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牛病毒性腹泻病毒陕西株的分离

与犖犛５犫基因序列测定


马秋明，王学艳，王晶钰，何维明
（西北农林科技大学 动物医学院，陕西 杨凌７１２１００）

［摘　要］　【目的】分离并鉴定陕西省牛病毒性腹泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）。【方法】采集腹泻

犊牛的肠系膜淋巴结，处理后接种于 ＭＤＢＫ细胞，盲传，逐日观察是否有细胞病变产生。采用病毒蚀斑技术对病毒克

隆纯化后，提取其ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ鉴定。将扩增的犖犛５ｂ基因克隆入ｐＭＤ１８Ｔ载体中，采用碱裂解法小量提取质

粒，并对质粒进行犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ双酶切、犛犪犾Ⅰ单酶切及ＰＣＲ鉴定，对阳性克隆进行核苷酸序列测定及分析。采用

病毒蚀斑试验测定分离毒株的半数组织培养感染量（ＴＣＩＤ５０）。【结果】盲传４代后细胞出现典型、规律的细胞病变。

ＲＴＰＣＲ扩增出预期长度（３６０ｂｐ）的基因片段，核苷酸序列分析结果表明，所扩增的基因为牛病毒性腹泻黏膜病病毒

犖犛５ｂ基因，其与ＢＶＤＶＶＥＤＥＶＡＣ株犖犛５ｂ基因核苷酸序列有９９％同源性。ＢＶＤＶ陕西株的半数组织培养感染量

（ＴＣＩＤ５０）为３．６。【结论】成功分离了牛病毒性腹泻病毒陕西株，为陕西省ＢＶＤＶ的防治提供了理论依据。
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　　牛病毒性腹泻黏膜病（Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａ

ｍｕｃｏｓａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＢＶＤＭＤ）是由牛病毒性腹泻病毒

（Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）引起的一种复

杂的，以发热、腹泻、黏膜糜烂溃疡、白细胞减少、产

奶量下降及怀孕母牛流产或产出畸形胎儿为主要特

征的传染病［１］。该病可引起持续感染与免疫耐受、

繁殖障碍、血小板减少与出血综合征。ＢＶＤＶ主要

感染牛、羊、鹿［２］、猪等，尤其是可引起幼畜腹泻死

亡，给奶牛养殖业造成很大的经济损失，为奶牛养殖

重点防制和检疫对象。张光辉等［３］对河南省ＢＶＤＶ

流行株进行了分离鉴定。赵月兰等［４５］对河北省

ＢＶＤＶ流行株进行了分离鉴定，并对其生物学特性

进行了研究。王新平等［６］对我国ＢＶＤＶ流行毒株

长春１８４、Ｄ、Ｈ、Ｙａｋ、ＺＭ９５、ＮＣＤ的基因型进行定

位和同源性比较，结果发现，ＢＶＤＶ可能存在着一

定的地域性。１９９４年，陈茂盛等
［７］对陕西省１３个

县的肉牛、奶牛进行了ＢＶＤＭＤ血清学调查，结果

发现阳性率为１２．７％，近年来该病在陕西牛群中的

发生有扩大的趋势，但至今尚未见对ＢＶＤＶ进行分

离鉴定的报道。ＢＶＤＶ的ＮＳ５ｂ蛋白具有依赖ＲＮＡ

的ＲＮＡ酶活性，对ＢＶＤＶ的复制具有重要作用，

犖犛５ｂ基 因 在 ＢＶＤＶ 基 因 组 中 相 对 保 守［８］。

２００６０９～２００７０５，陕西某奶牛场犊牛群发生腹泻，

经多种抗生素治疗无效，从临床症状和剖检病变分

析初步怀疑为ＢＶＤＶ或轮状病毒（Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ，ＲＶ）

感染所致。为确诊其病原，本研究对该病病原进行

了分离鉴定，并对分离病毒的犖犛５ｂ基因片段进行了

核苷酸序列分析，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　病　料　病料为疑似ＢＶＤＶ或ＲＶ感染的

