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［摘　 要］ 　 为研究一株鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ（ＪＮ１ 株）全基因组的分子特征和遗传进化情况以及感

染雏鸭后的排毒规律，对其生物学特性、全基因组序列以及遗传进化进行了分析，通过点眼滴鼻方

式感染 ３ 周龄健康雏鸭，利用建立的实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）检测鸭的排毒规律，并测定血清

抗体效价。 该毒株的鸡胚半数感染量为 １０－７．５４ ／ ０．２ ｍＬ，鸡胚最小致死量的平均死亡时间为 ７２ ｈ，静

脉致病指数为 ０．２６６，抗原相关系数为 ０．４７。 系统发育分析表明，ＪＮ１ 株的 ＨＡ 与 ＣＫ ／ ＨＫ ／ Ｇ９ ／ ９７ 和

ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ２８０ ／ ９７ 在同一分支上，ＮＡ、Ｍ、ＮＰ、ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２ 基因与 ＳＨ ／ Ｆ ／ ９８ 同源性较高，ＮＳ 基因则

与 Ｈ５Ｎ１ 亚型 ＡＩＶ 进化关系较近。 ＨＡ 的裂解位点为 ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ，存在 ６ 个潜在糖基化位点，在

２３４ 位的氨基酸残基为 Ｌ，ＮＡ 基因颈部存在缺失。 雏鸭在感染该病毒后，饮食正常，精神良好，３ ～

１７ ｄ均有排毒，咽拭子和泄殖腔棉拭子排毒规律基本一致，分别在第 ３ 天和第 １３ 天出现排毒高峰。

该 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 属欧亚大陆分支，为低致病性禽流感，病毒可通过呼吸道和泄殖腔向外界排毒，

排毒时间较长。
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ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｌｙ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｒｅｅ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ， ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ－ＰＣＲ ａｎｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｓｈｅｄｄｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＥＩＤ５０ ｗａｓ １０－７．５４ ／ ０．２

ｍＬ， ｔｈｅ ＭＤＴ ｗａｓ ７２ ｈ， ｔｈｅ ＩＶＰＩ ｗａｓ ０．２６６， ａｎｄ ｔｈｅ ＨＩ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃｅｓ （Ｒ） ｅｘｃｅｅｄｅｄ ０．４７． ＨＡ ｇｅｎｅ ｗａｓ

ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｒａｎｃｈ ｗｉｔｈ ＣＫ ／ ＨＫ ／ Ｇ９ ／ ９７ ａｎｄ ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ２８０ ／ ９７． ＮＡ， Ｍ， ＮＰ， ＰＡ， ＰＢ１， ＰＢ２ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ
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ｆｏｕｎｄ ｏｎ ＨＡ ｇｅｎｅ， ｔｈｅ ２３４ ｓｉｔｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｗａｓ Ｌ． Ｔｈｅ ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ａｔ ６３， ６４ ａｎｄ ６５ ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓ． Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｃｌｏａｃａｌ ａｎｄ ｔｈｒｏａｔ ｓｗａｂｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙ ｔｏ ｓｅｖｅｎｔｅｅｎｔｈ ｄａｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ＡＩＶ ｉｎ ｂｏｔｈ ｃｌｏａｃａｌ ａｎｄ ｔｈｒｏａｔ ｓｗａｂｓ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ａｎｄ ｔｈｉｒｔｅｅｎｔｈ ｄａｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｕｃｋ－ｏｒｉｇｉｎ

Ｈ９Ｎ２ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ Ｅｕｒａｓｉａ ｂｒａｎｃｈ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｓｈｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｒｏａｔ ａｎｄ

ｃｌｏａｃａ ｆｏｒ ａ ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｈ９Ｎ２ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ； ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｓｈｅｄｄｉｎｇ

　 　 禽流感（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＡＩ）是由正黏病毒科

流感病毒属的 Ａ 型流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，
ＡＩＶ）引起的一种急性接触性传染病，呈世界性发生

