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鸭肝炎病毒感染和垂直传播的研究 
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提 要 

用 口一 P-dATP-DHBV DNA探针做斑点 杂交 试验、检测了不 同鸭种 血清 中携带 

DHBV情况。其 中北京鸭与樱桃谷鸭的杂交种鸭杂交阳性率为5．1弼；而 不同 鸭龄 不同饲 

养条件的 高邮麻鸭血清阳性率 32．7一s8．8弼 ，经EM检．眭0均在血请 中找 到病毒颗粒。将 

DHBV DNA不 同的亲代配对所组成的四个组分群饲 养 ，观察产卵后再孵化出的雏鸭DHBV 

DNA阳性率。第一组 (单一 一 )为 0弼， 第二组 (早+ +)为100弼，第三组(早一 

+)2s啊，第四组 (早+ 一 )i00弼。然而亲代雌雄鸭均为 DHBV DNA阴性 的雌鸭 

所产卵在孵化到第9天时，羟 尿囊腔注射 1 x1D。病毒颗粒 ／mll0Pl的血清 ，孵 出雏鸭对 

DHBV DNA阳性率 选83．3弼。 

关蕾 饲：鸭肝炎病毒 垂直传 播 自然感染 

由于人乙型肝炎病毒 (HBV)，鸭肝炎病毒 (DHBV)、 土拨鼠旰炎病毒 (WHV) 

地松鼠肝炎病毒 (GSHV)在形态结构，核酸组成，生物学特性及致病机理的相似 性 ， 

国际病毒分类命名委员会(ICTV)将这_==缉瘴毒 冬 喧盱 病毒”(Hepadn — 
virus)⋯ 。近年来发现后三种动物的肝 炎病毒能自然感染相应动物，因而研究这三 种 

动物肝炎病毒有助于间接认识人乙型 突病毒，但土拨鼠、地松鼠在实验室饲养、繁衍 

啪 难 茵葡 年来DHBv以及所致疾病已被认为是研究人乙型肝炎和与乙型肝炎相关 

的肝硬化和旺堕笪塞生机理鳆蛋趣塞肇堪蓥 。本文拟遁趸苯同 种 H 西 革。 
— 啊EV垂直传播率及途径等探讨DHBV的传播机理。 

材 料 和 方 法 

一

， 材料 

1． 本实验所使用的鸭种为高邮寐鸣和北京鸭 (罕)与樱桃各鸭 (8)的杂交种鸭 其中高 
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邮麻鸭有从高邮市场购买、高邮种鸭场分群饲养以及高邮种鸭场提供 的鸭卵在本室孵化后自 养的 

