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［摘　 要］ 　 从广东湛江某肉鸭养殖场发生脚软、关节肿大为临床特征和脾脏肿大、肝脏有坏死灶

为病变的樱桃谷鸭病料中分离到一株新型鸭呼肠孤病毒，命名为 ＧＤ６９３。 对新型鸭呼肠孤

病毒 ＧＤ６９３ 株 σＣ 蛋白基因进行 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增、克隆和测序，并与参考毒株 σＣ 蛋白基因序列进行

比对分析。 结果显示：ＧＤ６９３ 株与新型呼肠孤病毒（ＮＤＲＶ）代表毒株处于进化树的同一大分支，但
却处于一个单独的分支，同属于基因 ２ 型，具有相近的遗传演化关系；与 ＮＤＲＶ 代表毒株 ０９１ 株、
ＴＨ１１ 株的 σＣ 蛋白基因序列进行比较分析，存在核苷酸和氨基酸的序列改变，毒株有可能发生变异

或毒力增强。
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　 　 近年来，一种新型鸭呼肠孤病毒（ＮＤＲＶ）疾

病，称为北京鸭“脾坏死”病，在我国多个地区流行，
该病的主要特征病变为肝、脾脏不规则出血、坏死

与心肌、腔上囊出血，发病没有明显季节［１］，与传统

的番鸭呼肠孤病毒（ＭＤＲＶ）相比，具有更广泛的宿

主，不同品种鸭均易感，发病率与病死率有较大差

异，被感染的病鸭日龄越小，发病、病死率越高［２］。
２０１８ 年下半年，广东湛江某肉鸭养殖场樱桃谷

肉鸭发病，临床主要表现为脚软、关节肿大等临床

特征，解剖发现主要为肝脏肿大、脾脏有坏死灶等

病变特征，该肉鸭群主要是 １ ～ ２ 周龄的雏鸭发病，
最早可见于 ３ ～ ５ 日龄，发病率 ６０％ 以上，死亡率

４０％左右。 根据临床诊断初步怀疑该病是由鸭呼

肠孤病毒引起的疾病，但该病所引起的死亡率却不

同于经典的北京鸭“脾坏死”病。 本研究对采集的

病死鸭病料进行了病原分离鉴定，对分离株的 σＣ
蛋白基因进行了克隆、测序和序列基因遗传变异分

析，以期了解该病毒的变异情况，为该病的防控和

诊断提供参考依据。
１　 材料和方法

１． １　 材料　 病料为广东湛江某肉鸭养殖场临床发

生“肝脾坏死症”死亡雏鸭的肝脏和脾脏；５０ 枚 ９
日龄健康樱桃谷鸭胚购自广东某健康种鸭养殖场，
４０ 只 １ 日龄健康樱桃谷鸭购自广东某健康种鸭养

殖场。
１． ２　 主要试剂　 核酸提取试剂盒（９７６６）、ｐＭＤ１９ － Ｔ
载体 （ ６０１３ ） 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（ＢＭ１０１ － ０１） 购自北京全式金公司；２ ×
Ｇｏｔａｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｍ７１１）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；核酸染

料 （ ＲＴ２１０ ） 和反转录试剂盒 （ ＫＰ１０３ ） 均购 自

ＴＩＡＮＧＥＮ公司。
１． ３　 病料处理 　 将病料剪碎研磨，与 ＰＢＳ 按 １ ∶ ３
的比例制成组织匀浆液，将匀浆液置于冰箱 － ２０ ℃
冷冻并反复冻融 ３ 次，离心后取上清液过滤除菌、
分装，分装量为 １ ｍＬ ／管，于 － ７０ ℃及以下保存。
１． ４　 病原传代培养　 病料滤液经尿囊腔接种 ９ 日

龄鸭胚，０． ２ ｍＬ ／胚，收集接种后 ２４ ～ １０８ ｈ 死亡鸭

胚，收获胚液，继续传代至鸭胚规律性死亡止。 检

测胚液对 １％鸡红细胞悬液的血凝性。
１． ５　 ＲＴ － ＰＣＲ 检测　 分别用以下 ４ 对引物对病料

滤液及收获的胚液体进行 ＲＴ － ＰＣＲ 检测。 根据

ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的番鸭细小病毒（ＭＰＶ）、新型鸭

呼肠孤病毒（ＮＤＲＶ）、番鸭呼肠孤病毒（ＭＤＲＶ）、鸭
瘟（ＤＰＶ）的基因序列，用 Ｏｌｉｇｏ７． ０ 软件设计特异性

检测引物，由上海生工生物工程有限公司合成，引
物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ － ＰＣＲ 检测引物

