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摘 要 根据 H9N2亚型禽流感病毒血凝素基因序列设计并合成引物，从本室分 离并保存的 H9N2亚型禽流感病毒 中扩增 了 

预计约 1683bp的血凝素基 因，将此扩增产物克隆进 pMD18-T栽体，限制性酶切及序列测定后，进 一步将其亚克隆到 pGEX—KG 

中，与 GST蛋白融合表达。SDS—PAGE和 Western印迹表明缺失信号肽后的 HA基因在大肠杆菌中获得 了表达，表达产物具有 

免疫学活性，融合蛋白的分子量约为 90kD，位于包涵体中：包涵体经变性 、复性处理，利用复性产物作为抗原包被酶标板建立 

了检测 H9亚型禽流感抗体 ELISA方法。结果表明应用HA重组蛋白作为诊断 H9亚型禽流感抗原具有特异性强、敏感性高、 

重 复性好 的特 点，可用于 H9亚型禽 流感抗体 的检测 ： 
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Abstract In order to differently diagnose avian influenza virus(MV)subtypes，the HA gene of AIV H9 subtype was cloned． 

expressed and utilized in an enzyme—linked immunoad sorbent assay(ELISA)．HA gene(1683bp)of H9N2 AIV was amplified 

b RT—PCR from a strain of field isolated H9N2 AIV，and its identity was confirmed by sequencing．The HA gene was subcloned 

into pmka~'otic expression vector pGEX—KG with its secretion signal~quence removed．The expressed HA—GST fusion protein in 

E ．coli BI2 1 was characterized by SDS—PAGE and western blotting analysis as a 90kD protein with immunogenieity
． The fusion 

protein was present primarily in inclusion bodies and was purified via denaturation and renenaturation． The HA—GST fusion 

protein was used to establish an indirect ELISA f0r the deteetion of antibodies to H9 subtypes of AIV．The assay has 91．57 ck 

specifieit) to H9 AIV，92．3 1％ sensitivity and excellent reduplication．It could be used to different1
．

y detect antibodies to H9 

4， 

Key words avian Influenza virus，hemagglutinin(HA)gene，prokary otie expression，ELISA 

禽流感(AI)是由 A型流感病毒引起的一种严重危害禽 

类健康的急性传染病 ：该病 自 1878年意大利鸡群 首次爆 

发以来，世界各地都相继有各种亚型的禽流感病毒(AIV)引 

起的 AI暴发。 ，其 中 H9亚 型禽流 感最 早报道 于 1966 
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年 ，2O世纪 9O年代开始，H9亚型 AIV已在业洲鸡群广泛 

流行 ，给养禽业带来沉重的打击，也造 成无法估量的经济 

损失 ，尤其 是 H9N2亚型 AIV，它 仅流 行 于 世 界 ，而且 可 

以感 染 人 类。 ： 同时 还 是 引 起 1997年 香港 流 感 事 件 的 
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H5N1亚型 AIV的内部基因的供体 ：因此 ，开展对 H9亚型 

禽流感病毒的研究，对养禽业和公共卫生都有重大意义 

禽流感病毒属于正粘病毒科流感病毒属，病毒基因组为 

分节段单股负链 RNA，编码至少 lO种病毒蛋白，其中片段 4 

编码血凝素(HA)糖蛋白，它为病毒最重要的表面抗原，具有 

亚型特异性 ，同时可以诱导特异性抗体的产生 因此 ，利 

用 HA蛋白有望建立一种诊断禽流感亚型的方法：A型流 

感病毒亚型众多，易变。目前，已经发现了 l5种 H亚型和 9 

种 N亚型 ，且各亚型之间无血清学交叉反应 从而导致该 

病的诊断和治疗非常困难。因此 ，迫切需要一种较为理想的 

禽流感亚型诊断方法。本研究利用禽流感 H9亚型 HA蚩白 

作为诊断抗原建立了诊 断禽流感亚型的 ELISA检测方 法 

该方法快速、灵敏 、准确 、简便，可以直接定位到 亚型，目前 ， 

国内尚无相关报道：该方法的建立对进出口检验榆疫 ，禽流 

感的防制具有十分重要的意义。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 病毒与菌种：鸭源 H9N2亚型禽流感病毒由奉室分离 

