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摘  要：【背景】2014 年以来，鸭腺病毒(duck adenovirus, DAdV) B2 感染引起的番鸭“白肝病”在我国

番鸭群广泛流行，其他品种肉鸭未见发病，本研究发现两起樱桃谷鸭疑似“白肝病”的病例。【目的】鉴

定樱桃谷鸭“白肝病”的病原。【方法】对送检鸭的肝脏等内脏样品进行 PCR 或 RT-PCR 检测、病原

分离鉴定、序列测定及动物回归试验。【结果】内脏组织 PCR 检测 DAdV B2 阳性，并成功分离到

一株 DAdV B2 毒株，命名为 DAdV B2/BG19。该分离株 BG19 感染的鸡肝癌细胞(leghorn male 
hepatoma cell line, LMH)变大变圆、最后崩解，形成特征性细胞病变。分离株 BG19 有 2 个 fiber 基
因，主要功能基因如 hexon、fiber 1、fiber 2 及 DNA polymerase 基因与国内 DAdV B2 分离株核苷酸

相似性均达 98.26%以上，与 DAdV B1 代表株 GR 对应基因的核苷酸相似性分别为 77.12%、30.8%、

34%和 99.78%；所有 DAdV B1 和 DAdV B2 分离株的 DNA polymerase 基因处于同一个进化分支；

分离株 BG19 的 ORF67 基因从起始密码子往后的第 133 位碱基为 T，造成提早产生终止密码子，导

致 ORF67 基因编码蛋白比国内早前流行代表株 CH-GD-12-2014 少了 14 个氨基酸。分离株 BG19 人

工感染 2 日龄樱桃谷鸭和番鸭的发病率分别为 50.0%和 87.5%，死亡率分别为 12.5%和 37.5%，病

死鸭可见与自然感染病例相似的临床症状和病理变化。【结论】从樱桃谷鸭白肝病病例成功分离鉴
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定一株 ORF67 蛋白截短表达的 DAdV B2 强毒株，发现 DAdV B2 能感染樱桃谷鸭。 

关键词：樱桃谷鸭；白肝病；鸭腺病毒 B2；分离鉴定 
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Abstract: [Background] Pale liver disease caused by duck adenovirus B2 (DAdV B2) infection 
has been widely prevalent in Muscovy duck flocks in China since 2014, and no incidence has 
been observed in other duck breeds. In this study, two suspected cases of pale liver disease were 
reported in Cherry Valley ducks. [Objective] To identify the causative agent of pale liver 
disease in Cherry Valley ducks. [Methods] PCR or RT-PCR and pathogen isolation were 
carried out with the internal organ samples of diseases ducks. The isolate was identified, 
sequenced, and used for the challenge in ducklings. [Results] The internal organ samples were 
DAdV B2 positive, and a strain named DAdV B2/BG19 was successfully isolated. The LMH 
cells infected with BG19 developed a characteristic cytopathic effect (CPE) with cell 
enlargement, rounding, and final disintegration. The isolate BG19 carried two fiber genes, and 
its sequences of hexon, fiber-1, fiber 2, and DNA polymerase gene shared the sequence identity 
above 98.26% with those of the DAdV B2 isolates submitted in GenBank, whereas these genes 
had the sequence identity of 77.12%, 30.8%, 34%, and 99.78%, respectively, with those of the 
DAdV B1 isolate GR. All the strains of DAdV B1 and DAdV B2 shared the same clade in the 
phylogenetic tree built based on DNA polymerase gene. The mutation G133T in the ORF67 
gene of BG19 resulted in a premature stop codon, which led to a truncated ORF67 protein    
14 residues shorter than that of previous prevalent strain CH-GD-12-2014. BG19 was 
pathogenic to 2-day-old Cherry Valley ducklings and Muscovy ducklings, with the morbidities 
of 50.0% and 87.5% and the mortalities of 12.5% and 37.5%, respectively. The clinical 
symptoms and pathological changes of dead ducks were similar to those of clinical cases. 
[Conclusion] A highly virulent strain of DAdV B2 with truncated ORF67 protein expression 
was successfully isolated and identified from a case of pale liver disease in Cherry Valley 
ducks. This was the first report about the pathogenicity of DAdV B2 in Cherry Valley ducks. 
Keywords: Cherry Valley duck; pale liver disease; duck adenovirus B2; isolation and identification 
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危害肉鸭的腺病毒主要有鸭腺病毒 A 型

