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鸡传染性支气管炎病毒(IBV)属于冠状病毒科冠状病毒属．可引起鸡呼吸道、输卵管、肾 

脏、肠道及腺胃等多部位病变。近年来，由于新的 IBV变异毒株不断出现．从而导致鸡传染性 

支气管炎病的不断爆发 ．造成严重的经济损失⋯。IBV的基因组为单股 RNA，约 27．6 kb，该 

基因主要编码 3种主要结构蛋白：纤突蛋白(s)、膜蛋白(M)和核衣壳蛋白(N)，其中s蛋白成 

熟裂解为s-和 两个蛋白亚基。S-蛋白是 IBV的主要免疫原基因．可刺激机体产生中和抗 

体．决定病毒的组织亲嗜性，在病毒血清学分类中起主要作甩_I．2】。H株是 1993年在河南省 

分离的典型肾病变 IBV毒株．我们对 IBV的H株 sl基因进行了RT-PCR及酶切分析．并将其 

PCR产物克隆入质粒载体．为进一步研究 IBV的 H株分子生物学特性和研制 IBV基因工程 

疫苗打下基础。 

1 材料和方法 

1 1 病毒 H株．广东肾病变 IBV致弱株 和 IBV呼吸道型强毒株 M．1．均为鸡肛适应毒．由华南农业大 

学禽病室提供。 

1．2 寡接苷酸引物 根据巳发表的IBV Beaudette株 S1基因序列(Btn~ et a1 1986)设计 PCR引物，两引物 

间为包含有整十 Sl基因的 1．66 kb片段口J．由上海生物工程公司合成。引物 P 含有 SI基因5 端 自第 53位 

碱基的序列．其 5 端有 EcoRI酶切位 点、P1{5 TCGAATTCTGGTAAGAGATG2~GGTAA(27 bp)；引物 为 

与 Sl基因 3 端至第 1 717位碱基互补的序列．且其 5 端有 BamH I酶切点． ：5 TTGGATCCATAAC． 

TAACATAAGGGCAA(27 bp)。 

1．3 病毒增殪置 RNA摄取 将各病毒经尿囊腔逾径分别接种 9日龄 SPF鸡胚(由广东生物药厂提供)．37 

℃培养 30 h收取尿囊液．差速离心后用经 DEPC处理过的水悬浮病毒。抽提 RNA所有用水及水溶液均经 

DEPC做去 RNase处理 加 sDs(终浓度2％)和蛋白酶 K(终浓度250 g／mL)．55℃作用 45rain．等量水饱和 
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酚、氯仿／异戊 醇(t4：1)各抽提一次，加凡 2倍体积无水乙醇和 1／lO体积 2mo L醋酸钠(pH4．0)．一20℃ 过 

夜。12 000 r／rain10rain后 70％冷 乙醇洗涤两次 ，真空抽干 后用水悬浮 RNA．95℃ 变性 5rain后进入反转 录 

体系。 

1．4 RT-PCR 5×缓冲液 4,uL．RNA样品 10 L．10mmol／I dNTP 2 I ，RNasin1 L，引物 (20mtn0I／L) 

