
焦凤超， 李鑫鑫， 李迎晓， 等． 鸭甲型肝炎病毒 ３ 型信阳株的分离鉴定及遗传演化分析 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２４， ５６ （１０）： ８０－８７．
ＪＩＡＯ Ｆ Ｃ， ＬＩ Ｘ Ｘ， ＬＩ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３ Ｘｉｎｙａｎｇ ｓｔｒａｉｎ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， ５６ （１０）： ８０－８７．

鸭甲型肝炎病毒 ３ 型信阳株的分离鉴定及遗传演化分析

焦凤超１＃， 李鑫鑫２＃， 李迎晓１， 雷震３， 董建国１，
赵瑜１， 何书海１， 赵聘１， 曲哲会１∗， 黄立１∗

（１􀆰 信阳农林学院 ／ 河南省水禽资源开发利用与疫病防控工程技术研究中心， 河南 信阳　 ４６４０００；
２􀆰 南京农业大学动物医学院， 江苏 南京　 ２１００９５；

３􀆰 中国疾病预防控制中心传染病预防控制所 ／ 传染病溯源预警与智能决策全国重点实验室， 北京　 １０２２０６）

摘要： 为了解信阳地区鸭甲型肝炎病毒 ３ 型的遗传变异特性， 对信阳市发生疑似肝炎的金定雏鸭进行 ９ 种常见病毒 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 同时采

集病鸭肝脏组织无菌处理后， 尿囊腔接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸭胚进行病毒分离， 并对分离毒株进行全基因组和 ＶＰ１ 基因序列分析。 结果： 成功分离到

１ 株鸭甲型肝炎病毒 ３ 型 （ＤＨＡＶ３）， 命名为 ＨＮＸＹ２３； 接种病毒的鸭胚发育不良， 死亡胚体全身呈出血水肿； 序列比对和系统发育树表明， 分

离株 ＨＮＸＹ２３ 属于 ＤＨＡＶ３ ＧⅠ基因型， 与 ２０２２ 年分离株 ＨＢ－１、 ＨＺ－１、 ＨＺ－２ 和 ＨＺ－３ 亲缘关系较近； 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件比对 ３１ 株 ＤＨＡＶ３
ＶＰ１ 氨基酸位点变异情况， 发现在 １８４、 １８７、 １９５、 ２０６ 和 ２０９ 位这 ５ 个氨基酸位点有较为明显的变化差异。 本研究结果丰富了信阳地区 ＤＨＡＶ３
的分子流行病学资料， 为进一步研究 ＤＨＡＶ３ 的致病机制奠定了基础。

关键词： 鸭甲肝病毒 ３ 型； ＶＰ１ 基因； 遗传进化分析； 重组分析
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　 　 鸭甲型病毒性肝炎是由微 ＲＮＡ 病毒科、 禽肝病

毒属的鸭甲型肝炎病毒 （ ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ａ ｖｉｒｕｓ，
ＤＨＡＶ） 引起的一种急性、 高度致死性传染病， 主要

感染 ４ 周龄以内的雏鸭［１］。 ＤＨＡＶ 是鸭病毒性肝炎病

毒的主要病原之一。 根据国际病毒分类委员会最新的

分 类 标 准， ＤＨＡＶ 被 分 为 ＤＨＡＶ１、 ＤＨＡＶ２ 和

ＤＨＡＶ３ 三个基因型 （或血清型） ［２－５］， 交叉保护试验

表明， 各型之间基本无交叉保护力， 或血清学关系不

明确 （ＤＨＡＶ２ 型和 ＤＨＡＶ３ 型） ［６］。
ＤＨＡＶ 无囊膜， 其基因组符合微 ＲＮＡ 病毒基因

组特征， 大 小 约 为 ７􀆰 ８ ｋｂ， 由 两 侧 的 非 编 码 区

（ＵＴＲ）、 一个长的开放阅读框 （ＯＲＦ）、 ３′端非编码

区末端的 Ｐｏｌｙ （Ａ） 组成， ＯＲＦ 编码的多聚蛋白可以

被裂解为 １２ 个成熟产物。 基因组结构为 ５′ＵＴＲ －
ＶＰ０－ＶＰ３－ＶＰ１－２Ａ１－２Ａ２－２Ａ３－２Ｂ－２Ｃ－３Ａ－３Ｂ－３Ｃ－
３Ｄ－３′ＵＴＲ［７］， 其中 ＶＰ１ 是 ＤＨＡＶ 最主要的结构蛋

