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禽流感(Avian Influenza，AI)是由A型流感病 

毒引起各种家禽及野生禽类感染或发生疫病综合征 

的传染性疾病 j。该病自1878年首次报道以来已有 

100多年的历史，目前已流行于世界上许多国家和 

地区，给养禽业造成了巨大的经济损失[2q]。禽流感 

病毒(AIV)囊膜镶嵌的两种纤突一血凝素(HA)和 

神经氨酸酶(NA)，与病毒的毒力、传播关系密切 ]。 

NA 是AIV表面仅次于HA的一种重要抗原，具有 

唾液酸酶的活性，可以在病毒感染靶细胞时，识别细 

胞表面流感病毒受体末端的唾液酸残基，使病毒能 

够进入细胞；NA 的另一个功能是为要出芽的病毒 

粒子清理通道，利于病毒粒子的成熟和释放，并且阻 

止病毒粒子的凝集。它诱发的抗体可以抑制酶的活 

性，并具有免疫保护作用[5 ]。 

自1994年陈伯伦等[9]从我国发病鸡首次分离 

到H9N2亚型AIV 以来，已先后在全国各地从发病 

禽分离到 H9N2亚型 AIV。从已有的报道分析， 

H9N2亚型AIV在我国广泛存在，并且是我国现有 

AIV的主要亚型_l。。，并越来越严重的威胁着我国养 

禽业的发展。本实验对从本地区所分离和鉴定的一 

株H9N2亚型AIV的NA基因进行了克隆与测序， 

为诊断和预防AIV提供了理论依据。 
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综上所述，表达NDV—F基因的重组苗是用来预 

防鸡群 ND的一种效果较佳的基因工程苗(另文发 

表)，免疫后如何评价其抗体效价是一个重要问题。 

因为F蛋白不能应用常规检测NDV抗体的HI试验 

进行检测，而血清中和试验要求的条件较高，一般实 

验室难以进行，因此我们摸索了两种ELISA方法， 

以期建立快速、简单、准确，能够适用于基层兽医防 

检单位检测的方法。试验结果表明，这两种方法可以 

达到上述的要求 ，但仍需进一步完善，才能最终形成 

商品化试剂盒。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 试 验 毒 株 A／chicken／Mu dan iiang／ 

0823／2000(H9N2)，缩写为CMJ／00，分离于黑龙江 

省牡丹江地区，由东北农业大学动物医学院预防兽 

医系鉴定和保存。 

1．1．2 菌株及质粒载体 大肠杆菌工程菌TG1由 

东北 农 业 大 学 动 物 医学 院 预 防 兽 医 系 保 存； 

pMD18一T载体购 自大连宝生物工程有限公司。 

1．1．3 工具酶及试剂 限制性 内切酶 EcoR I、 

Xba I，Taq酶，T DNA连接酶，X—gal，IPTG，鼠源 

反转录酶，RNA酶抑制剂均购自大连宝生物工程有 

限公司。Trizol试剂由加拿大BioBasicInc进口分装。 

Gel Extraction Mini Kit购自于上海华舜生物工程 

公司。抗生素氨苄青霉素(AMP)购于Amersco公司。 

1．2 方法 

1．2．1 病毒的增殖与纯化 将病毒原液经 1： 

1 000稀释后，接种于 10 13龄SPF鸡胚绒毛尿囊腔 

(0．2 ml／胚)，同时以无菌生理盐水相同条件接种作 

为对照，37℃培养，收集 24 h后死亡鸡胚尿囊液及 

对 照组 尿囊液。尿 囊液 4℃ 10 000 r／min离心 

30 min，弃沉淀，上清液4℃ 30 000 r／min超速离心 

1．5 h，收集沉淀，用 1 ml TNE(0．05 mol／L Tris— 

HCI，1 mmol／L EDTA pH7．8，0．13 mol／L NaC1) 
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摘要：采用大肠杆菌E．coli 0—78、E．coli LH3 2的噬菌体，进行了自然感染条件下噬菌体制剂对蛋鸡公雏的保护率、噬菌 

体和常规药物对杂交肉雏鸡的保护率以及生长发育的影响试验。结果表明，噬菌体制剂可明显改善雏鸡的下痢现象；显著提 

高对雏鸡的保护率 ，其效果与常规用药相同，但是却降低了药物成本 9O 以上 ；在雏鸡饲料中使用噬菌体制剂，还能够使饲料 

利用率以及增重获得明显提高，从而使经济效益得到显著提高。 
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众所周知，由于在饲料中添加抗生素的负面影 

响日趋严重，基于对人类公共卫生保护的责任，世界 

卫生组织强烈要求使用对环境不造成危害的产品以 

替代抗生素，来控制畜禽疾病和促进产量的增加。上 
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世纪6O年代末，在世界范围内各国先后将益生菌活 

菌制剂作为新的抗生素替代品用于畜禽饲料，在促 

生长、预防畜禽细菌性下痢、消化不 良等疾病方面获 

得较好效果l_1]。这种益生素的作用机制主要是通过 

生物竞争作用，调节肠道菌群的生态平衡，以达到预 

防疾病的目的。 

基化位点也高度保守。经氨基酸序列比较发现，毒株 

CMJ／OO的63～65位点没有发生氨基酸缺失。 

Guo等l_l 研究认为，在遗传演化上，H9N2 AIV 

可分为2个分支，即北美分支和欧亚分支。在欧亚分 

支 中又可分为 3个亚分支：A／Duck／Hong Kong／ 

Y280／97(H9N2)和 A／Chicken／HongKong／G9／97 

(H9N2)是 Y280一like亚分支 的代 表株；A／Duck／ 

Hong Kong／Y439／97(H9N2)和A／Chicken／Korea／ 

96323／96(H9N2)是Y439一like亚分支的代表株；A／ 

Quail／Hong Kong／G1／97(H9N2)是G1-like亚分支 

的代表株l_l 。由核苷酸和氨基酸序列的同源性比较 

可以看出，cMJ／OO与HK9／97的同源性最高，核苷 

酸为96．6 ，氨基酸为95．5 ，由NA的分析说明此 

国内分离株CMJ／OO属于欧亚分支，与Y280一like亚 

分支的亲缘关系最近。对NA基因的成功克隆以及 

该基因的进一步表达，对研究该毒株的毒力、宿主特 

性及分子流行病学具有重要意义。 
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