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一株牛副流感病毒３型毒株的分离鉴定与

全基因序列分析
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【摘要】　目的　采集内蒙古通辽地区某牛场牛鼻拭子样品，ＰＣＲ检测鼻拭子样品中牛副流感病毒３型（ＢＰＩＶ３）感染情

况，研究阳性鼻拭子样品中ＢＰＩＶ３毒株的全长基因组和遗传进化。　方法　将ＰＣＲ检测结果呈ＢＰＩＶ３阳性且测序正

确的鼻拭子样品接种至 ＭＤＢＫ细胞，连续传代５次，然后通过ＲＴＰＣＲ对分离株进行鉴定，并对其进行基因组全长测定

及同源性和遗传进化分析。　结果　成功分离到一株ＢＰＩＶ３毒株，ＰＣＲ检测结果为阳性，将其命名为ＮＭＴＬ２１。该毒

株基因组全长为１５４５４ｂｐ，Ｋａｒｂｅｒ法结果测得，ＢＰＩＶ３ＮＭＴＬ２１的半数细胞培养物感染剂量为１０
７
ＴＣＩＤ５０／１００μＬ。

基于基因组全长序列的同源性和遗传进化分析结果显示，ＮＭＴＬ２１与２０１５年分离自黑龙江省大庆市的 ＮＸ４９株同源

性最高，达９９．６％；与２０１３年分离自北京的ＸＪＡ１３株同源性为９９．５％。遗传进化分析结果显示，该毒株为基因Ｃ型。

　结论　从病牛鼻拭子样品中成功分离到一株能够致细胞病变的ＢＰＩＶ３Ｃ型毒株，可为进一步开展ＢＰＩＶ３研究提供理

论参考和实验材料。
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　　牛副流感病毒３型（Ｂｏｖｉｎｅｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ

ｔｙｐｅ３，ＢＰＩＶ３）为线性、不分节段的单股负链ＲＮＡ病

毒［１］，属副黏病毒科、呼吸道病毒属成员［２］，是引起牛

呼吸道疾病综合征的主要病原之一。自从１９５９年

Ｒｅｉｓｉｎｇｅｒ等
［３］在美国首次分离到ＢＰＩＶ３以来，英国、

墨西哥、加拿大、澳大利亚、新西兰、智利和土耳其等国

家陆续均出现了ＢＰＩＶ３感染的报道
［４］。我国于２００８

年首次检测到了基因Ｃ型ＢＰＩＶ３，随后开展了一些相

关的研究［５］。ＢＰＩＶ３是一种呼吸道病原，主要是通过

载有病毒粒子的飞沫进入宿主呼吸道进行传播［６］。

牛单独感染ＢＰＩＶ３后出现的临床症状较轻
［７］。

但临床上常见该病毒与其它牛呼吸道综合症病原体混

合感染，并易继发感染巴氏杆菌、支原体等病原［８］。

ＢＰＩＶ３在国内属于新发病原，根据国内学者对ＢＰＩＶ３

血清流行病学调查可知，ＢＰＩＶ３己经在我国内蒙古、

黑龙江、山东、河北、广西和贵州等多地存在，血清阳性

率平均为７７．９６％
［９］。

２０２１年９月，内蒙古自治区通辽市奈曼旗某西门

塔尔牛场出现咳嗽、呼吸困难等症状，随机采集牛鼻拭

子样品进行检测。在１０份样本中检测到２份ＢＰＩＶ３

阳性样品，将其接种 ＭＤＢＫ 细胞，分离获得一株

ＢＰＩＶ３。并对分离株进行了ＢＶＤＶ、ＩＢＲＶ、ＢＲＳＶ、轮

状病毒、冠状病毒等病毒的检测，结果均为阴性。通过

二代测序获得分离株基因组全长序列。本研究可为揭

示内蒙古通辽地区ＢＰＩＶ３毒株流行特点提供理论参

考。

材料与方法

１　主要材料和试剂

牛肾细胞（ＭＤＢＫ）购自中国典型培养物保藏中心

细胞库；Ｔｒｉｚｏｌ柱式总 ＲＮＡ提取试剂盒购自上海生

工生物工程有限公司；ＭＭＬＶ、ＲＮＡ酶抑制剂购自

美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｐｒｉｍｅｒ９、ｄＮＴＰ和ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

购自日本ＴａＫａＲａ公司；ＦＢＳ（胎牛血清）、青霉素－链

霉素双抗、胰酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＰＣＲＴ３Ｍｉｘ

购自北京擎科生物科技有限公司。

２　方法

２．１　引物设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上公布的

ＢＰＩＶ３参考序列设计引物ＢＰＩＶ３Ｆ和 ＢＰＩＶ３Ｒ，由

苏州金唯智生物科技有限公司合成。

２．２　样品ＲＮＡ提取与ＰＣＲ检测　将１０份待检鼻

拭子插入盛有１ｍＬＰＢＳ溶液的１．５ｍＬ离心管中，用

力挤压后取２００μＬ处理后的样品参照ＴＲＩｚｏｌ柱式总

ＲＮＡ提取试剂盒说明书，提取ＢＰＩＶ３病毒ＲＮＡ。然

后将 ＲＮＡ 反转录为ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ 为模板，以

ＢＰＩＶ３Ｆ和ＢＰＩＶ３Ｒ 为引物进行ＰＣＲ 扩增。ＰＣＲ

反应体系（２５μＬ）：２×ｍｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，

ＢＰＩＶ３Ｆ和ＢＰＩＶ３Ｒ各１μＬ，模板１μＬ。ＰＣＲ的反

应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ；５６℃退火

３０ｓ；７２℃延伸１ｍｉｎ；共３５个循环，７２℃再延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物４℃保存。将ＰＣＲ产物交由上海生

