
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２９］李　捷，邱　湘，范　萍，等．普洱茶片调节高脂血症６０例［Ｊ］．

中国中医药现代远程教育，２００９，７（１１）：２２－２３．
［３０］杨新河，李　勤，黄建安，等．普洱茶茶色素提取工艺条件的响应面

分析及其抗氧化性活性研究［Ｊ］．食品科学，２０１１，３２（６）：１－６．
［３１］魏　冰，胡小华，余兰平，等．云南普洱茶籽油的研究与开发

［Ｊ］．中国油脂，２０１０，３５（７）：５－８．
［３２］舒庆玲，赵和涛．茶渣饲养肉用鸡效果研究［Ｊ］．安徽农业科

学，１９９５，２３（４）：３５５－３５６．
［３３］胡民强，王岳飞，徐侠钟，等．茶渣生物洁净有机肥肥效试验研

究［Ｊ］．茶叶，２００６，３２（３）：１４５－１４７．
［３４］白　娜，符征鸽，梅自力．茶渣沼气发酵潜力研究［Ｊ］．中国沼

气，２００１，２９（３）：２０－２３．
［３５］郑生宏，柴红玲，李　阳．茶树修剪作用与修剪枝的再利用［Ｊ］．

茶叶科学技术，２０１２（３）：３４－３６．
［３６］彭闰珉，龙岳林，孙方涛，等．湘西自治州茶树资源及其园林应

用前景［Ｊ］．湖南农业大学学报，２０１２，３８（１）：１６０－１６２．
［３７］冉懋雄．试论天然药物茶的开发研究［Ｊ］．中药材，１９９０，１３

（１２）：４４－４８．
［３８］贾秀禹，梁永宁．云南普洱茶文化旅游可行性分析与建议［Ｊ］．

民族论坛，２００８（１０）：４２－４３．
［３９］和献中，王世金．云南省普洱茶文化与旅游互动发展战略［Ｊ］．

云南师范大学学报（自然科学版），２００９，２９（６）：５２－５７．

武军元，黄忠武，康　强，等．新疆油鸡禽流感病毒Ｘｊ１４分离株ＰＡ基因的克隆与序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（８）：２０－２２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０８．００５

新疆油鸡禽流感病毒 Ｘｊ１４分离株 ＰＡ基因
的克隆与序列分析

武军元１，２，黄忠武３，康　强４，姚礼文５

（１．塔里木大学，新疆阿拉尔８４３３００；２．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；
３．新疆库车县动物疾病预防控制中心，新疆库车８４２０００；４．阿克苏地区动物疫病控制诊断中心，新疆阿克苏 ８４３０００；

５．新疆阿瓦提县畜禽改良站，新疆阿瓦提８４３２００）
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疆油鸡分离株 Ｘｊ１４的 ＰＡ基因进行克隆、测序及分子进化分析，将 ＰＡ基因的核苷酸序列和对应的氨基酸序列与
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　　禽流感（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＡＩ）是由Ａ型流感病毒（ａｖｉａｎｉｎ
ｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）引起的病毒性传染病。自 Ｈｏｍｍｅ等１９６６
年从威斯康辛州患有温和呼吸道疾病的火鸡中分离到第１株
Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒之后，该亚型病毒在世界范围内呈广
泛流行的趋势［１－４］。我国１９９４年首次从广东省的发病鸡群
中分离到Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒［５－６］，１９９８年首先报道Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ可以感染人［７］，１９９９年我国香港地区发生了人感染
Ｈ９Ｎ２的病例［８］。进一步的研究结果表明，１９９７年我国香港
地区感染人的Ｈ５Ｎ１病毒的内部蛋白基因片段来源于 Ｈ９Ｎ２
亚型ＡＩＶ［９］；２０１３年发生于我国上海等地的重配病毒 Ｈ７Ｎ９
中６个内部基因均来自 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ［１０］；刘金华等近期发
表在ＰＮＡＳ上的研究结果揭示，单一基因型 Ｈ９Ｎ２流感病毒
在我国鸡群中的优势流行为Ｈ７Ｎ９流感病毒的重排提供了充
分条件［１１］。Ａ型流感病毒基因组由８个单股负链 ＲＮＡ片段

组成，它们编码１１个已知的病毒蛋白质，ＲＮＡ聚合酶是由流
感病毒基因组３个最大的片段ＰＢ１、ＰＢ２和ＰＡ编码的异源三
聚体复合物。其中，ＰＢ１是病毒 ＲＮＡ聚合酶的催化亚基，负
责病毒ＲＮＡ的复制以及转录、ＰＢ２以一种称为“Ｓｎａｔｃｈ”的方
式参与宿主 ｍＲＮＡ帽状结构的切割而完成病毒 ｍＲＮＡ的转
录［１２］。近年来的研究结果表明，ＰＡ亚基不但参与病毒复制
过程，而且参与病毒ＲＮＡ转录、决定内切核酸酶和蛋白酶的
活性，以及参与病毒粒子组装等多种生命活动过程，基于筛选

