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要!通过鸡胚接种&

+,-.

细胞培养&血凝及血凝抑制试验&

/0!1-/

等方法!笔者在四川首次分离并鉴定了
"

株既能在鸡胚上稳定传代又能在
+,-.

细胞上稳定产生
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的
3)4#

亚型猪流感病毒!命名为
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基因的测序结果表明$该病毒分离株与
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#等具有代表性的

标准毒株的同源性都达到
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细胞中抽提流感病毒基因组进行全基因克隆!构建了
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个包含全基因
L

个基因片段的文库(全基因测序结果表明!
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推导蛋白的无根进化树结果显示!四川分离株与人流感标准株
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猪流感病毒属于正黏病毒科流感病毒属的
5

型病毒!其基因组包含了
L

个单股负链的
/45

(猪

流感"

;789:89\G>:9T?

!

;Q

#是由猪流感病毒"

;Q_

#

引起的一种急性高度接触传染性的群发性猪呼吸道

疾病+

"

,

!临床以突发&高热&咳嗽&呼吸困难&衰竭&高

发病率&低死亡率为特征!单纯
;Q

的病理变化主要

表现为病毒性肺炎及其他呼吸器官的炎性变化!有

其他病原继发或混合感染时!病理变化更为严重而

复杂+

"!#

,

(目 前 已 发 现 的
;Q_

至 少 有
3"4"

&

3"4#

&

3"4*

&

3)4#

&

3)4%

&

3(4%

&

3B4#*

种不

同血清亚型!广泛流行于猪群中的主要有古典型猪

3"4"

&类禽型
3"4"

和类人型
3)4#

毒株+

)

,

(研

究表明!猪的种间屏障相对较低!是禽&猪&人流感病

毒唯一的共同易感宿主!是人流感病毒和禽流感病

毒"

5Q_

#双重感染的)混合器*或活载体!一个细胞

同时被两种流感病毒感染!可能导致基因重配!从而

产生抗原性改变的混合型流感病毒重组株!引起新

的大流行+

(!&

,

(

"B*%

年
"

月!美国新泽西州佛迪狄

克斯
&

名新兵因感染猪源
3"4"

病毒而死于肺炎

的事件!赋予
;Q_

全新的公共卫生意义+

%

,

(本文从

四川部分养猪场采集的病料中分离和鉴定了一株

3)4#

亚型病毒!并对其全基因进行克隆测序(

&

!

材料与方法

&F&

!

材料

!!

#''%

年
)

月采集四川某猪场疑似 )感冒*的仔

猪鼻液%

;1̂

鸡胚购于哈尔滨兽医研究所!

+,-.

细胞及
<O"+0(,3&

"

由本室保存%
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为罗氏"

/@<=:

#公司产品%

0?E?/?

/451-/.8I

"

5+_

#

_:DO)O'

!

N

+,"L!0_:<I@D

购自宝生物工程"大连#有限公司%

X:G2̀ID?<I8@9

.8I

为
R+2X5aQR!02.

公司产品%流感病毒血

清为四川省疾病控制中心提供%

a5ba

'

<

小白鼠购

自四川大学华西医学院(

&F!

!

病毒分离与传代

!!

使用棉签拭子于
#''%

年春在四川某猪场取疑

似猪流感病猪鼻液!迅速将所采集的病料用
+2+

稀释!经一次性过滤器过滤后加入双抗保存备用(

取
B

#

""

日龄的
;1̂

鸡胚!于尿囊腔接种病料
'O#

Sb

!每传代一次做一次血凝试验!盲传
)

代!保留具

有血凝特性的尿囊液+

*

,

(此外!将
"Sb

处理的病

料接种
+,-.

细胞!于
)*c -R

#

细胞培养箱中培

养!每天观察细胞病变"

-12

#(无细胞病变则于接

毒后
&H

收毒!继续盲传%出现
-12

后收冻细胞培

养物备用+

"

,

(

&F$

!

病毒鉴定

"O)O"

!

血凝及血凝抑制试验
!

