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猴血中SFV病毒基因 PCR检测方法的建立及应用 
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Detection of SFV Gene with Nested·PCR in Rhesus M onkey Blood 

REN Li—hong．BAI W ei，LIN Ling，SUN Ming，LI Hua，YI Hong—kun，HOU Zhong—liu 

(Institute of Medical Biology，CAMS＆ PUMC．Kunming 650118．China) 

Abstract：Two pairs of primers were used for amplifying SFV gene with nested—PCR in Rhesus Mon— 

key blood The neady 500 bp PCR products were cloned into vector pUC-19．The fragment was de 

tected  as 465 bp SFV pol gene by sequence analysis．The homology of the fragment to 425 bp pol gene 

of the SFV-1 was the highest．it was 92 00％ 158 samples of Rhesus Monkey blood were used to de 

teet SFV gene with nested—PCR Among them，54 were positive．the poskive rate was 34 2％ h ap— 

peared a h／gh present of SFV infection in Rhesus M onkey． 

Key words：Simian Foamy Virus(SFV)；Blood DNA of Rhesus Monkey；Nested—PCR． 

摘要：针对猴泡沫病毒 SFV(Simian Foamy Viras)多聚酶区(pd区)设计两对引物，以猴血 DNA为模顿进行嵌套式 

PCR扩增 得到 500 bp左右基因片段，克隆进入 pUC一19载体，经测序鉴定为 SFV 465 bp的 po】区基因片段 将此 

段序列与 SFV各型 425 bp的p 区基因片段进行阿源性比较，它与SFV-1型的同源性最高，为92．O0％。在此基础 

上，用这两对引物对 158例猴血 DNA进行检测，阳性 54例，阳性率为 34 2％。发现在猴群中有较高的 SFV病毒 

的感染。 
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泡沫病毒 FV(Foamy Virus)属反转录病毒科的 

泡沫病毒属(Spumavirus)，Fv可从许多哺乳动物 

如苍鼠、猫、牛、猴及人中分离得到_l一1。Fv可在不 

同种类的细胞中繁殖并形成空泡样细胞病变口 。 

在猴体中，Fv可从脑、肺、肾以及外周血淋巴细胞 

中分离到l4】。而以外周血淋巴细胞 DNA为模板进 

行检测，可以提前预知猴泡沫病毒的感染情况【 。 

并且 SFV在感染过程中可形成 DNA前病毒，可直 

接用PCR方法检测病毒基因。但由于血淋巴细胞 

中 SFV的量极少，一次 PCR扩增不能有效检测。因 

此设计了嵌套式 PCR检测方法。本文采用的两对 

引物是针对多聚酶区(pol区)的保守部位设计．可至 

少扩增 12个型别的猴泡沫病毒和 2个型的人泡沫 

病毒 1。 

1 材料与方法 

1．1 恒河猴全血来源及DNA提取 

恒河猴全血来自本所自繁猴及野生猴，DNA提 

取采用TaKaRa9081CA全血抽提试剂盒。 

1，2 恒河猴全血中SFV基因克隆及测序鉴定 

参照文献 针对 SFV的 pol区设计引物，在第 

3、4引物 的 5’端分 别增 加 EcoR I酶切 位 点 
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GAATTC，引物序列分别为： 

引物 1：5 GCCAccCAAGGGAGTTATGTGG 3 

(SFV一3：5930—5951) 

引物 2：5 GCTGCACccTGATCAGAGTG 3 (SFV 

3：6519—6500) 

引物3：5 C GAATTCCCTGGATGCAGAGTTGG 

ATC 3 (SFV 3：5974—5993) 

引物 4：5 C GAATTCGAAGGAGCCTTA【 GGG 

GTA 3 (SFV一3：6438—6419) 

以经猴肾细胞培养出现泡沫样病变的恒河猴全 

血DNA为模板，用引物 1、2进行第一次 PCR扩增。 

再以第一次 PCR产物 2 L为模板，用引物 3、4进 

行第二次 PCR扩增。将扩增片段及克隆载体 pUC一 

19用 EcoR I酶切、连接并转化大肠杆菌 DH5a后筛 

选重组子，PCR和酶切鉴定以后，再进行全序列测 

定(测序仪为 ABI100 Model 377 Version3．3) 