和流行。 目前已知的禽流感有 １６ 个 ＨＡ 亚型和 ９
个 ＮＡ 亚型［１］。 自 １９９４ 年我国首次报道鸡群分离

到 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 以来［２］，Ｈ９Ｎ２ 亚型低致病性

ＡＩＶ 广泛存在于我国大部分地区［３］。 鸡、火鸡、鸭、
鹅和鹌鹑等家禽及野鸟、水禽、海鸟等均可感染［４］。
家鸭被认为是 ＡＩＶ 的巨大储存库，在 ＡＩＶ 由野生水

禽到陆生禽类的传播过程中充当中间媒介的作用。
自 １９９９ 年 Ｈ５Ｎ１ 亚型高致病性禽流感病毒引起

鸭、鹅高发病率和高致死率，打破了对水禽仅为流

感病毒的携带者而不发病死亡的传统认识［５－６］。
实验研究了一株从发病鸭体内分离到的 Ｈ９Ｎ２

亚型 ＡＩＶ，命名为 ＪＮ１ 株。 通过对该 Ｈ９Ｎ２ 亚型

ＡＩＶ 进行全基因序列测定及遗传进化分析，明确了

其全基因特征和遗传进化关系，利用点眼滴鼻人工

接种 ３ 周龄雏鸭，研究 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 感染雏鸭后

的排毒规律及雏鸭感染后的抗体水平，为预防和控

制禽流感的发生提供参考。
１　 材　 料

１．１　 病毒及实验动物 　 毒株来自济宁送检样品，
由实验室分离，命名为 ＪＮ１ 株。 ＳＰＦ 种蛋购自山东

省家禽研究所。 试验用雏鸭购自山东省泰安市某

孵化场。 Ｈ５、Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感血凝抑制试验标准

抗原与标准血清购自哈尔滨兽医研究所。

１．２　 主要仪器与试剂 　 ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪

（ＡＢＩ 公司）；ＴＲＩｚｏｌ ＵＰ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购自北京全式金生物

技术有限公司；ＳａｎＰｒｏｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒、

ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽提试剂盒购自上海

生工生物工程有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ

Ｋｉｔ、ＰＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｔｏｒ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ＴａｑＴＭ、Ｐｒｉｍ⁃

ｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、ＰＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ

Ｋｉｔ 购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．３　 引物的设计与合成 　 用于荧光定量 ＰＣＲ 的

Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感 ＨＡ 基因（ＫＹ２１２９４７）ｃＤＮＡ 的扩

增引物为： ＨＡ － Ｆ： ＴＣＧＧＡＡＣＧＧＧＡＣＣＴＡＣＡＡＴＡ，

ＨＡ－Ｒ：ＣＡＣＡＡＧＡＧＡＴＧＡＧＧＣＧＡＣＡＧ；内参基因 β
－ａｃｔｉｎ（Ｍ２６１１１） ｃＤＮＡ 的扩增引物为：β－ａｃｔｉｎ－Ｆ：

ＡＣＴＴＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＣＧＴＴＣＴ， β － ａｃｔｉｎ － Ｒ： ＡＧＣ⁃

ＣＣＣＧＴＧＡＴＧＧＴＴＡＣＴＧ。 利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０ 软件设计，

引物自身不形成二级结构，引物间没有互补序列。

用于扩增 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 全基因的引物是根据

ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的禽源 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 全基因序

