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要"轮状病毒"
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3a
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%A.

基因是
3a

的主要分子检测靶点!但该基因的点突变会影响
3a

的分子检

测'本试验的目的是在研究牦牛
3a%A.

基因遗传变异的基础上!建立检测牦牛
3a

的
3I!623

方法并应用于临

床样本检测'采用
6<$B;OQ&

设计引物!从
*&

个牦牛腹泻样本中扩增得到
%)

个位于
/*%

/

%**(Y

?

牦牛
3a%A.

基因片段'序列分析结果发现!与牛轮状病毒"

Y#J$-;<#:7J$<9,

!

]3a

#相比!牦牛
3a%A.

基因在
/*%

/

%%%&Y

?

间

出现多处点突变!而在
%%&&

/

%**(Y

?

之间序列高度保守'据此设计检测引物!成功建立了检测牦牛
3a

的
3I!

623

方法!具有良好的特异性和稳定性!只扩增出牦牛
3a

及
]3a

的特异片段!对其他无关病原无扩增(检测下限

为
&Q)O

?=

.
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L
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!灵敏性较好'所建立方法对牦牛
3a

的检出率明显优于现有检测
]3a

的
3I!623

方法!为牦

牛
3a

病的诊断和流行病学调查提供了可靠的方法(对
]3a

的检出也与其他方法具有很好的符合率!也可以用于

]3a

的检测'对
0*)

份犊牦牛腹泻粪便样本的
3a

检出率$西藏为
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#!证明牦牛
3a

感染是当前导致犊牦牛腹泻的重要原因'

关键词"牦牛(轮状病毒(

%A.

基因(点突变(
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!!

国内外研究表明!牛轮状病毒"

Y#J$-;<#:7J$<!

9,

!

]3a

#是引起犊牛腹泻的主要病因!世界范围内

流行!给全球养牛业带来巨大的经济损失)

%!0

*

'

]3a

为呼肠孤病毒科轮状病毒属!无囊膜双链

3CD

病毒!分
%%

个基因节段!由三层衣壳组成!分

别编码
.

种结构蛋白"

a6%

%

a6)

&

a6.

&

a61

#和
.

种非结构蛋白"

C56%

%

C56.

#!其中
a6%

%

a6*

为

病毒核心蛋白(

a6.

为内衣壳蛋白(

a6)

和
a61

蛋

白决定病毒的毒力和
6

型与
U

型)

*

*

'

a6.

作为病

毒分组的特异性抗原!具有较强的免疫原性!是
3a

感染血清抗体检测的重要候选抗原(因其基因序列

在各毒株间高度保守!目前
%A.

基因已成为
3a

的

主要分子检测靶点)

)!.

*

'

623

方法是病原检测和流行病学调查的主要

方法'目前国内外已建立了多种检测
]3a

的
3I!

623

方法!靶基因的选择多是
%A.

)

1!/

*

'研究表明$

尽管
%A.

基因高度保守!但可以快速发生点突变而

引起抗原漂移)

%&

*

'故应加强对
%A.

基因实时监

测!了解其基因序列的变异状况!以便及时改进

623

方法!提高检测效率)

%%

*

'最近!作者实验室利

用二代测序技术从牦牛腹泻粪便样本鉴定病毒种类

时!证实样本中存在
3a

)

%0

*

!但采用国内外文献报道

的三种检测牛
3a

的
3I!623

方法对该份牦牛
3a

阳性样本的检测结果却为阴性!推测其原因可能是

牦牛
3a%A.

基因序列发生了变异'本研究旨在

分析牦牛
3a%A.

基因分子特征并基于此建立

3I!623

检测方法!并应用该方法对青藏高原腹泻

牦牛粪便样本进行流行病学调查'

#

!

材料与方法

#G#

!

病毒%菌&株'临床样本

牦牛
3a

分 离 株!牛 轮 状 病 毒 标 准 毒 株

"

C2Ea%

!由本实验室保存#(用于特异性验证的病

毒"菌#株及核酸样本$牦牛源星状病毒"

Y#J$-;7,!

:<#J$<9,

!

]D,:a

#

5P9-&0&%

&牦牛源牛病毒性腹泻
!

