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Abstract : Nucleic acid sequence2based amplification wit h elect rochemiluminescent detection

(NASBA/ ECL) of avian influenza virus subtype H5 was developed ,comparing with virus isola2
tion in embryonated chicken eggs. The NASBA technique described here can detect t hree isolates

of inf uenza A subtype H5 and do not detect inf uenza A subtype H1 ,3 ,6 ,9 , other avian viruses

and allantoic fluid of SPF chicken , showing rapidness and high specificity for identificating inf u2
enza A subtype H5 viruses. Dilution of a known virus was used to determine t he limit of sensitivi2
ty for both NASBA and classic virus isolation. The NASBA/ ECL met hod was equivalent in sensi2
tivity to virus isolation in eggs , wit h limit of 1021. 5 ELD50 dose. Virus was isolated f rom anal

swabs , blood and tissues of chickens artificially infected with highly pat hogenic avian influenza

A/ Chicken/ Hong Kong/ 1000/ 97 ( H5N1) . NASBA/ ECL could detect viral nucleic acid in anal

swabs f rom t he day following artificial infection until death. Conversely , Nucleic acid molecules

could only be detected in blood by t he NASBA/ ECL and virus isolation immediately p rior to

deat h. Thus , blood and/ or anal swabs are a suitable source of material for the detection of avian

influenza in dead birds , but anal swabs are more suitable for detection of viral genetic material in

live birds. When samples f rom chickens artificially infected wit h avian influenza virus were ana2
lysed by bot h egg cult ure and NASBA/ ECL methods in parallel , t he result s agreed in 87/ 97

(90 %) .

Key words : Highly pat hogenic avian influenza ( HPA I) ; Nucleic acid sequence2based amplification

(NASBA) ; Virus isolation ; Rapid detection.

摘要 :采用建立的依赖核酸序列的扩增 (Nucleic acid sequence2based amplification ,NASBA)对禽流感病毒 3株 H5

亚型、1株 H1、H3、H6亚型、3株禽流感 H9亚型、5株不同宿主来源的新城疫病毒、鸭肝炎病毒、鸭瘟病毒、SPF鸡

胚尿囊液及禽流感 ( H9)疫苗、新城疫疫苗、传染性法氏囊病疫苗、传染性支气管炎疫苗进行检测 ,结果 NASBA ( H5

试剂)仅检测到禽流感病毒 H5 亚型 ,表明方法的特异性强。采用已知禽流感病毒 A/ Chicken/ H K/ 1000/ 97

( H5N1)的鸡胚尿囊液 ( ELD50 10 - 7. 5 / mL) ,经 10倍连续稀释 ,将经典的鸡胚病原分离法和 NASBA进行比较 ,二种

方法的灵敏度相当。用 A/ Chicken/ H K/ 1000/ 97 ( H5N1)病毒人工感染 SPF鸡、商品鸡 ,采用 NASBA和病原分离

法同时对人工感染鸡的粪拭子、血液进行了动态检测 ;采集感染死亡鸡的组织脏器 ,共检测了 101个组织脏器 ,两

种方法的符合率为 90 %(87/ 97)。
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　　禽流感是由正粘病毒科中的 A 型流感病毒引

