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　　摘要：为Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ进行快速、准确鉴定与诊断，根据Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的ＨＡ、ＮＡ基因各设计１对引物，
建立了一种对２个表面基因同时进行扩增的双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法。ＨＡ、ＮＡ基因预期扩增的目的片段长度分别为
７００、４２３ｂｐ。通过对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒不同稀释度的尿囊液进行检测，证实病毒尿囊液的最低检出量为１×１０４．２５

ＥＩＤ５０／１００μＬ。采用该方法对Ｈ１～Ｈ１５和Ｎ１～Ｎ９等亚型流感病毒及新城疫病毒等进行检测，结果只有 Ｈ９Ｎ２亚型

ＡＩＶ出现２个特异性目的条带，与其他常见禽病病原无交叉反应；用建立的双重 ＲＴ－ＰＣＲ和病毒分离２种方法同时
对送检样品进行检测，结果２种方法的符合率达９９．７７％，说明该检测方法特异性强、敏感性较高，在临床诊断和流行
病学调查方面具有较好的应用前景。
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　　Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒为中低致病力毒株，分布广泛，司
振书等对山东省鸡群进行了Ｈ９亚型ＡＩＶ的感染情况进行了
调查，疑似流感病鸡病料 ＲＴ－ＰＣＲ阳性率为８．４１％［１］。该

病毒能造成鸡群的免疫抑制，如果与其他病原协同感染则可

引起禽类严重发病，如与金黄色葡萄球菌混合感染可引起肉

鸡发病，死亡率达６％［２］。２０１３年，我国发生了Ｈ７Ｎ９感染人
事件，６个内部基因全部来自于 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶ［３－４］，１９９９年来发
生了多次 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ感染人的事件［５］，给人类健康带来

威胁。禽流感病毒有多种检测方法，包括血凝（ＨＡ）、血凝抑
制（ＨＩ）试验，神经氨酸酶抑制（ＮＩ）试验，琼脂扩散试验
（ＡＧＰ），酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ），病毒的中和试验（ＮＴ），
免疫荧光抗体技术（ＩＦＡ）和 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ等。司振书
等建立了针对Ｈ９亚型ＡＩＶ的ＲＴ－ＰＣＲ检测方法［６］，包红梅

等建立了一步法ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，具有较好地特异性和敏
感性［７］，但以上方法没有对 ＮＡ基因进行扩增，不能确定 ＮＡ
亚型。司振书等对 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的 ＨＡ、ＮＡ基因分
别进行扩增，操作较麻烦且多耗试验材料［８］。传统的血清学

方法则需要多种亚型的血清和抗原，费时费力。根据 Ｈ９Ｎ２
亚型禽流感病毒的ＨＡ基因和ＮＡ基因各设计１对引物，初步
建立了一种针对Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，
该方法特异性强、敏感性较高。该试验于２０１２年在中国农业
大学动物流感研究室完成。

１　材料与方法

１．１　毒株
Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ标准参考毒株、Ｈ１～Ｈ１５亚型 ＡＩＶ、

Ｎ１－Ｎ９亚型ＡＩＶ、鸡新城疫病毒、传染性支气管炎病毒、传
染性法氏囊炎病毒、传染性喉气管炎病毒、马立克氏病病毒

及鸡痘病毒等毒株，由中国农业大学动物流感研究室保存

并提供。

１．２　引物的设计、合成与筛选
针对ＨＡ、ＮＡ基因的保守区序列分别设计特异性引物，用

Ｏｌｉｇｏ４．０软件分析上下游引物是否匹配，将分析合格的引物
送至生工生物工程（上海）股份有限公司北京合成部合成。
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分别合成了针对ＨＡ、ＮＡ基因的５对引物，用 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ
进行筛选，根据扩增效率确定的引物对见表１。ＨＡ、ＮＡ基因
扩增的目的片段长度分别为７００、４２３ｂｐ。

