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新 型 鸭 肝 炎 病 毒 的 分 离 及 初 步 鉴 定 
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摘要：从北京和广西发病鸭群中分离到2株病毒．分别编号为 B株和 G株，病毒太小琦 40 nm-无囊腱 血清中和试 

验表明，2株病毒为同一血清型，与 L、3型鸭肝盘病毒和鸭疽病毒无血清学相关性。人工感染试验表"／1．G椿对雏鸭具有 

很强的致病性，可引起典型的鸭肝曼病变．但死亡率随雏鸭目龄的增长而明显下降；B椿病毒不能致死正常雏鸭，但雏鸭经 

过环磷酰脐处理后 ，感染 B株病毒可引起雏 鸭死 亡，死亡鸭肝肿 胀、出血。 
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1999年 5月北京、广西等地 3～13日龄北京鸭和樱桃谷鸭 

发生一种类似于 1型鸭病毒性肝炎的疾病，死 亡率 2O ～ 

8O ；病鸭表现为突然发病、抽搐井很快死亡；剖检可见肝肿胀． 

其表面呈树枝状充血或有出血点、出血斑，胆囊克盈．肾轻度凇 

血。取病死鸭肝做细菌丹离培养．结果为阴性{经病毒分离分别 

从北京和广 西 的病料 中各 丹离 到 L株病 毒 (编号 为 B株 和 G 

株)．经过鸭胚血清中和试验表明两者为同一血清型，但与 1、3 

型鸭肝 炎病 毒阳性血清无交叉中和反应 ]。 

l 材料与方法 

1 l 试验材料 1型鸭肝炎病毒：鸡胚适应毒 65代．ELD 。为 

L0 ／0．1 mL，由本室保存；鸭抗 1型肝炎病毒阳性血清：鸡胚 

中和效价≥1：54；抗 3型鸭 肝炎病毒 阳性血清 ：由美 国康乃 尔 

大学 B．W．CaInek教授惠赠；鸭抗鸭瘟病毒阳性血清：车室制 

备=北京鸭胚及 L日龄雏鸭：购自中国农业科学院畜牧研究所； 

SPF鸡胚：山东家禽研究所秦卓明研究员提供；环磷酰胺：上海 

华联制药有限公司生产，批号 991109。 

1．2 材料 处理 无菌 取病死 鸭 肝按 1：5加^灭菌 PBS后 研 

軎 ．一20℃冻融 1敬 ．10 000 r／rain离心 30 rain，取上 清用 220 

nm针头式滤器过滤除菌。 

1 3 病毒分离 将上述处理材料经尿囊腔途径接种 9日龄北 

京鸭胚．0．2mL／胚，观察鸭胚病变和死亡情况．收获尿囊液并 

传代 。 

L 阳性血清制备 取B株第 4代鸭胚尿囊液人工感染 7日 

龄雏鸭．接种 7 d后仍存活，对存活的雏鸭于 10 d后再用灭活的 

尿囊波加强免疫 1欢，采血，分离血清。 

1．5 病毒对鸭胚成歼堆细胞适应试验 将分离的 2株病毒第 

4代鸭胚尿囊波分别接种鸭胚成纤维细胞单层，盲传 5代后取 

细胞培养液接种 9日龄鸭胚，拉查病毒是否能够在成纤维细胞 

中增殖 。 

6 病毒对SPF鸡胚适应试验 取分离的 2株病毒第 4代鸭 

旺尿囊液经屎囊腔接种 SPF鸡胚，0．2 mL／枚，盲传 6代后收获 
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尿囊液返传鸭胚t检查分离株是否适应鸡胚。 

