
第 21卷 2期                                   中 国 病 毒 学                             21（2）：173-177 
2006年 3月                                VIROLOGICA SINICA                             March  2006 

 

收稿日期：2005-10-25，修回日期：2005-12-30 
*    基金项目：国家 863计划项目（2005AA219070） 

作者简介：张彦鹏（1980-），男，山东德州籍，硕士研究生，从事动物病毒学研究。 
**  通讯作者.  Corresponding author. Tel: 027-87198465;  E-mail：Litx@pentium.whiov.ac.cn 

鸭细小病毒 04Nb株的分离鉴定与 rep基因测序与分析* 

张彦鹏，李  静，寇  铮，陈绳亮， 范兆军，张  忠，李天宪** 
（中国科学院武汉病毒研究所  病毒学国家重点实验室，湖北武汉 430071） 

Isolation and Identification of Duck Parvovirus 04Nb Strain  

and Sequence Analysis of rep Gene 
ZHANG Yan-peng，LI Jing，KOU Zheng，CHEN Sheng-liang，FAN Zhao-jun， 

ZHANG Zhong，LI Tian-xian** 

(The State Key Laboratory of Virology, Wuhan Institute of Virology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430071, China) 
 
Abstract：A severe contagious disease broke out in several duckeries in Ningbo, Zhejiang province with 
the symptoms of diarrhea and grasping. The liver tissues from the dead ducks were collected and 
inoculated into the allantoic cavity of the 11-day-old embryos. Through purification by sucrose density 
gradient centrifugation, a diameter of 20nm virions with typical duck parvovirus (DPV) characters was 
observed by electron microscopy. In the test of agar-gel immunodiffusion, the reaction between the stuff 
from dead embryos and positive serum was obvious. Through SDS-PAGE, three main segments were 
visible which coincided with DPV. In animal test, similar symptoms were also observed. Using the 
primers designed according to DPV genome, we acquired an anticipative 600bp DNA fragment, which 
was cloned into E.coli and sequenced. The sequence shared 98% identity with the representative DPV 
strain. From all above results, the pathologic agent was diagnosed as Duck Parvovirus. To acquire more 
information of the rep gene, we sequenced and aligned it with 4 other sequences of DPV or goose 
parvovirus (GPV) from GenBank. The result indicated the homology of rep gene was about 98% with 
DPV and 81% with GPV. 
Key words：Duck parvovirus; Isolation and identification; rep gene; Homology 
 
摘要：采集浙江宁波地区以腹泻、呼吸困难为主要症状的病鸭肝组织，接种正常鸭胚尿囊腔增殖病毒。雏鸭感染

试验显示发病症状及病理变化明显，死亡率为 75%。电镜下可见纯化病毒直径约 20nm左右的球形病毒粒子。免

疫琼脂扩散实验结果显示与鸭细小病毒（duck parvovirus DPV）标准株阳性血清有明显沉淀线。经 SDS-PAGE呈

现 3条结构蛋白带，与 DPV标准株一致；参照 GenBank DPV非结构蛋白基因序列设计引物，PCR扩增反应获得

目的条带，克隆测序后，与 DPV 代表株序列同源性达 98%。根据上述实验结果，确定引起本次鸭场疫病的病原

为 DPV。为进一步研究该分离株 rep基因的序列特征，对其 rep基因克隆测序，与 GenBank中两株 DPV、两株鹅

细小病毒（GPV）进行序列比对，结果显示 rep基因核苷酸序列与 DPV参考毒株同源性为 98%以上，与 GPV同

源性为 80%左右。  
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鸭细小病毒病由鸭细小病毒（Duck parvovirus，

DPV）引起的一种急性病毒性传染病，以雏鸭为易
感，临床症状主要表现为渗出性肠炎，死亡率约

50%～80%[1~5]。近 20 年来，在我国福建、广东、
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广西、浙江、台湾等地养鸭场经常爆发。法国、匈

