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［摘　 要］ 　 为研究鸭肠炎病毒（ＤＥＶ）强毒株在感染鸭体内的动态分布规律，根据 ＤＥＶ 的 ｇＤ 基因

序列设计检测引物 ＲＴ－ｇＤＦ 和 ＲＴ－ｇＤＲ，建立了特异性强、敏感性高、重复性好的检测 ＤＥＶ 的 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法。 应用已建立的方法，对 ＤＥＶ 强毒参考株感染鸭的组织脏器进

行了定量检测。 结果显示，接种后 ６ ｈ 即可在所有受检组织中检测到 ＤＥＶ ＤＮＡ，随着病程发展，
ＤＮＡ 拷贝数持续升高，直至接种 ５ ｄ 后感染鸭全部死亡。 其中结肠病毒 ＤＮＡ 拷贝数为最高，达
到 １０１３．２６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，法氏囊、肝脏和盲肠次之，约 １０１２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 证实了 ＤＥＶ 强毒对感染鸭的免疫

器官、神经组织和消化系统均具有广泛的嗜性。
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　 　 鸭病毒性肠炎，又名鸭瘟，是由鸭肠炎病毒

（Ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＤＥＶ）引起的常见于鸭、鹅和

其他雁形目禽类的一种急性、热性、败血性、高度接

触性传染病［１］。 发病率和死亡率都很高，给养鸭业

带来了巨大损失。 自 Ｂａｕｄｅｔ 等［２］ 首次在荷兰报道

该病后，目前国内、外已建立大量 ＤＥＶ 的诊断方

法，主要包括病毒分离鉴定、琼脂糖凝胶扩散试验、
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、ＰＣＲ 等［３－５］，为鸭瘟的

快速诊断和有效防控提供了有力的技术支撑，但这

些方法在精确定量检测方面存在不足。
随着现代分子生物学的发展，实时荧光定量

ＰＣＲ 作为一种新的可以精确定量的检测方法，在诊

断、检测 ＤＥＶ 方面取得了快速发展。 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ⅰ染料法实验设计简单，成本相对低廉，对多种病

原定量检测方面均取得了广泛的应用。 汤承［６］ 和

Ｙａｎｇ［７］等分别建立了 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量

ＰＣＲ 方法，对鸭瘟的快速诊断、分子流行病学研究

以及进出口检疫均具有较大的实用价值。 本研究

根据 ＤＥＶ ｇＤ 基因的高度保守序列设计引物，建立

了检测 ＤＥＶ 的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ
方法，对 ＤＥＶ 强毒参考株在感染鸭体内的动态分

布规律进行研究，旨在揭示 ＤＥＶ 强毒在自然宿主

体内组织嗜性、增殖规律，为阐明 ＤＥＶ 分子致病机

理奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１． １ 　 菌毒株 　 鸭肠炎病毒强毒参考株 （ＤＥＶ

ＣＳＣ）、鸭病毒性肝炎病毒、新城疫病毒、鸭疫里黙

氏杆菌、巴氏杆菌均由中国兽医药品监察所菌种保

藏中心提供。
１．１．２ 　 试验动物 　 ３ 周龄易感鸭（ＤＥＶ 中和抗体

＜１ ∶ ２），购于北京某鸭厂。
１．１．３　 主要试剂　 高纯度质粒小提中量试剂盒、琼
脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、蛋白酶 Ｋ 溶液、Ｅ． ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 感受态细胞，购于天根生化科技有限公司；
ｐＭＤ１８ － Ｔ 载 体、 Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶、 ｄＮＴＰｓ、
ＢａｍＨ Ｉ、Ｘｂａ Ｉ、ＭａｋｅｒⅣ、ＭａｋｅｒⅤ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
ＳＹＢＲ ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭＩＩ 试剂均购自大连宝生物

（Ｔａｋａｒａ） 工程有限公司； Ｗｉｚａｒｄ ® Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。
１．１．４　 主要仪器　 ＢＩＯ－ＲＡＤ ＩＱＴＭ５ 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪购自 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 检测引物的设计与合成　 根据 ＤＥＶ ＣＳＣ 株

