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　　摘　要 :禽流感是由流感病毒引起的一种人和动物的高度传染性疾病 ,不但造成养禽业的巨大经济损

失 ,还对人类公共卫生安全存在威胁。因此 ,快速、准确的基因诊断技术对于禽流感的防控显得非常重要。

近年来 ,主要有 R T2PCR 技术、荧光定量 R T2PCR 技术、核酸依赖扩增技术 (NASBA) 以及基因芯片等基因

诊断技术。文章就这些方法的基本原理、检测优点以及应用现状进行综述 ,以期为有效控制禽流感的发生与

流行提供有力技术支撑。
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　　禽流感病毒 (Avian influenza virus)属于正黏病

毒科 A 型流感病毒属 ,A 型流感病毒感染的范围最

广 ,危害最大 ,可以感染人、猪、马、海洋哺乳动物、禽

类等 ,是人和畜禽呼吸道疾病的重要病原[1 ] 。A 型

流感病毒感染家禽后根据致病力不同可以分为高致

病性病毒和低致病性病毒。高致病性禽流感可导致

禽类大批死亡 ,并严重威胁着人类公共卫生安全 ;低

毒力株能明显降低家禽的生产性能 ,并在禽类间隐

性传播 ,经抗原漂移或抗原转变形成新毒株或毒力

增强 ,故世界各国对禽流感的早期、快速、准确诊断

极为重视。禽流感病毒的基因检测技术也因此而得

到越来越广泛的应用。

1 　R T2PCR 技术

R T2PCR 技术从基因水平检测禽流感 ,具备高

度敏感性和特异性[2 ] 。应用 R T2PCR 方法对流感病

毒进行诊断的报道很多 ,根据细节不同分出多种

R T2PCR 技术 ,常见的有常规 R T2PCR、套式 R T2
PCR ( nested R T2PCR ) 、多 元 PCR ( multiplex

PCR)等。

现在仍以常规 R T2PCR 应用较为广泛 ,此方法

可以利用基因扩增的方法直接检出病毒基因 ,较病

毒分离快。另外 , Starick E 等[3 ] 认为 ,用 R T2PCR

方法可以鉴别高低致病力 A IV。需要注意的是控制

好环境污染问题 ,核酸的提取和凝胶电泳要在不同

的环境中操作 ,要及时清理 PCR 产物和电泳后的废

胶。

套式 R T2PCR 在许多病毒的诊断中都有应用。

这种方法的特点是需要设计两对引物 ,一对引物扩

增稍长片段 ,在这一扩增范围内再设计一对引物 ,扩

增的产物是以第一对引物的产物为模版 ,Starick E

等[3 ]报道 ,设计了一个 H7 亚型特异性的巢式 R T2
PCR ,扩增片段包括了血凝素裂解位点 ,可以依据裂

解位点变化确定强弱毒株 ,该方法与病毒的分离鉴

定具有同样的灵敏性 ,但也要注意假阳性的产生。

多元 R T2PCR 可以在一个反应体系中同时设

立 2 对或 2 对以上的引物来同时扩增不同的目的片

段 ,谢芝勋等[4 ]建立了鉴别 H5 和 H7 亚型 A IV 的

多重 R T2PCR 方法 ,它不仅能够定性而且还能够定

量分析病原的含量 ,是一个很好的禽流感病毒亚型

鉴别检测方法。

2 　实时荧光定量 R T2PCR

实时荧光定量 R T2PCR 是通过计算机记录并

分析 PCR 反应过程中每一个产物的荧光信号从而

实现对起始模板定性和定量的研究。实现了对扩增

过程实时监测 ,无需电泳检测 ,彻底杜绝了 PCR 产

物的气溶胶污染和 EB 对环境的污染 ,因此得到较

广泛的应用[527 ] 。主要分为利用与靶序列特异杂交

的探针来指示扩增产物增加的探针类 ,利用荧光染

料或者特殊设计的引物来指示扩增的增加非探针类

两种。

现已应用于流感检测的主要是基于 TaqMan 探

针 R T2PCR[ 829 ] ,其原理是 TaqMan 探针的 5′端标记
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一个荧光分子 ,3′端标记一个荧光淬灭分子 ,当探针

