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［摘　要］　从辽宁省某鸭场疑似鸭病毒性肝炎病料中分离到一株病毒，经ＰＣＲ检测初步鉴定其为

鸭肝炎病毒，命名为ＹＫ株，应用易感鸭胚和雏鸭进行传代及病毒含量测定，Ｅ１～Ｅ５代鸭胚适应毒

病毒含量在１０６．５～１０６．９ＥＬＤ５０／０．２ｍＬ之间，Ｅ２代鸭肝组织毒病毒含量为１０
６．３ＬＤ５０／０．１ｍＬ。动物

试验结果表明，ＹＫ株鸭胚适应毒 Ｅ２代对７日龄雏鸭的致死率高达１００％。序列测定分析表明，

ＹＫ株与ＤＨＶ－Ａ的ＶＰ１基因同源性在７１．４％ ～７２．３％之间，与 ＤＨＶ－Ｂ的 ＶＰ１基因同源性在

７１．９％～７２．３％之间，与ＤＨＶ－Ｃ的ＶＰ１基因同源性在９４．３％～９８．８％之间。试验表明，ＹＫ株与

韩国新型鸭肝炎病毒在同一分支上，属于基因Ｃ型ＤＨＶ。
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　　鸭病毒性肝炎（ｄｕｃｋｖｉｒａｌｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＤＶＨ）是由

鸭肝炎病毒（ｄｕｃｋｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＤＨＶ）引起的一种

传播迅速并高度致死雏鸭的病毒性传染病，以发病

急、传播快、病程短、死亡率高为主要特征，主要侵

害４周龄以内雏鸭，１周内最易感，死亡率可高达

９０％以上［１－２］。研究表明，鸭肝炎病毒有三个血清
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型，即Ⅰ型（ＤＨＶ－１）及其变异株（ｌａ型）、Ⅱ型

（ＤＨＶ－２）和Ⅲ型（ＤＨＶ－３），ＤＨＶ－２和 ＤＨＶ－３

又分别被称为台湾新型和韩国新型，三个血清型之

间没有交叉保护和交叉中和作用。

为了更好地研究鸭病毒性肝炎的病原，根据

ＤＨＶ的基因进化规律又将其分为 Ａ、Ｂ、Ｃ型，分别

对应原有的ＤＨＶ－１、台湾新型、韩国新型［３－５］。新

型的鸭肝炎病毒的出现给养鸭业带来了严重的经

济损失。近年来，戴玉婷［６］、孙林杰［７］、张雪［８］等相

继报道了与 ＤＨＶ－１不同的新型鸭肝炎病毒。本

试验对辽宁省疑似鸭病毒性肝炎病鸭进行了病原

分离和鉴定，以期为鸭病毒性肝炎的防治提供

依据。

１　材料与方法

１．１　材料　ＤＨＶ－１型病毒 ＳＤＥ株及其阳性血

清，由辽宁益康生物股份有限公司提供；疑似 ＤＨＶ

病料来自辽宁省一鸭场的发病鸭。

１．２　实验动物　易感鸭胚及健康易感雏鸭，由辽

宁益康生物股份有限公司提供，使用前检测抗体为

阴性。

１．３　试剂　核酸提取试剂盒和 ＲＴ－ＰＣＲ一步法

试剂盒，购自北京全式金生物科技有限公司。

１．４　病毒鉴定与增殖

１．４．１　ＲＴ－ＰＣＲ初步鉴定　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中已

公布的新型鸭肝炎病毒全基因序列，设计引物，

上游引物：５’－ＡＧＣＡＣＧＡＧＡＧＡＣＣＣＴＴＡＣＧ－３’，

下游引物：５’－ＣＣＣＡＣＡＧＧＣＴＣＴＣＡＣＴＡＡＡＧ－３’，

由宝生物工程（大连）有限公司合成。将采集的病

料处理后，应用上述特异性引物按程序进行

ＲＴ－ＰＣＲ扩增，产物于１％琼脂糖凝胶电泳后观察，

预计扩增片段长度为７７０ｂｐ。

１．４．２　在鸭胚上增殖　将无菌采集的病鸭肝脏在

灭菌的研磨器内充分研磨，用灭菌生理盐水制成

ｌ
"

