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一株2型牛病毒性腹泻病毒的分离鉴定

及其在MDBK细胞上的克隆纯化
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摘 要：为了解牛病毒性腹泻病毒(BVDV)在猪用活疫苗生产过程中的污染情况，利用抗原捕获EI。ISA方法

对用于制作原代睾丸细胞的犊牛血清进行检测。将检测结果为阳性的1份犊牛血清，接种于MDBK细胞七，

盲传3代，出现明显细胞病变。用BVDV 5'-UTR端特异性引物进行RT—PCR扩增，并对扩增片段进行克隆

测序和序列分析。结果表明，分离得到一株2型牛病毒性腹泻病毒，并将其命名为JN一2。将该病毒用蚀斑方

法进行克隆纯化，并对纯化前后病毒的TCIDs。进行测定比较．结果发现纯化后病毒滴度湿著提高。
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Abstract：In order to study the contamination status of Bovine viral diarrhea virus(BVDV)on the

process of live vaccine production for swine。the calf blood serum which served as primary eell was de—

tected by antigen capture EI。ISA．The positive serum was inoculated on MDBK cells and reproduced

blindly for 3 generations，and then the virus caused cells pathological changes．Through the RT—PCR

and the gene sequencing，a BVDV of genotype 2 named J N一2 was obtained．By plaque assay and

TCID％detection，the J N一2 isolate was purified and its viral titer rose significantly in MDBK cells．
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牛病毒性腹泻病毒(bovine virus diarrhea vi—

rus，BVDV)属黄病毒科(Flaviviridae)瘟病毒属

(Pestivirus)，属内还包括猪瘟病毒(Classical

swine fever virus，CSFV)、绵羊边界病毒(Border

disease virus of sheep，BDV)及新确它的2个种

Reindeer一1 H38和Giraffe—V60 1|。BVDV是诱

发牛多种临床病症的主要病原，感染病毒的牛临

床表现为先天性缺陷、腹泻、黏膜病、腹泻、呼吸道

疾病以及出血性并发症等，孕牛感染BVDV则导

致流产、死胎、胎儿畸形或新生牛的持续性感染

(Persistently infected，PI)Ez]。PI牛可以成为病

毒的贮存库和畜群的污染源，当PI牛再次感染抗

原性相关的BVDV时，就会引起致死性的黏膜

病。另外，BVDV还是牛源生物制品(血清、冻
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精、胚胎、疫苗等)的潜在污染源，给畜牧业生产和

相关专业领域造成巨大的经济损失口]。

根据病毒基因组5’非翻译区(5，-UTR)的序

列比较，将BVDV分成BVDV一1和BVDV一2两

个基因型[4]。流行病学调查表明，BVDV一1呈全

球分布，BVDV一2只在少数国家流行。国外BVD

疫苗主要以BVDV-1弱毒苗和灭活苗为主，但严

重的临床症状和急性感染多由BVDV一2引起。

虽然2种基因型病毒之间存在交叉保护，但是

BVDV-1疫苗不足以保护BVDV-2所引起的急

性感染[5]。BVDV除引起牛发病外，还可引起

猪、羊、鹿及多种野生动物感染[6]，据报道[7]，猪感

染BVDV可出现类似于猪瘟的临床症状和病理

变化。Fernelius A L等n1 1973年首次从自然感

染发病的猪体内分离到BVDV，从而在病原学上

证明BVDV可以自然感染猪。王新平等【9]应用

RT—PCR方法从内蒙古哲盟地区疑似猪瘟病料中

检出BVDV(ZM-95)，从而在国内首次证实

BVDV可自然感染猪。目前，国内猪群中BVDV

感染情况方面的研究还较少，大部分报道为猪群

感染BVDV一1病毒，而对牛致病力较强的

BVDV-2对猪群的致病力却鲜有报道。本研究分

离鉴定并纯化了一株2型BVDV病毒，可为人工

感染猪体试验提供材料。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1病毒及细胞病毒为抗原捕获ELISA检

测为阳性的山东省某奶牛场的犊牛血清，冷冻保

存于一80℃冰箱。BVDV Oregon C24V参考毒

株、MDBK细胞购自中国兽医药品监察所。细胞

用含有妒=10％供体马血清的DMEM培养液传

代培养，待长成单层后使用。

1．1．2试剂及耗材DMEM购自美国GIBICO

公司，供体马血清购自以色列Biological indus—

tries，青链霉素混合液(10 000 U／mL)购自

Solarbio公司，RNA提取试剂Trizol、一步法RT_

PCR试剂盒均购自天根生化科技(北京)有限公

司，BVDV抗原捕获ELISA试剂盒购自美国

IDEXX公司，细胞培养板、细胞培养瓶购自Bio-

file公司。其他试剂为国产分析纯。

1．2方法

1．2．1病毒分离 窒温融化保存于一80℃的犊

牛血清，按V(接毒液)：y(培养基)=5：100的

比例，将犊牛血清接种于已长成单层的MDBK

上，置37℃、妒=5％CO。培养箱中培养，培养基

为含∞=10％马血清的DMEM。接毒后24～

96 h内，观察细胞的生长情况。盲传3代，观察细

胞出现病变情况。将盲传后培养96 h的细胞于

--80℃冰箱反复冻融3次，第3次的培养液转移

至50 mL离心管中，4℃、5 000 r／rain离心

10 min，上清液一80℃保存，备用。

1．2．2 引物合成 分析比较已发表的基因1型

(BVDv-1)和2型牛病毒性腹泻病毒(BVDV-2)

