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鸡传染性支气管炎病毒 N 基因片段的
RT-PCR 扩增及限制性内切酶分析
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　　[摘　要 ]　根据鸡传染性支气管炎病毒 ( IBV ) 的已报道基因序列设计了 1 对可扩增N 基因片段的引物, 并得

到了预期的 438 bp 扩增产物; 将目的条带纯化并回收后, 克隆到 PM D 182T 质粒载体中, 对插入片段进行序列测

定, 并与已发表的 IBV N 基因序列进行了比较, 证实扩增和克隆的产物是正确的; 根据扩增的N 基因的序列, 选择

了B stXÉ 酶对 IBV 进行分析, 发现M 41 和澳大利亚 T 株B stXÉ 酶切图谱存在明显的差异, 从而建立了一种新的

鉴定 IBV 病毒的方法。
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　　鸡传染性支气管炎是严重危害养禽业的一种急

性、高度接触性传染病, 由鸡传染性支气管炎病毒

( IBV ) 引起。 IBV 属冠状病毒科, 是一种 RNA 病

毒[1 ]。由于其复制酶为RNA 聚合酶, 缺乏自我修复

能力, 导致该病毒基因组具有较大的变异性。过去该

病的爆发多以呼吸道病变型为主; 近年来出现了一

些新的病变型, 如肾病变型和腺胃病变型等, 新出现

的 IBV 变异毒株给检测和鉴定带来了较多困难。检

测 IBV 的方法较多, 如可用鸡胚和气管环培养物来

对 IBV 进行分离和鉴定, 但该方法费时、费力; 血清

学分析方法通常只能对已知毒株进行检测和分析,

而对一些新出现的变异株则可能漏检。近年来, 分子

生物学技术在病毒学研究中得到了广泛的应用, 由

于其具有敏感、快速和简便的特点, 因此应用分子生

物学技术检测和鉴定 IBV 具有独特的优势。目前,

国内外已有许多这方面的报道, Kw on 等[2 ] 利用

R T 2PCR 扩增 S1 基因, 结合酶切分析来检测和鉴

定 IBV , 王林川等[3 ]、江国托等[4 ]也利用类似方法对

IBV 中国地方流行株进行了分析。由于S1 基因具有

较大的变异性且片段较长 (分子含约 1. 7 kb) , 所以

常给扩增带来困难, 影响检测的敏感性。N 基因则

相对保守, 对该基因或其基因片段进行R T 2PCR 扩

增应该更加可行。本研究利用R T 2PCR 方法扩增

IBV N 基因的片段, 同时结合限制性内切酶酶切结

果来对扩增产物进行分析, 从而建立起一种准确、实

用的检测和鉴定 IBV 的新方法。现将研究结果报道

如下。

1　材料与方法

1. 1　 IBV 病毒株、转化质粒受体菌株

　　鸡传染性支气管炎病毒 ( IBV )M 41、澳大利亚

T 株 (以下简称 T 株) 均为上海交通大学农学院生

物技术所保存。E. coli T G1 宿主菌为上海交通大学

农学院生物技术所保存。

1. 2　试剂及仪器

RNA 抽提试剂为美国 G IBCO 公司的试剂盒。

M 2M LV 逆转录酶、dN T P 购自 P rom ega 公司, PCR

反应试剂盒、pM D 182T 载体及限制性内切酶由大连

T akara 公司提供。PCR 产物小量回收试剂盒、胶回

收试剂盒购自上海华舜生物工程公司。PCR DNA

m arker 购自华美生物工程公司。其余常用化学试剂

均为国产分析纯。

1. 3　 IBV 病毒增殖和浓缩

IBV 病毒增殖采用尿囊腔接种。每枚鸡胚接种

0. 1～ 0. 2 mL , 38 ℃下孵育。试验期间, 24 h 内死胚

弃去, 每天翻蛋 2 次以上。孵育 36～ 40 h 以后, 将鸡

胚置于 4 ℃下冷藏 12 h 左右, 收获尿囊液。将收获

的鸡胚尿囊液于 10 000 röm in 离心 30 m in。收获上
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清液, 弃去沉淀。上清液再于 35 000 röm in 离心 2～

