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Abstract : A met hod of one2step reverse t ranscription polymerase chain reaction was developed to

subtype hemagglutinin ( HA) gene of Avian influenza virus (A IV) . One pair of p rimers were de2
signed on t he basis of HA gene of A IV ,allowing simultaneous detection of A IV subtype H9 and

H5 ,and t he specific amplicons were 579bp and 177bp in size respectively. The primers were spe2
cific for A IV ( H9 and H5 subtype) wit h no cross2reaction to RNA f rom t he chicken muscle and

ot her chicken pathogens such as Newcastle disease virus etc. The sensitivity of t his assay was a2
bout 50pg of total RNA of A IV. Our data showed t hat this met hod was simple and feasible for

rapid identification and subtyping of A IV subtype H9 and H5 at a single reaction. In addition ,bot h

diagnostic amplicons for A IV subtype H9 and H5 contained t he cleavage site sequence of HA

gene , f rom which t he amino acid sequence might be deduced to p redict t he potential virulence of

A IV.
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摘要 : 建立一步法 RT2PCR 检测方法 ,对禽流感病毒 (Avian influenza virus ,A IV)的血凝素 ( Hemagglutinin , HA)

分型进行了研究。参照 A IV 的 HA 基因序列设计 1 对引物 ,对 H9 和 H5 亚型 A IV 进行了扩增 ,产物大小分别为

579bp 和 177bp。经测试 ,该引物不与新城疫病毒等鸡的其它传染性病原及鸡肌肉组织的核酸发生交叉反应。敏

感性分析发现 ,从 50pg 的 A IV 总 RNA 中亦能扩增到目的条带。结果表明 ,此次利用 1 对引物建立的一步法 RT2
PCR 方法简便适用 ,可以在一次反应中同时将 H9 和 H5 亚型 A IV 进行快速检测和分型。另外 ,两个亚型的扩增

产物均包含了 HA 裂解位点在内的基因序列 ,可通过测序推导氨基酸顺序以预测 H5 或 H9 亚型禽流感病毒的潜

在毒力。
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　　禽流感 (Avian influenza ,A I)是由 A 型流感病

毒 (Avian influenza virus ,A IV) 引起的禽的感染和

疾病综合征。根据血凝素 ( Hemagglutinin , HA) 的

抗原差异可将 A IV 分为 15 个 HA 亚型 ,在禽群中

频繁致病的主要有 H9 、H7 和 H5 亚型[1 ] ,而中国出

现的是 H9 和 H5 亚型[ 2 ,3 ] 。HA 在决定病毒致病力

等方面起着重要作用 ,但相同血清亚型的 A IV 毒株

之间的生物学特性可能相差很大 , H5 亚型病毒感染

以高死亡率为特征 ,但亦有低致病力的毒株存在[1 ] 。

H9 亚型则引起轻微的呼吸道症状、产蛋下降和细菌

并发症。两个亚型病原都具有重要的公共卫生意

义[4～6 ] ,很有必要进行 HA 鉴别。传统的 A IV 鉴定

方法是病毒分离 ,然后进行生物学试验和血清学分

型 ,这要花费较长的时间。核酸检测技术具有敏感、
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快速的特点 ,已应用于对所有亚型 A IV 感染的早期

检测[ 7 ] 。已有通过设计 2 对引物 ,建立了反转录和

PCR 分步进行的 H9 和 H5 亚型 A IV 的分型方

法[8 ] 。一步法 R T2PCR 的发展使多种 RNA 病原的

检测更加简便[ 9 ] ,目前还未用于上述两种亚型 HA

的基因检测 ,同时亦未见仅用 1 对引物同时将 H9

和 H5 亚型 HA 区分开的报道。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

产蛋下降综合征病毒 ( Egg drop syndrome

virus , EDSV ) 、新城疫病毒 ( N ew cast le disease

vi rus ,NDV) 、传染性气管炎病毒 ( I n f ect ious bron2
chi t is v i rus , IBV ) 、传染性法氏囊病毒 ( I n f ect ious

bursal disease vi rus , IBDV ) 、呼肠孤病毒 ( Reovi2
rus ,ReoV) 、网状内皮增生症病毒 ( Reticuloendo2
t hel iosis vi rus ,REV)以及 SPF 鸡和鸡胚 ,由山东省

