
中国兽药杂志 ２０１８ 年 ７ 月第 ５２ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１８．０７．０２
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［摘　 要］ 　 从云南某牛场疑似 ＢＶＤＶ 感染的病料通过接种 ＭＤＢＫ 细胞分离到 １ 株 ＢＶＤＶ，为了解

分离毒株的特性，进行了病原学和分子生物学研究。 该分离毒株连传 １５ 代均不产生 ＣＰＥ，为 ＮＣＰ
型 ＢＶＤＶ。 通过电镜检测可观察到直径为 ４０ ～ ６０ ｎｍ 病毒粒子。 该分离病毒能被牛病毒性腹泻标

准阳性血清中和，且能被 ＢＶＤＶ ＩＦＡ 荧光抗体识别；采用 ＢＶＤＶ ５＇－ＵＴＲ 基因特异性引物，经 ＲＴ－

ＰＣＲ 可扩增出 ２８８ ｂｐ 特异性片段。 将该片段测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ 已发表的 ３０ 株 ＢＶＤＶ ５＇－ＵＴＲ 序列

进行同源性比较，同源性为 ６８．７％ ～ ８９．２％。 与我国分离的 ＢＪ１２０２ 株（登陆号：ＫＦ９２５５１４．１）和 Ｙ２
株（登陆号：ＫＹ９６４３１１．１）同源关系最近，均为 ８９．２％。 与 ２０１４ 年以来我国分离的 ＢＶＤＶ 毒株亲缘

关系在 ８８％左右。 ５＇－ＵＴＲ 遗传进化分析证实该分离毒株为 ＢＶＤＶ－１ 型。 动物回归试验显示，该分

离毒株可引起出现体温升高、腹泻、粘膜病等典型的 ＢＶＤ ／ ＭＤ 症状。 结果表明，分离的毒株为

ＢＶＤＶ，命名为 ＢＶＤＶ ／ Ｗ 株。
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ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ． Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ８８％ ｔｏ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｗｈｉｃｈ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｓｉｎｃｅ
２０１４ ｉｎ Ｃｈｉｎａ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｄｅｐｅｎｄｅｄ ｏｎ ５＇－ＵＴＲ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ ＢＶＤＶ－１． Ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃａｔｔｌｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｙｐｉｃａｌ ＢＶＤ ／ ＭＤ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｆｅｖｅｒ，
ｄｉａｒｒｈｅａ， ａｎｄ ｍｕｃｏｓａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ． Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ａ ＢＶＤＶ ｓｔｒａｉｎ，ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＢＶＤＶ
Ｗ ｓｔｒａｉｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｂｏｖｉｎｅ Ｖｉｒａｌ Ｄｉａｒｒｈｅａ Ｖｉｒｕｓ （ＢＶＤＶ）； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 牛病毒性腹泻 ／黏膜病（Ｂｏｖｉｎｅ Ｖｉｒａｌ Ｄｉａｒｒｈｅａ ／

Ｍｕｃｏｓａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ，ＢＶＤ ／ ＭＤ）是黄病毒科瘟病毒属牛

病毒性腹泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅ Ｖｉｒａｌ Ｄｉａｒｒｈｅａ Ｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）

引起的以发热、粘膜糜烂溃疡、白细胞减少、腹泻、

咳嗽及怀孕母牛流产或产出畸形胎儿为主要特征

的一种传染病［１－２］。 目前，该病在世界范围内广泛

流行。 我国于 １９８３ 年首次分离到了 ＢＶＤＶ［３］。 近

年来，流行病学调查表明我国牛、羚羊、鹿、猪等均

不同程度的感染 ＢＶＤＶ［１，４－５］，该病已严重影响着我

国畜牧业的健康发展。 研究从云南某牛场疑似感

染 ＢＶＤＶ 病例的牛肿大出血的肠系膜淋巴结和脾

脏样品中成功分离一株 ＢＶＤＶ 毒株，并对该病毒进

行了病原学和分子生物学研究。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 病料和细胞　 从云南省某牛场采集的疑似

