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摘  要 : 我国鸭甲型肝炎病毒 (DHAV) 的快速变异及广泛流行给养鸭业造成了较大的经济损失，为研究鸭病

毒性肝炎二价灭活疫苗 (DHAV-SH 和 DHAV-FS 株) 的制备和评价方法，首先对我国多个鸭场进行血清型流行

病学分析，从 201 株 DHAV-1、38 株 DHAV-3 中筛选出 6 株毒力较强的 DHAV，验证了 DHAV-1 和 DHAV-3 为

我国流行优势株，并对 6 株 DHAV 进行 ELD50 和 LD50 测定，筛选疫苗候选株后经传代确定疫苗毒种，选取 F5

代鸭胚胚体研磨液作为疫苗毒种，经甲醛灭活后制成 3 批水包油包水 (W/O/W) 型乳剂二价灭活疫苗实验室制

品。通过安全性试验、抗体中和试验、攻毒保护及免疫交叉保护试验发现：疫苗安全性良好，雏鸭免疫后第 7

天可以检测到 DHAV 中和抗体，第 14‒21 天的攻毒保护率为 90%‒100%，免疫持续期可达 5 周以上，DHAV-SH

和 DHAV-FS 之间的交叉保护为 20%‒30%。研究表明本试验研制的鸭病毒性肝炎二价灭活疫苗实验室制品安全

且高效，为我国 DHAV 预防和控制提供了一种新方法和新产品。 

关键词 : 鸭病毒性肝炎，灭活疫苗，免疫效果  

动物及兽医生物技术
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Abstract:  The rapid mutation and widely spread of duck hepatitis A virus (DHAV) lead to the vast economic loss of the 
duck industry. To prepare and evaluate bivalent inactivated vaccine laboratory products of DHAV, 6 strains were screened 
from 201 DHAV-1 strains and 38 DHAV-3 strains by using serotype epidemiological analysis in most of the duck factory. 
Vaccine candidate strains were selected by ELD50 and LD50 tests in the 6 strains. Continuously passaged, the 5th passaged 
duck embryos bodies grinding fluid was selected as vaccine virus seeds. The virus seeds were treated with formaldehyde 
and water in oil in water (W/O/W) emulsions, making into three batches of two bivalent inactivated vaccine laboratory 
products. The safety test, antibody neutralization test, challenged protection and cross immune protection experiment 
suggested that the vaccines possessed good safety, and neutralizing antibodies were detected at 7th day and the challenged 
protection rate reached 90% to 100% at the 14th and 21st day. Moreover, immune duration of ducklings lasted more than 
five weeks. However, cross-immunity protection experiments with DHAV-SH and DHAV-FS only had 20%‒30%. The two 
bivalent inactivated vaccine laboratory products of duck viral hepatitis were effective and reliable, providing a new method 
as well as a new product for DHAV prevention and control. 

Keywords:  duck viral hepatitis (DVH), inactivated vaccine, immune efficacy 

鸭病毒性肝炎 (Duck viral hepatitis，DVH) 

是由鸭肝炎病毒  (Duck hepatitis virus，DHV) 

引起的，主要感染 21日龄以内的雏鸭，引起典

型的肝炎症状，雏鸭死亡率高达 80%以上，传

播迅速，呈广泛性分布[1-3]。2008 年，DHV 被

重新命名为鸭甲型肝炎病毒 (Duck hepatitis A 

virus，DHAV)。DHAV分为 A、B、C三个基因

型，分别对应血清 1型 (DHAV-1)[4]、台湾新型 

(DHAV-2)[5]、韩国和中国新型 (DHAV-3)[6-7]。 

为了解我国 DVH 的流行现状，Fu 等 [8] 

2001‒2007年从北京、天津等 5个发病鸭场分离

到的 28份死亡雏鸭的肝脏样品进行核苷酸序列

分析和血清型分析，分离到 15株 DHAV-3和 13

株 DHAV-1。何冉娅等[9]在 2007‒2009年对华南

地区发病鸭场的病料进行病原学鉴定和 VP1 基

因序列分析，分离到 15 株 DHAV-3 和 3 株

DHAV-1。由此可知，目前我国主要是 DHAV-1

和 DHAV-3 同时流行，且 DHAV-3 的流行地域

分布在扩大。 

多年来，科学工作者一直致力于 DHAV 疫苗

的研究并取得了一定的进展。1981年，Gough等[10]

