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摘要： 旨在探究中原地区牛肠道病毒 （ＢＥＶ） 的生物学特性及其 ５′－ＵＴＲ 序列遗传特征。 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对 ２０２３—２０２４ 年从四川、 河南和河

北地区收集的 ７７ 份腹泻牛粪便样品进行 ＢＥＶ 检测， 对阳性样本的 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 序列进行克隆及遗传变异分析， 通过接种 Ｍａｄｉｎ－Ｄａｒｂｙ 牛肾细胞

（ＭＤＢＫ） 进行病毒分离与鉴定。 结果： ７７ 份牛粪便样品中有 ２０ 份 （２５􀆰 ９７％） 检测为 ＢＥＶ 阳性， 获得 ２０ 株 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 核苷酸序列； ２０ 株

ＢＥＶ 与 １３ 株 ＢＥＶ 参考毒株 ５′－ＵＴＲ 序列同源性为 ７７􀆰 ２％～９４􀆰 １％； 遗传变异分析显示， 获得的 ２０ 株 ＢＥＶ 序列中 １７ 株属于 ＢＥＶ－Ｆ 种， 余下 ３ 株

属于 ＢＥＶ－Ｅ 种； 分离到 ２ 株 ＢＥＶ， 命名为 ＨＢ００２、 ＨＮ００４－８， 均为 ＢＥＶ－Ｆ 种， 病毒滴度均在 ４８ ｈ 时达到高峰， 分别为 １０５􀆰 ４９ ＴＣＩＤ５０ ／ μＬ 和

１０５􀆰 ６７ ＴＣＩＤ５０ ／ μＬ； 电子显微镜观察病毒粒子呈球形， 直径 ２０～３０ ｎｍ。 本研究为 ＢＥＶ 感染的防控提供了参考。
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　 　 牛肠道病毒感染是由牛肠道病毒 （ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｔｅｒｏ⁃
ｖｉｒｕｓ， ＢＥＶ） 引起牛的一种临床上以严重消化道和呼

吸道症状为特征的新发传染病［１］。 ＢＥＶ 宿主广泛，
已从牛、 羊、 黑斑羚和鼠等多种动物中分离出

来［２－５］， 且该病毒常与其他病原混合感染， 造成感染
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动物临床症状加重甚至死亡， 严重影响了畜牧业的可

持续发展。
肠道病毒为微 ＲＮＡ 病毒科、 肠道病毒属成员。

肠道病毒属包含 １２ 个肠道病毒种 （Ａ～ Ｌ） 和 ３ 个鼻

病毒种 （Ａ～Ｃ） ［６］， 其中牛肠道病毒包括 Ｅ 和 Ｆ 两个

种。 ＢＥＶ 病毒粒子呈球形， 二十面体， 无囊膜， 病

毒粒子直径约为 ２０ ～ ３０ ｎｍ。 病毒基因组为不分节段

的单股正链 ＲＮＡ， 基因组全长约 ７􀆰 ５ ｋｂ， 基因组依次

由 ５′非编码区 （５′－ＵＴＲ）、 开放阅读框 （ＯＲＦ） 和

３′非编码区 （３′－ＵＴＲ） 组成。 ＯＲＦ 翻译 １ 个多聚蛋

白， 经过裂解产生 ４ 种结构蛋白 （ＶＰ１、 ＶＰ２、 ＶＰ３
和 ＶＰ４） 和 ７ 种非结构蛋白 （ ２Ａ、 ２Ｂ、 ２Ｃ、 ３Ａ、
３Ｂ、 ３Ｃ 和 ３Ｄ） ［７］。
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１９５９ 年， Ｍｏｌｌ 等［８］ 首次发现并报道从牛中分离