ｇＤ 基因上小片段高度保守的特定序列，用软件

Ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 设 计 一 对 特 异 性 引 物： ＲＴ － ｇＤＦ：
５’－ＧＴＡＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＧＴＣＡ－ ３’； ＲＴ － ｇＤＲ：
５’－ＣＡＡＧＣＣＴＡＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＣ－３’ 由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成，理论扩增片段大小为 １２３ ｂｐ 左右。
１．２．２　 ＤＥＶ ＤＮＡ 的提取　 按参考文献［８］进行。
１．２．３　 标准品的制备　 根据 ＤＥＶ ＣＳＣ 株基因组序

列（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．ＪＱ６７３５６０），合成引物用于扩增 ｇＤ
基因， ｇＤ － Ｆ１： ５ ’ ＴＴＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＡＧＡＣＣＣＡＧ⁃
ＧＡＴＴＴＧ ３’； （划线部分为 ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点）；
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ｇＤ－Ｒ１：５’ ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＡＴＧＧＣＧＣＡＣＴＧＧＡＣＡＡＴ ３’；
（划线部分为 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点）；由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生
物公司合成，理论扩增片段大小为 １３９３ ｂｐ。 以

ＤＥＶ ＣＳＣ 株的 ＤＮＡ 为模板，ｇＤ－Ｆ１、ｇＤ－Ｒ１ 为引物

进行 ＰＣＲ 扩增。 反应体系： １０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２． ５ μＬ，
ｄＮＴＰ ２ μＬ， ｇＤ － Ｆ１、 ｇＤ － Ｒ１ 各 １ μＬ， Ｅｘ Ｔａｑ 酶

０．２ μＬ， ＤＥＶ ＤＮＡ ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １６．３ μＬ。 反应程

序：９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９５ ℃ １ ｍｉｎ；：５１ ℃ １ｍｉｎ；７２ ℃
２ ｍｉｎ，重复 ３０ 个循环后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 用琼

脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒回收纯化 ＰＣＲ 扩增产

物，克隆至 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体。
１．２．４　 标准曲线的绘制　 用紫外分光光度计测

定阳性质粒的核酸浓度，根据下列公式计算拷贝数：

拷贝数＝ ６．０２×１０２３×核酸浓度×１０－９

ＤＮＡ 碱基数×６６０
式中，拷贝数单位为 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，核酸浓度单位

为 ｎｇ ／ μＬ。
将标准品作 １０ 倍连续稀释，选取适宜稀释度的

标准品作为模板进行扩增。 反应体系：２×ＳＹＢＲ ®

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ １０ μＬ， ＲＴ － ｇＤＦ、 ＲＴ － ｇＤＲ 各

０．８ μＬ，标准品 ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ６．４ μＬ。 反应程序：热
启动 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ，９５ ℃ １０ ｓ，４７．７ ℃ １０ ｓ，７２ ℃
１５ ｓ，收集荧光信号，设置 ４５ 个循环。 溶解曲线程

序： ５５～９５ ℃，梯度为 ０．５ ℃ ／ ３０ ｓ，设置 ８１ 个循环。
熔解曲线程序运行完毕后自动生成熔解曲线，并得

出 Ｃｔ 值与拷贝数之间的线性回归方程。
１．２．５　 特异性实验　 应用建立的方法对鸭病毒性

肝炎病毒 ｃＤＮＡ、新城疫病毒 ｃＤＮＡ、鸭疫里氏杆菌

ＤＮＡ、巴氏杆菌 ＤＮＡ 进行检测。
１．２．６　 敏感性实验　 应用建立的方法对不同稀释

度标准品进行检测。
１．２．７　 样品的采集及处理　 随机选取 ３ 周龄雏鸭 ２４
只，每只腿部肌内注射的 ＤＥＶ ＣＳＣ １ ｍＬ（含 １０００
ＭＬＤ），接种后于 １、３、６、１２、２４ ｈ，然后每隔 ２４ ｈ 随机剖

杀 ２ 只，采集胸腺、心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、胰腺、
十二指肠、回肠、盲肠、结肠、直肠、法氏囊、大脑、三叉

