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摘　要：２０１１年从福建省２个肉鸡场分离到２株病毒，分别为ＦＺ－０４株和ＦＺ－１１株。血凝试验结果表明，分离

株尿囊液可凝集１％鸡红细胞。血凝抑制试验结果表明，分离株尿囊液只被抗禽流感病毒 Ｈ９亚型标准阳性血清

特异性抑制。采用 ＲＴ－ＰＣＲ法对分离株Ｍ 基因和 Ｈ９亚型 ＨＡ基因保守片段进行扩增，分别扩增出２２９ｂｐ和

７３２ｂｐ特异性目的片段。结果表明，分离株为Ａ型 Ｈ９亚型禽流感病毒。ＨＡ基因遗传进化分析结果表明，分

离株与代表株ＣＫ／ＦＪ／Ｇ９／０９亲缘关系最近，属于国内常见的ＣＫ／ＢＪ／１／９４群系。
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　　禽流感 （ＡＩ）是由正粘病毒科流感病毒属 Ａ
型流感病毒引起的禽类及其他鸟类的一种感染和／

或疾病综合征［１］。１９６６年 Ｈｏｍｍｅｅ等从火鸡中分
离到 Ｈ５Ｎ１病毒 Ａ／Ｔｕｒｋｅｙ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６６之后，

Ｈ９亚型的禽流感病毒也从许多国家的家禽和野生
水禽中分离到［２］。近年来 Ｈ９亚型流感一直在国内

多数 地 区 家 禽 中 流 行［３－５］，分 离 株 的 血 凝 素
（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）基 因 抗 原 位 点 变 异 频
繁［６－７］，并且常与其他病原体并发和继发感染，造
成相当大的经济损失。目前种种迹象表明，Ｈ９亚
型的发病率和危害性日趋严重。

２０１１年１月，福建省福州市某２个肉鸡场出
现疑似 Ｈ９亚型禽流感的病例。２个鸡场不同日龄

的鸡群均出现咳嗽等呼吸道症状，病理剖检可见气
管炎，肿头等病变特征。经诊断，初步鉴定为 Ｈ９
亚型禽流感病毒感染，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
禽流感 Ｈ９亚型、Ｈ７亚型和 Ｈ５亚型标准阳

性血清，新城疫 （ＮＤ）血清购自哈尔滨维科生物
技术公司；ＳＰＦ鸡胚购自北京梅利亚实验动物有
限公司；减蛋综合征 （ＥＤＳ）病毒阳性血清、Ｈ９
亚型禽流感Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／９９毒株由福建省农
业科学院畜牧兽医研究所禽病室提供。
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１．２　仪器和试剂
凝胶成像分析系统 （ＢＩＯ－ＲＡＤ）、ＰＣＲ 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。胶回
收试剂盒和质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司。
大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞自
制。ＡＭＶ反转录酶、ＴａＫａＲａ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合
酶和ｐＭＤ１８－Ｔ载体均购自宝生物工程 （大连）有
限公司。

１．３　引物设计

Ａ型流感特异性引物、Ｈ９亚型特异引物均参
照农业部２００７年颁布的 《高致病性禽流感防治技
术规范》设计：

Ａ型流感型特异性引物

Ｍ－２２９Ｕ：５′－ＴＴＣＴＡＡＣＣＧＡＧＧＴＣＧＡＡＡＣ－３′，

Ｍ －２２９Ｌ：５′－ＡＡＧＣＧＴＣＴＡＣＧＣＴＧＣＡＧＴＣＣ－３′，
产物大小为２２９ｂｐ；

Ｈ９亚型扩增ＨＡ基因保守片段的特异性引物：
上游５′－ＴＣＡＡＣＡＡＡＣＴＣＣＡＣＣＧＡＡＡＣＴＧＴ－３′，
下游５′－ＴＣＣＣＧＴＡＡＧＡＡＣＡＴＧＴＣＣＡＴＡＣＣＡ －３′，
产物大小为７３２ｂｐ。反转录引物序列为５′－ＡＧＣ
ＡＡＡＡＧＣＡＧＧ－３′。引物由宝生物工程 （大连）有
限公司合成。

