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牛病毒性腹泻病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法的建立及应用
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立用于牛源样本中牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）双重 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法。 方法　 选择已发

表的 ＢＶＤＶ １ 型和 ＢＶＤＶ ２ 型包含 ５’ ＵＴＲ 区高保守区域基因作为靶基因，分别设计合成引物，建立双重 ＢＶＤＶ ＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法，并对方法的特异性、敏感性、稳定性等进行方法学评价。 同时用建立的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测了小牛血清、
小牛血清去蛋白提取液、脾多肽注射液等 ４１ 批次牛源性样本和 ６４ 份牛血浆样本。 牛源样本和 ６４ 份牛临床样本。
结果　 建立的 ＢＶＤＶ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法与牛副流感病毒 ＩＩＩ 型（ＢＰＩＶ３）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、乙型脑炎病毒（ＪＥＶ）均
无交叉反应；检测 ＢＶＤＶ １ 型和 ＢＶＤＶ ２ 型 ＤＮＡ 模板最低浓度分别为每微升 ８􀆰 ８７ × １０２ 拷贝和 ６􀆰 ３１ × １０２ 拷贝，
ＢＶＤＶ １ 型和 ２ 型 ｃＤＮＡ 在 － ３０℃冰箱放置 １２ 个月仍可检测出目的条带。 应用建立的 ＢＶＤＶ ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测 ４１
批次牛源样本和 ６４ 份牛血浆样本，核酸阳性率分别为 １４􀆰 ６％和 ２９􀆰 ７％ 。 结论　 建立的 ＢＶＤＶ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法具

有快速、特异、敏感及稳定的特点，可用于牛源样本携带 ＢＶＤＶ 核酸的检测。
【关键词】 　 牛病毒性腹泻病毒；ＲＴ⁃ＰＣＲ；牛源样本
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　 　 牛病毒性腹泻病毒（ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ，
ＢＶＤＶ） 又称黏膜病病毒 （ ｍｕｃｏｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＭＤＶ）， 属 黄 病 毒 科 （ ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ ） 瘟 病 毒 属

（ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ）。 病毒粒子大小为 ４０ ～ ６０ ｎｍ，为有囊

膜单股正链 ＲＮＡ 病毒［１ － ２］。 ＢＶＤＶ 可引起许多临

床症状及疾病，包括繁殖障碍、呼吸综合征、先天性

缺陷、肠炎、持续感染（ＰＩ）和黏膜病（ＭＤ）等，患牛

表现发热、白细胞减少、腹泻、流产、黏膜糜烂溃疡

等急性感染症状及小牛先天持续性感染等症状。
除牛以外，易感动物还包括骆驼、绵羊、山羊、猪、鹿
及多种野生反刍动物。 该病毒呈世界性分布，广泛

分布于美国、澳大利亚、新西兰、匈牙利、加拿大、阿
根廷、日本、印度及非洲和欧洲许多养牛发达国家，
是危害养牛业的重要病原之一［２］，给养牛业造成了

严重的经济损失［２ － ４］。
随着生物医学技术的不断发展，动物源性生

物制品的开发利用日益增多，尤其是牛源性生物

制品的开发利用越来越广泛。 同时伴随着科技及

对药品生物制品质量发展的要求，人们对牛源性

制品是否携带或潜在病毒污染，携带或潜在病毒

是否会通过直接或间接途径对人造成危害或者传

染病的扩散也越来越关注。 为保障人民用药安全

及避免传染病的扩散，最大限度地降低使用牛源

性生物制品传播牛携带相关病毒的风险，本实验

建立了快速、特异、敏感的 ＢＶＤＶ 双重 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方

法，用于对牛及人用牛源性生物制品及原材料可

能携带或潜在 ＢＶＤＶ 的检测，对保证牛源材料及

牛源生物制品的使用安全性、保障人民用药安全

具有重要意义。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 病毒与样品

牛病毒性腹泻病毒 １ 型（ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １，ＢＶＤＶ１）、牛副流感病毒 ３ 型 （ ｂｏｖｉｎｅ
ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３，ＢＰＩＶ３） （编号分别为 ＶＲ⁃
１４２２、ＶＲ⁃２８１）：购自美国 ＡＴＣＣ 公司；牛病毒性腹

