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摘 要

I

H5、H7和 H9亚型 AIV三重荧光定量 RT-PCR方法与 H7

cELISA方法建立及 H5亚型 HA蛋白单抗制备

摘 要

禽流感是一种急性、高度接触性的传染病，其病原禽流感病毒（Avian influenza

virus，AIV）属于正黏病毒科 A型流感病毒属。禽流感病毒具有多种亚型，亚型之间

无交叉保护性，且抗原变异频繁，以 H5和 H7亚型为代表的高致病性 AIV 传播快，

危害大，每次暴发都造成巨大的社会和经济损失，H9亚型低致病性 AIV 全球流行最

为广泛，持续为其他亚型 AIV 提供内部基因，严重降低家禽生产效率，影响养禽业的

可持续发展；AIV感染宿主广泛，包括多种家禽、留鸟、迁徙候鸟和部分哺乳动物，

通过长期进化，部分 H5、H7和 H9亚型毒株已经成功跨越种间屏障导致人类感染，

对人类生命健康构成严重威胁。为实现对禽流感的有效监测和防控，需要依赖快速、

准确的诊断技术。当前，以实时荧光定量 RT-PCR为代表的核酸诊断技术，具有快速、

敏感和准确的特点，成为 AIV 鉴定分型和流行病学监测的重要工具。而以 ELISA 为

代表的血清学检测技术因操作简便、敏感特异、速度快且高通量，有力推动了禽流感

早期诊断和免疫抗体水平监测的高效开展。本研究针对 H5、H7和 H9亚型 AIV，建

立了三重荧光定量RT-PCR方法并进行试剂盒的组装，建立了H7亚型AIV竞争ELISA

（cELISA）抗体检测方法，并制备了 H5亚型 AIV 血凝素蛋白（HA）单克隆抗体，

为有效防控这三种亚型禽流感提供了有力工具，具体研究如下：

1. AIV H5、H7和 H9亚型三重荧光定量 RT-PCR方法的建立

本研究通过对 Genbank报道的所有 H5、H7和 H9亚型 AIV 的 HA基因序列进行

比对分析，设计并合成特异性探针和引物，调整优化反应体系和反应程序后建立了鉴

别 H5、H7和 H9亚型 AIV 的三重荧光定量 RT-PCR方法，扩增时间约 70 min。该法

对 H5、H7和 H9亚型 AIV 滴度的最低检出限分别为 103、102和 102 EID50/100 μL，对

于 H5亚型 AIV 滴度在 107-103 EID50/100 μL范围内呈线性关系，而对于 H7和 H9 亚

型 AIV 滴度定量线性范围在 106-102 EID50/100 μL之间。该方法仅对 H5、H7和 H9亚

型 AIV 呈现特异性扩增曲线，不与其他亚型 AIV 和其他禽类病毒产生交叉反应，无

假阳性现象。该方法的组内和组间重复性试验变异系数均小于 4％，显示出良好的稳

定性。经过共感染模型分析，证明该方法可以精确检测不同病毒滴度的 H5、H7 和

H9亚型 AIV 混合感染。根据本研究所建立的方法对试剂盒进行组装，临床样本的效
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力实验分析显示，该试剂盒与病毒分离鉴定方法高度符合。综上所述，该方法具有高

