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棽种病毒中斈斎斄斨最为常见棳在世界范围内呈广泛
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肝病毒属棬 棭的成员棳主要侵害椂周

龄内棳尤其是棾周龄内的雏鸭棳表现为发病急暍病

程短暍传播快暍死亡率高棳雏鸭日龄越小棳死亡率

越高棳成年鸭可感染但不发病椲棽椵暎现有研究表明我

国饲养的鸭群近年来暴发的鸭病毒性肝炎主要由
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斈斸旙旚斨灢斏感染引起椲椀椵暎
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复冻融棾次后棳取棻份进行椄棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸
旐旈旑棳取上清用 斚斖斉斍斄 公司的斅旍旓旓斾斈斘斠棷斠斘斄
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细小病毒暍小鹅瘟病毒暍产蛋下降综合症病毒暍鸭

瘟病 毒暍鸭 甲 肝 病 毒 棬斈斎斄斨灢棻 型 和 斈斎斄斨灢棾
型棭暍鸭坦布苏病毒及鸭呼肠孤病毒等棳禽流感病

毒和新城疫病毒的检测分别参照棽棸棸椃年颁布的

暥高致病性禽流感防治技术规范暦及棽棸棸椄年颁布

暥新城疫诊断技术暦 棬斍斅斣棻椂椀椀棸灢棽棸棸椄棭提供的方

法进行暎以棻灡棾灡棻节制备的模板进行 斝斆斠 扩增棳
反应体系 棽椀毺斕棳反应体系为椇棻棸暳斅旛旀旀斿旘棽灡椀
毺斕棳斾斘斣斝 棬棽灡椀 旐旐旓旍暏斕棴棻棭棽毺斕棳斊斸旙旚斝斊斦
斈斘斄旔旓旍旟旐斿旘斸旙斿棬斣旘斸旑旙旂斿旑公司棭棸灡椀毺斕 棬棽灡椀斦
暏毺斕棴棻棭棳引物各棸灡椀毺斕棳模板棽毺斕棳用去离子

水补充体积为棽椀毺斕棳反应条件如下椇椆棿曟预变性

椀旐旈旑棳按椆棿曟棾棸旙棳椀椃暙椀棾曟棾棸旙棳椃棽曟棻旐旈旑
进行棾棸个循环棳最后椃棽曟延伸棻棸旐旈旑结束反应棳
取产物椀毺斕经棻灡棸棩琼脂糖凝胶电泳检测扩增结

果暎扩增产物经琼脂凝胶纯化后棳回收 斝斆斠产物

直接送生工上海生物工程有限公司进行测序暎
棻灡棿暋病毒的分离暍纯化

取棻灡棾灡棻节处理的病料棳经椄棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离
心棻棸旐旈旑后棳取上清经棸灡棽棽毺旐 滤器抽滤后经尿

囊腔接种椀枚无母源抗体的棻棻日龄番鸭胚棳每枚

棸灡棽旐斕棳棾椃曟孵育棳每日观察棽次棳无菌收集棽棿暙
棻棽棸旇的番鸭胚胚液棳经无菌检验后棳以棻棻日龄
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番鸭胚继续传棾代棳无菌回收含毒胚液暎应用棻灡棾
节的检测方法对尿囊液进行 斈斎斨灢棻的鉴定棳同时

