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摘  要：【背景】牛传染性鼻气管炎病毒(infectious bovine rhinotracheitis virus, IBRV)是牛常见的易

感病原体，给畜牧业带来了重大经济损失，亟须建立一种快速检测 IBRV 的方法。【目的】建立一种

重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase amplification, RPA)和微流控芯片技术相结合的 IBRV 可

视化快速检测方法。【方法】实验选择 IBRV 的 ul52 基因作为分子检测的目标片段。选择伪狂犬病

毒、火鸡疱疹病毒、鸭瘟疱疹病毒作为对照组。通过不同稀释倍数 IBRV 的 DNA 提取液确定灵敏

度。通过对 34 份疑似感染 IBRV 急性期病牛的血清和鼻拭子样本病原分离株的检测来分析本方法

的适用性。【结果】ul52 基因扩增子大小为 403 bp，扩增子测序结果显示，得到的目标片段核酸序

列与 IBRV 的 ul52基因(NC_063268.1)相似性达 100%，对照组未见扩增子，检测限为 6.9×103 copies/µL。
对 34 份疑似感染 IBRV 急性期病牛血清和鼻拭子样本病原分离株的检测结果分析发现，编号分别

为 SD0213、SD0518 和 SD0701 的牛感染了 IBRV，血清和鼻拭子样本病原分离株检测结果一致。

另外，从样本 DNA 提取到获得检测结果的全流程时长为 110 min。【结论】本研究将 RPA、磁性探

针捕获和微流控技术相结合，建立了一种 IBRV 病毒的快速可视化分子检测方法，该方法具有良

好的特异性和灵敏度。 
关键词：传染性牛鼻气管炎病毒；重组酶聚合酶扩增；磁捕获；微流控芯片技术 
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Abstract: [Background] Bovine infectious rhinotracheitis virus (IBRV) represents a common 
pathogenic threat to cattle, causing substantial economic losses in the livestock industry. 
Therefore, it is urgent to establish a rapid detection method for IBRV. [Objective] To establish 
a visual rapid detection method for IBRV by leveraging recombinase polymerase amplification 
(RPA) in conjunction with microfluidic chip. [Methods] The ul52gene of IBRV was selected as 
the target fragment for molecular detection. Pseudorabies virus, herpesvirus of turkey, and duck 
plague herpesvirus were selected as the controls. The DNA extract dilutions of IBRV were used 
to evaluate the sensitivity of the established method. Thirty-four serum and nasal swab 
specimens from the cattle exhibiting symptoms of acute IBRV infection were used to evaluate 
the applicability of the established method. [Results] The size of ul52 gene amplicon was 403 bp. 
Sequencing results confirmed the amplicon as the ul52 gene (NC_063268.1) of IBRV, with the 
homology of 100%, and no amplification was observed in the control groups. The limit of 
detection of the established method was 6.9×103 copies/µL. Furthermore, the established 
method detected IBRV in cattle with the identification number of SD0213, SD0518, and 
SD0701, which were consistent with the strain isolation results from both serum and nasal swab 
specimens. The entire process, from sample preparation to result acquisition, required 110 min. 
[Conclusion] We successfully developed a visual rapid molecular detection method for IBRV 
by combining RPA, magnetic probe capture, and microfluidic chip. The established method 
demonstrates good specificity and sensitivity. 
Keywords: infectious bovine rhinotracheitis virus; recombinase polymerase amplification; 
magnetic capture; microfluidic chip 
 
 

