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　　摘要：采用ｖｅｒｏ细胞与鸡胚传代接种法，从江苏省南京市某肉鸭场发病鸭（临床表现为瘫痪、卧地不起、全身多器
官出血）肝脏、脾脏病料组织中分离出１株病毒。ＲＴ－ＰＣＲ结果排除了分离病毒为禽流感、新城疫、鸭减蛋综合征、传
染性支气管炎、鸭病毒性肝炎、鸭瘟等病毒的可能性；禽坦布苏病毒特异引物扩增结果呈阳性。序列测定与分析结果

显示，分离病毒与ＧｅｎＢａｎｋ上登录和实验室保存的坦布苏病毒Ｅ基因序列同源性在９９％以上；部分生物学特性结果
显示，该分离病毒不能凝集鸡红细胞，且对乙醚、三氯甲烷敏感，可引起试验鸭感染发病。分离毒株ＮＪＸ－４是一种新
的坦布苏病毒，属于黄病毒科坦布苏病毒属，暂称为鸭坦布苏病毒。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｆｚｈａｎｇ１４＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　近几年来，我国多地的蛋（种）鸭、蛋（种）鹅群中暴发了
一种主要引起产蛋能力大幅下降的疫病，给养殖业带来严重

的损失，现已证实引起该疫病的病原为坦布苏病毒［１－５］。黄

病毒科坦布苏病毒是一类单股正链 ＲＮＡ病毒，有囊膜，表面
有纤突。黄病毒科中的大多数成员可通过吸血的蚊、蜱等媒

介叮咬脊椎动物宿主传播疾病，如可传播热性病、出血热、休

克综合征、肝炎和脑炎等，特别是脑炎和出血热的致死率很

高。我国目前已证实的黄病毒有乙型脑炎病毒、森林脑炎病

毒、登革热病毒和丙型肝炎病毒等［６］。２０１２年８月以来，江
苏省南京市周边数个肉鸭场发生一种引起鸭群采食减少、精

神沉郁，发病鸭表现瘫痪、卧地不起等症状的疫病。流行病学

调查、临床剖解结果显示，该病发病率为５％ ～２０％，死亡率
为１％～１０％。临床剖解其病变主要以心肌、肝脏、胰腺、脾
脏等多器官轻微出血为主；心肌变性，心包积有黄色液体；气

囊膜浑浊，表面有少量黄色黏液和结节；脾脏偶有肿大坏死；

部分病死鸭腿部肌肉有出血斑。笔者对该疫病的病原进行了

分离、鉴定，并测定了病原的部分生物学特性，以期为该病的

流行规律、致病机理以及免疫防治奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病料采集及处理
病料来源于江苏省南京市某肉鸭场。无菌采取病死鸭肝

脏及血液用于细菌分离。采集病鸭的肝、脾等组织，剪碎研

磨，以ＰＢＳ液制成１∶５（体积比）匀浆，冻融３次，６０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液经０．２２μｍ过滤器过滤除菌后作为病
毒分离的接种病料［２］。

１．２　鸭胚与细胞
９～１１日龄 ＳＰＦ鸡胚购自南京天邦生物科技有限公司；

ｖｅｒｏ细胞为江苏省农业科学院兽医研究所保存；试验鸭购自
南京某孵化场。

１．３　试剂
ＡＭＶ反转录酶、ＥｘＴａｑ酶等购自大连宝生物工程有限公

司；ＤＮＡ／ＲＮＡ抽提试剂盒、胶回收试剂盒、小量提取质粒试
剂盒等购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；０．２２μｍ一次性过滤器购自
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；其他化学试剂均为国产分析纯。
１．４　细菌分离

无菌采取发病鸭的心血、肝脏等组织，接种至 ＬＢ琼脂
板、血琼脂板，置于３７℃温箱培养４８ｈ。
１．５　病毒分离

取病料经尿囊腔接种１０日龄ＳＰＦ鸡胚５枚，０．２ｍＬ／枚，
３７℃孵育，每日观察２次至第７天，弃去２４ｈ内的死胚，胚胎
死亡时置４℃冰箱４ｈ以上，解剖、观察病变，收获胚胎和胚
液，－２０℃冻存或传代。取病料接种 ｖｅｒｏ单层细胞后置
３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱培养，每日观察至第７天，细胞出现
明显病变时取出，置于－２０℃冻融３次后，盲传或检测［５］。

