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提要 用Ne~tcd PCR检测牛白血病病毒的前病毒形式。从牛白血病病毒基因gpSl上选择两对引 

物进行 Nested PCR体外扩增，产物经2 agaro~~凝胶电泳和用生物素标记的探针鉴定，证实其特 

异性。结果表嘎该方法能从两个BAT—BLV细胞内检澍出BLV的前病毒 A形式 

煳词 堂  嘲 酷 ，一 
牛白血病病毒是逆转录病毒科的一种致癌病毒，在全世界广泛分布。该病毒主要感染 淋 

巴细胞。在被牛白血病病毒感染的牛群中，大约有l2 的牛将发展成淋巴细胞增多症或者淋巴 

瘤 。 

泼病毒基因组 由ssRNA组成 ，分子量在7X 1 06至1 0X 1 o6道尔顿之间，病毒粒子 内含有逆 

转录酶 ，在病毒复制过程中，病毒基因组经反转录酶作用转录成 dsDNA。该 DNA具有感染性 ， 

并能整合于宿主细胞 DNA中，这种病毒 DNA形式被称作前病毒 

由于该病毒具有极大危险性 ，给畜牧业造成巨大损失。长期 以来，世界各国都在寻找有效 

的检l删方法 。传统的检测方法主要以血清学方法为主。如放射免疫测定法(R )、ELLS．A、琼脂 

糖免疫扩散法(AGID)以及补体结合实验等 。虽然这些方法操作简单，能有效地检掼I BLV的感 

染，防止其流行，然而这些方法也存在着某些不可弥补的局限性 ，例如 ：1．在病毒早期感染阶段 

能检测出抗体；2．易产生假阴性结果 ；3．由于新生小牛能从母乳中获得抗体 ，因此血清学方 

法小能 区别是被动免疫或主动免疫。 

本研究的主爱 目的是利用Nested PCR技术直接检颡}白细胞内的前病毒 DNA，因此能肯 

效地克服血清学检测所面临的缺陷 ，提供了一个安全、有效、快速的检测方法 。 

材料和方法 

I 细胞培养 利用FLK细胞系增殖 BLV，并以此被感巢的细胞作为阳性对照。利用携带有 BLV前病毒 

DNA的BAT—BLV细胞系测定 Nested PCR检测前病毒的敏感性，这两种细胞的培养方法见文献Ⅲ。 

2 引物和探针的选择 参照 GenEMBL dal曲ank(Acccssjon Ko2120)和 Sagata“ 等嘲有关 BLV序列，分 

奉史于1994年 】1H24日收到 ．1995年3月6臼修 回 

大音I；舒工作在瑞典 国家兽 医研究所完成 
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析资料．从BLV基因组的env-gpS1基因区域中选择下列序列作为探针和引物．引物1和2是一对外部引物，弓 

物研日 是内部引物．选择两对引物之间的一段寡聚核苷酸作为探针l来检渊产物的特异性。见表1。 

一 ， px LrR 
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、  

．

一

305 、 

圈l 所示两对引物在 BLV基因组内的位置 
Fig l Schematic representarian of the BLV gcnomc 

indicating tlac position of the plr~Rleg I~lirs 

衰l 引物的棱苷酸序列殛Nested PCR产物的长虞( ) 

Table l Nucleotidc I】en∞ oftlac primcm l玛日 for nested 

PCR，and ~nBtla of t expected nested PCR products 

3 外闫mitt巴细胞盼分离 

利用Ficall—Paque分离方珐从临床血样中分离外周淋巴细胞 Ficall-Paquc为Pharmacia产品．具体操作 

见产品说 明 

4 样品的处理 

为了破坏细胞膜，释放核酸．用两种方珐进行比较。 

A、酚一氯仿抽提法。详细操作见 Mania~is aX．(1982)[” 

B、饕台树脂处理法 把0-1—0·2 B饕台树脂【Ph日rmada产品)同80一l00 l细胞悬液于Eppcndorf管中， 

均匀混台·在匀浆器上震荡20秒后·把样品置于56—60℃保温2吩 钟后 ，再震荡10秽钟．随后把样品置于98℃ 

保温l吩 钟·再震荡10秒后，立即把样品置于冰盘中保持5分钟，-1=14000 r／min离心2分钟，取5一l0 l上清可 

直接进行PCR扩增 

5 Nested PCR体外扩增 

在 DNA扩增仅(Pcrkin—Elmer cctus·Norwalk，cT．USA)ee进行 Nested PCR扩增 第一次扩增和第二 

次扩增的条件基本一样 扩增的第一阶段的五个循环条件为；在8o℃热启动，随后9 c变性拈秒．48 D(=退火1分 

钟 一72Dc延长1分钟，此后 ，退火温度为43℃ 1分钟，而最后一次循环的延长时间为7分钟。整个PcR过程为32 

个循环。第一次扩增完成后，从中吸取5 b．1产物转移到含有—对内部引物在 Eppcndoff管中进行第二次扩增
。  

二次扩增的反应体积均为5O l PCR的缓冲液成分见文献Ⅲ。 
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6 敏感性的测定 