Ｔａｂ １　 ＲＴ － ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称 引物序列（５’→３’） 片段长度 ／ ｂｐ

ＭＰＶ － Ｆ ＡＧＡＧＡＡＡＧＡＡＡＡＣＣＣＧＴ

ＭＰＶ － Ｒ ＧＴＴＧＣＣＴＣＣＡＡＡＧＧＡＧＧ
６００

ＮＤＲＶ － Ｆ ＣＴＣＡＧＧＡＴＡＴＣＧＣＴＧＡＡＡＣＴ

ＮＤＲＶ － Ｒ ＣＴＣＣＡＴＣＣＣＴＧＣＡＧＣＡＣＡＴＧ
５００

ＭＤＲＶ － Ｆ ＧＣＡＣＴＣＴＧＧＡＴＣＣＡＧＴＡＣ

ＭＤＲＶ － Ｒ ＣＡＡＴＧＧＡＧＡＡＧＣＧＡＡＣ
４３８

ＤＰＶ － Ｆ ＡＧＡＣＧＡＡＧＧＣＧＧＧＴＡＴＧ

ＤＰＶ － Ｒ ＣＧＴＡＴＴＧＧＴＴＴＣＴＧＡＧ
５６３

１． ６　 组织切片病理观察　 患鸭的脾脏和肝脏固定

于 １０％的多聚甲醛溶液 ４８ ｈ，经脱水、透明、石蜡包

埋、切片、Ｈ． Ｅ． 染色，观察病理变化。

１． ７　 对鸭胚的半数致死量 　 胚液的 １０ － ２、１０ － ３、

１０ － ４和 １０ － ５稀释度分别经尿囊腔接种 ９ 日龄鸭胚

各 ６ 枚，０． ２ ｍＬ ／胚，用蜡封孔，于 ３７ ℃静置孵育，
记录各稀释度 ２４ ～ １０８ ｈ 死亡鸭胚数，按 Ｒｅｅｄ －

Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＥＬＤ５０。

１． ８　 动物回归实验　 ４０ 只 １ 日龄健康樱桃谷鸭，
随机分为 ２ 组，攻毒组 ３０ 只经皮下接种病毒液，接
种剂量 ０． ５ ｍＬ ／只；对照组 １０ 只以同样的方式和剂

量接种 ＰＢＳ。 每日观察雏鸭的临床症状和死亡情

况，观察 １０ 日后扑杀解剖 ２ 组雏鸭。
１． ９　 分离毒 σＣ 蛋白基因序列测定 　 根据 σＣ 基

因两端外的保守序列设计 １ 对扩增 σＣ 全长基因的

引物，引物序列：Ｐ１（上游）：５ ＇ － ＴＴＧＡＡＡＡＣＴＧＡＡ⁃
ＣＡＡＡＡＧＡ － ３ ＇， Ｐ２ （下游）： ５ ＇ － ＣＣＡＴＡＡＣＴＡＡ⁃
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ＣＡＴＡＡＧＧＧＣＡ －３＇，预期扩增片段大小为 ９８６ ｂｐ。
经 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增 σＣ 基因全序列，回收 ＲＴ － ＰＣＲ
产物，与 ｐＭＤ１９ － Ｔ 载体相连转化至 ＤＨ５α，经 ＰＣＲ
鉴定后挑取阳性菌送华大基因公司广州测序部进

行基因全长序列的测定。
１． １０　 病毒 σＣ 蛋白基因序列分析　 利用 ＤＮＡＳｔａｒ

等软件将病毒株基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的禽

源呼肠孤病毒参考毒株进行比较。
２　 结果与分析　
２． １　 病毒分离　 将病料接种鸭胚，培养９６ ～１０８ ｈ 后

胚体死亡，胚胎体表充血、出血；死亡胚尿囊液清亮，胚
胎蜷缩，见图 １。 该分离毒不能凝集 １％鸡的红细胞。

ａ：正常胚；ｂ（１ － ２）：死亡胚全身出血

ａ：ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏ； ｂ（１ － ２）： ｄｅａｄ ｅｍｂｒｙｏ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ

图 １　 死亡鸭胚胚体变化

Ｆｉｇ １　 Ｄｅａｔｈ ｅｍｂｒｙｏ ｂｏｄｙ ｃｈａｎｇｅｓ

２． ２ 　 ＲＴ － ＰＣＲ 检测结果 　 ＲＴ － ＰＣＲ 鉴定应用

ＮＤＲＶ 特异性引物能从病料滤液和分离的胚液种

扩增到 ５００ ｂｐ 目的片段（图 ２），应用其他 ３ 种鸭的

病毒特异引物不能从病料中扩增到目的片段，均为

阴性。 分离到的毒株命名为 ＧＤ６９３。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＮＤＲＶ 阳性对照；

