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蓝舌病毒(Bluetc~ague Virus，研v)是呼肠孤病毒 

科(Reov／r／dae)环状病毒属(Orbiv／res)的代表种，含 

l0个节段的双链 RNA(dePd~A)作基因组。其中， 

节段编码 BTV型特异性抗原 VP2， 节段和 s7节段 

编码群特异性抗原多肽 VP3和 VP7。其中，VP7是 

BTV粒子的主要结构多肽之一，其编码基因序列保 

守。vP7具有高度的抗原性，能刺激被感机体产生 

强的群特异性免疫反应_1 J。 

蓝舌病毒的易感宿主是牛、羊及野生反刍动物+ 

死亡率高达60％一70％以上，并且至今仍无有效的 

防治措施，对畜牧业危害极大，被《动物检疫》列为一 

类传染病 J。国内用于检测该病毒病的传统方法是 

利用BTV可溶性抗原检测牲畜血清抗体，该方法一 

方面诊断符台率不高，另一方面难以达到早期诊断 

目的。因此，建立快速、灵敏、早期、准确的检测技术 

对切断传染源和控制疾病流行具有极为重要的意 

义。 

本研究拟在我们对 BTV分子生物学和血清诊 

断学研究的基础上，进一步发展 BTV分子诊断技 

术。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 病毒 国际标准株 BTV-IO为本实验室保存 

的毒种；BTV．HbC株系我们自湖北省某种畜场分离 
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到的中国蓝舌病毒湖北株。 

1．1．2 病羊血样 l2例蓝舌病可疑样品取 白湖北 

省某种畜场可疑病羊的肝素抗凝全血；同法收集健 

康绵羊全血一份，作对照。 

1．1．3 Vero细胞为本室保存的常用细胞 

1．1．4 试剂 M．blLV逆转录酶、Taq酶、RNasin等 

分子生物学试剂均购白Pl r 公司。 

1．1．5 引物的设计与合成 根据蓝舌病毒标准株 

BTV-10 基因的已知序列L3J，应用oligo 4．0引物设 

计软件设计一对特异性引物，由上海博亚公司合成。 

引物序列如下：P．：5 AGC CAT ATG TIC AGT ATA 3 

(上辨 267bp一285bp)； ：5 TAG AGA TGG ACA CTA 

TCG C 3 (下游 l3bp一3lbp) 

1．2 方法 

1．2．1 BTV．10株和BTV-I-IbC株的增殖 将 BTV-10 

株和 BTV．}Ⅱ 株分别接种于单层 Veto细胞上，37qc 

吸附 lh，弃去病毒液，加含 2％小牛血清的MEM维 

持液，置37~C培养。待细胞病变达到90％时，收获 

病毒。 

1，2．2 BTV．10株和 BTV．蛐c株基因组的dsRNA的 

提取按文献方法进行_4j。 

1．2．3 病毒的分离 12份待检样品各取5mL分别 

置于 l2个无菌试管，每试管加 5mL PBS(pH7．2)， 

1 50Of／rain离心 10min，沉淀再用 PBS洗涤两次。用 

2mL生理盐水悬浮细胞，反复冻融三次。5 O00r／min 

离心 lOmln，取上清接种于单层 Vero细胞。盲传三 

代，观察细胞病变效应(CPE)。 

1．2．4 待检样品中病毒 RNA的提取 l2份待检样 

品各取 3mL，分别置于 l2个无菌试管，每试管加 

5mL PBS(0147．2)，1 500r／miD离心 lOmin。沉淀用于 

病毒 dsRNA的提取_4 

1．2．5 逆转录 取病毒 RNA提取液 2止 用于逆转 

录【 。 ． 

1．2．6 聚合酶链式反应 取逆转录反应混合物 

SgL用于聚合酶链式反应_4J。 

2 结果 

2．1 应用该 RT-PCR技术扩增井检测出了国际标 

准株 BTV．10和中国湖北株 BTV．}丑 ，大小为273b0， 

电泳结果如图 1。 

酉 1 K"I'．PtYR柱爰I样品电棘图 

M，№r ；P．阳性对照(BI'V-IO】睐)；1-17．，可疑蓝舌病绵 

羊血液样品； ．阴性对照(健康绵羊血) 