慢性肝炎和艾滋病药物的启示［１３］，ＰＡ蛋白因可以抑制病毒
的复制转录、有效发挥抗病毒作用而成为新型抗流感药物研

发的潜在靶点。

由此可见，加强对不同物种 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ的检测，密
切关注其重配情况，进一步对其生物学特性以及分子流行

病学进行研究，对于预测和防控流感大流行的发生具有不

可忽视的作用。本研究对从新疆油鸡当中分离到的 １株
Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒进行 ＰＡ基因克隆测序，并进行分子
进化分析，以了解新疆油鸡 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶＰＡ基因遗传进
化的情况。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病毒　Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒新疆油鸡分离株
Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／ＸｉｎｊｉａｎｇＢａｉｃｈｅｎｇ／１／２０１４（Ｈ９Ｎ２）（简称 Ｘｊ１４）于
新疆生产建设兵团塔里木畜牧科技重点实验室分离保存。

１．１．２　主要试剂及仪器设备　ＨｉｇｈＰｕｒｅＶｉｒａｌＲＮＡＫｉｔ（Ｃａｔ．
Ｎｏ．１１８５８８８２００１）购自 Ｒｏｃｈｅ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ Ｆｉｒｓｔ－
ｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．６２１０Ａ）购自宝生物工程
（大连）有限公司；ＨｉＰｕｒｅＧｅｌＰｕｒｅＤＮＡＫｉｔｓ购自 Ｍａｇｅｎ公
司；ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒｓ、ＴｒａｎｓＴａｑ－ＴＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自北京全式金生物
技术有限公司；ＴＩＡＮｐｒｅｐＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ购自天根生化科技
有限公司。梯度 ＰＣＲ仪、全自动凝胶成像分析系统、高速离
心机为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　参照已知的 ＡＩＶ序列设计了１条反转录
通用引物 Ｕｎｉ１２，用于 ＡＩＶ各片段的反转录扩增，序列为
Ｕｎｉ１２：５′－ＡＧＣＡＡＡＡＧＣＡＧＧ－３′。

参考ＮＣＢＩ公布的Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的ＰＡ基因序列，利用
Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计一对基因特异性引物，引物由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成，序列为 Ｂｍ－ＰＡ－
１：５′－ ＴＡＴＴＣＧＴＣＴＣＡＧＧＧＡＧＣＡＡＡＡＧＣＡＧＧＴＡＣ － ３′；
Ｂｍ－ＰＡ－２：５′－ＡＴＡＴＣＧＴＣＴＣＧＴＡＴＴＡＧＴＡＧＡＡＡＣＡＡＧＧ
ＴＡＣＴＴ－３′。
１．２．２　病毒 ＲＮＡ提取及 ＰＡ基因 ＲＴ－ＰＣＲ扩增　取
２００μＬ尿囊液，按照 Ｒｏｃｈｅ公司的 ＨｉｇｈＰｕｒｅＶｉｒａｌＲＮＡＫｉｔ
（Ｃａｔ．Ｎｏ．１１８５８８８２００１）说明书提取病毒 ＲＮＡ，用流感病毒
反转录通用引物 Ｕｎｉ－１２，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．６２１０Ａ）说明书反转录合成
ｃＤＮＡ。用所设计的ＰＡ基因特异性引物进行ＰＣＲ扩增，采用
５０μＬ的反应体系，组成如下：１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，１０ｍｍｏｌ
ｄＮＴＰｓ４μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ）０．５μＬ，上下游引物各
１μＬ（１０μｍｏｌ），ｃＤＮＡ模板１μＬ，无 ＲＮＡ酶的水３７．５μＬ。
反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃４０ｓ，５３℃４０ｓ，７２℃２．５ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，取５μＬ反应产物
在１．２％琼脂糖凝胶上电泳，在紫外灯下观察结果。
１．２．３　ＰＡ基因克隆与序列测定　参照ＨｉＰｕｒｅＧｅｌＰｕｒｅＤＮＡ
Ｋｉｔｓ说明书将 ＲＴ－ＰＣＲ产物纯化回收，回收产物克隆到
ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ上，将连接产物转化到ＤＨ５α感受态细
胞中，选择ＰＣＲ鉴定为阳性的重组质粒送北京擎科武汉测序
部进行序列测定。

１．２．４　ＰＡ基因生物学分析　应用序列分析软件ＤＮＡＳｔａｒ对
测序结果进行拼接处理，将所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的
Ｈ９Ｎ２亚型流感病毒典型代表株（表１）的 ＰＡ基因序列进行
同源性比较，用 ＭＥＧＡ６软件的 ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建
进化树，分析其遗传进化关系。

２　结果与分析

２．１　ＰＡ基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增
利用设计的针对ＰＡ基因的特异性引物Ｂｍ－ＰＡ－１／Ｂｍ－

表１　同源性分析的参考毒株

参考毒株 缩写

Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／１／９４ ＢＪ／９４
Ａ／Ｑｕａｉｌ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／Ｇ１／９７ Ｇ１
Ａ／Ｄｕｃｋ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／Ｙ４３９／９７ Ｙ４３９
Ａ／Ｑｕａｉｌ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／ＮＴ２８／９９ ＮＴ２８