并保存，经国家流感 中心鉴定为 H9N2亚型。E．coli DH5ct、 

E．coli BL21由本室保存提供。 

1．1．2 质粒及相关试剂：pMD18．T载体购自宝生物工程公 

司=DGEX．KG 由 本 室 保 存 OMEGA Bioteck RNA．solv 

Reagent、TaKaRa One．step RNA PCR Kit(AMV)、Taq聚合酶以 

及相关限制酶均购自宝生物工程公司。UNIQ．10柱式离心式 

DNA凝 胶 回收试 剂盒购 自上 海生丁 生物工程公 司： 

1．1．3 血清和酶标抗体：鸡 立克氏病、鸡新城疫、鸡副流 

感 、鸡传染性支气管炎、鸡传染性喉气管炎、H5、H7、H9亚型 

禽流感 、鸡传染性法式囊 、鸡腺病毒 I型、鸡腺病毒 III型标 

准阳性血清 、标准阴性血清购自北京实验动物中心 一辣根过 

氧化物酶标记羊抗鸡 IgG购于华美生物公司：AI＼抗体检 

测试剂盒购自美国 IDEXX公司。 

1．2 方法 

1．2．1 引物：据 GenBank收录的 H9N2亚型禽流感病毒 A／ 

Chicken／Shandong／2／99分离株血凝素基因序列设 汁并合成引 

物 HAP1、HAF2、HAP3、HAP4：其f}l HAP1、HAF2用于扩增从 

ATG到 TAA一个完整阅读框架的 HA基因，HAP3、HAP4用 

于扩增缺火 HA蛋白信 号肽序列的 HA基因：引物 由 海牛 

1一牛物工程公一】合成 ，其序列为： 

HAPl：5 CGC GGA TCC ATG GAA ACA ATA TCA CT 1人 

BarnHI的酶切位点 

HAP2：5 CGC GAG CTC 几rA TAT ACA AAT G 几r GC弓1人 

Sac J的酶切佗点 

HAP3：5 GCG GAT CCG ATA AAA TCT GCA TCG GC引入 

BamH l的酶切位点 

HAP4：5 CGG AAG CTF 1vrA TAT ACA AAT GTI"GC引入 

HindⅢ的酶切位点 

1．2．2 HA基因的扩增和克隆：参照 OMEGA Bioteck RNA— 

Solv Reagent说明书提取的病毒基因组 RNA，用来做模板=引 

物 ：HAP1、HAP2。参照 TaKaRa One．step RNA PCR Kit(AM＼一) 