神经、血清、泄殖腔拭子。 另取 ４ 只 ３ 周龄雏鸭腿部肌

内注射 １ ｍＬ 生理盐水作为对照，于接种后 １ ｈ 和实验

结束时随机剖杀 １ 只。 采用 ＷＩＺＡＲＤ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＫＩＴ 试剂盒提取样品的 ＤＮＡ，应用建立的

方法检测样品中的病毒 ＤＮＡ 拷贝数。
１．２．８　 数据分析 　 根据样品的 Ｃｔ 值，利用建立的

Ｃｔ 值与拷贝数的线性回归方程，ＢＩＯ－ＲＡＤ ＩＱＴＭ ５
Ｏｐｔｉｃａｌ Ｄｅｔｅｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｓｏｆｔｗａｒｅ （Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．０）自动

计算出每个样品中病毒的 ＤＮＡ 拷贝数，利用 ｇｒａｐｈ
ｐｒｉｓｍ 软件计算病毒拷贝数的平均值和标准差。
２　 结 果

２．１　 ｇＤ 基因 ＰＣＲ 扩增结果　 采用引物 ｇＤ－Ｆ１ 和

ｇＤ－Ｒ１ 对提取的 ＤＥＶ ＣＳＣ 株核酸 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
扩增，ＰＣＲ 产物用 ０．８％琼脂糖凝胶进行电泳，结果

出现了 １３９３ ｂｐ 的特异性扩增条带，与预计的目的

片段 大 小 一 致 （ 图 １ ）。 将 ＰＣＲ 产 物 克 隆 至

ｐＭＤ１８Ｔ 载体，经 ＰＣＲ 和酶切鉴定（图 ２），获得了

标准品质粒 ｐＭＤ１８Ｔ－ｇＤ。

１～４： ｇＤ 基因的扩增产物；５： 去离子水；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ Ⅴ

图 １　 ｇＤ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

１： ＰＣＲ 扩增产物； ２： ＢａｍＨ Ｉ、Ｘｂａ Ｉ 双酶切产物； Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ Ⅳ

图 ２　 ｐＭＤ１８Ｔ－ｇＤ 的 ＰＣＲ 及双酶切鉴定结果

２．２　 标准曲线的建立 　 选取 ９．０７２×１０６ ～ ９．０７２×
１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ共 ６ 个稀释梯度的标准品作为模板进

行荧光定量 ＰＣＲ 反应，绘制出荧光定量反应的标准

曲线（图 ３），标准曲线公式为 Ｙ ＝ － ３．４６６ｘ ＋ ３６．９９，
其斜率为－３．４６６，截距为 ３６．９９，相关系数为 １．０，反
应扩增效率为 ９４．３％。
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图 ３　 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

检测鸭瘟强毒参考株的标准曲线

２．３　 特异性实验　 以 ＤＥＶ ＣＳＣ ＤＮＡ、对照鸭正常

组织 ＤＮＡ 以及其他病原体（鸭病毒性肝炎病毒、鸡
新城疫病毒、鸭巴氏杆菌、鸭疫里默氏杆菌）的核酸

样品与标准品一起作为模板进行荧光定量 ＰＣＲ 反

应，结果表明，只有 ＤＥＶ ＣＳＣ 核酸样品和标准品出

现了明显的扩增曲线，其余核酸样品均没有出现扩

增曲线（图 ４）。
２．４　 敏感性实验 　 取 ９．０７２×１０６ ～９．０７２×１０－１ ｃｏｐｉｅｓ
稀释梯度的标准品作为模板，应用已建立荧光定量

ＰＣＲ 方法进行扩增。 结果显示，该方法可检测出

９．０７２ ｃｏｐｉｅｓ 的 ｐＭＤ１８Ｔ－ｇＤ（图 ５）。

１：４．７７×１０７ ｃｏｐｉｅｓ；２：４．７７×１０６ ｃｏｐｉｅｓ；３：４．７７×１０５ｃｏｐｉｅｓ；４：４．７７×１０４ｃｏｐｉｅｓ；５：４．７７×１０３ｃｏｐｉｅｓ；６：４．７７×１０２ｃｏｐｉｅｓ；
７：ＤＥＶＣＳＣ；８：鸭病毒性肝炎病毒；９：鸡新城疫病毒；１０：鸭巴氏杆菌；１１：鸭疫里默氏杆菌；１２：对照鸭组织核酸样品

