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摘　要：自胰腺泛黄的雏半番鸭中分离获得１株病毒 （命名为ＦＪ１６０５株），经ＲＴＰＣＲ检测为鸭１型甲肝病毒，

通过鸭胚中和试验发现该株病毒可被鸭１型甲肝病毒亚型 （ＤＨＡＶ１ａ）高免血清特异性中和，确定该株病毒为

鸭１型甲肝病毒亚型。对该株病毒犞犘１基因进行分子特征分析，发现其核苷酸大小为７１４ｂｐ，与ＧｅｎＢａｎｋ登录

的ＤＨＡＶ１ａ同源性为９８．１％～９９．７％，与ＤＨＡＶ１ＦＪ１２２０毒株同源性最高达９９．７％；而与鸭２型甲肝病毒

（ＤＨＡＶ２）、鸭３型甲肝病毒 （ＤＨＡＶ３）犞犘１基因的核苷酸同源性仅分别为６５．７％和６８．３％左右。基于

犞犘１基因的遗传进化分析表明，ＦＪ１６０５分离株属鸭１型甲肝病毒亚型谱系。以该株病毒对７日龄雏半番鸭进行

人工感染试验，可完全复制出同于临床病例的病变。以上结果显示，雏半番鸭也可感染ＤＨＡＶ１ａ，且表现为胰

腺泛黄。
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　　鸭１型甲肝病毒病是由鸭１型甲肝病毒 （ｄｕｃｋ

ｈｅｐａｔｉｔｉｓＡｖｉｒｕｓ１，ＤＨＡＶ１）引起的一种主要侵

害６周龄内雏鸭的急性高度致死性疾病。该病的临

床特征为角弓反张和肝脏肿大出血，其发病率达

１００％，死亡率因感染鸭日龄的不同而有所不

同［１－２］。近年来，随着该病毒的不断进化突变，该

病的致病特点发生了改变，呈现新的致病特征。

２０１１年，本研究室从以胰腺发黄或出血为特征的

雏番鸭中分离到１株病毒，经病原分离纯化鉴定、

病毒全基因组序列测定与分析、致病性试验和血清

交叉中和试验等一系列研究，确定其病原为鸭１型

甲肝病毒的亚型 （ＤＨＡＶ１ａ）
［３－６］。

随着近年来对该病的监测，２０１６年５月，在

福建某半番鸭饲养场的雏半番鸭 （１０日龄）发生

以胰腺发黄或出血为典型特征的疫病，该病的发病

率及病死率分别为１５％和２５％左右。其特征性病

理变化与傅光华等［３］报道的雏番鸭感染胰腺型鸭１

型甲肝病毒的特征相似，因此初步推断其病原为胰

腺型鸭１型甲肝病毒，而后利用ＲＴＰＣＲ等分子

学方法对该病原进行确诊，且对其犞犘１基因遗传

关系进行报道。

１　材料与方法

１１　试验材料

１０日龄番鸭胚和７日龄雏半番鸭均来自漳州

龙海非免疫种鸭场；ＤＨＡＶ１ａ阳性血清由福建省

农业科学院畜牧兽医研究所禽病室研制并保存；

组织总ＲＮＡ抽提试剂盒、ＤＮＡ琼脂胶回收试剂

盒购自 ＱＩＡＧＥＮ 科技有限公司；反转录试剂盒

（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｋｉｔ）和ＤＮＡＭａｋｅｒ均购自

Ｔｈｅｒｍｏ生物科技有限公司；高保真ＤＮＡ聚合酶

（ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）、ｄＮＴＰｓ （２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和ｐＭＤ１８Ｔ载体购自大连宝生物技

术有限公司。

１２　病料处理及核酸提取

采集胰腺发黄或出血的病死雏半番鸭胰腺，按

样品∶ＰＢＳ＝１∶３的比例，加入灭菌ＰＢＳ缓冲液

（ｐＨ７．２）进行匀浆，样品冻融３次后，８０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清分成２份，用组织总