研制的鸭胚灭活疫苗 3 次免疫雏鸭后，血清中

和滴度值为 178，当与弱毒疫苗联合免疫雏鸭

时，血清中和抗体滴度值高达 768，比单独免疫
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高出 4.3 倍。2000 年，陈克强等[11]研制的蜂胶

灭活疫苗，免疫雏鸭 7 d 后，攻毒保护率为

85.7%。目前，DHAV-1 的防制主要使用弱毒疫

苗 [12]，该疫苗免疫雏鸭后免疫保护率为

88.0%‒94.0%[13]，或通过免疫种鸭为雏鸭提供母

源抗体[14]。但 Woolcock等[15]将弱毒疫苗免疫于

易感雏鸭，连续传代检测其毒力情况，结果显

示弱毒疫苗存在毒力返强现象。对于 DHAV-3

的预防可以采用经 SPF 鸡胚连续传代 100 次致

弱的病毒研制而成的疫苗免疫雏鸭，结果显示

对雏鸭有较好的临床保护，且疫苗不存在毒力

返强现象，但疫苗是否能通过免疫种鸭为雏鸭

提供保护还需要进一步研究 [16]。目前，我国

DHAV 的快速变异及广泛流行给养鸭业造成了

巨大的经济损失，迫切需要研制针对流行毒株

且安全有效的疫苗[17]。为此，本试验选取目前

临床流行毒株 1 型 DHAV-SH 和 3 型 DHAV-FS

的鸭胚胚体研磨液作为疫苗毒种研制成二价灭

活疫苗并进行免疫效果评价，旨在为该病的防

控提供一定的理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  病毒株 
1型毒株：DHAV-SH、DHAV-GD、DHAV-FJ、

DHAV-PT；3 型毒株：DHAV-FS、DHAV-BZ，

毒株来源为上海、广东、福建、北京、山东某

鸭场病死雏鸭，由中国科学院微生物研究所分

离、鉴定和保藏。 

1.2  实验动物 
1 日龄 DHAV 抗体阴性雏鸭 (雌性北京白

羽鸭)、11日龄鸭胚均购自北京金星鸭业有限公

司；5周龄雌性 BALB/c小鼠购自北京维通利华

实验动物技术有限公司；4月龄雌性日本大耳白

种兔购自北京维通利华实验动物技术有限   

公司。 

1.3  主要试剂 
佐剂 Montanide_ISA206购自法国赛比克公

司；吐温–80购自上海申宇医药化工有限公司；

硬脂酸铝购自上海裕明实业有限公司；甲醛溶

液购自国药集团化学试剂有限公司；DHAV-1和

DHAV-3 标准阳性血清购自中国兽医药品监察

所；硫乙醇酸盐培养基 (T.G.)、酷胨琼脂 (G.A) 

和葡萄糖蛋白胨汤 (G.P.) 均由福州大北农生物

技术有限公司制备；DNA marker DL5 000、Taq 

DNA 聚合酶、dNTPs、AMV反转录酶、RNase

抑制剂购自宝生物工程 (大连) 有限公司；反转

录试剂盒购自 Promega公司。 

1.4  病毒的传代 
取 DHAV-SH、 DHAV-GD、 DHAV-FJ、

DHAV-PT、DHAV-FS、DHAV-BZ (简称：6 株

DHAV)，分别用灭菌生理盐水稀释 10倍后，接

种 11 日龄鸭胚，0.1 mL/枚，无菌收取接种后

24‒120 h死亡鸭胚胚体，在 11日龄鸭胚上传代

15 次，收集鸭胚胚体并制成研磨液，于‒20 ℃

保存，备用。 

1.5  病毒的分子生物学鉴定 
取 6株 DHAV的 F5代鸭胚胚体研磨液，按

照 Trizol 试剂说明，提取病毒 RNA，反转录后

以合成的 cDNA为模板，根据 GenBank上登录

的 DHAV-1-R85952 (DQ22654.1) 和 DHAV-3-FS 

(EU877916.1) 基因组序列，应用 Primer Premier 

5.0软件设计引物，使用 P1/P2、P3/P4两对引物 

(表 1)，分别进行 PCR扩增，取 10 μL PCR产物，

进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，将 PCR 产物进

行测序及序列分析。 
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表 1  检测鸭病毒性肝炎 1、3 型引物 
Table 1  Primers for detection of DHAV 

