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　　摘要 : 参考禽流感病毒 (A IV) M 基因和 HA 基因序列设计了 3 对引物 ,其中 1 对为针对不同

HA 亚型 A IV 的通用引物 ,另外 2 对为分别针对 A IV H5 和 H7 亚型的特异性引物。这些引物所

扩增的 cDNA 片段大小分别为 244、860 和 634 bp 。利用这 3 对引物 ,通过对多重 R T2PCR 扩增条

件的优化 ,成功建立了快速检测鉴别 A IV H5、H7 亚型的多重 R T2PCR 技术。特异性和敏感性试

验结果表明 ,该技术对 A IV H5 亚型同时扩增出 2 条大小分别为 244 bp 和 860 bp 的 cDNA 片段 ;

对 A IV H7 亚型同时扩增出 2 条大小分别为 244 bp 和 634 bp 的 cDNA 片段 ;对 A IV H5 和 H7 亚

型混合样品能同时扩增出 3 条大小分别为 244、860 和 634 bp 的 cDNA 片段 ;对其他 A IV HA 亚型

只扩增出 1 条 244 bp 的 cDNA 片段 ;对其他常见禽病病原扩增均为阴性 ;该多重 R T2PCR 对 A IV

RNA、A IV H5 和 A IV H7 亚型 RNA 的最低检出量分别为 10、100 和 100 pg。
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Development of multiplex RT2PCR for identif ication of H5 and H7
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　　Abstract : A multiplex R T2PCR was developed to detect H5 subtypes of avian influenza virus (A IV) .

Three set s of specific oligonucleotide p rimers were designed for the detection of A IV H5 and H7 subtypes.

The p rimers XZ14522 and XZ146 based on t he highly conversed region of the mat rix gene could be used to

amplify cDNA bands of 244 bp for all subtypes A IV , the primers XZ H521 and XZ H525 based on t he rela2
tively conserved region of t he hemagglutinin gene of H5 subtype could only be used to amplify cDNA bands

of 860 bp for H5 subtypes A IV , and t he primers XZ H721 and XZ H722 based on t he relatively conserved

region of t he hemagglutinin gene of H7 subtype could only be used to amplify cDNA bands of 634 bp for

H7 subtypes A IV. Two specific cDNA bands of 244 bp and 860 bp were observed simultaneously only for

RNA ext racted f rom H5 subtypes A IV , two specific cDNA bands of 244 bp and 634 bp were observed

simultaneously only for RNA ext racted f rom H7 subtypes A IV , t hree specific cDNA bands of 244 bp , 860

bp and 634 bp were observed simultaneously only for the samples containing RNA ext racted f rom bot h H5

and H7 subtypes A IV , one specific cDNA band of 244 bp was observed for RNA ext racted f rom ot her sub2
types of A IV and no specific cDNA bands were observed for RNA / DNA ext racted f rom ot her avian pat ho2
gens or tissues of SPF embryos af ter amplification , and as lit tle as 10 pg RNA of A IV , 100 pg RNA of H5

and H7 subtypes A IV could be identified by t his multiplex R T2PCR.
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　　禽流感病毒 (A IV) 属于 A 型流感病毒 ,除了可

