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要!旨在了解山东地区
E/20

亚型禽流感病毒"

3Fa

#的流行和遗传变异情况!为该地区
E/20

亚型禽流感的

防制提供依据'通过鸡胚接种的方法从山东省分离到
%0/.

株
E/203Fa

!并选取
)&

株对其进行
D!

和
I!

基因

的扩增&测序及遗传进化分析'结果显示!

0&%*

年
E/203Fa

的分离率最高!达
)0'*&e

(

)&

株病毒的
D!

和
I!

的核苷酸序列同源性及推导的氨基酸相似性均在
/&e

以上(

E3

裂解位点序列为
V81881

+

H4U

!

23

颈部缺失
*

个氨基酸(

E3

和
23

均存在糖基化位点的缺失和新的糖基化位点出现(大部分毒株发生了易于感染人型受体的

突变(演化分析表明
)&

株病毒的
D!

和
I!

基因均属于
_0(&!7$RD

亚分支'结果提示!

E/203Fa

在山东省各地

区普遍流行且在
0&%*

年达到高峰!所有毒株均符合低致病性禽流感病毒的分子特征!并且具有结合哺乳动物唾液

腺受体的能力!因此应密切关注
E/20

病原出现的新变化!制定相应的防控措施'
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禽流感"
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3F

#是由正黏病毒科
3

型流感病毒属禽流感病毒"

>L$>-$-M7@D-A>L$K@,

!

3Fa

#引起的禽类的一种传染病'

3Fa

亚型众多!

其中
E/203Fa

自
%//)

年由陈伯伦等首次从中国

大陆分离至今!已在我国持续流行!且宿主范围广

泛!包括鸡&鸭&珍珠鸡&鹌鹑等+

%

,

'

E/203Fa

已

成为制约养禽业发展的重要因素!是我国现有
3Fa

的主要亚型+

0

,

'

3Fa

基因组分为
(

节段!至少翻译
%%

种蛋白

质!其中
E3

和
23

为两种主要的表面糖蛋白!在

流感病毒致病力&宿主特异性等方面起重要作

用+

*!%&

,

'

D!

基因和
I!

基因的变异性强!是导致

病毒抗原变异的主要原因!最能反映流感病毒的变

异程度'因此监测
D!

与
I!

基因的进化!调查

D!

与
I!

基因的变异情况至关重要'

#

!

材料与方法

#G#

!

试验材料

%'%'%

!

病料和鸡胚
!!

病料来源于
0&%&

/

0&%)

年

山东部分地区送检的病鸡或病变的肺&气管等组织(

8VU

鸡胚购自山东
8VU

鸡实验种鸡场!由本实验室

孵化至
%&

日龄'

%'%'0

!

标准抗原和阳性血清
!!

3Fa

&新城疫病毒

"

2Ta

#等抗血清由中国动物卫生与流行病学中心

馈赠'

%'%'*

!

主要试剂
!!
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试剂&
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86K$
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"

6>O'

'

11&::3

#购

自宝生物工程"大连#有限公司(无水乙醇&异丙醇&

三氯甲烷等均为国产分析纯'

%'%')

!

引物设计与合成
!!

D!

&

I!

基因全长扩增

引物参考
<'E#MM=>--

等+

%&

,的研究!引物序列见表

%

(引物委托生工生物工程"上海#股份有限公司合成'
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!

主要生物学软件
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软件包

"
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!

S>"$,#-

!
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!

]83
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%#!在 线 工 具
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?
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%
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表
#

!

L&

和
?&

全长基因扩增引物

H0C(/#

!

319B/1./:;./8641+HT3M+0B

A

(969*0:94)46L&0)8?&

5

/)/

基因
HD-D

引物序列
VK$=DK

"

:\!*\

# 产物长度%
Q

C

<P

C

D6OD",$AD

D!

U

$

J3JJXHJXJX3HHH3HX3333HX3HHHH

1

$

3J3JXHJXJXHJ3JJ3HJ3H333X33HHHJHJJJJ

%99(`0/

I!

U

$

J3JJHHJXJX3HHH3HX3333HX3HH3HJ

1

$

3J3JHHJXJXHJ3JJ3HJ3H333X33HH3HJJJJJJ

%)%*`0/

#G!

!

