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封闭式饲养鸡场 !"#$亚型禽流感病毒 !%基因
在 &年内的遗传变异

刘红旗 张评浒 刘秀梵" 刘文博 贾立军
（扬州大学 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 $$5%%7）

摘 要：选择一个于 &773年开始发生 G7亚型禽流感的封闭式大型养鸡场，连续 5年内分离
到 $$株 G71$亚型病毒，对其中 7株与 &773年分离株进行 GH基因序列和病毒抗原性的比较
结果表明，这些分离株均与 &773年的具有较高的序列同源性，且在本研究期内 GH基因的这
些变化尚未产生引起交叉保护性改变。初步推断这些分离株均系 &773年分离株在场内循环
传播变化得来，其 GH基因的变异可能与频繁的疫苗免疫选择压力有关。这为进一步研究禽
流感病毒变异的规律和制定正确的禽流感防治对策具有重要意义。
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自 &77!年我国首次报道鸡群 G7亚型禽流感的流行以来［&］，部分省、市、自治区均已
发生该亚型禽流感流行［$ K !］。虽然分离到的病毒在实验室对非特异病原鸡（IL,-<><- M9NB(4
O,? 80,, -B<-P,?F）的致病性很低，但在现场可造成严重产蛋下降，肉鸡和青年鸡的复合型
呼吸道疾病和死淘率升高，往往造成严重经济损失。目前，使用分离病毒制成灭活疫苗，

用于防制该亚型禽流感，已成为很多鸡场的常规实践。然而在不断使用疫苗的选择压力

下，鸡群中的流感病毒的遗传变异情况如何，迄今未见国内外有研究报告。本研究选择一

个于 &773年开始发生 G7亚型禽流感，&777年初开始使用同源灭活疫苗（73年分离株）的
大型封闭养鸡场，在持续 5 年的不同时段分离到 G71$ 亚型禽流感病毒（HQ<9? R?>)=,?S9
’<0=F，HR’），并对这些分离株的 GH基因序列和抗原性进行比较分析，以揭示在封闭式鸡
场内 G7亚型禽流感病毒的变化情况，以期为制定正确防治对策提供科学依据。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 病毒：同一大型封闭式鸡场连续 5年的分离株。-PIG73（8）为 &773年分离株［5］；
-PIG77和 -PIG%%分别是该场采用 -PIG73（8）疫苗株免疫后 &777 年和 $%%% 年分离株；
-PIG&T%&、-PIG$T%&、-PIG"T%& 和 -PIG!T%& 为该场 $%%& 年分离株；-PIG&T%$、-PIG$T%$ 和
-PIG"T%$为该场 $%%$年分离株。经常规血凝和血凝抑制试验鉴定为 G71$亚型禽流感病



毒。

!"!"# !"#（!$%&’(’& ")*+,-%. #/%%）种蛋：购自山东省家禽研究所 !"#鸡场。
!"!"$ !"#鸡：!"#种蛋委托扬州大学实验动物中心孵化后，在本实验室实验动物房饲
养。

!"# 血凝素（%&’())*+,-.-.，%/）基因编码区核苷酸全序列的获取
按参考文献［0］的方法进行。为确保扩增结果的保真度，采用了 123反转录酶（"/,4

5%-)公司）和 6’-+ #’7%8’*9 ":; !9<*%540 =>系统（;,&+%公司）进行 ;?4":;扩增。":;反
应体系为：@A B ":; >C((%/（2-D E）0!F；7G?"（@A55,8HF）@!F；上游引物 @!F；下游引物 @!F；
&IG1模板 @D!F；超纯水 DJK0!F；AK0!F（0KALH!F）MN$).7 6’-+ #’7%8’*9 ":; !9<*%5%.O95%
5’N。":;反应条件为：JPQ P5’.；JPQ RA<，PSQ RA<，TDQ D5’.，0 个循环；JPQ RA<，0DQ
RA<，TDQ D5’.，RA个循环；TDQ 延伸 @A5’.；PQ @A5’.。经电泳鉴定为预期长度的 ":;特
异性条带，按 1-)/,<% U%8 IG1 MN*/)&*’,. V’* 的说明方法回收和纯化后，将目的片段送宝生
物（大连）有限公司测序。

