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血清抵抗力与对动物的毒力有关［９］。本试验结果显示，大肠

杆菌的补体抗性与其致病力具有相关性。

参考文献：

［１］卡尔尼可．禽病学［Ｍ］．北京：中国农业出版社，１９９９：１５８－１７１．
［２］陈文静，韩先干，何　亮，等．鸭致病性大肠杆菌的分离鉴定及其
生物学特性分析［Ｊ］．中国动物传染病学报，２０１０，１８（２）：３４－
４０．　

［３］王双山，张敬礼，刘庆昌，等．豫鲁冀接壤地区肉鸡大肠杆菌的分
离鉴定及药敏试验［Ｊ］．河南农业大学学报，２００４，３８（１）：
１１９－１２２．　

［４］杨　滴，王耀兵，李冬梅，等．粪便中大肠埃希菌的分离鉴定［Ｊ］．
微生物学杂志，２００７，２７（３）：１－５．

［５］樊　琛，刘桂芹，王　宇，等．鸡源致病性大肠杆菌 ｉｓｓ基因原核
表达产物的免疫保护作用［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１０，４２（１１）：８４－
８６．　

［６］ＪｏｈｎｓｏｎＴＪ，ＧｉｄｄｉｎｇｓＣＷ，ＨｏｒｎｅＳＭ，ｅｔａｌ．Ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｉｎ－ｃｒｅａｓｅｄ
ｓｅｒｕｍｓｕｒｖｉｖａｌｇｅｎｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｅｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｔｒａｉｔｓｏｎａｃｏｎｊｕ－ｇａｔｉｖｅＲ

ｐｌａｓｍｉｄｉｎａｎａｖｉａｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｏｌａｔｅ［Ｊ］．ＡｖｉａｎＤｉｓｅａｓｅｓ，
２００２，４６（２）：３４２－３５２．

［７］王晶钰，鱼艳荣，张彦明，等．鸡源大肠杆菌某些生物学特性与致
病力相关性研究［Ｊ］．中国家禽，１９９９，２１（１１）：１０－１２．

［８］陈　祥，赵李祥，高　崧，等．禽源大肠杆菌的生物表型特性［Ｊ］．
中国预防兽医学报，２００８，３０（１０）：７７０－７７４．

［９］牛明福，皇甫和平．多杀性巴氏杆菌的血清抗性及毒力比较研究
［Ｊ］．上海畜牧兽医通讯，２００３（１）：１６－１７．

［１０］邵华斌，杨　峻，黎秋华，等．湖北省鸡大肠杆菌病流行情况调
查及病原分离鉴定［Ｊ］．中国兽医科技，１９９８，２８（９）：１４－１６．

［１１］常新耀，谢红兵，魏刚才，等．鸡大肠杆菌的生化特性·致病性
及药敏试验研究［Ｊ］．安徽农业科学，２００８，３６（１１）：４５３６－
４５３８．　

［１２］赖平安，杜春辉．鸡大肠杆菌致病力与某些生物特性的相关性探
讨［Ｊ］．中国兽医科技，１９９２，２２（８）：２７－３０．

［１３］刘　静，贺生中，陈　祥，等．中国部分地区禽源性大肠杆菌分
离株的致病性试验［Ｊ］．江苏农业科学，２０１２，４０（１１）：２３０－
２３１．　

刘永宏，亚克甫·玉苏普，玉苏普·卡斯木，等．南疆鸡群感染Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ诊断分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１１）：３０３－３０５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１１．０９６

南疆鸡群感染 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ诊断分析
刘永宏，亚克甫·玉苏普，玉苏普·卡斯木，图拉妮萨·吐尔逊，

努尔古再丽·库尔班，阿卜杜热扎克·塔希，赵　丽
（塔里木大学动物科学学院／新疆生产建设兵团塔里木畜牧科技重点实验室，新疆阿拉尔８４３３００）

　　摘要：为了证实南疆鸡群感染了Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ，对２个鸡场６份疑似 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ感染病鸡组织病料，进行
Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶＨＡ和ＮＡ基因部分片段扩增、测序及序列分析。结果表明，南疆该鸡场感染了 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ。因
此，南疆地区养殖场应重视该病的预防和控制。
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　　流感病毒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＩＶ）是正黏病毒科流感病毒属
成员，根据病毒粒子中 ＮＰ和 Ｍ蛋白的抗原差异，分为甲
（Ａ）、乙（Ｂ）和丙（Ｃ）３型，其中 Ａ型流感病毒的抗原变异性
最强，常引起世界性大流行。Ａ型流感病毒基因组为８个分
节段负链ＲＮＡ，编码１２～１３种病毒蛋白。Ａ型流感病毒根据
２种表面蛋白血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）和神经氨酸酶
（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）的抗原性特点分为不同的亚型，已证明