图 ４　 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测鸭瘟强毒参考株的特异性试验

１：９．０７２×１０６ ｃｏｐｉｅｓ；２：９．０７２×１０５ ｃｏｐｉｅｓ；３：９．０７２×１０４ ｃｏｐｉｅｓ；４：９．０７２×１０３ ｃｏｐｉｅｓ；

５：９．０７２×１０２ ｃｏｐｉｅｓ；６：９．０７２×１０１ ｃｏｐｉｅｓ；７：９．０７２ ｃｏｐｉｅｓ；８：９．０７２×１０－ １ ｃｏｐｉｅｓ

图 ５　 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测鸭瘟强毒参考株的敏感性试验

２．５　 ＤＥＶ ＣＳＣ 在接种鸭体内的动态分布 　 ＤＥＶ
ＣＳＣ 强毒株肌内注射 １ ｈ，除了胸腺以外其余所有

受检组织中均可检测到病毒 ＤＮＡ，接种后 ６ ｈ 在所

有受检组织中均可检测到。 在接种后 １ ｈ～１ ｄ 免疫鸭

体内病毒 ＤＮＡ 整体上保持在 １０５ ～１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 的水

平波动，接种后 ２ ｄ 病毒 ＤＮＡ 拷贝数开始迅速增

加，至接种后 ５ ｄ 接种鸭全部死亡，病毒 ＤＮＡ 拷贝

数达最高，约 １０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（图 ６）。 对照鸭：对照鸭

各个受检样品在不同时段的检测结果都为阴性。
２．５．１　 ＤＥＶ ＣＳＣ 在接种鸭免疫器官中的动态分布

接种后 １～１２ ｈ 胸腺、脾脏和法氏囊中病毒 ＤＮＡ 拷

贝数均在 １０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 的水平上下波动。 胸腺中病

毒 ＤＮＡ 拷贝数于接种后 １ ｄ 开始急剧增加，达到

１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，比接种后 １２ ｈ 约高出 ２ 个数量级，而
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脾脏和法氏囊并未有明显变化。 接种后 ２ ｄ，以上

所有免疫器官中病毒 ＤＮＡ 拷贝数均迅速增加，其
中胸 腺 和 法 氏 囊 达 到 １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ， 脾 脏 达 到

１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，随后持续增加，５ ｄ 死亡鸭免疫器官中

病毒 ＤＮＡ 的拷贝数以法氏囊最高，约 １０１２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，
胸腺和脾脏约 １０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（图 ７）。

图 ６　 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在接种鸭体内的增殖规律

图 ７　 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在接种鸭免疫器官内的增殖规律

２．５．２　 ＤＥＶ ＣＳＣ 在接种鸭神经组织中的动态分布

接种后 １ ｈ～ ２ ｄＤＮＡ 拷贝数比较稳定，接种后 ３ ｄ
迅速增加，分别达到 １０６ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ、１０７．８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 接

种后 ４ ｄ，大脑和三叉神经神经中病毒 ＤＮＡ 拷贝数

继续增加，其中大脑上升至 １０８．５５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，而三叉

神经仍保持在 １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 水平，接种后 ５ ｄ 接种鸭

死亡，大脑和三叉神经中病毒 ＤＮＡ 的拷贝数相当，
约 １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（图 ８）。
２．５．３　 ＤＥＶ ＣＳＣ 在接种鸭消化道中的动态分布　
消化道中病毒 ＤＮＡ 平均拷贝数在接种后 １ ｈ～２ ｄ 无

明显变化。 在接种后 ３ ｄ 明显升高，直至接种后 ５ ｄ
接种鸭死亡，消化道中病毒 ＤＮＡ 达 １０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 左