列并参照孟芳等［７］发表的引物进行设计，所有引物

由上海生工生物有限公司合成。
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２　 方　 法

２．１　 生物学特性测定 　 取新鲜病毒尿囊液，按照

国际兽医局 （ ＯＩＥ） 方法进行鸡胚半数感染量

（ＥＩＤ５０）、鸡胚最小致死量的平均死亡时间（ＭＤＴ）、
静脉致病指数（ＩＶＰＩ）的测定。
２．２　 抗原相关性分析 　 取 ＪＮ１ 株尿囊液，按常规

方法制备油乳剂灭活苗。 颈部皮下接种 ６ 周龄

ＳＰＦ 鸡，每次免疫 ０．５ ｍＬ ／只，首免后 ２ 周加强免

疫，０．５ ｍＬ ／只，二免后 ２１ ｄ 采血，分离血清，进行血

凝交叉抑制实验，计算其 ＨＩ 滴度（ ｌｏｇ２ｎ）。 ＨＩ 交叉

相关指数的计算按免疫学常规进行，Ｒ ＝ （ｒ１×ｒ２） ，
ｒ１ ＝甲病毒对乙血清的中和抑制滴度 ／甲病毒对甲

血清的中和抑制滴度；ｒ２ ＝乙病毒对甲血清的中和

抑制滴度 ／乙病毒对乙血清的中和抑制滴度。
２．３　 ＪＮ１ 株全基因测序与序列分析 　 参照 ＴＲＩｚｏｌ
ＵＰ 说明书提取病毒 ＲＮＡ，用流感病毒反转录通用

引物 Ｕｎｉ１２（５＇－ＡＧＣＡＡＡＡＧＣＡＧＧ－３＇），按照 Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 说明书进行反转录合成

ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝

胶电泳、凝胶回收和纯化后连接至 ＰＭＴ１８－Ｔ 载体

转入 ＤＨ５α，用 ＰＣＲ 方法鉴定重组质粒，将阳性重

组质粒送由上海生工生物工程技术服务有限公司

进行序列测定。 应用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７．１ 软件拼接测序

的基因片段并推导氨基酸序列，构建 ８ 个基因的系

统发育树，同时对其编码的氨基酸进行分析，最后

将序列上传至 ＮＣＢＩ。 实验用的参考株分别为 ＤＫ／
ＨＫ／ Ｙ２８０／ ９７（ＡＦ１５６３７６）、ＣＫ／ ＳＨ／ Ｆ ／ ９８ （ＡＦ４６１５３２）、
ＣＫ／ ＢＪ ／ １ ／ ９４（ＫＦ１８８２９４）、Ｑａ ／ ＨＫ／ Ｇ ／ ９７ （ＡＦ１５６３７８）、
Ｔｙ ／ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ／ １ ／ ６６ （ ＡＢ２９５６０１ ）、 ＤＫ／ ＨＫ／ Ｙ４３９／ ９７
（ＫＦ１８８２６５）。
２．４　 ＪＮ１ 株排毒规律的研究

２．４．１　 试验分组与攻毒 　 ２０ 只 ３ 周龄健康雏鸭，
通过点眼滴鼻途径每只接种 １ ｍＬ 病毒尿囊液

（１０７．８４ ＥＩＤ５０ ／只）。 于感染后 ０、２、３、５、７、９、１１、１３、
１５、１７ ｄ 采集泄殖腔以及咽拭子，用于排毒规律的

测定；于感染后第 ７、１１、１４、１７、２０ 天经颈静脉随机

采集 ５ 只雏鸭的血液分离血清，参照 ＯＩＥ （２００８）
标准进行 ＨＡ ／ ＨＩ－ｔｅｓｔ 测定抗体滴度。 所有样品置

于－２０ ℃冰箱保存。
２．４．２　 样品棉拭子荧光定量 ＰＣＲ 检测　 参照 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ ＵＰ 说明书提取棉拭子中病毒 ＲＮＡ，用分光光