说明书进行 HA基因的 RT．PCR扩增 PCR产物用 0．8％琼 

脂糖 凝胶 电泳检测进 行鉴 定：鉴定 后的 PCR产物连 人 

pMD18．T载体，经 BarnH I+Sac I双酶切鉴定含有正确插入 

片段的重组质粒进行测序 ，阳性重组克 隆子命 名为 DMD． 

HA 

1．2．3 HA基因的亚克隆及缺失修饰 ：引物：HAP3、HAP4一 

模板：pMD．HA。常规 PCR方法扩增缺失掉 HA蛋白信号肽 

的 HA基 因。经 BarnHI+HindⅢ双酶 切及序列测定 的方法 

筛选阳性重组克隆子 ，并命名为 pMD．HAM= 

1．2．4 重组表达质粒的构建：用 BarnH l+ HindⅢ双酶切 

pMD．HAM和表达载体质粒 pGEX．KG，回收 HAM片段和表达 

载体质粒，T4 DNA连接酶 l6。C连接过夜 ，连接产物转化 ． 

coli DH5ct，经 BamH I + Hind1H双 酶 切鉴 定 ，获得 含 目的 片 

段的阳性重组子命名为 pGEX．HAM： 

1．2．5 转化菌的诱导表达与表达产物的检测：转化菌的诱 

导表达与包涵体 的提取按 pGEX表达 系统操 作手册进 行= 

表达 产 物 的 SDS．PAGE和 Westem blot均 按 文献 lO：进 行一 

包涵体的溶解复性及蛋白浓度的测定按文献：11：进行 

1．2．6 ELISA检测方法：间接 EIASA最佳反应条件的选择： 

通过方阵滴定来决定抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度 

抗原从 1：10、1：2O稀释到 1：1280，分别加到酶标板的 1至 8 

行。血清从 1：10、1：20稀释到 1：320：阳性血清按其稀释度 

加到第 1至6列，阴性血清按其稀释度加到第7至 l2列：按 

间接 ELISA方法进行，测定 OD 。值：以阳性 OD。 值／阴性 

OD。 值(P／N值)最大的孔所对应的抗 原包被浓度和血清 

稀释 度为最佳抗 原包被浓 度和血清稀 释度 

结果判定标准的确定：将临床送检的经 HI检测为阴性 

的57份鸡血清，进行 ELISA检测均 为阴性，计算该 57份血 

清的平均值 ，标准差 SD，阴阳界限计算公式 +2SD： 

重复性试验 ：用相同批次和不同批 次的酶标板对不同 

抗体水平的血清样品(其中 5份阳性血清，3份阴性血清)进 

行批内和批间重复性测定 ，按照参考文献：l2：进行 计算批 

内和批间的吸收变异系数： 

分析特异性试 验 ：分别 检测 鸡 新城 疫 、鸡 马立 克 氏病 、 

鸡传染性支气管炎 、鸡传染性喉气管炎 、码传染性法氏囊 、鸡 

腺病毒 I型、鸡腺病毒 Ⅲ型、鸡副流感 阳性血清及 H5、H7、 

H9标准阳性血清： 

诊断特异性 、敏感性与符合率试验：选择用国内常用的 

检测方法 ，即血凝抑制试验(HI)与本研究建 的 ELISA诊断 

方法相比较来确定该 ELISA诊断方法的诊断特异性 、敏感眭 

与符合率。 

问接 ELISA 与 进 口 ELISA试 剂 盒 的 对 比试 验 ：进 口 

ELISA试剂盒按进 口试剂盒说明书操 作，与 HA．EHSA对 l6 

份 SPF鸡血清 、lO份 H9亚型 AIV攻毒玛血清及临床送检的 

75份鸡血清，共 101份血清进行检测 

间接 ELISA的应用 ：用此 ELISA方法 对深圳 ，湖北安陆 ， 
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湖北新洲 ，湖北武汉等地区的420份送检血清进行检测： 