血凝试验采用常规

微量法进行+

L

,

!取收获的培养物尿囊液进行
35

试

验!测定其对
'O"K

的公鸡红细胞的凝集活性%将有

血凝活性的培养物送四川省疾病防控中心!使用

4,_

标准血清&

3"4"

标准血清&

3)4#

标准血清

等进行血凝抑制试验(

"O)O#

!

;Q_

亚型鉴定
!

将
"O)O"

中具备血凝抑制

特性的尿囊液处理后送国家流感鉴定中心!使用

3"

#

B

和
4"

#

&

抗血清!采用常量半加敏法进行亚

型鉴定(

"O)O)

!

病毒核酸类型和理化试验+

"

,

!

按照
/::H!

+>:9<=

法!用
B%

孔板中致密单层的
+,-.

细胞

测定所分离病毒的
0-Q,

&'

(采用
QU,/

"

&!

碘脱氧

尿核苷#法!以病毒效价下降
#

个滴度为对
QU,/

敏

感的判定标准!方法见参考文献+

B

,(取病毒液!用

B%

孔板中致密单层的
+,-.

细胞分别进行病毒对

有机溶剂"氯仿#的敏感试验&病毒的耐热性试验

"

&%c

!

)'S89

#!具体方法见文献+

"

,(

"O)O(

!

动物试验+

"

,

!

用
"'

倍
0-Q,

&'

!%O%L

'

'O#Sb

的细胞毒液分别滴鼻感染
)

只家兔!相同的方法以

'O"Sb

病毒液感染
%

只小白鼠!同时分别设
"

个感

染同等剂量生理盐水的空白对照!观察并记录每天

的临床表现(

"O)O&

!

病毒命名
!

根据世界卫生组织"

J3R

#规

定的命名原则进行命名(

&FG

!

6*B

病毒
HIJKLH

检测$

&"

%

!!

根据
X:9a?9E

报道的
3)4#

亚型
;Q_4;

基因

设计了
"

对检测引物"

&d!55-50--0XX-X0-0!

-55!)d

%

&d!---X5-0---0005-0X-!)d

#!参照

38

A

=1>D:/45Q6@G?I8@9.8I

说明书从原始鼻液病

料&盲传
)

代的鸡胚尿囊液&

+,-.

细胞培养物中

分别提取病毒
/45

!使用
0?E?/?/451-/ .8I

"

5+_

#

_:DO)O'

按说明书步骤分别进行
/0!1-/

反应(电泳检测后使用
X:G2̀ID?<I8@9.8I

回收目

的片段!与
N

+,"L!0 _:<I@D

连接后转化
<O"+0(

,3&

"

!经质粒和菌落
1-/

双重筛选阳性克隆后!将

阳性克隆的穿刺菌送宝生物工程"大连#有限公司测

序后将核苷酸序列在
ab5;0

里进行同源性分析(

&F'

!

6*B

全基因克隆和序列分析$

&"

%

"O&O"

!

引物设计
!

参照流感病毒广东株&香港株等

%B"
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#

期 孙志勇等$猪流感病毒
3)4#

亚型的分离鉴定与全基因组序列测定

设计
""

对分别包含
L

个基因节段的引物!其中片段

"

#

)

是分两段设计!引物序列&位置及分段情况见

表
"

(

表
&

!

全基因扩增引物一览表

I.;-3&

!

K>0D3>+8+32013M

=

3>0D31/

片段

;:

A

S:9I6

引物

1D8S:D6

引物序列

;:

Y

>:9<:

退火温度

0S

'

c

引物位置'
M

N

1@68I8@9

4;

"̂ &d!5X-5555X-5XXX0X5-555X5-5055!)d &( "e#*

/" &d!5X05X555-55XXX0X00000050050!)d &"$& L%(eLB"

+

#̂ &d!5X-X555X-5XX05X50500X555X50!)d (* "e#*

/# &d!5X05X555-55XX05X0000005-0--!)d (L "'''e"'#*

45

)̂ &d!5X-X555X-5XXXX00055550X550-!)d (* "e#*

/) &d!5X05X555-55XX5X000000X55-5X!)d (% ")L*e"(")

