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［摘　 要］ 　 为优化 Ｈ１０ 亚型禽流感病毒快速检测方法，按照鸡偏嗜性密码子将 Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／ ＩＰＢ１３ ／
２０１３（Ｈ１０Ｎ８）的血凝素（ＨＡ）基因序列优化后人工合成，克隆至真核表达载体 ｐＣＡＧＧｓ。 将重组质

粒双酶切后测序证明该质粒构建成功。 用 ２００ μｇ 的表达载体免疫 ６ 周龄 ＳＰＦ 鸡，分别在第一次免

疫后的第 ３０ 天和第 ６０ 天用相同剂量实施第二次和第三次免疫，末次免疫后的第 １０ 天心脏采血，分
离血清，制备单因子血清。 间接免疫荧光试验和 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验证明 ＨＡ 蛋白成功表达，单因子血

清制备成功。 血凝抑制试验结果表明抗体效价≥１２８，单因子血清特异性强，与其他亚型禽流感病

毒无交叉反应。 该研究为 Ｈ１０ 亚型流感病毒快速鉴定和研究奠定了基础。
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（Ｈ１０Ｎ８） ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ， ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＡＧＧｓ． Ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｔｈｅｎ
６ － ｗｅｅｋ － ｏｌｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ２００ μｇ ＨＡ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａｔ ａ
３０ － ｄａｙ ｉｎｔｅｒｖａｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｓｅｒａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ １０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｂｏｔｈ ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＨＡ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
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ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｂｉｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ． Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ １２８，
ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｓｅｒａ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｒｏｓｓ － ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ＡＩＶ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｈｉｇｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｒａ． Ｔｏ ｃｏｎｃｌｕｄｅ， ｔｈｅ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｈ１０
ｓｕｂｔｙｐｅ ＡＩＶｓ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ， ａｎｄ ｉｔ ｗｉｌｌ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｈ１０ ｓｕｂｔｙｐｅ ＡＩＶｓ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ；Ｈ１０ ｓｕｂｔｙｐｅ； ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ；ＤＮＡ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

　 　 Ａ 型流感病毒为单股负链 ＲＮＡ 病毒，根据血

凝素（ＨＡ）和神经氨酸酶（ＮＡ）不同，可将流感病毒

分为不同的亚型（Ｈ１ ～ Ｈ１８ 和 Ｎ１ ～ Ｎ１１）。 禽类作

为流感病毒的混合器，除了从蝙蝠体内分离的

Ｈ１７Ｎ１０ 和 Ｈ１８Ｎ１１ 两种新型流感病毒［１ － ２］，其他

所有亚型的流感病毒均可在禽类中分离得到。
２０１３ 年我国江西省出现了全球首例人感染 Ｈ１０Ｎ８
亚型流感病毒事件［３］，研究表明引起人感染的

Ｈ１０Ｎ８ 流感病毒（Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ － Ｄｏｎｇｈｕ ／ ３４６ ／ ２０１３）为
一株三源重组病毒，ＨＡ 基因来自 Ｈ１０Ｎ３ 病毒，ＮＡ
基因来自 Ｈ１０Ｎ８ 病毒，６ 个内部基因来自 Ｈ９Ｎ２ 病

毒。 同样是在江西省，Ｍａ 等［４］ 在 ２０１３ － ２０１４ 年的

活禽市场的鸡体内共分离得到 １２４ 株 Ｈ１０Ｎ８ 和

Ｈ１０Ｎ６ 禽 流 感 病 毒 （ Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ，
ＡＩＶｓ），遗传演化分析表明 Ｈ１０Ｎ８ ＡＩＶｓ 与致死的

人源流感病毒（Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ － Ｄｏｎｇｈｕ ／ ３４６ ／ ２０１３）高度

相似，证明家禽市场中鸡体内的流感病毒可能是人

源病毒株的来源。 Ｄｅｎｇ 等［５］ 对 ２００９ － ２０１３ 年在

活禽市场分离出的 ８ 株 Ｈ１０Ｎ８ ＡＩＶｓ 的研究表明，
该亚型病毒对家禽无致病力，但可同时结合人源受

体（α２， ６ － ＳＡ）和禽源受体（α２， ３ － ＳＡ），且有 ４
株病毒可引起小鼠体重下降约 １２． ７％ ～ ２２． ５％ 。
正是因为被感染动物的临床症状较温和，Ｈ１０ 亚型