５乳剂，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，取上清液，加

青、链霉素，使终浓度为２０００ＩＵ／ｍＬ，４℃过夜。取

１１日龄易感鸭胚 ２０枚，分为 ２组，第 １组为试

验组，经尿囊腔途径接种病料，０．２ｍＬ／胚；第 ２

组为对照组，经尿囊腔途径接种灭菌生理盐水，

０．２ｍＬ／胚。接种后继续孵化，每日照蛋２次，收

获２４～１４４ｈ死亡胚尿囊液，观察胚体及内脏病

变，参照《中国兽药典》［９］经无菌、支原体及外源

病毒检测合格后冻干保存、备用。按此方法连续

传代。

１．４．３　在易感雏鸭上增殖　将１．４．２样品做１００

倍稀 释 后，经 胸 部 肌 肉 注 射 ７日 龄 雏 鸭，

０１ｍＬ／只。观察７日，无菌采集攻毒后死亡且具有

典型病变的鸭肝脏，研磨后分装，－２０℃保存。

１．４．４　对鸭胚的半数致死量测定　取分离株鸭胚

尿囊液作１０倍系列稀释，取适宜稀释度经尿囊腔

接种 １１日龄易感鸭胚，每个稀释度接种 ５枚，

０．２ｍＬ／枚，３７℃孵育，观察７日，记录鸭胚死亡情

况，按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法 计 算 鸭 胚 半 数 致

死量（ＥＬＤ５０）
［９］。

１．４．５　对易感雏鸭的半数致死量　将肝组织毒Ｅ２
经１０倍系列稀释，取适宜稀释度经胸部肌肉注射７

日龄易感雏鸭，每个稀释度接种６只，０．１ｍＬ／只，

观察１０日，计算雏鸭半数致死量（ＬＤ５０）
［９］。

１．４．６　动物致病性试验　取７日龄雏鸭２０只，随

机分为２组，第１组将收获的 Ｅ２代鸭胚尿囊液作

１０倍稀释，经胸部肌肉接种雏鸭１０只，０．２ｍＬ／只；

第２组将０．８５％灭菌生理盐水经胸部肌肉接种雏

鸭１０只，０．２ｍＬ／只，作为对照组。观察１０日，记

录发病死亡情况，死亡鸭解剖观察病理变化。

１．４．７　特异性血清中和试验　采用固定病毒稀释

血清法进行测定，将鸭胚适应毒Ｅ２代和ＳＤＥ株Ｅ２

代病毒液稀释至病毒含量为２００ＥＬＤ５０／０．１ｍＬ，取

适宜稀释度ＳＤＥ株阳性血清与等量的２００ＥＬＤ５０病

毒液混合，３７℃中和１ｈ，０．２ｍＬ／枚，同时设立血

清对照和病毒对照组，５枚／组，３７℃孵育７日，记

录各组死亡情况。

１．４．８　基因序列测定与分析　将 ＰＣＲ产物送

至宝生物工程（大连）有限公司进行测序，并将

结果用 ＤＮＡＳｔａｒ软件进行序列分析，参考序列见

表１。
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表１　参考序列
编号 毒株 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 分离地 基因型

１ ＡＰ－０３３３７ ＤＱ２５６１３２ ＳｏｕｔｈＫｏｒｅａ ＤＨＶ－Ｃ

２ ＡＰ－０４００９ ＤＱ２５６１３３ ＳｏｕｔｈＫｏｒｅａ ＤＨＶ－Ｃ

３ ＡＰ－０４１１４ ＤＱ８１２０９３ ＳｏｕｔｈＫｏｒｅａ ＤＨＶ－Ｃ

４ ＡＰ－０４２０３ ＤＱ２５６１３４ ＳｏｕｔｈＫｏｒｅａ ＤＨＶ－Ｃ

５ ＦＳ ＥＵ８７７９１６ Ｃｈｉｎａ ＤＨＶ－Ｃ

６ ＳＤ０２ ＧＱ４８５３１１．１ Ｃｈｉｎａ ＤＨＶ－Ｃ

７ ０４Ｇ ＥＦ０６７９２３ Ｔａｉｗａｎ ＤＨＶ－Ｂ

８ ９０Ｄ ＥＦ０６７９２４ Ｔａｉｗａｎ ＤＨＶ－Ｂ

９ ＤＲＬ－６２ ＤＱ２１９３９６ ＡＴＣＣ ＤＨＶ－Ａ

１０ Ｒ８５９５２ ＤＱ２２６５４１ ＡＴＣＣ ＤＨＶ－Ａ

１１ ＪＸ ＥＦ０９３５０２ Ｃｈｉｎａ ＤＨＶ－Ａ

１２ ＺＪ－Ａ ＥＦ４４２０７２ Ｃｈｉｎａ ＤＨＶ－Ａ

１３ ＡＶ２１１１ ＥＦ４４２０７３ Ｃｈｉｎａ ＤＨＶ－Ａ

２　结 果

２．１　分离鉴定结果　将临床疑似鸭肝炎病例的感
染动物，采集肝组织，经研磨处理经ＲＴ－ＰＣＲ初步
鉴定为新型鸭肝炎病毒（图１），此病毒能在鸭胚上
增殖，并能使７日龄易感雏鸭发病。

