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华东地区家禽低致病性禽流感的病原学

检测与带毒情况的分析
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摘　要：从２００８年１０月到２００９年９月采集不同家禽的泄殖腔拭子共２４２０个，禽流感阳性样品１７８个，分离到

ＡＩＶｓ毒株８３株，总分离率７．３６％。所分离到的亚型及各亚型分离率从高到低依次为 Ｈ６、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ９、Ｈ１１、Ｈ１、

Ｈ８。禽流感的分布季节性非常明显，以冬、春为高，各亚型又有其不同分布特点。水禽被认为是流感病毒的重要宿

主，尤其是家鸭。到目前为止，作者已经从家鸭中分离到８种 ＨＡ亚型，依次为 Ｈ１、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ６、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、

Ｈ１１，７种ＮＡ亚型，包括Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｎ８。两者之间有１８种组合，与野鸭的带毒情况十分相似。家鸭

还很最容易发生混合感染，并以 Ｈ６亚型为主，很多亚型都可与其混合感染，尤其是 Ｈ３、Ｈ９亚型，这为基因重组产

生新的亚型及毒力的变异提供了好的载体。
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染到呼吸道疾病和产蛋下降，到死亡率接近１００％

的严重全身性疾病。根据疫情发生的严重程度，可

将其分为高致病性禽流感（ＨＰＡＩ）、低致病性禽流

感（ＬＰＡＩ）。在科学高度发达的今天，随着生物学、

医学的发展，许多烈性传染病被相继攻克，然而流感

却是一个例外，它不但没有得到有效的控制，反而伴

随着疫苗的普遍应用，毒力不断增强、变异异常活

跃，这不得不让我们反思目前的防控措施。华东地

区水网密集、人口稠密、猪禽混养、水禽众多，同时又

是世界２条候鸟迁徙路线的必经之地，加强该地区

的禽流感流行病学监测，对于追踪传染源、分析传播

途径与影响因素，及制定正确的防控措施有重要意

义。从２００２年起我们对中国华东地区部分省市的

家禽进行低致病性禽流感（ＬＰＡＩＶ）的病毒学监测，

主要从鸡、鸭、鹅中ＡＩＶｓ的感染率、亚型分布、分布

的时间规律等方面进行研究。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标准阳性血清　　Ｈ１～Ｈ１１亚型禽流感和

鸡新城疫（ＮＤ）标准血清均由中国扬州农业部畜禽

传染病学重点开放实验室制备并提供。

１．１．２　运输液　　根据ＯＩＥ推荐的配方配制运输

液。

１．１．３　鸡胚　　９～１０日龄ＳＰＦ鸡胚购自山东省

家禽研究所ＳＰＦ种鸡场。

１．１．４　ＳＰＦ鸡红细胞　　由扬州大学农业部畜禽

传染病学重点开放实验室制备。

１．１．５　测序试剂　　Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ｐＧＥＭＴ

ｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ、ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ·μＬ
－１）、ＡｇｒｏｓｅＧｅｌ

ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、ＡＭＶ及相关试剂、犜犪狇聚合

酶、ＲＮａｓｉｎ（４０Ｕ·μＬ
－１）、限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ

和大肠杆菌 ＤＨ５α、ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ、ＲＮＡ 提取试剂

Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ、ＤＥＰＣ等。

１．２　方法

１．２．１　样品采集　　从２００８年１０月至２００９年９

月，每月定期在华东地区扬州活禽市场（ＬＢＭｓ）采

集健康家禽１５０～２１２份泄殖腔拭子。将棉拭子头

折断放入含１ｍＬ的运输液的１．５ｍＬ指形管中，置

－７５℃冰箱内保存备用。共采集２４２０个家禽泄殖

腔拭子。

１．２．２　病毒分离　　取家禽泄殖腔拭子处理液按

文献［１］方法尿囊腔接种１０日龄ＳＰＥ鸡胚，每个样

品接种３枚鸡胚，接种剂量为０．２ｍＬ·胚－１，３７℃

孵育１２０ｈ，每天观察２次鸡胚死亡情况，将１２０ｈ

后未死亡的鸡胚置４℃冰箱冻死，收获所有鸡胚尿

囊液，检测血凝价，有血凝价的样品置－７０℃冻存。

用ｐＨ７．２的ＰＢＳ溶液作１∶１０稀释，进行传代接

种（０．２ｍＬ·胚－１）。收获鸡胚的尿囊液。每份样

品都盲传２代。

１．２．３　病毒鉴定　　将有血凝价的样品分别与抗

ＮＤＶ和抗ＥＤＳ７６特异性血清做 ＨＩ试验，按文献

［２］的方法进行，ＨＩ滴度≥２
４ 即判为阳性。从有血

凝价的样品中排除新城疫病毒、类ＥＤＳ７６的腺病

毒。经ＨＩ试验鉴定为ＡＩＶｓ的样品用抗Ｈ１～Ｈ１１

阳性血清做禽流感病毒 ＨＡ亚型的鉴定，ＨＩ滴度

≥２
４ 即判为阳性。对已知 ＨＡ 亚型 ＡＩＶｓ的 犖犃

基因，按文献［２］方法设计引物进行序列测定，并将

结果与网上公布的基因序列进行比对，确定其 ＮＡ

亚型。

２　结　果

２．１　禽流感病毒各亚型病毒分离率

从２００８年１０月到２００９年９月采集不同家禽

泄殖腔拭子共２４２０个，阳性样品１７８个，分离

ＡＩＶｓ毒株８３株，总分离率７．３６％。各亚型 ＡＩＶｓ

分离率从高到低依次为Ｈ６、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ９、Ｈ１１、Ｈ１、

Ｈ８。其中 Ｈ６阳性样品７１个，分离 ＡＩＶｓ毒株１９

株，分离率２．９３％；Ｈ３阳性样品７０个，分离 ＡＩＶｓ

毒株２４株，分离率２．８９％；Ｈ４阳性样品２１个，分

离ＡＩＶｓ毒株１０株，分离率０．８７％；Ｈ９阳性样品

１９个，分离ＡＩＶｓ毒株８株，分离率０．７９％；Ｈ１１阳

性样品１４个，分离ＡＩＶｓ毒株８株，分离率０．５９％；

Ｈ１阳性样品１２个，分离 ＡＩＶｓ毒株１１株，分离率

０．５０％；Ｈ８阳性样品３个，分离ＡＩＶｓ毒株３株，分

离率０．１２％，详情见表１。

２．２　禽流感病毒分离率的季节性分布

按公历气象划分法一般以１月份为最冷月，７

月份为最热月，３—５月为春季，６—８月为夏季，９—

１１月为秋季，１２月至翌年２月为冬季。作者在冬季

采集不同家禽泄殖腔拭子６３６个，其中阳性样品８４

个，分离毒株６１株，分离率为１３．２１％；春季样品

５８２个，其中阳性样品４６个，分离毒株２０株，分离

率为７．９０％；夏季样品５９５个，其中阳性样品３９

个，分离毒株９株，分离率为６．５５％；秋季样品６０７

个，其中阳性样品２２个，分离毒株９株，分离率为

４３１１
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表１　华东地区犃犐犞狊各亚型各月份的分离率分布情况

犜犪犫犾犲１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犎犃狊狌犫狋狔狆犲狊狅犳犃犐犞狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅狀狋犺狅犳犈犪狊狋犲狉狀犆犺犻狀犪 ％

日期

Ｄａｔｅ

Ｈ３分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ３

Ｈ６分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ６

Ｈ９分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ９

Ｈ１分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ１

Ｈ４分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ４

Ｈ８分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ８

Ｈ１１分离率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆＨ１１

２００８．１０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２００８．１１ ０．１２ ０．１２ ０．１２ ０．０４ ０ ０ ０