35

(̂ &d!5X-5555X-5XXXX5555055555-55!)d &)$& "e#*

/( &d!5X05X555-55XXX0X00000--0-50!)d && "*&"e"**L

41

&̂ &d!5X-5555X-5XXX05X50550-5-0-5!)d &% "e#*

/& &d!5X05X555-55XXX0500000-00055!)d &($& "&)Le"&%&

15"

%̂ &d!5X-X555X-5XX05-0X500-X5550X!)d &% "e#*

/% &d!050--5X500X550-5X0-5X-0-X-5!)d &* "#%*e"#B)

15#

*̂ &d!0X-X5X-0X5-0X500-550-0XX505!)d &*$& "##'e"#(%

/* &d!5X05X555-55XX05-000000XX5-5!)d &* #"B&e###"

1a"!"

L̂ &d!5X-X555X-5XX-555--5000X550X!)d &L "e#*

/L &d!550-X5X5-0---5555-0X05-005X!)d &L$& "#%*e"#B)

1a"!#

B̂ &d!55-50X-055X05-5X0000XXX5X0-!)d && "#&Le"#L(

/B &d!5X05XX55-55XX-5000000-50X55!)d &% "#)(e"#%"

1a#!"

"̂' &d!5X-5555X-5XX0-550050500-55-!)d &* "e#*

/"' &d!X50-5--0-055-0X-000050-50X-!)d &*$& "#&#e"#*B

1a#!#

"̂" &d!X-0X505X0X5X0XX55X5X5-X55-5!)d &% ""(Be""*%

/"" &d!5X05X555-55XX0-X00000555-0500-!)d &%$& #)""e#)("

"O&O#

!

病毒
/45

的抽提&

/0!1-/

&克隆测序+

"'

,

!

具体方法参照试剂盒和引物的
0S

值进行(

"O&O)

!

;Q_

全基因序列分析
!

使用
ab5;0

对所

得的序列进行同源序列比对!同时下载了
*

株相同

亚型的不同分离株序列通过
,45;I?D

软件构建了

基于
35

蛋白基因和
45

蛋白基因的进化树(

!

!

结
!

果

!F&

!

病毒分离与传代

!!

接种
""

日龄鸡胚!经连续传代至
)

代
35

试验

阳性!血凝效价为
#

B

(在
+,-.

细胞上!通过同步

接毒的方法!在盲传至第
(

代时!于接毒后
((=

开

始产生明显
-12

!即以细胞变圆变亮&内颗粒增多&

漂落&细胞肿胀&细胞融合并形成旋涡状为特征(在

传至第
*

代后!细胞于接毒后
)#=

可出现稳定的

-12

(

!F!

!

病毒血凝及血凝抑制试验

!!

接种
""

日龄鸡胚!盲传至第
)

代!

(L=

后收集

尿囊液进行血凝试验!血凝效价为
#

%

#

#

B

(

!!

选择血凝效价为
#

B的尿囊液稀释
"%

倍进行血

凝抑制试验(结果显示!

4,_

为阴性!

3"4"

也为

阴性!

3)4#

为阳性!且血凝抑制效价为
#

(

(

!F$

!

亚型鉴定及命名

!!

经国家流感中心对其亚型鉴定!确定为
3)4#

亚型(根据世界卫生组织的命名规则!命名为
5

'

6789:

'

;8<=>?9

'

'"

'

#''%

"

3

)

4

#

#

!FG

!

病毒核酸鉴定结果及理化试验结果

!!

按照
/::H!+>:9<=

法!计算该病毒
0-Q,

&'

为

"'

e%O%L

'

&'

$

b

(经
QU,/

试验!处理组与对照组的

0-Q,

&'

分别为
"'

e&OL"

'

&'

$

b

和
"'

e%O#)

'

&'

$

b

!由此

*B"
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说明该病毒是一种
/45

病毒(病毒经有机溶剂氯

仿处理 后!处理组 与 对 照 组 的
0-Q,

&'

分 别 为

"'

e"OL'

'

&'

$

b

和
"'

e%O)L

'

&'

$

b

!病毒的感染滴度下

降
(O&L

!说明病毒对有机溶剂氯仿敏感(与对照相

比!病毒经
&%c)'S89

作用后病毒滴度由
%O()

下

降到
"O#(

!表明病毒不耐热(

!F'

!