按常规方法椲棽棽椵分别在棾椃曟和棿曟下测定分离病毒

对鸡红细胞暍鸭红细胞暍绵羊红细胞的血凝活性棳
病毒保存于棴椄棸曟备用暎

制备鸭胚成纤维细胞单层棳当细胞单层达到

椆椀棩完全覆盖时棳将棻棸棸棸倍稀释的含毒鸭胚尿囊

液接种至细胞单层暎置棾椃曟吸附棻旇棳弃除病毒

液棳用斝斅斢清洗棽次后棳铺上棻棩琼脂糖棳凝固后

置于棾椃曟 斆斚棽 恒温培养箱培养椃棽旇暎挑取单个蚀

斑进行下一轮蚀斑纯化棳经棾轮纯化后棳挑取单个

纯化的病毒接种棻棻斾鸭胚进行病毒增殖暎
棻灡椀暋病毒的鸭胚中和试验

随后按常规方法椲棽棽椵进行鸭胚中和试验暎按固

定血清稀释病毒法棳将获得的蚀斑克隆株鸭胚液毒

进行棻棸梯度稀释棳取棻棸棾暙棻棸椃范围内的椀个稀释

度的病毒分别分成棽份棳棻份与斏型鸭肝炎病毒高

免血清等量混合棳另外棻份分别与正常鸭血清等量

混匀棳均放置棾椃曟作用棻旇后棳每个稀释度的病毒

血清混合液接种椀枚棻棸 日龄番鸭胚棳每胚棸灡棻
旐斕棳同时设病毒对照和血清对照组棳置棾椃曟温箱

观察 培 养 椃斾棳每 天 观 察 记 录 死 亡 情 况棳并 按

斠斿斿斾灢斖旛斿旑斻旇法计算病毒中和组的 斉斕斈椀棸暍病毒

对照组的斉斕斈椀棸及其中和指数暎
棻灡椂暋雏番鸭人工感染试验

将棾棸羽斈斎斨灢棻抗体阴性的棻日龄番鸭随机分

成棽组棳每组均为棻棾羽暎观察饲养致椃日龄后棳
攻毒组通过肌注途径接种病毒棳病毒接种量为

棻棸棿灡椀斉斕斈椀棸 棬棸灡椀旐斕暏羽棴棻棭椈对照组雏番鸭肌注

无菌斝斅斢缓冲液棳棸灡椀旐斕暏羽棴棻暎各试验组动物

进行隔离饲养棳连续观察棻棿斾棳每天观察各组动物

的临床症状和死亡情况棳对死亡鸭进行剖检观察病

理变化棳并采集胰腺和脾脏等进行病原鉴定暎
棻灡椃暋衣壳蛋白基因的克隆与序列分析

棻灡椃灡棻暋目的基因的克隆暋参照 斍斿旑斅斸旑旊上发表的

鸭棻型甲肝病毒衣壳蛋白基因序列 棬斒斬棾椆棸椆椄棽棳
斍斞棻棾棸棾椃椃及 斈斞棽棿椆棽椆椆 等棭棳用 斝旘旈旐斿旘旔旘斿旐旈斿旘
椀灡棸软件设计引物暎上游引物 斨斝棻斊椇椀暶灢斍斍斣
斍斄斣斣斆斆斄斄斆斆斄斍斣斣斄斍斍斍斍斄斣灢棾曚棳下 游 引 物

斨斝棻斠椇 椀曚灢斣斣斆斄斄斣斣斣斆斆斄斍斍斣斣斍斄斍斣斣斆斄灢
棾曚棳该对引物间的理论跨幅为椃棻棿斺旔棳由生工上海

生物工程有限公司合成暎参照棻灡棿灡棻节的方法制备

模板进行 斝斆斠 扩增棳反应体系椀棸毺斕棳反应体系

为椇棻棸暳斅旛旀旀斿旘椀毺斕棳斾斘斣斝 棬棽灡椀旐旐旓旍暏斕棴棻棭
棽毺斕棳斊斸旙旚斝斊斦 斈斘斄 旔旓旍旟旐斿旘斸旙斿 棬斣旘斸旑旙旂斿旑 公

司棭棻毺斕 棬棽灡椀斦暏毺斕棴棻棭棳引物各棸灡椀毺斕棳模板棽
毺斕棳用去离子水补充体积为椀棸毺斕棳反应条件与

棻灡棾灡棽节相同棳取产物椀毺斕经棻灡棸棩琼脂糖凝胶电

泳检测扩增结果暎将扩增产物经琼脂凝胶纯化回收

后棳将目 的 片 段 克 隆 进 平 端 克 隆 载 体 旔斉斄斢斮灢
斅旍旛旑旚棳筛选阳性克隆送生工上海生物工程有限公

司进行测序暎
棻灡椃灡棽暋 目 的 基 因 的 序 列 分 析 暋 测 序 结 果 用

斕斸旙斿旘旂斿旑斿斨椃灡棻斈斘斄斢旚斸旘软件进行编辑整理后棳
用 斖斉斍斄 斨斿旘旙旈旓旑棿灡棻软件将其与 斍斿旑斅斸旑旊中登

录的常见毒株的 斨斝棻基因序列进行同源性比较棳
并构建基于 斨斝棻蛋白氨基酸序列的 斘斿旈旂旇斺旓旘旈旑旂灢
旉旓旈旑旈旑旂遗传进化树棳采用斅旓旓旚旙旚旘斸旔棻棸棸棸软件检验