２００８．１２ ０．２１ ０．３７ ０．２５ ０．２１ ０ ０．０４ ０．０８

２００９．０１ ０．５ ０．６２ ０．０４ ０．０８ ０．２１ ０．０４ ０．０４

２００９．０２ ０．７ ０．２１ ０．０４ ０．１７ ０．１２ ０ ０．３３

２００９．０３ ０．０８ ０．５ ０．０４ ０ ０．３３ ０．０４ ０

２００９．０４ ０．２９ ０．２１ ０．０８ ０ ０．２１ ０ ０

２００９．０５ ０ ０ ０．２１ ０ ０ ０ ０

２００９．０６ ０．０４ ０．８７ ０ ０ ０ ０ ０

２００９．０７ ０．０８ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０４

２００９．０８ ０．３７ ０ ０ ０ ０ ０ ０．０８

２００９．０９ ０．５ ０．０４ ０ ０ ０ ０ ０

合计

Ｔｏｔａｌ
２．８９ ２．９３ ０．７９ ０．５ ０．８７ ０．１２ ０．５９

３．６２％。可以看出禽流感的季节性分布非常明显，

以冬、春为高，其中１月份分离率最高，达１８．８７％。

禽流感各亚型又有其不同分布特点，Ｈ１、Ｈ４、Ｈ８、

Ｈ９主要集中在冬季及与春秋季的临界处，不同的

是 Ｈ９亚型在春秋气温不稳定时分离率更高一些；

Ｈ３、Ｈ６在全年都可分离到，且分离率较高。各亚型

的季节性分布表见图１。

图１　华东地区犃犐犞狊各亚型的季节性分布情况

犉犻犵．１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犎犃狊狌犫狋狔狆犲狊狅犳犃犐犞狊犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犲犪狊狅狀狅犳犈犪狊狋犲狉狀犆犺犻狀犪

２．３　禽流感病毒在不同家禽中的分布特点

家禽中以家鸭中 ＡＩＶｓ的分离率最高，其次是

鸡和鹅，分离率依次为１３．１２％、３．８３％和０．５４％。

从家鸭中共分离到７种 ＨＡ亚型的 ＡＩＶｓ，按分离

率从高到低的顺序依次为 Ｈ６、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ９、Ｈ１１、

Ｈ１、Ｈ８亚型；从鸡体内分离到５种 ＨＡ 亚型的

ＡＩＶｓ，按分离率从高到底依次为 Ｈ９、Ｈ１、Ｈ３、Ｈ６、

Ｈ４亚型；从鹅体内共分离到３种 ＨＡ亚型，按分离

率从高到底依次为 Ｈ３、Ｈ６、Ｈ１亚型。从以上数据

可以看出家鸭体内的 ＡＩＶｓ以 Ｈ６亚型为主，鸡体

内的ＡＩＶｓ以 Ｈ９亚型为主，鹅体内的ＡＩＶｓ以 Ｈ３

亚型为主，３种家禽共有的亚型有 Ｈ３、Ｈ６、Ｈ１，各

亚型病毒在家鸭的分离率都远远高于其它２种家

禽。通过对已知 ＨＡ亚型的部分毒株的 犖犃 基因

进行测序，初步鉴定有７种 ＮＡ亚型，分别为 Ｎ１、

Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｎ８，和 ＨＡ亚型有１８种组合。

２．４　混合感染的特点

２４２０个样品有１８２个ＡＩＶｓ阳性样品，其中有

５０个混合感染样品，混合感染率为２．０７％，其中家

鸭的样品为４１个，鸡的样品为８个、鹅的样品为１

个，混合感染率分别为３．８１％、１．３３％和０．１３％。

亚型混合感染最多为４种亚型，其中２个亚型的混

合感染样品有３６个，３个亚型的混合感染样品有１１

个，４个亚型的混合感染样品有３个，而鸡的混合感

染都是２个亚型，４个亚型混合感染都于家鸭中发

现。５０个混合感染的样品所包含的亚型从多到少

依次为 Ｈ６、Ｈ４、Ｈ３、Ｈ１１、Ｈ１、Ｈ９、Ｈ８，所占比例分

别为３３／５０、１９／５０、１８／５０、１０／５０、１０／５０、８／５０、２／

５０；各亚型的混合感染样品占各自所分离的阳性样

品比例的数据见表２。由表２可见所分离的各亚型

混合感染率都很高，其中 Ｈ４、Ｈ１、Ｈ１１、Ｈ８多存在

于混合感染样品中。Ｈ９亚型的混合感染有８个样
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品，且都是鸭源的，其中８９％的都与 Ｈ６混合感染， 详细情况见表３。