的5’非编码区(5’-UTR)的序列，设计合成针对

BVDV—l(P1F／P2R)、BVDV一2(P2F／P2R)的特异

性引物和针对BVDV一1和BVDV一2的通用引物

(P3F／P3R)，其扩增大小与参考位置见表l。

1．2．3 病毒RNA的提取及RT-PCR扩增 取

l mL反复冻融3次并离心的接毒细胞培养液，按

照天根生化科技(北京)有限公司生产的Trizol

试剂使用说明书提取病毒总RNA。以提取的

RNA为模板，合成P1F／P1R、P2F／P2R、P3F／

P3R 3对扩增引物，按照天根生化科技(北京)有

限公司Quant一步法RT—PCR试剂盒所提供操

作步骤扩增。反应程序：50℃30 min；94℃3 min；

表1检测用引物序列

Table 1 The sequences of primers
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94℃30 s，57℃／50℃／53℃30 s，65℃30 s；共

30个循环；65℃。10 min。

1．2．4扩增片段克隆删序及序列分析 使用胶

回收试剂盒回收纯化PCR产物，将以P3F／P3R

为引物的PCR产物送上海生工生物工程技术服

务有限公司测序。测序结果在NCBI中进行

Blast．利用分析软件DNASTAR分析BVDV

JN一2同属内各个种及BVDV各型的代表株

5，_UTR基因的同源性及系统发生树。

1．2．5 病毒在MDBK细胞上的克隆 MDBK

细胞传至6孔板，备用。将一80℃保存的接毒细

胞液融化，用无菌PBS做10倍倍比稀释，稀释度

依次为10_1～10。将细胞板内的营养液弃去，

用PBS把}L内细胞表面清洗2～3次后，再把

10“～lO“的病毒稀释液各取500"L分别加入

1个细胞}L中，置37℃的CO。培养箱培养吸附

1 h。之后弃去毒液，每孔加入1 mL含∞=2％马

血清的DMEM维持液。48 h后，将含p一4％马

血清的培养液与高压灭菌过的30 g／L琼脂等体

积混合，制成混合液加到6孔板上，每孔大约加人

1．5 mL，使凝固琼脂的厚度达2 mill，待琼脂凝固

后，避光条件下将板倒置放人37℃的CO。培养

箱培养，观察细胞出现病变情况。72 h后用

w=0．1％中性红染色，染色完成后，继续放人

C0。培养箱培养，观察蚀斑出现情况。待出现蚀

斑后，挑取单个蚀斑，继续接种于MDBK细胞上，

得到BVDVJN一2的纯培养。

1．2．6纯化效果检测 分别将克隆前后收获病

毒液进行TCIDs。测定。将纯化前后的病毒原液

用无血清培养基10倍倍比稀释，稀释度依次

10。～10_-o，每个梯度稀释成1 000”L。病毒接

种到铺满60％丰度的MDBK细胞的96 7L板上，

每个稀释度接种8孔，同时做8 7L对照。

2结果与分析

2．1病毒分离

样品接种于MDBK细胞后，培养72 h未出

现明显的细胞病变，遂对其盲传，至第3代，细胞

开始出现病变，病变特征为细胞死亡、变圆、聚集

成堆、脱落，脱落的细胞变圆，漂浮在维持液中，并

逐渐缩小，活细胞在瓶壁上呈现拉网状(图1)。

2．2分离毒株的5'-UTR扩增分型鉴定

分离病毒细胞培养物分别用设计的3对特异

性引物进行RT—PCR扩增，结果BVDV一2型特异

性引物和BVDV—l型／BVDv-2型通用引物均扩

增到117 bp和284 bp的目的条带，而BVDV-1

型特异性引物则没有扩增出目的条带(图2)。

2．3 BVDV-2型特异性引物和BVDV-I／BVDV-2

型通用引物对接毒细胞液中病毒的扩增

由图3可知，在110 bp和280 bp附近有较

亮条带，测序结果表明，扩增的片段大小分别为

114 bp和284,bp。

2．4同源性分析

通过序列同源性比较发现，分离毒株的扩增

片段与BVDV 713-2株和SH一28株的核苷酸同

源性最高，分别为98．6％和98．2％，与属内其他

2型代表毒株的同源性也较高，都在94％以上，但

与BVDV 1型各代表毒株同源性在80．2％以下，

差异较大。将分离BVDV毒株命名为JN 2株。

|
圜I 垦

A．未接毒正常细胞Normal cell；B接毒3 d后的病变细胞

The vacuoles of MDBK infected by BVDV

图1 分寓病毒接种MDBK细胞后的病变

Fig．1 The CPE of MDBK cell iⅡfected by BVDV
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M，DL 2 000 DNA marker；1，3．BVDV一2型特异性引物扩

