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［摘　 要］ 　 为建立一种同时检测 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型禽流感的方法，分别针对 Ｈ４ 亚型禽流感病毒

（ＡＩＶ） ＨＡ 基因、Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ ＮＡ 基因和所有亚型 ＡＩＶ Ｍ 基因保守序列，设计筛选出 ３ 对特异性引

物，优化引物之间的浓度，对三重反应体系进行特异性和敏感性验证，建立了 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型

ＡＩＶ 三重 ＲＴ － ＰＣＲ 检测方法，并用该法对临床样品进行检测。 建立的方法能特异性扩增 Ｈ４、Ｎ２
和所有亚型 ＡＩＶ，与其他禽病病原体不发生交叉反应；对 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ 至少能检测到

６ ｐｇ ／ μＬ。 在 １８５ 份临床样品的检测中，检出 ４ 份 Ｈ４、１０ 份 Ｎ２ 和 １９ 份 ＡＩＶ 阳性。 所建立的三重

ＲＴ － ＰＣＲ 方法特异性强、灵敏度高，为快速检测 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ 提供了有效的方法。
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ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ． Ａ ｔｒｉｐｌｅｘ ＲＴ － ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ４， Ｎ２ ａｎｄ ａｌｌ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ＡＩＶ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ Ｈ４， Ｎ２ ａｎｄ ａｌｌ ｓｕｂｔｙｐｅｓ
ＡＩＶ， ａｎｄ ｈａｄ ｎｏ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｏｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ， ａｎｄ ａｔ ｌｅａｓｔ ｃａｎ ｄｅｔｅｃｔ ６ ｐｇ ／ μＬ ｆｏｒ Ｈ４， Ｎ２ ａｎｄ
ａｌｌ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ＡＩＶ． Ａｍｏｎｇ １８５ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ， ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ Ｈ４ （４）， Ｎ２ （１０） ａｎｄ ＡＩＶ （１９）．
Ｔｈｉｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｔｒｉｐｌｅｘ ＲＴ － ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ４， Ｎ２
ａｎｄ ａｌｌ ｓｕｂｔｙｐｅ ＡＩＶ． 　
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ； Ｈ４ ｓｕｂｔｙｐｅ； Ｎ２ ｓｕｂｔｙｐｅ； ｔｒｉｐｌｅｘ ＲＴ － ＰＣＲ

　 　 禽流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ） 属于

正黏病毒科 Ａ 型流感病毒属，是单股、分节段的

ＲＮＡ 病毒，编码 ８ 个基因（ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡ、ＨＡ、ＮＡ、
Ｍ、ＮＰ 和 ＮＳ）。 根据血凝素（ＨＡ）和神经氨酸酶

（ＮＡ）抗原性的不同，目前已发现 １８ 个 ＨＡ 亚型和

１１ 个 ＮＡ 亚型［１］。 部分 Ｈ５ 和 Ｈ７ 亚型为高致病性

ＡＩＶ（Ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＡＩＶ， ＨＰＡＩＶ），可引起家禽

大规模死亡，并可传染给人［２］。 大多数亚型 ＡＩＶ 均

为低致病性 ＡＩＶ（Ｌｏｗ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＡＩＶ， ＬＰＡＩＶ）。
Ｈ４ 亚型 ＡＩＶ 属于 ＬＰＡＩＶ，在流感调查项目中，

发现 Ｈ４ 亚型 ＡＩＶ 常可分离到，已作为常分离出的

主要亚型之一［３ － ５］。 Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 是最常见的 ＮＡ
亚型。 快速检测 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ 的方法对

于 ＡＩＶ 的防控具有重要意义。 目前，检测 ＡＩＶ 的方

法多为病毒分离鉴定，结果准确可靠，但存在操作

步骤较多、耗时长的缺点，而在实际应用中更需要

简单、快速的检测方法。 多重 ＰＣＲ 是在普通 ＰＣＲ
基础上建立起来的，即在同一反应体系中加入多对

引物从而实现多个目的基因同时扩增，具有快速、
简便、成本低、可同时检测和鉴别多种病原体等特

点，已被广泛应用于病原微生物的检测［６ － ８］。 本研

究旨在利用多重 ＲＴ － ＰＣＲ 技术，建立一种特异、敏
感、简便和快速检测 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ 的三