泻病 毒 ２ 型 （ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２，
ＢＶＤＶ２）、 猪 瘟 病 毒 （ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ，
ＣＳＦＶ）： 本 室 冻 存； 乙 型 脑 炎 病 毒 （ Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＪＥＶ）： 由本院病毒一室提供；
ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ⁃ｐｏｌ 质粒标准品：委
托宝生物工程 （大连） 有限公司合成； ＢＶＤＶ１ 和

ＢＶＤＶ２ 引物：由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成；４１ 批次人用牛源样本（编号：Ｎｙ１ ～ Ｎｙ４１）：
国内 ８ 省市 １２ 个厂家和国外 ２ 个厂家提供；６４ 份

牛肛拭子样本（编号：ｇ１ ～ ｇ６４）：国内某单位提供。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＮＡ 快速提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司；反转录

试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶和

１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ 均购自宝生物工程（大连）
有限公司。 ＰＣＲ 仪：美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；核酸琼脂糖

凝胶电泳仪：美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司 ＰｏｗｅｒＰａｃ Ｂａｓｉｃ；凝胶

成像分析仪：美国 Ｋｏｄａｋ 公司 ＧＬ２１２ Ｐｒｏ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物设计

分析已报道的 ＢＶＤＶ 基因组序列，将不同株进

行比对，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＢＶＤＶ １ 型和 ２ 型

毒株基因序列（序列号：Ｍ３１１８２􀆰 １、ＡＦ５０２３９９􀆰 １）选
择包含 ５’ ＵＴＲ 区高保守区域基因作为靶基因，用
Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 ２ 组引物，建立双重

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法。

表 １　 用于扩增 ５’ ＵＴＲ 区高保守区域 ２ 组引物序列及位置
Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

５’ ＵＴＲ ｏｆ ＢＶＤＶ１ ａｎｄ ＢＶＤＶ２ ｇｅｎｅｓ
编号
Ｎｏ．

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

位置 ／ ｂｐ
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

长度 ／ ｎｔ
Ｌｅｎｇｔｈ

引物 １ Ｐｒｉｍｅｒ １
ＢＶＤＶ１⁃Ｆ ５’⁃ＡＣＡＧＧＧＴＡＧＴＣＧＴＣＡＧＴＧＧＴＴ⁃３’ ９８
ＢＶＤＶ１⁃Ｒ ５’⁃ＣＣＣＴＡＴＣＡＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＧＴＡＡ⁃３’ ２４８

１５１

引物 ２ Ｐｒｉｍｅｒ ２
ＢＶＤＶ２⁃Ｆ ５’⁃ＴＧＧＴＧＡＧＴＴＣＧＴＴＧＧＡＴＧＧＣ⁃３’ ６５
ＢＶＤＶ２⁃Ｒ ５’⁃ＣＣＣＣＧＡＣＧＧＧＴＴＴＴＴＧＴＴＴＧ⁃３’ ３５８

３０３
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１􀆰 ３􀆰 ２　 病毒 ＲＮＡ 提取

对牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）、牛副流感病毒 ３
型（ ＢＰＩＶ３ ）、 猪瘟病毒 （ ＣＳＦＶ）、 乙型脑炎病毒

（ＪＥＶ）、正常 ＢＴ 细胞按照 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 快速提取试剂

盒操作方法进行 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 提取。 提取后的 ＲＮＡ
立即进行 ｃＤＮＡ 的合成，剩余的 ＲＮＡ 及 ＤＮＡ 冻存

于 － ７０℃冰箱备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 反转录

通过对随机引物及 ＡＭＶ 反转录酶浓度进行优

化，确定反转录体系为：５ × ＲＮＡ ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５
μＬ，ｄＮＴＰｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ２􀆰 ５ μＬ，ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５
μＬ，随机引物 １ μＬ，ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ μＬ，ＡＭＶ 反转

录酶 ０􀆰 ５ μＬ，病毒 ＲＮＡ ８ μＬ。 反应条件为：３７℃，
９０ ｍｉｎ；４２℃，１５ ｍｉｎ；９５℃，５ ｍｉｎ。 获得 ｃＤＮＡ，保存

备用。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法的建立

以获得的 ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ 质粒为模板进行

ＰＣＲ 扩增。 对 ２ 组引物 ＰＣＲ 反应体系的 ｄＮＴＰｓ 浓

度、１０ × ｂｕｆｆｅｒ 浓度、Ｔａｑ ＨＳ 酶浓度、引物、模板量及

反应体系的退火温度及循环次数等进行优化，通过

对正常 ＢＴ 细胞、ＢＶＤＶ１、ＢＶＤＶ２ 进行 ＰＣＲ 扩增来

确定 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应的最佳模式［６］。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物的检测