有１６个ＨＡ亚型和９个 ＮＡ亚型［１－５］。ＨＡ和 ＮＡ基因可作
为ＲＴ－ＰＣＲ方法的靶序列基因，用于ＡＩＶ的亚型鉴别。
１９６６年Ｈｏｍｍｅ等分离到第１株Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ［６］，此后

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ在世界各地广泛流行。１９８８年，香港在亚洲
范围内第１次从陆禽中分离到３株Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ［７］。１９９４
年陈伯伦等分离到中国第１株 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ［８］，后来发现
Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ在我国各地普遍存在，２００９年新疆报道从野
生灰雁中分离到 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ［９］，新疆也报道了个体养殖
户麻花鸡感染Ｈ９亚型ＡＩＶ［１０］。Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩ多呈低致病性
感染，但由于分布广泛且呈蔓延之势，有重组为强毒的可能

性，因此给养禽业造成的威胁不容忽视。本研究对南疆发病

疑似Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ感染鸡组织病料，进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增
ＨＡ和ＮＡ基因部分片段，并测序确定其亚型。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病料　６份病鸡组织病料，来自２０１３年南疆地区２
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个鸡场，－２０℃保存备用。
１．１．２　主要试剂　ＴｒｉｚｏｌｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ（编码．：１５５９６－０２６），
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物工程有限公司；ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０（编码．：ＤＲＲ０１９Ａ），ＰｒｅｍｉｘＴａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０
（编码．：Ｄ３３１Ａ）和 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００，购自宝生物工程（大
连）有限公司；ＴＩＡＮｇｅｌＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（编码．：ＤＰ２０９），
购自天根生化科技（北京）有限公司等。

１．１．３　引物　按照引物设计原则，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
分子生物学软件，以 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中国内外已发表的
Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的ＨＡ和ＮＡ基因全序列为参照设计特异性
引物。引物序列为 ＨＡ：５′－ＴＧＣＡＡＣＡＡＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡ－３′，
５′－ＡＧＧＣＧＡＣＡＧＴＣＧＡＡＴＡＡＡ－３′；ＮＡ：５′－ＴＴＧＣＧＡＣＡＡ－
ＴＡＴＧＴＴＴＣＣ－３′，５′－ＧＣＴＡＴＴＴＧＡＡＧＴＣＣＡＣＣＡＣ－３′。引物
由生工生物工程（上海）有限公司合成，预期大小约为 １４２０、
１２７０ｂｐ。
１．１．４　仪器　ＰＣＲ仪：ＴＣ－５０００，比比科技有限公司；小型
高速冷冻离心机：Ｒ１３４ａ，密封式制冷系统；电泳仪：ＤＹＹ－
１２，北京市六一仪器厂；紫外分析仪：ＪＹ０２Ｓ，北京君意东方电
泳仪设备有限公司等。

１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取　从病鸡组织病料中提取总 ＲＮＡ，按
ＴｒｉｚｏｌｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ试剂盒说明书操作。

１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ反应　总 ＲＮＡ按照 ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０试剂盒，利用已设计的特异性引物，进行一步
法扩增ＨＡ或ＮＡ基因片段，退火温度均为５１℃。ｃＤＮＡ同
时加ＨＡ和ＮＡ特异性引物，作为阴性对照。
１．２．３　ＰＣＲ产物纯化回收　取 ＨＡ或 ＮＡ基因片段 ＲＴ－
ＰＣＲ扩增产物电泳切胶后，按照 ＴＩＡＮｇｅｌＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ
试剂盒说明进行回收纯化。

１．２．４　测序　将纯化产物标记后送生工生物工程（上海）有
限公司测序，测序引物为ＨＡ或ＮＡ基因扩增引物。
１．２．５　序列分析　利用ＢＬＡＳＴ在线平台分析与本研究获得
的ＨＡ或ＮＡ基因片段同源性较高的序列，判断本研究毒株
的亚型。

２　结果与分析

２．１　ＡＩＶＨＡ和ＮＡ基因片段ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果
本研究的 ６例样品，根据 ＨＡ和 ＮＡ特异性引物 ＲＴ－

ＰＣＲ扩增相应基因片段，结果均为阳性，２个片段产物均与预
期扩增长度一致，阴性对照成立（图１）。
２．２　ＢＬＡＳＴ在线比对结果

本研究将６例样品经ＲＴ－ＰＣＲ、胶回收纯化和测序得到
ＨＡ和ＮＡ部分基因序列，利用ＢＬＡＳＴ在线平台分析，在线结
果显示，与其同源性由高到低的１００个序列均为Ｈ９或Ｎ２。

３　结论与讨论

禽流感分为高致病性禽流感和低致病性禽流感。高致病

性禽流感主要由Ｈ５或Ｈ７亚型ＡＩＶ引起，发病率和病死率均
高，全球对其高度重视。另外，全球人感染Ｈ５Ｎ１亚型ＡＩＶ病
例至少６４９例，死亡 ３８５例，病死率达到 ５９．３２％［１１］。２０１３
年，中国十几个城市百余人感染 Ｈ７Ｎ９亚型 ＡＩＶ，死亡４０余
人，研究表明，Ｈ７Ｎ９流感病毒能够发生有限的人传人［１２］。因