2. 5 h 后, 弃上清液, 将沉淀用 0. 02 mo löL , pH 7. 4

PBS 悬浮。电镜下观察病毒粒子。将形态数量良好

者于- 30 ℃冻存。

1. 4　病毒基因的R T 2PCR

1. 4. 1　PCR 引物设计　针对 IBV N 基因 5′末端的

一段保守序列设计了 1 对引物。跨度为 438 bp。上

游引物序列: 5′GTCT TCTCCCGCGT GTA 3′, 下游

引物序列: 5′A CCCT TA CCA GCAA CCC3′。

1. 4. 2　RNA 抽提　将电镜下观察良好的 IBV 病

毒浓缩液用异硫酸胍一步法进行病毒RNA 提纯。

以未接种病毒的鸡胚尿囊液为阴性对照。具体操作

均按 G IBCO 公司说明书进行。大致步骤如下: 取病

毒浓缩液 0. 25 mL 并加入 0. 75 mL TR IZOL 裂解

液, 于室温下作用 10～ 15 m in。加入氯仿 200 ΛL , 剧

烈振荡, 室温下放置 10～ 15 m in。再于 12 000 röm in

离心 15 m in。待分层以后, 吸出上层水相约 500 ΛL ,

再加入等体积的异丙醇, 混合后置室温下沉淀RNA

5～ 10 m in。12 000 röm in 离心 15 m in。弃上清液, 加

入体积分数 75% 乙醇 1 mL 洗涤沉淀, 9 000 röm in

离心 5 m in。弃上清液, 将RNA 沉淀于室温下干燥

10 m in 左右, 用适当体积的D EPC 水溶解。

1. 4. 3　cDNA 合成反应　按 P rom ega 公司操作说

明书进行, 大致如下: 吸取 10 ΛL RNA 加入 2 ΛL 下

游引物。70 ℃ 10 m in, 立即插在冰上。调制R T 反

应液。用 5 ×R T buffer 5 ΛL ; dN T P 2. 5 ΛL ;

M 2M LV 逆转录酶 ( 200 Λmo lö(ΛL ·m in ) ) 1 ΛL ;

R nasin 0. 5 ΛL ; RNA 及下游引物混合物12 ΛL , 补

水至总体积 25 ΛL。将调制好的R T 反应液 42 ℃水

浴孵育 1 h。结束后, 将反应液于 95 ℃作用 10 m in

灭活反转录酶。于- 20 ℃冻存。

1. 4. 4　PCR 扩增反应　PCR 反应液按 100 ΛL 反

应体积调制: 10×PCR buffer 10 ΛL ; dN T P 8 ΛL ; 上

游 引 物 1 ΛL ; 下 游 引 物 1 ΛL ; T aq 酶

( 5 Λmo lö(ΛL ·m in) ) 0. 5 ΛL ; R T 反应产物 2 ΛL ;

补水至总体积 100 ΛL。PCR 反应条件: 94 ℃预变性

2 m in, 以下按 94 ℃ 1 m in, 50 ℃ 40 s, 72 ℃ 1 m in

共进行 30 个循环, 最后在 72 ℃延伸 10 m in。反应产

物在质量分数 10% 的A garo se 胶上电泳检测并拍

照。剩下的冻存于- 20 ℃冰箱。

1. 5　PCR 产物的回收及克隆

1. 5. 1　PCR 扩增产物纯化和回收　按上海华舜公

司“小量 PCR 产物胶回收试剂盒”的说明书进行。

1. 5. 2　PM D 182T V ecto r 连接　将纯化片段与

PM D 182T 载体连接, 步骤参见 T akara 公司试剂盒

说明书。同时设阳性和阴性对照。

1. 5. 3　连接产物的转化及蓝白斑筛选　按文献[ 5 ]