完整时 ,两者可发生荧光共振能量传递 ( FRET) 。

当 PCR 扩增时 ,由于 Taq 酶的 5′～3′外切酶活性将

探针水解 ,使荧光分子与淬灭分子间距增大 ,从而破

坏其 FRET ,则荧光监测系统能检测到荧光信号。

张然等[8 ] 利用 TaqMan 原理建立的荧光定量 R T2
PCR 技术可以准确检测 A 型流感病毒 ,不仅灵敏度

高、稳定性好 ,而且可以对病毒滴度进行定量检测。

赖平安[9 ]建立的快速检测高致病性禽流感病毒 H5

亚型的实时荧光 R T2PCR 方法特异性强 ,与禽类养

殖过程中常用的疫苗和可能污染的其他病原不出现

交叉反应 ;对常见临床样品的检测 ,其敏感性与 OIE

推荐的鸡胚病毒分离培养方法基本一致 ,检测时间

从原来至少需要 21 d 缩短到 4 h。研究方法已作为

国家标准发布 ,研究成果已产业化 ,已成功用于出入

境检验检疫系统和大型禽肉出口企业。

与 TaqMan 方法相比 , SYBR2Green Ⅰ的优势

在于能监测任何双链 DNA 的序列扩增 ,不需要设

计序列特异性探针和新的引物对 ,试验设计更为简

便 ,同时也降低了检测的成本 ,得到较为广泛的应

用 ,刘丽玲等[10 ] 建立的 SYBR2Green I 荧光 R T2
PCR 检测禽流感的方法操作简便快速 , PCR 过程只

需要 1. 5 h ,连同 RNA 的提取 4 h 左右就可以做出

诊断 ,具有广泛的应用前景。

3 　依赖核酸序列的扩增技术

依赖核酸序列的扩增技术 (NASBA) 是一项以

RNA 为模板的快速等温扩增技术[11 ] ,这项技术特

别适用于 RNA 分子的检测。其特点是整个反应在

恒温条件下进行 ,不需特殊仪器 ,不需温度循环 ,大

大避免了 PCR 过程中复杂的温度变化。该技术使

用三种酶 (AMV 反转录酶、RNA 酶 H、T7RNA 聚

合酶) 以及 2 条特定引物共同协作完成。在设计

NASBA 引物时 ,使一个引物的 5′端带有 T7RNA

聚合酶识别的启动子序列 ,另一个引物的 5′端序列

含有与钌标的电化学检测探针 ( ECL p robe) 互补的

序列[ 12 ] ,通过光电信号的检测作出靶 RNA 的定性、

定量研究。

与 R T2PCR 比较 ,在同一时间内 NASBA 拥有

更高的扩增效率 ,并且可减少样品中抑制性物质的

影响 ,降低核酸污染的可能性 ,大大缩短检测产生结

果的时间。这个分析检测方法灵敏度高、特异性强、

易于操作 ,而且在检测过程中与系统发育学或临床

相关的病毒无交叉反应能力 ,为确定疫情和采取防

范措施争取了宝贵时间。现已成功开发出可检测禽

流感群特异性 ( H12H15) ( NASBA2A IV) 、H5 亚型

(NASBA2H5) 、H7 亚型 ( NASBA2H7) 的 NASBA

检测试剂盒[ 13214 ] 。

4 　基因芯片技术

由于流感病毒拥有众多的型和亚型 ,无论是现

存的那一种诊断方法 ,都无法同时对所有的流感病

毒进行精确的分型。基因芯片技术可以对成千上万

个基因进行检测 ,它的出现为同时对流感病毒进行

检测和分型提供了可能的途径。禽流感基因芯片技

术是一种比较系统、完善的检测技术 ,该方法的建立

不仅有助于禽流感疫情各种亚型的有效监控 ,而且

可以在第一时间内准确的发现新变异或基因重排的

新亚型病毒 ,为应对新疫情暴发提供可靠的技术储

备。

基因芯片技术根据探针类型分为 cDNA 芯片、

DNA 芯片和寡核苷酸芯片。Li J 等[15217 ] 建立了用

以鉴别流感病毒型和亚型的基因芯片检测方法 ,设

计的 26 个引物对可从 A 型流感病毒 HA ( H1 , H2 ,

H3) 、NA (N1 ,N2) 和 N P 基因 ,以及 B 型流感病毒

的 HA ( H1 , H2 , H3) 、NA (N1 ,N2) 和 N P 基因上的

目的基因杂交 ,从而达到鉴别型和亚型的目的 ;王秀

荣等[18219 ]通过 R T2PCR 获得 500 bp 的 A IV 基因的

cDNA 片段 ,经克隆获得重组质粒 ,以其为模板扩增

的 DNA 片段作为探针 ,点到玻璃载体上制成芯片 ,

在病毒 RNA 反转录过程中 ,用 cy5 荧光标记做靶

cDNA ,杂交之后扫描芯片上探针结合位点获得杂交

信号 ,从而在基因芯片平台上 ,建立一种可靠的检测

H5、H7、H9 亚型的 A IV 快速检测技术。徐秋林

等[20221 ]在利用寡核苷酸芯片检测流感病毒时发现寡

核苷酸芯片比 cDNA、DNA 芯片有着更高的特异

性 ,同时其灵敏度也能满足目前病原体检测的要求。

5 　结语

自 1878 年意大利鸡群暴发禽流感以来 ,禽流感

的发生和流行已有 100 多年的历史。由于禽流感病

毒亚型或血清型众多 ,不同亚型或血清型之间交叉

反应性低 ,给禽流感的及时诊断和预防带来很大困

难 ,因此给人类社会和自然资源的安全构成潜在的

威胁。对于禽流感 ,现在只能采取预防控制的方法 ,

而预防控制禽流感就必须加强生物安全管理 ,研究

和利用更先进、更科学的基因诊断技术进行禽流感

早期监测 ,建立全国性监测网络 ,严格检疫 ,并有选

择地将降低合群数量与疫苗接种等措施结合起来 ,

以避免其潜在危害 ,确保我国养禽业的快速稳定发

展。禽流感的传统检测诊断技术与现代基因诊断技

术结合 ,或者现代基因诊断技术与其他学科研究技

术有机结合 ,一定会实现诊断的快捷、方便、准确、灵
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敏、经济、易操作 ,为禽流感的防控做出重大贡献。
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Abstract :Avian influenza is caused by t he avian influenza virus and is a highly contagious disease of humans

and animals , not only caused poult ry indust ry huge economic losses , but also caused human security p res2
ence in p ublic healt h t hreat . Therefore , rapid and accurate diagnosis of gene technology for t he p revention

and cont rol of avian influenza is very important . At p resent , t here are genetic diagnosis such as R T2PCR

technique , fluorescence quantitative R T2PCR technology , reliance on t he nucleic acid amplification tech2
nology ( NASBA) and the new microarray technology. The paper reviewed t he basic p rinciples of these

met hods , testing and application of t heir merit s ,wit h a view to effectively cont rol t he avian influenza pan2
demic outbreak and to provide effective technical support .
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