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·技术与方法·
五种主要上呼吸道病毒多重 RT-PCR 检测方法的建立

陈 勇 李耀辉△ 阎 芳 邵建新 王小柯
（潍坊医学院 山东 潍坊 261053）

摘要 目的：建立甲型、乙型流感病毒、呼吸道合胞病毒 A 型、B 型（RSV-A、RSV-B）和腺病毒（ADV）五种主要上呼吸道病毒的多

重 RT-PCR 检测方法。方法：利用 Primer premier5.0 分别针对甲型流感病毒的 M 基因、乙型流感病毒的 PB1 基因、RSV-A 和

RSV-B 的 F 基因及 ADV 的 hexon 基因设计五对特异性引物，对 Mg2+、dNTP、引物浓度及退火温度等进行优化，建立同时检测甲

型、乙型流感病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV 的多重 RT-PCR 方法，并验证该检测方法的灵敏性。结果：所建立的五种病毒的多重

RT-PCR 方法可以同时或者分别扩增甲型、乙型流感病毒、RSV-A、RSV-B 及 ADV 的 141bp、635bp、525bp、377b 和 283bp 基因片

段，敏感度分别达到 770PFU/ml、800PFU/ml、680PFU/ml、970PFU/ml 和 850PFU/ml，且五种病毒间无交叉反应。结论：所建立的多

重 RT-PCR 方法可以迅速准确地检测甲型、乙型流感病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV，为五种病毒的检测提供了一种方便易行的方

法。
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ABSTRACT Objective: To establish multiplex RT-PCR method for detecting five kinds of main respiratory viruses such as
influenza A and B virus, respiratory syncytial virus (RSV) types A and B and adenovirus(ADV). Methods: Five pairs of specific primers
were designed with the Primer Premier 5.0 to detect M gene of influenza A virus,PB1 gene of influenza B virus, F gene of RSV-A、
RSV-B and hexon gene for ADV; the optimal reaction conditions of Mg2+ concentration and annealing temperature were optimized to
establish a stable and specific multiplex RT-PCR reaction for the rapid detection of four kinds of main respiratory viruses; then the
specificity and sensitivity of the RT-PCR reaction were checked. Results: The multiplex RT-PCR reaction established could amplify
141bp, 635bp, 525bp, 377bp and 283bp of influenza A and B virus, respiratory syncytial virus (RSV) types A and B and ADV; the
sensitivity were 770PFU/ml, 800PFU/ml, 680PFU/ml, 970PFU/ml and 850PFU/ml and there was no cross-reactivity between the four
types. Conclusion: The multiplex RT-PCR reaction established could differential diagnosis of influenza A and B virus, RSV-A, RSV-B
and ADV rapidly. It supplied an easy method for detecting five kinds of main respiratory viruses.
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前言

上呼吸道感染属于最常见的感染性疾病，其中高达 90%以

上由病毒引起,甲型流感病毒、乙型流感病毒、呼吸道合胞病毒

A 型、B 型、腺病毒及副流感病毒等是上呼吸道感染的主要病

毒[1]。目前国内外常见的检测方法有细胞瓶分离培养，血清学方

法及多重 RT-PCR 检测方法等[2]。其中多重 RT-PCR 技术可以

在一个反应体系中同时扩增多个目的基因，尤其是对于具有相

似临床症状和流行病学特征的病原体的鉴别诊断具有重要意

义[3，4]。本研究建立了一种可以同时检测甲型流感病毒、乙型流

感病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV 五种主要呼吸道病毒的多重

RT-PCR 检测方法，为五种病毒的鉴别诊断提供了迅速、准确

的方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 病毒 甲型流感病毒、乙型流感病毒、RSV-A、RSV-B 和

ADV 五种病毒均为哨点医院送检的阳性咽拭子样本。
1.1.2 试剂 RNA 提取试剂盒（QIAGen RNeasy Mini Kit）、逆转

录试剂盒（PROMEGA，USA）、dNTP、MgCl2、Taq 酶及 PCR 缓

冲液（Takara，大连）、DNA-marker（Takara，大连）、琼 脂 糖 粉

（OXOID，England）、Gold-View 染色液（赛百盛，北京）。
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图 1 甲型流感病毒 RT-PCR 结果