农业科学院家禽研究所提供。A IV 毒株 ( A/ duck/

China/ QJ / 01 ( H5 N1 )和 A/ Chicken/ shandong/ 2/ 02

( H9 N2 ) ) ,由青岛出入境检验检疫局提供。3 个低

致病性 H9 亚型 A IV 毒株 ,本室从发病肉鸡群中分

离到 ,血凝抑制试验鉴定。

1 . 2 　工具酶与试剂

Trizol RNA 提取试剂购自 Gibco/ BRL 公司。

反转录酶 (AMV) 、RNA 酶抑制剂及 dN TP 混合物

等购自 Promega 公司。Platinum Ò Taq DNA 聚合

酶购自 Invit rogen 公司。UniQ210 柱式胶回收试剂

盒购自生工生物工程 (上海)有限公司。限制性内切

酶和 PMD182T vector 购自宝生物工程 (大连) 有限

公司。宿主菌大肠杆菌 D H5α为本室保存。其它试

剂均为国产或进口分析纯。

1 . 3 　病毒增殖

取 9～11 日龄 SPF 鸡胚接种种子毒 ,收集 24～

96h 的活胚和死胚尿囊液 ,其中 IBV 的增殖时间为

36h ,IBDV 和 ReoV 为鸡胚毒 , REV 为鸡胚成纤维

细胞毒 ,EDSV 为鸭胚接种物。病毒液均于 - 20 ℃

保存备用。

1 . 4 　核酸提取

取 200μL 病毒液 ,RNA 提取按 Trizol RNA 提

取试剂说明书进行。用蛋白酶 K 消化 ,酚2氯仿抽

提提取 EDSV 的 DNA [10 ] 。

1 . 5 　引物设计

参照 GenBank 中公开发表的 H5 和 H9 亚型

A IV 核酸序列 ( GenBank 登录号 A F046099 和

A F461515) ,用 Primer p rimere5. 0 软件设计引物 ,

正链引物为 5′2A GTA T GCCA T TCCACAACA TA

CACC23′, 负链引物 为 5′2TCCCT GCCA TCCTC

CCTCTA T23′,对 H9 和 H5 A IV 的特异性扩增产

物分别为 579bp 和 177bp 。参照 A IV 核酸序列
( GenBank 登录号 A Y743216) 设计扩增 H9 亚型

A IV 的 HA 全序列的引物 ,正链引物为 5′2CCA GT

CAAAA T GGAAACAA TA23′,负链引物为 5′2T G

GT TCT GCCAA T TA TA TACA23′,扩增片段大小

为 1. 7kb。引物合成由生工生物工程 (上海) 有限公

司完成。

1. 6 　RT2PCR扩增

采用一步法 R T2PCR 反应体系 ,在 0. 2mL 反

应管中依次加入 4μL R T Buffer (5 ×) , 3μL PCR

Buffer ( 10 ×) , 200μmol/ L dN TP 混 合 物 , 1. 5

mmol/ L MgCl2 ,1μL RNA 酶抑制剂 ,正链和负链

引物各 15p moL ,5U AMV 反转录酶 ,1. 5U Plati2
num Ò Taq DNA 聚合酶 , RNA 模板各 50ng , 补

dd H2 O 至 50μL 。于 42 ℃30min , 95 ℃10min ,然后

95 ℃ 15s , 59 ℃ 15s ,72 ℃ 10s ,共 35 个循环 ,最后

72 ℃延伸 2min。反应结束后取 10μL 产物用 2 %琼

脂糖凝胶电泳2溴化乙锭染色分析。A IV H9 亚型

HA 全序列的扩增按常规 R T2PCR 进行[10 ] 。

1. 6. 1 　特异性试验 :分别提取 A IV、EDSV、NDV、

IBV、IBDV、REV、ReoV 及 SPF 鸡肌肉组织的核酸

进行测试。

1. 6. 2 　敏感性试验 :将 H9 和 H5 亚型 A IV 的新鲜

鸡胚尿囊液混合物用 dd H2 O 以 1 ∶10 系列稀释 ,提

取模板 RNA ,用核酸蛋白测定仪 (型号 GBC Cint ra

10e)定量 ,然后进行测试。

1. 6. 3 　扩增产物克隆鉴定 :将两个亚型扩增产物和

