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　　摘要：为建立生物制品中牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）污染的检测方法，根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的 ＢＶＤＶ序列，分别设
计了普通ＰＣＲ和套式ＰＣＲ的特异性引物，建立了检测ＢＶＤＶ的普通ＰＣＲ和套式ＰＣＲ检测方法。结果表明，该方法可
以快速检测出生物制品中的ＢＶＤＶ污染，为生物制品中ＢＶＤＶ的快速、低含量检测提供了简单快速的检测方法。
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　　牛病毒性腹泻／黏膜病（ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａ／ｍｕｃｏｓａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＢＶＤ／ＭＤ）是由牛病毒性腹泻病毒（ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒ
ｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）感染引起的，以发热、白细胞减少、胃肠道
黏膜糜烂溃疡、腹泻及怀孕母牛不孕、流产或产出畸形胎儿为

主要特征的一种传染病［１］。牛病毒性腹泻呈世界性分布，在

养牛发达国家也广泛存在，给畜牧业带来了重大的经济损失。

ＢＶＤＶ属于黄病毒科瘟病毒属，与猪瘟病毒（ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅ
ｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）同属，具有抗原相关性，猪也可感染ＢＶＤＶ，
感染后症状和病理变化与猪瘟类似，此病引起许多国家的关

注，尤其是猪瘟已经被消灭或控制的国家和地区。

近年来，国内研究人员多次从发病猪群中分离到ＢＶＤＶ，
证实了该病在我国一直存在。一般认为猪感染 ＢＶＤＶ的传
染源为污染了ＢＶＤＶ的猪瘟活疫苗。据调查，我国猪瘟疫苗
质量控制问题突出，ＢＶＤＶ污染严重。中国兽医药品监察所
对国内不同厂家生产的不同批次猪瘟疫苗半成品及成品检测

结果显示，两者的 ＢＶＤＶ阳性率分别达２０．７％、２２．２％。疫
苗生产中感染牛病毒性腹泻病毒是因为在细胞培养时使用了

被ＢＶＤＶ污染的犊牛血清造成的，而这种感染又不易被发
现，使用这种感染的血清用于生产疫苗的细胞受到污染，损失

巨大［２－３］。近年来，多地检验检疫部门在进口牛血清中检测

出ＢＶＤＶ。目前针对牛血清及疫苗中 ＢＶＤＶ的检测标准缺
失，因此建立特异性的ＢＶＤＶ检测方法至关重要。本研究根
据ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＢＶＤＶ序列，分别设计了普通ＰＣＲ和套式
ＰＣＲ的特异性引物，建立了检测 ＢＶＤＶ的普通 ＰＣＲ和套式
ＰＣＲ检测方法，以期为牛病毒性腹泻／黏膜病的临床快速诊

断提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、牛肾细

胞ＭＤＢＫ、传染性牛鼻气管炎病毒由笔者所在实验室保存。
ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＴａｋａｒａＰＣＲＭｉｘ、凝胶回收试剂盒
购自宝生物工程（大连）有限公司。

主要仪器：ＳｍａｒｔＳｐｅｃＴＭ Ｐｌｕｓ核酸浓度测定仪、梯度 ＰＣＲ
仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、台式高速低温离心
机（ｅｐｐｅｎｄｏｒｐｈ）。
１．２　病毒基因组ＲＮＡ的提取

将ＢＶＤＶ接种于 ＭＤＢＫ单层细胞，设空白对照，待细胞
出现典型的空泡病变后，收获病毒，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取病毒
基因组及对照细胞的ＲＮＡ。
１．３　ＲＴ－ＰＣＲ反应
１．３．１　ＲＴ－ＰＣＲ反应　根据已发表的ＢＶＤＶ标准毒株的全
序列，设计合成引物，由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。引物序列如下：ＷＳ－ＢＶＤＶ－Ｆ：５′－ＣＴＴＡＧＣＧＡＡ
ＧＧＣＣＧＡＡＡＡＧＡＧ－３′；ＷＳ－ＢＶＤＶ－Ｒ：５′－ＣＴＣＣＡＴＧＴＧ
ＣＣＡＴＧＴＡＣＡＧＣＡＧ－３′。

用随机引物同时对样品进行反转录，建立样品的 ｃＤＮＡ。
ＰＣＲ扩增反应体系：ＴａｋａｒａＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ上游、下游引物各１μＬ，加水至２５μＬ。ＰＣＲ反应
条件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，６０℃ ４０ｓ，７２℃ ４０ｓ，３０个循
环；７２℃１０ｍｉｎ，扩增反应条带为３１２ｂｐ。
１．３．２　套式ＲＴ－ＰＣＲ反应　根据已发表的ＢＶＤＶ标准毒株
的全序列，选择ＢＶＤＶ保守性较强的５′非编码区域，设计合
成２对特异性引物，由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成。引物序列如下：ＢＶＤＶ－１Ｆ：５′－ＴＣＡＧＣＧＡＡＧＧＣ
ＣＧＡＡＡＡＧＡＧＧ－３′；ＢＶＤＶ－１Ｒ：５′－ＴＣＣＡＴＧＴＧＣＣＡＴＧＴＡＣＡＧ
ＣＡＧＡＧ－３′；ＢＶＤＶ－１Ｆｎ：５′－ＣＡＧＴＧＧＣＧＡＧＴＴＣＧＴＴＧＧＡＴＧ－
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３′；ＢＶＤＶ－１Ｒｎ：５′－ＧＧＣＣＴＣＴＧＣＡＧＣＡＴＣＣＴＡＴＣＡＧ－３′。
用随机引物同时对样品进行反转录，建立样品的 ｃＤＮＡ。

