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　　摘要：为了解从我国洞庭湖地区鸡和鸭中分离的Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的生物学特性，本研究选用具有代表性的
２株病毒对ＳＰＦ鸡及ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行致病性试验。结果显示：２株毒株均能使鸡感染并排毒，并且使同居鸡感染排
毒，但不引起鸡明显的临床症状及死亡；２株毒株感染ＳＰＦ鸡后能在鸡喉分离到高滴度病毒，明显高于泄殖腔，且排毒
期主要集中于第１～７天；从感染鸡脏器中病毒复制情况看，供试的２株病毒均未在脑等组织脏器中复制，而２株病毒
感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后，在小鼠脏器中复制情况却不一致，Ａ／ＣＫ／ＨｕＮ／Ｓ４５９１／２０１１（Ｈ９Ｎ２）毒株在小鼠鼻甲及肺脏中均
能检测到病毒，但是Ａ／ＤＫ／ＨｕＮ／Ｓ４１１１／２０１１（Ｈ９Ｎ２）毒株仅在小鼠鼻甲中检测到较高滴度的病毒。
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　　Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒在１９６６年的美国威斯康辛州一
个火鸡养殖场中首次被分离到，１９９４年陈伯伦等首次在中国
从临床病鸡体内分离到Ｈ９Ｎ２亚型禽流感毒株［１］。Ｃｈｏｉ等经
对香港活禽市场禽群的抽样检测，表明 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病
毒是２００１—２００３年间的禽流感病毒优势亚型［２］。近年来，

Ｈ９Ｎ２亚型禽流感的流行变得日益频繁，病毒也进入了一个
快速进化阶段，受体结合位点的突变导致出现具有能结合人

和哺乳动物流感病毒受体的特性，在中国南方地区和香港均

出现了人感染Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ的病例［３］。有专家预测 Ｈ９Ｎ２
亚型禽流感病毒ＨＡ和ＮＡ基因相对频繁的变异，使其可能成
为毒力较强的毒株，成为下次流感大流行的亚型，对公共健康

具有潜在的重大威胁［４］，因此，加强Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒变
异株的监测和研究具有重要的现实意义。本研究从外表健康

的鸡和鸭体内分离的２株Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒毒株对 ＳＰＦ
鸡和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行感染性试验，以期了解这些毒株的致
病性和种间传播能力，为该地区禽流感的防控提供依据。

１　材料与方法

１．１　病毒
基于对２０１１—２０１２年从我国洞庭湖地区鸡和鸭中分离

毒株序列的分析结果，选取２株具有代表性的 Ｈ９Ｎ２亚型禽
流感毒株开展ＳＰＦ鸡和ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠感染性试验。２株病毒
分别为 Ａ／ＤＫ／ＨｕＮ／Ｓ４１１１／２０１１（Ｈ９Ｎ２）和 Ａ／ＣＫ／ＨｕＮ／
Ｓ４５９１／２０１１（Ｈ９Ｎ２）。
１．２　试验动物

１１日龄 ＳＰＦ鸡胚和４周龄 ＳＰＦ鸡由中国农业科学院哈
尔滨兽医研究所 ＳＰＦ实验动物中心提供；６周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

１．３　方法
１．３．１　鸡胚半数感染量（ＥＩＤ５０）的测定　纯化种毒用无菌
０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ液（ｐＨ值７．２）进行１０倍稀释后，以每个
稀释度０．１ｍＬ的剂量经尿囊腔接种９～１０日龄 ＳＰＦ鸡胚４
枚，３７℃ 孵化器内孵育７２ｈ后，收获所有鸡胚（包括死亡和
未死亡鸡胚）的尿囊液，测定血凝价，按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法
计算ＥＩＤ５０。
１．３．２　ＳＰＦ鸡感染试验　每只鸡鼻腔接种１×１０６ＥＩＤ５０的病
毒悬液１００μＬ，共接种１１只ＳＰＦ鸡，同时放入２只ＳＰＦ鸡作
为同居感染对照，于负压隔离器中饲养。感染后每隔２４ｈ采
集泄殖腔和喉头拭子放入 １ｍＬ的含有双抗的 ＰＢＳ中，
－８０℃ 保存，连续采集１４ｄ，拭子接种鸡胚进行病毒滴度测
定，分析其排毒规律。鸡感染后第３天，随机解剖感染鸡群中
３只鸡，取组织脏器（脑、胸腺、气管、心、肝、脾、肺、肾、胰脏、
盲肠扁桃体、法氏囊）用于病毒分离测定，病毒感染２１ｄ后采
集存活鸡血清，检测血清转阳情况。

１．３．３　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠感染试验　将６周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠随机分为３组，每组８只小鼠，１组作为对照，其余２组用
于攻毒，攻毒之前称小鼠体质量，记为第０天体质量数据，将
ＢＡＬＢ／ｃ小 鼠 经 ＣＯ２ 轻 度 麻 醉 后，每 只 小 鼠 ５０μＬ
１×１０６ＥＩＤ５０的病毒剂量鼻腔接种，每株病毒感染 ８只
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，攻毒后连续１４ｄ于每天同一时间称量小鼠体
质量，记录小鼠临床表现、发病及体质量变化情况，同时攻毒