ＲＮＡ抽提试剂盒对其中１份提取病料总ＲＮＡ，具

体步骤参照试剂盒操作说明书进行。将提取的

ＲＮＡ样品按反转录试剂盒操作说明书反转录为

ｃＤＮＡ，且以此ｃＤＮＡ作为后续试验的模板。

１３　ＲＴＰＣＲ检测

参照傅光华等［３］报道的一对扩增 ＤＨＡＶ１

犞犘１ 基 因 特 异 引 物 （上 游 引 物 为 ５′

ＧＧＴＧＡＴＴＣＣＡＡＣＣＡＧＴＴＡＧＧＧＧＡＴ３′和下游

引物为５′ＴＴＣＡＡＴＴＴＣＣＡＧＧＴＴＧＡＧＴＴＣＡ３′）

对病毒ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，扩增目的片段大小

为７１４ｂｐ，由上海博尚生物技术有限公司合成。

以上述制备的模板进行ＰＣＲ扩增，５０μＬＰＣＲ反

应 体 系 为：１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，ｄＮＴＰ （２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）４μＬ，ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

１μＬ （２．５Ｕ·μＬ
－１），引物各１μＬ，模板３μＬ，

用ｄｄＨ２Ｏ补充体积为５０μＬ，分别参照文献 ［３］

的ＰＣＲ反应条件进行目的产物的扩增。扩增产物

胶纯化后直接送上海博尚生物技术有限公司进行

测序。

１４　病毒的分离

取上述处理的病料上清１份经滤器 （直径为

０．２２μｍ）抽滤后按每枚０．２ｍＬ的剂量经尿囊腔

接种５枚无母源抗体的１０日龄番鸭胚，３７℃孵育，

每日观察２次，弃去于２４ｈ内死亡的胚，５ｄ后将

接种鸭胚放入４℃，过夜无菌收取尿囊液。经无菌

检验后，以１０日龄鸭胚连续传３代，无菌条件收

集含毒胚液，同时对其进行 ＤＨＡＶ１的鉴定，

－８０℃保存。

１５　鸭胚中和试验

按照文献 ［７］采用固定血清稀释病毒法进行

鸭胚中和试验。将上述分离的病毒液按１０倍梯度

稀释，取１０２～１０
６的５个稀释度病毒液等量分成２

份，其中１份与抗ＤＨＡＶ１ａ阳性血清等量混合，

另１份与正常鸭阴性血清等量混匀，每个稀释度的

混合液于３７℃反应１ｈ后，分别接种５枚１０日龄

番鸭胚，每枚０．２ｍＬ，同时分别设病毒和血清对

照组，置３７℃ＣＯ２培养箱培养７ｄ，每天观察且记

录鸭胚死亡情况，并按ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算病毒

中和组与病毒对照组的ＥＬＤ５０及其中和指数。

１６　结构蛋白犞犘１基因的克隆与序列分析

将扩增产物经琼脂凝胶纯化回收后，将目的片

段克隆至克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ上，而后筛选５个阳

性克隆送生工生物上海工程有限公司进行测序。利

用ＬａｓｅｒｇｅｎｅＶ７．１ＤＮＡＳｔａｒ软件对测序结果进行

编辑整理后，用 ＭＥＧａｌｉｇｎ软件比较其结构蛋白

犞犘１基因核苷酸序列与其他１９株鸭肝炎病毒 （表

１）的同源性，并分析犞犘１基因核苷酸序列的遗传

进化关系。同时使用ＬａｓｅｒｇｅｎｅＶ７．１ＤＮＡＳｔａｒ中

的Ｐｒｏｔｅａｎ软件对 ＶＰ１结构蛋白的亲水性、抗原

性和表面展示进行分析。
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表１　参考毒株相关信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅狀狉犲犳犲狉犲狀犮犲狏犻狉狌狊犲狊

