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应用RT-nested PCR检测猪传染性胃肠炎病毒
Ξ

王玉洁,刘金龙,彭树英,杨瑞锋,张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　根据GenBank 中已发表的猪传染性胃肠炎病毒 (T GEV )基因序列,利用P rim er 5. 0程序软件,设计

并合成了M 基因的2对引物,以mRNA 为模板,通过R T 2PCR , R T 2nested PCR 方法,成功扩增出长度为1 328 bp 和

1 037 bp 的T GEV 目的片段,但未扩增出猪传染性腹泻病毒 (PEDV )片段。在优化R T 2PCR 反应条件的基础上,建

立了快速检测T GEV 的诊断方法。结果表明, R T 2nested PCR 方法可用于检测猪传染性胃肠炎病毒,而且此方法简

单省时、灵敏性高,可以作为检测RNA 病毒的一种分子生物学方法。
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　　猪传染性胃肠炎是由猪传染性胃肠炎病毒

(T GEV )引起的一种急性、高度接触性传染病,各种

年龄及品种猪对本病均易感,其中 2 周龄以下仔猪

的致死率可达100% [1～ 3 ]。此病与猪流行性腹泻症状

极为相似,仅从临床症状上难以作出诊断。目前仅可

通过免疫电镜法来区分这2种病毒,但设备昂贵,成

本较高, 实际生产中不宜推广普及。 1997 年,

W oods[4 ]和 Paton 等[5 ]应用 R T 2PCR 技术检测

T GEV ,证实R T 2PCR 是一种特异敏感的诊断方法。

本研究旨在通过优化R T 2PCR 反应条件[6 ] ,建立快

速灵敏的T GEV 的分子生物学检测方法,为该病与

猪流行性腹泻的正确诊断和流行病学研究提供更为

敏感和可靠的检测手段。

1　材料与方法

1. 1　毒株与试剂

　　试验用T GEV 和猪传染性腹泻病毒 (PEDV )乳

猪的小肠组织毒,由西北农林科技大学杨增歧教授

惠赠; TR Izo l试剂、反转录酶、R nase 抑制剂、dN T P

均购于Gibco 公司; T aq DNA 聚合酶为宝生物公司

产品。限制性内切酶、DNA M arker 为M B I公司产

品。

1. 2　RNA 的提取

采用TR Izo l法,从猪小肠组织毒中直接提取总

RNA。首先,将组织研磨成粉末状,研磨过程中要不

断添加液氮, 以防止 RNA 降解; 然后加预冷的

TR Izo l 1 mL ,充分混匀,室温静置5 m in,加 200 ΛL

氯仿,猛烈震荡 15 s,室温静置 3 m in, 4 ℃下15 000

röm in离心 15 m in,此时样品分 3 层,小心地将上清

液转移至一个新的 1. 5 mL 离心管中,加 500 ΛL 异

丙醇, 沉淀 RNA , 摇匀, 室温静置 10 m in, 4 ℃下

15 000 röm in 离心 10 m in,可见管底或管壁有球状

或胶状沉淀; 然后,弃上清, 加体积分数 75%乙醇 1

mL 洗涤RNA ,涡旋震荡RNA 沉淀, 4 ℃下 10 000

röm in 离心10 m in;最后,重新溶解RNA ,弃上清,风

干 5～ 10 m in,加入 30 ΛL 焦碳酸二乙酯 (D EPC)处

理水溶解RNA , 60 ℃水浴 10 m in,此时样品可以直

接反转录,剩余RNA 于- 70 ℃冷冻保存, 1个月内

RNA 降解不明显。

1. 3　引物设计与合成

根据GenBank 中报告的T GEV M 基因 cDNA

序列[7, 8 ] ,设计 2对引物,外引物的扩增长度包括 sM

基因和M 基因,共1 328 bp。

上游引物 (S1) :

5′tgc acg tca at t aag cgg t tc taa a 3′,

下游引物 (S2) :

5′aac caa tca gcg gat ccc tg t tac ct 3′。

内引物扩增M 基因,长度1 037 bp。

上游引物 (M 1) :

5′ccg atg aag aac tcc t tg t t t gaa 3′,
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下游引物 (M 2) :