Figure 1 RT-PCR result of influenza A

1:Negative control;2: Influenza A

M：DL1000 DNAMarker

病毒

Virus
靶基因

Target gene
引物序列（5'~3'）

Primer sequence(5'~3')
扩增片段长度(bp)

Amplication size(bp)

Influenza A virus M F: ARA ACA CMG ATC TTG AGG C 141

R: TYT GGA CAA AGC GTC TAC G

Influenza B virus PB1 F: TTA CCC GAA GAY AAT GAG C 635

R: TTT GAC AGT TTG GCT TTC T

RSV-A F F: TCA GTA TCT TTY TTC CCA CA 525

R: GGT KGA TTT ACC AGC ATT TA

RSV-B F F: TGC AAT CTT CYT AAC TCT T 377

R: GTT TCC TCT TCT TGC TTA T

ADV Hexon F: TGG GCG TAC ATG CAC ATC G 283

R: GGA TGT CAA AGT AAG TGC T

表 1 用于 RT-PCR 扩增的五种病毒的引物

Table 1 Primes of five viruses be used for RT-PCR

1.1.3 主要仪器 9700 型 GeneAmp PCR 仪（ABI, USA），电泳仪

（BIO-RAD, USA）、凝胶成像系统（FUJIFLIM, Japan）、低温高速

离心机（EPPENDORF, Germany）、电子天平（赛多利斯，北京）、
超低温冰箱（SANYO, Japan）。
1.1.4 引物设计 根据 Genbank 公布的甲型流感病毒、乙型流感

病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV 的基因序列，利用 Blast 软件筛

选出各病毒的保守序列，然后利用 primer primeir 5.0 软件设计

五对特异性引物，引物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成

（见表 1）。

1.2 方法

1.2.1 RNA 提取 病毒 RNA 提取依据 QIAamp Viral RNA Mini
Kit 使用说明书进行。
1.2.2 cDNA 的反转录 先取 5μl 病毒 RNA、2μl 灭菌双蒸水和

1μl random primer 加入 0.2ml 反应管中，置于 95℃，2min，冰浴

2min，然后加入 Mgcl2（25mM）4μl、dNTP mix（10mM）2μl 和

Reverse Transcription 10×buffer 2μl，AMV 逆 转 录 酶 1μl，
Rnasin 0.5μl，使终体积为 20μl，42℃ 90min，72℃ 10min，将

cDNA 放于 -20℃冰箱备用。
1.2.3 五种病毒单重 RT-PCR 扩增反应 经过多次实验确定

PCR 反 应 在 25 μl 的 体 系 中 进 行 ：10×buffer2.5 μl，Mgcl2
（25mM）1.5μl，dNTP（2.5mM）2.5μl，引物（20μM）1.0μl，cDNA
模板各 2μl，TaqDNA 聚合酶 2.5U，用双蒸水补足至 25μl。反应

条件为：94℃预变性 5min；94℃ 30s；47.0℃ 40s；72℃ 1min；35
个循环；72℃延伸 10min。取 7μl PCR 产物，与 1μl 6×加样缓

冲液混合上样，1.5%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。
1.2.4 多重 RT-PCR 的特异性实验 分别应用四种病毒的单一

引物检测四种病毒的混合模板；混合引物检测单一病毒模板来

验证引物的特异性。
1.2.5 多重 RT-PCR 最佳反应条件的优化 由于 PCR 反应体系

中主要的影响因素有引物浓度、Mg2+ 浓度和退火温度等，因此

本实验在初步建立的多重 RT-PCR 反应的基础上分别对引物

浓度、Mg2+ 浓度、dNTP 和退火温度进行了优化。
1.2.6 多重 RT-PCR 检测敏感性实验 将五种病毒阳性样本接

种于 BHK21 细胞，待病毒病变到 80%～90%的时候收获，并于

-80℃冰箱反复冻融三次后 10 倍系列稀释，加入 96 孔板内，每

孔加 100μl，每个稀释度加入 4 孔，最后 4 孔加入正常细胞作对

照，置 37℃培养箱孵育 1h，取出培养板吸取病毒液，加入维持

液 150μl 后 37℃培养箱培养，逐日观察并记录细胞病变情况，

一共观察 10 天，重复 3 次，然后采用 Reed-Muench 法计算甲

型、乙型流感病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV 的滴度分别为

7.7 ×106PFU/ml、8.0 ×106PFU/ml、6.8 ×106PFU/ml、9.7 ×
106PFU/ml 和 8.5×106PFU/ml。五种病毒液各取 100μl 混合，10
倍倍比稀释，每个稀释度取 140μl 提取病毒 RNA,然后应用优

