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#摘要$

!

目的
!

探讨贵州遵义地区蝙蝠是否存在博尔纳病毒"

CYe

#自然感染!分析比较其与国外标准株的同源性$方法
!

采用实时定量逆转录
1

聚合酶链反应"

=H1;<=

#检测
#2

只蝙蝠额颞叶脑组织中
CYe1;$)

基因片段!将阳性扩增产物测序!与国外

标准株比较同源性$结果
!

蝙蝠额颞叶脑组织中
CYe1;$)

基因片段阳性率为
!2*2X

"

!)

)

#2

#$贵州遵义地区蝙蝠自然感染的

CYe1;$)

核苷酸序列与标准株
E8F?(/e

和
A!0,,

同源性均为
",*2X

!与
A@

)

#)

比对同源性为
"$*"X

!所编码的氨基酸无改变$

结论
!

贵州遵义地区蝙蝠存在
CYe

自然感染!该地区
CYe1;$)

核苷酸序列与
E8F?(/e

和
A!0,,

存在高度同源性!人感染
CYe

可能为动物源性$

#关键词$

!

博尔纳病毒&实时定量逆转录
1

聚合酶链式反应&蝙蝠&
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基因片段
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年#在德国
E?L'/

B

州
C'F/?

镇的战马中爆发流行一

种以精神*行为异常为特征的致死性脑炎#此病被命名为博尔

纳病!

Q'F/?&(.@?.@

#

CY

"#随后研究者们在病马脑组织中分离

出了致病病原体#并命名为博尔纳病毒!

CYe

"$由于受到地域

的限制和典型病例的消失#

CYe

很长一段时间未受到科学界

的重视$以往#学者们认为
CYe

仅局限于德国和瑞士的地方

流行区的畜牧场动物和部分野生动物$但随着科学技术的不

断进步#研究发现
CYe

具有广泛宿主范围#除了马*羊#在大

鼠*沙鼠*骆驼*恒河猴*鹿*马*牛*猫*山羊*兔*绵羊*狗*羊驼*

小鼠等中也均发现存在
CYe

自然感染#由此可以推断
CYe

可

以感染包括人在内的所有恒温动物'

!

(

$

2)

年来的研究发现#

CYe

广泛存在于人类疾病中#如精神分裂症*病毒性脑炎*多

发性硬化等#同时越来越多的国家及地区也检出该病毒#

CYe

引发了科学界的重视'
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课题组成员前期工作中用巢式逆转录
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检测贵州及周边地区的山羊*牛的外周血淋巴细胞!
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"中
CYe1;2$

基因片段#阳性率

分别为
)*,0X

*

$*!0X

#说明该地区存在
CYe

自然感染$有

研究证实#蝙蝠是狂犬病毒*尼帕病毒*亨德拉病毒等多种病毒

的潜在宿主#可以成为一些人畜共患病的传播媒介'

+1$

(

$由于

蝙蝠具有长距离飞行的能力#部分还具有迁徙性#可能会促进

病毒传播#造成病毒的爆发流行$

蝙蝠是否也是
CYe

的自然感染宿主之一#目前国内外尚

无相关报道$本实验采用实时定量逆转录
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聚合酶链反应!

=H1

;<=

"对蝙蝠额颞叶脑组织
CYe1;$)

基因片段进行检测#对阳

性产物进行测序#与国外的标准株进行比对分析#分析贵州省

CYe

的流行病学特征及变异#为进一步研究打下基础$
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材料与方法

@*@

!

材料

@*@*@

!

实验动物
!

#2

只蝙蝠来源于贵州省遵义市!未对蝙蝠

的种类*雌雄及年龄等作区分"#采集时间为
2)!$

年
3

!

"

月$

每只取同侧新鲜额颞叶脑组织约
23)P

5

#分装在去
=76

酶的

R;

管中#置于
%#)b

冰箱保存$
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主要试剂
!
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提取试剂购自上海
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试剂盒购自美国
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引物由重庆医科

大学神经科学研究中心提供#序列见表
!

$

表
!

!!

CYe1;$)

引物序列

引物 序列!

3c1+c

" 扩增长度!

Q

M

"

上游引物
WWHHH6666<H6HW6HWW<6W<<HH6 0#

下游引物
WHWW6HH666<6H<HWW6WH6WHWH6W<

@*@*B

!

主要仪器
!

分光光度计
7?/'YF'

M

7Y1!)))

购自美国

H:@FP'

公司)

;H<12))Y76R/

5

(/@<
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9K@F

*

='8'FW@/@,)))

.@F(@.E'J8N?F@!*0

购自澳大利亚
<'FQ@88=@.@?F9:

公司)

<:@P(&'9Z=E

凝胶成像系统购自美国
C('1=?&

公司)去
=76

30$+

重庆医学
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年
"

月第
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卷第
23

期



酶硅化耗材购自美国
6L

B5

@/

公司$

@*A
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方法

@*A*@

!

