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摘　要：为了解鸭群中鸭１型甲肝病毒 （ＤＨＡＶ１）的流行及其分子变异情况，对２０１５－２０１６年福建、广东、

浙江及江西鸭群采集的３２７份临床样品进行检测、病毒分离鉴定、序列测定与分析。结果表明，自３２７份临床

样品中检出ＤＨＡＶ１阳性样品３５份，阳性率１０．７％；从阳性样品中分离获得２３株ＤＨＡＶ１，主要来自３０日

龄以内的麻鸭和半番鸭。对ＤＨＡＶ１的犞犘１基因分子特征及遗传变异分析，表明２３株病毒犞犘１基因核苷酸序

列同源性介于９３．３％～９９．９％，分属２个病毒亚群，两亚群间的遗传距离为０．０６。２３株临床分离株中有１８株

与引起雏鸭胰腺泛黄的毒株 （ＭＰＺＪ１２０６株）处于同一亚群，为目前流行的优势毒株，与国内外疫苗株核苷酸同

源性在９１．３％～９６．２％，存在较大差异。由此可见，我国福建省及周边地区鸭群中不同ＤＨＡＶ１流行株之间及

流行毒株与疫苗株间均存在不同程度的差异。
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　　鸭甲肝病毒（ｄｕｃｋｈｅｐａｔｉｔｉｓＡｖｉｒｕｓ，ＤＨＡＶ）为