感染禽类外 ,还可感染人、猪和马等动物。A IV 引

起的禽流感 (A I) 是一种严重危害养禽业发展的烈

性传染病 ,被 OIE 列为 A 类传染病。A IV 基因组

由包括 M 基因和 HA 基因在内的 8 个负链单股

RNA 片段组成 ,其中 M 基因组序列高度保守 , HA

基因组则变异性很强。HA 基因某些位点的变异可

导致不同 HA 亚型[ 1 ] ,目前发现 A IV 有 15 个 HA

亚型 ,其中 H5、H7 亚型常表现为高致病性 ,除了给

养禽业带来严重经济损失外[2 ,3 ] ,还可感染人 ,甚至

导致死亡[4 ,5 ] 。目前 ,病毒分离、血清学试验仍是诊

断 A I 和对 A IV 进行定型普遍采用的方法 ,但这些

方法不仅操作繁琐、复杂和耗时 ,难以对 A I 进行快

速诊断 ,还存在潜在散毒的危险。聚合酶链反应

( PCR)是一种基因体外扩增技术 ,可以在数小时内

对某段基因扩大数百万倍。该技术具有特异性强、

敏感性高、检测快速等特点 ,已广泛应用于生物学、

医学、兽医学的各个领域。多重 PCR 是一种特殊

PCR 形式 ,其最突出的特点是一次反应可同时检

测、鉴别出多种病原体 ,在多种病原混合感染的鉴别

诊断上具有独特优势和很高的实用价值[6 ,7 ] 。笔者

根据 R T2PCR 技术的原理 ,研究建立了能同时检测

鉴别 A IV H5、H7 亚型的多重 R T2PCR 技术。

1 　材料与方法

1 . 1 　试验用毒株

A IV H5 和 H9 亚型毒株 ,系笔者所在实验室

科研人员从鸡、鸭、鹅等家禽分离并鉴定 ; H7N1

RNA 为美国宾夕法尼亚州立大学禽病诊断研究室

惠赠 ;新城疫病毒 (NDV) F48、传染性支气管炎病毒

( IBV) M41、传染性喉气管炎病毒 ( IL TV) 北京株及

鸡毒霉形体 (M G) S6 ,系笔者所在实验室保存。

1 . 2 　生化试剂

　　Trizol RNA 抽提试剂 ,购自 GIBCO 公司 ; R T2
PCR 试剂盒 ,购自大连宝生物工程有限公司。

1 . 3 　试验设计

1. 3. 1 　引物设计及合成 　参考基因库中 A IV M

基因和 HA 基因序列 ,设计并合成了 3 对引物 (见

表 1) 。其中 XZ14522 和 XZ146 为通用引物 ,可以检

测所有 A IV HA 亚型 ,跨幅 244 bp ;XZ H521 和 XZ

H525 为 A IV H5 亚型特异性引物 ,跨幅 860 bp ; XZ

H721 和 XZ H722 为 A IV H7 亚型特异性引物 ,跨

幅 634 bp 。上述引物均由大连宝生物工程有限公司

合成。

表 1 　多重 RT2PCR引物

Table 1 　Multiplex RT2PCR primers

引物名称

Primer’s names

引物寡核苷酸序列

Primer’s oligonucleotide sequence

产物大小/ bp

Product lengt h

XZ14522 5′2CT TCTAACCGA GGTCGAAAC23′

XZ146 5′2A GGGCA T T T T GGACAAA KCGTCTA23′ 244

XZ H521 5′2ACACA T GCYCAR GACA TACT23′

XZ H525 5′2GTCCT T GCRACWGGACTMA GA23′ 860

XZ H721 5′2GGGA TACAAAA T GAA YACTC23′

XZ H722 5′2CCA TABAR YYTR GTCT GYTC23′ 634

表中 Y代表 C、T ;R 代表 A、G;W 代表 A、T ;M 代表 A、C ;B 代表 G、C、T ; K代表 G、T。

Y = C , T ;R = A , G;W = A , T ;M = A ,C ;B = G ,C , T ; K = G , T

1. 3. 2 　病原 RNA 的提取 　在 250μL 鸡胚尿囊液

中加 750μL Trizol RNA 抽提试剂 ,参照该试剂使

用说明书提取病毒 RNA ,并按 Sambrook 等[8 ] 报道

的方法测定 RNA 的纯度及浓度 , - 20 ℃保存备用。

1. 3. 3 　反转录 　采用总体积为 20μL 的反转录体

系 ,即在 PCR 反应管中分别加入 RNA 模板 2μL ,

25 mmol/ L MgCl2 4μL , 10 ×RNA PCR 缓冲液 2

μL , 2. 5 mmol/ L dN TPs 2μL , 40 U/μL RNA 酶抑

制剂 1μL ,5 U/μL AMV 逆转录酶 1μL ,25 p mol/ L

上游引物 XZ 14522、XZ H521 和 XZ H721 各 1μL ,

用焦碳酸二乙酯 (DEPC) H2 O 补足体积至 20μL ,

在 PCR 仪上设定程序进行反转录。

1. 3. 4 　多重 PCR 　采用总体积为 50μL 的多重

PCR 反应体系 ,即在 20μL cDNA 溶液 PCR 管中继

续加入 25 mmol/ L MgCl2 1μL ,10 ×PCR 缓冲液 3

μL , 5 U/μL T aq聚合酶 0. 5μL ,25 p mol/ L 下游引

物 XZ146、XZ H525 和 XZ H722 各 1μL ,用 d H2 O

补足总量至 50μL 。离心混匀后 ,在 PCR 仪上设定

程序对该多重 PCR 的变性、退火、延伸温度和时间、

循环次数等进行优化。

1. 3. 5 　多重 PCR 产物分析 　取 10μL 多重 PCR

产物与 2μL 加样缓冲液混合 ,在 10 g/ L 琼脂糖凝
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胶上以 80 V 电压进行电泳 ,用溴化乙锭染色后 ,置

