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摘 要:近年来,牛病毒性腹泻病/黏膜病(BVD-MD)在国内外流行广泛、对养牛业危害严重,仅通

过临床症状和病理变化很难与其它腹泻病作出鉴别诊断。为了确诊和净化BVD-MD,选择一种最

佳的检测方法就显得十分重要。本文对牛病毒性腹泻病毒(BVDV)病原基本信息及流行毒株、检
测方法和近年来的研究进行了综述,以期对牛病毒性腹泻/黏膜病的流行病学调查、致病机制、检测

及防治提供参考。
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  Abstract:In
 

recent
 

years,Bovine
 

viral
 

diarrheal
 

disease/mucosal
 

disease(BVD-MD)
 

has
 

been
 

widely
 

prevalent
 

both
 

domesti-
cally

 

and
 

internationally,causing
 

serious
 

harm
 

to
 

the
 

cattle
 

industry.It
 

is
 

difficult
 

to
 

differentiate
 

BVD-MD
 

from
 

other
 

diarrheal
 

diseases
 

only
 

by
 

clinical
 

symptoms
 

and
 

pathological
 

changes.In
 

order
 

to
 

diagnose
 

and
 

purify
 

BVD-MD,it
 

is
 

very
 

important
 

to
 

choose
 

the
 

best
 

detection
 

method.In
 

practical
 

applications,the
 

choice
 

of
 

suitable
 

testing
 

methods
 

should
 

consider
 

various
 

testing
 

purposes
 

comprehensively.This
 

article
 

provides
 

a
 

comprehensive
 

review
 

of
 

BVDV
 

pathogens,prevalent
 

strains,and
 

recent
 

ad-
vancements

 

in
 

detection
 

methods
 

to
 

serve
 

as
 

a
 

reference
 

for
 

epidemiological
 

investigations,pathogenic
 

mechanisms,detection,

and
 

prevention
 

of
 

bovine
 

viral
 

diarrhea/mucosal
 

disease.
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  牛病毒性腹泻/黏膜病(bovine
 

viral
 

diarrhea-
mucosal

 

disease,BVD-MD),是由牛病毒性腹泻病

毒(bovine
 

viral
 

diarrhea
 

virus,BVDV)感染引起牛、
羊、鹿、猪等多种动物的一种病毒性腹泻黏膜病,患
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病动物表现为发热、白细胞减少、腹泻、怀孕母牛流

产或产出畸形胎儿为特征的传染病[1]。本病于1946
年在美国纽约州首次报道,现世界各地均有发生且

有分离毒株的报道;感染牛群具有长期带毒、持续性

感染的特点[2]。本文就近年来牛病毒性腹泻/黏膜

病病原学特征及其检测方法的研究进展进行概述,
为其防控提供参考。

1 病原基本特征及流行毒株

BVDV在病毒分类上属于黄病毒科(Flaviviri-



dae)瘟病毒属(Pestivirus),是瘟病毒属的代表种,
只有1个血清型,但依据其接种细胞后有无引发细

胞病变又分2个生物型(致细胞病变型和非致细胞

病变型)[3]。

BVDV病毒粒子呈球形、半球形,为单股正链有

囊膜的RNA病毒。BVDV全基因组为12.3~12.5
 

kb,其组成由3'非编码区(3'-UTR)、开放阅读框

(ORF)及5'非编码区(5'-UTR)。5'-UTR编码360
个核苷酸,呈现稳定的茎环结构(Ia发夹),参与

BVDV
 

RNA的翻译起始及复制。ORF编码的多聚

蛋白含有3
 

900个氨基酸,聚合蛋白在细胞自身及病

毒的酶作用下分为12个蛋白,从N端到C端依次为

NH2-Npro-C-Erns-E1-E2-P7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-
NS5A-NS5B-COOH,核壳蛋白C、Erns、E1和E2为

结构蛋白,其余8个蛋白为非结构蛋白[4]。其基因依

次 为5'-P20-P14-P48-gP25-gP53-P54/P80-P10-P30-P133-
(P58/P75)-3'[5]。

不同BVDV分离病毒株,其5'-UTR基因序列保

持高度的一致性。按照其5'-UTR基因序列的不同,
将BVDV-分成1型和2型;又按5'-UTR、Npro和E2
的基因序列不同,再分为2个基因型26个基因亚型,
其中:BVDV-1型 分 为22个 基 因 亚 型(1a~1v);