白， 具有诱导保护性抗体与细胞受体结合的功能［８］。
目前， 在我国 ＤＨＡＶ１ 和 ＤＨＡＶ３ 呈现共流行，

Ｚｈｏｕ 等［９］对 ２００９—２０２１ 年中国大陆鸭甲型肝炎病毒

流行情况进行分析发现， ＤＨＡＶ 在中国大陆的发病率

为 １２％、 致死率为 １１％， 时间分析表明， ＤＨＡＶ 发

病率随时间呈下降趋势。 临床样本流行病学统计资料

表明， ＤＨＡＶ１ 阳性样本占比 ３８％， ＤＨＡＶ３ 占比

４９％， 并且 ＤＨＡＶ３ 正逐渐取代 ＤＨＡＶ１ 成为优势基

因型［１０－１１］。 因此， 开展 ＤＨＡＶ３ 分子流行病学、 病原

致病性、 免疫机制及高效疫苗研究已迫在眉睫。 本研

究对信阳市发生疑似肝炎的金定雏鸭进行病原检测和

病毒全基因组测序， 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已公布的部分

ＤＨＡＶ３ 参考毒株序列进行了同源性比对和重组分析，
为进一步研究 ＤＨＡＶ３ 的遗传进化、 致病性以及免疫

防控提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料与鸭胚

肝脏病料于 ２０２３ 年 １ 月采集自信阳市平桥区某

散户养殖场疑似感染鸭病毒性肝炎的 ７ 日龄金定雏

鸭。 患鸭发病初期可见精神萎顿、 采食量下降、 腹泻

等情况， 后期逐渐出现扭头、 抽搐、 角弓反张等神经

症状， 发病率约 ２０％， 死亡率约 ３０％。 剖检病死鸭

可见肝脏肿大， 有点状或斑状出血。 ＳＰＦ 鸭胚购自中

国农业科学院哈尔滨兽医研究所。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｐｒｏ、 ２×Ｒａｐｉｄ
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ｄｙｅ
Ｐｌｕｓ）、 ５ ｍｉｎ ＴＯＰＯ－Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ、 ＤＬ２０００ ｐｌｕｓ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺维赞生物科技股份公司；
ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂

盒、 大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒

ＤＮＡ 小量抽提试剂盒、 ＭｉｇｈｔｙＳｃｒｉｐｔ 第一链 ｃＤＮＡ 合

成 Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 均购自生工生物工程 （上海） 股份有

限公司。
１􀆰 ３　 样品采集和病原检测

取 １００ ｍｇ 病鸭肝脏， 加入 １ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 充分匀

浆后， 离心取 ３００ μＬ 上清液， 依照试剂盒说明书提

取病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ。 参考文献 ［１２－１４］ 方法进行鸭

坦布 苏 病 毒 （ ＤＴＭＵＶ ）、 禽 腺 病 毒 血 清 ４ 型

（ＦＡｄＶ４）、 新型鹅细小病毒 （ＮＧＰＶ）、 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽

流感病毒 （Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ）、 新城疫病毒 （ＮＤＶ）、 鸭圆

环病毒 （ＤｕＣＶ）、 鸭呼肠孤病毒 （ＤＲＶ）、 ＤＨＡＶ１
和 ＤＨＡＶ３ 的 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 引物信息见表 １，
引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。