动物试验结果

!!

家兔和小白鼠试验结果表明!

#

种动物对本株

病毒的敏感性不一致(

#

只家兔在接种病毒
&H

后

仅有轻微打喷嚏的现象!无明显的病理变化!对照组

正常(而
%

只攻毒组小白鼠中有
(

只出现较明显的

临床症状!即出现体温升高&喷嚏&呼吸急促&精神萎

顿%解剖发现其呼吸道严重充血!并伴有炎症(另
#

只小白鼠病情较轻!仅有轻微喷嚏(对照组小白鼠

均表现正常(

!FN

!

病毒的
HIJKLH

检测

!!

对从原始鼻液病料&盲传
)

代的鸡胚尿囊液&

+,-.

细胞培养物中抽提的
/45

进行
/0!1-/

扩增!经电泳检测条带发现原始病料没有检测出预

期
&%'M

N

的条带!仅有较淡的非特异性条带%从鸡

胚尿囊液里检测出了预期大小的条带!但条带较淡!

,45

量较少!有较大量的非特异条带%而从
+,-.

细胞培养物中扩增出与预期相符且量较大的
,45

条带"图
"

#(回收克隆
b?HH:D,

中的目的条带!经

测序和序列分析表明!该序列与猪流感病毒
3)4#

型的序列同源性最大!和
5

'

6789:

'

3@9

A

.@9

A

'

()%"

'

BB

"

3)4#

#&

5

'

4:7C@DE

'

(#B

'

#'')

"

3)4#

#&

5O,b#'''

分子量标准%

aO

原始病料
1-/

产物%

-O

鸡胚尿囊液
1-/

产物%

,O+,-.

培养物
1-/

产物

5O +?DE:D,b#'''

%

aO1-/1D@H><I\D@S

N

D8S8!

I8]:S?I:D8?G6

%

-O1-/1D@H><I\D@S:SMD

W

@9?I:H

:

AA

6

%

,O1-/1D@H><I\D@S +,-.

图
&

!

HIJKLH

产物电泳分析

O0

@

F&

!

P-35/>,

=

A3>,

@

>.D,4HIJKLHK>,285/+

5

'

F>::96G?9H

'

%

'

#'''

"

3)4#

#&

5

'

4:7 ;@>I=

J?G:6

'

(

'

"BBB

"

3)4#

#等具有代表性的标准毒株的

同源性都达到了
BBK

!但与同科的
3"4"

&

3&4"

以

及其他亚型病毒的序列同源性低!结合病毒亚型鉴

定及理化性质分析确证所分离病毒即为
5

型猪流

感病毒
3)4#

亚型(

!FQ

!

6*B

全基因克隆

!!

用设计的
""

对包含了全基因组的
L

个片段的

引物!经
/0!1-/

扩增病毒全基因!通过
"K

的凝胶

电泳后照相观察
1-/

结果(结果"图
#

#显示!所得

到的条带大小与预期相符合(

5?9H5d?D:S?DE:D

%

C()H

&

%

4

!

b

!

.

!

Z

!

Q?D:4;

!

+

!

45

!

41

!

35

N

D@I:89

A

:9:

%

386S?DE:D,b#'''

%

X

?9H^?D:15

N

D@I:89

A

:9:

%

,?9H2?D:1a"

N

D@I:89

A

:9:

%

a?9H-?D:1a#

N

D@I:89

A

:9:

图
!

!

全基因组
HIJKLH

产物电泳分析

O0

@

F!

!

P-35/>,

=

A3>,

@

>.D,4HIJKLH

=

>,285/+,4/A3R0J

>8+

@

31,D3

!F#

!

序列分析

!!

