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摘    要：牛传染性鼻气管炎（Infectious bovine rhinotracheitis，IBR）是牛的重要传染病，临床以呼吸道症状为主，伴有

结膜炎、乳腺炎、流产等症状。其病原是牛传染性鼻气管炎病毒（Infectious bovine rhinotracheitis virus，IBRV），又

称牛疱疹病毒 1型（Bovine herpesvirus 1，BHV-1），共编码 30～40种结构蛋白，其中 11种为囊膜糖蛋白。糖蛋白

在病毒吸附、侵入宿主细胞的过程中发挥重要作用。糖蛋白 gB对病毒侵入宿主细胞、在细胞间扩散及复制至关重

要；糖蛋白 gD在病毒复制、传播和感染机制方面作用重大，具有良好的免疫原性，是诱导产生中和抗体的主要糖

蛋白。对 gB、gD的研究不仅可从蛋白层面解析病毒侵染机制，还能够为牛传染性鼻气管炎的临床诊断和预防提供

理论依据。本文针对牛传染性鼻气管炎病毒的主要糖蛋白 gB、gD的研究结果进行综述，分析其生物学功能以及在

疫苗和诊断方面的应用，以期为牛传染性鼻气管炎侵染机制和防控提供参考。
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Abstract: Infectious bovine rhinotracheitis  is  an important  infectious disease of  cattle.  The clinical  symptoms of  the disease
were  principally  respiratory  ones  that  may be  accompanied  by conjunctivitis,  mastitis,  abortion,  etc.  The  pathogenic  virus  is

also known as bovine herpesvirus type 1. It encodes 30 to 40 structural proteins with 11 envelope glycoproteins, which play an

important  role  in  the process of  virus adsorption and host  cell  invasion.  Glycoprotein gB is  essential  for  the virus to  invade,

spread,  and  replicate  on  host  cells.  Glycoprotein  gD  is  critical  in  viral  replication,  transmission,  and  infection  with  strong

immunogenicity that induces neutralizing antibodies. Studying gB and gD not only helps decipher the infection mechanism at

the molecular level but also leads to new clinical diagnosis and prevention method developments on rhinotracheitis. This article

summarizes  recent  research  results  on  glycoprotein  gB and gD concerning the  biological  functions  and applications  of  these

proteins in producing vaccines and generating advanced diagnosis methodologies for the infectious disease in cattle.
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牛 传 染 性 鼻 气 管 炎 （Infectious  bovine

rhinotracheitis， IBR）是由牛传染性鼻气管炎病毒

（Infectious  bovine  rhinotracheitis  virus， IBRV）引起

的一种接触性传染病，主要临床症状为高热、呼吸

困难、鼻窦炎和上呼吸道炎症 [1]，同时存在结膜炎、

乳腺炎、脓疱性外阴阴道炎或龟头包皮炎、幼牛脑膜

脑炎和流产等 [2,3]，甚至可通过垂直传播感染胎儿 [4]。

牛是 IBRV自然感染的唯一宿主，各种年龄及不同品

种的牛均可感染。IBRV主要以飞沫、交配和接触传

播，吸血昆虫也可传播。更为重要的是牛一旦感染

IBRV，则在康复牛三叉神经节、扁桃体或腰荐神经

节建立潜伏感染[5]。潜伏感染牛体内的病毒可在应激

条件下激活[6]，引起牛发病并向周围环境排毒，是本

病传播流行的重要因素。由于我国各地区之间畜牧
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产业交易频繁，导致 IBRV在我国流行广泛，且得不