表 １　 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′）
片段长

度 ／ ｂｐ

Ｈ９Ｎ２－ＡＩＶ－Ｆ ＧＧＧＡＧＴＧＴＣＡＴＧＧＧＴＧＡＴＣＡＡ

Ｈ９Ｎ２－ＡＩＶ－Ｒ ＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＡＧＣＧＴ
５５９

ＮＧＰＶ－Ｆ ＧＡＣＴＴＡＧＡＣＡＧＧＣＴＴＡＴＧＡＡＣ

ＮＧＰＶ－Ｒ ＡＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＡＣＴＧＧＡＴＴ
７８１

ＤＲＶ－Ｆ ＴＧＣＣＧＡＴＧＧＡＣＣＴＡＡＴＣＣＴ

ＤＲＶ－Ｒ ＴＴＣＣＣＣＡＴＡＣＣＣＴＡＣＴＴＣＧＴ
３６９

ＤＴＭＵＶ－Ｆ ＡＣＧＡＧＡＴＡＧＴＣＡＣＧＴＧＧＧＴＣＡＴＧ

ＤＴＭＵＶ－Ｒ ＧＡＡＡＣＧＧＴＴＧＣＧＡＣＣＧＡＣＧ
２５５

ＮＤＶ－Ｆ ＣＴＧＣＡＣＡＴＡＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＴＡ

ＮＤＶ－Ｒ ＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧＴＡＧＴＣＡＴＧＧ
４２７

ＤｕＣＶ－Ｆ ＴＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＣＡＴＡＣＧＡＴＴ

ＤｕＣＶ－Ｒ ＡＴＧＣＧＴＧＡＧＡＧＴＴＧＡＣＧＡＣＴ
４４９

ＦＡｄＶ４－Ｆ ＡＧＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＴＴ

ＦＡｄＶ４－Ｒ ＴＣＣＡＡＴＣＧＣＧＴＴＴＡＡＧＣＴＡＴＣＧ
８８４

ＤＨＡＶ３－Ｆ ＧＡＡＡＴＣＴＧＣＡＣＴＣＡＡＴＧＧＡＧＡＧ
ＤＨＡＶ３－Ｒ ＣＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＴＴＧＧＴＣＡＧ

３０６

ＤＨＡＶ１－Ｆ ＧＧＡＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＡＡＴＡＴ

ＤＨＡＶ１－Ｒ ＣＡＴＧＴＧＣＣＴＧＧＡＣＡＧＡＴ
２１４
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１􀆰 ４　 病毒分离鉴定

将组织匀浆液冻融 ３ 次离心取上清液， 加 ５％体

积的青霉素 － 链霉素双抗 处 理， 用 针 式 过 滤 器

（０􀆰 ２２ μｍ） 除菌后通过尿囊腔接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸭

胚， 弃去 ２４ ｈ 内死亡鸭胚， 收获 ４８～１２０ ｈ 内死胚以

及 １２０ ｈ 后处死的鸭胚， 收集尿囊液备用［１５］， 采用

１􀆰 ３ 方法对收集到的尿囊液进行 ＤＨＡＶ 的 ＲＴ－ＰＣＲ
检测。
１􀆰 ５　 ＤＨＡＶ３ 全基因组扩增

１􀆰 ５􀆰 １　 引物设计

参照文献 ［１５－１６］ 合成 ＤＨＡＶ３ 病毒全基因组

分段扩增引物， 具体信息见表 ２。 引物由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司合成。

表 ２　 ＤＨＡＶ３ 全基因组 ＰＣＲ 扩增引物

引物名称 核苷酸序列 （５′→３′）
片段长

度 ／ ｂｐ
退火温

度 ／ ℃

Ｐ１－Ｆ ＴＴＴＧＡＡＡＧＣＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＴＡＧＡＣＣ

Ｐ１－Ｒ ＴＧＴＴＧＡＧＴＡＧＴＣＡＡＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＣ
１ ５９４ ５５

