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［摘　 要］ 　 为了解山东部分地区 Ｈ９ 亚型禽流感病毒变异情况，将 ２０１５ 年采自潍坊、聊城、烟台的

Ｈ９Ｎ２禽流感疑似病料，进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增、测序、遗传进化分析，并将 ３ 株分离株纯化后进行了血清

学和交叉攻毒保护试验。 结果显示： ３ 株分离株之间的ＨＡ和ＮＡ基因同源性很高，分别为 ９７％ ～
９７．６％和 ９３．５％～９４．４％，而与早期分离株和疫苗株的同源性较低，分别为 ７４．９％ ～９０．３％和 ８６．３％ ～
９２．３％；遗传进化分析显示 ３ 株分离株与ＧｅｎＢａｎｋ中近年的Ｈ９Ｎ２分离株亲缘关系近，同属Ｙ２８０－ｌｉｋｅ
分支，而与早期分离株的亲缘关系较远。 交叉攻毒保护实验结果证明，不同地点分离的Ｈ９Ｎ２禽流感

流行毒株间有较好的交叉保护力。 本研究为指导禽流感疫情防控以及疫苗研制提供了依据。
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ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｏｆ ｂｅｉｎｇ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＩＶ Ｈ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ｆｒｏｍ Ｗｅｉｆａｎｇ， Ｌｉａｏｃｈｅｎｇ ａｎｄ Ｙａｎｔａｉ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ２０１５．
Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｆｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ－ｉｍｍｕｎｉｔｙ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｈａｖｅ ｈｉｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｒｅｃｅｎｔ
ｙｅａｒｓ ｕｐ ｔｏ ９７％ ～ ９７．６％ ａｎｄ ９３．５％ ～ ９４．４％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｌｅ ｓｈａｒｅｄ ｌｏｗ ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ
ｅａｒｌｙ ｙｅａｒｓ ａｎｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ， ７４．９％～９０．３ ａｎｄ ８６．３％～９２．３％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｇｅｎｅｔｉｃ Ｙ２８０－ ｌｉｋｅ ｓｕｂｌｉｎｅａｇｅ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｇｏｏｄ ｃｒｏｓｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒｃｅ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ｈ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｃｅｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｖａｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
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ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ， ａｎｄ ａｌｓｏ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｈ９Ｎ２ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ； ＨＡ ｇｅｎｅ； ＮＡ ｇｅｎｅ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｃｒｏｓｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｔｅｓｔ

　 　 禽流感是由禽流感病毒引起的禽类的一种传

染病，分为高致病性禽流感和低致病性禽流感，高
致病性禽流感引起家禽高发病率和死亡率，而低致

病性禽流感则导致家禽出现呼吸道症状、生长发育

受阻及产蛋下降等，严重危害养禽业的健康发

展［１］。 我国自 １９９２ 年首次报道从鸡群中分离到

Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒以来，目前绝大部分省市都

有 Ｈ９ 亚型禽流感的流行，给我国养禽业造成了巨

大的经济损失［２－３］。
禽流感基因组为 ８ 节段的负链 ＲＮＡ，很容易发

生基因突变和重排现象［４］，尤其是在免疫压力等因

素的作用下，国内外已有许多关于禽流感在家禽中

不断发生变异的报道［５－６］。 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫

苗的广泛应用使得该病得到了有效控制，但是近几

年来 Ｈ９ 亚型禽流感在免疫鸡群中仍时有发生［７］，
仍然是影响我国养禽业健康发展的重要疾病之一。
因此，加强 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 遗传演化的检测和分析十分

必要。 本研究通过对 ２０１５ 年在山东地区分离得到

的 ３ 株 Ｈ９Ｎ２ 禽流感毒株进行序列遗传变化的分

析和交叉攻毒保护试验，以期了解山东部分地区近

年来 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的遗传变异情况，为 Ｈ９ 亚型

禽流感的防控策略及疫苗研制提供科学依据。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 病料和鸡胚　 病料分别采自 ２０１５ 年山东潍