度计测定 ＲＮＡ 纯度和浓度，合成 ｃＤＮＡ。 按照建立

的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，对样品进行检测并对

数据结果进行统计学分析。
３　 结　 果

３．１ 　 生物学特性测定 　 ＪＮ１ 株 ＥＩＤ５０ 为 １０－７．５４ ／
０．２ ｍＬ，ＭＤＴ 为 ７２ ｈ，ＩＶＰＩ 为 ０．２６，表明该毒株为低

致病力毒株。

３．２　 抗原相关性分析　 Ｒ ＝ （８ ／ ９）×（１ ／ ４） ＝ ０．４７＜
０．５。 由此可知，ＪＮ１ 株和 Ｈ９Ｎ２ 标准株之间抗原性

差异显著。
３．３　 ＪＮ１ 株全基因序列分析

３．３．１　 全基因核酸序列比较　 将 ＪＮ１ 株 ８ 个基因

序列 提 交 到 ＧｅｎＢａｎｋ， 登 录 号 为 ＫＹ２１２９４２ －

ＫＹ２１２９４９。 ＪＮ１ 株的全基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上公

布的多个 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的全基因序列进行同源

性比较，结果显示，ＪＮ１ 株的各个基因与 ＧｅｎＢａｎｋ
上下载的 Ｈ９Ｎ２ 毒株的核苷酸的相似性范围：ＨＡ
８０．３％ ～ ９８． ０％、ＮＡ ８３． ３％ ～ ９９． ６％、Ｍ ９２． ３％ ～
１００％、ＮＰ ８９．１％ ～ ９９． ７％、ＮＳ ９１． ０％ ～ ９８． ３％、ＰＡ
８７．４％ ～ ９９．７％、ＰＢ１ ８９．８％ ～ ９９．８％、ＰＢ２ ８４．２％ ～
９９．６％（表 １）。
３．３．２　 ＨＡ 基因上关键氨基酸位点分析 　 ＪＮ１ 株

ＨＡ 基因片段长 １６９０ ｂｐ，具有完整的开放阅读框，
编码 ５６０ 个氨基酸。 氨基酸序列分析表明：ＪＮ１ 株

的 ＨＡ 裂解位点处的氨基酸序列为 ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ
仍符合低致病性 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的特点。 ＨＡ 受体

结合位点与 ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ２８０ 基本一致，仅在 １９８ 位不

同；受体结合位点左侧壁（２３２－２３７）为 ＮＧＬＭＧＲ，
右侧壁为 ＧＴＳＴＡ。 第 ２３４ 位氨基酸残基为 Ｌｅｕ，具有

同哺乳动物唾液酸 α－２，６ 受体结合的特性。 利用

ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０ 分析 ＨＡ 基因潜在的糖基化位点，发现

ＪＮ１ 株中存在 ６ 个潜在糖基化位点，与 ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ２８０
相比，缺少了 ２１８ ～ ２２０ 位 ＮＲＴ 位点和 ５５１ ～ ５５３ 位

ＮＧＳ 位点，增加了 ３１３～３１５ 位 ＮＣＳ 位点（表 ２）。
３．３．３　 ＮＡ 上关键氨基酸位点分析　 ＪＮ１ 株 ＮＡ 基

·３·
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因片段长度 １４５７ ｂｐ，编码 ４６６ 个氨基酸。 氨基酸

序列分析表明：ＪＮ１ 株缺少 ６３～６５ 位 Ｔ、Ｅ、Ｉ 三个氨

基酸残基，这一缺失导致 ＪＮ１ 株减少了 ６１～６３ 位潜

在的糖基化位点。 红细胞吸附位点分析表明：ＮＡ

基因红细胞吸附位点 ３６７－３７２ 位点处为 ＫＫＤＳＲＳ，
４００－４０３ 位点处为 ＳＤＮＷ，４３１－４３３ 位点处为 ＰＱＥ，
与欧亚经典毒株基本一致，研究表明，此区域对 ＮＡ
的酶活性具有重要的作用［８］（表 ３）。

表 １　 ＪＮ１ 株与流感病毒主要参考株的核苷酸相似性比较

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＪＮ１ｗｉｔｈ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株
Ｓｔｒａｉｎｓ

简称
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ ＳｈａｎＤｏｎｇ ／ ＪＮ１ ／ ２０１５（Ｈ９Ｎ２）

ＨＡ ＮＡ ＮＳ ＮＰ Ｍ ＰＡ ＰＢ１ ＰＢ２

Ａ ／ Ｑｕａｉｌ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ Ｇ１ ／ ９７ Ｑａ ／ ＨＫ ／ Ｇ１ ／ ９７ ８６．６ ９３．０ ９１．０ ９３．０ ９２．３ ９２．３ ９２．５ ８６．４

Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｂｅｉｊｉｎｇ ／ １ ／ ９４ ＣＫ ／ ＢＪ ／ １ ／ ９４ ８９．１ ９６．７ ９１．８ ９０．８ ９５．９ ９１．０ ９３．０ ９２．９

Ａ ／ Ｄｕｃｋ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ Ｙ４３９ ／ ９７ ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ４３９ ／ ９７ ８２．２ ８９．７ ９４．６ ９４．８ ９２．６ ９２．０ ９１．５ ９３．９

