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[摘要 ]　目的 :对采集新鲜鸟粪便中甲型流感病毒进行检测、分离和鉴定。方法 :采用鸡胚进行病毒分离 ,采用血凝试验

初步确定病毒效价 ,用逆转录聚合酶链反应法 (RT - PCR)扩增分离株的部分片段后进行克隆和测序 ,然后进行进化树分

析。结果 :从采集的 80份新鲜鸟粪便中分离到一株低致病性流感病毒 ,其编号为 WH - 1,测出的部分 NP基因序列经

B last比较 ,与 A /Canterbury/106 /2004 /H1N1的同源性最高 ,核苷酸为 99% ,氨基酸为 100% ,与 GenBank中收录的 A IV其

它病毒株 NP基因相应片段的同源性在 96%以上。结论 :分离得到 WH - 1为一株新的甲型流感分离毒株 ,该分离株可

以用 RT - PCR方法进行检测。
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[ Abstract]　O bjective: To isolate and detect influenza A virus from fresh bird excrement and identify its genotype1M othods:

Cock embryo was used to isolate influenza viruses, and the virus titer was determ ined through hemagglutination test1The gene

was amp lified by RT - PCR technique from the isolated strain and sequenced, and the gene phylogenetic tree was

analyzed1Results:A positive strain of avian influenza virus was isolated from 80 fresh bird excrement, named WH - 1, and the

nucleotide and am ino acids sequence showed the highest homology with A /Canterbury/106 /2004 /H1N1 stain, and identities

were 99% and 100% , respectively1Conclusion: The acquried W H - 1 is a new influenza A virus isolated strain and it can be

detected by RT - PCR1
[ Key words]　 Influenza A virus; RT - PCR; Clone

　　禽流感 (Avian Influenza, A I)是由甲型流感病毒所引起的

各种家禽及野生禽类感染疾病综合征 [ 1 ]。根据其表面糖蛋白

血凝素蛋白 ( Hemagglutinin, HA )和神经氨基酸 (Neuram ini2
dase, NA)的抗原关系不同 ,目前可分为 16种 HA亚型和 9种

NA亚型 [ 2, 3 ]。近几年来 ,南亚国家屡有禽流感病毒突破种间

屏障作用 ,直接感染人类或其它哺乳动物 ,甚至致人死亡事

件 [ 4～6 ]的情况发生。高致病性禽流感病毒对养禽业具有毁灭

性打击 ,因而被国际兽疫局规定为 A类疾病 ;低致病性禽流感

病毒虽然对家禽的致死性较低 ,但可导致产蛋下降 ,并造成免

疫抑制 ,进而导致复合感染 ,对养禽业造成的经济损失同样相

当可观 [ 7 ]。于康震等人的研究表明 ,近年来在我国许多地区

都广泛存在着低致病性禽流感病毒的流行 [ 8 ] ,引起了国内兽

医界的高度重视 [ 8 ]。我国自 1993年以来在鸡、鸭、鹅、鸽等家

禽中经血清学调查证实有 A IV (Avian Influenza virus)阳性禽群

存在或已分离到 A型禽流感毒。据报道 ,迄今为止 ,我国已分

离的 A IV有 H4、H5、H7、H9和 H14等亚型 ,给我国养禽业的

健康可持续发展构成极大威胁。我们对分离到的 WH - 1毒

株的部分 NP基因进行了克隆 ,通过与数据库中序列的比较分

析 , 发现该毒株为新的分离株 ,同时建立了该毒株的 RT -

PCR检测方法。

1　材料与方法

111　病毒及临诊样品

2006年 9月份到 12月份在华中师范大学南湖校区采集

新鲜鸟粪 80份 ,并作好标记 ;甲型流感病毒阳性对照样品由

湖北省疾病预防控制中心提供。9日龄鸡胚 ,来杭鸡 ,购自华

中农业大学种鸡场。

112　试剂

氯仿、异丙醇、75%酒精、dNTPS、AMV反转录酶、TaqDNA

聚合酶、DNAmaker、5xRTbuffer、10xbuffer、DEPC水 , X - GaL、

ITPG、AMP、TR Izol和 pGEM - Teasy vector购自 Promega公司 ,

其余试剂均为分析纯。

113　粪便样品的 RT - PCR检测

将 5 g采集的鸟粪样品置于 5 m l离心管中 ,加入生理盐

水 3 m l, 3000 r/m in离心 10 m in,取上清。采用 116中 TR Izol
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方法分别提取 80个粪便样品中的总 RNA,再按照如下方法进

行 RT - PCR扩增 :

选择 NP基因逆转录引物 5 - AGCAAAAGCAGGGT - 3,

PCR引物为甲型流感病毒 NP基因特异性引物 : 5 - GCTTAA2
CAATAGAGAGAAATGGTG - 3, 5 - TCCATTCCGGTGCGAA2
CAAGAGC - 3 (金红等文献中报道 ) ,由上海 invitrongen公司合

