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　　摘要：江苏某肉鸽养殖合作社饲养的乳鸽出现扭头等神经症状，死亡率高达６５％，剖检可见脑部出血、颈部皮下
出血、十二指肠出血。从病死乳鸽中采集病料，分离到１株鸽新城疫强毒株，病毒毒力测定其 ＭＤＴ为５２ｈ、ＩＣＰＩ为
２２，动物回归试验表明具有较高的致病力，基因测序其Ｆ基因型为ＣｌａｓｓⅡ基因Ⅵｂ亚型。病理组织学研究发现，新城
疫病毒会引起非化脓性脑炎和出血性坏死。研究结果为了解江苏地区乳鸽新城疫的发生、流行和组织损害提供了研

究数据。
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　　鸽新城疫，俗称鸽瘟，又称鸽Ⅰ型副黏病毒病，
是鸽的重要传染病。该病危害极大，鸽群常突然发

病，蔓延迅速，具有发病快、流行期长、发病率和死

亡率高的特点，病死率一般为３０％ ～８０％，严重时，
死亡率可达９５％以上［１］。病鸽的康复时间较长，通

常需要１月左右才逐渐康复，有些需要更长时间才
能康复，部分患病鸽表现扭头等神经症状，从而丧

失了其经济价值，损失严重［２］。

江苏徐州某肉鸽养殖合作社成员饲养２０００多
对肉鸽，２０１９年１１月入冬后，其乳鸽不断地出现死
亡现象，死亡的有７日龄小乳鸽，也有２０多日龄大
的乳鸽，起初死亡２～３只／ｄ，成年鸽临床上未发现
明显异常。１周后乳鸽死亡近１０只／ｄ；部分成年鸽
拉稀，并出现零星死亡。解剖病死乳鸽，主要表现

脑部出血，颈部皮下出血，十二指肠等肠道出血，少

部分可见腺胃乳头、肌胃出血、泄殖腔黏膜出血。

病死成年鸽脑部出血不明显，此病变与乳鸽的解剖

病变有明显差异，但可见颈部皮下、腺胃乳头、肌胃

和十二指肠出血［３］。

为此，本研究团队从病死乳鸽中采集病料，分

离到１株鸽新城疫病毒，进行了鸽新城疫病毒毒力
测定，对新城疫病毒 Ｆ基因测序，开展了病理组织
学研究，以期为了解江苏地区乳鸽新城疫的发生、

流行和组织损害提供数据支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病料　无菌采集江苏徐州某肉鸽养殖合作
社病死乳鸽的脑组织，冻存备用。

１．１．２　试验鸡胚　ＳＰＦ鸡蛋购自北京梅里亚维通
实验动物技术有限公司，扬州大学实验室孵化至１０
日龄鸡胚供使用。

１．１．３　试剂　新城疫病毒标准阳性血清（生产批
号２０１９０５０８）、产蛋下降综合征病毒阳性血清（生产
批号２０１９０３０８）和Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒阳性
血清 （生 产 批 号 分 别 为 ２０１９０５２２、２０１８１２０６、
２０１９１１１６），购自哈尔滨国生生物科技股份有限公
司；ＴＲＩｚｏｌ，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＡＭＶ反转录酶、
ＲＮＡ酶抑制剂、ＥｘＴａｑ酶、ｐＭＤ１８－Ｔ、感受态细胞
ＤＨ５α，均购自宝生物工程（大连）有限公司；ＤＮＡ回
收试剂盒，购自ＯＭＥＧＡ公司［４］。

１．１．４　未免疫鸽　未免疫鸽，购自扬州市绿杨畜禽
养殖专业合作社，扬州大学实验动物房饲养供试

验用。

１．２　方法
１．２．１　病毒的分离和鉴定
１．２．１．１　病毒分离　２０２０年３月２３日于扬州大
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学生物安全三级实验室，取出无菌采集病死乳鸽的

脑组织病料，将病料剪成小块，置于研磨器内磨碎，

用生理盐水将病料按１∶５稀释制成组织混悬液，经
３次冻融后，置离心机中以５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取上清，加入“双抗”（含青霉素１０００ｍｇ／ｍＬ和链
霉素１０００ｍｇ／ｍＬ），室温作用４ｈ。取处理好的病
料上清液，经尿囊腔接种１０日龄的 ＳＰＦ鸡胚，每枚
０．２ｍＬ，用蜡封孔，置于３７℃继续孵化，弃去２４ｈ
死亡的鸡胚。２４ｈ后每２ｈ照蛋１次，收取死亡的
鸡胚，置４℃冰箱，４ｈ后无菌收集其尿囊液［４］。

１．２．１．２　微量血凝试验和血凝抑制试验　血凝抑
制（ＨＡ）试验和血凝抑制（ＨＩ）试验按常规微量方
法。２０２０年４月２６日于江苏省家禽科学研究所实
验室，对收获的尿囊液进行ＨＡ试验，对 ＨＡ阴性者
盲传３代。经检测，对具有血凝性的鸡胚尿囊液，再
用抗新城疫病毒标准阳性血清、产蛋下降综合征病