ＡＩＶｓ 常被人们所忽视，对其研究较少。 为了有效

监测并消灭 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ，保障生物安全和公共

健康，建立 Ｈ１０ ＡＩＶｓ 的快速检测方法具有重要的

公共卫生学意义。
流感病毒亚型众多，对不同亚型流感病毒的快

速检测一直是研究的热点。 流感病毒检测技术有

酶联免疫吸附法、荧光定量 ＰＣＲ、普通 ＰＣＲ、血凝试

验和血凝抑制试验等。 由于血凝抑制试验灵敏度

高、特异性强、易于操作、价格低廉等特点，常作为

流感病毒鉴定和检测的首选试验技术。 目前，国内

用于 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 鉴定的抗体大多是全病毒制备

的血清，由于其含有较多的抗体成分和非特异性物

质，进行流感病毒亚型鉴定时会出现交叉反应，造
成假阳性，影响结果的准确性，为流感病毒亚型的

鉴定带来干扰。 基于 ＤＮＡ 免疫技术的单因子血清

是将流感病毒某一种或某几种蛋白克隆到真核表

达载体后免疫动物而获得单因子血清，本研究将

Ｈ１０Ｎ８ ＡＩＶｓ 的 ＨＡ 基因经鸡偏嗜密码子优化后克

隆至真核表达载体 ｐＣＡＧＧｓ，免疫 ６ 周龄的 ＳＰＦ 鸡，
从而获得针对 Ｈ１０ 亚型血凝素的单因子血清，为
Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 的快速鉴定和病毒抗原性精准分析

奠定基础。
１　 材料与方法

１． １　 质粒、细胞、毒株和实验动物　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ
中的 Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／ ＩＰＢ１３ ／ ２０１３（Ｈ１０Ｎ８） （ＫＪ４０６５４３． １）
ＨＡ 基因序列进行鸡偏嗜密码子优化后［６］，目的基

因由上海捷瑞生物工程有限公司合成。 感受态细

胞购自北京全式金生物有限公司；ｐＣＡＧＧｓ 载体由

聊城大学农学院畜禽疫病防控技术创新团队保存；
２９３Ｔ 细胞购自中国科学院细胞库。 ＳＰＦ 鸡购自北

京维通利华实验动物技术有限公司。
１． ２ 　 主要试剂 　 Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝生物

工程（大连）有限公司。 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、限制性内

切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 均购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公
司。 胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒以及纯化试剂

盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司。 脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 ＤＭＥＭ 和胎牛血清均购自

ＧＩＢＣＯ 公司。 细胞裂解液购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公
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司，ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液（２ × ）购自上海碧

云天生物技术有限公司。 ＦＩＴＣ 标记的兔抗鸡荧光

抗体购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，辣根过氧化物酶

标记的山羊抗鸡抗体购自 ＫＰＬ 公司。
１． ３　 表达质粒的构建及鉴定 　 用限制性内切酶

ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 分别对公司合成的目的基因、空载

体质粒 ｐＣＡＧＧｓ 进行双酶切处理，用 Ｔ４ 连接酶将

载体和目的基因连接后转化到感受态细胞中，挑取

阳性菌落、扩大培养、提取质粒后，用限制性内切酶

ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切获得目的基因并测序。 测序

结果正确，将阳性质粒命名为 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０，转化

至感受态细胞扩大培养，大量制备重组质粒。
１． ４　 Ｈ１０ 亚型禽流感病毒 ＨＡ 蛋白单因子血清的

制备　 取 ６ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 鸡，将已鉴定的表达质粒

ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 以每次 ２００ μｇ ／只的剂量对其肌肉

注射，该区域进行电刺激，加强鸡的应激反应。 一

免后第 ３０ 天以相同剂量进行第二次免疫，二免后

第 ３０ 天以相同剂量进行第三次免疫，三免后的第

１０ 天心脏采血，分离血清，制备单因子血清。
１． ５　 Ｈ１０Ｎ８ ＡＩＶｓ 血凝素蛋白与单因子血清的相

互作用　
１． ５． １　 间接免疫荧光试验鉴定单因子血清　 将表

达质粒 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 转染至 ２９３Ｔ 细胞，转染 ４８ ｈ
后固定细胞，用单因子血清作为一抗孵育后，加入

带有 ＦＩＴＣ 标记的兔抗鸡的二抗，放于荧光显微镜

下观察目的蛋白的表达。
１． ５． ２ 　 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测单因子血清 　 表达质粒

ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 转染至 ２９３Ｔ 细胞，４８ ｈ 后离心收集

细胞，根据细胞数量加入适量的细胞裂解液，反复

吹散细胞，在 ４ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，加入等量的 ２ ×蛋白

上样缓冲液，沸水中煮 １０ ｍｉｎ。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 跑胶、
转膜后，用脱脂乳封闭膜，ＰＢＳＴ 洗膜后用 Ｈ１０ 单因