(duck adenovirus A, DAdV A)、禽腺病毒 4 型

(fowl adenovirus serotype 4, FAdV-4)和鸭腺病

毒 B 型(duck adenovirus B, DAdV B)。DAdV A
的代表株为 DAdV-1，也称为产蛋下降综合征病

毒(egg drop syndrome virus, EDSV)，是富 AT 碱

基腺病毒属的成员。禽腺病毒血清 4 型(FAdV-4)
主要造成肉鸭的肝炎-心包积液综合征(hepatitis 
and hydropericardium syndrome, HHS)[1]。DAdV B
型是禽腺病毒属的一个种，包括 DAdV B1 
(DAdV-2)和 DAdV B2 (DAdV-3)两个血清型。 

DAdV B1 感染最早报道于 1977 年的法国

某番鸭场，表现为 30 多日龄雏番鸭消瘦、跛行、

急性死亡，Bouquet 等[2]明确病原为腺病毒，但

经中和试验，发现该病毒株 GR 与已知禽腺病

毒血清型都不相同；2014 年，Marek 等[3]测定

了 DAdV-2 GR 株全基因序列，建议列入鸭腺病

毒 B 型，得到了国际病毒学分类委员会的采纳。 
2014 年以来，我国雏番鸭群新发一种俗称

“白肝病”的新疫病，其主要特征为肝脏肿大、

发白、表面斑驳状广泛出血，脾脏肿大，肾肿

大出血[4-7]，其病原是一种与 DAdV-2 GR 株核

苷酸序列高度同源的鸭腺病毒。我国学者根据

国内分离株含有 2 个纤维基因(fiber 1 和 fiber 2)，
而 GR 株只有 1 个纤维基因(fiber)，将国内分离

株命名为鸭Ⅱ型腺病毒、DAdV-2、DAdV-2 变异

株或 DAdV-3 等[4-8]。DNA polymerase 基因差异

及遗传距离是腺病毒分类的重要依据，我们团

队发现番鸭“白肝病”分离的番鸭腺病毒 DNA 
polymerase 基因与 GR 株的氨基酸相似性在 99%
以上，遗传距离小于 0.004，并且处在一个单独

的遗传进化分支，但国内株和国外株抗原交叉

中和活性和关键致病基因存在差异[9]，因此，

我们建议将番鸭“白肝病”分离的番鸭腺病毒称

为鸭腺病毒 B 血清 2 型或基因 2 型(DAdV B2)，

而 DAdV-2 GR 株为鸭腺病毒 B 血清 1 型或基因

1 型(DAdV B1)[9-10]。 
临床仅有番鸭感染 DAdV B2 的报道，其他

品种鸭未见发病。Shi 等发现 ORF67 基因从起

始密码子往后第 133 位碱基突变，造成提早产

生终止密码子的 DAdV B2 突变株的致病性更

强[11]。2019 年，本实验室发现 2 份樱桃谷鸭疑

似白肝病病料，本文开展了病原分离鉴定研究，

以期确定樱桃谷鸭“白肝病”的病原，为 DAdV 
B2 遗传进化及致病差异研究提供素材和参考。 

1  材料与方法 
1.1  病料处理 

2 份疑似“白肝病”病死的樱桃谷鸭病料由福

建省农业科学院畜牧兽医研究所畜禽疾病诊疗

中心送检。取适量肝、脾、肾组织与无菌 Hank’s
缓冲液充分匀浆，制成 1:4 组织悬液，反复冻融

3 次，10 000 r/min 离心 10 min，取上清经 0.22 µm
滤器过滤除菌，分装后于−80 ℃冻存备用。 

1.2  病毒、细胞及试验动物 
DAdV B2 分离株 BG61 由本团队分离、鉴

定、保存[9]；鸡肝癌细胞(leghorn male hepatoma 
cell line, LMH)，广州昂飞生物科技有限公司；

2 日龄健康樱桃谷鸭、番鸭，漳州某肉鸭养殖

场，经 ELISA 检测挑选 DAdV B2 抗体为阴性

的鸭用于感染试验。 

1.3  主要试剂和仪器 
病毒 DNA/RNA 提取试剂盒、胶回收提取

试剂盒和质粒 DNA 小提试剂盒，南京诺唯赞科

技有限公司；一步法 RT-PCR 试剂盒，北京全式

金生物技术股份有限公司；DL2000 DNA Marker、
DL5000 DNA Marker 和 pMD18-T Vector，宝生物

工程(大连)有限公司；Super GelBlueTM核酸染料，

苏州优逸兰迪生物科技有限公司；大肠杆菌 DH5α
感受态细胞，生工生物工程(上海)股份有限公司；
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DMEM，CORNING 公司；Dream Taq Green PCR
预混液(2×)和 TRYPSIN 0.25% EDTA，赛默飞世

尔科技(中国)有限公司；胎牛血清，Sigma 公司；

2×T5 Super PCR Mix (Colony)，北京擎科生物科

技股份有限公司。梯度 PCR 仪，Bio-Rad 公司。 

1.4  引物设计及合成  
参考 GenBank 中 DAdV B2 分离株 GTL 

(MN551586)和分离株 CH-GD-12-2014 (KR135164)
的基因组序列，利用 Primer Premier 5.0 软件分

