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［摘　要］　从新疆地区某牛场出现发热、咳嗽等症状的多例病牛的肺组织中分离得到３株牛副流

感病毒３型，分别命名为ＸＪ０３、ＸＪ０２２、ＸＪ０２３，对其中两株病毒 ＸＪ０３和 ＸＪ０２３的基因组进行序列测

定，测序结果显示，ＸＪ０３和ＸＪ０２３毒株基因组全长分别为１５４７４ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＫＵ１９８９２９）

和１５４７５ｂｐ，其核苷酸同源性为９９．８９％。同代表性的牛副流感病毒基因组比对发现，与我国的山

东毒株 ＳＤ０８３５同源性最高为 ９９．３％，均属 Ｃ型 ＢＰＩＶ。在 Ｃ型毒株中，与南韩 １２Ｑ０６１分离株

（Ｃ型）同源性最低为９７．５％。Ｆ、Ｎ、ＨＮ、Ｌ、Ｐ、Ｍ蛋白基因氨基酸序列分析显示，与 ＳＤ０８３５毒株相

应序列对比，同源性分别为９９．６３％、９２．１５％ 、９９．４８％、９９．２８％、９８．５０％和１００％，部分氨基酸发

生了新的变异。试验结果将为今后更好地开展ＢＰＩＶ３防控奠定基础。
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　　牛副流感病毒３型（ＢｏｖｉｎｅＰａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ

ｔｙｐｅ３，ＢＰＩＶ３）为单股负链ＲＮＡ病毒目、副黏病毒

科、呼吸道病毒属成员，是引起牛呼吸道疾病综合

征的重要病原之一［１－２］。１９５９年 Ｒｅｉｓｉｎｇｅｒ等在美

国首次分离到ＢＰＩＶ３［３］，２００２年童泽恩等在国内首

次报道了疑似该病的病例［４］。目前该病毒已广泛

存在于世界各国。ＢＰＩＶ３感染牛可表现出从隐性

感染到严重的呼吸道疾病等多种不同的临床症状，

最常见的为咳嗽、发烧、鼻分泌物多。牛感染

ＢＰＩＶ３后可引起组织损伤和免疫抑制，常继发细菌

或支原体感染引起支气管肺炎而导致牛呼吸道疾

病综合征，给养牛业带来严重危害和极大的经济

损失。

ＢＰＩＶ３可分为Ａ、Ｂ、Ｃ三个基因型，在亚洲、澳

大利亚、阿根廷、美国等国家或地区均同时存在２

个或３个基因型［５－８］。我国也从黑龙江和山东分

别分离到Ａ型和Ｃ型ＢＰＩＶ３［９－１０］。王海勇等［１１］对

我国１２个省份的牛群进行了 ＢＰＩＶ３的血清学调

查，总体阳性率高达７７．６％，表明 ＢＰＩＶ３在我国已

广泛流行，迫切需求对该病毒进行深入研究以有效

防控ＢＰＩＶ３感染。

２０１４年１０月，新疆某牛场的牛群内出现咳嗽、

发烧症状，初步怀疑为 ＢＰＩＶ３感染，并分离获得三

株ＢＰＩＶ３。为进一步分析我国西北地区流行的

ＢＰＩＶ的基因特征和变异特征，本研究对该分离株

进行鉴定和全基因组测序，并与国内外代表性毒株

基因组序列对比分析，以期为该病的流行病学、免

疫预防等方面的研究提供相关参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病料来源　采集三头疑似ＢＰＩＶ３感染病牛

肺作为病毒分离的病料，编号为０３、０２２、０２３。

１．１．２　细胞和培养基　牛肾细胞（ＭＤＢＫ）为本实

验室保存；ＤＭＥＭ购自 ＧＩＢＣＯ公司；胎牛血清购自

新西兰ＭＯＲＥＧＡＴＥ。

１．１．３　主要试剂和仪器　ＲＮＡ提取试剂购自

Ｑｉａｇｅｎ公 司；ＡＭＶ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、ＲＮａｓｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＧｏＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；ｄＮＴＰ购自北京华美生科生物技术有限公司；

Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北京全式金生物技术有

限公司；ＴＧＲＡＮＤＩＥＮＴＰＣＲ仪购自 ＨＹＢＡＩＤ公司；

ＵＶＩＦｉｒｅｒｅａｄｅｒＸＳ凝胶成像系统购自广州市华粤

瑞科科学器材有限公司。牛副流感实时荧光

ＲＴ－ＰＣＲ检测试剂盒为北京世纪元亨动物防疫技

术有限公司生产。

１．１．４　软件信息　ＤＮＡＭＡＮ６．０汉化版，美国

ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ公司开发。

１．２　方法

１．２．１　病料的处理　将采集的三份牛肺分别剪碎装

入无菌研磨器中研磨，加适量含青霉素、链霉素（各

１００Ｕ／ｍＬ）的ＤＭＥＭ培养液，研磨后于３０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，取上清用０．２２μｍ滤膜过滤除菌。

１．２．２　病毒分离培养　用含 ８％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基培养ＭＤＢＫ细胞，待细胞长至单层处

于对数生长期时，接种上述处理的病料样品，３７℃

吸附１ｈ，加入含２％胎牛血清的维持液，３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中培养 ３～４ｄ，每天观察细胞病变

（ＣＰＥ），适时传代至出现 ＣＰＥ，当８０％的细胞出现

ＣＰＥ时收毒，－８０℃反复冻融３次后，４０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，取上清待检。

１．２．３　病毒鉴定

１．２．３．１　ＲＴ－ＰＣＲ鉴定　按照北京世纪元亨动物

防疫技术有限公司生产的牛副流感实时荧光

ＲＴ－ＰＣＲ检测试剂盒说明书对 ＭＤＢＫ细胞培养物
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进行鉴定。