出 ＢＥＶ。 ２０１１ 年， 我国首次从内蒙古地区犊牛粪便

样品中分离的一株 ＢＥＶ （命名为 ＢＨＭ２６） ［９］， 属于

ＢＥＶ－Ｆ 种。 ２０１２ 年， 邢泽黎等［１０］从吉林地区首次分

离出一株 ＢＥＶ （ＨＹ１２）， 属于 ＢＥＶ－Ｅ 种， 确定我国

牛群中存在 ＢＥＶ Ｅ 和 Ｆ 两个种。 近年来， 国内有关

ＢＥＶ 的报道陆续增多， 然而 ＢＥＶ 流行情况、 遗传变

异及生物学特性等数据仍缺乏。 因此， 本研究采用

ＲＴ－ＰＣＲ 方法对牛群中 ＢＥＶ 进行检测， 对检测为阳

性的 ＢＥＶ 样品进行 ５′－ＵＴＲ 序列的克隆和遗传变异

分析， 同时进行病毒分离与鉴定， 为 ＢＥＶ 感染的防

控提供技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞及样品采集

Ｍａｄｉｎ－Ｄａｒｂｙ 牛肾细胞 （ＭＤＢＫ） 由郑州猪重大

疫病防控重点实验室保存。 ２０２３—２０２４ 年采集自四

川省 （１５ 份）、 河南省 （５３ 份） 和河北省 （９ 份）
规模化肉牛场患腹泻牛的 ７７ 份粪便样品， 按 １５ 的体

积加入 ＰＢＳ 振荡混匀， 反复冻融 ３ 次， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液置于－８０ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 主要试剂

２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自南

京诺唯赞生物科技有限公司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｉ 购自北京

博迈德基因技术有限公司； ＤＮＡ 凝胶回收试剂购自

广州飞扬生物工程有限公司； ｐＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 购自

宝生物工程 （大连） 有限公司； 胰蛋白酶－ＥＤＴＡ 消

化液 （ ０􀆰 ２５％） 购自北京索莱宝科技有限公司；
ＤＭＥＭ 培养基购自美国 ＧＩＢＣＯ 公司。
１􀆰 ３　 引物设计

根据已发表的 ＢＥＶ 毒株 ５′－ＵＴＲ 序列， 参照文

献 ［１１］ 合成 １ 对针对 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 保守区域的特异

性鉴定引物 （ＢＥＶ－５′－ＵＴＲ－Ｆ： ５′－ＴＴＴＡＡＡＡＣＡＧＣ⁃
ＣＴＧＧＧＧＧＴＴＧＴＡＣ－ ３′； ＢＥＶ － ５′ －ＵＴＲ －Ｒ： ５′ － ＣＧ⁃
ＧＡＧＴＡＣＣＧＡＡＡＧＴＡＧＴＣＴＧＴＴＣ－３′）， 预期扩增片段

大小为 ６６７ ｂｐ， 由北京擎科生物科技有限公司合成。
１􀆰 ４　 ５′－ＵＴＲ 扩增、 克隆及测序

取 ４００ μＬ 粪便上清液， 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

ＲＮＡ， 参照 ＲＮＡ 反转录试剂盒说明书反转录为

ｃＤＮＡ。 以 ｃＤＮＡ 为模板， 进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增产物

经 ２􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳检测。
将回收目的片段引入到 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体， 经 ＰＣＲ

证实为阳性的重组质粒， 送北京擎科生物科技有限公

司进行序列的测定。 用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件的 Ｓｅｑｍａｎ 程序

对所测的序列进行拼接、 组装， 并利用Ｍｅｇａｌｉｇｎ 程序

进行序列同源性分析。 采用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件使用邻近

法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ） 法进行遗传变异分析。
１􀆰 ５　 病毒分离

将检测为 ＢＥＶ 阳性的粪便上清液经 ０􀆰 ４５ μｍ 过

滤除菌。 将已除菌的样品接种单层 ＭＤＢＫ 细胞， 加

入 ２ ｍＬ 含 ２％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 维持液继续培养至

７２ ｈ， 收取培养物， 反复冻融 ３ 次， 离心取上清液，
进行下一代培养。 培养过程中同时设立不接毒的细胞

培养物作为阴性对照。 将盲传 ３ 代的细胞培养液提取

ＲＮＡ， 反转录为 ｃＤＮＡ， 利用 ＢＥＶ 检测引物检测细胞

培养液中的 ＢＥＶ。
１􀆰 ６　 病毒纯化

将病毒液按 １０－１ ～１０－５进行 １０ 倍系列稀释后， 接

种 ６ 孔板内的单层 ＭＤＢＫ 细胞， 同时设置阴性对照，
加入含 ２􀆰 ５％低熔点琼脂糖的 ＤＭＥＭ 培养基， 置于培

养箱中培养 ７２ ｈ。 挑取单个蚀斑， 进行 ＲＴ－ＰＣＲ 检

测， 鉴定为 ＢＥＶ 后进行下一轮的蚀斑纯化， 以此连

续操作 ３ 次后得到纯化的病毒。
参照文献 ［１２］ 方法测定病毒半数组织培养感

染量 （ ＴＣＩＤ５０）， 按照 Ｒｅｅｄ －Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒的

ＴＣＩＤ５０。
１􀆰 ７　 病毒一步生长曲线

将纯化后的 ＢＥＶ 病毒液以感染比 （ＭＯＩ） 为 １
接种至单层 ＭＤＢＫ 细胞的 ６ 孔板中， 分别在 ６、 １２、
１８、 ２４、 ３０、 ３６、 ４２、 ４８、 ６０、 ７２、 ７８ 和 ９６ ｈ 收取

