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　 　 摘要:　 本研究通过对腹泻犊牛肠道内容物中分离到的牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ)毒株进行分析ꎬ首次确认该

毒株为 ＢＶＤＶ￣２ｄ 亚型ꎬ命名为 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ꎮ 通过病毒分离、鉴定及全基因组测序ꎬ本研究不仅探讨了腹泻犊牛肠

道的病理变化ꎬ还分析了其同义密码子使用模式的遗传特征ꎮ 结果表明ꎬ在开放阅读框中ꎬＣｐＧ 二核苷酸的使用频

率显著降低ꎬ并且在选择同义密码子的过程中ꎬ精氨酸对含 ＣｐＧ 同义密码子的使用具有显著抑制作用ꎮ 为了进一

步明确不同功能性蛋白质编码序列的同义密码子使用模式的遗传学特征ꎬ本研究比较了不同编码序列的同义密码

子使用差异ꎬ发现 Ｎｐｒｏ和 ＮＳ４Ａ 的编码区在同义密码子使用上与其他蛋白质显著不同ꎮ 此外ꎬＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎ￣
ｓｕ￣Ｆ３ 毒株的不同蛋白质编码区在适应猪、羊和骆驼的同义密码子使用模式上表现出良好的适应性ꎬ为这些动物体

内病毒蛋白的翻译提供了潜在的物质基础ꎮ 本研究结果为中国 ＢＶＤＶ￣２ 型的进化动态提供了新的理论依据ꎬ并为

预防该亚型成为中国主要流行亚型提供了早期预警ꎮ
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ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｐｒｏ ａｎｄ ＮＳ４Ａ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＢＶＤＶ￣２ｄ ｓｔｒａｉｎ ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｇｏｏｄ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ
ｐｉｇｓꎬ ｓｈｅｅｐꎬ ａｎｄ ｃａｍｅｌｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｈｏｓｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆｆｅｒ ｎｅｗ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ＢＶＤＶ ｓｕｂｔｙｐｅ ２ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ａｎｄ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａｎ ｅａｒｌｙ
ｗａｒｎｉｎｇ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｉｓ ｓｕｂｔｙｐｅ ｆｒｏｍ ｂｅｃｏｍｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｓｕｂｔｙｐｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎻ ＢＶＤＶ￣２ｄꎻ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅꎻ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎꎻ ｈｅｒｅｄｉｔｙ

　 　 牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ)给中国养牛业造

成了严重的破坏ꎮ 根据侵染细胞后引起的不同的

病变效应ꎬ将 ＢＶＤＶ 分为 ２ 种生物表型ꎬ即致细胞

病变型(ＣＰ)和非致细胞病变型(ＮＣＰ) [１] ꎮ 由于

ＢＶＤＶ 基因组的高突变率ꎬ易感动物感染后通常导

致不同的临床症状[２] ꎮ ＢＶＤＶ 属于黄病毒科瘟病

毒属的一员ꎬ拥有长度约 １２ ｋｂ 的单股正链 ＲＮＡ
基因 组ꎮ 病 毒 基 因 组 编 码 １ 个 开 放 阅 读 框

(ＯＲＦ)ꎬ能够编码 １ 个多聚蛋白质[３] ꎬ该多聚蛋白

质由 Ｎｐｒｏ、ｃａｐｓｉｄ、Ｅ０、Ｅ１、Ｅ２、Ｐ７、ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、
ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ 和 ＮＳ５Ｂ 组成[４] ꎮ 目前ꎬ在世界范围

内已鉴定出 ３ 种 ＢＶＤＶ 基因型:ＢＶＤＶ￣１、ＢＶＤＶ￣２
和 ＢＶＤＶ￣３(也称为 ＨｏＢｉ 样瘟病毒) [５] ꎮ 随着中国

集约化养牛业的发展ꎬＢＶＤＶ 感染引起的重要流行

传染病越来越被重视ꎬ其中 １ｂ、１ｃ、１ｍ、１ｑ、１ｖ 和 ２ａ
型在中国最常见[６￣９] ꎮ

在病毒与宿主长期共同进化的过程中ꎬＢＶＤＶ
进化出多种策略来逃避宿主的先天免疫和适应性免

疫ꎬ从而促进病毒的生存和复制[３ꎬ１０￣１１]ꎮ 在 ＢＶＤＶ
自身很强的遗传变异率的推动下ꎬ其基因组在同义

密码子使用模式上表现出较大的遗传差异ꎬ这有助

于病毒完成感染并适应宿主内环境[３ꎬ１２]ꎮ 以往中国

ＢＶＤＶ 流行病学的调查结果表明ꎬＢＶＤＶ￣１ 型感染引

起的阳性牛比例较高ꎬＢＶＤＶ￣２ 型感染引起的阳性

牛比例较低[１３￣１５]ꎮ 此外ꎬＢＶＤＶ￣２ 型毒株也与现有

的 ＢＶＤＶ￣１ 型疫苗株存在抗原差异ꎮ 相关生物学特

征可能导致 ＢＶＤＶ￣２ 型在基因组结构上与 ＢＶＤＶ￣１
型具有不同的遗传模式ꎬ特别是在同义密码子使用

模式上表现出更明显的差异[３ꎬ７ꎬ１２ꎬ１６￣１７]ꎮ 由于病毒

蛋白质的同义密码子使用模式可以在很大程度上反

映病毒本身对宿主适应的进化动态ꎬ对 ＢＶＤＶ￣２ 型

不同病毒蛋白质的同义密码子使用模式的研究可以

为 ＢＶＤＶ￣２ 型的进化途径提供新的参考ꎮ 本研究成

功地从有明显临床症状(急性腹泻)牛肠道内容物

中分离出 ＢＶＤＶ￣２ｄ 毒株ꎬ命名为 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ꎮ 为

了阐明 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株的遗传特性ꎬ
本研究拟利用同义密码子使用模式相关的分析方法

对分离毒株基因组中不同编码序列(Ｎｐｒｏ、ｃａｐｓｉｄ、
Ｅ０、 Ｅ１、 Ｅ２、 ｐ７、 ＮＳ２、 ＮＳ３、 ＮＳ４Ａ、 ＮＳ４Ｂ、 ＮＳ５Ａ 和

ＮＳ５Ｂ)进行遗传特性分析ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 腹泻牛肠道组织的采集

按照«中华人民共和国动物伦理审查指南»的

相关要求ꎬ并经西北民族大学生命科学与工程学院

动物伦理委员会和内蒙古农业大学兽医学院动物伦

理委员会批准ꎬ本研究对出现急性腹泻临床症状的

犊牛尸体进行十二指肠、空肠、回肠和结肠组织样品

的收集ꎬ并将收集到的组织样品放置于 １０％的福尔

马林中性缓冲液中进行固定处理ꎬ而后通过苏木精￣
伊红(ＨＥ)染色进行组织病理学检测ꎮ 对犊牛肠道

内容物进行采集后ꎬ通过低温冷链运输至实验室ꎬ置
于－８０ ℃保存以备后续研究ꎮ
１.２　 毒株的检测和亚型分类

使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂(赛默飞世尔科技公司产品)
从上述肠道内容物样本中提取总 ＲＮＡꎮ ＲＮＡ 提取