１．２．３．２　电镜观察　参考文献方法［１２］对细胞培

养液进行负染，进行电镜观察。

１．２．３．３　ＴＣＩＤ５０测定　将收获的第５代病毒上清

液用不含血清的 ＤＭＥＭ培养基进行稀释，每个稀

释度做８个重复，每孔接种１００μＬ，３７℃孵育２ｈ。

吸取病毒液，用ＰＢＳ洗一遍，每孔加２００μＬ细胞维

持液继续在ＣＯ２培养箱培养。每天观察记录ＣＰＥ，

５ｄ后判定结果，同时设阴性对照（维持液）。

１．２．３．４　血凝试验　参考文献方法［１２］进行。

１．２．４　全基因组测序与分析

１．２．４．１　引物设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ上发表

的ＢＰＩＶ３全基因组序列设计引物（表１），引物由上

海捷瑞生物技术有限公司合成。

表１　依据ＢＰＩＶ３基因序列设计的引物

片段 上游引物 下游引物 所在位置

ＢＰＩＶ３－１ ＡＣＣＡＡＡＣＡＡＧＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＧ ＧＴＴＡＧＡＧＣＴＧＣＣＡＴＴＣＴＡＧＴＹＴＣ １～９６０

ＢＰＩＶ３－２ ＴＣＡＴＴＴＴＴＣＡＡＣＡＣＡＡＴＣＡＧ ＧＴＡＴＧＡＡＴＴＣＡＡＴＧＡＴＧＴＣＧＡＧＧ ９０８～１８９０

ＢＰＩＶ３－３ ＡＡＴＣＡＴＧＧＡＴＴＣＴＴＧＧＧＡＡＧＡＧ ＣＴＧＣＡＧＡＴＴＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＡＡＧ １８３２～２９００

ＢＰＩＶ３－４ ＧＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＣＡＣＴＣＧＡＴＴ ＧＴＧＡＴＴＴＴＴＣＡＣＣＴＴＴＴＴＣＡＴＣ ２８２０～４４３０

ＢＰＩＶ３－５ ＡＣＡＧＣＡＡＴＴＧＧＡＴＣＡＡＴＡＡＣ ＧＡＴＴＧＴＡＣＴＧＣＣＴＴＧＴＴＴＧＴ ４２８２～５５７５

ＢＰＩＶ３－６ ＧＧＧＡＣＡＡＴＴＧＣＧＡＴＡＧＧＧＡＴＡ ＴＴＧＣＴＡＡＴＧＴＣＣＣＴＴＣＴＣＴＡＴＴ ５４３０～６３９６

ＢＰＩＶ３－７ ＣＡＴＴＣＡＧＣＡＧＹＴＡＹＡＴＡＴＧＴＣＣ ＡＴＴＣＣＴＧＧＴＣＣＹＡＣＴＧＡＴＧＧ ６１００～７８３０

ＢＰＩＶ３－８ ＧＣＡＴＣＡＡＣＡＧＧＤＡＴＴＧＡＲＧＡ ＡＴＡＧＧＡＧＡＡＴＴＧＡＧＲＴＧＡＣＡＴＴＣ ７７００～８７８０

ＢＰＩＶ３－９ ＧＡＡＴＧＴＣＡＹＣＴＣＡＡＴＴＣＴＣＣＴＡＴ ＧＴＣＴＡＣＣＴＴＣＴＴＧＴＴＴＴＡＴＹＴＣＴＴＴＣＴＣ ８７８０～１０３６０

ＢＰＩＶ３－１０ ＴＧＡＡＡＧＡＴＡＡＡＧＣＡＴＴＡＴＹＣＣＣ ＴＣＡＧＡＣＣＡＡＡＡＲＡＣＡＣＡＴＣＴＡＧ １０１２０～１１２６０

ＢＰＩＶ３－１１ ＡＴＧＧＡＴＧＡＴＣＴＤＧＧＴＣＡＴＧＡ ＧＣＣＴＧＧＴＡＡＡＴＡＣＡＴＣＣＡＷＧＴＡ １１１４０～１２２８０

ＢＰＩＶ３－１２ ＴＧＡＴＡＡＡＴＧＧＲＣＴＴＧＡＡＡＣＴＣＣ ＧＡＴＧＣＴＡＴＹＴＣＴＧＣＴＡＡＡＣＡＡＣ １２１５０～１３５７０

ＢＰＩＶ３－１３ ＡＴＧＡＧＡＧＡＡＴＧＧＹＴＧＡＡＴＧＧ ＣＣＡＴＲＴＣＡＣＡＡＴＧＴＡＣＴＡＡＡＣＣ １３４４０～１４４２０

ＢＰＩＶ３－１４ ＣＡＡＣＡＴＧＧＡＴＡＧＧＲＡＡＴＡＴＧＧ ＡＣＣＡＡＡＣＡＡＧＡＧＡＡＡＡＡＣＴＣＴＧ １４３４０～１５４７５

１．２．４．２　病毒总 ＲＮＡ的提取　按照 Ｑｉａｇｅｎ的
ＲＮＡ提取试剂盒说明书进行ＲＮＡ提取。
１．２．４．３　全基因组的扩增　用合成的１３对引物
分别进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，扩增体系如下：５×Ｂｕｆｆｅｒ
５μＬ（含 ＭｇＣｌ２），２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ上游和下游引物２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５Ｕ／μＬ）１μＬ，ＡＭＶ反转录酶 （１０Ｕ／μＬ）
０．２μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ）０．３μＬ，无菌无
核酸酶水１２．５μＬ，病毒总 ＲＮＡ２μＬ。扩增程序：
４２℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，
７２℃２ｍｉｎ，３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物用１％的琼脂糖凝胶进行电泳。
１．２．４．４　基因的测序　从琼脂糖凝胶中回收目的
基因，将目的基因连接到 ＰＭＤ１９－Ｔ载体，连接产
物转化至ＤＨ５α感受态细胞，挑取单菌落接种于含
氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ液体培养基中，

３７℃震荡培养过夜，取菌液进行ＰＣＲ鉴定，将阳性
菌液送北京美吉生物技术有限公司进行测序。根

据重叠区域将各片段依次拼接，获得完整基因

序列。

１．２．４．５　系统进化分析　用 ＤＮＡｍａｎ生物软件将
获得的全基因组序列与 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的 ＢＰＩＶ３
序列进行同源性比对分析，构建系统进化树，分析

