
0 引言

鸡传染性支气管炎（Infectious bronchitis，IB）是由

鸡传染性支气管炎病毒（IBV）引起鸡的一种急性、高

度接触性、呼吸道传染病[1]。迄今为止，IBV感染已有

呼吸型、肾型、腺胃型、肠型等多种致病型[2]，其中还有

一些变异的中间体，IBV主要侵害鸡的呼吸系统、泌尿

生殖系统和消化系统。雏鸡感染后由于呼吸道或肾脏

病变而引起死亡，死亡率一般为 20%~30%，有时高达

40%~90%。产蛋鸡感染则使产蛋量下降，蛋品质降

低，还可导致感染的肉鸡生产能力下降，使鸡的增重和

饲料报酬降低，死淘率增加。自1930年在美国北达科

他州发现该病以来[3]，现已遍及世界各地。中国在 20

世纪50年代发现该病，李康然等[4]于1990年在广西分

离了一株肾型 IBV，1992年以后中国 IB的流行呈上升
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摘 要：根据鸡传染性支气管炎病毒（IBV）N 基因序列（FJ767920），利用引物软件 Premier5.0，设计并合

成了1对特异引物，通过RT-PCR扩增条件的优化，建立了一种快速检测 IBV的RT-PCR方法。应用该方

法成功地从 IBV M41和河南株HN99中扩增出318 bp的目的片段，而传染性喉气管炎病毒、新城疫病毒

及马立克病毒基因组均未扩增出相应的片段。将回收的 RT-PCR 产物克隆到 pGEM-T Easy 载体后测

序，进一步证实 RT-PCR 检测方法的特异性。对 IBV 的最低检出量为 0.6 pg 的 cDNA。经初步应用表

明，该方法的建立为 IBV的早期诊断和临床检测奠定基础。
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Abstract: A pair of primers was designed according to a conserved region of infectious bronchitis virus (IBV)
N gene (FJ767920), reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) for rapid detection of IBV was
developed by optimizing amplification conditions such as concentrations of primers for RT-PCR. A 318 bp
fragment was amplified from IBV M41 strain and Nephropathogenic IBV HN99 strain, respectively, but not
from infectious laryngotracheitis virus, Newcastle disease virus and Mareks disease virus. This amplified
fragment was cloned into pGEM-T Easy vector and sequenced. The result showed that this amplified fragment
was specific for IBV cDNA. This method could detect the template cDNA of 0.6 pg for IBV. Clinical detection
of IBV by RT-PCR showed that this improved RT-PCR approach could be a fast, simple and specific detection
method for IBV.
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趋势，尤其是肾型 IB已蔓延到所有养鸡地区，给养鸡

