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研究报告

H9N2亚型 AIV 排毒及形成气溶胶的研究 
曹永芝  马卫明*  李晓霞  柴同杰*  张海燕 

(山东农业大学动物科技学院  泰安  271018) 

 
 

摘  要: 为研究 H9N2 亚型 AIV 排毒及形成气溶胶规律, 将 SPF 鸡饲养于正负压隔离器中, 采用

AGI-30 收集器(All Glass Impinger AGI- 30)和气管泄殖腔棉拭子在攻毒后不同时间收集空气、气管

和泄殖腔样品, 并利用 HI、Dot-ELISA 和 RT-PCR 检测样品。结果发现攻毒后第 4 天开始形成气

溶胶, 并持续到第 43 天, 实验证明 H9N2 亚型 AIV 不仅可以在呼吸道和泄殖腔复制, 而且可以形

成气溶胶。气管泄殖腔棉拭子在接种后第 3 天开始排毒, 至第 7 天攻毒鸡全部分离到病毒。排毒

时间可持续到第 45 天。但泄殖腔的排毒量明显低于气管的排毒量, 这也说明 H9N2 型禽流感主要

通过呼吸道排毒。 
关键词: 禽流感, 排毒规律, 形成, 气溶胶 

Studies on Shedding Virus and the Formation of  
Aerosol of H9N2 Subtype AIV 
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(College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Tai’an 271018) 

Abstract: In order to study the regularity of shedding virus from infected SPF chickens and the formation of 
aerosol of H9N2 subtype AIV, SPF chickens were bred in a positive and negative pressure isolator. Aerosol 
samples were collected by AGI-30 (All Glass Impinger-30) extractor, and simultaneously trachea and cloaca 
samples were collected by tracheal swabs and cloacal swabs in different periods after challenged with vi-
ruses. The above-mentioned samples were detected by HI, Dot-ELISA and RT-PCR methods. The results in-
dicated that aerosols were isolated from the 4 days to the 43 days after inoculation. It was proved that H9N2 
subtype AIV could copy themselves in respiratory passage and cloaca, and then could formation of aerosols. 
AIV H9N2 subtype could be isolated from cloacal and tracheal swabs 3 days after inoculation and lasted for 
45 days, viruses were detected from all infected SPF chickens on 7 days. 

Keywords: Avian influenza, Shedding virus, Formation, Aerosol 

禽流感(Avian influenza,AI)是由正粘病毒科 A
型流感病毒引起的一种急性败血性、高度接触性传

染病。根据AIV表面抗原血凝素(Hemagglutinin, HA)
与神经氨酸酶(Neuraminidase, NA)的不同, 可将病

毒划分为不同的亚型。自从 1994年我国首次分离到
禽流感病毒以来, 已经证实我国 AIV 主要有 H5N1

和 H9N2两个亚型
[1−5]。H9N2亚型禽流感于 1878 年

首次发现于意大利。H9N2 亚型禽流感病毒从 1994
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年开始被发现时 ,就已经在中国大陆的家禽中流 
行 [6]。1997 年香港发生禽流感并报道了人因感染
H5N1 亚型禽流感病毒致死的病例, 这使人们对该病
的公共卫生意义更加关注。同时, 禽流感病毒的侵
袭机制也成为国内外专家研究的热点之一[7−10]。因

此开展对禽流感病毒H9N2亚型的研究, 通过实验室
检测并掌握该亚型的排毒和气溶胶形成规律, 不仅
在病毒学、兽医学等学科上具有重要的学术意义 , 
而且在公共卫生等方面也具有重大的社会意义。本

实验将 SPF 鸡饲养于正负压隔离器中, 接种 H9N2

亚型AIV, 采用AGI-30收集器在攻毒后不同时间收
集空气样品, 并用气管、泄殖腔棉拭子收集气管和
泄殖腔样品。采用 HA、Dot-ELISA和 RT-PCR等检
测方法以确定接种鸡群排毒和气溶胶产生及消失规