此，全球对高致病性禽流感更加重视。低致病性禽流感往往

致死率较低，表现为轻度呼吸道症状和产蛋率下降等，而未被

重视。对养禽业危害最严重的低致病性禽流感亚型主要为

Ｈ９Ｎ２，１９９６—２０００年，中国 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩ的发病率占 ＡＩ总
发病率的９３．８９％［１３］。１９９９年以来，Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ感染人
事件的多次发生，严重威胁了世界公共卫生［１４］。另外，ＡＩＶ
变异性较强较快，当２种低致病性毒株同时感染鸡，可能会发
生毒株变异和重组，产生强毒株，导致鸡群遭受严重损伤。因

此，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩ应该被高度重视。

目前，中国对禽流感的防制措施主要是疫苗接种，但现在

不同公司选用的Ｈ９Ｎ２亚型疫苗株不同，导致疫苗株繁多，某
些地区不清楚当地流行株是什么，不清楚选用哪个毒株预防

效果最好，且免疫程序混乱。此外，养殖户对禽流感，尤其低

致病性禽流感认识不够，防疫意识不够，对免疫监测更是一无

所知。所以，导致Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩ在国内控制效果一直不能令
人满意。２００９—２０１０年，在新疆部分地区蛋鸡、肉鸡、家养水
禽的养殖场，Ｈ９免疫抗体合格率为 ６２．４％ ～１００．０％，
２０％～３３％蛋鸡场存在１００％的零效价现象，活禽市场Ｈ９抗
体合格率为２１．７０％ ～６７．１４％［１５］。２０１３年，发现新疆和田
县未免疫Ｈ９疫苗养殖户 ＨＩ抗体感染率为３５．２９％，意味着
和田县存在Ｈ９亚型禽流感发病的风险［１６］。

２００９—２０１１年，新疆野鸟检出了禽流感 Ｈ１～Ｈ１６全部
亚型，不同野鸟各亚型检出率不同，其中野鸭类Ｈ９检出率最
高［１７］。野鸟带毒却很少发病或死亡，往往成为重要的病原携

带者，随着候鸟的迁徙，与留鸟及家禽的接触，而将疫情进一

步扩散。因此，ＡＩ的暴发流行除了与禽及禽产品贸易流通因
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素有关之外，野生鸟类被认为是最有可能的传染来源之一。

研究结果表明，湿地和水栖野鸟，如雁形目和
!

形目是 ＡＩＶ
主要的天然储存者［１７］。新疆湿地资源丰富，每年数以万计的

迁徙性鸟类途径新疆，并在南北疆地区栖息和繁殖。因此，野

生鸟类的迁徙对新疆地区乃至我国 ＡＩ的防控造成潜在的威
胁和巨大的压力。１９９４年，新疆石河子报道了国内外首次从
鸡中分离出的 Ｈ１４亚型禽流感分离株［１８］，证实了新疆 ＡＩＶ
毒株的丰富。

近年来，不同动物流感病毒跨越种间屏障感染的报道越

来越多，目前已经从多种家禽，如水禽、猪、马、狗、猫科动物、

海洋哺乳动物以及人类中分离到 ＡＩＶ。猪是 ＡＩＶ“禽—猪—
人”传播链的重要中间宿主。２００９—２０１１年，新疆报道猪、狗
Ｈ９亚型抗体阳性［１９］，加之猪、狗与人类的密切关系，这无疑

对新疆地区流感的防控构成一定的潜在威胁，对流感的发生

与流行发出了重要的预警。

禽流感对新疆乃至中国潜在威胁巨大，提醒相关人群应

足够重视该病的防控［２０－２１］。本研究根据流行病学调查、临床

症状检查和病鸡剖检，疑似南疆２个鸡场鸡群感染低致病性
禽流感。影响我国养禽业的低致病性 ＡＩＶ主要为 Ｈ９Ｎ２亚
型，针对已发表的Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ毒株序列，设计扩增 ＨＡ和
ＮＡ基因部分片段的特异性引物，并将扩增产物纯化测序分
析。本研究所得的 ＨＡ基因片段序列，经 ＢＬＡＳＴ在线分析，
与其同源性由高到低的１００个序列，均为 Ｈ９亚型；本研究所
得的ＮＡ基因片段序列，经ＢＬＡＳＴ在线分析，与其同源性由高
到低的１００个序列，均为 Ｎ２亚型。研究结果表明，２个鸡场
鸡均感染Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ。虽然２个鸡场常年发生类似症状
疾病，但附近相似饲养管理、饲养技术、饲养环境和免疫标准

条件下饲养的和田黑鸡，通过多次试验并未检出感染 Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ。和田黑鸡是否具有 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ抗性，需要进
一步观察研究，如果研究证实，和田黑鸡可能会成为抗 ＡＩＶ
研究的良好材料。
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