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【摘要 】 目 的 ：
２ ０ １ ４ 年 菏 泽 市城 乡 活 禽 市场 禽 流 感病毒监 测 结 果 分析 。 方法

： 在 菏 泽 市 随机选 取的 城 乡 活禽 市 场 采集 外 环 境 标本
２５ ６ 份 ， 荧 光 ＲＴ— ＰＣＲ 进 行禽流 感 病 毒 Ｈ ５

、
Ｈ ７

、 Ｈ ９ 亚 型 核酸检测 。 结果 ：
２５ ６ 份 外 环 境标 本 中 ， 共检 出 Ａ 型 禽流 感 病毒 阳性 ８９ 份 ，

阳性率 ３ ４ ． ７ ７ ％ ； 不 同 类 型 标 本 之间 Ａ 型 禽流 感 病毒 阳 性 率 无统 计 学 差 异 ； 不 同 类 型 标 本之 间 Ｈ ５ 亚 型 禽 流 感病 毒 分 布 无 统 计 学 差

异 ，
Ｈ ９ 亚 型 禽流 感 病毒 分布 有统计 学 差 异 。 结论 ：有 关部 ｎ 应 加 强 对城 乡 活 禽 市 场 活 动人 员 消 毒 防 范 的 宣传 ， 降低 禽流 感 潜在 感 染

的 风险 。

【关键词 】禽 流感 ；
Ｈ ５ 亚 型

；
Ｈ ７ 亚 型 ；

Ｈ ９ 亚 型
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依据 《职业 暴 露 人 群血 清学 和 环 境 高致 病性 禽 流感 监 测 方在选取的 ４ 处城 乡 活 禽 市场共 采集标本 ２ ５ ６ 份 ，
全 部进行荧

案 》 ２０ １ １ 版 ， ２ ０ １ ４ 年全 年对菏泽市城 乡 活 禽 市场 中 致病性 禽 流感 光 ＲＴ

—

ＰＣＲ 检 测 。
检测结 果为 ： ２５ ６ 份标本 中 共检 出 Ａ 型 禽 流

病毒 Ｈ ５ 、 Ｈ７ 和 Ｈ ９ 亚 型 的分布进 行监 测 分析 ，检测结果 如下 ：感核酸 阳性标本 Ｓ ９ 份 ， 阳性率 ３４ ． ７７％ ，其 中 Ｈ５ 亚型禽流感核酸
１ 材料与 方法阳性 ８ 份 ，

阳性率 ３ ． １ ３ ％ ； Ｈ９ 亚型禽流感核酸 阳 性 ２ ９ 份 ，
阳性率

１ ． １ 采样 选取菏 泽市 城乡 活 禽市场 ４ 处作为 监测 点 ． 每 月 分 １ １ ． ３ ３％ ； Ａ 未分型禽 流感核酸 阳 性 ５２ 份 ，
Ｈ ７ 亚 型禽 流感核酸 未

别采 集环境标本 １ 次 （ ２０ １ ４ 年 １ 月 至 ２ １ ０ ４ 年 １ ２ 月 ）
。 标本 种 类 检出 。 结果提示 ， 禽 流 感病毒 在城乡 活 禽市场普 遍 、持续存 在 ， 潜

有禽类笼具 表面 擦拭标本 、 禽类 粪便 、 禽类饮用 水 、 宰 杀或摆放 禽 在感染 因素 不容 忽视 。

肉 案 板擦拭标本及清洗禽类 的污水 ， 采集标本后剧 烈振荡 ３ ０ｍｉ ｎ
；２

． ２ 不同 类型 环境标本禽流感病毒检 出情况

高速离 心 机 ，
３０ ００

ｇ
， 离 心 １ ５ ｍ ｉ ｎ

， 取 出 上清液分装 ， 留 １ 份作荧 光２５ ６ 份环境标 本 中 ， 禽类 笼具 表 面擦 拭标本 ６ ４ 份 ， Ａ 型 禽 流

ＲＴ 

—

ＰＣＲ 检测 。感核酸 阳 性标 本 ２ ５ 份 ， 宰杀 或摆放 禽 肉 案板擦 拭标 本 ３ １ 份 ， Ａ

１ ． ２ 仪 器 与 试 剂 核酸 提 取 试 剂 盒 ： Ｒｏｃｈ ｅＨ ｉ

ｇ
ｈＰ ｕ ｒ ｅＶ ｉｒａ ｌ 型 禽 流感 阳性标本 １ ５ 份 ； 禽类粪便标本 １ ０７ 份 ， Ａ 型禽 流感 阳性

ＲＮＡＫｉ ｔ （瑞士Ｒｏ ｃｈｅ 公 司 ） ； 荧光定量 ＰＣ Ｒ 试剂盒 ： 甲 型流感病 标本 ２ ９ 份 ；清洗 禽类 的 污水 ３０ 份 ， Ａ 型 禽流感 阳 性标 本 １ ２ 份 ；

毒通用型 核酸 检测 试剂 盒 ，
以 及 禽 流感病 毒 Ｈ５ 、 Ｈ ７ 、 Ｈ ９ 亚 型核 禽类饮水 ２ ４ 份 ． Ａ 型 禽 流感 阳 性标 本 ８ 份 ， 不 同 类型标 本禽 流