脑组织
=76

提取
!

吸取
!PGHF(U'K

加入去
=76

酶

的
R;

管中#取蝙蝠脑组织
!))P

5

置入其中#研磨脑组织至匀

浆液#再加入氯仿
2))

#

G

#剧烈振荡
!3.

#静置
3P(/

#

!2)))F

&

P(/$b

离心
3P(/

#取上清液$加入等体积的异丙醇混匀后

静置
!)P(/

#

!2)))F

&

P(/$b

离心
!)P(/

#弃上清液$晾干

后加入
!PG03X

的乙醇洗涤沉淀
2

次#

!2)))F

&

P(/$b

离

心
3P(/

#弃上清液控干后溶解于适量的
YR;<

水中#所提取

的
=76

在分光光度计下测
N%

2,)

&

2#)

值及浓度#选取
!)

个样本

=76

#采用
!X

琼脂糖凝胶电泳#观察样本
=76

的完整性#分

装并保存于
%#)b

冰箱$

@*A*A

!

=76

逆转录
!

3d;F(P@E9F(

M

8=H f?.8@Ff(L$

#

G

#

根据不同样本的
=76

浓度计算
=76

的加样量!

e=76]3))

/

5

&

<=76

"#加
YR;<

水至
2)

#

G

$反应条件%

+0b!3P(/

#

#3

b3.

$

9Y76

保存于
%2)b

冰箱$

@*A*B

!
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检测
CYe1;$)

基因片段
!
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S
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G
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上游引物
)*$

#

G

*

;$)

下游引

物
)*$

#

G

*

YR;<0*2

#

G

*

9Y762*)

#

G

#充分混匀后在荧光定

量
;<=

仪上进行扩增$反应条件%

"3b3P(/

)

"3b!).

*

3#

b$3.

#循环
$3

次$每次反应均做无模板对照#排除假阳性#

同时以
CYe

阳性的
9Y76

!由重庆医科大学神经科学研究中

心提供"做阳性对照#排除假阴性结果$

@*A*C

!

=H1;<=

产物
!

!X

琼脂糖凝胶电泳
+)P(/

#凝胶成像

系统观察结果#将目的条带处于
0#Q

M

处的标本视为阳性#将

阳性标本送往上海英俊生物公司纯化*克隆及测序$

@*B

!

分析
!

将测序结果与国外标准株
E8F?(/e

*

A!0,,

和

A@

&

#)

进行同源性分析比较$

A

!

结
!!

果

A*@

!

=76

纯度和完整性检测
!

#2

只标本所测得的
N%

值在

!*#"

!

2*)#

#说明纯度较好)

!X

琼脂糖凝胶电泳观察到
+

个条

带#分别为
2#E

*

!#E

*

3E

#其中
2#E

条带的亮度是
!#E

的
2

倍#

说明
=76

完整性较好#可以用于后续研究$

A*A

!

=H1;<=

检测
CYe1;$)

基因片段
!

采用
=H1;<=

对蝙

蝠脑组织中
CYe1;$)

基因片段进行检测#结果发现
!)

只标本

为阳性#阳性率为
!2*2X

!图
!

"$阳性标本
!X

琼脂糖凝胶电

泳#样本目的条带与阳性对照在同一位置!图
2

"$

图
!

!!

=H1;<=

检测蝙蝠脑组织
CYe1;$)

基因片段阳性标本

A*B

!

阳性
;<=

产物的测序结果及同源性的分析
!

将蝙蝠

CYe1;$)

阳性标本的测序结果输入美国国立生物技术信息中

心!

7<C4

"系统进行比较分析#证实本次实验所扩增的片段为

CYe1;$)

!

/83$#1,23

"的基因片段#与人类基因组及其他病毒

基因无同源性$

CYe1;$)

阳性标本测序结果与
E8F?(/e

和

A!0,,

的同源性均为
",*2X

#有
+

个位点出现一致性沉寂突

变!

/83$#W

#

H

#

/833)H

#

W

#

/833+6

#

H

"#突变率为
+*#X

#但

所编码的氨基酸无改变)与
A@

&

#)

比对同源性为
"$*"X

#有
$

个位点出现一致性沉寂突变!

/83$#W

#

H

#

/833)H

#

W

#

/833+6

#

H

#

/8,)"H

#

<

"#突变率为
3*!X

$虽然贵州遵义地区蝙蝠

脑组织中的
CYe1;$)

基因片段与国外标准株比对存在碱基突

变#但所编码的氨基酸无改变#见图
2

!

$

$

!!

!

!

!)

%阳性标本)

_

%阳性对照$

图
2

!!

阳性标本
!X

琼脂糖凝胶电泳

!!

/0%

CYe1;$)

阳性
;<=

产物核苷酸序列$

图
+

!!

蝙蝠脑组织中检测出的
CYe1;$)9Y76

克隆核苷酸序列测序结果

!!

红色标示%突变碱基$

图
$

!!

