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用反转录．聚合酶链反应检测B组轮状病毒 
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轮状病毒(Rotavirus)是属于呼肠病毒科(Reoviridae)的双链 RNA(dsRNA)病毒。至今已 

将轮状病毒分为七个组(A～G)。已经发现的 B组轮状病毒分别来自人、大鼠、牛、猪、羊。近 

十年来，通过轮状病毒的研究．轮状病毒 B组已被公认为引起人及不同动物腹泻的流行病学 

的重要因素⋯。叉由于B组轮状病毒和引起人腹泻的 A组与 C组轮状病毒的亲缘关系很近， 

对 B组轮状病毒的研究受到日益重视。 

传统病毒学检查中，免疫分析法是实验室诊断的主要方法。目前商业化生产的免疫检测 

试剂多是针对 A组轮状病毒(GAP,v)，虽然已经发展了 B组轮状病毒(GBRv)的免疫检测及 

免疫电镜技术，但由于B组轮状病毒不同与 A组和 c组轮状病毒，无法通过体外细胞培养进 

行增殖．故无法大规模制备 GBRV的抗血清，因而免疫诊断存在困难 · 。尚有一些其它技术 

用于检测 GBRV．但仍存在局限性．如常用的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测通常要求 10 ng以上的 

病毒 RNA；核酸杂交虽行之有效，灵敏度较高，但这种方法需要特异的克隆探针 J。固此，建 

立一种快速、灵敏和准确的实验室诊断方法就极为必要。 

材料和方法 

A组轮状病毒 SA 11由中国预防医学科学院病毒学研究所洪涛院士提供，NCDV株由江苏农科院提 

供=其余各株均为本室近十年来采集并鉴定后低温保存的样品(一70℃)。 

反转录酶 AMV、Taq DNA聚合酶为 Promega产品，dNTPs购自华美公司 

寡桉苷酸引物 ：采用亚磷酰胺洼在军事医学科学院合成。引物 P1：IDIR基四 3正链的 899～91 9碱基。 

在它的 5 端有一个接头区(带有 EcoR I酶切位点) 5 CGGAATT
—

CATGGAG
—

GCCGGCCAC
一  

三 3 (划线部 

分是病毒核酸特异序列)。引物 P2：IDIR基因 3负链 1175～1155碱基，在它的 5 端有一个接头序列(带有 

BamH I酶切位点) 5 CGGGATCCTAGAAGTATCTATCTGTGCA 3 (划线部分是病毒桩酸特异序列)。 

DNA扩增仪是上海复生 PCR 100A产品 

从 MA-104细胞提取 SA 11(A组轮状病毒)基因组 RNA参考 Shen介绍的方法㈧。从粪样中提取轮状 

病毒基因组 RNA参照王正党等的方法【 用紫外吸收洼分别谢定 260 nm和 280 I]111的光吸收值， 测定核 

收稿日期：l997一l1 03，修回日期：l997—12—26 

* 车课题是新疆科 委重点科研项 目 
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维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


276 中 国 病 毒 学 第 13卷 

酸样 品的相对纯度 和含量。 

轮状病毒双链 RNA的反转录 聚合酶链反应(RT PCR)参照 Eiden和 Gouvea的方法_J 。1～5 I 提取 

纯化后的轮状病毒职链 RNA反转录后，按下列程序进行 PCR扩增：94℃．50 ；55℃，60 s；72℃，60 S 30个 

循环后，72℃延伸 l0伪jn。取上述 I：K~R反应后的混合物 l～5 1 ．作为二敬 PCR的模板。加^ PCR反应混 

合物(终体积 5O nL)。扩增条件与 E述 PCR反应条件完全一致。PCR反应产物用 1 5％琼脂塘凝睦 电泳或 

7 5％聚丙烯酰胺凝睦电侏(PAGE)进行检测。 

结果与讨论 

轮状病毒基因组由 u 个分片段 dsRNA组成，但各组轮状病毒 dsRNA基因组不同，同组 

内不同株的 dsRNA基因组也不同(见图 1) 按 Salf电泳图型分组 ]，A组轮状病毒基因组电 

泳后呈典型的 4：2：3：2带型分区；B组轮状病毒基因组呈4：2：2：3带型；而 C组轮状病毒基因 

组呈 4 3：2：2带型特征。血清学组抗原检测的结果表明Sail的这种分型方法有一定参考意 

义，但最终分型需通过免疫学检测得以验证 l。 

图 1 几种轮犍病毒梭酸的聚 烯酰胺凝胶电泳(PAGE) 

左边罗马数字显示 小RNA大小分纽 A到 M分别是 ：̂羊羔 A组(Alken株)； 

B．j：仔猪 B组(PBI株) c：仔猪 B组(PB2株)；I)．K：羊羔B g1~f．KB 63株)； 

E：KB一63株窭验感粲曲犊牛；F．E 归山羊；0：D回归山羊： 仔稽 c_~Jl(PC1株)；J：仔猪 C~(PCZ株) 