Ａ ／ Ｄｕｃｋ ／ ＨｏｎｇＫｏｎｇ ／ Ｙ２８０ ／ ９７ ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ２８０ ／ ９７ ９０．０ ９７．１ ９１．０ ８９．７ ９８．０ ８９．６ ９１．２ ９１．７

Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｇｈａｉ ／ Ｆ ／ ９８ ＣＫ ／ ＳＨ ／ Ｆ ／ ９８ ８８．３ ９９．６ ９１．７ ９９．７ １００ ９９．７ ９９．８ ９９．６

Ａ ／ Ｔｕｒｋｅｙ ／ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ／ １ ／ １９６６ Ｔｙ ／ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ／ １ ／ ６６ ８０．２ ８８．８ ９３．６ ８９．１ ９８．０ ８７．４ ８９．８ ８４．２

表 ２　 ＨＡ 蛋白关键位点的氨基酸序列比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｅｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

毒株
ｓｔｒａｉｎｓ

蛋白裂解位点
Ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ

受体结合位点 Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ 糖基化位点 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

１０９ １６１ １６３ １９１ １９８ ２０２ ２０３ ２３４ ２９ １４１ ２１８ ２９８ ３０５ ３１３ ４９２ ５５１

ＤＫ ＪＮ １ ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｎ Ｋ Ｌ Ｙ Ｌ ＮＳＴ ＮＶＳ － ＮＴＴ ＮＶＳ ＮＣＳ ＮＧＴ －

ＣＫ ＢＪ ９４ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｎ Ｖ Ｌ Ｙ Ｑ ＋ ＮＶＴ ＮＲＴ ＋ ＋ － ＋ ＮＧＳ

ＣＫ ＳＨ Ｆ ９８ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｙ Ｑ ＋ ＋ ＮＲＴ ＋ ＋ － ＋ ＮＧＳ

ＤＫ ＨＫ Ｙ２８０ ９７ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｎ Ｔ Ｌ Ｙ Ｌ ＋ ＋ ＮＲＴ ＋ ＋ － ＋ ＮＧＳ

ＱＡ ＨＫ Ｇ１ ９７ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｈ Ｅ Ｌ Ｙ Ｌ ＋ ＮＶＴ ＮＲＴ ＮＳＴ ＮＩＳ － ＋ ＮＧＳ

ＤＫ ＨＫ Ｙ４３９ ９７ ＰＡＡＳＮＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｈ Ｅ Ｌ Ｙ Ｑ ＋ ＮＶＴ ＮＲＴ ＋ ＋ － ＋ ＮＧＳ

ＴＫ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ６６ ＰＡＶＳＳＲ↓ＧＬ Ｙ Ｗ Ｔ Ｈ Ｅ Ｌ Ｙ Ｑ ＋ ＮＶＴ ＮＲＴ ＋ ＮＩＳ － ＋ ＮＧＳ

　 ＋：具有与 ＤＫ ＪＮ １ 株相同的糖基化位点；－：糖基化位点缺失
　 ＋：Ｃｏｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｓ ＤＫ ＪＮ１； －：Ｌｏｓｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

表 ３　 ＮＡ 蛋白糖基化位点及红细胞吸附位点氨基酸序列分析

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ＨＢ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

毒株
ｓｔｒａｉｎｓ

糖基化位点 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ 红细胞吸附位点 ＨＢ ｓｉｔｅ

６１ ６９ ８６ １４６ ２００ ２３４ ２６４ ３０６ ４０２ ３６７－３７２ ４００－４０３ ４３１－４３３

ＤＫ ＪＮ １ － ＮＳＴ ＮＷＳ ＮＧＴ ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＷＳ ＫＫＤＳＲＳ ＳＤＮＷ ＰＱＥ

ＣＫ ＢＪ ９４ ＮＩＴ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＫＫＤＳＲＳ ＳＤＮＷ ＰＱＥ

ＣＫ ＳＨ Ｆ ９８ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＫＫＤＳＲＳ ＳＤＮＷ ＰＱＥ

ＤＫ ＨＫ Ｙ２８０ ９７ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＫＥＤＳＲＳ ＳＤＮＷ ＰＱＥ