取 ５ μＬ 扩增产物于 １􀆰 ５％ 琼脂糖凝胶（含 ０􀆰 ５
μｇ ／ ｍＬ 溴化乙锭）进行电泳鉴定。 电泳缓冲液为 １
× ＴＡＥ ｂｕｆｆｅｒ （０􀆰 ０４ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃乙酸，０􀆰 ００１ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ ８􀆰 ０），１１０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ，在紫外成像仪

下观察 ＰＣＲ 产物条带在凝胶中的位置，以 １００ ｂｐ
ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ 为参照物，判定结果。 ＲＴ⁃ＰＣＲ
阳性扩增片段进行测序，通过与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＢＶＤＶ１
和 ＢＶＤＶ２ 序列进行比对以确定 ＰＣＲ 检测的准

确性［６］。
１􀆰 ３􀆰 ６　 特异性试验

用 ２ 组引物分别以正常 ＢＴ 细胞、ＢＶＤＶ１ 质粒

标准品、ＢＶＤＶ２ 质粒标准品、牛副流感病毒 ３ 型

（ＢＰＩＶ３）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、乙型脑炎病毒（ ＪＥＶ）
ｃＤＮＡ 为模板，用所建立的 ＰＣＲ 方法进行扩增，扩增

产物用琼脂糖凝胶电泳做初步鉴定［６］。
１􀆰 ３􀆰 ７　 敏感性试验

将起始浓度为每微升 ８􀆰 ８７ × １０１０拷贝和 ６􀆰 ３１
× １０１０拷贝的 ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ 质粒样本做系列倍

比稀释，分设 １０ － ３到 １０ － ９共 ７ 个浓度梯度进行 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 扩增，扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳鉴定，

判断所能扩增的最小 ＤＮＡ 质粒模板浓度［６］。
１􀆰 ３􀆰 ８　 稳定性和重复性实验

ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ 质粒及同一批 ＰＣＲ 检测试

剂于 － ３０℃冰箱放置 ３ 个月、６ 个月、１２ 个月时，进
行 ＰＣＲ 检测。 ３ 次试验各做 ３ 个重复。 扩增产物经

１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳鉴定［５］。
１􀆰 ３􀆰 ９　 方法的应用及验证

ＢＶＤＶ１、ＢＶＤＶ２、正常 ＢＴ 细胞、２ 份已知 ＢＶＤＶ
阴性对照牛血清、６４ 份牛肛拭子样本（编号：ｇ１ ～
ｇ６４）、４１ 批次人用牛源生物制品及原材料样本（编
号：Ｎｙ１ ～ Ｎｙ４１），具体信息见表 ２。 同时提取 ＲＮＡ，
反转录，用 ２ 组引物进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增产物用琼

脂糖凝胶电泳做初步鉴定。
扩增到的阳性样品，需要对可见的特异性目的

条带进行纯化测序。 测序结果经 ＢＬＡＳＴ 分析，与
ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ 核酸序列进行比对，
验证检测结果的准确性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 反应条件优化

通过对 ２ 组引物 ＰＣＲ 反应条件及反应体系的

优化，确定了 ＰＣＲ 最佳反应体系为：１０ × Ｅｘ Ｔａｑ
ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２ ＋ ）２ μＬ，ｄＮＴＰｓ ｍｉｘｔｕｒｅ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２
μＬ，Ｔａｑ ＨＳ 酶（５ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ５ μＬ，上下游引物（１０
ｐｍｏｌ ／ μＬ）各 １ μＬ，ＤＮＡ ２ μＬ，补水至 ２０ μＬ；ＰＣＲ 最

佳反应条件为：９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃ 变性 ３０ ｓ，
５６℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；７２℃
再延伸 ５ ｍｉｎ。
２􀆰 ２　 ＰＣＲ 产物的检测及特异性实验

２ 组引物特异性实验显示，以 ＢＶＤＶ１ 质粒和

ＢＶＤＶ２ 质 粒 为 模 版 有 明 显 目 的 条 带 出 现， 以

ＢＰＩＶ３、ＣＳＦＶ、ＪＥＶ 及正常 ＢＴ 细胞的 ｃＤＮＡ 为模版，
均无目的条带出现（见图 １）。 结果显示特异性可以

达到 １００％ 。
２􀆰 ３　 检测结果的准确性

选择引物 １ 和引物 ２，ＰＣＲ 扩增 ＢＶＤＶ １ 型和

ＢＶＤＶ ２ 型阳性片段进行测序，测序结果经 ＢＬＡＳＴ
分析，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＢＶＤＶ １ 型和 ＢＶＤＶ ２ 型核酸