Primers Primer sequence (5′‒3′) 

P1 GTTCCAAATGATGATTATTATG 

P2 GGATCTGATTAGTACCAGATAAG 

P3 CCCATGTCTAAGTCTCTATGAAT 

P4 CTGAAGGTGTCTGTATCCAAG 

 

1.6  病毒含量测定 
取 6 株 DHAV 的鸭胚胚体研磨液，融化后

3 000 r/min离心 5 min，吸取上清进行 10倍系

列稀释，每个稀释度接种 5枚鸭胚，0.1 mL/枚，

37 ℃孵育 120 h，记录 24‒120 h内死亡和存活

的鸭胚。按 Reed-Muench 氏法计算鸭胚半数致

死量 (ELD50)。 

1.7  毒力的测定 
取 6株 DHAV的 F5代鸭胚胚体研磨液，进

行 10倍系列稀释，每个稀释度接种 5只 1日龄

雏鸭，每只腿部肌肉注射 0.1 mL，观察 7 d，记

录雏鸭发病和死亡情况，按 Reed-Muench 氏法

计算雏鸭半数致死量 (LD50)。 

1.8  疫苗候选毒种的筛选 
6株 DHAV经 ELD50和 LD50测定后，确定

毒株 DHAV-SH和 DHAV-FS作为疫苗候选株。

为了确定疫苗候选毒种的使用代次，分别将

DHAV-SH和 DHAV-FS经鸭胚传代 15次，无菌

收取 F1-15代鸭胚胚体并制成研磨液，然后对其

进行 ELD50测定。 

1.9  二价灭活疫苗实验室制品的制备 
水相制备：取 DHAV-SH和 DHAV-FS的 F5

代鸭胚胚体研磨液，作为疫苗毒种，使用 2‰甲

醛溶液进行灭活，检验合格后等量混合，再与吐

温-80 按 96∶4 比例混合，充分搅拌，使吐温-80

完全溶解。 

油相制备∶佐剂  (Montanide_ISA206) 94

份、司本-80 6份、硬脂酸铝 2份，116 ℃灭菌

30 min，冷至室温。 

疫苗的配制：取 1.5份油相置于乳化罐内，

慢速搅拌，同时加入 1份水相，以 3 000 r/min

搅拌 5 min，在终止搅拌前加入 1%硫柳汞溶液，

使其最终浓度为 0.005%。乳化结束后进行定量

分装，4 ℃保存，批号分别为 LW2013001、

LW2013002和 LW2013003。 

1.10  物理性状检验 
参照《中华人民共和国兽用生物制品规程》[18]

附录方法，对 3 批二价灭活疫苗实验室制品进

行物理性状检验。 

1.11  安全性检测 
1 日龄雏鸭 10 只，各颈部、背部皮下注射

疫苗 0.4 mL；5周龄雌性 BALB/c小鼠 10只，

各背部皮下注射疫苗 0.4 mL；4月龄健康的雌性日

本大耳白种兔 6只，各腿部肌肉注射疫苗 0.4 mL，

观察 14 d，记录局部反应和临床症状。 

1.12  疫苗中和抗体试验和攻毒保护试验 
将 420只健康的 1日龄雏鸭随机分成 2组，

免疫组 360只，对照组 60只。免疫组再随机平

均分成 3 个组，每组 120 只，分别免疫 3 批二

价灭活疫苗实验室制品，对照组注射生理盐水。

雏鸭免疫后第 7、14、21、28、42、63 天分别

从各免疫组取 20 只、对照组 10 只进行攻毒试

验和血清学检测，其中免疫雏鸭 10只和对照鸭

5只，每只腿部肌肉注射 DHAV-SH的 F5代鸭胚

胚体研磨液 0.2 mL；另外免疫雏鸭 10只和对照

鸭 5只，每只腿部肌肉注射 DHAV-FS的 F5代鸭

胚胚体研磨液 0.2 mL。 
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1.13  免疫交叉保护试验 
取 60 只 1 日龄雏鸭，分为 3 组：1 型

