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摘 要：根据 IB&8O原型株 PQRN%$1株 HS6"基因的内部序列，和 !"# 基因的 1T端设计一对引物 P"UP2。从发生 FB
病死蛋用型鸡的肿瘤、骨髓、肝脏、脾脏和输卵管组织中提取总 R0I，反转录为 +K0I，经 QVR扩增得到长度为 "!"-S
的 IB&8O +K0I特异性探针。探针定位于 "#"6 W "6$#-S。将病鸡的组织石蜡切片置 PC-;<L 9=S/.@@原位 QVR仪平台
上，以 P"U P2为引物进行原位 QVR扩增。应用地高辛标记的 +K0I探针对原位 QVR扩增后切片进行了原位杂交检
测。结果在待检组织肿瘤组织、十二指肠、骨髓中出现明显的阳性信号。睾丸、肺、胰腺、大脑、输卵管、肾脏均检出

散在的阳性信号。这是国内外首次从分子水平证明蛋鸡 O亚群禽白血病。
关键词：原位 QVR，原位杂交，蛋鸡 O亚群禽白血病病毒，+K0I探针
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O 亚群禽白血病病毒属 V 型反转录病毒。自
%33%年 Q;CA.［%］分离出 IB&8O 原始株 PQRN8%$1 以
来，这种新的 IB&8O就一直是肉鸡的重要病原［#］，且
引起肉鸡业的重大损失。它和其它亚群白血病一

样，可以通过水平和垂直传播。它与其它亚群白血

病病毒不同的是 O亚群禽白血病病毒侵害的靶细胞
是骨髓细胞［1］。过去针对 O亚群禽白血病的研究主
要是集中在自然和人工感染的肉鸡上。对于蛋鸡发

生该病的自然病例则无相关报道。#$$# 年徐镔蕊
等［!］通过对临床病例研究发现蛋鸡也可自然感染

IB&8O并发生该病，造成严重损失。随后我们对根
据组织病理学诊断为 O亚群禽白血病的病鸡，又用
免疫组化和 IB&8O的序列分析证实该病。由于蛋鸡
自然发生 O 亚群禽白血病在国内外还是首次报
道［"］，本研究旨在用原位 QVR和原位杂交方法检测
发病蛋鸡 IB&8O核酸，从分子水平证明蛋鸡中存在
O亚群禽白血病。

% 材料和方法

%&% 组织材料
病料取自经组织病理学和免疫组化诊断为 O 亚

群禽白血病的病鸡群，这些组织包括肿瘤组织、十二

指肠、睾丸、肺、胰腺、大脑、输卵管、骨髓、肾脏。用

!Y多聚甲醛固定病料，常规石蜡包埋切片，"!:厚
的切片贴于涂有多聚赖氨酸防脱片处理的载玻片，

!"Z烤 %#[备用。同时设两组对照，对照组（%）替代
实验的病料同实验组；阴性样品对照组（#）的组织材
料取自 NQD鸡，其购自北京市实验动物研究中心。
%&’ 引物设计和合成
根据 \.A];A^ 中 IB&8O 原型株 PQRN %$1 株

HS6"编码基因的序列（_!713$），参照 N:<,[等［7］的方
法，在 !"# 基因的 1T端和 HS6"编码基因的内部设计
一对引物 P"UP2（表 %），引物由 5;‘;R;公司合成。

表 % 用于 ()*+$ !"#反应的一对引物
5;-(. % Q/<:./@ >@.L a’/ QVR ’a IB&8O

0>+(.’,<L. @.b>.A+. ’a ,[. S/<:./ */<.A,;,<’A 0;:. B.AH,[U-S Q’@<,<’AU-S

"T8\\I5\I\\5\IV5II\III\81T c P" #$ "#"6 W "#22

"T8V\IIVVIII\\5IIVIVIV\81T 4 P2 #$ "261 W "6$#

%&, 探针的制备
%&,&% 试剂：5REd’( R.;H.A, 购自 EAJ<,/’H.A；IF&、
R0;@<A、$%&K0I酶、L05Q@，购自 5;‘;R;公司。玻
璃奶回收试剂盒购自北京华绿源生物技术公司。地