小 ＲＮＡ 病 毒 科 Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ 禽 肝 病 毒 属

犃狏犻犺犲狆犪狋狅狏犻狉狌狊成员，是引起水禽发生病毒性肝炎的

重要病原，为严重危害养鸭业健康发展的重要病毒之

一，主要包括ＤＨＡＶ１、ＤＨＡＶ２和ＤＨＡＶ３等３种

基因型［１－２］，其中ＤＨＡＶ１为传统的血清１型鸭肝炎

病毒，ＤＨＡＶ２和ＤＨＡＶ３分别为近来报道的台湾

型鸭肝炎病毒［３］和韩国型鸭肝炎病毒［４］，不同基因型

的病毒间基因组同源性在仅为７３％左右
［４－５］。该病

毒最早由Ｌｅｖｉｎｅ和Ｆａｂｒｉｃａｎｔ于１９４９年在美国纽约

长岛的北京鸭中分离获得。黄均建等于１９６３年首次

报道了该病在我国鸭群中的发生［６］，王平等［７］于１９８０

年从患病的北京雏鸭中分离获得该病毒，随后郭玉璞

等［８］研究证实该病毒的血清型为鸭肝炎病毒１型。

流行病学研究表明，我国鸭群中流行的鸭肝炎病毒以

ＤＨＡＶ１主
［９－１０］，该病毒在水禽流行过程中不断发

生变异。林世堂等［１１］在１９９６年从混合感染的病例

中分离到１株与经典鸭１型肝炎病毒血清型存在差

异的毒株，陈建红等［１２］、何冉娅等［１３］对不同地区流行

的毒株分析发现，鸭肝炎病毒已发生变异，存在抗原

变异毒株。我国防治该病的主要措施是采用弱毒疫

苗和灭活疫苗进行预防，然而临床上常出现免疫失败

现象。为了解近两年来我国福建省及周边地区鸭群

中ＤＨＡＶ１临床流行毒株的变异情况，本研究对

２０１５－２０１６年间临床采集的样品进行病原分离鉴定

和遗传变异分析，明确当前鸭群中鸭１型甲肝病毒的

流行状况及病原的变异情况，为今后制定该病的综合

防控措施提供参考依据。

１　材料与方法

１１　样品的来源及处理

样品为２０１５－２０１６年间福建、广东、浙江及

江西等不同地区送检的病例样品，共计３２７份，样

品来源见表１。采集的样品经磨碎后与含抗生素的

０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲盐溶液 （ＰＢＳ，ｐＨ７．２）

按１∶３的比例制成悬浮液，将上述组织悬浮液冻

融３次后，保存于－８０℃备用。

１２　材料试剂

ＳＰＦ鸡胚购自北京梅里亚维通实验动物技术有

限公司。ＡＭＶ反转录酶、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ购自大连

宝生物技术有限公司，病毒ＲＮＡ提取试剂盒、ＲＴ

ＰＣＲ扩增试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司；

ＤＮＡ聚合酶购自Ｔｈｅｒｍｏ生物技术有限公司。

１３　引物设计与合成

参照文献［１４］提供的引物进行ＤＨＡＶ１检测，

犞犘１基因扩增引物参照ＧｅｎＢａｎｋ发表的该病毒衣