坊、聊城、烟台地区疑似禽流感病死鸡的肺、气管等

组织。 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚购自北京梅里亚维通试验

动物技术有限公司。
１．１．２　 毒株和血清　 ＮＤＶ 阳性血清、ＥＤＳＶ 阳性血

清及 ＳＰＦ 鸡阴性血清均购自中国兽医药品监察所；
Ｈ９ 亚型、Ｈ７ 亚型、Ｈ５ 亚型 ＡＩＶ 阳性血清购自中国

农业科学院哈尔滨兽医研究所。
１．１．３　 试剂和载体 　 Ｔｒｉｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ、ＤＥＰＣ 水购于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒、凝胶回收试剂盒

购自 Ｔａｋａｒａ 公司；ｐＥＴ－３２ａ 载体为本实验室保存；
无水乙醇、异丙醇、氯仿等均为国产分析纯。
１．１．４　 引物设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的

禽流感 Ｈ９Ｎ２ 的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５
软件分别设计了 ２ 对扩增引物，各引物的序列用途

及扩增长度详见表 １。

表 １　 ＰＣＲ 扩增所用引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段
Ｆｒａｇｍｅｎｔ

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

ＨＡ－Ｆ ５’－ＣＡＡＧＡＴＧＧＡＡＧＴＡＧＴＡＴＣＡＣＴ－３’

ＨＡ－Ｒ ５’－ＴＴＧＣＣＡＡＴＴＡＴＡＴＡＣＡＡＡＴＧＴ－３’
ＨＡ １６８３

ＮＡ－Ｆ ５’－ＡＧＣＡＧＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＧＡＡＡＡＴＧＡＡＣＴＣ－３’

ＮＡ－Ｒ ５’－ＡＧＴＡＧＡＡＡＣＡＡＧＧＡＧＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＡＡＡＴＴＧＣＧ－３’
ＮＡ １４０１

１．２　 方法

１．２．１　 病料的处理　 将山东不同区域采集的疑似

禽流感病鸡的肺、气管等组织病料分别剪碎研磨

后，按１ ∶ ５比例加入灭菌生理盐水（内含１０００ Ｕ／ ｍＬ

双抗），制成匀浆。 在－２０ ℃反复冻融３次，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ

离心１５ ｍｉｎ，取上清，经 ０．２２ μｍ 滤膜无菌过滤。

１．２．２　 鸡胚接种　 将上述 ３ 份滤液分别经尿囊腔

接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚各 ５ 枚，０．２ ｍＬ ／胚，３７ ℃继

续孵育。 ２４ ｈ 内死亡鸡胚弃去，观察至 ９６ ｈ，无论

死胚、活胚逐胚收获尿囊液，标记后冻存。
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１．２．３　 血清学鉴定