后根据 Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶试剂盒(宝日医生物技术

有限公司产品)反转录为 ｃＤＮＡꎮ 利用本团队前期

检测 ＢＶＤＶ 的方法[７]对本试验中的 ｃＤＮＡ 样品进行

ＲＴ￣ＰＣＲ 特异性条带[５′非翻译区(ＵＴＲ)序列区 ~
２５０ ｂｐ]扩增ꎮ 并对 ＰＣＲ 结果进行测序ꎬ通过构建

系统发育树进一步分析遗传分类ꎮ 基于目前已经报

道的不同基因亚型 ( ＢＶＤＶ１ａ￣１ｕ、 ＢＶＤＶ２ａ￣２ｄ 和

ＢＶＤＶ３)的 ５′ＵＴＲ 序列(表 １)ꎬ利用 ＭＡＧＥ ７.０ 软件

采用统计方法(邻接进化树法)对所扩增的 ５′ＵＴＲ
序列进行基因亚型的遗传分析ꎮ
１.３　 毒株的分离及毒价测定

使用 １０％(质量体积比)无钙镁磷酸盐缓冲液

将肠道内容物进行重悬ꎬ高速离心后ꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ
微滤膜过滤上清液并进行除菌ꎮ 用杜氏改良 Ｅａｇｌｅ
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(ＤＭＥＭ)培养基与除菌后的上清液进行等体积混合

后ꎬ将 ２ ｍＬ 混合液加入汇合度约为 ５０％的牛肾细

胞系(ＭＤＢＫ)细胞培养物中ꎬ在 ５％ ＣＯ２和 ３７ ℃的

环境中孵育ꎮ ２ ｈ 后弃掉上清液ꎬ并用 ＤＭＥＭ 培养

基将细胞培养物洗涤 ３ 次ꎬ最后加入含有 １％血清的

ＤＭＥＭ 病毒维持液培养细胞 ５ ｄꎮ 每天观察细胞病

变情况ꎬ连续盲传 ５ 代ꎮ 若犬肾细胞系(ＭＤＢＫ)细
胞发生病变ꎬ则利用半数组织培养感染量(ＴＣＩＤ５０)
法进行病毒滴度检测[１８]ꎮ

表 １　 用于牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ)分离株基因亚型分类的 ５′非

翻译区(ＵＴＲ)序列参考信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ５′ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ (ＵＴＲ)

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｓｕｂｔｙｐｉｎｇ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒ￣

ｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ)

特定亚型的 ５′ＵＴＲ 序列 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＢＶＤＶ￣１ａ ＡＪ１３３７３９.１

ＢＶＤＶ￣１ｂ ＥＵ２２４２２６.１

ＢＶＤＶ￣１ｃ ＡＦ０４９２２１.２

ＢＶＤＶ￣１ｄ ＥＵ２２４２３０.１

ＢＶＤＶ￣１ｅ ＥＵ２２４２２４.１

ＢＶＤＶ￣１ｆ ＭＨ７５３４６８.１

ＢＶＤＶ￣１ｇ ＥＵ２２４２３６.１

ＢＶＤＶ￣１ｈ ＥＵ２２４２３１.１

ＢＶＤＶ￣１ｉ ＡＦ２９８０５９.１

ＢＶＤＶ￣１ｊ ＪＦ７５９９３９.１

ＢＶＤＶ￣１ｋ ＫＣ８５３４４０.１

ＢＶＤＶ￣１ｌ ＭＧ６７０５４８.１

ＢＶＤＶ￣１ｍ ＧＵ１２０２４１.１

ＢＶＤＶ￣１ｎ ＧＱ４９５６７６.１

ＢＶＤＶ￣１ｏ ＪＮ２４８７３４.１

ＢＶＤＶ￣１ｐ ＧＵ１２０２４６.１

ＢＶＤＶ￣１ｑ ＪＮ４００２７３.１

ＢＶＤＶ￣１ｒ ＭＧ６７０５４７.１

ＢＶＤＶ￣１ｓ ＬＭ９９４６７３.１

ＢＶＤＶ￣１ｔ ＬＭ９９４６７４.１

ＢＶＤＶ￣１ｕ ＫＪ５７８８４８.１

ＢＶＤＶ￣１ｖ ＫＰ７４９７９４.１

ＢＶＤＶ￣１ｗ ＭＮ４１７８９３.１

ＢＶＤＶ￣２ａ ＧＵ３９５５４５.１

ＢＶＤＶ￣２ｂ ＡＹ３７９５４７.１

ＢＶＤＶ￣２ｃ ＡＦ４１７９９６.１

ＢＶＤＶ￣２ｄ ＡＦ２４４９５９.１

ＢＶＤＶ￣３ ＪＸ４６９１１９１.

１.４　 分离毒株基因组测序

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中记录的不同 ＢＶＤＶ￣２ 毒

株的全基因组序列信息ꎬ按照 ＢＶＤＶ 不同毒株基因

组中保守区设计出能够覆盖病毒全基因组的特异性

引物序列 (表 ２)ꎮ 设计特异性引物来扩增覆盖

ＢＶＤＶ 分离物全基因组的重叠区域(表 ２)ꎮ 分别将

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增出来的特异性 ＰＣＲ 产物利用 ＤＮＡ 纯

化方法进行提取ꎬ而后插入 ｐＭＤ￣１８Ｔ(宝日医生物

技术有限公司产品)克隆载体上构成重组载体ꎬ并
将鉴定为阳性的克隆载体送擎科生物技术有限公司

进行测序ꎮ 利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件中的 ＥｄｉＳｅｑ 程序进

行编辑和裁剪ꎬ以组成完整的 ＢＶＤＶ 基因组ꎮ

表 ２　 针对牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ)分离毒株全基因组的引物信

息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｏｕｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ

ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ｉｓｏｌａｔｅ

引物　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 产物长度
(ｂｐ)

１Ｆ ＧＡＴＴＧＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＡＡＡＴＡＴ ３０２
１Ｒ ＣＴＡＴＣＡＧＧＣＴＧＴＧＴＣＣＡＴＡＡＣＧＣ
２Ｆ ＴＡＧＧＧＴＧＴＡＧＣＡＧＡＧＡＣＣＴＧＣ ５２４
２Ｒ ＧＴＡＴＡＣＣＣＡＴＴＴＧＡＧＧＡＣＴＴＣ
３Ｆ ＣＡＡＣＣＡＧＡＡＧＴＣＣＴＣＡＡＡＴＧ ７５９
３Ｒ ＧＴＣＣＣＴＡＧＣＣＴＧＴＧＴＴＡＣＧＡＴ
４Ｆ ＧＡＣＡＧＴＣＣＴＡＣＡＡＣＴＴＴＧＡＣＡＧ ２ ０１９
４Ｒ ＴＡＴＣＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＴＣＡＣＴＣ
５Ｆ ＣＴＧＡＧＧＡＧＡＴＡＧＴＣＡＴＧＡＴＡＧ ６２４
５Ｒ ＧＣＡＧＴＡＧＧＡＡＧＣＣＴＧＣＴＡＡＧＴＣ
６Ｆ ＣＴＡＣＴＧＣＡＡＴＧＧＧＣＡＣＣＡＡＣＡＧ ３０９
６Ｒ ＣＡＣＣＴＧＣＣＡＣＴＧＧＣＴＡＣＴＧＡＴＧ
７Ｆ ＧＴＡＧＣＣＡＧＴＧＧＣＡＧＧＴＧＧＴＣ ７０７
７Ｒ ＧＴＣＣＡＴＧＡＴＡＴＴＴＡＣＧＴＧＧＣＡＣ
８Ｆ ＧＡＣＡＡＧＣＴＡＡＣＴＧＣＡＴＴＣＴＴＴＧ １ ３０１
８Ｒ ＧＣＡＴＴＧＧＴＧＧＣＴＡＣＴＡＣＴＡＣ
９Ｆ ＧＣＣＡＴＡＧＡＧＴＣＡＧＧＴＧＴＡＡＣＡＣ １ ０２４
９Ｒ ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＴＧＡＧＴＧＴＴＴＧＣ
１０Ｆ ＣＡＣＴＣＡＡＧＧＡＧＴＡＴＧＴＧＧＡＴ ９５５
１０Ｒ ＴＧＣＡＡＧＴＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＴＣ
１１Ｆ ＧＡＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＡＣＴＴＧＣＡＴＧ １ ７２０
１１Ｒ ＧＴＴＣＡＣＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＴＣＴ
１２Ｆ ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＣＴＴＴＣＧＡＡＧＧＴ ７３５
１２Ｒ ＧＴＣＡＡＡＴＡＧＣＧＧＴＧＴＴＴＴＧＣ
１３Ｆ ＧＣＴＡＴＧＡＧＧＧＣＡＡＡＡＣＡＣＣＧＣ １ １９９
１３Ｒ ＴＡＣＴＧＴＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＧＣＣＴＣ
１４Ｆ ＧＴＧＣＣＡＧＴＣＡＧＡＴＧＧＧＣＡＧＡＴ ７８２
１４Ｒ ＧＴＡＧＴＧＴＴＡＡＧＴＴＡＧＧＧＴＡＴ
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１.５　 分析分离毒株基因组的同义密码子使用遗传

