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［摘　 要］ 　 根据基因库中 Ｈ１０ 亚型禽流感病毒（ＡＩＶ）ＨＡ 基因、Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ ＮＡ 基因和所有亚型

ＡＩＶ Ｍ 基因序列，分别设计筛选出 ３ 对特异性引物，优化引物之间的浓度，建立了 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚

型 ＡＩＶ 三重 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法。 该法对含有 Ｈ１０ 和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的模板可特异性扩增出 ２６７ ｂｐ
（Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ）、４６４ ｂｐ（Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ）和 ６９３ ｂｐ（ＡＩＶ）目的条带，对 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ 扩增出 ２６７、６９３ ｂｐ
目的条带，对 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 扩增出 ４６４、６９３ ｂｐ 目的条带，对其他亚型 ＡＩＶ 仅扩增出 ６９３ ｂｐ 目的条带，
对常见禽病病原体均未扩增出任何条带。 该法对 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 检测下限为 １０３ 拷贝 ／ μＬ。

１２０ 份临床样品检测结果与病毒分离鉴定一致。 研究建立的 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 三重 ＲＴ－ＰＣＲ
检测方法特异性强、灵敏度高，为同时快速鉴别检测 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 提供一种简便、快速和

有效的方法。
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ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｈ１０ ａｎｄ Ｎ８ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ＡＩＶ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｎｄｓ ｂｙ ｔｈｉｓ ＲＴ－ＰＣＲ，
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ａｎｄ Ｎ８ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ＡＩＶ ｗａｓ １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ． Ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｎｅ ｈｕｎｄｒｅｄ ｔｗｅｎｔｙ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｆｏｒ Ｈ１０ ａｎｄ Ｎ８ ｓｕｂｔｙｐｅ ＡＩＶ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ； Ｈ１０ ｓｕｂｔｙｐｅ； Ｎ８ ｓｕｂｔｙｐｅ； ｔｒｉｐｌｅｘ ＲＴ－ＰＣＲ