BVDV-2型分为4个亚型(2a~2d)[6]。目前,在国内

流行的BVDV毒株有1a、1b、1c、1d、1m、1o、1p、1q、

1u、2a及2b型
 [7-8];而北美和欧洲流行的病毒株为

BVDV-1a型和BVDV-1b。

2 病原检测方法

BVD-MD没有其独特的病理变化和临床症状

表现,很难在临床诊断上予以确诊,确诊还需要进一

步实验室检查。目前,在BVDV的检测方法上研究

和应用较多的是 ELISA 方法、间接免疫荧光法、

PCR法及荧光定量PCR方法。

2.1 病原的常规检测方法

2.1.1 病 毒 分 离 鉴 定 病毒分离鉴定是确诊

BVDV的基本方法之一。该病毒能在牛睾丸、牛肾

细胞(MDBK)上生长,而 MDBK细胞是该病毒培养

最常用的细胞。该病毒可从病牛的全血、排泄物、血
清、脾脏和肠系膜淋巴结等分离出。病毒分离鉴定

对试验设施及工作环境、人员均有严格要求,对规模

化的病毒检测和流行病学调查不适用。

2.1.2 电镜观察 电镜技术常用在病原学研究上,
观察病原体的形态结构、大小,很少用于BVD-MD
的实验室诊断上。将新鲜病料或细胞培养物直接负

染或者制作成超薄切片,在电镜下观察其病毒粒子

形态特征和大小,以确定其病毒粒子来诊断。赵月

兰等[9]将BVDV分离株用磷钨酸负染在电镜下观

察病毒形态结构,显示病毒粒子直径为40~60
 

nm,
形态略呈圆形,与BVDV颗粒基本一致。

2.1.3 酶联免疫吸附试验(ELISA) 牛病毒性腹

泻病毒只有一种血清型,ELISA方法具有特异、敏
感、快速和高通量、操作简单的优点,适用于大批量

样品的检测,多用于流行病学调查和抗体检测,这为

国内外BVDV的高能量检测提供了技术支持。宋

文凤[10]以单克隆抗体3E10和3F5为捕获抗体,以
单克隆抗体1B12标记在辣根过氧化物酶上为检测

抗体,建 立 检 测 牛 病 毒 性 腹 泻 病 毒 的 双 抗 夹 心

ELISA 方 法。王 青 青[11]
 

采 用 大 罐 奶(bulk
 

tank
 

milk,BTM)代替血液样品进行抗体检测,进而判定

整群牛的BVDV感染状况;BTM 方法的样品易采

集,可较短时间内对免疫背景清晰的整个牛群健康

状态作出预判;在出现BTM检测抗体阳性结果时,
可采用抗原ELISA检测法进一步确诊和筛选出感

染牛和PI牛。范晴等[12]将兔抗BVDV多抗结合在

固相载体上,兔抗BVDV
 

NS3蛋白单克隆抗体作为

捕获抗体,建立了ELISA捕获BVDV抗原法。经

与RT-PCR检测方法对比,发现该方法相符率达到

100%,最低能检测的病毒量为7.9×103TCID50。

2.1.4 间接免疫荧光检测方法 间接免疫荧光检

测方法常用于血清和疫苗等生物制品中BVDV的

检查,以了解其感染BVDV情况。包振中等[13]建

立了5种检测BVDV的方法,其中间接免疫荧光方

法具有较高特异性和可靠性,在临床检测中可实现

高效检测的目的。

2.1.5 RT-PCR方法 牛病毒性腹泻病毒包括1
型和2型两种血清亚型,血清1型在临床上致病性

较强。RT-PCR方法能很好地区分血清亚型、细胞

病变型和同属病毒。李新培等[14]
 

建立了牛病毒性

腹泻病毒的分型RT-PCR检测方法,具有良好的特

异性、敏感性和重复性,丰富了牛病毒性腹泻病的临

床检测及流行病学检测的方法,为牛病毒性腹泻病

毒病流行病学调查和病毒分型鉴定的提供了可靠的

检测技术。李健友等[15]建立了牛病毒性腹泻病毒

Nano-PCR新型分子生物学检测方法,以传统PCR
技术与金纳米颗粒材料相结合而研制的,敏感性比

普通PCR方法提高了10倍,最低核酸检测量为

6.84×102copies/μL,能快速实现对临床样品的检

测。候佩莉等[16]建立了以BVDV
 

5'-UTR基因保

守序列设计引物和探针的 RT-PCR 法。王伟利

等[17]依BVDV的5'端非结构蛋白基因序列,设计1
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对特异性引物并合成,建立一步法RT-PCR法,扩
增片段大小244

