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  摘  要: 对一株于 2005 年从浙江省分离获得的禽流感病毒株( A/ Chicken/ Zhejiang / 24 / 2005)进行了鉴定、全

基因组序列测定、分析和致病性研究. 经血凝抑制试验和神经氨酸酶抑制试验证实,此分离病毒株为 H5N1 亚型.

对该毒株的全基因组序列测定和分析显示, HA 蛋白在 HA1 和 HA2 连接处, 含有连续多碱性氨基酸模体

( ) RRKKR ) ) .进化分析结果表明, A/ Chicken/ Zhejiang / 24/ 2005 ( H 5N1) 7 个基因来源于 2004~ 2005 年湖南地

区流行株,但 PB1 基因来源于未知野禽毒株. 动物实验结果显示, Ck/ ZJ/ 24/ 05 对鸡和鸭均具有高致病性, 对小鼠

无致病性,与 HA 的序列特征相符合.
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0  引  言

  自 2003年以来,亚洲国家持续爆发高致病性禽

流感疫情,病原体为高致病性 H5N1亚型禽流感病

毒
[ 1, 2 ]

.作为动物疫源性疾病, H5N1亚型禽流感可

以跨越宿主屏障, 感染人群, 持续威胁公共卫

生
[ 3, 4]

. 同时, H5N1亚型禽流感病毒长期在亚洲不

同地区流行,导致在局部地理范围内产生了特定的

流感进化株
[ 5]
. 2005年, 青海湖迁徙水禽大规模感

染 H5N1亚型禽流感病毒的事实 [ 6, 7] , 表明高致病

性禽流感病毒能在野禽种群中传播,并对其他野生

物种和公共卫生构成持续性潜在威胁. 目前, 多种基

因型的 H5N1 亚型病毒从家禽和野禽中被分离得

到,预示了病毒基因在野禽的病毒基因库与各个地

理范围的病毒基因库之间频繁流动,并通过基因重

排而产生新的基因型
[ 2]
. 病毒基因的多样性导致了

禽流感病毒具有感染哺乳动物的能力[ 1] , 同时,可产

生具有潜在感染能力的大流行毒株 [ 5] .

2005年,浙江省某县出现高致病性禽流感疫

情, 并从病死鸡的组织中分离得到一株高致病性禽

流感病毒 A/ Chicken/ Zhejiang/ 24/ 2005 ( H5N1)

( Ck/ ZJ/ 24/ 05) . 通过对分离病毒株进行生物学鉴

定、全基因组序列测定、分析和致病性研究,初步揭

示了禽流感病毒株 A/ Chicken/ Zhejiang / 24/ 2005

( H5N1)的分子特性及其致病性, 为研究我国禽流

感病毒的遗传、进化和流行规律, 以及禽流感疫苗的

研制提供一定的科学依据.

1  材料与方法

1. 1  材料
采集病鸡肺组织用于病毒分离; 无特定病原

( specif ic pathogen fr ee, SPF)鸡胚和 SPF 雏鸡购自

北京梅里亚维通试验动物技术有限公司; SPF

BALB/ c 小鼠购自湖北省实验动物中心; 夹心

ELISA 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.

1. 2  病毒的分离与鉴定

采集病鸡肺脏组织,置液氮保存. 组织样品经研
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磨后, 4 e , 6 000 r/ min离心 5 m in,吸取上清液, 加

入双抗(青霉素 40 000 U/ mL, 庆大霉素 8 000 U /

mL) , 4 e , 6~ 12 h. 接种 9~ 11日龄的 SPF 鸡胚,

37 e 培养,弃去 24 h 内死亡鸡胚,收获 24~ 96 h 死

亡鸡胚尿囊液, 置- 20 e 保存备用.

取100 LL 尿囊液于酶标板孔内,其余操作步骤

按照试剂盒说明书进行. 检测禽流感抗原, OD450nm

\0. 2判为阳性, OD450 nm< 0. 2 判为阴性.血凝抑制

试验( hemagg lut inat ion inhibit ion test , H I)和神经

氨酸酶抑制试验 ( neuram idinase inhibit ion test ,

NI)被用来鉴定毒株亚型, 其中系列抗体购置于中

国兽药监测所. 操作均在 BSL- Ó实验室中进行.

