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Abstract：Field avian infectious bronchitis virus(IBV)designated as JS／95／o3。which was isolated 

from Jiangsu province of china，was cultivated in chicken embryo．It’S single strain RNA was extract— 

ed from purified virus and worked as template of reverse transcription polymexase chain reaction f RT— 

PCR)，a pair of primer designed according to megalign results of published IBV sequences in Genbank 

was used to amplify the neucleocapsid gene，the RT·PCR product was sequenced directly Sequence 

analysis revealed that the sequence of JS／95／03 is most homologized with that of M41 strain 
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摘要：将本室鸡传染性正气管毙病毒(IBV)江苏省地方分离肾型毒株 Js／95／03接种鸡胚．分离、纯化病毒。提取单 

股 RNA做为反转录．聚台酶链反应(RT—PCR)的扩增模板。用 Genhank公开序列多重比较后设计一对引物，使用 

单管 RT—PCR方法，特 扩增 IBV核蛋白(N)基因5‘端 854 bp的片段。扩增产物纯化后测序．序列分折表明．IBV 

N基因也存在较大变异．此毒株与呼吸型疫苗株 M41序列同源性最高。 

关键调：传染性支气管蹙痫毒；地方流行株；序列分折；N基因 
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鸡传染性支气管炎病毒(avian infectious bron． 

chitis virus，IBV)为冠状病毒科的代表种，该病毒的 

主要结构蛋白有三种，纤突蛋白(s)．膜蛋白(M)和 

核蛋白(N)。S蛋白是纤突蛋白的主要成分．其中 

s1蛋白是血清中和抗体的主要诱导者，比较容易发 

生变异，是 IBV具有众多血清型的基础[“。也是国 

内外 IBV研究工作的热点，但是，IBV不同血清型 

病毒之间免疫交叉保护很弱以及疫苗免疫效果不好 
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的问题一直没有得到很好的解决 ’ - 。N蛋白存 

在于病毒的内部，由409个氨基酸组成，分子量 46 

kD，是一种磷酸化的蛋白，占病毒蛋白总量的4O％， 

通常认为变异率不大，相对保守．主要作用是包裹核 

酸并参与 RNA的复制。但近来研究发现，N蛋白 

涉及宿主的细胞免疫 一I。Seo等应用感染能表达 

IBV N蛋白semliki forest virus(SFV)载体的靶细胞 

对 IBV N蛋白特异性的细胞毒性 T细胞(CTL)进 

行识别 J。从感染 IBV Gray株或接种能表达 IBV 

N蛋白基因 DNA载体的雏鸡中获取效应细胞，其 

CTL表位定位于 N蛋白C端 120个左右的氨基酸 

上，裂解感染能表达 N蛋白的 SFV重组病毒的靶 

细胞 CTL裂解，受主要组织相容性复合体(MHC) 

限制并由CD8 T细胞介导，而且这种 CTL裂解可 

能不受病毒血清型的限制 1l，这为 IBV的预防 

免疫研究，开辟了一种新的思路。本文以临床表现 

组织嗜性为肾型的国内 IBV江苏省野外流行毒株 

(JS／95／03)为研究对象，以GenBank公开序列为依 

据，经多序列比较后设计一对特异引物．采取单管反 

转录一聚合酶链反应(RT—PCR)法扩增出其 N基因 
一 段 850 bp的基因序列，多序列比较分析，肾型株 

JS／95／03与呼吸型 M41序列相似性最高。 

1 材料和方法 

1．1 病毒 

标准毒株 M41株，购于南京药械厂。地方毒株 

JS／95／03，1995年采集于江苏省某发病鸡场．组织 

嗜性表现为肾型．鸡胚传代保存．通过 Dot，ELISA、 

鸡胚矮小化实验、RT—PCR法鉴定。NDV N79株． 

由南京农业大学传染病组保存。 

1．2 试剂 

反转录酶 M MI V，dNTP．Taq酶为 Promega 

产品．总 RNA提取 Kit为罗氏公司产品。PE2400 

PCR扩增仅。 

1．3 引物 

参考 IBV N基因刚上 Genbank公开序列多重 

比较、分析后设计．扩增范围包括 N基因的前段大 

部分序列．全长854 bp。由大连 TaKaRa公司合成。 

PnmeT 5’5‘CGCGTGTA【 (’TCTCTAGTATT(33’ 