牛传染性鼻气管炎病毒 (infectious bovine 
rhinotracheitis virus, IBRV)是一种引起牛呼吸道

疾病的常见病毒。牛传染性鼻气管炎(infectious 
bovine rhinotracheitis, IBR)是一种高传染性疾

病，临床症状包括上呼吸道感染、鼻炎、外阴

阴道炎、气管炎、肠炎、结膜炎、流产和脑炎，

甚至会导致犊牛发生全身性感染直至死亡[1]，

目前也成为了全球性导致牛死亡率较高的病原

体[2-4]，给畜牧养殖业造成巨大的经济损失[5-6]。

因此，IBRV 快速检测对减少畜牧养殖业经济损

失具有重要的作用。目前，传统检测方法用时

长且对检测人员的专业操作要求高。酶联免疫

吸附试验(enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)试剂盒多为进口，成本较高。聚合酶链

反应(polymerase chain reaction, PCR)和荧光定

量 PCR 这 2 种分子检测方法时间较短，灵敏度

较高，但受限于精密仪器和专业技术人员，难

以打破实验室的壁垒。因此，建立一种快速、
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准确且灵敏的检测方法对于 IBRV 的快速诊断

至关重要。 
重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase 

amplification, RPA)是基于重组酶、单链结合蛋

白和链置换 DNA 聚合酶的一种等温核酸扩增

技术[7]。该技术不需要模板的热变性，可在某

一恒定温度下实现核酸扩增[8]。RPA 的扩增产

物可以通过琼脂糖凝胶电泳、侧流试纸和实时

荧光检测设备进行可视化检测[9]。微流控芯片

技术能够解决样品前处理难度大、核酸扩增过

程中不稳定、检测步骤烦琐等方面的问题，不

仅能提高检测效率，最大限度地减少操作误差，

还能降低检测成本。将 RPA 技术与微流控技术

相结合，能够不依赖核酸扩增仪、凝胶成像系

统等仪器的情况下实现对核酸的扩增及检测。

目前，将 RPA 与微流控芯片联合使用的技术已

成功应用于白斑综合征病毒、虾血细胞荧光病

毒、沙门氏菌(salmonella)、SARS-CoV-2 等病

原微生物的分子诊断[10-12]。 
相较于常规 PCR 分子检测方法，本研究不

依赖大型实验仪器设备(PCR 仪、凝胶成像系统

等)，在特定恒定温度下可完成目标分子扩增，

降低检测成本。此外，通过设计不同的特异性

RPA 引物和核酸探针，增加微流控芯片通道的

数量，以期实现高通量的快速可视化分子检

测，对病原微生物分子检测系统的构建提供参

考价值。 

1  材料与方法 
1.1  病毒 

牛传染性鼻气管炎病毒(IBRV，菌种保藏编

号 CVCC AV1547)、伪狂犬病病毒(pseudorabies 
virus, PRV, CVCC AV25) 、 火 鸡 疱 疹 病 毒

(herpesvirus of turkey, HVT, CVCC AV1543)、鸭

瘟疱疹病毒 (duck plague virus, DPV, CVCC 
AV1221)均购自国家兽医微生物菌(毒)种保藏

中心，所有样本均在−70 ℃条件下保存。34 份

疑似感染 IBRV 急性期病牛的血清和鼻拭子来

自山东省某养牛场。 

1.2  主要试剂和仪器 
动物病毒 DNA/RNA 提取试剂盒，天根生

化科技 (北京 )有限公司；链霉亲和素磁珠，

Invitrogen 公司。 
垂直混合仪，常州德杜精密仪器有限公司；

紫外可见分光光度仪，上海元析仪器有限公司；

微流控芯片，苏州中芯启恒科学仪器有限公司；

荧光显微镜，奥林巴斯(广州)工业有限公司。 

1.3  芯片设计 
微流控系统由微型注射泵和“一”字形通道

的微流控芯片组成。微流控芯片材质是聚二甲

基硅氧烷。芯片的直线通道距离是 41 mm，而

通道的横截面尺寸是 100 µm×100 µm (长×宽)。
磁铁置于微流控芯片底部，位于芯片的中央位

置(图 1)。 

1.4  病毒 DNA 的提取 
按照动物病毒 DNA/RNA 提取试剂盒说明

书提取 IBRV、PRV、HVT 和 DPV 样本的 DNA，

DNA 提取液于−20 ℃条件下保存备用。 

1.5  IBRV 的 RPA 引物和探针设计 
GenBank 数据库中检索到牛疱疹病毒 1 型

[IBRV 属于牛疱疹病毒 1 型属(bovine herpesvirus 1, 
BHV-1)[13]]的高度保守区 ul52 基因(NC_063268.1)，
使用 Primer 6.0 设计引物，扩增子大小为    
403 bp，根据核酸扩增子中间序列设计与链霉