ＢＶＤＶ 感染发病牛肿大出血的肠系膜淋巴结和脾

脏，于灭菌 ＭＥＭ 营养液中冻存，低温运至实验室；

ＭＤＢＫ 细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞由中国微生物菌种保藏管

理委员会兽医微生物中心提供；绵羊睾丸细胞由中

国兽医药品监察所提供。

１．１．２　 毒种与血清 　 牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）

标准毒株 Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ 株、ＢＶＤ 标准阳性血清和标

准阴性血清，由中国微生物菌种保藏管理委员会兽

医微生物中心提供。

１．１．３　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 营养液为 Ｇｉｂｃｏ 公司产

品；胎牛血清为 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司产品；Ｅｘ－Ｔａｑ 酶为宝

生物工程（大连）有限公司产品；Ｔｒｉｚｏｌ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司产品；ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ 为北京索莱宝科技有限公

司；低熔点琼脂糖、中性红溶液为 Ｓｉｇｍａ 公司；

ＢＶＤＶ 抗原检测 ＥＬＩＳＡ 试剂盒为 ＩＤＥＸＸ 公司产

品；ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒为天根生化科技（北京）

有限公司；Ｔ 载体和感受态细胞为 Ｔａｎｓｇｅｎ 公司；

ＢＶＤＶ 间接免疫荧光试剂盒为中国微生物菌种保

藏管理委员会兽医微生物中心产品；抗蓝舌病病毒

（ＢＴＶ）ＦＩＴＣ 结合荧光抗体为美国 ＶＭＲＤ 公司。

１．１．４　 主要仪器　 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）、１５００ 型酶标

仪（Ｔｈｅｒｍｏ）、电泳仪、紫外成像仪、倒置荧光显微镜

（莱卡）等。

１．２　 方法

１．２．１　 病料的处理　 将肿大出血的肠系膜淋巴结

和脾脏混合样品反复冻融 ３ 次，经组织研磨匀浆

后，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清，用孔径为

０．２２ μｍ滤膜过滤除菌，将滤过液－７０ ℃冻存备用。

１．２．２　 病料的初步检测　 取 １．２．１ 处理好的病料，

按 ＩＤＥＸＸ ＢＶＤＶ 抗原检测 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行检测和

判定，检测结果为 ＢＶＤＶ 阳性的病料用以病毒分离。

１．２．３　 病毒的分离　 将经 １．２．２ 检测结果为 ＢＶＤＶ

阳性的上清液 ３．０ ｍＬ，接种已长成单层的 ＭＤＢＫ 细

胞培养瓶（７５ ｃｍ２），３７ ℃吸附 １ ｈ，补加含 ２％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ 维持液（庆大霉素 ２００ μｇ ／ ｍＬ、两性

霉素 １０ μｇ ／ ｍＬ）至 ３０．０ ｍＬ，置 ３７ ℃、５％二氧化碳

的培养箱培养 ５ 日，每天观察细胞病变。 如此盲传

１５ 代，如未出现细胞病变效应（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ Ｅｆｆｅｃｔ，
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ＣＰＥ），且经 ＩＤＥＸＸ 牛病毒性腹泻 ／黏膜病病毒抗

原检测试剂盒和 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果均为阳性，则视

为非致细胞病变型 ＢＶＤＶ；如有 ＣＰＥ，则视为致细

胞病变型 ＢＶＤＶ。

１．２．４　 病毒分离株的病毒含量测定　 将 １．２．３ 病毒

株细胞 Ｆ１５ 代培养液，用不含血清的 ＤＭＥＭ 营养

液进行 １０ 倍系列稀释，取 １０－１ ～ １０－９九个稀释度，

每个稀释度接种 ４ 孔已长成单层的 ９６ 孔细胞板，

每孔 ０．１ ｍＬ，３７ ℃吸附 １ ｈ，补加 ２％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 营养液培养 ５ 日，同时设正常细胞对照，采