起的、发生于各种家禽和野禽的病毒性传染病[ 1 , 2 ]。

禽流感病毒呈世界分布 ,绝大多数呈隐性感染 ,不表

现任何临床症状 ;只有少数具有迅速传播和高致死

性的特性 ,引发高致病性禽流感 ( H PA I) 。高致病

性禽流感通常由 H5 和 H7 亚型引起 ,造成严重的

经济损失 ,因此世界动物卫生组织 (OIE)将其列为

A类传染病 ,我国也将其列为 A 类传染病。禽流感

与人类流感关系非常密切 ,其公共卫生意义越来越

受到人们的关注[ 3 ]。

禽流感的临床症状和剖检变化因禽的年龄、种

类和并发感染情况不同而异 ,与新城疫、传染性支气

管炎等疾病很相似 ,因此仅仅根据临床症状及剖检

变化很难确诊 ,必须依赖于实验室检测、诊断[2 ,4 ]。

诊断禽流感的方法主要有病原的分离与鉴定、血凝
( HA)和血凝抑制试验 ( HI) 、免疫扩散试验 (A GP) 、

间接酶联免疫吸附试验 ( IEL ISA) 、免疫荧光试验
( IF T) 、中和试验 ( VN T)等[ 2 ,5 ,6 ]。但是 ,这些方法

各有优缺点 ,病原的分离鉴定是国际上经典的方法 ,

虽然敏感性高、特异性强 ,但操作繁琐、周期长 ,而

HA/ HI、A GP、IEL ISA 等免疫学方法 ,虽然简便、

易于操作 ,但检测的敏感性和准确性不如病原分离

方法。

近年来 ,分子生物学已用于禽流感的检测、诊

断。崔尚金等[7 ]、刘泽文等[8 ]建立了 R T2PCR方法

检测禽流感病毒 ,但敏感性不够 ,不能直接用于检测

活禽、禽组织中禽流感病毒。Munch 等[9 ] 建立

PCR2EL ISA、Spackman等[10 ]研制荧光 R T2PCR检

测禽流感病毒 ,大大提高了检测的敏感性。朱文斯

等[11 ]建立荧光 R T2PCR检测禽流感病毒 ,对感染组

织脏器的检测灵敏度与鸡胚病原分离法基本一致。

NASBA (Nucleic acid sequence2based amplifi2
cation)是在 PCR基础上发展起来的一种新的扩增

技术[ 12 ]。1990年 Guatelli等首先报道了这一技术 ,

现已用于 HIV [13 ]、肝炎病毒[14 ]、狂犬病病毒[ 15 ]、口

蹄疫病毒[16 ]、单核细胞增多性李氏杆菌[17 ]等病原体

的检测。

本试验在 Collins 等[ 18 ] NASBA 区分高致病性

和低致病性禽流感病毒的基础上 ,通过优化反应体

系 ,建立 NASBA 检测禽流感 H5亚型技术 ,并用于

人工感染禽流感鸡组织的检测。

1　材料与方法

1 . 1　材料

A/ chicken/ H K/ 1000/ 97 ( H5N1) 、A/ chicken/

H K/ 3014. 9/ 00 ( H5N1) 、A/ chicken/ H K / 2986. 1/

00 ( H5N1 ) 、A/ chicken/ H K/ 216. 3/ 01 ( H6 ) 、A/

chicken/ H K/ 230. 2/ 01 ( H9)由香港基因晶片公司

提供。A/ duck/ Shanghai/ ? / 00 ( H9) 、A/ chicken/

Shanghai / ? / 01 ( H9) 、新城疫病毒 F48 E9 株、

N79株、鹅副粘病毒 SF02 株、鸽新城疫病毒 S株、

P9株由上海检验检疫局库存[19～22 ]。A1/沪防 782
29 ( H1N1) 、A3/沪防 78249 ( H3N2)由复旦大学惠

赠。鸭肝炎病毒、鸭瘟病毒由上海市农科院惠赠。

新城疫病毒疫苗毒来自青岛动物检疫所。禽流感疫

苗 ( H9) 来自扬州大学农学院 ,传染性支气管炎