亲和素磁珠偶联的探针，使用 FAM 标记下游

引物的 5′端，探针 5′端含有 4 bp 不与扩增子互

补的序列(减少 Biotin 引起空间位阻效应)。引

物和探针由生工生物工程(上海)股份有限公司
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合成(表 1)。 

1.6  磁性探针的合成 
将链霉亲和素磁珠涡旋 20 s，重悬磁珠。

取 100 µL 磁珠(10 mg/mL)到新的离心管中，磁

吸去掉磁悬液，用 1 mL PBS (pH 7.2)重悬磁珠，

加入 500 µL 用 1 mL PBS (pH 7.2)稀释的生物素

修饰探针，充分振荡重悬磁珠，将离心管置于垂

直混合仪上，室温混合 30 min。磁吸去掉磁悬液，

再用 1 mL PBS (pH 7.2)重悬磁珠，合成磁性探

针，4 ℃冰箱保存备用。通过磁性探针浓度

(λ=260 nm 吸光度)与初始探针浓度(100 µmol/L)
计算探针@磁珠的偶联率。 

偶联率= 1

2

100%C
C

×                   (1) 

式(1)中：C1 为探针@磁珠浓度(µmol/L)，C2 为

初始探针浓度(100 µmol/L)。 

1.7  RPA 反应体系的建立 
RPA 反应体积为 50 µL，向反应管中依次

加入缓冲液 25 µL、引物 F (10 µmol/L) 2 µL、引

物 R (10 µmol/L) 2 µL，DNA 提取液 1 µL，超

纯水 15 µL，混合均匀后置于掌上离心机中短暂

离心，添加醋酸镁(280 mmol/L) 5 µL 启动反应，

混合均匀后再次离心并进行重悬。将反应管置

于 37 ℃水浴锅静置 4 min，取出反应管离心再

次重悬，最后将反应管置于 37 ℃水浴锅 40 min。
采用琼脂糖凝胶电泳初步分析 RPA 扩增子。 

1.8  RPA 扩增子磁捕获及观察 
使用 50 µL 酚:氯仿溶液(1:1)去除 RPA 产物

中的蛋白，12 000 r/min 离心 5 min，取 5 µL 上

清液(RPA 扩增子溶液)和 25 µL 探针@磁珠   
(2 mg/mL)混合。95 ℃烘箱孵育 5 min，转移至

37 ℃培养箱孵育 5 min，完成 RPA 扩增子与探

针的杂交，合成磁性复合物(扩增子@探针@磁

珠)。将磁性复合物溶液通过微流控注射泵流(流
速：5 µL/min)加载到芯片上，然后用一定量的

PBS (pH 7.2，流速：3 µL/min)冲洗芯片通道，冲 

 

 
 
图 1  芯片描述   1：输入管；2：输出管；3：直线通道；4：磁铁；5：磁捕获位点 
Figure 1  Chip description. 1: Input tube; 2: Output tube; 3: Straight channel; 4: Magnet; 5: Magnetic 
capture site. 
 
表 1  RPA 引物和探针序列 
Table 1  RPA primer and probe sequences 
引物和探针 
Primer and probe 

序列 
Sequence (5′→3′) 

扩增子大小 
Amplicon length (bp) 

位置 
Locus 

F CAAGTTCATCGCCACCAAGAACTTGCGCCTGCG 403 4 404–5 606 
R FAM-GGGAACCAGGGTGAAATTAGCGACGAGCTTGC 
Probe Biotin-TTACTAGCATGTACAAGCACTACAACCG 
下游引物 5′端 FAM 标记；核酸探针 TTAC 序列与扩增子序列不互补 
Downstream primer 5′ FAM marker; The nucleic acid probe TTAC sequence is not complementary to the amplicon sequence. 
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洗时间为 10 min。最后，将微流控芯片置于荧