奶牛肠系膜淋巴结，采集于陕西杨凌及其周边地区

的奶牛场，共２０份。

１．１．２　细胞、宿主菌与载体　ＭＤＢＫ细胞购自中

国兽医药品监察所；ＤＨ５α宿主菌，由西北农林科技

大学预防兽医学实验室保存；ｐＭＤ１８Ｔ克隆载体试

剂盒购自大连宝生物工程有限公司。

１．１．３　主要试剂　１６４０培养基，购自 ＧＩＢＣＯ公

司；胎牛血清，购于杭州四季青生物有限公司；Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂盒和ＲＮａｓｉｎ，购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胶

回收（小量）试剂盒，购自上海华舜生物工程有限公

司；ＲＮＡ 酶 抑 制 剂、Ｅｘ 犜犪狇 ＤＮＡ 聚 合 酶 和

ｄＮＴＰｓ，均购自大连宝生物工程有限公司；ＭＭＬＶ

反转录试剂盒、犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ限制性内切酶，购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００），购自广东

东盛公司；ＤＥＰＣ，购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；细胞生长液、

维持液，购自ＧＩＢＣＯ公司，使用时细胞生长液和维

持液分别添加体积分数８％和３％的胎牛血清；其他

试剂，均为国产分析纯级。

１．２　病料的处理

将采集的肠系膜淋巴结剪碎，按每克加５ｍＬ

的比例加入含青霉素（１０００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（１０００

μｇ／ｍＬ）的灭菌生理盐水，用组织研磨器研磨后于

－４０℃／室温反复冻融３次，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，取上清液备用。

１．３　病毒的分离培养

培养 ＭＤＢＫ传代细胞，待其长成单层后，弃去

营养液，用ＤＨａｎｋ′ｓ液洗３次，分别加入原营养液

体积１／１０的病料上清液，３７℃ 吸附１ｈ，其间摇匀

３次，加入维持液，于３７℃、体积分数５％ＣＯ２ 环境

中静置培养。逐日观察细胞病变情况，第５天收获

细胞培养物，－４０ ℃／室温反复冻融３次，４０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液盲传。同时设 ＭＤＢＫ

细胞空白对照，不加病料上清液，培养方法同上。

１．４　病毒的克隆纯化

培养 ＭＤＢＫ细胞，待其长成单层后将生长液弃

去，用ＤＨａｎｋ′ｓ液洗３次，分别加１０，１００，１０００

倍稀释的病毒细胞培养物上清液（体积为原生长液

体积的１／１０），３７℃吸附１ｈ，其间摇匀３次，然后

将２×维持液与３０ｇ／Ｌ琼脂糖（４２～４５℃）等体积

混合，加入培养皿至２～３ｍｍ高度。每稀释度作３

次重复。待琼脂凝固后，将琼脂层向上，３７℃、体积

分数５％ＣＯ２ 条件下静置培养。第４天向各培养皿

中加入３７℃预热的质量分数１％中性红琼脂培养

液，再培养１ｄ。观察蚀斑形成情况，挑取单个存在

的蚀斑，加入到５０μＬ无血清生长液中，４０℃／室温

反复冻融３次后，接种于９６孔培养板中将蚀斑纯化

３次。最后将病毒细胞培养物于－７０℃保存备用．

１．５　引物的设计与合成

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 已发表的 ＢＶＤＶ 的 Ｏｒｅｇｏｎ

Ｃ２４Ｖ株的犖犛５ｂ基因保守序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＡＦ０９１６０５），利用 Ｏｌｉｇｏ６．０生物软件设计１对引

物，Ｐ１：５′ＴＧＧＡＧＡＴＣＴＴＴＣＡＣＡＣＡＡＴＡＧ

Ｃ３′；Ｐ２：５′ＧＣＴＧＴＴＴＣＡＣＣＣＡＧＴＴＡＴＡＣＡ

Ｔ３′，该引物预期扩增产物约为３６０ｂｐ。参照轮状

病毒（ＲＶ）的犞犘１基因保守序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

Ｍ６４６６６）设计１对引物，Ｐ３：５′ＡＧＡ ＡＴＴ ＴＣＣ
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ＧＴＴＴＧＧＣＴＡ３′；Ｐ４：５′ＣＧＧＴＣＡＣＡＴＣＡＴ