L．7 分离毒椿鉴定 “。 

Ll 7．L 乙醚敏感性试验 取第 4代鸭胚尿囊液病毒 0．8mL 

加 0．2mL乙醚于灭菌离心管中，振荡 10min，于 4℃放置24 ht 

3 000 r／min离心 2O rain，吸取病毒液井反复吹打几次使残留乙 

醚挥发后分别作 L0一～1O 稀释，每个稀释度接种 5枚 9日龄 

鸭胚．设未加乙醚处理的病毒液作对照 观察 7 d．记录鸭胚死 

亡情况。 

L 7．2 鸭胚 EL 。谢定 取 B株第 5代及 G株第 4代鸭胚尿 

囊波毒 分 别作 l0 ～ l0 稀 释，接 种 5枚 9 日龄 鸭 胚， 

0．1 mL／枚，观察 7 d，记录鸭胚死亡情况。 

1 7．3 血清中和试验 分别将 56℃灭活的 L型、3型鸭肝炎病 

毒性血清和鸭瘟病毒阳性血清作 1：5、l：10和 i：40稀释．井 

与分离得到的病毒第 5代屎囊液(100ELD~，)等量混合，4℃过 

夜，每个稀释度接种 5枚鸭胚，0．2mL／枚．同时设病毒液对照， 

0．1 mL／枚，观察 7 d，记录鸭胚死亡情况。抗 B株病毒阳性血 

清与 1型肝炎病毒及 G株病毒交叉中和试验，操作步骤与上述 

相同。 

Ll 7．4 电镜观察 取死亡鸭胚肝经戊二醛固定后做超薄切片， 

观察细胞中病毒粒子。另取鸭胚尿囊液经 10 000 r／'min离心 

6Omin后取上清．经 40 000 r／'min离心 2 h，弃上清井用少量蒸 

馏承悬浮沉淀．再将悬液滴加至 250 g／L的蔗糖垫上重新超离 

1次除去部分杂质，取沉淀井去除蔗糖后用 20 mL，I．磷钨酸负 

染，透射电镜观察病毒的形态。 

1．8 攻毒试 验 

1 8．1 B株 

1．8．1．1 取 B株第 5代鸭胚屎囊波分剐经腿部注射 2日龄和 

7日龄鸭各 lO只 ，O．5mL／只 ，观察 7 d。 

1 8．1．2 将饲养于正压隔离器中的 16只 1日龄雏鸭，于 2、3 

日龄 2敬腿肌注射环磷酰胺．4 mg／K；4日龄时经腿内侧注射 

第 5代鸭胚尿囊液毒，0．5 mL／P．，共 l1只；另 5只作对照，攻 

毒后于隔离器中饲养观察 7 d。饲料和饮水均经过无菌处理。 

1．8．2 G株 取 G株第 4代尿囊液毒腿部注射感染 3批雏 

鸭．分别为 2、7和 13日龄雏鸭各 LO只．0．2mL／~q，每批设 5只 
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空 白对照 ．攻 毒后 观察 7 d。 