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

表面糖蛋白 （ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ， ＨＡ） 和神经氨酸酶

（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ， ＮＡ）抗原性差异分为不同的亚型，

目前已发现有 １８ 种 ＨＡ 亚型（Ｈ１－Ｈ１８）和 １１ 种

ＮＡ 亚型（Ｎ１－Ｎ１１） ［１－２］。 ２０１３ 年 １２ 月 ６ 日，江西

省南昌市一名 ７３ 岁女子罹患 Ｈ１０Ｎ８ 甲型禽流感，

因呼吸衰竭、休克死亡，全球首次发现人类感染

Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 可导致死亡。 截至 ２０１４ 年 ２ 月

１５ 日，在江西共确诊 ３ 人感染 Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ，其

中 ２ 人死亡［３－４］。 Ｈ１０ 和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 在家禽和野

鸟散发，主要是 Ｈ１０Ｎ７ 和 Ｈ３Ｎ８［５］。 Ｈ１０Ｎ８ 亚型

ＡＩＶ 感染人虽散发，但是否存在后续的感染，或是

否存在 Ｈ１０ 亚型和其他 Ｎ 亚型、其他 Ｈ 亚型和 Ｎ８

亚型的感染，均需监测 Ｈ１０ 和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的感染

情况，因此，十分有必要建立一种同时鉴定 Ｈ１０ 亚

型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的检测方法，为这两个亚型的检

测提供有效方法和技术储备。

目前，诊断 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的方法主

要是病毒分离鉴定，作为诊断的金标准，结果准确

可靠，但存在检测周期长的缺点；免疫荧光和酶联

免疫吸附试验均需特定的阳性血清，在实际应用中

有一定的局限性。 多重 ＲＴ－ＰＣＲ 是在普通 ＲＴ－

ＰＣＲ 基础上发展而来的，已成功应用于很多病原体

的检测［６－８］。 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型的分子生物学检

测方法十分欠缺，本研究旨在建立一种同时检测

Ｈ１０ 亚型、Ｎ８ 亚型和所有亚型 ＡＩＶ 的三重 ＲＴ －

ＰＣＲ 方法，同时对 ３ 个目的基因进行扩增，以节约

检测试剂，简化反应程序。

１　 材料与方法

１．１　 毒株和主要试剂 　 ＡＩＶ 毒株（Ｈ３Ｎ８、Ｈ６Ｎ８、

Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２、Ｈ４Ｎ６、Ｈ６Ｎ１、Ｈ９Ｎ２ 和 Ｈ１１）、新城疫

病毒（ＮＤＶ）、传染性支气管炎病毒（ ＩＢＶ）、传染性

喉气管炎病毒（ＩＬＴＶ）和传染性法氏囊病毒（ＩＢＤＶ）

由广 西 兽 医 研 究 所 分 离 鉴 定 保 存； ＡＩＶ 毒 株

（Ｈ２Ｎ３、Ｈ８Ｎ４、Ｈ１０Ｎ３、Ｈ１２Ｎ５）由香港大学惠赠；

ＡＩＶ 毒株 （ Ｈ１０Ｎ７、 Ｈ５Ｎ１、 Ｈ７Ｎ２、 Ｈ１３Ｎ６、 Ｈ１４Ｎ５、

Ｈ１５Ｎ９ 和 Ｈ１６Ｎ３） ｃＤＮＡ 由美国康涅狄格大学惠

赠；ＡＩＶ 毒株（Ｈ１Ｎ７ 和 Ｈ１１Ｎ９）由美国宾夕法尼亚

州立大学惠赠。 Ｍｉｎｉｂｅｓｔ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｋｉｔ ｖｅｒ．４．０ 和反转录试剂和 ＰＣＲ ｐｒｅｍｉｘ 购自大连宝

生物公司。

１．２　 引物设计 　 根据基因库中 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ 的

ＨＡ 基因、Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的 ＮＡ 基因和所有亚型 ＡＩＶ

的 Ｍ 基因，用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件比对序列找出保守区

域，用 ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件分析引物的扩增条件，每个基

因均设计了 ３ 对特异性引物，并用 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 初步

验证引物的特异性。 序列送至广州 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司

合成。 引物合成后，通过实际试验进行平行筛选，

最终各自筛选出最佳的 １ 对引物（表 １），用于 Ｈ１０

亚型、Ｎ８ 亚型和所有亚型 ＡＩＶ 的检测。
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表 １　 引物信息

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５＇－３＇）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

产物大小 ／ ｂｐ
Ｓｉｚｅ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号
Ｇｅｎｂａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

位置
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｈ１０－Ｆ ＧＡＡＲＡＴＷＡＴＧＧＡＲＡＧＴＧＧＡＧＧ ２６７ ＫＭ３９２４１１．１ ３５１－３７１

Ｈ１０－Ｒ ＣＣＡＴＡＹＡＧＡＴＣＡＴＴＣＴＴＹＴＣＴＴＧ ６１７－５９５

Ｎ８－Ｆ ＡＡＹＴＧＧＡＣＨＧＧＡＡＣＣＡＡＣＡＧ ４６４ ＫＭ３９２４０５．１ ８８２－９０１

Ｎ８－Ｒ ＣＣＡＣＡＣＡＴＣＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣＴ １３４５－１３２６

Ｍ－Ｆ ＧＣＣＣＡＧＴＧＡＧＣＧＡＧＧＡＣＴＧＣ ６９３ ＫＭ３９２４０６．１ ２２９－２４８

Ｍ－Ｒ ＣＡＧＧＣＡＣＴＣＣＴＴＣＣＧＴＡＧＡＡＧ ９２１－９０１

１．３　 病毒 ＲＮＡ 提取与 ＲＴ－ＰＣＲ 反应条件的优化

按照Ｍｉｎｉｂｅｓｔ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ 试剂盒说明

书抽提病毒 ＲＮＡ，并将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。 ＰＣＲ
反应体系 ２５ μＬ：２×ＰＣＲ ｐｒｅｍｉｘ １２．５ μＬ，正、反引物