培养物， 反复冻融 ３ 次， 离心、 收集上清液， 测定不

同时间病毒的 ＴＣＩＤ５０。 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 绘制

病毒的一步生长曲线。
１􀆰 ８　 ＢＥＶ ＨＮ００４－８ 株形态学观察

取 ２００ ｍＬ ＢＥＶ ＨＮ００４－８ 株第 １０ 代细胞培养物，
反复冻融 ３ 次后收取病毒液， ４ ℃， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 除去

沉淀， 取上清液， ４ ℃， ３０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｈ， 弃上

清液， 用 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬沉淀， 进行磷钨酸负染，
用 Ｈｉｔａｃｈｉ ＨＴ－ ７８００ 透射电镜观察病毒粒子大小及

形态。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＢＥＶ 的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

７７ 份粪便样品的 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增产物经 ２􀆰 ０％琼脂

糖凝胶电泳检测， 结果显示， 共有 ２０ 份样品可扩增

出 １ 条约 ６６７ ｂｐ 的特异性条带 （图 １）， 与 ＢＥＶ 目的

片段大小一致。 ２０ 份阳性样品中， 河南省、 河北省、
四川省分别占 １４ 份、 １ 份和 ５ 份， ＢＥＶ 总阳性率

为 ２５􀆰 ９７％。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｉ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 待检样品； ３􀆰 阳性对照。

图 １　 ５′－ＵＴＲ ＲＴ－ＰＣＲ 扩增的部分结果

２􀆰 ２　 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 核苷酸同源性和遗传变异分析

　 　 将检测为 ＢＥＶ 的样品进行 ５′－ＵＴＲ 序列的克隆

及测序， 获得了 ２０ 株 ＢＥＶ 的 ５′－ＵＴＲ 核苷酸序列，
并将序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 中 （登录号： ＰＰ７０６３８７ ～
ＰＰ７０６４０６）。

将 ２０ 株 ＢＥＶ 的 ５′－ＵＴＲ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发

布的 １３ 株 ＢＥＶ 参考毒株 ５′－ＵＴＲ 序列进行同源性分

析。 结果显示， 获得的 ２０ 株 ＢＥＶ 之间 ５′－ＵＴＲ 核苷

酸序列同源性为 ７９􀆰 １％ ～ ９９􀆰 ５％， ２０ 株 ＢＥＶ 与 ６ 株

ＢＥＶ－Ｆ 种参考毒株同源性为 ７８􀆰 ２％～９２􀆰 ３％， 与 ７ 株

ＢＥＶ－Ｅ 种参考毒株同源性为 ７７􀆰 ２％ ～ ９４􀆰 １％。 获得

的毒株 ＨＢ００２ 和 ＨＮ００４ － ８ 与参考毒株 ＢＥＶ － ２６１
（ＢＥＶ－Ｆ 种） 同源性最高， 分别为 ９２％和 ９１􀆰 ８％；
而 ＨＢ００２ 与 ＨＹ１２ 和 ＳＬ３０５ 参考毒株 （ＢＥＶ－Ｅ 种）
同源性最低， 为 ８１􀆰 ２％； ＨＮ００４－８ 仅与 ＨＹ１２ 参考