(DHAV-SH) 单价灭活疫苗组、3型 (DHAV-FS) 

单价灭活疫苗组和不注射对照组，每组 20只。

采用颈部皮下注射的方法接种鸭肝炎病毒各单

价灭活苗，0.4 mL/只。免疫后 14 d，各组取 10

只攻击 DHAV-FS毒株，另 10只攻击 DHAV-SD

毒株，攻击量均为 1 000 LD50，观察 14 d，记录

各组发病情况。 

2  结果 

2.1  病毒分子生物学鉴定 
对北京市、辽宁省等 134 个鸭场共 352 份

样本进行 DHV血清型分析，其中分离到 201株

DHAV-1、38株 DHAV-3，结果显示 DHAV-1和

DHAV-3为我国流行优势血清型。挑选毒力较高

的 6 株 DHAV，以其 cDNA 为模板，PCR 扩增

得到大小分别为 229 bp (DHAV-1)、311 bp 

(DHAV-3) 的阳性条带。由此判定分离到的

DHAV-SH、DHAV-GD、DHAV-FJ、DHAV-PT

为 DHAV-1 型毒株；DHAV-FS、DHAV-BZ 为

DHAV-3型毒株 (图 1)，毒株分子测序鉴定结果

见图 2。 

2.2  病毒 ELD50 与 LD50 的测定 
分别对 6株DHAV进行ELD50和LD50测定，

计算平均值。结果显示，在这 6 株 DHAV 中，

DHAV-SH和 DHAV-FS的 ELD50和 LD50的平均

值是最高的  (表 2)，因此确定 DHAV-SH 和

DHAV-FS为疫苗候选毒株。 

2.3  疫苗毒种的确定 
DHAV-SH和DHAV-FS在鸭胚上传代15次，F1–15

鸭胚胚体研磨液的病毒含量均≥10–7.0 ELD50/mL， 

 
 

图 1  6 株分离毒株 RT-PCR 检测结果 
Fig. 1  RT-PCR identification of six isolate strains. 
1‒4: represent type 1 strains: DHAV-SH, DHAV-GD, 
DHAV-FJ, DHAV-PT, respectively; 5‒6: represent 
type 3 strains: DHAV-FS, DHAV-BZ, respectively; 7: 
negative control; 8: marker DL5 000. 
 

 
 

图 2  DHAV-1 和 DHAV-3 的分子测序结果 
Fig. 2  The results of molecular sequencing. (A) 
DHAV-1. (B) DHAV-3. 
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表 2  鸭胚半数致死量和雏鸭半数致死量的测定 
Table 2  Titration of ELD50 (Median embryo lethal 
dose) for duck embryos and LD50 (Median lethal 
dose) for ducklings 