1. 3  病毒纯化与电镜观察
取病毒尿囊液 100 LL, 4 e , 6 000 r/ m in离心

30 m in,取上清再于 4 e , 30 000 r/ m in 离心 2 h后,

弃上清,用少量 PBS 悬浮沉淀, 4 e 过夜.病毒悬液

再经蔗糖密度梯度( 20%、30%、40%、50%、60% ) ,

4 e , 110 000 r/ min离心2 h,于30%~ 40%的蔗糖区

带可见明显乳白色带,收集该区带, 加入适量的 0. 01

mol/ L PBS,洗涤, 4 e , 110 000 r/ min离心 2 h,用少

量 PBS悬浮沉淀, 即为纯化的病毒.将此病毒用 2%

磷钨酸负染后经透射电子显微镜观察病毒大小及形

态.

1. 4  病毒 RNA提取及序列测定

取鸡胚尿囊液 100 LL, 按 Trizol试剂说明书提

取病毒总 RNA.禽流感病毒基因组 8个基因片段的

核酸序列具有如下特点:在 5c端和 3c端分别含有由

13和 12个核苷酸组成的高度保守区. 根据这一特

点, 以 3c端的保守区设计反转录通用引物为 5c-AG-
CAAAAGCAGG-3c.参考 Hoffmann等[ 8] 报道的通

用引物, 设计 8对上游和下游引物(表 1) , 由北京奥

科生物公司合成.

表 1 流感基因组片段 PCR扩增通用引物

基因
片段 上游引物 下游引物

PB2 5c-T ATT GGT CT CAGGGAGCGA AAGCAGGTC-3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGT CGT T T-3c

PB1 5c-T ATT CGTCT CAGGGAGCGAAAGCAGGCA- 3c 5c- ATAT CGTCT CGTAT T AGT AGAAACAAGGCAT T T-3c

PA 5c-T ATT CGTCT CAGGGAGCGAAAGCAGGT AC-3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGT ACTT- 3c

HA 5c-T ATT GGT CT CAGGGAGCGA AAGCAGGGG-3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGGTGT TT T-3c

NP 5c-T ATT CGTCT CAGGGAGCGAAAGCAGGGTA-3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGGTAT T TT T-3c

NA 5c-T ATT CGTCT CAGGGAGCGAAAGCAGGAGT-3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGAGTT T TT T-3c

M 5c-T ATT GGT CT CAGGGAGCGA AAGCAGGTAG- 3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGT AGT T TT T-3c

NS 5c-T ATT GGT CT CAGGGAGCGA AAGCAGGGTG-3c 5c- ATAT GGT CT CGT AT TAGT AGA AACAAGGGTGT TT T-3c

  注: PB2: polymerase basic protein 2,碱性聚合酶蛋白 2; PB1: polymeras e basic protein 1,碱性聚合酶蛋白 1; PA: polym erase acid protein,酸

性聚合酶蛋白; H A: h emagglut inin protein, 血凝素蛋白; NP: nucleocapsid protein, 核蛋白; NA: Neuraminidase protein, 神经氨酸酶蛋白;

M : Mat rix protein,基质蛋白; NS: nonst ructu ral protein,非结构蛋白

  取 5 LL RNA, 加入 10 Lmol/ L 通用引物.

70 e 加热 5 m in,冰浴 5 min; 然后加入 5 @ buf fer 4

LL, 10 mmo l/ L dNTP 1 LL, RNasin l LL, AMV 逆

转录酶 0. 5 LL, DEPC 水 3. 5 LL, 混匀, 37 e 水浴

60 min; 95 e 加热 5 m in后置于- 20 e 保存备用.