用间接荧光方法判定是否感染，按 Ｒｅｅｄ －Ｍｕｅｎｃｈ

法［６］计算 ＴＣＩＤ５０。

１．２．５　 纯净性检测　 按照《中国兽药典》２０１５ 年版

三部附录方法分别进行无菌检验、支原体检验和外

源病毒检验。

１．２．６　 特异性检测

１．２．６．１　 鉴别试验　 将毒种用 ＤＭＥＭ 营养液稀释

为 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ ｍＬ，与等量 ＢＶＤＶ 特异性阳性血

清混合，在 ３７ ℃下中和作用 １ ｈ 后，接种 ９６ 孔板单

层 ＭＤＢＫ 细胞各 ８ 孔，每孔 １００ μＬ，同时设立正常

细胞对照和病毒对照各 ８ 孔。 接种后在 ３７ ℃下吸

附 １ ｈ，再补加含 ２％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 维持液

１００ μＬ，置 ３７ ℃二氧化碳培养箱培养 ９６ ｈ，采用间

接荧光抗体法判定结果。

１．２．６．２　 间接荧光抗体检测　 按 １．２．４ 方法培养 ７２ ｈ，

弃去培养液，用 ８０％冷丙酮乙醇溶液固定 ３０ ｍｉｎ，

然后按照 ＢＶＤＶ 间接荧光试剂盒说明书进行荧光

抗体检测，倒置荧光显微镜下观察。

１．２．６．３　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测　 根据 ＢＶＤＶ 国际标准毒株

基因序列，在其最保守的 ５＇端非编码区序列设计合

成一对引物，引物序列如下：

上游引物：５＇－ＣＡＴＧＣＣＣＡＴＡＧＴ ＡＧＧＡＣ－３＇；

下游引物：５＇－ＣＣＡＴＧＴＧＣＣＡＴＧＴＡＣＡＧ－３＇。

引物由北京六合华大基因科技股份有限公司

合成，预期片段为 ２８８ ｂｐ。

按病毒基因组 ＲＮＡ 提取试剂盒说明，从分离毒

株的细胞培养液和 ＢＶＤＶ 标准毒株 Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ 株

细胞培养物中提取 ＲＮＡ。 反转录合成 ｃＤＮＡ 反应体

系为：ＡＭＶ ＲＴ ５×Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、ｄＮＴＰ（各２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

２．５ μＬ、ＲＮａｓｉｎ（４０ Ｕ ／ μＬ）１ μＬ，反转录酶（５ Ｕ ／ μＬ）

１ μＬ、下游引物 （ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ、模板 ＲＮＡ

５ μＬ，补充 ＤＥＰＣ 水至 ２０ μＬ，混匀后瞬离，４２ ℃反

转录 ６０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增反应体系为：模板 ｃＤＮＡ

１ μＬ，Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ）１ μＬ，ｄＮＴＰ（各 ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

１ μＬ，上游引物和下游引物（２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，

１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２．５ μＬ，补充 ＤＥＰＣ 水至 ２５ μＬ，

混匀后瞬离。 ＰＣＲ 循环条件为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃

３０ ｓ， ５０ ℃ ４０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ；

最后 ４ ℃保温。 用 １．５％琼脂糖平板（溴化乙铵终

浓度 ０．５ μｇ ／ ｍＬ）凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增结果。

１．２．７　 基因型序列测定　 将 １．２．６．３ 的 ＰＣＲ 产物

目的片段的凝胶块切下后，按商品化 ＤＮＡ 凝胶回

收试剂盒说明书进行 ＤＮＡ 回收，克隆到 ｐＭＤ１８－Ｔ

载体上，送北京六合华大基因科技股份有限公司进

行序列测定，然后与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中已发表的 ３０ 株

ＢＶＤＶ 毒株的 ５＇端非编码区序列使用 ＭＥＧＡ 软件

进行遗传进化分析。 采用的 ＢＶＤＶ 参考毒株信息

见表 １。

１．２． ８ 　 电镜形态观察 　 取 Ｆ１５ 代病毒培养物

２００ ｍＬ，反复冻融三次后 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，

取上清液 ５００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｈ，弃上清液，沉淀物

用 ０． ５ ｍＬ 去离子水溶解，用 ２％ 磷钨酸钠负染

３０ ｍｉｎ，室温下自然干燥后，在透射电镜下观察。

１．２．９　 动物回归试验　 选取 ＢＶＤＶ 抗原、ＢＶＤＶ 抗

体均为阴性（血清中和抗体效价不高于 １ ∶ ４）的牛

７ 头，分为 ２ 组，１ 组 ２ 头，１ 组 ５ 头。 将分离到的牛

病毒性腹泻 ／黏膜病病毒细胞毒（病毒含量为 １０３．０

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）接种牛（５ 头），每头牛接种 １０．０ ｍＬ（滴

鼻腔左右各 ２．０ ｍＬ，滴口腔 ２．０ ｍＬ，颈部肌肉左右

各注射 ２．０ ｍＬ）。 同时设定 ２ 头牛作为健康对照。

两组牛隔离饲养，攻毒后观察 １４ ｄ，每日饲养、观

察，测定体温（从攻毒前 ２ ｄ 开始测定体温）并采集

深层鼻腔拭子接种 ＭＤＢＫ 细胞进行病毒分离，攻毒

后 １４ ｄ 剖杀作病理解剖学观察。

·０１·
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表 １　 序列分析用 ＢＶＤＶ 参考毒株

Ｔａｂ １　 ＢＶＤＶ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
毒株名称 登录号 ／ 地区 年份 毒株名称 登录号 ／ 地区 年份

