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摘要： 为查明山东省部分朗德鹅养殖场填食鹅发病死亡的原因， 本研究取 ６ 只病死鹅， 剖检观察大体病变， 采集明显病变组织， 利用 ＰＣＲ 方法

进行禽流感病毒、 新城疫病毒、 鹅星状病毒 ２ 型 （ＧｏＡｓｔＶ－２）、 坦布苏病毒、 禽呼肠孤病毒、 鹅细小病毒、 传染性法氏囊病毒、 传染性支气管炎

病毒、 禽腺病毒的核酸检测， 利用鹅胚进行病毒分离， 并对病毒 ＯＲＦ１ｂ 基因全长测序。 结果： 剖检显示死鹅肾脏肿大， 肠黏膜、 泄殖腔出血，
内脏尿酸盐沉积； 结合临床症状、 剖检结果、 ＰＣＲ 鉴定结果、 遗传进化及同源性分析结果， 确认该病例为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染； 同时， 将病毒分离株

感染鹅进行动物致病性试验， 剖检可见感染鹅各组织器官有明显的尿酸盐沉积， 肝脏、 肾脏出现病理组织损伤。 本文通过对一例 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染

的实验室诊断进行分析， 为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 型的进一步研究提供参考。
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　 　 鹅星状病毒 （ｇｏｏｓｅ ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ， ＧｏＡｓｔＶ） 属于星

状病毒科禽星状病毒属， 为无囊膜、 单股正链 ＲＮＡ
病毒， 呈 二 十 面 体 结 构。 基 因 组 全 长 为 ６􀆰 １ ～
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７􀆰 ９ ｋｂ， 由 ５′非翻译区 （ ＵＴＲ）、 ３ 个开放阅读区

（ＯＲＦ１ａ、 ＯＲＦ１ｂ、 ＯＲＦ２）、 ３′非翻译区 （ ＵＴＲ） 和

一个 ｐｌｏｙ （Ａ） 尾组成［１］。 其中 ＯＲＦ１ａ 编码非结构

蛋白， ＯＲＦ１ｂ 编 码 ＲＮＡ 依 赖 性 ＲＮＡ 聚 合 酶

（ＲｄＲｐ）， ＯＲＦ２ 编码与病毒粒子形成相关的衣壳蛋

白［２］。 目 前 鹅 星 状 病 毒 分 为 鹅 星 状 病 毒 １ 型

（ＧｏＡｓｔＶ－１） 和鹅星状病毒 ２ 型 （ＧｏＡｓｔＶ － ２）， 自

２０１６ 年 １１ 月以来， 一种以痛风和尿酸盐沉积为主要

症状的传染病在我国山东、 江苏、 安徽、 广东、 广西
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等地暴发， 主要感染 ５ ～ ２０ 日龄的雏鹅， 日龄越小，
雏鹅的发病率和死亡率越高。 随着日龄的提高， 其感

染率和死亡率也会随之降低［３］。 感染后主要表现为

精神沉郁， 采食量减少， 死亡率最高可达 ５０％， 剖

检可见内脏器官尿酸盐沉积， 肾炎、 脾脏、 肾脏出血

等［４］。 ２０１７ 年 ２ 月， 在我国山东、 江苏、 广东、 安

徽等地暴发， 造成养鹅业重大经济损失， 对我国养鹅

业的健康发展造成严重影响［５］。 ２０２２ 年 １０ 月开始，
山东省潍坊市部分朗德鹅养殖场， ７０ 日龄填食鹅在

填食第 ８ 天左右出现采食减退、 消化不良、 排红色稀

便和自咬等现象， 造成翅膀、 喙出血。 自咬后 ３ ｄ 开

始出现死亡， 死亡率高达 ５５％， 对发病鹅全群采用

抗病毒中药加西药对症治疗， 死亡率降至 ３５％。 根

据调查及养殖户叙述， 发病鹅均免疫过副黏病毒病和

禽流感灭活疫苗。 本研究采集临床死亡鹅病变组织，
根据发病情况及剖检病理变化， 初步怀疑可能为禽流

感病毒 （ＡＩＶ）、 传染性支气管炎病毒 （ＩＢＶ）、 传染

性法 氏 囊 病 毒 （ ＩＢＤＶ ）、 新 城 疫 病 毒 （ ＮＤＶ ）、
ＧｏＡｓｔＶ－ ２、 坦布苏病毒 （ ＴＭＵＶ）、 禽呼肠孤病毒

（ＡＲＶ）、 鹅细小病毒 （ＧＰＶ） 或禽腺病毒 （ＦＡｄＶ）
感染。 根据病毒基因 ＰＣＲ 检测， 鹅胚病毒分离以及

动物致病性试验， 综合诊断为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品处理及核酸提取

无菌采集 ６ 只病死鹅的心脏、 肝脏、 肺脏、 脾

脏、 胃、 喉头、 气管、 脑、 肾脏等组织， 分别剪碎后

研磨， 用加双抗的 ＰＢＳ 进行稀释， 反复冻融 ３ 次，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 参照病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试