化好的多重 RT-PCR 反应体系来评估所建立的多重 RT-PCR
方法检测五种病毒的敏感性。

2 结果

2.1 五种病毒单重 RT-PCR 反应

甲型流感病毒、乙型流感病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV 五

种 病 毒 的 RT-PCR 反 应 体 系 分 别 能 扩 增 出 141bp、635bp、
525bp、377bp 和 283bp 的目的片段，见图 1-5。
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图 5 ADV RT-PCR 结果

Figure 5 RT-PCR result of ADV

1:ADV;2:Negative control

M:DL1000 DNAMarker

图 2 乙型流感病毒 RT-PCR 结果

Figure 2 RT-PCR result of influenza B

1:Negative control;2: Influenza B

M：DL1000 DNAMarker

图 3 RSV-A RT-PCR 结果

Figure 3 RT-PCR result of RSV-A

1：RSV-A; 2:Negative control

M：DL1000 DNAMarker

图 4 RSB-B RT-PCR 结果

Figure 4 RT-PCR result of RSV-A

1：Negative control; 2:RSV-B

M：DL1000 DNAMarker

图 7 混合引物检测单一病毒模板

Figure 7 To detect single virus template with mixed primers

1：Negative control;2：RSV-A；3：Influenza A virus;4：RSB-B；

5：Influenza B virus；；6：ADV；M：DL1000 DNAMarker

图 8 优化好的五重 RT-PCR 反应体系

Figure 8 Optimization of five-RT-PCR reaction system

1:Negative control;2：result of five RT-PCR

M：DL1000 DNAMarker

图 9 五种病毒 RT-PCR 反应灵敏度检测结果

Figure 9 Sensitivity of RT-PCR for detection of five viruses

1：Negative control; 2:100; 3：10-1; 4：10-2; 5：10-3; 6：10-4;

M：DL1000 DNAMarker

图 6 单一引物检测混合病毒模板

Figure 6 To detect mixture virus templates with single primer

1：Negative control;2：Influenza B virus;3:RSV-A;4：RSB-B;

5：ADV;6：Influenza A virus; M：DL1000 DNAMarker
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2.2 多重 RT-PCR 的特异性实验

四种病毒的单一引物只能从混合模板中检测出相应的病

毒核酸；四种病毒的混合引物只能分别检测出相应的单一病毒

核酸模板的目的片段，见图 6、7。
2.3 多重 RT-PCR 反应条件的优化

经过多次摸索最终确定多重 RT-PCR 反应体系的最佳条

件 （25 μl）：dNTP （2.5mM）3.0 μl，10 ×buffer2.5 μl，Mgcl2
（25mM）2.0μl，引物（20μM）各 1.0μl，混合模板为 4.0μl，退火