光显微镜(激发波长，434 nm)下观察。 

1.9  IBRV 检测特异性试验 
以 IBRV、PRV、HVT、DPV 的 DNA 提取

液作为 RPA 模板，无酶水作为阴性对照，按照

1.7 和 1.8 进行分子检测，通过凝胶成像仪和荧

光显微镜分析 IBRV 检测的特异性。 

1.10  IBRV 检测灵敏度试验 
将 DNA 提取液(6.9×107 copies/µL)进行 10 倍

倍比稀释，稀释液浓度分别为 6.9×107、6.9×106、

6.9×105、6.9×104、6.9×103 和 6.9×102 copies/µL，

取不同浓度的 DNA 提取液的稀释液(1 µL)作为

RPA 反应模板，确定 IBRV 检测的灵敏度。 

1.11  临床样本和 IBR 分离株检测 
用本研究建立的检测方法对 34 份疑似感染

IBRV 急性期病牛的血清样本进行检测。参考高

亚桃等[14]建立的 IBRV 分离方法对 34 份疑似感染

IBRV 急性期病牛的鼻拭子样本进行病原分离。

同时，用本研究建立的检测方法对不同 IBR 分

离株进行检测。将 IBR 分离株 RPA 扩增子送

至生工生物工程(上海)股份有限公司测序后，

运用 Molecular Evolutionary Genetics Analysis 10 
(MEGA 10)软件构建本研究中的分离株与国内

外 IBRV 分离株的系统进化树。 

2  结果与分析 
2.1  RPA 反应体系扩增子鉴定 

以 IBRV 病毒株提取的 DNA 溶液作为模板

进行 RPA 扩增，扩增子大小为 403 bp，与预期

大小一致(图 2)。扩增子测序结果显示，得到的

目标片段与 IBRV 的高度保守区(NC_063268.1)
核苷酸相似性达 100%。 

2.2  磁珠与探针的偶联率 
经紫外可见分光光度计测定链霉亲和素磁

珠与生物素修饰的探针偶联率见表 2，结果显示 

 
 
图 2  RPA 扩增子凝胶电泳   M：DNA Marker 
2000；1：IBRV 的 RPA 扩增子；2：阴性对照 
Figure 2  RPA amplicon gel electrophoresis. M: 
DNA Marker 2000; 1: Amplification products; 2: 
Negative control. 
 
表 2  磁珠与探针的偶联率 
Table 2  Coupling rate of magnetic sphere and 
probe 
Item Result 
磁性探针 
Magnetic probe 

Streptavidin magnetic 
microspheres @ probe 1 

OD260 0.043 
磁性探针浓度 
Magnetic probe concentration 
(nmol/L) 

144.440 

偶联率 Coupling rate (%) 72.220 
 
偶联率为 72.220%，表明探针与磁珠已成功偶联，

可满足下一步实验。 

2.3  IBRV 检测特异性 
以 IBRV、PRV、HVT 和 DPV 的 DNA 为

模板进行 RPA 扩增，验证 IBRV 的 RPA 扩增特

异性。如图 3A 所示，仅 IBRV 病毒株提取的 DNA
溶液作为模板时 RPA 反应有扩增子，其他病毒

株均未出现扩增子条带。微流控芯片的荧光显

微镜结果显示，仅 IBRV 病毒株对应的微流控芯

片可以观察到绿色荧光带(图 3C)，其他病毒株

的微流控芯片均未观察到荧光(图 3B)。这些结
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果表明本方法检测 IBRV 具有特异性。 