H52、H120疫苗来自上海松江生物药厂。传染性法

氏囊病疫苗来自 Intervet 公司。鸡新城疫中等毒力
( I)系、低毒力 (Lasota)疫苗来自中牧实业股份有限

公司南京药械厂。

试验鸡和 SPF鸡胚 : SPF鸡 (43 日龄) 、SPF鸡

胚购自南京药械厂。商品代鸡为上海大江公司的

35日龄 AA 肉鸡 ,12 日龄时接种过禽流感 H9 疫

苗 , HI试验检测 H5亚型阴性。

裂解缓冲液 ( 5mol/ L 异硫氰酸胍 , 10g/ L

Triton X2100 ,10mmol/ L Tris2HCl , p H 8. 3) 、冲洗

缓冲液 (5mol/ L 异硫氰酸胍 ,10mmol/ L Tris2HCl ,

p H 8. 3) 、洗脱缓冲液 ( 10mmol/ L Tris2HCl , p H

8. 3) 、500mg/ mL 硅土 ( Silica) 、仪器调试参照液
( IRS)由香港基因晶片开发有限公司提供。单个酶

球 ( 6. 5mg ) 含 1. 3U/ mL AMV2R T , 0. 5U/ mL

RNase H ,1. 3U/ mL T7 RNA 聚合酶 ,100mmol/ L

Tris2HCl ,p H 8. 3 ,10g/ L BSA) ,由Biomerieux公司提

供。NucliSens阅读器 (BIOMERIEUX公司产品)。

1 . 2　引物和探针的设计

使用 Bio Edit 和 BL ASTN 生物软件 ,通过对

Genebank储存的 H5 亚型禽流感病毒 HA 基因序

列进行分析 ,根据设计引物的原则 ,筛选的最佳引物

序列如下 :

上游引物 : AA T TCTAA TACGACTCACTA T

A GGGA GAA GGCA IAAA GA ( C/ T ) A GACCA G

CTA (下划线表示 T7 DNA 依赖的 RNA 聚合酶启

动子序列) 、下游引物 : GA T GCAA GGTCGCA T

A T GA GGA GA GAA GAA GAAAAAA GA GA GGA

C(黑体表示与 ECL 检测探针互补的序列) 。

根据引物的序列 ,确定捕捉探针 ( CP)序列为 :

Biotin2GC ( A/ G) A GT TC ( C/ T) CTA GCACT GG

CAA T ,5′端标记生物素 ;电化学发光法属别检测探

针 ( generic ECL detection probe)序列为 : GA T G

CAA GGTCGCA TA T GA GGT GA (C/ T) AA T GAA
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T G(C/ T) A T GGAA。由上海 BioAsia公司合成。

1 . 3　反应体系的优化

对影响 NASBA 检测 H5亚型禽流感病毒因素

如离子浓度、反应温度进行试验 ,达到优化反应条件。

经优化后的 NASBA操作按照 Shan S2H等[23 ]进

行。

1 . 4　敏感性试验

对已知禽流感病毒 H5的感染尿囊液 ,作 10倍

连续稀释 ,分成 2 份 ,一份做 NASBA ,另一份接种

10日龄鸡胚 ,每个稀释度接种 5枚 ,37℃继续孵化 ,

每天照胚两次 ,记录死亡情况。

1 . 5　特异性试验

采用 NASBA 检测人流感 H1、H3 亚型病毒、

禽流感 H5、H6、H9 亚型病毒、不同宿主来源的新

城疫病毒、鸭瘟病毒、鸭肝炎病毒、禽流感疫苗
( H9) 、新城疫Ⅰ系苗、新城疫Ⅳ系苗、传染性法氏囊

疫苗、IBV疫苗 ( H120 , H52 )和 SPF鸡尿囊液。

1 . 6　人工感染实验[1 ]