Ｐ２－Ｆ ＣＡＡＡＴＣＴＡＴＣＣＡＡＴＴＣＴＡＧＴＧＴＧＧＴ

Ｐ２－Ｒ ＴＣＡＡＴＴＡＧＧＧＴＣＡＣＴＴＧＣＴＴＧＴＣＡＣ
１ ５６０ ５６

Ｐ３－Ｆ ＡＴＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＧＧＴＡＡＡＴＣＡＧＧＡＴ

Ｐ３－Ｒ ＡＡＡＡＴＴＴＧＡＣＣＴＧＧＴＧＧＡＧＣＴＴＡＴＴＴ
１ ５８６ ５４

Ｐ４－Ｆ ＴＣＴＡＡＣＡＣＴＴＴＧＡＡＴＣＡＡＴＴＡＡＡＴＧ

Ｐ４－Ｒ ＡＧＡＡＴＴＴＴＴＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣＣＡＡＣＡＡ
１ ５７３ ５５

Ｐ５－Ｆ ＣＡＧＲＧＴＧＧＴＣＧＴＧＴＧＡＡＴＴＴＣ

Ｐ５－Ｒ ＣＧＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣＡ
１ ５３２ ５７

Ｐ６－Ｆ ＧＧＣＧＧＴＡＴＧＴＧＣＴＣＡＧＧＡＴ

Ｐ６－Ｒ ＴＴＴＡＧＧＧＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡＴ
９３６ ５５

１􀆰 ５􀆰 ２　 目的片段的分段扩增

参照反转录说明书扩增病毒 ｃＤＮＡ， 以 ｃＤＮＡ 为

模板， 进行 Ｐ１ ～ Ｐ６ 基因扩增。 扩增体系为： 上、 下

游引物各 ２ μＬ， ２ ×Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ，
ｃＤＮＡ １ μＬ， ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ２０ μＬ。 扩增程序： ９８ ℃
预变性 ３０ ｓ； ９８ ℃ 变性 １０ ｓ， 退火 ５ ｓ （退火温度见

表 ２）， ７２ ℃ 延伸 １０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ。
１􀆰 ６　 扩增产物的序列分析

将分段基因的胶回收产物分别连接 ５ ｍｉｎ ＴＯＰＯ－
Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ， 将重组质粒用 Ｍ１３Ｆ ／ Ｒ 引物 ＰＣＲ
检测无误后送检测序， 序列拼接后利用 ＤＮＡＳｔａｒ、
ＤＮＡＭＡＮ 和 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的 ３０
株 ＤＨＡＶ３ 序列进行全基因组和 ＶＰ１ 基因 （推导氨基

酸） 序列比对和遗传进化树的构建， 并分析 ＶＰ１ 基

因氨基酸突变位点。 参考病毒序列信息见表 ３。

表 ３　 参考分离株序列信息

分离株 分离时间 分离地 宿主 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｇ １９９９ 中国 樱桃鸭 ＥＵ７５５００９􀆰 １

