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　　摘要：鸭坦布苏病是危害养鸭业最严重的传染病之一。从某鸭场的疑似鸭坦布苏病病死鸭中分离到１株病毒，并
对该毒株进行ＰＣＲ鉴定和序列分析。结果显示，分离株的序列与ＧｅｎＢａｎｋ上登录的ＤＴＭＵＶ序列的同源性在９９％以
上，表明分离的病毒为鸭坦布苏病毒。
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　　鸭坦布苏病毒病（ｄｕｃｋｔｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ）是由鸭坦布
苏病毒（ｄｕｃｋｔｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，ＤＴＭＵＶ）感染所致的蛋鸭、种鸭
以产蛋率和采食量突然下降为主要特征的传染病［１－２］。该病

自２０１０年在福建省、浙江省、江苏省、安徽省、山东省、河北省
等地区的鸭群中相继暴发，约导致１．２亿羽蛋鸭和１５００万
羽肉鸭发病，经济损失达数十亿元，对我国鸭养殖业造成了巨

大损失［３－５］。鸡、鸭以及养殖场周围的麻雀、蚊子均有被感染

的报道［６－８］，这为该病的防控提出了新挑战。本研究以鸭坦

布苏病疑似样品为研究对象进行病原分离鉴定，为鸭坦布苏

病毒的进化关系及其致病性的进一步研究提供了参考。

１　材料

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＥｘＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ均购自ＴａＫａＲａ公司。

２　方法

２．１　病料采集与处理
从国内主要鸭养殖区收集鸭坦布苏病疑似样品。无菌采

集病鸭的肝脏、脾脏等病变组织，取病料约１．０ｇ并置于灭菌
研磨器中，加入５倍体积含抗生素的 ＰＢＳ缓冲液研磨制成混
悬液，反复冻融３次，以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液经
０．２２μｍ滤膜除菌，置于－２０℃下保存备用。
２．２　病毒分离

将处理好的病料接种于 ９～１１ｄ的鸭胚，每个胚接种
０．２ｍＬ，每天观察鸭胚。如果无死亡鸭胚则７ｄ收获，盲传５
代仍无病变且用ＰＣＲ方法检测为阴性者，作为病毒分离阴性。
２．３　引物设计与合成

参照胡旭东等的引物［９］进行设计，Ｆ：５′－ＧＣＣＡＣＧ

ＧＡＡＴＴＡＧＣＧＧＴＴＧＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＡＡＴＣＣＴＣＣＡＴＣＴＣＡＧＣＧ
ＧＴＧＴＡＧ－３′。引物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成，
采用灭菌超纯水稀释至１０μｍｏｌ／Ｌ，于－２０℃下保存备用。
２．４　ＰＣＲ鉴定

ＲＮＡ抽提和反转录按照试剂盒说明书进行操作。扩增
体系及程序分别以反转录的 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。
反应体系（２０μＬ）为：１０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ２μＬ、上游及下游引
物各１μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ２μＬ、ＥｘＴａｑ酶０．１μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ，
加水补足至 ２０μＬ。扩增反应程序为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。取
ＰＣＲ产物５μＬ，采用１％琼脂糖凝胶电泳观察并分析ＰＣＲ产
物。按凝胶回收试剂盒说明书纯化回收ＰＣＲ产物，由英潍捷
基（上海）贸易有限公司进行测序，采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１０软件
对所测序列进行Ｂｌａｓｔ比对分析。

３　结果与分析

３．１　病毒分离
病毒分离时，试验组鸭胚于３～７ｄ内部分死亡，可见胚

体出血水肿、发育不良。

３．２　ＰＣＲ扩增
取ＰＣＲ产物，经１％琼脂糖凝胶电泳，分离株出现４００ｂｐ

的条带（图１），与预期目的条带相符。

３．３　基因序列测定与分析
采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１０软件对测序结果进行同源性分析，

所扩增序列与ＧｅｎＢａｎｋ上登录的ＤＴＭＵＶ序列的同源性在
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９９％以上，表明分离的病毒为鸭坦布苏病毒。

４　讨论

鸭坦布苏病是危害养鸭业最严重的传染病之一［３，５］。对

某鸭场发病鸭根据流行病学、临床特征、剖检特点初步诊断为

鸭坦布苏病，经过病毒分离，获得病毒分离株。通过 ＰＣＲ扩
增出与预期大小相符的４００ｂｐ目的片段，对扩增片段进行测
序及Ｂｌａｓｔ分析，确定分离病原为鸭坦布苏病毒。本试验为鸭
坦布苏病毒进化关系及其致病性的进一步研究奠定了基础。
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马站红鸡生长与繁殖性状的主成分分析
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　　摘要：选取１３０ｄ马站红鸡母鸡７０羽、公鸡２０羽，测定其体质量与体尺指标，对该７０羽母鸡开产后第３１～１１５天
的产蛋量、蛋质量进行记录，并测定第１１０～１１５天共计９２枚鸡蛋的蛋品质，在此基础上应用典型相关分析原理与主
成分分析方法对体质量、体尺与产蛋性能及蛋品质各指标进行分析。结果表明，体质量（ｙ）与体斜长（ｘ１）、龙骨长

（ｘ２）、胸深（ｘ３）、胸宽（ｘ４）、胫长（ｘ５）、胫围（ｘ６）、骨盆宽（ｘ７）、蛋质量（ｘ９）呈极显著相关（Ｐ＜０．０１）；蛋质量与体质量、

体斜长、胫围呈极显著相关（Ｐ＜０．０１），与蛋黄颜色、蛋白高度呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），与蛋黄比率呈极显著负相关
（Ｐ＜０．０１）；蛋壳强度与蛋壳厚度呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），哈氏单位与蛋白高度呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１）；最佳
回归方程为ｙ＝－２．２９１＋０．０４７ｘ２＋０．１３７ｘ４＋０．０９０ｘ５＋０．２７２ｘ６＋０．１１５ｘ７；体质量、体尺与产蛋性能１０个指标综合成

６个主成分，累计贡献率达 ８７．３３７％。
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　　体质量、体尺指标是家禽选育的重要表型性状，与产肉性
能直接相关，蛋品质是衡量家禽产蛋性能的主要指标，对家禽

产蛋性能选育工作具有重要意义。前人将体质量与体尺相关

度作为肉鸡选育的重要指标之一［１－４］，魏彩霞等分别对灵昆

鸡蛋、淮南麻黄鸡蛋品质进行了研究，为灵昆鸡、淮南麻鸡蛋

用系的选育奠定了基础［５－６］。关于鸡生长与繁殖性状关系的

研究尚未见报道。马站红鸡是浙江省温州市苍南县马站平原

著名的土鸡品种，也是苍南县县志中唯一记载的土鸡品种。

母鸡羽毛为红棕色，公鸡羽毛黑红发亮，皮、肉、内脏均为黑

色。红鸡具有体大、胫长、耐粗饲、肉质好等特点，属蛋肉兼用

品种。改革开放后马站红鸡濒临灭绝，２００８年苍南县畜牧局
工作人员开始收集、扩繁马站红鸡种质资源，２０１３年温州市
农业科学院对马站红鸡进行选育。笔者采用典型相关分析原

理与主成分分析方法对马站红鸡体质量、体尺及产蛋性能与

蛋品质进行了统计分析，揭示了各性状间的内在关联，以期为

今后马站红鸡种质资源选育提供理论依据。
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