2 结果 

2．1 HA基 因的扩增和 克隆 

One Step RT．PCR扩增产物经 0．8％琼脂糖凝胶电泳分 

析表明 ：扩 增出一条 约 1683bp大小 的特异 性 片段 ，与预 期 的 

结果相符(图 1)。RT—PCR扩增产物经 回收纯化后与 DMDI8． 

T载体连接，转化 E．coli DH5a。经 BⅡmH I+5Ⅱc I双酶 切 

鉴定，获得了约 1683bp和 2700bp左右的两条带，与预期的结 

果相符：序列测定结果显示 ：HA基因序列为 1683bp涵盖了 

从ATG到 TAA一个完整阅读框架，与GenBank收录的其他 

禽流感 H9N2亚 型分 离 株 同源性 在 82％ ～99％：与 A／ 

chicke shandong／2／99的 同源性 最 高，为 99％，与 A／turkex／ 

Cati~miM189／66同源性 最低 ，为 82％： 与同一 亚 型 内 HA的 

同源性一般在 8O％～100％ ”的研究结果相符。 

1 ’ 3 

bp 

!OOO一  

1OOO一  
75O—— 

500--—— 

25O—  

lOO一  

l AIV RT-PCR扩增 HA结 果 

Fig l RT—PCR product of AIV strain HA gene 

l：DL2000 marker；2：RT-PCR product；3：negative control 

2．2 HA基 因的亚 克隆及缺 失修 饰 

以 pMD．HA为模板，特异性引物 HAP3、HAP4，进行常规 

PCR=PCR扩增产物 结果显示 ：扩 增 出一条 约 1600bp大小 的 

特异性片段，与预期的结果相符。PCR扩增产物经回收纯化 

后与 pMD18-T载体连接，转 化 E．coli DH5a，经 BⅡmH I+ 

HindⅢ双酶切对重组质粒进行鉴定 ，结果显示获得了 1600bp 

和 2700bp左右的两条带 ，与预期结果相符。 

2．3 重组原核表达质粒的构建 

用 BarnHI+HindⅢ 双酶切阳性重组 子 ，获得 _r 1600bp 

和 5000bp左右的两条带(图 2)，说明缺失了 HA蛋白信号肽 

的 Ĥ 基因插入了原核表达载体 pGEX．KG中相应的位置= 

2．4 表达 产物的 SDS-PAGE和 Western blot结果 

SDS．PAGE胶结 果显示 ：含 pGEX．HAM的重组 质粒 的 ． 

coli BI21在约 90kD处有 明显 的表 达 带 ，是 HA蛋 白与 GST 

蛋白融合表达的产物，HA蛋白约 63kD，与 GST的 26kD融合 

后约 为 90kD：而 含 pGEX．KG的 E．coli BI21的 对 照 在 约 

26kD有明显的表达带 ，相当于 GST蛋白的分子量。以上结 

果说明目的基因获得 了表达 (图 3)：Western blot结果表明： 

90kD的蛋白带与抗阳性 H9亚型 AIV的阳性血清发生了特 

bp 
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图2 重组表达质粒的酶切结果 

Fig 2 Identification of recombinant expression plasnfid 

l：DL15000 marker；2：pGEX—KG；3：pGEX—HAM／BamH I + 

indⅢ；4：DL2Oo0 marker 

异性的免疫反应 ，证实表达产物具有很好的抗原性(图 4) 

1 2 3 

kD 

66 2——每 鞋l 

8 4—— 每链 

4—— 每舔 

图3 原核表达载体 pGEX—HAM诱导表达产物的 

SDS．PAGE检测 

Fig 3 SDS—PAGE analysis of the expressed products 

by pGEX-HAM 

l：protein marker；2：p(；EX—HAM ：3：pGEX—KG ． 

2 

图4 表达产物的 esten1 blot俭测 

Fig 4 Western blot analysis of the expressed proteins 

l：negative control；2：proteins expressed by pGEX—HAM 

一 
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2．5 ELISA检 测方法 

2．5．1 ELISA最适条件及阴阳界限的确定：方阵滴定表明， 

抗原最佳包被浓度为 1：80，即 0．8 mgli％，血清最佳稀释度为 

1：80：计算得平均值 等于 0．197，SD等于 0．077，求得阴阳 

界限为0．351。结果判定：以空白孔调零 ，在酶标仪上测各孔 

OD 值 ，OD ≥0．351判 为阳性，疑为禽 流感病毒感 染； 

OD <0．351判为阴性。 

2．5．2 重复性试验：取相同批次的5块包被抗原的酶标板 

(批内)和不同批次的 5块包被抗原的酶标板(批问)检测 8 

份抗体水平不同的血清样品(5份阳性血清和 3份阴性血 

清)，结果显示批内重复的吸收变异系数在 4．5％ ～7．3％之 

间。批问重复的吸收变异系数在 4．7％ ～9．6％之间．说明该 

诊断方法具有良好的重复性 ： 

2．5．3 分析特异性试验 ：检测鸡马 克氏病、鸡腺病毒 l 

型、鸡腺病毒 Ⅲ型、鸡副流感 、鸡传染性支气管炎 、鸡传染性 

喉气管炎 、鸡新城疫、鸡传染性法氏囊这 8种疫病的阳性 血 

清及 H5、H7亚型禽流感标准阳性血清均无交叉反应=检测 

H9亚型禽流感标准阳性血清结果 为阳性 ，标准阴性血清结 

果为阴性 ，表明该方法的分析特异性良好一结果见表 1= 

表 1 分析特 异性试验 

Table 1 The result of specificity test 

Note：1：positive senlm of Marek S disease(MD)；2：positive Sel3lm of I fowl adenovirus(FAV)；3：positive serunl of III f0w1 adeno~irus(FAV)；4： 

positive Sel3lm of avian Parainfluenza；5：positive sel3lm of infectious bronchitis(IB)；6：positive sel3lm ofinfectious laryngotracheitis(ILT)；7：positke serum 

of Newcastle disease(ND)；8：positive serum of infectious burs',d disease(IBD)；9：positive serum of H5 avian Influenza；10：positive sel3lm of H7 avian 