毒株 （ＢＥＶ－Ｅ 种） 同源性最低， 为 ８０􀆰 ５％。
基于 ５′－ＵＴＲ 序列构建的遗传进化树显示， ＢＥＶ

毒株分为两个分支 （ＢＥＶ－Ｅ 和 ＢＥＶ－Ｆ） （图 ２）。 克

隆的 ２０ 株 ＢＥＶ 中有 １７ 株与 ＰＳ８７、 Ｈｏ１２ 和 Ｗ１ 等 ６
株 ＢＥＶ 参考毒株处于一个分支， 属于 ＢＥＶ－Ｆ 种， 而

余下的 ３ 株与 ＰＡ１２－２４７９１、 ＨＹ１２ 等 ７ 株 ＢＥＶ 参考

毒株处于另一分支， 属于 ＢＥＶ－Ｅ 种。 来自河北省的

毒株 ＨＢ００２ 和河南省的毒株 ＨＮ００４－８ 均与 ＢＥＶ－Ｆ
种参考毒株处于同一分支中， 亲缘关系较近； 而与

ＢＥＶ－Ｅ 种参考毒株亲缘关系较远， 在进化树上明显

处于不同分支。 此外， 河南省、 四川省牛场中存在同

一牛场内同时发生 ＢＥＶ－Ｅ 种和 ＢＥＶ－Ｆ 种感染。

●为本试验获得的 ＢＥＶ 毒株。

图 ２　 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 遗传进化树

２􀆰 ３　 病毒的分离与 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

将样品 ＨＢ００２、 ＨＮ００４－８ 经处理后， 接种单层

ＭＤＢＫ 细胞， 并进行传代培养。 第 ３ 代 ３０ ｈ 时，
ＭＤＢＫ 细胞出现皱缩、 变圆、 聚集和脱落等现象

（图 ３）， 分离获得 ２ 株病毒。 利用 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 特异

引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定， 病毒细胞液在约 ６６７ ｂｐ 处

出现 １ 条特异性目的条带， 与预期大小相符， 而以正

常 ＭＤＢＫ 细胞核酸为模板进行 ＢＥＶ 检测， 结果为阴

性。 初步表明， 分离病毒为 ＢＥＶ。
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Ａ． 阴性对照； Ｂ． ＨＢ００２ 接种的 ＭＤＢＫ 细胞； Ｃ． ＨＮ００４－８ 接种的 ＭＤＢＫ 细胞。

图 ３　 病料接种 ＭＤＢＫ 细胞的病变观察 （１００×）

２􀆰 ４　 病毒蚀斑纯化

经连续 ３ 轮的蚀斑纯化， ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示， 均

能扩增出目的片段， 表明 ＨＮ００４－８、 ＨＢ００２ 毒株已

纯化。 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法， 测定出 ＨＢ００２ Ｐ１４ 代

病毒滴度为 １０４．２９ ＴＣＩＤ５０ ／ μＬ， ＨＮ００４－８ Ｐ８ 代病毒滴

度为 １０６．５ ＴＣＩＤ５０ ／ μＬ。
２􀆰 ５　 ＢＥＶ 的一步生长曲线

将分离株 ＨＢ００２ 和 ＨＮ００４－８ 接种 ＭＤＢＫ 细胞，
每隔 １２ ｈ 观察细胞病变并记录， 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
法计算病毒滴度， 绘制 ＢＥＶ 的生长曲线。 如图 ４ 所