剂盒说明书， 提取样品 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 置于－２０ ℃ 保存

备用。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

一步法 ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒购自南京诺唯赞生物科

技股份有限公司； 病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒购自北

京济凡生物科技有限公司； ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌ⁃
ｙｍｅｒａｓｅ 和 ＤＮＡ Ｍａｒｋ 购自宝生物 （大连） 有限公司。
ｍｉｎｉＡｍｐ ＰＣＲ 仪购自赛默飞世尔科技公司； 高通量组

织匀浆机购自德国 Ｒｅｔｓｃｈ 公司； 电泳仪购自北京市

六一仪器厂； ＵＶＩＤＯＣ ＨＤ６ 凝胶成像系统购自英国

ＵＶＩｔｅｃ Ｌｔｄ． Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ 公司。
１􀆰 ３　 引物

ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ｂ 引物参考文献 ［６］ 设计合成，
ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ａ 引物由实验室设计， 其他引物参照

国家、 地方标准或文献 ［７－９］ 设计合成， 相关引物

详见表 １。

表 １　 引物信息

引物 序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ 来源

ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ｂ Ｆ ＡＣＧＡＣＡＧＡＴＧＣＧＴＴＡＣＴＴ

ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ｂ Ｒ ＧＧＴＧＡＣＡＴＴＡＴＣＣＣＴＧＡＧ
２７７ ［６］

ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ａ Ｆ ＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＧＡＴＴＴＧＧＧＣＡＧ

ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ａ Ｒ ＡＧＣＡＴＡＴＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＧＣＣＡ
１ ８５１ 实验室设计合成

ＡＩＶ－Ｍ Ｆ ＴＴＣＴＡＡＣＣＧＡＧＧＴＣＧＡＡＡＣ

ＡＩＶ－Ｍ Ｒ ＡＡＧＣＧＴＣＴＡＣＧＣＴＧＣＡＧＴＣＣ
２２９ ＧＢ ／ Ｔ １８９３６—２０２０

ＮＤＶ Ｆ ＡＴＧＧＧＣＹＣＣＡＧＡＹＣＴＴＣＴＡＣ

ＮＤＶ Ｒ ＣＴＧＣＣＡＣＴＧＣＴＡＧＴＴＧＴＧＡＴＡＡＴＣＣ
５３５ ＧＢ ／ Ｔ １６５５０—２０２０

ＧＰＶ Ｆ ＡＣＡＧＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＣＡＡＣＴ

ＧＰＶ Ｒ ＧＡＧＡＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＧＡＴＧ
４４０ ＤＢ３２ ／ Ｔ １４６０—２００９

ＩＢＶ Ｆ ＣＣＴＡＡＧＡＡＣＧＧＴＴＧＧＡＡＴ

ＩＢＶ Ｒ ＴＡＣＴＣＴＣＴＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ
７４０ ＧＢ ／ Ｔ ２３１９７—２００８

ＡＲＶ Ｆ ＡＣＧＧＴＧＣＧＡＣＴＧＣＴＧＴＡＴ

ＡＲＶ Ｒ ＡＣＧＡＴＧＧＡＡＧＡＣＡＣＴＡＣＧ
２０９ ［７］

ＩＢＤＶ Ｆ ＡＧＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣＣＡＣＧＧＴＣＴＣＴ

ＩＢＤＶ Ｒ ＴＴＧＡＴＧＡＣＴＴＧＡＧＧＴＴＧＡＴＴＴＴ
５９４ ＧＢ ／ Ｔ １９１６７—２０２０

ＴＭＵＶ Ｆ ＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＡＧＧＡＣＧＡ

ＴＭＵＶ Ｒ ＡＴＴＧＣＡＣＣＡＧＣＡＧＴＣＴＡＴＧ
４８３ ［８］

ＦＡｄＶ Ｆ ＡＴＧＴＣＡＧＣＡＧＴＡＧＧＣＧＡＴ

ＦＡｄＶ Ｒ ＧＣＣＧＴＣＧＣＴＣＴＡＡＧＧＧＴＣ
１ ２１８ ［９］
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１􀆰 ４　 临床病料的检测

