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［摘　要］　为了解吉林省不同地区小鹅瘟流行情况，从吉林省磐石、白城、九台、德惠、辽源与镇赉地区鹅

养殖场采集疑似小鹅瘟雏鹅的肠管，处理后接种ＳＰＦ鹅胚成功分离到６株病毒（暂命名为ＰＳＨ、ＢＣＨ、

ＪＬＪＴ、ＤＨ、ＬＹ与ＺＬ株），经ＰＣＲ鉴定为鹅细小病毒。ＶＰ３基因序列分析结果显示，分离到的６株鹅细小

病毒ＶＰ３基因与近年来国内流行毒株同源性较高，核苷酸与氨基酸同源性分别为９３．１％～９９．６％与

９５．９％～９９．４％。其中，ＢＣＨ株、ＪＬＪＴ株与ＬＹ株属同一分支，与浙江和扬州等地区分离的鹅细小病毒相

似性较高，达到９９．４％～９９．６％；ＺＬ株、ＤＨ株与ＰＳＨ株属同一分支，相似性较低。试验表明，吉林省流行

的鹅细小病毒与我国南方地区流行毒株同源性较高，与其他地区流行毒株存在一定差异。
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　　鹅细小病毒病又称小鹅瘟，是一种由鹅细小病
毒（Ｇｏｏｓｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＶ）引起的以雏鹅和雏番鸭
出血性、败血性纤维素性肠炎为主要特征的急性或

亚急性高度接触性传染病，具有传播速度快与死亡

率高等特点，对鹅养殖业造成了严重威胁［１－２］。自

１９５６年，我国学者方定一发现小鹅瘟后，该病相继
在各个地区均有报道。２０世纪８０年代以后，在国
内几乎每个地区具有该病的出现，对鹅养殖业带来

了严重的经济损失［３－４］。吉林省作为我国鹅养殖

大省，小鹅瘟的流行成为制约养鹅业发展的主要因

素。近年来，吉林省磐石、德惠、九台与镇赉地区大

型鹅养殖场相继暴发小鹅瘟疫情，对养殖业造成了

严重的经济损失。因此，了解吉林省不同地区小鹅

瘟的流行情况，对小鹅瘟的防治意义重大。本试验

通过尿囊腔接种鹅胚从吉林省不同地区小鹅瘟疑

似病料种分离到６株病毒，经ＰＣＲ初步鉴定为鹅细
小病毒。对分离株的 ＶＰ３基因进行序列测定与分
析，并与近年来国内流行毒株进行同源性分析，以

期为指导本地小鹅瘟的防治工作提供依据。

１　材料与方法
１．１　主要试剂与仪器　ＧＰＶ标准毒株Ｂ株由吉林
省畜牧兽医科学研究院惠赠；ＶｉｒａｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｋｉｔ，ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ，ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｋｉｔ购自ＯＭＥＧＡ公司；ＥｘＴａｑ酶、ｄＮＴＰ、１０×ｂｕｆｆｅｒ、
ＤＬ２０００ｍａｋｅｒ、ｐＭＤ－１８Ｔ质粒、ＤＨ５α感受态等均
购自大连宝生物公司。ＭｉｋＲｏ２２Ｒ高速冷冻离心
机（德国 ＨＥＴＴＩＣＨ公司）、ＭＣＯ－１８ＡＩＣ恒温孵化
箱（日本ＳＡＮＹＯ公司）、ＴＣ－２５／ＨＰＣＲ仪（ＢＩＯＥＲ
公司）、ＤＹＹ－６Ｂ电泳仪凝胶成像系统（ＢＩＯ－ＲＡＤ
公司）等。

１．２　病料来源及处理　疑似小鹅瘟雏鹅的肠管采
集自吉林省九台、磐石、白城、镇赉、辽源、德惠地区

鹅养殖场的发病鹅群。采集的病料使用含１％双抗
溶液的生理盐水进行组织匀浆，反复冻融３次后，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，经０．２２μｍ
纤维滤膜过滤后保存备用。

