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　　摘要：为建立鸭Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的监测及临床诊断方法，根据鸭源 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒 ＨＡ蛋白的基因
序列设计１对特异性ＰＣＲ引物，并以鸭源Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒基因组为模板，建立鸭源Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的特
异性ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，并用该方法对江苏省多地采集的疑似病料进行检测，扩增产物经测序鉴定后判断建立的方
法对临床样品的检出率。结果显示，该方法可以特异性扩增鸭源Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒ＨＡ蛋白基因保守区的８３７ｂｐ
的序列，与对照的病毒无交叉反应，敏感性较好，最低可检测１ｆｇ基因组，临床样品的检测率为１００％，表明本试验建立
的鸭源Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒ＲＴ－ＰＣＲ特异性强、敏感性高，可用于临床快速诊断鸭源Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒感染。
　　关键词：鸭；Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒；ＲＴ－ＰＣＲ；检测
　　中图分类号：Ｓ８５８．３２５．３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）０１－０１０５－０２

收稿日期：２０１６－０８－０１
基金 项 目：江 苏 省 高 校 自 然 科 学 研 究 面 上 项 目 （编 号：

１６ＫＪＢ２３０００４）；江苏省“六大人才”高峰第十二批培养对象资助项
目（编号：ＮＹ－０２３）；江苏省高校优秀科技创新团队（编号：
２０５０３０５－４４）；泰州市农业支撑项目（编号：ＴＮ２０１７０３）；安徽省科
技攻关项目（编号：１２０１ｃ０６０２００６）；江苏农牧科技职业学院重点支
持项目（编号：ＮＳＦＺＤ１４０５、ＮＳＦＰＴ２０１５１０、ＮＳＦＰＴ２０１５１２）。

作者简介：王永娟（１９８０—），女，江苏海门人，博士，副教授，主要从事
动物传染病防治研究。Ｅ－ｍａｉｌ：４３０８８５９１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：左伟勇，博士，教授，主要从事动物疫病防控研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：９７９４９００２３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　禽流感（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＡＩ）是由Ａ型禽流感病毒中的禽
流感病毒（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）引起的一种传染病，其病
原属于正黏病毒科、流感病毒属［１］。按其致病性可分为高致

病性禽流感病毒、低致病性禽流感病毒、无致病性禽流感病毒

３大类［２］。Ｈ９Ｎ２亚型为低致病性禽流感病毒，首次由
Ｈｏｍｍｅｅ等于 １９６６年从火鸡体内分离得到［３］，之后在 １９９４
年，陈伯伦等首次在病死鸡中分离得到该病毒［４］。我国于

１９９８年起进行Ｈ９Ｎ２防治，但带毒野禽的迁徙和活禽的市场
交易加大了防控难度，病毒出现跨种传播及重排现象，不仅在

禽类中广泛流行，而且在 １９９９年从感冒儿童体内分离到
Ｈ９Ｎ２，后来又有５例该病毒感染人的报道［５］。

Ｈ９Ｎ２在鸭群中很少引起发病，在临床上多不出现症状，
但鸭群可长期带毒或排毒，对ＡＩＶ的发生及传播起到了非常
重要的作用。最新研究证明，Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ在家禽中短期
传播后，可突变成致病性高的病毒［６］。因此，建立快速、便捷

的诊断方法对该病的预防和控制极其重要。Ｈ９Ｎ２亚型禽流
感病毒传统的检测方法主要是通过鸡胚接种分离病毒，结合

血凝抑制试验检测。该方法敏感性高，但耗时费力，不能满足

养殖场快速诊断的要求。本试验以已知的红血球凝聚素

（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，简称ＨＡ）蛋白基因为目标，建立了快速、敏感
并且廉价的ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，有望研发后在临床中作为试
剂盒推广应用。

１　材料与方法

１．１　材料
鸭低致病性禽流感病毒，由扬州大学兽医学院馈赠；鸭坦

布苏病毒、鸭瘟病毒、Ⅰ型鸭肝炎病毒、番鸭细小病毒，均由中
国农业科学院上海兽医研究所馈赠；鸭呼肠孤病毒毒株，由福

建省农业科学院惠赠。９～１１日龄无特定病原体（ＳＰＦ）鸡胚，
购自扬州朝天歌农牧科技有限公司；ｄＮＴＰｓ、ＲＮＡ酶抑制剂、
病毒提取试剂盒、ＰＣＲ酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，均购自 ＴａＫａＲａ公司；
ＭＭＬＶ反转录试剂盒，购自 ＢＢＩ公司；病毒基因组提取试剂
盒，购自 ＴａＫａＲａＢｉｏ公司；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、注射器、移
液管、指形管和石蜡，均为市售。

