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人禽流感死亡病例不同组织器官中
H5N1病毒的检测分析 3

陈秋霞 ,李晖 ,邹丽容 ,倪汉忠 ,黄平 ,方苓 ,柯昌文 ,罗会明
(广东省疾病预防控制中心 ,广东广州 510300)

【摘要】　目的　了解 H5N1病毒在人禽流感死亡病例组织器官中的分布和含量。　方法　在BSL23实验室 ,测定 H5N1禽流

感病毒分离株的 TCID50 ,并采用荧光定量 PCR制作标准曲线 ;将人禽流感死亡病例的尸解标本 ,包括心、肝、脾、肺、肾、脑等组

织标本研磨处理后 ,进行荧光定量 PCR检测 ,并根据标准曲线推算 H5N1禽流感病毒的病毒载量。结果　心、肝、肾、脑组织标

本中 H5N1禽流感病毒检测为阴性 ,在肺、脾组织标本中检测到 H5N1病毒 ,病毒载量分别为 106. 3 TCID50 / ml和 104. 55 TCID50 /

ml。　结论　除呼吸系统外 ,在脾组织中也存在 H5N1禽流感病毒。
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The detection on H5N1 avian influenza virus in different organs of a dead case

CHEN Qiu2xia , LI Hui , ZOU Li2rong , NI Han2zhong , HUANG Ping , FANG Ling , KE Chang2wen , LUO

Hui2ming　( Center f or Disease Control and Prevention of Guangdong Province , Guangz hou 510300 , China)

【Abstract】　Objective　To understand the distribution and virus load of H5N1 avian influenza virus(AIV) in different organs from a

H5N1 AIV dead case. 　Methods　Isolate the H5N1 AIV in BSL23 lab and assay the TCID50 , then use the 102fold series dilutions of

isolate as standards to get the standard curve by fluorescent quantitative PCR. The autopsy samples , including heart , liver , spleen ,

lung , kidney and brain , were ground and detected by Real2time PCR. According to the standard curve , virus load of H5N1 AIV was

calculated. 　Results　H5N1 AIV can be detected in lung and spleen with the virus load 106. 3 TCID50 / ml and 104. 55 TCID50 / ml re2
spectively , while H5N1 AIV can’t be detected in heart , liver , kidney and brain. 　Conclusion　Besides the lung , H5N1 AIV can ex2
ist in spleen.
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人感染高致病性禽流感(简称人禽流感)的病原体为

禽流感病毒 H5N1型。自 1997年我国香港地区出现首例

人禽流感病例以来 ,越来越多的感染病例陆续被报道 ,尤

其是东南亚地区 ,在禽流感疫情呈蔓延趋势的同时。禽

流感病例也日益增多 ,到目前为止 ,全球共有十几个国家

和地区已相继发生了 258例人禽流感病例 ,其中 154例死

亡[1 ] ,病死率达 50 %以上。

2006年 2月 22日广东省确诊首例人禽流感病例 ,3

月 2日该病例死亡。为了解 H5N1病毒在组织器官的分

布及病毒载量 ,研究人禽流感病毒的发病机制 ,作者等对

该死亡病例的尸解组织标本进行了 H5N1禽流感病毒的

检测 ,结果报告如下。

材料和方法

1　病毒分离与鉴定

用鸡胚来分离病毒。取患者气管抽吸物标本 ,经处

理后接种 9～11 d鸡胚 ,分别于 24、48、72 h收取鸡胚尿囊

液 ,并测定血凝活性。对具有血凝活性的尿囊液再用血

凝抑制试验和 RT2PCR和荧光定量 PCR进行鉴定。

2　病毒滴度测定

采用MDCK细胞进行病毒滴度的测定。用 96孔细

胞微量板培养MDCK细胞 ,细胞成片后 ,将上述分离到的

待测病毒株用细胞维持液稀释至 10 - 2、10 - 3、10 - 4、10 - 5、

10 - 6、10 - 7、10 - 8等的稀释度 ;吸去 MDCK单层细胞上清 ,

分别加入每个稀释度的病毒液 ,接种量为 50μl/孔 ,每个

稀释度接种8孔 ,同时设细胞对照。置 37 ℃5 %CO2孵箱

培养 6～7 d ,观察细胞感染病毒的情况 ,计算病毒滴度。

3　定量 PCR检测

3. 1　病毒核酸提取　采用德国 QIAGEN 公司生产的

QIAamp Viral RNA Kit ,提取每个稀释度的病毒核酸。

操作步骤按试剂盒说明进行。

3. 2　标准曲线制作　采用深圳匹基生物有限公司生产

的 H5N1 Real2time PCR试剂进行检测。反应完成后 ,调
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节基线(base line)至适宜处 ,各荧光曲线与基线的交叉点