2.4  IBRV 检测灵敏度 
不同浓度的 IBRV 病毒株 DNA 提取液作为

RPA 反应模板，琼脂糖凝胶电泳结果显示浓度

为 6.9×103 copies/µL 的 DNA 提取液作为 RPA
反应模板能够获得扩增子，模板核酸浓度低于

6.9×103 copies/µL 未能检测到扩增子(图 4A)。
微流控芯片的荧光显微镜结果与琼脂糖凝胶电

泳结果一致(图 4B)，说明本检测方法 IBRV 的

检测限是 6.9×103 copies/µL。 

2.5  临床血清样本检测结果 
采用本研究建立的 IBRV 检测方法对 34 份

疑似感染 IBRV 急性期病牛的血清样本进行检

测，检出 3 份样本为 IBRV 阳性，病牛编号分

别为 SD0213、SD0518 和 SD0701 (图 5)。本研

究建立的方法从样本提取到获得检测结果的全

流程时间是 110 min (包括病毒样本 DNA 提取，

26 min；RPA 扩增，44 min；扩增子@探针@磁

珠合成，10 min；磁捕获，30 min)，相对于普

通 PCR 方法，缩短了一半时间。 

2.6  IBR 分离株检测结果 
采用本研究建立的 IBRV 检测方法对 34 份

疑似感染 IBRV 急性期病牛的鼻拭子分离株进

行检测。病牛编号分别为 SD0213、SD0518 和

SD0701 的鼻拭子 IBR 分离株检测为阳性(图 6A
和 6B)。RPA 扩增子序列经系统发育树分析，将

本实验毒株的扩增子序列与GenBank公布的 IBR
毒株进行比较，结果显示 BHV-1.ab1(本研究的

分离株)与 BHV1.2 (OP035381.1)首先集合在一

起，其亲缘关系最近，与 BHV-1.1 (AJ004801.1)
遗传距离相对较近，而与其他毒株遗传距离较远

(图 6C)。结果表明，本研究建立的 IBRV 检测方

法同样适用于 IBR 病原分离株检测。 

3  讨论 
目前，IBRV 常规检测采用细胞培养、聚合

酶链式反应、免疫组织病理学、酶联免疫吸附

测定以及病毒中和试验[15-17]。这些诊断方法需 

 

 
 
图 3  IBRV 检测特异性   A：RPA 扩增子琼脂糖凝胶电泳图(M：DNA Marker 2000；1：IBRV；2：PRV；

3：HVT；4：DPV；5：无酶水). B：自然光下磁捕获结果. C：荧光显微镜下磁捕获结果 
Figure 3  Specificity of RPA detection. A: Agarose gel electrophoresis of RPA amplicon (M: DNA Marker 
2000; 1: IBRV; 2: PRV; 3: HVT; 4: DPV; 5: Enzyme-free water). B: Results of magnetic capture under 
natural light. C: Results of magnetic capture under fluorescence microscope. 
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图 4  IBRV 检测灵敏度   A：IBRV 的 DNA 提取液进行倍比稀释(10×) RPA 扩增子琼脂糖凝胶电泳图. 

B：RPA 扩增子磁捕获荧光显微镜图. 1：IBRV 浓度为 6.9×107 copies/µL；2：IBRV 浓度为 6.9×106 copies/µL；

3：IBRV 浓度为 6.9×105 copies/µL；4：IBRV 浓度为 6.9×104 copies/µL；5：IBRV 浓度为 6.9×103 copies/µL；

6：IBRV 浓度为 6.9×102 copies/µL 
Figure 4  Sensitivity of IBRV detection. A: The DNA extract of IBRV diluted (10×) RPA amplicon agarose 
gel electrophoresis. B: Magnetic capture fluorescence microscopy images of RPA Amplicons. 1: IBRV 
concentration was 6.9×107 copies/µL; 2: IBRV concentration was 6.9×106 copies/µL; 3: IBRV concentration 
was 6.9×105 copies/µL; 4: IBRV concentration was 6.9×104 copies/µL; 5: IBRV concentration was 
6.9×103 copies/µL; 6: IBRV concentration was 6.9×102 copies/µL. 