!"$ %/基因编码区核苷酸及推导的氨基酸全序列分析
借助 IG1 !*)/PKA软件包 2%-18’-.软件，采用 :8C<*)8 方法对本研究获得的序列和参

考文献中的序列进行比较。

!"0 交叉免疫保护试验
按常规方法免疫和攻毒，方案参考文献［W］进行（见表 @），另设一组作为非免疫非攻

毒对照组。攻毒后 07采集泄殖腔棉拭子样品按常规方法病毒分离，计算每组的病毒分离
率。

!"1 交叉血凝抑制试验
于交叉免疫保护试验中攻毒后 T7，分别采非交叉攻毒组鸡血，分离血清进行交叉血

凝抑制试验。根据试验所得的 6X效价，通过抗原变异传统分析法公式计算抗原比［T］，分
析它们之间的抗原关系。

!"2 统计分析
用 !"!! SKA (,/ Y’.7,Y<软件的卡方检验和校正检验进行组间差异分析。

# 结果

#"! %/基因编码区核苷酸分析与比较
测序结果表明，扩增所得的 J个毒株 61基因编码区均由 @WSA个核苷酸组成，与 6J

亚型禽流感病毒原型毒株 1H*C/=%9HZ’<&,.<’.HWW［S］的相比，无核苷酸的插入和缺失。
#"# %/基因核苷酸及推导的氨基酸序列
我们对本研究获得的 J个毒株 61基因与 @JJS年的分离株的进行比较发现，@JJJ年

分离株（&=!6JJ）的 61基因与使用疫苗前分离株（&=!6JS）相比序列同源性很高；而 @JJJ
年以后分离的 S个毒株与 &=!6JJ、&=!6JS相比，61基因序列发生了较大的变化，核苷酸
和推导的氨基酸序列同源性较低，分别为 JRK0[ \ JPKS [和 JPKP[ \ JWKS [。DAAA \
DAA@年分离的 0个毒株 61基因之间的序列同源性较高，核苷酸和推导的氨基酸序列同
源性分别为 JSK@[ \ JJKS [和 JSKD[ \ JJK0 [。而 DAAD年分离的 R个毒株 61基因之

TATW 期 刘红旗等：封闭式饲养鸡场 6JGD亚型禽流感病毒 61基因在 0年内的遗传变异



间的序列同源性很高，核苷酸和推导的氨基酸序列同源性分别为 !!"#$ % !!"& $和
!&"!$ % !!"#$，但与 ’((’年以前分离的 )株相比却存在较大差异，核苷酸和推导的氨基
酸序列同源性分别为 !*"#$ % !#"+ $和 !,"+ $ % !)"# $。根据 -.基因编码区序列（##
% ++#’/0）构建的遗传发生树（图 +）表明，本研究分离的 !个毒株分为明显的 *个组，即：
+!!&年和 +!!!年分离株为!组，+!!! % ’((+年分离的 #个毒株比较靠近为"组，’((’年
分离的 *个毒株为#组。从氨基酸残基替代情况来看，同组 -.基因相比绝大部分替换
的氨基酸比较稳定，而组间 -.基因氨基酸残基相比波动较大。此外，本研究还将获得的
!个毒株 -.基因与 1234+!,和 1256!,（-!7’）-.基因序列（+ % +88(/0）的同源性进行了
比较。独特的氨基酸残基比较发现：9*、:,、:’+)、;*+#、<#(,氨基酸残基均与 1234+!,株相同，
而与 1256!,不同。+(个毒株 -.基因序列与 1234+!, 和 1256!,（-!7’）-.基因序列相
比，核苷酸和推导的氨基酸序列同源性分别为 !,"8$ % !&"( $和 !#"+$ % !)"& $。