重 ＲＴ － ＰＣＲ 方法。
１　 材料与方法

１． １ 　 毒株和主要试剂 　 不同亚型 ＡＩＶ （Ｈ１Ｎ１、
Ｈ１Ｎ２、 Ｈ３Ｎ２、 Ｈ３Ｎ６、 Ｈ３Ｎ８、 Ｈ４Ｎ２、 Ｈ４Ｎ６、 Ｈ５Ｎ２、
Ｈ６Ｎ２、Ｈ６Ｎ６、Ｈ７Ｎ２、Ｈ９Ｎ２）、新城疫病毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＮＤＶ） 和血清 ４ 型禽腺病毒 （ Ｆｏｗｌ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４， ＦＡｄＶ４）由广西壮族自治区兽

医研究所分离保存； ＡＩＶ 毒株的 ＲＮＡ （ Ｈ５Ｎ２、
Ｈ７Ｎ２）由美国康涅狄格州立大学惠赠；传染性支气

管炎病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＶ）、传染性

喉气管 炎 病 毒 （ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，
ＩＬＴＶ）、禽呼肠孤病毒（Ａｖｉａｎ ｒｅｏｖｉｒｕｓ， ＡＲＶ）和鸡

毒支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｇａｌｌｉｓｅｐｔｉｃｕｍ， ＭＧ）购自中国

兽医药品监察所。 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒购自北京

全式金生物技术有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ －
ＰＣＲ Ｋｉｔ Ｖｅｒ． ２ 购自 ＴａＫａＲａ 公司；ＳＰＦ 鸡胚购自北

京梅里亚公司。
１． ２　 引物设计　 在 ＧｅｎＢａｎｋ 基因库中下载 Ｈ４ 亚

型 ＡＩＶ ＨＡ 基因、Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ ＮＡ 基因和所有亚型

ＡＩＶ Ｍ 基因序列，应用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件比对序列，找
出保守区域。 针对保守序列，在 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０
软件掌握序列片段的 Ｔｍ、错配和二聚体等信息，从
而设计和筛选引物，初步筛出的引物经 ＮＣＢＩ －
ＢＬＡＳＴ 模拟验证特异性，最终得出候选引物，发至

广州 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。 通过实际试验的验证，
表 １ 中的 ３ 对特异性引物可在同一反应体系混合

使用，用于同时检测 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ。
１． ３　 病毒核酸提取与三重 ＲＴ － ＰＣＲ 反应条件优化

参照 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒说明书，抽提病毒 ＲＮＡ
或 ＤＮＡ。 一步法 ＲＴ － ＰＣＲ 反应体系 ２５ μＬ：２ ×
１ Ｓｔｅｐ Ｂｕｆｆｅｒ １２． ５ μＬ， ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ １ Ｓｔｅｐ Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ １ μＬ，Ｈ４、Ｎ２ 和 ＡＩＶ － Ｍ 三对引物终浓度在

０． １ ～ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 之间调整，ＲＮＡ ２ μＬ，以无 ＲＮＡ 酶

的超纯水补足 ２５ μＬ。 反应程序如下：５０ ℃ ３０
ｍｉｎ， ９４ ℃ ２ ｍｉｎ；９４ ℃ ４０ ｓ， ５０ ℃ ～ ６５ ℃之间调

整 ４０ ｓ， ７２ ℃ ４０ ｓ， ３５ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
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表 １　 引物信息

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物 引物序列（５’– ３’） 产物大小 ／ ｂｐ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 位置