1 ：K与 M的馄合电沫 M：仔诺 qPC3株) 

Fig 1 Schem ti f RNA elevi rophemtypm [ variou~mtavirus in polyacrylamide gel electm!ahoresis(PAGE) 

M gral J∞ is f lop bol~om Rom uⅡlb he lPn de．-ignam dsRNA size cla~ses I a s：A：lamb G．~RV 

(AIken)；B．』：poremeGBRV(PB1】．C：porcineGBRV(PB2)；T)：kidOBRV(KB 63)；E：KB一63infected calf；F：Eln 

fectext kid；( ：Dinf~t d kid；H：Ix，rc|1̈IGCRV(PCI)；[：porcine GcRV(pc2)；K：lamb GI~RV(KB一63)；L：K+M； 

M．po~tne GPRV(PC3) 
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山羊 GBRV KB-63株基因组经 PAGE后，采用 日本薄层色谱扫描仪 CS一900在 5501m 

波长下对其进行光密度扫描测定(见图 2)。峰值所显示的数字对应于相应的基因片段，可以 

看出轮状病毒基因组在电泳图谱中分段排列的规律。 

图2 山羊 KB一63株基固组的光密度测定 

峰值所显示的数字对应于相应的基因片段 

Fig 2 De~itometric tracings of the genomc profit~ 0f GBRV KB-63 

strain peak numbers correspond【o gene segment numbers 

10“L的PCR扩增产物于 I．5％琼脂糖凝胶上进行电泳，60V电泳 l h后，溴化乙锭染色 

15 min，紫外下观察结果(见图 3)。2 I 的 PCR扩增产物 7 5％聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳， 

30 mA电泳 1 h，银染显色(见图 4)。箭头所示位置为290 bp的扩增产物。从感染了 KB一63 

株的山羊、绵羊和牛的腹泻粪样中提取的核酸，经 RT—PCR，电泳检测后，均获得特异的扩增产 

物，片段大小(290 bp)与预期相符。同时检测各株A组、C组和猪 B组轮状病毒所感染的粪样 

和健康牛的粪样，未获得特异的扩增产物 

早先核酸杂交的结果证实 GBRV IDIR 3片段基因克隆可以检测出几个不同来源株的 

GBRV RNA[3]
， IDIR 3片段基因的核酸序列与报道的 GARV基因不互补，其末端序列与 

GARV各株中保守的末端序列也不同 J，说明了 GBRV基因3序列的相对保守性。而我们在 

感染了GBRV的绵羊、山羊和牛腹泻粪样中用 RT—PCR的方法得到长度为290 bp的持异扩 

增片段。王正党等 经实验证实，引起绵羊和山羊腹泻的同一株轮状病毒(KB一63株)，且该 

病毒能引起剥夺初乳的犊牛腹泻，其病毒形态，核酸电泳图型 ELISA组抗原检测均与原接种 

毒株 KB一63一致。迄今为止，我们在新疆地区所检测出的绵羊、山羊 B组轮状病毒都有相同 

的电泳图型，而检测的仔猪 B组和 c组电泳图型则多有不同_8。。我们的核酸杂交结果也说明 

了感染绵羊、山羊的B组轮状病毒在这一区段的保守性(待发表)，更进一步的基因序列方面一 

的工作尚待进行。 

采用 IDIR株 3基因的引物对 A组轮状病毒(GARV)、猪B组轮状病毒(OBRV)和C组轮 
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图3 PCR扩增产物的琼脂精凝腔电 

【0p1 扩增样品电诛后甩漠己锭染色。箭头所示的是 290 bp的 RT—PCR产物 A：DNA分子量(PGEM7ZI 

(+)／HaeⅢ)；B：山羊 B组(KB一63株)；c：KB一63实验感染牛；D：绵羊 B蛆(KB一63株)；E B组 KB一63株 

的二次PC耳扩增 ；F：猴 A组(SA 【1株)；G：山羊 A组(,Mken株)；H：猪 B组(Pm 株)；I：猪 C组(PC1)；J：未 

感染犊牛粪样 

Fig 3 Electrophoretic ana[ysis ofthe PCR—amplified products on1 5％ agaH) gel 

10 sa11lp】es of the RT PCR mi~ture⋯ e ana[ysed The arrowhead indicates the po ⋯ of the 290 bp PCR 

prod⋯I t l』 A：~ rker；B：kid(mRv(KB一63 strain)；C：KB～63一inf~ted calf；D：lambGBRV；E：second 

PCR amp[ifi ation ofGBRVKB一63 Htrala；F：simlaaGARV(SA～1I~tmin)；G：kidGARV (AIken strain J；H： 