特征

　 　 基于分离毒株全基因组的核苷酸信息ꎬ利用相

对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)来评估目标编码序列

的同义密码子使用偏嗜性[１９]ꎮ 根据用 ＲＳＣＵ 判定

同义密码子使用偏嗜性的标准ꎬＲＳＣＵ 越高ꎬ相应的

同义密码子使用的频次越高ꎻ反之ꎬ使用频次就越

低ꎮ 同义密码子使用频次越高或越低均表现出明显

的使用偏嗜性ꎮ 为了界定 ５９ 种同义密码子使用偏

嗜的程度ꎬ将 ＲＳＣＵ 值大于 １􀆰 ６ 和小于 ０􀆰 ６ 的同义

密码子分别定义为优势密码子和劣势密码子ꎮ
分离毒株基因组中不同蛋白质编码序列ꎬ分别

利用 ＲＳＣＵ 计算公式进行计算ꎬ并利用主成分分析

法(ＰＣＡ)将代表 ５９ 个维度的 ５９ 种同义密码子的

ＲＳＣＵ 数据降维后ꎬ制作 ２ 维散点图ꎬ进行可视化处

理[２０]ꎮ ２ 维散点图由 ＰＣＡ 获得的第 １ 主成分参数

( ｆ′１)和第 ２ 主成分参数( ｆ′２)构成ꎬ通过散点所表现

出来的群体特征来展现目标编码序列在同义密码子

使用模式上遗传相似性的差异ꎮ 此外ꎬ采用有效密

码子指数(ＥＮＣ)分析突变压力和自然选择压力对

分离毒株不同编码区同义密码子使用模式的影响程

度[２１]ꎮ 根据 ＥＮＣ 值的值域定义ꎬ当 ＥＮＣ 值为 ６１
时ꎬ目标编码序列的所有同义密码子使用频率是平

均和随机的(同义密码子使用偏嗜性最弱)ꎻ当 ＥＮＣ
值为 ２０ 时ꎬ目标序列所编码的氨基酸只选择一种特

定的同义密码子来进行编码(同义密码子使用偏嗜

性最强)ꎮ 由编码序列密码子第 ３ 位的 Ｇ＋Ｃ 含量

(ＧＣ３)以及 ＥＮＣ 值组成的散点图能更明了地展示

编码序列结构与同义密码子使用偏嗜性之间的相关

性ꎮ
１.６　 分析分离毒株不同编码区对不同宿主同义密

码子使用模式的相似度

　 　 利用同义密码子使用模式相似性指数的分析方

法[２２]ꎬ分析病毒基因组中不同编码序列同义密码子

使用模式与目标宿主同义密码子使用模式之间的相

似度ꎮ 计算公式如下:

Ｒ(ＡꎬＢ)＝
􀰑
５９

ｉ＝１
ａｉ×ｂｉ

􀰑
５９

ｉ＝１
ａｉ×􀰑

５９

ｉ＝１
ｂｉ

Ｄ(ＡꎬＢ)＝ １－Ｒ(ＡꎬＢ)
２

其中ꎬＲ(ＡꎬＢ)反映向量 Ａ(病毒编码序列)与向

量 Ｂ(目标宿主)在同义密码子使用模式上呈现的

矢量夹角的余弦值ꎮ ａｉ代表病毒编码序列 ５９ 个同

义密码子中密码子 ｉ 的 ＲＳＣＵ 值ꎬｂｉ表示目标宿主密

码子 ｉ 的 ＲＳＣＵ 值ꎮ Ｄ(ＡꎬＢ)反映病毒编码序列与

宿主在同义密码子使用模式上的相似度ꎬ即数值越

小ꎬ相似度越高ꎮ 此外ꎬ本研究中所涉及的宿主包括

牛、羊、猪、小鼠、兔和骆驼ꎬ并且特定宿主的同义密

码子使用模式可以在已报道的密码子数据中查询获

得[２３]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＢＶＤＶ 毒株的分离与鉴定

利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术可从腹泻犊牛肠道内容物中

扩增出特异性 ＰＣＲ 产物条带ꎬ经过测序获得其 ５′
ＵＴＲ 的序列信息ꎮ 将获得的序列信息与已知 ＢＶＤＶ
不同亚型 ５′ＵＴＲ 序列进行系统进化树分析ꎬ发现其

与 ＢＶＤＶ￣２ｄ 亚型的遗传距离接近(图 １)ꎬ将分离毒

株命名为 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ꎮ 该毒株能够致 ＭＤＢＫ 细胞

发生细胞病变ꎬ使用 ＴＣＩＤ５０ 法测定毒价为 １０－５.１２５ /
ｍＬꎮ
２.２　 腹泻犊牛肠道组织病变检测

利用 ＨＥ 染色法ꎬ对所采集的腹泻犊牛不同肠

道组织进行病理学分析发现ꎬ十二指肠纤维化严重ꎬ
黏膜层结构被严重破坏并伴随小肠绒毛脱落(图
２Ａ)ꎻ空肠固有层大量淋巴细胞、巨噬细胞、吞噬细

胞和中性粒细胞聚集(图 ２Ｂ)ꎻ回肠淋巴母细胞损伤

导致淋巴细胞中心耗竭ꎬ肠上皮细胞肿胀、坏死、破
裂(图 ２Ｃ)ꎻ结肠上皮细胞大量脱落坏死并且伴随纤

维化(图 ２Ｄ)ꎮ 上述不同肠道组织的病变很可能是

２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株感染犊牛导致病毒性腹泻的病理

原因ꎮ
２.３　 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株同义密码子使

用偏嗜性

　 　 对 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株全基因组的

ＲＳＣＵ 值进行计算ꎬ结果表明ꎬ５９ 种同义密码子使用

模式具有明显的偏嗜性(表 ３)ꎮ 具有 ２ 个同义密码

子的氨基酸在同义密码子使用模式中是相对较平衡

的ꎬ即 ＲＳＣＵ 数值在 １.００ 左右波动ꎻ然而具有 ２ 种以

上同义密码子家族的氨基酸在同义密码子使用模式

上表现出明显的偏嗜性ꎮ 在这些具有明显使用偏嗜

性的同义密码子中ꎬ使用频率偏高的同义密码子为

编码丝氨酸的 ＡＧＵꎬ编码脯氨酸的 ＣＣＡꎬ编码苏氨
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酸的 ＡＣＡꎬ编码精氨酸的 ＡＧＡ 和 ＡＧＧꎻ使用频率偏