增产物Amplification of BVDV 2 specific primers；2．BVDV·1

型／BVDV 2型通用引物扩增产物 Amplificafioa of BVDV—l／

BVDV 2 universal primers；4．BVDV 1型特异性引物扩增产物

Amplification of BVDV-l-specific primers

图2 3对特异性引物扩增结果

Fig．2 The RT-PCR results of thl、ee pHmer pairs
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由图4可知，JN 2与基因2型的代表毒株

890、New York’93同处于基因2型这一分支上，

与美洲的2株毒株713—2、5521—95和中国的SH

28亲缘关系最近，而基因1型的各代表毒株在另

外一支上。

100 bp

250 bp

500bp

750bo

1 000 bp

2 000bp

Ⅵ I 2

1l 7 bp

284 bp

M DL 2 000 DNAmarker；1 BVDV一2型特异性引物扩增

产物Amplification of BVDV 2-specific primers；2 BVDV 1型／

BVDV 2型通用引物扩增产物 Amplification of BVDV—I／

BVDV 2 universal primers

图3 BVDv_2型引物和BVDV-I／BVDV-2型

通用引物扩增结果

2．5 纯化前后TCID；。测定结果

接种BVDV 3 d后的细胞经染色，可观察到

明显蚀斑。纯化前后JN 2株BVDV的TCIDs。

测定结果见表2和表3。根据Reed—Muench法可

计算出，纯化前病毒的TCID；。为103．7，纯化后的

TCID。。为105．3，表明纯化后的病毒滴度得到明

显提高。

5521-95．seq

713-2 seq囤至口
SH·28．seq

NewYork’93．seq

XJ．04．seq

890．seq

Jz-05 seq

Siger．seq

NADL．seq

1-SDI．seq

C24V．seq

SW90．seq

Orgen seq

OSLOSS．seq

BVDv_2

BVDv-1

Fig．3 The RT-PCR results of BVDV-2。specific 图4系统进化树

primers and universal pdmen Fig．4 Phylogenetic tree based on the 5’UTR sequences

表2纯化前JN-2株BVDV的TCID5．测定结果

Table 2 The TCI仇·of JN-2 before purification

表3纯化后JN一2株BVDV的TCID5。到定结果

Table 3 TCIDso of JN-2 aRer purification
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3 讨论

根据病毒基因组57端非翻译区的序列将

BVDV分成2种基因型，即基因1和基因2型[4]。

BVDV一1和BVDV一2除了在基因组成上不同，在

致病性上也存在差异，BVDV一2型对牛的致病力

明显高于1型，但是在猪上的感染情况显示，猪群

似乎对1型BVDV更易感f101”]。Wensvoort G

等[6]研究表明，荷兰使用有BVDV污染的疫苗而

引起仔猪BVDV的先天性感染并出现与猪瘟类

似的症状与病变，从而表明猪用活疫苗污染

BVDV后，会造成接种该疫苗的猪感染发病。王

新平等[9]应用RT-PCR方法对国内一些厂家生

产的猪瘟兔化弱毒疫苗进行BVDV的检测，结果

从多个厂家的疫苗中检测出BVDV基因片段，显

示中国国产猪用活疫苗中存在较严重的BVDV

污染。造成猪用活疫苗中BVDV污染的主要原

因是疫苗生产过程中所用牛源细胞、血清及其相

关制品的控制不严。因此，加强猪用活疫苗生产

过程中的生物原料的BVDV检测，是控制疫苗污

染的主要措施。

由于BVDV常呈隐性感染并能够通过胎盘

屏障从怀孕母牛传给胎牛，所以胎牛血清中常会

存在BVDV抗体，同时市场上销售的经过放射的

牛血清中也会有一定量的BVDV核酸片段的残

留而可以用RT—PCR检测到，从而影响到BVDV

的分离鉴定。本研究选择马血清作为MDBK细

胞培养的营养成分之一，能够有效避免牛血清中

的BVDV抗体和BVDV病毒核酸对病毒分离的

影响。根据接种细胞培养物是否引起细胞病变，

可将BVDV分为2种生物型(biotype)，即致细胞

病变型(Cytopathic biotype，CP)和非致细胞病

变型(Noncytopathic biotype，NCP)【l 3|。CP型

可以引起细胞空泡形成而致死亡，NCP型只能使

培养细胞发生较少的可见变化，感染细胞旱正常

状态。本研究分离到的JN一2株病毒在MDBK细

胞上发生细胞病变现象，因此为致细胞病变型

BVDV。

目前，国内外关于猪群感染BVDV后是否导

致非典型猪瘟或相关症状仍存在争议，但与此相

关的动物试验报道却很少。本研究从即将流人疫

苗生产过程的犊牛血清中分离到一株BVDV，经

过PCR检测及克隆测序分析表明该毒株为一株

2型BVDV。将该毒株在MDBK细胞上经过克

隆纯化后病毒滴度得到明显提高，为下一步进行

猪的致病性试验奠定基础。
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