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摘要　为了简化聚合酶链反应 ( PCR) 程序和加快检测速度 , 将二温式 PCR与多重 PCR结合起来 , 建立一种

同时检测鸡传染性支气管炎病毒 ( IBV )和鸡传染性喉气管炎病毒 ( ILTV )的二温式多重 PCR技术。试验根据

IBV和 ILTV的基因文库 , 设计 2对分别与 IBV和 ILTV某段基因序列互补的引物 , 用这 2对引物对同一样品

中的 IBV、 ILTV 核酸模板进行二温式多重 PCR扩增 , 结果均同时得到 2条特异性大小与实验设计相符的

1720bp ( IBV ) 和 647bp ( ILTV ) 的扩增带 , 而对其他 6种禽病病原的扩增结果均为阴性 ; 敏感性测定结果表

明 , 该二温式多重 PCR技术能检出 10pg的 IBV RN A模板和 10pg的 ILTV DNA模板。
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Abstract　 A tw o-temperature polymerase chain reaction was optimized to simultaneously detect

tw o pathogens of IBV and ILTV for saving time of detection. Tw o sets of speci fic primers w ere de-

signed according to the sequences of IBV and ILTV at the Gene Bank. All samples w hich contain

IBV cDN A and ILTV DNA could be amplified by the tw o-temperature PCR using these tw o sets

primers, yielding tw o specific bands of IBV 1720bp and ILTV 647bp. But no speci fic band ampli-

fied could be found from other six avian pathogenic viruses and bacteria. As lit tle as 10pg of IBV

RNA and 10pg of ILTV DNA were detected using gel elect ropho resis in this tw o-temperature

PCR.

Key words　 infectious bronchi tis virus, infectious laryngo trachei tis virus, two-temperature poly-
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　　鸡传染性支气管炎病毒 ( IBV ) 和鸡传染性喉气

管炎病毒 ( ILTV )引起鸡传染性支气管炎和传染性喉

气管炎。感染病毒的鸡会直接死亡 , 而存活的鸡生长

缓慢 , 淘汰率增高 , 蛋鸡产蛋下降 , 并干扰其它疫苗

的免疫能力 ,使鸡继发感染其它疾病 ,造成严重的经

济损失 [1～ 3 ]。 这两种疾病临床上都出现呼吸道症状 ,

而且在流行病学、 病理变化等方面的特征也十分相

似 ;临床上还易与其它呼吸道病如鸡新城疫 ( ND)、禽

流感 ( AI)、支原体病 ( MG)等相混淆。目前 ,对 IBV、

ILTV的鉴别诊断主要依靠传统的病原分离鉴定及

血清学方法等 , 但这些方法操作繁杂 , 敏感性较低 ,

确诊时间长。特别是对于有 IBV、 ILTV等多种病毒

混合感染而引起的疾病 ,应用这些传统方法进行诊断

更为困难。现代集约化养禽业需要快速、 准确、 能同

时检测多种病毒的检测技术。

聚合酶链反应 ( PCR)检测技术 , 近几年已被广

泛应用于禽病的研究及病原体检测 [ 4～ 7]。文献 [8]报

道了应用聚合酶链反应扩增鸡传染性喉气管炎病毒

TK基因的方法 , 文献 [9]报道了用二重 PCR检测

鸡毒霉形体 ( MG)、 滑液霉形体 ( M S) 的技术。二

温式 PCR是 PCR的一种特殊形式 ,操作比常规 PCR

(三温 PCR)更简便。为了简化 PCR程序和提高检测

速度 , 本试验将二温式 PCR与多重 PCR结合起来 ,

建立二温式多重 PCR检测 IBV、 ILTV的方法。
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1　材料与方法