酸检测试剂盒 （ 中 国 广 州 中 山达安 基 因股 份有限公 司 ）
；
Ｓ ｔｅＰ

〇 ｎ ｅ
－ 感病毒 阳性率无统计学差异 。 （见表 １

）

Ｐ
ｌ
ｕ ｓＴＭＲｅａ卜 Ｔ ｉｍｅＰＣＲ 仪 （美 国 Ａ Ｂ Ｉ公 司 ）

。


表 １ 不 同 类型环境标本禽 流 感病毒检 出情况


１ ． ３实验方法ａｗｗｚｉｗｍ
—

１ ． ３ ． １ 荧光 Ｒ丁
一

ＰＣＲ 检测 病毒 ＲＮＡ 提取 按试剂 盒 说 明 操这＿

酸 １１＿

性数」份 ）

（ ％ ）



作 ； 检测环境标本 中 Ａ 型禽 流感病毒 （Ｆ ｌｕＡ ）
、
Ｈ ５ 亚型 、 Ｈ７ 亚 型 、

笼 具表面擦拭标本６ ４ ２５３９ －０ ５

Ｈ ９ 亚 型 禽流 感病毒 。 焚光 ＲＴ
—

ＰＣＲ 扩增 预混合 试剂操作 按试普５
肉３

１ １ ５４ ８ ． ３ ９

剂盒 说 明 进 行 ， 反 应 如 下 ： 逆转 录 ： ５ ０

°

Ｃ
，

１ ５ ｍｍ ； 预扩 增 ： ９５

°

Ｃ ，

 １ ０７２９ ２７１ ０

１ ５ｍ ｉｎ ；扩增 ： ９ ４

°

Ｃ ，
１ ５ ｓ ；荧光 收集 ： ５ ８

°

Ｃ４ ５ ｓ ， ４０ 个循环 。清 洗禽类 的 污水３ ０ １ ２４ ０Ｍ

１ ． ３ ．２ 结果 判断 设 置 阴 阳 性对照 ， 阴 性 对照 无扩增 曲线 无 Ｃｔ禽 类饮水２ ４８ ３３ ； ３ ３

值 ； 阳性对照有典型 Ｓ 型扩 增 曲 线且 Ｃ
ｔ 值 在 ２ ６

？
３０ 之间 。

阴 性


２ ５ ６



８９


３ ４ ． ７ ７

结果 ：无明 显扩增 曲 线 且无 Ｃ ｔ 值 ． 该样 本 中 无 １
１

．

５ 、 亚 型 ２ ． ３ 不 同类 型 标 本 中 Ｈ ５
、
Ｈ ９

、
Ｈ７ 亚 型 禽 流感病毒检 出情况

的基 因 片段 。 阳性结果 ：有明 显 的 Ｓ 型 扩增 曲 线 且 Ｃ ｔ 值＜ ３ ７
」
０

，在五 种类 型 的环境标本 中 ，均检 出 Ｈ５ 、 Ｈ ９ 亚 型 禽流感病毒 ；

该样 本中存在 Ｈ５
、
Ｈ ７

、
Ｈ ９ 亚型的 基因 片段 。 Ｃ ｔ 值＞ ３ ７ ． ０ 的标 本 Ｈ７ 亚型均 未 检出 。 Ｈ ５ 亚 型禽 流感 病毒 在不 同 类型 标 本之 间 检

重 复检测 ， Ｃｔ 值仍＞ ３ ７ ． ０ ， 判 为阴 性 ，出 率无统 计学差异 ； Ｈ９ 亚型禽 流感病 毒在 不 同 标本之 间 的检 出
１ ． ４ 统 计分析 建 立 数据库 用 ＳＰＳＳ１ ７ ． ０ 统 计 分析软 件进行 率有 统计学差异 ，其 中 宰杀或 摆放禽 肉 案板擦 拭标本 中 Ｈ ９ 阳 性