低的同义密码子为编码亮氨酸的 ＣＵＵ 和 ＣＵＣꎬ编码

异亮氨酸的 ＡＵＵꎬ编码丝氨酸的 ＵＣＧꎬ编码丙氨酸

的 ＧＣＧꎬ编码脯氨酸的 ＣＣＧꎬ编码苏氨酸的 ＡＣＧꎬ编
码精氨酸的 ＣＧＵ、ＣＧＣ、ＣＧＡ 和 ＣＧＧꎮ 从表 ３ 可知ꎬ
含有 ＣｐＧ 二核苷酸的同义密码子的使用被相对应

编码的氨基酸显著抑制ꎬ并且精氨酸的 ６ 种同义密

码子(ＣＧＵ、ＣＧＣ、ＣＧＡ、ＣＧＧ、ＡＧＡ 和 ＡＧＧ)使用模

式均呈现出显著的使用偏嗜性ꎮ 这些结果表明

ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株基因组在同义密码子

使用上受到遗传选择压力的影响ꎮ

★表示本研究分离毒株ꎮ
图 １　 基于牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ) ５′非翻译区(ＵＴＲ)构建的系统进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ (ＵＴＲ) ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ)

Ａ:十二指肠ꎻＢ:空肠ꎻＣ:回肠ꎻＤ:结肠ꎮ
图 ２　 牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ) ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 对肠道不同部位的病理损伤特征

Ｆｉｇ.２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｃａｔｔｌｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３
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表 ３　 牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ) ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株基因组

的相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｃｏｄ￣

ｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ ｆｒｏｍ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ
ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ￣２ｄ ｔｙｐｅ

同义密码子
(氨基酸)

相对同义密
码子使用值

同义密码子
(氨基酸)

相对同义密
码子使用值

ＵＵＵ(Ｆ) １.１０ ＡＡＵ(Ｎ) ０.８６

ＵＵＣ(Ｆ) ０.９０ ＡＡＣ(Ｎ) １.１４

ＵＵＡ(Ｌ) １.０６ ＡＡＡ(Ｋ) １.０４

ＵＵＧ(Ｌ) １.２３ ＡＡＧ(Ｋ) ０.９６
＃ＣＵＵ(Ｌ) ０.５３ ＧＡＵ(Ｄ) ０.９１
＃ＣＵＣ(Ｌ) ０.５８ ＧＡＣ(Ｄ) １.０９

ＣＵＡ(Ｌ) １.３９ ＧＡＡ(Ｅ) １.０６

ＣＵＧ(Ｌ) １.２０ ＧＡＧ(Ｅ) ０.９４
＃ＡＵＵ(Ｉ) ０.４５ ＵＧＵ(Ｃ) ０.９４

ＡＵＣ(Ｉ) １.０４ ＵＧＣ(Ｃ) １.０６

ＡＵＡ(Ｉ) １.５１ ＃ＣＧＵ(Ｒ) ０.０６

ＧＵＵ(Ｖ) ０.７５ ＃ＣＧＣ(Ｒ) ０.０９

ＧＵＣ(Ｖ) ０.６６ ＃ＣＧＡ(Ｒ) ０.１９

ＧＵＡ(Ｖ) １.３０ ＃ＣＧＧ(Ｒ) ０.１９

ＧＵＧ(Ｖ) １.２９ ∗ＡＧＡ(Ｒ) ２.９２

ＵＣＵ(Ｓ) ０.６０ ∗ＡＧＧ(Ｒ) ２.５４

ＵＣＣ(Ｓ) ０.７９ ＧＧＵ(Ｇ) １.０２

ＵＣＡ(Ｓ) １.４５ ＧＧＣ(Ｇ) ０.７０
＃ＵＣＧ(Ｓ) ０.０９ ＧＧＡ(Ｇ) ０.９４
∗ＡＧＵ(Ｓ) １.７３ ＧＧＧ(Ｇ) １.３３

ＡＧＣ(Ｓ) １.３５ ＣＣＵ(Ｐ) ０.９９

ＧＣＵ(Ａ) １.２８ ＣＣＣ(Ｐ) ０.８４

ＧＣＣ(Ａ) ０.９７ ∗ＣＣＡ(Ｐ) １.８２

ＧＣＡ(Ａ) １.４５ ＃ＣＣＧ(Ｐ) ０.３５
＃ＧＣＧ(Ａ) ０.３０ ＡＣＵ(Ｔ) ０.９１

ＵＡＵ(Ｙ) ０.９８ ＡＣＣ(Ｔ) ０.８７

ＵＡＣ(Ｙ) １.０２ ∗ＡＣＡ(Ｔ) １.６７

ＣＡＵ(Ｈ) ０.８４ ＃ＡＣＧ(Ｔ) ０.５５

ＣＡＣ(Ｈ) １.１６ ＣＡＡ(Ｑ) １.００

ＣＡＧ(Ｑ) １.００
括号中字母代表氨基酸ꎮ Ｆ:苯丙氨酸ꎻＬ:亮氨酸ꎻＩ:异亮氨酸ꎻＶ:缬
氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＡ:丙氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＫ:赖
氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＥ:谷氨酸ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＲ:精氨酸ꎻＧ:甘氨酸ꎻＰ:
脯氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＱ:谷氨酰胺ꎮ∗表示 ＲＳＣＵ 过高ꎬ大于 １.６ꎻ＃表示
ＲＳＣＵ 过低ꎬ小于 ０.６ꎮ

２.４　 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株不同编码序列

具有不同的密码子使用偏嗜性

　 　 根据 ＥＮＣ￣ＧＣ３ 散点图评判规则ꎬ散点越接近期

望曲线ꎬ则其对应的编码序列在同义密码子使用模

式上越受到核苷酸突变选择压力的影响ꎬ反之ꎬ散点

越偏离期望曲线ꎬ则其对应的编码序列在同义密码

子使用模式上越受到自然选择压力的影响[２１]ꎮ 利

用 ＥＮＣ￣ＧＣ３ 散点图对 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒

株不同蛋白质编码序列进行分析ꎬ发现不同编码序

列的密码子使用模式具有差异性ꎬ并且所有编码序

列的 ＥＮＣ 值均位于“倒钟”形期望曲线下方(图 ３)ꎮ
除了 Ｎｐｒｏ和 ＮＳ４Ａ 编码序列外ꎬ其余非结构蛋白质和

结构蛋白质的编码序列具有相似的密码子使用偏嗜

性ꎮ 此外ꎬＮＳ４Ａ 编码序列的密码子偏嗜性最强ꎬ而
Ｎｐｒｏ编码序列的密码子偏嗜性最弱ꎮ 这些结果均表

明ꎬ突变选择压力与自然选择压力对 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型

２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株基因组的不同蛋白质编码序列的

影响是不均一的ꎬ且在 Ｎｐｒｏ和 ＮＳ４Ａ 编码序列上表现

得更为突出ꎮ

ＧＣ３ 含量:编码序列密码子第 ３ 位的 Ｇ＋Ｃ 含量ꎮ
图 ３　 牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ) ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 不同编码