所分离毒株的遗传变异特征。

２　结 果

２．１　病毒的分离　将 ０３、０２２、０２３分别接种
ＭＤＢＫ，７２ｈ后出现 ＣＰＥ，经传代以后出现 ＣＰＥ的
时间缩短，从第３代开始病毒趋于稳定。病变初期
细胞出现圆缩，随时间延长细胞融合更加明显，出

现合胞体（图１Ａ）。对照组细胞培养７２ｈ后生长良
好，未见细胞发生病变（图１Ｂ）。将分离的病毒分
别命名为ＸＪ０３、ＸＪ０２２、ＸＪ０２３。

·９１·
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Ａ：接毒后７２ｈＸＪ０３株感染引起的ＣＰＥ；Ｂ：阴性对照

图１　牛副流感病毒分离培养显微观察图（４００×）

２．２　病毒鉴定
２．２．１　ＲＴ－ＰＣＲ鉴定　用牛副流感实时荧光
ＲＴ－ＰＣＲ检测试剂盒分别对ＸＪ０２、ＸＪ０２２、ＸＪ０２３进
行鉴定，结果为阳性（图２），表明分离的三个病毒
均为ＢＰＩＶ３。

１：ＸＪ０２３；２：ＸＪ０３；３：ＸＪ０２２；４：阳性对照；５：阴性对照

图２　ＸＪ０２、ＸＪ０２２、ＸＪ０２３牛副流感病毒
实时荧光ＲＴ－ＰＣＲ检测结果

２．２．２　电镜观察　图３电镜照片显示，ＢＰＩＶ为圆形、椭
圆形等不规则形态，有核衣壳，直径约为１５０～２００ｎｍ。

图３　电镜下不同形态的牛副流感病毒粒子（１０００００×）

２．２．３　ＴＣＩＤ５０测定　按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ计算法
进行计算，第５代细胞毒（ＸＪ０３毒株）的病毒含量
为１０７．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。
２．２．４　血凝试验　分离的牛副流感病毒能凝集鸡
和猪的红细胞，ＸＪ０３、ＸＪ０２２、ＸＪ０２３三株病毒的凝
集效价分别达到３２和１２８。

２．３　基因的测序及序列分析　经测序，ＸＪ０３和
ＸＪ０２３的基因组全长分别为１５４７４ｂｐ和１５４７５ｂｐ，
应用 ＤＮＡｓｔａｒ将其与有代表性的 ＢＰＩＶ３进行同源
性比较，结果见图 ４，分离的两株 ＢＰＩＶ３均与
１２Ｑ０６１、ＨＳ９、ＴＶＭＤＬ１６同源性较高，与我国的山东
毒株ＳＤ０８３５同源性最高，为９９．３％。以Ｍ基因进
行系统进化分析，结果见图 ５，分离的 ＸＪ０３和
ＸＪ０２３均与ＳＤ０８３５处于同一分支，属 Ｃ型 ＢＰＩＶ３。
ＸＪ０３分离株与 ＳＤ０８３５毒株相比，Ｆ、Ｎ、ＨＮ、Ｌ、Ｐ
和Ｍ氨基酸同源性分别为 ９９．６３％、９２．１５％、
９９．４８％、９９．２８％、９８．５０％和１００％。

图４　ＸＪ０３和ＸＪ０２３与其他毒株全基因的同源性比较

图５　ＸＪ０３和ＸＪ０２３与其他ＢＰＩＶ３代表株的
Ｍ基因系统进化分析

与ＳＤ０８３５分离株相比，Ｆ氨基酸有２处发生
了变异，分别为第１０位由Ｔ变成了Ｉ、第５２２位由Ｓ
变成了Ｒ；ＨＮ基因有３处发生了变异，分别是４６
位由Ｔ变成了 Ａ，５９位由 Ｇ变成了 Ｓ，２５４位由 Ｋ
变成了Ｒ；Ｎ基因有８处发生了变异，分别是１６位
由Ｌ变成了Ｉ，１１３位由 Ｓ变成了 Ｇ，１９４位由 Ｑ变
成了Ｒ，２２０位由Ａ变成了 Ｓ，４０２位由 Ｉ变成了 Ｓ，
４５２位由Ｖ变成了Ａ，４６５位由 Ｎ变成了 Ｄ；Ｐ基因
有９处发生了变异，分别是４５位由 Ｖ变成了 Ａ，４７
位由Ｄ变成了 Ｖ，５３位由 Ｇ变成了 Ｅ，１４９位由 Ｔ
变成Ａ，２２７位由 Ｙ变成了 Ｈ，２４５位由 Ｅ变成了
Ｄ，３２２位由 Ｙ变成了 Ｈ，３２９位由 Ｌ变成了 Ｖ，３３９
位由Ｉ变成了Ｖ。