工生物工程有限公司测序，所得序列在ＮＣＢＩ网站，经

基于局部比对算法的搜索工具（Ｂａｓｉｃｌｏｃａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔ

ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ，Ｂｌａｓｔ）比对。取扩增产物经１％凝胶电泳

鉴定。

２．３　病毒的分离鉴定　将已处理好的ＢＰＩＶ３阳性标

本上清液用０．２２μｍ的滤膜过滤除菌后接种汇合度

约为９０％的单层 ＭＤＢＫ细胞，放入３７℃含５％ ＣＯ２

的细胞培养箱中孵育２ｈ后将接种液吸弃，换成含２％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ细胞维持液后放细胞培养箱中继续培

养，每天观察细胞病变情况。接种４８ｈ后将细胞取

出，通过－８０℃室温反复冻融三次后离心８０００ｒ／

ｍｉｎ（离心半径８．４ｃｍ）离心５ｍｉｎ去除细胞碎片，吸

取上清接种 ＭＤＢＫ细胞进行下一代培养。

在传代培养的过程中，每隔１２ｈ用倒置显微镜观

察 ＭＤＢＫ细胞生长情况，观察细胞是否产生细胞病

变，并且拍照记录。

２．４　分离株半数组织培养感染剂量（Ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅ

ｉｎｆｅｃｔｉｖｅｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）测定　收获盲传过程中出现细

胞病变的细胞培养液，连续１０倍倍比稀释，稀释度为

１０
１ 至１０

８ 共计８个稀释度，每个稀释度设置８个重

复，分别接种铺有 ＭＤＢＫ细胞的９６孔板，同时设置阴

性对照。培养７ｄ后不再有新的孔出现细胞病变，记

录发生细胞病变的孔数，根据半数效量面积（Ｋａｒｂｅｒ）

法计算分离株的ＴＣＩＤ５０。

２．５　ＢＰＩＶ３全基因组测序及遗传进化分析　将分离

毒株交由广东美格基因科技有限公司进行二代测序，

并在ＧＥＮＢＡＮＫ中进行ＢＬＡＳＴ比对。选取有代表

性的参考株的全基因组序列，用ＤＮＡｓｔａｒ和 Ｍｅｇａ软

件对选取的序列进行同源性和遗传进化分析。

结　果

１　鼻拭子犚犜犘犆犚检测结果

琼脂糖凝胶电泳结果显示，２份样品中可检测到

有与目的片段大小相符的单一条带，Ｂｌａｓｔ比对为

ＢＰＩＶ３核酸序列，证实该鼻拭子样品为ＢＰＩＶ３阳性

（图１）。

２　犅犘犐犞３分离鉴定

盲传５代后，倒置显微镜下观察显示，接种１０号

鼻拭子样品的 ＭＤＢＫ细胞折光性发生改变，单层结构

被破坏，圆缩并坏死，呈拉网状并形成空泡，上清液中

出现大量细胞碎片。阴性对照组细胞未出现明显变
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化。表明成功分离到一株可使 ＭＤＢＫ细胞发生明显

细胞病变的毒株（图２）。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　阴性对照　２～１０　检测样品

图１　犅犘犐犞３目的基因的扩增

Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡ　１　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ　２－１０　Ｔｅｓｔｉｎｇｓａｍｐｌｅｓ

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犅犘犐犞３狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲

图２　犅犘犐犞３导致 犕犇犅犓细胞发生细胞病变

犉犻犵．２　犅犘犐犞３犻狀犱狌犮犲狊犮狔狋狅狆犪狋犺犻犮犲犳犳犲犮狋狊犻狀犕犇犅犓犮犲犾犾狊．

３　犅犘犐犞３的犘犆犚鉴定

收取实验组和对照组细胞样品，提取总ＲＮＡ并

反转录为ｃＤＮＡ，用基因的特异性引物进行ＰＣＲ检

测。琼脂糖凝胶电泳结果显示，得到了与目的片段大

小相符合的单一条带（图３）。将ＰＣＲ产物测序获得

的序列ＢＬＡＳＴ比对结果显示，ＢＰＩＶ３序列与牛副流

感病毒３型核酸序列高度同源，确定该病毒为ＢＰＩＶ３，

命名为ＮＭＴＬ２１。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１、２　接毒样本　３　阴性对照

图３　犅犘犐犞３病毒犘犆犚鉴定

Ｍ　ＤＬ２０００ＤＮＡ　１，２　Ｔｏｘｉｃｃｅｌｌｓａｍｐｌｅｓ　３　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