ＢＶＤＶ １ Ｏｒｅｇｏｎ Ｌ３２８７６．１ ／ 美国 １９９４ ＢＶＤＶ １ ＪＱ７９９１４１．１ ／ 四川 ２０１２

ＢＶＤＶ １ Ｓｉｎｇｅｒ Ｌ３２８７５．１ ／ 美国 １９９４ ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＪ１３０２ ＫＦ９２５５２０．１ ／ 北京 ２０１３

ＢＶＤＶ １ Ｄｒａｐｅｒ Ｌ３２８８０．１ １９９４ ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＪ１３０５ ＫＦ９２５５０５．１ ／ 北京 ２０１３

ＢＶＤＶ１ Ｏｓｌｏｓｓ Ｍ９６６８７．１ ／ 美国 ２００３ ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ Ｓ１０１ ＫＪ６９０６８６．１ ／ 吉林 ２０１４

ＢＶＤＶ １ ＮＡＤＬ Ｍ３１１８２．１ ／ 美国 ２００５ ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ Ｓ１３ ＫＪ６９０６８０．１ ／ 吉林 ２０１４

ＢＶＤＶ １ ＺＭ－９５ ＡＦ５２６３８１．３ ／ 吉林 ２００６ ＢＶＤＶ１ ＳＤ－１５ ＫＲ８６６１１６．１ ／ 山东 ２０１５

ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＮＸ０８０３ ＧＵ１２０２５４．１ ／ 宁夏 ２００８ ＢＶＤＶ１ ＲＫ１３ ＫＴ３５５５９２．１ ／ 美国 ２０１５

ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＨＺ０６０２ ＧＵ１２０２４５．１ ／ 惠州 ２００８ ＢＶＤＶ１ ＳＣ－１６ ＫＸ２８０７１１．１ ／ 四川 ２０１６

ＢＶＤＶ １ ｓｔｒａｉｎ ＢＪ０９－０２ ＨＮ７６９７２３．１ ／ 北京 ２００９ ＢＶＤＶ１ Ｎｏ．２０ Ａｂ９０６６９４．１ ／ 日本 ２０１６

ＢＶＤＶ １ ｓｔｒａｉｎ ＢＪ０９－０９ ＨＱ１１６５４１．１ ／ 北京 ２００９ ＢＶＤＶ１ Ｙ２ ＫＹ９６４３１１．１ ／ 吉林 ２０１７

ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＺＤ０５ ＧＵ１２０２４３．１ ／ 肇东 ２０１０ ＯＳ ／ １４ ＫＸ８５３０８７．１ ／ 波兰 ２０１７

ＢＶＤＶ １ ＰＬＫ ＨＬＪ ＨＭ１０００７７．１ ／ 黑龙江 ２０１０ ＢＶＤＶ１ １３８ＣＰ ＬＴ９０７９９１．１ ／ 意大利 ２０１７

ＢＶＤＶ １ ＢＪ１１－１２ ＪＸ０８００５．１ ／ 北京 ２０１１ ＢＶＤＶ ２ ８９０ Ｌ３２８８６．１ ／ 美国 １９９４

ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＪ１１２５ ＫＦ９２５５１９．１ ／ 北京 ２０１１ ＢＶＤＶ ２ ＴＲ－２００６－３ ＥＵ５４２４２３．１ ／ 土耳其 ２００９