序列同源性均为 ９９％ ，说明该方法检测准确性

较好。
２􀆰 ４　 敏感性试验

图 ２ 结果显示 ２ 组引物检测病毒 ＤＮＡ 浓度均

可以达到每微升 １０２ 拷贝。
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表 ２　 ４１ 批次牛源样本信息
Ｔａｂ． ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ４１ ｂｏｖｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

单位编号
Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ Ｎｏ．

样品名称
Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅｓ

样品数量（批次）
Ｓａｍｐｌｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ （ｂａｔｃｈｅｓ）

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

１

小牛血清去蛋白提取液
Ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚｅｄ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ｅｘｔｒａｃｔ ９ Ｎｙ１ ～ Ｎｙ９

小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ６ Ｎｙ１０ ～ Ｎｙ１５

２ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ２ Ｎｙ１６ ～ Ｎｙ１７

３ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ １ Ｎｙ１８

４ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ １ Ｎｙ１９

５ 脾多肽注射液
Ｌｉｅｎａｌ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ３ Ｎｙ２０ ～ Ｎｙ２２

６ 小牛血清去蛋白提取液
Ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚｅｄ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ｅｘｔｒａｃｔ １ Ｎｙ２３

７ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ４ Ｎｙ２４ ～ Ｎｙ２７

８ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ６ Ｎｙ２８ ～ Ｎｙ３３

９ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ １ Ｎｙ３４

１０ 重组牛碱性成纤维细胞生长因子滴眼液
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂｏｖｉｎｅ ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｅｙｅ ｄｒｏｐｓ １ Ｎｙ３５

１１ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ １ Ｎｙ３６

１２ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ２ Ｎｙ３７ ～ Ｎｙ３８

１３ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ １ Ｎｙ３９

１４ 小牛血清
Ｂｏｖｉｎｅ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ ２ Ｎｙ４０ ～ Ｎｙ４１

注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１：ＢＶＤＶ；２：ＢＴ 细胞对照；
３：ＢＰＩＶ３；４：ＣＳＦＶ；５：ＪＥＶ。

图 １　 引物特异性验证

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ； １： ＢＶＤＶ； ２： ＢＴ ｃｅｌｌｓ
ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ； ３： ＢＰＩＶ３； ４： ＣＳＦＶ； ５： ＪＥＶ．

Ｆｉｇ． １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

２􀆰 ５　 稳定性和重复性实验

电泳结果显示，ＢＶＤＶ 质粒标准品在 － ３０℃冰

箱放置 ３ 个月、６ 个月、１２ 个月时，用 ２ 组引物进行

注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ７：１０ － ３ ～ １０ － ９稀释。

图 ２　 通过 ＢＶＤＶ 质粒浓度梯度测定 ２ 对引物

ＰＣＲ 检测敏感性

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ； １ － ７： １０ － ３ － １０ － ９

ｄｉｌｕｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ２ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｂｙ ＢＶＤＶ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

检测，分别能扩增出约 １５１ ｂｐ 和 ３０３ ｂｐ 可见目的条

带（图 ３）。
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注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ３： － ３０℃冰箱放置 ３
个月的质粒标准品；４ ～ ６： － ３０℃冰箱放置 ６ 个月的质粒标

准品；７ ～ ９： － ３０℃冰箱放置 １２ 个月的质粒标准品。

图 ３　 ２ 组引物 ＰＣＲ 检测稳定性

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ； １ － ３： Ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓａｍｐｌｅ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ － ３０℃ ｆｏｒ ３ ｍｏｎｔｈｓ； ４ － ６： Ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓａｍｐｌｅ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ － ３０℃ ｆｏｒ ６ ｍｏｎｔｈｓ； ７ － ９： Ｐｌａｓｍｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓａｍｐｌｅ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ － ３０℃ ｆｏｒ １２ ｍｏｎｔｈｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ２ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１，４６：ＢＶＤＶ；２，４７：ＢＴ 细胞；３ ～ ２３：ｇ１ ～ ｇ２１；２４ ～ ４５：ｇ２２ ～ ｇ４３；４８ ～ ６８：ｇ４４ ～ ｇ６４。