紫外线台上观察拍照 ,以标准分子质量作参考 ,分析

记录结果。

1 . 4 　特异性试验

将 A IV H5、H7N1 和 H9 RNA 以及 NDV

F48、IBV M41、IL TV 北京株、M G S6 和 SPF 鸡胚

组织的 RNA、DNA 分别加入到该多重 R T2PCR 反

应体系中 ,在相同条件下进行扩增 ,检测该多重 R T2
PCR 的特异性。回收、纯化 244、860 和 634 bp 的

cDNA 扩增片段 ,送大连宝生物工程有限公司进行

测序 ,并用 DNAStar 基因分析软件分析测序结果 ,

检测该多重 R T2PCR 的特异性。其余 12 个 A IV

HA 亚型的检测试验由广西兽医研究所赴美访问学

者在美国宾夕法尼亚州立大学禽病诊断室进行。

1 . 5 　敏感性试验

测定 A IV 的 H5、H7 亚型的 RNA 含量 ,做 10

倍系列稀释后进行多重 R T2PCR ,测定该多重 R T2
PCR 对 RNA 的最低检测量。

2 　结果

2 . 1 　多重 RT2PCR的建立

通过对反转录条件和多重 PCR 的变性、退火、

延伸的温度和时间以及循环次数等的优化 ,最后确

定反转录的最佳条件为 42 ℃35 min ,96 ℃5 min ,4

℃结束。该多重 PCR 的最佳循环条件为 94 ℃预变

性 5 min 后 ,进入 94 ℃变性 45 s ,58 ℃退火 45 s ,72

℃延伸 105 s ,共循环 35 次 ,然后 72 ℃再延伸 10

min ,于 4 ℃结束多重 PCR 扩增。

2 . 2 　特异性试验

A IV H5 和 H7 亚型 RNA 经多重 R T2PCR 扩

增 ,结果所有 A IV H5 亚型分别在 244 bp 和 860 bp

位置同时出现 2 条 cDNA 扩增带 ,A IV H7 亚型则

在 244 bp 和 634 bp 位置同时出现 2 条 cDNA 扩增

带 ,其他 A IV HA 亚型只在 244 bp 处出现 cDNA

扩增带 ,在 860 bp 和 634 bp 处无扩增带出现 ,与试

验设计相符 ;而 NDV F48、IBV M41、IL TV 北京

株、M G S6 及 SPF 鸡胚组织无论在 244 bp 还是在

860 bp 或 634 bp 处均无 cDNA 扩增带出现 ,即为阴

性 (见图 1) 。对所回收的 244、860 和 634 bp cDNA

扩增片段进行测序 ,并对测序结果经 DNAStar 基因

分析软件分析 ,这些 cDNA 片段分别与 A IV M 基

因、H5 亚型 HA 基因和 H7 亚型 HA 基因有着高

度同源性 ,提示这些扩增基因的序列与原参考序列

的基因来源完全一致 ,分别来源于 A IV M 基因、H5

亚型 HA 基因和 H7 亚型 HA 基因。

图 1 　多重 RT2PCR的特异性试验

Fig. 1 　Specif icity test of the multiplex RT2PCR

1. DNA 分子质量标准 ; 2. SPF 鸡胚组织阴性对照 ; 3. 同时含有

AIV H5、H7 亚型的样品 ; 4、5. AIV H5 亚型 ; 6. AIV H7 亚型 ; 7、

8. AIV H9 亚型 ; 9. NDV ; 10. IBV ; 11. IL TV ; 12. M G

1. For 100 bp DNA Ladder Marker ; 2. Negative cont rol ; 3. Samples

containing H5 and H7 subtypes AIV ; 4 ,5. H5 subtype AIV ; 6. H7

subtype AIV ; 7 , 8. H9 subtype AIV ; 9. NDV ; 10. IBV ;