到有效的控制，严重影响畜牧业的经济发展。

IBRV又称为牛疱疹病毒1型（Bovine herpesvirus 1，
BHV-1），属于疱疹病毒科 α疱疹病毒亚科水痘病毒

属，病毒核酸为双股 DNA。BHV-1可以感染肿瘤并

抑制肿瘤生长，对体内人肺腺癌具有溶瘤作用[7]。其

编码 30～40种结构蛋白，包括 11种糖蛋白，其中

gB、gC、gD和 gE是 4个存在于 BHV-1囊膜表面的

主要糖蛋白。gB在 BHV-1中遗传性状稳定、不易改

变，是疱疹病毒中最保守的蛋白质，是诱导机体免

疫反应的主要免疫原 [8]；gD在诱导机体免疫应答产

生中和抗体的过程中起主要作用，同时也是 BHV-
1进入细胞的重要分子，病毒进入细胞的成功依赖

于 gD与细胞表面受体的结合。gB和 gD对于病毒复

制是必需的，且是 BHV-1的主要免疫原。近几年围

绕 gB和 gD两种蛋白新增了 BHV-1诊断的新方法和

疫苗研发新思路。本文主要探讨 gB和 gD的生物学

功能以及在 BHV-1的诊断和防治方面发挥的作用，

为 BHV-1的诊断和疫苗研发提供参考。

 1    BHV-1 gB 和 gD 糖蛋白结构特征

 1.1    BHV-1 gB结构特征

gB蛋白由 UL27基因编码。在氨基酸水平上，

BHV-1的 gB与猪伪狂犬病病毒（Pseudorabies virus，
PRV）gB的序列一致性为 63%，与单纯疱疹病毒

（Herpes simplex virus type 1，HSV-1）gB的序列一致

性为 46.5%[9]。保守结构域集中在 gB的 2个广泛的

疏水区、6个 N-糖基化位点和 gB细胞外结构域中的

10个保守的半胱氨酸残基 [10,11]。尽管序列和结构具

有很高的保守性，但 HSV-1 gB和 BHV-1 gB翻译后

的加工过程并不相同，HSV-1的 gB蛋白翻译后不经

蛋白酶切加工，而 BHV-1和其他大多数的 gB同源

蛋白则被酶切为由二硫键连接的两个亚基。gB结构

见图 1。
  

P17471

二硫键 Disulfide bond

位点 Site

跨膜区 Transmembrane

无序区 Disordered

蛋白结构域 InterPro

homo-3-mer 116-892

三聚体 homo-3-mer 536-704

homo-3-mer 116-752

100 200 300 400 500 600 700 800 900

 
P17471为 BHV-1 gB蛋白序列号。图片来源于 InterPro蛋白数据库。

P17471: sequence number of BHV-1 gB protein; images adopted from InterPro Protein Database.

图 1    BHV-1 gB 结构

Fig. 1    Schematic BHV-1 gB structure
 

 1.2    BHV-1 gD结构特征

gD蛋白由 US6基因编码，它与病毒和宿主细胞

之间的黏附作用有关，能诱导机体产生强烈的免疫

反应，是产生中和抗体的主要跨膜糖蛋白，且诱导

细胞免疫的能力强于 gB[12]。gD蛋白胞外域位于第

1~342位氨基酸残基，跨膜结构域位于第 342～371

位氨基酸，胞质结构域位于第 371～399位氨基酸，

信号肽位于胞外域的外侧[13]。gD的氨基末端部分包

含胞外域，其羧基末端由疏水性跨膜序列和约 28个

氨基酸的胞质尾区组成。单一的抗 gD免疫反应足够

保护机体免受病毒侵袭[14]。因为 gD参与病毒跨膜运

输，所以也是病毒复制的必需糖蛋白。其上有 4个

抗原决定簇，有 5个能够发挥中和活性的抗原表位

已经得到了验证 [15]。此外，去除信号肽、跨膜区等

表现出强疏水性的序列可明显提高 gD蛋白的可溶性

和表达量，并且这种形式的蛋白能引起机体产生更

高水平的免疫反应[16]。gD结构见图 2。

 2    BHV-1 gB 和 gD 糖蛋白生物学功能

BHV-1侵入细胞时，gB与宿主细胞膜发生黏附

作用，gD随之与细胞表面受体稳定结合，促进病

毒进入细胞 [17]。同时 gB和 gD是自然杀伤细胞

（Natural  killer  cell，NK）的靶标。 gD是细胞毒性

T细胞（Cytotoxic  T lymphocyte，CTL）的靶标，可

以刺激 CD4+ T淋巴细胞特定抗原表位。CTL的靶标

通常是保守蛋白质，针对这种保守蛋白质的 CTL反

应具有保护宿主免受各种病毒株侵害的特性。BHV-1

gB和 gD蛋白功能见表 1。

 2.1    BHV-1 gB生物学功能

BHV-1 gB是在病毒粒子囊膜表面形成刺突的包

膜糖蛋白，对于宿主细胞表面蛋白多糖的初始附着

至关重要。病毒最初与其宿主受体结合后，膜融合
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由 gB和异源二聚体 gH/gL组成的融合机制介导，可