1. 1　试验用毒菌株

IBV: Mass41株、 Florda株、 JMK株、 Ark株、

Conn.株由美国康州大学 Khan博士惠赠 ; ILTV: 北

京株 (购自中国兽药监察所 ) ; ILTV的台湾疫苗株、

以色列疫苗株、 广西分离株、 对照菌 (毒 )株: 禽呼

肠孤病毒 ( S1133)、 禽巴氏杆菌 ( C48-1)、 禽大肠杆

菌 ( O2 )、 鸡毒霉形体 ( MG)、 鸡新城疫病毒

( NDV)、 禽沙门氏菌 ( C79-13) , 均由本室保存。

1. 2　试剂盒和 PCR反应仪

RNA抽提试剂盒、 PE9600PCR仪购自美国

Promega公司 ; RT-PCR试剂盒购自美国 Perkin

Elmer Cetus公司。

1. 3　供试毒株的增殖和收集

参考文献 [10 ]的方法 , 将 IBV、 ILTV种毒作适

当稀释后 , IBV稀释液接种 10日龄 SPF鸡胚 , 经繁

殖后收获鸡胚尿囊液 , ILTV稀释液接种 10日龄

SPF鸡胚绒毛膜 , 120 h后收获有痘斑病变的鸡胚尿

囊液和尿囊膜 ,尿囊膜经研磨后与尿囊液混合 ,反复

冻融 3次。收获的病毒液在 4℃条件下经 8 000 r /min

离心 30 min,弃沉淀 ,上清液再经 50 000 r /min离心

2 h ,收集沉淀的病毒颗粒 ,然后将病毒颗粒悬浮于适

当的无 RNA酶的 DEPC水中 , 存于- 70℃ , 供抽提

RNA或 DNA用。

1. 4　供试毒株核酸的抽提

IBV及对照毒株 RNA的抽提 ,参照谢芝勋 [11 ]的

方法进行。 ILTV及对照菌 (毒 )株 DNA的抽提参照

文献 [12 ]的方法进行。按 Sambrood方法 [13 ]测定核酸

浓度和纯度 , 并置于 - 70℃保存备用。

1. 5　引物设计与合成

根据已发表 IBV、 ILTV的基因文库 , 应用电脑

软件 ,参照文献 [8, 14]设计针对 IBV、 ILTV基因序

列的 2对引物 ,其中 IBV扩增夸幅为 1720 bp, ILTV

为 647 bp, 引物核酸序列为:

IBV XZ3　 5′-CAT AAC TAA CAT AAG GGC AA-3′
XZ4　 5′-TGA AAA CTG AAC AAA AGA CA-3′

ILTV XZ7　 5′-ACG ATG ACT CCG ACT TTC-3′
XZ8　 5′-CGT TGG AGG TAG GTG GTA-3′

　　引物由中科院上海生物工程研究中心合成 ,经薄

层色谱法纯化 ,为冻干品 , 用时用适量灭菌超纯水溶

解 , 按 Sambrook
[13 ]
方法测其浓度 , 并分装成每管 20

μl, 保存于- 20℃。

1. 6　反转录

采用 25μl反转录体系合成 cDN A, 其中含 10

mM MgCl2 4 ul, 10× RNA PCR buffer 2μl, 10 mM

dN TP 2μl, RNase Inhibito r 1μl, Random Hexamers

1μl, MuLv反转录酶 1μl ( 50U) , IBV核酸模板 5μl

( 100 ng ) ,最后用 DEPC H2O补足体积至 25μl,置于

PE 9600仪中 ,按下列程序进行反转录: 25℃ 10min,

42℃ 60 min, 94℃ 6 min, 4℃ 5 min,进行一个循环 ,

cDN A合成完毕。

1. 7　 PCR反应介质

cDN A结束后 , 分别加入下列试剂进行 PCR反

应 ,总反应体积为 100μl,其中 10 mM MgCl2 6μl, 10

× PCR buf fer 8μl, Taq聚合酶 0. 5μl ( 2. 5 U) , 一

定浓度的 IBV和 ILTV上、 下游引物各 5μl, ILTV

核酸模板 5μl ( 100 ng ) , 用超纯水补足至 100μl, 置

PE9600 PCR仪上 ,按预先设定的程序进行多重 PCR

扩增反应。

1. 8　二温式多重 PCR不同引物浓度和扩增条件的

优化

以抽提的 IBV Mass41株、 ILTV北京株的核酸

为模板 , 测其浓度后 , 稀释成含相同模板浓度 , 然后

对二温式多重 PCR的各引物浓度及 PCR反应的各

参数 (温度、 时间、 循环次数 )进行优化 , 以筛选出

二温式多重 PCR反应体系中最佳的反应模式。

1. 9　二温式多重 PCR的特异性试验

把含有 IBV和对照病原的 RNA样品 , 先进行

cDN A合成 , 然后将含有 ILTV及对照病原的 DNA

样品分别加入到 IBV、 ILTV的二温式多重 PCR反应

体系中进行扩增 , 以检测其特异性。

1. 10　二温式多重 PCR的敏感性试验

将抽提的 IBV Mass41株的 RNA和抽提的

ILTV北京株的 DNA作为模板测其含量后 , 将其核

酸作 10倍递进稀释。采用最佳引物浓度和最佳二温

式多重 PCR反应条件 , 分别对上述 RNA模板进行

cDN A合成后加入 DNA模板进行二温式 PCR扩增

以检测其敏感性。

1. 11　二温式多重 PCR产物的分析

取 10μl二温式多重 PCR产物和 2μl加样缓冲

液混合 ,在 1%琼脂糖凝胶上 ,以 80V电压进行电泳 ,

用溴化乙锭染色后 , 置紫外光透射仪上观察拍照 ,以

标准分子量作参考 , 分析记录结果。

2　结果

2. 1　不同引物浓度的二温式多重 PCR条件的优化

通过对 IBV和 ILTV二种引物浓度的测定及二

温式多重 PCR扩增的温度、 时间和循环次数等的优

化 , 最后确定二温式多重 PCR中最佳引物的浓度分
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别为 IBV 1 200 ng , ILTV 600 ng; 二温式多重 PCR

的最佳反应模式为 94℃ 5 min, 然后进入 94℃ 1

min, 60℃ 3 min, 共进行 35个循环 , 最后经 60℃延

伸 10 min后于 4℃结束反应。

2. 2　二温式多重 PCR的特异性扩增结果

将 IBV和 ILTV核酸和其他对照菌 (毒 )株的核

酸分别进行二温式多重 PCR扩增 , 结果全部含有

IBV、 ILTV的核酸样品均能扩增出与试验设计大小

相符的 1720bp、 647bp二条明亮条带 , 而对照菌

(毒 ) 株的核酸却扩增不出任何条带 , 结果见图 1。

图 1　 IBV、 ILTV二温式 PCR特异性扩增电泳图

　　 Fig. 1　 Specific banks of IBV , ILTV amplified by two-

tempera tur e PCR

1. λDN A/EcoRⅠ + HindⅢ ; 2. IBV Mass 41; 3. ILTV北

京株 ; 4. Flo rda ( IBV ) + ILTV台湾株 ; 5. JM K ( IBV ) +

ILTV以色列株 ; 6. Ark ( IBV )+ ILTV广西分离株 ; 7. Conn.

( IBV ) + ILTV北京株 ; 8. ARV ( S1133) ; 9. M GS6; 10.

C48-1; 11. E. coli O2; 12. ND Lasota; 13. C79-13.

2. 3　二温式多重 PCR敏感性扩增结果

在引物浓度分别为 IBV 1 200 ng , ILTV 600 ng

时 ,该二温式多重 PCR反应最低能同时检测到 10 pg

的 IBV和 ILTV核酸模板。 结果见图 2。

图 2　 IBV、 ILTV二温式 PCR敏感性扩增电泳图

　　 Fig. 2　 Sensitiv e banks of IBV , ILTV am plified by two-

tempera tur e PCR

1. λDNA /EcoRⅠ + HindⅢ ; 2. 100 ng IBV , 100 ng ILTV ;

3. 10 ng IBV , 10 ng ILTV; 4. 1 ng IBV , 1 ng ILTV; 5. 100

pg IBV , 100 pg ILTV ; 6. 10 pg IBV , 10 pg ILTV ; 7. 1 pg

IBV , 1 pg ILTV ; 8. 100 fg IBV , 100 fg ILTV; 9. 10 fg IBV ,

10 fg ILTV; 10. 1 fg IBV , 1 fg ILTV; 11. 0. 1 fg IBV , 0. 1

fg ILTV ; 12. 0. 01 fg IBV , 0. 01 fg ILTV .

3　讨论

　　 1985年 Saiki等
[15 ]建立了 PCR技术 , 由于其具

有快速、 简便、 敏感、 特异等特点 , 在短短的十几年

中 , PCR就已在生命科学的各个领域得到广泛应用 ,

并由单一的 PCR发展成为多种形式的 PCR。 多重

PCR能够在同一个反应体系中检测到两种以上病

原 ; 二温式多重 PCR将退火和延伸两个温度合并为

一个温度。所以在操作上更简单省时 , 用二温式多重

PCR检测 IBV、 ILTV , 能更好地提高检测速度 , 为

防治这两种疾病赢得了时间。

　　引物的设计及分析是本试验获得成功的关键。根

据各自的基因序列而设计出来的两对不同引物 ,应进

行同源性分析 ,既要扩增各自的基因片段引物间又不

会形成二聚体。同时在设计引物时还应考虑各扩增片

段的大小要有一定的差别 ,这样有利于在凝胶电泳时

区分各自的扩增条带 ,相差太大或者很接近都不利于

电泳凝胶分析。本试验所设计的两对引物 , 能成功地

扩增出两条大小分别为 1 720bp ( IBV )、 647bp

( ILTV )的片段 ,其片段大小很容易在电泳凝胶上区

分出来 ,说明本试验所设计的两对引物用于二温式多

重 PCR是成功的。

　　在进行二温式多重 PCR时 , 选择合适的退火-

延伸温度十分重要 ,由于退火 -延伸是在同一温度下

完成 , 因此 , 在选择温度时 , 应选用适合两者都能扩

增的温度范围。同时 ,也应根据扩增片段的大小来选

择扩增条件 , 由于在多重 PCR反应中总是有利于片

段较小的片段优先扩增的原则
[9 ]