黏膜病病毒"

Y#J$-;J$<78"$7<<A;7J$<9,

!

]aEa

#

,P9-&.&*

&牦牛源肠炎病毒"

Y#J$-;;-:;<#J$<9,

!

]Ma

#

,P9-&O%&

(牦牛源
N//

大肠杆菌
,P9-)&0O

&

牦牛源都柏林沙门菌
,P9-*1*.

&牦牛源产气荚膜梭

菌
,P9-0/*&

&牦牛源空肠弯曲杆菌
,P9-%.*/

(牦牛

源冠状病毒"

Y#J$-;@#<#-7J$<9,

!

]2a

#&牦牛源细

小病毒&牦牛源
K#Y9

病毒核酸样本以及牦牛源艾

美尔球虫&牦牛源瑞氏隐孢子虫的
ECD

样本由本

实验室保存'

检测样本$

O&

份牦犊牛腹泻粪便样本"

0&%)

年

.

月采自于四川省阿坝州红原县#&

*(

份肉牛腹泻粪

便样本"

0&%O

年
/

月采集自重庆纂江县#用于不同

检测方法的比较(

0*)

份犊牦牛"

&

*

月龄#腹泻粪便

样本分别于
0&%O

年
(

月采集于四川省阿坝州"

)i

O)

#&云南省香格里拉市"

)i.&

#&青海省玉树市

"

)i.&

#&西藏藏族自治区亚东县"

)i.&

#!所有样

本于
l(&h

保存备用'

#G!

!

主要试剂及仪器

I<$R#8

I[

3;7

=

;-:

&

6<$B;,@<$

?

:

I[

&

?

[E%/!I

克

隆载体等购于
I7N737

公司(

DcW

?

<;

?

I[

ECD

胶

回收试剂盒购于
D_

>=

;-

公司'

ECD [7<K;<

&

E\

On

感受态细胞&质粒提取试剂盒购于宝生物工程

"大连#股份有限公司(凝胶成像系统
E#@0&&&

"

]$#!

37"

公司!美国#(紫外分光光度计
27<

>

O&6<#Y;

"

a7:$7-

公司!美国#(高速冷冻离心机"

M

??

;-"#<G

公司!德国#'

#G(

!

引物的设计与合成

根据
U;-]7-K

收录的牛
D

群轮状病毒的
%A.

基因序列"登录号为
Ĥ./*&*%

#及本实验室宏病毒

基因组测序结果"

/*(Y

?
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?

#!利 用
6<$B!

;<OQ&

引物设计软件!设计扩增引物!从
*&

份牦牛

腹泻样本中扩增长度为
)&1Y

?

位于
/*%

/

%**(Y

?

位点的
3a%A.

基因片段!用于遗传演化分析并筛

选分子检测靶点!引物序列如下!

H

$

Ò!UUIDU2U!

U2UIIDIII22!*̀

&
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!

芳等$牦牛轮状病毒
%A.

基因序列分析及
3I!623

检测方法的建立与应用

特异性检测引物的设计$基于上述筛选出的分

子检测靶点!设计特异性检测引物!扩增长度为
0*%

Y

?

位于牦牛
3a%A.

基因
%%&&

/

%**(Y

?

位点的

目的片段!引物信息见表
%

'以上引物均由大连宝

生物工程有限公司合成'

#G%

!

+L=

的提取与
AML=

合成

将临床粪便样本与
6]5

"

%qO

#充分重悬混匀!

l(&h

冰箱中反复冻融
*

次!

*&&&<

.

B$-

l%离心

%&B$-

!弃沉淀!再以
%0&&&<

.

B$-

l%离心
*&B$-

!

取上清!然后按照
I<$R#83;7

=

;-:

说明书提取总

3CD

!并按照反转录试剂盒说明书合成
@ECD

!

l0&h

保存备用'细菌
ECD

采用酚
l

氯仿法提

取!

l0&h

保存备用'

#G)

!

牦牛
+V

阳性标准品的制备

以牦牛
3a@ECD

为模板!加入检测引物扩增

大小为
0*%Y

?

的牦牛
3a%A.

基因片段!