子血清做为一抗孵育，ＰＢＳＴ 洗膜后用辣根过氧化

物酶标记的山羊抗鸡二抗孵育，Ｏｄｙｓｓｅｙ 仪器扫描，
鉴定单因子血清效果。
１． ６　 Ｈ１０ 亚型单因子血清的效价评估及特异性试验

１． ６． １　 遗传演化分析　 在 ＮＣＢＩ 的流感数据库中

下载 ２０１２ － ２０１５ 年 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 的 ＨＡ 序列后，

与 Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／ ＩＰＢ１３ ／ ２０１３（Ｈ１０Ｎ８）的 ＨＡ 序列与进

行遗传演化分析。

１． ６． ２　 血凝抑制试验　 以实验室分离的流感病毒

Ａ ／ Ｄｕｃｋ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ２０３ ／ ２０１７ （Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／

Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ １０ ／ ２０１８ （Ｈ３Ｎ２）、Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／

４２３ ／ ２０１６ （Ｈ４Ｎ６）、Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／ ６８３ ／ ２０１６

（Ｈ５Ｎ１）、Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ １８３１ ／ ２０１６ （Ｈ６Ｎ２）、

Ａ ／ Ｇｏｏｓｅ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ３ ／ ２０１９ （ Ｈ９Ｎ２ ）、 Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／

Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ １４６ ／ ２０１８ （Ｈ１０Ｎ６）、Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／

２３ ／ ２０１７ （ Ｈ１０Ｎ８） 和新城疫病毒 ＮＤＶ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／

Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ２００８ ／ ２０１７ 为抗原，与制备的 Ｈ１０ 单因子

血清和实验室保存的 Ｈ５、Ｈ９ 单因子血清进行血凝

抑制试验，同时以 ＰＢＳ 作为对照，检验 Ｈ１０ 亚型单

因子血清的特异性和交叉反应原性。

２　 结果与分析

２． １　 表达质粒的构建及酶切鉴定 　 将表达质粒

ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 用限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ ＋ Ｘｈｏ Ｉ

于 ３７ ℃酶切 ２ ｈ 后，得到 １７００ ｂｐ 的 ＨＡ 基因片段

（图 １），将该片段收回测序，测序结果正确，表明表

达质粒构建成功。

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：表达质粒 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０；

２：表达质粒 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 的双酶切片段

Ｍ： ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０；

２：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０

图 １　 表达质粒 ｐＣＡＧＧｓ －Ｈ１０ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＣＡＧＧｓ －Ｈ１０
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２． ２　 ＨＡ 蛋白与单因子血清的相互作用

２． ２． １　 间接免疫荧光试验结果　 荧光显微镜检测

发现，转染 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 的 ２９３Ｔ 细胞产生特异性

绿色荧光，转染空载体的 ２９３Ｔ 细胞检测不到荧光

（图 ２），表明真核重组表达质粒能够表达 Ｈ１０Ｎ８

ＡＩＶｓ 的血凝素蛋白，并且该目的蛋白与制备的单

因子血清相互作用。
２． ２． ２　 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果　 检测发现血凝素蛋

白在 ７５ ｋｕ 处表达（图 ３），该蛋白与单因子血清相

互作用，表明单因子血清制备成功。

Ａ：表达质粒 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 转染至 ２９３Ｔ 细胞；Ｂ：空载体 ｐＣＡＧＧｓ 转染至 ２９３Ｔ 细胞

Ａ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｐＣＡＧＧｓ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ

图 ２　 间接免疫荧光检测单因子血清

Ｆｉｇ ２　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｏｆ Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ Ｍｏｎｏ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｓｅｒｕｍ

１：表达质粒 ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ 转染至 ２９３Ｔ 细胞；２：空载体 ｐＣＡＧＧｓ 转染至 ２９３Ｔ 细胞

１： Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｐＣＡＧＧｓ － Ｈ１０ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ；２：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｐＣＡＧＧｓ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ

图 ３　 制备的单因子血清的 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ｍｏｎｏ － ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｒｕｍ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２． ３　 Ｈ１０ 亚型 ＨＡ 单因子血清的特异性试验

２． ３． １　 遗传演化分析 　 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 的 ＨＡ 基

因主要分为欧亚谱系和北美谱系。 应用 ＭＡＧＥ． ７
软件对克隆的 Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／ ＩＰＢ１３ ／ ２０１３ （Ｈ１０Ｎ８） 的

ＨＡ 序列进行比对，绘制基因进化树。 图 ４ 结果显

示，克隆的 Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／ ＩＰＢ１３ ／ ２０１３（Ｈ１０Ｎ８） 的 ＨＡ
序列属于欧亚谱系，并且该克隆株的 ＨＡ 序列与我

国流行株高度同源。
２． ３． ２　 血凝抑制试验结果　 实验室分离的多株流

感病 毒 和 新 城 疫 病 毒 ＮＤＶ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／
２００８ ／ ２０１７ 作为抗原，与制备的 Ｈ１０ 单因子血清进

