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　　摘要：取鹅细小病毒（ＧＰＶ）ＬＨ株毒液，通过氯仿去除杂蛋白，用氯化钠与聚乙二醇－６０００相结合方法粗提后，经
蔗糖密度梯度离心纯化。通过ＰＣＲ方法对不同浓度蔗糖溶液进行检测，取纯化毒液进行蛋白电泳及电镜观察，并无
菌接种１２日龄鹅胚，对死亡胚尿囊液进行ＰＣＲ鉴定。试验结果显示：浓缩纯化后的 ＧＰＶ主要分布在５０％ ～６５％蔗
糖浓度区间，病毒的蛋白含量为 ２１６μｇ／Ｌ；电镜观察结果表明，病毒粒子分为实心和空心 ２种，直径大小在 ２０～
２２ｎｍ；经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳可看到多个条带，主要蛋白大小与病毒蛋白ＶＰ１、ＶＰ２和ＶＰ３相对应。纯化后的病毒接种
敏感鹅胚仍可致其１００％死亡，死亡胚具有特征性的病变，尿囊液经ＰＣＲ鉴定，呈ＧＰＶ核酸阳性。本试验所用方法获
得的纯化ＧＰＶ病毒液的纯度高且保持了该病毒的毒力特性，是一种方便可行的纯化该病毒的方法。
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　　鹅细小病毒（ｇｏｏｓｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＶ）是一种引起雏鹅的急
性或亚急性、败血性传染病的病原［１］。鹅细小病毒感染是

１９５６年由我国学者方定一发现，后世界各国相继有发病报
道，又称Ｄｅｒｚｓｙ`病、鹅流感、鹅或小鹅瘟、鹅肠炎等［２－３］。本病

主要临床特征为：病鹅精神萎靡，严重下痢，食欲废绝，腿麻痹

或瘫痪。主要病理学特征为：小肠出现卡他性、纤维素性、坏

死性、渗出性肠炎，形成特征性的肠内栓塞。ＧＰＶ主要侵害
４～２０日龄的雏鹅，特别是１０日龄内的雏鹅更为易感，发病
率和死亡率可高达９５％ ～１００％，是一种严重威胁养鹅业健
康发展的传染病［１－２］。

笔者所在实验室从发病死亡鹅病料中分离到１株 ＧＰＶ
病毒，通过琼脂扩散试验、易感雏鹅攻毒试验及ＰＣＲ试验，证
明所分离病毒株为鹅细小病毒［４］。本试验将分离毒株处理

后经蔗糖密度梯度离心纯化，采用ＰＣＲ方法及电镜观察对纯
化后的病毒进行鉴定，并对其生物学特性进行研究，为进一步

的研究工作打下基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
鹅胚购自安徽及常州鹅孵坊。鹅细小病毒 ＬＨ株，由笔

者所在实验室分离、鉴定并保存。主要试剂包括：ＤＮＡ抽提
试剂盒、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ及 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００）等购自Ｔａｋａｒａ等公司，其他试剂为国产分析纯。
１．２　方法
１．２．１　病毒的增殖　取保存的 ＬＨ株病毒，经适当稀释后，
接种１２～１４日龄易感鹅胚尿囊腔，置３７℃继续孵化，观察至

１４４ｈ，无菌收获死亡胚液，－２０℃冷冻保存。
１．２．２　病毒的粗提　采用文献［４］方法进行粗提。取保存
的病毒尿囊液，采用终浓度为２．２％的 ＮａＣｌ去杂蛋白，在上
清液中加入４０％的聚乙二醇－６０００，使其终浓度达６％，４℃
放置过夜，次日离心弃上清，沉淀物以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值
７．２）适量悬浮。
１．２．３　蔗糖密度梯度离心　将病毒抗原悬浮物在４℃条件
下，参考蔗糖密度梯度超速离心方法［５］，以２０％、３５％、５０％、
６５％几个密度为超速离心的梯度，４８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ４．５ｈ，
小心吸取不同层的液体至不同 ＥＰ管中，作好标记，－２０℃
冷冻保存，备用。

１．２．４　纯化后病毒的鉴定
１．２．４．１　ＰＣＲ检测方法　按参考文献［６］的操作方法进行。
１．２．４．２　电镜观察　将ＰＣＲ鉴定阳性层液混合，３％磷钨酸
负染后进行电镜观察、拍照。