病毒分离与鉴定

将样品除菌后经尿囊腔接种
%&

日龄
8VU

鸡胚

分离病毒!每天观察鸡胚存活情况!并于
90B

无菌

收获鸡胚尿囊液!放至
d(&j

冰箱备用'收获的尿

囊液经血凝"

E3

#&血凝抑制"

EF

#以及
1J!VX1

检

测鉴定'在所分离鉴定的
E/203Fa

中!每年选取

(

株"共计
)&

株#不同地区的病毒进行
D!

和
I!

基因全长的测序分析'

#G'

!

核酸提取及扩增

核酸提取参考
123$,#V7@,

试剂说明书进行'

核酸样品冻存于
d(& j

冰箱备用'参考
VK$=D!

86K$

C

O

JS

I-D8OD

C

1J!VX1Z$O

说明书进行
D!

和

I!

基因全长的扩增'

#G%

!

基因序列分析

基因扩增产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后委托生

工生物工程"上海#股份有限公司进行测序'并通过

*:(
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测序峰图及序列比对分析排除由
1J!VX1

扩增引

起的突变'使用
8D

[

S>-

等软件对测序获得的序列

进行处理!使用
<"$O8D

[

软件进行核苷酸翻译!使

用
SD

5

37$

5

-

计算核酸及蛋白质序列的同源性!通

过在线软件
2DO2H7

?

6%'&8DKLDK

进行糖基化位点

预测'

#GI

!

系统发育分析

从
HD-Y>-R

下载已报道的
/

株
E/203Fa

的

D!

和
I!

的基因序列作为参考!使用最大似然法

"

=>P$=@=7$RD7$B##"

#建立系统发育树'建树前!

使用
S<H3.

中的
S@,67D

程序对建树序列基于密

码子"

6#"#-,

#方式进行多重序列比对!利用
U$-"

YD,OT23 S#"D7,

选择最优化的核苷酸替换模型!

并参照
YFX

"

Y>

?

D,$>-$-M#K=>O$#-6K$ODK$#-

#标准设

置相应参数!自举值"

Q##O,OK>

C

#设置为
%&&&

'

!

!

结
!

果

!G#

!

病毒的分离鉴定

0&%&

/

0&%)

年间!本实验室共检测病料
:.0/

份"

0&%&

年
%&::

份!

0&%%

年
0%99

份!

0&%0

年
9*9

份!

0&%*

年
.((

份!

0&%)

年
/90

份#!通过鸡胚接种

分离到
E/203Fa%0/.

株"

0&%&

年
00*

株!

0&%%

年
)9.

株!

0&%0

年
%.%

株!

0&%*

年
0/%

株!

0&%)

年

%):

株#!

E/203Fa

的年分离率分别为
0%'%)e

&

0%'(.e

&

0%'(:e

&

)0'*&e

和
%)'/0e

!每年各月份

的病毒分离情况如图
%

所示'

图
#

!

!"#"

+

!"#%

年
_V,!

亚型禽流感病毒分离率

P9

5

G#

!

Y.4(0:94)10:/.46_V,!0@90)9)6(;/)U0@91;./.8;19)

5

!"#"T!"#%

!G!

!

基因序列分析

将挑选的
)&

株
E/203Fa

进行
D!

和
I!

基

因的扩增和测序'序列分析显示!

D!

基因的核苷

酸相似性为
/0'.&e

)

%&&e

!推导的氨基酸相似性

为
/)'(.e

)

%&&e

(仅
X

%

8T

%

4W0/)

%

%&

毒株在

E3

蛋白裂解位点序为
V81881

+

HFU

!其余毒株均

为
V81881

+

H4U

(

X

%

8T

%

V4%*:

%

%*

毒株和
X

%

8T

%

4_::)

%

%&

毒株在
E3

蛋白的
%):>>

处出现一个新

的糖基化位点!

X

%

8T

%

V4%*:

%

%*

毒株在
*%*>>

和

0%(>>

处各缺失
%

个糖基化位点!有
9

株病毒"

X

%

8T

%

_J(%(

%

%)

&

X

%

8T

%

GU.*%

%

%)

&

X

%

8T

%

;X.*:

%

%*

&

X

%

8T

%

GU*):

%

%0

&

X

%

8T

%

4W0)0

%

%0

&

X

%

8T

%

HS(%)

%

%0

和
X

%

8T

%

4X9:&

%

%*

#在
E3

蛋白的
0%(

>>

处缺失
%

个糖基化位点(

X

%

8T

%

V4%*:

%

%*

毒株

在
D!

核苷酸序列的
9&*

/

9&:

位缺失
*

个碱基(测

序毒株均有
b00.4

&

8%*(3

&

F%::J

和
E%(*2

突变!