牙利、美国等地也频见报道[6~11]。该病的流行是制

约鸭养殖业发展的重要因素之一。 
DPV归属于细小病毒科细小病毒属，其基因组

为单链线性 DNA，由 5132 个核苷酸组成, 基因组
含有两个开放阅读框架(ORF) , 左侧 ORF 编码非
结构蛋白REP，右侧ORF 编码 3 个结构蛋白V P1、
V P2、V P3，两个 ORF位于同一个读码框中[9,12]。 

2004 年 2～4 月间浙江省宁波地区多个鸭养殖
场暴发了以呼吸急促、腹泻为主要症状的雏鸭急性

传染性疫病，死亡率达 30%左右。本文对其病原进
行了分离鉴定与初步研究，通过临床病理、病原生

物学特征和 rep 基因序列分析等实验，确定引起该
鸭场疫病的病原为 DPV，并将该分离株命名为鸭
细小病毒 04Nb株（DPV-04Nb株），为该病毒病的
防治提供了科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
鸭组织病料采集于宁波地区多个鸭养殖场；健

康鸭胚，雏鸭购于武汉某鸭场；DPV标准株购于广
西畜牧兽医研究所，阳性血清由福建农科院陈少莺

老师惠赠；PCR相关试剂、DNA-marker(DL2000)、
pMD18-T载体购于购自大连宝生物公司；琼脂糖凝
胶 DNA 回收试剂盒购自 Promega 公司，大肠杆菌
DH5α为本研究室保存。 
1.2  雏鸭感染试验 
取患病鸭肝组织，匀浆，用 0.01mol/L  pH 7.4  

PBS按 1：10稀释，离心 4℃，3000 r/min，20min，，
取上清，加入氨苄青霉素、链霉素至终浓度为 1000U 
/ mL，通过 0.45µm 孔径的微孔滤器过滤除菌，得
到病肝组织悬液（－20℃保存备用）。采用 5d龄雏
鸭，肌肉注射病肝组织悬液 0.2 mL /只（实验组），
肌肉注射无菌 0.85%生理盐水 0.2 mL /只（对照组），
分别饲养观察 7d。  
1.3  病毒增殖与纯化 

取患病鸭病肝组织液，以 0.2 mL /胚尿囊腔
接种 10d 龄鸭胚，37℃培养至 96h, 弃除 24h 内
死亡的鸭胚，收获 24～96h的鸭胚尿囊液作为待
检染毒尿囊液（同时观察胚体发育状态）[14]；对

照组，以 0.2 mL /胚接种无菌 0.85%生理盐水。
病毒的纯化采用蔗糖密度梯度离心的方法进行，

纯化的病毒经 2%磷钨酸负染，在透射电子显微
镜下观察。  
1.4  免疫琼脂扩散实验 

    按常规方法制备 0.8％的琼脂糖平板，将待检
染毒尿囊液作为待检抗原。中央孔滴加 DPV 标准
毒株阳性血清，周围孔分别滴加待检染毒尿囊液、

DPV 标准株染毒尿囊液，24h，37℃平置保湿, 观
察免疫沉淀线。 
1.5  SDS-PAGE电泳： 
分离胶 10%，浓缩胶 5%，考马斯亮蓝染色，

按照 Lammeli方法[13]进行。 
1.6  核酸提取 
取病鸭肝组织悬液、待检和标准 DPV 株染毒

尿囊液各 500µL，分别加入 DNA 抽提缓冲液按文
献[13]所述方法提取病毒核酸。 
1.7  DPV-04Nb株鉴定之 PCR方法 
参考 GenBank 发表的 DPV 基因组序列 rep 基

因序列，借助 Primer Premier5.0软件设计一对位于
Rep蛋白编码区的引物 P1、P2，跨幅 600bp，由北
京 Augct公司合成。引物序列：P1: 5’- CAAACGG 
GGAGGGCAAAATAAGA -3’；P2: 5’- GTGGTCGC 
AGGTCCGTAGAGC -3’。  

PCR反应参照文献方法[13]，并调整最佳反应条

件。使用琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒回收 PCR产
物，回收产物与 pMD18-T 载体连接，重组载体转
化感受态大肠杆菌 DH5α，感受态细胞的制备按参
考文献[13]的方法进行；挑取阳性克隆并扩大培养
后，用碱裂解法提取质粒，经PCR和BamHI/Hind Ⅲ 
双酶切鉴定重组质粒；测序由上海基康生物技术公

