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［摘　 要］ 　 为掌握青海省海北州藏羊群中牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）和羊边界病毒（ＢＤＶ）的感染

情况，采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法分别对青海省海北州的 １６１ 份健康藏羊血清样品和 ３４ 份腹泻藏羊组织样

品进行了 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的抗原核酸检测。 结果显示：１９５ 份样品中 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 总阳性率分别为

２９．７４％和 １４．３６％；１６１ 份健康藏羊血清样品中 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 平均阳性率分别为 ２６．７１％和 １１．８０％，
ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 混合感染率为 ４．３５％；３４ 份腹泻藏羊组织样品中 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 平均阳性率分别为

４４．１２％和 ２６．４７％，ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 混合感染率为 １７．６５％。 本研究表明青海省海北州健康藏羊群和腹

泻藏羊群中均存在 ＢＶＤＶ、ＢＤＶ 的单独感染以及混合感染，且感染情况在个别养殖场（户）较为严重。
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　 　 牛病毒性腹泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ，

ＢＶＤＶ）和羊边界病毒（Ｂｏｒｄｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，ＢＤＶ）

同属于黄病毒科（Ｆｌａｖｉｒｉｄａｅ）瘟病毒属（Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ），

分别是牛病毒性腹泻病 （ Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ，

ＢＶＤ） 和羊边界病 （ Ｂｏｒｄｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ， ＢＤ） 的致病

原［１］。 ＢＶＤＶ 除感染牛外，还可感染羊、猪以及野

生动物，羊感染 ＢＶＤＶ 后可引起腹泻、母畜流产、死

胎和畸胎等［２－３］。 ＢＤＶ 主要感染绵羊和山羊，偶有

牛、猪和野生反刍动物的感染，羊感染 ＢＤＶ 后可引

起母羊不孕、流产、产死胎和畸形胎等繁殖障碍和

羔羊畸形发育、顽固性腹泻等［４－５］。 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ

感染均可造成持续性感染和免疫抑制，持续性感染

使病畜常年带毒、排毒，成为畜群中的传染源，并可

降低机体的免疫力，导致其他病原体的混合和继发

感染。 藏羊为我国青藏高原所特有畜种，是我国三

大原始绵羊品种之一［６］。 为调查研究藏羊群中

ＢＶＤＶ 与 ＢＤＶ 的感染现状，丰富我国羊群中 ＢＶＤＶ

与 ＢＤＶ 感染的流行病学资料，为藏羊群中 ＢＶＤＶ

和 ＢＤＶ 综合防控措施的制定提供指导依据，有效

保护青海藏羊及藏羊养殖业的健康发展，本研究首

次对采集自青海省海北州健康藏羊和腹泻藏羊共

计 １９５ 份样品进行了 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的流行病学

调查。

１　 材料与方法

１．１　 样品来源 　 ２０１４ 年 １０ 月至 ２０１６ 年 ６ 月，采

自青海省海北州 ６ 个规模养殖场和 ８ 个散养户的

健康藏羊血清样品 １６１ 份，腹泻藏羊组织样品 ３４

份，检测样品共计 １９５ 份。

１．２　 主要试剂　 一步法 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增试剂盒、ＤＬ－

２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝生物工程（大连）有限

公司；病毒基因组 ＲＮＡ 提取试剂盒购自北京百泰

克生物科技有限公司。

１．３　 引物设计与合成　 参照参考文献［７－８］ 中的方

法，分别设计 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的特异性检测引物

（表 １），引物由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。

表 １　 引物序列表

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

病原
Ｐａｔｈｏｇｅｎｙ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增长度
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｌｅｎｇｔｈ

ＢＶＤＶ
Ｐ１：５＇－ＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＣＣＴＣＣＴＴＡＧＣ－３＇

Ｐ２：５＇－ＧＣＣＴＣＴＧＣＡＧＣＡＣＣＣＴＡＴＣ－３＇
２７９ ｂｐ

ＢＤＶ
Ｐ３：５＇－ＴＣＧＴＧＧＴＧＡＧＡＴＣＣＣＴＧＡＧ－３＇

Ｐ４：５＇－ＧＣＡＧＡＧＡＴＴＴＴＴＡＴＡＣＴＡＧＣＣＴＡＴＡＣ－３＇
２２５ ｂｐ

１．４　 病毒基因组 ＲＮＡ 的提取 　 按病毒基因组

ＲＮＡ 提取试剂盒说明书分别提取 １９５ 份检测样品

的病毒基因组 ＲＮＡ。

１．５　 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增与检测　 参照一步法 ＲＴ－ＰＣＲ

扩增试剂盒使用说明书，以提取的病毒 ＲＮＡ 为模

板，参考文献［７－８］ 中的方法进行 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的

ＲＴ－ＰＣＲ 扩增反应（表 ２），ＲＴ－ＰＣＲ 扩增结束后，取

扩增产物经 １５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳进行检测。

·８·
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表 ２　 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增参数