后第３天，将３只小鼠无菌安乐死，采集脑、鼻甲、脾、肾和肺
用于病毒分离测定。

１．３．４　病毒滴度测定　采集的喉、泄殖腔拭子及脏器，研磨
后振荡充分混匀，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ。脏器按照
０．１ｇ组织加１ｍＬ含双抗的 ＰＢＳ，匀浆前加入１粒高压灭菌
的钢珠，在组织匀浆机中充分研磨（频率 ３０次／ｓ研磨
３ｍｉｎ），组织匀浆液于４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，在生物
安全柜中，用含有双抗的９００μＬＰＢＳ对拭子及脏器进行１０
倍比稀释，将不同稀释度的样品稀释液及原样品液接种１１龄
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鸡胚，每个稀释度接种２个鸡胚（每胚０．１ｍＬ），接种后的鸡
胚于３７子℃孵化器中孵育４８ｈ，收取鸡胚尿囊液，测定有无
血凝活性，采用Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算病毒的滴度。

２　结果

２．１　病毒对ＳＰＦ鸡的感染
２株 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感毒株鼻腔接种鸡后，均能使鸡感

染排毒，但均不表现明显的临床症状，鸡被感染后采集其血清

进行抗体检测发现，大部分鸡（２３／３３）的Ｈ９Ｎ２血清抗体为阳
性。从感染鸡喉、泄殖腔排毒情况来看，能在２株Ｈ９Ｎ２亚型
毒株感染ＳＰＦ鸡的鸡喉分离到高滴度病毒，明显高于泄殖
腔，且排毒期主要集中于第１～７天 。对同居鸡的喉和泄殖
腔也进行了检测，均能检测到Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒，可判断
２株Ｈ９Ｎ２亚型禽流感毒株均能使同居鸡感染排毒，说明这
些毒株在鸡群中具有一定的水平传播能力。从感染鸡脏器中

病毒的复制情况看，所有毒株均未在脑、肺脏、肝脏、心脏、肾

脏、脾脏、胰腺、法氏囊等组织脏器中复制。

２．２　病毒对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的感染
２．２．１　组织脏器的病毒分离滴定　２株 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感
病毒以５０μＬ１×１０６ＥＩＤ５０感染小鼠之后，小鼠并没有出现明
显的临床症状，第３天解剖采集小鼠脑、肾脏、脾脏、鼻甲、肺
脏器官，分别溶于１ｍＬ加双抗ＰＢＳ缓冲液中，匀浆后取上清
稀释进行病毒滴定，结果（图 １）显示：Ａ／ＣＫ／ＨｕＮ／Ｓ４５９１／
２０１１（Ｈ９Ｎ２）感染小鼠后，能在小鼠鼻甲及肺中复制；
Ａ／ＤＫ／ＨｕＮ／Ｓ４１１１／２０１１（Ｈ９Ｎ２）感染小鼠后，在鼻甲分离到
比较高的病毒滴度，但在肺脏中未分离到。

２．２．２　小鼠体质量的变化　图２显示，２株 Ｈ９Ｎ２亚型禽流
感毒株感染后６ｄ，小鼠体质量呈现下降，其余时间体质量呈
持续增加。

３　讨论

Ｄｏｎｇ等研究发现目前已分离的 Ｈ９Ｎ２毒株至少有９８种
基因型［５］，各种基因型毒株对不同宿主的致病能力不一

致［６－７］。Ｂｉ等［８］在鸡体内分离到的双重组Ｈ９Ｎ２病毒的致病
性试验发现该病毒感染鸡后能在鸡的肺部进行复制，但并不

引起任何发病症状，然而感染小鼠后却能够引起小鼠死亡，而

且死亡率高达１００％。朱光剑等从野生赤颈鸭、雉鸡、斑嘴鸭
和绿头鸭的拭子中分离到１７株Ｈ９Ｎ２毒株，对其致病性研究
发现，Ｈ９Ｎ２亚型病毒能够感染小鼠并在小鼠的肺部和气管
组织中进行自由复制，肺部出现炎症，肺泡受到损伤，小鼠在

感染Ｈ９Ｎ２病毒之后的３～６ｄ，引起２０％～４０％的死亡率［９］。

王守春等对２００７—２０１０年在我国流行的 Ｈ９Ｎ２毒株对 ＳＰＦ
鸡的致病性研究发现，部分毒株对 ＳＰＦ鸡呈现较强的致病
力［１０］。本研究中２株Ｈ９Ｎ２毒株对 ＳＰＦ鸡的致病性增强，在
鸡喉内均能检测到高滴度的Ｈ９Ｎ２病毒，排毒期也延续到第７
天，且同居鸡均感染排毒；而２株病毒感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后在
小鼠脏器中复制情况却不一致，Ａ／ＣＫ／ＨｕＮ／Ｓ４５９１／２０１１
（Ｈ９Ｎ２）毒株在小鼠鼻甲及肺脏中均能检测到病毒，而
Ａ／ＤＫ／ＨｕＮ／Ｓ４１１１／２０１１（Ｈ９Ｎ２）毒株仅在小鼠鼻甲中检测到
较高滴度的病毒。
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