H9 亚型 HA 全序列扩增产物分别用 DNA 柱式离

心回收试剂盒回收 ,与 PMD182T vector 连接 ,转化

宿主菌 D H5α。挑取白色菌落用 LB 液体培养基增

菌 ,小量提取质粒[10 ] ,用限制性内切酶鉴定。

1. 6. 4 序列分析 :将酶切鉴定为阳性的重组质粒测

序 ,推导氨基酸顺序 ,并用 Oligo6. 3 软件分析引物

与 H9 、H7 和 H5 亚型 A IV 的 HA 基因的互补特

性。

2 　结果

2 . 1 　特异性

通过 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,溴化乙锭染色分析 ,

结果表明 , H9 和 H5 亚型 A IV 的扩增产物大小分

别在 570bp 和 170bp 左右 ,与设计要求一致 ,见图

1。通过测序分析 ,两个扩增产物均为特异性序列。
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对 3 个低致病性 H9 亚型 A IV 分离物亦能够扩增到

目的条带。

2 . 2 　敏感性

从 A IV 鸡胚尿囊液中提取 50pg 总 RNA 亦能

扩增到目的条带 , H9 和 H5 亚型 A IV 的 RNA 混合

物与单一模板 RNA 的扩增效率一样 ,见图 2。

图 1 　引物的特异性

Fig. 1 　Specificity of diagnostic primer

M. DL2000 marker ;1. AIV ( H9/ H5 ) ;2. AIV ( H5 ) ;3. AIV ( H9 ) ;4.
EDSV ;5. NDV ; 6. IBDV ; 7. IBV ; 8. ReoV ; 9. REV ; 10. SPFchicken
muscle ;11. normal egg allantoic fluid

图 2 　一步法 RT2PCR 测定 A IV 总 RNA 的敏感性

Fig. 2 　Sensitivity of one2step RT2PCR for total RNA of

AIV

M. DL2000 marker ; 1. 5ng ( H9/ H5 ) ; 2. 0. 5ng ( H9/ H5 ) ; 3. 50pg
( H9/ H5) ; 4. 50pg( H9) ;5. 0. 5ng( H9) ;6. 5ng( H9) ; 7. 5ng ( H5 ) ;8.
0. 5ng ( H5) ;9. 50pg( H5)

2 . 3 　扩增产物克隆及酶切鉴定

通过 EcoRI 和 Hi ndIII 双酶切鉴定 ,获得了含

H5 和 H9 亚型 A IV 的特异产物的重组质粒 ,分别

命名为 p HB305 和 p HB306 ,见图 3。按照常规 R T2
PCR 扩增了 H9 亚型 A IV 的 HA 基因全序列 ,用

S alI 和 B am H I 双酶切鉴定 ,获取重组质粒 ,命名为

p HB307 ,见图 4。

图 3 　扩增产物重组质粒的酶切鉴定

Fig. 3 　Identification of PCR product s in recombinant plas2
mid by rest riction endonuclease

M. DL2000 marker ; 1. p HB305 ; 2. p HB305 ( EcoRI/ HindIII) ; 3.
p HB306 ;4. p HB306 ( EcoRI/ HindIII)

图 4 H9 亚型 A IV HA 基因扩增及重组质粒的酶切鉴定

Fig. 4 　Amplification of HA gene of A IV ( H9 ) and Identifi2
cation of recombinant plasmid by rest riction endonu2
clease

M. DL2000 marker ;1. amplicon for HA gene ; 2. p HB307 ( S alI/ Bam2
HI) ;3. p HB307 ;4. pUC19 ( S alI/ B amHI) ;5. pUC19