Primer 3’5’CCCTCCTCATTCATCTTGTCATCACC3 

l 4 病毒的增殖、浓缩 

取种毒按 10 EID50／胚尿囊腔接种50枚 10日 

龄 SPF鸡胚，37℃培养 36 h收获尿囊液，一2O℃冻 

融三次，5 000 r／rain离心 30 rain，上清移入透析带， 

置 4"C，用 PEG60oo吸水至60mL．分装至 12mL离 

心管中，离心管中事先加 2mL 25％蔗糖垫 35 000 

r／rain离心2．5 h，各用 1 mL PBS(pH7．2)悬浮沉 

淀。 2O℃备用。 

l 5 病毒纯化 

梯度离心纯化病毒，采用 30％～60％的连续蔗 

糖梯度，将上面处理好的病毒液 1 mL置梯度之上 

35 000 r／min离心 3 h，收取4O％～50％处的白色病 

毒带，PBS透析去蔗糖。 

1．6 RNA提取 

取400 L纯化病毒用 Boechringer Mannheim 

总RNA提取 Kit提取病毒 RNA，操作按说明进行一 

提取的 RNA马上进行 RT-PCR。 

1．7 RT．PCR 

采用单管 RT．PCR法。即：20“L反应体积： 

取 RNA溶液8止．加入下游引物2 L(40 pmo1)，加 

入反转录混合物 9 L(5 x buffer 4 L，10 mmol／I 

each dNTP 2,uL，25 mmol／L Mgc 2 L，RNasin 

40units(1 L)。65℃ 15 min，加 入 M-MLV 1 I 

200units)42℃ 1 h，95℃ 5 rain灭活反转录酶后置 

4"C。加入配好的 PCR混合液 80 uL(含 10×PCR 

Buffer 8ttL，MgCh终浓度 1．5mmol／L，上游引物 2 

,uL．Taq 5 u)，循环条件为：94℃ 1 min．50℃ 1 min． 

72℃ 2rain．35个循环．72℃ 10rain。置 4"C。 

1．8 RT-PCR产物检测 

取 PCR产物 6 uL在 1％琼脂糖凝胶上检测结 

果。 

1．9 基因测序 

从胶内回收纯化 RT—PCR产物．使用所设计的 

特异引物分别由3 端和 5 端直接测序。 

1．10 序列分析 

将所测序列与 GenBank公开序列进行多序列 

比较并用 DNAstar序列分析软件分析。 

2 结果 

2 l 标准毒株 M41与地方分离株 JS／95／03都能 

扩增出预期核蛋白基因 850 bp大小左右的清晰片 

段。含NDV N79株的尿囊液和正常鸡胚尿囊液阴 

性对照没有扩增产物(图 1)。 

2．2 将 JS／95／03测序结果与 GenBank公开序列 

比较，与JS，95／03最接近的 l0个序列均为 IBV核 

蛋白基因序更．比较结果在图2中列出，相似性评分 
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A B C 

一  
圈 l N基固RT PCR扩增结果 

A为 Ma~erDI．2000，井 干 量帆 1 刊 下侬戎 为 2OI)o bp．1m)0 bp。 

750 hp．500 bp．250 bp．L00 hp M41N基因扩增产物．C、D为 

IS／95／83N基田扩增产物．E为NDV N79对照。F为正常尿囊液 

阴性对照。 

Fig I Agamse gel elc<tmphoresis tlf RT-PCR amplified product of 

nucleocapsld gene 

A、DI．2000 M⋯k r；B．M4l；【’．1)．JS／95／03；E．control of NDV 

N79；F．negatIⅥ ~oatrol 

勰魏 3 
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U49858 63o7 

U04805 638 
M95169 26510 

肥8565 739 
U52596 613 

lI85244 
U21515 
鹏 52蛎 
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鹏 5244 
M21515 

1185246 
U49858 
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M95169 
1128565 
U52596 

202 
680 
579 
579 
7658 
579 
6248 
579 
26451 
680 
559 

262 
620 
5l9 
5l9 
7598 
519 
6188 
519 
26391 
620 
499 

322 
56l 
460 
460 
7539 
460 
6129 
46o 
26332 
56l 
440 

值 由高到 低按从上到 下的顺 序排 列，依次 为： 

M28566、 8,48137 M85244、 M21515、 M85246， 

U49858、U04805、M95169、M28565、U52596，(均 为 

GenBank序列号，代表的毒株序列依次为：M41． 

Gray， Ark99． KB8523， IBNUPRC． CU T2， 

AIU04805，BEAUDATTE，IBABEAU，N1／62)， 

Tmpseq为 JS／95／03序 列。其 中 KB8523．IB— 

NUPRC．CU—T2．AIU0480为最近报道的强变异 毒 

株。 

2．3 序列同源性分析结果 用 Dnastar分析软件 

将JS／95／o3 N基因序列与以上 GenBank中评分值 

最近的 l0个序列两两对比分析，两者结果基本一致 

(表 1)，其中，M41与JS／95／03 N基因的同源性最 

高。为 95 7％。 

3 讨论 

在多数 RNA的 RT．PCR扩增中．引物设计是 

最关键的因素之一。在引物设计中尽可能多分析一 
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2 JS／95／O3校蛋白基因 5 螭都分序列测序结果与Genltnnk公开序列比较 

