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　　摘要：通过对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感可疑病料的病毒分离、ＲＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、基因测序以及ＳＰＦ鸡回归感染试验、
鸡胚接种试验并收取尿囊液进行二次测序对比等，初步证明病料中含有 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒。研究所用方法及操
作理论可为实际生产提供预防及治疗的意见与建议。生产时应加强饲养管理，根据具体情况制定管理方案；认真执行

各项隔离制度，防止传染源的传入与传播；定期消毒，降低环境中病毒的含量。实施全进全出的饲养管理制度，避免各

种日龄的家禽混养，此外，应建立有效的监测系统。
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　　禽流感（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ，简称 ＡＩ）是由正黏病毒科
（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）Ａ型流感病毒属 Ａ型流感病毒中任一亚
型引起的家禽、野鸟和部分哺乳动物发病的一种传染病［１－２］。

高致病性禽流感会引起家禽高发病率及死亡率，而低致病性

禽流感则会导致家禽出现呼吸道症状、生长发育受阻及产蛋

下降等，严重危害养禽业的健康发展［３］。根据Ａ型流感病毒
表面糖蛋白血凝素蛋白（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，简称 ＨＡ）和神经氨基
酸酶（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，简称ＮＡ）的抗原性不同，可分为不同的
亚型，目前已发现 １８种 ＨＡ亚型、１１种 ＮＡ亚型，其中
Ｈ１７Ｎ１０、Ｈ１８Ｎ１１仅在蝙蝠中被分离鉴定［４－５］。根据禽流感

的致病性不同又可分为高致病性禽流感（ＨＰＡＩ）、低致病性禽
流感和无致病性禽流感［６］。由 Ｈ５、Ｈ７亚型毒株引起的禽流
感一般称为高致病性禽流感，其发病率和病死率都很高，危害

极大［７－８］，被世界动物卫生组织（ＯｆｆｉｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＤｅｓ
Ｅｐｉｚｏｏｔｉｅｓ，简称ＯＩＥ）列为必须报告的动物传染病，我国将其
列为一类传染病，可见其对生物界的危害。而禽类中暴发的

低致病性禽流感亚型主要为Ｈ５Ｎ２、Ｈ９Ｎ２亚型。
Ｈ９Ｎ２禽流感病毒呈世界性分布，按地区可分为北美和

欧亚２个种系［９］。我国于１９９４年首次从鸡体内分离出Ｈ９Ｎ２
亚型禽流感病毒［１０］，近些年来，我国每年均可分离到大量 Ｈ９
亚型禽流感病毒，临床上感染鸡的症状，常可见蛋鸡产蛋下

降、肉鸡生长发育迟缓甚至死亡的现象，给养禽业造成较大的

经济损失。

自２００４年以来，以Ｈ５Ｎ１亚型禽流感为代表的高致病性
禽流感的暴发引起了我国政府和相关行政主管部门的高度重

视，但与此同时，对低致病性禽流感主要是Ｈ９亚型的预防及

控制却被忽视了，养禽场（户）对 Ｈ９亚型低致病性禽流感疏
于防范，对其认知程度和免疫接种理念较差，造成了 Ｈ９亚型
在全国范围内的普遍流行及持续性危害。目前，Ｈ９亚型逐渐
成为影响我国养禽业的主要禽流感病毒亚型，且对禽的危害

