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鸭群中 REV 感染的流行病学调查 

倪楠, 崔治中*  
(山东农业大学动物医学院, 泰安 271018) 

摘要：【目的】了解网状内皮组织增生病病毒(REV) 在鸭群中的感染状态。【方法】从山东省不同地

区送检的病(死)鸭中, 随机采集法氏囊、脾脏和肝脏等 220份样品。细胞培养分离病毒, 以提取的组

织 DNA为模板进行特异性斑点杂交、PCR和 nest-PCR检测。从不同地区阳性样品中任选一个进行

克隆测序、同源性比较和进化树分析。【结果】从 35/39份法氏囊、54/84份脾脏和 32/97份肝脏 DNA

样品中检出 REV(121/220)。其中法氏囊的检出率最高, 显著高于肝脏、脾脏(P＜0.01), 但用细胞培

养分离病毒、常规 PCR、组织 DNA 直接点杂交检测时, 均未检出 REV。YN-1 和 BZ-1 株 env 基因

片段与美国分离的鸭源 SNV株同源性高达 99.8%, LQ-1株 env基因片段与美国鸡源分离株的同源性

为 100%, 均高于近几年中国鸡源分离株。【结论】在检测 REV 感染时, 应加强对法氏囊的检测, 但

由于 REV在感染鸭的组织中含量很低, 应采用更为敏感的 nest-PCR。同源性和进化树分析表明, 我

国鸭源 REV很可能是在引进未经对 REV检疫的种鸭时引入的。 
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网状内皮组织增生病病毒(Reticuloendotheliosis vi-

rus, REV)是一种不同于禽白血病病毒的反转录病毒, 世

界各地均有 REV 感染的报道[1~3]。通过病毒分离和特异

性核酸探针杂交, 我国也陆续从鸡群中检出 REV[4~8]。 
REV可感染火鸡、鸡、鸭、鹅、雉、日本鹌鹑、匈

牙利鹧鸪及多种野鸟[9,10]。发现 REV时, 在 REV代表株
中就有两株来源于鸭, 即鸭脾坏死病毒(SNV) [11]和鸭传

染性贫血病毒(DIAV)[12], 并从鸭的肿瘤病料中分离出
REV[13]。但在我国, 除了疫苗污染外, 还没有关于鸭群中
REV自然感染状态的报道。本研究用不同的检测方法阐
明了我国鸭群中 REV的感染状态。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  病料来源：组织样品分别来自山东省不同地区

鸭场, 5~40 日龄送检病(死)鸭, 97 只。分别随机采
集肝脏、脾脏、法氏囊, 参照文献[14]制备组织悬液, 
提取组织 DNA。 
1.1.2  主要试剂和仪器： PCR Kit 购于 TaKaRa公司; 
DNA Digoxigenin 标记和检测试剂盒购自 Roche公司; 
胰酶购自德国 MERCK公司; 凝胶回收试剂盒为美国
OMEGA公司产品; T载体 pMD18-T、T4DNA连接酶、
限制性内切酶 BamHⅠ和 PstⅠ、凝胶回收纯化试剂
盒、X-gal、IPTG等均购自 TaKaRa公司;  REV前病
毒全基因组克隆质粒 Pb101由本实验室保存; 其他常
规试剂均为国产分析纯。 

1.2  病毒的分离 
    从 YN、BZ、LQ地区各抽检 10只病鸭, 采集脾脏、
肝脏、法氏囊 , 将组织悬液用 MILLEX 一次性滤器
(0.22μm)过滤除菌, 取 1mL滤液接种到已长满 70%的鸡
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胚成纤维细胞(CEF)上, 维持 2 周后用 REV 特异性单抗
11B118和 11B154作间接免疫荧光实验(IFA)检测。  

1.3  引物设计及 PCR、nest-PCR 扩增 

根据 SNV 前病毒全基因组序列[15], 设计合成 2
对巢式 PCR(nest-PCR)引物用于 REV env 基因扩增, 

均由上海 Sangon公司合成, 引物序列见表 1。 

 以 1.1.1中提取的组织全基因组 DNA为模板, 采用
25μL反应体系进行 PCR扩增。 扩增条件为： 95℃ 5min; 
95℃ 1min, 54℃ 50s, 72℃ 45s, 共 32个循环; 最后 72℃
延伸 10min。取 5μL 此 PCR 产物, 用 0.8%琼脂糖

 