１．２．３．１　 红细胞凝集试验（ＨＡ） 　 按现行《中国兽

药典》附录进行，分别测定各鸡胚液对 １％鸡红细胞

的凝集效价。

１．２．３．２　 血凝抑制试验（ＨＩ） 　 将有血凝性的鸡胚

液用灭菌生理盐水稀释成 ４ＨＡ 单位的抗原液，分

别与 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 阳性血清、ＮＤＶ 阳性血清、ＥＳＤＶ

阳性血清、Ｈ５、Ｈ７ 亚型 ＡＩＶ 阳性血清和 ＳＰＦ 鸡阴

性血清作 ＨＩ 试验。

１．２．４　 分子生物学鉴定

１．２．４．１　 ＲＮＡ 的提取和 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增　 病毒 ＲＮＡ

的提取参照 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书进行。 所用试剂

均为 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ，器皿均用 ＤＥＰＣ 水处理并经过高

压灭菌。 ＲＴ－ＰＣＲ 反应根据 Ｔａｋａｒａ 公司 Ｏｎｅ－ｓｔｅｐ

ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒说明书进行。

１．２．４．２　 ＨＡ、ＮＡ 基因的 ＴＡ 克隆和序列分析　 ＨＡ

基因、ＮＡ 基因全长 ＰＣＲ 产物经核酸电泳鉴定大小

正确后，利用凝胶回收试剂盒回收，回收产物分别

连接 ｐＥＴ－３２ａ 进行 ＴＡ 克隆，每个毒株的 ＨＡ 和 ＮＡ

基因分别选 ３ 株 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆株送南京金斯

瑞公司测序，测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的参考序列

（表 ２）进行同源性和遗传进化分析。

表 ２　 参考序列

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株名称
Ｓｔｒａｉｎ

分离时间
Ｔｉｍｅ

分离地点
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

Ａ ／ Ｄｕｃｋ ／ ＨｏｎｇＫｏｎｇ ／ Ｙ４３９ ／ ９７ １９９７ 香港 ＫＦ１８８２６５

Ａ ／ Ｄｕｃｋ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ Ｙ２８０ ／ ９７ ２０００ 香港 ＡＦ１５６３７６

Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｇｈａｉ ／ Ｆ ／ ９８ ２００４ 上海 ＡＦ１５６３７７

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ６ ／ ９６ ２００５ 山东 ＤＱ０６４３７６

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｇｕａｎｇｘｉ ／ Ｇ８ ／ ２００９ ２００９ 广西 ＧＵ４７１８０５

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｅｂｅｉ ／ Ｂ５ ／ ２０１０ ２０１０ 河北 ＫＪ４２６４０５

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ Ｃ３１８８ ／ ２０１０ ２０１０ 浙江 ＫＭ１１３１７７

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｅｎａｎ ／ ＨＦ ／ ２０１２ ２０１２ 河南 ＫＣ８７９２９８

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｇｈａｉ ／ Ｃ１ ／ ２０１２ ２０１２ 上海 ＫＣ４１７０４６

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １２２４ ／ ２０１３ ２０１３ 安徽 ＫＵ７６２３７９

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ／ ＬＧ１ ／ ２０１３ ２０１３ 广东 ＫＣ９５１１２２

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｇｈａｉ ／ ０１５ ／ ２０１４ ２０１４ 上海 ＫＰ４０４０００

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｊｉｌｉｎ ／ ＳＤ００１ ／ ２０１４ ２０１４ 吉林 ＫＭ０５４７８８

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ／ ＫＰＳ０１ ／ ２０１５ ２０１５ 广东 ＫＴ０２３０６３

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ １１６７ ／ ２０１５ ２０１５ 山东 ＫＴ３３８３００

１．２．５　 毒种纯化与增殖　 采用鸡胚终点稀释法并

结合血清中和试验方法进行：将 ＷＦ 株、 ＬＣ 株、
ＹＴ 株抗原液做 １０００ 倍稀释后与等量的 ＮＤ 阳性血

清、Ｈ５ 亚型 ＡＩＶ 阳性血清（体积比为 １ ∶ １ ∶ １），室
温作用 １ 小时，进一步做 １０ 倍递进稀释，取 １０－２、
１０－３、１０－４三个稀释度（最终稀释度为１０－５、１０－６、
１０－７）各接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚 ５ 枚，每胚 ０．１ ｍＬ，

置 ３７ ℃继续孵育。 选接种后 ７２ ～ １２０ ｈ 死亡且病

痕明显的鸡胚，逐枚收获鸡胚液并测定 ＨＡ 效价，
选择最高稀释度的一枚感染胚液为传代接种物。
按照上述方法将毒种纯化 ３ 代。 将第三代感染胚

液用灭菌生理盐水作 １０－４ 稀释，经尿囊腔接种 １０
日龄 ＳＰＦ 鸡胚，每胚 ０．１ ｍＬ，选接种后 ７２～１２０ ｈ 死

亡且病痕明显的鸡胚，收获鸡胚液混合，定量分装。

·８·
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１．２．６　 病毒含量测定　 将鸡胚液用灭菌生理盐水