ＪＴ ２０１１ 中国 鹅 ＪＦ８３５０２５􀆰 １

ＪＳ２０１０ ２０１０ 中国 鸭 ＨＱ６５４７７４􀆰 １

ＳＤ７０ ２０１３ 中国 鸭 ＭＮ９５３４７５􀆰 １

ＬＳＤ１２０２２５ ２０１０ 中国 鸭 ＭＫ３７１０２４􀆰 １

ＧＤ １９９９ 中国广东 鸭 ＧＱ１２２３３２􀆰 １

ＦＳ ２００８ 中国广东 鸭 ＥＵ８７７９１６􀆰 １

Ｂ－Ｎ ２０１１ 中国广东 鸭 ＪＸ２３５６９８􀆰 １

Ｃ－ＧＹ ２０１０ 中国广东 鸭 ＥＵ３５３００５􀆰 ２

１ｖ ２００９ 中国山东 鸭 ＧＵ２５０７８２􀆰 １

ＥＹ ２０１４ 中国山东 鸭 ＫＰ９９５４３８􀆰 １

ＳＤ１２０１ ２０１１ 中国山东 鸭 ＫＣＣ９９３８９０􀆰 １

ＣＨ ２０１５ 中国山东 鸭 ＭＨ７５２７３９􀆰 １

ＳＤ ２０１１ 中国山东 鸭 ＭＮ９５３４７４􀆰 １

ＣＨ－Ｐ１０ ２０１５ 中国四川 鸭 ＭＨ７５２７４０􀆰 １

Ｂ６３ ２００８ 中国北京 鸭 ＥＵ７４７８７４􀆰 １

Ｃ－ＹＣＷ ２００９ 中国北京 鸭 ＧＵ０６６８２４􀆰 １

Ｃ－ＹＣＺ ２００５ 中国北京 鸭 ＧＵ０６６８２３􀆰 １

Ｃ－ＹＤＦ ２００９ 中国北京 鸭 ＧＵ０６６８２１􀆰 １

ＪＳ ２０１７ 中国江苏 鸭 ＭＮ１６４４６７􀆰 １

ＮＴ ２０１３ 越南 鸭 ＫＵ８６００９０􀆰 １

ＮＣ ２００９ 越南 鸭 ＫＵ８６００８９􀆰 １

ＡＰ－０４２０３ ２００３—２００４ 韩国 鸭 ＤＱ２５６１３４

ＡＰ－０３３３７ ２００３—２００４ 韩国 鸭 ＤＱ２５６１３２

ＡＰ－０４００９ ２００３—２００４ 韩国 鸭 ＤＱ２５６１３３

ＡＰ－０４１１４ ２００３ 韩国 鸭 ＤＱ８１２０９３

ＨＢ－１ ２０２２ 中国 鸭 ＯＰ５７５３０３􀆰 １

ＨＺ－１ ２０２２ 中国 鸭 ＯＰ５７５３０４􀆰 １

ＨＺ－２ ２０２２ 中国 鸭 ＯＰ５７５３０５􀆰 １

ＨＺ－３ ２０２２ 中国 鸭 ＯＰ５７５３０６􀆰 １

１􀆰 ７　 病毒重组分析

利用 ＲＤＰ４ 软件和 Ｓｉｍｐｌｏｔ 软件分析 ＨＮＸＹ２３ 株

全基因组和 ＶＰ１ 基因可能存在的重组信号， 确认病

毒基因重组事件。

２　 结果

２􀆰 １　 病原检测

发病鸭组织病料提取的病毒基因组进行 ＰＣＲ ／
ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 结果显示只有 ＤＨＡＶ３ 扩增出阳性条

带， 其他病毒均为阴性 （图 １）。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １􀆰 ＤＨＡＶ１； ３􀆰 ＤＨＡＶ３； ５． ＤＲＶ； ７􀆰 ＤＴＭＵＶ； ９􀆰 ＮＤＶ； １１􀆰 ＤｕＣＶ； １３􀆰 ＦＡｄＶ４； １５． ＮＧＰＶ； １７􀆰 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ；
２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 １４、 １６、 １８􀆰 阴性对照。