表２　华东地区犃犐犞狊各亚型的混合感染分布情况

犜犪犫犾犲２　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犿犻狓犲犱犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犎犃狊狌犫狋狔狆犲狅犳犃犐犞狊犻狀犈犪狊狋犲狉狀犆犺犻狀犪

亚型Ｓｕｂｔｙｐｅ Ｈ１ Ｈ３ Ｈ４ Ｈ６ Ｈ８ Ｈ９ Ｈ１１ 合计Ｔｏｔａｌ

阳性样品Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ １２ ７０ ２１ ７１ ３ １９ １４ １８２

混合感染数Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｘｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ １０ １８ １９ ３３ ２ ８ １０ ５０

所占比例／％ Ｒａｔｉｏ ８３．３３ ２５．７１ ９０．４７ ４６．４８ ６６．６７ ４２．１１ ７１．４３ ２７．４８

表３　鸭犃犐犞狊各亚型的混合感染分布情况

犜犪犫犾犲３　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犿犻狓犲犱犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犎犃狊狌犫狋狔狆犲狅犳犃犐犞狊犻狀犱狌犮犽

来源Ｓｏｕｒｃｅ Ｈ９ Ｈ６ Ｈ１１ Ｈ３

江苏鸭Ｊｉａｎｇｓｕｄｕｃｋ    

安徽鸭Ａｎｈｕｉｄｕｃｋ  

江都鸭Ｊｉａｎｇｄｕｄｕｃｋ   

江都鸭Ｊｉａｎｇｄｕｄｕｃｋ   

江都鸭Ｊｉａｎｇｄｕｄｕｃｋ   

江都鸭Ｊｉａｎｇｄｕｄｕｃｋ  

江都鸭Ｊｉａｎｇｄｕｄｕｃｋ  

南京鸭Ｎａｎｊｉｎｇｄｕｃｋ 

代表样品中含有的禽流感病毒亚型

ｄｅｎｏｔｅｔｈｅｓｕｂｔｙｐｅｓｏｆａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ

３　讨　论

流感病毒在自然界中广泛存在，从人、猪、马等

哺乳动物以及水生哺乳动物到鸟类都能分离到。其

中野生水禽是Ａ型流感病毒的天然存储库，尤其是

野鸭，其带毒情况更为普遍。人类从２０世纪７０年

代便开始对Ａ型流感病毒的生态学进行系统的研

究，已经鉴定出１６个ＨＡ亚型和１０个ＮＡ亚型
［３］。

除Ｈ１３、Ｈ１６亚型的流感病毒只从海鸟分离到
［４５］

外，其它各亚型都可以从野鸭分离到。值得注意的

是，Ａ型流感病毒在野生水禽宿主体内似乎达到生

态的平衡，因此在野生水禽中分离的 ＡＩＶｓ几乎都

是低致病性的，不引起野生水禽的临床症状或仅有

轻微的症状［６８］。家鸭和野鸭的亲缘关系最近，也最

容易与野鸭发生交往，同时又经常与其它家禽混养，

所以其在ＡＩＶｓ的生态学中意义重大。本研究中，

家鸭禽流感病毒分离率最高，其次是鸡和鹅，分离率

依次为１３．１２％、３．８３％和０．５４％。到目前为止，作

者已经从家鸭体内分离到８种 ＨＡ亚型，依次为

Ｈ１、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ６、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１，７种 ＮＡ 亚