律。此实验结果对感染 H9N2亚型 AIV 畜禽场采取
有效措施控制疫病蔓延和确定空栏时间有一定参考 
价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  病毒：A/Chicken/Guangdong/SS/1994(H9N2), 
AI(H1-9)单因子阳性血清由中国农科院哈尔滨兽医
研究所提供。新城疫(ND)、产蛋下降综合症病毒
(EDS-76)、鸡传染性支气管炎 (ILT)和肿头综合征
(SHS)标准诊断试剂均购自中国兽药监察所。H9N2

亚型 AIV病毒的 ELD50和 EID50按照常规方法测定。 
1.1.2  SPF 鸡胚、21 日龄 SPF 鸡：由山东农科院家

禽研究所 SPF鸡场提供。 
1.1.3  主要试剂及配制方法：试剂均购自宝生物工

程(大连)有限公司。试剂配置方法按照文献[11]。 
1.1.4  ELISA 试剂：ELISA抗原和酶标抗体均由哈
尔滨兽医研究所禽流感研究中心研制。ELISA 全病
毒抗原的蛋白含量为 2.96 mg/mL, 辣根过氧化物酶
标的兔抗鸡 Ig的工作浓度 1~200。   
1.1.5  RT-PCR ：根据 GenBank 发表的序列
(AY294658)设计一段针对 HA裂解位点的特异序列:
上游引物为 P1 5′-TTGCCATTCCACAATGTCAG 
TA-3′; 下游引物为 P2 5′-CGACTTATTAGTCACT 
TTGG-3′。 

1.2  方法  
1.2.1  分组与攻毒：将 15只 SPF鸡预饲 1周, 分别
称重做标记。其中第 1组 10只为接种组, 用灭菌 PBS

稀释尿囊液, 接种经测定 ELD50/EID50为 107 /1010.2/ 
0.2 mL, HA 效价为 109 的 H9N2 亚型 AIV 病毒 
0.2 mL。健康对照组接种灭菌 PBS, 通过气管、口
腔和滴鼻每只共计接种 0.2 mL。每日饲喂经灭菌的
饲料和水。 
1.2.2  气管、泄殖腔、血样的采集与处理：在接种

后第 1天、3天、5天、7天、9天、11天、15天、
20天、25天、30天、35天、40天、45天收集每只
实验鸡的气管和泄殖腔棉拭子, 此两拭子各放入盛
有 2%小牛血清和 1.5 mL PBS的 2 mL离心管中。采
样液采集前后分别称重。反复冻融充分振荡洗涤拭

子后取出, 5000 r/m离心 10 min, 取上清。气管拭子
保存液含青霉素(2000 U/mL), 链霉素(2 mg/mL),卡
那霉素(50 μg/mL)和制霉菌素(1000 U/mL); 而泄殖
腔棉拭子抗生素浓度提高 5倍。分离病毒后接种 SPF
鸡胚, 弃去 24 h内死亡胚, 孵育 5 d后收取鸡胚尿囊
液测血凝效价。如第一代 HA 阴性, 利用其尿囊液
传代, 每代检测 HA特性, 直到第 3代, 如仍为阴性
弃去; 出现阳性样品, 及时保留并进行鉴定。对接种
组和健康对照组分别经翅静脉采集血液后分离血清, 
用 HI测血凝效价。 
1.2.3  空气样品的采集与处理：用 AGI-30收集器收
集空气样品, 温度控制在 18°C~21°C, 相对湿度为
55％∼65％ ,  气流速度 12.5 L/min, 采样时间为 
20 min。采样液为 20 mL, 其中采样液含 5% NCS的
DMEM 细胞培养液, 并加一滴橄榄油作为抗泡剂。
每天采集空气样品 , 超速离心 , 密度梯度离心 , 梯
度物质为蔗糖, 接种于 SPF鸡胚, 收集病毒。采用血
凝抑制实验、Dot-ELISA和 RT-PCR技术鉴定所收集
到的病毒, 进行血清亚型鉴定和动物致病性实验。 
1.2.4  SPF 鸡气管和消化道中病毒的 EID50：取第 7
天、第 14 天和第 21 天气管泄殖腔棉拭子样品, 称
重后用灭菌 PBS分别连续 10倍稀释。取 10−5~10−12 