能参与病毒粒子出胞过程中病毒粒子囊膜与外核膜

的融合[18]。同时，BHV-1 gB对于 BHV-1复制是必不

可少的，并且是膜融合过程所必需的[4]。病毒侵染到

目标细胞中，并将 BHV-1从受感染的细胞扩散到相

邻的未感染细胞。此外，Keil等[19] 在 BHV-1 gB中引

入第二个呋喃裂解位点和干预多肽，分离出绿色荧

光蛋白（Green fluorescent protein，GFP）和牛 α干扰

素（Bovine  interferon  α， boIFN-α）。这些蛋白作为

受感染细胞的生物活性蛋白分泌，说明 BHV-1 gB可

用作肽和蛋白质的转运蛋白，这对于开发新型疫苗

很重要。截短形式的 gB蛋白能使机体产生更高水平

的 IFN-γ，以及使 CTL更有效地发挥作用 [20]。此外，

研究表明小反刍兽疫病毒血凝素及融合蛋白结构域

与 BHV-1 gB的氨基末端融合会干扰 gB在 BHV-1复

制中的运输功能[21]。

 2.2    BHV-1 gD生物学功能

gD属于受体结合蛋白，可通过促进由 gB和

gH/gL组 成 的 融 合 机 制 触 发 病 毒 与 宿 主 的 膜 融

合 [22,23]。与 gD结合的受体主要有 HveA、HveB和

HveC。HveC又被称为 nectin-1，有研究表明，表达

HveC受体的 J1.1-2细胞易感染 BHV-1。如果在细胞

内同时表达 gD蛋白和 HveC受体，则能够抵抗其他

α疱疹病毒感染[24]。这表明 BHV-1 gD糖蛋白可以干

扰HveC介导的同源和异源 α疱疹病毒的进入。nectin-1

是多种 α疱疹病毒的通用受体 [25]，其在细胞黏附、

运动和增殖等活动中起重要作用。BHV-1 gD与人和

牛的 nectin-1（HU-nectin-1和 BO-nectin-1）都能相互

作用，具有相当的结合亲和力，这种亲和力可以通

过突变 BHV-1  gD中的 R188G来增强 [12]。且 BHV-

1是一种有前途的广谱溶瘤载体，可以感染和杀死人

类肿瘤细胞 [26]，而这种功能是基于 BHV-1  gD与

nectin-1相互作用来实现的。同时，gD是糖基化蛋

白，糖基化会影响 gD蛋白的结构和抗原性 [14]。gD

蛋白还可引起牛单核细胞和淋巴细胞凋亡，促进免

疫抑制的形成 [27]。在 BHV-1感染的早期，病毒

gD蛋白与细胞受体凝集素 3的相互作用触发了

PI38K-Akt-NF-κB和 Ras-p1 MAPK信号通路，并诱导

网格蛋白介导和膜整合蛋白介导的内吞作用，以促

进 BHV-1进入MDBK细胞[28]。

 3    BHV-1 gB 和 gD 糖蛋白在疫苗研发
方面的研究

BHV-1的预防主要依靠疫苗。目前普遍使用的

BHV-1疫苗由灭活或改良的活病毒研制而成，存在

许多缺点。灭活疫苗免疫原性较差，如果灭活不

足，还有可能致病。活疫苗可能诱发免疫抑制，并

使被动免疫动物和自然感染动物之间的区分复杂

 
表 1    BHV-1 gB、gD 蛋白功能

Table 1    Functions of BHV-1 gB and gD proteins

项目 Item
BHV-1 gB功能　　　　

BHV-1 gB function　　　　

BHV-1 gD功能

BHV-1 gD function

靶细胞

Target cell
自然杀伤细胞（NK）

自然杀伤细胞（NK）、
细胞毒性T细胞（CTL）

主要功能

Key function

病毒吸附与复制；

介导膜融合；

肽和蛋白质的转运蛋白

广谱溶瘤载体；

干扰HveC介导的同源和异源α疱疹病毒的进入；

促进免疫抑制的形成

感染机制

Infection mechanism
gB和异源二聚体gH/gL组成的

融合机制介导膜融合

促进由gB和gH/gL组成的融合

机制触发病毒与宿主的膜融合
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P0CK29为 BHV-1 gD蛋白序列号。图片来源于 InterPro蛋白数据库。

P0CK29: the sequence number of BHV-1 gD protein. Images was a reference from the InterPro Protein Database.

图 2    BHV-1 gD 结构

Fig. 2    Schematic BHV-1 gD structure
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化。BHV-1 gB、gD蛋白都具有引起免疫反应的能

力。gD产生的中和抗体拮抗 BHV-1的能力是最好

的，gB作为疱疹病毒中最为保守的一种糖蛋白也有

其独特的优势。因此，很多研究者们都以 gB、gD为

首选制备 BHV-1疫苗。基于 BHV-1 gB、gD蛋白构

建的疫苗种类及其优缺点见表 2。
  

表 2    疫苗优缺点

Table 2    Pros and cons of vaccine

疫苗种类

Vaccines
载体

Vector
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

DNA疫苗

DNA vaccine
pRSV质粒、纳米颗粒等

工艺简便，生产成本较低；DNA分子稳定，

便于运输和保存
产生的抗体对机体的保护不够充分

亚单位疫苗

Subunit vaccine

痘病毒、腺病毒、大肠杆菌、杆状病

毒、昆虫细胞、哺乳动物细胞及牛骨

肉瘤细胞系D17等
接种安全，副反应少

免疫原性较低，需与佐剂合用才能

产生好的免疫效果

病毒活载体重组疫苗

Virus live vector
recombinant vaccine

痘病毒、疱疹病毒、腺病毒、单股

RNA病毒等

可以快速获得针对流行毒株的疫苗候选毒株；

构建多联多价疫苗，减少免疫次数及改变免疫

方法

安全性较低

 
 