于 PCR反应管中加入以下试剂:第一链 cDNA

2 LL,上游引物( 100 nmol/ L ) 1 LL,下游引物( 100

nmol/ L ) 1 LL, 10 mmol/ L dNTP 混合物 1 LL, 10

@ buf fer 5 LL, LA Taq 0. 5 LL, H 2O 39. 5 LL, 共

50 LL. 反应条件为 94 e 预变性 4 min, 94 e 变性

20 s, 58 e 退火 30 s, 72 e 延伸 2 m in, 共 30 个循

环,最后 72 e , 7 m in.

RT-PCR产物按常规方法行琼脂糖电泳, 并纯

化. 在ABI PRISM 370 DNA测序仪上, 采用 Amer-

sham ET Dye Term inator Kit ( Amersham Pharma-

cia Bio) 进行测序. 序列测定的引物可在 ht tp: / /

www . genomics. or g. cn/ AI/ index . jsp 获得.

使用 BioEdit 7. 0. 5. 2 编辑所有的序列, 用

Clustal X 1. 8进行多序列比对.利用 MEGA 3. 1中

的 Neighbo r-Joining 算法构建进化树,并进行 1 000

次 Bootst rap 验证. 所有序列提交 GenBank 数据

库, 注册号为: DQ520841, DQ520843, DQ520845,

DQ520847, DQ520849, DQ520851, DQ520853,

DQ520855.

1. 5  动物实验

按照世界动物卫生组织( OIE)标准,选择鸡、鸭

和小鼠作为感染对象. 鸡和鸭组: 毒株分别感染 8只

6周龄的 SPF 雏鸡和雏鸭, 将各毒株尿囊液分别用

无菌PBS 作 1B10稀释,静脉接种, 0. 2 mL/只, 观察

10 d. 小鼠组: 毒株分别感染 10 只雌性 SPF

BALB/ c小鼠,滴鼻感染, 50 LL/只, 观察 14 d.接种

病毒滴度为 5. 8( lo g10 EID50 / mL ) . 同时设立对照
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组,分别以同等剂量、途径接种无菌 PBS. 试验组和

对照组各组均隔离饲养, 每天观察接种动物的发病

情况和死亡数目.实验均在 BSL- Ó 实验室中进行.

2  结果与分析

2. 1  病毒分离与鉴定

经血清学鉴定, 从组织样本中分离出来的一株

禽流感毒株( Ck/ ZJ/ 24/ 05)为 H5N1亚型禽流感病

毒.纯化后的病毒经电镜观察,可见有囊膜的病毒粒

子,直径在 80~ 120 nm 之间(图 1) .

图 1  分离株 Ck/ ZJ/ 24/ 05 的电镜照片

2. 2  序列特征

对分离株( Ck/ ZJ/ 24/ 05) 的 8 个基因片段测

序,经 BLAST 分析显示, HA 基因和 NA 基因与已

知 H5N1毒株相应基因相似性为 99% . PB1基因与

A/ Chicken/ Hongkong/ 31. 4/ 2002( H 5N1) PB1 基

因相似性最高, 为 90%. 其余内部蛋白基因与已知

H5N1毒株( A/ Chicken/ Hunan/ 999/ 2005( H5N1)

和 A/ Chicken/ Hunan/ 303/ 2005( H5N1) )相似性为

97% ~ 99% . 序列相似性分析显示, Ck/ ZJ/ 24/ 05

来源于湖南分离株(表 2) .

  基于各个基因的核苷酸序列, 推导出蛋白序列.

经分析可知, HA 蛋白在 HA1和 HA2 连接处, 含

有连续多碱性氨基酸模体( ) RRKKR ) ) . H a等 [ 9]

报道该模体是高致病性禽流感的特征序列. 与细胞

表面受体结合的氨基酸残基与 Ha 等[ 9] 报道的氨基

酸残基一致, 这说明 Ck/ ZJ/ 24/ 05 可与具有 2, 3-

NeuAcGal键的细胞受体结合. 在 NA 蛋白分子的

颈部缺失了 20个氨基酸, 这个缺失存在于大多数

H5N1亚型人源和禽源分离株中, Pilaipan 等
[ 10]
报

道此缺失有利于禽流感病毒在家禽中传播.