表１　Ｈ９、Ｎ２基因扩增引物核苷酸序列

引物名称 类型
引物序列

（５′→３′）
长度

（ｂｐ）
靶序列长度

（ｂｐ）

Ｈ９－Ｆ 正向 ＣＡＴＡＡＴＧＧＧＡＴＧＣＴＧＴＧＴＧＣ ２０ ７００
Ｈ９－Ｒ 反向 ＣＡＣＣＴＴＴＴＴＣＧＧＴＣＴＧＡＣＡＴＴＧ ２１
Ｎ２－Ｆ 正向 ＡＴＧＧＡＡＣＴＴＧＴＧＣＣＧＴＡＧ １８ ４２３
Ｎ２－Ｒ 反向 ＣＡＴＡＡＣＣＴＧＡＧＣＧＴＧＡＡＴ １８

１．３　主要试剂
ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产；反转录试剂盒

Ｋ１６２２，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ；三氯甲烷、异丙醇、乙醇等均为市售；Ｔ４连
接酶，由Ｐｒｏｍｅｇａ公司生产；ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗ、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回
收试剂盒，由北京索莱宝公司生产；Ｔｒａｎｓ５ＫＤＮＡＭａｒｋｅｒ、
ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＤＨ５α感受态细胞，由北京全式金生物技
术有限公司生产；ＰＭＤ－１８Ｔ载体，由ＴａＫａＲａ公司生产。
１．４　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ病毒含量的测定

取感染 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒 Ａ／鸡／山东／ＺＢ／２００７的
尿囊液，作 １０倍倍比稀释，每个稀释度接种 ３枚鸡胚，
０．１ｍＬ／枚。３５℃孵育４８ｈ，将鸡胚于４℃过夜，收获尿囊
液，测定其血凝效价，按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法公式计算半数感
染量。

１．５　病毒ＲＮＡ的提取
Ｔｒｉｚｏｌ法 提 取 毒 株 Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＺＢ／２００７和

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／６／９６的ＲＮＡ，立即作 ＲＴ－ＰＣＲ的扩增
或－８０℃保存备用。
１．６　ｃＤＮＡ的合成

按试剂盒说明书进行。

１．７　双重ＲＴ－ＰＣＲ反应体系和反应条件的优化
对双重ＲＴ－ＰＣＲ的反应体系和变性、退火、延伸温度和

时间、循环次数等反应条件进行优化。最后确定采用总体积

为２５μＬ的反应体系：２×ＰＣＲｍｉｘｂｕｆｆｅｒ１２．５μＬ；浓度为
２０ｐｍｏｌ／μＬＨＡ上游引物Ｈ９－Ｆ１．０μＬ；ＨＡ下游引物 Ｈ９－
Ｒ１．０μＬ；浓度为２０ｐｍｏｌ／μＬＮＡ上游引物 Ｎ２－Ｆ１．５μＬ；
ＮＡ下游引物Ｎ２－Ｒ１．５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ补足至２５．０μＬ。最后确
定双重ＲＴ－ＰＣＲ最佳循环条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，４８℃退火３５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３４个循环；７２℃延
伸１０ｍｉｎ。
１．８　双重ＲＴ－ＰＣＲ特异性试验

用建立的双重 ＲＴ－ＰＣＲ方法分别对 Ｈ１～Ｈ１５亚型
ＡＩＶ、Ｎ１－Ｎ９亚型ＡＩＶ进行检测，以检测其他亚型病毒是否
存在假阳性，即是否与其他亚型 ＡＩＶ具有交叉反应；用该方
法对鸡新城疫病毒、鸡传染性支气管炎病毒、传染性法氏囊炎

病毒、传染性喉气管炎病毒、马立克氏病病毒及鸡痘病毒等毒

株进行检测，分析该双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的特异性。
１．９　双重ＲＴ－ＰＣＲ敏感性试验

对已确定病毒含量的毒株Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＺＢ／２００７
的尿囊液进行１００、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４等不同稀释度稀释，
对不同稀释度尿囊液进行检测以确定其敏感性。

１．１０　双重ＲＴ－ＰＣＲ的应用
对送检的２２６份具呼吸道症状的病鸡病料和２０１份棉拭

子样品用双重ＲＴ－ＰＣＲ和病毒分离２种方法检测，以检测２
种方法的符合率。

２　结果与分析

２．１　病毒含量的测定结果
经测定Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＺＢ／

２００７的尿囊液，病毒含量为１×１０７．２５ＥＩＤ５０／１００μＬ。
２．２　Ｈ９、Ｎ２双重ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果