犉犻犵．３　犚犜犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犅犘犐犞３

４　犅犘犐犞３病毒滴度测定

Ｋａｒｂｅｒ法结果测得，ＢＰＩＶ３ＮＭＴＬ２１分离株的

半数细胞培养物感染剂量为１０
７
ＴＣＩＤ５０／１００μＬ。

５　犅犘犐犞３犖犕犜犔２１同源性与遗传进化分析

多序列亲缘性分析结果显示，ＢＰＩＶ３ＮＭＴＬ２１

和１１株参考毒株同源性为８１．０％～９９．６％，其中与

２０１５年分离自黑龙江大庆的ＮＸ４９株同源性最高，达

９９．６％，与２０１３年分离自北京的ＸＪＡ１３株同源性为

９９．５％（图４）。

图４　犅犘犐犞３犖犕犜犔２１毒株核苷酸序列同源性比对

犉犻犵．４　犎狅犿狅犾狅犵狔犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

狅犳犖犕犜犔２１狊狋狉犪犻狀

基于 上 述 １１ 条 ＢＰＩＶ３ 参 考 毒 株 及 ＢＰＩＶ３

ＮＭＴＬ２１基因组全长序列构建系统发育进化树，结

果显 示，分 离 株 ＢＰＩＶ３ ＮＭＴＬ２１ 与 ＢＰＩＶ３Ａ、

ＢＰＩＶ３Ｂ型均不在同一进化分支上，亲缘关系较远，

但与 ＢＰＩＶ３Ｃ 亚型株处于同一进化分支。因此，

ＢＰＩＶ３ＮＭＴＬ２１为ＢＰＩＶ３Ｃ型（图５）。

图５　基于基因组全长序列构建的系统发生进化树

犉犻犵．５　狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犪狀犪犾狔狊犻狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犮狅犿狆犾犲狋犲

犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲

讨　论

随着世界各国牛养殖量的不断增加，国际贸易日

益加强，ＢＰＩＶ３ 已在全世界传播广泛，部分地区

ＢＰＩＶ３血清阳性率可高达７３％
［１０］。牛感染ＢＰＩＶ３会

导致组织损伤、免疫抑制并增加对继发性细菌感染的

·２２５·
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易感性，导致更严重的临床症状［１１］。根据流行病学调

查结果显示，我国大部分地区的牛及其他易感动物均

可感染ＢＰＩＶ３
［１２］，表明ＢＰＩＶ３在我国流行形势较为

严峻。尽管当前国内不乏ＢＰＩＶ３感染的相关报道，但

是ＢＰＩＶ３流行毒株的基因序列信息还相对较少。分

离鉴定国内的ＢＰＩＶ３流行毒株并对其进行全基因序

列分析对相关疫苗研发和制定有针对性的免疫防控策

略具有重要意义。

本研究通过ＰＣＲ从一头患呼吸道疾病牛的鼻拭

子核酸样本中扩增获得ＢＰＩＶ３特异性条带，经测序分

析证实该病牛感染了ＢＰＩＶ３。将该鼻拭子样品接种

ＭＤＢＫ细胞，盲传５代后出现明显细胞病变。通过

ＰＣＲ证实 成 功 分 离 一 株 病 毒 株，并 命 为 ＢＰＩＶ３

ＮＭＴＬ２１。经测定，该毒株基因组全长为１５４５４ｂｐ。

目前ＢＰＩＶ３流行毒株在世界范围内主要存在３

种基因型，即Ａ型、Ｂ型和Ｃ型
［１３］。我国国内有基因

Ａ型和Ｃ型的报道，但鲜有Ｂ型毒株报道。基于全长

核苷酸序列同源性分析结果显示，ＮＭＴＬ２１株与

ＮＣＢＩ登录的ＢＰＩＶ３毒株同源性为８１．０％～９９．６％，

其中与２０１５年分离自黑龙江大庆的ＮＸ４９株同源性

最高，达９９．６％，与２０１３年分离自北京的ＸＪＡ１３株同

源性为９９．５％。遗传进化分析显示该毒株为基因Ｃ

型。

牛感染ＢＰＩＶ３后，在如饲养密度大等情况下会导

致牛继发细菌感染或支原体感染并引起严重的肺炎，

还会引起组织病理损伤和免疫抑制［１４］。病牛会出现

体温升高，食欲不振，精神沉郁，咳嗽，鼻眼分泌物增

多，流泪，呼吸困难等多种症状，死亡率高达３５％，严

重危害全世界养牛业的经济发展［１５］。

本研究成功分离到一株ＢＰＩＶ３Ｃ型毒株，并对其

进行了基因组全长序列分析，该研究有助于揭示内蒙

古通辽地区ＢＰＩＶ３毒株流行特点，并可为抗ＢＰＩＶ３

药物和疫苗的研发提供理论基础和实验材料。
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