以提取样品核酸为模板进行 ＡＩＶ、 ＮＤＶ、 ＧｏＡｓｔＶ－
２、 ＴＭＵＶ、 ＡＲＶ、 ＩＢＶ、 ＩＢＤＶ 进行实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ＰＣＲ） 扩增， 扩增体系为 ２５ μＬ： ２×ｏｎｅ
ｓｔｅｐ ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， Ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ １􀆰 ２５ μＬ， 上下游引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各１ μＬ， ＲＮａｓｅ－ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ２５ μＬ，
样本 ３ μＬ。 扩增程序为 ５０ ℃ ３０ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３ ｍｉｎ，
９４ ℃ ３０ ｓ， ５５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｍｉｎ， ３５ 个循环；
７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 以提取样品核酸为模板进行 ＦＡｄＶ、
ＧＰＶ ＰＣＲ 扩增， 扩增体系为 ２５ μＬ： ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ
Ｐｒｅｍｉｘ （２×） １２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各

１ μＬ， ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ５ μＬ， 样本 ３ μＬ。 扩增

程序为 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ５２ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃
１ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 和 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增产物均用 １％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。
１􀆰 ５　 病毒分离

利用 １０ 日龄鹅胚对检测阳性样本进行病毒分离，
采用绒毛尿囊膜接种， 每隔 １２ ｈ 照胚一次， 弃掉

２４ ｈ 内死亡鹅胚。 接种 １０ ｄ 后分别收取尿囊液及胚

体 （心脏、 肝脏、 脾脏、 肾脏等）， 研磨后取上清液

再次接种 １０ 日龄鹅胚， 按照上述方法盲传 ３ 代后用

１􀆰 ３ 中 ＧｏＡｓｔＶ－２ 引物检测是否成功分离到该病毒，
并进行外源性病毒 ＡＩＶ、 ＮＤＶ、 ＧＰＶ、 ＴＭＵＶ、 ＩＢＶ、
ＩＢＤＶ、 ＡＲＶ 检测和病毒半数感染量 （ＥＩＤ５０） 测定。
１􀆰 ６　 序列测定及遗传进化分析

扩增产物送至青岛睿博兴科有限公司进行测序，
并利用 ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴ 功能进行比对。 利用 ＭＥＧＡ ７

软件， 采用邻接法， Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值 （１ ０００） 构建系统

进化树， 对测得的序列进行遗传进化分析， ＧｏＡｓｔＶ－
２ 参考毒株信息见表 ２。

表 ２　 ＧｏＡｓｔＶ－２ 参考毒株信息

参考毒株 分离地 年份

ＯＰ７６４６１１ 中国 ２０２３

ＯＰ０２０１３１ 中国 ２０２２

ＯＬ９８２６１３ 中国 ２０２０

ＭＷ５９２３７９ 中国 ２０２０

ＭＮ４２８６４５ 中国 ２０２０

ＯＮ７４５３０４ 中国 ２０２１

１􀆰 ７　 动物致病性试验

为了解该分离株病毒对动物的致病性， 将 ７ 日龄

健康雏鹅随机分为两组， 每组 １２ 只。 第一组雏鹅肌

肉注射分离株病毒液， ０􀆰 ４ ｍＬ ／只 （ＥＩＤ５０ 为 １０－３􀆰 ８３ ／
０􀆰 ２ ｍＬ）， 第二组肌肉注射同等剂量的 ＰＢＳ。 观察临

床症状及剖检变化， 感染 １５ ｄ 每组随机挑选 ３ 只采

集肝脏、 肾脏样品进行组织病理学分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病死鹅剖检情况

剖检病死鹅， 可见十二指肠弥漫性出血 （图

１Ａ）， 肠道出血、 坏死 （图 １Ｂ）， 泄殖腔出血 （图
１Ｃ）， 内脏、 皮下尿酸盐沉积 （图 １Ｄ、 １Ｅ）， 肾脏肿

大呈花斑肾 （图 １Ｆ）。

图 １　 病死鹅剖检情况
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２􀆰 ２　 疑似病毒检测

对 ６ 份样品进行 ＰＣＲ 或 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增， 对扩增

产物进行琼脂糖凝胶电泳检测， 结果显示， ６ 份样品

均为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 阳性 （见图 ２）， ＡＩＶ、 ＮＤＶ、 ＴＭＵＶ、
ＡＲＶ、 ＦＡｄＶ、 ＧＰＶ、 ＩＢＶ、 ＩＢＤＶ 检测均为阴性。
２􀆰 ３　 病毒分离