终浓度在 ０．１ ～ ０．６ μｍｏｌ ／ Ｌ 之间调整，ｃＤＮＡ ２ μＬ，
以无 ＲＮＡ 酶的超纯水补足 ２５ μＬ。 反应程序如下：
９４ ℃ ５ｍｉｎ；９４ ℃ ４０ ｓ， ５０ ～ ５７ ℃之间调整 ４０ ｓ，
７２ ℃ ４０ ｓ， ３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
１．４　 标准品的制备　 用 ＨＡ、ＮＡ 和 Ｍ 基因全长引

物，分别以 Ｈ１０ 亚型、Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 和任一亚型 ＡＩＶ
的 ＲＮＡ 为模板进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增，得到基因全长

的目的片段，将这 ３ 个基因片段分别连接至 ｐＧＥＭ
Ｔ－ｅａｓｙ 载体上，将含有 ＨＡ、ＮＡ 和 Ｍ 基因片段的正

确序列的重组质粒分别命名为 Ｈ１０、Ｎ８ 和 Ｍ。
１．５　 特异性试验 　 按照优化好的反应条件，用所

建立 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 三重 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

方法对 １．１ 项所列毒株的 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 进行检测，检
验其特异性。
１．６　 敏感性试验 　 将“１．４”构建好的重组质粒进

行等比例混合，并将混合质粒 １０ 倍梯度稀释，按照

优化好的反应条件，用所建立的方法对其进行 ＰＣＲ
扩增，检验其敏感性。
１．７　 临床样品检测　 用所建立的方法对 １２０ 份活

禽市场棉拭子（同一只家禽的咽喉、泄殖腔拭子为

一份）样品进行检测，同时将这 １２０ 份样品接种 １０
日龄 ＳＰＦ 鸡胚增殖病毒，用血凝试验（ＨＡ）和血凝

抑制试验（ＨＩ）对尿囊液进行 ＨＡ 亚型的鉴定，将鉴

定过的 ＨＡ 毒株，用 ＮＡ 基因全长引物 ＰＣＲ 扩增和

测序，确定 ＮＡ 亚型。
２　 结果与分析

２．１　 反应条件的优化 　 通过引物之间浓度的优

化，Ｈ１０－Ｆ 和 Ｈ１０－Ｒ 引物终浓度为 ０．２ μｍｏｌ ／ Ｌ，
Ｎ８－Ｆ和 Ｎ８－Ｒ 引物终浓度为 ０．４ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｍ－Ｆ 和

Ｍ－Ｒ 引物终浓度为 ０．２ μｍｏｌ ／ Ｌ。 通过退火温度的

优化，确定最佳退火温度为 ５２ ℃。
２．２　 特异性试验　 该法对 Ｈ１０ 和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的

混合模板扩增出 ３ 条特异性条带，分别为 ２６７、４６４
和 ６９３ ｂｐ；对 Ｈ１０Ｎｙ（如 Ｈ１０Ｎ７、Ｈ１０Ｎ３，ｙ≠８）亚型

ＡＩＶ 扩增出 ２ 条特异性条带，片段大小为 ２６７ 和

６９３ ｂｐ；对 ＨｘＮ８（如 Ｈ６Ｎ８、Ｈ３Ｎ８，ｘ≠１０）亚型 ＡＩＶ
扩增出 ２ 条特异性条带，片段大小为 ４６４ 和 ６９３ ｂｐ；
对其他亚型 ＡＩＶ 扩增出 ６９３ ｂｐ Ｍ 基因通用检测的

条带；而常见禽病病原体均未扩增出任何条带。 所

有毒株的扩增结果均与实际相符，表明该法特异性

强。 部分毒株的扩增结果见图 １。
２．３　 敏感性试验　 该法对浓度为 １０８ ～１０ 拷贝 ／ μＬ
的 Ｈ１０、Ｎ８ 和 Ｍ 混合质粒进行敏感性测定，图 ２ 结