１．４　病毒分离
采集病鸡的气管、肺、肾组织于灭菌的玻璃研

磨器匀浆，用ＰＢＳ配成１００ｇ·Ｌ－１的悬液，冻融

２次，５　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液经

０．２２μｍ滤器过滤除菌备用。
将处理好的病料组织悬液经尿囊腔接种１０日

龄ＳＰＦ鸡胚，每枚０．２ｍＬ，３７℃孵育，剔除２４ｈ内
死亡的鸡胚，每日观察２次，无菌收集４８～９６ｈ的
尿囊液，连传３代，无菌回收胚液，－３０℃保存备用。

１．５　 病毒的血凝试验和血凝抑制试验
参考文献［８］，并按照 ＧＢ／Ｔ　１８９３６－２００３ 《高

致病性禽流感诊断技术》对收集的尿囊液进行血凝
试验和血凝抑制试验。

１．６　毒株ＰＣＲ鉴定
将病毒尿囊液８　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取

２５０μＬ上清与７５０μＬ　Ｔｒｉｚｏｌ混合，再加入２００μＬ
预冷的氯仿，充分混匀后，冰浴５ｍｉｎ；１２　０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清，加入等体积的异
丙醇，混匀，－２０℃沉淀１ｈ；１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１５ ｍｉｎ，弃上清，用 ＤＥＰＣ 处理的水重悬，

－２０℃保存。用流感的反转录引物 Ｕｎｉ－１２，按照

ＡＭＶ反转酶说明书进行反转录合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ
扩增以ｃＤＮＡ为模板，反应体系为５０μＬ，反应体系

为：１０×Ｂｕｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ　ｍｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｏｌ·Ｌ
－１）

４μＬ，Ｅｘ－Ｔａｑ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　０．５μＬ，引物
（２０μｍｏｌ·Ｌ

－１）各 １μＬ，模板 ｃＤＮＡ　１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　３７．５μＬ。反应条件如下：９４℃预变性５
ｍｉｎ，按９４℃３０ｓ，５５℃３５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，进行

３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取５μＬ产物经

１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。

１．７　ＨＡ基因的遗传进化分析
将毒株ＨＡ基因ＰＣＲ产物经切胶回收试剂盒

纯化后与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，转化ＤＨ５α感受态
细胞，ＰＣＲ方法鉴定重组质粒，阳性质粒送大连
宝生物公司测序。应用 ＤＮＡｓｔａｒ　５．０分析软件对
测序基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中下载的 Ｈ９亚型流感
病毒典型代表株、福建省不同时期分离的 Ｈ９亚型
流感毒株及国内 Ｈ５Ｎ１代表株 ＧＳ／ＧＤ／１／９６进行
核苷酸序列同源性分析。遗传进化分析所涉及的毒
株见表１。

２　结果与分析

２．１　病毒的血凝试验和血凝抑制试验
鸡胚接种分离到２株病毒，血凝试验结果表

明，ＦＺ－０４和ＦＺ－１１尿囊液均可凝集１％鸡红细胞，
其血凝价分别为２５～２６和２７～２８。血凝抑制试验结
果表明，分离株病毒只被抗禽流感病毒 Ｈ９亚型标
准阳性血清特异性抑制，血凝抑制效价均为

８ｌｏｇ２，不被抗ＥＤＳＶ、ＮＤＶ和 Ｈ５、Ｈ７亚型禽流
感病毒标准阳性血清所抑制。

２．２　毒株ＰＣＲ鉴定结果

ＲＴ－ＰＣＲ产物在１．２％琼脂糖凝胶电泳分析表
明，Ａ型禽流感病毒特异性引物扩增 Ｍ 基因保守
片段长度为２２９ｂｐ，ＨＡ基因片段长度为７３２ｂｐ，
且分离株与阳性对照株Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／９９扩增
的产物大小产物相一致，与预期的结果相符 （图

