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行鸡群抗体监测
,

由于时间紧促
,

关于 H S N . R e 4 +

Re 石 二价苗二免 90 天后以及三免 60 天以后抗体

的消长规律等问题仍需我们进一步的研究
。

因

H SN
,
R e 4 + R e巧 的疫苗 7 月份才在我县 开始大面

积使用
,

因此尚未能较长时间跟踪监测 H SN I

Re 4
、

Re
一

5
、

R e石 抗体的消长规律
,

有待于以后开展进一

步的跟踪监测工作
。
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前言

禽流感病毒属正粘病毒科
,

其基因共编码十种

蛋白
,

H A 是其中变异频率最高的一种表面糖蛋白
。

主要决定病毒的抗原性和致病性川
。

H g NZ 禽流感

病毒为低致病性禽流感的代表
,

19 94 年在中国首次

报道
,

接着迅速流行于中国大陆
, 〕

。

它可导致家禽

产生轻微的呼吸道症状
,

产蛋量下降
,

一般不会导致

感染家禽大批死亡
,

但是传播广泛
,

且与其他病原混

合继发感染家禽后
,

其致病力能显著提高
,

给养殖业

带来巨大危害
。

本试验通过对 29 株 H g NZ AI V 分

离毒株的 HA 基因的遗传演化分析
,

进一步了解了

我国 H g NZ 亚型的禽流感的流行趋势
,

为我国禽流

感的防制提供理论依据
。

材料和方法

R N灯 D NA 提取试剂盒
、

R T
一

PCR 一步法试剂

盒
、

pM D 18
一

T 载体
、

E X T aq
、

D H 5 a 等均购 自宝生物

(大连 )有限公司 ; Ge l E x tra
e tio n K it 购自OME G A 公

司 ; 9 一 ro 日龄的 SPF鸡胚
,

购自新兴大华农禽蛋有

限公司
。

将病料分离鉴定为 H g NZ 亚型禽流感病毒

后
,

利用设计合成的引物参照 Ta Ka R a
公司的 R N A

提取试剂盒和 RT
一

PC R 一步法试剂盒说明书扩增出

H A 基因
,

PCR 产物经纯化回收后
,

插人 PMD1 8
一

T

载体
,

转化人感受态细菌 D H 5a 扩增
,

将阳性单克隆

菌液进行测序
,

借助 DN A St ar
、

Meg 尼ign 等软件
,

分

析 HA 基因的同源性 ; 同时
,

从 Infl
u e n z a V iru s Se

-

q u e n e e D a ta ba s e 数据库中选取有代表性 的 5 6 株

H g NZ 亚型 AI V 亚洲株作为参考株
,

利用 ME G A4
.

0

生物信息学软件
,

对 H A 基因绘制系统进化树
。

结果和讨论

本实验室分离鉴定
、

测序了分布 H 个省市不同

集约化养殖场的 29 株 H g NZ 亚型 AI V 分离毒株
,

共

得到 29 个毒株的 HA 基因的核昔酸序列
,

通过 肠
-

s e嗯e n e D NA s tar 的 E d itse q 截取所有毒株 H A 基因

核昔酸序列的开放阅读框 (O p
e n R e a d in g Fra m e ,

O R F )表明
,

所有分离株 HA 基 因 O R F 长度均为

16 8 3 个核昔酸 (
n t )

,

共编码 5 60 个氨基酸 (AA )
。

氨基酸前 18 位为信号肤序列
,

第 19 一37 位为 HAI

蛋白
,

第 339 一60 位为 HAZ 蛋白
。

同源性与遗传变

异分析结果表明
:
分离株与疫苗株 F 株的核昔酸序

列的同源性在 90
.

4 % 一
92

.

2%
,

与疫苗株 SS 株的

核昔酸序列同源性在 91
.

7 % 一
93

.

2 %
,

与疫苗株

R e一 株核昔酸序列同源性在 91
.

2 % 一
93

.

3 %
,

表明

分离毒株与疫苗株的同源性较低
,

遗传关系较为疏

远 :这 2 9 株病毒位于 hg
.

4
.

2 的(l )
、

(2 )
、

(4 )
、

(6 )

亚分支上 ;每个亚分支流行没有明显的地域分布差

异 ;不同亚分支可在不同时间不同地域流行 ;同一亚

分支包含的毒株没有明显的时间分布规律 ;无论从

时间的推移上还是地域的转变中
,

病毒均没有表现

出明显的时间演变与地理分布特征
,

进一步显示 了

Hg NZ 亚型禽流感病毒的复杂性和多样性
。

参考文献

U u H Q
; U u X F ;Che嗯 J

,

et al
.

Ph yl
o罗n e tie an al ysi, 。f th 。 he m

-

a咫lu
一 tini n 罗n e s Of tw e n ty一 s ix avi

a n infl
u e

nza
viru se s of s

ub ty 伴

Hg NZ is o lat ed 加m ehie ke n s in C hin a d u ri n g 19 9 6 一(X) l [ J]
.

Avi an

D is
,

2(X) 3
,

4 7 : 1 16
一
1 17

.

陈伯论
,

张泽纪
,

陈伟斌
,

等
.