果显示：浓度为 １０８ ～１０４ 拷贝 ／ μＬ 的混合质粒均有

３ 条明显的扩增条带出现，片段大小分别为 ２６７ ｂｐ
（Ｈ１０）、４６４ ｂｐ（Ｎ８）、６９３ ｂｐ（Ｍ）；浓度为 １０３ 拷贝 ／ μＬ
的混合质粒有 ２ 条明显的扩增条带出现，片段大

小分别为 ２６７ ｂｐ（Ｈ１０）、４６４ ｂｐ（Ｎ８），已检测不到

６９３ ｂｐ Ｍ 基因条带；浓度为 １００ 拷贝 ／ μＬ 混合质粒

的检测均无扩增条带。 结果表明，Ｈ１０ 和 Ｎ８ 亚型

ＡＩＶ 的最低检测限为１０３ 拷贝 ／ μＬ，ＡＩＶ Ｍ 基因引物

最低检测限为 １０４ 拷贝 ／ μＬ。

·３·
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Ｍ． １００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ； １． Ｈ１０＋Ｎ８； ２． Ｈ１０Ｎ７； ３． Ｈ６Ｎ８； ４． Ｈ１Ｎ１； ５． Ｈ１Ｎ７； ６． Ｈ２Ｎ３； ７． Ｈ３Ｎ２； ８． Ｈ４Ｎ６； ９． Ｈ５Ｎ１； １０． Ｈ６Ｎ１；

１１． Ｈ７Ｎ２； １２． Ｈ８Ｎ４； １３． Ｈ９Ｎ２； １４． Ｈ１１Ｎ９； １５． Ｈ１２Ｎ５； １６． Ｈ１３Ｎ６； １７． Ｈ１４Ｎ５； １８． Ｈ１５Ｎ９； １９． Ｈ１６Ｎ３； ２０． ＮＤＶ；

２１． ＩＢＶ； ２２． ＩＬＴＶ； ２３． ＩＢＤＶ； ２４． 空白对照

图 １　 特异性试验结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

Ｍ． １００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ； １． １０８ 拷贝 ／ μＬ； ２． １０７拷贝 ／ μＬ；

３． １０６拷贝 ／ μＬ； ４． １０５拷贝 ／ μＬ； ５． １０４拷贝 ／ μＬ；

６．１０３ 拷贝 ／ μＬ； ７． １００ 拷贝 ／ μＬ； ８．阴性对照

图 ２　 敏感性试验结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

２．４　 临床样品检测　 用所建立的 Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ

三重 ＲＴ－ＰＣＲ 方法对 １２０ 份活禽市场样品进行检

测，结果检出 ２ 份 Ｈ１０Ｎｙ 亚型 ＡＩＶ（ ｙ≠８），３ 份

ＨｘＮ８（如 ｘ≠１０），与 ＨＩ 和测序结果一致。

３　 讨论与结论

在 ２０１３ 年 １２ 月江西发现人类感染 Ｈ１０Ｎ８ 之

前，公共资源只能查到 ２６ 株 Ｈ１０Ｎ８ 的序列；Ｈ１０ 亚

型曾有感染人的报道，分别是 ２００４ 年埃及 Ｈ１０Ｎ７

和 ２０１０ 年澳大利亚 Ｈ１０Ｎ７，病人出现结膜炎和轻

度呼吸道症状，Ｎ８ 亚型未有感染人的报道［５］；我国

仅有两例 Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 感染家禽的报道，一株

是 ２００７ 年从湖南洞庭湖湿地抽检的水样中分离到

的［９］，被命名为Ａ／ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ／ Ｄｏｎｇｔｉｎｇ Ｌａｋｅ ／ Ｈｕｍａｎ ／