型，包括Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｎ８。两者之间有

１７种组合，分别为 Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ１、Ｈ３Ｎ２、Ｈ３Ｎ５、

Ｈ３Ｎ８、Ｈ４Ｎ２、Ｈ４Ｎ６、Ｈ６Ｎ１、Ｈ６Ｎ２、Ｈ６Ｎ８、Ｈ８Ｎ４、

Ｈ９Ｎ２、Ｈ１０Ｎ１、Ｈ１０Ｎ３、Ｈ１０Ｎ５、Ｈ１１Ｎ１、Ｈ１１Ｎ２，

与野鸭的带毒情况十分相似。原因可能有２个，一

是家鸭管理粗放，易与野生水禽接触；二是世界上有

２条候鸟迁移路线途经华东地区，由于候鸟喜欢沿

着海岸线飞行，因此山东、江苏、浙江沿海一带成为

候鸟迁徙中一条较窄的通道，鸟的飞行范围窄，密度

大，传播禽流感的概率也增大［９］。

禽流感的流行有很强的季节性，但各血清亚型

又有不同的特点。流行病学调查结果显示，当前华

东地区禽流感的流行状况以 Ｈ６亚型为主，其次是

Ｈ３亚型，它们一年四季都能分离到，分布相对较均

匀；Ｈ１、Ｈ４多在冬季及与春秋交界处分离到，且多

与其它亚型混合感染；Ｈ９较往年分离率要高，主要

集中在冬季及与春秋季的临界处，但在春秋气温不

稳定时分离率更高一些；Ｈ１１与Ｈ６亚型相似，但夏

季多分离不到；Ｈ８亚型分离率一直较低；Ｈ１０亚型

ＡＩＶｓ在２００２年７月到２００８ 年９ 月分离率约

０．８２％，但此后到２００９年１０月没有分离到一株（结

果另报）。这说明低致病性禽流感病毒多是条件性

病原微生物，易在气候突变、禽体抵抗力下降时感染

家禽，但同时对不同气候也有很强的适应性。

抗原转变是禽流感病毒产生新亚型并造成疫病
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大流行的重要机制。在自然条件下不同的流感病毒

混合感染的频率较高，当２个不同的流感病毒感染

同一细胞时就可以发生基因重组，从而发生抗原转

变。本研究表明鸡、鸭、鹅都可以发生不同程度的混

合感染，但在家鸭中更为普遍。目前，在家鸭中以

Ｈ６亚型为主，各亚型都可与其混合感染，尤其是

Ｈ３、Ｈ９亚型病毒，这为抗原转变产生新的亚型及毒

力的变异提供了很好的载体，可以说家鸭与猪一样

是不同流感病毒的“混合器”。鸡常被认为是 ＡＩＶ

的异常宿主，作者却从１２０群健康鸡的６００个泄殖

腔拭子中分离到１３株ＡＩＶｓ，分离率从高到底依次

为 Ｈ９、Ｈ１、Ｈ３、Ｈ６、Ｈ４ 亚型。对已经发生的

ＨＰＡＩ的流行病学研究认为：家禽的 ＨＰＡＩ发生的

方式之一就是野生水禽中的一些低致病性ＡＩＶｓ通

过某种方式进入家禽后发生突变转变为 ＨＰＡＩ。

１９８３年的宾夕法尼亚禽流感
［１０］、１９９４年的墨西哥

禽流感［１１］就是很好的例子。在当前以免疫接种为

主的禽流感防控过程中，鸡的各种免疫抑制病与多

病因呼吸道疾病存在的条件下，疫苗的接种并不能

达到理想的保护水平，即不带毒、不排毒。高致病性

毒株限制在黏膜上很可能与其它亚型一起混合感

染，并在体液抗体的压力下加快其抗原漂移与抗原

转变的速度。因此加强该地区的低致病性禽流感流

行病学检测，对于追踪高致病性禽流感病毒的基因

来源、分析传播途径与影响因素，及制定正确的防控

措施有重要意义。
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