的方法制备感受态细胞。取 20 ΛL 的 T G1 感受态细

胞悬液, 加入连接溶液 1 ΛL , 轻轻混匀, 冰上放置 30

m in。37 ℃水浴 5 m in, 冰上放置 2 m in, 然后向离心

管中加入 100 ΛL 37 ℃预热的LB 液体培养基, 37

℃轻摇培养 1 h, 使细胞恢复正常生长状态。将细菌

及 10 ΛL ( 100 m gömL ) IPT G; 20 ΛL X2gal

(50 m gömL ) 均匀涂布于 Amp + LB 平板, 放置

15～ 30 m in, 待菌液完全被培养基吸收后, 倒置LB

平板, 37 ℃培养过夜。挑取白色菌落接种于5 mL

Amp + LB 培养基, 37 ℃振摇培养过夜。

1. 5. 4　重组质粒的鉴定　质粒抽提按常规碱法[5 ]

进行, 并用 PCR 方法进行鉴定。

1. 6　重组质粒的序列测定

由 大连 T akar 公司进行。测序仪 为 AB I

PR ISM TM 377 XL DNA Sequencer。

1. 7　扩增产物的限制性内切酶分析

通过对扩增产物的序列分析, 选择B stXÉ 内切

酶对 IBV 毒株进行酶切分析。

2　结果与分析

2. 1　R T 2PCR 扩增 IBV 病毒N 基因片段

　　通过反应条件的优化,M 41 和 T 株均扩增出了

目的大小条带 (438 bp ) , 如图 1 所示。同时, 阴性对

照未出现扩增结果。

图 1　 IBV N 基因片段扩增产物及重组质粒

PCR 鉴定产物的琼脂糖凝胶电泳

1. PCR DNA m arker; 2. M 41; 3. T 株; 4. M 41 重组

质粒的 PCR 鉴定产物; 5. T 株重组质粒的 PCR

鉴定产物; 6. 阴性对照

F ig. 1　A garo se gel electropho resis of amp lificat ion

p roducts and PCR analysis of recom binan t p lasm id

1. PCR DNA m arker; 2. M 41; 3. T strain; 4. PCR analysis

of M 41 recom binan t p lasm id; 5. PCR analysis of T strain

recom binan t p lasm id; 6. N egative con tro l
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2. 2　重组质粒的筛选和鉴定

将挑出的白色菌落接种于Amp + LB 液体培养

基, 并于 37 ℃下培养过夜。按常规方法抽提重组质

粒, 进行 PCR 扩增鉴定, 得到了相同的片段, 见图

1。

2. 3　序列测定结果及分析

对插入重组质粒的N 基因片段进行序列测定,

结果见图 2、图 3, 图中框内阴影所标为B stXÉ 内切

酶位点。将其与文献[ 6 ]报道的 IBV Beaudet te 标准

株同源序列进行比较,M 41 和Beaudet te 株的同源

性为 91. 7% ; T 株与Beaudet te 株的同源性为 89% ;

M 41 和 T 株核酸序列的同源性为 88. 6%。证明了

这 3 株病毒有极高的亲缘关系, 为同一种病毒。

图 2　 IBV M 41 的测序结果

F ig. 2　Sequence of IBV M 41 N gene fragm ent

图 3　 IBV T 株的测序结果

F ig. 3　Sequence of IBV T stra in N gene fragm ent

图 4　 IBV N 基因扩增片段B stXÉ 酶切图谱
1, 6. M 41 扩增产物; 2, 5. M 41 酶切产物; 3. T 株扩增产物;

4. T 株酶切产物; 7. ①X1742H aelÊ digest DNA m arker

F ig. 4　B stXÉ digest analysis of amp lificat ion
p roduct of IBV N gene fragm ent