Ｔａｂ ２　 ＲＴ－ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
病原

Ｐａｔｈｏｇｅｎｙ
ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系

ＲＴ－ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
ＲＴ－ＰＣＲ 反应程序

ＲＴ－ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

ＢＶＤＶ ２ Ｘ Ｂｕｆｆｅｒ １２．５ μＬ、引物 Ｐ１、Ｐ２ 各 ０．５ μＬ、
ＲＮＡ ５ μＬ、酶 ０．５ μＬ、水 ６ μＬ

５０ ℃ ３０ ｍｉｎ；９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃ １０ｍｉｎ。

ＢＤＶ ２ Ｘ Ｂｕｆｆｅｒ １２．５ μＬ、引物 Ｐ３、Ｐ４ 各 ０．５ μＬ、
ＲＮＡ ５ μＬ、酶 ０．５ μＬ、水 ６ μＬ

５０ ℃ ３０ ｍｉｎ；９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５４ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ４５ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。

２　 结果与分析

２．１　 全部样品检测结果　 分别采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法

对 ２０１４～ ２０１６ 年采自青海省海北州的 １９５ 份样品

进行了 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的检测，共检出 ＢＶＤＶ 阳性

样品 ５８ 份（部分样品的电泳图见图 １），总阳性率

为 ２９．７４％；共检出 ＢＤＶ 阳性样品 ２８ 份（部分样品

的电泳图见图 ２），总阳性率为 １４．３６％。

Ｍ 为 ＤＬ－２ ０００ Ｍａｒｋｅｒ； １．２．４．７．８ 为阳性样品 ＰＣＲ 产物；

３．５．６．９．１０ 为阴性样品 ＰＣＲ 产物

Ｍ． ＤＬ－２ ０００ Ｍａｒｋｅｒ； １．２．４．７．８ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ；

３．５．６．９．１０ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 １　 部分样品 ＢＶＤＶ ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ １　 ＢＶＤＶ ＲＴ－ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｍ 为 ＤＬ－２ ０００ Ｍａｒｋｅｒ； ２．４．６．７ 为阳性样品 ＰＣＲ 产物；

１．３．５．８ 为阴性样品 ＰＣＲ 产物

Ｍ． ＤＬ－２ ０００ Ｍａｒｋｅｒ； ２．４．６．７ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ；

１．３．５．８ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ２　 部分样品 ＢＤＶ ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ２　 ＢＤＶ ＲＴ－ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２．２　 健康样品检测结果　 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法分别

对 １６１ 份健康藏羊血清样品进行了 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ
抗原核酸的检测，结果如表 ３ 所示，ＢＶＤＶ 阳性率

在 ０～６６．６７％之间，平均阳性率为 ２６．７１％；ＢＤＶ 阳

性率在 ０ ～ ４４．４４％之间，平均阳性率为 １１．８０％；其
中 ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 混合感染样品数为 ７ 份，混合感染

率为 ４．３５％。 该结果表明青海省不同地区的健康

藏羊群已经存在 ＢＶＤＶ、ＢＤＶ 感染，且感染在个别

养殖场或散养户较为严重，同时存在 ＢＶＤＶ 与 ＢＤＶ
的混合感染。
２．３　 腹泻样品检测结果 　 如表 ４ 所示，采用 ＲＴ－

ＰＣＲ 方法检测腹泻的藏羊组织样品 ３４ 份，ＢＶＤＶ
阳性率在 ０ ～ ６６．６７％之间，平均阳性率为 ４４．１２％；
ＢＤＶ 阳性率在 ０ ～ ６６． ６７％ 之间，平均阳性率为

２６．４７％。 其中ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ混合感染样品数为 ６ 份，
混合感染率为 １７．６５％。 该结果表明青海省不同地

区的腹泻藏羊群存在 ＢＶＤＶ、ＢＤＶ 的单独感染以及

混合感染，且感染情况在个别养殖场或散养户较为

严重，但并非所有出现腹泻症状的场（户）都能检出

ＢＶＤＶ 或 ＢＤＶ，说明青海省部分地区引起藏羊腹泻

的致病原除 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 外，还有其他致病原。

·９·
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表 ３　 健康藏羊血清样品检测结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｓｈｅｅｐ

样品来源
Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅ

样品数（份）
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

ＢＶＤＶ 检测结果
ＢＶＤＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＢＤＶ 检测结果
ＢＤＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 混合感染
ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