623

产

物经
0Q&Z

琼脂糖凝胶电泳鉴定!用胶回收试剂盒

回收目的片段!并将其克隆至
?

[E%/!I

载体!并转

化大肠杆菌
E\

O

(

感受态细胞!筛选出阳性克隆接入

含氨苄青霉素的
L]

液体培养基中!

*1h

培养
(A

!

用质粒提取试剂盒提取重组质粒!送擎科生物有限

公司测序'测序正确的阳性质粒作为
3a

阳性标准

品!核酸蛋白质检测仪测定其浓度'

#G$

!

反应体系及条件的优化

采用
0O

'

L

体系"预混酶
%0QO

'

L

!牦牛
3a

阳

性标准品
%QO

'

L

!上&下游引物各
%

'

L

!

""\

0

b

补

足至
0O

'

L

#!对退火温度从
O&

%

.&h

进行优化!再

以优化的退火温度对浓度为
%&

'

B#8

.

'

L

l%的引物

用量"

&QO

%

%QO

'

L

#进行优化'

#G&

!

敏感性测定

将牦牛
3a

阳性标准品
%&

倍递增稀释后作为

模板"

%k%&

&

&

%k%&

l%

%

%k%&

l.

#!用建立的
3I!

623

进行检测!确定其检测限'

#GX

!

特异性评价

用建立的
3I!623

对+

%Q%

,中待检病原的核酸

样本进行检测!并设立标准阳性样本和阴性对照!以

评价该方法的特异性'

#G'

!

稳定性评价

用建立的
3I!623

对
*

个阳性模板及
*

份阴

性样本进行
*

次重复检测!以评价方法的稳定性'

#G#"

!

四种
+1R.*+

方法的比较

采用所建立的
3I!623

方法和文献报道的
*

种检测
]3a

的
3I!623

方法"表
%

#!同时对
O&

份

牦牛腹泻粪便样本进行检测!比较这
)

种方法的检

出率'引用的
*

种方法完全按照文献报道的最适反

应条件进行'在此基础上又选取上述三种方法中检

出率最高的方法和本实验室建立
3I!623

方法同

时对
*(

份肉牛腹泻样本进行检测!比较对
]3a

的

检出率'每个方法中检出的阳性样本!对其
623

产

物进行测序'

表
#

!

四种
+1R.*+

方法的引物信息

1/D?3#

!
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流行病学调查

流行病学调查样本为
0&%O

年
(

月四川省阿坝

州地区
)

个牧场&云南香格里拉地区
.

个牧场&青海

玉树地区
.

个牧场&西藏远东地区
(

个牧场!共计

0*)

份犊牦牛"

&

*

月龄#腹泻粪便样本!见表
0

'采

用本研究建立好的
3I!623

方法对
0*)

份牦牛腹

泻样本进行检测!分析牦牛
3a

在青藏高原的流行

情况!并且每个地区随机选取
)

份检出的阳性样本

的
623

产物进行测序!获得的
%A.

基因片段用于

遗传演化分析'
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!
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牦牛
+VA$$

基因片段序列的克隆及系统发

育分析

从
*&

份腹泻粪便样本中扩增出
%)

个
)&1Y

?

的

牦牛
3a%A.

基因片段!相似性比对发现$

%)

个
%A.

基因片段间的相似性为
/)Q%Z

%

%&&Z

!与
U;-]7-K

中的
]3a

相似性为
/*Q)Z

%

/1Q(Z

!与其相似性最

高的是南非
]3a\[/((/1)

毒株(与国内仅有的一

株
]3aUV*()%/)

相似性为
/*Q)Z

%

/.Q*Z

'

系统发育分析表明$这
%)

株牦牛
3a

单独的聚

为
*

支"图
%

#!第
"

小支包含
O

株!与中国牛源
3a

"

UV*()%/)

#遗传演化关系最近!共同聚为一大支(

第
#

小 支 包 含
*

株!与 美 国 恒 河 猴 源
3a

"

Ĥ)00%*.

#遗传演化关系最近!共同聚为一大支(

第
$

小支包含
.