, 本试验所扩增的

IBV片段为 1 720bp, ILTV为 647bp,两者相差较大 ,

所以在选择适合两者都能扩增的温度范围时 ,应优先

选择扩增 IBV的退火 -延伸温度。从试验结果可以

看出 , 只要退火 -延伸温度选择得当 , 是可以获得均

一明亮的 2条扩增带。

　　在进行二温式多重 PCR时 , 为了使各扩增片段

都能得到均一的扩增 ,调整引物浓度也十分关键 ,因

为引物浓度直接影响到扩增效果。 从本试验可以看

出 , 当 IBV的引物浓度为 1 200 ng , ILTV的引物浓

度为 100 ng , IBV扩增片段很清楚 , ILTV扩增片段

不出现 (如图 3中的 4) ; 当把 ILTV的引物浓度调整

为 300 ng , IBV的引物浓度仍为 1 200 ng时 , IBV扩

增片段很明亮 ,而 ILTV扩增片段不明亮 (如图 3中

的 5) ; 当把 ILTV引物浓度调整为 1 000 ng时 , IBV

引物浓度为 1 200 ng时 , ILTV扩增片段很明亮 , 而

IBV扩增片段不明亮 (如图 3中的 7) ;当 IBV、 ILTV

二种引物浓度相同时 (都为 600ng ) , ILTV扩增片段
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图 3　 IBV、 ILTV不同引物浓度二温式 PCR扩增电泳图

　 Fig. 3　 Specific banks of IBV , ILTV amplified by tw o-tem-

pera tur e PCR at different concentration of primer s

1.λDN A/ EcoR Ⅰ + Hind Ⅲ ; 2. 1 200 ng IBV; 3. 600 ng

ILTV; 4. 1 200 ng IBV+ 100 ng ILTV ; 5. 1 200 ng IBV+ 300

ng ILTV ; 6. 600 ng IBV+ 600 ng ILTV; 7. 1 200 ng IBV+ 1

000 ng ILTV; 8. 1 200 ng IBV+ 600 ng ILTV.

十分清楚 , IBV扩增片段不出现 (如图 3中的 6) ; 只

有当 IBV引物浓度为 1 200 ng、 ILTV为 600 ng时 ,

所扩增的片段都能同时扩增出来 ,即获得均一的扩增

条带 (如图 3中的 8)。我们的实验结果表明 ,扩增片

段越长 , 所需引物浓度越多 , 扩增片段越短 , 所需引

物浓度相应就少。

　　本试验对 5株不同血清型的 IBV毒株 , 4株不同

的 ILTV毒株进行扩增检测 ,结果均能扩增出 2条明

亮的 1 720 bp ( IBV)、 647 bp ( ILTV )条带 , 而对对

照的其它 6株不同的禽病病原体的扩增结果都为阴

性 ,说明本试验所建立的二温式多重 PCR是成功的 ,

具有良好的特异性。

　　本试验选用的最佳引物浓度及最佳反应条件来

进行敏感性试验 ,结果表明 ,该二温式多重 PCR最低

能同时检测到 10 pg的 IBV和 ILTV的核酸模板 ,由

此可以看出 , 该二温式多重 PCR仍不失为一种高灵

敏度的检测方法 , 可用于检测 IBV、 ILTV的临床样

品。

　　 IBV、 ILTV是危害养禽业发展的 2种主要呼吸

道传染病 ,一直以来 , 都是依靠常规的病原分离和血

清学等方法来分离鉴定 , 受到很多因素的影响 ,如人

为因素的影响等 ,致使在判断时会出现假阳性或假阴

性的结果 , 导致出现错诊、 误诊、 漏诊的现象 , 严重

影响对这些疾病的有效防制。而该二温式多重 PCR

技术的建立 ,可以大大地提高对这两种疾病的检测速

度和准确性 ,特别是对病毒早期感染的鸡群和隐性带

毒的鸡群的检测 ,有效地防止这些疾病的蔓延 ,减少

由这两种疾病造成的损失 , 为进一步控制和消灭这 2

种呼吸道病具有十分重要的意义。
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