越来越严重，可感染家禽并导致家禽产蛋量下降、免疫抑制

病，与其他病原共感染时会导致家禽较高的死亡率，给我国养

禽业造成了巨大的经济损失。同时 Ｈ９亚型禽流感病毒
（ＡＩＶ）可以感染人、猪等哺乳动物，在公共卫生上具有重要
意义。

１９９８年在广东省韶关市和汕头市分别发现４例和５例
Ｈ９Ｎ２禽流感病毒感染的病例［１１］，为全球首次发现的人Ｈ９Ｎ２
禽流感病毒感染病例。２０１３年２月在上海市出现了第１例
人感染Ｈ７Ｎ９禽流感病毒的病例［１２］，随后该 Ｈ７Ｎ９禽流感病
毒席卷了我国大部分地区，对这次暴发的 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒
进行溯源发现，它主要由４个不同来源的流感病毒重配而成，
其内部基因则来源于存在于我国家禽中的Ｈ９Ｎ２亚型的流感
病毒［１３］。截至２０１７年１月３１日，我国已确诊的 Ｈ７Ｎ９感染
病例为１０６９例，有４１０人死亡［１４］。由此可见，Ｈ９Ｎ２亚型禽
流感具有重要的公共卫生意义，值得引起公众的注意。

本研究旨在初步分离并鉴定来自江苏省某地区的可疑病

料，用易感动物回归试验为禽类生产提供有效的诊断意见，以

便及时诊断及免疫防控，从而减少禽流感 Ｈ９亚型发生时所
带来的巨大经济损失。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
病鸡来源于江苏省某地区养殖场。０．２２μｍ微孔滤膜过

滤器（默克密理博有限公司）；生理盐水，由笔者所在实验室

自制，ｐＨ值为６．８～７．０；１％鸡红细胞溶液，笔者所在实验室
自制，现用现配；９～１１日龄无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅ，简称ＳＰＦ）鸡胚（南京天邦生物科技有限公司）；反转录
酶（Ｍ－ＭＬＶ）、ＲＮａｓｅＯｕｔ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、５×ｂｕｆｆｅｒ、１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、聚合酶（Ｅ×
Ｔａｑ）等（ＴａＫａＲａ公司）；琼脂糖（上海吉玛制药有限公司）；
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ＲＮＡ／ＤＮＡ提取试剂盒和胶回收试剂盒（康宁生命科学有限
公司）；ＰＣＲ仪、离心机（ＴａＫａＲａ公司）；电泳仪（南京普阳科
学仪器研究所）；全自动凝胶成像分析仪（ＪＳ－６８０Ｂ，上海培
清科技有限公司）；高压锅（ＳＹ－４５０，徐州圣业医疗器械有限
责任公司）；剪刀、镊子、研钵（南京源奇顿生物科技有限公

司）；打孔器、注射器（通州市张芝山镇丰泰实验器材经营

部）；超净工作台（广州佰伦超净工作台制造有限公司）；

－７０℃ 冰箱、－２０℃冰箱（青岛海尔股份有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　病理剖检　主诉病鸡症状：该养殖企业采用标准化鸡
舍饲养，使用全价料和自配料饲喂，近期陆续出现产蛋率下