１．２　病毒扩增
按１∶１０、１∶１００、１∶１０００体积比例 ＰＢＳ稀释 Ｈ９Ｎ２禽

流感病毒原液，从尿囊腔无菌接种至９～１１日龄ＳＰＦ鸡胚，每
枚鸡胚接种０．１ｍＬ。３７℃孵化７２ｈ后全部死亡，４℃放置
１２ｈ后，收取尿囊液，放至于－８０℃保存。
１．３　病毒ＲＮＡ提取

取上述收集的尿囊液１００μＬ，按照病毒基因组提取试剂
盒说明书进行 ＲＮＡ提取，提取时未加入 ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ。最后
将ＲＮＡ溶解于４０μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ中，分光光度仪测定病
毒基因组的纯度与浓度。

１．４　ＲＴ－ＰＣＲ方法的建立
根据已发表的ＨＡ蛋白基因序列（登录号：ＡＹ７９０３１５．１）

设计１对引物。上游引物Ｆ：５′－ＣＡＡＡＣＴＣＣＡＣＡＧＡＡＡＣＴＧ－
３′，下游引物 Ｒ：５′－ＣＴＧＡＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＴＧＧＣ－３′。设置
２５μＬ反应体系进行反转录，包含反转录酶 １μＬ、ｄＮＴＰｓ
２μＬ、ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ２μＬ、５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ５μＬ、抑制剂０．５μＬ
和ＲＮＡ模板１４．５μＬ，反应程序：２５℃１０ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，
７０℃ １０ｍｉｎ。

ＰＣＲ采用５０μＬ反应体系，包含ｃＤＮＡ产物５μＬ、上游引
物１μＬ、下游引物１μＬ、２×Ｔａｑｍｉｘ酶２５μＬ，水１８μＬ。反
应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火４５ｓ，
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７２℃ 延伸１ｍｉｎ，进行２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结
束后取５μＬ产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，并用凝胶成像
系统拍照分析。同时设无ＲＮＡ的空白对照组。
１．５　特异性测定

按病毒基因组提取试剂盒说明书，分别提取 Ｈ９Ｎ２病毒、
鸭瘟病毒、Ⅰ型鸭肝炎病毒、鸭呼肠孤病毒、番鸭细小病毒和鸭
坦布苏病毒基因组，用Ｈ９Ｎ２的上、下游引物分别进行 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增，取扩增产物５μＬ进行１．５％琼脂糖凝胶电泳分析。
１．６　敏感性测定

取１μＬ提取的ＲＮＡ作１０倍梯度稀释，按照上述反转录
及ＰＣＲ程序进行扩增，后取扩增产物５μＬ进行１．５％琼脂糖
凝胶电泳，并用凝胶成像系统拍照分析。

１．７　临床样品检测
应用建立的ＲＴ－ＰＣＲ方法，对江苏泰州、南通和徐州等

地的５份疑似ＡＩＶ病毒感染的鸭肝脏组织进行检测，检测时
设不加ＲＮＡ的空白对照组与Ｈ９Ｎ２ＡＩＶ阳性对照组，扩增产
物进行１．５％琼脂凝胶电泳分析，并将特异性扩增条带切胶

回收后，送至上海英骏生物技术有限公司测序鉴定。

２　结果与分析

２．１　基因组的提取
按照病毒基因组提取试剂盒说明书进行ＲＮＡ提取后，用

分光光度仪测定病毒基因组浓度为１１．９ｎｇ／μＬ。
２．２　检测方法的建立

病毒基因组经４２℃ １ｈ反转录后，９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ 变性 ３０ｓ，５２℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ（２５个循
环）；７２℃延伸１０ｍｉｎ，在１．５％琼脂糖凝胶电泳结果中可见
清晰条带（图１），该条带与预期８３７ｂｐ目的片段相符。
２．３　特异性测定