 3.1    DNA疫苗

DNA 疫苗产生的免疫反应与自然感染诱导的免

疫反应非常相似。最早的 BHV-1  DNA疫苗是用

pRSV质粒构建的，该质粒属于慢病毒载体，以罗斯

肉瘤病毒启动子（Rous sarcoma virus major promotor）

启动基因转录表达，可用于多种细胞转染。

黄勇等[29] 用编码分泌形式的 gB（tgB）序列构建

的 DNA疫苗，既能诱导机体产生体液免疫，又可以

刺激 CTL分泌 IFN-γ，这表明表达 tgB的 DNA疫苗

可在 BHV-1宿主中诱导 CTL反应。gD作为 BHV-1

囊膜糖蛋白之一，已被确定为 BHV-1 DNA疫苗的最

佳抗原 [30] 。与 gD全序列相比，用编码分泌形式的

gD序列构建的载体能够诱导更高水平的免疫反

应[31]。虽然 DNA疫苗与传统疫苗相比具有一定的优

势性，但 DNA疫苗产生的抗体对机体的保护往往不

够充分，特别是用单基因构建的疫苗 [32]。用 gB、

gD构建的 BHV-1 gB/gD的质粒联合疫苗比单个基因

构建的 DNA疫苗能产生更好的免疫效果 [33]。同时，

gD DNA疫苗配合佐剂 Montanide Essai 903110，可诱

导牛产生高水平 γ干扰素[34]。将 RN-205（富含革兰氏

阴性菌脂多糖的免疫调节剂）掺入 DNA疫苗可引起

小鼠细胞特异性免疫反应的增强 [35]。佐剂 GEL40也

可显著提高 DNA疫苗对 BHV-1的防御作用[36]。

 3.2    亚单位疫苗

gB、gD蛋白已经在痘病毒、腺病毒、大肠杆

菌、杆状病毒、昆虫细胞、哺乳动物细胞及牛骨肉

瘤细胞系 D17内被表达，并在动物机体上进行了初

步免疫试验 [17]。证明重组 gD蛋白可以引起黏膜免

疫，还可产生大量足够保护机体的中和抗体，免疫

效果好，特异性强。仅含有 gD蛋白的 BHV-1亚单

位疫苗在降低呼吸系统疾病死亡率方面优于 BHV-

1改良活疫苗（Modified live vaccine，MLV）[37]。MLV

疫苗能诱导机体产生快速免疫应答，伴有相对持久

的局部黏膜免疫。但是 MLV中含有活病毒，存在一

定感染的风险。

以杆状病毒为例，gB蛋白在杆状病毒中表达，

产生的抗原信号强度弱于 gD蛋白在杆状病毒中表达

所产生的抗原信号强度 [38]。使用重组杆状病毒表达

gD，考虑到杆状病毒无法在哺乳动物细胞中复制，

也不会引起动物免疫反应，对动物自身也不会存在

什么危害。与哺乳动物活载体不同，属于外来抗原

的杆状病毒载体是亚单位疫苗，即使存在针对载体

的自身免疫反应的情况下，也可以引发针对外来抗

原的免疫反应 [39]。此外，杆状病毒可以很容易地以

非常高的滴度在鳞翅目幼虫体内大规模繁殖，使生

产成本几乎可以忽略不计。

国外有学者将 BHV-1 gD 基因克隆到哺乳动物表

达载体中，构建 BHV-1 gD亚单位疫苗，并使用基因

枪免疫牛 [40]，使牛产生了高水平滴度的 IgG特异性

抗体。使用基因枪接种疫苗的牛产生的 BHV-1中和

抗体滴度与商业疫苗免疫牛产生的诱导水平相似，

证明这种免疫方法能诱导机体产生正常的免疫反

应。Hou等[41] 通过原核表达获得了 BHV-1gB亚单位

疫苗，并且接种 gB亚单位疫苗能显著减少 BHV-

1引起的病毒脱落和肺组织损伤。

 3.3    病毒活载体重组疫苗

病毒活载体重组疫苗是利用基因工程技术将抗

原基因导入病毒活载体中表达的活疫苗，可以诱导
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机体产生体液免疫、细胞免疫以及黏膜免疫 [42]。一

个载体中可以导入多个目的基因并同时表达。

用于研究的病毒疫苗载体包括痘病毒、疱疹病

毒、腺病毒、单股 RNA病毒等 [43]。基于 gB蛋白的

病毒活载体疫苗尚未见报道。Khattar等研究出表达

BHV-1  gD糖 蛋 白 的 重 组 新 城 疫 病 毒 （Newcastle
disease virus，NDV）[44]。NDV重组活载体疫苗在牛

中不会对牛造成任何危害，这表明 NDV可用于引发

牛对其他病原体的抗原特异性免疫反应，并诱导体

液和黏膜产生抗体且不会引起牛任何临床症状 [45]。

Gogev等 [46] 在人巨细胞病毒启动子/增强子的调控下

表达 BHV-1 gD的复制缺陷型 5型人腺病毒（Human
adenovirus type 5，HAd5），其重组 HAd5可以被开发

为单独施用或与非人腺病毒载体一起施用的牛鼻内

疫苗载体。此外，用烟草花叶病毒当载体表达 BHV-
1 gD的胞质形式，接种后牛产生了特定的体液免疫

和细胞免疫 [47]。更重要的是，接种了烟草花叶病毒

产生的 gD的动物在受到强毒力 BHV-1攻击后表现

出良好的保护水平。病毒活载体疫苗的主要优点之

一是将抗原直接呈递到黏膜表面，诱导体液和细胞

介导的免疫反应。Liu等 [48] 优化了 BVDV-1 E2 基因

的密码子，添加了 BHV-1 gD 基因的信号肽序列，构

建了具有 gE 基因缺失的 BHV-1遗传学工程载体疫

苗，可以产生针对 BHV-1和 BVDV-1感染的特异性

中和抗体反应。BHV-4也可作为病毒载体表达 BHV-
1 gD蛋白，抵御 BHV-1病毒入侵[49]。同时 BHV-4基

因组可作为细菌人工染色体（BAC）使用，这极大

地促进了其用于疫苗研究的操作性[50]。

 4    BHV-1 gB 和 gD 糖蛋白在诊断应用
方面的研究

目前认为 BHV-1病毒只有 1个血清型 [51]，利用

gB、gD糖蛋白进行诊断的方法主要有病毒中和试验

（Virus  neutralization， VN）、 聚 合 酶 链 式 反 应

（Polymerase chain reaction，PCR）、酶联免疫吸附试

验（Enzyme linked immunosorbent assays，ELISA）、间

接免疫荧光试验（Indirect immunofluorescence，IFA）

和免疫胶体金技术（Gold immununochromatographic，
GICA）、 环 介 导 等 温 扩 增 技 术 （Loop-mediated
isothermal amplification，LAMP）等。gB、gD的诊断