ＡＣＡＡＣＴＣＴ３′，该引物预期扩增产物约为９５０

ｂｐ。引物均由上海生工合成。

１．６　病毒总ＲＮＡ的提取

按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的ＴＲＩＺＯＬＬＳ
? Ｒｅａｇｅｎｔ试

剂盒操作说明书，提取病毒基因组 ＲＮＡ。向病毒

ＲＮＡ中加入３０μＬＤＥＰＣ处理水和１μＬＲＮＡ酶

抑制剂，室温溶解１０ｍｉｎ，置－２０℃保存备用。

１．７　病毒犖犛５ｂ和犞犘１基因的ＲＴＰＣＲ鉴定

取ＲＮＡ溶液１１μＬ，加１μＬ下游引物，６５℃

作用１０ｍｉｎ，冰浴５ｍｉｎ，再加入５×ＭＭＬＶＢｕｆｆｅｒ

４μＬ，ＭＭＬＶ１μＬ，Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ，

ｄＮＴＰ２μＬ，混匀，４２℃作用 １ｈ，７０ ℃ 反应１０

ｍｉｎ，冷却即得反转录ｃＤＮＡ。分别以病毒犖犛５ｂ和

犞犘１基因反转录ｃＤＮＡ 为模板，进行ＰＣＲ扩增，

ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：ｃＤＮＡ 模板２．０μＬ，Ｅｘ

犜犪狇１０×缓冲液２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ２．０μＬ，Ｐ１／Ｐ２或

Ｐ３／Ｐ４均各１．０μＬ，Ｅｘ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，

补灭菌超纯水至２５μＬ。扩增反应热循环参数为：

９５℃５ｍｉｎ；９５℃５０ｓ，５４℃５０ｓ，７２℃３０ｓ，３４个

循环；７２ ℃延伸１０ｍｉｎ。同时设空白对照试验，

ＰＣＲ反应体系中不加ｃＤＮＡ模板，其他组分和扩增

程序同上。扩增产物在含ＥＢ的１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝

胶中电泳，利用凝胶成像系统进行观察。

１．８　病毒克隆株的鉴定

１．８．１　ＰＣＲ产物的纯化回收　将ＰＣＲ产物在１５

ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中电泳，切下目的条带，用凝胶回收

纯化试剂盒回收目的片段，－２０℃保存备用。

１．８．２　重组质粒 ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ的构建与鉴定　

分别取回收的ＰＣＲ产物４．５μＬ、ｐＭＤ１８Ｔ 载体

０．５μＬ、ＬｉｇａｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５μＬ，于ＰＣＲ管中混

匀，１６℃反应过夜。取连接产物１０μＬ转化ＤＨ５α

感受态，挑选白色阳性菌落，在含有氨苄 （１００

μｇ／ｍＬ）的ＬＢ培养基中培养，采用碱裂解法小量提

取质粒，进行犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ双酶切、犛犪犾Ⅰ单酶切

及ＰＣＲ鉴定。

１．８．３　核苷酸序列的测定　将筛选的阳性克隆菌

液送上海生工生物工程技术服务有限公司和上海捷

瑞生物工程有限公司分别进行测序，并将核苷酸序

列提交到ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ进行检索鉴定。

１．９　病毒克隆株半数组织培养感染量（ＴＣＩＤ５０）的

测定

取病毒克隆株的细胞培养物上清液，作１０倍系

列稀释后，分别接种于９６孔 ＭＤＢＫ细胞培养板，每

稀释度接种１０孔，接种剂量１００μＬ／孔，同时设２

孔对照（加等量的细胞培养液）。３７℃ 吸附１ｈ，再

加入１００μＬ维持液，３７℃、体积分数５％ＣＯ２ 条件

下静置培养，逐日观察各孔细胞病变，连续观察５ｄ，

参考文献［１］，采用 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算病毒的

ＴＣＩＤ５０。

２　结果与分析

２．１　病毒的分离培养

病料接种长成单层的 ＭＤＢＫ细胞，盲传４代后

开始出现典型且规律的细胞病变（ＣＰＥ），ＣＰＥ表现

为细胞变圆，胞浆出现空泡，继而细胞脱落死亡，而

加入维持液的空白对照细胞形态正常（图１）。表明

分离到的病毒为ＣＰＥ型。

图１　ＢＶＤＶ陕西株的分离培养（×１００）

Ａ．病变细胞；Ｂ．空白对照细胞

Ｆｉｇ．１　ＩｓｏｌａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆＢＶＤＶｉｎＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（×１００）

