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　　摘要：牛冠状病毒（ＢＣｏＶ）在全球广泛存在，在临床上能引起牛腹泻以及呼吸道感染，给养殖业带来巨大经济损
失。为快速批量检测临床样品、分析国内的 ＢＣｏＶ隐性感染及流行情况，根据 ＢＣｏＶ的 Ｎ基因序列设计了引物和探
针，建立了ＴａｑＭａｎ荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，对其特异性、敏感性、重复性进行评估，并将其与靶向ＢＣｏＶ的 Ｎ基
因的常规ＲＴ－ＰＣＲ方法进行对比。利用本方法对采集自我国西藏、江苏、河北、贵州、安徽等５个省份的２２个未发病
牛场的３５份口腔拭子样品和２４４份粪便样品进行检测以了解流行情况。结果表明，质粒标准品拷贝数的对数与 ＣＴ
值呈现良好稳定的负线性关系，标准曲线为ｙ＝－３．４４１８ｘ＋３９．５８４０，ｒ２＝０．９９９４，Ｅ＝９８．２％；最低检测拷贝数为
６０×１０拷贝／μＬ，重复性变异系数均＜５％；对临床样品进行检测，检出率明显高于常规 ＲＴ－ＰＣＲ方法。对２２个牛
场的２７９份病料进行检测，结果显示ＢＣｏＶ的总体阳性率为７３．１２％，牛场阳性率为１００．００％。本研究成功建立了靶
向ＢＣｏＶＮ基因、灵敏度高、特异性好的荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，并初步掌握了我国５个省份ＢＣｏＶ的流行现状，
为后续ＢＣｏＶ研究奠定了基础。
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　　牛冠状病毒（ｂｏｖｉｎｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，ＢＣｏＶ）隶属于
套式病毒目冠状病毒科冠状病毒属，为有囊膜的基

因组为线性单股正链的ＲＮＡ病毒［１］，临床上常引起

犊牛出血性腹泻、成年牛冬季痢疾和呼吸道疾病。

该病毒在世界范围内广泛存在，除感染牛以外，也可

以感染野生反刍动物，如羊驼、麋鹿等。１９８８年，研究
人员从德国１名儿童腹泻样品中分离出１株与ＢＣｏＶ
基因组关系密切的毒株，提示ＢＣｏＶ存在跨物种传播
的可能［２］。ＢＣｏＶ已严重影响病畜的生长发育和养
牛业的健康发展，给养牛业造成了巨大的经济损失。

不同病原引起犊牛腹泻在临床和病理变化上

极为相似，而利用 ＰＣＲ技术进行检测具有灵敏性
高、特异性强、快速简单等优点，在病原诊断和流行

病调查方面具有十分重要的地位。ＢＣｏＶ的全基因
组大小约为３２ｋｂ，能编码５种主要结构蛋白，而其
中高度保守的Ｎ基因序列常常被作为诊断ＢＣｏＶ病
的靶向基因［３］。在此理论基础上，本研究以 Ｎ蛋白
核苷酸序列为靶向，建立了检测ＢＣｏＶ的ＴａｑＭａｎ荧
光定量ＲＴ－ＰＣＲ方法，能够实现特异、灵敏、快速批
量检测临床样品，便于开展ＢＣｏＶ的流行病学调查；
本研究对我国５个省份的２２个 ＢＣｏＶ未发病牛场
共２７９份牛样品进行筛查，旨在了解我国不同地区
ＢＣｏＶ的流行感染情况，为我国部分地区的流行病
学调查提供借鉴。

１　材料与方法

１．１　病料、菌株及临床样品
ＢＣｏＶ病料、牛病毒性腹泻病毒（ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌ

ｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）、牛轮状病毒（ｂｏｖｉｎｅｒｏｔａｖｉｒｕｓ，
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ＢＲＶ）、牛星状病毒（ｂｏｖｉｎｅａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＢＡｓｔＶ）、牛副
流感病毒（ｂｏｖｉｎｅｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＢＰＩＶ）、牛传染
性鼻气管炎病毒（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ，ＩＢＲＶ）、牛腺病毒（ｂｏｖｉｎｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＢＡＶ）、牛
呼吸道合胞体病毒 （ｂｏｖｉｎｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌ
ｖｉｒｕｓ，ＢＲＳＶ）、牛源大肠杆菌 Ｋ９９、牛源产气荚膜梭
菌的核酸样品，均由江苏省农业科学院兽医所实验