图 ! !"个毒株 #$基因遗传发生树（%% & !!%"）
=>?@+ ABCDE?F/F0>1 0GFF EH +(!& /I1DFE0>6FJ（KLJFJ ## 0E ++#’）EH -. ?F/FJ EH +’ J0GL>/J

ME/6I10F6 KC NF?.D>?/ >/ O7.<0LG PL12L?F IJ>/? 0BF QF0BE6 EH MDIJ0LD @

"’( #$基因上几个关键位点的氨基酸序列比较
以人 -*亚型流感病毒 .R.1B>R’R8&毒株的 -.基因氨基酸序列作为参照［!］，推导并

比较了本研究毒株 -.基因的几个关键位点的氨基酸序列。结果表明，!个毒株 -.基因
裂解位点 *’8 % *’!位氨基酸没有发生变化，均为 ;S<S<S;，为低致病性禽流感病毒的特征
性序列。除 12<-((外，其它毒株的 -.均含有 )个潜在的糖基化位点，且构成糖基化位
点的氨基酸均没有变化，而 12<-((在 .J/S’!8位失去了一个潜在的糖基化位点。-.受
体结合位点袋状结构的氨基酸序列除 +!(位的变化较大外，被认为与病毒感染宿主特异
性有关的 ’’8 位氨基酸也发生了一定的变化，12<-!&、12<-!! 和 12<-(( 的为 5D/［T］，
’((+年后分离的 )株病毒均为 UFI［U］，而其它位点的氨基酸均高度保守。构成抗原决定
簇的氨基酸除 ’(# 位发生了变化外（12<-!& 和 12<-!! 的为 9BG［9］，其它 # 个毒株的为
.DL［.］），其它位点的残基均高度保守。
"’) 交叉免疫保护试验
通过常规的免疫和攻毒试验，以泄殖腔排毒情况作为结果判定指标来比较 12<-!&、

12<-!!、12<-((和 12<-+R(+疫苗的交叉免疫保护效果，结果见表 +。攻毒后病毒分离结果
表明，各免疫组与非免疫组之间差异极为显著（A V ("(+），这表明各免疫组有很好的保护
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效果；而各免疫组之间无显著差异（! " #$#%），这说明各毒株制成的油乳剂灭活苗对各毒
株有较好的交叉免疫保护作用。

表 ! 交叉免疫保护试验病毒分离率
&’()* + &,* -./)’0-/1 2’0* /3 0,* 42/..562/0*40-/1 0*.0

7’44-1’’0*8 .02’-1. 92/:6.
!/.05;’44-1’0*8 4,’))*<* .02’-1.

4=>?@A 4=>?@@ 4=>?## 4=>?+B#+
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G
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G
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G

EBE%
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FBE%

G

EBE%

G

EBEH

G

EBEH

G

+BE%

EFBE%

G

G

EBEH

G

FBE%

G

EBE%

G

+BE%

EHBE%

&,* -./)’0-/1 2’0* /3 0,* 1/15-II:1-J*8 ’18 1/154,’))*1<*8 <2/:6 K’. #BE#；! 0,* -./)’0-/1 2’0*；G -1 0,-. 0’()* K’. 1/0 0*.0*8L

"#$ 交叉血凝抑制试验
根据本试验方法 +$M中公式计算得到各毒株之间的抗原比见表 E，它们之间的 2值均

位于 EB+ N +BE之间，这表明它们之间的抗原性无明显差异。

表 " 交叉血凝抑制试验结果
&’()* E O*.:)0. /3 0,* 42/..5?P 0*.0

D,-4=*1 .*2’
7-2:.