图 ４　 ＰＣＲ 检测 ６４ 份牛肛拭子样本（ｇ１ ～ ｇ６４）电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ； １， ４６： ＢＶＤＶ； ２， ４７： ＢＴ ｃｅｌｌｓ； ３ － ２３： ｇ１ － ｇ２１ ｂｏｖｉｎｅ ａｎａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ； ２４ － ４５：
ｇ２２ － ｇ４３ ｂｏｖｉｎｅ ａｎａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ； ４８ － ６８： ｇ４４ － ｇ６４ ｂｏｖｉｎｅ ａｎａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ６４ ｂｏｖｉｎｅ ａｎａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ （ｇ１ － ｇ６４） ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２􀆰 ６　 对牛肛拭子样本检测

对 ６４ 份牛肛拭子样本（编号：ｇ１ ～ ｇ６４）进行检

测，电泳结果显示有 １９ 份肛拭子样本（编号：ｇ１、ｇ４、
ｇ９、ｇ１５、ｇ１７、ｇ３４、ｇ３５、ｇ４３、ｇ４８、ｇ５１、ｇ５４ ～ ｇ６１、ｇ６３）

扩增出约 ３０３ ｂｐ 的可见目的条带，正常 ＢＴ 细胞和

其他 ４５ 份牛肛拭子本未扩增出可见目的条带。 样

本电泳结果见图 ４。
２􀆰 ７　 对牛源性样本进行病毒检测

对 ４１ 批次牛源样本进行 ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ 病

毒检测，有 ５ 批次牛源样本 （编号： Ｎｙ１６、 Ｎｙ２９、
Ｎｙ３２、Ｎｙ３５、Ｎｙ４１）扩增出约 ３０３ ｂｐ 的可见目的条

带，有 １ 批次牛源样本（编号：Ｎｙ２６）扩增出约 １５１
ｂｐ 的可见目的条带，其他 ３５ 批次牛源样本未扩增

到可见目的条带。 样本电泳结果见图 ５。
２􀆰 ８　 检测结果的验证

将 １ 型 ＢＶＤＶ 和 ２ 型 ＢＶＤＶ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中

ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ 标准株核苷酸序列进行比对，其
同源性均为 ９９％ ；ＢＶＤＶ２ 核酸阳性样本 ｇ１、ｇ４、ｇ９、
ｇ１５、ｇ１７、 ｇ３４、 ｇ３５、 ｇ４３、 ｇ４８、 ｇ５１、 ｇ５４ ～ ｇ６１、 ｇ６３、
Ｎｙ１６、Ｎｙ２９、Ｎｙ３２、Ｎｙ３５、Ｎｙ４１ 扩增产物纯化测序，
与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＢＶＤＶ２ 标准株核苷酸序列进行比

对，其同源性均在 ９５％ 以上；ＢＶＤＶ１ 核酸阳性样本

Ｎｙ２６ 扩增产物纯化测序，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＢＶＤＶ１ 标

准株核苷酸序列进行比对，其同源性为 ９８％ 。 检测
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注：Ｍ：１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１，４４∶ ２ 型 ＢＶＤＶ；２，２５，４３：ＢＴ 细胞；３ ～ ４：阴性牛血清对照；５ ～ ２３：Ｎｙ１ ～ Ｎｙ１９ 牛源样本；２４：１ 型 ＢＶＤＶ；２６
～ ３３：Ｎｙ２０ ～ Ｎｙ２７；３４ ～ ４２：Ｎｙ２８ ～ Ｎｙ３６；４５ ～ ４９：Ｎｙ３７ ～ Ｎｙ４１。

图 ５　 ＰＣＲ 检测 ４１ 批次牛源样本（Ｎｙ１ ～ Ｎｙ４１）１ 型和 ２ 型 ＢＶＤＶ 病毒的电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ； １， ４４： ＢＶＤＶ２； ２， ２５， ４３： ＢＴ ｃｅｌｌｓ； ３ － ４： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ； ５ － ２３： Ｎｙ１ － Ｎｙ１９ ｂｏｖｉｎｅ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ； ２４： ＢＶＤＶ１； ２６ － ３３： Ｎｙ２０ － Ｎｙ２７ ｂｏｖｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ； ３４ － ４２： Ｎｙ２８ － Ｎｙ３６ ｂｏｖｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ； ４５ － ４９： Ｎｙ３７ － Ｎｙ４１
ｂｏｖｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＢＶＤＶ１ ａｎｄ ＢＶＤＶ２ ｉｎ ４１ ｂｏｖｉｎｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ （Ｎｙ１ － Ｎｙ４１） ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