ＢＶＤＶ １ ｉｓｏｌａｔｅ ＢＪ１２０２ ＫＦ９２５５１４．１ ／ 北京 ２０１２ ＢＶＤＶ ２ ＨＬＪ－１０ ＪＦ７１４９６７．１ ／ 黑龙江 ２００９

２　 结果与分析

２．１ 　 ＢＶＤＶ 的分离 　 将 ＩＤＥＸＸ ＢＶＤＶ 抗原检测

ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测结果为阳性的肠道样品接种

ＭＤＢＫ 细胞连传 １５ 代，均未出现 ＣＰＥ（图 １）。 将

Ｆ１～Ｆ１５ 代病毒培养物用 ＩＤＥＸＸ 牛病毒性腹泻 ／黏
膜病病毒抗原检测试剂盒检测均为阳性。 将 Ｆ１５
代细胞培养物进行 ＰＣＲ，结果为阳性（图 ２）。

Ａ：ＢＶＤＶ Ｆ１５ 代在 ＭＤＢＫ 上未产生 ＣＰＥ Ｂ：ＭＤＢＫ 细胞对照

Ａ： Ｎｏｎｅ ＣＰＥ ａｐｐｅａｒｅｄ ｏｎ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ １５ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＢＶＤＶ； Ｂ： Ｎｏｒｍａｌ ＭＤＢＫ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 ＢＶＤＶ 适应 ＭＤＢＫ 细胞病变（２００Ｘ）

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＣＰＥ ｏｆ ＭＤＢＫ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢＶＤＶ（２００Ｘ）

Ｍ：蛋白分子量标准；１： ＢＶＤＶ Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ 株的 ＰＣＲ 产物；

２： ＢＶＤＶ Ｆ１５ 代培养物的 ＰＣＲ 产物； ３： ＭＤＢＫ 细胞的 ＰＣＲ 产物

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＢＶＤＶ ｓｔｒａｉｎ Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ；

２： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ １５ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＢＶＤＶ；３： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭＤＶＫ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 ＢＶＤＶ Ｆ１５ 代细胞培养物的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ １５ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＢＶＤＶ

·１１·
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２．２　 ＢＶＤＶ 病毒含量测定 　 ＢＶＤＶ 病毒分离物连

传 １５ 代，仍未出现 ＣＰＥ。 将第 ５ 代病毒培养物收

获、冻融并分装，经 ＩＦＡ 病毒含量测定结果为 １０４．５

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍｌ。
２．３　 纯净性检测 　 按照 ２０１５ 年版《中国兽药典》
三部附录方法进行无菌检验、支原体检验和外源病

毒检验，结果为无菌生长、无支原体生长和无外源

病毒污染，说明该分离毒株纯净性良好。
２．４　 特异性检验

２．４． １ 　 鉴 别 检 验 　 将 ＢＶＤＶ 毒种稀释为 １００
ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ ｍＬ 后与等量 ＢＶＤＶ 标准阳性血清中和

后接种 ＭＤＢＫ 细胞，经 ＩＦＡ 染色未出现特异性荧光，
ＢＶＤＶ 病毒对照出现特异性荧光，正常细胞对照未出

现特异性荧光（图 ３），说明分离的毒株为 ＢＶＤＶ。

表 ２　 Ｆ５ 代 ＢＶＤＶ 毒种外源病毒检测结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｖｉｒｕｓ ｏｎ ５ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＢＶＤＶ

代次
纯净性

无菌检验 支原体 外源病毒检验

Ｆ５ 无菌生长 无支原体生长

荧光抗体检查法：
接 种 ＭＤＢＫ 细 胞， 未 见
ＢＶＤＶ 荧光； 接种 Ｖｅｒｏ 细
胞，未见 ＢＴＶ 荧光；
致细胞病变检查法：
接种 ＭＤＢＫ、Ｖｅｒｏ 细胞，未
见 ＣＰＥ；
红细胞吸附性外源病毒检
测：
接种 ＭＤＢＫ、Ｖｅｒｏ 细胞未见
红细胞吸附现象。

Ａ：中和样品；Ｂ：病毒对照；Ｃ：细胞对照

Ａ： ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｄ ｓａｍｐｌｅ； Ｂ： Ｖｉｒｕｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｃ： Ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ３　 鉴别检验 ＩＦＡ 结果（１００Ｘ）
Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｔｅｓｔ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｏｎ ＢＶＤＶ（１００Ｘ）

２．４．２　 荧光抗体检测　 将分离的 ＢＶＤＶ 培养物在

ＭＤＢＫ 细胞上培养 ７２ ｈ，然后采用 ＢＶＤＶ 间接荧光

试剂盒进行染色，在感染细胞的胞浆可观察到典型

的绿色荧光（图 ４ Ａ），而细胞对照未出现绿色荧光

（图 ４ Ｂ）。

Ａ：ＢＶＤＶ 感染 ＭＤＢＫ；Ｂ：ＭＤＢＫ 对照

Ａ： Ｖｉｒｕｓ－ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌ；Ｂ： ＭＤＢＫｌ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ４　 ＩＦＡ 染色结果（１００Ｘ）