 

bp,敏感度0.1
 

TCID50,对BVDV-
NADL、BVDV-OregonC24V和BVDV长春184毒

株的检测呈阳性,而对IBRV、CSFV、BRV、BCoV
的培养物检测均呈阴性;对460份不同样品检测结

果与病毒分离相比,符合率100%,说明此方法特异

性强,敏感性高,可用于牛病毒性腹泻/粘膜病的检

测及流行病学调查。
因此,PCR方法具有特异性强、敏感性高、重复

性好,广泛用于临床上BVDV的检测;还可建立多

重PCR法进行与病毒性腹泻相关病毒多重感染的

检测,减少确认引发牛腹泻病原体的工作量。

2.1.6 荧光定量PCR方法 荧光定量PCR(q-
PCR)方法,是在PCR方法基础上建立的,引入了荧

光染料,可对病毒核酸进行定性和定量检测,具有灵

敏快速、特异性好等优点,可以检测极低含量的核

酸,现广泛用于疾病病原的检测,是目前广泛应用的

BVDV检测方法之一。范晴等[18]
 

根据牛病毒性腹

泻病毒(BVDV)5'端非编码区核苷酸序列,设计引

物和TaqMan荧光探针,建立了BVDV的实时荧光

定量PCR检测方法,与CSFV、BRV、MT及IBRV
没有交叉反应,只能检测到BVDV,具有高度的特

异性,最低可检测到100个拷贝的阳性质粒,实现了

对牛病毒性腹泻病毒的快速、低含量检测,对牛病毒

性腹泻病毒的早期诊断、流行病学调查及防控提供

了可靠方法。郭锐等[19]设计了一对特异的PCR引

物和一条TaqMan荧光探针,建立了BVDV荧光定

量PCR的检测方法,且证实此方法灵敏度是 RT-
PCR的100倍。陈其兵等[20]也建立此方法并对20
份胎牛血样和猪瘟细胞疫苗半成品进行了牛病毒性

腹泻病毒检测,能检测低至103~104 拷贝/mL的病

毒量,并与RT-PCR作了比较,表明此方法除有上

述优点外,还能有效的解决PCR污染问题。王建昌

等[21]针对BVDV的1型和2型病毒基因组中5'-
UTR基因特异性保守序列区域,设计特异性引物和

探针,建立了一步法双重荧光RT-PCR方法,可用

于区分BVDV血清型,对 MFDV、CSFV、Hobi-like
 

V、IBRV、SchmallenbergV等病毒核酸的扩增均呈

现阴性结果;对BVDV1和BVDV2的检测下限均

为102 拷贝,临床样品进行检测,共检出BVDV阳

性样品45份(45/665),其中BVDV1阳性样品39
份 (39/665),BVDV2 阳 性 样 品 5 份 (5/665),

BVDV1和BVDV2均阳性样品1份(1/665),说明

此方法敏感性高、特异性强、重复性好,可应用于

BVDV的快速检测、分型和流行病学调查。魏宇

等[22]
 

建 立 了 一 种 同 时 检 测 牛 病 毒 性 腹 泻 病 毒

(BVDV)和牛冠状病毒(BCoV)的双重纳米 RT-
PCR方法,对IBRV、BRSV、BPIV3、BRV检测均呈

阴性,其敏感性是RT-PCR的10倍,检出最低限量

1fg;该方法具有快速、灵敏、简捷、较强的特异性和

敏感性,适用于大批量临床样品检测。

2.2 病原的新型检测方法

2.2.1 免疫胶体金检测技术(GICT) GICT具有

操作简单、快速、结果判定可视化、操作人员要求低、
无需专门仪器等特点,可在养殖场和基层防疫部门

的现场检测,是一种新型的免疫标记层析技术。梅

力等[23]用胶体金标记纯化鉴定的sf9昆虫细胞-杆
状病毒系统重组表达牛病毒性腹泻病毒P80蛋白

抗原作为示踪抗原,捕获抗原为未标记的P80,质控

抗体为羊抗牛IgG抗体,研制出灵敏度高、特异性

好、且与 MFDV、IBRV无交叉反应的牛病毒性腹泻

病毒抗体快速诊断试纸条。与IDEXX牛病毒性腹

泻病毒ELISA抗体检测试剂盒对比检测80头份牛

血清,结果显示二者的阳性符合率为86.7%,结果

显示二者的阴性符合率为100%,总符合率为95%。

2.2.2 病原的新型分子生物学检测方法 (1)环介

导等温扩增检测方法(LAMP):LAMP原理主要是

基于靶基因3'和5'端的6个区域设计4种特异引

物,包括1对外引物(F3和B3)、1对环状引物(LF
和LB)和1对内引物(FIP和BIP),在链置换DNA
聚合酶(Bst

 