F ．i RT-PCR PiP et d慢佃甲|l B of mnE tlal／ll／]t~l 

LineM，MaIk DL20OO；P，Pceltive c呻nd(m'V-lO)；2-12， 

Blo~d柚廿申I酋 蝴甲唧ed be th明 ；N． eg Contrd 

(s日r甲 ofhealth出e印) 

2．2 应用此RT-PCR系统，我们共检测了l2例待检 

血液样品。其中l1例扩增出一条与标准株 BTV-10 

结果相同大小的核酸序列，而第 7例标本血和健康 

绵羊血未见扩增出相应的核酸序列。有关 RT-PCR 

扩增产物电泳结果见图1和表 1。 

裹 i RT-PCR检测 BI'V-10株及不同临床样品中明 dsRNA的结果 

Table1 The瑚  ford·一1。g啊 dsRNA ofBI'V-10哪d ． I RT-FCr 

注明：“+ 表示扩增片段阳性，与hhk盯一致． 一 表示阴性。 +”睢t瑚p0 瑚 ，“一”rnB啪§ |ti 瑚 舡 

2．3 用 Vero细胞分离病毒结果如图2和表2。图 

2．A，示阴性对照和阴性标本经病毒分离后的细胞形 

态。可见细胞生长良好 ，形态多样，轮廓清晰，结构 

完整，且可见到细胞分裂相。图2-B，示 Vero细胞分 

离阳性标本病毒产生 CPE的光学显微镜照片。照 

片中可见到细胞收缩变圆，细胞膜分界模糊，出现细 

胞融合，细胞内颗粒增多，部分细胞大片脱落和破 

碎。病毒分离结果表明，l2例标本中有 11例(11／ 

l2)出现CPE，1例正常，此亦第7号样品。 
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圉2 v咖 细胞单层接种绵羊血后细胞形态(×柏D) 

A．接种丁健康绵羊血的v啪细胞，细胞形态正常．结果阴性；B．接种丁可疑蓝舌病绵羊血的v哪 细胞．细胞形态可见到典 

型的 Clue现象，结果阳性。 

Fig．2 VeTo cdlⅧ  med with bloodⅫ pks{x栅 ) 