司完成。 
1.8  DPV-04Nb 株 rep基因序列测定 
根据 GenBank 内 DPV序列，分 S1、S2、S3、

S4四段设计引物： 
S1. U: (502-523) 5'-CATTCGTTGCTCTGCTCTCACA-3' 

L: (1008-987) 5'-GTCACGGTCTTATTTTGCCCTC-3' 

S2. U: (979-1002) 5'-CAAACGGGGAGGGCAAAATAAGA-3' 

L: (1566-1545) 5'-GTGGTCGCAGGTCCGTAGAGC-3' 

S3. U: (1476-1497) 5'-ACCCTCAATATGTAGGGAGCGT-3' 

L: (2143-2122) 5'-GAGCTCAGGGCTCGCTCTTAAT-3' 

S4. U: (2116-2137) 5'-GGAGATATTAAGAGCGAGCCCT-3' 

L: (2729-2708) 5'-CTGCCTTGAGCTGCTGGTCGTA-3' 

PCR反应参照文献方法[13]，并调整最佳反应条件。

各个克隆的制备及序列测定方法同上 1.7。 
1.9  rep基因序列分析 
各片段序列使用 Dnastar 4.0 软件进行拼接和校

对，得到全长 rep基因；利用Dnastar，Bioedit分析软
件，选用 GenBank 中不同地域的 DPV、鹅细小病毒
（GPV）等代表株进行同源性比较。（参考毒株见表 1） 
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表 1  参考病毒株 
Table1  Reference viruses 

Strains Location Host Accession number 

DPV-04Nb* Ningbo, China Duck DQ250134 

DPV-Hu-1 Hungary Duck NC_006147 

DPV-Hu-2 Hungary Duck X75093 

GPV-Hu Hungary Goose NC_001701 

GPV-shh Shanghai, China Goose AF416726 

*DPV-04Nb: being detected strain. 

 

2  结果 
2.1 病毒增殖及雏鸭感染试验 
接种鸭胚在 48-72h内，死亡率 95%，接种病毒

的鸭胚发育不良，胚体充血水肿，皮肤见散在出血

点（图 1 A, B）。 
临床症状：实验组雏鸭于 24h-48h表现精神沉

郁 、厌食 、脚软 、喘气，排便呈黄绿色，48h～
72h 死亡的病雏鸭出现神经症状，直至死亡，与鸭
细小病毒病的症状相符。感染雏鸭在 48h内发病率
100%，72h内死亡率为 75%。 

病理解剖：发病死亡雏鸭肝脏呈现针尖大的出

血点（图 1 C）；脾脏、肾脏、胰腺明显充血或出
血，且胰腺表面有灰白色坏死点。小肠肠壁变薄，

肠管膨大，肠内粘膜剥落，出现灰白色条索状的渗

出物。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图1  感染实验结果 
Fig .1  The result of infection experiment 

A：Normal 13d duck embryo; B：Pathologic 13d duck embryo; 
C： Normal liver tissue; D：Pathologic liver tissue 

 
2.2  电镜观察 
经纯化的病毒尿囊液电镜观察可见直径约

20nm无囊膜的球形病毒粒子。（图 2）。  

 
 
 
 
 
 
 
 

图2  病毒粒子电镜照片（箭头所指即为DPV病毒粒子） 
Fig 2  particles of Duck Parvovirus DPV virion shown by arrow. 