作 １０ 倍系列稀释，取 １０－６、１０－７、１０－８、１０－９ ４ 个

稀释度，各尿囊腔内接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚各 ５ 枚，
０．１ ｍＬ ／胚，置 ３７ ℃继续孵育。 ２４ ｈ 以前死去的鸡

胚弃去不计，观察至 １２０ ｈ，无论死胚、活胚逐胚

收获鸡胚液，分别测定红细胞凝集价，凝集价不低

于１︰１６（微量法）者判为感染，按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
法计算 ＥＩＤ５０。
１．２．７ 　 单因子血清的制备 　 取 １ 月龄 ＳＰＦ 鸡 １２
只，分 ３ 组，分别颈部皮下注射 ＷＦ、ＬＣ、ＹＴ 病毒株

弗氏完全佐剂灭活疫苗 ０． ５ ｍＬ ／只，免疫后 ７ ｄ、
１４ ｄ采血检测 ＨＩ 抗体，免疫后第 １４ 天分别免疫

ＷＦ、ＬＣ、ＹＴ 病毒株弗氏不完全佐剂灭活疫苗，免疫

后 ２１ ｄ、２８ ｄ 采血检测，直至血清 ＨＩ 效价达 ９ ～
１０ｌｏｇ２，若免疫后 ２１ ｄ 仍未达到，则加强免疫，达到

要求后，采血分离血清。
１．２．８　 交叉血凝抑制试验　 在同一条件下，用 ４ 个

血凝单位的病毒抗原分别交叉测定三种单因子血

清对每种病毒的 ＨＩ 效价。 ＨＡ 和 ＨＩ 试验参照现行

《中国兽药典》方法进行。
１．２．９　 交叉免疫攻毒保护试验

１．２．９．１　 疫苗制备　 将 ＷＦ 株、ＬＣ 株及 ＹＴ 株分别

用灭菌生理盐水作 １０００ 倍稀释，分别经尿囊腔途

径接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，０．１ ｍＬ ／胚，接种后继续

在 ３７ ℃孵育至 １２０ ｈ，每 ８～１２ ｈ 照蛋一次，弃去接

种后 ２４ ｈ 内死亡的鸡胚，收获 ２４ ～ １２０ ｈ 的死胚及

１２０ ｈ 的活胚尿囊液，测定病毒液的血凝效价及

ＥＩＤ５０。 收获的病毒液中分别加入终浓度为 ０．２％的

甲醛溶液，置 ３７ ℃恒温摇床内灭活 ２４ ｈ。 分别取

３ 个毒种的灭活病毒抗原液，以吐温－８０及司本－８０
为乳化剂，白油为佐剂，分别乳化制成 ＷＦ 株、ＬＣ
株及 ＹＴ 株共 ３ 个毒株的油包水型灭活疫苗，油水

比为 ２ ︰１。
１．２．９．２　 免疫 　 将 ６０ 只 ２１ 日龄的 ＳＰＦ 鸡分成 ４
个组，每组 １５ 只鸡，第 １、２、３ 组为免疫组，分别经

颈部皮下注射 ＷＦ 株、ＬＣ 株及 ＹＴ 株灭活疫苗，０．３
ｍＬ ／只，第 ４ 组为对照，不免疫。
１．２．９．３　 ＨＩ 效价测定　 于免疫后 ２１ ｄ，所有试验鸡