１．６　病原的ＰＣＲ鉴定
分别提取分离病毒、病料以及已知坦布苏病毒阳性病毒

液的核酸，用禽流感（ＡＩＶ）、新城疫（ＮＤＶ）、减蛋综合征
（ＥＤＳＶ）、传染性支气管炎（ＩＢＶ）、鸭病毒性肝炎（ＤＨＶ）、鸭
瘟（ＤＰＶ）等病毒及坦布苏病毒的引物进行ＰＣＲ检测。
１．７　序列测定分析

根据鸭、鹅坦布苏病毒 Ｅ基因序列［２］，设计１对特异性
引物（Ｆ：５′－ＧＧＴＣＡＴＣＡＧＣＣＴＧＡＡＣＡＴ－３′；Ｒ：５′－ＡＡＴＴ
ＧＣＴＣＴＣＣＣＡＣＴＴＣＴ－３′），用于扩增该病毒 Ｅ基因部分序列，
预计片段大小为 ５３３ｂｐ。ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ、２５ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５０μＬ、２．５ｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ、上
下游引物各 ０．５０μＬ、反转录产物 ２．５０μＬ、ＥｘＴａｑ酶
０．２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５．００μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预
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变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。循环反应结束后，取１０．０μＬ
扩增产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳并观察结果。用胶回收
试剂盒回收纯化 ＰＣＲ产物片段并与 ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体连
接，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细菌［９］。经酶切鉴定后，挑选阳

性克隆送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行基因序列测定，并对测序结果进
行对比分析。

１．８　部分生物学特性测定
１．８．１　部分理化特性测定　按参考文献［６］的方法，测定分
离病毒对乙醚、三氯甲烷、脱氧氟尿苷等的敏感性。

１．８．２　血凝特性　按参考文献［６］的方法，在３７℃、ｐＨ值
７．２的ＰＢＳ缓冲液中测定分离病毒对鸭、鹅红细胞的血凝性。
１．８．３　动物回归试验　将收集的含病毒细胞液肌肉接种于
１０羽９日龄鸭，０．２ｍＬ／只，另取同日龄鸭１０羽接种同剂量
正常细胞培养液，隔离饲养，连续观察１４ｄ，于攻毒后第３天
分别扑杀试验组与对照组鸭各５只进行剖解观察，并采取病
料进行病毒鉴定［２］。

２　结果与分析

２．１　病原分离
取典型发病鸭的心血、肝组织等接种于普通琼脂和鲜血

琼脂平板培养４８ｈ，均未分离到细菌，说明发病鸭无细菌性疾
病感染。

２．２　病毒分离
２．２．１　鸡胚分离　通过ＳＰＦ鸡胚尿囊腔接种，连续观察７ｄ，
未见鸡胚死亡。无菌条件下收集其尿囊液，并以９日龄 ＳＰＦ
鸡胚传代，接种后第４天发现有部分鸡胚死亡，部分胚肝中有
出血、坏死病变。无菌条件下收集死亡鸡胚尿囊液病毒（暂

命名为 ＮＪＸ－４病毒株），经无菌检验为阴性。将冻存的
ＳＮ０１病毒株病毒液以１０日龄 ＳＰＦ鸡胚传接２代，收集死亡
鸡胚尿囊液病毒，冻存备用。

２．２．２　细胞分离　病料接种 ｖｅｒｏ细胞后第３天开始出现少
量变圆、脱落等病变，连续传代 ２次，于接种后第 ３天出现
５０％病变，收集细胞液，冻存备用。
２．３　病原的ＰＣＲ鉴定
２．３．１　不同引物 ＰＣＲ扩增　分离病毒中未扩增到禽流感
（ＡＩＶ）、新城疫（ＮＤＶ）、减蛋综合征（ＥＤＳＶ）、传染性支气管
炎（ＩＢＶ）、鸭病毒性肝炎（ＤＨＶ）、鸭瘟（ＤＰＶ）等病毒的目的
片段，可以初步排除以上病毒的感染。分离株用坦布苏病毒

特异引物进行扩增，为阳性。

２．３．２　特异性引物 ＰＣＲ扩增　用特异性引物对分离株
ＳＮ０１、坦布苏病毒参考阳性株、阴性对照进行扩增，ＰＣＲ产物
用１．５％琼脂糖凝胶电泳分析，结果分离株 ＮＪＸ－４、参考阳
性株均在５３０ｂｐ左右出现目的条带，阴性对照则未出现目的
条带（图１）。
２．４　ＰＣＲ产物克隆与测序

测序结果经ＤＮＡｓｔａｒ分析表明，分离株与 ＧｅｎＢａｎｋ上登
录和实验室保存的坦布苏病毒 Ｅ基因序列同源性在 ９９％
以上。

２．５　分离病毒初步鉴定
２．５．１　部分理化特性鉴定　分离病毒对三氯甲烷、乙醚敏

感，对脱氧氟尿苷（ＦＵＤＲ）不敏感，表明分离病毒是无囊膜的
ＲＮＡ病毒。
２．５．２　血凝性测定　分离病毒在３７℃、ｐＨ值７．２的条件下
不能凝集鹅、鸭的红细胞，排除它为禽流感病毒、副黏病毒和