人工感染 SPF鸡 :随机分组 ,每组 6只 ,分开饲

养。第 1 组为滴鼻组 ,每只接种 0. 1mL ( ELD50

10 - 7. 5 / mL)禽流感 H5病毒 ;第 2组为饮水组 ,在水

中注入禽流感 H5 病毒 (约 1 ∶1000 稀释) ;第 3 组

为对照组 ,接种生理盐水。

人工感染商品代鸡 :随机分成组 ,每组 5只。饮

水组 ,剂量同上 ;同居组 ,与接种组饲养在同一的隔

理器中 ;对照组 ,接种生理盐水。在试验期间 ,每日

记录临床症状 ,定时采集泄殖腔拭子和血样。死禽

采集各组织脏器 ,立刻处理或于 - 30℃冷冻保存。

1 . 8　人工感染鸡的检测

对人工感染 SPF鸡、商品代鸡的血样、粪拭子、

组织脏器进行病毒分离及 NASBA 检测 ;病毒分离

按照 OIE推荐的方法[4 ]进行。

2　结果

2. 1　NASBA反应条件的优化

氯化钾浓度 :氯化钾的浓度对 NASBA 体系中

的酶促反应有一定的影响。通过 70mmol/ L ～

140mmol/ L KCl 的比较 ,选择 100mmol/ L KCl 作

为使用浓度。

NASBA扩增的反应温度 : NASBA 扩增时 ,反

应的温度对体系中酶促反应的效率有重要的影响。

经比较 37℃～45℃之间的不同温度 ,从中选择最适

合 NASBA扩增的反应温度为 41℃。

2 . 2　特异性试验

对禽流感病毒 3 株 H5 亚型、1 株 H1、H3、H6

亚型、3株 H9亚型、5 株不同宿主来源的新城疫病

毒、鸭肝炎病毒、鸭瘟病毒、SPF鸡胚尿囊液及禽流

感 ( H9)疫苗、新城疫疫苗、传染性法氏囊病疫苗、传

染性支气管炎疫苗采用 NASBA 进行检测 ,结果

NASBA ( H5亚型试剂)仅检测到禽流感病毒 H5亚

型 ,未检测出其他亚型禽流感病毒、其他禽类病毒、

SPF鸡胚尿囊液 ,表明设计的引物是成功的 ,方法

的特异性强。

2 . 3　敏感性试验

采用已知禽流感病毒 A/ Chicken/ H K/ 1000/ 97

( H5N1)的鸡胚尿囊液 ( ELD50 10 - 7. 5 / ml) ,用传统的

鸡胚接种法和 NASBA 同时检测经 10 倍连续稀释

的鸡胚尿囊液 ,结果表明 ,血凝试验仅检测到 10 倍

稀释的尿囊液 ,而 NASBA 和鸡胚接种二种方法的

灵敏度相当 ,均可检测到 1×106稀释的病毒 ( ELD50

10 - 1. 5 / mL) 。

2 . 4　人工感染试验的检测结果

2. 4. 1　粪拭子的检测 :对人工感染后不同时间采集

的粪拭子同时采用 NASBA 和鸡胚接种法检测 ,检

测结果见表 1。在共检测 20个样品中 (鸡胚病原分

离法为 18个) ,无论是人工感染 SPF鸡或是商品代

鸡 ,还是饮水或滴鼻感染 ,NASBA 检测结果与病毒

分离检测 (virus isolation ,V I)结果基本一致 ,两种

方法的符合率为 95 % (17/ 18) 。NASBA 检出阳性

样本 9个 ,鸡胚分离到 7个阳性样品 ,NASBA 比鸡

胚接种法对粪拭子检出率高 ,与 NASBA 直接检测

拭子 (拭子直接放入裂解缓冲液) ,而鸡胚接种法检

测上清液有关。

2. 4. 2　血液的检测 :通过人工感染禽流感病毒 ,对

不同时间死亡鸡的血液进行检测 ,结果见表 2。从

表 2可见 ,尽管感染途径不一 ,NASBA 检测结果与

病毒分离检测结果基本一致 ,共检测了 15 个样品
(鸡胚为 14 个) ,NASBA 检出阳性样本、鸡胚分离

阳性样品虽然均为 4个 ,但两种方法的符合率为 93

%(13/ 14) 。

2. 4. 3　组织脏器的检测 :用 NASBA和病原分离法

对人工感染鸡的 16 种组织脏器、肌肉、血块和胸水

同时进行检测 ,结果见表 3。从表可见 ,共检测了 66

个组织样品 (鸡胚为 65 个) ,NASBA 检出阳性样本

37个 ,鸡胚分离到 34个阳性样品 ,两种方法的吻合

率为 87. 7 %(57/ 65) ,表明 NASBA 对人工感染鸡

组织脏器的检测率稍高于病毒分离。结果同时表

明 ,病毒感染鸡体后 ,分布于许多组织器官中 ,这与

禽流感病毒引起全身性、败血性疾病是一致的。
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表 1　NASBA检测人工感染鸡的粪拭子情况

Table 1　Detection of swabs f rom experimentally infected chickens using NASBA and V I

After infection

Inoculation via drinking
water route

NASBA VI

VINasal inoculation

NASBA VI

Inoculation via drinking
water route

NASBA VI

Cont rol

NASBA VI

Prior to infection - - - - - - - -
1 day + - + + + + - -

2 days + + + + + + - -
3 days + ND dead dead - ND
4 days + + - -

5 days + + - -
6 days dead - -
9 days - -

VI : virus isolation ; ND : Not done.