  Ck/ ZJ/ 24/ 05的 M2蛋白在穿膜区不具有 4个

表 2  分离株 Ck/ ZJ/ 24/ 05 与

其他毒株的核酸序列相似性

基因
片段

最高相似性毒株 相似性
/ %

PB2
A / Chicken/ Hunan/
999/ 2005( H 5N1) 99

PB1
A / Chicken/ Hongkong/
31. 4/ 2002( H5N1) 90

PA
A / Chicken/ Hunan/
999/ 2005( H 5N1) 97

H A
A/ Chicken/ Hunan/
999/ 2005( H 5N1) 99

NP
A / Chicken/ Hunan/
303/ 2005( H 5N1) 99

NA
A/ Chicken/ Hunan/
999/ 2005( H 5N1) 99

M1
A / Chicken/ Hunan/
303/ 2005( H 5N1) 99

NS1 A / Chicken/ Hunan/
999/ 2005( H 5N1)

99

点突变 ( Ser31, Leu26, Val27, and Ala30) . Suzuki

等[ 11] 报道这 4 个点突变与流感病毒的金刚烷抗药

性相关. 在 NS1 蛋白中不具有一个 5氨基酸残基

( aa80~ 84)的缺失和一个点突变( Glu92) . 在 PB2

蛋白中不存在 Lys627的突变. Hatta等 [ 12]报道PB2

蛋白 627位点突变与 H5N1 亚型病毒在小鼠中适

应性相关. Ck/ ZJ/ 24/ 05的N S1蛋白的 N 端存在一

个 PDZ 结构域受体 ( ESEV-COOH ) . Obenauer

等[ 13] 报道该受体在病毒复制密切相关的信号通路

中起重要作用.

2. 3  进化分析

根据进化分析的结果(图 2) , Ck/ ZJ/ 24/ 05 与

其他H5N1亚型毒株的 HA 基因都来源于 Gs/ GD/

96, 并分散于一个大的进化分支, HA 存在一个单支

来源的进化模式. 此外, Ck/ ZJ/ 24/ 05 的 HA 基因

与 Ck/ HN/ 999/ 05 和 Dk/ HN303/ 04最为接近, 进

化距离最短( Boo tst rap值> 90% ) .这个结果暗示其

来源于湖南 H5N1 亚型分离株. NA 基因的分析结

果与 HA基因相似(图 2, NA 结果类似, 未显示) .

内部蛋白基因 M1、PB2、PA、NP、NS1 的进化分析

结果与 HA和 NA 基因的结果基本一致,即 Ck/ ZJ/

24/ 05与 Ck/ HN/ 999/ 05 和 Dk/ HN303/ 04在进化

树中最为接近,进化距离最短(图 2, PB2、PA、NP、

NS1结果类似,未显示) . 这 7个基因的进化分析结

果与序列相似性分析结果相符合.

PB1的分析结果与其他 7 个基因不同(图 2) .

在 PB1基因的进化树上, Ck/ ZJ/ 24/ 05形成了一个

单独的分支, 推断该基因来源于未知野禽毒株. 根据
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图 2 HA、M 和 PB1基因的进化分析

8个基因进化关系的分析结果, Ck/ ZJ/ 24/ 05来源

于 04 ~ 05 年湖南流行株 ( Ck/ HN/ 999/ 05, Dk/

HN303/ 04) , PB1 基因片段发生了重排, 来源于野

禽.进化分析结果与相似性分析结果一致.

2. 4  动物实验结果

Ck/ ZJ/ 24/ 05分离株的尿囊液分别感染鸡、鸭

和小鼠, 考察其致病性, 结果显示 (表 3) , 该病毒株

能引起感染鸡 100% 死亡. 感染鸭的死亡率为

75. 0%. 但不引起感染小鼠死亡, 仅在小鼠的肺脏检

测到较低的病毒滴度. 表明 Ck/ ZJ/ 24/ 05对鸡和鸭

均具有高致病性,对小鼠无致病性, 与 HA 的分子

序列特征相符合.