产蛋综合征病毒的可能。

２．５．３　动物回归试验　分离病毒不能致死试验鸭，但可引起
发病，试验组鸭于攻毒后第３天出现卧地不起、瘫痪等症状；
剖解５只试验鸭观察，心肌和肝脏边缘均出现出血斑，２只试
验鸭腿部肌肉有少量出血点，与临床发病鸭较为相似。对照

组鸭均未出现临床症状和病变。采取发病鸭肝脏用坦布苏病

毒特异性引物进行ＰＣＲ扩增，结果为阳性。

３　小结与讨论

本研究从江苏省南京市某发病肉鸭群中分离到１株病
毒，通过实验室检测排除了它为禽流感、产蛋综合征、新城疫、

传染性支气管毒、鸭瘟、鸭肝炎等病毒的可能；鸭坦布苏病毒

特异性ＲＴ－ＰＣＲ鉴定及测序分析结果表明该分离病毒为黄
病毒科坦布苏病毒［２］，与２０１０年蛋（种）鸭、蛋（种）鹅发生的
坦布苏病毒具有高度同源性［１０］。

此次肉鸭感染坦布苏病毒临床致死率不高，使用抗菌药

物和抗病毒药物治疗均无明显效果。临床剖解病变主要以多

器官出血为主，心肌、肝脏有出血斑，心包积有黄色液体，气囊

膜浑浊，脾脏偶有肿大坏死，部分病死鸭腿部肌肉有出血斑。

这与蛋（种）鸭、蛋（种）鹅感染坦布苏病毒的病变多有相似之

处［１１－１２］。动物回归试验虽未致试验鸭死亡，但可引起发病，

病鸭表现与临床相似的症状和病变［１２］。有关该病毒是否能

由感染引起蛋（种）鸭产蛋下降扩展到感染肉鸭，目前尚未确

定，还需要进一步进行流行病学调查、分子生物学调查和致病

机理等研究［７－８］。

坦布苏病毒病自２０１０年在我国浙江、福建等地鸭场首次
发生，在短时间内从少数地区鸭场发病发展到全国多部分地

区的大流行，这在我国近年来家禽新发传染病的流行中较为

少见［３］，其传染来源、致病机理目前尚不明确。大多数学者

认为吸血的节肢动物（如蚊、蜱）是坦布苏病毒的传播媒介，

该病在秋季流行严重可能与蚊虫有关［５，１３］。关于该病的防

治，目前尚无有效的特异性方法。预防该病，除加强日常安全

卫生管理，定期进行消毒和药物预防外，还必须做好养殖场

（下转第２９７页）
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果肉硬度均高于徐香、红阳，所以金魁的耐储性好于其他２个
品种。在４℃储藏条件下，金魁果肉硬度变化呈“快 －慢 －
快－慢”的变化趋势，而在２０℃条件下呈“慢－快－慢”的变
化趋势，其原因可能是在４℃条件下第１个试验间隔较长，其
迅速下降的时间范围可能是在７～１４ｄ。

在２０℃储藏条件下，红阳在采后１４ｄ内，伴随着果肉硬
度的迅速下降，ＴＳＳ含量迅速增加；徐香在采后７ｄ内果肉硬
度下降速度和ＴＳＳ含量上升速度均缓慢，７～１９ｄ果肉硬度迅
速下降，在７～１４ｄＴＳＳ含量增加缓慢，１４～１９ｄＴＳＳ含量迅
速增加，ＴＳＳ含量增加速度慢于果肉硬度下降速度。与徐香、
红阳相比，金魁果肉硬度和ＴＳＳ含量变化较缓，且ＴＳＳ含量增
加速度同样慢于硬度下降速度。

本研究表明，低温储藏延缓了猕猴桃果肉硬度下降速度，

延缓了可溶性固形物和总糖含量的增加速度，抑制了维生素

Ｃ含量下降速度。低温可以抑制猕猴桃果实成熟，达到延缓
后熟，延长衰老，保持果实鲜度的目的。

综合考虑，在不同储藏温度下猕猴桃品质变化存在差异，

在４℃条件下猕猴桃储藏２８～４２ｄ时是最佳可食状态。在
２０℃条件下，红阳在７～１４ｄ，徐香、金魁在１４～１９ｄ是最佳
可食状态。
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