表 1  用于扩增 REV-env 基因片段的 PCR 和 nest-PCR 引物 

Table 1  Primers for PCR and nest-PCR in amplification of REV env gene fragments 

Primers Sequences 5′→3′ Positions in SNV genome Fragment sizes/bp 

env-F(forward) AGCTAGGCTCGTATGAA 6504-6520 
env-R(reverse) TATTGACCAGGTGGGTTG 6940-6923 

438 

env-nest-F(forward) ATGAAGACGGGCCTAA 6515-6530 
env-nest-R(reverse) AAAGGGGAGGCTAAGA 6916-6901 

402 

 
凝胶电泳鉴定。以上述 PCR产物为模板, 在相同条件下
做 nest-PCR, 扩增产物用 0.8％琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

1.4  探针标记及核酸杂交 
以经典鸭源 SNV株前病毒全基因组 cDNA的感染

性克隆质粒 pB101 DNA为模板, 用表 1中第一对引物
扩增 env基因片段。PCR产物经测序验证无误后, 回收、
纯化、定量(250ng/μL), 取 2μg按 DIG-High prime DNA 
Labeling and Detection Starter Kit说明书进行标记。 

取 2μL各组织 DNA样品点样于硝酸纤维素膜上, 
自然干燥后, 80℃烘箱中烘烤 2h。按 DIG-High prime 

DNA Labeling and Detection Starter Kit说明书进
行预杂交、杂交、洗膜及显色。1.3中获得的 PCR产

物也按同样方法进行预杂交、杂交、洗膜及显色 [16], 
以确定 PCR产物特异性。 

1.5  目的基因片段克测序 
随机选取不同地区来源的 PCR 阳性产物(标号为

YN-1、BZ-1、LQ-1), 回收后克隆入 pMD18-T载体, 转
入 TG1感受态细胞, 经蓝白斑筛选的阳性克隆由上海生
工生物工程技术服务有限公司进行 DNA序列测定。 

2  结果 

2.1  样品中传染性 REV 的检测 
将处理的组织样品接种到长满 70%的鸡胚成纤维

细胞(CEF)上维持 2 周后, 用 REV 特异性单克隆抗体
11B118和 11B154进行 IFA检测, 结果均为阴性, 未检
测到 REV。每次病毒分离时, 同样方法用 SNV株接种
CEF 作阳性对照 , IFA 检测 , 明显可见黄绿色荧光  
(图 1)。 

2.2  组织 DNA 直接斑点分子杂交 
按照 1.1.1介绍的方法提取 220份样品的组织DNA, 

彻底变性后, 分别取 2μL 上述 DNA 点到经 20×SSC  

 
 

图 1  SNV 株感染 CEF 后 IFA 结果 

Fig. 1  CEF infected with strain SNV. 
 

处理的 NC膜上, 按 DIG-High prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit说明书进行预杂交、杂交、洗膜及显

色。结果除阳性对照显色外, 阴性对照和待检样品均不

显色(图略)。 

2.3  PCR 及 nest-PCR 对 REV env 基因的检测结果 
以提取的 220 份组织 DNA 为模板, 以 env-F 和

env-R 为引物做常规 PCR, 结果未出现与预期条带大小

一致约 438bp的目的片段。再以常规 PCR扩增产物为模

板, 用 env-nest引物进一步做 nest-PCR, 结果有 121份组

织样品扩增出大小为 402bp的 env基因片段(图 2)。 

2.4  nest-PCR 产物特异性验证 
分别取 2μL 上述 nest-PCR 反应产物加到硝酸纤维

膜上, 用地高辛标记的 REV env特异性探针做斑点分子

杂交实验。结果 nest-PCR为阴性者, 特异性点杂交也为

阴性; nest-PCR 为阳性者, 在点杂交中绝大多数为阳性, 

但部分电泳条带模糊的, 分子杂交为阴性(图 3)。以电泳

条带模糊的产物为模板再做一次 nest-PCR, 结果

nest-PCR产物的电泳条带非常清晰呈强阳性(图 4), 再次

做点杂交也均为阳性(图 5)。 
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图 2  器官组织 DNA 为模板的 nest-PCR 产物电泳图 

Fig. 2  Gel electrophoresis of nest-PCR products for REV-env gene fragments from tissue DNA. M. DL-2000 marker; 1. negative 
control(DEF); 2. positive control ;3-24. samples. 

 

 

图 3  nest-PCR 产物与 REV 特异性探针的斑点杂交 

Fig. 3  Dot blot hybridization of nest-PCR products with REV 
env-specific probe. A1 Negative control; A2 Positive control; 
1−9 samples. 