１．３　病毒分离　１０日龄鹅胚由吉林农业大学鹅养
殖中心提供，按照０．２ｍＬ／胚的剂量分别将６个地
区处理过的病料组织匀浆液经尿囊腔接种鹅胚，接

种后每隔１２ｈ观察鹅胚的存活状态，连续观察５ｄ，
无菌收集 ２４ｈ～１２０ｈ内死亡鹅胚的尿囊液与

－８０℃保存，并按照上述方法连续盲传５代，收集
尿囊液并保存。

１．４　病毒鉴定　使用 ＶｉｒａｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ提
取盲传第５代尿囊液中病毒的 ＤＮＡ，以病毒 ＤＮＡ
为模板，去离子水、ＧＰＶ标准株 Ｂ株 ＤＮＡ为阴、阳
对照，采用胡桂学等［５］建立的 ＧＰＶ检测体系及条
件进行ＰＣＲ扩增，扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳
进行检测。

１．５　ＶＰ３基因的扩增及序列分析　以提取的盲传
第５代尿囊液病毒 ＤＮＡ为模板，根据本实验室设
计的ＶＰ３扩增引物［６］扩增分离株 ＶＰ３基因片段，
预期片段大小为１６０５ｂｐ。扩增条件为９５℃预变
性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，７２℃终延伸１０ｍｉｎ，共３０个循环。ＰＣＲ产物
经１％琼脂糖凝胶电泳进行检测，经胶回收后连接
ｐＭＤ－１８Ｔ载体，转化ＤＨ５α感受态大肠杆菌，挑取
阳性菌落提取质粒分别命名为 Ｔ－ＪＬＪＴ－ＶＰ３、
Ｔ－ＰＳＨ－ＶＰ３、Ｔ－ＢＣＨ－ＶＰ３、Ｔ－ＺＬ－ＶＰ３、
Ｔ－ＬＹ－ＶＰ３与Ｔ－ＤＨ－ＶＰ３，并送往上海生工有
限公司测序。

将测序结果进行拼接构成完整的 ＶＰ３基因序
列，查找近年来于 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的 ＧＰＶＶＰ３基
因序列，使用ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件进行基因序列及氨基酸
序列同源性分析并绘制进化树。

２　结 果

２．１　病毒分离及传代　采集自吉林省磐石、镇赉、
白城、九台、德惠、辽源地区的疑似小鹅瘟病料经

处理后接种１０日龄鹅胚，７２ｈ～１２０ｈ内鹅胚全部
死亡，尿囊液连续盲传５代仍能致死鹅胚，证明成
功分离到６株病毒，暂命名为磐石株（ＰＳＨ）、镇赉
株（ＺＬ）、白城株（ＢＣＨ）、九台株（ＪＬＪＴ）、德惠株
（ＤＨ）与辽源株（ＬＹ）。
２．２　病毒 ＰＣＲ鉴定结果　利用 ＧＰＶ鉴定引物
ＧＰＶＦ／ＧＰＶＲ，对提取的盲传第 ５代尿囊液病毒
ＤＮＡ进行特异性扩增，经１％琼脂糖凝胶电泳检测
得到特异性目的条带，与预期结果一致，片段大小

约为３７５ｂｐ（图１）。经序列测定以及在线 Ｂｌａｓｔ比
对，与ＧＰＶ同源性为９５．７％～９９．６％，初步确定分
离到的６株病毒均为ＧＰＶ。
２．３　ＶＰ３基因扩增结果　以６株病毒盲传第５代
尿囊液提取的 ＤＮＡ为模板，本实验室设计的 ＶＰ３
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７：阳性对照（ＧＰＶ标准株Ｂ株）；８：阴性对照

图１　病毒ＰＣＲ鉴定结果

扩增引物ＶＰ３Ｆ／ＶＰ３Ｒ对６株病毒的 ＶＰ３基因进
行特异性扩增，扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳得
到特异性目的条带，结果如图２所示。６株病毒均
在１６０５ｂｐ左右出现目的条带，与预期结果一致。
２．４　ＶＰ３基因序列测定及遗传进化分析　将６株

Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｋｅｒ；１～６：ＪＬＪＴ、ＰＳＨ、ＢＣＨ、ＺＬ、ＬＹ、ＤＨ

图２　病毒ＶＰ３基因扩增结果

病毒的阳性克隆质粒送往上海生工生物工程公司

测序，测序结果经拼接后均为１６０５ｂｐ。根据近年
来 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的 ＧＰＶＶＰ３基因序列，应用
ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件分析 ６株 ＧＰＶ分离株 ＪＬＪＴ、ＰＳＨ、
ＢＣＨ、ＺＬ、ＬＹ、ＤＨ与已发表 ＧＰＶ毒株的同源性，并
绘制系统进化树（图３）。

▲代表６株ＧＰＶ分离株ＶＰ３基因

图３　ＧＰＶ分离株ＶＰ３基因核苷酸系统进化树分析

　　遗传进化分析结果表明，６株 ＧＰＶ分离株 ＶＰ３
基因与近年来国内流行的ＧＰＶ以及ＧＰＶ标准毒株
Ｂ株ＶＰ３基因同源性均在９３．１％ ～９９．６％之间。
其中，ＢＣＨ株、ＪＬＪＴ株、ＬＹ株属同一分支，ＪＬＪＴ株
与ＬＹ株相似性最高，达到９９．４％，ＪＬＪＴ株与２０１３
年扬州分离株 ＹＺＧＹ同源性高达９９．６％，ＢＣＨ株
与２０１３年浙江分离株 ＺＪＸＦ同源性达到 ９９．４％。
ＺＬ株、ＤＨ株、ＰＳＨ株属同一分支，３株病毒相互之
间同源关系较远，但是 ＰＳＨ株与２００７年广东分离

株ＧＺＧＤ同源性较高，达到９９．６％。
２．５　ＶＰ３基因推导氨基酸序列分析　根据６株ＧＰＶ
分离株ＶＰ３基因序列推导ＶＰ３氨基酸序列，ＶＰ３基因
序列为１６０５ｂｐ，编码５３４个氨基酸。应用ＭｅｇＡｌｉｇｎ软
件对推导出的氨基酸序列进行遗传进化分析，并绘制

系统进化树（图４）。结果表明，６株ＧＰＶ分离株ＶＰ３
基因推导出的氨基酸序列与其余１１株ＧＰＶＶＰ３基因
氨基酸序列同源性介于９５．９％～９９．４％之间，其中，
ＢＣＨ株、ＪＬＪＴ株、ＬＹ株与扬州分离株ＹＺＧＹ属于同一

·３·
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▲代表６株ＧＰＶ分离株ＶＰ３基因推导氨基酸序列

图４　ＧＰＶ分离株ＶＰ３基因推导氨基酸序列系统进化树分析

分支，ＪＬＪＴ株与ＹＺＧＹ株同源性最高，达到９９．４％；ＰＳＨ
株与广东分离株 ＧＺＧＤ属于同一分支，同源性为
９８．７％，ＤＨ株、ＺＬ株与其余毒株同源性较远，但也达
到９５．９％～９８．３％。
３　讨 论

ＧＰＶ主要侵害１～２０日龄的易感雏鹅与雏番
鸭，引起雏鹅与雏番鸭感染发病，具有发病快、发病

率高与死亡率高的特点。ＧＰＶ感染后２～５ｄ就可
以波及整个鹅群，造成雏鹅大批量死亡，对鹅养殖

业造成了严重的威胁［７］。因此，ＧＰＶ毒株的分离成
为研究 ＧＰＶ遗传进化特点、生物学特性及疫苗研
发的重点。目前，使用鹅胚或鹅胚成纤维细胞进行

ＧＰＶ的分离是最为普遍的方法。王建等通过鹅胚
接种成功分离到４株 ＧＰＶ，并将分离株接种鸡胚，
鸡胚未发生病变［８］；邱娜等使用不同代次的鹅胚成

纤维细胞连续培养ＹＮ株 ＧＰＶ，获得了高滴度的鹅
细小病毒细胞适应株［９］。本试验通过尿囊腔接种

鹅胚成功分离到６株病毒，通过ＰＣＲ验证所分离的
病毒均为 ＧＰＶ，并暂命名为 ＰＳＨ株、ＺＬ株、ＢＣＨ
株、ＪＬＪＴ株、ＤＨ株、ＬＹ株。此外，通过连续盲传的
方法，获得了稳定的ＧＰＶ毒株。