Ｈ４ － Ｆ ＣＡＣＴＧＡＴＧＡＴＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴＧＧＴＣ

Ｈ４ － Ｒ ＧＡＴＧＴＡＡＡＧＣＣＴＣＧＣＡＴＡＡＴＣＡＣＣＧ
４５４ ＫＪ８８１０１３． １ １４２ － １６６

５９５ － ５７１

Ｎ２ － Ｆ ＡＡＡＴＧＴＴＡＴＣＡＧＴＴＣＧＣＡＣＴＴＧＧＧＣ

Ｎ２ － Ｒ ＧＴＴＴＴＧＡＧＡＣＣＡＴＧＡＡＣＣＡＡＴＡＣＴＧ
２８２ ＫＪ８８１０１５． １ ４０１ － ４２５

６８２ － ６５８

ＡＩＶ － Ｍ － Ｆ ＧＡＣＴＡＣＣＡＣＣＡＡＣＣＣＡＣＴＡＡＴＣＡＧＧ

ＡＩＶ － Ｍ － Ｒ ＧＡＧＴＣＣＣＡＡＴＴＧＴＣＣＴＣＡＴＣＧＣＣＴＧ
１６７ ＫＪ８８１０１４． １ ５２３ － ５４７

６８９ － ６６５

１． ４　 三重 ＲＴ － ＰＣＲ 特异性试验　 用该法对 Ｈ４Ｎ２
亚型 ＡＩＶ 不同分离株、 Ｈ４Ｎｙ （ ｙ ≠２） 亚型 ＡＩＶ
（Ｈ４Ｎ６）、 ＨｘＮ２ （ ｘ≠４） 亚型 ＡＩＶ （ Ｈ１Ｎ２、 Ｈ３Ｎ２、
Ｈ５Ｎ２、Ｈ６Ｎ２、Ｈ７Ｎ２、Ｈ９Ｎ２）、ＨｘＮｙ（ｘ≠４，ｙ≠２）亚

型 ＡＩＶ （Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ６、Ｈ３Ｎ８、Ｈ６Ｎ６）、ＮＤＶ、 ＩＢＶ、
ＩＬＴＶ、ＡＲＶ、 ＦＡｄＶ４、 ＭＧ 的 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 进行三重

ＲＴ － ＰＣＲ 检测，检验该法的特异性。
１． ５　 三重 ＲＴ － ＰＣＲ 敏感性试验 　 测定 Ｈ４Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 的 ＲＮＡ 浓度，将 ＲＮＡ 倍比稀释为 ６ ｎｇ ／ μＬ、
６００ ｐｇ ／ μＬ、６０ ｐｇ ／ μＬ、６ ｐｇ ／ μＬ、６００ ｆｇ ／ μＬ、６０ ｆｇ ／ μＬ
和 ６ ｆｇ ／ μＬ。 用该法分别对各浓度 ＲＮＡ 进行三重

ＲＴ － ＰＣＲ 的检测，检验该法的敏感性。
１． ６　 三重 ＲＴ － ＰＣＲ 临床样品检测　 用该法对从

广西南宁市活禽市场采集的 １８５ 份咽喉和泄殖腔

棉拭子样品进行检测。 同时，将棉拭子溶液接种至

９ ～ １１ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，３５ ℃孵育 ２４ ～ １２０ ｈ 进行病

毒增殖与分离，收集尿囊液，用血凝试验（ＨＡ）对其

进行鉴定，对有血凝性的样品进一步用血凝抑制试

验（ＨＩ）鉴定出 Ｈ 亚型。 对已确定 Ｈ 亚型的样品，
提取病毒 ＲＮＡ，参照文献［９］ 的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因全长

引物，扩增和克隆 ＨＡ 和 ＮＡ 基因并送广州 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司测序。
２　 结果与分析

２． １　 反应条件优化结果　 经过对引物之间浓度的

优化，Ｈ４ － Ｆ 和 Ｈ４ － Ｒ 引物终浓度为 ０． ６ μｍｏｌ ／ Ｌ，
Ｎ２ － Ｆ 和 Ｎ２ － Ｒ 引物终浓度为 ０． ４ μｍｏｌ ／ Ｌ，ＡＩＶ －
Ｍ － Ｆ 和 ＡＩＶ － Ｍ － Ｒ 引物终浓度为 ０． ３ μｍｏｌ ／ Ｌ。
退火温度优化结果表明，最佳退火温度为 ５６ ℃。
２． ２　 特异性结果 　 图 １ 显示，用该法对 Ｈ４Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 的检测出现 ３ 个目的条带，分别为 ４５４ ｂｐ
（Ｈ４ 亚型 ＡＩＶ）、２８２ ｂｐ（Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ）和 １６７ ｂｐ
（所有亚型 ＡＩＶ 通用检测）；对 Ｈ４Ｎｙ（ ｙ≠２）亚型

ＡＩＶ （Ｈ４Ｎ６）检测出现 ２ 个目的条带，分别为 ４５４
ｂｐ 和 １６７ ｂｐ；对 ＨｘＮ２ （ ｘ≠４） 亚型 ＡＩＶ （Ｈ１Ｎ２、
Ｈ３Ｎ２、Ｈ５Ｎ２、Ｈ６Ｎ２、Ｈ７Ｎ２ 和 Ｈ９Ｎ２）的检测出现 ２
个目的条带，分别为 ２８２ ｂｐ 和 １６７ ｂｐ；对 ＨｘＮｙ
（ｘ≠４，ｙ≠２）亚型 ＡＩＶ（Ｈ３Ｎ６、Ｈ３Ｎ８、Ｈ６Ｎ６） 的检