V~rcine GBRV (PB2 strain)；I：porcine GCRV(PCI strain)；J uninfected calf s~cimen(ca1f hour．【8 hr) 

图4 PCR产物的聚丙烯酰胺凝腔电诛分析 

取 21．1 扩增后的样品，电侏后银染显色。箭头所示是 290 bp PCR扩增产物所在位置 A：山羊 A组 (Alken 

株)；B：猪 B组(PB2株)；C：山羊 B组(KB 63株)；D：KB一63稀宴验感 犊牛后的腹泻羹样；E：猪 C组(PCt 

株)；F：DNA舒子量标准(PGEM7Zf(+)／I-he~)。从上至下舒干量分别为：657，a58．434．328。289．267．174， 

142．102．8O bD。G 未感染牛粪样。 

只有 c和D能够产生290bp的特异扩增片段。 

Fig 4 Pcayacrylarrdde gel of PCR produ~s with IDIR gone 3一specific primers 

2V[mmp[~ of the RT—PCR mixtttre visualized ⋯ s Df PAGE and silver staining The arrowhead indl 

~ate日the position ofthe 290 D：KB一63一i．f~ted calf sp~imen；E：porcineGCRV(PCI strain)；F：DNA ～ ker 

[PGEM 7Zf(+)．HaeⅢ]Fromtopto bottom；657．458，434．328．289．267．174，142，102．80 hp G：u【J_nfected 

calf Only C and D produce a charaner c segment length． 

状病毒(GCRV)感染的腹玛粪样进行检测不能得到目的基因片段的扩增产物。Eiden等在 

1991年的最初报道中采用对应于 GBRV IDIR株 3片段基因的引物进行 RT—PCR，只能检测 

出大鼠和牛的B组轮状病毒。同时采用对应于 GBRVADRV株 11片段基因的一对引物进行 

扩增，检测出成人和大鼠的B组轮状病毒⋯。所不同的是，我们采用 IDIR株 3片段基因的特 

异引物，用RT—PCR从山羊、绵羊和牛的腹泻粪样中成功地检测到 B组轮状病毒。目前已应 

用RT—PCR对A组轮状病毒进行了分型_J ，但由于 B组轮状病毒不同于A组和 C组轮状病 

毒，无法通过细胞培养进行增殖lj- ；电镜结果也已证实，B组轮状病毒在粪样中结构不稳定， 

．．．-盘 = 一 

E 

D 一 

■ 
C 

B  

^ 
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降解、破碎比A组要严重得多 51，大大增加了 GBRV分子生物学研究的困难。综合这些结果， 

我们认为：就 B组轮状病毒而言，为了选择一对通用引物和数对型特异性引物，对各种 GBRV 

株的核酸序列进行分析是必要的。 

理想状态下，PCR相当灵敏，坦粪样中存在的反转录酶抑制物会影响检测的灵敏度lJ 。 

此外，引物中的二级结构对扩增也有影响。采用二次 PCR技术后，能够弥补第一次扩增实验 

中的某些不足，从而使 PCR技术更趋完善。尤其是在样品较步情况下，可通过二次 PCR获得 

大批量的 cDNA，便于研究工作的进行，充分体现出 PCR快速、灵敏的特点。 
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Detection of Group B Rotavirus by RT-PCR 

Han Xinbing ‘ Zhang Fuping。 Wang Zhengdang Huang Jiasi 

(Faculty ofAnimal Medicine．)(；ng3iangAgrwulturaI University．Urumqi，Xinfiang 830052) 

(StateKey Laboratory ReproductiveBidoe~，Instituge ofZoology，ChineseAcadony of&／e~-es，Be~jing 100080) 

Abstract A diagnostic assay was presented to detect group B mtavims(GBRV)in fecal speci 

mens with reverse transcription-polymerase chain reaction (RT—PCR)．GBRV double-strand 

RNAs(dsRNA)isolated from stool samples were reverse transcribed and amplified by PCR using 

two oligonucleotide primers which were derived from genomie~gment 3 of the IDIR (intestinal 

disease of infants rat)strain of GBRV．This RT—PCR assay permitted the sensitive and specific 
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detection of a variety of GBRV in fecal specimens．W ild GBRV strains of larnb．kid were detected 

with these primer pairs bv RT PCR．Moreover．RT—PCR also permitted the detection of genomic 

R A of 1amb GBRV KB一63 strain which has been adapted to serla1 passage in cattle．The specific 

PCR products of 290 bp suggested that GBRV from lamb，kid and calf had identical sequences in 

genomic RNA； whereas the samples from feca】specimens containing group A rotaviruses 

(GARV)，swine group B rotav[rus(GBRV)and group C rotavtrus(GCRV)or fecal specimens 

from uninfected controls gave negative reaction 

Key words Group B rotavirus，Double—strand RNA (dsRNA)，Reverse transcription—polymerase 

chain reaction(RT PCR) 
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