遗传进化树各分支的置信度暎用于序列分析的毒株

及其相关信息见表棻暎

表棻暋分析所用毒株相关信息

斣斸斺旍斿棻暋斏旑旀旓旘旐斸旚旈旓旑旓旀旜旈旘斸旍旙旚旘斸旈旑旙旛旙斿斾旈旑旚旇旈旙旙旚旛斾旟

名称 登录号
分离时间

棷年
分离地 基因型

椆棸斈 斉斊棸椂椃椆棽棿 棽棸棸椃灣 中国 斈斎斄斨灢棽
棸棿斍 斉斊棸椂椃椆棽棾 棽棸棸椂灣 中国 斈斎斄斨灢棽
斈旛棷斆斎棷斕斒斢棷棸椆棸椆棸椀 斒斊椄棽椄椆椆椂 棽棸棸椆 中国 斈斎斄斨灢棾
斍 斉斦椃椀椀棸棸椆 棻椆椆椆 中国 斈斎斄斨灢棾
斄斝棴棸棾棾棾椃 斈斞棽椀椂棻棾棽 棽棸棸棿 韩国 斈斎斄斨灢棾
斄斝棴棸棿棻棻棿 斈斞椄棻棽棸椆棾 棽棸棸棾 韩国 斈斎斄斨灢棾
椀椄椄椂 斈斞棽棿椆棾棸棻 棽棸棸椃灣 中国 斈斎斄斨灢棻
斊斱棸椀 斒斬棾椆棸椆椄棾 棽棸棸椀 中国 斈斎斄斨灢棻
斠椄椀椆椀棽 斈斞棽棽椂椀棿棻 棽棸棸椀灣 美国 斈斎斄斨灢棻
斈斠斕椂棽 斈斞棽棻椆棾椆椂 棽棸棸椀灣 韩国 斈斎斄斨灢棻
斊斱椄椂 斒斬棾椆棸椆椄棽 棻椆椄椂 中国 斈斎斄斨灢棻
斱斒 斉斦椄棿棻棸棸椀 棽棸棸椃 中国 斈斎斄斨灢棻
斆斕 斉斊棿棽椃椄椆椆 棽棸棸椃灣 中国 斈斎斄斨灢棻
斎 斈斞棽棿椆棾棸棸 棽棸棸椀灣 中国 斈斎斄斨灢棻
斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷棻棻棻棽棾椄 斒斞椄棸棿椀棽棻 棽棸棻棻 中国 斈斎斄斨灢棻
斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷棻棻棻棽棾椆 斒斞椄棸棿椀棽棽 棽棸棻棻 中国 斈斎斄斨灢棻
棸棾斈 斈斞棽棿椆棽椆椆 棽棸棸椀灣 中国 斈斎斄斨灢棻
斘斄 斍斞棻棾棸棾椃椃 棽棸棸椄 中国 斈斎斄斨灢棻
斊斱椆椆 斒斬棾椆棸椆椄棿 棻椆椆椆 中国 斈斎斄斨灢棻
斖斮 斍斦椆棿棿椂椃椃棻 棽棸棸椂 中国 斈斎斄斨灢棻
斬 斒斞棾棻椂棿椀棽 棽棸棻棻灣 中国 斈斎斄斨灢棻
斄椂椂 斈斞椄椄椂棿棿椀 棽棸棸椃灣 中国 斈斎斄斨灢棻
斆椄棸 斈斞椄椂棿椀棻棿 棽棸棸椂灣 中国 斈斎斄斨灢棻
注椇灣基因序列提交时间暎

椃棿椆第椆期 傅光华等椇雏番鸭胰腺型鸭棻型甲肝病毒分离鉴定及 斨斝棻基因分析



棽暋结果与分析

棽灡棻暋临床病料的病毒检测

根据已报道的鸭主要常见病毒检测方法对采集

的表现胰腺发黄或出血的样品进行病原检测棳结果

在样品中检测到 斈斎斨灢棻阳性棳扩增产物大小为

棻椆椆斺旔棳其他病毒检测为阴性棳检测结果见图棻暎
斝斆斠扩增产物测序结果表明棳该序列与 斍斿旑斅斸旑旊
数据中鸭斏型甲肝炎病毒 斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷棻棻棻棽棾椆株

的同源性最高暎

图棻暋临床样品病原的检测

斊旈旂灡棻暋斈斿旚斿斻旚旈旓旑旓旀旈旑旀斿斻旚旈旓旛旙斸旂斿旑旚旀旘旓旐斻旍旈旑旈斻斸旍旙斸旐旔旍斿旙
棻为阴性对照椈棽为斈斘斄分子量标准椈棾为番鸭细小病毒椈棿为小鹅瘟病毒椈椀为产蛋下降综合症