/&'&e

"

*.

%

)&

#的毒株存在
J%.&3

突变!

(9':e

"

*:

%

)&

#的毒株存在
3%/&a

突变!这些位点的突变

均与唾液腺受体结合特异性相关+

%

,

'

I!

基因的核

苷酸相似性为
/%'%&e

)

%&&e

!推导的氨基酸相似

性为
/%'/.e

)

%&&e

(测序毒株均在
23

蛋白的

.*

/

.:>>

处缺失
*

个氨基酸(

X

%

8T

%

V4%*:

%

%*

在

23

蛋白
%)*>>

处出现一新糖基化位点!

X

%

8T

%

4W(0*

%

%)

毒株在
0*)>>

处缺失
%

个糖基化位点'

!G'

!

L&

和
?&

基因进化分析

应用
S<H3.

中
U$-"YD,OT23 S#"D7,

选择

最优化的
D!

和
I!

基因核苷酸替换模型分别为

EZ_`H F̀

和
J2/0̀ H F̀

!根据模型将参考序列

与所测序列构建最大似然树"图
0

#'

)&

株病毒的

D!

基因属于欧亚系
X

%

Ŷ

%

%

%

/)

分支!并且与
T

%

EZ

%

_0(&

%

/9

的相似性达
(/'&:e

以上!属于
_0(&

分支(

I!

基因同样属于
X

%

Ŷ

%

%

%

/)

分支!与
T

%

):(
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年山东
E/20

亚型禽流感病毒分离鉴定及
D!

和
I!

基因序列分析

图
!

!

L&

与
?&

基因系统进化树

P9

5

G!

!

32

E

(4

5

/)9*:1//46L&0)8?&

5

/)/

EZ

%

_0(&

%

/9

的相似性达
/&'99e

以上!属于
_0(&

分支'

'

!

讨
!

论

通过本实验室对山东地区送检病料的
E/20

3Fa

分离情况可以看出!山东地区
E/203Fa

普遍

流行!并在
0&%*

年达到峰值(病毒在春冬季节分离

率较高!但在较少报道流感发生的温暖月份"

9

/

/

月#也有病毒的分离'

基因序列分析显示!绝大多数毒株的
E3

裂解

位点为
V81881

+

H4U

!属于低致病性毒株的特征'

)&

株病毒的
23

蛋白颈部均缺失
*

个氨基酸!这会

增强
23

蛋白酶的活性以及从红细胞释放的能力!

同时
23

颈部缺失的条件下!

E3

蛋白序列的
*%.

>>

处"即裂解位点前第
:

个氨基酸#

3

&

8

的突变可

增强
E3

的裂解效率+

*

,

'

0

株病毒在
E3

蛋白
%):

>>

出现
8

&

2

的突变!造成
%):

/

%)9>>

多出
%

个糖

基化位点!该位点的出现使得毒株的毒力增强和免

疫原性的改变+

)

,

'

)&

株病毒蛋白质序列均存在与

唾液腺受体结合特异性相关位点的突变!显示与哺

乳动物唾液腺受体结合增强的特点!这类毒株的流

行在公共卫生上值得关注'关于
D!

基因的核苷

酸序列在
9&*

/

9&:

处缺失
*

个碱基是否影响毒株

生物学性状等还需进一步研究'

D!

和
I!

基因系统进化分析显示!病毒在不

断进化!几乎每年都形成小的亚分支!但仍属
Ŷ

%

/)!7$RD

分支中的
_0(&!7$RD

亚分支!与国内其他学

者的研究报道相一致!提示山东省
E/203Fa

可能

处于一个比较稳定的遗传进化过程'

E/203Fa

不仅在家禽中广泛流行!且已通过

多种变异机制获得对新宿主适应能力!可感染鼠&

猪&犬等哺乳动物以及人类!对公共卫生健康构成巨

大威胁'

E/203Fa

为
E:2%

&

E92/

&

E%&2(

等造

成人类死亡的流感病毒提供内部基因!提示加强对

E/203Fa

的监测显得尤为重要'

%

!

结
!

论

山东省各地区普遍流行
E/203Fa

!并且在

0&%*

年达到高峰'

)&

株病毒蛋白质序列均显示

与哺乳动物唾液腺受体结合增强的特点!但
E3

蛋白裂解位点序列仍符合低致病性禽流感病毒的

分子特征'山东省
E/203Fa

在不断进化!但仍

属于
_0(&!7$RD

亚分支!处于比较稳定的遗传进化

过程'
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