１．２．５　病毒蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　将纯化前、后的鹅细小病
毒液各取１５μＬ，分别加入上样缓冲液５μＬ，１００℃变性５ｍｉｎ
后，上样。分离胶１２％，浓缩胶５％，电压为９０Ｖ，当溴酚蓝前
沿进入分离胶后，电压提高到１２０Ｖ，直至溴酚蓝到达分离胶
底部，停止电泳。凝胶经考马斯亮蓝染色，脱色后观察结果。

１．２．６　纯化病毒对鹅胚毒力试验　将纯化后的病毒液无菌
处理后，分别接种有鹅细小病毒母源抗体及无母源抗体的鹅

胚，０．２ｍＬ／枚，各５枚，接种后观察１０ｄ，每日照蛋，取出死亡
胚置４℃保存，至１０ｄ将未死亡鹅胚置４℃过夜，取所有死
亡及未死亡胚，无菌收获尿囊液并进行 ＰＣＲ检测，剖检并观
察鹅胚胚体变化。

２　结果与分析

２．１　病毒增殖、纯化结果
收获死亡易感鹅胚尿囊液２５０ｍＬ，分装，置 －２０℃冷冻

保存，备用。经蔗糖密度梯度超速离心后，根据液面分层情

况，轻吸各离心管不同层面液体，４只离心管均吸出８层，标
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记后冷冻保存。

２．２　鉴定结果
２．２．１　ＰＣＲ鉴定　取超速离心后４只离心管所分不同层液
体，进行 ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ产物凝胶电泳结果见图１、图２。由

图１和图２可以看出，不同离心管中吸出的第６、７、８层共３
层液体均出现与预期目的条带大小相符的片段，证明这几层

液体中含有ＧＰＶ。

２．２．２　电镜观察　取 ＰＣＲ鉴定呈阳性条带的超速离心液，
经２％磷钨酸染色后电镜观察，结果见图３。由图３可见大量
细小病毒样粒子，外观呈球形，直径为２０～２２ｎｍ，无囊膜，有
的病毒粒子呈空心状态。

２．２．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　由蛋白电泳结果（图４）可知，浓缩纯化
的ＧＰＶ液经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白电泳后分析发现，蔗糖密度梯
度离心纯化后的病毒液出现３条蛋白带，分别对应于结构蛋
白ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３，分子量分别为８５、６６、６０ｋｕ（图４）。这一
结果与李茂祥等的结果［７］有些不同。

２．２．４　纯化病毒对鹅胚毒力试验结果　接种后１０ｄ，取出未
死亡胚置４℃过夜，同时取接种后１０ｄ内的死亡胚，无菌收
取死亡鹅胚尿囊液进行 ＰＣＲ检测并观察胚胎变化（表１）。
结果可见，绒毛尿囊膜水肿增厚、出血，死亡鹅胚胚体明显充

表１　纯化后病毒液对不同鹅胚的感染性试验

鹅胚
死亡比（死亡枚

数／接种枚数） 剖检鹅胚变化
尿囊液

ＰＣＲ检测

无母源抗体 ５／５ 心脏苍白，肌肉出血 阳性

有母源抗体 ０／５ 无异常 阴性

血或出血，以头、颈、翅尖部出血最明显。剖检胚体，肝脏呈郁

血或黄色，且有条状出血，胆囊充盈，心脏色淡。

３　讨论

ＧＰＶ属于细小病毒科依赖病毒属成员。纯化后的 ＧＰＶ
病毒液，在电镜下观察呈球形，直径为２０～２２ｎｍ，有空心和实
心２种粒子。ＧＰＶ病毒对外界有很强的抵抗力。从我国分
离到的ＧＰＶ病毒，５６℃加热１ｈ仍能使鹅胚死亡。５０℃加
热３ｈ接种后７ｄ对感染滴度无影响。该病毒对乙醚、氯仿、
胰蛋白酶、去污剂以及ｐＨ值３的酸性环境有抵抗力，经上述
处理的病毒接种鹅胚与未经处理的病毒没有差异［７－８］。本试

验结果证明经氯仿处理过的 ＧＰＶ，仍能保留其毒力，能致死
易感鹅胚，并表现出特异性剖检症状。

经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳可知病毒多肽结构分子量分别为
８５、６６、６０ｋｕ，这一结果与李茂祥等的研究结果［７］有些出入，

具体原因有待进一步分析。

病毒的纯化是进行下一步试验的基础，病毒纯化的结果

关系到以后试验的成败。目前浓缩纯化病毒的方法很多，常
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用于病毒纯化的方法有超速离心、层析法；但想达到病毒的高

