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　　摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ中Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒血凝素蛋白（ＨＡ）编码基因，使用ＤＮＡＳｔａｒ软件比较分析筛选
出特异的保守片段，设计３对引物Ｈ５－Ｐ１／Ｈ５－Ｐ２、Ｈ７－Ｐ３／Ｐ４和Ｈ９－Ｐ５／Ｐ６。在此基础上，建立了Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型
禽流感的三重 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，本方法可同时检测出样品中的 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒。敏感性试验结果表
明，该方法检测Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感ＲＮＡ的敏感性分别达２．８０、１０．５０、５．７３ｐｇ／μＬ，该方法检测其他相关病毒时均
为阴性，具有很高的特异性，此外，该方法具有良好的重复性。利用所建立方法对２４０份禽流感临床样品进行检测，结
果与血凝试验和血凝抑制试验结果的符合率为１００％。此诊断方法检出时间早，且特异、敏感、经济、快速，可普遍推
广，在禽流感诊断和防制中具有重要意义和应用价值。
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　　禽流行性感冒（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）是由正黏病毒
科Ａ型流感病毒引起的禽类烈性传染病，其易感动物包括
鸡、鸭、火鸡、鹌鹑等家禽及野鸟、水禽、海鸟等野禽，且对人类

和低等哺乳动物也能引起严重的疾病，包括高致病性毒株引

起的急性致死性疫病以及低致病毒株引起的产蛋下降、轻度

呼吸道疾病等多种疾病［１］。禽流感病毒亚型较多，毒株变异

较大，给本病的防治带来极大困难。国际兽医局（ＯＩＥ）规定
该病为Ａ类传染病。我国也将此病列为一类动物疫病。

研究发现 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９是禽流感病毒中具有较强致病性
的３种亚型，其中Ｈ５Ｎ１禽流感病毒对禽类的致死率通常可
以达到１００％［２－３］。１９９７年，香港首次报道发生１８例人感染
Ｈ５Ｎ１禽流感病毒，其中６人死亡，引起了全球卫生界的广泛
关注［４］，证实了ＡＩＶ可直接对人类造成威胁。２０１３年３月，
我国上海、安徽等地发现人感染 Ｈ７Ｎ９型禽流感，共造成１３６
人感染，其中 ３７人死亡，是全球首次发现的新亚型流感病
毒［５］。自１９９４年首次报道鸡群分离到 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病
毒以来［６］，Ｈ９亚型低致病性禽流感病毒广泛存在于我国［７］。

低致病性的Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒虽然不引起感染禽类的大
量死亡，但是可导致感染禽产蛋下降和免疫抑制，与其他病原

共感染时常导致高死亡率，给我国养禽业造成了巨大的经济

损失［８－９］。１９９９年Ｈ９Ｎ２亚型禽流感在内地和香港感染人事

件的发生，更突出体现了禽流感预防治疗的公共卫生意

义［１０］。因此，快速、及时、准确地检测出禽流感对保障国民的

生命财产安全具有重要意义。

ＲＴ－ＰＣＲ作为一种现代分子生物学基因诊断技术，具有
高度敏感性和特异性，并可极大缩短禽流感病毒的检出时间，

能在数小时内检出痕量病原，可克服传统的 ＡＩＶ诊断技术包
括病毒分离鉴定试验周期长的缺点，为 ＡＩＶ早期快速诊断提
供了敏感、快速、实用的方法。本试验针对我国养禽业的主要

病毒亚型 Ｈ５、Ｈ７和 Ｈ９，建立了 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９的三重 ＲＴ－
ＰＣＲ，快速诊断禽流感，进行禽流感早期诊断，疫情预测，为禽
流感的防治提供有效的早期诊断技术和监测手段，同时也为

高致病性禽流感防治争取宝贵的快速反应时间。

１　材料与方法

１．１　试验材料
Ｈ９亚型禽流感病毒由笔者所在实验室分离鉴定及序列

测定。Ｈ５亚型禽流感病毒ＲＮＡ及阳性血清、Ｈ７亚型禽流感
病毒ＲＮＡ及阳性血清均由美国密西西比州立大学万秀峰教
授惠赠。鸭坦布苏病毒（ｄｕｃｋｔｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，ＤＴＭＵＶ），鸡传
染性喉气管炎病毒（ａｖｉａｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，
ＩＬＴＶ），鸡传染性支气管炎病毒（ａｖｉａｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ，ＩＢＶ），减蛋综合征病毒（ｅｇｇｄｒｏｐｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＥＤＳ－
７６）、Ｈ９亚型禽流感病毒阳性血清均由本实验室保存。
１．２　试剂