2.5  不同器官与地区来源样品检出率比较 
分别对不同地区、不同器官 REV检测结果进行比 

较(表 2), YN、LQ、BZ三个地区 REV的检出率分别为
72%、54%、46%。用 Tukey法[17]进行统计学分析: YN
与 LQ检出率差异显著(P＜0.05), YN与 BZ 检出率差
异显著(P＜0.05), LQ 与 BZ 检出率差异不显著(P＞
0.05)。肝脏、脾脏、法氏囊 REV的检出率分别为 33%、
64%、90%。法氏囊与肝脏检出率差异极显著(P＜0.01), 

法氏囊与脾脏检出率差异极显著(P＜0.01), 肝脏、脾
脏间检出率差异不显著(P＜0.01)。 

2.6  env 基因片段序列分析及同源性比较 
分别从不同地区 nest-PCR 阳性样品中随机挑一

个克隆测序, 均得到了 402bp特异序列。将所得序列
(标 号 为 YN-1 、 LQ-1 、 BZ-1, 登 陆 号 分 别 为
EU246946、EU246947、EU246948)与已发表的 12株
参考毒株 env基因核苷酸序列进行同源性比较并绘制
出系统进化树(图 6)。 

同源性分析表明：检测样品 REV env基因片段的核
苷酸同源性在 96.5%~99.3%之间。YN-1、BZ-1与美国经
典鸭源 SNV 株同源性最高, 分别为 99.8%和 99.5%, 而
样品LQ-1与美国鸡源分离株 FA株和TX-01株同源性为
100%, 与中国鸡源的 RZ0406 株同源性高达 99.8%。样
品中 REV env基因片断与其它鸡源中国分离株的同源性
差异较大(在 93.3~99.5%之间)。由图 6 看出 YN-1 株、
BZ-1 株与美国经典鸭源 SNV 株处于同一分支, 具有较
近的亲缘关系, 而与国内发现的鸡源 REV毒株亲缘关系
较远。LQ-1 株与美国经典鸭源 SNV 株的亲缘关系相对
较远, 说明 LQ-1株与 SNV株相比已发生变异。 

 

图 4  重复 PCR 产物的电泳条带 

Fig. 4  Gel electrophoresis of nest-PCR products in repeated experiments. M. DL-2000 marker; 1-24 samples. 
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图 5  重复 nest-PCR 产物的点杂交特异性验证 
Fig. 5  Dot blot hybridization of the repeated nest-PCR prod-
ucts. A1 Positive control; A2 Negative control; Others samples. 

3  讨论 

本研究随机采集来自 YN、BZ、LQ地区 97只鸭

220份组织样品, 用 nest-PCR从其中 121份组织 DNA

中检出 REV 特异性核酸, 阳性率为 55%, 这说明山

东省已有相当部分的鸭群感染或感染过 REV。这是国

内首次对鸭群中 REV 感染状态的流行病学报道。对

上述样品同时进行细胞培养分离病毒、点杂交和常规

PCR检测, 但均为隐性。这与从鸡体内很容易检测或

分离到 REV显著不同[5,8,16], 说明 REV在感染鸭体内

病毒含量很低, 或前病毒 DNA 与鸭基因组发生整合

的机率比鸡低。本实验对肝脏、脾脏、法氏囊检出率

表 2  不同器官 REV 的检出率 
Table 2  Positive ratio of REV in different organs 

Assays(Positive samples/total samples) 
                                                                                                                                      Tissues Areas 

Virus Isolation Dot Blot PCR Nest-PCR Positive Rate/% 
YN 0/20 0/20 10/20 50 
LQ 0/45 0/45 13/45 29 
BZ 

0/30 
0/32 0/32 9/32 28 

Liver 

subtotal  0/97 0/97 32/97 33  a  A 
       

YN 0/18 0/18 15/18 83 
LQ 0/37 0/37 25/37 68 
BZ 

0/30 
0/29 0/29 14/29 48 Spleen 

subtotal  0/84 0/84 54/84 64  b  A 
       

YN 0/8 0/8 8/8 100 
LQ 0/18 0/18 16/18 89 
BZ 

0/30 
0/39 0/39 11/13 85 Bursal 

subtotal  0/65 0/65 35/39 90  c  B 
       

Total  0/90 0/220 0/220 121/220 55 
    Different small letters at the right of positive rates indicate difference was significant (P<0.05),  different capital letters indicate dif-
ference was very significant(P<0.01).  