5′cca atc tga aga tcc ctg t ta cct a t t c 3′。

引物由北京赛百胜生物公司合成,用高压灭菌

水稀释成10 Λmo löΛL , - 20 ℃保存。

1. 4　R T 2PCR 反应

在D EPC 水处理过的0. 5 mL PCR 反应管中依

次加入 RNA ( 10 pg～ 5 Λg ) 5 ΛL , 下游引物 S2

(10 Λmo l) 1 ΛL 和D EPC 处理水 4 ΛL , 65 ℃水浴 5

m in 后立即放于冰上,使RNA 和引物充分变性并解

除 RNA 的二级结构, 冰上再依次加入 5×cDNA

Syn thesis Buffer 4 ΛL ,D T T 1 ΛL , R nase ou t 1 ΛL ,

D EPC 处理水 1 ΛL , dN T P 2 ΛL , T hermoScrip t R T

1 ΛL ,反转录总体积20 ΛL ,轻轻摇匀并瞬时离心。然

后, 45 ℃ 50 m in, 85 ℃ 5 m in, 37 ℃ 20 m in,反应结

束后即完成反转录,生成cDNA。

取上述cDNA 2 ΛL 进行PCR 反应,分别加引物

S1 和S2各1 ΛL , dN T P 1 ΛL , T aq Buffer 5 ΛL , T aq

DNA 聚合酶0. 5 ΛL ,加ddH 2O 至50 ΛL ,混匀,瞬时

离心,置PCR 仪中, 95 ℃ 5 m in, 95 ℃ 1 m in, 53 ℃

退火1 m in, 72 ℃延伸1. 5 m in, 30个循环,最后再72

℃延伸 10 m in, PCR 反应结束后,取反应产物 5 ΛL

进行琼脂糖凝胶电泳1 h,在凝胶成像仪中观察电泳

结果[9 ]。

1. 5　嵌套式反转录PCR (R T 2nested PCR )

取上述R T 2PCR 产物2 ΛL ,加引物M 1和M 2各

1 ΛL , dN T P 1 ΛL , T aq Buffer 5 ΛL , T aq DNA 聚合

酶 0. 5 ΛL , 加 ddH 2O 至 50 ΛL , 混匀, 瞬时离心, 置

PCR 仪中, 95 ℃ 5 m in, 95 ℃ 1 m in, 52 ℃退火 1

m in, 72 ℃延伸 1 m in, 30个循环,最后再 72 ℃延伸

10 m in, PCR 反应结束后,取反应产物 5 ΛL 进行琼

脂糖凝胶电泳1 h,在凝胶成像仪中观察电泳结果。

1. 6　特异性试验

同样用TR Izo l法提取 PEDV 的猪小肠组织毒

的总RNA ,然后分别用上述2对引物S1, S2和M 1,

M 2进行R T 2PCR , R T 2nested PCR , 检测该扩增反

应的特异性。

2　结果与分析

2. 1　总RNA 提取结果

　　从T GEV 和PEDV 的猪小肠组织毒中,成功提

取了较完整的总RNA ,并进行甲醛变性琼脂糖凝胶

电泳和普通琼脂糖凝胶电泳,检测总RNA 的完整

性,结果见图 1和图 2。从图 1, 2可清晰观察到 28S

RNA、18S RNA 2条主带以及较弱的5S RNA 带。

图 1　RNA 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳

1～ 4. 提取的RNA 病毒

F ig. 1　R esu lts of fo rm aldehyde gel

electropho resis

1- 4. Ex tracts of RNA virus

图 2　RNA 普通琼脂糖凝胶电泳

1～ 4. 提取的RNA 病毒

F ig. 2　R esu lts of agaro se gel

electropho resis

1- 4. Ex tracts of RNA virus

2. 2　R T 2PCR 扩增结果

从猪小肠组织毒中提取总RNA ,通过R T 2PCR

方法成功地扩增出了1条长度为1 328 bp 的特异性

条带 (图 3) ,与预期的扩增片段大小一致,而且无非

特异性条带干扰,目的带清晰明亮,表明扩增结果特

异性较强。

2. 3　R T 2nested PCR 扩增结果

以R T 2PCR 产物 (1 328 bp )为模板, 进行R T 2
nested PCR 反应,也成功地扩增出1条特异性带,大

小为1 037 bp ,与目的片段的理论值相符 (图3)。
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2. 4　特异性试验

