :L;"H’" :L;"H’

"## PL;"H’"# PL;"H和 " PL;"H

M#)SOK!-&T#F#Y#F$ F-TF(W!@;I8/ J$ ?@8[E?
>69O%V%K>GV3M.OMKH&###)"i$%D8O376Y296P=DHea" 5K>G-3*

"# 2L;"H( " 2L;"H( "## :L;"H( "# :L;"H(

" :L;"H( "## PL;"H( "# PL;"H32, " PL;"H

图 4K荧光 ?[<检测 !@;I8/的敏感性试验
注%扩增曲线从左至右分别为 "# 2L;"H’" 2L;"H’"## :L;"H’"# :L;"H’

" :L;"H’"## PL;"H’"# PL;"H’" PL;"H的 =DHea" 5K>G模板

M#)S4K!-&T#F#Y#F$ F-TF(W!@;I8/ J$ W:+(G-TV-&F?[<
>69O%D8O37:I1P1539162 5YMXOPM67IOP996M1L891*98O376Y296P=DHea"

5K>GPM67"# 2L;"H( " 2L;"H( "## :L;"H( "# :L;"H(

" :L;"H( "## PL;"H( "# PL;"H96"PL;"H

1B)1
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5N3K?[<和荧光 ?[<检测 !@I;8/ 的可靠性
试验

为进一步验证建立核酸检测方法的的可靠性(
对将本室保存的经 JDaFAJ确认的 ’ 份 =DHea" 阳
性核酸样本及 &) 份 =DHea" 阴性猴血清分别用
JFG和荧光 JFG进行检测(每份样同一方法重复 )
次+ 结果显示(’ 份阳性核酸样本经上述三种方法
检测均得到了阳性结果(而阴性样本均未出现特异
性扩增(与实际样本的符合率为 "##h!图 ’’图 $"+

图 PK?[<检测 P 份不同时期分离的 !@;I8/阳性样品
注%V%K>GV3M.OMKH&###)"i’%’ 份 =DHea"阳性样品)$%空白对照

M#)SPK?[<’-F-VF#(&(WT-Y-&L(T#F#Y-T%9L:-T

(W!@;I8/ T-L-G%F-H%FH#WW-G-&FF#9-
>69O%V%K>GV3M.OMKH&###)"i’%’ :6*191XO

*37:IO*6P=DHea")$%ZI32. 5629M6I

图 1K荧光 ?[<检测 P 份不同时期

分离的 !@;I8/阳性样品
注%扩增曲线为 ’ 份不同时期分离的 =DHea"阳性样品

M#)S1KM:+(G-TV-&F?[<’-F-VF#(&(WT-Y-&L(T#F#Y-T%9L:-T

(W!@;I8/ T-L-G%F-H%FH#WW-G-&FF#9-
>69O%D8O37:I1P1539162 5YMXO*86-**OXO2 :6*191XO*37:IO*

6P=DHea" *O:OM39O, 39,1PPOMO29917O4

3K讨论

由于猴在形态’生理’生化’代谢等诸多方面与
人类非常相似(因而作为理想的实验动物模型被应
用于生物医药研究领域+ 国际上对无特定病原体

!=F\"猴的定义主要指体内不含 =DHe’=<e’=Je’
猴 Z病毒!Ze"’沙门氏菌’志贺氏菌等特定病原微
生物+ 由于实验用猴进出口贸易的不断扩大(缩短
检疫周期(研发简便’快速’特异’敏感的新型检测方
法(对提高猴特定病原体筛查的效率(保证进出境实
验用猴的健康和质量具有重要意义+

本研究建立了 JFG和荧光 JFG快速检测
=DHea" 的方法(通过将猴其它特定病原体与 =DHea
" 对比检测(证实建立的检测方法具有良好的特异
性+ 经灵敏度试验证实(本研究建立的两种 =DHea"
核酸检测方法(与传统 FAJ检测方法一样(均具有
很高的敏感性+ 通过对 )# 份 =DHea"阳性核酸样本
及阴性猴血清样本的重复检测(证实建立的 JFG和
荧光 JFG(具有 FAJ方法一样的稳定性和可靠性+
但是与 FAJ方法相比(JFG检测方法的优势在于检
测周期极短!仅需 &# 712"’操作简单!只需将核酸
与检测体系混合放于恒温设备中即可(J>G检测不
需逆转录过程"’检测设备便携!笔记本大小(一次
充电可运行 "& 8"’结果判定简便直观(适合于现场
及野外操作+
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