成。RT - PCR反应体系 ,第一步 : 5 ×RT PCR buffer 2μl, dNTP

215 mmol/L 1μl, RNA酶抑制剂 (40 U /μl) 1μl, AMV反转录

酶 (5 U /μl) 1μl,逆转录引物 1μl, RNA 5μl,反应体系 20μl。

反应条件 : 42℃, 60 m in。第二步 : 10 ×PCR buffer (Mg2 + free)

5μl, Mg2 + 3μl, dNTP 215 mmol/L 2μl, TaqDNA 聚合酶

(5 U /μl) 1μl, 上游引物 ( 20μmol/L ) 1μl, 下游引物

(20μmol/L) 1μl,逆转录产物 3μl, DEPC水 34μl,反应总体

积 50μl。反应条件 : 95℃ 1 m in, 94℃ 1 m in, 55℃ 1 m in, 72℃

1 m in, 30个循环 ; 72℃延伸 7 m in, 4℃或 - 20℃保存。取 5μl

PCR产物进行电泳分析 ,预期条带大小为 300 bp。

114　鸡胚接种试验

选择 RT - PCR检测出的阳性样品 (仅一例 ,编号为

20061106) ,加入生理盐水 3 m l, 3000 r/m in离心 10 m in,取

012 m l上清接种到 9日龄鸡胚尿囊腔 , 37℃孵育 ,每天照胚 4

次 ,弃去 24 h内死亡鸡胚 ,将 48～72 h后的鸡胚置于 4℃冰箱

过夜 ,然后收获尿囊液 ,并观察记录鸡胚病变。对照组为每枚

接种 012 m l生理盐水 ,上述试验组和对照组均设三个平行。

115　血凝试验 (HA)

