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摘要　将插有传染性喉气管炎病毒(ILTV)糖蛋白 B(gB)基因的重组质粒 pILgB 克隆 , 然后用

碱法抽提 , 乙醇沉淀。质粒pILgB 经 EcoRI酶切后 , 用地高辛标记 , 获得 ILTVgB基因的核酸探

针。该探针分别与传染性喉气管炎病毒 , 传染性支气管炎病毒 , 传染性法氏囊病毒 , 禽流感病

毒 ,马立克氏病病毒 , 新城疫病毒核酸斑点杂交 , 发现只有传染性喉气管炎病毒的核酸有阳性

反应 , 说明该探针对 ILTV 有高度的特异性。gB 基因核酸探针与不同浓度的核酸杂交 , 能检出

0.01μg的核酸 , 表明该探针高度敏感。实验结果还显示 , 探针能重复多次使用 , 检测效果不

变。
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　　鸡传染性喉气管炎(ILT)是传染性喉气管炎病毒(ILTV)引起的鸡的一种急性致死性上

呼吸道传染病。该病早在 1925年已发现 , 历时半个多世纪仍未能控制。目前 , 世界上许多

国家均有该病发生的报道 。在中国 , ILT 是鸡的主要传染病之一。在感染鸡群 , 鸡只死亡

率平均在 10%～ 20%, 产蛋量严重下降 , 大大妨碍了养鸡业的发展 。

在 ILT 感染的康复鸡群中 , 大约 2%的鸡只发展为隐性带毒者(蔡宝祥等 ,1980), 它们

是病毒长期存在于鸡群的根源 。当前控制 ILT 的主要措施是接种弱毒疫苗 , 但接种弱毒疫

苗后部分鸡只呈潜伏性感染(Hughes et al , 1991)。据报道 , 潜伏性感染能导致病毒的扩散 ,

病毒毒力返强和引起易感鸡发病(Guy et al , 1991)。同时 , I LT 的呼吸道症状还与鸡新城疫

(ND), 禽流感(AI),鸡传染性支气管炎(IB)极相似。因此 , 临床上需要一种特异 、敏感和快

速的诊断方法。病毒的分离(Hughes et al , 1988), 电镜观察(Guo et al , 1993), 病毒血球凝

集试验(Nodaet al , 1990), 病毒中和试验(Hitchner et al , 1958),酶联免疫吸附试验(ELISA)

(York et al , 1983)等均可用于 ILT 的诊断 。遗憾的是 , 这些方法费时 , 并且有的特异性和

敏感性较差。

为了获得一种对 I LTV特异 、敏感的方法用于临床和实验室研究 , 本文报道 了 ILTVgB

基因核酸探针的制备 , 并对该探针的特异性和敏感性进行了探讨。
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1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　质粒 、酶及试剂　pILgB质粒由美国普渡大学郭培宣教授惠赠(在 pUC18 中插有含
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ILTVgB基因的 I LTVDNA EcoRI3.0 kb片段);工程菌 NM522 , pUC18华南农业大学动物

医学系微生物教研室保存;EcoRI 内切酶 , 地高辛标记检测试剂盒 , 硝酸纤维素膜 , X-

gal , IPTG购自 Boehringer 公司;DNA M arkerλDNA/HindⅢ购自华美公司。

1.1.2　病毒　ILTVDNA7#由郭培宣教授惠赠;ILTV 花县株(ILTVH)由广东省农业科

学院黄承锋研究员惠赠;禽流感病毒(AIV)由华南农业大学动物医学系禽病教研室惠赠;