DNA
 

polymerase)的作用下,60~65
 

℃
恒温扩增,15~60

 

min左右即可实现109~1010 倍

的核酸扩增。LAMP具有扩增快,结果较直观,敏
感度及特异性较高,仪器设备简单,适合临床快速检

测,是目前研发和应用较广的核酸等温扩增技术之

一。李家伟等[24]
 

根据牛病毒性腹泻病毒5'-UTR
 

基因序列设计4条特异性环介导等温扩增引物,建
立了检测牛病毒性腹泻病毒的RT-LAMP方法,扩
增效率高达109~1010 的数量级,具有简单、快速、
灵敏度高和特异性强特点,为牛病毒性腹泻病毒的

临床检测提供了一种快速简单的检测手段。雷丽霞
 

[25]基于BVDV基因组的5'-UTR保守序列,建立了

BVDV的LAMP检测方法,其最适反应时间为50
 

min,最适 反 应 温 度 为62
 

℃,特 异 性 强,可 区 分

BVDV毒株与腹泻相关的其他菌(毒)株,最低检测

限为1.9×102copies/μL,灵敏度比PCR高10倍,
对107份临床血清样本进行检测,其阳性检出率均

为1.87%(2/107)。(2)重组酶聚合酶核酸等温扩

增技术(RPA):RPA是由Piepenburg等建立的一

种核酸等温扩增技术。其原理是使用重组酶与引物
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结合形成的复合物能在模板上寻找同源序列,定位

后就会引发链交换反应并启动DNA合成,在25~
42

 

℃恒温条件下对模板上的目标区域进行指数式

扩增,产物可以通过探针法和荧光定量进行实时监

测,也可以与侧流层析试纸条、生物芯片、凝胶电泳

等多种方法相结合进行检测。RPA具有特异性强、
灵敏度高、操作简单、设备要求不高、快速便捷、可视

化、便于现场检测的特点,可实现恒温下、短时间内

完成扩增反应,目前广泛用于病原体的核酸检查。
李家 伟 等[26]针 对 BVDV

 

5'-UTR 基 因,建 立 了

LAMP检测方法,扩增效率高达109~1010 的数量

级,实现了快速检测BVDV。马忠仁等[27]发明了基

于RPA的牛病毒性腹泻病毒检测试剂盒及其应

用,其中表明RPA引物对对扩增靶基因有效,且特

异性高、灵敏度高(6×103copies/μL),在食品安全

检测和动物疾病检测等方面应用广泛,具有良好的

发展前景。李勇等[28]发明一种用于牛传染性鼻气

管炎病毒和牛病毒性腹泻病毒双重RPA扩增的试

剂盒。牛病毒性腹泻病毒、牛冠状病毒和牛轮状病

毒的三重RPA检测试剂盒,在37~41
 

℃反应20~
40

 

min,操作简单、检测快速,能够实现BVDV 和

IBRV的双重-RPA扩增检测,为牛病毒性腹泻病和

牛传染性鼻气管炎病的现场检测提供了新的方法,
为牛腹泻病毒的口岸或样品的现场筛查提供了快速

检测试剂。雷丽霞针对BVDV 基因组中5'-UTR
保守序列设计RPA引物,建立了BVDV基础RPA
和RPA-LFD检测方法,最适反应时间为15

 

min,最
适反应温度为37

 

℃,以cDNA为模板其最低检出

量为5.8×10-2ng/μL,对107份临床血清样本进行

检测,阳性检出率均为2.80%(3/107)。Yang等[29]

分别针对BVDV的5'-UTR基因和BPIV3的磷蛋

白P基因,设计引物和探针,建立了一种RT-RPA-
LFD方法,可快速、简便地检测BVDV和BPIV3。
在35

 

℃条件下,利用RT-RPA可以在25
 

min内成

功扩增BVDV和BPIV3
 

RNA,在室温(RT)条件

下,5
 

min内 LFD 上就可以看到扩增产物条带。

BVDV最低检出限为50
 

RNA
 

个分子,BPIV3最低

检出限为34
 

RNA
 

个分子。(3)重组酶介导等温核

酸扩增技术(RAA):RAA技术是中国自主研发并

申请专利的等温核酸快速检测技术,是一种利用重

组酶、单链结合蛋白、DNA聚合酶在等温条件下(最
佳温度37

 