图 １　 疑似病料 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测

２􀆰 ２　 病毒的分离与鉴定

ＳＰＦ 鸭胚接种组织毒后部分胚胎死亡。 死胚表现

为全身红肿 （图 ２）， 皮下明显充血、 出血， 肝脏明

显出血。

图 ２　 死亡鸭胚病理变化

尿囊液 ＤＨＡＶ３ 的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示， 成功

扩增出一段约为 ３０６ ｂｐ 的目的条带， 与预期相符

（图 ３ ）， 初步确定分离病毒为 ＤＨＡＶ３， 命名为

ＨＮＸＹ２３。
２􀆰 ３　 全基因组扩增与序列分析

２􀆰 ３􀆰 １　 全基因组扩增

利用 Ｐ１～Ｐ６ 共 ６ 对引物成功扩增出 ６ 个预期目

的片段， 如图 ４ 所示。 序列拼接后的全基因组全长为

７ ７７９ ｂｐ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＯＲ６６６６４７）， ５′ＵＴＲ 长

度为 ６５２ ｂｐ， ３′ＵＴＲ 长度为 ３６６ ｂｐ， ＯＲＦ 位于 ６５３ ～
７ ４０８ ｂｐ 之间， 符合 ＤＨＡＶ３ 基因组结构特征。

Ｍ． ＤＬ２０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＤＨＡＶ１； ３􀆰 ＤＨＡＶ３； ２、 ４􀆰 正常

鸭胚尿囊液对照。

图 ３　 尿囊液 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～６􀆰 Ｐ１～ Ｐ６ 分段基因。

图 ４　 ＨＮＸＹ２３ 株全基因组分段扩增
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２􀆰 ３􀆰 ２　 全基因组序列分析

应用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 工具中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方 法， 将

ＨＮＸＹ２３ 株与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ３０ 株参考毒株进行

全基因组核苷酸序列的同源性分析。 全基因组序列分

析结果显示， ＨＮＸＹ２３ 株与其他 ３０ 株全基因组核苷

酸的同源性为 ９３􀆰 ２％ ～ ９８􀆰 ５％。 其中与分离株 ＨＢ－１
和 ＨＺ－３ 株同源性最高为 ９８􀆰 ５％， 与 ＨＺ－１ 株、 ＨＺ－
２ 株同源性稍低为 ９８􀆰 １％ ～ ９８􀆰 ４％， 与疫苗强毒株

Ｂ６３ 的同源性最低为 ９３􀆰 ２％。 系统发育树分析显示

（图 ５）， ３１ 株毒株分为了两大分支， ＨＮＸＹ２３ 株与

ＨＺ－１ 株、 ＨＺ－２ 株、 ＨＺ－３ 株和 ＨＢ－１ 株处于同一小

分支上， 并与山东分离株 ＥＹ 处于一个大分支中。 而

ＨＮＸＹ２３ 株与 ４ 株经典的韩国毒株 （ ＡＰ － ０３３３７、
ＡＰ－０４１１４、 ＡＰ －０４００９、 ＡＰ －０４２０３） 和疫苗强毒株

Ｂ６３ 处于不同分支， 差别较大， 同源性较低。

注： ●表示本试验分离株， 下同。

图 ５　 基于全基因组序列的 ＨＮＸＹ２３ 株遗传演化分析

２􀆰 ４　 ＶＰ１ 基因及推导氨基酸序列分析

ＶＰ１ 基因遗传进化树分析显示， 所有 ＤＨＡＶ３ 病

毒株分为 ２ 个基因型 （图 ６）。 其中 ＧⅠ型包括大部

分中国分离株、 小部分越南分离株， ＧⅡ型包括韩国

经典毒株、 中国疫苗株 Ｂ６３， 本研究中 ＨＮＸＹ２３ 株位

于 ＧⅠ型的一个小分支上， 与 ２０２２ 年 ＨＺ－１ 株、 ＨＺ－
２ 株、 ＨＺ－３ 株和 ＨＢ－１ 株处于同一分支上， 亲缘关

系较近。
ＶＰ１ 氨基酸同源性比对表明， ＨＮＸＹ２３ 与其他

３０ 株分离株 ＶＰ１ 氨基酸同源性为 ９１􀆰 ７％ ～ ９９􀆰 ６％，

与 ＨＺ－１ 株、 ＨＺ－３ 株相似性最高为 ９９􀆰 ６％。 ＶＰ１ 蛋

白遗传进化树显示， ＤＨＡＶ３ 具有明显的地域特征性，
３１ 株毒株分为了两大分支， ＨＮＸＹ２３ 株与 ＨＺ－１ 株、
ＨＺ－２ 株、 ＨＺ－３ 株和 ＨＢ－１ 株处于 ＧⅠ型的同一小