对应的横坐标即为 Ct 值 (cycle of threshhold) ,根据各稀

释度与 Ct值的对应关系 ,绘制标准曲线。

4　组织器官中 H5N1病毒检测

4. 1　尸解组织处理　首先对肺组织进行研磨处理 ,在间

隔两周后分别取心、肝、脾、肾和脑组织进行研磨处理。

具体方法 :取各种尸解标本约 10 g ,加入 2. 0 ml组织培养

液(MEM) ,研磨 ,4 ℃条件下 ,1 500 r/ min ,离心 10 min ,取

上清备用。以上操作均在生物安全三级实验室进行。

4. 2　病毒核酸提取　取 140μl上清 ,采用 QIAamp Viral

RNA Kit提取病毒核酸。

4. 3　定量 PCR检测　采用 H5N1 Real2time PCR试剂对

心、肝、脾、肺、肾和脑等尸解组织标本的研磨上清液进行

H5N1病毒核酸检测 ,具体操作步骤按试剂盒说明进行。

结　果

1　病毒分离与鉴定

收集的鸡胚初代尿囊液对 1 %红细胞的凝集效价≤

1∶20 ,经两次传代后 ,尿囊液的血凝效价≥1∶128。对具

有血凝活性的尿囊液进行血凝抑制试验 ,分离物不被

H3、H1标准血清抑制。吸取尿囊液进行 H5N1的核酸检

测 ,结果阳性。

2　病毒滴度

微量细胞法滴定 H5病毒分离株滴度 ,按照 Reed2
Muench法计算 ,病毒 TCID50 / 100μl为 106. 8。

3　定量 PCR检测

将病毒分离株作 10倍连续稀释 ,即10 - 1、10 - 2、10 - 3、

10 - 4、10 - 5、10 - 6、10 - 7、10 - 8 ,分别提取病毒核酸 ,进行

H5N1的 Real2time PCR检测 ,结果见图 1。

　

图 1　H5N1病毒分离株系列稀释液的 Real2time PCR扩增结果
Fig. 1　The Real2time PCRamplification curve of

series dilutions of the H5N1 isolate

4　不同组织器官中 H5N1病毒的分布及含量

分别从尸解肺组织和脾脏标本中检测到 H5N1病毒

核酸 ,而心、肝、肾和脑组织中 H5N1病毒核酸检测阴性。

根据 Real2time PCR检测值查标准曲线 ,推算肺、脾组织

中病毒含量分别为 106. 3 TCID50 / ml和 104. 55 TCID50 / ml (图

2 ,3)。

　

图 2　肺组织中 H5N1病毒 Real2time PCR扩增结果
Fig. 2　The Real2time PCRamplification curve of the H5N1 in lung

　

图 3　心肝肾脾脑组织中 H5N1病毒 Real2time PCR扩增结果
Fig. 3　The Real2time PCRamplification curve of the H5N1