几种情 况；而北京鸭与樱 桃替鸭 杂交种 鸭系 由天津市养鸭场所提供。 

2． 鸭血清是以无 菌技术 自脏静脉或颈静脉放血 后获得的全血 ．经 离心分离血清 ，一70℃保存。 

鸭肝组织系杀鸭后取肝组织置10弼福尔马林组织固定液中4X2保存。 

3． 含pBR322及pBR322 DHBV DNA质粒的大肠杆菌均 由美 国Mason博士所 提供。 ‘ 

4． a一札P-clATP购于中国科学院原子能研究院。比活性1000--3000Ci／mmol，放亿纯度98和． 

比敢 度为1—1．75mCi／mI。 

5． 感染用DHBV DNA阳性血清系随机取5只DHBV DNA阳性鸭．无菌切断颈静脉放血至死， 

分离血清后 ，经混合纤维素瑛过滤除菌 ，将5份血清混合 ，铡得病毒台最为1×10 个病毒颗粒／m1． 

一 70℃保存备用 。电镜负染色用DHBV DNA阳性血请的制备方法同前，仅在分离血清后用 CsCI营 

度梯度离心提取DHBV一70℃保存。 

二、方法 

1． DHBV DNA的提取：首先将美国Mason博士赠送的E．eoli pBR322和E．coil pBR322一DHBV 

菌常规 接种平板 ，挑取 单个菌落转种 L一肉西增菌培养 ．然后加入溶菌酶裂解苗体 ，经 苯 酚抽提 ，用 

乙醇沉淀即获得DHBV DNA。将提取的CHBV DNA做琼 脂糖凝驳 电诛 ，并以 pBR322 DNA 为对 

照，t在紫外检测仪上铡定其最终浓度。 

2． DHBV DNA探针制各：按 Masou【211980年方怯，用本室提取昀DHBV DNA片段，通过 

口 P—dATP缺日转移技术标记制各探针。在北京产 FT-61 3自动定标器 (北京261厂生产 )锢i试标 

记探针。探针的同位素参入率为24—38．7弼，放射比活为2．7—7．0X10 cp=,／tzg DNA，敏感度为 

DHBV DNA 40 pgn／mI血清。 

3． DHBV DNA斑点杂交法检测鸭血请：按郑玉廷等 l 6l方法，首先将厦实验鸭获得的血清每 

份取50#I，经过挪样拈撼扳孔点于混合钎维索微孔撼麋上 ，经 变性、预杂交后，用本室制备的 a一 

¨P—dATP—DHBV DNA探针杂交。混合纤维素膜经反复 用SSC缓 冲液洗涤 后，置-70~C低温冰箱行 

放射自显影。 

4， 用DHBV DNA阳性血请感染鸭胚 ：将产卵的雌 鸭43只与雄鸭s只按 DHBV DNA 阳性或阴 

性的情况分成四组 (表1)分群隔离饲养。 待雌鸭产卵8日后，经挑选将鸭卵入孵。其中第1组的鸭 

珏孵 化蓟9日时，用微量注射器注射DHBV DNA阳性血请1s l到鸭胚 屎囊 腔内，共性射鸭妊30只 ， 

或蛀射生理盐水作为对照，亦注射鸭胚 30只 注射完毕用加热融化的固体石蜡封住小孔·并立即 

将鸭胚置39℃继续孵化至28夭出壳，用双盲法检测雏鸭DHBV DNA的阳性率。 

裹1 寮代鸭分虽情况 

Tab]e 1 Group of pe realal geae ratlon duck 
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5． 电铙下观察DHBV：将DHBV DNA阳性血清用cBcl密度梯度离 心提取的 DHBV经 负染色 

放大85．000倍观察 其形态。 

结 果 

一

、 不同鸭群血清中携带 DHBV的情况； 

用口．s P—dATP．DHBV DNA探针做斑点杂交试验，检测了不同鸡群血清~ DHBV 

的情况，结果见表2。在各鸭群 DHBV DNA阳性的血清 中做电镜检查，均 见到病毒颗粒。 

各不同鸭群包括天津种鸭场饲养的2—3目龄的北京鸭与樱桃答鸭杂交种鸭和不同鸭 

衰2 同鸭群自拣卷寨DHBV的情况 

T~ble 2 Natural infeetion 0r DHBV {Ⅱ several v~rletles Df dueh 

PD： Pekl g Duck 

龄不同饲养条件的高邮麻 鸭血清中均检测到了 DHBV DNA，电镜下查到了病毒颗粒。 

图版 I，1为北京鸭与樱桃谷鸭 血清 斑点杂交结果 (阳性率为5．1％ )。图版 I 2为高邮 

麻鸭血清斑点杂交结果 (阳性率在 32．7—58．8 )。图版 I 3为斑点杂交阳性的高邮麻 

鸭血清经CsC[离心后的负染色电镜观察结果 

二、DHBV垂直传播的研究 

1． 自然垂直传播；由 DHBV DNA不同亲 代配对所组成 的四个组引起的垂直传播 

情况不 同 (表 3 )。 

从表 3可以说明无论是雌鸭还是雄鸭只要有一方DHBV DNA为阳性，就 有 自然 垂 

直传播的可能性o 

2． 鸭胚人工感染。亲代雌雄鸭血清均为 DHBV DNA阴性的雌鸭所生卵在孵化刮 
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袅 亲代鸭Z型旰炎崭毒盛染情况与其垂直传擂 

Tabl 3 Verti cal tran smi~sl⋯ f bH BV iⅡ se~a r al parental g ene ration g roup s 