ＱＡ ＨＫ Ｇ１ ９７ ＮＩＴ ＮＮＴ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ＫＫＤＳＲＳ ＳＤＩＲ ＰＱＥ

ＤＫ ＨＫ Ｙ４３９ ９７ ＮＩＴ ＮＮＴ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＳＫＤＳＲＳ ＮＮＮＷ ＰＱＥ

ＴＫ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ６６ ＮＩＴ ＮＮＴ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＳＫＤＳＲＳ ＳＮＮＷ ＰＱＥ

　 ＋：具有与 ＤＫ ＪＮ １ 株相同的糖基化位点；－：糖基化位点缺失
　 ＋：Ｃｏｎｔａｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｓ ＤＫ ＪＮ１； －：Ｌｏｓｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｌｙｃｏｓｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
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３．３．４　 ＪＮ１ 株 ＰＢ２、ＰＢ１ 和 ＰＡ 基因的序列分析 　

ＰＢ２ 基因 ６２７ 位氨基酸的变化对于病毒感染哺乳

动物有着极大的影响，禽源 ＰＢ２ 的第 ６２７ 位谷氨酸

（Ｇｌｕ，Ｅ）突变为赖氨酸（Ｌｙｓ，Ｋ）时，病毒能在小鼠

体内高效复制［９］。 ＪＮ１ 株 ＰＢ２ 基因片段长度为

２２８０ ｂｐ，编码 ７６０ 个氨基酸，６２７ 位不存在突变。

ＰＢ１ 中的 Ｌ１３Ｐ 和 Ｓ６７８Ｎ 的氨基酸差异是导致对小

鼠致病力增强的关键，ＪＮ１ 株的 １３ 位出现了 Ｌ ／ Ｐ

的变异，但 ６７８ 位仍为 Ｓ，表明 ＪＮ１ 株对小鼠的致病

力有增强的趋势。 ＰＡ 基因中的 Ｓ２２４Ｐ 和 Ｎ３８３Ｄ

突变，能够增强 Ｈ５Ｎ１ 亚型 ＡＩＶ 对鸭的致病力［１０］，

而 ＪＮ１ 株为 Ｓ２２４ 和 ３８３Ｄ。

３．３．５　 ＪＮ１ 株 Ｍ、ＮＰ、和 ＮＳ 基因的序列分析　 ＪＮ１

株 Ｍ 基因片段长度 １０２７ ｂｐ，编码有完整的 Ｍ１ 和

Ｍ２ 蛋白。 氨基酸序列分析发现 ＪＮ１ 株 Ｍ２ 蛋白在

３１ 位 Ｓ 上发生了 Ｎ 的取代。 ＮＰ 基因蛋白的

Ａ１８４Ｋ 变异可能在影响禽流感病毒的繁殖与致病

力方面具有关键的作用［１１］，而 Ｎ３１９Ｋ 的变异可能

是对小鼠致病力增强的关键［１２］，ＪＮ１ 株 １８４ 位为

Ｋ，３１９ 位则为 Ｎ。 ＪＮ１ 株的 ＮＳ１ 的第 ９２ 位氨基酸

为 Ｄ，具有目前国内鸡源 Ｈ９Ｎ２ 毒株的典型特征。

１４９ 位为 Ａ，而非 Ｖ，具有与高致病性 ＡＩＶ 相关的

ＮＳ 基因特征。

３．３．６　 ＪＮ１ 株各基因的系统发生树分析 　 为了进

一步探究 ＪＮ１ 株 ＡＩＶ 各基因的遗传进化关系，应用

ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件，绘制了 ＪＮ１ 株 ８ 个基因片段的系统

发育基因进化树。 ＪＮ１ 株 ＨＡ 属于以 ＣＫ ／ ＨＫ ／ Ｇ９ ／

９７ 和 ＤＫ ／ ＨＫ ／ Ｙ２８０ ／ ９ 毒株为代表的Ⅰ群（Ｇ９ 群）。

参考 Ｃ． Ｌｉ 等［１３］对中国分离的 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 的系统

发生分析结果，ＮＡ、Ｍ、ＮＰ、ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２ 基因位于

系统发育树的 ＳＨ ／ Ｆ ／ ９８ － ｌｉｋｅ 分支。 ＮＳ 基因经

Ｂｌａｓｔ 对比，发现其与 Ｈ５Ｎ１ 亚型 ＡＩＶ 进化关系较

近，说明本分离 ＪＮ１ 株 ＮＳ 基因可能由 Ｈ５Ｎ１ 传播

而来（图 １－图 ４）。

３．４　 雏鸭感染 ＪＮ１ 株 ＡＩＶ 病毒后的排毒规律　 在

实验过程中，攻毒雏鸭未出现死亡情况，无明显临

床症状。 利用实验室建立的荧光定量检测方法对

攻毒样品进行检测。 雏鸭泄殖腔棉试子与咽拭子