采血，对各试验组鸡分别用 ＷＦ 株、ＬＣ 株及 ＹＴ 株 ３
种 ＨＩ 试验抗原进行 ＨＩ 效价测定。
１．２．９．４　 交叉攻毒保护试验　 采血后，各试验鸡分

别用禽流感 Ｈ９ 亚型流行毒株攻击，每组 １５ 只鸡，
各取 ５ 只分别攻 ＷＦ 毒株、ＬＣ 毒株和 ＹＴ 毒株。 攻

毒剂量为 １００ 倍稀释毒 ０．５ ｍＬ ／只，翅静脉注射，攻
毒后第 ５ 天采集所有试验鸡的泄殖腔及咽拭子进

行病毒分离，观察不同毒株灭活疫苗对不同毒株攻

击的交叉保护情况。
２　 结　 果

２．１　 病毒的分离培养　 ＷＦ 株、ＬＣ 株及 ＹＴ 株病料

分别接种 ５ 枚 ＳＰＦ 鸡胚观察至 ９６ ｈ 分别有 ２ 枚、
３ 枚和 ２ 枚死亡，逐胚收获鸡胚液，标记。 将收获的

鸡胚液进行 ＨＡ 试验，结果死亡胚都有血凝性，
接种存活胚和对照组的 ＨＡ 效价１︰２。 接种死亡

胚的检测情况详见表 ３。
表 ３　 病毒分离结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

接种胚号
Ｅｍｂｒｙｏｓ

死亡时间 ／ ｈ
Ｄｅａｔｈ ｔｉｍｅ ／ ｈ

胚体病变
Ｄｉｓｅａｓｅｄ ｅｍｂｒｙｏ

ＨＡ ／ ｌｏｇ２

ＷＦ－１ ７２ 有 ６

ＷＦ－２ ９６ 有 ８

ＬＣ－１ ７２ 有 ８

ＬＣ－２ ７２ 有 ７

ＬＣ－３ ９６ 有 ６

ＹＴ－１ ９６ 有 ８

ＹＴ－２ ８０ 有 ８

２．２　 ＨＩ 试验　 将有血凝活性的分离物分别用灭菌

生理盐水稀释成４ＨＡ单位的抗原液，血凝抑制试验

结果表明，分离病毒只被禽流感病毒 Ｈ９ 亚型阳性

血清特异性抑制，血凝抑制效价为２７ ～２８，不被禽流

感病毒 Ｈ５、Ｈ７ 亚型阳性血清、新城疫病毒阳性血

清抑制，初步判定分离毒株是 Ｈ９ 亚型禽流感病毒。

２．３　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测和 ＴＡ 克隆　 ＨＡ 基因、ＮＡ 基因

ＰＣＲ 产物经核酸电泳鉴定大小正确后（图 １、图 ２），

利用凝胶回收试剂盒回收并分别连接 ｐＥＴ－３２ａ 进

行 ＴＡ 克隆，每个毒株的 ＨＡ、ＮＡ 基因分别选 ３ 株

·９·
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ＰＣＲ 鉴定阳性克隆株送南京金斯瑞公司测序，测序

结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｈ９Ｎ２ 禽流感毒株的参考序列

进行核苷酸序列同源性比较，并用 ＭＥＧＡ ４．０ 软件

绘制基因进化树。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １． ＷＦ 株 ＨＡ； ２． ＬＣ 株 ＨＡ；

３．ＹＴ 株 ＨＡ； ４．ＳＰＦ 鸡胚液； ５．阳性对照

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １． ＨＡ ｏｆ ＷＦ ｓｔｒａｉｎ； ２． ＨＡ ｏｆ ＬＣ ｓｔｒａｉｎ；

３． ＨＡ ｏｆ ＹＴ ｓｔｒａｉｎ； ４． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ５． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 分离株 ＨＡ 基因 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 ＨＡ ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ ｏｆ

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｓｏｌａｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １．ＷＦ 株 ＮＡ； ２．ＬＣ 株 ＮＡ；

３．ＹＴ 株 ＮＡ； ４． ＳＰＦ 鸡胚液； ５．阳性对照

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １． ＮＡ ｏｆ ＷＦ ｓｔｒａｉｎ； ２． ＮＡ ｏｆ ＬＣ ｓｔｒａｉｎ；