参考
5

型流感病毒
3)4#

亚型
4;

基因部分

保守区设计
"

对检测引物!通过
/0!1-/

扩增和克

隆测序!得到部分
4;

序列"

&%'M

N

#(序列与
X:9!

a?9E

中的其他序列比对结果表明!该序列与猪流感

病毒
3)4#

型的序列同源性最大!和
5
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'
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'

()%"

'

BB

"

3)4#

#&

5

'

4:7 C@DE

'

(#B

'

#'')

"

3)4#

#&

5

'

F>::96G?9H

'

%

'

#'''

"

3)4#

#&

5

'

4:7;@>I=J?G:6

'

(

'

"BBB

"

3)4#

#等具有代表性的

标准毒株的同源性都达到了
BBK

!但与同科的

3"4"

&

3&4"

以及其他亚型病毒的序列同源性低!

结合病毒亚型鉴定及理化性质分析确证所分病毒即

为
5

型猪流感病毒
3)4#

亚型(

!!

参考
5

型流感病毒
3)4#

各亚型的
L

个节段

标准株序列设计特异性引物!扩增得到了包含
L

个

节段的
5

型流感病毒的全长
<,45

(测序结果表

明其全基因大小为
")&**M

N

!

L

个节段的
&d

和
)d

端

有近
"'M

N

的高度保守区!并且
L

个节段的保守碱

基基本相同(序列同源性分析结果表明!

35

基因

LB"



!

#

期 孙志勇等$猪流感病毒
3)4#

亚型的分离鉴定与全基因组序列测定

和
45

基因在
L

个基因节段中变异相对较大!

1a#

基因&

1a"

基因&

15

基因变异程度次之!而
4;

基

因&

41

基因&

+

基因高度保守(在
X:9a?9E

中检

索具有代表性的
*

株
5

型流感病毒
3)4#

亚型已

知的序列!建立了
35

&

45

推导蛋白的无根进化

树(

35

蛋白进化树结果显示!四川分离株与人流

感标准株
5

'

F>::96G?9H

'

%

'

#'''

"

3)4#

#&

5

'

;@>I=

5>6ID?G8?

'

L"

'

#'''

"

3)4#

#处于一大群!即亲缘关

系较近!而与猪流感标准株
5

'

6789:

'

;

N

?89

'

(#)L%

'

#''#

"

3)4#

#的亲缘性远(同样的!自
45

蛋白推

导的结果与
35

蛋白推导的结果基本相似(

图
$

!

基于
(:

基因推导氨基酸序列的进化树分析
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F$

!
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<
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@

313/05/>33+;.+32,12328532.D01,.502+3

?

83153,4(:

@

313

图
G

!

基于
):

基因推导氨基酸序列的进化树分析

O0

@

FG

!

KA

<

-,

@

313/05/>33+;.+32,12328532.D01,.502+3

?

83153,4):

@

313

$

!

讨
!

论

!!

近年来!四川境内常有疑似流感发病的临床病

例!但尚无猪流感病毒的分离鉴定的报告!即使在中

国的西部也几乎没有相关报道(本次试验在病料采

集和培养方面及时迅速!充分优化条件的情况下首

次在四川分离到猪流感病毒!结果表明
5

'

6789:

'

;8<=>?9

'

"

'

#''%

"

3

)

4

#

#为类人型
3)4#

毒株(

流感病毒在体外有不耐热&较脆弱&不易培养的特

征+

"'

,

!在病料的采集&运输和处理过程中应该尽量

在较低的温度下进行!并且需要及时接种鸡胚或者

细胞+

""

,

(试验结果表明!过夜病料不能在鸡胚或者

+,-.

细胞上繁殖(采用
/0!1-/

扩增原始鼻液

病料&盲传
)

代的鸡胚尿囊液&

+,-.

细胞培养物

中抽提的
/45

!发现原始病料没有扩增出相应的条

带!而培养于
+,-.

细胞的扩增量最大!证实
+,!

-.

是流感病毒的最佳培养载体(

!!