右，其中结肠拷贝数最高，约 １０１３ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，盲肠次之，

约 １０１２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 其余组织相当，约 １０１０．６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ
（图 ９）。

图 ８　 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在接种鸭神经组织内的增殖规律

图 ９　 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在接种鸭消化道内的增殖规律

２．５．４　 ＤＥＶ ＣＳＣ 在接种鸭其他实质器官中的动态

分布　 在接种后 １～３ ｈ 肺脏呈下降趋势，而在接种后

３ ｈ ～ １ ｄ 以上器官中病毒 ＤＮＡ 拷贝数均保持在

１０５ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ的水平。 接种后 ２ ｄ，心脏、肺脏和肾脏中

病毒 ＤＮＡ 拷贝数开始增加接种后 ５ ｄ 接种鸭死亡，心
脏中病毒 ＤＮＡ 拷贝数最高，约 １０１０．６５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，肺脏和

肾脏分别为 １０９．９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ、１０９．３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（图 １０）。

图 １０　 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在心、肺、肾内的增殖规律

·４１·



　 ２０１４，４８（１２）：１０～１６ ／文晶亮，等 中国兽药杂志

２．５．５　 ＤＥＶ ＣＳＣ 在接种鸭血清和泄殖腔拭子中的

动态分布　 接种后 １ ｈ 血清中病毒ＤＮＡ 拷贝数约为

１０５ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ，而泄殖腔拭子约为 １０３ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ。 血

清中病毒 ＤＮＡ 拷贝数在接种后 １ ｈ ～ ４ ｄ 保持在

１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ的水平至接种后 ５ ｄ 免疫鸭死亡。 而

泄殖腔拭子在接种后 １ ｈ ～ ２ ｄ 整体上保持在

１０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ的水平并于接种后 ３ ｄ 急剧增加， 接

种后 ５ ｄ 鸭死亡时泄殖腔拭子中病毒 ＤＮＡ 拷贝数达

１０９．８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ（图 １１）。

图 １１　 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在接种鸭泄殖腔和血清中的增殖规律

３　 讨论与小结

随着荧光定量 ＰＣＲ 技术的出现，为研究病毒

在体内的动态分布提供有力的工具。 目前常用的

荧光定量 ＰＣＲ 方法分 ＴａｑＭａｎ 探针法和 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ染料法。 齐雪峰［９］ 和杨晓燕［１０］ 均采用

ＴａｑＭａｎ－ＭＧＢ 探针实时荧光定量 ＰＣＲ 方法分别对

ＤＥＶ 弱毒 Ｃｈａ 株和强毒 ＣＨｖ 株在感染鸭体内的增

值和分布进行了检测，该方法能够精确测定各组织

中的病毒拷贝数，具有很好的敏感性和特异性。 然

而 ＴａｑＭａｎ 探针法容易受到高度互补序列的影响，
可能出现假阴性的结果，且一般成本较高。 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ染料法因为价格低廉，设计简单，也广泛应

用于 ＤＥＶ 的检测。 张新富［１１］ 等针对 ＤＥＶ ＵＬ６ 基

因设计引物建立了 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量

ＰＣＲ 方法，对 ＤＥＶ 疫苗株在 ＳＰＦ 鸭体内的动态分

布进行了检测，建立的标准曲线可检测到 ６．２１ 个

病毒拷贝。 本实验根据 ＤＥＶ ＣＳＣ 株 ｇＤ 基因上小

片段高度保守的特定序列设计引物，成功建立了特

异性强、敏感性高、重复性好、扩增效率高的检测

ＤＥＶ ＣＳＣ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法。
应用已建立的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量

ＰＣＲ 方法对 ＤＥＶ ＣＳＣ 强毒株在感染鸭胸腺、脾脏、
法氏囊、心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、胰腺、十二指

肠、回肠、盲肠、结肠、直肠、大脑、三叉神经节、血清

和泄殖腔拭子中的动态分布进行了检测。 ＤＥＶ 强

毒 ＣＳＣ 株侵入鸭体后可较早分布于免疫鸭的各个

受检脏器中，证明了 ＤＥＶ 是一种泛嗜性病毒。 接

种后 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、１ ｄ 受检样品中病毒 ＤＮＡ
拷贝数并没有明显变化，表明侵入免疫鸭体内 ＤＥＶ
强毒 ＣＳＣ 株并没有迅速增殖。 至接种后 ３ ｄ，免疫