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：ＹＫ株鸭胚毒；

２：ＹＫ株肝组织毒；３：ＳＤＥ株；４：阴性对照

图１　ＲＴ－ＰＣＲ结果

２．２　鸭胚传代及病毒含量测定　在１１日龄鸭胚
上连续传代至 Ｅ５代，接种鸭胚后死亡时间主要集
中在９６～１２０ｈ，死亡胚皮下出血、水肿，肝脏有明
显的坏死灶或坏死点（图２），对照组鸭胚则全部存
活。传至Ｅ３代后鸭胚死亡规律，毒价稳定，表明该
分离株能很好的适应 １１日龄易感鸭胚。结果见
表２。

表２　鸭胚传代死亡比例及病毒测定结果
检测项目 Ｅ１ Ｅ２ Ｅ３ Ｅ４ Ｅ５

病毒传代

死亡比例
６／１０ ８／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０

病毒含量／
（ＥＬＤ５０·０．２ｍＬ－１）

１０６．５ １０６．９ １０６．７ １０６．５ １０６．７

２．３　雏鸭半数致死量测定　将 ＹＫ株 Ｅ２代肝
组织毒应用７日龄易感雏鸭进行半数致死量测
定，易感雏鸭于攻毒后２４ｈ开始死亡，死亡高峰
集中在２４～４８ｈ，死亡雏鸭呈现典型的角弓反张
状态，剖检肝脏有明显的点状出血。结果 ＹＫ株
Ｅ２代 肝 组 织 毒 对 雏 鸭 的 半 数 致 死 量 为
１０６．３ＬＤ５０／０．１ｍＬ。
２．４　动物致病性试验　第 １组试验鸭攻毒后
２４ｈ开始发病死亡，７２ｈ全部死亡，死亡主要集
中在攻毒后２４～４８ｈ，共死亡２０只，致死率高达
１００％；临床症状为突然发病，精神萎靡，食欲废
绝，发病片刻即倒地，先是两腿向上作游泳样划

动，后头部向后仰，呈现角弓反张状。解剖死亡

鸭，肝脏肿胀，呈土黄色，有明显的出血斑点，其

他脏器无显著变化，剖检结果见图 ３。第 ３组对
照鸭则全部健康存活。

２．５　血清中和试验　表３结果表明，ＹＫ株不能被
Ⅰ型鸭肝炎病毒阳性血清中和，ＳＤＥ株能被Ⅰ型鸭
肝炎病毒阳性血清中和，说明ＹＫ株和ＳＤＥ株为不
同血清型。

·１２·
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图２　ＹＫ株接种后鸭胚及肝脏病变

图３　攻毒后死亡雏鸭及病变肝脏

表３　血清中和试验结果

毒株
鸭胚死亡比例

ＤＨＶ－１阳性血清 病毒对照 空白对照

ＹＫ株 ５／５ ５／５ ０／５
ＤＨＶ－１型ＳＤＥ株 ０／５ ５／５ ／

２．６　测序分析　应用设计引物，对 ＹＫ株进行
ＲＴ－ＰＣＲ扩增并将产物进行测序，将测序结果与鸭
肝炎病毒 ＶＰ１基因序列进行比对，并构建进化树。
结果显示，ＹＫ株与 ＤＨＶ－Ｃ型基因同源性为

９４．３％～９９．０％，与台湾新型（０４Ｇ和９０Ｄ）基因同
源性分别为７１．９％和７２．３％，该分离株与ＤＨＶ－Ｃ
型属于同一基因型，且与 ＤＨＶ－Ｂ型相邻，但与
ＤＨＶ－Ａ处于不同的分支。结果见图４、图５。

图４　ＹＫ株测序结果进化分析

·２２·
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图５　不同毒株基因序列比较分析

３　讨论与小结
本试验应用 ＲＴ－ＰＣＲ检测，对辽宁省某地发

病鸭初步鉴定为新型鸭肝炎病毒，并使用易感鸭胚

对病料进行分离传代培养，该分离株经病毒含量测

定、半数鸭胚致死量测定、本动物回归试验、血清中

和试验鉴定为为ＤＨＶ－Ｃ型鸭肝炎病毒，并命名为
ＹＫ株。

目前鸭病毒性肝炎的预防与治疗主要以Ⅰ型
的弱毒疫苗和卵黄抗体制剂为主，但Ⅰ型和新型的
鸭肝炎病毒之间不具备交叉保护。本研究中成功

分离到ＤＨＶ－Ｃ型鸭肝炎病毒，为进一步研制针对
ＤＨＶ－Ｃ型鸭肝炎病毒的抗体制剂或疫苗奠定了
基础。
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