Infl uenza；ll：po sitive serum of H9 avian Infl uenza；12：negative serulll 

2．5．4 诊断特异性、敏感性与符合率试验 ：选择用国内常用 

的检测方法：血凝抑制试验(HI)与本研究建立的 ELISA诊断 

方法同步检测临床送检血清，二者相比较来确定该 ELISA诊 

断方法的诊断特异性 、敏感性与符合率。结果见表 2 

表 2 诊断特异性、敏感性与符合率试验 

Table 2 Diagnosis Sensitivity、specificity and coincidence test 

此结果显 示：诊断 特异性 为 91．57％，诊 断敏感性 为 

92．31％，符合率为 91．74％ 说明该方法具有 良好的诊断特 

异性 、敏感性与符合率： 

2．5．5 问接 ELISA与进口试剂盒的对比试验 ：进口试刺盒 

检测 16份 SPF鸡血清均为阴性，10份 H9亚型 AIV攻毒鸡血 

清均为阳性 ，间接 EHSA诊断方法对此血清样品进行检测 ， 

试验结果均一致：送检的 75份鸡血清经进 口ELISA检测阳 

性 率为 65％(49／75)，间接 EHSA进 行 同步检 测 ，试验 结果 一 

致 = 

2．5．6 临床送柃血清的间接 ELISA检测结果 ：临『禾检测结 

果 见表 3： 

试验结果显示，利用禽流感病毒 HA基因表达抗原，建 

立的 ELISA检测方法可以快速、准确地检测 H9亚型禽流感： 

表 3 临床 检测结 果 

Table 3 The clinical detection of AI sera antibody 

3 讨论 

本研究采用两种原核表达载体：I}ET．28a载体和 pGEX． 

KG载体表达 HA蛋白，均没有获得表达 根据 HA蛋白昕含 

的 4个结 构域 ：信 号肽 (前导序 列 )、胞 浆域 、跨 膜域 和胞 外 

域 ，利用 基因 工程手 段将 HA基 因 的信 号 肽缺失 掉 ，进 一 步 

采用 pET一28a载体和 pGEX．KG载体表达缺失 信号肽的 Ĥ  

基因，结果表明：不 同表达系统 中 HA表达水平相差很大 ， 

pET．28a／B121中没有得到表达，pGEX．KG／BI21中获得较高表 

达 ，说明所选择的载体系统会影响 HA基因的表达而且信号 

肽在表达中起到了负面作用 ：本研究建 的间接 EL1SA的 

基础是诊断抗原 具有有 良好的抗 原性 ，但形成 了包涵 体的 

HA蛋白是没有其天然抗原性的，因此包涵体的溶解、复性 是 

关键点 

采用血凝素(HA)蛋 白作为包被抗原建立了检测 H9亚 

型的禽流感抗体的间接 EHSA方法其特异性好 ，与 H5、H7 

亚型禽流感标准阳性血清没有交叉反应 ．同时与鸡马立克氏 

病 、鸡新城疫、鸡副流感 、鸡传染性支气管炎、鸡传染性喉 气 

管炎、鸡传染性法式囊、鸡腺病毒I型、鸡腺病毒 III型等 8种 
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疫病的标准阳性血清呈 阴性 反应。为了考核该间接 ELISA 96(I6)：9363—9367 

的敏感性，用 101份鸡血清的检测结果与进口试剂盒检测结 5 J Homme PJ，Easterday BC Response of pheasants，ducks，and 

果比较 ，表明 2种方法的阳性符合率、阴性符合率及总符合 geese to influenza A‘turkey-Wisconsin-I966、irus Avian Diseo．$es· 

均为 100％：通过对试验样品的检测应用表明，该方法可用 。， ( )：285一 90 

于临床实践 中。 l 6 j Al “d OJ．P di“g of the f0 h international ymposi 。“ 

血凝素是位于病毒囊膜表面的一种蛋白质 ，具有亚型 
i 

Ath

9_ 1

ens,

3 

GA k 诅 An。m 山 

特异性 ，还 可 以诱导 特异性抗 体 的产生 。因此利 用 HA蛋 白 [7] G 
。 YlI， Krau ，Se DA c har 。t rizati。 。f th。 

作为包被抗原，可以直接鉴定到亚型，省时、省力 、节约资源： path。ge icitY of embe s of the 
newly established H9N2 influenza 

另外 ，我们研制的间接 EHSA方法操作简便 、特异性强、结果 i s li e 嘏e i Asia V／，。logy
．2000．267(2)，279—288 

判定方便直观 、快速 、准确。适用于禽流感的免疫抗体检测、 [8] Pei i M，Y KY，Le g cw 。f Human infe ti。 ith 

现地疫病普查及口岸检疫等领域。 influe a H9N2 Lanc ，I999 354(9182)：916—917 
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