结果显示牛肛拭子样本阳性率为 ２９􀆰 ６９％ （１９ ／ ６４），
牛源样本阳性率为 １４􀆰 ６％ （６ ／ ４１）。

３　 讨论

ＢＶＤＶ 是牛感染率较高、危害性较大的传染病

病原之一，国内外已建立了多种检测方法，包括血

清学及 ＰＣＲ 检测方法等［２， ３，７ － ９］。 但未见有针对牛

源制品及牛源制品原辅材料外源 ＢＶＤＶ 检测的报

道，中华人民共和国药典亦没有关于牛源制品及原

辅材料检测的规定［１０］。 药典在“新生小牛血清检

测”中虽然有关于新生牛血清用细胞接种法和免疫

荧光法检测病毒的规定［１０］，但没有更为敏感特异的

分子生物学检测方法，针对人用牛源性材料及人用

牛源性生物制品的检测还是空白。

本研究检测了国内外 ４ 个厂家人用生物制品成

品（包括小牛血清去蛋白提取液、脾多肽注射液、重
组牛碱性成纤维细胞生长因子滴眼液等）１１ 批次，
结果均为阴性；检测国内外 １０ 个厂家用于生产人用

牛源性生物制品的原料小牛血清及实验用小牛血

清（包括胎牛血清）３０ 批次，阳性率为 ２０％ （６ ／ ３０）。
６ 批次 ＢＶＤＶ 核酸阳性小牛血清分别属于 ５ 个省市

的 ５ 个厂家，ＢＶＤＶ 检出率为 ５０％ 。 检测的 ６４ 份牛

肛拭子样本又来源另一省市，由此可见 ＢＶＤＶ 分布

范围之广及对人用牛源性生物制品存在的潜在

危险。
我们建立的 ＢＶＤＶ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法，其目的

主要是用于牛及人用牛源性生物制品、及人用牛源

性生物制品原材料携带或潜在污染 ＢＶＤＶ 的检测，
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如小牛血清去蛋白注射液、牛肉浸液、牛胆膏、牛骨

粉、牛骨源性明胶；以及用于生产牛源制品的原材

料，如牛血浆、牛组织、牛源细胞等。 张淑琴等［４］ 从

送检的牛肾细胞（ＭＤＢＫ 细胞）中分离到 ＢＶＤＶ 病

毒，本实验也在用于生产牛源生物制品的牛血浆中

检测到 ＢＶＤＶ。 说明用于牛源生物制品生产的原材

料确实存在 ＢＶＤＶ 的污染。
为了保障人民用药的安全，最大限度地降低使

用牛源性生物制品传播牛携带相关病毒的风险，我
们建立了特异、敏感、操作简单的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，用
于牛及牛源性生物制品及其原辅材料携带外源病

毒的检测，完善了 ＢＶＤＶ 的检测技术，为研发 ＢＶＤＶ
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测试剂盒奠定了基础，也为今后制定相

关技术的国家标准，在全国范围内推动牛源制品生

产企业开展牛源制品及原辅材料 ＢＶＤＶ 检测提供

了技术支撑。
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１８８ － １９７．

［１０］ 　 Ｌｉｕ Ｘ， Ｄｏｗｅｌｌ ＡＣ， Ｐａｔｅｌ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｓ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ
ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ
ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｃａｌｍｅｔｔｅ⁃Ｇｕéｒｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｆｕｔｕｒｅ Ｏｎｃｏｌ， ２０１４， １０ （ ８ ）：
１４４３ － １４５６．

［１１］ 　 Ｓｖａｔｅｋ ＲＳ， Ｚｈａｏ ＸＲ， Ｍｏｒａｌｅｓ ＥＥ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ
ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ ｐｌｕｓ ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｃａｌｍｅｔｔｅ⁃Ｇｕéｒｉｎ ｆｏｒ ｎｏｎ⁃ｍｕｓｃｌｅ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｕｒｏｔｈｅｌｉａｌ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｐｈａｓｅ Ｉ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｔｒｉａｌ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１５， ２１（２）： ３０３ － ３１１．

〔收稿日期〕２０１７ － ０５ － １０

４７ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１


