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摘要 应用光敏生物素标记鸡传染性支气管炎病毒 c D N A
,

制备核酸探针
`

经斑点杂交法和碱

性磷酸酶显色后
,

探针同以 cD N A 为模板合成的 P C R 产物及其重组子 p s xJ B vs
,
均呈现强阳

性的蓝色斑点
,

而与正常尿囊液
、

新城疫病毒和鸡败血霉形体无杂交
.

一个初诊为 I B 感染的 田

间病料与探针杂交阳性结果相符合
.

试验表明该 c D N A 探针是敏感和特异的检测方法
.
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鸡传染性支气管炎病毒 (I n fe ct in us B or cn ih its iV
r us

,

BI V )是一种冠状病毒
,

引起鸡急

性高度传染性上呼吸道和支气管感染
,

使鸡群增重减少
,

产蛋下降
、

饲料报酬降低
,

甚至引起

死亡 (C
a l n e k

,

1 9 9 1 )
.

用鸡胚做病血清中和试验是 BI V 的常规鉴定方法
,

但它费时长而且繁琐
.

其它方法如电

镜
、

H l 试验
、

免疫荧光
、

琼脂沉淀
、

气管培养和 E L is A 等均不够理想
.

此外
,

在 BI V 的基 因

工程疫苗研究中
,

也需要一种方法来鉴定和显示 I B V 免疫源基因是否已合成或插人到适宜的

载体上
。

核酸探针是一种快速敏感的鉴定方法
.

H y u k 等 ( 19 9 3 )和 J a e k w o o d 等 ( 1 9 9 2 )研

制的探针系采 用 P C R 和生物素标记法
,

费用昂贵且标记步骤复杂
.

我们提取克隆的 BI V c D N A
,

经光敏生物素光照标记后制备探针
,

杂交检测免疫原基因

获得成功
,

试验结果报道如下
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 E
.

C ol i/ p BI VS
.
D

4 . 。

含有 BI v 免疫源基因的大肠杆菌株
,

本室保存
.

1
.

1
.

2 长臂光敏生物素及碱性磷酸酶 (A V 一 A P )显色系统
,

由军事医科 院二 所提供
。

十二

烷基磺酸钠 (s D S )
、

聚蔗糖 i(f co n 一 4 0 0)
、

聚乙稀毗咯烷酮 (P V P )
、

蛙精 D N A 等分子杂交试

剂为进 口分装
,

购 自广州三元科技公司
。

杂交尼龙膜为西德 B M 产品
。

1
.

1
.

3 p C R 产物及重组载体 p SX I v v l
十
X 3 .

变更二端酶切位点
,

以 质粒 p I B V s ;
D

4 : 为模

板合成
,

疑含有同源 I B V c D N A
。

1
.

1
.

4 田间病料 l 例
。

经鸡胚接种和血清学试验诊断为 BI 感染
.

L Z 探针制备

按照 S a m bor o k 等 ( 1 9 8 9 )的方法
,

繁殖 E
.

co l i /p I B v s .
D

4 :
菌株

,

提取质粒
,

电泳检查其
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光敏生物素标记法不仅制作简便
、

费用低廉
,

还有保存期长
,

可一次性大量 (达毫克级 )标

记等优点
。

本试验甚至用存放了 10 个月的光敏生物素来标记也可 获得满意结果
.

该探 针

的保存期有待进一步验证
,

已报道的同类 标记探针保存期均 在 4 至 6 个 月以 上 (贺东 生
,

199 ;3 钱建飞
,

199 2)
.

探针与田间病料也呈阳性反应
,

与其它病毒如 N D V
、

M G 均为阴性反应
,

显示 了它在临床诊断和进出口检疫等方面的潜在用途
。

影响杂交试验成败的因素非常多
,

包括有无甲酞胺体系的选择
、

样品和试剂处理甚至洗

涤方法异同等
.

我们的经验是 : 选用甲酞胺体系
,

4 2 ℃ 杂交
,

严格按照改进的洗涤程序
.

我

们改洗液中的 T r i s 为 P B S
,

也节省 T 费用
.

本试验的结果仅是一个初步尝试
,

对该探针的最低检出量及检测各种病原体 的特异 性

方 面
,

还在继续探索
,

但是可以相信
,

这种具有多项优点的光敏生物素标记 I B V c D N A 探针

在实验诊断
,

进出口检疫和病毒分子生物学研究中具有非常广泛的用途
.
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