登录号 名称 基因型 分离地 分离时间

ＫＦ９２４５５２ ＭＰＺＪ１２０６ ＤＨＡＶ１ａ 中国 ２０１２

ＫＣ９０４２７２ ＦＪ１２２０ ＤＨＡＶ１ａ 中国 ２０１２

ＫＸ５０７１６１ ＪＸ１４０５ ＤＨＡＶ１ａ 中国 ２０１４

ＫＸ５０７１６３ ＦＪ１５１３ ＤＨＡＶ１ａ 中国 ２０１５

ＪＱ８０４５２１ Ｄｕ／ＣＨ／ＬＧＤ／１１１２３８ ＤＨＡＶ１ａ 中国 ２０１１

ＤＱ２４９２９９ ０３Ｄ ＤＨＡＶ１ 中国 ２００５

ＪＸ３９０９８４ ＦＺ９９ ＤＨＡＶ１ 中国 １９９９

ＧＵ９４４６７７１ ＭＹ ＤＨＡＶ１ 中国 ２００６

ＪＱ３１６４５２ Ｘ ＤＨＡＶ１ 中国 ２０１１

ＤＱ８６４５１４ Ｃ８０ ＤＨＡＶ１ 中国 ２００６

ＪＸ３９０９８３ ＦＺ０５ ＤＨＡＶ１ 中国 ２００５

ＤＱ２２６５４１ Ｒ８５９５２ ＤＨＡＶ１ 美国 ２００５

ＤＱ２１９３９６ ＤＲＬ６２ ＤＨＡＶ１ 韩国 ２００５

ＪＸ３９０９８２ ＦＺ８６ ＤＨＡＶ１ 中国 １９８６

ＥＦ４２７８９９ ＣＬ ＤＨＡＶ１ 中国 ２００７

ＥＦ０６７９２４ ９０Ｄ ＤＨＡＶ２ 中国 ２００７

ＪＦ８２８９９６ Ｄｕ／ＣＨ／ＬＪＳ／０９０９０５ ＤＨＡＶ３ 中国 ２００９

ＥＵ７５５００９ Ｇ ＤＨＡＶ３ 中国 １９９９

ＤＱ８１２０９３ ＡＰ０４１１４ ＤＨＡＶ３ 韩国 ２００３

注：表示基因序列提交时间。

１７　动物回归试验

将３０羽７日龄雏半番鸭随机分成２组 （攻毒

组和对照组），于相同条件下隔离饲养。对攻毒组

以１０５．５ＥＬＤ５０的病毒量肌肉注射接种病毒，接种剂

量为０．５ｍＬ·羽－１；对照组以同样方式接种同等

剂量的高压灭菌ＰＢＳ （ｐＨ７．２）缓冲液。接种后连

续观察２周，每天观察试验鸭的临床症状及死亡情

况，对死亡鸭进行剖解观察病理变化，同时采集胰

腺、肝脏和脾脏进行病原鉴定。

２　结果与分析

２１　病毒ＲＴＰＣＲ鉴定

针对ＤＨＡＶ１犞犘１基因的特异性引物进行

ＲＴＰＣＲ扩增，结果显示扩增的目的片段大小约

７１４ｂｐ （图１）。

２２　病毒分离

将病料接种１０日龄番鸭胚４８～８４ｈ后，番鸭

胚全部死亡。收集的尿囊液盲传２代，第３代对５

枚番鸭胚的致死率均为１００％。死亡胚体的病变为

图１　ＲＴＰＣＲ检测结果

犉犻犵．１　犚犲狊狌犾狋狅犳犚犜犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊

注：Ｍ为ＤＮＡ分子量标准；１为分离株的扩增片段；２为阴性

对照。

体表出血与水肿。三代收集的尿囊液菌检均呈阴

性。收集的含毒尿囊液经 ＤＨＡＶ１鉴定呈阳性，

毒株命名为ＦＪ１６０５。

２３　鸭胚中和试验

运用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算病毒中和组及病毒

对照组的ＥＬＤ５０分别为１０
－２．６９／０．１ｍＬ和１０－５．５８／

０．１ｍＬ，计算该血清中和指数为１０２．８９ （１０２．８９＝