别设计 hexon、fiber 1、fiber 2 和 DNA polymerase
基因的全基因扩增引物，其中 DNA polymerase
全基因序列分 3 段进行扩增(表 1)，参照文献[10]
合成检测 DAdV B2 fiber 1 基因的特异性引物，引

物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.5  PCR 或 RT-PCR 检测 
取 200 µL 1.1 中的匀浆上清，按照病毒

DNA/RNA 提取试剂盒说明书提取病毒核酸。以

提取的核酸为模板，按照对应参考文献的引物，

对番鸭小鹅瘟病毒(Muscovy duck-origin goose 
parvovirus, MDGPV)[12]、番鸭细小病毒(Muscovy 

duck parvovirus, MDPV)[12]、鸭腺病毒 B1 (duck 
adenovirus B1, DAdV-B1)[10]、鸭腺病毒 B2 (duck 
adenovirus B2, DAdV-B2)[10]、禽 4 型腺病毒(fowl 
adenovirus serotype 4, FAdV-4)[1]进行 PCR 检测，

对鸭副黏病毒(duck paramyxovirus, PMV)[13]、鸭肝

炎病毒(duck hepatitis A virus-1/-3, DHAV-1/-3)[14]、

禽坦布苏病毒(avian Tembusu virus, ATMUV)[15]、

番鸭呼肠孤病毒(Muscovy duck reovirus, MDRV)[16]

和新型呼肠孤病毒(novel duck reovirus, NDRV)[17]

进行 RT-PCR检测；PCR反应体系(20 µL)：Dream 
Taq Green PCR 预混液(2×) 10 µL，ddH2O 7 µL，
上、下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，DNA模板 1 µL。
PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，按照各

自文献中的引物退火温度退火 30 s，72 ℃ 30 s，
共 35 个循环；72 ℃ 5 min。按照文献[18-19]合
成真菌通用引物 ITSl (5′-TCCGTAGGTGAACC 
TGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTATT 
GATATGC-3′)，以及细菌 16S rRNA 基因通用引

物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
1492R (5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进 

 

表 1  引物序列信息表 
Table 1  The information of primers 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

退火温度 
Annealing temperature (℃) 

产物大小 
Product size (bp) 

DAdV-B2-fiber 1-F TATCCCTACTGGTGGCCCTC 59.9 581 
DAdV-B2-fiber 1-R TCAGTGGCTGCGTACACTTT 
hexon-F ATGGCCGCTCTGACCCCTGACTT 63.7 2 814 
hexon-R TTACACCGCGTTACCTGTAGCG 
fiber 1-F ATGCTCTGTCCGTTTAGATT 54.1 1 380 
fiber 1-R TTATACAATCTTCGCTAGGTAC 
fiber 2-F ATGAAACGGACCAACAGATC 55.5 1 443 
fiber 2-R CTAATTAACATTTGATGGGTTGCT 
DNA polymerase-1-F ATGGATTCCGACGATCCGAACA 59.2 1 397 
DNA polymerase-1-R TCGGACATGGTATTGATGCCTT 
DNA polymerase-2-F CAAGGAGGACTATCCCAAAG 56.8 1 462 
DNA polymerase-2-R CTGAAAGAGCGAATTGATGG 
DNA polymerase-3-F ACAAGACTTAACCAAAGACGACC 58.5 1 459 
DNA polymerase-3-R TTAGATGGACCATTCATGGTTGTC 
ORF67-F ATGTACGCAATTCCATTCTCA 49.8 174 
ORF67-R GTTACAAATTAACTTTTGAA 
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行 PCR 检测，PCR 反应体系(25 µL)：2×T5 Super 
PCR Mix 12.5 µL，ddH2O 8.5 µL，上、下游引物