区的 ＥＮＣ￣ＧＣ３ 散点图

Ｆｉｇ.３　 Ｐｌｏｔ ｏｆ ＥＮＣ￣ＧＣ３ ｃｏｎｔｅｎｔ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｉｒａｌ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ￣２ｄ ｔｙｐｅ ２２￣Ｇａｎｓｕ￣
Ｆ３

　 　 基于 ＥＮＣ￣ＧＣ３ 散点图所反映出的密码子使用

偏嗜性(图 ３)ꎬ进一步利用主成分分析(ＰＣＡ)法将

ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株基因组中的不同编码

序列区与开放阅读框(ＯＲＦ)进行同义密码子使用

模式遗传差异性的分析ꎮ 结果(图 ４)表明ꎬＮＳ２ 蛋

白[第 １ 主成分参数( ｆ′１) ＝ ０􀆰 １９ꎬ第 ２ 主成分参数

( ｆ′２)＝ ０􀆰 １０]与 ＯＲＦ( ｆ′１ ＝ ０􀆰 ２１ꎬ ｆ′２ ＝ ０􀆰 ２２)在同义

密码子使用模式方面具有极高的相似性ꎬ其他病毒

编码序列均不同程度地与 ＯＲＦ 同义密码子使用模

式存在遗传差异(图 ４)ꎮ 此外ꎬＮＳ５Ａ( ｆ′１ ＝ ０􀆰 ４０ꎬ
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ｆ′２ ＝ ０􀆰 ０８)和 ＮＳ５Ｂ( ｆ′１ ＝ ０􀆰 ４２ꎬ ｆ′２ ＝ ０􀆰 １５)二者在同

义密码子使用模式上具有极高的遗传相似性ꎻ而
Ｎｐｒｏ( ｆ′１ ＝ １􀆰 ３７ꎬ ｆ′２ ＝ －０􀆰 ６０)、Ｐ７( ｆ′１ ＝ －０􀆰 ７３ꎬ ｆ′２ ＝
－３􀆰 ０４)、ＮＳ３ ( ｆ′１ ＝ ０􀆰 ０３ꎬ ｆ′２ ＝ ０􀆰 ５１)、ＮＳ４Ａ ( ｆ′１ ＝
－２􀆰 ９１ꎬ ｆ′２ ＝ ０􀆰 ８０ ) 和 ＮＳ４Ｂ ( ｆ′１ ＝ － ０􀆰 ２６ꎬ ｆ′２ ＝
－０􀆰 １６)作为非结构蛋白质在同义密码子使用模式

上表现出明显的遗传差异ꎮ 与非结构蛋白质编码序

列相比ꎬ虽然 ４ 种结构蛋白质在同义密码子使用模

式上的遗传相似性较高ꎬ但是彼此之间也存在同义

密码子使用模式上的显著遗传差异ꎬ即 Ｃ ( ｆ′１ ＝
０􀆰 ６４ꎬ ｆ′２ ＝ ０􀆰 ３６)、Ｅ０ ( ｆ′１ ＝ ０􀆰 ４６ꎬ ｆ′２ ＝ ０􀆰 ６８)、Ｅ１
( ｆ′１ ＝ － ０􀆰 ０１ꎬ ｆ′２ ＝ － ０􀆰 ０１)和 Ｅ２ ( ｆ′１ ＝ ０􀆰 １８ꎬ ｆ′２ ＝
０􀆰 ９８)ꎮ 上述结果说明ꎬ生物学功能在特定病毒区

域的同义密码子使用模式中起着重要作用ꎮ

ｆ′１:第 １ 主成分参数ꎻｆ′２:第 ２ 主成分参数ꎮ

图 ４　 牛病毒性腹泻病毒(ＢＶＤＶ) ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 不同编码区在

同义密码子使用模式上的可视化遗传特征

Ｆｉｇ.４ 　 Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ
ｕｓａｇｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ
ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３

２.５　 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株不同编码区对

宿主同义密码子使用模式的差异性

　 　 鉴于 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株不同编码序

列在突变选择压力与自然选择压力共同作用下所表

现出来的同义密码子使用的遗传多样性ꎬ相应的编

码序列在不同宿主细胞中的翻译适应性的差异可以

通过评估其与特定宿主同义密码子使用模式的相似

程度来展示ꎮ 如图 ５ 所示ꎬＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３
毒株的 ＮＳ５Ｂ 编码区对 ６ 种宿主的密码子使用适应

性最高ꎬ而 Ｐ７ 编码区对这些宿主的密码子使用适

应性最低ꎮ 除 Ｐ７ 编码区外ꎬＮＳ４Ａ 编码区对宿主的

密码子使用适应性明显较弱ꎮ 由于 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣

Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株是牛源病毒株ꎬ我们建立了 ＢＶＤＶ 对

牛密码子使用适应性相关的参考(图 ５Ｂ)ꎬ以进一步

评估该毒株在密码子使用时对其他敏感宿主的适应

程度ꎮ 除此之外ꎬＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株不

同编码序列与猪、羊和骆驼在同义密码子使用模式

的相似度方面十分接近 (图 ５Ａ、５Ｃ、５Ｆ)ꎮ 此外ꎬ
ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株所有蛋白质编码区域

与小鼠的同义密码子使用模式的相似度是最高的

(图 ５Ｄ)ꎬ而其与家兔的同义密码子使用模式的相

似度最低(图 ５Ｅ)ꎮ 上述病毒不同编码序列对宿主

同义密码子使用模式的适应性可以为今后深入研究

ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 在其他宿主细胞内的蛋白

质表达提供一些参考依据ꎮ

３　 讨 论

当前中国畜禽养殖业处于高速发展的阶段ꎬ这
也为 ＢＶＤＶ 这种高突变率的病毒在易感动物中迅

速传播以及不断产生新的突变亚型提供了极好的条

件[８ꎬ９ꎬ２４￣２５]ꎮ 针对由 ＢＶＤＶ 感染引起的腹泻临床病

例ꎬ最快速有效的鉴定方法就是利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

５′ＵＴＲ 序列ꎬ并构建进化树分析亚型分类ꎻ另外ꎬ病
理切片也是深入了解 ＢＶＤＶ 感染导致肠道病理变

化最直接的手段ꎮ 本研究从中国甘肃省 １ 头急性腹

泻犊牛中分离到 １ 株 ＢＶＤＶ￣２ｄ 基因型的田间毒株

(２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３)ꎬ并且通过病理切片分析发现腹泻犊

牛肠道组织的病变特征ꎮ 当前ꎬ在中国分离的

ＢＶＤＶ 毒株基因型主要为 １ａ ~ １ｄ、１ｍ ~ １ｎ、１ｏ ~ １ｑ、
１ｕ、２ａ 和 ２ｂ[９ꎬ２６￣２７]ꎮ 本研究在甘肃省养牛场分离并

鉴定出来的 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株是该地区

首次发现的田间毒株ꎮ 与一些已经分离并定型的

ＢＶＤＶ 田间毒株不同ꎬ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株能够引起犊

牛的严重腹泻ꎬ甚至造成犊牛死亡ꎮ 这一致病特征

不同于其他基因亚型(例如 ＢＶＤＶ￣１ｂ 和 ＢＶＤＶ￣１ｄ)
对犊牛致病力轻的特征ꎬ需防范其流行于中国不同

地域[２８￣２９]ꎮ ＢＶＤＶ 感染易感动物后通常会造成动物

体内淋巴细胞的极速衰竭ꎬ最终导致患病动物免疫

力降低ꎬ加重临床症状[３０]ꎮ ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株侵染

犊牛后可引发肠道不同部位发生病理变化ꎬ可见空

肠淋巴细胞被诱导增强ꎬ回肠淋巴细胞耗竭ꎮ 鉴于

病毒作为一种必须在活细胞中进行自我复制和快速

进化的生物体[３１￣３２]ꎬ ＢＶＤＶ 感染可影响宿主代谢网

络的正常状态及补体系统的抗病毒状态等[３３]ꎬ最终
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Ｄ 值:反映病毒编码序列与宿主在同义密码子使用模式上的相似度ꎬ数值越小ꎬ相似度越高ꎮ Ｃａｐｓｉｄ:衣壳ꎻＮＳ２:非结构蛋白 ２ꎻＮＳ３:非结构

