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I型鸭肝炎病毒变异株的鉴定 
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鸭病毒性肝炎是雏鸭的一种高度致死性传染病， 

其特点是发病急、病程短、传播快、死亡率高，死亡鸭多 

呈角弓反张，其肝脏常有特征性的出血性病变口]。鸭肝 

炎病毒(duck hepatitis virus，DHV)是本病病原，目 

前归属于小RNA病毒科的未确定种-2]，DHV分为 I 

型、Ⅱ型和Ⅲ型，其中 I型呈世界范围分布，Ⅱ型仅限 

于英国，Ⅲ型则限于美国-3]。DHV还存在一类毒株，与 

I型仅有部分血清学相关性，Sandhu等(1992)称之 

为 I型的变异株，命名为 I a型_4]。 

我国自1958年发生鸭肝炎 ]，迄今已流行近半 

个世纪。1984年郭玉璞等确定我国存在 I型 ]，此后 

多认为我国流行 I型。但近几年来，在许多暴发鸭肝 

炎的鸭场，针对 I型的主动免疫或被动免疫并不能有 

效地保护雏鸭抵抗DHV的感染。本文比较了一个 

DHV分离株与DHV I型参考毒株的血清学相关性， 

确定该毒株属于DHV I型的变异株，命名为 I v型 

1 材料与方法 

1．1 实验动物和鸡胚 1日龄雏鸭，来 自中国农业 

科学院畜牧研究所，7日龄雏鸭，来自未发生雏鸭肝 

炎疫情的某商品鸭场；9日龄鸡胚，来自中国农业大 

学动物科技学院畜牧场；健康大耳白兔，由中国农业 

大学动物医学院实验动物研究所提供。 

1．2 毒株 鸭瘟病毒弱毒株DPV MLV，DHV I型 

强毒株C1，DHV I型鸡胚化弱毒株C80，保存于本室。 

DHV待检病料HB1是2001年河北某鸭场2日龄樱桃 

谷肉鸭暴发雏鸭肝炎时采集，经鸡胚分离并传代1次， 

收获鸡胚2代含毒尿囊液保存于本室，将该毒接种鸡胚 

并传代获得待检病毒的不同代次鸡胚毒；其中3代毒 

E3、8代毒E8、28代毒E28、63代毒E63用于本试验。 

1．3 抗血清制备 含毒尿囊液经过 10 000 r／min 

离心10 min，取上清作为抗原，经4次免疫制备抗血 

清。首免加弗氏完全佐剂，在兔子颈背部皮内多点注 

射0．5 ml／只和腿部肌肉注射0．5 ml／只；二免加弗 

氏不完全佐剂，颈背部皮下注射0．5 ml／只和肌肉注 

射0．5 ml／只；三免为肌肉注射抗原液1 ml／只；四免 

经耳静脉注射抗原液1ml／只。两次免疫之间间隔 
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1周，在四免 1周后，采血分离血清，置一2O C保存。 

按此程序制备两个批次血清，一次为兔抗C80和E28 

的血清，二次为兔抗C80和E63的血清。阴性血清取 

自未免疫健康兔。 

1．4 人工致病试验 取1日龄鸭，经腿部肌肉注射 

DHV强毒，0．5 ml／只，观察7天。用1日龄雏鸭盲传 

1次，取有典型DHV病变的肝脏制成匀浆并加抗生 

素，用 7日龄鸭返强2代。以此比较E3和c1的致 

病性。 

1．5 PCR和RT—PCR 检测E8，以DPV MI V为 

对照，用PCR扩增鸭瘟病毒的UL6基因，核酸提取、 

引物设计、PCR反应条件和程序均参照文献 ]。用 

RT PCR扩增禽流感病毒的NP基因，委托农业部 

兽医诊断中心检测。 

1．6 免疫电镜 取E63的尿囊液，10 000 r／rain离 

心 60 min，留上清，45 000 r／min离心 3 h，用少量 

Tris盐酸(O．01 mol，pH 7．4)悬浮沉淀，超声波裂 

解，12 000 r／min离心30 min，取上清，1份上清液中 

加 4份兔抗 E63血清，4 C过夜，12 000 r／min离心 

30 min，取沉淀用双蒸水悬浮，经醋酸铀负染。透射 

电镜观察 。 

1．7 交叉中和试验 用固定血清一稀释病毒的方法 

在鸡胚上进行。抗血清置6O_C 30 min后，用生理盐 

水稀释1：5。将病毒用灭菌生理盐水进行1O倍系列 

稀释，每个稀释度病毒液分别与等量阴阳性血清混 

合，37C反应1 h，每个稀释度接种5枚鸡胚。0．2 ml／ 

胚，观察 7天，记录鸡胚死亡数，按常规方法计算抗 

体中和效价以及毒株间的相关系数口 ]。试验分两 

次，分别用E28和E63与C80进行比较。 

2 结果 

2．1 人工致病试验 在初代接种中，待检病毒E3 

和 I型强毒C1均未致死 1日龄雏鸭，但盲传一代 

后，待检毒株的死亡率达6O ，DHV I型强毒的死 

亡率为1O ，此后用7日龄鸭传代时，待检毒株的致 

死率均为100 9，6，而DHV I型强毒仅有1O 9，6～4O 

的死亡率(表 1)。 

接种后 24 h内。雏鸭表现精神沉郁，死亡多发 

生于接种后24～96 h，接种144 h后，存活鸭常恢复 

正常。濒死鸭侧卧于地，头颈摇晃，双腿反复蹬踢，表 

现出典型的DHV症状，部分死亡鸭呈角弓反张。死 

亡鸭的肝脏稍肿大，有多少不等的出血点，存活鸭未 

见 明显病变 。 
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