业造成了严重的经济损失。

由于 IBV的基因组核酸在复制过程中易发生突变

和高频重组，从而导致该病毒血清型众多[5]，变异株又

不断出现，并且鸡新城疫病毒、禽流感病毒等也可引起

类似症状，单凭临诊剖检往往不能作出准确的诊断，必

须依靠实验室诊断[6-7]。目前国内诊断 IB的方法仍然

是病毒的分离和血清学诊断反应等[7]，但是这些方法

由于费时费力而不适于临床检测。与这些检测方法相

比 ，反 转 录 - 聚 合 酶 链 反 应（Reverse transcrip-

tase-polymerase chain reaction，RT-PCR）技术具有灵

敏、特异、快速、易于操作的特点，在畜禽传染病的病原

检测和鉴别诊断方面已得到了大量推广与应 用 [8-11]。

因此，研究利用RT-PCR技术，通过引物浓度、退火温

度等条件的优化，建立了一种检测 IBV的RT-PCR方

法，具有快速、灵敏、特异、简便的特点，适用于 IBV的

早期诊断和临床检测。

1 材料和方法

1.1 毒株及SPF鸡胚

IBV M41株、传染性喉气管炎病毒（ILTV）、新城

疫病毒（NDV）、马立克氏病病毒（MDV）由河南省动物

性食品安全重点实验室保存。IBV河南株HN99由河

南省动物食品安全重点实验室从疑似 IBV感染的3周

龄病鸡中分离，初步鉴定为肾型 IBV。SPF鸡胚购自

济南斯帕法斯家禽有限公司。

1.2 主要试剂

2 × PCR TaqMix 酶、DNA Marker DL2000、EcoR

Ⅰ、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit Ver 2.0

等购自宝生物工程（大连）有限公司；pGEM-T Easy载

体购自Promega公司；总RNA抽提试剂盒购自上海捷

瑞生物工程技术服务有限公司；反转录试剂盒

RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 购自美国

MBI公司。

1.3 引物设计与合成

根据 IBV N基因序列，利用Premier5.0软件，设计

并合成 1 对特异性引物，扩增的片段长度为 318 bp。

引物由上海生物工程有限公司合成。上游引物：

5′ -GTG TCA TCC CTC TGA ATC GT-3′；下游引

物：5′-GCC CTT CCT CAT TCA TCT TG-3′。

1.4 病毒增殖与RNA的抽提

将 IBV M41株经尿囊腔接种于10日龄SPF鸡胚，

37℃继续培养，弃去24 h内的死胚，培养至48 h时将所

有的活胚置4℃致死。无菌收集24 h后死胚和48 h活

胚的尿囊液。取尿囊液400 μL，按总RNA抽提试剂盒

使用说明书抽提病毒RNA。

1.5 RT-PCR扩增

在 20 µL的反转录体系中，加入上述提取的病毒

RNA 11 µL，1 µL通用引物（oligo(dt) primer），按照反

转录试剂盒 RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis

Kit 使用说明书进行反转录，合成 cDNA。在 25 μL

PCR反应体系，加入 2×PCR TaqMix酶 12.5 μL，上、下

游引物各为 0.5 μL，cDNA 2 μL，用双蒸水补至 25 μL，

瞬时离心混匀，进入 PCR 扩增：94℃预变性 5 min；

94℃ 15 s，52℃ 30 s，72℃ 1 min，共 25个循环；72℃延

伸10 min。扩增结束后，取5 μL PCR产物在1.0%琼脂

糖凝胶（含0.5 µg/mL EB）上进行电泳检测。

1.6 RT-PCR反应条件的优化

以 IBV cDNA为模板，通过引物浓度、变性时间、

退火温度、退火时间及循环次数的优化，建立一种快速

检测 IBV的RT-PCR方法。

1.6.1 引物浓度的优化 将引物倍比稀释为 50、25、

12.5、6.25、3.125、1.56、0.78、0.39、0.195、0.098 μmol/L，

每个浓度设置3个重复进行RT-PCR扩增，以确定最佳

引物浓度。

1.6.2 退火温度的优化 选择 44℃、46℃、48℃、50℃、

52℃、54℃、56℃、58℃、60℃进行RT-PCR扩增，以确定

最佳退火温度。

1.6.3 变性和退火时间的优化 选择 15、30、45、60 s进

行RT-PCR扩增，以确定最佳变性和退火时间。

1.6.4 循环次数的优化 选择 20、25、30、32、35次进行

RT-PCR扩增，以确定最佳循环次数。

1.7 特异性试验

（1）应用 TaKaRa Agarose Gel DNA Purification

Kit Ver 2.0对RT-PCR产物进行回收纯化。将回收的

RT-PCR产物与 pGEM-T Easy载体进行连接反应，转

化到E coli DH5α感受态细胞，经蓝白斑筛选，挑取白

色菌落，接种于含有Amp＋的LB肉汤培养基中，37℃
振荡培养12~16 h。提取重组质粒，经测序鉴定插入片

段是否正确。

（2）在优化的 RT-PCR 扩增条件下，以 IBV M41、

IBV HN99、NDV、ILTV、MDV的cDNA或DNA为模板

进行RT-PCR扩增。

1.8 敏感性试验

将 cDNA用双蒸水稀释后，用UNICOUV-2102可

见紫外分光光度计测定其在 260、280 nm处的OD值，

并根据公式计算出 cDNA浓度与纯度。将 cDNA用双

蒸水进行 10倍系列稀释后，每个稀释度的 cDNA，取

3 μL作为模板，在优化的RT-PCR扩增条件下，分别进
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行RT-PCR扩增。

2 结果与分析

2.1 RT-PCR扩增

取RT-PCR产物于 1%的琼脂糖凝胶电泳后，可见

1条约300 bp的DNA带（图1），与预期结果相符。

2.2 RT-PCR扩增条件的优化

将引物倍比稀释为 10 个浓度，结果显示浓度为

0.098 μmol/L以及大于 0.098 μmol/L的引物均能扩增

出目的片段，但 3.125 μmol/L及其以上引物浓度扩增

的条带都很亮，3.125 μmol/L以下引物浓度扩增的条

带较暗，不利于观察，而3.125 μmol/L的引物浓度扩增

的条带较亮，且无非特异性条带（图 2）。因此，选择

3.125 μmol/L作为RT-PCR检测 IBV的最佳引物浓度。

通过 4次重复试验，证明在 25 µL体系时，引物浓

度为 3.125 μmol/L，变性时间为 15 s，52℃退火 30 s，25

次循环时，扩增效率最高。

2.3 特异性试验

对 IBV M41、IBV HN99、NDV、ILTV、MDV 灭活

抗原的 cDNA 或 DNA 进行 RT-PCR 扩增，结果只有

IBV M41 和 IBV HN99 扩增出 1 条 318 bp 的条带（图

3），与预期结果吻合，证明 RT-PCR 检测方法的特异

性。

将 RT-PCR 产物回收纯化后，插入到 pGEM-T

Easy载体中进行测序，测序结果报告所测序列核苷酸

长度为 318 bp（序列略），与预期结果相一致。序列分
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2000 bp