３． ＮＡ ｏｆ ＹＴ ｓｔｒａｉｎ； ４． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ５． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 分离株 ＮＡ 基因 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ２　 ＮＡ ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ－ＰＣＲ ｏｆ

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｓｏｌａｔｅ ｓｔｒａｉｎｓ

２．４　 ＨＡ 基因序列分析 　 测序结果显示，ＷＦ 株、

ＬＣ 株、ＹＴ 株的 ＨＡ 基因全长大小相同，都为 １６８３

ｂｐ，其与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｈ９Ｎ２ 参考序列进行比对发

现，本研究中分离到的 ＷＦ 株、ＬＣ 株、ＹＴ 株之间核

苷酸同源性为 ９７％ ～ ９７．６％，推导的氨基酸同源性

为 ９７． ８％ ～ ９８． ２％； 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中早期分离株

（ＨｏｎｇＫｏｎｇＹ４３９、 ＨｏｎｇＫｏｎｇ Ｙ２８０ ）、 经 典 疫 苗 株

（Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ６ ／ ９６、Ｓｈａｎｇｈａｉ ／ Ｆ ／ ９８）的同源性较低，为

７４．９％ ～ ９０． ３％，推导的氨基酸序列为 ８０． ０％ ～

９１．７％。 与ＧｅｎＢａｎｋ上发表的２００９～２０１５年的 Ｈ９ 亚

型禽流感毒株的同源性较高，高达９２．１％～ ９８．９％，

推导的氨基酸序列同源性为 ９３．５％ ～９８．６％。 遗传

进化分析结果与同源性分析结果一致，近年分离株

和早期分离株明显分为不同簇，而本研究中的 ３ 个

分离株与近年分离株的亲缘关系最近，属于 Ｙ２８０－

ｌｉｋｅ 分支（图 ３）。

２．５　 ＮＡ 基因序列分析　 测序结果显示，ＷＦ 株、ＬＣ

株、ＹＴ 株的 ＮＡ 基因全长大小相同，都为１４０１ ｂｐ，

其与ＧｅｎＢａｎｋ中Ｈ９Ｎ２参考序列进行比对发现，本研

究中 ３ 个分离株之间核苷酸同源性为 ９３．５％～

９４．４％，推导的氨基酸同源性为９４．６％～９５．３％；与

ＧｅｎＢａｎｋ 中早期分离株（ＨｏｎｇＫｏｎｇＹ４３９、ＨｏｎｇＫｏｎｇ

Ｙ２８０）、经典疫苗株 （ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ６ ／ ９６、 Ｓｈａｎｇｈａｉ ／ Ｆ ／

９８）的同源性较低，为 ８６．３％ ～ ９２．３％，推导的氨基

酸序列为 ８７．１％～９３．７％。 与 ＧｅｎＢａｎｋ 上 发 表 的

２００９～２０１５年的Ｈ９亚型禽流感毒株的同源性较高，

高达９４．２％～ ９９．２％，推导的氨基酸序列同源性为

９５．３％～９９．６％。 遗传进化分析结果与同源性分析

结果一致，近年分离株和早期分离株明显位于不同

簇，而本研究中的 ３ 个分离株与近年分离株的亲缘

关系最近，同属 Ｙ２８０－ｌｉｋｅ 分支（图 ４）。

２．６　 毒种纯化与增殖　 采用鸡胚终点稀释法并结

合血清中和试验方法将 ＷＦ 株、ＬＣ 株和 ＹＴ 株毒种

连传三代进行了纯化，选择三代时最高稀释度的一

枚感染胚液作为毒种进行病毒繁殖。

２．７　 病毒含量　 经测定，ＷＦ 株、ＬＣ 株、ＹＴ 株毒种

病毒含量分别为 １０８．１７、１０７．８３和 １０７．６８ＥＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ。