度纯化，最常用的还是密度梯度离心和等密度梯度离心，其中

利用各种介质进行密度梯度离心是获取大量纯净病毒的最有

效方法之一。密度梯度离心法是根据病毒的密度与细胞碎块

不同这一事实，即使细胞碎块与病毒颗粒的大小相同，在密度

梯度中亦能将其分开［５］。本研究采用蔗糖密度梯度离心方

法纯化了ＧＰＶ，获得了较理想的效果，为进一步开展研究工
作打下了坚实基础。
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不同水平 ＮａＨＣＯ３对黔北麻羊瘤胃体外发酵的影响
李凌云，莘海亮，田兴舟，夏先林，刘洪来，吴文旋

（贵州大学动物科学学院，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：以５只安装永久性瘤胃瘘管的黔北麻羊为试验动物提供瘤胃液，以青干草 ∶精饲料＝８０∶２０为发酵底物
（对照），在此基础上分别添加２％、４％、６％、８％ ＮａＨＣＯ３，配制成不同水平缓冲剂的发酵底物，测定累积产气量、产气

参数、有机物消化率、ｐＨ值、铵态氮浓度。结果表明，各处理组不同时间点累积产气量、潜在产气量、有机物消化率均
高于对照组，其中添加２％、４％ ＮａＨＣＯ３组显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），但处理组内均随 ＮａＨＣＯ３添加量的提高而降

低；添加ＮａＨＣＯ３对发酵底物产气速率、ｐＨ值、铵态氮浓度影响不大（Ｐ＞０．０５）。由此可见，低水平ＮａＨＣＯ３有利于黔

北麻羊瘤胃发酵状态。
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　　黔北麻羊主产于贵州省仁怀市、习水县，是经当地长期选
育形成的贵州独有的三大优良地方山羊品种之一，目前存栏

量约２０万只。该羊遗传性能稳定、适应性强、耐粗饲、抗病力
强，除主产地外，还广泛分布在贵州桐梓、道真、务川、正安等

地，与贵州黑山羊、贵州白山羊生境特征、体型外貌等区别明

显［１］，于２００９年被农业部鉴定为国家级山羊新遗传资源品
种［２］，极具学术研究价值。目前，有关黔北麻羊的研究报道

以品种介绍、杂交改良、分子遗传学、肉质特性等方面为

主［３－６］，而未见其营养学研究报道。黔北麻羊作为反刍动物，

具有以瘤胃厌氧发酵为代表的特殊营养生理特征。因此，笔

者率先在贵州省构建了瘤胃体外发酵技术体系，掌握了其瘤

胃体外发酵特性［７］。本研究旨在探讨生产实践中常用的缓

冲剂ＮａＨＣＯ３对瘤胃发酵参数（累积产气量、产气参数、有机
物消化率、ｐＨ值、铵态氮浓度）的影响，为后续研究提供基础

数据和技术积累。

１　材料与方法

１．１　试验动物与饲养管理
选用５只体况良好、健康无病的去势雄性黔北麻羊为试

验动物（体重３５ｋｇ／只），安装永久性瘤胃瘘管（Ｂａｒｄｉａｍｏｎｄ
公司生产），恢复后进行试验。黔北麻羊单饲于不锈钢代谢

笼中，每天分别在０９：００、１３：００、１９：００饲喂，日粮供应量为
６００ｇ／（ｄ·只）（精粗各半），干物质基础为花生秧、青干草、
精料，比例为１∶１∶１；精料组成包括玉米６５％、豆粕１２％、麸
皮２０％、食盐 １％、预混料 ２％。日粮营养水平为：蛋白质
１２０％、中性洗涤纤维 ３４．６％、酸性洗涤纤维 ２５．４％、钙
０６２％、磷０．３６％。黔北麻羊自由饮水。
１．２　人工瘤胃液的制备

人工瘤胃液由人工唾液和瘤胃液组成。参照 Ｍｅｎｋｅ等
的方法［８］配制人工唾液，置３９℃磁力搅拌器上不断搅拌，持
续通入ＣＯ２，直至溶液由蓝色变成粉红色最后变成无色透明
状态，调节ｐＨ值至７．０～７．３，备用。晨饲前，经瘤胃瘘管采
集瘤胃液，迅速用４层纱布过滤，密封，置３９．０～３９．５℃下水
浴。将瘤胃液与人工唾液按１∶２的比例混匀，密封，即得人
工瘤胃液。在其中持续通入ＣＯ２，保证厌氧环境。
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