７７６．２），表明ＦＪ１６０５株病毒能被ＤＨＡＶ１ａ高免

血清中和。

２４　犞犘１基因的分子特征

以ＤＨＡＶ１ａ的犞犘１基因特异性引物从分离

株 （ＦＪ１６０５）基因组中扩增出７１４ｂｐ的条带，其

大小与预期扩增产物大小一致。测序结果表明，所

扩增的基因片段大小均为７１４ｂｐ，编码２３８个氨基

酸。ＦＪ１６０５株与 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的 ＤＨＡＶ１的

犞犘１基因核苷酸同源性为９４．１％～９９．７％，其中

与ＤＨＡＶ１ａ同源性介于９８．１％～９９．７％，且与

福建分离株的ＤＨＡＶ１毒株 （ＦＪ１２２０）同源性最

高 （９９．７％）；而与ＤＨＡＶ２毒株犞犘１基因的核

苷酸同源性仅为６５．７％，与ＤＨＡＶ３毒株的同源

性仅为６７．２％～６８．３％ （图２）。

ＶＰ１结构蛋白氨基酸序列的分析结果表明，

ＦＪ１６０５株与其他ＤＨＡＶ１毒株的ＶＰ１结构蛋白氨

基酸残基的同源性为９５．５％～９９．６％，其中与

ＤＨＡＶ１ａ同源性为９７．１％～９９．６％，亦与福建分

离株 （ＦＪ１２２０）同源性最高，而与 ＤＨＡＶ２和

ＤＨＡＶ３毒株的ＶＰ１结构蛋白氨基酸序列同源性

仅分别为６９．８％和７５．２％左右。
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图２　ＦＪ１６０５犞犘１基因核苷酸序列与其他鸭肝炎病毒的同源性

犉犻犵．２　犎狅犿狅犾狅犵狔狅犳犞犘１犵犲狀犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊狅犳犉犑１６０５犪狀犱狅狋犺犲狉犱狌犮犽犺犲狆犪狋犻狋犻狊狏犻狉狌狊狊狋狉犪犻狀狊

　　基于犞犘１基因核苷酸的遗传进化关系分析表

明，ＦＪ１６０５ 株病毒与番鸭源胰 腺 型 ＤＨＡＶ１ａ

（ＭＰＺＪ１２０６）处于一个进化谱系，并与其他的经典

ＤＨＡＶ１毒株同处于ＤＨＡＶ１进化大分支（图３）。

图３　ＦＪ１６０５毒株犞犘１基因遗传进化分析

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅狀犞犘１犵犲狀犲犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿

犉犑１６０５

２５　ＶＰ１结构蛋白的细胞抗原表位的预测

应用ＬａｓｅｒｇｅｎｅＶ７．１ＤＮＡＳｔａｒ中的Ｐｒｏｔｅａｎ

软件对ＦＪ１６０５毒株的 ＶＰ１结构蛋白进行亲水性、

抗原性和表面展示分析，结果表明在１３２～１３７和

２０９～２１９位氨基酸显示较强的亲水性和抗原性，

且表明这些区域也可能形成细胞抗原表位 （图４）。

图４　ＤＨＡＶ１ａＶＰ１蛋白的亲水性、抗原指数及表面展

示概率分析

犉犻犵．４　犃狀犪犾狔狊犲狊狅狀犺狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮犻狋狔，犪狀狋犻犵犲狀犻犮犻狀犱犲狓犪狀犱