 

图 6  REV 不同毒株 env 基因进化树图谱 

Fig. 6  Phylogenetic tree of the env gene of REV strains.Yinan-1、Linqu-1、Binzhou-1respectively represents cloned and sequenced fragments 
 of tissure DNA. REV-A represents isolated and purified REV-A supporting the proliferation of T strain[18]. SNV represents classic duck 

 calibration source of the virus genome-wide before the infection cDNA cloning plasmid was transfected to PB101 proceeding.FA 
 represents REV integrated into the fowlpox virus vaccine strain[19]. CS represents ChickSyncytiaVirus isolated from chickens  

suffering from Marek’s disease[20]. Am9606、TX-01 represent two REV strains isolated from chickens in USA. HA9901, SD9901, 
 JN0001, GD0203, SD0303 and RZ0406 represent six chicken REV popular wild strain isolated from 1999 to 2004 in China.
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的分析比较发现 , 法氏囊的检出率明显高于肝脏和
脾脏, 差异极显著(P＜0.01)。因此, 今后在检测鸭群
的感染时, 应加强对法氏囊的检测。 

较高的敏感性是PCR的优点, 但也常会出现非特异
性的产物。因此, 我们在常规 PCR检测方法的基础上建
立了 nest-PCR检测方法, 进一步提高了其敏感性和特异
性。研究结果也表明, nest-PCR 为阴性者, 特异性点杂 
交也为阴性; nest-PCR 为阳性者, 在点杂交中绝大多数
为阳性, 但部分电泳条带模糊的, 分子杂交为阴性(图
3)。以电泳条带模糊的产物为模板再做一次 nest-PCR,  
结果 nest-PCR产物的电泳条带非常清晰, 在点杂交中全
部为阳性 (图 4、5), 进而说明 nest-PCR具有更高的敏感
性和特异性。因此, 在流行病学调查时(特别是隐性感染
时), 建议采用灵敏度更高、特异性更强的 nest-PCR 检
测方法。 

REV 基因序列相对保守, 无明显高变区, 但囊膜糖
蛋白基因(env)较 REV 其他结构基因如 gag、pol 较易发
生变异, 也是决定病毒抗原性的主要基因, 因此我们选
择 env作为检测基因。通过三个地区样品 REV env基因
的序列分析发现, YN-1株、BZ-1株核酸序列与美国分离
的经典鸭源SNV株同源性最高, LQ-1株与美国鸡源分离
株同源性最高, 而均与中国鸡源 REV分离株的同源性相
对较低。进化树分析也表明 YN-1株、BZ-1株与经典鸭
源 SNV株处于同一分支, 具有较近的亲缘关系; LQ-1株
与 FA 株具有较近的亲缘关系; 三者与国内分离的鸡源
REV毒株亲缘关系较远。由此推断, 我国鸭源 REV很可
能是在引进未经对 REV检疫的种鸭时引入的。 
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Reticuloendotheliosis Virus infection in ducks–an epidemiological Studies  

Nan Ni, Zhizhong Cui  
(College of Animal Science and Technology of Shandong Agricultural University, Tai’an 271018) 

Abstract: [Objective] To study the epidemiological status of reticuloendotheliosis virus (REV) infection in ducks. [Meth-
ods] Two hundred and twenty tissue samples of the Bursa, spleens and livers were randomly collected from 97 sick or 
dead ducks from 3 areas in Shandong Province, China. REV infections were tested by virus isolation in cell cultures, di-
rect dot blot hybridization, regular PCR and nest-PCR with tissue-extracted DNA as the templates. PCR products of env 
gene fragments were cloned and sequenced, sequences of env gene fragments were compared and analyzed. [Results] REV 
infections were detected in 35/39 (90%) bursal samples, 54/84 (64%) spleens and 32/97 (33%) livers by Nest-PCR. The 
positive rate of bursal samples was significantly higher than spleen and liver samples (P<0.01). No positive sample was 
detected by virus isolation, direct dot blot hybridization or regular PCR from the same Bursa, spleen and liver samples. In 
sequence comparisons of amplified env gene fragments, Yinan-1 and Binzhou-1 had 99.8% of identity with reference SNV 
strain isolated from ducks in USA, and Linqu-1 had 100% identity with two other reference strains isolated from chickens 
in USA. However, they had lower homology with strains isolated from chickens in China. [Conclusion] More attention 
should be given to bursal samples in detection of REV. Since REV was existing only at a very low level in infected sam-
ples and difficult to be detected, nest-PCR should be conducted as the more sensitive assay. Sequence homology com-
parisons and phylogenetic tree analysis suggested that REV infections in these ducks may originally come from imported 
breeder ducklings without inspection for REV. 

Keywords: Reticuloendotheliosis virus (REV); nest-PCR; pathogeny isolation; sequence analysis 
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