第 9天对，经尿襄腔注射 DHBV DNA阳性血清和未注射阳牲血清而以生理盐水为对照 

的二者清况完全不同，注射了DHBV DNA阳性血清者到孵出雏鸭时 DHBV DNA阳性率 

达83．3 而注射生理盐水者 到孵出谁鸭对DHBV D A阳性率为0 (表 4)。且注射 

DHBV DNA阳性血清者孵出雏鸭的血清于电镜下观察到病毒颗粒 (图版 I 4)。 

裹‘ 鸭旺犀蠢腔注射DHBV DNA(+)血清后曲DHBVJ蟊荣率 

Table ．Rate 0f DHBV infe ef{0Ⅱ iⅡ dⅡck emb ros by allantaai c 

i u tion of DHBVf+ ) s川  

讨 论 

为研究DHBV的感染和传播情况，我们采用了DHBV DNA分子杂交、电镜观察等几 

种方法发~DHBV DNA阳性血清在电镜下均可见到病毒颗粒，DHBV的病毒颗粒呈圆形 

或椭圆形，直径约为 40--55nm，有的为实心颗粒亦有空心颗粒，与 Mason及周塌钟等 

．I， 报道的DHBV形态相似。在抗原抗体系统尚未建立的情况下， DHBV DNA分子杂 

交的方法操作简便、灵敏度高、特异性强、可同时检测大量标本，因而作为检测 DHBV 

的首选方法，如阳性则表示有感染。 

日本学者⋯以及我国学者早已注意到我国鸭群中 DHBV感染率有地区分布差异。我 

国瞿涤等 s 研究了 7个不同鸭种DHBV感染率各不相同，其中高邮麻鸭和绍兴麻鸭的 感 

染率最高，分别为5O％和55 。我们的研究结果表明：天津种鸭场孵化的北京鸭(早)与 

樱桃谷鸭(8)杂交种雏鸭DHBV DNA~]性率为5．1％，而高邮麻鸭随鸭龄的不同 DHBV 

DNA阳性率有差异，在32．7—58．8％之间，说明不同鸭群、鸭龄及饲养条件均可影响鸭 

的带毒率。 

许多学者证实DHBV~ 要传播途径为垂直传播 ⋯。我们将 DHBV DNA不同的 

亲代配对组成四个组，分群隔离饲养， 观察产卵后再孵出的雏鸭DHBV DNA的阳性率， 
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第一组 (早一S一 )为0 ，第二组(早+8+)为100 ，第三组 (早一S+ )为28 ， 

第四组 (早+S一 )为100 ，说明在传 播中垂直 传播是主要的，而在自然垂直传播中 

雌雄鸭均起作用，可能雌鸭起的作用更大，但因第舀组鸭数太少，尚不能肯定。在人工 

感染的研究中，将亲代雌雄鸭 DHBV DNA均阴性的雌鸭产的卵孵化到第 9天，经尿囊 

腔注射1×10 病毒颗粒／ml 1 0 l的血清或注射10#I生理盐水，孵出雏鸭时注射DHBV者 

DHBV DNA的阳性率达 83．3％，而注 射生理盐水者0 ，与国内的报道相似 ”。 

DHBV的实验性感染可以一 日龄雏鸭 ”或正在发育中的鸭胚为材料 。Mason等曾 

把DHBV阳性血请接种到15日龄鸭胚的静脉内，孵出一 日龄雏鸭血清DHBV DNA阳性率 

达75 ，而本实验采用 9日龄鸭胚尿囊腔接种，孵出 2日龄雏鸭血清 的 DHBV DNA阳 

性率达83．3 ，且操作简便，感染效果亦佳。由此可见，把DHBV接种至鸭胚的尿囊腔 

是快速有效的感染实验途径。 

我们认为，以高邮麻鸭胚作为DHBV感染的实验模型是可行 的，特别是在垂直传播 

的研究中更为有利。DHBV感染鸭后对研究嗜肝病毒，特别是HBV感染、致病机 、筛 

选抗病毒药物都是非常重要的，目前尚有许多问题需要进一步研究。 
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A Study on Natural Infection and Vertical Transmission 

of DHBV in Ducks 

Li Qiu·xiang Zheng Yu—ring Li Dong—tian Tian Jin—xia 

Zhang Hao W ang Li—-Jun Ren Zhong··yuan 

(Department of Microbiogy，T n i1,1 Medicat College，Tianiin 300070) 

Li Bo—shao Zhang Sheng-fu 

(Dl*ck—breeding farm，Gaoyol* COl*nty．3iang S“ Province 225601) 

DHBV in duck serum is assayed by a-szp—DHBV DNA probe hybridization． 

It is found that the rate cf DHB V viremia in hybrid from Bei ing duck and 

Cherry valley duck ”as 5
． 1 ，whereas in Gauyou local ducks was 32．7—58．8％． 

Positire sera are confirmed by EM
．
The virion of DHB V is characterized． 

Ducks are divided into four groups
．
The ra￡e of DHBV viremia in the duckli— 

ngs hatched from different groups is detected
．
Group 1(F一，M一) is 0 ，Group 

2(F ，M )100 ，Group 3(F-9 M )28 ，and Group 4(F ， M一)100％ ． By 

allant 0ic route inoculation of DHBV 1× 10 virion／ml for 10／*1 to 9-day old 

duck embryos from group l
，
the rate of DHBV viremia in these hatched 

ducklings is 83．3％． 

Key w ords： Duck hepatitis B virus Natural infeetio n Vertical 

trarts皿ission 
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