挑选一份 ＧｏＡｓｔＶ－２ 阳性样品进行病毒分离， 连

续盲传 ３ 代接毒 １０ ｄ 鹅胚的绒毛尿囊膜出现明显的

尿酸盐沉积 （见图 ３）， 用本实验室已经建立的 ＰＣＲ
方法， 对盲传 ３ 代的样品进行外源性病毒检测， 包括

ＡＩＶ、 ＮＤＶ、 ＧＰＶ、 ＩＢＶ、 ＡＲＶ、 ＩＢＤＶ、 ＴＭＵＶ， 结果

显示无外源性病毒污染 （见图 ４）。 根据 Ｒｅｅｄ －
Ｍｕｅｎｃｈ 法得到 ＧｏＡｓｔＶ－２ 的 ＥＩＤ５０为 １０－３􀆰 ８３ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； Ｐ． 阳性对照； １～６􀆰 被检样品； Ｎ． 阴性

对照。

图 ２　 ＧｏＡｓｔＶ－２ ＰＣＲ 产物电泳情况

Ａ􀆰 空白对照组； Ｂ． ＧｏＡｓｔＶ－２ 接种组。

图 ３　 病毒接种 １０ ｄ 绒毛尿囊膜变化

Ｍ． ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＧｏＡｓｔＶ － ２； ２􀆰 ＡＩＶ； ３􀆰 ＮＤＶ；
４􀆰 ＧＰＶ； ５􀆰 ＩＢＶ； ６􀆰 ＡＲＶ； ７􀆰 ＩＢＤＶ； ８􀆰 ＴＭＵＶ； Ｎ． 阴性对照。

图 ４　 病毒分离样品外源性病毒检测

２􀆰 ４　 序列测定分析

使用 ＧｏＡｓｔＶ－２ ＯＲＦ１ｂ 基因引物， 对阳性的样品

进行扩增， 并将扩增产物送测序， 随后进行遗传进化

分析。 结果显示， 所测毒株的核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
上报道的 ６ 株参考株毒株相似性为 ８８􀆰 ３％ ～ ８９􀆰 ０％，
其中与参考株 ＯＰ０２０１３１ 相似性最高， 为 ８９􀆰 ０％。 将

该分离株命名为 ＧｏＡｓｔＶ － ２ ／ Ｇｏｏｓｅ ／ Ｃｈｉｎａ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／
２０２２， 简称 ＳＤＷＦ， 将测得的 ＯＲＦ１ｂ 基因全长序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 上发表的 ３２ 株禽星状病毒分离株的

ＯＲＦ１ｂ 基因序列进行比对， 使用 ＭＥＧＡ ７ 软件构建

系统发育树。 结果显示， 该样品与 ＧｏＡｓｔＶ－２ 参考毒

株属同一分支， 与其他禽类星状病毒亲缘关系较远，
不在同一分支上 （见图 ５）。
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▲本研究毒株。

图 ５　 基于 ＯＲＦ１ｂ 的禽类星状病毒系统发育树

２􀆰 ５　 动物致病性试验

ＳＤＷＦ 分离株感染组在 １ ｄ 时精神沉郁， 扎堆，
采食量减少， 排白色稀便症状， 并发生死亡， 到 １５ ｄ

时死亡率为 ３３􀆰 ３％。 死亡鹅临床剖检可见各组织器

官表面有明显的白色尿酸盐沉积， 肾脏肿胀， 肠管变

粗； 对照组无明显病变 （见图 ６）。
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Ａ、 Ｃ 为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染组剖检图片 （红色箭头代表组织器官表面有明显的尿酸盐沉积）； Ｂ、 Ｄ 为对照组剖检图。

