鸡病毒性肿瘤病PCR快速鉴别诊断技术的操作规程
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1范围

本标准规定了应用PCR诊断鸡肿瘤病MD、AL和RE的技术规范，其中包括材料准备、操作方法及结果判定。

本标准适用于鸡肿瘤病中的MD、AL和RE临床组织样品的检测及其鉴别诊断。

2术语及定义
2.1鸡病毒性肿瘤病(chicken viral tumor )
鸡肿瘤病主要有马立克氏病（MD）、禽白血病（AL）和网状内皮增生症（RE），分别由致瘤性病毒MDV、ALV和REV引起。病毒的感染除了可直接引起鸡发生肿瘤而死亡外，还可使感染禽的免疫功能受到损害，造成鸡的免疫抑制，主要表现为机体的免疫应答水平降低、抵抗力下降，容易遭受其它多种病原的并发、继发感染。

2.2  聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)
PCR技术是一种在体外快速扩增特定基因或DNA序列的方法。双链DNA分子加热变性分离成两条单链的DNA分子，两引物分别与两条DNA的两侧序列特异复性，在适宜的条件下，DNA聚合酶以单链DNA为模板，利用反应混合物的4种脱氧核糖核苷三磷酸，在引物的引导下，按5’→ 3’ 方向复制互补的DNA，即引物的延伸。这种热变性→复性→延伸的过程就是一个PCR循环。在合适的条件下，这种循环不断重复，经过30次的循环反应后目的基因的DNA呈百万倍的扩增，因此可使样品中微量的目的基因容易得到检测。

2.3 引物
与待扩增DNA片段两侧互补的一段寡核苷酸。

2.4 特异性引物

是指针对特定模板DNA基因片段设计的一段互补寡核苷酸，在PCR反应中与模板DNA特异性结合。两条人工合成的引物序列决定PCR的特异性。

3 材料准备

3.1 用于MD、AL和RE鉴别诊断的特异性引物

用于扩增MDV的引物能区分强毒和弱毒，对于强毒，扩增的产物为185bp、317bp或449bp中的一个或二个或三个目的片段，对于弱毒，则能扩增出三条以上以132bp为递增的目的片段；ALV引物扩增出的目的片段长220bp；REV引物扩增出的目的片段则为291bp。上下游引物的使用浓度均为25pmol／L。

可根据附录A·1·l给出的引物寡核苷酸序列人工合成。使用前按本标准要求先用灭菌双蒸水稀释。引物稀释液分装成小量置于 -20℃保存备用，避免反复冻融。

3.2 试剂

3.2.1 DNA抽提试剂

●　 抽提液（1mol/L Tris-Cl，pH8.0；0.5mol/L EDTA，pH8.0；20µg/ml胰RNA酶；10%SDS）

●　 20mg/ml蛋白酶K

●　 苯酚

●　 氯仿

●　 3mol/L NaAc

●　 无水乙醇

●　 70％乙醇

●　 TE（pH7.6）

3.2.2 PCR试剂

●　 Taq DNA聚合酶

●　 dNTPs混合物：包括dATP、dTTP、dCTP、dGTP

●　 MgCl 2 
●　 PCR缓冲液

注： 商品信息见附录F.1

 3.2.3 电泳试剂

●　 2％琼脂糖

●　 10 mg／ml溴化乙锭

●　 凝胶加样缓冲液

●　 1倍Tris-硼酸电泳缓冲液

3.2.4 其他试剂

●　 灭菌双蒸水

●　 1mol／L灭菌PBS：pH 7.2

●　 0.1% DEPC

注：试剂的配制见附录B、附录C。

3.3  仪器设备及耗材

3.3.1  仪器设备

●　 PCR仪

●　 电泳仪

●　 紫外线检测仪

●　 凝胶成像系统

●　 小型高速离心机

●　 水浴锅

●　 旋涡振荡器

●　 乳钵或玻璃研磨器

●　 微量加样器：200 µl～1 000 µl、40 µl～200 µl、5 µl～50 µl、0.5 µl～10 µl和 0.05 µl～2 µl等多种规格

3.3.2  一次性耗材 

●　 手套

●　 离心管：1.5ml和0.5ml

●　 PCR反应管：0.2ml和0.5ml

●　 吸头： 1 000 µl、200µl、5 µl～40 µl、0.5 µl～10 µl等多种规格

4操作方法

注： 注意事项见附录E

4.1待检样品的准备

无菌采取待检鸡的肝、脾、肾、腺胃等可疑肿瘤组织样品约0.5g，置于1.5ml离心管中，充分剪碎，加入0.5ml无菌PBS反复冻融2～3次。以5000r/min离心5 min，收集上清液，供DNA抽提，或者-20℃保存备用。