2 . 4 　序列分析

图 5 列出了根据 H9 和 H5 两个亚型扩增产物

的测序结果推导氨基酸序列 ,其中 H9 亚型 HA 裂

解位点的氨基酸序列为333 N2PARSSR ↓GL F2
COO H341 , H5 亚型 HA 裂解位点的氨基酸序列337

N2PQ RERRR KKR ↓GL F2COO H349 。测定的 H9

亚型 A IV 的 HA 全序列已录入 GenBank ,登录号为

A Y949989。

图 5 　扩增产物测序推导的氨基酸序列

Fig. 5 　Amino acid sequences through Sequencing of PCR

product s

2 . 5 　引物与靶序列的互补特性

经比较 ,该对引物与 GenBank 上录入的 H5 亚

型 A IV 的 HA 序列高度同源 ,而与 H7 亚型 HA 基

因无任何交叉互补性。以能检测到目的条带的

A IV 毒株 A/ Chicken/ shandong/ 2/ 02 ( H9 N2 ) 的

HA 基因序列作为参照 ,用 Oligo6. 3 软件分析检测

引物与 H9 亚型毒株的相应位置序列的互补性 ,结

果发现 , H9 亚型各毒株间 HA 基因扩增区域较为

保守 ,特别是引物的 3′2端与互补序列的同源性亦很

高。表 1 列出了引物与各毒株 HA 序列的互补性。

3 　讨论

鉴于 H9 和 H5 亚型 A IV 在中国地区流行及重

要的公共卫生意义 ,很有必要对这两个亚型 HA进
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表 1 引物的互补特性

Table 1 　Complementarity of primers

GenBank

accession

number

St rain of virus

△G (kcals/ mol)

Forward

primer

Reverse

primer

GenBank

accession

number

St rain of virus

D G (kcals/ mol)

Forward

primer

Reverse

primer

A Y949989 A/ Chicken/ shandong/ 2/ 02 25. 1 219. 8 AF461520 A/ Chicken/ Shandong/ 1/ 98 28. 3 219. 8

A Y664665 A/ chicken/ Hong Kong/ F Y23/ 03 26. 4 219. 8 AF461532 A/ Chicken/ Shanghai/ F/ 98 26. 4 219. 8

A Y281745 A/ Chicken/ Shang Hai/ 1/ 02 25. 1 219. 8 AF536698 A/ Chicken/ Shandong/ 98 26. 4 219. 8

A Y594195 A/ chicken/ Hebei/ 1/ 01 25. 1 219. 8 A Y623810 A/ chicken/ Beijing/ 9/ 98 26. 4 219. 8

A Y083840 A/ Chicken/ Shanghai/ 3/ 01 26. 4 219. 8 A Y743216 A/ Chicken/ Shanghai/ F/ 98 26. 4 219. 8

AF461513 A/ Chicken/ Gangxi/ 1/ 00 26. 4 219. 8 AF156373 A/ Chicken/ Hong Kong/ G9/ 97 26. 4 219. 8

AF508567 A/ Chicken/ Henan/ 62/ 00 25. 1 219. 8 AF508564 A/ Chicken/ Guangdong/ 11/ 97 25. 1 219. 8

AF461531 A/ Chicken/ Hebei/ 2/ 00 25. 1 219. 8 AF508566 A/ Chicken/ Heilongjiang/ 10/ 97 26. 4 219. 8

AF461518 A/ Chicken/ Liaoning/ 1/ 00 25. 1 219. 8 AF461530 A/ Chicken/ Beijing/ 1/ 97 26. 4 219. 8

A Y206677 A/ chicken/ Hong Kong/ WF2/ 99 26. 4 219. 8 AF508569 A/ Chicken/ Sichuan/ 5/ 97 26. 4 219. 8

A Y036880 A/ Chicken/ Guangxi/ KMI/ 99 25. 1 219. 8 AF508572 A/ Chicken/ Shenzhen/ 9/ 97 26. 4 219. 8

AF461516 A/ Chicken/ Henan/ 1/ 99 26. 4 219. 8 AF536692 A/ Chicken/ Guangdong/ 97 26. 4 219. 8