方法见表 3。
 4.1    分子生物学方法

 4.1.1    实 时 荧 光 定 量 PCR（Quantitative  real-time
PCR，qPCR）　  所谓 qPCR技术，是指在 PCR反应

体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测

整个 PCR进程，最后通过标准曲线对未知模板进行

定量分析的方法。目前常用的荧光化学方法有两

种，分别是染料法（SYBR Green I）和探针法（TaqMan

探针、杂交探针）。

2015年，乔波等[52] 将小沟结合物（Minor groove
binder，MGB）与 TaqMan探针相结合，建立了基于

gB蛋白的 Taq Man-MGB的 qPCR检测方法，MGB
能够增加 TaqMan探针的解链温度，增强探针的特异

性。2016年，Marin等[53] 使用 qPCR和高分辨率熔解

（High-resolution melting，HRM）相结合的方法同时

检测和区分 BHV-1及 BHV-5，比常规 PCR表现出更

高的灵敏度。2019年，任亚初等 [54] 针对 gD保守区

域，利用 SYBR GreenⅠ荧光染料法建立了特异性检

测 BHV-1的 qPCR方法，SYBR GreenⅠ对双链 DNA
专一性高，且 qPCR灵敏度要高于常规 PCR，不仅可

以定性分析 DNA，还可以定量分析核酸表达量。

在此之后两年，王倩颖等 [55] 利用 gD构建重组质粒

标准品 pMD-gD-IBRV建立的 qPCR敏感度为 4.8×
101  copies·uL−1， 相 比 任 亚 初 等 研 究 中 的 6.1×101

copies·uL−1，检测下限更低，更加灵敏。同年，任强

林[56] 截取部分 gB 基因序列建立了 BHV-1 TaqMan-gB
qPCR检测技术，该方法对牛易感的冠状病毒、诺如

病毒和腹泻病毒等均未检出。检测下限为 1.35×101

copies·uL−1，比常规 PCR灵敏度高出 100倍。

 4.1.2    巢 式 PCR（Nested  polymerase  chain  reaction，

nested PCR）　  巢式 PCR是一种新型的 PCR技术，

相较于普通 PCR，多出了一对引物扩增片段。第二

对引物可以结合在第一次扩增片段的内部，使第二

次扩增的片段小于第一次扩增的片段。如果第一次

扩增产生了错误片段，则第二次扩增会大大降低错

误片段产生的概率。因此，巢式 PCR的扩增非常特异。

2005年，国外有学者以 BHV-1的 gB 基因为靶

 
表 3    诊断方法

Table 3    Diagnostic methods

诊断方法

Diagnostic methods
诊断技术

Diagnostic technique
BHV-1

gB

BHV-1

gD

分子生物学方法

Molecular biology

methods

实时荧光定量PCR （qPCR）

巢式PCR （Nested PCR）

恒温隔绝式荧光PCR （iiPCR）

环介导等温扩增技术（LAMP）

聚合酶螺旋反应（PSR）

√

√

√

√

√

√

√

×

√

×

免疫学方法

Immunologic methods

酶联免疫吸附试验（ELISA）

病毒中和试验（VN ）

间接免疫荧光试验（IFA）

√

×

×

√

√

√

免疫胶体金技术（GICA） √ √

“√”表示目前已有研究，“×”表示目前未见研究。

√: existing research; ×: no known research activity at present.
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标，建立巢式 PCR技术，以检测可疑的牛、水牛和

绵羊临床标本中的 BHV-1[57]，同时用 IFA检测加以

对照。结果表明，巢式 PCR检测结果优于 IFA免疫

检测。此外，巢式 PCR是最具判别性的检测方法，

可检测直接从牛和水牛临床标本中提取的 BHV-1病

毒 DNA。这项研究的结果强调了基于 BHV-1 gB的

巢式 PCR的优越性，该方法可作为 BHV-1感染的流

行病学研究和控制程序的灵敏，判别和快速工具，

而不会与其他反刍动物疱疹病毒混淆。次年，邓碧

华 [58] 利用 gB、gE 基因建立的巢式 PCR，对伪狂犬

病毒、马立克氏病毒、鸭瘟病毒均未产生条带，特

异性高。同时该方法可以区分基因缺失疫苗接种牛

和野毒株感染牛。2018年，Hidayati等 [59] 利用巢式

PCR扩增 BHV-1 gB、gD和 gM检测印度尼西亚牛群

中 BHV-1的流行情况。

 4.1.3    恒 温 隔 绝 式 荧 光 PCR（Insulated  isothermal
PCR，iiPCR）　 与需要复杂且耗时的核酸提取步骤

的 PCR测定不同， iiPCR测定只需要对样品进行最

简单的预处理（重悬和煮沸），这符合现场检测的

条件 [60]。此外，在测定过程中使用了冻干试剂，这

些试剂在环境温度下易于运输和储存。而且 iiPCR机

重量轻，自带电源，操作简便，结果容易判读。张

颖慧 [61] 在 2019年利用 gB 基因首次构建了 iiPCR方

法检测 IBRV，该方法配合 PetNAD核酸萃取试剂

盒，可在 1 h内获得检测结果，为现场检测 IBRV提

供了一种新方法。

 4.1.4   环介导等温扩增技术（Loop-mediated isothermal
amplification，LAMP）　  LAMP是一种体外快速扩

增 DNA的方法，能在 1 h内实现 109～1010 倍的扩

增，比常规 PCR省时、省力，不需要繁琐的 PCR过

程和凝胶电泳，是一种适合于现场以及基层的快速

检测的方法。

2017年，Socha等 [62] 比较了 gD 和 gE 两种基因

在 LAMP上的敏感性： gD 的敏感度为 64.7%，而对

gE 的敏感度为 80%；对 LAMP gD和 LAMP gE的诊

断特异性分别为 78.9%和 89.3%。2018年，Dong等[63]

针对 gB保守区域设计了 3对引物，通过优化反应系

统 建 立 的 LAMP检 测 方 法 ， 灵 敏 度 为 10
copies·uL−1 质粒 DNA；该方法与牛病毒性腹泻病毒

（Bovine viral  diarrhea virus，BVDV）、伪狂犬病病

毒（Pseudorabies virus， PRV）和水泡性口炎病毒

（Vesicular stomatitis virus，VSV）没有交叉反应性，鼻

拭子标本更适合临床 IBRV检测。同年，范青等 [64]

在 BHV-1 5′端用荧光基团 FAM合成 BHV-1的内部

引物以检测 BHV-1 gB 基因，并在 5′末端用荧光基团

CY5合成 MB的内部引物以检测 MB uvrC基因，建

立了基于双重荧光的环介导等温扩增技术（Duplex
fluorescence-based  loop-mediated  isothermal
amplification，DLAMP）。DLAMP技术可以特异性