4.2待检样品DNA抽提

(1)取上述处理好的病料上清液300µl于1.5ml离心管中，每管加配制好的400µl抽提液（1mol/L Tris-Cl，pH8.0；0.5mol/L EDTA，pH8.0；20µg/ml胰RNA酶；10%SDS），加蛋白酶K至终浓度100u/ml，混匀；置50℃水浴，5hr~过夜。

(2)从水浴中取出消化后的样品，在每管中加入饱和苯酚400µl，充分震荡摇匀之后12000rpm，离心10分钟；

(3)取上清液约600µl然后加入300µl的饱和苯酚和300µl的氯仿溶液，震荡摇匀，然后12000rpm离心10分钟；

(4)取上清液再加入上清液体积1/10的3mol/L NaAc和两倍体积的-20℃保存的无水乙醇以沉淀核酸；

(5)10000rpm离心10分钟，然后弃去上清液，加入1ml 70%的酒精洗涤一次后，将所得核酸沉淀物放在42℃烘箱内烘干，或室温放置自然晾干；

(6)在每管中加入30µl左右的TE(10mmol/L Tris-Cl，1mmol/L EDTA，pH8.0)或双蒸水及少量RNA酶，溶解DNA并分解掉RNA。获得的DNA样品置-20℃保存备用。

4.3  PCR检测

4.3.1  操作步骤

在冰浴条件下，按下列试剂用量在PCR反应管中分别加入各成分：

●　 10×Buffer：5.0µl， 终浓度为1倍；

●　 25 mM MgCl 2：3.0µl，终浓度为1.5 mM；

●　 5 units／µl Taq DNA聚合酶：0.6µl，终浓度为0.06 units／µl；

●　 25pmol／L  MDV、ALV、REV上下游引物各1.0µl，终浓度为0.5pmo l／L；

●　 待检样品DNA：  2µl

●　 灭菌双蒸水：补足至总体积为50µl（MDV、REV和ALV采用相同的反应体系，总体积为50µl）。

4.3.2  反应程序：

加完试剂后瞬时离心。将PCR反应管置于PCR仪内，按下面反应程序进行PCR反应：
95℃ 1 min ，

94℃ 45 Sec，

55℃ 45 Sec，

72℃ 45 Sec，

重复上述94℃→55℃→72℃三个步骤共30个循环，72℃10 min；4℃结束扩增。PCR产物保存于4℃冰箱以备电泳。

4.3.3   阴性对照及阳性对照

4.3.3.1  阴性对照

用3µl～5µl DEPC H2O代替模板DNA作空白对照和健康鸡相应组织样品DNA作阴性对照。

4.3.3.2  阳性对照

用MDV、ALV和REV标准株和三者的混合物的DNA 3µl～5µl为模板作阳性对照。
用已知MDV、ALV和REV感染的肿瘤组织细胞的DNA 3µl～5µl为模板作阳性对照。
5  检测结果判断

5.1  电泳

注： 废弃的溴化乙锭或含溴化乙锭的电泳液、凝胶等要集中回收处理，处理方法见附录D。

5.1.1  琼脂糖凝胶制备

注： 制备方法见附录C．

5.1.2  加样

将10µl PCR产物与2µl 6倍凝胶加样缓冲液混合均匀，加至琼脂糖凝胶样品孔中。同时设置标准DNA分子量对照。

5.1.3  电泳条件

 以每厘米凝胶长度5 V电压进行稳压电泳，直至溴酚蓝指示剂到达离琼脂糖凝胶末端2 cm～3 cm时停止。

5.2  结果判定

将电泳后的琼脂糖凝胶置于紫外光透射仪上观察，与标准DNA分子量及阳性对照比较，分析结果，或用凝胶成像系统拍照保存。

若被检样品在317 bp的片段（含2个拷贝）或317 bp和449 bp位置上出现DNA扩增带，判定为MDV阳性，记为(+)；
若被检样品在该位置无DNA扩增带出现，则判定为MDV阴性，记为(一)；
若被检样品在220 bp的片段位置上出现DNA扩增带，判定为ALV阳性，记为(+)；
若被检样品在该位置无DNA扩增带出现，则判定为ALV阴性，记为(一)；
若被检样品在291bp的片段位置上出现DNA扩增带，判定为REV阳性，记为(+)；
若被检样品在该位置无DNA扩增带出现，则判定为REV阴性，记为(一)。

注： 检测结果凝胶电泳图见附录A.2

附录A
（规范性附录）
引物序列及检测结果判断图示

A.1 MDV、ALV和REV特异性引物寡核苷酸序列及扩增的目的基因

A.1.1 MDV、ALV和REV特异性引物寡核苷酸序列

引物序列如下：

	引物名称
	特异性引物的核苷酸序列

	MDV正
	5’-TGCGATGAAAGTGCTATGGAGG-3’