Ｆｉｇ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｏｎ ＢＶＤＶ（１００Ｘ）

·２１·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ７ 月第 ５２ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．４．３　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测　 用设计的特异性引物，对分

离培养物及 ＢＶＤＶ Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ 标准毒株进行 ＲＴ－

ＰＣＲ 扩增，发现分离培养物与 ＢＶＤＶ 国际标准毒株

Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ 株均能扩增出 ２８８ ｂｐ 的片段（图 ５），
与预期目的片段一致，扩增结果清晰，无杂带，而培

养用 ＭＤＢＫ 细胞无任何条带。
２．５　 基因型序列测定　 将所测的目的片段与 Ｇｅｎ⁃
ｂａｎｋ 中已发表的 ３０ 株 ＢＶＤＶ 序列的 ５＇端非编码区

序列进行同源性比较，同源性为 ６８． ７％ ～ ８９． ２％。
其中与我国分离的 ＢＪ１２０２ 株（登陆号：ＫＦ９２５５１４．１）
和 Ｙ２ 株（登陆号：ＫＹ９６４３１１．１）同源关系最近，均为

８９．２％。 与 ＢＶＤＶ Ｉ 型经典毒株 Ｏｒｅｇｏｎ 株、Ｓｉｎｇｅｒ
株、ＮＡＤＬ 株的同源性为 ８３．８％ ～ ８６．９％（图 ６），与
ＢＶＤＶ ２ 型经典毒株 ８９０ 株同源性仅为 ７３．４％；与
２０１４ 年以来我国北京、吉林、四川、山东等地分离的

ＢＶＤＶ 毒株亲缘关系在 ８８％左右。 基因序列系统

进化树分析结果显示同样的结果（图 ７）。
２．６　 电镜形态观察　 ＢＶＤＶ 分离株细胞培养液经

离心浓缩，负染，电镜下观察发现，病毒离子略呈圆

形，有囊膜，直径约 ４０～６０ ｎｍ。

Ｍ： 蛋白分子量标准；１： ＢＶＤＶ Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ 株的 ＰＣＲ 产物；

２： ＢＶＤＶ 分离株的 ＰＣＲ 产物； ３： ＭＤＢＫ 细胞的 ＰＣＲ 产物；

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＢＶＤＶ ｓｔｒａｉｎ Ｏｒｅｇｏｎ Ｃ２４Ｖ；

２： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＢＶＤＶ ｓｔｒａｉｎ；３： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌ．

图 ５　 ＢＶＤＶ 的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＢＶＤＶ

图 ６　 ＢＶＤＶ ／ Ｗ 株与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中 ＢＶＤＶ 基因序列进行同源性比较

Ｆｉｇ ６　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＶＤＶ ／ Ｗ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ
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图 ７　 ＢＶＤＶ Ｗ株与Ｇｅｎｂａｎｋ中 ＢＶＤＶ基因序列系统进化树

Ｆｉｇ ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＶＤＶ ／ Ｗ ａｎｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ

图 ８　 ＢＶＤＶ ／ Ｗ 株电镜照片

Ｆｉｇ ８　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｐｈｏｔｏ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＢＶＤＶ／ Ｗ．