荧光定量 ＰＣＲ 检测结果见图 ５，从图可以看出，雏

鸭感染 ＡＩＶ 病毒后，泄殖腔棉拭子和咽拭子的排毒

规律基本一致。 在攻毒后第 ２ 天即可检测到排毒，

在检测过程中，出现了两个排毒高峰，无论是泄殖

腔棉拭子还是咽拭子，均在第 ３ 天达到排毒高峰，

在第 １１ 天排毒量降到最低，第 １３ 天突然升高，后

降低。 在排毒过程中，咽拭子排毒量要高于泄殖腔

棉拭子，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

·５·
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图 １　 ＪＮ１ 株和其他 ＡＩＶ 毒株 ＨＡ、ＮＡ 的系统发生树

Ｆｉｇ １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｇｅｎｅｓ ＨＡ ａｎｄ ＮＡ ｏｆ ＪＮ１ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＡＩＶ

图 ２　 ＪＮ１ 株和其他 ＡＩＶ 毒株 ＰＢ２、ＰＢ１ 的系统发生树

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｇｅｎｅｓ ＰＢ２ ａｎｄ ＰＢ１ ｏｆ ＪＮ１ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＡＩＶ

·６·
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图 ３　 ＪＮ１ 株和其他 ＡＩＶ 毒株 ＰＡ、ＮＰ 的系统发生树

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｇｅｎｅｓ ＰＡ ａｎｄ ＮＰ ｏｆ ＪＮ１ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＡＩＶ

·７·
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图 ４　 ＪＮ１ 株和其他 ＡＩＶ 毒株 Ｍ、ＮＳ 的系统发生树

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｇｅｎｅｓ Ｍ ａｎｄ ＮＳ ｏｆ ＪＮ１ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＡＩＶ

纵坐标为每微克总 ＲＮＡ 中病毒拷贝数，

其中病毒拷贝数以 ｌｏｇ１０ 为单位进行表示

图 ５　 ＡＩＶ病毒在试验鸭泄殖腔棉拭子与咽拭子中的排毒规律

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＩＶ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｃｌｏａｃａ

ａｎｄ ｐｈａｒｙｎｘ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

３．５　 攻毒样品血清抗体水平检测　 试验攻毒前对

３ 周龄的雏鸭采血取血清进行 ＨＩ 试验结果为阴

性。 攻毒感染后 ２１ ｄ 内观察雏鸭，攻毒组的雏鸭

精神状态良好，食欲正常，无死亡情况和无明显的

发病症状。 攻毒后 ７ ｄ、１１ ｄ、１４ ｄ、１７ ｄ、２０ ｄ，采血

取血清进行 ＨＩ 试验结果显示，雏鸭接种 ＪＮ１ 株之

后 ７～ １７ ｄ 抗体效价缓慢上升，但抗体效价一直维

持在较低水平（图 ６）。

图 ６　 抗体检测结果

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ

４　 讨　 论

研究发现，鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 血凝素裂解位点氨

基酸序列特征与分离地区密切相关，中国大陆地区

欧亚种系的鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 裂解位点为 －

ＲＳＳＲ↓ＧＬ－，其他国家和地区分离的鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 不具备这一特征［１４］。 从血凝素第 ２２６ 位受