1 2 M
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M. DNA Marker DL2000; 1. IBV N 基因的RT-PCR产物; 2.阴性对照

图1 IBV N基因RT-PCR扩增结果
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图2 RT-PCR引物浓度的选择
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M. DNA Marker DL2000; 1.传染性支气管炎病毒M41株; 2.传染性支气管炎病毒HN99株; 3.传染性喉气管炎病毒; 4.新城疫病毒; 5.马立克氏病病毒

图3 特异性试验

析显示所测序列与参考序列（FJ767920）核苷酸同源性

为96%，进一步证明RT-PCR检测方法的特异性。

2.4 敏感性试验

IBV cDNA OD260/OD280为 1.81，纯度合格，含量为

202.5 μg/mL。将 cDNA作10倍系列稀释后，每个稀释

度的 cDNA 取 3 μL，分别进行 RT-PCR 扩增，结果以

10-9稀释的 cDNA为模板仍能扩增出318 bp目的片段，

而 10-10稀释的 cDNA不能扩增出条带。说明RT-PCR

扩增可以检测到0.6 pg的 IBV模板cDNA（图4）。

2.5 临床样品检测

对 40份来自鸡场和动物医院采集的疑似 IBV感

染的病料，提取RNA。按照上述优化的RT-PCR扩增
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条件，进行RT-PCR扩增，同时设 IBV M41株RNA作

为阳性对照，蒸馏水作为阴性对照。电泳结果表明，来

自鸡场的14份病料中有3份为阳性，来自动物医院的

26份病料中有8份为阳性，其他均为阴性。

3 讨论

编码核衣壳蛋白（Nucleocapsid protein）的N基因，

是 IBV基因组中相对保守的一个基因[12]。根据N基因

结构的高度保守性，以N基因为RT-PCR的模板，能兼

顾不同 IBV血清型以及不同 IBV毒株之间的保守区

段，对 IBV的检测具有很高的通用性，在 IB的临床诊

断与病原检测方面具有很重要的意义。因此，研究针

对 IBV N 基因的保守区段设计了 1 对引物，对 IBV

M41株和肾型 IBV HN99进行RT-PCR扩增，均能获得

预期的318 bp条带，而对照病毒株均无任何条带。

RT-PCR扩增的特异性与引物有直接关系，如果引

物设计合理，能扩增出目的片段，如果引物设计不合

理，将会增加非特异性反应，甚至不能扩增出目的片

段。试验针对 IBV N基因的保守区段设计 1对引物，

对 IBV M41 株和肾型 IBV HN99 的 RNA 分别进行

RT-PCR扩增，均得到了阳性结果，同时以 ILTV、ND、

MD灭活抗原的DNA或 cDNA为模板进行RT-PCR扩

增，结果均为阴性，这证明了所设计引物的可靠性，保

证了RT-PCR检测 IBV的特异性[13]。将回收的RT-PCR

产物克隆到pGEM-T Easy载体后，进行测序。测序结

果显示，克隆的序列与发表的 IBV N 基因序列

（FJ767920）核苷酸同源性为 96%，证明 RT-PCR 扩增

产物的特异性。表明该研究建立的一种检测 IBV的

RT-PCR方法特异性强，可有效地检测临床病料中 IBV

的存在。

PCR扩增中退火温度是影响 PCR特异性的一个

重要因素，研究选择44℃、46℃、48℃、50℃、52℃、54℃、

56℃、58℃、60℃ 9个退火温度均能扩增出特异性目的

片段，但 56℃、58℃、60℃扩增出的特异性条带不如

52℃、54℃扩增出的特异性条带亮度高，而 48℃、50℃
虽特异性条带较亮，但有非特异性条带，这是由于较低

的退火温度更有利于引物和模板间的结合，增加了非

特异性扩增，而较高的退火温度可大大减少引物和模

板间的非特异性结合，从而提高RT-PCR反应的特异

性。经过反复RT-PCR试验，研究选择 52℃作为退火

温度。

在保证RT-PCR扩增的特异性和获得较多扩增产

物的前提下，为了缩短 IBV检测所需的时间，研究采取

缩短变性、退火时间和减少循环次数。经过反复试验，

确定94℃变性15 s，52℃退火30 s，72℃延伸30 s，25次

循环已足以检测出 IBV，并且由于RT-PCR扩增后期的

“平台效应”，使得 30次循环后RT-PCR扩增效率大大

地降低，扩增产物量难以大量增多，反而延长了检测所

需的时间[14]。试验建立的检测 IBV的RT-PCR诊断方

法与孙涛等[15]报道的RT-PCR诊断方法相比较，明显缩

短了检测所需的时间，并且提高了敏感性，真正体现了

RT-PCR技术检测病原具有快速、灵敏、特异的特点。

因此，研究所建立的一种快速检测 IBV的RT-PCR方

法，适用于 IBV的流行病学调查、早期诊断、临床检测

和疾病诊断，为 IB的有效控制具有重要的现实意义。
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