鸭各器官中病毒 ＤＮＡ 拷贝数均明显增加，其中以

脾脏最高，约 １０１０．５２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，其次是法氏囊、胸腺和

肝脏，分别为 １０１０．２、１０９．９７、１０９．９１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，提示感染

鸭的免疫器官和肝脏是 ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株的主要靶

器官。 杨晓燕［１０］皮下注射 ＤＥＶ ＣＨｖ 株 ３ ｄ 后，感
染 鸭 法 氏 囊 和 肝 脏 的 检 测 结 果 分 别 为

１０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ、１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，与本研究结果基本一

致。 接种后 ５ ｄ 感染鸭死亡，死亡鸭的法氏囊、肝
脏、盲肠、结肠是 ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株含量较高的组

织，且各组织中病毒 ＤＮＡ 拷贝数均明显高于其他

时间点，结合感染鸭往往在出现临床症状后迅速死

亡的特性表明，ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株在感染鸭死亡前

在各个脏器中有一个迅速增殖的过程，从而加速了

感染鸭的死亡。
感染鸭的免疫器官是 ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株侵入鸭

体内较早增值分布的靶器官之一，该结果与刘

菲［１２］、杨晓燕［１０］等的研究报道相似。 有研究［１３－１４］

表明，ＤＥＶ 的靶细胞为上皮细胞和 Ｂ 淋巴细胞，可
引起宿主淋巴细胞萎缩，特别是 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞大

量减少而引起免疫抑制，而相关病理学研究［１５－１６］

也显示 ＤＥＶ 会对感染鸭的免疫器官造成严重的病

理损伤。 本研究中肌内注射 ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株后

１ ｈ即可在感染鸭脾脏和法氏囊中检测到病毒

ＤＮＡ，接种后 ６ ｈ 在胸腺中也检测到，提示 ＤＥＶ 强

毒 ＣＳＣ 株侵入鸭体内后首先攻击免疫器官，使感染

鸭免疫力下降，为 ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株在感染鸭全身

各组织中快速增殖以及感染鸭的最终死亡创造了

条件。
本研究中肌内注射 ＤＥＶ 强毒 ＣＳＣ 株后 １ ｈ 即

可在大脑中检测病毒 ＤＮＡ，约 １０５．５４ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，而杨

晓燕［１０］用皮下、口服、滴鼻 ３ 种途径分别接种 ＤＥＶ
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ＣＨｖ 株 的 检 测 结 果 分 别 为 １０５．１２６、 １０５．０４３、
１０４．４９１ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，与本研究结果一致。 在本研究中法

氏囊和肝脏为病毒 ＤＮＡ 含量最高的实质器官，分
别为 １０１２．１１、１０１１．８１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，而杨晓燕［１０］ 研究表明

法氏囊和肾脏是病毒 ＤＮＡ 含量最高的实质器官，
分别为 １０１０．０９４、１０９．９５６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，与其并不完全一致，
这可能与使用的毒株有关。 感染鸭血清中病毒

ＤＮＡ 拷 贝 数 在 接 种 后 各 时 间 点 均 保 持 在

１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ左右，提示感染鸭机体始终存在一定水

平的病毒血症。 而泄殖腔拭子中病毒 ＤＮＡ 拷贝数

在接种后 ４ ｄ 比接种后 ２ ｄ 高出 ５ 个数量级，提示

接种后 ４ ｄ 感染鸭体内的排毒量大幅增加，一定程

度上解释了感染鸭在接种后 ５ ｄ 迅速死亡的原因。
本研究利用已建立的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光

定量 ＰＣＲ 方法对 ＤＥＶ ＣＳＣ 株在感染鸭体内的动态

分布规律进行了研究，通过比较 ＤＥＶ ＣＳＣ 在不同

时间在不同组织中病毒载量差异，为揭示 ＤＥＶ 致

病机理、研制高效疫苗提供了思路。
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