如图2所示t用不舍镁和钙的PBS稀释BAT—BLV细胞t随后进行 Nested PCR．测定其敏感性 

7 Nested PCR扩增产物的鉴定 

7．1 吸取l0 Nested PCR扩增产物于2％ a县ar∞e凝胶上电泳(220V，25分钟)，随后用溴化乙锭染色在紫外 

灯 F观察结果，根据产物分子量大小鉴定结果。 

7．2 产物的特异性检测 采用 Southern blot杂交方法鉴定产物的特异性。利用末端脱氧棱糖核苷转移酶于 

BLV一特异性探针的3 末端标记 Biotin一6-UTP 按照Maniatis atB 描述的方法进行 Southern blot． 

量 量 g 。 

图2 Nestecl PCR检测 BLV前病毒 DNA的敏感性测定 

细胞计数后，按下列 比倒稀释 BAT—BLV细胞。 

20000、2000，200，20、2十细胞。 

F迪 2 seimitivity of detection of the ne~ted 

PCR mothod~．BAT—BLV cells w呲 dilut甜 

a9 follows：20000．2000，200，20．2 o=118． 

结 果 

I Nested PCR检测 BAT—BLV细胞内前病毒 DNA的敏感性 

细胞计数后 (见图2)，按10倍系列稀释法稀释 BAT BLV细胞。结果证明 Nested PCR扩增 

能从仅含 两个 BAT—BLV的细胞悬液中检测出 BLV的前病毒 DNA。 

2 两种制备 DNA方法的比较 

采 用蛋白酶 K／酚抽提法和螯合树脂处理法制备核酸(见图3)。结果表明两种方法都能取 

得满意结果，但螯台树脂处理法具有操作简单、省时、经济等优点。 

3 Nested PCR扩增产物的特异性 

罔 显示出 Nested PCR扩增产物经2 agar0se凝胶电泳和溴化乙淀染色后呈现出一条 

明显的预 定带，分子量大小为305 bp，和设计相一致 Southern blot杂交结果表 明该 产物是 

BLV 的前病毒 DNA的特异带。 
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400bp 

■  

图4 Nested PCR扩增产物特异性的检测。产物经电泳后，进行 
Southern blot杂交。1．阴性 对照 (未感染 BLV的 FLK细 
胞 。2．阳性对照 (PAT—BLV细胞)。3．标准 DNA 分子量 
【1 00 b口DNA ladder．olbc0 BRL，M D，USA)。 

F皿 Detect∞n of BAT BLV ceils by nesIed PCR The am— 

pl／eons were anMyzed by eIec【r0Dhor啷 OT by Southern 

叫ot hybridiz ion with b tit ylatext~robe． 1- Ne旦ative 

Dontrol (Un feeted FLK cells 2 P0sit control 

(BAT BLV cell~) ． DNA ladder． (100bp DNA lad— 

dcr。Gtbeo BRL，M D．USA ) 

t 临床血样的检测 

血样分别采 自具有临床症状和非临床症状的牛 ，随后分别进行血清学诊断和 Nested PCR 

扩增，呢图5。结果证明两种方法的诊断结果非常一致(血清学诊断结果将另行报道)。 

图5 临床样品的快速检拦栅 
F 5 Rapid det t n of the bovine teukcamia 

Ⅵrus by nested PCR in b rood ot ca]v~ 

讨 论 

实验结果让明从 BLV基因组的 env Bp 1区域内选择的两对引物是非常有效的，能从两个 

BAT BLV细胞内检测出 BLV的前病毒 DNA。由于每个 BAT BLV细胞含有2—4个 BLV的 

前病毒 DNA，因此可推测这种 Nested PCR方法至少能从 BAT—BLV细胞或从被感染的淋 巴 

细胞 内检测出拷 贝数少于8的 BLV前病毒 DNA。在临床检验中不需经过逆转录作用而直接从 

被感染的淋巴细胞 中检测出前病毒 DNA的存在 ，结果和某些常规血清学方法检测结果一致。 

同时 Nested PCR方法能豁补血清学方法的某些缺陷，它不仅为牛白血病的早期诊断提供一个 

可靠的诊断方法 ，也为防止该病毒的传播及其分子流行病学研究提供了一个有效手段。 

目前 ，囤外根多研究者都在利用 PCR和Nested PCR[5 墩 术检测牛白血病病毒和它的前 

病毒形式。各国研究者采用病毒基因组内不同 域的寡聚核苷酸作为引物，例如用 gag—p24， 

pol}u px等区域内的序列作引物，都取得好结果。笔者采用 env—gp51区域 内的序列作为引物 ， 
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主要考虑下列两种因素：1．env—gpsl~ 产物是牛白血病病毒的主要表面抗原，Ne~ted PCR 

的检测结果能和某些血清学方法相比较 ；2．env—gpS1~[]具有高度保守序列 ，不易产生变异 ， 

这样就能有效防止假阳性结果出现。 - 
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Rapid Detection of Proviral DNA of 

Bovine Leukaemia Virus Using Nested PCR 

W ang Hanzhong 

(w d̂ ， 靠 拈 oI V ，Aoademm 8inica，W uhan 430071) 

This paper reporl：ed that proviral DNA of bovine leukaemia virus(BLV)was detected by 

nested PCR- External and internal prim ers were selecl：ed from gp51 gene in BLV genome． The 

products of the nested  PCR were identified  by 2 agaxose gel elecl：rophoresis an d were corn — 

firmed by hybridization with a biotinylated ol'噻onucleotide probe．The r~ults of the nested PCR 

show that DNA form s of the provirus w ere detected from two host cells． 

Key words Bo',qne leukaem ia ,drus．Provirus．N ested PCR 
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