2 结果 

2 l 病毒分 离 将处 理 的病料接种 鸭旺后 96 h内可 100 致 

死鸭肛．可见胚体水肿、出血，肝出血或有白色坏死点 鸭胚屎 

囊液传代毒接种鸭胚成纤维细胞连续 5代均不产生细胞病变； 

细胞培养液毒接种鸭胚不能致死鸭胚：经 SPF鸡胚中连续传 5 

代，鸡胚发育正常，试验表明分离的 2株病毒不能在鸭胚戚纤维 

细胞 和鸡胚 中增殖 。 

2 2 乙醚敏感性试验 将 2株病毒经过乙醚处理后接种鸭 

胚，鸭胚死亡和病变情况与未经乙醚处理的对照组无差异，证明 

所 分离的病毒 为无 囊膜病毒 

2．3 鸭肛 EL ，剥定 B株第 5代 鸭胚尿囊渡 ELD ，= 

lO ”加 lmI．；G株第 4代碾囊液 ELD 一10一 ”／0．1mI， 

2 4 中和试验 l、3型鸭肝炎病毒阳性血清及鸭瘟病毒阳性 

血清对 2株分离病毒均无中和作用，抗 B株病毒阳性血清对 l 

型鸭肝炎病毒 65代鸡胚适应毒无中和作用，而对 G株病毒的 

中和效价≥l：4O，说明B株病毒和 G株病毒为同一血清型，但 

与 目前 所报道 的 1、3型 鸭肝炎病毒不同。 

2 5 病毒形态观察 电镜下，鸭胚的肝超薄切片细胞质和超离 

沉淀负染样车中可见到少量 40 nTil左右的无囊膜病毒；切片中 

未发现有晶格状排列的病毒粒子 

2．6 动物 感染试验 

2 6 l B株病毒人工感 染雏 鸭不能引起发病 和死亡 ；经过 环磷 

酰胺处理的雏鸭攻毒后 72 h开始死亡，歪观察结束其死亡 8 

只(8／11)．剖检可见肝肿胀 、充血 ，少数有 出血斑 和条状 出血 。 

2 6 2 G株病毒人工感染雏鸭可引起明显的发病和死亡．但随 

着雏鸭 日龄增大，死亡率 明显下降。2日龄感染鸭死亡率为 

80 (8／io)．7日龄为 {0 (4／ID)．13日龄组 未 表现发 病症 状 

和死亡(O／lO)。大多数雏鸭在感染后 24~48 h死亡．雏鸭临死 

前 出现明显 的神经症状 、抽搐 ，井很快死亡。剖植可见肝 明显肿 

胀 ，肝 表面有大量 的出血点 、出血斑 ，死亡时问越短 的病鸭其肝 

表面出血越严 重，96 h左右死亡鸭肝表 面出血点明显减少 。 

3 小 结和讨论 

3．1 从北京和广西两地区发病鸭中分离到 2株病毒，经过中和 

试验表明两者 为同一血清 型，与 1、3型鸭肝 炎病 毒无血清 学相 

关性。此结果与临床上对发病鸭群使用 l型鸭肝炎弱毒疫苗或 

高免卵黄抗体进行预防或治疗无效相一致，另外从病理组织学 

观察发现(另文报道)，G株病毒人工感染鸭引起的病变与 1型 

肝炎病毒有所不同 因此，本研究将分离到的病毒暂时定为新 

型鸭肝炎病毒，对其理化及分子生物学特性有待于进一步研究， 

从而确定其分类地位。 

3．2 对分离株^工感染试验表明，2株病毒对雏鸭的致病力有 

很太 的差异 ，在 临床上 由 B株引 起雏鸭 的死亡 率约为 20 ，连 

续感 染 的 5批 鸭雏 均在 6日龄开 始 出现死 亡，12日龄左 右停 

止；剖检死亡鸭可见肝肿胀、边缘树柱状充血，束见典型的肝出 

血变化 由 G株感染雏鸭则表现为急性发病和大量死亡，与 l 

型鸭肝炎病毒感染极为相似 调查发现，由 B株鸭肝炎病毒在 

临床上引起的雏鸭发病，可能与鸭场的饲养管理条件差有一定 

的关 系 
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同胚接种 IBDV和 NDV制造二联弱毒苗 

张明波，于作利，苏雅君．姜 力，毛春玲 

【黑龙江省生物制品一厂．黑龙江 哈尔滨 150069) 

摘要：用鸡传染性腔上囊痛病毒(1BDV)和新城症病毒(NDV)$~-种同一鸡胚收取种毒，试制 IBDV、NDV二联弱毒冻 

干疫苗．安全性和致力裣验均逮到这 2种单苗《规程》规定的标准，证明2种病毒在鸡体内产生互不干扰抗体。 

关键词 ：传染性腔 上囊病；新城疫；二联苗 
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目前我国预防鸡新城疫(ND)、鸡传染性腔上囊病(1BD)．一 

般 用 2种单 苗分别进行 免疫 。固两者的免疫 途径 及免疫程序不 

一

，蛤这 2种病的免疫工作带来一些不便 ；偶见使用的二联苗 

也是由 2种单苗混台后冻干制成 ，其成本相对较高。笔者采用 

NDV、IBDV同胚接种制苗种毒，试制 IBDV、NDV二联冻干弱 

毒苗(以下称二联苗)10余批，其安全性、效力检验均达到单 
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苗《规程》规定的标准 ．田同试验也收 到理想 效果 证 明此二联 

苗完全可 作为预防 IBD和 ND的生物制 品。 

1 材料和方法 

l 1 种毒制备 IBDV弱毒 株由中国兽药监察所提供tNDV为 

黑龙江生物一厂保存的C30 86株，用 2种制苗种毒接种同一 

鸡胚，收取旺渡、胚胎．混台制成 IBDV、NDV二联种毒，用于生 

产二联苗 ； 

1．2 种毒检验 将制各的种毒分别用 ND、IBD标准阳性血清 

中和后接 种鸡 胚． NDV 血凝敬l仃f≥1：540 上tIBI)V 
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