 

2.3  免疫琼脂扩散实验 
标准 DPV阳性血清样品与 DPV标准株、待检

染毒尿囊液间可见有免疫沉淀线，而与正常鸭胚尿

囊液间无沉淀线。(图 3) 

 
图 3  免疫琼脂扩散 

Fig 3  Agargel immunodiffusion 
Middle, Standard DPV positive serum; Upper and right, Being 
detected virus in allantoic fluids; Left, Standard DPV in allantoic 
fluids; Below, Normal allantoic fluids  

 
2.4  SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 
待检染毒尿囊液的蛋白带与标准 DPV 染毒尿

囊液的蛋白带型相似，均为 3 条，大小分别为
68kDa、58kDa、40kDa左右（图 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  病毒粒子结构蛋白 SDS-PAGE  
Fig.4  SDS-PAGE for structural protein of virus 

M,Protein marker; 1, Allantoic fluids of the standard DPV; 2, 
Allantoic fluids of virus to be detected; 3, Normal allantoic fluids 

43.0

  66.2

97.4

30nm

M      1     2     3 

kDa

A                    B 
 

 
 
 
 
 
C                    D 



176                                          中 国 病 毒 学                                       第 21卷 

2.5  DPV-04Nb 株 PCR方法鉴定结果 
使用基于DPV rep序列所设计的引物 P1和 P2，

从病鸭肝组织悬液、待检染毒尿囊液和标准 DPV 染
毒尿囊液中均扩增出片段大小约600bp的DNA片段，
与预期目的带相符（图 5）。将所扩增片段克隆后测序，
所得序列采用 Blast (Basic Local Alignment Search 
Tool) 在GenBank 中进行序列对比检索，发现与其中
的DPV-Hu-1株序列同源性为 98%。 

 
图 5  DPV-04Nb株 PCR鉴定 

Fig.5  DPV-04Nb strain identification in PCR method 
M, DL2000; 1, Allantoic fluids of virus to be detected; 2, Alla PCR ntoic 
fluids of standard virus to be detected; 3, Sick liver tissue to be detected; 4, 
Normal allantoic fluid 

 
2.6  DPV基因分段扩增 
将 rep基因分成 S1、S2、S3和 S4四段分段扩

增，在浓度为 1%的琼脂糖凝胶上检测 PCR结果（图
6）。 

 
图 6  rep基因分段扩增的检测 

Fig.6  Agarose gel electrophoretic analysis of products of 
rep gene amplification                                   

M, marker DL2000; 1, S1segment; 2, S2 segment; 3, S3 segment; 4, 
S4segment; 5, Normal allantoic fluids 
 

2.7  DPV-04Nb rep基因同源性比较 
运用 Dnastar 4.0 软件同源性比较发现：DPV-04 

Nb 株 rep 基因核苷酸序列与毒株 DPV-Hu-1，
DPV-Hu-2，GPV-shh，GPV-Hu同源性分别为 98%，
98%，80%和 82%；rep基因推导所得的氨基酸序列
与以上毒株的同源性依次为 97%，96%，88%和
89%。 

3  讨论 
2004 年宁波地区多个鸭养殖场所暴发的急性

传染性疫病，其病症表现以及病理解剖都与鸭细小

病毒病类似，初步诊断为鸭细小病毒病，病原经鸭

胚尿囊腔接种增殖，通过病毒粒子的形态观察、动

物感染实验、病毒结构蛋白的 SDS-PAGE、免疫琼
脂扩散实验及病毒 rep 基因的序列分析等鉴定指
标，可确认引起本次疫病的病原是鸭细小病毒，命

名为 DPV-04Nb分离株。 
为探讨我国 DPV 分离株与国外分离株间的异

同以及 DPV 和 GPV 之间的亲缘关系，本文参考
GenBank 中的 DPV 基因组序列分段设计引物，应
用 PCR技术成功扩增得到 4个核苷酸片段，分别克
隆后测序，经拼接得到完整 rep基因序列。经同源
性比较发现：rep 基因核苷酸序列与毒株 DPV- 
Hu-1，DPV-Hu-2，GPV-shh，GPV-Hu 同源性分别
为 98%，98%，80%和 82%；rep基因推导所得的氨
基酸序列与以上参考毒株的同源性依次为 97%，
96%，88%和 89%。DPV rep基因编码 DPV的非结
构蛋白 REP蛋白，REP蛋白是 DPV基因组本身编
码的一种反式激活蛋白，对于其基因组的早期和晚

期的转录都具有重要作用，这是在我国首次对 DPV
分离株 rep 基因的序列进行测定和分析，为诠释
DPV 致病机理和进一步研究鸭细小病毒病的防治
方法提供了重要的科学依据。 
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