降、蛋壳褪色与变薄、少数病鸡眼角分泌物增多、脸面肿胀、有

轻度的呼吸音、精神沉郁、下痢、采食量下降等症状，个别病

禽出现腹泻，严重者食欲废绝，饮水量增加，嗉囊中积有液体，

鸡群逐渐出现营养不良、消瘦等症状。发病初期饲养员以为

是传染性支气管炎，采用磺胺类药物治疗，效果不明显。

将病鸡置于解剖台，用７５％乙醇消毒体表，分别用高压
后的手术剪、镊子解剖，记录各个脏器的眼观症状。

１．２．２　病料处理　分别用高压后的手术剪解剖，无菌采集３
份病鸡的心脏、肝脏、肺脏、小肠、喉头、气管、脾脏、肾脏等脏

器，每份鸡的上述脏器混合在一起研磨作为１个病料。置于高压
灭菌后的研钵中进行研磨，充分研磨后按体积比１∶３加无菌生
理盐水，置于－２０℃冰箱中反复冻融３次。再次研磨后，８０００ｇ
离心５ｍｉｎ，取上清，用０．２２μｍ滤器过滤后，保存备用。
１．２．３　病毒ＲＮＡ的提取　分别无菌取出“１．２．２”节中提到
的样品２００μＬ，置于高压灭菌后的１．５ｍＬ离心管中，按照
ＲＮＡ／ＤＮＡ提取试剂盒说明书，加入 ２００μＬ蛋白去除液
Ｖ－Ｌ试剂后，在涡旋振荡仪上混匀，静置５ｍｉｎ；加入７５μＬ
Ｖ－Ｎ试剂，用涡旋振荡仪混匀，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ；取上清
加在新的２ｍＬ离心管中，再加入３００μＬ异丙醇（含无水乙
醇），上下倒置混匀，转移至新的含有吸附柱的２ｍＬ离心管
中，６０００ｇ离心１ｍｉｎ；弃滤液，加入５００μＬｂｕｆｆｅｒＷ１（含无
水乙醇），１２０００ｇ离心１ｍｉｎ；弃滤液，加入８００μＬｂｕｆｆｅｒＷ２
（含无水乙醇），１２０００ｇ离心１ｍｉｎ；弃滤液，１２０００ｇ离心
１ｍｉｎ；将吸附柱置于新的１．５ｍＬ离心管中，加入１５μＬ洗脱
液ＴＥ试剂后，静置１ｍｉｎ，１２０００ｇ离心１ｍｉｎ，即得到提取的
总ＲＮＡ和ＤＮＡ。
１．２．４　病毒 ＲＮＡ的反转录（ＲＴ）和 ＰＣＲ扩增　反转录体
系：１２μＬＲＮＡ、２μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、４μＬ５×ｂｕｆｆｅｒ、１μＬ
Ｕｎｉｔ１２、１μＬＭ－ＭＬＶ、０．５μＬＲＮａｓｅＯｕｔ。反转录程序：
６５℃５ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，９８℃５ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增体系：２．７５μＬｃＤＮＡ、２．００μＬ２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ、２．５０μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ、１４．００μＬｄｄＨ２Ｏ、１．５０μＬ
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、０．２５μＬＥ×Ｔａｑ、１．００μＬ上游引物 Ｐ１、
１００μＬ下游引物Ｐ２。ＰＣＲ扩增引物：禽白血病（ＡＬＶ）特异
引物、鸡传染性贫血（ＣＡＶ）特异引物、鸡网状内皮组织增殖
病（ＲＥＶ）特异引物、Ｈ９ＡＩＶ特异引物、Ｈ５ＡＩＶ特异引物、新
城疫（ＮＤ）特异引物、鸡传染性支气管炎（ＩＢ）特异引物。ＰＣＲ
扩增程序：９５℃３ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０
个循环；－７２℃１０ｍｉｎ。
１．２．５　电泳和核酸胶纯化及测序　配制１％琼脂糖凝胶，进