分支上 （图 ７）。 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件比对 ３１ 株

ＤＨＡＶ３ ＶＰ１ 氨基酸位点变异情况， 共发现 ３８ 处氨基

酸位点存在差异性。 其中位于 ＶＰ１ 羧基端的 １８１ ～
２０９ 位氨基酸处于高变区， 共有 ５ 个较为明显的氨基

酸突变， 分别位于 １８４、 １８７、 １９５、 ２０６、 ２０９ 位氨基

酸位点 （图 ８）。
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图 ６　 基于 ＶＰ１ 基因序列的 ＨＮＸＹ２３ 株遗传演化分析

图 ７　 基于 ＶＰ１ 氨基酸序列的 ＨＮＸＹ２３ 株遗传演化分析
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图 ８　 ＶＰ１ 蛋白氨基酸序列变异位点

２􀆰 ５　 基因重组分析

利用 ＲＤＰ４ 软件和 ＳｉｍＰｌｏｔ ３􀆰 ５􀆰 １ 软件将 ＨＮＸＹ２３
株与 ３０ 株参考病毒全基因组序列进行分析， 结果未

发现重组信号。

３　 讨论

ＤＨＡＶ１ 呈世界流行， ＤＨＡＶ２ 分布在中国台湾和

印度， ＤＨＡＶ３ 则主要发生在韩国、 越南、 中国、 埃

及等国家［１７－１８］， 目前， 我国 ＤＨＡＶ１ 和 ＤＨＡＶ３ 呈现

共流行， 使该病成为养鸭业最为危害严重的疾病之

一。 自 ２０１３ 年以来， 得益于 ＤＨＡＶ１ 商品化疫苗的

应用， ＤＨＡＶ１ 阳性病例逐年减少， 相反， ＤＨＡＶ３ 的

检出率逐年升高。 截止到 ２０２３ 年 ８ 月， 我国商品化

ＤＨＡＶ３ 活疫苗尚属空白。 胰腺型 ＤＨＡＶ１ 引起的成

年鸭产蛋下降、 鹅出血性肝炎以及病毒垂直传播等特

点赋予了鸭甲型病毒性肝炎新的流行病学特征［１９－２２］，
值得进一步关注。 信阳市地处大别山革命老区， 水禽

资源丰富， 养殖历史悠久， 依靠特色养殖实现乡村振

兴是当地政府的一项重要举措， 常发、 危害严重的病

毒性疫病的有效防控是维护养殖效益的重要因素。 本

研究对信阳地区疑似鸭甲型肝炎病毒病例进行病毒分

离和 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定， 确认了 ＤＨＡＶ３ 毒株在信阳地区

的流行， 为 ＤＨＡＶ３ 感染的防控提供了依据。
病毒基因重组是病毒演化中的一种重要机制。 无

论是全基因组序列分析还是结构蛋白 ＶＰ１ 序列分析，

ＨＮＸＹ２３ 株均与 ２０２２ 年分离株 ＨＺ－１、 ＨＺ－２、 ＨＺ－３
和 ＨＢ－１ 亲缘关系最近。 通过 Ｓｉｍｐｌｏｔ 对 ＨＮＸＹ２３ 进

行病毒重组分析未发现可能的重组信号。 研究人员证

实了 ＤＨＡＶ 存在基因重组现象， Ｗｅｉ 等［２３］ ２０１１ 年从

我国广东 ＤＨＡＶ１ 和 ＤＨＡＶ３ 混合感染鸭群中分离到

的 １ 株鸭甲型肝炎病毒 Ｂ －Ｎ， 分析发现其可能是

ＤＨＡＶ１ 和 ＤＨＡＶ３ 发生基因重排的重组毒株。 Ｆｅｈéｒ
等［２４］研究表明， ＤＨＡＶ 易发生基因型间重组， 揭示

了存在于 ＤＨＡＶ１ 基因型内的重组以及 ＤＨＡＶ１ 和

ＤＨＡＶ３ 基因型间的重组事件。 因此， 持续开展水禽

鸭甲型肝炎病毒的基因组流行病学研究对于了解病毒

演化和疾病监测至关重要。
研究发现， 某些 ＲＮＡ 病毒基因组的 ５′－ＵＴＲ 存

在核糖体进入位点 （ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅｓ，
ＩＲＥＳ） 结构， 可以调控蛋白质起始翻译。 在 ＩＲＥＳ 元