阳性数（份）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

阳性率 ／ ％
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

阳性数（份）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

阳性率 ／ ％
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

阳性率 ／ ％
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

阳性数（份）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

规模场 Ａ １８ ７ ３８．８９ ４ ２２．２２ ２ １１．１１

规模场 Ｂ １７ ５ ２９．４３ ３ １７．６５ ０ ０

规模场 Ｃ １５ ４ ２６．６７ ０ ０ ０ ０

规模场 Ｄ １９ ４ ２１．０５ ３ １５．７９ １ ５．２６

规模场 Ｅ １７ ０ ０ ０ ０ ０ ０

规模场 Ｆ １８ ７ ３８．８９ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｇ ９ ６ ６６．６７ ４ ４４．４４ ３ ３３．３３

散养户 Ｈ ５ ２ ４０ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｉ ７ ０ ０ ２ ２８．５７ ０ ０

散养户 Ｊ ８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｋ ７ ４ ５７．１４ ２ ２８．５７ １ １４．２９

散养户 Ｌ ７ ０ ０ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｍ ６ ０ ０ １ １６．６ ０ ０

散养户 Ｎ ８ ４ ５０．０ ０ ０ ０ ０

合计 １６１ ４３ ２６．７１ １９ １１．８０ ７ ４．３５

表 ４　 腹泻样品检测结果
Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａ ｓａｍｐｌｅｓ

样品来源
Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅ

样品数（份）
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

ＢＶＤＶ 检测结果
ＢＶＤＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＢＤＶ 检测结果
ＢＤＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 混合感染
ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

阳性数（份）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

阳性率 ／ ％
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

阳性数（份）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

阳性率 ／ ％
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

阳性数（份）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ

（ｓｈａｒｅ）

阳性率 ／ ％
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

规模场 Ａ ６ ４ ６６．６７ ２ ３３．３３ ２ ３３．３３

规模场 Ｂ ４ ３ ７５．０ ２ ５０．０ ２ ５０．０

规模场 Ｄ ３ ３ １００ １ ３３．３３ ０ ０

规模场 Ｆ ４ １ ２５．０ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｇ ５ ２ ４０．０ １ ２０．０ １ ２０．０

散养户 Ｈ ３ １ ３３．３３ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｊ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０

散养户 Ｋ ３ １ ３３．３３ ２ ６６．６７ １ ３３．３３

散养户 Ｎ ２ ０ ０ １ ５０．０ ０ ０

合计 ３４ １５ ４４．１２ ９ ２６．４７ ６ １７．６５

·０１·
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３　 讨论与小结

近几年来，随着我国养羊业的快速发展，羊流

通量较大，各种疾病的发生率也逐渐增多，ＢＶＤＶ
和 ＢＤＶ 的感染情况较为严重，郭芙莉等［９］ 采用双

抗原夹心酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）对随机采自新疆伊

犁、塔城等地区的 ４９ 份羊血清样品进行 ＢＶＤＶ 抗

体检测，ＢＶＤＶ 抗体阳性血清样品 ４５ 份，阳性率达

９１．８％，ＢＶＤＶ 在该地区羊群中较为流行，感染率比

较高。 李文良等［８］ 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对江苏部分

地区 １６ 个养殖场的 １０６ 份样品进行了 ＢＤＶ 的检

测，１６ 个场中检出 ＢＤＶ 阳性场 １０ 个，场阳性率为

６２．５％，１０６ 份样品共检出阳性样品 ２９ 份，阳性率

为 ２７．４％。 本次应用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对青海省海北

州的 ６ 个规模养殖场和 ８ 个散养大户的 １６１ 份健

康藏羊血清样品和 ３４ 份腹泻藏羊组织样品进行了

ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的抗原核酸检测，１６１ 份健康藏羊血

清样品中 ＢＶＤＶ 平均阳性率为 ２６．７１％，ＢＤＶ 平均

阳性率为 １１． ８０％， ３４ 份腹泻藏羊组织样品中

ＢＶＤＶ 平均阳性率为 ４４．１２％，ＢＤＶ 平均阳性率为

２６．４７％。 以上流行病学调查资料共同显示我国羊

群中存在 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的感染，且感染情况在部

分地区较为严重。 同时本研究发现青海藏羊群中

存在 ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 的混合感染，健康藏羊群和腹泻

藏羊群中 ＢＶＤＶ ／ ＢＤＶ 的混合感染率分别为 ４．３５％
和 １７．６５％，应加强重视。 目前国内尚无安全有效

的羊用 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 商品化疫苗，及时诊断和淘

汰带毒病畜成为羊源 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的主要防治方

法，故应加强羊群中 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的流行病学调

查和监测，及时发现和剔除阳性感染羊，逐步实现

羊群中 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的净化，保障养羊业健康发

展。 本研究为青海藏羊的综合防控措施提供了指

导依据，丰富了我国羊群中 ＢＶＤＶ 和 ＢＤＶ 的流行

病学资料。
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