A．螂 。d l丑I wltll 血 ep blood雠 ， b啦 ne鲥  ；B．吐le cPE唧口 h n 螂 edlsi~mlated tll 

印ec【BUe BlI呷 blood，t re蝴l乜a p啕 ve． 

表 2 v即I细胞分膏 矾 观寨cPE的结果 

Table 2 mV · 嘎l 0f‘ IIB v cdh 

注明：“+”表示产生典型的CPE， 一 表示不产生cPE；“+”H鼬tlB CPE． 一 『be-le rIo EPE 

3 讨论 

蓝舌病毒感染牛、羊及野生反刍动物，引起病毒 

血症。并导致弥漫性血管内凝血(DIC)，是该病毒致 

动物死亡的原因。患病动物血浆内病毒滴度很低， 

病毒主要存在于单核细胞、巨噬细胞、嗜中性细胞和 

内皮细胞_2．9j。红血细胞上亦结合有大量病毒粒 

子。因此，我们采用低速离心收集病畜全血的有形 

成份，用于本研究，一方面增加了阳性检出率，另一 

方面缩小了待检样品体积，有利于操作。 

B'rv的基因组是分节断的 d~BNA分子。这种 

分子欲进行逆转录合成 eDNA困难很大，关键是寻 

找适当的dsl~NA解链条件。因此，我们探索了应用 

甲酰胺、7M尿素、羟甲基汞和温度变性等方法。结 

果证明，温度变性只要操作适当，亦可解决好这一难 

题，同时也有利于后续 PCR操作的进行。经反复比 

较，发现 95℃ 8mln处理 日rv 片段 d删 便能有 

效地使该 dsRNA片段变性，并适于后续 RT-PC~反 

应。 

基因是一个保守基因，它编码 矾v粒子的主 

要结构多肽 vP7。vP7具有很强的抗原性，携带有 

BTv群特异性抗原决定簇，能刺激机体产生群特异 

性免疫反应【5 】。因此，我们选用蓝舌病毒编码群 

特异性抗原基因 片段，设计引物，建立该病毒 

d~BNA RT-PCR技术，这无疑是早期准确诊断动物感 

染 BT、 的有力依据。 

国外已报道用这种方法可直接检测被感动物组 

织中 BTv的 片段【1 。由于我国对建立这种诊断 

方法检测 BTv尚处在探索阶段 ，所以我们在对 BTv 

RNA保守区段了解的基础上，探讨了RT-PCR方法 

直接检测血液中的 BT、 的可能性，结果征明能有 

效、准确检测我省境内患病动物血液中的 BTv双链 

核酸。 

本实验共检测 了两个实验室纯株 (BTV-IO和 

BTV-I-~C)和l2例 床样品，共 14个受检对象。结 

果，有效地扩增了13个受检对象。我们用配对的方 

法就这 12个临床样品进行了病毒分离，观察是否出 

现典型的BTv CPE，其结果与我们的RT-PCR检测结 

果完全一致。有力地佐证了该 RT-PCR系统检测 

BTv的极大可行性和可信性。从而展示了将该方法 

发展成检测药盒，提供市场，以解决畜牧业生产．海 

关检疫和实验室研究的潜在价值。 
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第 34届国际无脊椎动物病理学会(SIP)会议简介 

第34届国际无脊椎动物病理学会议于2001年8月25日一30日在荷兰No毗d1一 jker}10Ilt召开，来自美国、 

加拿大、英国、德国、法国、丹麦、荷兰、日本、中国等3o个国家的代表400余人参加了本次会议。大会共交流 

论文328篇。其中大会报告三个}1．果蝇免疫系统的信号传导 2．由杆状病毒介导的新的调节细胞凋亡的 

机制 3．昆虫及昆虫病原线虫间的宿主．寄生物相互作用关系；专题讲座18个(含78个报告)；分组报告 121 

个(病毒学42个、真菌 28个、线虫14个、细菌23个、原生动物6个、交叉讨论8个)；墙报 126个(病毒学 45 

个、真菌32个、线虫 l4个、细菌3O个、原生动物5个)。 

共有11位中国学者参加了本次会议，其中2位学者来自台湾省，9位分别来自中国科学院武汉病毒研究 

所、华中农业大学、中山大学昆虫所、武汉大学等单位。我国大陆学者向大会提交论文18篇：其中病毒类研 

究论文13篇，Bt类研究论文3篇。病毒类论文的数量较2000年有较大辐度增长(2000年5篇)，Bt类研究论 

文较 2O00年有所下降，论文总数较 2000年增长(2oo0年 10篇)。 

中国科学院武汉病毒研究所胡志红胡长应邀作了题为“重组病毒杀虫剂”的专题报告。中国科学院武汉 

病毒研究所胡志红所长、陈新文研究员和武汉大学齐义鹏教授三人分别作为分组讨论的执行主席，这表明我 

国学者在相关领域的学术成就得到国际学术界的认可。 

从整个会议的情况看．目前相关学科的发展趋势是：1，以分子生物学为主导，生态学仍起着重要作用；2． 

进化研究突出：3．学科交叉：例如真菌与微孢子虫等。我国在病毒、细菌研究及应用方面的实力较强，但是在 

真菌、线虫、原生动物等方面涉足少。 

(中国科学院武汉病毒研究所 梁莉，胡志红) 
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