２．７　 动物回归试验结果　 将 ＢＶＤＶ 分离毒株接种

阴性敏感牛，从临床观察症状看，攻毒后第 ３ 日开

始有 ３ 头牛陆续出现典型的腹泻症状（稀便，严重

时甚至呈水样），３ 头牛的口腔、鼻腔、阴道、肛门或

眼结膜等黏膜组织出现充血或溃疡等症状，２ 头牛

的鼻腔或眼睛还伴有黏液性或脓性分泌物，发病牛

精神沉郁、食欲减退；出现腹泻的 ３ 头牛体温升高

到 ４０ ℃以上，最高可达到 ４１．６ ℃，其中 ２ 头均持续

高温 ２ 日以上。 另外的 ２ 头牛体温未见异常，但伴

有浆液性或脓性眼鼻分泌物。 １ 头牛连续腹泻后第

１０ 日死亡。 对照牛未见任何异常。 从攻毒牛鼻拭

子病毒分离情况看，攻毒后有 ３ 头牛从攻毒后第 ５～
８ 日开始向外排毒，可持续至第 １０～１４ 日（１ 头持续

至 １４ 日），２ 头牛仅攻毒后 ５～６ 日和 ５～７ 日可检测

到病毒。
３　 讨论与结论

据可否使培养细胞产生细胞病变，可将 ＢＶＤＶ
分为两种生物型［１－２］：一种为病毒在细胞中复制不

引起细胞病变，称为非致细胞病变型 （ Ｎｏｎｃｙｔｏ⁃
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ，ＮＣＰ），如 ＮＹ－１ 株；另一种为引起细胞

形成空泡、核固缩、溶解和死亡等病变，称为致细胞

病变型 （ Ｃｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ， ＣＰ ），如 ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ 株、
ＮＡＤＬ 株等。 ＮＣＰ 型能引起持续感染，ＣＰ 型 ＢＶＤＶ
在体内不能引起持续感染。 从国内外已批准的

ＢＶＤＶ 弱毒疫苗和灭活疫苗（包括含 ＢＶＤＶ 成分的

二联或多联疫苗）看，仅有 ４ 个疫苗为 ＮＣＰ 生物

型，其余均为 ＣＰ 型［７］。 研究利用 ＭＤＢＫ 细胞，成
功从疑似感染 ＢＶＤＶ 牛肿大出血的肠系膜淋巴结

和脾脏样品中分离出 １ 株 ＢＶＤＶ，该毒株在 ＭＤＢＫ
细胞上连传 １５ 代，均不产生 ＣＰＥ，证明该分离毒株

为 ＮＣＰ 型。 从动物回归结果看，该分离毒株接种

健康易感牛，可引起体温升高（超过 ４０ ℃）、腹泻、
黏膜病、眼鼻黏性或脓性分泌物等典型 ＢＶＤ 症状，
从而进一步证明分离到的毒株为 ＢＶＤＶ。

ＢＶＤＶ ５＇ －ＵＴＲ 在 ＢＶＤＶ 基因组中相对保守

的，常用作合成引物来检测 ＢＶＤＶ 或作为 ＢＶＤＶ 分

型鉴定引物［８－９］。 根据 ５＇－ＵＴＲ 的序列可将 ＢＶＤＶ
分为 ＢＶＤＶ－１ 和 ＢＶＤＶ－２ 两种基因型，但这两种

基因型均属于同一个血清型，存在一定的交叉保

护［１０－１１］。 Ｆｅｉ Ｘｕｅ 等［１２］（２０１０）研究表明：目前我国

流行优势株以 ＢＶＤＶ－１ 型为主。 本研究根据国际

标准毒株的 ５ ＇－ＵＴＲ 序列设计出特异性引物，经
ＰＣＲ 反应可扩增出 ２８８ｂｐ 特异性条带，并经 ５ ＇ －

ＵＴＲ 序列分析，与我国分离的 ＢＪ１２０２ 株（登陆号：
ＫＦ９２５５１４．１）和 Ｙ２ 株（登陆号：ＫＹ９６４３１１．１）同源
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关系最近，均为 ８９．２％，与 ２０１４ 年以来我国北京、
吉林、四川、山东等地分离的 ＢＶＤＶ 毒株亲缘关系

在 ８８％左右。 系统进化树也显示分离的毒株与国

内主要流行分支相同，均属于 ＢＶＤＶ－１ 型。 说明该

毒株具有一定的代表性。
ＢＶＤ 的根除方法是病畜的检验与捕杀，但成本

较高。 疫苗接种是目前多数国家控制和预防该病

的主要方法，常规灭活疫苗和活疫苗是主要的疫苗

类型［１３］。 弱毒疫苗虽可刺激机体产生较高滴度的

抗体，但其存在毒力不稳定，可诱发免疫抑制、持续

感染以及可能存在外源病原污染等安全隐患。 相

比较而言，灭活疫苗安全性方面的优势更为明显，
并且其免疫原性相对较差的缺点可通过选用有效

的佐剂加以改进。 针对目前 ＢＶＤ 较为严重的流行

形势，采用流行优势毒株制备安全高效的灭活疫苗

应为防控这 ＢＶＤ 的首选。 因此，研究所分离到的

ＢＶＤＶ ／ Ｗ 株具有开发灭活疫苗的潜力。
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