4=>?@A 4=>?@@ 4=>?## 4=>?+B#+

>54=>?@A +：%+E! +：E%Q +：E%Q +：E%Q

+$H+H R E E

>54=>?@@ +：E%Q +：E%Q +：+EA +：E%Q

+$H+H E

>54=>?## +：+EA +：E%Q +：E%Q +：E%Q

+$H+H
!?P 0-0*2；R 2 ;’):* /3 0,* ’10-<*1-4 2’0*L

% 讨论
构成流感病毒基因组的 A个基因片段中，?S基因的变异率是最高的。然而在自然

界，禽流感病毒的变异率低，且核苷酸的突变大部分都表现为静突变和回复突变，因此进

化几乎处于静止状态，这可能是由于禽类免疫系统对病毒变异的压力不够。本研究中的

@个毒株是 +@@@ N E##E年期间从同一大型封闭养鸡场的鸡群分离到的，由于是封闭群体，
我们可以认为 +@@@ N E##E年分离的毒株是从 +@@A年的毒株变化而来，而不是从外面传进
来的。独特的氨基酸残基置换和核苷酸置换相比较，证实了上述推测，如：&F、PH、7+%、GH#、

@#MQ 期 刘红旗等：封闭式饲养鸡场 ?@GE亚型禽流感病毒 ?S基因在 %年内的遗传变异



!"#$、%&"’、(&$)、%&*$、+$$*和 +$,"，该场 -./&亚型病毒 -0基因发生了这样大的变异，可能与该
场频繁地使用该亚型的疫苗有关。此外，从本研究的情况来看，这种变化可以分为 $个明
显的阶段，表现为一个变异高峰之后处于相对平稳状态，然后又出现一个变异高峰，但再

以后 -0的变化如何，还有待于进一步追踪监测。
流感病毒 -0蛋白是病毒重要的表面糖蛋白，其含有与病毒生物学功能相关的多个

功能域，这些区域的一些氨基酸的变化，可能会导致病毒的一些生物学功能的改变。本研

究毒株的裂解位点氨基酸序列均为低致病性毒株特征性序列 +1!1!1+［")］，然而核苷酸序
列分析发现，这些毒株 -0裂解位点氨基酸序列的第 &位残基对应的核苷酸序列为 023
和 024，如果它们的第 $个核苷酸发生 3!0或 4!0的变异，那么该位置的残基就会变
异为 +，从而使裂解位点氨基酸序列具有高致病性毒株的特点（+151+1+）［")，""］。流感病毒
-0受体结合位点的特异性决定其感染的宿主范围。当病毒在适应新的宿主时，决定受
体结合特异性的 &&6位氨基酸通常首先发生变化［"&］。本研究中 &))"和 &))&年的 ,个毒
株均具有与香港人 -./&毒株相同的氨基酸 (781&&6。前面提到受体特异性的变化一般
是在病毒适应新的宿主时才发生，该场病毒是否已感染了饲养员还有待于进一步调查研

究。-0上潜在的糖基化位点对病毒的多种生物学特性有影响，如：受体结合的亲和
力［"$］、病毒毒力［.］等。本研究毒株 9:!-))由于 .".位核苷酸 0!2的变化，在该处失去
了一个糖基化位点，这一糖基化位点的失去，是否会引起病毒生物学特性的改变，还有待

于通过反向遗传学方法进一步的研究。-0是流感病毒重要的表面抗原，也是诱导保护
性中和抗体的主要抗原，这些决定簇的氨基酸的变化，一般会引起 -0蛋白抗原性的变
异。本研究中的 .株病毒，虽然出现了一些氨基酸残基变化，但交叉免疫保护试验和交叉
血凝抑制试验结果表明这些变化尚未导致抗原性明显的变化。

在本研究中，-.亚型禽流感病毒在进入一个大型的封闭性饲养场后，在连续使用疫
苗的情况下，还能不断地分离到 -./&亚型病毒，说明感染可在鸡场长期维持，疫苗免疫
虽能预防发生临疹疾病，但不能阻止病毒在鸡体内复制和鸡群内传播，因此，也不能消除

已经建立的感染。这一点对我们制定正确的防制对策有很重要的意义，而且，在群内循环

传播的病毒会发生较大的变异，但在追踪的 #年内，这种变异还没有影响到毒株之间的交
叉保护。至于流感病毒在封闭群体中发生变异的规律如何还需要对群体维持的病毒作更

长时间的追踪监测，提高分离的频率，然后对其 -0基因及其他基因的变异进行比较分析
才能得出结论。
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