行电泳。调节电泳仪为稳压模式，于８０Ｖ下电泳３０ｍｉｎ。将阳
性条带切下后，用胶回收试剂盒纯化阳性条带，并送公司测序。

在紫外灯下切下含有目的ＤＮＡ的琼脂糖凝胶，称质量后
作为１个凝胶体积，加入３倍凝胶体积的ｂｕｆｆｅｒＤＥ－Ａ，混合
均匀后于７５℃加热，２～３ｍｉｎ混合１次，直至凝胶块完全熔
化；加入０．５倍 ｂｕｆｆｅｒＤＥ－Ａ体积的 ｂｕｆｆｅｒＤＥ－Ｂ，混合均
匀；将此混合液转移到放置了ＤＮＡ制备管的２ｍＬ离心管中，
１２０００ｇ离心１ｍｉｎ，弃滤液；将制备管重新置于２ｍＬ离心管
中，加入５００μＬｂｕｆｆｅｒＷ１（含无水乙醇），１２０００ｇ离心３０ｓ，
弃滤液；将制备管重新置于 ２ｍＬ离心管中，加入 ７００μＬ
ｂｕｆｆｅｒＷ２（含无水乙醇），１２０００ｇ离心 ３０ｓ，弃滤液；用
７００μＬｂｕｆｆｅｒＷ２（含无水乙醇）于１２０００ｇ离心１ｍｉｎ，弃滤
液；将制备管重新置于２ｍＬ离心管中，１２０００ｇ离心１ｍｉｎ；
将制备管置于洁净的 １．５ｍＬ离心管中，在制备膜中央加
２５μＬｄｄＨ２Ｏ，室温静置 １ｍｉｎ，１２０００ｇ离心 １ｍｉｎ洗
脱ＤＮＡ。
１．２．６　基因的序列拼接及 Ｂｌａｓｔ　用 ＤＮＡＳｔａｒ软件中的
Ｓｅｑｍａｎ拼接得到基因序列，然后用美国国立生物技术信息中
心（ＮＣＢＩ）的在线Ｂｌａｓｔ系统比对序列。
１．２．７　病毒扩增　取用经０．２２μｍ滤器过滤后的病毒上
清，每个鸡胚接种０．２ｍＬ，尿囊腔接种９～１１日龄无特定病
原体动物（ＳＰＦ）鸡胚，收集２４ｈ后自然死亡的鸡的胚尿囊液，
放置于－７０℃保存备用。
１．２．８　易感动物回归试验　将扩增后的病毒尿囊液用无菌
生理盐水稀释１０００倍，接种健康１月龄ＳＰＦ鸡５羽，每羽滴
鼻注射１００μＬ，同时以３羽同批次的健康ＳＰＦ鸡作为空白对
照，每羽滴鼻注射１００μＬ无菌生理盐水，观察并记录鸡的发
病情况。于攻毒后３ｄ采集喉头、泄殖腔拭子，攻毒后７ｄ采
集翅静脉鲜血，并于鸡发病后解剖，观察其病理变化。

１．２．９　血凝试验（ＨＡ试验）和血凝抑制试验（ＨＩ试验）　将
攻毒后３ｄ采集的喉头、泄殖腔拭子，于－２０℃反复冻融２次
后取出，室温融化后，用吸水纸擦干拭子管壁，用涡旋振荡器

混匀后，于４℃、３０００ｇ离心５ｍｉｎ。将离心后的拭子置于冰
盒中保存备用。

分别取喉头、泄殖腔拭子的上清接种９～１１日龄 ＳＰＦ鸡
胚，０．２ｍＬ／胚，每个样品接种３枚 ＳＰＦ鸡胚，尿囊腔接种，收
集２４～７２ｈ后自然死亡的鸡胚尿囊液，并用血凝试验检测其
血凝价，收取最高血凝价鸡胚的尿囊液作为后续测序用的病

毒液。

将攻毒后７ｄ采集的翅静脉鲜血于５０００ｇ离心５ｍｉｎ，
取上清，并将笔者所在实验室已有标准抗原Ｈ５、Ｈ９、ＮＤ按照
国标ＧＢ／Ｔ１４９２６．５４—２００１《实验动物　血凝抑制试验》配制
成４单位抗原，进行血凝抑制试验。
１．２．１０　再次测序及进行序列比对分析　将收取最高血凝价
鸡胚的尿囊液作为后续测序的病毒液，按照“２．３～２．６”节方
法进行病毒的测序及序列比对分析。

２　结果与分析

２．１　病理剖检
剖检前可见病鸡尸体消瘦，脸部苍白，羽毛松乱，腿爪干

燥缺乏弹性，皮下瘀血，肌肉呈紫色。脸部肿胀者见皮下有白
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色或淡黄色胶冻样物浸润。剖检时发现病鸡肝脏充血；心包