1，3 恒河猴全血 DNA中SFV基因检测 

以恒河猴全血 DNA为模板，用以上两对引物 

进行嵌套式PCR以检测 SFV基因。将第二次 PCR 

产物用 1 5％的琼脂糖凝胶进行电泳分析，出现 500 

bp左右条带的判为阳性。共对 158例 DNA样品进 

行了检测。 

2 结果 

2．1 恒河猴全血中SIW 基因克隆及测序鉴定 

经细胞培养判断为 SFV感染阳性的恒河猴 

全血 DNA为模板，用引物 1、2进行第一次 PCR扩 

增。再 第一次 PCR产物为模板，用引物3、4进行 

第二次PCR扩增。第二次PCR后得到500bp左右 

的基因片段。片段及克隆载体 pUC一19经 EcoR I 

酶切及抽提处理、连接并转化大肠杆菌 DH5 ，挑取 

单菌落培养并提取 DNA，初步酶切筛选出重组子， 

再进一步用 PCR和酶切鉴定(图 1)。挑取阳性克 

隆，DNA纯化后测序。经全序列测定，扩增片段确 

为设计的 SFV 465 bp的 pol区基因片段。 

2 2 同源性分析 

465 bp去掉上下引物的碱基 4O bp得到 425 bp 

的序列，将这段序列与 SFV各型 425 bp的 pol区同 

段序列用 pcgene进行了同源性分析(图2)。此段序 

列(SFV—X)与 SFVmac的同源性 为 90．82％，与 

SFV-1型的同源性为 92．00％，与 SFV一2型的同源 

性为91 29％，与 sPv一3型的同源性为 83 O6％．与 

其他型的同源性均低于以上各型 
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图 1 克隆载体的 PCR及酶切分析鉴定 

A PCR分析：1，Marker：2．PCR／ragmem。B酶切分析：1．M k 

er；2．pUC19+EcoR h3，Cloned ptan,id digested by EcoR I． 

F 1 Identification Df r~ombinant clon e by PCR and digesti~ of 

F~．-oR l 

2．3 恒河猴全血 DN．4．中SFV基因检测 

用以上两对引物对 158例猴血 DNA进行检 

测，阳性 54例，阳性率为 34 2％。发现在猴群中有 

较高的SFV病毒的感染(图3)。 
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图 3 猴血DNA中 SFV基固的嵌套式 PCR检测 

F 3 Det~tion SFV gene by nested PCR in the blood DNA of 

Rhes~ m~ key 

A，DL2000 Markers；B，E，Positive SFV gene ln the Rhesus blood~ 

C．D．Negative SFV gene in the Rh~us blood． 

3 讨论 

泡沫病毒已列入实验动物的第二类病毒，为必 

检项目。而猴作为实验动物的用途是很广泛的，比 

如猴是常用的动物模型，猴肾可用于疫苗生产，许多 

生物制品的鉴定都需要上猴体。因此需建立有效的 

SFV检测方法以保证实验动物的质量。长期以来， 

SFV的检测都是通过细胞培养的方法，但这种方法 

需要在处死动物以后，进行组织培养，而结果判断至 

少需要21 d时间 结果为阳性时已经造成了资源 

的浪费，并且大多数实验还需要用活体进行。而对 

于血清学的方法，由于猴泡沫病毒的型别较多，因此 

难度也大。所以本实验采用了PCR检测方法。Fv 
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虽为 RNA病毒，但 由于在繁殖中可形成大量的 

DNA前病毒，因此用 PCR直接检测病毒基因是可 

行的l7 J 本实验只需要 100 L全血就可提取DNA 

进行多次检测，从抽血到出结果可在 1～2 d内完 

成。为提高灵敏度，叉设计了嵌套式 PCR检测方 

法。考虑到 SFV多型别的关系，引物设计在 p0】区 

的保守部位，对各型别的 SFV都能扩增。本实验对 
一

例扩增到的基因片段进行测序的结果看，与 SFV- 

1型的同源性最高，但不是很高 究意是由于突变 

造成，还是一种新的 SFV型，还需进一步研究鉴定。 

从对 158例猴血DNA的检测结果看，SFV在猴 

群中有一定的感染率。国外的研究发现，在幼年猴 

中，由于有来自母体的抗体可抵抗 SFV感染，而到青 

年时期，SFV感染可上升到 1O％，到成年可上升到 

100％，因而推测 SFV可通过 口径和性传播 j。有了 

可靠的sFV检测方法，可将带毒者与未感染者隔离 

饲养，从面根本上阻断 SFV在猴群中传播。 

SFV检测方法的建立，可为跟踪调查 SFV的传 

播途径以及对猴群进行的泡沫病毒抗体或抗原免疫 

提供基本的保证。 
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