行血凝抑制试验，结果只有 Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／
１４６ ／ ２０１８ （Ｈ１０Ｎ６）、Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ２３ ／ ２０１７
（Ｈ１０Ｎ８）与 Ｈ１０ 单因子血清发生血凝抑制反应，抗
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图 ４　 ＨＡ 基因的进化树分析

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＡ ｇｅｎｅｓ

体效价分别为 ２５６、１２８，表明制备的 Ｈ１０ 亚型单因

子血清与其他亚型 ＡＩＶｓ 无交叉反应，针对目前我

国国内流行的 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 具有良好的特异性和

敏感性。
３　 讨论与结论

近年来，禽流感的流行与暴发给养禽业的发展

和公共卫生安全造成了严重危害。 ２０１３ 年我国江

西省出现了 Ｈ１０Ｎ８ 亚型流感病毒感染人并造成死

亡的事件，使得该亚型流感病毒引起各界广泛关

注。 Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶｓ 最早由 Ｚｈａｎｇ 等［７］ 分离于

２００７ 年我国洞庭湖水域，该病毒对哺乳动物小鼠无

致病力，但在小鼠体内传代后获得致病力，并且

ＰＢ２ － Ｅ６２７Ｋ、Ｍ１ － Ｍ１９２Ｖ 等多个氨基酸位点突

变。 研究表明，Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 除了鸡、鸭等家禽

中，在野生水禽也能检出［７ － ９］，提示我们 Ｈ１０ 亚型

低致病性 ＡＩＶｓ 在自然界中分布较广。 野鸟携带的

表 １　 Ｈ１０ 单因子血清与其他亚型 ＡＩＶｓ 和

新城疫病毒抗原的血凝抑制试验

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ＨＩ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｈ１０ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｎｔｉｓｅｒａ ｗｉｔｈ

ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ＡＩＶ ｓｕｂｔｕｐｅｓ ａｎｄ ＮＤＶ

抗原
Ａｎｔｉｇｅｎ

血清抗体效价
ＨＩ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ａｎｔｉｓｅｒａ

Ｈ５ Ｈ９ Ｈ１０ ＰＢＳ

Ｈ１Ｎ１ ０ ０ ０ ０

Ｈ３Ｎ２ ０ ０ ０ ０

Ｈ４Ｎ６ ０ ０ ０ ０

Ｈ５Ｎ１ ２５６ ０ ０ ０

Ｈ６Ｎ２ ０ ０ ０ ０

Ｈ７Ｎ９ ０ ０ ０ ０

Ｈ９Ｎ２ ０ ６４ ０ ０

Ｈ１０Ｎ６ ０ ０ ２５６ ０

Ｈ１０Ｎ８ ０ ０ １２８ ０

ＮＤＶ ０ ０ ０ ０
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病毒可能与家禽携带的病毒同时感染同一宿主，增
大了不同毒株间发生基因重排乃至产生危害性更

大的重组病毒的可能性［８］，正如感染人并致死的

Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ － Ｄｏｎｇｈｕ ／ ３４６ ／ ２０１３（Ｈ１０Ｎ８） 三源重组病

毒株。 因此，应该加强对 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 的监测力

度，预警该亚型病毒在自然界中的持续进化将会对

生物安全和公共健康造成持续的潜在威胁。
本试验将经鸡偏嗜密码子优化后的 Ａ ／ Ｊｉａｎｇｘｉ ／

ＩＰＢ１３ ／ ２０１３（Ｈ１０Ｎ８）流感病毒的 ＨＡ 基因克隆到

ｐＣＡＧＧｓ 载体，免疫 ＳＰＦ 鸡后获得单因子血清。 间

接荧光免疫试验和 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验结果表明，制备

的 Ｈ１０ 亚型单因子血清可与 ＨＡ 蛋白相互作用，并
且单因子血清的特异性试验结果显示该单因子血

清只能与 Ｈ１０ 亚型的 ＨＡ 蛋白相互作用，与其他亚

型 ＡＩＶｓ 以及其他种类病毒无相互作用，从而获得

特异性强、敏感性好、无交叉反应的 Ｈ１０ 亚型单因

子血清。 这与传统通过免疫灭活全病毒或直接免

疫活病毒以获取抗某种亚型血清的方式相比更具

安全性，并且避免了使用全病毒免疫的血清进行

ＨＩ 试验时，ＮＡ 抗体会非特异性地干扰 ＨＡ，从而导

致非特异性血凝抑制现象的问题。 目前，有关

Ｈ１０Ｎ８ 的遗传进化分析的报道较少，不断检测分析

Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ 在自然界中的分布及进化情况在

Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ 于自然界中分布较广、重组病毒株能

够感染人并致死的背景下，该 Ｈ１０ 亚型单因子血清

的成功制备为 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 的检测提供了有力

支持。
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