蛋白 ３ꎻＮＳ４Ａ:非结构蛋白 ４ＡꎻＮＳ４Ｂ:非结构蛋白 ４ＢꎻＮＳ５Ａ:非结构蛋白 ５ＡꎻＮＳ５Ｂ:非结构蛋白 ５Ｂꎻ其余无中文名称ꎮ
图 ５　 分离毒株不同编码区对于不同宿主同义密码子使用模式的适应性

Ｆｉｇ.５　 Ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｓｔｓ

导致种类繁多的 ＢＶＤＶ 基因亚型对宿主的致病性

也呈现出多样性ꎮ
此外ꎬ对分离毒株进行遗传进化的相关性分析ꎬ

有助于研究被新型 ＢＶＤＶ 感染的犊牛器官组织发

生的病理变化以及引起的特异性免疫应答ꎮ ２２￣
Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株的基因组在密码子使用模式上显著

抑制了多种同义密码子的选择使用ꎬ尤其是含有

ＣｐＧ 二核苷酸的同义密码子ꎮ 由于 ＣｐＧ 和 ＵｐＡ 二

核苷酸能够在一定程度上刺激宿主的免疫反应ꎬ大
多数感染哺乳动物和其他脊椎动物的 ＲＮＡ 病毒对

ＵｐＡ 和 ＣｐＧ 二核苷酸有很大的抑制作用[３４￣３５]ꎮ 此

外ꎬＣｐＧ 二核苷酸可以显著诱导由干扰素( ＩＦＮ)激

活的抗病毒活性[３６￣３７]ꎮ ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株低频率选

择含有 ＣｐＧ 二核苷酸的同义密码子ꎬ从而抑制 ＩＦＮ
激活的抗病毒作用ꎮ ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株除了在密码

子使用模式上抑制一些同义密码子外ꎬ还依赖于具

有特定密码子使用模式的 Ｎｐｒｏ和 ＮＳ４Ａ 蛋白来成功

维持其在宿主中的复制ꎮ Ｎｐｒｏ蛋白作为一种独特的

蛋白酶ꎬ其在 ＢＶＤＶ 生命周期中发挥着多种生物学

活性ꎬ 例 如 水 解 酶 活 性 和 拮 抗 干 扰 素 的 活 性

等[３８￣３９]ꎮ ＮＳ４Ａ 可以作为 ＮＳ３ 蛋白酶辅助因子、复
制酶组分和病毒粒子成熟的辅助因子[４０]ꎮ 同义密

码子使用模式的特殊性对目标蛋白质在翻译、空间

构象形成以及生物学活性方面均具有影响力[４１]ꎮ
ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株 Ｎｐｒｏ和 ＮＳ４Ａ 蛋白同

义密码子使用模式表现出来的遗传特异性与其具有

多种生物学功能是相关的ꎮ 除此之外ꎬ虽然与

ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株 ＯＲＦ 相比ꎬＰ７ 编码区

具有明显不同的同义密码子使用模式ꎬ但 Ｐ７ 编码

区在核苷酸成分限制介导的突变选择压力主导下形

成的同义密码子使用模式与病毒 ＯＲＦ 的使用模式

相似度较高ꎮ ＢＶＤＶ Ｐ７ 蛋白在感染性病毒颗粒的

形成中起着重要作用ꎬ并协助病毒有效释放[４２]ꎮ Ｐ７
区密码子的整体使用也可能在一定程度上受到 Ｐ７
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蛋白生物学功能的影响ꎮ 这种遗传特征可能反映了

Ｐ７ 蛋白的整体密码子使用需要适应病毒多聚蛋白

质的密码子使用ꎮ 除了形成不同病毒蛋白质的密码

子使用模式外ꎬ这些蛋白质对宿主的密码子使用适

应程度也影响其在不同源性细胞中的翻译ꎮ 值得注

意的是ꎬＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株蛋白对不同

宿主表现出高度的密码子使用适应能力ꎬ表明该毒

株具有在上述宿主细胞中正常翻译表达的潜在能

力ꎮ 已有研究结果表明ꎬＢＶＤＶ￣２ 毒株能够采用与

ＢＶＤＶ￣１ 相似的翻译动力学在猪源细胞中正常翻译

表达ꎬ并且导致猪相关组织发生病变[４３￣４４]ꎮ 虽然尚

无 ＢＶＤＶ￣２ 侵染骆驼的相关报道ꎬ但是 ＢＶＤＶ￣１ 能

够在骆驼体内完成复制的研究已有报道[４５]ꎮ Ｑｉ
等[４６]指出 ＢＶＤＶ 不同毒株对宿主的感染范围已经

从牛扩大到了包括羊、猪和骆驼在内的其他偶蹄类

动物ꎮ 研究人员也注意到ꎬ兔子能够作为 ＢＶＤＶ 的

一种自然疫源性中间宿主来感染野外放养的牛群ꎬ
只是兔子对于 ＢＶＤＶ 传播流行方面的作用目前还

不是很强[４７]ꎮ 小鼠已经能够作为一种 ＢＶＤＶ 试验

感染模型来研究 ＢＶＤＶ 侵染对宿主免疫系统抗病

毒方面的分子机制[４８￣４９]ꎮ ＢＶＤＶ 在小鼠体内顺利增

殖的生物学特性同时也为野外啮齿类动物感染或者

携带 ＢＶＤＶ 进而感染野外散养牛群增加了潜在风

险ꎮ 鉴于 ＢＶＤＶ２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 毒株在本研究中

涉及到不同宿主的同义密码子使用模式的良好适应

性ꎬ有必要加强对其传播扩散的监测ꎬ从而降低

ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 的传播流行对易感动物健

康的影响ꎮ

４　 结 论

在本研究中ꎬ从具有急性腹泻症状的犊牛肠道

内容物中成功分离出 １ 株细胞病变型的田间毒株

ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ꎮ ５′ＵＴＲ 的系统发育树分

析结果显示ꎬＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 为中国甘肃

省内首次发现的 ＢＶＤＶ￣２ｄ 基因亚型田间毒株ꎮ 虽

然 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 不是中国主要流行的

ＢＶＤＶ 毒株ꎬ但该毒株可导致牛急性腹泻症状ꎬ并对

牛肠道不同部位造成不同程度的病理损伤ꎮ 进一步

分析该毒株基因组在同义密码子使用模式方面的遗

传特性ꎬ发现 ＢＶＤＶ￣２ｄ 型 ２２￣Ｇａｎｓｕ￣Ｆ３ 对不同种属

宿主表现出良好的密码子使用模式上的适应性ꎬ这
有助于今后深入研究 ＢＶＤＶ￣２ 亚型毒株在不同宿主

体内复制的相关机制ꎮ 同时ꎬ本研究建议将 ＢＶＤＶ￣
２ｄ 毒株在国内的传播流行纳入监测范畴ꎬ防止其成

为国内优势流行毒株ꎮ
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[１１] ＥＶＡＮＳ Ｃ Ａꎬ ＰＩＮＩＯＲ Ｂꎬ ＬＡＲＳＫＡ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｂａｌ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ
ｇａｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｏｅａ (ＢＶＤ)
ｖｉｒｕｓ[ Ｊ] . Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙ ａｎｄ Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ２０１９ꎬ６６( ２):
６４０￣６５２.