(10 µmol/L)各 1 µL，DNA 模板 2 µL。PCR 反应

条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 100 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 
10 s，35 个循环；72 ℃ 2 min，排查感染情况。 

1.6  病毒的分离与鉴定 
参考 Shi 等方法[11]取 DAdV B2 为阳性的匀

浆经过滤后接种于单层 LMH 细胞，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中吸附 1 h 后吸弃接毒液，加入维

持液培养，同时设置阴性对照。连续观察细胞 7 d，
当出现 80%以上细胞病变(cytopathic effect, CPE)
时收获细胞病毒液，反复冻融 3 次，在 LMH
细胞中盲传 5 代。 

1.7  分离株部分关键基因的扩增和序列分析 
取 200 µL 1.6 中的 F5 代细胞病毒液，按照

病毒 DNA/RNA 提取试剂盒说明书提取病毒核

酸，以提取的核酸为模板，按照表 1 中的引物

对 hexon-F/R、 fiber 1-F/R、fiber 2-F/R、DNA 
polymerase-1–3-F/R、ORF67-F/R 进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系(50 µL)：Dream Taq Green PCR 预

混液(2×) 25 µL，ddH2O 17.5 µL，上、下游引物

各 1.25 µL (10 µmol/L)，DNA 模板 5 µL。回收目

的片段，连接到 pMD18-T Vector，提取质粒后

送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。从

GenBank 下载禽腺病毒相关基因的氨基酸序列，

利用 DNAStar MegAlign 软件对测序结果进行

相似性及遗传进化分析，利用 MEGA 7.0 邻接

(neighbor-joining)法运算 1 000 次，构建基因的

氨基酸系统发育树。 

1.8  动物试验 
将第5代细胞病毒液继续传代培养至第10代，

用无血清的培养基进行 10 倍梯度稀释后，接种

单层的 LMH 细胞 96 孔板，每个梯度重复 8 孔，

每孔 100 µL，同时设置阴性对照，再置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中进行培养，按照 Karber 方法[20]