	MDV反
	5’-GAGAATCCCTATGAGAAAGCGC-3’

	ALV正
	5’-AAGTAAGGTGGTACGATCGTG-3’

	ALV反
	5’-CTGCTTCATTCAGGTGTTCGCAAT-3’

	REV正
	5’-CATACTGGAGCCAATGGTT-3’

	REV反
	5’-AATGTTGTACCGAAGTACT-3’


A.1.2 扩增的目的基因

 MDV基因组的132-bpr基因，ALV和REV前病毒DNA的LTR序列。

A.2  PCR检测结果琼脂糖凝胶电泳图
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图 图A.1  PCR检测结果电泳图

1、标准DNA分子量(100bp ladder DNA marker)；

2、MDV、ALV和REV三重阳性(＋)；

3、阴性对照(一)；

4、健康鸡组织样品对照(一)； 

5、ALV(＋)；

6、REV(＋)；

7、MDV(＋)

注： “317bp、291bp和220bp”为扩增MDV、REV和ALV获得的目的基因片段；“一”表示检测结果阴性；“+”表示检测结果阳性。

附录B
（规范性附录）
溶液的配制※
B.1  1mol／L  PBS(pH7.2)的配制

●　 氯化钠：                    8.0   g

●　 氯化钾：                    0.2   g

●　 磷酸氢二钠：                1.44  g

●　 磷酸二氢钾：                0.24  g

●　 双蒸水：                 定容至1 000ml

 在800ml双蒸水中依次加入其余成分，用1 mol／L盐酸调节溶液的pH至7.2，加水定容至1 000ml，1.034×105 Pa高压灭菌25 min。室温保存。

B.2  70％酒精的配制

●　 无水酒精：      700  ml

●　 灭菌双蒸水：    300  ml

在700ml无水酒精中加入300ml灭菌双蒸水，-20℃保存。

B.3  DEPC H2O的制备

●　 焦碳酸二乙酯(DEPC)：  0.1  ml

●　 双蒸水：             1 00   ml

将0.1ml DEPC加入100ml双蒸水中配成0.1％的水溶液。室温作用12h以上，其间间歇摇混几次或在室温下磁力搅拌20 min，然后1.034×105Pa高压灭菌30 min。室温保存。

注： DEPC是强的蛋白变性剂和致癌物。开瓶时要使瓶子尽可能远离你，因内部的压力可能导致飞溅。

B.4  1 mol／Tris-Cl (pH 8.0)的配制

●　 Tris 碱：                                 121.1   g

●　 浓盐酸(1 mol/L HCl)：                     42.0    ml

●　 双蒸水：                             定容至1 000 ml

在900ml双蒸水中加入121.1 g Tris 碱，溶液冷却至室温后，调节溶液pH值至8.0，然后定容至1 000ml，分装后1.034×105Pa高压灭菌30 min。室温保存。

B.5  0.5 mol／L EDTA(pH 8.0)的配制

●　 二水乙二胺四乙酸二钠(EDTA-Na2·2H2O)：      186.1   g

●　 氢氧化钠：                                  20.0   g

●　 双蒸水：                             定容至1 000  ml

在800ml双蒸水中加入186．1 g EDTA-Na2·2H2O，在磁力搅拌器上剧烈搅拌，用氢氧化钠调节溶液pH值至8.0(约需20.0 g氢氧化钠颗粒)，然后定容至1 000ml，分装后1.034×105Pa高压灭菌30 min。室温保存。

B.6  10％SDS的配制

●　 十二烷基硫酸钠(SDS)：            100.0  g

●　 双蒸水：                   定容至1 000  ml

在900ml双蒸水中溶解100.0 g电泳级SDS，加热至68℃助溶，用浓盐酸调节溶液的pH值至7.2，加水定容至1 000ml，分装备用。室温保存。

B.7  20μg/ml 胰RNA酶的配制

●　 胰RNA酶：             20.0  μg

●　 TE(pH7.6)：             1     ml

用1ml TE(pH7.6)，溶解20μg粗制胰RNA酶，用0.22μm孔径滤膜过滤除菌，分装备用。

B.8  20mg/ml蛋白酶K的配制

●　 蛋白酶K：               200.0  mg

●　 双蒸水：            定容至10   ml

将200.0 mg蛋白酶K加入9.5ml的水中(为了减少变性，须加蛋白质于水中，而非加水于蛋白质中)，轻轻地摇动紧盖的管子，直到蛋白酶K完全溶解为止。定容至终体积10 ml。用0.22μm孔径滤膜过滤除菌，分装成小份于-20℃贮存。