室保存。

用于临床样品检测的样品：２７９份样品，２０２１年
２月至２０２２年７月采集自西藏、江苏、河北、贵州、
安徽各地的２２个牧场，其中，河北７个牧场５６份，
西藏９个牧场９４份，江苏４个牧场６６份，贵州１个
牧场３１份，安徽１个牧场３２份。所有样品均于江
苏省农业科学院兽医所实验室－８０℃保存。
１．２　主要试剂

ＲＮＡ提取试剂盒、ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒｑＰＣＲ、２×ＰｈａｎｔａＭａｘＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＤｙｅＰｌｕｓ）、
ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＰｒｏｂｅＭａｓｔｅｒＭｉｘ等，均购自 Ｖａｚｙｍｅ
公司；质粒提取试剂盒、胶回收提取试剂盒，购自

ＯｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ公司；ｐＭＤ１９－Ｔ载体，购自
ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自南京擎科生物科技
有限公司。

１．３　引物合成
根据 ＢＣｏＶ（ＧｅｎＢａｎｋ，ＭＷ７１１３０３．１）Ｎ蛋白核

苷酸序列，选择 Ｎ基因保守区域设计 ＴａｑＭａｎ法的
特异性检测引物（ＢＣｏＶ－Ｆ，ＢＣｏＶ－Ｒ）和探针及构
建质粒标准品的引物（Ｎ－Ｆ，Ｎ－Ｒ），由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成，详见表１。

表１　用于扩增Ｎ基因的引物和探针

引物名称 引物序列（５′→３′）
扩增片段

大小（ｂｐ）

ＢＣｏＶ－Ｆ ＴＧＣＴＧＣＣＡＣＧＡＴＧＧＴＡＴＴＴＴＴ １０１

ＢＣｏＶ－Ｒ ＴＧＧＴＴＡＣＴＡＧＣＧＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣ

探针 ＦＡＭ－ＣＴＡＴＣＴＴＧＧＡＡＣＡＧＧＡＣＣＧＣＡＴＧＣＣＡ－ＢＨＱ１

Ｎ－Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＴＴＡＣＴＣＣＴＧＧＴ １３７６

Ｎ－Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＡＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＧＴＣ

１．４　标准品的构建与鉴定
２０２１年 ２月，通过临床样品检测鉴定得到

ＢＣｏＶ阳性病料。对ＢＣｏＶ阳性病料进行处理后，采
用ＲＮＡ提取试剂盒获取 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，以
其为模板，采用引物Ｎ－Ｆ、Ｎ－Ｒ进行ＰＣＲ扩增；获
得ＰＣＲ产物跑核酸胶，胶回收后连接至 ｐＭＤ１９－Ｔ
载体；转化Ｔｒａｎｓ５α、挑菌、提质粒，经常规ＰＣＲ鉴定

后，将阳性质粒送生工生物工程（上海）股份有限公

司测序，将测序正确的ＢＣｏＶ重组质粒作为标准品，
测浓度，计算拷贝数。

１．５　优化反应体系及条件
２０．０μＬ反应体系（Ｍｉｘ１０．０μＬ，探针０．２μＬ，

上下游引物各０．４μＬ，染料０．４μＬ，模板２．０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ６．６μＬ），优化退火温度 Ｔｍ（５５～６５℃），通
过分析ＣＴ值和扩增曲线，确定最佳Ｔｍ；再以优化的
最佳Ｔｍ对浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ的引物用量（０．２～
１．２μＬ）及 １０μｍｏｌ／Ｌ的探针用量（０．１～１．０μＬ）
进行优化。

１．６　标准曲线的建立
将标准品稀释１０１～１０１２倍后作为检测模板，采

用ＴａｑＭａｎ荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ方法检测，获得拷贝
数与ＣＴ值的线性关系，从而建立标准曲线。
１．７　特异性检验