壳蛋 白 基 因 序 列 （ＧＱ１３０３７７、ＪＸ３９０９８２ 及

ＤＱ２４９２９９等）进行设计，上游引物 犞犘１Ｆ：５′

ＣＡＧＴＴＴＡＣＹＧＣＣＣＣＡＣＴＣＴＡＴ３′，下游引

物 犞犘１Ｒ：５′ＴＧＧ ＣＴＴ ＣＣＡ ＣＣＴ ＣＣＴ ＣＴＴ

ＣＡＴ３′，该对引物间的理论跨幅为６９９ｂｐ，引物

由福州博鸿生物技术有限公司合成。

表１　样品来源

犜犪犫犾犲１　犛狅狌狉犮犲狊狅犳狊狆犲犮犻犿犲狀狊

序号 省份 　主要来源地 样品类型 样品数

１ 福建
福州、莆田、漳州、三明、福

清、南平、宁德
肝脏及脾脏等 １８７

２ 广东 清远、湛江、广州、惠州 肝脏及脾脏等 ６５

３ 浙江 金华、宁波、湖州 肝脏及脾脏等 ４２

４ 江西 南昌、南城、吉安 肝脏及脾脏等 ３３

总计 肝脏及脾脏等 ３２７

１４　临床样品的检测及病毒分离鉴定

采集的临床样品按常规方法进行匀浆离心处理

后，以含双抗无菌 ＰＢＳ缓冲液 （ｐＨ７．２）进行

１∶３稀释，反复冻融３次后，取上清用病毒ＲＮＡ

提取试剂盒提取样品中的ＲＮＡ，参照试剂盒操作

说明书进行。提取获得的ＲＮＡ样品参照文献［１２］

的方法进行ＤＨＡＶ１检测，随后参照文献［１４］的

方法对ＤＨＡＶ１阳性样品进行病毒分离纯化，阳

性尿囊液经纯化后保存于－８０℃备用。

１５　犞犘１基因的ＲＴＰＣＲ扩增

将已鉴定为ＤＨＡＶ１阳性的鸡胚尿囊液参照

病毒ＲＮＡ提取试剂盒的操作说明进行病毒基因组

ＲＮＡ提取，参照ＲＴＰＣＲ扩增试剂盒提供的方法

进行病毒基因组ｃＤＮＡ 第一链的合成及ＰＣＲ扩

增，ＰＣＲ产物纯化回收后送福州博鸿生物技术有

限公司测序。

１６　序列分析

测序结果经Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．０软件进行拼接编辑

后，用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序进行序列位点差异及同源性

分析；采用 ＰＨＹＬＩＰ软件包中的ＤＮＡＤＩＳＴ程序

（Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ方法）计算遗传距离；使用

ＭＥＧＡ５．１软件包中 ＮＪ程序 （ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ

方法）构建系统进化树，进化树的置信度由

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法检验，域值为７０％，共１０００次循环。

２　结果与分析

２１　病毒的检测及分离鉴定

参照文献 ［１４］提供的ＤＨＡＶ１ＲＴＰＣＲ检
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测方 法，在 ３２７ 份 临 床 样 品 中 检 测 到 ３５ 份