八个稀释度, 每个稀释度经尿囊膜接种 4 枚 10 d 
SPF鸡胚, 0.2 mL/胚。对照组注射生理盐水。37°C
孵育, 每隔 12 h观察一次, 弃去 24 h死亡胚。连续
观察和记录鸡胚死亡情况, 按 Reed-Muench 公式计
算 EID50。 
1.2.5  血凝交叉抑制实验：按常规方法[11] 进行 HI
实验。将具有血凝性的病毒：禽流感(AI1-9)新城疫
(ND)、产蛋下降综合症病毒(EDS-76)、鸡传染性支
气管炎( IB)和肿头综合征(SHS)进行交叉抑制反应。 
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1.2.6  Dot-ELISA 鉴定：根据有关文献报道并加以

改进对所采样品进行 Dot-ELISA鉴定[12,13]。 
1.2.7  RT-PCR 鉴定：用 RT-PCR 再次鉴定 HI 和
Dot-ELISA的结果。按说明 Trizol法提取总 RNA。
RT- PCR：按照试剂盒的说明依次加样, 并按照说明
在 PCR 扩增仪上进行循环。琼脂糖电泳：将 PCR
扩增产物 15 μL混合上样缓冲液以及试剂盒提供的
Marker, 分别点样于琼脂糖凝胶孔中, 进行 5 V/cm
的电压电泳 ,  电泳后 ,  将凝胶放到紫外灯下观察 
结果。 

2  结果  

2.1  SPF 鸡气管和泄殖腔排毒量比较 
气管和泄殖腔棉拭子中病毒的 EID50 表明气管

的排毒量明显大于泄殖腔的排毒量。对照组为阴性。

气管和泄殖腔棉拭子中病毒的 EID50见表(1)。 

2.2  气管棉拭子分离病毒结果 
气管棉拭子在接种后第 3 天至第 5 天开始分离

到病毒 , 并且随接种时间的增长排毒量呈上升趋
势。在接种后第 11 天~15 天出现排毒高峰, 以后排
毒量逐渐减少, 直到第 45天排毒全部结束。健康对
照组没有分离到病毒。气管排毒情况见表(2)。 
2.3  泄殖腔棉拭子分离病毒结果 

泄殖腔开始排毒到排毒结束的时间与气管基本

一致, 但排毒量低于气管的排毒量。对照组没有分
离到病毒。泄殖腔排毒情况见表(3)。 

2.4  气溶胶分离病毒结果 
接种组接种后第 4 天开始形成气溶胶,一直持

续到第 43天。之后本实验用 AGI-30收集器未采集
到禽流感病毒。健康对照组一直没有分离到病毒。 

2.5  形成抗体情况 
接种后第 4 天开始测到抗体, 并且效价上升很

快。到第 20 天达到 10±0.25, 以后逐渐下降, 到第
45 天时下降到 6±0.5。接种 H9N2型禽流感后抗体

变化情况见表(3)。 

2.6  血凝与血凝交叉抑制实验结果 
将气管、泄殖腔和气溶胶样品经常规处理后接

种鸡胚, HA结果与以上所述相符。将鸡胚尿囊液与
具有血凝性的病毒：禽流感(AI1-9)、新城疫(ND)、
产蛋下降综合症病毒(EDS-76)、鸡传染性支气管炎
(IB )和肿头综合征(SHS)分别进行交叉抑制反应。结
果显示分离到的病毒只与 H9N2 型禽流感产生血凝

抑制反应, 与其他病毒交叉抑制反应为阴性。健康
对照组没有形成抗体。 

2.7  RT-PCR 结果  
用 RT-PCR 对气管、泄殖腔和气溶胶样品再次

进行处理, 阳性样品显示出 1条 282 bp的特异带。
RT-PCR检测气管和泄殖腔排毒情况见图(1)。 

表 1   H9N2 禽流感病毒在不同日龄 SPF 鸡气管和泄殖腔中病毒的 EID50 
Table 1   EID50 of rachea and cloaca in different days after inoculation with H9N2 avian influenza viruses (EID50 / 0.2 mL)