表 2　NASBA检测人工感染鸡血液排毒情况

Table 2　Detection of bloods f rom experimentally infected chickens using NASBA and V I

After infection

Inoculation via drinking
water route

NASBA VI

Nasal inoculation

NASBA VI

Inoculation via drinking
water route

NASBA VI

Cont rol

NASBA VI

Prior to infection - - - - - - - -
1 day - - - - - + ND ND
2 days - - + + + + - -
3 days + ND dead dead ND ND
4 days + + - -

6 days dead - -

VI : virus isolation ; ND : Not done.

表 3　病毒在组织器官中的分布

Table 3　Detection of viscera f rom experimentally infected chickens using NASBA and VI

Tissue
Nasal inoculation

NASABA VI

Inoculation via drinking

water route

NASABA VI

Cohabit infection

NASABA VI

Cont rol

NASABA VI

Heart + + + + + + - -
Liver + + + + + + - -

Spleen + + - - + - - -
L ung + + + + + + - -
Kidney + + + + - + - -
Heart + - + + + + - -

Trachea + + - - ND ND - -
Provent riculus + + + + + + - -

Intestine - - + - + + - -

Pectora muscle + + + + ND ND - -
Leg muscle + + + + + + - -

Feat her marrow + + - - - - - -

Thymus + + - + ND ND - -
Pancreas ND ND - - + ND - -

Esophagus + + ND ND ND ND - -

Bone marrow + + ND ND ND ND - -
Skin + - + - ND ND - -
Paw + + ND ND ND ND - -
Clot + + - + - - - -

Pectoral water + +

Total 19 19 16 16 12 11 19 19

VI : virus isolation ; ND : Not done.

3　讨论

NASBA是一种快速、等温的 RNA 扩增技术 ,

整个反应有赖于 AMV 逆转录酶、T7 RNA 多聚酶

和核酸酶 H ( RNase H)共同协作而完成 ,不需特殊

仪器 ,不需温度循环 ,其扩增效率高于 PCR ,其反应

产物是单链 RNA [12 ]。在与捕捉探针 (带磁珠的)和

ECL (电化学发光)寡核苷酸探针 (钌标记的)杂交
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后 ,形成复合物 ,携带该复合物的磁珠被电极捕获 ,

钌标磁珠发出的光经 NucliSens阅读器直接检测电

化发光强度 ,从而提高了检测系统的特异性和敏感

性。此外 , ECL 阅读器自动化程度高 ,无需凝胶电

泳 ,克服了传统 PCR技术易污染的缺点[ 12 ]。

通过优化反应条件 ,建立的 NASBA 技术可检

测到病毒的最高极限为 ELD50 10 - 1. 5 / mL ,与经典的

病原分离法的敏感性相当。在对 20 个禽类病毒的

检测中 ,NASBA仅检测到禽流感病毒 H5 亚型 ,对

其他禽流感病毒亚型不能检出 ,也不能检测常见其

他禽类病毒 ,说明该方法是特异的。

对感染鸡泄殖腔拭子的检测结果显示 (表 2) ,

滴鼻组和饮水组鸡从感染后第一天直至死亡均可从

粪拭子检测到病毒 ,表明病毒感染鸡后 ,鸡群经消化

道一直在排毒 ,这与该病的特性是一致的 ,因而粪拭

子是一个很好的核酸源样品 ,粪拭子可作为一项监

测指标反映鸡群禽流感的感染情况。对感染鸡血液

检测结果表明 (表 3) ,NASBA只能检测到临死的前

1～2d的病毒血症 ,可能与样本存放时间太久 (数

月)有关 ,也可能与感染后动物急性死亡 ,血液中病

毒滴度太低有关。试验结果表明 ,采集血液作为样

品对鸡场进行禽流感监测 ,对濒死前鸡可能更有意

义。

在人工感染动物中 ,NASBA 和病毒分离法共

检测了 101 个样本 ,两种方法的符合率为 90 %。

Spackman等[10 ]采用荧光 R TP2CR和病毒分离对来

自禽鸟市场的 1 ,550个气管和泄殖腔拭子样品进行

禽流感检测 ,两者的符合率为 89 %。不同禽流感检

测方法之间的结果差异 ,与试验方法本身有关。与

经典的病原分离方法相比 ,NASBA 技术更快、更容

易操作 ,可用于禽流感快速诊断、市场禽肉产品的监

测、出入境禽副产品的口岸检验检疫。
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