狊狌狉犳犪犮犲犱犻狊狆犾犪狔狆狉狅犫犪犫犻犾犻狋狔狅犳犞犘１狆狉狅狋犲犻狀

２６　人工感染试验

攻毒组接种ＦＪ１６０５毒株后，初期临床症状主

要为精神沉郁、采食量下降、喜趴伏静卧，并部分

发病鸭出现拉稀现象，随后发病鸭表现绝食和萎靡

不振，攻毒后第３ｄ出现死亡，剖检病死半番鸭主

要为胰腺泛黄，个别病死鸭的胰腺出现出血和坏

死，且其他器官未发现肉眼可见的病变。这些剖解

病变与临床病例的病变极其类似。２周后攻毒组的

发病鸭９羽，死亡鸭４羽，即发病率和病死率为

６０％和４４．４％。对死亡鸭采集的胰腺、肝脏和脾

脏采用ＲＴＰＣＲ方法检测ＤＨＡＶ１ａ，均呈阳性。
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３　讨　论

胰腺型鸭１型甲肝病毒病是由鸭１型甲肝病毒

亚型 （ＤＨＡＶ１ａ）引起的一种主要危害１０～３０日

龄内雏 （半）番鸭的传染性疾病［３，７］。该病的临床

特征为胰腺出血或胰腺坏死，其发病率为４２．８％，

病死率７７．８％。相比较于经典的鸭肝炎病毒病，

该病的易感动物发生了改变，由雏樱桃谷鸭和麻鸭

变为雏番鸭和半番鸭［９］；且感染日龄亦有所差异，

主要是侵害３０日龄内的雏鸭，且随着雏番鸭日龄

的增长其对ＤＨＡＶ１ａ的易感性明显降低；另外其

组织嗜性和特征肉眼病变均发生改变［５，１０］。该病除

了在流行病学上存在差异，其病原在分子生物学特

征上亦存在一定的差异。

ＤＨＡＶ１ａ的基因组特征与ＤＨＡＶ１相似，但

存在一定的差异，主要体现在结构蛋白犞犘１基因

及其５′ＵＴＲ
［４，１１－１３］。经分析ＦＪ１６０５株的犞犘１基

因发现，该株的犞犘１基因核苷酸和氨基酸序列与

其他 ＤＨＡＶ１毒株的犞犘１基因同源性分别为

９４．１％ ～９９．７％ 和 ９５．５％ ～９９．６％，其 中 与

ＤＨＡＶ１ａ的同源性分别为 ９８．１％ ～９９．７％ 和

９７．１％～９９．６％。同时与福建分离株的 ＤＨＡＶ１

毒株 （ＦＪ１２２０）同源性最高。经犞犘１基因遗传进

化分析发现，ＦＪ１６０５ 株病毒与番鸭源胰腺型

ＤＨＡＶ１ａ（ＭＰＺＪ１２０６）共同构成了一个进化谱

系，并与其他经典ＤＨＡＶ１毒株处于ＤＨＡＶ１进

化 大 分 支。 因 此， 半 番 鸭 源 的 ＤＨＡＶ１ａ

（ＦＪ１６０５）犞犘１基因与其他ＤＨＡＶ１ａ毒株的差异

不大，表明该株病毒在结构蛋白 ＶＰ１基因未发生

明显的变异。且通过犞犘１基因遗传进化树结果进

一步验证了ＦＪ１６０５株属于ＤＨＡＶ１ａ毒株。

结构蛋白ＶＰ１是ＤＨＡＶ１ａ表面的衣壳蛋白，

该蛋白是ＤＨＡＶ１ａ体外中和作用的主要靶点，也

是抗原表位的高度可变区，且具有中和活性。同时

犞犘１基因及其编码蛋白在病毒基因和血清分型上

起关键作用［１４－１５］。因此，分析犞犘１基因的分子特

征对分析ＤＨＡＶ１ａ分子进化规律、疫病的流行特

征、疫苗的筛选以及诊断抗原的研制具有重要的指

导意义［４］。本研究通过生物学软件对ＦＪ１６０５株的

ＶＰ１结构蛋白进行细胞抗原表位预测分析，为进

一步研究ＶＰ１结构蛋白的生物学特性奠定基础。
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