用制备的 1%鸡红细胞悬液 ,应用微量法测定鸡胚尿囊液

的血凝效价。

116　鸡胚尿囊液总 RNA的提取和 RT - PCR

在 115 m l的 eppendorf管中加入病毒原液 (收获的尿囊液

3000 r/m in离心 5 m in取上清 ) 500μl,再加入 TR IzoL 500μl,

充分混匀 ,室温放置 10 m in。加入 200μl的氯仿 ,盖紧离心管

盖 ,用 力 震 荡 离 心 管 , 室 温 放 置 10 m in。离 心 4℃、

13000 r/m in、15 m in,取上层液相移入另一管。加入等体积异

丙醇 ,轻轻颠倒离心管充分混匀液体 ,室温放置 10 m in。离心

4℃、13000 r/m in、15 m in,用枪小心吸去所有上清。1 m l 75%乙

醇洗一遍 ,离心 4℃、8000 r/m in、10 m in,用枪小心吸去所有上

清 ,在超净台中干燥 5 m in后加入 50μl DEPC处理水。以上述

提取的总 RNA为模板 ,采用 113中所述的方法进行 RT - PCR。

117　NP基因的克隆

上述 RT - PCR产物经琼脂糖凝胶电泳 , 用凝胶回收试剂

盒进行纯化 , 回收产物与 pGEM - Teasy载体于 16℃连接过

夜 , 转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞 , 37℃培养 16 h。经含

Amp、X - gal和 IPTG的 LB平板筛选后 ,用 PCR方法对重组质

粒进行鉴定 , 筛选出含有正确插入片段的重组质粒。测序工

作由上海 invitrongen公司进行序列测定。

118　序列比较分析

将测序结果用 DNA star的 MegAL ign软件进行序列比对分

析 , 参考 GenBank中已公布的毒株序列。

2　结果

211　粪便样品的 RT - PCR检测结果

从采集的 80份鸟粪样品中 ,提取 RNA,能成功检测出一

份阳性样品 ,其 RT - PCR扩增出一条 300 bp条带 ,与预期结

果相符。

212　病毒的分离和增殖

20061106号鸟粪样品能够在 36～48 h内使 9日龄鸡胚全

部死亡 ,死亡鸡胚全身充血 ,其尿囊液清亮 ,能凝集红细胞 ,凝

集效价达 26以上 ,而对照鸡胚全部存活。将所得的病毒分离

株命名为 WH - 1。

213　WH - 1毒株部分 NP基因的 RT - PCR扩增及阳性克隆

的鉴定

NP基因的 RT - PCR扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳显

示 ,扩增片段大小与预期的目的条带大小相符 ,约为 300 bp,

见图 1。

图 1　W H - 1毒株 NP基因 RT - PCR扩增产物的电泳结果

M为 DL2000maker, 1为阳性样品 , 2为阴性对照 , 3阳性对照

214　序列测定

序列测定结果表明 , 我们正确克隆了该毒株的部分 NP

基因 , 该序列为 300 bp。GCTTAACAATAGAGAGAATGGTGCT

CTCTGCTTTCGATGAGAGGAGAAATAAATATCTGGAAGAACAT

CCCAGCGCGGGGAAAGATCCTAAGAAAACTGGAGGACCCATA

TACAAAAGAGTAGATGGAAAGTGGGTGAGGGAACTCGTCCTTT

ATGACAAAGAAGAAATAAGGCGGATTTGGCGCCAAGCCAACA

ATGGTGATGATGCAACGGCTGGCTTGACTCACATTATGATCTG

GCATTCTAATTTGAATGATACAACTTACCAGAGGACAAGAGCT

CTTGTTCGCACCGGAATGG。

215　进化树的绘制

见图 2。

图 2　部分流行毒株的进化树

3　分析与讨论

甲型流感病毒由 8个单独的单链 RNA片段组成 , NP由

RNA的第五节段基因编码 NP是流感病毒的主要结构蛋白 ,与

病毒的 RNA多聚酶复合体和 RNA节段相连形成核糖核蛋白 ,

因此 ,它不仅与流感病毒基因组的复制和转录有关 ,在流感病

毒的诊断和免疫方面也有重要意义 [ 9～10 ]。但值得一提的是 ,

由于 NP基因的高度保守性 ,可作为 A I诊断抗原。本实验成

功克隆出了 WH - 1分离毒株部分 NP基因序列 ,并与数株

H1N1亚型 A IV的 NP基因进行了核苷酸和氨基酸的同源性比

较 ,序列分析显示 NP核苷酸同源性为 96%～99% ,氨基酸同

(下转第 1015页 )
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216　单抗 1B7识别抗原的分子量
采用胃癌细胞 N87总蛋白进行 W estern blotting,结果显示

1B7单抗可识别其中约 32kDa大小的蛋白条带 (图 4) ,其识别
的抗原的相对分子质量约为 32kDa。

图 4　免疫印迹检测 1B7识别的抗原的分子量

1、31mark; 211B7; 41β - actin

3　讨论
肿瘤分子靶向治疗因其疗效明确、毒副作用低近年来备
受人们青睐 ,开拓了肿瘤治疗的新纪元 ,而发展新的靶向治疗
策略和药物的关键在于发现新的靶标。目前已报道的肿瘤相
关基因 /蛋白的筛选技术方法主要有抑制性削减杂交、基因表
达系列分析、DNA微阵列、差异蛋白质组学、噬菌体展示肽库、
杂交瘤技术等。这些技术虽然能分离到一些肿瘤差异表达基
因 ,但难以确定其有无功能 ,随后还必须进行大量的功能筛选
和鉴定 ,才能在这些众多的差异基因中确定哪些是在肿瘤发
生发展过程中发挥重要作用的功能性基因。传统的抗肿瘤细
胞单抗制备方法因库容量较小 ,通常仅能获得与肿瘤阳性反
应的单抗 ,难以获得大量抑制肿瘤生长转移的功能性单抗。
2004年 Eustace等采用大规模制备抗肿瘤单抗库结合光灭活
直接功能性筛选的方法从 1152株单抗中获得了 3个肿瘤转移
相关的功能性基因 [ 8 ] ,证明通过建立大容量单抗库筛选获得
肿瘤相关的功能基因和靶点是一条可行的技术路线 ,但该方
法的筛选效率尚有待提高。
本研究以人胃癌细胞免疫小鼠制备获得了 1012株单抗 ,

其中 252株可与人胃癌细胞膜结合 ,经正常组织免疫组化筛选
后仍获得了 145株克隆可能具有肿瘤特异性。细胞增殖实验发
现其中至少有 11株单抗在体外能够显著地抑制胃癌细胞的增
殖。选择抑制作用较强的单抗 1B7进行纯化 ,在浓度为 100、
50、25 mg/m l时对胃癌细胞增殖的体外抑制率分别为 40%、
35%、17% ( P < 0105) ,具有较好的剂量依赖关系。W estern blot2
ting实验证明该单抗识别的抗原的相对分子量约为 32kDa。这
些结果验证了我们所获得的多株单抗在体外能够抑制胃癌细胞
的生长 ,它们识别的抗原可能在胃癌发生发展过程中发挥了重
要作用 ,可能具有作为胃癌靶向治疗靶标的潜力。
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源性为 99%～100% ,序列分析同时还表明 ,分离株与 A /Can2
terbury/106 /2004 /H1N1的同源性最高 ,核苷酸为 99% ,氨基酸
为 100% ,此 NP克隆基因序列均无插入或缺失变异 ,仅存有点
突变 ,这些变异的机理及意义目前尚不清楚 ,推测这些变异可
能不会影响 NP分子的构象和功能 , A IV分离株 NP成功克隆
进一步证实了 NP的高度保守性 ,它亦为进一步研究 NP与宿
主特异性的关系 , NP基因在病毒感染中的作用以及禽流感的
诊断和免疫奠定基础。
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