℃)进行核酸扩增的技术。其具体原理

为:重组酶、单链结合蛋白、引物形成复合体扫描双

链DNA,在与引物同源的序列处使双链 DNA 解

旋,单链结合蛋白(SSB)防止单链DNA复性,在能

量和dNTP存在的情况下,由DNA聚合酶完成链

的延伸,5~20
 

min就可实现扩增,其扩增产物可通

过侧流层析试纸条法进行快速检测(lateral
 

flow
 

dipstick,LFD)。陈楠楠等[30]建立了 BVDV-1和

BVDV-2的 RT-RAA-LFD快速检测方法,30
 

min
出检测结果,且特异性、敏感性、重复性良好,其中,

BVDV1型的检测结果与国标RT-qPCR法的符合

率高达99%,适用于BVDV1型和2型的临床快速

检测和病毒分型检测。(4)CRISPR/Cas系统:1987
年CRISPR位点在细菌基因组中被发现,2002年

CRISPR相关蛋白被发现,随后证实 CRISPR-Cas
系统是一种RNA引导的适应性免疫系统,可以抵

御病毒、质粒等入侵遗传元素。成簇有规律间隔的

短回文重复序列及其相关蛋白(CRISPR/Cas)可分

为二大类群:第1类以多个Cas组成的效应复合体

行使功能为特征,包括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型;第2类则只需

单个多结构域的Cas,包括Ⅱ(Cas9)、Ⅴ(Cas12)和

Ⅵ(Cas13)型。用 于 分 子 检 测 有 Cas12a、Cas13、

Cas14检测系统。Cas12a蛋白包括LbCas12a、As-
Cas12a和FnCas12a,其中LbCas12a的反式切割活

性最强。
 

Cas13是 RNA引导和 RNA靶向的核酸

酶,具有两个 HEPN结构域,特异性作用于 RNA
靶标。Cas14是一种靶向ssDNA的CRISPR内切

酶,与CRISPRCas12相比,Cas14识别和切割目标

核酸序列不受PAM序列的限制,而且对crRNA与

靶标模板之间的核苷酸错配的容忍性更低,内部序

列对核苷酸错配更敏感,这一特性使Cas14能够实

现高保真的区分SNP。发展至目前 CRISPR/Cas
核酸检测技术优势具有高特异性,可实现单核苷酸

点突变检测;具有高灵敏性,可实现单拷贝核酸检

测;具有快速性,整个检测在0.5~1.0
 

h内完成;具
有简便性,不需专业设备及人员,可现场完成;具有

试剂耐受冷冻干燥,便于储存和携带;具有易开发

性,可快速开发出新核酸检测试剂盒等。Yao等[31]

优化了LwCas13a蛋白的表达和纯化,验证了Lw-
Cas13a在体外的RNase活性。CRISPR-LwCas13a
系统可以检测BVDV核酸,简便和特异性高。基于

CRISPR-Cas13a建立了一种灵敏度高、特异性强、
简便快捷的BVDV核酸检测方法,这为BVDV的

实验室诊断提供了新的方法。

3 小结与展望

牛病毒性腹泻/黏膜病呈全球性分布,是当前对

全球养牛危害严重的疾病之一。各种年龄的牛均易

患此病,幼龄牛易感性最高。本病的传染源主要是
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病畜,病牛的分泌物、排泄物、血液和脾脏等均能检

测到本病毒,常以直接接触或间接接触传播。
高效、便捷、大通量的检测技术能够及时检测出

BVDV,便于及时采取防控措施,在一定程度上可以

减少该病导致的经济损失和BVDV的污染面。因

此,探索研发BVDV新型检测方法的重要性显得尤

为重要。BVDV现有的每种检测方法都有其各自

的优缺点,应依实际使用场景的不同而择优选之。
这样既可以提高检测的工作效率,缩短为防控本病

采取措施的时间,而且还可提高检测结果的正确率。
随着生命科学的快速发展,随着牛病毒性腹泻/

黏膜病病原学的研究深入,新型检测技术不断涌现,
检测技术的不断优化、完善和创新,这为牛病毒性腹

泻/黏膜病的鉴别诊断、防治和净化提供更多、更可

靠的技术支撑。
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