ＤＨＡＶ１阳性样品，阳性率为１０．７％，将这些阳

性样品接种９日龄ＳＰＦ鸡胚后，收集所有鸡胚尿

囊液并进行ＲＴＰＣＲ检测。检测结果经１％琼脂凝

胶电泳结果显示，从 ２３份尿囊液成功检测到

ＤＨＡＶ１，回收纯化扩增产物进行测序表明，所有

２３份阳性样品均为ＤＨＡＶ１，其中２０１５年分离到

１９株，２０１６年分离到４株，总分离率为７．０３％。

不同品种的鸭均有感染，２０株来源于３０日龄以内

的麻鸭、半番鸭、番鸭及樱桃谷鸭，这些雏鸭多表

现 为 肝 肿 大、 出 血， 其 中 ＦＺ１２ＳＤ０４１３、

ＭＨ１０ＭＤ０５１５和ＹＴ１５ＭＤ０４１１病毒感染的雏鸭

主要剖检病变为胰腺泛黄，但肝脏出血病变不明

显；其余的３株病毒分别来源于１６７日龄的半番种

鸭２４日龄半番鸭胚及雏鹌鹑，可见ＤＨＡＶ１感染

主要还是以３０日龄雏鸭为主，同时还可感染鹌鹑

等。毒株的详细信息见表２。

表２　分离毒株信息

犜犪犫犾犲２　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅狀犻狊狅犾犪狋犲犱狏犻狉狌狊犲狊

毒株名称 宿主 日龄／ｄ 采集年份 主要剖检病变

ＦＱ１２ＳＤ０１１１ 麻鸭 １２ ２０１５ 肝肿大出血

ＦＱ１０ＳＤ０１１９ 麻鸭 １０ ２０１５ 肝肿大出血

ＦＱ２０ＳＤ０１３１ 麻鸭 ２０ ２０１５ 肝肿大出血

ＦＺ１２ＳＤ０４１３ 麻鸭 １２ ２０１５ 胰腺泛黄

ＣＬ２６ＳＤ０４２６ 麻鸭 ２６ ２０１５ 肝肿大出血

ＣＬ１２ＳＤ０４２５ 麻鸭 １２ ２０１５ 肝、肾肿大出血

ＣＬ１２ＳＤ０５０６ 麻鸭 １２ ２０１５ 肝肿大出血

ＭＨ０７ＳＤ０７０１ 麻鸭 ７ ２０１５ 肝肿大出血

ＭＨ０９ＳＤ０４０９ 麻鸭 ９ ２０１５ 肝出血

ＦＱ０６ＳＤ０４１２ 麻鸭 ６ ２０１５ 肝、肾肿大出血

ＦＺ１０ＳＤ０７０３ 麻鸭 １０ ２０１５ 肝、肾肿大出血

ＭＨ１０ＭＤ０５１５ 半番鸭 １０ ２０１５ 胰腺泛黄

ＧＴ１５ＭＤ０３１２ 半番鸭 １５ ２０１５ 肝出血

ＭＨ０８ＭＤ０４０９ 半番鸭 ８ ２０１５ 肝出血

ＹＴ１５ＭＤ０４１１ 半番鸭 １５ ２０１５ 胰腺泛黄

ＭＨ０８ＭＤ０４１７ 半番鸭 ８ ２０１５ 肝肿大出血

ＦＺ１６７ＭＤ０５１７ 半番鸭 １６７ ２０１６ 肝出血，肾肿大

ＺＺ０２ＭＤ０６１７ 半番胚 ２４ ２０１６ －

ＧＴ３０ＭＤ０２２８ 番鸭 ３０ ２０１５ 肝出血

ＧＤ２０ＭＤ０３０１ 番鸭 ２０ ２０１６ 肝出血

ＳＤ２３ＣＤ０８２５ 樱桃谷鸭 ２３ ２０１５ 肝、脾肿大出血

ＦＺ１０ＣＤ０５１４ 樱桃谷鸭 １０ ２０１６ 肝出血

ＪＨ５１Ｇｕ０３０７ 鹌鹑 未知 ２０１５ 肺脏出血、脑膜炎

２２　流行毒株衣壳蛋白分子特征分析

测序结果表明 （表３），所获得的２３株病毒

犞犘１基因核苷酸序列同源性在９３．３％～９９．９％，

氨 基 酸 序 列 同 源 性 介 于 ９４．４％ ～１００％，与

ＧｅｎＢａｎｋ中登录的ＤＨＡＶ１的犞犘１基因核苷酸同

源性介于 ９１．３％ ～９９．７％，其中与 ２０１２ 年的

ＤＨＡＶ１毒株 （ＭＰＺＪ１２０６）同源性最高，核苷酸

同源性达到９９．７％；与我国现用疫苗株 ＣＨ６０

犞犘１基因核苷酸同源性介于９４．１％～９６．２％，推

导氨基酸同源性在９５．３％～９８．５％，而与ＤＨＡＶ

２和ＤＨＡＶ３毒株的犞犘１基因的核苷酸同源性仅

分别在６４．９％～６７．２％和６５．９％～７０．２％。

表３　不同ＤＨＡＶ毒株犞犘１基因序列同源性分析

犜犪犫犾犲３　犎狅犿狅犾狅犵狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅狀犞犘１犵犲狀犲狅犳犇犎犃犞犻狊狅犾犪狋犲狊