液体病毒ＲＮＡ／ＤＮＡ抽提试剂盒，购自Ａｘｙｇｅｎ生物科技
有限公司；５×ＡＭＶ反转 录缓冲 液、ＨｉｇｈＰｕｒｅｄＮＴＰｓ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＲｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ）、反转录酶 ＡＭＶ、
ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＥｘＴａｑ反应缓冲液
（１０×）、ＥｘＴａｑ酶，均购自ＴａＫａＲａ公司；反转录随机引物，由
南京金斯瑞生物科技有限公司合成。
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１．３　引物设计与合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ已发表的 Ｈ５、Ｈ７和 Ｈ９亚型禽流感病毒

基因序列，分析ＨＡ基因保守区，应用 ＤＮＡＳＴＡＲ软件设计３
对特异性引物（表１），由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

表１　引物序列

亚型 引物名称
序列

（５′→３′）
片段长度

（ｂｐ）

Ｈ５ Ｐ１ ＣＣＡＡＴＣＣＡＧＣＣＡＡＴＧＡＣＣ ４２７
Ｐ２ ＣＴＴＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＣＧＴＴＴ

Ｈ７ Ｐ３ ＡＡＴＧＣＡＣＡＲＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＣＴ ５０１
Ｐ４ ＴＧＡＹＧＣＣＣＣＧＡＡＧＣＴＡＡＡＣＣＡ

Ｈ９ Ｐ５ ＣＧＧＣＴＡＣＣＡＡＴＣＡＡＣＡＡＡＣＴＣＣ ６７３
Ｐ６ ＡＴＣＴＴＡＣＴＣＧＣＡＧＴＧＴＣＴＧＡＣＣ

１．４　样品的准备
按照试剂盒说明书提取 Ｈ９亚型禽流感病毒、ＤＴＭＵＶ、

ＩＢＶ的总ＲＮＡ。反转录体系：５×ＡＭＶ反转录缓冲液４．０μＬ，
反转录随机引物（９ｍｅｒ）１．０μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，
ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ，ＡＭＶ反转录酶 １．０μＬ，模板
ＲＮＡ１１．５μＬ。按如下条件将病毒 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ：
４２℃ 反应１ｈ，９５℃反应５ｍｉｎ。将Ｈ５、Ｈ７亚型禽流感病毒
ＲＮＡ按上述反应体系和条件反转录成ｃＤＮＡ。参照试剂盒说
明书，提取ＥＤＳ－７６、ＩＬＴＶ的ＤＮＡ，保存于－２０℃，备用。
１．５　单引物单模板验证

分别以Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒 ｃＤＮＡ为模板，进行
单引物单模板ＰＣＲ反应，反应体系如下：总体系为２５．００μＬ，
其中双蒸水１５．２５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５０μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２２．００μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．００μＬ，上、下游引物
（５０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５０μＬ，模板 ｃＤＮＡ２．００μＬ，ＥｘＴａｑ
（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性５０ｓ，５６℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；然后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。循环反应结束后，将扩增产物进行１．５％
琼脂糖凝胶电泳检测。

１．６　Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒三重 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的
建立

经过对引物比例、引物浓度、Ｍｇ２＋浓度、反应时间、反应
温度等因素的反复优化，确定了 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒
多重 ＰＣＲ基本的反应体系为：双蒸水 １３．２５μＬ，１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ２．５０ μＬ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ ２．００ μＬ，ｄＮＴＰ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．００μＬ，Ｈ５－Ｐ１（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５０μＬ，Ｈ５－
Ｐ２（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５０μＬ，Ｈ７－Ｐ３（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５０μＬ，Ｈ７－
Ｐ４（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５０μＬ，Ｈ９－Ｐ５（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５０μＬ，Ｈ９－
Ｐ６（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５０μＬ，混合病原 ｃＤＮＡ２．００μＬ，ＥｘＴａｑ
（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ。按照“１．５”节中所述 ＰＣＲ程序进行反
应，循环结束后将扩增产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．７　敏感性试验

测定Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒 ＲＮＡ浓度。在此基础
上，分别进行１０倍梯度稀释，然后反转录成 ｃＤＮＡ，进行三重
ＲＴ－ＰＣＲ方法检测，确定该方法的敏感性。
１．８　重复性试验

用建立的三重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，对３份禽流感病毒阳
性样品重复检测３次，以验证本方法的重复性和稳定性。