1, 6. PCR p roduct of M 41; 2, 5. D igest p roduct of M 41;
3. PCR p roduct of T strain; 4. D igest p roduct of T

strain; 7. ①X1742H aelÊ digest DNA M arker

2. 4　限制性内切酶酶切结果

M 41 和 T 株N 基因片段均存在B stXÉ 内切酶

的酶切位点, 如图 2, 3 阴影所示, 但位置不一样。用

B stXÉ 酶对二者N 基因片段扩增产物进行酶切, 得

到了以下结果:M 41 为 347 和 91 bp 两个片段, 而 T

株为 280 和 158 bp 两个片段, 结果如图 4 所示。与

序列分析结果一致。

3　讨　论
IBV 病毒的变异性较强, 对其检测, 尤其是对新

出现的变异毒株的检测一直是困扰养禽业的一大难

题。用 PCR、核酸探针检测技术及基因序列测定等

方法可直接以病毒基因为研究目标, 因此, 在病毒检

测和鉴定及流行病学的研究方面显得更为准确、可

靠。本研究针对 IBV 病毒N 蛋白基因的保守区段设

计了 1 对引物, 建立了扩增这段序列的R T 2PCR 方

法。由于R T 2PCR 是一种极为敏感的方法, 常会带

来一些不确定性, 如产生非特异性扩增条带。因此,

单纯依靠R T 2PCR 方法检测、鉴定 IBV 病毒并不可

靠, 必须做进一步验证。通常用的方法有限制性内切
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酶分析、核酸探针杂交及基因序列测定等。本研究为

了验证扩增结果的正确性, 对其进行了克隆和测序。

经与已报道的 IBV Beaudet te 标准株相应区段进行

比较,M 41 和 T 株与标准株的同源性分别为91. 7%

和 89% , 证明用建立的R T 2PCR 方法扩增出的是目

的产物。

病毒基因序列测定结果可靠, 但费时、费力, 一

般实验室无法完成。而对产物进行限制性内切酶酶

切鉴定则比较实用和可靠。所以, 根据序列分析结

果, 本研究选择了B stXÉ 这种较为廉价和易得的酶

来对 IBV M 41 和 T 株扩增产物进行酶切分析, 得

到了二者的B stXÉ 酶切图谱。这样, 可以利用R T 2

PCR 结合限制性内切酶图谱分析来准确地检测和

鉴定这两株 IBV 病毒。同时, 根据二者在酶切图谱

上存在的明显差异, 仅用一种内切酶就可以将 IBV

中主要的 2 个代表株 (M 41 和 T 株) 区分开来, 该方

法快速、实用、经济。由于M 41 和 T 株均是 IBV 病

毒的标准株, 其中M 41 在生产中还被用来作为疫苗

株, 因此, 疫苗生产单位、科研单位经常需要对保存

种毒进行鉴定。本研究建立的这种方法用于种毒的

区分、鉴定是有意义的。此外, 将这种方法应用于更

多的 IBV 毒株, 及准确建立血清型 (sero type) 与基

因型 (geno type) 之间的相关性将是进一步研究的目

标。
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T he R T 2PCR am p lif ica t ion and rest r ict ion endonuclease

ana lysis of IBV N gene fragm en t

SUN Tao,W ANG X in ,L U P ing
(Colleg e of A g ricu ltu re, S hang ha i J iaotong U niversity , S hang ha i 201101, Ch ina)

Abstract: W e designed a pair of p rim ers to amp lify the N gene fragm en t of IBV M 41 and T stra in

based on the repo rted gene sequences. T he an t icipated 438 bp p roducts w ere acqu ired. A fter pu rif ica t ion

and recovery, the p roducts w ere recom b ined in to PM D 182T vecto r and sequenced. T he sequence w ere com 2
pared w ith the repo rted N gene sequences and test if ied that the R T 2PCR p roducts w ere co rrect. A cco rd ing

to the sequences,w e found som e rest rict ion endonuclease sites. A t last,w e selected B stXÉ enzym e to ana2
lyze the tw o IBV stra in s and found the m ap s of the tw o stra in s w ere sign if ican t d ifferen t. So w e can u se

th is m ethod (R FL P) to iden t ify and dist ingu ish IBV M 41 and T stra in.

Key words: IBV ; N gene; R T 2PCR
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