ＰＡ－２进行ＰＣＲ，扩增产物经１．２％的琼脂糖凝胶电泳检测，
结果显示，分离株ＰＡ基因在２２００ｂｐ左右有１条特异条带，
与预期大小一致（图１）。

２．２　ＰＡ基因的核苷酸及氨基酸序列同源性分析
测序结果表明，本研究扩增的 ＰＡ基因开放阅读框由

２１５１个碱基组成，编码７１６个氨基酸，将扩增的核酸序列提
交ＮＣＢＩ数据库获得 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＫＸ５７５６４７。将本研究
分离毒株与ＧｅｎＢａｎｋ公布的其他毒株进行核苷酸和氨基酸序
列同源性比较，结果发现，本研究分离毒株的核苷酸和氨基酸

序列均与 Ａ／Ｄｕｃｋ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／Ｙ４３９／９７具有较高的同源性，其
核苷酸和氨基酸水平的同源性依次为８９．９％和９６．９％（表２）。

表２　分离毒株与参考毒株ＰＡ基因核苷酸和氨基酸同源性比较

毒株
同源性（％）

Ｘｊ１４ ＢＪ／９４ Ｇ１ Ｙ４３９ ＮＴ２８
Ｘｊ１４ ８９．３ ９０．４ ８９．９ ８７．９
ＢＪ／９４ ９５．５ ９１．０ ８９．７ ９６．９
Ｇ１ ９５．１ ９５．８ ８９．９ ８９．４
Ｙ４３９ ９６．９ ９７．１ ９６．４ ８７．９
ＮＴ２８ ９４．６ ９８．６ ９５．５ ９６．２

　　注：右上部分为核苷酸序列同源性，左下部分为推导的氨基酸序
列同源性。

２．３　ＰＡ基因的系统进化分析
将本研究分离毒株与国内流行毒株的 ＰＡ基因进行多序

列比对并绘制ＰＡ基因的系统发育进化树（图２），分析结果表
明，新疆油鸡分离毒株Ｘｊ１４的ＰＡ基因与２０１３年世界卫生组
织推荐的疫苗株Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／３３９８２／２００９亲缘关系最近，与国
内参考毒株Ａ／Ｄｕｃｋ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／Ｙ４３９／９７同处于一个分支。

３　讨论

禽流感病毒是目前危害世界及我国养禽业的烈性病毒之

一。禽流感病毒的血清亚型众多，遗传变异程度极其频繁，目

前，Ｈ５和Ｈ７亚型禽流感病毒对养殖业造成的直接危害较
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大，因此，该亚型是基层生产防控的重点。Ｈ９Ｎ２禽流感是中
国大陆主要的流行亚型，感染鸡群具有发病率高、免疫抑制和

产蛋下降的特点，而且一旦感染很难清除，对养殖业以及公共

卫生造成了极大的危害。近期，Ｐｕ等研究发现，单一基因型
Ｈ９Ｎ２流感病毒在我国鸡群中的优势流行为 Ｈ７Ｎ９流感病毒
的重排提供了充分条件［１１］，由此可见，Ｈ９Ｎ２流感病毒可以通
过基因重组或重配产生新的对哺乳动物甚至人类高致病力的

病毒株。

禽流感病毒依据ＨＡ和 ＮＡ基因的分子进化特征可以分
为北美和欧亚两大谱系，欧亚谱系又进一步分为 Ａ／ＣＫ／ＢＪ／
９４、Ｇ１／９７和Ｙ４３９／９７３个亚分支［１４］，ＡＩＶ的 ＨＡ、ＮＡ、ＮＰ、Ｍ、
ＰＢ１、ＰＢ２和ＰＡ进化情况相似。笔者所在实验室前期的研究
结果显示，新疆油鸡分离株 Ｘｊ１４的 ＨＡ和 ＮＡ基因均属于国
内稳定存在的ＢＪ／９４亚分支，且从分子水平上证实Ｘｊ１４为低
致病力的毒株，只是 ＨＡ在关键位点出现 Ｑ２３４Ｌ的突变，ＮＡ
基因在３个红细胞吸附区域发生多处突变，ＨＡ、ＮＡ基因的糖
基化位点均有所增加，这种受体结合位点的改变和潜在糖基

化位点的增加可能使之在进化过程中获得跨种传播的能

力［１５］。本研究发现，新疆油鸡分离毒株 Ｘｊ１４的 ＰＡ基因与
２０１３年世界卫生组织推荐的疫苗株 Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／３３９８２／
２００９亲缘关系最近，与欧亚谱系国内参考毒株 Ａ／Ｄｕｃｋ／
ＨｏｎｇＫｏｎｇ／Ｙ４３９／９７处于一个分支。因此，新疆油鸡分离株
Ｘｊ１４很有可能是欧亚谱系不同亚分支重排的新毒株，其中，
疫苗株Ａ／ＨｏｎｇＫｏｎｇ／３３９８２／２００９参与病毒的重排组成。

综上所述，应当加强边疆新疆地区 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ监控
的力度，为流感大数据的建立提供理论依据。
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