鹅细小病毒结构蛋白 ＶＰ３基因具有相对较高
的保守性，同时可以诱导机体产生中和抗体，是

ＧＰＶ的保护性抗原，常作为 ＧＰＶ分子生物学诊断
以及遗传进化分析的依据［１０－１１］。胡桂学［５］、布日

额［１２］、Ｌｉｍｎ［１３］、赵妍［１４］等许多学者均针对 ＧＰＶ的

ＶＰ３基因建立了小鹅瘟ＰＣＲ检测方法，且均有很好
的特异性及敏感度。其中，布日额、Ｌｉｍｎ建立的
ＰＣＲ检测方法是根据ＧＰＶ的ＶＰ１与ＶＰ３基因设计
的扩增引物，检测准确率高，但检测过程较为繁琐；

赵妍建立的检测方法为二重 ＰＣＲ，可以同时检测鸭
瘟病毒与番鸭细小病毒，不适于检测鹅源细小病

毒；胡桂学建立的小鹅瘟 ＰＣＲ检测方法特异性与
敏感性均较高，并在吉林地区鹅细小病毒流行病学

调查中得到了充分的验证［１５］。因此，本试验采用

胡桂学建立的ＧＰＶＰＣＲ检测方法对６株病毒分离
株进行了ＰＣＲ检测，结果均在３７５ｂｐ左右出现了
目的条带，与预期结果一致。通过序列测定及在线

Ｂｌａｓｔ比对，与ＧＰＶ同源性为９５．７％～９９．６％，确定
分离到的６株病毒均为ＧＰＶ。

根据ＶＰ３基因及所对应的氨基酸序列进行进
化分析，分析毒株间亲缘关系，也可以对不同毒株

引起的疫病流行情况进行系统的分析。本试验通

过对６株ＧＰＶ分离株ＶＰ３基因与国内近年来流行
的ＧＰＶ毒株以及ＧＰＶ标准毒株 Ｂ株同源性比较，
结果核苷酸与氨基酸同源性均较高，分别为

９３．１％～９９．６％，９５．９％～９９．４％。其中，ＢＣＨ株、
ＪＬＪＴ株、ＬＹ株属同一分支，与２０１３年扬州分离株
ＹＺＧＹ的核苷酸同源性较高。ＺＬ株、ＤＨ株、ＰＳＨ株
属同一分支，３株病毒相互之间同源关系较远，但是
ＰＳＨ株与２００７年广东分离株 ＧＺＧＤ同源性较高。
ＰＳＨ株与广东分离株 ＧＺＧＤ株，ＢＣＨ株、ＪＬＪＴ株、

·４·



　２０１６，５０（３）：１～５／周彩显，等 中国兽药杂志

ＬＹ株与扬州分离株 ＹＺＧＹ为同一株病毒，是南方
ＧＰＶ毒株在传播过程中的变异毒株。造成这一现
象的原因可能是由于近年来吉林省鹅养殖规模不

断扩大，由南方地区引入的种鹅数量也随之增多，

从而导致南方鹅群携带的 ＧＰＶ毒株进入吉林省并
发生变异造成大规模流行。通过本试验对吉林省

不同地区的 ＧＰＶ毒株流行情况进行了调查，并证
明分离到的６株 ＧＰＶ毒株与近年来我国南方流行
毒株同源性较近，推测为南方 ＧＰＶ毒株的变异毒
株，可为吉林省不同地区鹅细小病毒的研究与防治

提供依据。
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