AF461521 A/ Chicken/ Shandong/ 2/ 99 26. 4 219. 8

行鉴别。经典的 A IV HA 亚型鉴定方法有血凝试

验、血凝抑制试验、单抗 EL ISA 等 ,需要针对不同亚

型病毒分别进行测试[ 11 ] 。荧光 R T2PCR 的发展使

A IV 核酸检测更加快捷[12 ] ,但需要专用的仪器 ,检

测成本偏高 ,一般的实验室难于推广。传统的 R T2
PCR 仍然是较为理想的检测方法 ,而采用多重 R T2
PCR 进行分子鉴别大大简化了试验操作 ,并已有分

别设计引物进行基因检测的报道[9 ] 。此次根据

A IV 的 HA 基因的相似性设计了 1 对引物建立的

一步法 R T2PCR ,对 H9 和 H5 亚型 A IV 的 HA 扩

增片段大小分别为 579bp 和 177bp 。通过对扩增产

物重组质粒的酶切及测序分析 ,结果表明两个亚型

的扩增片段均为特异产物。该引物与鸡的几种病毒

包括 EDSV、NDV、IBV、IBDV、REV、ReoV 以及

SPF 鸡肌肉组织的核酸均无交叉反应。从病毒尿

囊液中提取 50pg 的 A IV 总 RNA 亦能扩增到目的

条带 ,经凝胶电泳染色很容易将两个亚型的检测产

物区分开。试验结果表明 ,所建立方法特异性和敏

感性都较高。

由于试验中对两个亚型的测试毒株较少 ,所以

比较了 GenBank 中收录的病毒株以预测检测引物

的特异性。分析结果发现 ,所设计的引物与 H5 亚

型 A IV 的 HA 序列高度同源 ,与 H7 亚型 A IV 的

HA 序列无互补可能性。将 H9 亚型试验毒株 (A/

Chicken/ shandong/ 2/ 02)的 HA 序列进行扩增、测

序 ,确定了检测引物所在的位置 ,并比较了表 1 中列

出的 A IV 毒株的 HA 的互补性 ,结果表明 , H9 亚型

A IV 各毒株间的 HA 基因保守 ,特别是引物 3′端与

互补序列的同源性亦很高。这些数据表明 ,该引物

的特异性好 ,可以用于 A IV 的 H9 和 H5 亚型血凝

素的分子分型。

A IV 各个病毒株的毒力差异很大 , H5 亚型

A IV 亦有低致病力和高致病力毒株存在。HA 对病

毒的致病性起关键作用 ,未裂解的 HA 无传染性 ,

只有 HA 裂解为 HAl 和 HA2 ,暴露融合肽段 ,病毒

才能通过融合进入宿主细胞。己知高致病力毒株与

低致病力毒株的 HA 裂解位点的氨基酸序列有差

异 ,前者富含 Arg 或 Lys 等碱性氨基酸。而低致病

力毒株缺乏 Arg 或 L ys 等氨基酸的重复 ,切割效率

极低 ,不易裂解[1 ] 。因而世界动物卫生组织 (OIE)

对高致病性 A IV 的判定依据除了动物和细胞培养

接种试验外 ,还对病毒 HA 裂解位点的氨基酸序列

进行分析 ,如果 HA 裂解位点有 Arg、Lys 等碱性氨基

酸重复出现 ,则具有潜在的高致病性。本次试验设计

的扩增产物中均包含了裂解位点在内的基因片段 ,经

测序推导出氨基酸序列就可以判断 H5 或 H9 亚型禽

流感病毒的致病性高低。试验中所用的 H9 亚型病

毒株 (A/ Chicken/ shandong/ 2/ 02)的 HA 裂解位点的

氨基酸为333 N2PARSSR ↓GL F2COO H341 ,为低致病力

病毒 ,而 H5 亚型毒株 (A/ duck/ China/ QJ/ 01) 的 HA
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裂解位点的氨基酸序列为337 N2PQRERRRKKR ↓

GL F2COO H349 ,系高致病力毒株的特征。

此次建立的一步法 R T2PCR 只用 1 对引物 ,在

一次反应中就能同时检测两个亚型病毒 ,整个试验

过程在数小时内即可完成 ,与 R T 和 PCR 分步进行

的检测方法相比 ,操作更加简便 ,进一步提高了检测

效率 ,为禽流感特别是高致病性禽流感的防制提供

了有效的早期快速诊断和监测手段。
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