株与比利时人源
3a

"

MHOO)%%/

#遗

传演化关系最近!共同聚为一大支'

图
#

!

牦牛
+V

大小为
%"&D

>

的
A$$

基因片段的邻近法演化树
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%)

株牦牛
3a%A.

基因片段与标准毒株

"

C2Ea

株!

EX(1&)/.

#序列比对发现$在
/*%

/

%%&&Y

?

之间发生的点突变位点有
1

%

%*

处!在

%%&&

/

%**(Y

?

之间有
)

%

.

处(与国内
]3a

UV*()%/)

毒株的比对结果是$在
/*%

/

%%&&Y

?

之

间发生的点突变位点有
%%

%

%/

处!在
%%&&

/

%**(

Y

?

之间有
)

%

(

处(

%)

个牦牛
3a%A.

基因序列之

间比较!

"

组共同的变异位点有
%%

处!其中
.

处位

于
/*%

/

%%&&Y

?

!

O

处位于
%%&&

/

%**(Y

?

'

#

组

共同的变异位点有
1

处!其中
.

处位于
/*%

/

%%&&

Y

?

!

%

处位于
%%&&

/

%**(Y

?

(

$

组共同的变异位点

有
%%

处!其中
/

处位于
/*%

/

%%&&Y

?

!

0

处位于

%%&&

/

%**(Y

?

'

!G!

!

牦牛
+V

检测引物的特异性

采用自行设计的检测引物对牦牛
3a

核酸阳性

样本进行
623

扩增!获得的目的片段大小与预期结

果一致"图
0D

#'测序结果证明目的片段长度为

0*%Y

?

!为牦牛
3a

的特异性序列!与牦牛
3a%A.

(.)%



!

1

期 周
!

芳等$牦牛轮状病毒
%A.

基因序列分析及
3I!623

检测方法的建立与应用

基因序列的相似性为
%&&Z

'

!G(

!

优化的
+1R.*+

反应体系及条件

优化的反应体系$预混酶
%0QO

'

L

!上&下游引

物"

%&

'

B#8

.

L

l%

#各
%
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L

!

@ECD%QO

'

L

!
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0

b

补足
0O

'

L

'反应条件$

/)h

预变性
OB$-

(

/)h

变

性
*&,

(

O0h

退火
*&,

(

10h

延伸
*&,

!共
*O

个循

环(

10h

延伸
%&B$-

(

%.h

反应结束'

!G%

!

敏感性

牦牛
3a

阳性标准品的浓度为
)OQ0-

=

.

'

L

l%

!

敏感性检测结果显示!

%k%&

lO稀释度阳性标准品仍

可见目的条带!对
3a

的核酸最低检测限为
&Q)O

?=

.

'

L

l%

"图
*
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[QECD

相对分子质量标准
[7<K;<

"

(

jQ

阳性样品(

lQ

阴性对照(

%

%

%.Q

阳性模板&阴性对照&牦牛轮状病毒&牛

轮状病毒
]3a

&牛星状病毒
D,:a

&牛病毒性腹泻病毒
]aEa

&牛冠状病毒
]2a

&牛肠炎病毒
]Ma

&细小病毒
?

7<J#!

J$<9,

&

N#Y9

病毒&

N//

大肠杆菌&都柏林沙门氏菌&产气荚膜梭菌&空肠弯曲杆菌&艾美尔球虫&瑞氏隐孢子虫
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引物和方法的特异性检测结果
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阳性模板
%&

倍连续稀释样本"

%k%&
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&
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l.

#(/

Q

阴性

对照
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敏感性检测结果

H@
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!G)

!

特异性

该方法能从牦牛
3a

分离株及
]3a

标准毒株

中检出目的基因片段!对
D,:a

&

]aEa

&

]2a

&

]Ma

&

细小病毒&

N#Y9

病毒&

N//

大肠杆菌&都柏林沙门

菌&产气荚膜梭菌&空肠弯曲杆菌以及艾美尔球虫&

瑞氏隐孢子虫的核酸样本无扩增"图
0]

#'可见本

研究建立的
3I!623

方法不仅能适合牦牛
3a

的

检测!也适用于
]3a

的检测'

!G$

!