表 3  动物实验结果

毒株
接种滴度/

log 10EID50#mL - 1

禽类感染
死亡数目/接种数目

(死亡天数)
小鼠感染

鸡 鸭 死亡数目/
接种数目

肺中滴度/
log10EID50#mL- 1

脑中滴度/
log 10EID50#mL - 1

Ck/ ZJ/ 24/ 05 5. 8 8/ 8( 4~ 9) 6/ 8( 3~ 7) 0/ 10 1. 8 0

3  讨  论

根据两个外部蛋白, 血凝素蛋白( HA)和神经

氨酸酶( NA)的抗原特性, A型流感病毒分为 16 个

HA亚型和 9个 NA 亚型. 水禽被看作流感病毒的

自然存储库,携带各种亚型毒株.高致病性禽流感因

其传播快、危害大, 被 OIE 定为必须报告的法定传

染病之一,我国将其列为一类动物疫病.高致病性禽

流感能引起家禽的快速死亡, 最高达到 100%的死

亡率.从 2003年以来,亚洲国家持续爆发高致病性

禽流感疫情, 病源为 H5N1亚型. 作为动物源性疾

病, H5N1 亚型禽流感可以跨越宿主屏障, 感染人

群, 持续威胁公共卫生[ 14] .
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2005年,浙江省某县出现高致病性禽流感疫

情.从病死鸡的肺组织中, 分离得到一株高致病性

H5N1亚型禽流感病毒 ( A/ Chicken/ Zhejiang/ 24/

2005) .其 HA 蛋白在 HA1和 HA2连接处,含有连

续多碱性氨基酸模体 ( ) RRKKR ) ) . 细胞表面受

体结合的氨基酸残基位点( aa 91, 130 ~ 134, 149,

151, 179, 186, 190, 191, 220~ 225)与 Gs/ Gd/ 1/ 96

一致.一个 20氨基酸的缺失存在于 NA 蛋白分子的

颈部.动物实验显示 Ck/ ZJ/ 24/ 05对鸡和鸭均具有

高致病性, 对小鼠无致病性, 与 HA 的分子序列特

征相符合.该病毒 8个基因的进化关系分析结果显

示, Ck/ ZJ/ 24/ 05来源于 2004~ 2005年湖南流行株

( Ck/ HN/ 999/ 05, Dk/ HN303/ 04) ,但是, PB1基因

来源于未知野禽,发生了重排.进化分析结果与相似

性分析结果类似.

大量证据显示, 病毒基因的多样性导致了禽流

感病毒具有感染哺乳动物的能力
[ 15]

. 通过隐藏在迁

徙野禽病毒库和本地家禽病毒库中不同基因型基因

的流动和重排, 潜在的大流行毒株可能被引发产

生[ 16~ 20] . 浙江与湖南在地理上相互临近, 从序列分

析的结果得知, Ck/ ZJ/ 24/ 05来源于 2004~ 2005年

湖南流行株, PB1基因片段与来源于野禽的基因片

段发生了重排
[ 1, 17, 21]

. 因此, 在禽流感的防治工作

中,需要加强对流感和禽流感的流行病学和实验室

检测,密切关注禽流感病毒的变异以及对人类可能

产生的威胁,也应高度重视水禽中各亚型 AIV 隐性

带毒的情况[ 21~ 23] .
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  Abstract: One av ian inf luenza virus ( A/ Chicken/ Zhejiang / 24/ 2005) w as isolated f rom duck in Zhe-

jiang prov ince in 2005. Based on the serolo gy test , the isolate w as H5N1 subtype. T he genome sequences

w ere analy zed. T he HA gene had a mult iple basic amino acids ( ) RRKKR ) ) at the connect ing peptide be-

tw een HA1 and HA2. Phy logeny analy sis show ed that the 7 genes of the isolate originated f rom Hunan

st rains ( Ck/ HN/ 999/ 05, Dk/ HN303/ 04) and the PB1 gene originated f rom that of an unknown avian

st rain. Based on the animal test, the isolate w as highly patholog ic to chicken and duck, but no patho logic

to mouse.

Key words: avian inf luenza v ir us; H5N1 subtype; g enome; pathogenicity
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