马立克氏病毒(MDV)弱毒疫苗购自南京药械厂;传染性支气管炎病毒(IBV)P14E4930406

购自北京中国兽药监察所;鸡新城疫病毒(NDV)弱毒疫苗 、鸡传染性法氏囊病毒(IBDV)弱

毒疫苗由华南农业大学动物医学系微生物教研室保存 。

1.2　方法

1.2.1　pILgB 质粒的克隆 　大肠杆菌 NM522 感受态细胞的制备参照萨姆布鲁克等

(1992)的方法。于冰浴中浮育了 18 h的 200μL 感受态细胞中加入 12 ng pILgB质粒 , 冰浴

30 min , 42℃热冲击 90 s , 冰浴 2 min , 再加 800 μL LB肉汤 , 于 37℃200 r·min
-1
振荡 30

min。之后 , 将转化子涂布于含 50μg/mL 氨苄青霉素 , 40 μLX-gal , 4 μL IPTG的 LB平

板中 , 37℃培养 16 h。

1.2.2　转化子的电泳分析　挑出 LB平皿中的白色菌落 ,移植于 1.5 mL 含氨苄青霉素的

LB肉汤中 , 37℃200 r·min
-1
振荡过夜 。碱提取法抽提质粒并用 EcoRI消化 ,然后于 0.7%

的琼脂糖中电泳 , 同时以 EcoRI酶解后的 pUC18和λDNA/Hind Ⅲ作对照。

1.2.3　地高辛标记 pILgB质粒　EcoRI酶解的质粒经酚 、酚:氯仿:异戊醇(25∶24∶1)和氯

仿抽提后 , 用乙醇沉淀 , 然后按试剂盒方法进行标记。于一个 0.5 mL 的 eppendorf 管中加

入 1.0 μg 经 100℃变性的 pILgB质粒 , 2.0 μL Hexanucleo tide混合物 , 2.0 μL dNTP 标记

混合物 , 1.0 μL Klenow , 加双蒸水至总体积 10.0 μL 。混匀后 , 37℃水浴过夜 。加 2.5 μL

LiCL , 75 μL 乙醇沉淀标记的 DNA ,DNA溶解于 50 μL TE中 , -20℃保存备用 。

1.2.4　核酸杂交　病毒的处理:传染性喉气管炎病毒(鸡胚绒毛尿膜的匀浆液 , 与生理盐

水的比例是 1∶10), 鸡传染性支气管炎病毒 , 鸡传染性法氏囊病毒 , 鸡新城疫病毒 , 禽流感

病毒 , 马立克氏病病毒各 500 μL , 冻融两次 , 加入 SDS 和蛋白酶 K分别达 1%和 150 μg/

mL , 37℃2 h , 10 000 r·min-1离心10 min , 弃沉淀。上清液用酚 ,氯仿抽提 , 再用乙醇沉淀

核酸 。核酸溶解于 20μL TE中 。

硝酸纤维素膜的处理:首先将硝酸纤维素膜于双蒸水中浸泡 2 h , 然后在 20倍的 SSC

中浸泡过夜 , 再 80℃烘干 。

点样:核酸样品于 100℃水浴中变性 10 min后 , 点于硝酸纤维素膜上 。其中 1#膜点有

pILgB , ILTVDNA7#, ILTVHDNA每孔 1.0 μL , IBDV RNA , IBV RNA , NDRNA , AIV R-

NA , MDVDNA 每孔 2.0 μL。2 #膜点上 pILgB 的连续稀释液(1.0 、0.1 、0.01 、 0.001 、

0.000 1 μg), 每孔 1.0μL。然后将膜于 80℃真空中干燥 2 h 。

预杂交:将点有样品的硝酸纤维素膜置于一杂交袋中 , 注入含 200 ng/mL Herring

sperm DNA的杂交液 10 mL , 68℃水浴浮育 4 h。

杂交试验:地高辛标记的 pILgB于100℃水浴中变性 10 min , 再加于盛有硝酸纤维素膜的

杂交袋中 , 标记质粒的含量为每 mL杂交液26 ng 。68℃水浴12 h , 之后 2倍的 SSC , 0.1%SDS

漂洗两次 , 每次 5 min。0.1倍的 SSC , 0.1%SDS液中 68℃漂洗两次 , 每次15 min。

1.2.5　显色　将膜置于 1∶2 000 的抗地高辛抗体液中浸泡 30 min , 再于含 X-Phosphate
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和 NBT 的溶液中 2 h左右。

2　结果

2.1　pILgB的克隆及鉴定

图 1　重组质粒的酶切图谱

　 1.标准λDNA/HindⅢ片段对照;

　 2.重组质粒的 EcoRI 酶切片段;

　 3.质粒 pUC18的 EcoRI 酶切片段

图 2　ILTVgB 探针与不同病毒核酸的杂交图谱

　　1.重组质粒 pILgB;　2.ILTV-DNA7#;　3.ILTVH-

DNA;　4.MDV -DNA;　5.IBV -RNA;6.NDV -

RNA;　7.IBDV-RNA;　8.AIV-RNA

图 3　ILTVgB 探针与不同浓度的核酸杂交图谱

1.1.0μg;　2.0.1μg;　3.0.01μg;