基因型 毒株名称（分离年份）
序列同源性／％

核苷酸 氨基酸

ＤＨＡＶ１ 本研究分离株（２０１５－２０１６） ９３．３～９９．９ ９４．４～１００

ＦＺ０５（２００５） ９１．３～９３．７ ９５．８～９７．６

ＺＪ（２００７） ９１．８～９５．１ ９３．５～９６．３

０３Ｄ（２００５） ９３．５～９５．６ ９５．３～９８．６

ＬＱ５７（２０１１年前） ９３．５～９５．９ ９４．９～９７．２

Ｈ（１９９３） ９２．７～９５．４ ９５．８～９８．１

ＦＪ１２２０（２０１２） ９４．４～９９．６ ９５．３～１００

ＧＤ（２０１２） ９４．４～９９．６ ９５．８～９９．５

ＭＰＺＪ１２０６（２０１２） ９４．３～９９．７ ９４．９～９９．５

ＦＪ１４０７（２０１４） ９３．９～９９．３ ９４．９～９９．５

ＪＸ１４０５（２０１４） ９３．９～９９．３ ９４．９～９９．５

Ｄｕ／ＣＨ／ＬＧＤ／１１１２３９（２０１１） ９４．１～９９．２ ９４．４～９８．１

Ｄｕ／ＣＨ／ＬＧＤ／１１１２３８（２０１１） ９４．３～９９．０ ９４．４～９７．６

Ａ６６（２００６年前） ９４．０～９６．２ ９５．３～９８．５

ＣＨ６０（２０００） ９４．１～９６．２ ９５．８～９８．５

Ｃ８０（２００６年前） ９４．１～９６．４ ９５．８～９９．０

ＤＨＡＶ２ ９０Ｄ（１９９０） ６４．９～６７．１ ６８．９～７１．２

０４Ｇ（２００４） ６５．１～６７．２ ６９．２～７２．５

ＤＨＡＶ３ Ｄｕ／ＣＨ／ＬＪＳ／９０９０５（２００９） ６７．３～７０．２ ７５．７～７８．２

Ｇ（１９９９） ６７．１～７０．１ ７５．７～７８．２

ＡＰ０３３３７（２００４） ６５．９～６９．０ ７５．２～７８．３

基于犞犘１基因的分子遗传进化关系分析表明，

现有ＤＨＡＶ１毒株形成了４个不同的亚群 （图

１），本研究所获得２３株病毒分属２个不同的亚群，

两亚群间的遗传距离为０．０６，其中ＦＺ１０ＳＤ０７０３、

ＦＱ１０ＳＤ０１１９、ＭＨ０９ＳＤ０４０９、ＣＬ１２ＳＤ０５０６ 和

ＭＨ０７ＳＤ０７０１等５株病毒与２００５年前台湾地区分

离的０３Ｄ株构成了ＤＨＡＶ１ｃ进化亚群，其余１８

株病毒则与Ｄｕ／ＣＨ／ＬＧＤ／１１１２３９、ＧＤ及ＦＪ１２２０

等毒株构成一个大的进化亚群ＤＨＡＶ１ａ。毒株溯
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源发现，该亚群的毒株均为２０１０年以后分离的毒

株，其中毒株 ＭＨ１０ＭＤ０５１５、ＦＺ１２ＳＤ０４１３和

ＹＴ１５ＭＤ０４１１与该亚群的 ＭＰＺＪ１２０６一样，均引

起感染鸭表现胰腺泛黄，不同毒株间的亲缘关系极

近，遗传距离仅为０．０１，而国内外疫苗株５８８６、

ＣＨ６０、和Ｃ８０等则处于ＤＨＡＶ１ｂ和 ＤＨＡＶ１ｄ

等不同的进化亚群中。

图１　鸭１型甲肝病毒犞犘１基因遗传进化分析

犉犻犵．１　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犵犲狀犲狅犳犇犎犃犞１

注：图中树结处的阿拉伯数字为自举检验置信值 （１０００次重

复），低于７０的数值未显示；黑三角 （▲）标注的毒株为本试验

扩增的毒株。

犞犘１基因编码氨基酸序列在不同进化亚群间

存在较大差异 （图２），如２０１０年以来新出现的

ＤＨＡＶ１ａ进化亚群的毒株其１７８位至１９０位氨基

酸序列为１７８ＳＴ犃犔ＳＲ犌ＳＮ犌ＶＩＰ１９０，而ＤＨＡＶ

１ｄ 亚 群 的 毒 株 １７８ＳＴ犜犔ＳＲ犌ＳＮ犌ＶＩＰ１９０；

ＤＨＡＶ１ｃ 亚 群 ２０１０ 年 分 离 的 毒 株 １７８

ＳＴ犜犘ＳＲ犓ＳＮ犇ＶＩＰ１９０；ＤＨＡＶ１ｂ亚群的毒株其

１７８位至１９２位氨基酸序列变异较大，存在３种氨

基酸模式。另外，除 ＤＨＡＶ１ｃ进化亚群毒株的

犞犘１蛋白第３位氨基酸为苏氨酸 （Ｔｈｒ），其他３

个亚群毒株的犞犘１蛋白第３位氨基酸均为丝氨酸

（Ｓｅｒ）。

图２　ＤＨＡＶ１不同基因亚型毒株 ＶＰ１蛋白１７８～１９０

位氨基酸序列

犉犻犵．２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳１７８－１９０犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊狅犳犞犘１狆狉狅狋犲犻狀狊