[１２] ＭＡ Ｘ Ｘꎬ ＭＡ Ｐꎬ ＣＨＡＮＧ Ｑ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｏｎ￣
ｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎬ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｕｓａｇｅｓ
ｆｏｒ Ｅ２ ｇｅｎｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ２０１８ꎬ６６０:６２￣
６７.

[１３] ＷＡＮＧ Ｌ Ｎꎬ ＷＵ Ｘ Ｍꎬ ＷＡＮＧ Ｃ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｒｉｇｉｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｐｈｙｌ￣

９１１２杨宣叶等:ＢＶＤＶ￣２ｄ 毒株的分离鉴定及同义密码子使用模式分析



ｏｄｙｎａｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ１２８:
１６２￣１６９.

[１４] ＺＨＯＵ Ｙꎬ ＲＥＮ Ｙꎬ ＤＡＩ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｃａｔｔｌｅ
ｈｅｒｄｓ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ[Ｊ] . Ｉｒａｎｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔ￣
ｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２２ꎬ２３(１):６９￣７３.

[１５] ＣＨＡＮＧ Ｌ Ｌꎬ ＱＩ Ｙ Ｐꎬ ＬＩＵ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎ￣
ｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ[ Ｊ] . ＢＭＣ
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２１ꎬ１７(１):６６.

[１６] ＧＡＯ Ｍ Ｙꎬ ＹＡＮＧ Ｘ Ｙꎬ ＷＵ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ
ｂｉａｓ ｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｃｈｏｒ ｏｆ ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ５Ａ ｆｒｏｍ ＢＶＤＶ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２３ꎬ６３(１０):１１０６￣１１１４.

[１７] ＭＵＣＥＬＬＩＮＩ Ｃ Ｉꎬ ＳＩＬＶＡ ＪＵ' ＮＩＯＲ Ｊ Ｖ Ｊꎬ ＤＥ ＯＬＩＶＥＩＲＡ Ｐ Ｓ Ｂꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｐｒｏｐｅｒ ｓｕｂｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉ￣
ａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ １ (ＢＶＤＶ￣１) ａｎｄ ＢＶＤＶ￣２[ Ｊ] . Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓꎬ２０２３ꎬ
５９(６):８３６￣８４４.

[１８] ＭＵＨＳＥＮ Ｍꎬ ＡＯＫＩ Ｈꎬ ＩＫＥＤＡ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ
ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｑｕａｓｉｓｐｅｃｉｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＲＫ１３ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ[Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１５８(４):７５３￣７６３.

[１９] ＳＨＡＲＰ Ｐ Ｍꎬ ＬＩ Ｗ Ｈ. Ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒａｒｅ ｃｏｄｏｎｓ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ１９８６ꎬ１４(１９):７７３７￣７７４９.

[２０] ＧＵＳＴＡＦＳＳＯＮ Ｃꎬ ＧＯＶＩＮＤＡＲＡＪＡＮ Ｓꎬ ＭＩＮＳＨＵＬＬ Ｊ. Ｃｏｄｏｎ ｂｉ￣
ａｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｙꎬ２００４ꎬ２２(７):３４６￣３５３.

[２１] ＷＲＩＧＨＴ Ｆ. Ｔｈｅ ‘ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ’ ｕｓｅｄ ｉｎ ａ ｇｅｎｅ[Ｊ] .
Ｇｅｎｅꎬ１９９０ꎬ８７(１):２３￣２９.

[２２] ＺＨＯＵ Ｊ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｚꎬ ＳＵＮ Ｄ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎ￣
ｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｃｈｏｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｇｕｅ
ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ２０１３ꎬ８(１０):ｅ７７２３９.

[２３] ＮＡＫＡＭＵＲＡ Ｙꎬ ＧＯＪＯＢＯＲＩ Ｔꎬ ＩＫＥＭＵＲＡ Ｔ. Ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｔａｂｕ￣
ｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ: ｓｔａｔｕｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｙｅａｒ ２０００[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０００ꎬ２８(１):２９２.

[２４] ＤＩＡＯ Ｎ Ｃꎬ ＧＯＮＧ Ｑ Ｌꎬ ＬＩ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ
ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ｉｎ ｙａｋｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １９８７ ａｎｄ ２０１９ ｉｎ ｍａｉｎ￣
ｌａｎｄ Ｃｈｉｎａ:ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓ[ Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ２０２０ꎬ１４４:１０４１８５.

[２５] ＳＨＡＨ Ｐ Ｔꎬ ＮＡＷＡＬ ＢＡＨＯＵＳＳＩ Ａꎬ ＡＨＭＡＤ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉ￣
ｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ:ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔ￣
ｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｖｅｔ￣
ｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２２ꎬ９:９９２６７８.

[２６] ＹＥＳＩＬＢＡＧ Ｋꎬ ＡＬＰＡＹ Ｇꎬ ＢＥＣＨＥＲ Ｐ. Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｇｌｏｂａｌ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｖｉ￣
ｒｕｓｅｓꎬ２０１７ꎬ９(６):１２８.

[２７] ＷＡＮＧ Ｗꎬ ＳＨＩ Ｘ Ｃꎬ ＣＨＥＮ Ｃ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ａ ｎｏｎｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ２ｂ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｔ￣
ｔｌｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[Ｊ] . Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓꎬ２０１４ꎬ４９(２):３３９￣３４１.

[２８] ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｑꎬ ＴＡＮ Ｂꎬ ＤＩＮＧ Ｙ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ＪＬ￣１ ｉｓｏｌａｔｅ
ｆｒｏｍ ｃａｔｔｌｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[Ｊ] . Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１４ꎬ１１:６７.

[２９] ＢＩＡＮＣＨＩ Ｍ Ｖꎬ ＫＯＮＲＡＤＴ Ｇꎬ ＤＥ ＳＯＵＺＡ Ｓ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒａｌ
ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｆ ＢＶＤＶ￣１ｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｃｏｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｌａｃｋｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｌｅｓｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ５４(２):２４２￣２４８.

[３０] ＫＥＬＬＩＮＧ Ｃ Ｌꎬ ＳＴＥＦＦＥＮ Ｄ Ｊꎬ ＣＯＯＰＥＲ Ｖ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ａｌｏｎｅꎬ ｂｏｖｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ａ￣
ｌｏｎｅꎬ ｏｒ ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｏｎ ｅｎｔｅｒｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｇｎｏｔｏ￣
ｂｉｏｔｉｃ ｎｅｏｎａｔａｌ ｃａｌｖｅｓ [ Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈꎬ２００２ꎬ６３(８):１１７９￣１１８６.