病毒椈椂为鸭瘟病毒椈椃为禽流感病毒椈椄为新城疫病毒椈椆为鸭棻型甲肝病毒椈棻棸为鸭棾型甲肝

病毒椈棻棻为鸭呼肠孤病毒椈棻棽为鸭坦布苏病毒

棽灡棽暋病毒的分离暍纯化

为进一步分析该病例棳将采集的病料无菌接种

无母源抗体的棻棻日龄番鸭胚棳接种后棿椄旇导致番

鸭胚死亡暎无菌回收死胚的含毒尿囊液棳按常规方

法椲棽棽椵分别在棾椃曟和棿曟下测定分离病毒对鸡红细

胞暍鸭红细胞暍绵羊红细胞的血凝活性棳结果表

明棳分离病毒在棽种温度下均不凝集棾种红细胞暎
所获得病毒经棾轮蚀斑筛选后获得了纯化病毒棳经

斠斣灢斝斆斠检测为斈斎斄斨灢棻暎
棽灡棾暋鸭胚中和试验

按固定血清稀释病毒法棳运用 斠斿斿斾灢斖旛斿旑斻旇
法计 算 病 毒 中 和 组 的 斉斕斈椀棸 为 棻棸棴棽灡棾棽 暏 棬棸灡棻
旐斕棭棴棻棳病毒对照 组的 斉斕斈椀棸 为 棻棸棴椀灡棾椃 暏 棬棸灡棻
旐斕棭棴棻棳计算血清的中和指数为 棻棸棾灡棸椀 棬棻棸棾灡棸椀椊
棻棻棽棽棭棳中和指数表明所分离病毒能被鸭斏型甲肝

炎病毒高免血清特异性中和暎
棽灡棿暋雏番鸭致病性试验

椃日龄雏番鸭接种毒株 斖斝斱斒棻棽棸椂后棳初期表

现为食欲减退暍趴伏静卧棳并伴有拉稀的现象棳随

后发病鸭表现出明显的沉郁现象棳椂棸旇后开始出

现死亡棳剖检病死番鸭主要可见胰腺泛黄棳肝脏稍

肿大棳但出血不明显棳棻棽棸旇死亡的番鸭剖检测表

现为胰腺出血暍坏死棳肝脏部分肿大棳仍未见出

血暎这与该病的临床表现十分类似暎棻棿斾后攻毒

组番鸭共死亡椀羽棳死亡率达到棾椄灡椀棩暎采集发

病鸭的胰腺和肝 脏棳参 照 棻灡棾 节的方 法鉴定为

斈斎斨灢棻暎
棽灡椀暋衣壳蛋白基因的分子特征分析

本试验以斈斎斄斨灢棻斨斝棻基因的特异性引物从

表现胰腺发黄病毒分离株 斖斝斱斒棻棽棸椂基因组中扩增

出椃棸棸斺旔的条带棳其大小均与预期扩增产物大小

相同暎测 序结果 表 明棳所 获 得 的 基 因 大 小 均 为

椃棻棿斺旔棳编码棽棾椄个氨基酸暎病毒 斖斝斱斒棻棽棸椂株与

斍斿旑斅斸旑旊中登录的斈斎斄斨灢棻的 斨斝棻基因核苷酸同

源性介于椆棿灡棻棩暙椆椆灡棻棩棳其中与同时期分离的

经典 斈斎斄斨灢棻毒株 棬斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷棻棻棻棽棾椆棭同源

性最高棳核苷酸同源性达到椆椆灡棻棩椈而与 斈斎斄斨灢
棽和斈斎斄斨灢棾毒株的 斨 基因的核苷酸同源性仅分

别为椂椄棩和椃棻棩左右暎斨斝棻基因推导氨基酸序列

比对分析表明棳斖斝斱斒棻棽棸椂株病毒与 斈斎斄斨灢棻的

斨斝棻基因推导氨基酸残基的同源性为 椆椂灡椄棩 暙
椆椃灡椀棩棳与时期经典 斈斎斄斨灢棻分离株的同源性最

高棳而与斈斎斄斨灢棽和斈斎斄斨灢棾毒株的斨基因推导

氨基酸序列同源性仅分别在椃棻灡棽棩之间和椃椂灡椀棩
左右棳这些差异主要分布在蛋白的棾个高变区 棬棿椄
暙椀椆斸斸椈棻棿棸暙棻椀椀斸斸及棻椃椆暙棽棽棾斸斸棳见图棽棭暎
遗传进化关系分析表明棳斖斝斱斒棻棽棸椂株病毒与近年