测定病毒半数细胞培养物感染量 (50% tissue 
culture infectious dose, TCID50)。2 日龄樱桃谷

鸭和番鸭分别分为攻毒组和对照组，每组 8 羽，

攻毒组每羽通过腿肌注射 0.5 mL 的第 10 代细

胞毒，对照组每羽注射相同剂量的无菌 Hank’s
液，每组隔离饲养，每天记录各组鸭的临床表

现，记录 14 d，同时在 7 d 和 14 d 称重并记录。

对死亡鸭及时解剖，记录剖检病理变化，无菌

采集病死鸭的肝脏、脾脏和肾脏组织，按照文

献[10] DAdV-B2 的特异性引物(fiber 1-F/R)进
行 PCR 检测，PCR 反应体系和条件同 1.5。 

2  结果与分析 
2.1  PCR 检测结果 

对 2 份临床样品进行水禽常见的病毒、真

菌和细菌的病原 PCR 或 RT-PCR 检测，仅感染

DAdV B2 (图 1)。其他病毒如番鸭小鹅瘟病毒、

番鸭细小病毒、禽 4 型腺病毒、鸭副黏病毒、

鸭肝炎病毒、禽坦布苏病毒、番鸭呼肠孤病毒

和新型呼肠孤病毒核酸检测均为阴性；用细菌

16S rRNA 基因通用引物检测到 1 506 bp 的阳性

条带(图略)，经测序比对细菌为大肠杆菌，而真

菌通用引物 PCR 扩增为阴性，初步判断 2 份临

床样品为 DAdV B2 感染合并细菌感染。 

2.2  病毒的分离与鉴定结果 
将 2 份阳性病料上清液接种于单层 LMH 细

胞，其中一份盲传 5 代无 CPE (图 2A)，另一份

在第 3 代出现典型的 CPE (图 2B)，在感染

72–120 h 后出现明显的细胞病变，表现为细胞

逐渐变圆变大，折光性增强，间距增大，部分

细胞聚成不规则葡萄状，最后细胞崩解死亡。

细胞毒连续传 5 代后细胞病变稳定，将收获的

第 5–10 代细胞病毒液进行 PCR 检测，显示为

DAdV B2 阳性，结果表明成功分离到一株

DAdV B2，命名为 DAdV B2/BG19，简称 BG19。 
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图 1  临床样品的 PCR 检测   M：DL2000 DNA 
Marker；1：DAdV B2 分离株 BG61；2–3：临床

样品；4：阴性对照 
Figure 1  PCR detection of the clinical samples. M: 
DL2000 DNA Marker; 1: DAdV B2/BG61 positive 
control; 2–3: Clinical samples; 4: Negative control. 
 
2.3  分离株部分关键基因的扩增和序列分

析结果 
提取分离株 BG19 的病毒 DNA，用 PCR 扩

增 hexon、fiber 1、fiber 2、DNA polymerase 基

因和 ORF67 基因，如图 3 所示，在 2 814 bp 处

出现 hexon 基因目的条带，在 1 400 bp 附近出现

fiber 1、fiber 2 及分段扩增的 3 条 DNA polymerase
基因目的条带，在 174 bp 处出现 ORF67 基因目

的条带，条带与预期大小一致。 
对目的片段进行测序及拼接，用 MegAlign

软件比对，BG19 的 DNA polymerase 基因与国

内 DAdV B2 毒株核苷酸及氨基酸的相似性分别

为 99.82%–100%和 99.68%–100%，与 GR 株的核

苷酸及氨基酸的相似性分别为99.78%和99.55%。

用 MEGA 构建系统发育树显示，所有鸭腺病毒

B 毒株在 DNA polymerase 基因处于同一个进化

分支(图 4)。 
分离株 BG19与 DAdV B1法国 GR株 hexon

核苷酸及氨基酸相似性分别为77.12%和86.33%，

与国内 DAdV B2 分离株(TZ193、GMH、GTL、

FJGT01 和 CH-GD-12-2014 株等)的亲缘关系最

近，核苷酸相似性为 99.82%–100%。系统发育

树显示，国内 DAdV B2 分离株在 hexon 基因处

于一个小进化分支，法国 GR 株处于另一个小

进化分支(图 5)。 
 

 
 
图 2  LMH 细胞的细胞病变(100×)   A：正常 LMH 细胞；B：DAdV B2/BG19 接种 LMH 细胞 4 d 后的

致细胞病变效应 
Figure 2  Cytopathic effect of the infected LMH cells (100×). A: Uninfected LMH cell; B: CPE of LMH 
cells after inoculated with DAdV B2/BG19 for 4 days. 
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图 3  分离株 BG19 的部分关键基因的 PCR 扩增结果   M：DL5000 DNA Marker；1：hexon；2：hexon
的阴性对照；3：fiber 1；4：fiber 1 的阴性对照；5：fiber 2；6：fiber 2 的阴性对照；7：DNA polymerase-1；
8：DNA polymerase-1 的阴性对照；9：DNA polymerase-2；10：DNA polymerase-2 的阴性对照；11：DNA 
polymerase-3；12：DNA polymerase-3 的阴性对照；13：ORF67；14：ORF67 的阴性对照 
Figure 3  The amplification results of some key genes of BG19 isolate. M: DL5000 DNA Marker; 1: hexon; 2: 
Negative controls of hexon; 3: fiber 1; 4: Negative control of fiber 1; 5: fiber 2; 6: Negative control of fiber 2; 
7: DNA polymerase-1; 8: Negative control of DNA polymerase-1; 9: DNA polymerase-2; 10: Negative control 
of DNA polymerase-2; 11: DNA polymerase-3; 12: Negative control of DNA polymerase-3; 13: ORF67; 14: 
Negative control of ORF67. 
 

