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Abstract：A strain of avian influenza virus was isolated from lung tissue in 2004．It was determined to 

be a Avian influenza virus by ELISA an d electron microscopy．HA an d NA gene was amplified by 

RT-PCR an d sequenced．By the an alyses of HA and NA gene sequences,，the isolate was an H5N1 

subtype of avian influenza virus(MChicken／Yichang／Lung—IBM (H5N1))． 
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摘要：2004年 1月湖北宜昌某鸡场暴发疫病，从该鸡场濒死鸡肺组织中分离到了一株病毒，电镜切片观察到典型 

的禽流感病毒粒子；采用ELISA检测禽流感抗原为阳性；RT-PCR扩增HA、NA基因并测序，经BLAST分析， 

HA基因与 A／Goose／Guangdong／1／96(H5N1)HA基因同源性为 97％；NA基因与 A／Goose／Guangdong／1／96(H5N1)NA 

基因同源性为96％，确定该分离株为禽流感病毒H5N1亚型 (A／Chicken／Yichang／Lung一1104(H5N1))。 
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禽流感 (AvianInfluenza．，AI)是由A型流感病 

毒引起的一种禽类病毒性疾病，被国际兽疫局和我 

国确定为第一类传染病【lJ。2003年底，亚洲部分国 

家和地区相继发生高致病性禽流感的暴发流行。继 

之我国广西等地 2004年 1月也出现禽流感暴发。 

其中，湖北宜昌某鸡场发生禽流感，病鸡表现为呼 

吸道症状，不食，继之死亡，死亡率 15％~30％。本 

研究对该鸡群的病原进行了分离鉴定，并分析其HA、 

NA基因序列，从分子水平鉴定禽流感病毒亚型。 

1 材料和方法 

1，1 材料 

用于病毒分离的病料取 自湖北宜昌某鸡场 42 

日龄发病艾维茵肉鸡；用于病毒增殖的 SPF鸡胚 

(蛋)购 自中牧实业股份有限公司南京药械厂 

(SCXK (苏)2002．0037)；夹心 ELISA检测禽流 

感病毒抗原诊断试剂盒由华中农业大学动物医学 

院提供；Trizol试剂购 自Invitrogen；AMV逆转录 

酶 、Random Primer购 自 Promega；Taq酶购 自 

Biostar，胶回收试剂盒购自大连宝生物工程有限公 

司。 

1．2 病鸡剖检 

取濒死或死亡病鸡，按大体剖解方法进行剖 

检。 

1．3 电镜观察 

取少量肺组织，2．5％戊二醛固定，制超薄切片， 

透射电镜观察。 

l-4 病毒分离 

取肺组织加无菌生理盐水研磨，制成 10％组织 

悬液，加双抗，3 000r／rain离心 10min，取上清滤菌 
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后，9日龄鸡胚尿囊腔接种，37℃孵化，收集 48~96h 

尿囊液，检测血凝效价fHA)。鸡胚尿囊腔盲传至第 

三代，收集 48h尿囊液检测血凝效价，一20"C保存备 

用。 

1．5 鉴别诊断 

取 100 鸡胚尿囊液于酶标反映板孔内，同时 

设置阴性对照、阳性对照，其余操作步骤严格按照 

夹心 ELISA 检测禽流感病毒抗原诊断试剂盒说明 

书 检测禽流感抗原，OD450 I>0．2判为阳性， 

OD4sofI <0．2判为阴性；采层j血凝抑相j实验排除新城 

疫：将健康鸡血清和新城疫阳’ 血清分别做 1：10 

稀释，在 u型板 kDn入50uL．再加入 50uL有血凝 

活性的鸡胚尿囊液作用 15～30min，最后加入 50 

体积分数 O．5％鸡红细胞，15~30min观察结果 J。 

l 6 病毒 RNA的提取及RT-PCR 

按 Trisol试剂说明常规操作，提取总 RNA 按 

l／ag总 RNA加 O 5 随机引物的比例混合，70~C 

5min，冰浴 5min．室温放置 10rain。同时添加AMv 

Buffer 5 、dNTP 2 、RNasin l 、AMV逆转录 

酶 IuL、H2O 6pL，逆转录反应体系为25pL。混合 

物置于 37℃，60min。PCR为 50 体系，反应条 

件为：95℃5min 94℃30s、50℃30s、72℃30s，共 

4O个循环。根据HA、NA基因的保守区各设计两对 

简并引物： 

HlAprimers： 

I1 upper：5'-ATGCCCA(C)AGACATACTGGAA一3’ 

lower：5’一CAT(]GTGA(T)GAGGGTGTATGT-3’ 

2) upper：5'-GAAAGGGGACTCAGCAAATrAT-3’ 

lower：5’一AGTG( lAGGGAACTCGCC一3’ 