毒阳性血清和 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒阳性血
清进行ＨＩ试验［４］。

１．２．１．３　病毒毒力测定　２０２０年５月１１日于扬
州大学生物安全三级实验室，采用世界动物卫生组

织（ＯＩＥ）规定的方法测定分离病毒的鸡胚最小致死
量平均死亡时间（ＭＤＴ）和１日龄鸡脑内接种致病
指数（ＩＣＰＩ）［５］。
１．２．１．４　动物回归试验　２０２０年５月２１日于扬
州大学实验动物房隔离器，分别以０．１ｍＬ的分离毒
株第３代种毒液对１０羽１月龄未免疫的鸽进行肌
肉注射，观察２０ｄ，记录发病和死亡情况，未发病的
鸽则采血检测新城疫抗体［６］。同时设置未攻毒的

未免疫鸽１０羽作为对照，观察记录，采血检测新城
疫抗体。

１．２．２　引物的设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中收录的数百
条ＮＤＶＦ基因序列［７］，用Ｐｒｉｍｅｒ５．０自行设计扩增
ＮＤＶＦ基因部分片段的引物，Ｐ１：５′－ＡＧＧＡＴＣＣＴＴＧ
ＧＧＴＣＴＡＣＡＧＧＴＡＡＣＴＣ－３′；Ｐ２：５′－ＡＡＡＧＣＴＴＧＴＴ
ＣＧＴＴＣＣＴＣＡＴＣＴＧＴＧＴＴＣ－３′。引物交生工生物工
程（上海）股份有限公司合成。

１．２．３　ＲＴ－ＰＣＲ　按照 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒的说明对第
３代分离毒株的尿囊液进行病毒 ＲＮＡ的抽提，加入
适量的 ＤＥＰＣ水溶解。在 ＰＣＲ管中加入 ＲＮＡ
９．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，１０×ＲＴｂｕｆｆｅｒ２μＬ，
ＡＭＶ反转录１μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂０．５μＬ，随机引物
１μＬ，加灭菌去离子水至２０μＬ，混匀，室温下作用
１０ｍｉｎ，接着４２℃水浴１ｈ，即为第一链ｃＤＮＡ，以反

转录产物为模板进行 ＰＣＲ。ＰＣＲ反应体系为：反转
录产物 ２μＬ，５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
２μＬ，２０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物各 １μＬ，Ｅｘ－Ｔａｑ
０．２５μＬ，加灭菌去离子水至 ２５μＬ。反应条件：
９４℃ ２ｍｉｎ；然后 ９４℃ ３０ｓ，５９℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸 １０ｍｉｎ，取 ５μＬ
反应产物在１％琼脂糖中电泳进行检验［８］。

１．２．４　连接、转化和产物的测序　按照 ＤＮＡ凝胶
回收试剂盒说明回收ＰＣＲ产物，按照 ｐＭＤ１８－Ｔ载
体试剂盒说明进行连接，１６℃连接过夜。将连接产
物转化感受态细胞 ＤＨ５α，均匀涂布在含氨苄青霉
素的ＬＢ固体培养基上，３７℃培养１８ｈ后，挑取大
小合适的白色单菌落进行培养。将菌液 ＰＣＲ阳性
者送上海华大基因科技股份有限公司测序。

１．２．５　病毒 Ｆ基因片段的序列分析　利用 ＤＮＡ
ＳＴＡＲ５．０软件分析测序结果，并翻译Ｆ基因裂解位
点氨基酸序列。对 Ｆ基因核苷酸序列进行同源性
分析，并将 Ｆ基因片段序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中收录的
ＮＤＶ毒株绘制系统进化树；分析Ｆ基因裂解位点区
（１１２～１１７）氨基酸序列特征。通过对 Ｆ基因分型
相关序列的生物遗传进化分析进行基因分型［９］。

１．２．６　病理组织学研究　２０２０年３月２３日于扬
州大学生物安全三级实验室，采集病死乳鸽的脑、

肺、肝、肠、脾组织器官，浸泡于１０％福尔马林溶液
中，按常规病理切片制作方法，按次序对其组织器

官进行固定、脱水、浸泡包埋、切片、贴片、Ｈ．Ｅ染色
和封片［１０］，放置高倍显微镜下观察。

２　结果与分析

２．１　病毒分离鉴定结果
从乳鸽脑组织中分离得到１株具有血凝性的病

毒株，在鸡胚上传第３代后，鸡胚出现规律性死亡，
死亡时间集中于４８～６０ｈ。其第３代尿囊液ＨＡ效
价为２７，血凝性能被新城疫阳性血清所抑制，但不
能被产蛋下降综合征及 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感阳
性血清所抑制。经鉴定其为鸽新城疫病毒，称为鸽