高辛标记和检测试剂盒购自 R’+[.公司。
%&,&’ 总 R0I 的提取：病料取自 4 6$Z冻存的肿
瘤、骨髓、肝脏和脾脏，%$$:H于离心管中，剪碎，然



后加入 !"# $%&’() %*+,*-.。剧烈震荡 !/0 后，室温
放置 /"1-；加入 233!# 氯仿，震荡 !/0，室温放置
4"1-；将混合液于 56条件下 !2333,离心 !/"1-，取
上层水相到另一离心管中，然后加入 /33!#异丙醇，
混匀后室温放置 !3"1-；!2333, 离心 !3"1-，小心弃
去上清，用 !"#冰冷的 7/8乙醇洗涤沉淀，混悬后
7/33,离心 /"1-，然后弃去上清；超净台内风干 %9:
沉淀约 !3"1-；用 ;<=> 处理过的灭菌双蒸水 23!#
溶解沉淀，加入 !!# %9+01-，分装成每管 /!#，
? @36冻存。
!"#"# 反转录：在微量离心管中加入上述提取的
%9:溶液，依次加入下游引物 2!#，;<=>处理的水
2!#，736作用 @"1-，迅速冰浴 /"1-，然后离心并加
入以下成分：%9+01- !!#，/ A %$BCDEE*F /!#，G9$=
5!#，:HI 2!#。瞬时离心混匀后 526作用 !J。
!"#"$ =>% 扩增：反应总体积为 /3!#：!3 A KDEE*F
/!#，G9$= 5!#，上游引物 L/ !!#，下游引物 L7 !!#，
模板 M;9: 2!#，酶 3N/!#，灭菌双蒸水 4ON/!#。以
L/和 L7为引物进行 =>%扩增，降落 =>%反应程序
如下：P46变性 !"1-，O36退火 !"1-（每个循环降低
26，降到 5@6共 7 个循环），726延伸 !N/"1-；P46
!"1-，5@6!"1-，726!N/"1-，43 个循环；726!3"1-。
用 !8琼脂糖凝胶电泳检查 =>% 产物。用 Q%B233
紫外与可见分析装置凝胶成像。将 =>%扩增产物
送 $+R+%+公司进行 ;9:测序。
!"#"% 探针回收和地高辛标记：=>%产物的回收与
纯化用玻璃奶回收试剂盒进行。纯化的探针浓度

（=>%产物）约为 /3-,S!#。探针的标记根据地高辛
标记和检测试剂盒说明进行。取溶于 !/!#灭菌双
蒸水中的模板 ;9:（约 @33-,），!336变性 !3"1-，迅
即冰浴 /"1-。再加入寡核苷酸六聚体混合物 2!#，
标记 G9$=混合物 2!#，然后再加入 !!# R)*-(T酶，
稍离心，476作用 25J，最后加 2!# 3N2"()S# <;$:
（UL@N3）终止反应。标好的探针可直接用于杂交，
也可 ? 236保存。
!"#"& 探针的特异性和标记效率的检测：探针的地
高辛标记效率：将纯化的探针进行 !3倍梯度稀释，
按试剂盒说明进行标记，结果发现该探针的标记效

率相当于对照 ;9: 3N!U,S!#，即探针的地高辛标记
效率为 3N!U,S!#。探针的特异性检验：将地高辛标
记的探针分别与鸡淋巴白血病病毒、V 亚群禽白血
病病毒、鸡马立克氏病病毒、鸡传染性法氏囊病病

毒、鸡新城疫病毒、鸡传染性喉气管炎病病毒的核酸

进行斑点杂交，以检测该探针的特异性。结果发现

只有与 V亚群禽白血病病毒杂交出现阳性信号，其
他 /种常见的鸡病毒性疾病均不能由该探针检测
到，从而确定了该探针的特异性。

!"$ 原位 ’()扩增
石蜡切片预处理：用二甲苯脱蜡 2 次，每次

!3"1-；置梯度浓度乙醇中脱水，P/8、738、/38乙
醇中各作用 /"1-；!3!,S"# 蛋白酶 R 476 消化
!/"1-；=CW 洗涤 /"1-；依次 /38、738、P/8、!338
乙醇中各作用 2"1-，以脱去组织中的水分。用 =:=
笔将组织切片圈起，加反转录液的切片在湿盒中

526 孵育 O3 "1-。原位 =>% 扩增反应体系：
! A CDEE*F（H,2 X），G9$= !!#，上游引物和下游引物各
!!#，!"# 酶 3N/!#，加水至 23!#。加 23!#反应液在
组织切片上，覆盖硅化盖玻片使之封闭。置 LYK+1G
<ZUF*00原位 =>%仪平台上进行扩增。热循环条件
为：P46 !"1-，O36 !"1-（每个循环降低 26，降到
5@6共 7 个循环），726 !N/"1-；P46 !"1-，5@6
!"1-，726 !N/"1-，43个循环；726 !3"1-。
!"% 原位杂交
!"%"! 组织切片的杂交前预处理：将原位 =>%扩增
的切片置梯度浓度乙醇中脱水，!338、P/8、738、
/38乙醇中各作用 /"1- 之后，用 =CW（UL7N5）漂洗
切片，空气中干燥［7］。室温下，组织切片在 238乙
酸作用 !/0，;<=> 水洗 /"1-，3N2"()S# L>) 中浸
!3"1-，接着 ;<=>水清洗，再用 =CW清洗，再置于含
3N2"()S# $F10·L>)（UL7N/），4""()S# >+>)2的溶液中