分离株 BG19 的 fiber 1 基因与国内 DAdV 
B2 分离株的核苷酸相似性为 98.26%–100%，由

于 DAdV B1 GR 株仅有 1 个 fiber 基因，BG19
与 GR 株的 fiber 1 基因核苷酸相似性只有

30.8% (图 6)。BG19 fiber 2基因与国内DAdV B2
毒株的核苷酸相似性为 99.93%–100%，但与 GR
株的相似性只有 34% (图 7)。系统发育树显示

国内 DAdV B2 分离株的 fiber 1 和 fiber 2 毒株

与 GR 株处于不同的进化分支(图 6 与图 7)。 
相较于国内最早流行的代表株 CH-GD- 

12-2014，分离株 BG19 的 ORF67 基因在第 41 nt
位置碱基由 C 到 A 的突变，即从起始密码子往

后第 133 位碱基由 G 突变为 T，造成提早产生

终止密码子 TGA，导致 ORF67 蛋白较国内早

前流行毒株少了 14 个氨基酸，这种突变与致病

性增强的 TZ193等毒株在 ORF67上突变位置相

同，因此 BG19 为 ORF67 突变株(图 8)。 

2.4  动物回归试验 
第 10 代 LMH 细胞毒的 TCID50 毒价为

10–5.125/0.1 mL，将其用于雏鸭感染试验。2 日

龄樱桃谷鸭经腿肌攻毒后第 3 天开始出现精神

沉郁(图 9A)，食欲不振，第 4 天出现死亡，剖

检可见肝脏肿大、表面有弥漫性出血点，脾脏肿

大，肾肿大出血(图 9B–9D)，发病率为 50.0%，

死亡率为 12.5% (图 10)。采集死亡鸭肝、脾等内

脏按照 1.5 的方法进行 PCR 检测，结果仅 DAdV 
B2 为强阳性。2 日龄雏番鸭攻毒后第 2 天开始发

病，出现精神萎靡，食欲不振(图 9E)，第 3 天开

始死亡，发病率在 87.5%，死亡率为 37.5% (图 10)；
死亡鸭剖检可见肝脏肿大、发白，脾脏肿大，

肾脏有出血点(图 9F–9H)；樱桃谷鸭内脏病理切

片显示肝、脾、肾组织均出现大量病理损伤，

肝细胞肿大、脂肪样变性、炎性细胞浸润(图 9I)，
脾淋巴细胞减少，白髓和红髓界限不清(图 9J)，
肾小管细胞变性、上皮细胞脱离基底层，产生脱

落、炎性细胞浸润(图 9K)。死亡鸭内脏 PCR 检

测 DAdV B2 为强阳性，病变与自然感染病料症

状相同，确认樱桃谷鸭白肝病的病原是 DAdV 
B2。雏番鸭的发病率和死亡率高于雏樱桃谷鸭，

攻毒耐过鸭的体重增长受到显著抑制(表 2)。 



 
3588 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 4  DNA polymerase 基因系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示置信度；

标尺表示进化距离单位 
Figure 4  Phylogenetic tree of DNA polymerase gene. The serial number in parentheses is the GenBank 
accession number; Branch point number indicates confidence; Scale indicates evolution distance.  



 
江丹丹 等 | 一株樱桃谷鸭源鸭腺病毒 B2 毒株的分离与鉴定 3589 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 5  hexon 基因系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示置信度；标尺表

示进化距离单位 
Figure 5  Phylogentic tree of hexon gene. The serial number in parentheses is the GenBank accession number; 
Branch point number indicates confidence; Scale indicates evolution distance. 
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图 6  fiber 1 基因系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示置信度；标尺表

示进化距离单位 
Figure 6  Phylogenetic tree of fiber 1 gene. The serial number in parentheses is the GenBank accession number; 
Branch point number indicates confidence; Scale indicates evolution distance.  
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图 7  fiber 2 基因系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示置信度；标尺表

示进化距离单位 
Figure 7  Phylogenetic tree of fiber 2 gene. The serial number in parentheses is the GenBank accession number; 
Branch point number indicates confidence; Scale indicates evolution distance.  
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图 8  ORF67 基因比对图   TZ193、CH-FJCKL-201804、CH-GDWWX-201902 与本分离株 BG19 均为

ORF67 蛋白截短表达的突变株，BGMH、GDMM10 和 CH-GD-12-2014 为 ORF67 基因未突变毒株，黑

色框是点突变区 
Figure 8  Map of ORF67 gene alignment. TZ193, CH-FJCKL-201804, CH-GDWWX-201902 and DAdV 
B2/BG19 were mutant strains with truncated expression of ORF67. BGMH, GDMM10 and CH-GD-12-2014 
were ORF67 unmutated strains. The mutation region was highlighted in the black box. 
 
