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3 株 H g 亚型禽流感病毒的分离鉴定

李冰
’ ,

陈瑞爱
’ ,

贺东生
’

,

’ ,

李琳
, ,

李宏星
’ ,

汤钦
,

(1
.

广东大华农动物保健品股份有限公司
,

广东广州 5 10 64 2;

2
.

华南农业大学兽医学院
,

广东广州 51 仅抖 2 )

前言

H g N Z 亚 型禽流感病毒 (A
via n i胡

u e n z a viru s ,

AI V )可引起低致病性禽流感
。

自 19 94 年 Hg N Z 亚

型禽流感病毒首次在中国报道以来
,

Hg 亚型禽流感

已经在中国大陆广泛流行
。

近年来 H g 亚型禽流感

在国内大多数地区禽类中流行广泛
,

造成了巨大经

济损失
。

禽流感病毒血凝素蛋白(H A )是病毒感染

宿主细胞重要的致病因子
,

且变异频繁
,

是造成禽流

感疫情控制困难的重要因素
。

本研究对分离获得的

三株病毒的 H A 基因序列与代表毒株
、

疫苗株及国

内新发毒株进行同源性比较
,

以初步了解免疫鸡群

中 H g NZ A IV 感染的原因
,

进而为当前我国 Hg 亚型

禽流感防控提供参考
。

材料与方法

鸡的肝
、

脾
、

肺
、

气管等组织病料来自华南动物

疫病检测中心收检病料 ; SPF 鸡胚由广东大华农动

物保健品股份有限公司提供
。

新城疫阳性血清
、

H g

亚型禽流感阳性血清购 自哈尔滨兽医研究所 ; AM V

反转录酶
,

D NA 聚合酶购自Tak ar a
公司

。

本研究按

照常规方法分离获得了三株禽流感病毒
,

首先利用

血清学方法对病毒进行初步鉴定
。

提取病毒基因组

R NA
,

反转录后利用特异性引物 H l 和 HZ 扩增得到

了三株病毒的 HA 基因
,

回收 PC R 扩增获得的 目的

片段并连人 p MD
一

1 ST 载体进行测 序鉴定
。

利用

D NA St ar 软件对本研究分离的三株病毒的 H A 基因

序列与参考毒株灯 D u e
k/ H o n g K o n

留Y2 8O / 9 7
、

广泛

应用 的疫苗株 灯C hie k e
丫Shan gha i/ F/ 9 8 以及近年

国内新发毒株的 H A 基因序列进行同源性比较
。

结果与讨论

本研究通过鸡胚接种的方式分离得到了三株禽

流感病毒
,

经血清学方法及 R T
一

PCR 鉴定此三株病

毒均为 A 型 H g 亚型禽流感病毒
。

测序鉴定结果表

明三株病毒的 HA 蛋白裂解位点均为 PS R Ss 形

GL F
,

是典型的低致病性禽流感病毒
。

利用 D NA Sta r

软件对本研究分离的三株病毒与近年国内新发毒

株
、

参考毒株 A/ n u e
k/ H o n g Ko

n
岁Y28 0 /9 7 以及广

泛应用的疫苗株 A/ Chie ke耐Sha n
gh

a i/ F/ 98 的 H A

基因序列进行同源性比较
,

结果表明本研究分离到

的三株病毒其 HA 基因核昔酸序列同源性较高
,

在

9 8
.

6 % 习9
.

8 % 之间 ; 与国内流行毒株 刀ch ick e
可

A nh ui / x Ms/ 20 11 有着较高的同源性
,

同源率约为

9 9
.

0 % ; 与参考毒株 A/ D u e
k/ H o n g K o n

扩Y2 80 / 9 7

的同源率约为 92
.

5 %
,

而与目前广泛使用的 Hg NZ

亚型禽流感灭 活疫苗的种毒株同源率较低
,

约为

90
.