 

 
 
图 5  临床血清样本检测   A：血清样本 RPA 扩增子琼脂糖凝胶电泳图. B：血清样本 RPA 扩增子磁

捕获荧光显微镜图. M：DNA Marker 2000；1：SD0213；2：SD0518；3：SD0701 
Figure 5  Detection of clinical serum samples. A: RPA amplicon agarose gel electrophoresis images of 
serum samples. B: RPA amplicon magnetic capture fluorescence microscope images of serum samples. M: 
DNA Marker 2000; 1: SD0213; 2: SD0518; 3: SD0701. 
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图 6  IBR 分离株的 RPA 扩增子琼脂糖凝胶电泳结果(A)、磁捕获荧光显微镜图(B)和系统发育树(C)   
M：DNA Marker 2000；1：SD0213，2：SD0518，3：SD0701. 括号内的序号为毒株的 GenBank 登录号；

标尺表示进化距离；分支点上的数字表示置信限度 
Figure 6  RPA amplicon agarose gel electrophoresis (A), magnetic capture fluorescence microscopic images 
(B) and phylogenetic tree (C) of IBR isolates. M: DNA Marker 2000; 1: SD0213, 2: SD0518, 3: SD0701. The 
serial number in brackets was the GenBank accession number of the strain; The value of 0.05 represents the 
evolutionary distances; The number at the node means the percentage of confidence limits. 
 
要专业人员进行烦琐操作且仪器成本高，很难

完成现场快速检测任务。 
最近的研究表明，利用 RPA 和环介导等温扩

增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)
技术来扩增核酸，这些技术不依赖高精度仪器，

也不需要复杂的扩增产物检测方法[18]。RPA 技
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术的主要优点在于 RPA 反应仅使用 2 个引物、

1 个探针和 3 个结合位点，相比之下，LAMP 测

定需要至少 4 个引物和 6 个结合位点。此外，

以冻干粉形式提供的 RPA 试剂即使在 45 ℃环

境下，仍可以稳定存放 3 周，不依赖于冷链运

输[19]。因此，RPA 是一种具有优势的核酸检测

方法，适用于资源匮乏的环境[20-21]。 
本研究将 RPA 技术作为获得目的片段扩增

子的工具，RPA 扩增子测序结果显示与 IBRV 
ul52 基因(NC_063268.1)序列相似性为 100%。

用本方法检测 PRV、HVT、DPV 均未检测到特

异的条带以及绿色荧光(图 3A 和 3B)，表明该方

法与上述病毒无交叉反应，检测特异性强。目

前，针对 IBRV 检测，鲍显伟等[22]建立的 IBRV
的 PCR 检测，需要用到 PCR 仪和凝胶成像系

统，IBRV DNA 的最低检测限为 104 copies/µL，

并且该方法结果采用琼脂糖凝胶电泳进行分

析。然而，本研究可以在荧光显微镜下直观地

看到检测结果，不需要通过琼脂糖凝胶电泳分

析结果。因此，相较于 PCR 检测，RPA 与微流

控芯片相结合的检测方法更适合于现场检测。皇

甫和平等 [23] 利用同样属于等温扩增技术的

LAMP 检测 IBRV，检测限为 1.68×104 copies/µL，

本研究的检测限为 6.9×103 copies/µL，较上述检

测方法更为灵敏。为了评估本方法的实际应用

价值，对收集的 34 份疑似感染 IBRV 急性期病

牛的血清和 IBRV 分离株进行检测，结果显示

本方法检测到 34 例样本中有 3 例样本检测结果

呈现阳性(图 6)，由病原分离株引起的细胞病变

效应(cytopathic effect, CPE)符合率为 100%。陈九

等[24]建立的 IBRV 病原分离检测技术获得检测结

果至少需要 3–5 d，鲍显伟等[22]建立的 IBRV 的

PCR 检测时间需要 3 h 以上，本检测方法从样本

到获得检测结果的全流程所需时间约 110 min，
节省了检测时间。 

4  结论 
本研究建立的检测方法具有灵敏度高、检

测结果准确、快速、操作简便、成本低等优点。

另外，通过改变引物和探针的序列，能够对不

同病原微生物的分子检测，通过增加微流控芯

片通道数量和引物种类可实现高通量分子进行

检测，提高检测效率，为病毒分子检测节省大

量时间。在本研究建立的分子检测技术基础上

也可开发相应的自动化系统，实现真正的“样本

进，结果出”的模式，实现更加方便的分子检测。 
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