图 ６　 ＳＤＷＦ 分离株感染鹅的临床剖检病变

　 　 由图 ７ 可知， 组织病理学切片显示肝窦间隙及中

央静脉周围有炎性细胞浸润 （图 ７Ａ 绿色箭头）； 肾

小管上皮细胞变性、 坏死 （图 ７Ｂ 绿色箭头）， 肾小

球萎缩， 变小 （图 ７Ｂ 黄色箭头）。

图 ７　 ＳＤＷＦ 分离株感染鹅的肝脏 （Ａ） 和肾脏 （Ｂ） 病理组织学变化

３　 讨论

自鹅病毒性痛风在我国暴发以来， 导致鹅群生长

迟缓， 死亡率增高， 给我国养鹅业带来严重的经济损

失。 该病多发于 １～２０ 日龄雏鹅， 在流行早期只感染

鹅， 但随着鹅病毒性痛风在我国的流行， 感染对象也

扩展至樱桃谷鸭和鸡等［１０－１１］。 目前研究表明其传播

途径可能是通过粪－口和生殖道进行传播， 但能否通

过生殖系统及鹅胚垂直传播给后代还未进行证实［１２］。
临床表现为白色粪便， 腿关节肿大伴有尿酸盐沉淀。
剖检可见胆囊、 膝关节、 输尿管、 心脏、 肝脏、 气

管、 肾脏表面伴有尿酸盐沉积［１３］。
本病例根据发病情况、 临床剖检情况及 ＲＴ－ＰＣＲ

检测结果， 判定该养殖场为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染。 进一步

测序结果表明， 该养殖场 ＧｏＡｓｔＶ－２ 阳性产物 ＯＲＦ１ｂ
测序所得到的核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上报道的参考

株毒株 ＯＰ０２０１３１ 核苷酸相似性最高 （为 ８９􀆰 ０％），
构建系统发育树， 结果显示该样品与 ＧｅｎＢａｎｋ 上已

报道的 ＧＡｓｔＶ－２ 毒株属同一分支， 与其他禽类星状

病毒亲缘关系较远， 不属于同一分支。 根据发病鹅出

现采食减退、 消化不良等症状， 剖检见肾脏肿大， 呈

花斑肾； 内脏尿酸盐沉积； 十二指肠弥漫性出血， 肠

道出血并坏死； 喉头、 泄殖腔出血等临床症状， 结合

ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果确定为 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染。 利用鹅胚

分离鉴定的病毒进行动物致病性试验， 可见各组织器

官表面有明显的白色尿酸盐沉积， 肠管和肾脏明显肿

胀， 与临床发病鹅表现一致。 已有研究表明大量填

食， 鹅群消化不良， 尿酸生成过多、 排泄障碍， 尿酸

盐堆积， 会导致肝、 肾损伤［１４］， 因此我们挑选病变

明显的肝脏和肾脏组织制作病理切片， 可见肾脏间质

有少量红细胞出现， 肝窦间隙及中央静脉周围有中度

炎性细胞浸润， 其病变结果与以往的研究报道基本

一致［１５］。
引起痛风的因素包括传染性支气管炎、 禽腺病

毒、 减蛋综合征及 ＧｏＡｓｔＶ。 家禽痛风又称尿酸盐沉

积， 是由于血液中尿酸盐过量导致无法有效从体内消

除的高尿酸血症［１６］。 有研究表明， 雏鹅饲喂过程中

补充过量的高蛋白、 高钙饲料， 容易导致尿酸产生过

多、 排泄障碍， 引发大量尿酸盐堆积， 即所谓的营养

代谢性疾病［１７］。 高密度、 潮湿的饲养环境、 动物活
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动不足也有可能会引发痛风［１６］。 ２０２１ 年 ６ 月， 在浙

江省一个商业鹅养殖场发生致命性痛风疾病急性暴发

导致 ７０ 日龄鹅的发病率约为 ３０％ （２６４ ／ ８８０）， 这是

第一次在成年鹅中报道 ＧｏＡｓｔＶ 暴发。 本研究中病例

的情况与该养殖场的发病情况基本相似。 具体致病机

制还需进一步研究。
目前尚未有药物、 疫苗及常规的抗菌、 抗病毒方

法能够治疗或预防 ＧｏＡｓｔＶ－２ 感染。 因此在养殖过程

中要树立 “防重于治， 养防结合” 的理念， 加强饲

养管理， 做好生物安全防控工作； 减少核蛋白和嘌呤

含量高的动物性饲料使用， 适当增加饲料中维生素 Ａ
或胡萝卜素的含量［１７］， 科学用药， 减少抗生素的使

用。 同时还要加快鹅病毒性痛风疫苗的研发［１８］， 通

过免疫接种提高鹅群的免疫力， 促进养鹅业的健康

发展。
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