检测牛支原体（Mycoplasma bovis，MB）和 BHV-1，
灵敏度为 2×102 个含有 MB和 BHV-1靶基因的重组

质粒的拷贝，灵敏度和特异性分别为世界动物卫生

组 织 推 荐 的 PCR检 测 现 场 样 品 的 95%～ 96.6%
和 100%。该技术为临床标本中 MB和 BHV-1的鉴定

以及流行病学监测提供了快速、灵敏和特异性的

测定。

 4.1.5    聚合酶螺旋反应（Polymerase  spiral  reaction，
PSR）　  PSR是基于 LAMP和 PCR建立的一种新型

恒温体外核酸扩增技术，通过在两条引物的 5′端加

上一段互为反向的序列，可以使引物以自我为模板

采用自螺旋扩增的方式将目标核酸片段大量扩增出

来。Malla等 [65] 建立的 PSR检测技术，以检测牛冷

冻精液和流产胎儿组织中的 BHV-1 gD 基因来达到诊

断 BHV-1的目的。与使用 6组引物的 LAMP不同，

PSR仅使用两种引物，类似于传统的 PCR，但灵敏

度是传统 PCR的 100倍 [46]。在使用 PSR的情况下，

由于使用多种引物和优化困难而造成的污染机会大

大降低。

 4.2    免疫学方法

 4.2.1   酶联免疫吸附试验（Enzyme linked immunosorbent
assay，ELISA)　 ELISA试验是使抗原或抗体与某种

酶连接成酶标抗原或抗体，与检测样品结合后加入

酶反应底物，底物被酶催化为有色产物，然后根据

产物颜色深浅对结果进行定性或定量分析。目前已

被广泛应用于病原微生物诊断[66]。

gB蛋白是目前做 ELISA的首选蛋白，gD蛋白

是制备亚单位疫苗的首选蛋白，因此，在 2015年，

费玮彦 [67] 利用 gB、gD两种蛋白建立 ELISA检测方

法，与单个蛋白建立的 ELISA方法进行比较，特异

性和稳定性无明显差别，但是从灵敏度上来说，前

者灵敏度更高。同年，周跃辉 [68] 利用自己所制备的

单抗 3C2和 1F5初步建立了检测 IBRV抗原的双抗

体 ELISA，该方法相较于间接 ELISA来说，以酶标

抗原代替酶标抗抗体，检测灵敏度更高。2019年，

魏鑫等 [69] 利用大肠杆菌原核表达载体 pET-32a表达

gD蛋白，与口蹄疫（Foot-and-mouth  disease  virus，
FMDV）、 副 结 核 病 [Paratuberculosis  (Johne’ s
disease)]、结核病（Tuberculosis， TB）、布鲁菌病

（Brucella）、BVDV等阳性血清无交叉反应，特异

性好。将其包被到 ELISA板上建立的间接 ELISA试
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验，与 IDEXX公司生产的 BHV-1 gB X3抗体检测试

剂盒相比，一致率达到了 96%。2021年，史喜绢等[70]

用 ELISA试验和病毒中和试验两种方法检测 gB，发

现血清 gB抗体平均阻断率和中和抗体效价平均值具

有较强的相关性，因此通过检测 gB抗体阻断率来衡

量牛群对 IBRV的抵抗力强弱基本可以评估其保护效

价的高低，这为使用 gB ELISA抗体水平的方法快速

简便评估牛群中 IBRV抗体保护效果提供数据支持，

更有利于 IBR的防控。利用 gD蛋白建立的阻断

ELISA，也能够有效检测 BHV-1[71]。
 4.2.2   病毒中和试验（Virus neutralization，VN）　 gB
蛋白能产生保护性中和抗体，但是产生中和抗体的