476作用 !3"1-，476 !3!,S"#蛋白酶 R消化 !/"1-，
室温下每张切片加 3N/"# 的 /3""()S# $F10·L>)
（UL7NO），2",S"#甘氨酸溶液作用 /"1-，用 58多聚
甲醛进行后固定 !/"1-，=CW洗，室温下，在 /38甲酰
胺，2 A WW>中作用 43"1-，738甲酞胺，2 A WW> 736
作用 4"1-，迅即置 ? 236 738乙醇中 /"1-，=CW 清
洗，晾干。每一组织块做 4张切片。
!"%"* 原位杂交试验：每张切片加 233!# 预杂交
液，526预杂交 43"1- 至 !J。预杂交液组成：/38
/ A WW>，28封闭液，/38甲酰胺，3N!8 9B)+DF(Y)0+FB
M(01-*，3N328W;W，鲑精 ;9: !33!,S"#，/ A ;*-J+F.’0
液。杂交：取 233!#预杂交液，加 23!#地高辛标好
的探针，在 !336作用 !3"1-迅即冰浴冷却以变性探
针，然后每张切片加杂交液 2/!#，盖上盖玻片，=+F+B
E1)"封好切片，526水浴摇床中作用 !3 [ !OJ。杂交
后漂洗：用 2 A WW>，3N!8W;W O@6洗液 !/"1-，洗两
次；用缓冲液 ! 洗切片 !3"1-，缓冲液 2 处理切片
43"1-，在切片上滴加稀释好的酶标抗地高辛抗体溶
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液 ! " #$，接着用缓冲液 !洗 !%&’(，洗两次，加缓冲
液 )作用 ) " %&’(，以激活结合在抗体上的碱性磷酸
酶，倾去切片上的缓冲液 )。显色：加入现配的显色
液，放于暗处显色，几分钟后显色反应开始，约于

!*$内完成。终止反应：于缓冲液 ! 中作用 %&’(，
%*&+缓冲液 ,洗 %&’(，终止反应。快速在梯度浓度
乙醇中脱水，风干后用中性树胶封片，-+./0123
452显微观察并照相。

! 结果
检测出阳性信号的切片表明特异性探针已与病

理组织切片中 6+738核酸发生结合。肿瘤组织（图
版!3639）、十二指肠（图版!363:）、骨髓中有明显
而广泛的阳性信号检出，其阳性信号呈集团分布。

睾丸、肺、胰腺、大脑、输卵管（图版!363;）和肾脏均
检出散在阳性信号阳性结果呈兰紫色颗粒。对照组

的十二指肠（图版!363<）、骨髓、睾丸、肺、胰腺、大
脑、输卵管、肾脏均未检出阳性信号。

" 讨论
本研究采用原位 0=>扩增检测 8亚群禽白血病

病毒。对于传统的分离 6+738 的方法而言，原位
0=>提供了检测 6+738特异和敏感的替代方式。用
免疫学和分子生物学方法确诊该病的方法很多。

0=>是常用方法［?］，其敏感性比 @+A26高出 %倍［B］。
国外分子生物学的原位杂交方法已广泛用于检测各

种病毒病原［!*］。本研究所用的探针序列是决定该

病毒亚群特异性的部分囊膜基因的编码序列和

6+738 !"# 基因的部分序列，通过原位杂交可检测病
毒 >C6和前病毒 DC6。实验结果表明地高辛标记
的 ;DC6探针对 6+738是特异的，可用于检测多聚
甲醛固定组织的石蜡切片。通过组织病理组织学观

察到 /+特征性的肿瘤细胞，再用原位杂交方法检
出病毒核酸，是从分子水平确诊蛋鸡群中发生 8亚
群禽白血病行之有效的方法。与我们先前实验利用

单克隆抗体进行免疫荧光检测，免疫组化检测的是

病毒蛋白的实验相比，本研究采用的原位 0=>和原
位杂交方法检测病毒核酸方法更敏感，从而在国内

外首次发现蛋鸡 8亚群禽白血病［!!］。
原位杂交的技术关键是探针，本实验所用的探

针直接从病变组织中的病毒反转录 ;DC6获得，经
过特异性和标记效率的检测都很好，地高辛标记效

率也高，这就为待检病毒原位定位取得理想的结果

奠定了基础。但是要获得原位杂交的可靠结果，操

作技术上仍然要注意几点。

经以下途径避免非特异着色，减低背景：（!）杂
交前将标本浸入 #*E乙酸（,F）!%G 或用 *H*!IJ&+
过碘酸淋洗，以破坏内源性碱性磷酸酶的活性。（#）
预杂交和杂交过程中使用 !**(IJ&+ 鲑精 DC6 封
闭。（)）每一步骤间充分洗涤。（,）尽量缩短显色时
间，? " !*$比较理想。
病料固定时间和切片的蛋白酶 K消化时间是

影响探针穿透性的重要因素。本实验采用 ,E多聚
甲醛固定病料，采用 !*"IJ&+ 蛋白酶 K 消化切片
!%&’(，取得了良好的结果。
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