２．８　 ＨＩ 抗体测定 　 不同地点分离的 ３ 株禽流感

Ｈ９ 亚型流行毒株所制备出的 ３ 种灭活疫苗免疫

ＳＰＦ 鸡 ２１ ｄ 后，分别用同样 ３ 株抗原进行 ＨＩ 抗体

效价检测，结果 ＷＦ 株、ＬＣ 株和 ＹＴ 株制备的疫苗

ＨＩ 效价分别为 ８．８ ～ １０．０ｌｏｇ２、９．４ ～ ９．８ｌｏｇ２ 和 ６．０ ～
１０．４ｌｏｇ２（表 ４），可见同一灭活苗免疫组鸡的血清样

·０１·
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图 ３　 ＨＡ 基因全长遗传进化树分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＨＡ ｇｅｎｅｓ

图 ４　 ＮＡ 基因全长遗传进化树分析

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＮＡ ｇｅｎｅｓ

品采用不同毒株作为抗原进行测定，其 ＨＩ 抗体效

价几何平均值存在较大差异，差异范围为 ０． ２ ～
４．４ｌｏｇ２，用同源毒株作为抗原测定免疫组鸡的血清

样品，可获得较高的 ＨＩ 抗体效价。
２．９　 流行毒株间的交叉攻毒保护试验　 结果显示

攻毒对照组均 ５ ／ ５ 分毒阳性，对照成立。 不同区域

分离的 ＷＦ 株和 ＹＴ 株制备的疫苗对 ＷＦ 株和 ＹＴ
株交叉攻毒均能达到 １００％（５ ／ ５）保护；但对 ＬＣ 株

攻毒均为 ８０％（４ ／ ５）保护；ＬＣ 株制备的疫苗用 ３ 种

不同毒株攻毒均能达到 １００％（５ ／ ５）保护（表 ５）。
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表 ４　 ３ 个不同毒株灭活疫苗免疫后用不同抗原