３－９ ／ ２００７（Ｈ１０Ｎ８），另一株则是于 ２０１２ 年 １ 月从

广东活禽市场的鸭中分离出来［１０］，被命名为 Ａ ／
Ｄｕｃｋ ／ Ｇｕａｎｇ－ｄｏｎｇ ／ Ｅ１ ／ ２０１２（Ｈ１０Ｎ８）。 此次江西人

类感染株与之前的 Ｈ１０Ｎ８ 不同，尤其 ６ 个内部基

因均来源于 Ｈ９Ｎ２。 ２０１３ 年爆发的 Ｈ７Ｎ９ 毒株的

６ 个内部基因也来源于 Ｈ９Ｎ２，但 Ｈ１０Ｎ８ 的 ６ 个内

部基因与 Ｈ７Ｎ９ 不同。 有报道 对 江 西 第 一 例

Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 人类感染株（Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ －Ｄｏｎｇｈｕ ／
３４６ ／ ２０１３）的受体结合特性进行了研究，结果表明

对人源受体亲和力极弱，并不具备在人群中传播的

能力［４］。
目前，Ｈ１０Ｎ８ 感染人有 ３ 个病例，在人类属于

散发，但已能在活禽市场中分离出鸡 Ｈ１０Ｎ８［１１］。
我们对广西活禽市场进行 ＡＩＶ 调查，Ｈ１０ 较多与其

他亚型混合感染，尚未单独分离出 Ｈ１０ 亚型，Ｎ８ 亚

型鉴定出的有 Ｈ３Ｎ８、Ｈ４Ｎ８、Ｈ６Ｎ８，尚未分离出

Ｈ１０Ｎ８ 毒株［１２］。 由于样品限制，并未用 Ｈ１０Ｎ８ 毒

株对该法进行验证，在特异性试验中，只用 Ｈ１０ 和

Ｎ８ 亚型混合模板来验证该三重 ＲＴ－ＰＣＲ 的特异

性，还需更多临床样品对该法进行验证。 基于我们

对 ＡＩＶ 的日常监测，发现相比以前，Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８
亚型分离率有所增加，并鉴于发生了 Ｈ１０Ｎ８ 感染

人的案例，且之前就有 Ｈ１０ 亚型与其他 Ｎ 亚型

（Ｈ１０Ｎ７、Ｈ１０Ｎ２、Ｈ１０Ｎ１） ［１３－１５］，其他 Ｈ 亚型与 Ｎ８
亚型的报道（Ｈ３Ｎ８、Ｈ４Ｎ８、Ｈ６Ｎ８），因此本研究想

建立同时鉴定 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 检测方法，

·４·
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对这两个亚型进行追踪检测，为 ＡＩＶ 的有效防控提

供参考资料。
本研究将 Ｍ 基因通用检测所有亚型 ＡＩＶ 的引

物，与 Ｈ１０ 亚型、Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 的引物混合在同一反

应体系中，对样品中含有 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型的，
多一道验证其确属 ＡＩＶ 的感染，对样品中含有其他

亚型 ＡＩＶ 的，也能检测出，让我们了解到是否存在

ＡＩＶ 的感染，为是否需要进一步确认其他亚型 ＡＩＶ
提供参考。 引物设计和浓度的优化是该法成功建

立的关键。 本研究针对 Ｈ１０、Ｎ８ 和 Ｍ 基因序列保

守区域，结合 ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件的引物参数，初步筛出

候选引物，再用 ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴ 模拟检查引物的特异

性，但引物是否真正可行，还需经过实际的试验来

验证。 通过优化 ３ 对引物之间的浓度，用单一模板

（Ｈ１０ 亚型、Ｎ８ 亚型、不同亚型 ＡＩＶ）、混合模板

（Ｈ１０ 和 Ｎ８ 亚型）和常见禽病病原体作为模板对

该法进行特异性的验证，用含有 Ｈ１０、Ｎ８ 和 Ｍ 基因

的质粒标准品进行敏感性测定，结果表明所建立的

Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 三重 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法

特异性强、敏感性高，一管即可检测 Ｈ１０、Ｎ８ 和 Ｍ
三个目的基因，具有有效、简便、快速、省时省力的

优点，为 Ｈ１０ 亚型和 Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 调查监测提供技

术支持。
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