Ｘ
２

检验 。率较高 为 ２ ５ ． ８ １ ％ 。 提示 在 不 同 类 型 的 外 环 境标 本 中 均 能反 应
２ 结果Ｈ ５

、 Ｈ ９
、 Ｈ ７ 亚型禽 流感病毒 的存在情况 。 （见表 ２ ）

２ ． １２０ １ ４ 年城乡 活 禽市场 禽流感病毒检 出情况



表２ 不 同 类型标本 中 Ｈ ５
、
Ｈ ９

、 Ｈ ７ 亚型 禽流 感病 毒检出情 况


标本类别标本 数 （ 份 ）
Ｈ ５ 阳性 数 （ 份 ）Ｈ５ 阳性 率 （ ％ ）Ｈ９ 阳性数 （ 份 ）Ｈ ９ 阳性率 （ ％ ） Ｈ

７ 阳性数 （份 ）

笼具表面擦拭 标本６ ４ｉｌｊｓ８ １ ２ ． ５００

̄

３ １ １３ ２３８２ ５ ＇ ８ １

粪便标本１ ０ ７４３ ．

７４７ ６ ． ５ ４０

清洗禽类的 污水 ３Ｑ１３
，
３３Ｓ１ ６ ． ６ ７０

禽类饮水 ２４１４ ． １ ７ １４ ． １ ７０

合计 ２５ ６８３ ． １ ３ ２９１ １ ． ３３０

Ｈｆｉｆｅ险 。 应 加 大 对 屠 宰点 买 卖 人群 的 宣传 教 育 工 作 ． 增强 防护意识 ，

通过对 ２０ １ ４ 年菏泽市城 乡 活禽市 场外环境 标本 禽 流 感核 酸 注 意个人卫生 ， 减少 活 禽 集 中 宰 杀 ， 尽可 能 的 减少人 禽流感 病例
检测提示 ： 在菏泽市城 乡 活 禽市 场 中 ． 普 遍存在 致病性 禽 流感病 的 发生 ． 及时采取有 效的 防控 措施 。

毒 Ｈ ５ 、 Ｈ ９ 亚 型 ，但 尚 未 发现 高 致病性 禽 流感病 毒 Ｈ ７ 亚 型 。 其参考 文 献

中 ， Ａ 型 禽流感病毒 的 检出 率为 ３ ４ ． ７ ７％ ，提 示在城 乡 活禽 市场 禽 ［
１
］王 承民 ． 王婧 ， 罗 静 ． 等 ． Ｈ ７ 亚型 禽流感 病毒与 禽 类和 人类

流感 病毒普遍 存在 ． 与 相 关报 道基 本
一

致 〗 。 不 同 类 型 的 环境标 的 关系 ［ Ｊ ］
． 生物化学 与 生物物 理学进 展 ， ２ ０ １ ３

，
４ ０ （ ５ ）

：４ １ ６

—

 ４２ ４ ．

本 中 禽流感病 毒的 阳 性率 无统 计学差 异 。 不 同 类 型 环境标 本 中 ［ ２］李忠 ． 刘倜 ． 裴耀 文 ． 等 ． 山 东省 首 例人 禽 流感病 例 的 诊断过
均检出 Ｈ ５

．
Ｈ ９ 亚型禽流感病毒 ． Ｈ ５ 亚 型在不 同类 型标 本 间 的 阳 程 分析 ［ Ｊ ］ ． 中 国 病原生物学杂 志 ，

２０ ０９
，４ （ ９ ） ：６４ ９

—

６ ５ １ ．

性 率无明显统计学差异 ； Ｈ ９ 亚型 在 不类 型标 本间 阳 性 率有统计 ［ ３ ］路开顺 ， 刘军 ， 孙宝霞 ， 等 ． 山东省首起人感染 Ｈ ７Ｎ９ 禽流感
学差 异 ．宰 杀或摆放禽 肉 案板擦拭 标本 中 Ｈ ９ 阳性 率较高 。 ２ ０ １ ４ 确 诊病 例感 染 因 素分 析 ［ Ｊ ］ ．

预 防医 学论坛 ，
２０ １ ４

，２０ （
９ ） ：６ ７ ２

年菏 泽市城乡 活 禽 市场 外环境 调 查 采样 发现 ， Ｈ ９ 亚 型 禽 流感 病一

６ ７ ４ ．

毒在城 乡 活 禽市 场分 布广 泛 ， 其虽 为 中 致病性 的 禽 流感病 毒 ， 但 ［
４］王喜云 ， 梅玉发 ， 刘 经凤 ， 等 ． 十堰市 ２０ １ ２ 年不同 场所 禽流

在其致病传播 性 、毒 力 等特 征 尚 未 发生 变异之 前 ？ 需提 醒 相关部 感 Ｈ５ 与 Ｈ ９ 检测结果分析 ［Ｊ ］ ． 中 国 公共 卫生 ，
２０ １ ４

，
３ ０

（
１ ） ：３ ０

门 加强城 乡 活 禽市场 从业 人员 消 毒 防范 意识 ，
及时 清理粪 便 、 清

一

３２ ．

洗鸡笼和 污水排放 ， 减 少环境 中 禽 流感 病毒 的 存在 ， 降 低人感 染 ［
５］龚震宇 ． 陈恩富 ． 吕 华坤 ，

等 ． 人 感 染 甲 型 Ｈ ７Ｎ ９ 禽 流感疫情

禽流感的 风险 及 动物 源性疾病 防控分析 ［ Ｊ］ ． 中 国 公共卫生 ，
２０ １ ４ ， ３０ （ １ ）

：３ ５

此外 ，
调 查中还 发现 虽然 外环境 中 存在潜 在感染 的 风 险 ，但

一

３ ７ ．

由于消 毒 、 防患意识 的 不足 ． 暴露 在此环境 中 的 屠 杀 人员 、交易 买（收稿 ：
２０ １ ５ 

—

１ ０ 

—

２１ 修 回 ：
２ ０ １ ５

—

１ １ 

一

１ ９ ）

卖人员 仍无相 应的 防护措施 ，大大提 高感染 高致 病性禽 流感 的风（ 收稿 编辑 ： 沙福东 ）