示， ＢＥＶ 感染 ＭＤＢＫ 细胞后 ０～ ４８ ｈ， 病毒滴度呈指

数上升趋势， ２ 株毒株均在 ４８ ｈ 达到最高， 分别为

１０５．４９ ＴＣＩＤ５０ ／ μＬ、 １０５．６７ ＴＣＩＤ５０ ／ μＬ， 随后逐渐下降，
在 ９６ ｈ 仍保持较高滴度。

图 ４　 ＢＥＶ 的一步生长曲线

２􀆰 ６　 病毒形态学观察

将 ＨＮ００４－８ 分离株感染 ＭＤＢＫ 细胞 ４８ ｈ 后收取

病毒液， 经反复冻融裂解细胞， 然后去除细胞碎片，
超速离心， ＰＢＳ 液悬浮沉淀。 经磷钨酸负染后， 在透

射电镜下观察， 可见无囊膜、 直径 ２０～３０ ｎｍ 的病毒

粒子 （图 ５）， 与 ＢＥＶ 粒子的形态及大小相符合。

图 ５　 ＨＮ００４－８ 分离株电镜形态 （标尺＝２００ ｎｍ）

３　 讨论

ＢＥＶ 是我国一种新发动物传染病病原， 引起牛

消化道、 呼吸道和生殖道疾病， 制约养牛业的健康发

展。 临床上 ＢＥＶ 也能从无症状的健康牛中检测到，
受感染的无症状牛可以将病毒排泄到体外， 造成疫病

传播。 因此， 加强对牛场 ＢＥＶ 感染的流行病学调查，
并尽快从流行毒株中筛选出疫苗候选株， 可为 ＢＥＶ
感染的防控提供技术奠定基础。

本研究对 ２０２３—２０２４ 年收集自河南省、 河北省

和四川省的共 ７７ 份牛腹泻粪便样品进行检测， 发现

２０ 份检测为 ＢＥＶ 阳性， 阳性率为 ２５􀆰 ９７％。 林倩

等［１２］在 ２０１９ 年对宁夏地区疑似 ＢＥＶ 感染牛群采集

的 ４３８ 份粪便样品进行检测， 发现 ＢＥＶ 总感染率为

２２􀆰 ４％。 钱明珠等［１３］对 ２０１６—２０２０ 年河南省 １７ 个地

市采集的 １ ９７０ 份牛粪便样品进行 ＢＥＶ 检测， 结果

显示平均感染率达 ２３􀆰 ３５％。 古丽巴哈尔·图尔荪

等［１４］在 ２０２２ 年对新疆地区疑似 ＢＥＶ 感染牛群采集

的 ７４０ 份粪便样品进行了流行病学调查， 阳性率达

１５􀆰 ５４％。 Ｌｕｏ 等［１５］ 对 ２０２１—２０２２ 年广西 ９７ 个牛场

采集的１ １６８ 份粪便样品进行检测， 结果显示 ＢＥＶ 阳

性率为 １０􀆰 ７％， 表明 ＢＥＶ 在我国很多地区持续流行。
本研究对 ＢＥＶ 阳性样品进行 ５′－ＵＴＲ 的克隆和测序，
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获得了 ２０ 株 ＢＥＶ ５′－ＵＴＲ 序列。 遗传变异分析显示，
本研究获得的 ２０ 株 ＢＥＶ 中 １７ 株为 ＢＥＶ － Ｆ 种

（８５％）， 其余 ３ 株为 ＢＥＶ － Ｅ 种 （ １５％）。 Ｃｈａｎｇ
等［１６］报道 ２０１２—２０１８ 年从河南、 吉林和宁夏分离的

２７ 株 ＢＥＶ 中 ２４ 株是 ＢＥＶ－Ｅ 种 （８８􀆰 ８９％）， ３ 株是

ＢＥＶ－Ｆ 种 （１１􀆰 １１％）， 而在 ２０２１—２０２２ 年广西的

１２５ 株 ＢＥＶ 毒株中 ＢＥＶ－Ｅ 种和 ＢＥＶ－Ｆ 种分别为

５４􀆰 ４％和 ４５􀆰 ６％［１５］， 表明 ＢＥＶ－Ｆ 种已经在我国普遍

流行， 应引起高度重视。
ＢＥＶ 常在患有严重呼吸道和肠道疾病的养牛场

中被检测和分离到， 有时与其他腹泻病毒引起混合感

染［１７］。 相关研究报道， ＢＥＶ 可引起 Ｖｅｒｏ、 ＭＤＢＫ 和

ＢＨＫ－２１ 细胞病变［１８］。 本研究将 ＢＥＶ 阳性样品接种

ＭＤＢＫ 细胞， 成功分离并纯化到 ２ 株 ＢＥＶ 毒株

（ＨＢ００２ 和 ＨＮ００４－８）， 均为 ＢＥＶ－Ｆ 种。 ＢＥＶ 分离

株感染 ＭＤＢＫ 细胞后， 细胞出现变圆、 碎裂、 脱落

等现象， 且在 ＭＤＢＫ 上均产生形状规则、 边缘明显

的蚀斑； ＢＥＶ 分离株感染 ＭＤＢＫ 细胞后 ０ ～ ４８ ｈ， 病

毒滴度呈指数上升趋势， 表明 ２ 株 ＢＥＶ 分离株能在

ＭＤＢＫ 细胞上稳定传代且保持较高病毒滴度； 对病毒

粒子进行观察， 显示病毒粒子直径在 ２０ ～ ３０ ｎｍ。 病

毒株的分离为后续 ＢＥＶ 疫苗的研发提供了候选毒株。
综上所述， 本研究调查了四川、 河南和河北地区

ＢＥＶ 的流行与遗传变异特征， 并成功分离到 ２ 株

ＢＥＶ 毒株， 为我国 ＢＥＶ 感染的防控及其致病机制研

究提供了有力的支持。
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