１．９　特异性试验
取ＤＴＭＵＶ、ＩＬＴＶ、ＩＢＶ和ＥＤＳ－７６，分别提取ＲＮＡ或ＤＮＡ，

采用三重ＲＴ－ＰＣＲ进行扩增，确定本方法检测的特异性。
１．１０　三重ＲＴ－ＰＣＲ方法对临床样品的检测

采集江苏地区活禽市场中鸡、鸭、鹅的泄殖腔拭子和喉拭

子２４０份，置于添加四抗的无菌 ＰＢＳ缓冲液中，冻融３次后，
尿囊腔接种９～１１日龄 ＳＰＦ鸡胚，弃去２４ｈ内死亡鸡胚，于
接种后１２０ｈ收集鸡胚尿囊液，分别进行三重 ＲＴ－ＰＣＲ检
测、血凝试验和血凝抑制试验。

２　结果与分析

２．１　单引物单模板验证
将Ｈ５、Ｈ７和 Ｈ９亚型禽流感病毒 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ

后，采用单引物单模板进行 ＰＣＲ，结果显示，Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型
禽流感病毒特异性检测引物的目的基因大小分别为 ４２７、
５０１、６７３ｂｐ，与试验设计相符（图１）。

２．２　Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感病毒三重ＲＴ－ＰＣＲ方法的建立
以Ｈ５、Ｈ７和Ｈ９亚型禽流感病毒混合 ｃＤＮＡ为模板，同

时采用３对引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增，经过对引物比例、引物
浓度、Ｍｇ２＋浓度、反应时间、反应温度等因素的反复优化，电
泳结果显示，Ｈ５、Ｈ７和Ｈ９亚型混合模板扩增出预期大小的
特异性条带（图２）。

２．３　敏感性试验
禽流感病毒核酸初始质量浓度的测定结果为：Ｈ５亚型模

板的质量浓度为 ２８．０ｎｇ／μＬ，Ｈ７亚型模板的质量浓度为
１０５３ｎｇ／μＬ，Ｈ９亚型模板的质量浓度为５７．３ｎｇ／μＬ。将其进
行１０１～１０５稀释后进行三重ＲＴ－ＰＣＲ扩增。检测结果表明，该
方法能检测出稀释度为１０４的Ｈ５、Ｈ７和Ｈ９亚型ＡＩＶ（图３）。
２．４　重复性试验

用建立的三重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，对３份禽流感样品重
复检测３次，结果均出现相同的检测结果，表明所建立的方法
具有良好的稳定性和重复性（图４）。
２．５　特异性试验

采用所建立的三重ＲＴ－ＰＣＲ方法对几种禽主要疫病病

—５０２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第９期



毒进行检测，结果对坦布苏病毒、鸡传染性喉气管炎病毒、鸡

传染性支气管炎病毒、减蛋综合征病毒进行ＲＴ－ＰＣＲ均未出
现特异扩增条带，说明该检测方法特异性好（图５）。

２．６　三重ＲＴ－ＰＣＲ方法对临床样品的检测
采集江苏地区活禽市场中鸡、鸭、鹅的泄殖腔拭子和喉拭

子２４０份，接种９～１１日龄ＳＰＦ鸡胚后收集鸡胚尿囊液，利用
禽流感三重ＲＴ－ＰＣＲ方法进行检测，结果检测到 Ｈ５亚型禽
流感病毒５份、Ｈ９亚型禽流感病毒６份，Ｈ９和 Ｈ７亚型混合
感染１份。所检测结果与血凝试验和血凝抑制试验的结果完
全符合，证明该方法可用于临床检测（图６）。

３　结论与讨论

禽流感病毒可引起禽类全身性或呼吸器官性传染病。至

今Ａ型禽流感病毒的血凝素已发现１６种，神经氨酸酶１０种，
其血清型较多，易变异［１１］。病毒主要通过病禽的排泄物、分泌

物和尸体等污染饮水和饲料，经消化道或伤口传染［１２］。早期

快速诊断和血清学监测是预防、控制禽流感的前提条件。由于

感染禽种类、年龄、性别、所处环境以及感染并发症的不同，表

现的临床症状差异极大，因此，该病主要依靠实验室诊断。

　　目前，禽流感的诊断技术主要有病毒分离鉴定、免疫荧

光、ＲＴ－ＰＣＲ、血凝抑制、琼脂扩散、ＥＬＩＳＡ等，其中病毒分离
鉴定和ＲＴ－ＰＣＲ具有很高的敏感性和特异性［１３］。但由于病

毒分离鉴定操作繁琐、耗时较长，因此，ＲＴ－ＰＣＲ技术仍然是
当前诊断禽流感的主要方法。多重 ＰＣＲ是在以单基因 ＰＣＲ
为基础上进行的发展和完善，是在同一ＰＣＲ体系中加入多对
特异性引物，一次同时扩增多个靶基因，实现了多基因型的鉴