新城疫徐州毒株，命名为ＰＰＭＶ－１／Ｐｉｇｅｏｎ／ＸＺ／ＣＨ／
２０１９（简称ＸＺ２０１９）。
２．２　病毒毒力测定结果

试验表明，鸽新城疫徐州毒株的 ＭＤＴ为５２ｈ、
ＩＣＰＩ为２．２，根据ＯＩＥ推荐的毒力判定标准，可判定
其为速发型新城疫病毒。

２．３　动物回归试验结果
经注射鸽新城疫徐州毒株的 １０羽非免疫鸽，
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２ｄ３羽发病，４ｄ内全部发病。３ｄ出现２羽死亡，
４ｄ死亡３羽，６ｄ死亡４羽，其他存活至２０ｄ出现扭
头等神经症状。检测未死亡鸽的血清，其 ＮＤＶ的
ＨＩ效价达到２５，表明鸽感染了鸽新城疫徐州毒株。
对照组１０羽非免疫鸽表现正常，２０ｄ采集鸽的血
清，进行ＮＤＶ的ＨＩ效价测定，均为０。
２．４　鸽新城疫徐州毒株 Ｆ蛋白基因序列及同性
分析

鸽新城疫徐州毒株 Ｆ蛋白基因 ＰＣＲ扩增产物
见图 １。由图 １可知，Ｆ蛋白裂解位点处的序列
（１１２Ｒ－Ｒ－Ｑ－Ｋ－Ｒ－１１７Ｆ）与新城疫强毒在这
一区域的序列相符，与国内强毒 Ｆ４８Ｅ９株、疫苗毒
ＬａＳｏｔａ株的核苷酸同源性分别为８５．２％、８０．０％，
氨基酸同源性为８３６％、８１．５％。经基因的遗传进

化分析（图２）可知，鸽新城疫徐州毒株属于 ＣｌａｓｓⅡ
基因Ⅵｂ亚型。

２．５　病理组织学研究结果
通过病理切片观察（图３）可知，鸽新城疫病毒

能引起非化脓性脑炎，坏死灶中心和周围有大量多

核巨细胞、巨噬细胞和淋巴细胞浸润。由图４可知，
脑组织内血管充血、水肿和出血，血管中层水肿变

性，毛细血管和小动脉玻璃样变，小血管生成透明

血栓及血管内皮细胞坏死；肠道黏膜绒毛脱落，出

血性坏死。肝脏出现网状组织细胞增生，脾脏的皮

质部和生发中心可见局灶性淋巴细胞的空泡形成

和破坏，出现坏死性损害；肺组织损害不明显。

３　小结与讨论

本研究从病死乳鸽脑组织中分离得到１株鸽新
城疫病毒株，其ＭＤＴ为５２ｈ、ＩＣＰＩ为２．２，动物回归
试验及其Ｆ蛋白裂解位点处的序列测定，均表明鸽

新城疫徐州毒株为强毒株，对鸽尤其是乳鸽具有较

强的致病力，与临诊表现相符。据绘制的基因遗传

进化树，鉴定出该分离株为基因Ⅵ型，为国内常发
生的病毒基因型毒株［１１］。本结果提示我们在肉鸽
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生产上需加强对鸽城疫强毒株的防控，尤其需加强

鸽场的卫生消毒工作，避免鸽新城疫强毒株的侵

入，减少鸽场内的病原数量，降低鸽群的发病风险。

通过病理组织学观察，鸽新城疫病毒具有较强

的嗜神经性，从而使乳鸽临床上出现扭头等神经症

状。鸽新城疫病毒对神经系统的损害对乳鸽的危

害尤其严重，由于鸽是晚成鸟，乳鸽出生后并不张

眼，自身无法觅食，完全靠亲鸽哺喂，其脑部神经受

鸽新城疫病毒侵袭而损伤后，造成乳鸽在哺食时抬

头或举头困难，致使无法吃到食物，这可能是乳鸽

发生鸽新城疫后死亡率较高的原因之一。

通过基因的遗传进化分析，鸽新城疫徐州毒株

与目前国内流行株属于同一遗传分支，与弱毒疫苗

株ＬａＳｏｔａ的遗传距离较远，提示需加强鸽新城疫专
用疫苗的研制，并建议对乳鸽新城疫防制应尽量选

择鸽新城疫专用疫苗，专用疫苗对鸽新城疫防疫将

更有针对性，免疫效果也会更好，避免仅使用鸡新

城疫弱毒ＬａＳｏｔａ株而影响免疫效果的问题［１２］。另

外，为有效预防乳鸽发生新城疫，生产上需加强对

亲鸽的新城疫防疫工作，以提高乳鸽的母源抗体水

平，提高乳鸽特异性抵抗力，避免乳鸽早期被新城

疫病毒感染而造成较大的经济损失。
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