11. IL TV ; 12. M G

2 . 3 　敏感性试验

经测定 ,该多重 R T2PCR 对 A IV、A IV H5 亚

型和 A IV H7 亚型 RNA 的最低检测量分别为 10、

100 和 100 pg。结果见图 2。

图 2 　多重 RT2PCR敏感性试验

Fig. 2 　Sensitivity test of the multiplex RT2PCR

1. DNA 分子质量标准 ; 2. SPF 鸡胚组织阴性对照 ; 3. 为 10 ng ;

4. 为1 ng ; 5. 为 100 pg ; 6. 为 10 pg ; 7. 为 1 pg ; 8. 为 100 fg ;9. 为 10

fg ; 10. 为 1 fg

1. For 100 bp DNA Ladder Marker ; 2. Negative cont rol ; 3. For 10

ng ; 4. For 1 ng ; 5. For 100 pg ; 6. For 10 pg ; 7. For 1 pg ; 8. For 100

fg ; 9. For 10 fg ; 10. For 1 fg

3 　讨论

A IV H5、H7 亚型不仅感染家禽 ,引起大批死

亡 ,导致严重的经济损失 ,还可感染其他动物和人 ,

有重要的公共卫生意义。传统的病毒分离和血清学

试验无法对流行的 A IV 亚型进行快速检测鉴别。

本试验根据多重 PCR 引物设计原则 ,利用基因库中

A IV M 基因和 HA 基因组序列 ,分别针对不同亚型

A IV 以及 A IV H5、H7 亚型设计了 3 对特异性引

物。其中 XZ14522、XZ146 是所有 A IV 亚型的通用

引物 ,可以检测所有 HA 亚型 A IV ; XZ H521、XZ

H525 和 XZ H721、XZ H722 则分别为 H5 和 H7 亚

型的特异性引物 ,只能分别特异性地检测 A IV H5

和 H7 亚型。利用这 3 对引物 ,通过对多重 R T2
PCR 扩增条件的优化 ,建立了可同时快速检测鉴别

A IV H5 和 H7 亚型的多重 R T2PCR 技术。
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该多重 R T2PCR 的检测结果显示 , A IV 所有

H5 亚型在 244 和 860 bp 位置上均分别同时出现 2

条 cDNA 扩增带 ,A IV H7 亚型在 244 和 634 bp 位

置上也同时出现 2 条 cDNA 扩增带 ,而同时含有

H5 和 H7 RNA 的样品则分别在 244、860 和 634 bp

位置同时出现 3 条 cDNA 扩增带 ; A IV H9 及其余

12 个不同 HA 亚型只在 244 bp 处出现 cDNA 扩增

带 ,在 860 和 634 bp 处无扩增带出现 ,其他禽病病

原体和 SPF 鸡胚组织的 RNA ,无论是在 244 bp ,还

是 860 bp 或 634 bp 处均无扩增带出现。回收多重

PCR 扩增的 244、860 和 634 bp 片段的测序结果 ,与

原参照序列的同源性分析结果也显示 ,它们分别来

源于 A IV 的 M 基因和 A IV H5 和 H7 亚型的 HA

基因 ,这进一步说明该多重 R T2PCR 具有高度特异

性。由于该多重 R T2PCR 不需要进行多次 PCR 扩

增 ,在数小时内就可完成对 A IV H5 和 H7 亚型的

快速检测鉴定 ,在临床上不能确定是什么亚型 A IV

感染时 ,利用该多重 R T2PCR 可快速检测鉴别是否

为 A IV H5 和或 H7 亚型感染 ,达到快速诊断和鉴

别 A IV 的双重目的 ,对及时有效控制高致病性 A IV

亚型感染具有重要意义。

该多重 R T2PCR 对 A IV 不同亚型 RNA 的最

低检测量为 10 pg ,对 A IV H5 和 H7 亚型 RNA 的

最低检测量为 100 pg。能检测到如此低的 A IV

RNA ,说明该多重 R T2PCR 是具有高灵敏度的病原

检测诊断方法 ,不需要对病原体进行分离增殖 ,就可

对临床疑似 A IV 感染的样品或环境样品进行直接

检测鉴别 ,避免了进行 A IV 分离增殖过程中散毒和

传播等风险。该多重 R T2PCR 快速检测鉴别 A IV

H5、H7 亚型技术的建立 ,对 A IV 高致病性 H5、H7

亚型感染的诊断及制定有效的防制措施具有实用价

值和指导意义。
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