来分离的经典斈斎斄斨灢棻分离株 棬如 斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷
棻棻棻棽棾椆株和 斘斄 株棭共同构成了一个进化谱系棳
并与 斠椄椀椆椀棽 等 毒 株 同 处 于 斈斎斄斨灢棻 进 化 分 支

棬见图棾棭暎
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图棽暋斨斝棻蛋白高变区氨基酸序列比对分析

斊旈旂灡棽暋旙斿旕旛斿旑斻斿旙斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀旇旟旔斿旘旜斸旘旈斸斺旍斿旘斿旂旈旓旑旓旑旔斿旔旚旈斾斿旓旀斨斝棻旔旘旓旚斿旈旑
注椇棻为 斖斝斱斒棻棽棸椂毒株椈棽为斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷棻棻棻棽棾椆毒株椈棾为 斘斄毒株椈棿为斍毒株椈椀为 斄斝棸棿棻棻棿毒株椈椂为棸棿斍毒株椈椃为椆棸斈
毒株暎

图棾暋鸭甲肝病毒 斨斝棻基因遗传进化分析

斊旈旂灡棾暋斝旇旟旍旓旂斿旑斿旚旈斻斸旑斸旍旟旙旈旙旓旀斨斝棻旂斿旑斿旓旀斈斎斄斨
注椇图中树结处的阿拉伯数字为自举检验置信值 棬棻棸棸棸个复制序列棭棳低于椃棸的数值未显示椈黑三

角 棬書棭标注的毒株为本实验的毒株

棾暋讨暋论

鸭棻型甲肝病毒 棬斈斎斄斨灢棻棭是鸭甲肝病毒中

的一种棳严重危害染棾周龄内的雏鸭棳其致病型为

病死前多呈角弓反张样神经症状棳病死鸭剖解以肝

脏和肾脏肿大暍出血为主要特征椲棽椵暎棽棸棻棻年椆月

以来棳我国福建暍浙江和上海等省市的部分棻棸暙
棾棸日龄雏番鸭发生以胰腺发黄或出血为特征的疫

病棳樱桃谷鸭暍麻鸭等其他品种鸭未见发生该病暎
经病原学检测表明棳所检测的棻棸种病原中仅鸭棻

椆棿椆第椆期 傅光华等椇雏番鸭胰腺型鸭棻型甲肝病毒分离鉴定及 斨斝棻基因分析



型甲肝病毒阳性棳随后的病毒分离鉴定暍鸭胚中和

试验暍雏番鸭感染试验和 斨斝棻基因序列分析结果

均表明棳导致雏番鸭发生胰腺炎并死亡的病例是由

斈斎斄斨灢棻 感 染 所 致棳 这 一 新 病 型 有 别 于 经 典

斈斎斄斨灢棻病毒感染雏鸭后形成的出血性肝炎病型棳
为区别两者棳建议定为胰腺型肝炎棳其病原定为胰

腺型鸭甲肝病毒暎相类似棳棽棸棸椀年 斍旛湨旘旈旑等报道

了一例由斈斎斄斨灢棻感染引起雏番鸭发生胰腺炎和

脑炎的病例椲棻椂椵暎
斨斝旍蛋白是 斈斎斄斨 结构蛋白棳位于病毒衣壳

的表面棳包含主要的抗原决定簇棳能诱导宿主产生

中和抗体棳也是抗原性的高度可变区棳因此 斨斝棻
基因及其编码蛋白与病毒基因型和血清型密切相

关棳分析 斨斝棻基因尤其是高变区的分子特征对分

析斈斎斄斨分子进化规律暍疫病的流行特征暍疫苗

的筛选以及诊断抗原的研制具有重要的指导意

义椲棽椵暎本试验对表现胰腺炎型致病型的 斖斝斱斒棻棽棸椂
分离株 斨斝棻基因进行测定分析表明棳其核酸序列

及推导氨基酸序列与近期 斈斎斄斨灢棻分离的表现肝

炎致病型的毒株 棬如 斈旛棷斆斎棷斕斍斈棷棻棻棻棽棾椆 株和

斘斄株棭的同源性均非常高棳分子系统进化分析表

明均属于斈斎斄斨灢棻基因型谱系的毒株暎
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