温度为 47.0℃，40s，总循环数为 35 个循环，如图 8。
2.4 优化后多重 RT-PCR 反应敏感性测定

将五种病毒的混合病毒液分别倍比稀释为 100、10-1、10-2、
10-3、10-4、10-5，以优化好的多重 RT-PCR 体系进行扩增检测，每

个稀释度同时做三个重复实验，结果甲型流感病毒、乙型流感

病毒、RSV-A、RSV-B 和 ADV 五种病毒均可以检测到 10-4 的

样品，即灵敏度分别为 770PFU/ml、800PFU/ml、680PFU/ml、
970PFU/ml 和 850PFU/ml，如图 9。

3 讨论

上呼吸道感染可以由多种病毒引起，如流感病毒、呼吸道

合胞病毒（RSV）、副流感病毒、腺病毒等，在临床上有很高的发

病率和死亡率[5],因此准确、迅速地对上呼吸道病毒感染做出鉴

别诊断，有助于改善症状，降低发病率和死亡率[6]。常见的检测

方法为病毒的细胞培养或者抗原检测，但是这几种方法存在不

足：由于病毒感染有一定的潜伏期，因此标本的采集有时间限

制；而抗原检测敏感性和特异性较低，容易产生假阴性结果，导

致漏诊[7]。研究表明，利用分子生物学方法对呼吸道病毒进行检

测可以有效提高病毒的检出率及特异性，有实验证明，PCR 比

病毒分离培养所侦测到的阳性高 5 倍以上，且与血清学检测方

法比较，可以直接对抗原进行检测，有助于早期诊断。多重

RT-PCR 技术是在常规的 PCR 技术上经过改进所发展起来的

新型 PCR 扩增技术，能够在一个 PCR 反应体系内同时扩增多

个目的 DNA 片段，以实现对多种病原体的同时检测[8-10]。
人群中常见的甲型流感病毒为 H1N1、H3N2 和 H5N1 等，

因此我们主要选取了三种亚型病毒的 M 基因序列进行了设计

引物；腺病毒目前已知有 52 种亚型，不同亚型间变异较大，查

阅相关文献后，我们选取了腺病毒高度保守的 hexon 基因进行

了引物设计。本研究针对五种主要上呼吸道感染病毒设计了五

对特异性引物，分别用于在同一个 PCR 反应体系中同时对五

种病毒进行检测。研究中主要对多重 RT-PCR 的反应条件进行

了优化，以保证在最低的成本和时间下，对五种病毒目的基因

进行高效扩增，而多重 RT-PCR 反应中的主要影响因素为引物

浓度、Mg2+ 浓度和退火温度[11]。Mg2+ 离子浓度对 PCR 扩增效率

影响很大，浓度过高可降低 PCR 扩增的特异性，浓度过低则影

响 PCR 扩增产量甚至使 PCR 扩增失败而不出扩增条带；引物

浓度过高，容易产生二聚体导致扩增效率下降，而浓度过低则

扩不出目的条带；退火温度是另一个最重要的调整条件，如果

多重 RT-PCR 扩增产生非特异性的条带，就应该适当的增加引

物的退火温度，反之则减少反应的退火温度。其中通常在单重

RT-PCR 的基础上将退火温度降低 4～6℃对于多重 RT-PCR
中扩增出同样的片段是必要的 [12-13]，经过优化，确定 Mgcl2

（25mM）2.0μl，引物（20μM）各 1.0μl，退火温度为 47.0℃，退火

时间 40s。
特异性和敏感性是评价多重 RT-PCR 的主要指标，我们分

别应用四种病毒的单一引物检测四种病毒的混合模板来验证

引物的特异性，结果证明所建立的多重 RT-PCR 检测四种病毒

的方法特异性很好；敏感性是评价 RT-PCR 的另一重要指标，

我们首先利用了 BHK21 细胞对五种病毒进行了培养，然后测

定每种病毒液的滴度，并各取 100μl 混合，10 倍倍比稀释，每个

稀释度取 140μl 提取病毒 RNA，以优化好的多重 RT-PCR 体

系进行扩增检测，每个稀释度同时做三个重复实验，结果五种

病毒检测灵敏度分别达到 770PFU/ml、800PFU/ml、680PFU/ml、
970PFU/ml 和 850PFU/ml，与报道的多重 RT-PCR 检测方法检

测各种病原体所取得的灵敏度较一致[9,14-15]。
本研究还存在不足之处，一方面本研究需要利用建立好的

五重 RT-PCR 体系对样本进行检测，来评价该体系；此外本研

究只针对甲型流感病毒的 M 基因设计了一对通用引物，下一

步应该进行各亚型如新型 H1N1、季节性 H1N1、H3N2、H5N1
等的检测；还需要进一步对更多的上呼吸道病毒如副流感病

毒、鼻病毒等进行检测，从而为临床上鉴别诊断各种上呼吸道

病毒感染提供理论依据。
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