测只有 １６７ ｂｐ 目的条带； 对常见禽病病原体

（ＮＤＶ、ＩＢＶ、ＩＬＴＶ、ＡＲＶ、ＦＡｄＶ４ 和 ＭＧ）的检测无扩

增条带；结果与实际相符。

Ｍ． ＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ － ３． Ｈ４Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 不同分离株；４． Ｈ１Ｎ１；５． Ｈ１Ｎ２；６． Ｈ３Ｎ２；７． Ｈ３Ｎ６；８． Ｈ３Ｎ８；９． Ｈ４Ｎ６；１０． Ｈ５Ｎ２；

１１． Ｈ６Ｎ２；１２． Ｈ６Ｎ６；１３． Ｈ７Ｎ２；１４． Ｈ９Ｎ２；１５． ＮＤＶ；１６． ＩＢＶ；１７． ＩＬＴＶ；１８． ＡＲＶ；１９． ＦＡｄＶ４；２０． ＭＧ；２１． 阴性对照

图 １　 特异性试验结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

·８１·
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２． ３　 敏感性结果　 用该法对 Ｈ４Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 不同

浓度的 ＲＮＡ 进行检测，结果见图 ２。 对 ６ ｎｇ ／ μＬ ～
６ ｐｇ ／ μＬ 浓度的 ＲＮＡ，Ｈ４、Ｎ２、ＡＩＶ － Ｍ 引物均能检

测到；对 ６００ ｆｇ ／ μＬ 浓度的 ＲＮＡ，Ｈ４、Ｎ２、ＡＩＶ － Ｍ
引物均检测不到，无条带。 因此，该法至少能检测

到 ６ ｐｇ ／ μＬ 的 ＲＮＡ。
２． ４　 临床样品检测结果　 用所建立的方法对 １８５
份临床样品进行检测，结果见表 ２。 有 ３ 份样品扩

增出 ３ 条特异性条带，表明为 Ｈ４Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ；有 １
份样品扩增出 ４５４ ｂｐ 和 １６７ ｂｐ 的 ２ 条特异性条

带，表明为 Ｈ４ 亚型 ＡＩＶ；有 ７ 份样品扩增出 ２８２ ｂｐ
和 １６７ ｂｐ 的 ２ 条特异性条带，表明为 Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ；
有 ８ 份样品均出现 １６７ ｂｐ 的单一条带，表明为其他

亚型ＡＩＶ （ 非Ｈ４和Ｎ２亚型） ；其他１６６份样品均

无任何条带，表明不是 ＡＩＶ。 上述样品通过病毒分

离、血凝抑制试验和进一步测序鉴定，结果与上述

相符。

Ｍ： ＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１： ６ ｎｇ ／ μＬ；２： ６００ ｐｇ ／ μＬ；３： ６０ ｐｇ ／ μＬ；