以 ＢＣｏＶ、ＢＶＤＶ、ＢＲＶ、ＢＡｓｔＶ、ＢＰＩＶ、ＩＢＲＶ、
ＢＡＶ、ＢＲＳＶ、牛源大肠杆菌 Ｋ９９、牛源产气荚膜梭菌
的 ｃＤＮＡ／ＤＮＡ为模板，以标准品（６．０×１０３拷
贝／μＬ）为阳性对照，ｄｄＨ２Ｏ为阴性对照加以扩增。
１．８　敏感性检验

将稀释的标准品作为模板，ｄｄＨ２Ｏ为阴性对照

扩增，每个稀释度做３次重复，与常规 ＲＴ－ＰＣＲ进
行比较。

１．９　重复性检验
对６×１０４、６×１０６、６×１０８拷贝／μＬ稀释度的标

准品进行批内重复性试验，每个检测浓度设置３次
重复，分３个时间段。
１．１０　样品检测

在３５份牛口腔拭子样品中加入５００μＬ已灭菌
的ＰＢＳ，涡旋，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ后，取病
毒上清液２００μＬ加入４００μＬ的 ＲＬ裂解，获得总
ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ；２４４份牛粪样品各取１ｇ加
５００μＬ已灭菌的 ＰＢＳ充分涡旋，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，步骤同上。以获得的 ｃＤＮＡ为模板，利
用建立的 ＴａｑＭａｎ法进行 ＢＣｏＶ检测，选１０％阳性
ＰＣＲ产物送公司测序。
１．１１　２种ＲＴ－ＰＣＲ符合率的比较试验

将３５份牛口腔拭子和 ２４４份牛粪便样品的
ｃＤＮＡ分别用建立的荧光定量方法和常规ＲＴ－ＰＣＲ
分别检测，比较检测结果，同时送去测序，计算２种
方法的符合率。
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２　结果与分析

２．１　重组质粒的鉴定
以病料 ＢＣｏＶ的 ｃＤＮＡ为模板，利用引物

Ｎ－Ｆ／Ｒ进行ＰＣＲ扩增，样品跑胶后获得 Ｎ基因片
段全长，大小约为 １３００ｂｐ（图 １）；切胶回收连于
ｐＭＤ－１９Ｔ载体，转化入Ｔｒａｎｓ５α，挑菌、摇菌提质粒
鉴定，阳性质粒送测序，结果在 ＮＣＢＩ上与 ＢＣｏＶ其
他株比对，同源性为１００．００％，说明重组质粒构建
成功。测得浓度为２６３．４７ｎｇ／μＬ，相应的拷贝数为
６．０×１０１２拷贝／μＬ。　
２．２　反应条件的优化结果

最佳反应体系及条件如下：ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＰｒｏｂｅ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０．０μＬ，探针 ０．２μＬ，上下游引物各
０．４μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），染料 ０．４μＬ，模板 ２．０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ６．６μＬ。反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，

６０℃ ３０ｓ，４０个循环。
２．３　扩增曲线和标准曲线的建立

将稀释成６×１０～６×１０１２拷贝／μＬ的标准品分
别作为模板扩增，获得曲线。由图２可知，标准品在
６×１０～６×１０８拷贝／μＬ与ＣＴ值呈现良好的负线性
关系，得到标准曲线ｙ＝－３．４４１８ｘ＋３９．５８４０，ｒ２＝
０．９９９４，扩增效率（Ｅ）为９８．２％。

２．４　特异性检验结果
采用该方法对ＢＣｏＶ标准品及牛常见腹泻病原

的核酸进行检测，结果（图３）表明，ＢＣｏＶ的标准品
扩增结果为阳性，其他病原的核酸扩增结果均为阴

性，表明该方法的特异性较强。

２．５　敏感性检验结果
采用该方法对经过１０倍比稀释的标准品（６×

１０～６×１０１２拷贝／μＬ）进行扩增，并设置 ｄｄＨ２Ｏ为
阴性对照。由图４可知，本方法对重组质粒标准品
的最低检出拷贝数为６．０×１０拷贝／μＬ，对应 ＣＴ值
约为３６，敏感性为６．０×１０拷贝／μＬ，与文献报道的
检测下限［４］几乎相同；ＲＴ－ＰＣＲ的最低检出拷贝数
为６．０×１０３拷贝／μＬ，表明该荧光定量方法敏感性
更高。