稳定性

对同一模板的
*

次重复检测结果一致!证明该

方法具有良好的稳定性和重复性'

!G&

!

四种检测
O+V

方法的比较

检测方法
%

%

)

对
O&

份牦牛腹泻粪便样本中牦

牛
3a

阳性的检出率分别为
/&Q&Z

&

&

&

&

&

%0Q&Z

!

且方法
%

检出的阳性样本包含了方法
)

检测的所有

阳性样本'可见建立的
3I!623

方法对牦牛
3a

的检测效率明显优于引用的
*

种检测
]3a

的方法'

方法
%

和方法
)

均检出的阳性样本以及另外随机挑

选的
%&

个方法
%

中检出的阳性样本的
623

产物进

行测序!结果显示扩增出的基因片段为轮状病毒

%A.

基因片段!证实该
3I!623

方法检测结果的准

确性'

同时使用检测方法
%

和方法
)

对
*(

份肉牛腹

泻粪便样本检测!结果显示两种方法检出
]3a

的

阳性符合率为
%&&Z

!证实了建立的
3I!623

方法

不仅适用于牦牛
3a

的检测!也可以适用于
]3a

的

检测'

!GX

!

牦牛轮状病毒感染的流行病学调查

利用本研究建立的牦牛轮状病毒
3I!623

检

测方法对青藏高原牦牛腹泻粪便样本进行轮状病毒

/.)%
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的检测!结果"表
0

#显示$青海地区样本的检出率最

高!为
/OQ&&Z

"

O1

%

.&

#(四川地区样本的检出率为

(OQ%/Z

"

).

%

O)

#(云 南 地 区 样 本 的 检 出 率 为

/&Q&&Z

"

O)

%

.&

#(西藏地区样本的检出率最低!为

.&Q&&Z

"

*.

%

.&

#!这一结果表明!青藏高原牦牛
3a

感染率很高'对随机挑选的
%.

份阳性样本的
623

产物测序结果进行分析!证实均为牦牛
3a

特异片

段!同时也进一步验证本研究建立的
3I!623

方法

检测结果的准确性'

表
!

!

牦牛轮状病毒感染的流行病学调查结果

1/D?3!
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=

$#-

牧场
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样本数
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?

8;,

阳性率%
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样本总数
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=

A7$

%

0

*
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.
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.&Q&&
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!G'

!

青藏高原四个地区的牦牛轮状病毒
A$$

基因

片段的系统发育分析

系统发育分析"图
)

#表明$四个地区牦牛轮状

病毒单独的聚在一起!与牛轮状病毒有明显的遗传

距离!表明
%A.

的序列的变异与宿主有关'从四个

地区的毒株分布来看!青海&西藏&云南的毒株分别

单独聚在一起!四川的毒株分布在西藏和云南的毒

株形成的分支中!似乎有一定的地域分布的趋势!但

由于样本数量有限!还需要更多不同地域的毒株来

验证'

(

!

讨
!

论

由于
%A.

基因序列的保守性!目前已成为国内

外检测
3a

最重要的分子检测靶点'但
0&&1

年

IQNQN;<$-

等在研究美国人源
3a

时发现$

%A.

基

因序列由于发生点突变&碱基插入等变异能使其发

生快速的变异(新分离到的人源
3a%A.

基因序列

与数十年前分离到的参考毒株发生了很大的遗传变

异!

00

株
3a

中只有
*

株与标准参考毒株遗传演化

关系较近!共同聚为一支!其余占近
(.Q)Z

的毒株

&1)%
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芳等$牦牛轮状病毒
%A.

基因序列分析及
3I!623

检测方法的建立与应用

图
%

!

大小为
!(#D

>

的青藏高原牦牛
+VA$$

基因片段的邻近法演化树
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与参考毒株发生了遗传偏倚!单独聚成支(这种基因

序列的变异导致
0Z

%

*Z

的氨基酸残基被替换!同

时也影响了
623

方法的检测结果)

%%

*

'目前国内对

轮状病毒
%A.

遗传变异的研究资料很少'从研究

扩增出的
%)

个
%A.

基因片段序列比对分析结果来

看!牦牛
3a%A.