在同等反应条件下，以Ｈ９Ｎ２上、下游引物对Ｈ９Ｎ２、鸭瘟
病毒、Ⅰ型鸭肝炎病毒、鸭坦布苏病毒、番鸭细小病毒和鸭呼
肠孤病毒基因组进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，扩增产物经１．５％琼脂
糖凝胶电泳分析，由图２可见，仅 Ｈ９Ｎ２扩增出预期大小片
段，而其他对照病原均未扩增出任何目的条带。

２．４　敏感性测定
　　在同等反应条件下，以１μＬＲＮＡ为起始剂量，经１０倍
梯度稀释后作为模板，进行扩增，在稀释了１０７之后无特异性
条带，对应ＲＮＡ约为１ｆｇ，结果见图３。
２．５　临床样品的测定

用建立的方法检测临床采集的５份疑似病料，均在预期
的８３７ｂｐ处有特异性扩增，而空白对照组无扩增条带，检出
率为１００％，检测结果见图 ４。５个扩增产物的测序结果与
ＨＡ蛋白基因序列（登录号：ＡＹ７９０３１５．１）同源性为１００％。

３　讨论

禽流感一年四季均可发生，但以春季流行为主，可感染

人、猪、马、海洋哺乳动物、禽类等，其中迁栖水禽，尤其是鸭，

产生的病毒比其他禽类要多。水禽感染后一般不表现出临床

症状，但可长期带毒和排毒，研究表明，水禽粪便中的病毒滴

度相当高，病毒通过粪便将病毒排到水中，形成一个传播链：

粪便—水—口［５］。水禽不仅通过间接方式传播病毒，而且可

作为ＡＩＶ变异和重组的混合器，各种亚型的禽流感病毒均可
从鸭体内分离到［５－６］。

Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒是 Ａ型流感病毒的一个亚型，其
系谱复杂，流行范围广，是我国禽流感的主要亚型，其致病性

较低，但可在水禽体内发生重组，改变其抗原和宿主的特异

性，对养殖业和人类均可带来潜在的危害。Ｌｉｕ等于２０１４年
提出Ｈ９Ｎ２为新型人流感提供了温床的概念［７］。因此，建立

一种快速有效的诊断方法对禽流感病毒传播的控制显得尤为

重要。对于该病的诊断，传统的方法主要针对病毒抗体的检

测，有琼脂扩散试验、血凝抑制试验、酶联免疫吸附试验等，传

统的检测方法虽然重复性好，敏感性强，但耗时费力。目前，

国外已建立以ＨＡ蛋白为基础的Ｈ５、Ｈ７亚型特异性ＲＴ－
（下转第１１５页）
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直是豆粕氨基酸质量不高的重要原因，也是限制豆粕使用量

的因素之一。豌豆蛋白粉在蛋氨酸含量方面的优势，使得豌

豆蛋白粉部分替代豆粕以达到饲粮氨基酸平衡成为可能。试

验中２种蛋白原料间同一氨基酸和同一原料间不同氨基酸的
消化利用差异并不一致，可能是氨基酸消化吸收的具体机制

不同［２４］，但具体原因还有待进一步研究。

４　结论

高邮鸭对豆粕和豌豆蛋白粉中各种氨基酸的消化率存在

着较大差异，豆粕的营养价值要高于豌豆蛋白粉。但豌豆蛋

白粉的蛋白含量较高，可消化蛋氨酸含量丰富，具有一定的饲

用价值，可作为蛋白质饲料原料应用于鸭养殖中。
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ＰＣＲ诊断技术［５］。笔者所在实验室以Ｈ９Ｎ２的ＨＡ蛋白为基
础，比对鸭瘟病毒、鸭呼肠孤病毒、鸭坦布苏病毒、番鸭细小病

毒和Ⅰ型鸭肝炎病毒相关基因的序列，最终根据ＡＹ７９０３１５．１
序列选取了苷酸序列同源性较高的长８３７ｂｐ的保守序列作
为靶序列，成功建立了一种特异性强、敏感性高、重复性好、操

作简单的Ｈ９Ｎ２禽流感病毒ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，普遍适用于
临床上Ｈ９Ｎ２感染样品（如内脏混合物、泄殖腔试纸、鼻试纸
等）的快速检测，对预防和控制Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的流行
具有积极的科学意义。
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