NA primer： 

1) upper：5'-AGACAGGGAATCAACACCAGG一3’ 

lower：5’一AGAT11GAGCCATGCCAGT3’ 

2) upper：5’一00G1lGAGfc A)CCr】℃0。(：加1A一3’ 

lower：5'-GGGCCGCCCTCTGATTAGCTC．3’ 

1．7 序列测定 

RT-PCR 产物按常规方法进行琼脂糖电泳，每 

对引物的理论扩增长度约为 0．8kb。将 4条特异片 

段纯化，委托中科院基因组研究所完成序列测定， 

2 结果 

2．1病理剖检 

取濒死或死亡病鸡，按大体剖衅方法进行，可 

见病鸡咽喉气管粘膜充血、水肿，分泌物大量增多， 

肺、腺胃乳头、旰胱及脾有明显出血点 t斑)，消 

化道粘膜充血水肿。 

2．2 电镜观察 

取肺组织，固定，制超薄切片，透射电镜下观 

察，可见病毒粒子，呈球形或丝状，球形病毒粒子 

直径在 80~120nm。(图 1) 

A B 

图 l 蜘死鸡肺组织切片电镜照片 

Fig．1 Electron micrographs of chicken Lung tissue 

A：Lung 1l~511e( h＆棚 chicken：B：Lung tissue sick chicken Bar=-31~nm 、 

2．3 病毒鉴定 

9 口龄鸡胚尿囊腔接种肺组织悬液，48h一96h 

无鸦胚死亡，收集屎囊液．检测血凝效价，HA=2 

鸡胚尿囊腔盲传，第二代．48h鸡胚死 亡率为 10％： 

第三代，48h鸡胚死亡率达30％ 收集血凝效价HA>2 

的鸡胚尿囊液，置一20~C备用；夹一t2,ELISA法检测 

尿囊液结果显示阳性，OD450 >0．6：利用新城疫阳 

性血清做血凝抑制实验 不能抑制【[口凝活性，排除 

新城疫病毒 。因此可确定本次湖：lE宜昌该发病鸡 

痫原分离株为禽流感病毒 

2．4 HA基因和 NA基因PCR扩增结果 

用设计的 HA和 NA简并引物进行 RT-PCR， 

扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳，并与 DNA分予标 

准 DL2000比较．在 0．8kb处有 4条特异性条带， 

与预期结果相符 (图2)。 
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罔 2HA及 NA的PCR扩增结果 
Fig 2 The amplified result of HA germ and NA gene by 

RT-PCR 

M，oL2000 maxker；I／2．Prtxtuct~of HA by Ik'T-P('R：3／4
． products of NA 

RT-PCR 

2．5 HA基因和 NA基因序列测定 

将 4条特异片段纯化，委托中科院基因组研究 

所完成序列测定。测序结果经耕接，HA 基因扩增 

1517bp，NA摹因扩增 1233bp(GenBank登陆号为： 

AY623430、AY623431)。经 BLAST分析 HA基 
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因与 A／Goose／Guangdong／1／96(H5N1)HA基因同源 

性为 97％，NA 基 因与 AlGoose／Guangdong／1／96 

(H5N1)NA基因同源性为96％[3】，可确定本次湖北 

宜昌禽流感病毒分离株为 H5N1亚型。 

3 讨论 

本次湖北宜昌某鸡场暴发疫病鸡群表现明显 

的呼吸道症状、高死亡率；剖解见肺、肝脏及腺胃 

明有明显出血点【4J。肺组织超薄切片，电镜下可见 

流感病毒粒子，呈球形或丝状，球形病毒粒子直径 

在 80nm~120nm，尚可见囊膜及囊膜上的纤突。从 

病鸡肺组织分离到的病毒株，经鸡胚尿囊腔盲传至 

第三代，HA血凝素效价可达 2 ～2 ，且血凝活性 

不能被抗新城疫病毒血清抑制，排除鸡新城疫； 

ELISA检测尿囊液呈阳性反应，表明本病毒为禽流 

感病毒。扩增 HA和NA基因并测序，测序结果经 

BLAST分析，HA基因与 AlGoose／Guangdong／1／96 

(H5N1)HA 基因同源性为97％，NA基因与MGoose／ 

Guangdong／1／96(H5N1)NA基因同源性为96％， 

可确定本病毒为 H5N1亚型【jJ。推导的 HA氨基酸 

序列中含有RRRKKR片段 (297~302)，符合高致 

病力病毒株 HA 裂解位点的分子特征 。因此认为， 

本次湖北省宜昌某鸡场暴发的禽流感，病原为禽流 

感病毒 H5N1亚型 ，定名为 A／Chicken／Yichang／ 

Lung--1／04 (H5N1)。 
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