体结合位点看，中国鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 有相当一

部分为 Ｌ，具有同哺乳物唾液酸 α－２，６ 受体结合的

特性［１５］。 通过对 ＪＮ１ 株 ＡＩＶ ＨＡ 蛋白潜在的糖基

化位点分析表明缺少了 ２１８ ～ ２２０ 位和 ５５１ ～ ５５３ 位

的糖基化位点，而在 ３１３～３１５ 增加了一个潜在的糖

·８·
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基化位点，新增糖基化位点的出现可能改变病毒的

抗原 性 并 影 响 受 体 结 合 特 性 而 感 染 新 的 宿

主［１３－１４］。

Ｌｉｕ 等［１６］报道我国近年来 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ ＮＡ

基因颈部第 ６３、６４、６５ 位点上有 ３ 个氨基酸（Ｔ、Ｅ、

Ｉ）连续缺失，而与中国邻近的韩国、巴基斯坦鸡源

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 分离株 ＮＡ 没有类似的氨基酸丢

失［１７］，该缺失被认为是我国 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的一

个分子标签，有报道此缺失可增强致病性［１８］。 本

试验中 ＪＮ１ 株，符合上述特征。

Ｍ 基因的编码区由两部分组成，分别编码 Ｍ１

蛋白和 Ｍ２ 蛋白。 Ｍ２ 蛋白 ２７ 位 Ｖ，３０ 位 Ａ，尤其是

３１ 位 Ｓ 的变异在对离子通道阻断剂（金刚烷胺和

金刚乙胺）产生抗性方面发挥着重要作用［１９］。 ＪＮ１

株在 ３１ 位 Ｓ 上发生了 Ｎ 的取代，这说明这些病毒

对金刚烷胺产生了耐药性，应该引起高度重视。

ＪＮ１ 株 ＮＳ１ 基因第 ９２ 位氨基酸为 Ｄ，Ｓｅｏ 等［２０］

研究发现 ＮＳ１ 蛋白的第 ９２ 位氨基酸为 Ｄ 时，毒株

通常具有低致病，但是氨基酸序列分析发现其 １４９

位氨基酸为 Ａ，而不是 Ｖ，具有与高致病性 ＡＩＶ 相

关的 ＮＳ 基因特征。 同时，在对 ＮＳ 基因序列进行

核酸进化分析时发现，ＮＳ 基因与 Ｈ５Ｎ１ 亚型 ＡＩＶ

基因同源率高达 ９９％，而和 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的同源

率最高仅在 ９４．６％，这说明 ＪＮ１ 株 ＮＳ 基因很有可

能是从 Ｈ５Ｎ１ 亚型 ＡＩＶ 传播而来。

Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 在鸭中很少引起发病，但研究结

果表明，水禽尤其是鸭，是流感病毒的贮存库，对

ＡＩＶ 的发生及传播起到了非常重要的作用。 本试

验利用分离到的鸭源 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ（ＪＮ１ 株）人工

感染 ３ 周龄雏鸭，研究结果表明，Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 在

感染后第 ２～２１ 天均有排毒，在感染后第 ３ 天达到

排毒高峰，之后在第 １３ 天出现第 ２ 个排毒高峰，咽

拭子和泄殖腔棉拭子规律一致。 王蛟等［２１］ 在对

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 对樱桃谷鸭致病性的研究中，得出

经滴鼻攻毒的雏鸭在攻毒后第 ４ 天到达排毒高峰，

在第 １０ 天检测不到病毒；魏宝芝等［２２］ 对 Ｈ９Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 进行气源性传播特点的研究中，第 ４ 天开始

排毒，第 ６ 天排毒量最高，到第 １４ 天检测不到病

毒。 本试验中在攻毒后第 １１ 天排毒量检测结果接

近阴性，在第 １３ 天出现第 ２ 个排毒高峰，推测原因

是在试验过程中存在再感染的存在。 血清 ＨＩ 抗体

效价结果显示，雏鸭感染后血清效价一直维持在较

低的水平。 Ｋｉｄａ 等［２３］ 曾报道，在感染流感和免疫

流感过程中，鸭产生的抗体效价低，维持时间短，并

且可以在短时间内感染同一种亚型的流感病毒。
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