从PEDV 的猪小肠组织毒中提取总RNA ,通过

R T 2PCR 方法扩增后, 凝胶电泳未见扩增产物 (图

4)。

图 3　R T 2PCR (R T 2nested PCR )电泳结果

M. DNA m arker; 1, 2. LA T aq酶结果; 3. 4. Pyrobest酶结果

F ig. 3　R esu lts of R T 2PCR (R T 2nested PCR )

M. DNA m arker; 1, 2. Resu lts of LA T aq;

3. 4. Resu lts of pyrobest

图 4　R T 2PCR 检测结果

M. DNA m arker; 1. T GEV 检测结果; 2. PEDV 检测结果

F ig. 4　R esu lts of R T 2PCR

M. DNA m arker; 1. Resu lts of T GEV ;

2. Resu lts of PEDV

3　讨　论

目前, 主要采用电镜技术、免疫荧光技术、

EL ISA 法等传统方法检测病毒的存在,这些方法都

需要对病毒进行分离,而病毒的分离过程繁琐,操作

难度大,鉴定时还必须经过大量的前期处理,需要时

间较长[10 ]。电镜法无法正确区别诸如 PD EV 和

T GEV 这类形态很相似的病毒; 免疫荧光技术非特

异性强,敏感性低; EL ISA 方法所用抗体较难制备,

价格昂贵,繁琐费时[11 ]。因此,急需建立一种快速、

简单、省时、敏感、特异性强的检测方法。

R T 2PCR 和R T 2nested PCR 是近几年发展起

来的较为理想、可靠的检测方法。本研究运用

TR Izo l法直接从组织病料中提取RNA ,不仅保证了

RNA 的完整性,而且大大缩短了样品处理时间,更

免除了分离病毒、细胞繁毒的繁琐过程。通过引物设

计软件 P rim er 5. 0 设计高特异性引物, 应用R T 2
nested PCR 方法成功地扩增出T GEV 的 2 段基因

序列,序列测定结果与GenBank 中发表的基因序列

同源性达96% ,而且无假阳性出现。R T 2nested PCR

所需仪器设备简单,方法较易掌握,发展渐趋成熟,

并且结果易观察判断,在生产上可用于病毒检测。本

研究结果也表明, R T 2nested PCR 方法简单易行、

灵敏度高、特异性强, 是一种快速诊断T GEV 的有

效方法,可在生产实践上推广普及。

但是, 应用 R T 2nested PCR 也要注意一些问

题。首先,应注意环境中R nase对RNA 的降解,保证

所提取RNA 的完整性; 其次,引物设计时要遵循引

物设计的原则,找出合适的、扩增特异性强的引物;

再次,要优化 PCR 反应条件,使微量模板存在时就

可以扩增出特异性产物;最后,在试验中要严格设计

好阴性和阳性对照,对试验结果应该辨证分析,防止

假阳性和假阴性结果。一般假阳性结果多为操作过

程中交叉污染、RNA 降解所致; 而假阴性比较难以

判断,有可能是操作的原因 (比较容易排除) ,也有可

能是引物设置在比较容易变异的区域,目的基因已

经发生变异,这需要对照其他试验[10 ]。因此,设计特

异性高的引物在一定程度上可避免假阴性和假阳性

的出现。
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Study on detect ing t ran sm issib le gast roen terit is viru s by

reverse t ran scrip t ion2nested po lym erase cha in react ion

W ANG Y u- j ie,L IU J in - long, PENG Shu-y ing,YANG Rui-feng, ZHANG Y ong
( Institue of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Tw o pairs of o ligonucleo t ide p rim ers app rop ria te fo r PCR amp lica t ion w ere selected based on

the gene encoding of the M p ro tein of T GEV. T he amp lif ied p roducts of T GEV w ere 1 328 bp , 1 037 bp

respect ively, bu t as to PEDV no th ing w as amp lif ied. By a reverse tran scrip t ion2nested po lym erase chain

react ion (R T 2nested PCR ) assay, a qu ick detect ion of T GEV after op t im izat ion of the react ion condit ion s

w as developed. T he resu lts show ed that R T 2PCR assay can be u sed to detect the viru s of RNA.

Key words: T GEV ; PT 2PCR; PT 2nested PCR;M gene
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