Ａ．ＣｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＭＤＢＫｃｅｌｌ；Ｂ．ＮｏｒｍａｌＭＤＢＫｃｅｌｌ
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２．２　病毒的克隆纯化

将病毒细胞培养物接种长成单层的 ＭＤＢＫ细

胞，４ｄ后在１０－２稀释度产生单个的可数空斑，空斑

大小不一，直径一般为１～３ｍｍ，空斑数在各重复

之间差异较大。

２．３　病毒犖犛５ｂ和犞犘１基因的ＲＴＰＣＲ鉴定

ＲＴＰＣＲ鉴定结果（图２）显示，扩增出一条清

晰的约３６０ｂｐ的目的条带，与预期结果相符，而ＲＶ

鉴定呈阴性，空白对照也无扩增产物。

２．４　重组质粒ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ的酶切鉴定

重组质粒 ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ用犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ

双酶切，切出３６０ｂｐ的条带；犛犪犾Ⅰ单酶切切出约

３０００ｂｐ的条带（图３），与预期结果相符。表明，重

组质粒中包含了犖犛５ｂ目的基因片段。

图２　分离病毒犖犛５ｂ或犞犘１基因的ＲＴＰＣＲ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅＤＬ２０００；１．犖犛５ｂ基因扩增结果；

２．犞犘１基因扩增结果；３．空白对照

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆ犖犛５ｂｏｒ犞犘１ｇｅｎｅＲＴＰＣＲ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅＤＬ２０００；１．ＢＶＤＶａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ；

２．ＲＶａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ；３．Ｎｅｇａｔｉｖｅ

图３　重组质粒ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ的酶切鉴定结果

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅＤＬ２０００；１．犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ双酶切鉴定结果；

２．犛犪犾Ⅰ单酶切鉴定结果；３．质粒对照

Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｍａｐｏｆＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅＤＬ２０００；１．犈犮狅ＲⅠａｎｄ犛犪犾Ⅰｍａｐ

ｏｆｐｌａｓｍｉｄ；２．犛犪犾Ⅰｍａｐｏｆｐｌａｓｍｉｄ；３．Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｔｒｏｌ

图４　重组质粒ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ的ＰＣＲ鉴定结果

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅＤＬ２０００；１．重组质粒；２．空白对照

Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮＳ５ｂｐＭＤ１８ＴｐｌａｓｍｉｄｂｙＰＣＲ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅＤＬ２０００；１．ＰｌａｓｍｉｄｂｙＰＣＲ；２．Ｎｅｇｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．５　重组质粒ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ的ＰＣＲ鉴定

重组质粒 ＮＳ５ｂｐＭＤ１８Ｔ的ＰＣＲ鉴定结果显

示，扩增出约３６０ｂｐ的目的条带（图４），空白对照无

扩增产物，表明重组质粒包含了目的基因 犖犛５ｂ片

段。

２．６　ＢＶＤＶ陕西株犖犛５ｂ基因核苷酸序列的测定

将１．８．３中两公司的核苷酸测序结果校对后，利

用ＤＮＡＳｔａｒ、ＣｌｕｓｔａｌＸ等分析软件对分离毒株的犖犛５ｂ

基因序列进行整理拼接，即得ＢＶＤＶ陕西株犖犛５ｂ基

因核苷酸序列（图５）。

图５　ＢＶＤＶ陕西株犖犛５ｂ基因的核苷酸序列

下划线部分为引物序列

Ｆｉｇ．５　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ犖犛５ｂｇｅｎｅｏｆＢＶＤＶｉｎＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｓｐｒｉｍｅｒ
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　　将处理后的核苷酸序列提交到 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ

检索鉴定，各序列用ＦａｓｔＭｉｎｉｍｕｍＥｖｏｌｕｔｉｏｎ软件

模块比对，结果（图６）显示，分离毒株为ＢＶＤＶ，且

与匈牙利ＶＥＤＥＶＡＣ株的犖犛５ｂ基因核苷酸同源性

最高，为９９％。

图６　ＢＶＤＶ陕西株犖犛５ｂ基因的ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ比对结果

括号内字符为ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｆｉｇ．６　犖犛５ｂｇｅｎｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｂｙＮＣＢＩＢＬＡＳＴｏｆＢＶＤＶｉｎＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

ＣｈａｒａｃｔｅｒｓｉｎｔｈｅｂｒａｃｋｅｔｉｓＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒ

２．７　病毒克隆株ＴＣＩＤ５０的测定

逐日观察并记录各孔细胞病变，结果见表１，采

用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算病毒的 ＴＣＩＤ５０，结果显示

病毒克隆株的ＴＣＩＤ５０为３．６。

表１　ＢＶＤＶ陕西株ＴＣＩＤ５０的测定

Ｔａｂｌｅ１　ＴＣＩＤ５０ｏｆＢＶＤＶｉｎＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

病毒稀释度

Ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｓ

接种孔数

Ｗｅｌｌｎｕｍｂｅｒ

孔数

Ｗｅｌｌｎｕｍｂｅｒ

５ｄ累计孔数

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ

ＣＰＥ＋ ＣＰＥ－ ＣＰＥ＋ ＣＰＥ－

ＣＰＥ＋百分比／％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１０－１ １０ １０ ０ ３１ ０ １００．０（３１／３１）

１０－２ １０ ８ ２ ２１ ２ ９１．３（２１／２３）

１０－３ １０ ６ ４ １３ ６ ６８．４（１３／１９）

１０－４ １０ ５ ５ ７ １１ ３８．９（７／１８）

１０－５ １０ ２ ８ ２ １９ ９．５（２／２１）

１０－６ １０ ０ １０ ０ ２９ ０（０／２９）

１０－７ １０ ０ １０ ０ ３９ ０（０／３９）

１０－８ １０ ０ １０ ０ ４９ ０（０／４９）

３　讨　论

牛病毒性腹泻黏膜病的临床症状复杂多样，从

临床症状很难确诊，需进行实验室诊断。该病的实

验室诊断方法有血清学检测方法、免疫学检测技术

和分子生物学方法，其中ＲＴＰＣＲ是一种特异、敏

感、快速、操作简单的分子生物学方法［９］。牛病毒性

腹泻黏膜病在陕西牛群中有感染［７］，但目前还未见

有ＢＶＤＶ陕西分离株的报道。本研究采用 ＭＤＢＫ

细胞成功地从患腹泻的犊牛病料中分离到１株牛病

毒性腹泻病毒，并对分离到的病毒犖犛５ｂ基因片段进

行了核苷酸序列测定，发现其与ＢＶＤＶＶＥＤＥＶＡＣ

株的犖犛５ｂ基因核苷酸序列同源性达９９％，结果为陕

西省牛病毒性腹泻黏膜病病原的研究提供了宝贵的
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试验材料，也为陕西省牛病毒性腹泻黏膜病的诊断、

防治积累了实践经验。

ＢＶＤＶ属黄病毒科，瘟病毒属，与猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）及羊边界病病毒（ＢＤＶ）之间在血清学检测

中存在高度交叉反应，因此常规的血清学方法，如免

疫扩散试验、中和试验、补体结合反应及免疫荧光试

验等均不能有效地将其区分，而ＲＴＰＣＲ等分子生

物学诊断方法则能将其区分开［１０］。因此，建立一种

特异、敏感、快速的ＲＴＰＣＲ诊断方法，对于该病的

诊断及牛群的净化具有重要意义［１１］。ＢＶＤＶ在传

播过程中其基因组变异较大［１２］，其ＮＳ５ｂ蛋白具有依

赖ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶活性，犖犛５ｂ基因在基因组中

相对保守［８］，本研究选取犖犛５ｂ基因设计引物，有利

于提高ＲＴＰＣＲ检测方法的特异性和敏感性。

ＢＶＤＶ往往引起免疫抑制和持续感染，给奶牛

业造成的隐性损失难以估量，应引起人们的重

视［１３１４］。目前，在该病的防治方面主要是通过检疫

逐步净化牛群，而不是免疫防制，这已在奥地利取得

巨大成效［１１］。本研究建立的ＲＴＰＣＲ方法，为陕西

省牛群ＢＶＤＶ的检测奠定了基础。
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