膜扩张，心包液混浊，心外膜附有大量呈绒毛样的纤维状物；

脾脏肿胀，呈暗紫色，表面有出血点；喉头、气管充血、出血明

显，气管有干酪样阻塞，腹膜混浊。具体剖检结果见图１。

２．２　病毒ＰＣＲ扩增后电泳结果
３个样品分别用ＡＬＶ特异引物、ＣＡＶ特异引物、ＲＥＶ特

异引物、Ｈ９特异引物、Ｈ５特异引物、ＮＤ特异引物、ＩＢ特异引
物进行ＰＣＲ扩增后，在１％琼脂糖凝胶上进行电泳。

由图２可知，病料２、３的Ｈ９扩增结果均为阳性，其中病
料３的阳性带稍亮，对其切胶回收进行测序。病毒的易感动
物回归试验均以病料３作为病毒来源。
２．３　基因序列拼接及Ｂｌａｓｔ结果

用ＤＮＡＳｔａｒ软件中的Ｓｅｑｍａｎ拼接所得基因序列见图３，
然后用ＮＣＢＩ的在线Ｂｌａｓｔ系统比对序列，结果见图４。由序
列分析及Ｂｌａｓｔ分析结果可知，该病毒为 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感
病毒。

２．４　易感动物回归试验
将扩增后的病毒尿囊液，用无菌生理盐水稀释１０００倍，

接种健康１月龄ＳＰＦ鸡，每羽鸡滴鼻注射１００μＬ。攻毒后鸡
精神沉郁，攻毒后３ｄ时有稀便排出，偶有血丝；有轻度的呼
吸急促症状。攻毒后５ｄ时没再发现稀便，饮水量增加，未见
明显的采食量下降和体质量减轻。攻毒后７ｄ时基本未见其
他临床症状。本次动物试验均无鸡死亡。

２．５　血凝试验和血凝抑制试验结果
把攻毒后３ｄ采集的攻毒组５只鸡和对照组３只鸡的喉

头、泄殖腔拭子分别接种９～１１日龄ＳＰＦ鸡胚，每个样品各接
种３枚ＳＰＦ鸡胚，收取尿囊液后得出的血凝试验，血凝结果见
表１。
　　用笔者所在实验室已有的标准抗原 Ｈ５亚型禽流感病
毒、Ｈ９亚型禽流感病毒、新城疫ＮＤ病毒对攻毒后７ｄ采集的

血清按照ＧＢ／Ｔ１８９３６—２００３《高致病性禽流感诊断技术》进
行血凝抑制试验，血凝抑制结果见表２。
２．６　再次测序及序列比对分析

将收取最高血凝价（２９）鸡胚的尿囊液作为后续测序的
病毒液，按照“２．３～２．６”节方法进行病毒的测序及序列比对
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表１　攻毒后３ｄ喉头、泄殖腔拭子接胚后的ＨＡ试验结果

喉泄拭子样品 类别
ＨＡ

１ ２ ３
攻毒组 １Ｈ ２６ ２６ ０

１Ｘ ２６ ２９ ２５

２Ｈ ２６ ０ ２９

２Ｘ ２５ ２６ ２６

３Ｈ ２６ ０ ２６

３Ｘ ０ ２６ ２８

４Ｈ ０ ２６ ２８

４Ｘ ２８ ２９ ２６

５Ｈ ２６ ０ ２９

５Ｘ ２９ ２９ ２６

对照组 １Ｈ ０ ０ ０
１Ｘ ０ ０ ０
２Ｈ ０ ０ ０
２Ｘ ０ ０ ０
３Ｈ ０ ０ ０
３Ｘ ０ ０ ０

　　注：Ｈ为喉头拭子；Ｘ为泄殖腔拭子。

表２　攻毒后７ｄ血清的ＨＩ试验结果

血清样品 重复
抗原

Ｈ５ Ｈ９ ＮＤ
攻毒组 １ ０ ２６ ０

２ ０ ２８ ０
３ ０ ２８ ０
４ ０ ２６ ０
５ ０ ２８ ０

对照组 １ ０ ０ ０
２ ０ ０ ０
３ ０ ０ ０

分析，测序结果见图５。
　　前后２次的测序结果用 ＤＮＡＳｔａｒ软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ进
行对比，分析结果见图６。由比对结果可知，前后２个病毒的
同源性为９９．９％，表明在易感动物回归试验中，该病毒未发
生变化，前后一致。