0 %
。

因此
,

初步推断疫苗株与流行株之间的抗

原差异可能是导致近年来 H g N Z 亚型禽流感病广泛

发生的重要因素
。

禽流感病毒流行情况和遗传演化

较为复杂
,

使得该病的防制困难重重
。

因此广泛开

展禽流感流行病学调查
,

对于当前流行毒株的起源

及演化趋势进行研究
,

对于 Hg N Z 亚型禽流感病的

防控意义重大
。
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H5 亚型禽流感灭活疫苗对鹅的免疫效果观察

沈欣悦
,

刘梅
,

程旭
,

刘加圣
,

徐玲霞
,

周生
,

戴亚斌
’

(中国农业科学院家禽研究所
,

江苏省扬州市仓领路 58 号
,

2 2 5 12 5)

H5 亚型高致病性禽流感 (AI )是禽类的一种烈

性传染病
,

目前我国已采取强制免疫措施对该病进

行防控
。

本研究分别采用重组禽流感病毒灭活疫苗

(HS N I
,

R e一 株)和二价灭活疫苗(HS NI
,

R e 4 株 +

R e一 株)进行了鹅的免疫试验
,

对免疫鹅的抗体水

平进行了动态检测
,

旨在为鹅禽流感免疫程序的制

定提供理论依据
。

1 材料与方法

重组禽流感病毒灭活疫苗 (H SNI
,

R e一 株)和

二价灭活疫苗 (H S N I
,

R e 4 株 + R e 一

5 株 )均为国内

某定点厂家生产
。

重组 H SM 亚型禽流感病毒 R e -

4 株和 R e 一

5 株 HI 试验抗原为哈尔滨维科生物技术

开发公司生产
。

使用时
,

疫苗和抗原均在有效期内
。

1 日龄雏鹅购自扬州某养殖户
。

在 1 一 21 日龄

时
,

定期随机采集部分雏鹅血清
,

检测其 R e 4 株与

R e一 株的母源抗体水平
。

21 日龄时
,

择 4 0 只鹅随机分为 2 组
,

每组 20

只
。

第 1 组接种 R e一 株灭活疫苗
,

第 2 组接种 R e并

株 + R e一 株二价灭活疫苗
。

2 周后
,

两组中分别随

机选取 10 只鹅用初免相同的疫苗进行二免
。

疫苗

接种采用颈部皮下注射方法
,

初免和二免的疫苗剂

量分别为 0
.

3 m U 只和 1
.

0 m U 只
。

鹅免疫后定期

采血
,

检测抗体水平
。

试验期间鹅群未接种其它疫苗
,

各组均在同一

基金项 目:
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饲养条件下按常规方法饲养
。

2 结果与分析

从检测结果来看
,

母源抗体都在 4 日龄后开始

快速下降
,

至 6 日龄时已低于临界保护值 4 fo解
。

用 R e 一

5 株单价苗免疫一次的鹅血清中 R e一 抗

体水平在免疫后第 1 周开始上升
,

于第 3 周高于临

界保护值
,

第 5 周达到峰值 5
.

81 0
夕

,

此后逐渐下降
,

第 12 周依然稍高于临界保护值
。

二免后抗体水平

快速上升
,

并于二免后第 2 周达到峰值 8
.

41 0
夕

,

此

后逐渐下降
,

直到第 12 周依然维持临界保护值之

上
。

同一时间点
,

免疫两次的鹅抗体水平平均高于

免疫一次的鹅 2 个滴度左右
。

用 R e 4 + R e一 株二价苗免疫一次的鹅血清中

R e 4 与 R e一 抗体水平均在免疫后第 1 周开始上升
,

R e 4 株的抗体水平在第 3 周到达峰值 5
.

2 10 解
,

此后

一直在临界保护值附近徘徊
。

而 R e 一

5 株抗体水平

虽有所上升
,

但始终低于临界保护值
,

第 5 周达到的

峰值也仅为 2
.

sfo 夕
。

二免后
,

R e 4 与 R e一 株抗体

水平快速上升
,

并分别于二免后第 2
、

3 周达到峰值

8
.

2 10 解
、

7
.

2 10 夕
,

第 12 周依然维持临界保护值之

上
。

同一时间点
,

免疫两次的鹅抗体水平平均高于

免疫一次的鹅 3 个滴度左右
。

目前
,

疫苗免疫依然是防制禽流感暴发的主要

措施
。

本实验结果表明
:

¹ 由于种鹅开产期间常常

缺少加强免疫
,

到产蛋后期抗体水平不高
,

导致雏鹅

的母源抗体水平也较低
,

因此在制定免疫程序时
,

可

适当提前初免时间
,

以提高雏鹅抵抗力
。

º 无论免

疫单苗还是二价苗
,

仅免疫一次常常难以达到理想

的效果
,

初免后 2 一 3 周加强免疫一次
,

可有效增加

抗体水平的峰值与维持时间
。

» 在饲养过程中
,

应

一 32 一