４： ６ ｐｇ ／ μＬ；５： ６００ ｆｇ ／ μＬ；６： ６０ ｆｇ ／ μＬ；７： 阴性对照

图 ２　 敏感性试验结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

表 ２　 临床样品检测结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品

测序鉴定 三重 ＲＴ － ＰＣＲ

ＨＡ 亚型 ＮＡ 亚型 鉴定结果 Ｍ 基因 １６７ ｂｐ Ｈ４ 亚型 ４５４ ｂｐ Ｎ２ 亚型 ２８２ ｂｐ 鉴定结果
（ｘ≠４，ｙ≠２）

１ Ｈ４ Ｎ２ Ｈ４Ｎ２ ＋ ＋ ＋ Ｈ４Ｎ２

２ Ｈ４ Ｎ２ Ｈ４Ｎ２ ＋ ＋ ＋ Ｈ４Ｎ２

３ Ｈ４ Ｎ２ Ｈ４Ｎ２ ＋ ＋ ＋ Ｈ４Ｎ２

４ Ｈ４ Ｎ６ Ｈ４Ｎ６ ＋ ＋ － Ｈ４Ｎｙ

５ Ｈ３ Ｎ２ Ｈ３Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

６ Ｈ３ Ｎ２ Ｈ３Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

７ Ｈ９ Ｎ２ Ｈ９Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

８ Ｈ９ Ｎ２ Ｈ９Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

９ Ｈ９ Ｎ２ Ｈ９Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

１０ Ｈ９ Ｎ２ Ｈ９Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

１１ Ｈ９ Ｎ２ Ｈ９Ｎ２ ＋ － ＋ ＨｘＮ２

１２ Ｈ１ Ｎ１ Ｈ１Ｎ１ ＋ － － ＨｘＮｙ

１３ Ｈ３ Ｎ６ Ｈ３Ｎ６ ＋ － － ＨｘＮｙ

１４ Ｈ３ Ｎ６ Ｈ３Ｎ６ ＋ － － ＨｘＮｙ

１５ Ｈ３ Ｎ８ Ｈ３Ｎ８ ＋ － － ＨｘＮｙ

１６ Ｈ６ Ｎ１ Ｈ６Ｎ１ ＋ － － ＨｘＮｙ

１７ Ｈ６ Ｎ６ Ｈ６Ｎ６ ＋ － － ＨｘＮｙ

１８ Ｈ６ Ｎ６ Ｈ６Ｎ６ ＋ － － ＨｘＮｙ

１９ Ｈ６ Ｎ８ Ｈ６Ｎ８ ＋ － － ＨｘＮｙ

·９１·
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３　 讨论与结论

Ｈ４ 亚型 ＡＩＶ 自 １９５６ 年首次在捷克从鸭中分

离出，之后广泛分布于亚洲、欧洲和北美洲［１０ － １２］。

水禽和滨鸟是 Ｈ４ 亚型 ＡＩＶ 的主要宿主，并可感染

海狮、马和猪等哺乳动物［１３ － １４］。 在全球流感检测

中，Ｈ４ 亚型分离率较高，在野鸟中广泛流行［１５］；在

我国中部、东部和南部的活禽市场广泛传播，并发

现该亚型与其他亚型进行复杂基因重组［３ － ５］。 有

研究报道，Ｈ４Ｎ６ 和 Ｈ９Ｎ２ 共感染的家禽可导致高

频的基因重组，重组病毒比野生型病毒毒力更

强［１６］。 虽然尚未有 Ｈ４ 致死人和导致家禽大规模

死亡的案例，但根据流行调查结果，警惕我们需要

定期监测该亚型的流行态势和遗传进化情况。 Ｈ４

亚型 ＡＩＶ 在流感病毒进化中起的作用不容忽

视［１７］。 Ｎ２ 亚型是主要的 ＮＡ 亚型，常与 Ｈ１、Ｈ３、

Ｈ４、Ｈ６、Ｈ９ 等搭配组合，Ｈ４Ｎ２ 是常见的组合。 因

此，对于目前 ＡＩＶ 的防控，建立一种 Ｈ４、Ｎ２ 和所有

亚型 ＡＩＶ 的检测方法十分迫切。

本研究成功建立了 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ 的

三重 ＲＴ － ＰＣＲ 检测方法，关键在于 ３ 对特异性引

物的设计。 分别针对 Ｈ４、Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的 ＨＡ 和

ＮＡ 基因保守序列，设计了 ２ 对型特异性引物，用于

Ｈ４、Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的检测；Ｍ 基因在所有亚型 ＡＩＶ

的进化中较为保守，针对 Ｍ 基因设计了 １ 对型通用

引物，用于所有亚型 ＡＩＶ 的检测。 由于 ３ 对引物混

合在同一反应体系使用，因此在设计引物时需考虑

各扩增片段至少相差 １００ ｂｐ，各引物之间无非特异

性反应和错配，避免竞争性的扩增。 建立的三重

ＲＴ － ＰＣＲ 方法首先检查是否存在 ＡＩＶ 的感染，同

时确定是否存在 Ｈ４、Ｎ２ 亚型的感染；其次，如无

Ｈ４、Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 感染，可确定是否存在其他亚型

ＡＩＶ 的感染，为进一步诊断提供参考依据。 该法的

局限性在于只能判定是否存在 Ｈ４Ｎ２、 Ｈ４Ｎｙ 和

ＨｘＮ２ 亚型 ＡＩＶ 的感染，并可辅助确定是否存在其

他亚型 ＡＩＶ 的感染，但无法确定是否存在混合感染

的情况（Ｈ４Ｎ２ 与 Ｈ４Ｎｙ、Ｈ４Ｎ２ 与 ＨｘＮ２、Ｈ４Ｎ２ 与

ＨｘＮｙ、Ｈ４Ｎｙ 与 ＨｘＮｙ 等）。

本研究通过设计和筛选 ３ 对特异性引物，优化

反应条件，建立同时检测 Ｈ４、Ｎ２ 和所有亚型 ＡＩＶ

的三重 ＲＴ － ＰＣＲ 方法，具有特异性强、灵敏度高、

成本低和省时省力等优点，为有效防控 ＡＩＶ 提供技

术支撑。
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