接种时间 Inoculate time 

7 d 14 d 21 d 样品 
Sample 

T C T C T C 

Sample 1 3.2 2.0 6.0 3.1 4.7 1.9 

Sample 2 2.5 1.2 7.2 3.7 5.0 2.2 

Sample 3 3.0 1.5 6.9 4.0 4.2 2.5 

Sample 4 2.0 <1 5.0 2.0 3.5 1.2 

Sample 5 2.8 1.4 6.7 3.3 5.2 2.7 

Sample 6 2.4 <1 4.8 2.1 3.1 2.0 

Sample 7 3.1 2.1 7.2 3.6 4.5 2.5 

Sample 8 3.0 1.8 6.6 2.9 3.9 2.2 

Sample 9 2.7 1.3 6.3 3.1 4.2 1.9 

Sample 10 3.3 2.0 7.0 3.1 3.3 2.3 

Mean 2.80±0.46 1.53±0.42 6.37±0.86 3.09±0.64 4.16±0.71 2.14±0.42 

注：T:气管; C:泄殖腔  
Note: T: Trachea; C: Cloaca 
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表 2  接种 H9N2 型禽流感后气管排毒情况 
Table 2  Isolation for viruses of tracheal swabs in 
chickens after inoculation with H9N2 subtype AIV 

排毒情况 Shedding virus 接种时间 
Inoculate time + ++ +++ − 

3 d 2/10a 2/10a 1/10a 5/10b 

5 d 3/10 1/10 2/10 4/10 

7 d 1/10 3/10 6/10 0/10 

9 d 1/10 2/10 7/10 0/10 

11 d 0/10 1/10 9/10 0/10 

15 d 0/10 1/10 9/10 0/10 

20 d 1/10 3/10 6/10 0/10 

25 d 2/10 4/10 4/10 0/10 

30 d 3/10 4/10 3/10 0/10 

35 d 5/10 2/10 2/10 1/10 

40 d 2/10 1/10 0/10 7/10 

45 d 0/10 0/10 0/10 10/10 

注：+++: Dot-ELISA强阳性; ++: Dot-ELISA阳性; +: Dot-ELISA弱

阳性; −: Dot-ELISA阴性; a: 阳性只数/总只数, b: 阴性只数/总只数 

Note: +++: Strongly positive of Dot-ELISA; ++: Positive of 
Dot-ELISA; +: Weakly positive of Dot-ELISA; −: Negative −; a: 
Number of positive /total number of chickens; b: Number of nega-
tive /total number of chickens 

 
表 3  接种 H9N2 型禽流感后泄殖腔拭子 

分离病毒情况 
Table3  Isolation for viruses of cloacal swabs in chick-

ens after inoculation with H9N2 subtype AIV 

排毒情况 Shedding virus 接种时间 
Inoculate time + ++ +++ − 

3 d 1/10a 2/10a 1/10a 6/10b 

5 d 2/10 2/10 2/10 4/10 

7 d 3/10 5/10 2/10 0/10 

9 d 3/10 4/10 3/10 0/10 

11 d 2/10 3/10 5/10 0/10 

15 d 2/10 4/10 4/10 0/10 

20 d 3/10 4/10 3/10 0/10 

25 d 4/10 4/10 2/10 0/10 

30 d 6/10 3/10 1/10 0/10 

35 d 7/10 1/10 0/10 2/10 

40 d 3/10 0/10 0/10 7/10 

45 d 0/10 0/10 0/10 10/10 

注：+++: Dot-ELISA强阳性; ++: Dot-ELISA阳性; +: Dot-ELISA弱

阳性; −: Dot-ELISA阴性; a: 阳性只数/总只数; b: 阴性只数/总只数 

Note: +++: Strongly positive of Dot-ELISA; ++: Positive of 
Dot-ELISA; +: Weakly positive of Dot-ELISA; −: Negative −; a: 
Number of positive /total number of chickens; b: Number of nega-
tive /total number of chickens 
 

表 4  接种 H9N2 型禽流感后抗体变化情况 
Table 4  HI titer of the serum after inoculation 

with H9N2 subtype AIV(2n) 