１），进一步证实分离株为 Ｈ９亚型禽流感病毒。

２．３　ＨＡ基因的遗传进化分析
将分离株病毒扩增的 ＨＡ 基因保守片段与福

建省早期分离株，北美洲代表株 Ａ／ＴＫ／ＷＩ／６６，
欧亚代表株Ａ／ＣＫ／ＢＪ／１／９４、ＱＡ／ＨＫ／Ｇ１／９７，国
内 Ｈ５Ｎ１代表株 ＧＳ／ＧＤ／１／９６等毒株进行核苷酸
同源性比较，从系统发育树上结果可知 （图２），
分离的２株病毒与国内Ｈ５Ｎ１代表株ＧＳ／ＧＤ／１／９６
亲缘关系最远，与２００９年福建分离株ＣＫ／ＦＪ／Ｇ９／

０９处在同一进化分支上，且同源性最高，说明分
离株与ＣＫ／ＦＪ／Ｇ９／０９株亲缘关系比较近。
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表１　本研究所涉及的毒株名称

Ｔａｂｌｅ　１　Ｖｉｒｕｓｅｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

毒株 亚型 登录号 缩写

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｏｎｇ　Ｋｏｎｇ／Ｇ９／９７ Ｈ９Ｎ２ ＡＦ１５６３７３ ＣＫ／ＨＫ／Ｇ９／９７

Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／１／９４ Ｈ９Ｎ２ ＡＦ１５６３８０ ＣＫ／ＢＪ／１／９４

Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｆｕｊｉａｎ／９１０４／２００５ Ｈ９Ｎ２ ＣＹ０２３６３２ ＣＫ／ＦＪ／９１０４／０５
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图１　毒株ＲＴ－ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．１　ＲＴ－ＰＣＲ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｉｎｓ
注：Ｍ 为 ＤＬ２０００；１、５为 Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／９９株；２、６为

ＦＺ－０４株；３、７为ＦＺ－１１株；４、８为阴性对照；１～４为 Ｍ

基因；５～８为ＨＡ基因

３　讨　论

本研究从疑似 Ｈ９亚型禽流感病例中分离到２
株病毒，经过血凝试验、血凝抑制试验和ＲＴ－ＰＣＲ
鉴定为 Ａ型 Ｈ９亚型禽流感病毒，并将分离株命
名 为 Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｆｕｊｉａｎ／ＦＺ０４／２０１１ （ＦＺ－０４） 和

Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｆｕｊｉａｎ／ＦＺ１１／２０１１ （ＦＺ－１１）。ＨＡ 基因
遗传进化分析表明，分离株与代表株Ａ／ＣＫ／ＢＪ／１／

９４处于同一进化分支上，属于国内常见的欧亚分
支中Ａ／ＣＫ／ＢＪ／１／９４亚群 。且与 Ａ／ＣＫ／ＦＪ／Ｇ９／

０９株、ＣＫ／ＦＪ／ＦＧ１３／０７等福建省６株代表株病毒
的亲缘关系比较近，这结果提示从２００５年至今福
建省 Ｈ９亚型禽流感病毒可能是处在一个比较稳定

图２　ＨＡ基因保守片段的遗传进化树

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ　ｇｅｎｅ

的遗传演化过程。
禽流感病毒流行情况和遗传演化较为复杂，存

在广泛的基因重排现象，增大了该病防制难度，因
此广泛开展禽流感流行病学调查、检测流行毒株起
源、变化和变异趋势意义重大。１９９９年发现的

Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ 可突破种间屏障传染人和猪［９］，
这更是给予人们警示，在做好高致病性禽流感综合
防制同时，也要防控 Ｈ９亚型禽流感在本地区的发
生和流行。相对于国内其他省份和地区，福建省关
于 Ｈ９亚型低致病禽流感的报道相对较少［５，１０－１１］，
本研究丰富了福建省 Ｈ９亚型禽流感的流行病学内
容，为更好地了解当前福建省 Ｈ９亚型流感毒株的
变异情况提供参考依据。

９３５第４期 朱春华等：Ｈ９亚型禽流感病毒的分离及初步鉴定
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