犳狉狅犿狏犻狉狌狊犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狌犫犵犲狀狅狋狔狆犲狊

３　讨　论

鸭甲肝病毒基因型复杂且高度变异，自被发现以

来一直是雏鸭养殖防控的重点，是严重危害养鸭业健

康发展的重要传染病病原。现有调查研究表明，我国

鸭群流行的鸭肝炎病毒以ＤＨＡＶ１为主，ＤＨＡＶ３

日渐增多［９－１０］，这２种病毒均主要侵害３周龄内的雏

鸭，其中以北京雏鸭、樱桃谷雏鸭最易感，发病率高达

７０％，病死率高达６０％，病死鸭主要临床特征多为呈

角弓反张和肝脏肿大、出血，这些特征为临床快速诊

断该病的重要依据［１－２，５］。此外，ＤＨＡＶ１感染雏鸭

还可以引起不同的临床症状及病理变化。２００５年法

国学者Ｇｕéｒｉｎ等
［１５］发现ＤＨＡＶ１感染的雏番鸭胰

腺发黄、脑膜出血，但其肝脏无眼观出血病变。２０１１

年９月，我国浙江省金华等地区和福建省莆田等地区

７～３０日龄雏番鸭发生以胰腺发黄为特征的疫病，发

病率１０％～３０％，病死率２５％～４０％，发病鸭多表现

为胰腺发黄、胰腺上皮细胞严重变性和坏死，完全不

同于引起典型肝炎的ＤＨＡＶ１（称为肝炎型ＤＨＡＶ

１）所致的肝脏严重出血、肝细胞严重变性和坏死的特

征病变。至今，浙江、福建、广东等６省（市、自治区）

的雏番鸭和雏半番鸭均有发生此病［１６］。鸭群中流行

的鸭甲肝病毒基因型和致病型的复杂性极大影响了

该病的有效防治。因此实时开展该病的流行病学调

查，掌握该病的流行现状，是有效控制该病的重要举
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措。本研究对２０１５－２０１６年间临床病例中ＤＨＡＶ１

的感染情况进行调查，从收集的３２７份临床样品中分

离鉴定出２３株ＤＨＡＶ１，感染率为７．０３％（２３／３２７），

感染宿主中雏麻鸭较多（１１／２３），其次是半番鸭。另

外，２３株病毒中，有３株病毒分别来源于１６７日龄的

半番种鸭、２４日龄半番鸭胚及发病的雏鹌鹑，尽管类

似感染病例报道较少，但这也提示我们在监测该病毒

在雏鸭中流行的同时，也需要适当关注该病毒在其他

家禽中的感染情况，病毒在自然界长期的遗传演化过

程中其感染的宿主日龄范围、家禽品种及感染途径都

可能在发生变化。

犞犘１基因是小ＲＮＡ病毒的最重要的抗原编码

基因，包含序列高度可变区，是病毒发生抗原变异的

核心区域，分析ＤＨＡＶ１临床流行毒株犞犘１的分

子特征及变异情况，对了解ＤＨＡＶ疫病的流行特

征、病原的分子变异规律、疫苗的筛选以及诊断抗原

的研制具有重要的指导意义［３－４］。本研究对２０１５

－２０１６年所分离的２３株ＤＨＡＶ１的犞犘１基因进

行了序列分析，结果表明，２３株病毒包含２个亚群，

除了５株与２００５年台湾地区分离株０３Ｄ处于同一

亚群，其余１８株病毒（包括３株分离自表现胰腺泛

黄的雏鸭临床样品的毒株）与其他２０１０年以来的分

离株共同构成了一个进化分支，核苷酸同源性均在

９７％以上。２３株病毒的犞犘１基因核苷酸序列同源

性为９３．３％～９９．９％，与现用的国内外疫苗株（如

５８８６、ＣＨ６０、Ｃ８０和Ｘ）的犞犘１基因核苷酸同源性

在９１．３％～９６．２％，推导氨基酸同源性为９２．３％～

９７．５％。ＶＰ１蛋白氨基酸差异主要在羧基端的１７８

位至１９０位氨基酸的差异。这一区域的氨基酸残基

在不同亚群内高度保守，是不同亚群病毒的分子标

记，可作为不同ＤＨＡＶ１亚群快速检测的候选靶基

因。由此可见，鸭群中流行的毒株之间，以及流行毒

株与疫苗株之间存在不同程度的差异，犞犘１作为病

毒的主要抗原蛋白及与宿主互作的蛋白，这些氨基

酸位点的差异可能会影响到病毒的抗原性及细胞受

体结合活性［１７］。因此，应尽快开展流行毒株与疫苗

株之间的抗原保护性分析，对现有疫苗的有效性进

行评估，对疫苗的抗原性进行优化，为该病的有效防

控奠定坚实基础。
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