4.0.001μg;　5.0.0001μg

　　pILgB质粒转化大肠杆菌后 , 发现 LB 平

板中有大量白色菌落。挑取白色菌落于 LB肉

汤中 , 37℃振荡过夜 , 扩增细菌 , 碱法抽提质

粒 , EcoRI酶切 ,与 pUC18质粒和λDNA/Hind

Ⅲ一起电泳 , 溴化乙锭染色。如图 1 , 发现抽

提的质粒有两条核酸带 ,位于 DNA Marker 的

2.3 kb与 4.5 kb之间 , 其中一条带的位置与

pUC18质粒一致。经测算 , 这两条带的碱基

为3.0 kb和 2.7 kb。表明所克隆的质粒为插

有 ILTVgB的重组质粒 , 即 pILgB质粒。

2.2　核酸探针的特异性

地高辛标记的 pILgB 质粒分别与 pILgB ,

ILTVDNA7 #, ILTVHDNA , IBDVRNA , IB-

VRNA , NDVRNA , AIVRNA , MDVDNA杂交 ,

结果如图 2 所示 , gB 探针与 pILgB ,

ILTVDNA7 #, ILTVHDNA 杂交为阳

性 , 与 IBDVRNA , IBVRNA , NDVR-

NA , MDVDNA , AIVRNA 的杂交为阴

性 , 表明该探针对 ILTV有高度的特异

性。

2.3　核酸探针的敏感性

地高辛标记的 gB 探针分别与

1.0 、 0.1 、 0.01 、 0.001 、 0.000 1 μg

的 pILgB质粒杂交 , 如图 3所示 , 该

探针能检出的最小量核酸为0.01μg ,

表明该探针有高度的敏感性。

2.4　核酸探针的稳定性

用回收的杂交液 , 第二次 , 第三

次用于斑点杂交 , 结果与第一次相同 。

2.5　实验的重复性

以相同的方法第二次 , 第三次标

记 pILgB质粒 , 并与 pILgB , ILTVD-

NA7 #, ILTVHDNA , IBDVRNA ,

IBVRNA , NDVRNA , AIVRNA ,

MDVDNA杂交 , 均获得相同的敏感

107第 3期 郭霄峰等:鸡传染性喉气管炎病毒 gB基因核酸探针的研究 　　



性和特异性。

3　讨论

ILTV 的主要抗原基因 gB基因位于 ILTVDNA的 EcoRI 3.0 kb片段中 , 其编码的糖蛋

白对 I LTV感染的鸡有明显的保护作用(Kongsuwan et al , 1991;York et al ,1991)。本实验

成功地将 I LTVgB克隆 。

用分子生物学的方法诊断 ILT 已有不少报道(Scholz et al ,1994;Keam et al 1991), 其

中有同位素标记的核酸探针 ,地高辛标记的核酸探针(Keam et al , 1991;张绍杰等 , 1996),

生物素标记的核酸探针(童光志等 , 1992)。但由于同位素存在放射性危害以及半衰期短的

缺点 , 应用和推广受到很大的限制。试验证明 , 生物素标记核酸探针的敏感性尤其是特异

性差(王永山等 , 1994)。因此 , 本研究用地高辛标记 ILTVDNA , 制备了 ILTVgB 探针。该

探针分别与不同病毒的核酸杂交 , 发现只有 ILTVHDNA , ILTVDNA7#, pILgB为阳性反

应 , IBVRNA , IBDV RNA , AIVRNA , NDVRNA , MDVDNA 为阴性反应 , 表明该探针对

ILTV 有高度的特异性 , 并且能检出来自不同毒株的 ILTVDNA。

为了测定 gB探针的敏感性 , 实验中用不同浓度的核酸与探针反应 , 结果表明 , 该探针

能检测的最小核酸量为 0.01μg , 说明 gB探针检测 I LTV具有较高的敏感性。

地高辛制备 DNA探针的另一个优点就是探针的稳定性。实验中 , 同一批杂交液 , 重复

使用 3次 , 均具有相同的敏感性和特异性。因此 , 地高辛标记的 DNA探针经济 , 实用 。

目前常用于 ILT 诊断的方法有病毒的分离 , ELISA , 琼脂扩散等。病毒的分离法准确 ,

但需时长(一般要 5 d左右)。ELISA不能检测出潜伏感染的病毒 , 并且常受非特异性因素

的影响。琼脂扩散的敏感性差(卡尔尼克 , 1991)。Keam 等(1991)报道 , ILTVDNA 核酸探

针能检出潜伏感染的 ILTV , 并且能检出 0.01 μg 的 I LTVDNA 。因此 , gB 基因探针在

ILTV 的鉴别上无疑是一种特异 、敏感 、快速的方法 。

致谢　郭培宣教授赠送 pILgB 质粒和 ILTVDNA7#;陈金顶老师提供有益的帮助 , 在此一并表示感

谢。
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PREPARAT ION AND SPECIFICITY OF INFECT IOUS

LARYNGOTRACHEIT IS VIRUS GLYCOPROTEIN

B GENE PROBE

Guo Xiaofeng

(Dept.of Veterinary Medicine , South China Ag r.Univ., Guangzhou , 510642)

Abstract

The plasmid(pILgB)w ith Infectious Laryngo tracheitis Virus(ILTV)glycoprotein B(gB)

gene w as cloned in E.coli NM 522.After amplification in LB , the plasmid w as ex tracted

and digested completely with EcoRI.The digested products w ere labeled wi th DIG-DNA

labeling kit and an ILTVgB DNA probe w as obtained.DNA and RNA from different a-

vian vi ruses w ere hybridized w ith the labeled probe and the result indicated that the labeled

probe showed positive reaction to ILTV-DNA , and no cross reaction to other avian virus-

es.With serially diluted DNA , the minimum quantity of DNA detected with the probe w as

0.01 μg.Three times hybridization with the same hybridization solution containing

I LTVgB probe yielded identical result.

Key words　infectious laryngotrachei tis vi rus;gly coprotein B gene;DNA-probe;digoxi-

genin
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