３　讨论

Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒可引起鸡群的呼吸道症状、产蛋
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下降并可提高其他病原的易感性。由于其致病性低，鸡感染

后往往不易察觉。当存在不同的禽流感病毒共感染时，Ｈ９Ｎ２
亚型禽流感病毒可以作为流感病毒基因传播的载体，提高禽

流感病毒持续存在和发生变异的概率［１５］。Ｇｕｏ于 １９９８年
７—８月从有类似流感症状的病人体内分离了５株 Ｈ９Ｎ２，于
１９９９年１１月从另一名广东儿童体内分离到了Ｈ９Ｎ２病毒，由
此可见其对公共卫生安全的影响不容小觑［１６］。在本研究中，

通过对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感可疑病料的病毒分离、ＲＮＡ提取和
ＰＣＲ基因扩增及基因测序等，证明出该可疑病料中确实含有
Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒，该方法操作简单，特异性较高，灵敏
性较强，能快速检测出Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒，是鉴定或检测
流感病毒较为推荐的检测方法。

　　家禽感染Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒一般有咳嗽、打喷嚏、
音、喘鸣等呼吸系统症状，下痢和产蛋突然下降，轻微病变可

见鼻的卡他性、纤维素性、浆液性或干酪样炎症，气管黏膜水

肿，且有浆液性到干酪样的渗出物，气囊可能增厚，有纤维素

性或干酪样渗出物，或者卡他性到纤维性腹膜炎和蛋性腹膜

炎。在火鸡上多能见到盲肠炎和／或肠道的卡他性到纤维素
性肠炎，产蛋禽的输卵管可能有渗出物［１７］。在本研究中，将

所研磨的病料用０．２２μｍ滤器过滤后，接种９～１１日龄 ＳＰＦ
鸡胚，收集尿囊液，进行易感动物回归试验时发现，攻毒后鸡

虽有精神沉郁，排出稀便，间杂着血丝及有轻度的呼吸急促症

状，但未见明显的采食量下降和体质量减轻，而且本动物回归

试验中均无鸡死亡。这与临床生产不符，可能是因为生产中

的鸡还感染了其他病原，与Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒共感染时，
加剧降低机体免疫力，同时增强其他病原的致病性［１８］，从而

导致实际生产中发生鸡死亡现象。

禽流感的早期诊断对于控制疫情具有重要的意义，一般

通过病禽的流行病学、临床症状、病理变化可作出禽流感的初

步判断［１９］，但若须准确诊断，则须要检测禽流感病毒的抗原、

基因或者分离鉴定病毒。目前对于禽流感的诊断主要有检测

禽流感抗原，方法有血凝试验和血凝抑制试验、抗原捕捉酶联

免疫吸附测定 （ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称
ＥＬＩＳＡ）、荧光抗体和免疫酶组化法等［２０］，检测禽流感基因的

方法主要有逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）法和标记核酸探针原位
杂交法，其中，尤以ＲＴ－ＰＣＲ法较为敏感和特异。

此外，在生产中，应加强饲养管理，这是最根本的措施，是

预防传染病的最好方式。应提供营养全价平衡的饲料，以增

强禽体的体质。另外，应做好管理工作，每个禽场根据自己的

具体情况来制定管理方案。认真执行各项隔离制度，防止传

染源的传入与传播；定期消毒，降低环境中病毒的含量。一般

对禽舍内外环境１周进行２次消毒。家禽场实施全进全出的
饲养管理制度，避免各种日龄的家禽混养。建立有效的监测

系统，及早发现有异常表现的禽类。一旦发生应立即通报，并

果断采取隔离、封锁、扑杀等迅速切断传播途径的方法防止病

毒的扩散。
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