２．６　重复性检验结果
在不同时间段用３个不同稀释度的标准品分别

进行重复性试验，结果（表２）表明，该方法的批内和

批间的变异系数均低于５％，具有良好的重复性。
２．７　常规 ＲＴ－ＰＣＲ和 ＴａｑＭａｎ法荧光定量
ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的比较

由表３可知，常规ＲＴ－ＰＣＲ对牛口腔拭子样品
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表２　ＴａｑＭａｎ法荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ的重复性（ｎ＝３）

ＤＮＡ浓度
（拷贝／μＬ）

批内重复试验的ＣＴ值 批间重复试验的ＣＴ值

ｘ±ｓ ＣＶ（％） ｘ±ｓ ＣＶ（％）

６×１０４ ２６．１９±０．２６ ０．６７ ２６．６５±０．３１ ０．８４

６×１０６ １９．３３±０．１８ ０．５７ ２０４．２２±０．２６ ０．２０

６×１０８ １２．９８±０．４２ １．０５ １３．５１±０．７２ ０．９６

（ｎ＝３５）和牛粪样品（ｎ＝２４４）的检出率分别为
８０００％和３４．０１％，ＴａｑＭａｎ法荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ
检测方法则为９１．４２％和７０．４９％；２种方法检测牛
口腔拭子的阳性符合率为８７．５０％，检测牛粪样品
的阳性符合率为 ４８．２５％。测序结果经比对后发
现，荧光定量方法判定为阳性的均为ＢＣｏＶ片段，表
明本研究建立的方法准确性相对更高。

表３　ＲＴ－ＰＣＲ和ＴａｑＭａｎ法荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

检测方法

牛口腔拭子样品（ｎ＝３５） 牛粪样品（ｎ＝２４４）

检出率

（％）
阳性符合率

（％）
检出率

（％）
阳性符合率

（％）

本试验方法 ９１．４２ ８７．５０ ７０．４９ ４８．２５

ＲＴ－ＰＣＲ ８０．００ ３４．０１

２．８　临床样品的检测结果
本次试验共检测２７９份样品，包括牛口腔拭子

样品３５份，牛粪便样品２４４份。由表４可知，ＢＣｏＶ
的总检出率为 ７３．１２％，牛场阳性率为 １００．００％。
为验证本次试验检测数据的真实可靠性，随机选取

判定为阳性的样品进行测序验证，结果与预期相

符，表明此方法可行。

３　讨论与结论

ＢＣｏＶ是引起牛消化道和呼吸道疾病的主要病

表４　临床样品中ＢＣｏＶ的检测结果

省份
牛场数

（个）

阳性牛场数

（个）

样品数

（份）

阳性样品数

（份）

阳性率

（％）

河北 ７ ７ ５６ ３３ ５８．９３

西藏 ９ ９ ９４ ９０ ９５．７４

江苏 ４ ４ ６６ ６４ ９６．９７

贵州 １ １ ３１ １５ ４８．３９

安徽 １ １ ３２ ２ ６．２５

合计 ２２ ２２ ２７９ ２０４ ７３．１２

原之一。１９７２年，美国的Ｍｅｂｕｓ等曾在牛的腹泻病
料中检出 ＢＣｏＶ病原，此后在世界各地均陆续大量
报道了该病的发生［５］。１９８５年，宋广林等首次报道
了ＢＣｏＶ在我国大陆的存在情况［６］，随后在我国各

省多次成功检出ＢＣｏＶ，阳性率高达７０％，说明此病
毒已在我国长期持续存在。但目前尚未研发出有

效的疫苗及药物，因此，早期采取合理有效的疫病

监测手段，及时淘汰阳性牛、隐形感染牛，是减少畜

牧养殖业经济损失，遏制疾病传播的有效方法。

目前，国内外检测ＢＣｏＶ的方法有很多种，而实
时荧光定量ＰＣＲ检测速度快、敏感性好、特异性强、
重复性强、准确率高，适用于大量样本的快速检测。

国内外有些学者先后建立了 ＢＣｏＶ的 ＲＴ－ＰＣＲ［７］、
染料法荧光定量 ＰＣＲ［８－９］，而 ＴａｑＭａｎ法比其特异
性更高。谭烁等以 ｎｓｐ１０为靶向，建立了 ＢＣｏＶ检
测方法，与国外利用 Ｍ基因方法进行比较，发现结
果存在偏差，研究发现存在偏差的可能原因是 Ｍ基
因变异［４］。因此，本研究选择了 ＢＣｏＶ保守的基因
Ｎ为靶向设计引物和探针，避免传统检测方法中因
为基因突变所产生的假阴性结果。本试验将重组