２． ＮＤＲＶ 阴性对照；３． 胚液；４． 病料

图 ２ 分离毒株 ＲＴ － ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ２ ＲＴ － ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２． ３　 组织切片病理观察　 脾红白髓界限不清，组织

结构崩解，被膜下形成炎症反应带；肝脏组织间出现

大量的红细胞、出现局灶性坏死，空泡变性（图 ３）。
２． ４　 病毒半数鸭胚致死量（ＥＬＤ５０） 　 测定结果为：

ＥＬＤ５０ ＝ １０ － ４ ／ ０． ２ ｍＬ。
２． ５　 动物回归实验　 攻毒组鸭在接毒的第 ５ 天开

始出现精神萎靡，排白色稀粪，食欲减退，观察期满

１０ ｄ 后剖检发现鸭出现与临床自然发病樱桃谷鸭

一致的病理变化（图 ４）；第 ２ 组对照无异常。
２． ６　 σＣ 蛋白基因片段 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增结果　 结果

显示：ＮＤＲＶ σＣ 蛋白基因扩增的片段长度约 ９８６
ｂｐ，与预期的结果一致（图 ５）。
２． ７　 σＣ 蛋白基因序列测定与遗传进化分析　 σＣ
蛋白基因开放阅读框（ＯＲＦ）为 ９６６ ｂｐ，编码 ３２１ 个

氨基酸，是新型鸭呼肠孤病毒 Ｓ１ 基因组第 ３ 个

ＯＲＦ 编码的。 ＧＤ６９３ 株与参考毒株 σＣ 基因核苷

酸序列及推导氨基酸序列同源性比较结果表明，
ＧＤ６９３ 株与 ＭＤＲＶ 毒株 Ｄ１５４６ 株的同源性为

６０％ ～６１％ 之间；与 ＮＤＲＶ 代表毒株 ０９１、ＮＰ０３、
ＴＨ１１ 株的同源性为 ９６． ７％ ～９８． ６％之间。

·３·
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Ａ（１ － ３）脾脏：严重坏死，组织结构崩解，被膜下形成炎症反应带；

Ｂ（１ － ３）肝脏：肝细胞肿胀，空泡变性

Ａ（１ － ３） ｓｐｌｅｅｎ： ｓｅｖｅｒｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ， ｄｉｓｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ａｎｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃａｐｓｕｌｅ；

Ｂ（１ － ３） ｌｉｖｅｒ： ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ， ｖａｃｕｏｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

图 ３　 病死鸭脾脏、肝脏组织病理切片图

Ｆｉｇ ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｄｅａｄ ｄｕｃｋ

Ｃ 肝脏：Ｃ１ 肝脏呈土黄色、质脆，Ｃ２ 充血、点状出血；Ｄ（１ － ４）脾脏：充血、肿大、有黄色坏死点

Ｃ ｌｉｖｅｒ： Ｃ１ ｌｉｖｅｒ ｉｓ ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ， ｂｒｉｔｔｌｅ，Ｃ２ ｌｉｖｅｒ ｉｓ ｈｙｐｅｒｅｍｉａ， ａ ｌｉｔｔｌｅ ｂｉｔ ｂｌｅｅｄｉｎｇ；

Ｄ（１ － ４） ｓｐｌｅｅｎ： ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｓｗｅｌｌｉｎｇ， ｙｅｌｌｏｗ ｎｅｃｒｏｓｉｓ

图 ４　 动物回归实验

Ｆｉｇ ４　 Ａｎｉｍａｌ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
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Ｍ． ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１． 以 ｄｄＨ２Ｏ 为模板的阴性对照；

２． 阳性对照；３． σＣ 蛋白基因片段

图 ５　 σＣ 蛋白基因片段 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ５　 ＲＴ － ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ σＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔ

　 　 将 ＧＤ３９６ 株与 ＮＤＲＶ 代表毒株 ０９１、ＴＨ１１ 株

的 σＣ 蛋白基因序列进行比较，ＧＤ３９６ 株核苷酸及

氨基酸序列存在差异位点，氨基酸差异位点分别位

于第 ２５（Ｔ→Ｋ）、６４（Ｅ→Ｄ）、６５（Ｌ→Ｍ）、９１（Ｌ→
Ｌ）、１３２（Ｔ→ Ｓ）、１３８（Ｒ→Ｑ）、１５０（Ｐ→ Ｓ）位氨基

酸。 核苷酸和氨基酸的序列改变，有可能会导致毒

力相关位点发生改变，从而使毒株的毒力发生

变化。
各毒株 σＣ 蛋白基因遗传进化树分析结果（图 ６）

显示，可将水禽源呼肠孤病毒分为两个基因型，

经典的 ＭＤＲＶ 和 ＧＲＶ 属于基因 １ 型，而 ＮＤＲＶ 及

Ｎ － ＧＲＶ 属于基因 ２ 型。 ＧＤ６９３ 毒株与 ＮＤＲＶ 代

表毒株处于进化树的同一大分支，但却处于一个单

独的分支，同属于基因 ２ 型，具有相近的遗传演化

关系；与其他毒株处于进化树的不同分支，亲缘关

系相对较远。

３　 讨论与结论

本研究从临床表现为脚软、关节肿大的病死鸭

中分离到 ＮＤＲＶ，该病以脾脏坏死，肝脏点状或斑

块状出血为主要特征的。 经动物回归试验，可以复

制出与临床自然病死鸭相似的病变。 ＮＤＲＶ 属于

呼肠孤病毒科正呼肠孤病毒属，没有囊膜，呈二十

四面体的双层衣壳结构，核酸是线性双链 ＲＮＡ，
基因组由 １０ 个双链 ＲＮＡ 基因片段组成，大片段

（Ｌ１ －Ｌ３）、中片段（Ｍ１ －Ｍ３）和小片段（Ｓ１ － Ｓ４）［３ －４］。
呼肠孤病毒在抗原致病性、基因编码蛋白的顺序及

病毒基因间的同源性方面上完全不同于之前的

ＭＤＲＶ 和鸡呼肠孤病毒（ＡＲＶ） ［５ － ６］，宿主更加广

泛，对各种品种鸭均有致病性［７］，给我国水禽养殖

业造成了一定程度的经济损失。

图 ６　 ＮＤＲＶ ＧＤ６９３ 株与参考毒株 σＣ 蛋白基因序列的遗传进化树

Ｆｉｇ ６　 Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｏｆ ＮＤＲＶ ＧＤ６９３ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ σＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｒｅｅ

·５·
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　 　 不同水禽源呼肠孤病毒之间存在较高的序列

变异性，外衣壳蛋白（μＢ、σＢ 和 σＣ）编码基因节段

表现出更高的序列变异性，适合于不同禽源毒株的

鉴别，其中变异性最大的是 σＣ 蛋白编码基因，而它

在病毒的致病过程中发挥重要作用［８］。 σＣ 蛋白是

一种结构蛋白，是由 ＮＤＲＶ Ｓ１ 基因编码的，在呼肠

孤病毒基因组编码的所有 σ 类蛋白中是最小的，同
时是病毒的主要免疫蛋白，负责宿主细胞的附着，
通过受体介导的方式对靶细胞进行识别与结合来

启动病毒感染过程，可诱导机体产生特异性保护性

中和抗体［９］。 ＮＤＲＶ 的 σＣ 基因在分子大小和基因

同源性方面与鸡呼肠孤病毒（鸡病毒性关节炎）存
在很大的差异［１０］。

将 ＧＤ６９３ 株的 σＣ 蛋白基因序列与参考毒株

进行了比对分析，结果显示，所分离的 ＧＤ６９３ 株与

ＭＤＲＶ 毒株的同源性比较低（９０％ ～ ９２％ ），而与

ＮＤＲＶ 代表毒株同源性则较高（９５％ ～ ９７％ ）。 遗

传进化树显示，ＧＤ６９３ 株与 ＭＤＲＶ 则处于不同的

分支，而与 ＮＤＲＶ 代表毒株处于同一进化大分支，
但又处于不同的小分支，表明可能它们来源于共同

的祖先，但在病毒流行过程中形成了不同分支。 将

ＧＤ３９６ 株与 ＮＤＲＶ 代表毒株 ０９１、ＴＨ１１ 株的 σＣ 蛋

白基因序列进行比较，ＧＤ３９６ 株及氨基酸序列存在

６ 个差异位点，可能会使病毒对鸭的致病性增强，
据此推测 ＧＤ６９３ 株可能是对鸭具有较高致病性的

变异株，关于毒力的増强机制，仍需进一步研究。
本研究通过对 ＮＤＲＶ 的毒力、致病性及主要抗

原 σＣ 蛋白的变异分析，为今后新型鸭呼肠孤病毒

分子流行病学研究、疾病防控和诊断提供参考依

据。 疫苗免疫是预防本病的主要防控措施，但目前

还没有商品化的疫苗，因此研发新疫苗对该病的防

控非常必要。
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