别和多种病原体的同时检出，使混合感染的诊断和基因分型

变得更加简捷，减少了漏诊率，提高了检验效率。张文慧等建

立了同时检测Ｈ５和Ｈ７亚型禽流感病毒的多重ＲＴ－ＰＣＲ方
法［１４］；陈思怀等针对ＮＰ（型诊断）、ＨＡ（亚型诊断）基因设计
２对引物，从而对Ｈ５、Ｈ６、Ｈ９亚型ＡＩＶ做快速检测［１５］。马鸣

潇等针对Ｈ５和Ｈ９这２个亚型，各设计１套特异性的引物，
建立了ＲＴ－ＰＣＲ一步法，用于Ｈ５和Ｈ９亚型的鉴别［１６］。

本研究针对我国养禽业的主要病毒亚型 Ｈ５、Ｈ７和 Ｈ９，
设计３对特异性检测引物，通过条件优化，建立了同时检测
Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型禽流感的三重 ＲＴ－ＰＣＲ方法。该方法可同
时检测 Ｈ５、Ｈ７和 Ｈ９亚型禽流感病毒，检测灵敏度分别达
２．８０、１０．５０、５．７３ｐｇ／μＬ，方法特异性好、重复性高，可用于快
速诊断禽流感，进行禽流感早期预测。本方法的建立可为禽

流感防治提供有效的早期诊断技术和监测手段，同时也为高

致病性禽流感防治争取了宝贵的快速反应时间。
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不同复合色素对蛋鸡生产性能及蛋品质的影响

何青芬１，苏　越１，王　坤１，陈　瑞１，陶正国２，王　亨３，周岩民１，温　超１

（１．南京农业大学动物科技学院，江苏南京２１００９５；２．广州立达尔生物科技股份有限公司，广东广州 ５１０６６３；
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　　摘要：为在研究不同复合色素对蛋鸡生产性能和蛋品质的影响，将２７０羽５４周龄海兰褐蛋鸡随机分为３组，每组
６个重复，对照组饲喂小麦型基础日粮，试验Ⅰ、Ⅱ组分别饲喂基础日粮中添加５ｇ／ｔ斑蝥黄 ＋１０ｇ／ｔ阿朴酯、５ｇ／ｔ斑
蝥黄＋１０ｇ／ｔ叶黄素的试验日粮。结果表明，添加色素不影响蛋鸡生产性能和鸡蛋蛋白高度、哈夫单位。与对照组相
比，２个色素组均显著提高鲜蛋、煎蛋和煮蛋的蛋黄罗氏比色扇值、红度和黄度值（Ｐ＜０．０５），显著降低鲜蛋和煮蛋亮
度值（Ｐ＜０．０５），且试验Ⅰ组和Ⅱ组间无显著差异。提示斑蝥黄分别与阿朴酯、叶黄素复配均可提高鲜蛋、煎蛋和煮
蛋的蛋黄颜色，２种组合的着色效果相当。
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　　随着生活水平的提高，人们在追求食品营养价值的同时，
开始注重其感观品质。对于鸡蛋而言，蛋黄颜色是消费者选

购鸡蛋时的第一感观指标［１－２］。调查发现，消费者普遍喜欢

的蛋黄颜色是罗氏比色扇（ＲＣＦ）值高于８的橙红色或金黄
色［３］。较深的鸡蛋颜色会刺激人们的食欲，促进消化吸收，

增强人们对食物的享受感。蛋鸡自身不能合成色素，蛋黄的

颜色主要是饲料原料尤其是玉米中的叶黄素等色素在体内沉

积而产生的，因此可通过在蛋鸡饲料中添加色素来使蛋黄颜

色加深［４－５］。目前，饲料添加剂品种目录（２０１３）中，允许在
蛋鸡饲料中添加的色素包括叶黄素、β－阿朴 －８′－胡萝卜素
酸乙酯（阿朴酯）、β，β－胡萝卜素 －４，４－二酮（斑蝥黄）等。
对于蛋鸡日粮中单独添加斑蝥黄、阿朴酯和叶黄素对蛋黄颜

色的影响已有报道［６－１１］，但不同色素复合添加的应用效果则

鲜有报道。因此，本试验旨在研究阿朴酯和叶黄素分别与斑

蝥黄复配对蛋鸡生产性能、蛋品质，尤其是蛋黄颜色的影响，

为其在蛋鸡上的合理应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
斑蝥黄由浙江医药股份有限公司新昌制药厂提供，阿朴
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