Strains ELD50/mL LD50/mL 

DHAV-SH 10–6.25 10–2.50 

DHAV-GD 10–6.01 10–2.01 

DHAV-FJ 10–5.80 10–1.30 

DHAV-PT 10–5.80 10–2.01 

DHAV-FS 10–6.30 10–2.01 

DHAV-BZ 10–6.01 10–1.85 

 
毒力稳定。为了保证二价灭活疫苗实验室制品

的质量，选取 ELD50 最高且稳定的鸭胚胚体研

磨液作为疫苗毒种，即 DHAV-SH 和 DHAV-FS

的 F5代鸭胚胚体研磨液，其 ELD50/mL 分别为

10–7.3和 10–7.1。 

2.4  物理性状检测 
3 批二价灭活疫苗实验室制品的物理性状

的检测结果，如表 3所示。 

2.5  安全性检测 
为了检测 3 批二价灭活疫苗实验室制品的

安全性，分别给健康的雏鸭、BALB/c小鼠及日

本大耳白种兔接种疫苗，观察 14 d，结果显示，

免疫的动物均无红肿、硬结和鸭病毒性肝炎的

临床症状 (表 4)。 

2.6  疫苗中和抗体试验 
在雏鸭免疫二价灭活疫苗实验室制品  

0.4 mL/只后，第 7、14、21、28、42、63天血

清用鸭胚中和法测定其效价 (以 10n 表示)[19]。

结果显示第 7 天可检测到 DHAV-SH 和

DHAV-FS 中和抗体，分别为 100.64‒100.75 和

100.62‒100.72；第 7天开始缓慢上升，第 28天达

到最高值 (DHAV-SH 和 DHAV-FS 的平均效价

分别为 101.48 和 101.33)，之后缓慢下降，第 63

天平均效价仍大于第 7 天。对照组在各个时间

点的效价均为 0 (图 3)。 

2.7  攻毒试验 
1日龄雏鸭免疫后第 7、14、21、28、42、

63 天，用 F5代的 DHAV-SH 和 DHAV-FS 的鸭

胚胚体研磨液各 0.2 mL进行攻毒。其保护率在

第 7天时开始产生保护，保护率为 30%‒60%，

14‒21 d时上升到 90%‒100%；28 d达到 100%。

对照组的攻毒死亡率在 7、14及 28 d均为 100%。

28 d 后雏鸭对强毒不太敏感 (表 5)。从结果可

知，本试验研制的二价灭活疫苗实验室制品对

雏鸭有较好的免疫保护作用。 

 
表 3  三批灭活疫苗实验室制品的物理性状检测 
Table 3  Test of physical properties about three batches of inactivated vaccines 

Items 
Vaccine batches 

LW2013001 LW2013002 LW2013003 
Appearance Uniform milky emulsion Uniform milky emulsion Uniform milky emulsion
Viscosity (s/0.4 mL) 7.6 7.7 7.9 
Dosage forms W/O/W type W/O/W type W/O/W type 
Sterility test No bacterial growth No bacterial growth No bacterial growth 
Formaldehyde residue (%) 0.158 0.160 0.154 
Thimerosal content (%) 0.004 8 0.005 4 0.005 0 
Stability No demulsification No demulsification No demulsification 
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表 4  三批灭活疫苗实验室制品的安全性检测 
Table 4  The safety test of three batches of 
inactivated vaccines 

Animal 
species 

Vaccine batches 

LW2013001 LW2013002 LW2013003

Duckling – – – 

Rabbit – – – 
BALB/c 
Mice 

– – – 

 

 
 
图 3  血清中和抗体效价 (以 10n 表示) 的消长动态 
Fig. 3  The VN titers (Shown as 10n) of serum 
antibodies in immunized ducklings. 

2.8  免疫交叉保护试验 
1日龄雏鸭免疫单价灭活疫苗 DHAV-SH和

DHAV-FS后，第 14天进行交叉攻毒保护试验，

结果显示，DHAV-SH灭活疫苗对 DHAV-1型强

毒攻击的保护率为 80%以上，而对 DHAV-3 型

病毒的攻击保护率仅为 30%；DHAV-FS灭活疫

苗对 DHAV-3型病毒的攻击保护率为 80%以上，

而对 DHAV-1 型病毒的攻击保护率仅为 20%  

(表 6)。 

3  讨论 

本试验所使用的疫苗候选毒株 1 型

DHAV-SH和 3型 DHAV-FS均为 DHAV流行优

势株，其 ELD50≥10–6.25、LD50≥10–2.0。Gough

等[10]报道称鸭胚灭活疫苗诱导的抗体反应优于

鸡胚灭活疫苗。因此，DHAV-SH 和 DHAV-FS

经鸭胚传代 15 次后，挑选 ELD50≥10–7.1的 F5

代鸭胚胚体研磨液作为疫苗毒种候选株。疫苗

配制时将非离子型乳化剂吐温-80 和司本-80 制 

 
表 5  DHAV-1 和 DHAV-3 攻毒保护试验 
Table 5  The protection against challenge with DHAV type 1 or 3  

Vaccine 
batches 

Immunizing 
number 

Immunizing 
does (mL) 

Challenge 
does (mL)

Challenge 
strains 

Number
Protection rate at different time points (d)