2 L，AMV RNase(1 u／ L Promega)1 I 共 20 I ，42℃温育 1 h后进行 PER。10×缓冲液 5 L．RT产物 l0 

L，引物 P1(20 pmol／L)1 L．水 33 L．95℃变性 10min后加 1 I Taq酶(1 u／ L．BM 公司 )．石蜡 油 50 L． 

混匀后置水浴式 PCR自动扩增仪(北京新技术应用研究所 )上进行扩增 。预先 72℃ 2rain后再进行 93℃ 60 

s．50℃ 60 s．72℃ 180 5．共30十循环．72℃后延伸5min，产物于古溴化乙锭(EB)的 1 2％琼脂糖凝胶上电泳 

后紫外检测。 

1．5 酶切分折 将 H、 -及 ．毒株的 PCR产物分别用 BstYI，Hae~I和 EeoRI(均为 Promega产品)．按说明 

书进行酶切后 ．在 2％琼脂糖凝胶(台 EB)上电泳紫外检测。 

2 结果与讨论 

2．1 PCR产物 IBV 的 H株 、 I株和 M。【株经 RT-PCR扩增后 电泳分析表明三者均得到了 

1．66 kb的片段 ．与预期结果一致(图 1)。 

2．2 酶切分析 IBV的 H株 s】基因 PCR产物经 BstYI酶切得到 1．0 kb和 0．66 kb两个 片 

段 ．经 HaeⅢ酶切得到 0．9 kb、0．4 kb和 0．36kb三个片段 ．经 EcoRI酶切后仅一条 l 66 kb片 

段，证明该 PCR产物中无 EcoRI酶切位点。IBV的H株与 D4l株和 M{】株 s】基因PCR产物 

酶切结果完全一致，按 Kwon等的 PcR／RFLP分型方法[引．可判定 IBV的 H 株属 于 Mass血 

清型(图 1)。 

图 1 IBV的 H株 S，与其它两株 IBV的 PCR]RFLP分型的 比较 

F ．1 Comparison of t~ttem 0f IBV H strain S1 with the other twD IBV strains by pCR／RFLP 

lmne1．6．11：NtR322／HIMI； e 2．7．12：H． 1丑ndM．1 pcR products repeetivdy；I丑ne 3．8，13：H，D．】and M‘I 

PCR preduel~惴 digested b It6tYI respectively；lane 4，9．14：H． 1丑ndM ．1 PCR productswere algest~ byHae 

Ⅲ 坤spectjve ；Lt~le 5，10．15：H， l andM4I PcR preduets雌 &gest~l by EmR I re~ etlvely． 

2．3 由于国内 IBV各血清型标准毒株不全，因此，很难用中和试验确定地方分离株的血清 

型。Kwon等 ’ 证明 IBV S。基因 PCR／RFLP分型结果与中和试验测定的血清型一致，PCR／ 

RFLP分型与中和试验相比具有简便、快速的优点 本实验中将 IBV的 H株 sl基因的 PCR 

产物分别用 BstYI、Haem和 EeoRI酶切，其结果与 l株和 M4【株的 PCR／RFLP带型完全一 

致。按 Kwon等的判定方法 ．IBV的 H株属于 Mass血清型。IBV的 H株是从典型肾病变鸡 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 赵振芬等 ：鸡传染性支气管炎病毒 H株纤 突蛋白基因的 RT-PCR／RFLP分型 199 

分离得来．D41株为肾变 IBV致弱株．它有效 防制 了许多鸡场 肾型 IB的发 生⋯2．然而它 们的 

PCR／RFLP分型却与呼吸道型毒株 M 1相 同。这与 Kwon等【3 报道 的不同，Kwon证 明美 国 

IBV肾变株 Gray、Hoke与 M4．的 s，基因 PCR／RFLP不 同，用 HaeⅢ酶切可将它们区分开来。 

廖明等 对 IBV的 D4．株 s1基因序列分析认为 s．基因变异程度与 IBV的临诊表现和血清学 

反应不呈强相关关系．而江国托等口 研究不同 IBV毒株对不同靶器官 的组织 嗜性，组织培养 

中和试验和 S1基因的 PcR／RFLP的结果表明 IBV组织嗜性与其血清型和 s1基 因变异紧密 

相关。三者确切的相关性还需进一步的试验证明。 
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Abstract：A 1．66 kb expected S1 gene fragment of avian infectious brochltis virus(IBV)H strain 

WaS amplified by RT-PCR．Its PCR／RFLP pattern WaS similar to IBV D41 strain and M4l strain 

when digested using BstYl，HaeⅢ and EcoRl respectively．IBV H strain WaS thought as Mas· 

sachusetts serotype． 
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