目前!许多
/45

病毒对人类安全和财产形成

现实的威胁!如禽流感病毒&

3Q_

&口蹄疫病毒&

;5/;

病毒等!基因变异使疫苗无效而无法通过疫

苗防疫的手段来控制这类疾病的蔓延(研究这类基

因变异是人类必须面对的问题!需通过对其中病毒

变异机理的研究!找到控制其变异的方法!从而实现

对这类病毒的控制+

"#

,

(对此!笔者选择猪流感病毒

作为一个研究的载体!对分离流感病毒
3)4#

亚型

进行全基因克隆!为今后进一步研究打下基础(鉴

于流感病毒基因各片段的
)d

和
&d

端具有相似的结

构!所以在
5
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全基因扩增过程中!常出现非特异性片段!因此!

1a"

&

1a#

和
15

三个较长片段得不到完整的目的条

带(对此!笔者采用分段扩增的方法!结果比较容易

扩增出目的片段(接下来的工作是将片段连接成完

整的片段!为构建流感病毒的感染性克隆奠定基础(
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动物疫情快递

英国发生高致病性禽流感

#''L

年
"

月
""

日!英国向
RQ2

报告了高致病性禽流感疫情(疫情始于
#''*

年
"#

月
#*

日!于
#''L

年

"

月
"'

日得到确诊(本次疫情非临床病例!依靠实验室检测作出诊断(病原是
3&4"

血清型高致病性禽流

感病毒(英国
_b5 J:

W

MD8H

A

:

实验室"

RQ2

参考实验室#的实时
1-/

和核酸测序结果均呈阳性(疫区位于

英格兰
,@D6:I

地区
5MM@I6M>D

W

!感染动物为
)

只野鸟!已经死亡(从
#''*

年
"#

月
#*

日到
#''L

年
"

月
(

日!在
,@D6:I

的
5MM@I6M>D

W

天鹅饲养地和邻近沿海地区发现
)

只天鹅(初步报告显示在被发现时
#

只天

鹅仍存活!但因受伤而被施行安乐死(英国按照欧盟和国家法律设立了野鸟控制区"疫点周围
)ES

#和监测

区"疫点周围
"'ES

#(没有家禽患病的证据(流行病学调查正在进行中(感染来源尚不清楚(英国采取的

控制措施有国内控制移运&区域化&筛检!英方禁止免疫!未对动物进行治疗(英国上一次发生高致病性禽流

感是在
#''*

年
""

月(

印度发生高致病性禽流感

#''L

年
"

月
"&

日!印度政府书记官
1D?H::

N

.>S?D

博士向
RQ2

报告了西孟加拉邦的高致病性禽流感

疫情(疫情始于
#''L

年
"

月
(

日!于
#''L

年
"

月
"&

日得到确诊(本次疫情属于临床病例!依靠实验室检

测"基础&高级#作出诊断(病原是
3&4"

血清型高致病性禽流感病毒(印度国家病毒研究所"浦那#的
/0

e1-/

和实时
1-/

结果均呈阳性!印度高等安全动物疾病实验室"博帕尔#的
/0e1-/

&实时
1-/

&血凝抑

制试验&血凝试验和病毒分离结果均呈阳性(疫区一位于比尔宾的
/?S

N

>D=?I

&

4?G=?I8

和
+?

W

>D:67?D

村!

感染动物为
)

个村小型农场的后院家禽!有易感禽
L"B'*L

只!病例
)&&#&

只!死亡
)&&#&

只(疫区二位于

南迪奈普
a?G>D

A

=?I

的一个存栏
#'''

只家禽的农场!有易感禽
"*"'

只!病例
#%"

只!死亡
#%"

只!未销毁!

未宰杀(流行病学调查正在进行中(正在对疫点周围
&ES

范围内的家禽进行采样(印度在疫点周围
"'

ES

范围内进行了监测!内容包括$在疫区关闭禽类市场!禁止禽类产品的销售和运输%感染场所消毒(感染

来源尚不清楚(印度采取的控制措施有扑杀&检疫&国内控制移运&筛检!即将采取感染房舍'设施消毒&浸

洗'喷雾措施!印度未禁止免疫!未对感染动物进行治疗(印度上一次发生高致病性禽流感是
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