第１轮ＰＣＲ扩增反应体系：ＴａＫａＲａＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ｃＤＮＡ
２μＬ，上游、下游引物ＢＶＤＶ－１Ｆ、ＢＶＤＶ－１Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
１μＬ，加水至２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，
５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ，扩增反应条带
为３０９ｂｐ。

第２轮 ＰＣＲ扩增反应模板为第１轮 ＰＣＲ产物，反应体
系：ＴａＫａＲａＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，第 １轮 ＰＣＲ扩增反应产物
１μＬ，２０μｍｏｌ／Ｌ上游、下游引物各１μＬ，加水至２５μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０
个循环；７２℃１０ｍｉｎ，扩增反应条带为１９７ｂｐ。
１．４　ＰＣＲ特异性试验

分别提取 ＢＶＤＶ、ＣＳＦＶ、传染性牛鼻气管炎病毒、ＭＤＢＫ
正常细胞的ＲＮＡ，用已建立的２种方法进行扩增，验证所建
方法的特异性。

１．５　检测方法的初步应用
利用所建的套式ＲＴ－ＰＣＲ方法检测血清、疫苗等生物制

品，同时对阳性扩增产物进行测序鉴定，进行序列分析。

２　结果与分析

２．１　扩增产物检测
ＰＣＲ扩增产物经过１％琼脂糖凝胶电泳，普通 ＰＣＲ扩增

产物位于３１２ｂｐ，套式 ＰＣＲ第１轮扩增产物位于３０９ｂｐ（图
１），第２轮扩增产物在１９７ｂｐ处可见特异性ＤＮＡ扩增条带，
与预期大小相符（图２）。

２．２　特异性试验
利用设计的普通 ＰＣＲ引物对牛病毒性腹泻病毒进行扩

增，扩增产物位于３１２ｂｐ，猪瘟病毒、ＭＤＢＫ细胞、牛传染性鼻
气管炎病毒均未扩增出片段（图３）。利用设计的套式 ＰＣＲ
第１轮引物对牛病毒性腹泻病毒扩增除了３０９ｂｐ的目的基
因片段，测序结果与 ＢＶＤＶ毒株序列一致，而猪瘟病毒、
ＭＤＢＫ细胞、牛传染性鼻气管炎病毒均未能扩增出片段（图
４）。取第１轮ＰＣＲ产物各１μＬ为模板，利用第２轮引物进
行扩增，在位于１９７ｂｐ处可见特异性ＤＮＡ扩增条带，与预期

大小相符，测序鉴定结果与 ＢＶＤＶ序列一致，而猪瘟病毒、
ＭＤＢＫ细胞、牛传染性鼻气管炎病毒均未扩增出片段（图５）。

２．３　检测方法的应用
应用本研究建立的 ＢＶＤＶ普通 ＲＴ－ＰＣＲ和套式

ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，检测来自不同批次的牛血清和疫苗制品
各６份，共计１２份样品，检测结果表明，本研究建立的方法能
够检测出生物制品中污染ＢＶＤＶ的情况，且套式ＰＣＲ的检测
结果更为灵敏、准确（图６、图７）。

３　结论与讨论

小牛血清是生物制品制造过程中不可或缺的原材料，其

安全性备受关注。研究表明，细胞培养的生物制品中ＢＶＤＶ
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核酸物质污染基本上是由于使用了含有 ＢＶＤＶ核酸物质的
牛血清引起的。因此在使用牛血清前，尤其是在用于制造人

或动物疫苗等生物制品时，应严格检测其是否被 ＢＶＤＶ污
染［４］。《欧盟生物制品生产牛血清使用指南》要求用细胞培

养法和免疫荧光抗体法确认牛血清病毒的感染性［５］。《中国

药典》三部附录也对新生牛血清检测提出了相同的技术要

求。虽然各国对于牛血清的生产均有严格的技术规范，但由

于检测技术存在局限性，市场上还是有部分牛血清存在

ＢＶＤＶ污染现象［６］。近２年，我国２次在进口小牛血清中检
测到ＢＶＤＶ，发布了２次风险预警，先后禁止新西兰、澳大利
亚的相关产品入境。由于 ＢＶＤＶ和 ＣＳＦＶ存在抗原交叉性，
带有ＢＶＤＶ抗原的血清不能用来培养ＣＳＦＶ，而应用ＢＶＤＶ

污染的猪瘟疫苗免疫猪只可能导致其感染 ＢＶＤＶ，引起类似
于非典型猪瘟的发生。因此科研单位和生物制品企业应该加

强对其使用的小牛血清的ＢＶＤＶ检测。
目前，ＢＶＤＶ的检测方法有病毒分离技术、免疫荧光技

术、病毒中和试验、琼脂扩散试验、酶联免疫吸附试验等［７］。

与病毒分离技术、病毒中和试验等方法相比，ＲＴ－ＰＣＲ技术
具有快速高效且特异性强等特点。本研究建立了 ＢＶＤＶ的
ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，同时根据ＢＶＤＶ５′端非编码区设计２对
引物，建立了比常规ＰＣＲ灵敏度更高的套式ＲＴ－ＰＣＲ方法，
为生物制品中微量的ＢＶＤＶ污染提供了一种更加特异、敏感
的方法。本方法临床应用结果显示，在随机抽检的疫苗和血

清样品中均能检测到被ＢＶＤＶ污染的样品，且套式ＰＣＲ的检
测灵敏度优于普通ＰＣＲ，表明上述２种方法均能用于检测生
物制品中ＢＶＤＶ污染。
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