禽流感研究 I :鸡 A 型禽流感病

一 3 0 一



禽流感

毒的分离与血清学初步鉴定 〔J】
.

中国兽医杂志
,

19 94
,

22

(10 )
: 3一

「3」 王秀荣
,

李冬梅
,

陈化兰
,

等
·

禽流感病毒 Nl 和 N2 亚型神经

氨酸酶 R T
一

PCR 鉴别方法的建立〔J〕
.

中国兽医科技
,

2创〕4
,

34 (4 )
: 9

一

1 3
.

【4 ] 林秋敏
,

施少华
,

万春和
,

黄瑜
,

等
.

Hg NZ 亚型禽流感诊断与防

控技术研究进展来源
.

福建畜牧兽医
,

2 m l年
,

第 1 期
,

34 一9.

3 株 H g 亚型禽流感病毒的分离鉴定

李冰
’ ,

陈瑞爱
’ ,

贺东生
’

,

’ ,

李琳
, ,

李宏星
’ ,

汤钦
,

(1
.

广东大华农动物保健品股份有限公司
,

广东广州 5 10 64 2;

2
.

华南农业大学兽医学院
,

广东广州 51 仅抖 2 )

前言

H g N Z 亚 型禽流感病毒 (A
via n i胡

u e n z a viru s ,

AI V )可引起低致病性禽流感
。

自 19 94 年 Hg N Z 亚

型禽流感病毒首次在中国报道以来
,

Hg 亚型禽流感

已经在中国大陆广泛流行
。

近年来 H g 亚型禽流感

在国内大多数地区禽类中流行广泛
,

造成了巨大经

济损失
。

禽流感病毒血凝素蛋白(H A )是病毒感染

宿主细胞重要的致病因子
,

且变异频繁
,

是造成禽流

感疫情控制困难的重要因素
。

本研究对分离获得的

三株病毒的 H A 基因序列与代表毒株
、

疫苗株及国

内新发毒株进行同源性比较
,

以初步了解免疫鸡群

中 H g NZ A IV 感染的原因
,

进而为当前我国 Hg 亚型

禽流感防控提供参考
。

材料与方法

鸡的肝
、

脾
、

肺
、

气管等组织病料来自华南动物

疫病检测中心收检病料 ; SPF 鸡胚由广东大华农动

物保健品股份有限公司提供
。

新城疫阳性血清
、

H g

亚型禽流感阳性血清购 自哈尔滨兽医研究所 ; AM V

反转录酶
,

D NA 聚合酶购自Tak ar a
公司

。

本研究按

照常规方法分离获得了三株禽流感病毒
,

首先利用

血清学方法对病毒进行初步鉴定
。

提取病毒基因组

R NA
,

反转录后利用特异性引物 H l 和 HZ 扩增得到

了三株病毒的 HA 基因
,

回收 PC R 扩增获得的 目的

片段并连人 p MD
一

1 ST 载体进行测 序鉴定
。

利用

D NA St ar 软件对本研究分离的三株病毒的 H A 基因

序列与参考毒株灯 D u e k/ H o n g K o n
留Y2 8O / 9 7

、

广泛

应用 的疫苗株 灯C hie k e丫Shan gha i/ F/ 9 8 以及近年

国内新发毒株的 H A 基因序列进行同源性比较
。

结果与讨论

本研究通过鸡胚接种的方式分离得到了三株禽

流感病毒
,

经血清学方法及 R T
一

PCR 鉴定此三株病

毒均为 A 型 H g 亚型禽流感病毒
。

测序鉴定结果表

明三株病毒的 HA 蛋白裂解位点均为 PS R Ss 形

GL F
,

是典型的低致病性禽流感病毒
。

利用 D NA Sta r

软件对本研究分离的三株病毒与近年国内新发毒

株
、

参考毒株 A/ n u e k/ H o n g Ko
n
岁Y28 0 /9 7 以及广

泛应用的疫苗株 A/ Chie ke耐Sh
a n
gh

a i/ F/ 98 的 H A

基因序列进行同源性比较
,

结果表明本研究分离到

的三株病毒其 HA 基因核昔酸序列同源性较高
,

在

9 8
.

6 % 习9
.

8 % 之间 ; 与国内流行毒株 刀ch ick
e
可

A nh ui / x Ms/ 20 11 有着较高的同源性
,

同源率约为

9 9
.

0 % ; 与参考毒株 A/ D u e k/ H o n g K o n
扩Y2 80 / 9 7

的同源率约为 92
.

5 %
,

而与目前广泛使用的 Hg NZ

亚型禽流感灭 活疫苗的种毒株同源率较低
,

约为

90
.

0 %
。

因此
,

初步推断疫苗株与流行株之间的抗

原差异可能是导致近年来 H g N Z 亚型禽流感病广泛

发生的重要因素
。

禽流感病毒流行情况和遗传演化

较为复杂
,

使得该病的防制困难重重
。

因此广泛开

展禽流感流行病学调查
,

对于当前流行毒株的起源

及演化趋势进行研究
,

对于 Hg N Z 亚型禽流感病的

防控意义重大
。
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