质粒进行１０倍比稀释作为标准品，获得标准曲线
ｙ＝－３．４４１８ｘ＋３９．５８４０，ｒ２＝０．９９９４，Ｅ＝９８．２％，
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表明所建立的方法扩增效率高，重复性强；检测实

验室保存的常见腹泻病原的核酸，结果表明建立的

检测方法能准确检测出 ＢＣｏＶ，不产生交叉干扰；同
时本试验的检测方法最低可检测到６×１０拷贝／μＬ
的核酸模板，与高辉等建立的荧光定量检测方法灵

敏度在一个数量级上［１０］。采用建立的检测方法，对

５个省份的２２个未发病牧场进行流行病学调查，采
用常规ＲＴ－ＰＣＲ进行同步检测，检测结果基本相符
并且荧光定量检出的阳性数量多于常规 ＲＴ－ＰＣＲ，
表明所建立的方法具有更高的灵敏性和准确性。

对５个省份２２家牧场未发病的样品进行检测，
牛场阳性率高达１００％，说明我国牛场ＢＣｏＶ的感染
率很高，ＢＣｏＶ广泛存在于牛场，但是常表现为不发
病的隐性感染，潜伏性很强，通过临床表现观察不

能检出。同时，有研究表明，ＢＣｏＶ导致牛群的发病
与环境有很大关系，牛群的群体抵抗力下降（如环

境不良等），易发生ＢＣｏＶ病［１１］，提示或许是我国牛

场养殖不规范不合理，生物安全防控不到位，导致

我国牛场感染率过高。在５个省份牛场对 ＢＣｏＶ病
原的检测中，５个省份的检出率从６．２５％～９６．９７％
不等，５个省份的阳性检出率差别大。其中，江苏、
西藏的感染率高，河北、贵州次之，安徽的感染率最

低，这与刘蓉菁等的结果［１２］一致。江苏、西藏、河北

的感染率均高于５０％，提示该地区导致牛腹泻的主
要病原很可能是 ＢＣｏＶ，需要引起高度重视；西藏、
江苏的阳性率高于９０％，推测两省对于 ＢＣｏＶ的生
物安全防控不是特别到位，导致 ＢＣｏＶ在各省内大
范围传播；西藏地区主要为牦牛，推测牦牛与普通

牛相比更易感 ＢＣｏＶ；或是牦牛的饲养方式与其他
省份不同，牦牛的主要饲养方式是放牧，更容易导

致病原的传播；或者西藏地区是否进化出使牦牛易

感的特殊 ＢＣｏＶ株；安徽省在此次检测中检出
ＢＣｏＶ，与杨海峰等的研究结果［１２］不一致，表明

ＢＣｏＶ在我国的传染范围变大且持续存在。ＢＣｏＶ
是感染消化道和呼吸道的病原，因此本次研究统一

采用检测口腔拭子和牛粪便的方法，结果表明口腔

拭子的检出率明显高于牛粪便，呼吸道型 ＢＣｏＶ明
显高于腹泻型 ＢＣｏＶ，这与高辉等的调查结果［１０］是

一致的，推测可能是呼吸道 ＢＣｏＶ引发的呼吸道疾
病综合征［１３－１４］在临床上的表现症状轻，不易察觉；

其次，本次结果提示在我国 ＢＣｏＶ引起呼吸道感染
的症状多于腹泻症状，但是由于本次口腔拭子样品

有限，还需进一步检测研究。

本研究建立了一种以ＢＣｏＶ保守的Ｎ基因为靶
向的ＴａｑＭａｎ荧光定量方法，能够快速、特异、灵敏
地检出 ＢＣｏＶ的核酸；运用此检测方法对我国５省
２２个牧场进行流行病学调查，结果表明我国５省的
ＢＣｏＶ总阳性率为 ７３．１２％，牛场阳性率高达
１００．００％。
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