基因序列在遗传演化的过程中也

发生了较多点突变!主要发生区域为
/*%

/

%%&&

Y

?

'这些点突变频率高的位置是其他毒株的高保

守区域!也是国内外建立检测
3a3I!623

方法的

常用引物设计位点)

%*!%O

*

'因此!这种点突变对检测

方法造成的影响值得我们思考'鉴于
%A.

基因既

是主要的分子检测靶点!又是制备亚单位疫苗的重

要候选抗原)

%.!%1

*

!进一步研究牦牛
3a%A.

基因的

遗传演化的特点和对抗原特性影响!这对牦牛轮状

病毒病的分子诊断和亚单位疫苗的研制有重要意

义'

本研究基于对牦牛
3a%A.

基因序列的分析!

选择在最保守区域设计检测引物!成功建立检测牦

牛
3a

的
3I!623

方法'该方法特异性好!只能扩

增牦牛
3a

和
]3a%A.

基因片段!对一些常见的

引起犊牛腹泻的其他病毒&细菌和寄生虫等病原无

扩增!且具有良好的重复性(从灵敏度上来看!该方

法的检测限为
&Q)O

?=

.

'

L

l%

!与方法
)

中检测最

低检测限处于同一个数量级)

/

*

!具有较好的灵敏性!

完全能够满足临床样本的检测需求(同时!本方法对

]3a

的检出也与国外报道的方法有很好的符合率'

因此!本研究建立的
3I!623

方法不仅为牦牛
3a

的检测和流行病学调查提供有力的工具!同时也可

以检测
]3a

!具有良好的通用性'

比较试验表明!其他三种检测
]3a

的
3I!623

方法对临床样本牦牛
3a

检出率显著低于本研究建

立的
3I!623

方法!分析其原因可能与牦牛
3a

%A.

基因核苷酸序列变异有关'通过把这
*

种方

法中引物序列与作者扩增出来的牦牛
3a%A.

基

因序列比对发现$方法
0

中)

1

*下游引物结合位点发

生了
*

处点突变$
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?

处
D

)
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?

处
2

)

I

(
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处
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I

'方法
*

中)

(

*下游引物结合位

点发生了
1

处点突变$
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?

处
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)

U
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处
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'方法
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虽

然为解决点突变问题设计了简并引物)
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!但这对简

并引物在下游引物结合位点也有一处发生了变异!
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畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

可能是导致对牦牛
3a

的阳性检出率低的一个原

因'这一结果也表明了
%A.

基因序列尽管保守!但

也有突变的发生!我们应对
%A.

进行实时监测!不

断地改进检测方法'

犊牦牛腹泻一直是危害青藏高原地区牦牛养殖

业的主要疾病)

%0

*

'国内外流行病学调查表明其病

因是多方面的!归纳为两大类$一类为非感染性因

素!一类为感染性因素)

%(!%/

*

'本实验室从牦犊牛腹

泻粪便中检测到的病毒多达
/

种)

%0

*

'本研究对青

藏高原牦牛主产区的犊牛腹泻样本进行流行病学调

查结果表明!牦牛
3a

感染在青藏高原普遍存在!是

当前导致犊牛腹泻的重要病原!为牦牛腹泻病的防

治提供了科学依据'有资料显示从人腹泻粪便中分

离到
]3a

!

]3a

可以直接感染人引发疾病)

0&!0%

*

'

本研究建立的遗传演化树中第
$

支与人源
3a

有较

近的遗传演化关系"图
%

#!故牦牛
3a

的公共卫生

学意义值得关注'

%

!

结
!

论

成功建立检测牦牛轮状病毒的
3I!623

检测

方法!具有良好的特异性和稳定性!灵敏性也较好'

建立的方法对牦牛
3a

的检出率明显优于现有检测

]3a

的
3I!623

方法!为牦牛
3a

病的诊断和流行

病学调查提供了可靠的方法(对
]3a

的检出也与

其他方法具有很好的符合率!也可以用于
]3a

的

检测'对青藏高原牦牛轮状病感染的病原进行流行

病学调查表明牦牛
3a

感染是当前导致犊牦牛腹泻

的重要原因'
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