7 14 21 28 

LW2013001 120 0.4 
0.2 DHAV-SH 10 5/10 9/10 9/10 10/10 

0.2 DHAV-FS 10 6/10 9/10 10/10 10/10 

LW2013002 120 0.4 
0.2 DHAV-SH 10 3/10 9/10 9/10 10/10 

0.2 DHAV-FS 10 4/10 10/10 9/10 10/10 

LW2013003 120 0.4 
0.2 DHAV-SH 10 5/10 9/10 9/10 10/10 

0.2 DHAV-FS 10 5/10 9/10 9/10 10/10 

Control 60 – 
0.2 DHAV-SH 5 0/5 0/5 0/5 3/5 

0.2 DHAV-FS 5 0/5 0/5 0/5 3/5 
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表 6  免疫交叉保护试验 
Table 6  Cross-protection experiment 

Batches 
Challenge 

strains 
Ducklings 
incidence 

Protection 
rate (%) 

DHAV-1 
DHAV-SH 1/10 90 

DHAV-FS 7/10 30 

DHAV-3 
DHAV-SH 8/10 20 

DHAV-FS 0/10 100 

Control 
DHAV-SH 10/10 0 

DHAV-FS 8/10 20 

 
备成二价灭活疫苗，这两种乳化剂是单油酸酯，

可以增加疫苗的安全性。在安全性检测中，被

免疫的实验动物均无局部反应和鸭病毒性肝炎

的临床症状，说明该疫苗实验室制品的安全性

较好。研制的疫苗实验室制品以 0.4 mL剂量免

疫雏鸭，攻毒后第 7‒21 天雏鸭保护率为

90%‒100%，雏鸭免疫持续期可达 5 d以上。 

随着疫苗中的抗原变得越来越单一，佐剂

对疫苗效率起着重要的作用。为了应用到动物

疫苗领域，佐剂应具备增强疫苗对病原的特异

性免疫应答、提高保护力、使用方便、减少免

疫剂量、降低疫苗成本等特点[20]。随着养鸭业

对疫苗需求量的增加，乳剂符合动物疫苗佐剂

的标准成为常用佐剂类型[21]。根据分散状态不

同，乳剂分为油包水  (W/O) 型乳剂和水包油 

(O/W) 型乳剂。白油佐剂质量对于疫苗安全性

及其免疫效力有着重大影响。常规矿物油佐剂

黏度较高、吸收不完全[22]且产生抗体速度较慢。

本试验使用的 Montanide_ISA206，属于水包油包

水 (W/O/W) 型复合乳剂，与传统油佐剂相比，

粘度低，易与毒株混合，同时产生抗体快便于灭

活疫苗尽早发挥作用，同时稳定性较好[23]。另外，

与 O/W型乳剂相比，Montanide_ISA206通过缓

慢释放抗原增加免疫持续时间实现长期保护，

这点与 W/O型乳剂作用机理相同，但是注射部

分的安全性又优于 W/O型乳剂[20]。 

田间试验是疫苗研制非常重要的环节。本

试验研制的 DHAV 二价灭活疫苗目前为实验室

阶段产品，目前正在向农业部审核批准临床试

验申请，批复后将进行田间试验。 

针对目前我国 DHAV-1 和 DHAV-3 两种血

清型同时流行的现状[24]，目前已经批复了弱毒疫

苗对其进行防控[13]，但存在毒力返强的风险[15]。

弱毒疫苗若减毒不足，则无法保证疫苗的安全

性，但减毒过度会降低病毒的毒力，也有可能

降低疫苗的免疫原性[25-26]。同时，弱毒疫苗在

普通的冻干剂中不稳定，储存和运输过程中需

要特殊的冷藏设备，使得成本升高[27]。本试验

利用鸭病毒性肝炎的南、北方流行毒株研制成

二价灭活疫苗实验室制品。我们可以把该疫苗

应用到鸭养殖场，针对雏鸭进行免疫来预防

DHAV-1和 DHAV-3的流行。因此本试验研制的

DHAV 二价灭活疫苗实验室制品安全、可控、

稳定、高效，为我国鸭病毒性肝炎的预防和控

制提供了一种新方法和新产品。 
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