蝙蝠脑组织经
;<=

扩增后目的基因片段序列测定

结果与
CYeE8F?(/e

)

A@

'

#)

)

A!0,,

核苷酸序列

及氨基酸序列比较

B

!

讨
!!

论

CYe

为未分段的单分子负链
=76

病毒#直径为
")/P

#

为封套状*球形的感染颗粒'

3

(

$

CYe

有
,

个开放阅读框架#至

少能够指导编码
,

种病毒蛋白#包括核蛋白*磷蛋白*基质蛋

白*糖蛋白*非糖基化的特殊蛋白和
=76

依赖的
=76

聚合

酶'

,

(

$其中编码
;2$

*

;$)

的序列较为保守*变异性小#从而成

为检测
CYe1=76

的特异性标志物$其中
CYe1;$)

核酸及核

蛋白在被感染细胞中含量较为丰富#且
CYe1;$)

基因片段的

特异性高#变异程度最小#为检测
CYe

自然感染的重要依据

之一'

0

(

$

CYe

是一种非细胞溶解性*严格嗜神经性病毒#容易造成

中枢神经系统的持续感染$

CYe

也是惟一在细胞核内复制的

单分子负链
=76

病毒#从而对于
CYe

感染诊断的金标准是

在脑组织中分离出该病毒$但在实际工作中脑组织来源较少#

且操作复杂*成功率低#使得此项工作无法顺利开展$何丰

,0$+

重庆医学
2)!,

年
"

月第
$3

卷第
23

期



等'

#

(采用
î1/=H1;<=

法对新疆伊犁地区牧羊犬的脑组织及

;Cf<CYe

进行检测#其中脑组织
CYe

阳性率为
"X

#

;Cf<

阳性率为
3X

#虽然脑组织
CYe

阳性率高于外周血#但差异无

统计学意义!

!

#

)*)3

"$

7?T?POF?

等'

"

(从
!

例精神分裂症患

者脑组织中分离出了
CYe

#但该患者
;Cf<

中并未检出
CYe

核酸#故外周血中
CYe

核酸阴性并不能完全排除患者存在

CYe

感染$

冰岛是一个对动物进出口要求非常严格的国家#检测范围

包括
CYe

#但
C

-

'F/.&'88(F

等'

!)

(首次在该地区马群中发现

CYe

相关抗体#推测出现这种现象可能的原因是迁徙的候鸟$

最近有学者在美国的加拿大鹅中体内分离得出
!

株新的
CYe

序列#推测此类迁徙的水鸟能长距离携带该病毒'

!!

(

$也有人

提出#沿迁徙候鸟路径分布的马厩中的马有较高的
CYe

检出

率'

!2

(

$据统计蝙蝠体内可分离出
#)

多种病毒#且蝙蝠种类繁

多#在自然界分布广泛#喜群居*寿命长*善飞行等特点为病毒

传播创造便利#蝙蝠在新发病毒传播及流行中起着重要角色$

而随着人类城市的不断扩张#越来越多蝙蝠可长期定居于城市

中#人们与蝙蝠的接触也逐渐增多#由此带来公共卫生问题不

得不引起关注$

本研究采用
=H1;<=

检测组
#2

只蝙蝠脑组织
CYe1;$)

阳性率为
!2*2X

$

CYe1;$);<=

阳性产物测序与国外标准

株
E8F?(/e

*

A!0,,

比对同源性为
",*2X

#有
+

个位点发生碱

基互换!

/83$#W

#

H

#

/833)H

#

W

#

/833+6

#

H

")与
A@

&

#)

比对

同源性为
"$*"X

#有
$

个位点发生碱基互换!

/83$#W

#

H

#

/833)H

#

W

#

/833+6

#

H

#

/8,)"H

#

<

"$本研究证实了贵州遵

义地区蝙蝠存在
CYe

自然感染#该地区感染的
CYe1;$)

核苷

酸序列与
E8F?(/e

*

A!0,,

存在高度同源性$

CYe

是一种特

殊的
=76

病毒#其
=76

具有高度保守性#从而保证了遗传的

稳定性$蝙蝠脑组织中检出的
CYe1;$)

基因片段虽存在部分

碱基突变#但所编码的氨基酸序列未发生改变$

新型病毒的不断爆发流行#无疑给经济建设及社会安宁带

来了严重的影响$近来的中东呼吸综合征#因其致死率高于非

典型肺炎!

E6=E

"#引起了人们极度的恐慌#同时也敲响了世界

必须对新发病毒感染性疾病的进行实时监控的警钟$本研究

证实了贵州地区蝙蝠存在
CYe

自然感染#但因缺乏从该地区

动物或人脑组织分离出来的病毒株#对该地区蝙蝠自然感染

CYe

的来源尚无法做全面的解释$因此#尚需做进一步的调

查研究#揭示该地区
CYe

的流行病学特征#为防止
CYe

的爆

发流行打下基础$
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