量远不如 gD蛋白，所以 VN在 gD蛋白上研究的比

较多。抗 gD蛋白的特异性抗体具有中和病毒的能

力，所以利用其产生的单克隆抗体可以与病毒结合

从而中和病毒，达到诊断 BHV-1的目的。

2017年，吴靖 [72] 在制备 gD糖蛋白单克隆抗体

的基础上，从杂交瘤细胞中提取 RNA获得单链抗体

基因，制备了抗 BHV-1的单链抗体，为牛 IBRV
特异性诊断方法的开发提供了新思路。同年，毕莹

等 [73] 用大肠杆菌原核表达系统表达 gD蛋白，得到

IBRV gD蛋白的单克隆抗体。虽然用原核系统表达

出来的 gD蛋白具有良好的病毒结合活性，但其表达

出来的重组蛋白结构不同于天然蛋白结构，其表面

的抗原表位也不相同，会影响 gD蛋白部分功能活

性。在此基础上，贾晓雪等[74] 于 2019年利用免疫超

纯化的方式纯化 BHV-1病毒来制备 BHV-1 gD单克

隆抗体，模拟病毒天然感染动物机体时产生中和抗

体的情况。既缩短了制备免疫原的时间，节省了试

验成本，也可获得与 IBRV特异性结合的单克隆抗

体。针对 gD蛋白的单克隆抗体即使不需要补体仍能

表现出高水平的抗体滴度[15]。

 4.2.3   间接免疫荧光试验（Indirect immunofluorescence
assay，IFA）　 IFA是利用特异性抗体与待测样中相

应抗原结合后，利用带有荧光素酶标记的第二抗体

与之结合，观察产生的特异性荧光以检测未知抗原

或抗体。IFA相比免疫荧光试验（Immunofluorescence
assay，FA）的优势在于敏感度有很大程度的提高。

同 时 ， 由 于 BHV-1单 克 隆 抗 体 的 特 异 性 很 高 ，

IFA不仅仅局限于用 IBR阳性血清作为一抗，增加

了一抗的选择性。

gB蛋白在 IFA检测方法方面暂时未见有人研

究。关于 gD蛋白，在 2020年，杨飞等[75] 利用 CHO
细胞（Chinese hamster ovary cell，CHO）表达的重组

BHV-1 gD蛋白作为免疫原，建立了间接免疫荧光诊

断技术，用该方法检测几种牛病病毒，其结果与美

国 VMRD公司生产的 BHV-1 gD单克隆抗体检测结

果一致率为100%，重复性高，效果好，检测结果可靠。CHO
细胞的优势在于其表达的蛋白在分子结构和理化特

性上能尽可能贴近天然的蛋白质，且很少分泌内源

蛋白质，这有利于外源蛋白的分离和提取。

 4.2.4   免疫胶体金技术（Gold immununochromatographic
assay，GICA）　  GICA技术是在免疫渗滤技术基础

上建立的一种简易快速的免疫学检测技术，以 NC膜

为载体，利用微孔膜的毛细作用，使待测抗原与胶

体金复合物的抗体结合，最后被固相抗体所捕获，

在膜上出现红色控制线。相较于 ELISA，GICA不需

要洗板过程，直接加样即可快速检测出结果。

2018年，何小丽 [8] 以兔抗牛 IgG为金标抗体，

以 BHV-1 gB蛋白为检测抗体建立了 IBR GICA抗体

检测方法，该方法具有良好的特异性和敏感性，适

用于牧场现场检测。次年，梅力等 [76] 将胶体金标记

的 gD蛋白作为示踪抗原，未用胶体金标记的 gD抗

原作为捕获抗原，IgG抗体作为质控抗体，建立了

BHV-1双抗原夹心法胶体金检测试纸条。该试纸条

灵敏度高，特异性好，检测结果与 IDEXX BHV-1 抗
体检测试剂盒检测结果符合率达到了 94.6%。胶体金

试纸可以在室温稳定保存且操作方法简便，所需时

间短，适用于现场快速检测。

 5    小结与展望

BHV-1是 α疱疹病毒亚科的成员，该亚科成员

在宿主体内能快速复制并导致受感染细胞裂解。与

许多 α疱疹病毒类似，BHV-1初次感染机体后潜伏

在感觉神经元中，造成潜伏感染。它是一种双链

DNA病毒，编码大量包膜糖蛋白以介导病毒包膜和

细胞膜之间的受体相互作用，引发病毒颗粒进入宿

主细胞 [77]。通过细胞间相互作用，以及血液、神经

和受感染组织传播到体内。

gB蛋白是所有疱疹病毒里面同源性最高的糖蛋

白，所以针对 gB蛋白所建立的诊断方法要多于疫苗

研究；gD糖蛋白可诱导机体产生强烈的细胞免疫和

体液免疫，且其单克隆抗体具有中和病毒的能力，

所以在开发诊断试剂和制备基因工程亚疫苗，以及

研发抗病毒药物方面具有重要作用。相比于传统疫

苗，基因疫苗不仅可以产生体液免疫应答，而且可

以导致 CTL激活而诱导细胞免疫，而传统疫苗只有

活苗可诱导细胞免疫，但存在毒力返强的风险。同

时要注意，基因疫苗的免疫效率很难达到百分之百

的免疫保护，且存在明显的种属个体差异，这可能
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与不同动物细胞需要不同启动子、抗原基因、免疫

途径、免疫剂量有关。BHV-1的诊断方法也随着对

该病毒研究的深入而逐渐变得更加灵敏和特异，也

更适用于临床大批量检测样品。

综上， gB糖蛋白是 BHV-1最保守的糖蛋白，

gD糖蛋白是 BHV-1对病毒中和效应最好的糖蛋白，

能诱导机体产生大量的中和抗体，在 BHV-1预防和

诊断上发挥重要作用。且随着科学技术的发展以及

生物信息技术的不断成熟，对 gB、gD的研究也在不

断深入。针对 IBRV的各种新型疫苗以及诊断方法在

不断被加以丰富，但真正用于临床还有相当一段距

离。所以未来研究高效、安全的疫苗以及准确、快

速诊断 IBRV的方法仍是兽医工作的重中之重，这

对 IBRV的防控具有重要意义。
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