in heart , liver , kidney , spleen and brain

讨　论

通过采用荧光定量 PCR和 RT2PCR方法 ,从该例患

者的咽漱液和气管抽吸液标本中检测到人禽流感病毒

H5N1核酸 ,经M、HA、NA基因序列的测定和分析 ,确诊

为 H5N1禽流感病毒感染 ,并从患者的气管抽吸液标本

和肺尸解组织标本中分离到病毒 (该结果已另文发表)。

这是广东省首例人禽流感病例 ,患者发病之初表现为发

热、乏力、咳嗽、咽痛、头痛和全身不适等类似普通流感的

症状 ,4 d后病情进展迅速 ,出现了呼吸困难和呼吸衰竭 ,

表现出急性呼吸窘迫综合症和多器官功能衰竭等临床症

状 ,发病 9 d后死亡。尸体解剖显示患者多器官脏器受

损 ,肺严重淤血水肿和胸腔积液。本次对尸解组织标本

的检测显示 H5N1病毒主要分布在肺组织和脾组织 ,含

量分别达 106. 3 TCID50 / ml和 104. 55 TCID50 / ml ,而在心、肝、

肾、脑组织中未检测到 H5N1病毒核酸。

有文献报道人禽流感病例的脑脊液、粪便和血清标

本中分离到 H5N1禽流感病毒 ;通过 RT2PCR和 Real2
time PCR方法也可以从血浆中检测到 H5N1病毒[2 ,3 ]。

本病例除肺组织外 ,在脾脏中也检测到 H5N1禽流感病

毒。表明 H5N1禽流感病毒与一般的流感病毒很少表现

出病毒血症不同 ,可能在体内多个器官扩散。本病例脾

脏组织中 H5N1病毒的含量达到了 104. 55 TCID50 / ml ,但

(下转 21页)
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表 3　淮南地区矿工胃镜检查及 Hp检测结果
Table 3　The gastroscopy and the detective results

of Hp in Huainan miners

检查方法
Examination

methods

分型
Groups

病例数
(n)

Hp阳性例数
The positive
cases of Hp

感染率 ( %)
Infection
rate( %)

胃镜
Gastroscope

慢性浅表性胃炎
Chronic superficial gastritis

112 86 76. 8a

萎缩性胃炎
Atrophic gastritis

78 65 83. 3a

胃溃疡
Gastric ulcer

96 88 91. 7a

十二指肠溃疡
Duodenal ulcer

63 59 93. 7a

病理
Pathology

胃粘膜正常
Normal gastric mucosa

19 0 0

轻度浅表性炎症
Soft superficial inflammation

49 38 77. 6b

中、重度浅表性炎症
Mediate and severity

of inflammation
63 56 88. 9b

萎缩性炎症
Atrophic inflammation

78 70 89. 7b

炎性坏死
Inflammatory necrosis

124 116 93. 5b

腺体不典型增生
Atypical hyperplasia of gland

35 18 51. 4b

　　注 :组间比较　a :χ2 = 19. 38 , P< 0. 01 ;b :χ2 = 43. 26 , P< 0. 01

矿工中存在较高的胃、十二指肠疾病(349/ 368) ,而且以中

重度为主 ,其炎症越重 , Hp检出率越高 ,与文献报道相

符[7 ,8 ]。但在胃粘膜腺体不典型增生的患者 ,其 Hp检出

率相对较低 ,这可能与组织异化 , Hp不适宜在其上生长

有关。此外 ,本研究中以Warthin2Starry银染色直接找到

Hp菌诊断为现症 Hp感染 ,阳性者 Hp血清学阳性的

81. 0 %。Hp呈灶性分布 ,病理标本的含菌量与取材部位

有关 ,切片成功与否及染色是否均匀等也影响检出率。

Hp感染通常呈现慢性持续性终身感染 , Takahashi 等[9 ]

证实大部分 Hp感染发生在儿童期 ,胃粘膜随年龄增长

逐渐发生萎缩 ,并最终形成胃癌。本组病例中有 35例胃

粘膜腺体呈不典型增生 ,虽然异型增生不一定伴有癌变

形成 ,但一般认为腺体的不典型增生为癌前病变的一种

形式 ,且胃癌患者胃粘膜伴异型增生超过 70 %[10] ,故 Hp

感染者应积极进行 Hp根除治疗 ,并通过胃镜检查评价

治疗效果及炎症的恢复情况 ,及时调整治疗方案。非 Hp

感染者应注意饮食规律 ,劳逸结合 ,戒烟酒 ,预防 Hp感染

及其相关胃、十二指肠疾病的发生。
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仍比肺组织病毒含量低。脾脏组织存在 H5N1病毒 ,究

竟是病毒入血被带入脾脏储留 ,还是在脾脏中存在 H5N1

病毒的复制 ,尚需进一步研究。从已经建立的 H5N1禽

流感病毒感染的动物模型来看 ,H5N1病毒仅在猴呼吸道

上皮细胞或肺组织中复制 ,在肺外组织包括脾、心脏或脑

中均未见感染细胞 ,即不存在呼吸道外的复制 ;而在

BALB/ c小鼠 ,H5N1病毒除了在肺组织中快速增殖外 ,

病毒也在肺外其他组织中增殖和扩散[4 ,5 ]。对于 H5N1

禽流感病毒在人体内的增殖、扩散和病毒滴度的变化情

况等目前还不清楚 ,值得研究和探讨。
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