Tmpseq IS／95／03．M28566为 IBVM41株核蛋白基因序列‘ 表示相同的碱基，右侧为序刊位置 

Fig 2 The alignment re*uh of p~rtlal Js／95／03 Nucleoproteln gene~quence in G甘Ibank 

Tmp~q 1lie~equence of Js，95／03．the others are accession numbe~of that registered in Gen~ nk 

Same Imse expre~ d with ‘．‘．Base posid~ are indicated毗 righrside． 

衰 1 JS／95／03 N基因序列与 Genb~mk中评分值量近的 10个毒糠序爿比较结果 

Table 1 c0mp日rat】0rI Between sequenc~of JS／95／3 and ten m。n similar strains in GenBank 

些参考序列，使用引物分析软件仔细分析所选引物， 

能收到事半功倍的效果。本文使用的这对引物．在 

JS／95／03毒株 N基因的扩增中十分稳定。在对其 

他一些 IBV毒株 N基因的扩增中，用这对引物也可 

以进行有效的扩增，表明此对引物有一定的通用性 

冠状病毒核蛋白基因的保守性超过 94％．一般 

认为是高度保守的。Sapats等 测了 8株致病力 

和组织嗜性不同的 IBV自然发生毒的 N蛋白基因 

和 3 端非编码区(UTR)序列，序列分析后按推导出 

的氨基酸相似性将这8株病毒分为I、Ⅱ两群，I群 

内毒株问的相似性在 92 3％～98 8％。 I1群内毒 

株的相似性在 85．8％一89 2％．但不同群毒株之间 

的序列相似性仅为 60 0％--63．3％，在整个 N基因 

内，甚至在过去认为保守的区域．有广泛的替换、缺 

失和插入 Jia等分离鉴定了一株独特的 IBV抗原 

变异株 CU—T2．它的 s1糖 蛋白携带了 Arkansas 

(Ark)和 Massachusetts(Mass)两个血清型的病毒中 

和和血清型特异的抗原表位 。序列分析发现此 

病毒原为 Ark血清型．通过突变获得了 Mass型特 

异的抗原表位，证实点突变可以在野外产生 IBV抗 

原变异株。进一步观察发现．涉及 3个不同 IBV毒 

株的两处不同重组发生在CU—T2的 s2糖蛋白基因 

和核蛋白基因．说明自然界中的 RNA重组可以发 

生在多个基因。CU—T2的另一个重要特性是其核 

蛋白基因的一半被 Holland 52株(H52疫苗株)的基 

因序列所取代．证明了疫苗株之间的基因重组与 

IBV野外变异毒株的产生有关。Kotfier等用两个 

不同的 IBV毒株M41和 Beaudette共同实验感染鸡 

胚，观察能否在两株病毒闻发生重组．通过基因序列 

分析、单克隆抗体中和实验等方法证实在 N基因和 

3 端 UTR区发生了重组．产生有感染性的重组基固 

组，获得环境因素影响 IBV分化变异的实验室证 

据” 。因此．IBV 的N基因的保守性可能并非如 

通常所认为的那么严格，N蛋白可能也不仅仅在包 

裹核酸和病毒复制方面有作用，在病毒的基因变异 

与蛋白质变异．血清型变化与免疫防护，病毒的进化 

与免疫逃逸等方面也有重要作用。 

JS／95／03毒株是从江苏省本地分离的 IBV流 

行株．毒力较强，临床表现型为肾病变型，能够造成 
一 定范围内的流行，在致病感染实验中．其损伤的主 

要器官是肾脏．发病率和病死率也远远高于传统的 

呼吸型弱毒疫苗株M41，但其 N基因多序列比较的 

结果是这两者的序列同源性最高。另外，我们也将 

JS／95／03的完整 sI基因进行了测序和序列分析 

(C-enBank Accession No：AF208239．未发表)，与 Js／ 

95／03 S1基因序列同源性最高的也是 M41株。既 

两个不同结构基因的分析结果一致．都与表现型互 

相矛盾。JS／95／03究竟是 M41的突变株还是自然 

界中的野生型肾病变毒株，从序列分析的结果来看 

似乎更倾向于前者，如果这样，JS／95／03致病 力的 

改变有可能就是由突变引起的。现在仍然有许多问 

题不是很清楚，比如病毒致病力的改变需要多少突 

变?在哪些位点上的突变更重要?单基因突变还是 

两个或两个以上的基因突变更重要?哪些因素容易 

引起 IBV的突变?以及 IBV弱毒疫苗使用的安全 

性如何?自然界中有多少不同 IBV毒株共存?这 

些毒株的来源是什么?各不同毒株在自然界中的相 

互作用关系如何等。弄清这些问题可能很不容易， 
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需要做更多的工作来证实。 
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