[３１] ＫＯＯＮＩＮ Ｅ Ｖꎬ ＤＯＬＪＡ Ｖ Ｖꎬ ＫＲＵＰＯＶＩＣ Ｍ. Ｔｈｅ ｌｏｇｉｃ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｅ￣
ｖｏｌｕｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ ＆ Ｍｉｃｒｏｂｅꎬ２０２２ꎬ３０(７):９１７￣９２９.

[３２] ＳＡＮＪＵÁＮ Ｒꎬ ＤＯＭＩＮＧＯ￣ＣＡＬＡＰ Ｐ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｍｕｔａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１６ꎬ７３(２３):４４３３￣
４４４８.

[３３] ＬＩＵ Ｃꎬ ＬＩＵ Ｙ Ｈꎬ ＬＩＡＮＧ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｂａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｏｅａ ｖｉｒｕｓ (ＢＶＤＶ) ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] .
ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ２０１９ꎬ２０(１):７７４.

[３４] ＡＴＫＩＮＳＯＮ Ｎ Ｊꎬ ＷＩＴＴＥＶＥＬＤＴ Ｊꎬ ＥＶＡＮＳ Ｄ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕ￣
ｅｎｃｅ ｏｆ ＣｐＧ ａｎｄ ＵｐＡ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｎ ＲＮＡ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｔｈｗａｙｓ ｕｎｄｅｒｌｙ￣
ｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１４ꎬ４２(７):４５２７￣４５４５.

[３５] ＦＲＯＳ Ｊ Ｊꎬ ＤＩＥＴＲＩＣＨ Ｉꎬ ＡＬＳＨＡＩＫＨＡＨＭＥＤ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ＣｐＧ ａｎｄ
ＵｐＡ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｅｃｈｏ￣
ｖｉｒｕｓ ７ ｉｎｈｉｂｉｔ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｓｔ￣ｅｎｔｒｙ[Ｊ] . ｅＬｉｆｅꎬ２０１７ꎬ６:
ｅ２９１１２.

[３６] ＭＡＧＮＵＳＳＯＮ Ｍꎬ ＭＡＧＮＵＳＳＯＮ Ｓꎬ ＶＡＬＬＩＮ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｏｒ￣
ｔａｎｃｅ ｏｆ ＣｐＧ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ＩＦＮ￣ａｌｐｈａ￣ｐｒｏ￣
ｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ａ ｌｕｐｕｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ[Ｊ] . Ｓｃａｎｄｉｎａ￣
ｖｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２００１ꎬ５４(６):５４３￣５５０.

[３７] ＵＣＣＥＬＬＩＮＩ Ｍ Ｂꎬ ＢＵＳＣＯＮＩ Ｌꎬ ＧＲＥＥＮ Ｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｒｅａｃｔｉｖｅ
Ｂ ｃｅｌｌｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅ ＣｐＧ￣ｒｉｃｈ ａｎｄ ＣｐＧ￣ｐｏｏｒ ＤＮＡ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｉｓ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＩＦＮ￣ａｌｐｈａ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ
２００８ꎬ１８１(９):５８７５￣５８８４.

[３８] ＣＨＩ Ｓ Ｓꎬ ＣＨＥＮ Ｓꎬ ＪＩＡ Ｗ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｎ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｂｏ￣
ｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓꎬ２０２２ꎬ５８(６):４９１￣５００.

[３９] ＴＡＯ Ｊꎬ ＬＩＡＯ Ｊ Ｈꎬ ＷＡＮＧ Ｊ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｉｇ ＢＶＤＶ￣２ ｎｏｎ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｎｐｒｏ) ｌｉｎｋｓ ｔｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[Ｊ] . Ｖｉ￣
ｒｕｓ Ｇｅｎｅｓꎬ２０１７ꎬ５３(２):２３３￣２３９.

[４０] ＦＥＬＬＥＮＢＥＲＧ Ｊꎬ ＤＵＢＲＡＵ Ｄꎬ ＩＳＫＥＮ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｄｅ￣
ｆｅｃｔｓ ｉｎ ｐｅｓｔｉｖｉｒａｌ ＮＳ４Ａ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｅｄ ｂｙ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＮＳ２
ａｎｄ ＮＳ３[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ２０２３ꎬ９７(９):ｅ００５７２２３.

[４１] ＺＨＯＵ Ｍꎬ ＧＵＯ Ｊ Ｈꎬ ＣＨＡ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｎ￣ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ａｆ￣
ｆｅｃｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ＦＲＱ[Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅꎬ２０１３ꎬ４９５(７４３９):１１１￣１１５.

[４２] ＯＥＳＴＲＩＮＧＥＲ Ｂ Ｐꎬ ＢＯＬＩＶＡＲ Ｊ Ｈꎬ ＣＬＡＲＩＤＧＥ Ｊ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｅｐ￣
ａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ ｐ７ ｖｉｒｏｐｏｒｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ２０１９ꎬ９(１):８３８３.

[４３] ＸＵ Ｘ Ｒꎬ ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｃꎬ ＹＵ Ｘ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒａ￣
ｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｐｉｇ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｍｅ[Ｊ] . Ｖｉｒｕｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２００６ꎬ１２２(１ / ２):１６４￣１７０.
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[４４] ＴＡＯ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ２
ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｐｉｇｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[ Ｊ] . Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓꎬ２０１３ꎬ４６(１):
８１￣８７.

[４５] ＧＡＯ Ｓ Ｄꎬ ＬＵＯ Ｊ Ｈꎬ ＤＵ Ｊ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｉ￣
ｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｎａｔｕｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｃｔｒｉａｎ ｃａｍｅｌｓ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｕｂ￣
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ[Ｊ] . Ｖｅｔ￣
ｅｒｉｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１６３(１ / ２):１７２￣１７６.

[４６] ＱＩ Ｓ Ｈꎬ ＷＯ Ｌ Ｊꎬ ＳＵＮ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｏｓｔ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒｏｐｉｓｍ ｏｆ ＢＶＤＶ[Ｊ] . Ｖｉｒｕｓｅｓꎬ２０２２ꎬ１４(１０):２３０２.

[４７] ＧＲＡＮＴ Ｄ Ｍꎬ ＤＡＧＬＥＩＳＨ Ｍ Ｐꎬ ＢＡＣＨＯＦＥＮ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｅｓｓ￣

ｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ａｓ ａ ｗｉｌｄｌｉｆｅ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉ￣
ｒｕｓ:ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓ￣ｐｌａｃｅｎｔａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１５ꎬ６:１０００.

[４８] ＬＩＵ Ｙꎬ ＷＵ Ｃ Ｈꎬ ＣＨＥＮ Ｎ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＤ￣１ Ｂｌｏｃｋａｄｅ ｒｅｓｔｏｒｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｌｙｍｐｈｏ￣
ｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｂａｌｂ / ｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＰ ＢＶＤＶ ａｃｕｔｅ ｉｎｆｅｃ￣
ｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ１２:７２７２５４.

[４９] ＣＨＥＮ Ｎ Ｎꎬ ＪＩＡＮＧ Ｄ Ｊꎬ ＳＨＡＯ Ｂ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ＢＶＤＶ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｍｏｎｏｍｅｒｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＮＳ５Ｂ (ＲＮＡ￣ｄｅ￣
ｐｅｎｄｅｎｔ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ) ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ
２０２３ꎬ２８(８):３４１３.
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１２１２杨宣叶等:ＢＶＤＶ￣２ｄ 毒株的分离鉴定及同义密码子使用模式分析