3  讨论与结论 

鸭腺病毒(duck adenovirus, DAdV)是一种

无囊膜的线状双链 DNA 病毒，呈二十面体立体

对称结构，病毒 DNA 包裹于蛋白衣壳内，衣壳

由 252 个衣壳粒组成，其中 240 个衣壳粒是

六邻体蛋白(hexon)，12 个是五邻体复合物，位于

顶点处，包括五邻体蛋白(penton)基底和 1、2 条

的纤维蛋白突起(fiber)，一般认为纤维蛋白的长

度与抗原性有关[21]，两种纤维蛋白在介导感染

和诱导免疫应答中起重要的作用[22]。通常采用

鸡胚成纤维细胞(chicken embryo fibroblast cell, 

CEF)、鸡胚肾细胞(chicken embryo kidney cell, 

CEK)、雏鸡肾细胞(chicken kidney cell, CK)和

鸡胚肝细胞(chicken embryonic liver cell, CEL)  

4 种原代细胞分离和增殖禽腺病毒，但原代细

胞存在制备烦琐、易污染等缺点，而选择禽源

性肝癌细胞 LMH 细胞有较好的增殖效果[23]。

本团队在前期研究中发现DAdV B2在LMH细胞

中增殖的滴度比在番鸭胚成纤维细胞(Muscovy 
duck embryo fibroblasts cell, MDEF)高，所以本试

验用 DAdV B2 阳性病料匀浆接种 LMH 细胞，

成功分离到一株樱桃谷鸭源的 DAdV B2 毒株，

命名为 DAdV B2/BG19。 
番鸭“白肝病”最早报道于广东，谢青梅团

队在 GenBank 提交了 DAdV B2 分离株 CH-GD- 
12-2014 的全基因序列，其 ORF67 基因不存在

截短表达[4]。此后，国内 DAdV B2 感染在我国

广东、福建与广西等番鸭主产区暴发。Yin 等

在 2018–2020 年从番鸭感染病例中分离到 12 株 
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图 9  樱桃谷鸭和番鸭人工感染后临床症状及病理变化   A：樱桃谷鸭攻毒后缩头、精神沉郁；B：攻

毒死亡樱桃谷鸭肝脏弥漫性出血；C：攻毒死亡樱桃谷鸭肾脏肿大、出血；D：攻毒死亡樱桃谷鸭脾脏

肿大；E：番鸭攻毒后缩头、精神沉郁；F：攻毒死亡番鸭肝脏肿大发白；G：攻毒死亡番鸭肾脏肿大

出血；H：攻毒死亡番鸭脾脏肿大；I-K：攻毒死亡樱桃谷鸭肝脏、脾脏、肾脏病理变化(400×) 
Figure 9  Clinical and pathological changes of Cherry Valley duck and Muscovy duck after artificial 
infected with BG19. A: Shrunken head and fatigue of challenged Cherry valley duck. B: Liver diffuse 
hemorrhage of challenge cherry valley duck. C: Kidney enlargement and hemorrhage of challenged Cherry 
valley duck. D: Spleen enlargement of challenged Cherry valley duck. E: Shrunken head and fatigue of 
challenged Muscovy duck. F: Pale and hemorrhagic liver of challenged Muscovy duck. G: Kidney 
enlargement and hemorrhage of challenged Muscovy duck. H: Spleen enlargement of Muscovy duck. I-K: 
Pathological Changes of liver, Spleen and Kidney in Dead Cherry Valley Ducks (400×). 
 