件 ３′端存在一个保守的顺式作用元件 Ｙｎ－Ｘｍ－ＡＵＧ
基序。 Ｙｎ 为嘧啶富集区， Ｘｍ 为间隔区， 长度为１５～
２５ ｎｔ， 其次为 ＡＵＧ［２３，２５］。 序列分析发现， ＨＮＸＹ２３
的翻译起始位点位于 ６５３ 位一个最优的 Ｋｏｚａｋ 位点

（ＧＣＡＡＵＧＧ）， 在其上游存在一个保守的顺式作用元

件 Ｙ６－Ｘ６６－ＡＵＧ 基序， 与 Ｗｅｉ 等［２３］研究结果相同。
ＶＰ１ 蛋白是 ＤＨＡＶ 的关键结构蛋白， 能够诱导

机体产生特异性中和抗体， 与病毒基因型和血清型的

多样性相关［２６］。 郭程程［２７］ 探究了 ＤＨＡＶ３ 在 ＳＰＦ 鸡

胚上传代致弱过程中 ＶＰ１ 蛋白氨基酸变化规律， 发
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现虽然不同毒株、 不同代次病毒 ＶＰ１ 蛋白的氨基酸

变异位点都发生了反复变异和同步变异， 但不存在相

同规律， 说明 ＤＨＡＶ３ 的传代致弱与 ＶＰ１ 蛋白突变没

有直接关系。 马秀丽等［２８］ 分析了实验室保存的

ＤＨＡＶ１ 和 ＤＨＡＶ３ 的遗传和抗原稳定性， 结果发现，
虽然部分 ＤＨＡＶ１ 和 ＤＨＡＶ３ 代表株的 ＶＰ１ 氨基酸序

列分别存在 ５ 处和 ９ 处位点变异， 但这些改变没有影

响 ＤＨＡＶ１ 或 ＤＨＡＶ３ 的中和特性， 在同一血清型之

间仍然具有较好的交叉保护作用。 文兴建［２９］ 跟踪研

究了 ＤＨＡＶ３ 毒株在鸭胚连续传代 ６０ 代后突变规律

和毒力变化， 发现 ＶＰ０ 蛋白 Ｙ１６４Ｎ 突变和 ２Ｃ 蛋白

Ｌ７１Ｉ 突变是 ＤＨＡＶ３ 强毒致弱的分子基础。 本研究将

ＨＮＸＹ２３ 株与其他 ３０ 株 ＤＨＡＶ３ ＶＰ１ 氨基酸序列进行

比较， 发现这些毒株有 ３８ 处氨基酸位点存在差异性，
与疫苗株 Ｂ６３ 相比， ＨＮＸＹ２３ 株存在 Ｔ９６Ｍ、 Ｓ１２２Ｎ、
Ｓ１７７Ｐ、 Ｐ１８２Ｈ 、 Ｌ１８４Ｑ、 Ｅ１８７Ｎ、 Ｒ１９９Ｋ、 Ｇ２１３Ｋ、
Ｃ２１６Ｒ、 Ｙ２１８Ｈ 等 １０ 个氨基酸变异位点。 值得注意

的是， 不同于其他 ＤＨＡＶ３ 参考毒株， ＨＮＸＹ２３ ＶＰ１
蛋白 Ａ１３９Ｓ 位点的独特变异值得关注， 这是否会影

响 ＤＨＡＶ３ 的毒力和免疫原性有待于进一步研究。
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