·０２·
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３　讨 论

ＢＰＩＶ３是牛呼吸道综合症（也常称为“运输
热”）的主要病原之一，也是引起奶牛繁殖障碍的重

要病原，是目前全世界范围内危害牛群健康的主要

问题，并给养牛业带来了巨大的经济损失。本研究

采用ＭＤＢＫ细胞从新疆某牛场出现发烧、咳嗽和流
产的病牛肺组织中分离出３株牛副流感病毒。经
鉴定该分离株能凝集鸡和猪的红细胞，与董秀梅报

道的一致［１３］。基因组测序结果显示，ＸＪ０３和
ＸＪ０２３的基因全长分别为 １５４７４ｂｐ和 １５４７５ｂｐ，
ＸＪ０３基因组序列已经提交到ＧｅｎＢａｎｋ，登录序列号
为ＫＵ１９８９２９。

ＢＰＩＶ３分 Ａ、Ｂ、Ｃ三个基因型，Ａ型 ＢＰＩＶ３主
要存在于北美、中国、日本。Ｂ型 ＢＰＩＶ３最初分离
自澳大利亚，最近在美国、阿根廷也发现Ｂ型毒株；
Ｃ型ＢＰＩＶ３分布于中国、韩国、日本。之前认为美
国只存在Ａ型 ＢＰＩＶ３，ＪｏｈｎＤ．Ｎｅｉｌｌ等通过对多个
ＢＰＩＶ３美国分离株的全基因测序及系统进化分析
发现，美国也同样存在Ｂ型和Ｃ型ＢＰＩＶ３。通过全
基因测序和系统进化分析，本研究从新疆牛场分离

到的 ＸＪ０３和 ＸＪ０２３均为 Ｃ型 ＢＰＩＶ３，与我国山东
分离株ＳＤ０８３５同源性为９９．３％，系统进化分析也
表明所分离毒株与 ＳＤ０８３５分离株最近。与
ＳＤ０８３５分离株相比，除Ｍ蛋白外，Ｆ、ＨＮ、Ｎ、Ｐ和 Ｌ
蛋白氨基酸均发生了新的变异，这些变异是否影响

病毒毒力还需进一步研究。

ＪｏｈｎＤ．Ｎｅｉｌｌ认为各基因型内存在潜在的亚
型，并推测亚型与毒株的地域分布相关［１４］。经

系统进化分析，本研究分离的 ＸＪ０３和 ＸＪ０２３与
山东分离株 ＳＤ０８３５形成一单独分支，与韩国分
离株１２Ｑ０６１、美国分离株 ＴＶＭＤ１６等其它 Ｃ型
ＢＰＩＶ３遗传关系较远，这与 ＪｏｈｎＤ．Ｎｅｉｌｌ的观点
相符。目前还没有证据表明不同基因型对牛的

致病力是否存在差异。但不同基因型的交叉保

护效果存在明显差异，如 ＢＰＩＶ３ＮＶＳＬ株的多抗
血清对 Ｂ型和 Ｃ型 ＢＰＩＶ３的中和效价要远远低
于对 Ａ型 ＢＰＩＶ３代表毒株 ＳＦ－４的中和效
价［１４］；使用单一基因型的疫苗可能达不到理想

的保护效果。因此，防控 ＢＰＩＶ３的传播还需要
多价疫苗的开发。

本研究分离鉴定了三株Ｃ型 ＢＰＩＶ３，并对其中
两株进行了全基因测定，为其在诊断和疫苗开发等

方面的进一步研究奠定了基础。
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