Ｈ９Ｎ２ 亚 型 ＡＩＶ Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／ＺＢ／２００７ 和
Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／６／９６的双重 ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果见图
１，均获得７００、４２３ｂｐ的目的片段。
２．３　特异性试验结果

对Ｈ１～Ｈ１５亚型ＡＩＶ（其中Ｈ９ＡＩＶ为Ｈ９Ｎ２亚型）进行
双重ＲＴ－ＰＣＲ检测，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ扩增出７００、４２３ｂｐ的２
个目的条带，其他亚型病毒均没有扩增出目的条带（图２）。
对Ｎ１～Ｎ９等其他亚型（其中 Ｎ２ＡＩＶ为 Ｈ９Ｎ２亚型）ＡＩＶ进
行检测，Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ扩增出７００、４２３ｂｐ的目的条带，其他
亚型病毒均未出现条带（图３）。对 ＮＤＶ、ＩＢＶ等其他病毒进
行检测（图４）。Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ扩增出７００、４２３ｂｐ的２个目
的条带，而ＮＤＶ、ＩＢＶ等均无条带产生。结果表明，所建立的
双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法具有很强的特异性，可以特异性地检
出Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒。
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２．４　敏感性试验结果
对不同稀释度的病毒液分别进行检测（图５）。在１０－３稀

释时，仍然可以扩增出２个明显的目的条带，说明该方法对病
毒尿囊液的最低检出量为１×１０４．２５ＥＩＤ５０／１００μＬ，灵敏度较
高、敏感性较强。

２．５　双重ＲＴ－ＰＣＲ的应用
用建立的双重ＲＴ－ＰＣＲ和病毒分离与血清学鉴定２种

方法，同时对送检的２２６份具呼吸道症状的病鸡病料和２０１
份棉拭子样品进行检测，结果 ２种检测方法的符合率达
９９．７７％（表１）。

表１　Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的临床应用

样品来源 样品类型
样品数量

（份）

ＲＴ－ＰＣＲ阳性数
（份）

阳性率

（％）
分离毒株数量

（份）

分离率

（％）

健康鸡 棉拭子 ２０１ ９ ４．４８ ９ ４．４８
具呼吸道症状病鸡 肺、肾等 ２２６ ２０ ８．８５ ２１ ９．２９

合计 ４２７ ２９ ６．７９ ３０ ７．０３

３　讨论

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ在我国鸡群中分布广泛，并能引起人类
感染，给养禽业和公共卫生造成重大影响，因此对其快速准确

地鉴定非常重要。ＲＴ－ＰＣＲ诊断技术可从基因水平检测
ＡＩＶ，具有较高的特异性和敏感性。建立的双重 ＲＴ－ＰＣＲ检
测方法对Ｈ１～Ｈ１５、Ｎ１～Ｎ９等亚型流感病毒，新城疫病毒和
鸡传染性支气管炎病毒等进行检测，只有 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ出
现２个特异性目的条带，其他亚型 ＡＩＶ与 ＮＤＶ等无任何条
带，说明该方法对其他亚型 ＡＩＶ及 ＮＤＶ等无交叉反应，具有
特异性；通过对不同稀释度的Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ进行检测，证实
病毒尿囊液的最低检出量为１×１０４．２５ＥＩＤ５０／１００μＬ，说明该
检测方法敏感性较高；对送检的２２６份具呼吸道症状的病鸡
病料和２０１份棉拭子样品进行检测，其结果与经典的病毒分
离与血清学鉴定符合率达９９．７７％。

该方法Ｈ９、Ｎ２基因扩增所产生的目的条带分别为７００、
４２３ｂｐ，相比而言，７００ｂｐ的条带更亮，而长度为４２３ｂｐ的条
带较暗，尽管对各引物浓度、模板用量、退火温度等因素进行

了多次试验，反复优化，扩增片段仍然一明一暗，短的片段虽

相比暗些，但条带明显，不影响结果的判断。建立的双重

ＲＴ－ＰＣＲ方法可对Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ进行快速鉴定，该方法的
建立为进一步进行试剂盒的研制打下了良好的基础，在临床

诊断和流行病学调查方面具有较好的应用前景。
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