接种时间 Inoculate time 平均数±标准差 x ± s 

3 d 0 

5 d 1±0.75 

7 d 4±0.6 

9 d 6±0.5 

11 d 8±0.3 

15 d 9±0.3 

20 d 10±0.25 

25 d 8±0.3 

35 d 7±0.3 

40 d 7±0.75 

45 d 6±0.5 
 

 
 

图 1  接种 H9N2 型禽流感后用 PCR 方法检测病毒情况 
Fig. 1  PCR product in chickens after inoculation with 
H9N2 subtype AIV 
注：接种总数为 10只 
Note: Total number of chickens is ten 
 

3  讨论 

为保证实验结果的准确性 , 该实验样品采用
Dot-ELISA和 RT-PCR等检测方法。由于 PCR的灵
敏性大于前者, 所以部分数据存在差异。经 X2检验

两种方法检测气管和泄殖腔排毒情况的卡方值分别

为 0.94和 0.38, 即 P>0.05, 差异不显著。Guo等[14]

从 3 个亚系中分别选取具有代表性的毒株进行了系
统性的致病性研究,认为 CK/BJ/1/94 类株主要在气
管内复制。石火英等证明 H9N2亚型 AIV 在呼吸道
的复制特性起主要作用[15]。本实验也说明泄殖腔的

排毒量明显低于气管的排毒量 , 与其实验结果一
致。所以 H9N2型禽流感的气源性感染应当引起高度
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重视。此实验进一步证明 H9N2亚型 AIV 的排毒可
持续到第 45天。 

实验证明攻毒鸡从第 3 天开始分离到病毒, 到
第 7天 10只鸡全部排毒。因此对发生禽流感的地区
和鸡舍采取有效地隔离措施非常重要, 并且必须高
于禽流感的排毒时间。实验证明接种后第 11天至第
15 天出现排毒高峰, 至于出现排毒高峰和形成气溶
胶高峰之间存在什么样关系需要进一步研究。H9N2

亚型 AIV 抗体大部分在第 5 天产生, 并且抗体效价
上升迅速, 到第 20天左右出现最高值。抗体水平维
持时间比较长, 到第 45天仍可达 6±0.5。因此有效
的疫苗预防对抵抗 H9N2亚型 AIV的侵害非常重要。 

畜禽的许多重大传染病和动物疫源性人畜共患

病的传播途径之一是气源性传染, 而气溶胶是病原
微生物传播的重要媒介, 所以研究病毒气溶胶的发
生与传播机制, 确定疫病的传播途径, 可以有效控
制传染病的传播。此实验利用 AGI-30气溶胶收集器
采集样品并通过鉴定, 证明了气溶胶形成时间为攻
毒后第 4 天 , 这说明自然状态下气溶胶可以携带
H9N2亚型 AIV。气溶胶持续到第 43天开始消失, 但
排毒时间持续到第 45天。因此并不是存在病毒颗粒
就可形成气溶胶, H9N2 气溶胶的形成受诸多因素影

响。虽然有气溶胶的存在并不能说明此毒株可以通

过其传播, 但由于禽流感有其自身的变异性, 感染
此毒株的畜禽场仍然需要根据气溶胶的存亡规律慎

重确定空栏时间, 最好大于 45 d。至于 H9N2 亚型

AIV 以什么形式存在于气溶胶中, 在气溶胶中能存
活多长时间, 不同的剂量和接种途径是否对气溶胶
的形成和传播有影响, 空气中的病毒量达到多少才
具备形成气溶胶的条件有待进一步研究。石火英、

袁建琴等[16,17] 利用反向遗传技术, 证明此毒株未发
现通过气溶胶传播, 但可以在呼吸道复制。此次实
验进一步证明了, 这株病毒不仅可以在呼吸道和泄
殖腔复制, 并且可以形成气溶胶。至于为什么不能
通过气溶胶传播, 除报道的H9N2亚型AIV的传播途
径与流感病毒的 NA 基因有关外[17], 还有哪些方面
原因有待于进一步研究。 
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