B.9  3mol/L NaAc的配制

●　 NaAc：                      257.5  g

●　 双蒸水：            定容至1 000    ml

在800ml双蒸水中加入257.5 g双蒸水，在磁力搅拌器上剧烈搅拌，调节溶液pH值至8.0，然后定容至1 000ml，分装后1.034×105Pa高压灭菌30 min。室温保存。
B.10  TE的配制
●　 100mmol/L Tris-Cl     pH7.6

●　 10mmol/L EDTA      pH8.0
分装后1.034×105Pa高压灭菌30 min。室温保存。
B.11凝胶加样缓冲液的配制

●　 蔗糖：                            40.0   g

●　 0.5 mol／L  EDTA(pH 8.0)：        20     ml

●　 10%SDS：                          5    ml

●　 溴酚蓝：                          50.0   mg

●　 双蒸水：                          75    ml

先将蔗糖完全溶解于双蒸水，然后按顺序加入其余各成份，待所有成分溶解混合均匀后，用0.22 μm的微孔滤膜过滤除菌，4℃保存。

B.12  10 mg／ml溴化乙锭的配制

●　 溴化乙锭(EB)：                    1.0   g

●　 双蒸水：                          100  ml

 在100ml双蒸水中加入1.0 g溴化乙锭，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，然后用铝箔包裹容器或移至棕色瓶中，保存于室温。

注： 溴化乙锭是强诱变剂并有中度毒性，使用含有这种染料的溶液时应戴上手套，称量时要戴面罩。废弃溴化乙锭或含溴化乙锭的电泳液、凝胶等要集中回收处理，处理方法见附录D。

B.13  Tris-硼酸电泳缓冲液的配制

B.13.1  5倍Tris-硼酸电泳缓冲液的配制

●　 Tris：                           54.0   g

●　 硼酸：                           27.5  g

●　 0.5 mol／L  EDTA(pH 8.0)：       20    ml

●　 双蒸水：               定容至 1 000 ml

B.13.2  1倍Tris-硼酸电泳缓冲液的配制

●　 5倍Tris-  电泳硼酸缓冲液：         100  ml

●　 双蒸水：                           400  ml

注： ※所用试剂均为分析纯(AR)产品。
附录C
（规范性附录）

2％琼脂糖凝胶的制备
C.1 凝胶托架两端用胶带封闭并水平放置在工作台上，放上梳子，使梳齿下沿距离托架底板0.5 mm～1.0 mm。

C.2配制足够量的凝胶：称取2.0 g琼脂糖，加入1 00ml 1倍Tris-硼酸电泳缓冲液，加热溶解琼脂糖。

C.3待琼脂糖溶液冷却至50℃时，加入1 0 mg／ml溴化乙锭溶液5µl，使其终浓度为0.5 ug／ml，充分混合，避免起泡。倒入已用胶带密封好两端的凝胶托架，把凝胶厚度控制在3 mm～5 mm之间。凝胶完全凝固后，撤去两端胶带。

C.4将凝胶连同托架一起放入电泳槽中，加入1倍Tris-硼酸电泳缓冲液，使之没过凝胶表面2 mm，轻轻拔出梳子，以备加样电泳。

附录D
（规范性附录）
溴化乙锭溶液的净化处理
D.1浓度大于0.5 mg／ml的溴化乙锭溶液的净化处理
加入足量的水使溴化乙锭溶液降低至0.5 mg／ml以下，以此溶液中加入0.2体积新配制的5％次磷酸和0.12体积新配制的0.5 mol／L亚硝酸钠，调节该溶液的pH至3.0以下，小心混匀。在室温作用24小时，加入充分过量的1mol／L 碳酸氢钠溶液，混合均匀，倒去溶液。
D.2 含有0.5 ug／ml溴化乙锭电泳缓冲液的净化处理

每1000ml溶液中加入100 mg粉状活性炭，在室温作用1小时，不时摇动。用滤纸过滤溶液，丢弃溶液，另用塑料袋封装滤纸和活性炭焚化处理。

附录E
（资料性附录）
注意事项

E.1本操作程序应在一个无DNase的环境下进行，所以整个操作过程宜在超净工作台中进行，并使用一次性手套。

E.2  玻璃器皿常规洗净后，用终浓度为0.1％DEPC的蒸馏水灌满浸泡，37℃处理2 h。倒去浸泡的DEPC，再用灭菌双蒸水漂洗几次。1.034×105Pa高压灭菌30 min，然后50℃烘烤4 h以上或100℃干烤1 5 min。

E.3  离心管、PCR反应管、加样吸头应使用一次性塑料制品，使用前经1.034×105Pa高压30 min灭菌。

附录F
（资料性附录）
试剂
F.1  PCR 试剂盒

试剂盒包含了PCR扩增所必需的各种酶、dNTPs、MgCl2和 PCR缓冲液等试剂，可从多个生物工程公司购买。使用时按照本规范的要求使用。
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