进行 ＨＩ 试验的结果

Ｔａｂ ４　 ＨＩ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ

ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ

灭活疫苗
Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ

试验鸡数
Ｃｈｉｃｋｅｎ
ｎｕｍｂｅｒ

ＡＩ（Ｈ９）ＨＩ 测定结果 ／ （ＧＭＴ ｌｏｇ２）

ＷＦ ＬＣ ＹＴ

ＷＦ 株 １５ １０．０ ８．８ ９．８

ＬＣ 株 １５ ９．８ ９．４ ９．６

ＹＴ 株 １５ ８．０ ６．０ １０．４

对照组 １５ ０ ０ ０

表 ５　 流行毒株间的交叉攻毒保护试验

Ｔａｂ ５　 Ｃｒｏｓｓ－ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｉｓｏｌａｔｅｓ

疫苗
Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ

鸡只数
Ｃｈｉｃｋｅｎ
ｎｕｍｂｅｒ

攻毒实验结果（阳性数 ／ 攻毒数）
Ｒｅｓｕｌｔｓ（Ｐ ／ Ｎ）

ＷＦ 株 ＬＣ 株 ＹＴ 株

ＷＦ 株 １５ ０ ／ ５ １ ／ ５ ０ ／ ５

ＬＣ 株 １５ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ ５

ＹＴ 株 １５ ０ ／ ５ １ ／ ５ ０ ／ ５

对照组 １５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５

３　 讨　 论

Ｈ９Ｎ２亚型禽流感在国内的发生最早可追溯到

１９９４ 年［８］，直到 １９９８ 年下半年至 １９９９ 年上半年，

在山东省大面积爆发该病［９］。 目前该病在中国多

省地区广泛存在，不仅是严重危害中国养禽业的主

要疾病之一，而且还危害到人类的健康。 １９９８ 年大

面积推广应用针对疫情的Ｈ９Ｎ２亚型禽流感疫苗，
对控制疫情的流行发挥了重要作用，ＢＪ９４－ｌｉｋｅ类型

的毒 株 在 临 床 上 的 分 毒 率 明 显 下 降［１０］。 但

Ｙ２８０－ｌｉｋｅ亚群禽流感毒株逐渐增多，在国内养殖场

广泛流行，免疫失败的比例逐年增加，在 ２０１０ 年达

到高峰，系统进化树发现，该类型的毒株目前已经

成为优势流行株［１１］。 娄本红等［１２］在鸡胚上研究了

Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感的 ＨＡ 基因在抗体选择压力下的

变异，结果显示某些非优势毒株的 ＨＡ 基因在抗体

免疫选择压力下发生了抗原性变化，抗原表位变异

后能抵抗特异性抗体的中和作用进而由非优势毒

株演变为优势毒株。 本研究中分离得到的三株禽

流感毒株属于Ｙ２８０－ｌｉｋｅ这一簇，与目前Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ
经典疫苗株 ＳＨ ／ Ｆ ／ ９８、ＳＤ ／ ６ ／ ９６ 的同源性低，亲缘

关系较远，而与近年流行株的亲缘关系密切。 因

此，疫苗株与流行株之间的抗原差异可能是导致近

年来 Ｈ９ 亚型禽流感免疫保护效果不好的重要原因

之一。
本研究中的 ＷＦ 株、ＬＣ 株和 ＹＴ 分离株与不同

地域分离株进行遗传进化分析显示，本研究中的 ３
株山东分离株和国内不同地域分离的 Ｈ９Ｎ２ 亚型

禽流感毒株并没有表现出特殊的地域偏好性，与地

理位置上相隔较远的广东、广西、上海、浙江等地的

近年分离株的同源性亦较高。 提示包括山东省在

内的全国 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因可能

处在一个比较稳定的遗传演化过程［１３］，而病毒是

通过候鸟或者运输发生传播是值得研究的一个问

题，明确病毒的传播途径和方式对禽流感的防控具

有重要意义。
本研究采用 ２０１５ 年在山东分离的 ３ 株 Ｈ９ 亚

型禽流感病毒流行毒株，分别制备灭活疫苗，免疫

ＳＰＦ 鸡，免疫后 ２１ ｄ，采血测定 ＨＩ 效价，然后分别

用上述 ３ 株毒株进行攻击，观察不同区域分离的

Ｈ９ 亚型流行毒株的交叉免疫攻毒保护效果，结果

显示，用不同地点分离的这 ３ 株 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 流行毒

株所制备出的 ３ 种灭活疫苗免疫 ＳＰＦ 鸡 ２１ ｄ 后，
ＨＩ 抗体效价均明显上升，达到 ６．０ ～ １０．４ｌｏｇ２；这 ３
种灭活疫苗所诱导产生的 ＨＩ 抗体效价存在一定的

差异，差异范围为 ０．２ ～ ４．４ｌｏｇ２，用同源毒株作为抗

原测定免疫鸡的血清样品可获得较高的 ＨＩ 抗体效

价。 每个疫苗免疫组分别用 ＷＦ 株、ＬＣ 株、ＹＴ 株

进行攻毒后，对照鸡均 １００％分毒阳性，３ 种灭活疫

苗对这 ３ 株流行毒株攻毒的保护率 ８０％ ～ １００％
（４ ／ ５～５ ／ ５）。 结果证明了本研究中这 ３ 个不同地

点分离的 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 流行毒株相互间有较好的交

叉保护力，这也与序列分析结果显示 ３ 株流行毒株

的亲缘关系较近相一致。
当前 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒在中国很多地区

流行，又因为禽流感病毒是分节段的单股负链 ＲＮＡ
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病毒，同一毒株在复制的过程中以及不同毒株之间

很可能发生基因突变和基因重组，所以加强对

Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒的生物学特性和分子流行病

学研究，对于家禽养殖和公共卫生安全方面具有重

要的现实意义。 本研究通过对 ３ 株不同地点分离

的 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 毒株进行了 ＨＡ、ＮＡ 基因的遗传进化

分析和生物学特性分析，为了解山东省 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ
的流行变异情况和疫苗研制提供了依据。
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