DAdV B2 毒株，其中 9 株是 ORF67 截短表达的

突变株[24]。2022 年，Shi 等分离到的 7 株 DAdV B2
毒株均是 ORF67 蛋白截短表达的突变株，并且发

现截短表达的突变株比未截短表达的突变株的

致病性更强[11]。然而Tan等分离到的HF-AN-2020
不仅存在 ORF67 翻译的提前终止，还发现 ORF19B
有 1 个氨基酸位点差异，ORF66 有 2 个氨基酸

位点差异[25]。本团队也分离到 ORF67 基因未突 
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图 10  番鸭和樱桃谷鸭攻毒后的存亡曲线 
Figure 10  The survival curve of challenged 
Muscovy ducks and Cherry Valley ducks. 
 
变的毒株 BG48，BG48 基因组在 pX 基因区域

中有 3 bp 的插入，在 ORF19B 基因区域有 33 bp
的插入，在 ORF64 和 ORF67 基因区域的交界

处有 42 bp 的缺失[26]。因此，根据 ORF67 基因

的差异，国内流行两种 DAdV B2 毒株，并且

ORF67 蛋白截短表达突变株已经成为优势流行

毒株。 
本研究分离鉴定了一株樱桃谷鸭源的

DAdV B2 毒株 BG19，其 ORF67 基因第 133 位

碱基发生了由 G 到 T 突变，导致 ORF67 蛋白

比国内以 CH-GD-12-2014 为代表的早前流行毒

株少 14 个氨基酸，是提早产生终止密码子的

ORF67 蛋白截短表达突变株。BG19 毒株编码

的重要蛋白如 hexon、fiber 1、fiber 2 和 pX 与

同样是 ORF67截短表达的 TZ193毒株相比无差

异，ORF64 和 ORF67 之间的非编码区序列也相

同；但两毒株 DNA polymerase 基因第 852 nt
碱基不同，对应的氨基酸位点 BG19 毒株为苏

氨酸，而 TZ193 毒株为丙氨酸[11]。人工感染试验

证实 BG19 对雏番鸭和雏樱桃谷鸭均有较强的

致病性，并且对雏番鸭致病性更高，表明 ORF67
截短表达的毒株可能更容易导致扩宿主感染，

这与 Shi 等[11]报道 ORF67 基因突变株致病性更

强的结果一致。由于 DAdV B2 基因组较大，编

码蛋白较多，其致病性增强及易感宿主的扩大

是否仅与 ORF67 基因有关，需要进一步研究证

实。Zhang 等[4]用分离株 CH-GD-12-2014 感染   
1 日龄 SPF 雏鸡，虽然无明显临床症状，但肝

脏、肾脏的器官出现病理损伤。曹秀芸等[27]发

现 DAdV B2 YN 株能够诱导法氏囊与脾脏等免

疫器官的细胞凋亡从而影响番鸭免疫功能，增

加其他病原的共感染风险，加剧其他病原在番

鸭体内的致病性。本研究发现 DAdV B2 对雏樱

桃谷鸭也具有致病性，但易感性低于番鸭，表明 
 
表 2  DAdV B2/BG19 分离株对樱桃谷鸭与番鸭的致病性 
Table 2  The pathogenicity of DAdV B2/BG19 to Cherry Valley ducklings and Muscovy ducklings 
组别 
Groups 

发病率 
Morbidity 
(%) 

死亡率 
Mortality 
(%) 

攻毒后 7 d 存活鸭体重 
The weight of the surviving 
ducks at 7 days after 
infection±SD (g) 

攻毒后 14 d 存活鸭体重 
The weight of the surviving 
ducks at 14 days after 
infection±SD (g) 

番鸭对照组 
Muscovy duck mock control 

0.0 0.0 146.4±25.7 431.3±45.6 

雏番鸭攻毒组 
Muscovy duck infection 

87.5 37.5 127.6±12.6 273.2±67.2* 

樱桃谷鸭对照组 
Cherry Valley duck mock control 

0.0 0.0 261.5±20.7 426.4±27.7 

雏樱桃谷鸭攻毒组 
Cherry Valley duck infection 

50.0 12.5 167.7±17.8* 294.4±31.2* 

*: P<0.05. 
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DAdV B2 在自然界中突变后，容易跨宿主感染

与致病。后续流行病学调查不仅针对番鸭，也

需监视半番鸭、樱桃谷鸭、鸡等禽类带毒及感

染情况，加快疫苗等生物制品的研制，为该病

的综合防控提供技术支持。 
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