通量、快捷、准确和灵敏等优点，为 H5、H7和 H9亚型 AIV 的临床早期快速鉴别诊

断提供了新型工具。

2. H7亚型禽流感病毒 cELISA抗体检测方法的建立

用蔗糖密度梯度离心法纯化的 H7灭活全病毒作为包被抗原，抗 H7亚型 AIV 血

凝素蛋白单克隆抗体纯化腹水作为竞争抗体，建立了 H7亚型 AIV cELISA 抗体检测

方法。本方法首先优化明确了最佳反应模式，当包被抗原浓度为 4 μg/mL，竞争单抗

浓度为 0.625 μg/mL，待检血清稀释倍数为 1:5时，阳性单因子血清抑制率达到峰值。

然后通过 ROC曲线分析界定了该方法的检测临界值，鸡、鸭和孔雀血清检测抑制率

临界值分别确定为 30.11％、26.85％和 45.66％。最后性能评估试验结果显示，该方法

能特异性检测血清样本中的 H7抗体，与其他亚型 AIV 和常见禽类病毒阳性血清无交

叉反应；以血凝抑制试验（HI）作为对照，该检测方法对阳性鸡、鸭和孔雀血清最低

检测限度分别达到 20、21 和 2-1HI 滴度；用建立的方法与 HI 试验平行检测 400份临

床血清样本，其中鸡血清 115份，鸭血清 145份和孔雀血清 140份，相对于 HI试验

的检测符合率分别达到 100%、98.6%和 99.3%。以上结果表明本研究建立的 H7抗体

快速检测方法特异性强、灵敏度高、便于大批量检测且与 HI 试验高度相关，对 H7

亚型 AIV的血清学诊断和疫苗免疫效果监测与评价具有实用价值。

3. H5亚型禽流感病毒 HA蛋白单克隆抗体的制备及鉴定

用纯化的重组蛋白 pColdI-H5-HA1免疫 Balb/c雌性小鼠，取高血清抗体效价小鼠

的脾细胞与生长对数期的 sp2/0细胞进行细胞融合，用间接 ELISA法筛选阳性杂交瘤

细胞后，经 4轮有限稀释法亚克隆，最终获得 2株杂交瘤细胞株，依次命名为 11H4

和 12G4，均能稳定分泌抗 H5-HA1蛋白单抗，抗体亚类均为 IgG1，轻链均为κ链。

间接 ELISA 法检测 2 株单抗细胞培养上清的抗体效价，分别达到 1:10000 和 1:10；

Western blot分析表明 2株单抗能与纯化的 H5-HA1重组蛋白发生特异性反应；IFA分

析表明均能与 H5亚型 AIV 感染的MDCK 细胞发生特异性反应，而与其他亚型 AIV

感染的MDCK细胞不发生交叉反应。综上所述，以上两株 H5单抗有望应用于 H5亚

型 AIV诊断方法的研究。

关键词：禽流感病毒；实时荧光定量 RT-PCR；cELISA；单克隆抗体
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ESTABLISHMENT OF TRIPLE REAL-TIME

FLUORESCENCE QUANTITATIVE RT-PCRASSAY FOR

AIV H5, H7 AND H9 SUBTYPES AND cELISAASSAY FOR

H7 SUBTYPEAND PREPARATION OFMONOCLONAL

ANTIBODYAGAINST HA PROTEIN OF H5 SUBTYPE

ABSTRACT
Avian influenza is an acute, highly contagious infectious disease caused by the avian

influenza virus (AIV) in the genus of influenza viruses belonging to the Orthomyxoviridae

family. AIVs can be classified as multiple subtypes accompanied by frequent antigenic

variations, with no cross-protection between different subtypes. Highly pathogenic AIV

represented by H5 and H7 subtypes spread quickly and their outbreaks impose huge

damage to social economy. As the most widespread low pathogenic AIV is in the world, the

H9 subtype continues to provide internal genes for other subtypes of AIV, which seriously

endangers the production efficiency of poultry. Through long-term evolution, H5, H7, and

H9 subtypes AIV acquire the ability to directly infect people across the interspecies barrier,

which seriously threatens human life and health. In order to achieve effective monitoring

and prevention of avian influenza, it is necessary to apply fast and accurate diagnostic

techniques. Currently, the real-time fluorescent quantitative RT-PCR assay is fast, sensitive,

and accurate, rendering it an important tool for AIV identification, subtyping and

epidemiological surveillance. And the ELISA assay is easy to operate, highly sensitive,

specific and fast with high-throughput, which promotes avian influenza early diagnosis and

monitoring of antibody levels after immunization. In this study, a one-step triple real-time

fluorescence quantitative RT-PCR detection method was constructed for detection of H5,

H7, and H9 subtypes AIV. Besides, the H7 subtype AIV competition ELISA antibody

detection assay was established; finally, monoclonal antibodies (McAbs) against H5

subtype AIV were successfully prepared by using lymphocyte hybridoma technology. The

specific research is as follows:

1. Development of one-step triple real-time fluorescent quantitative RT-PCR rapid

detection assay for H5, H7 and H9AIVs
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In this study, by comparing and analyzing the HA gene sequences of all H5, H7, and

H9 subtypes AIV retrieved from Genbank, we designed and synthesized specific probes and

primer pairs. After adjusting and optimizing the reaction system and reaction procedures,

we established the one-step triple real-time quantitative RT-PCR assay for differential

detection of H5, H7 and H9 subtype AIVs within 70 minutes. The minimum detection

limits of this assay for H5, H7 and H9 subtype AIV titers were 103, 102 and 102 EID50/100

μL, respectively. For H5 subtype, the viral titers were linear in the range of 107-103

EID50/100 μL; For H7 and H9 subtypes, the viral titers were within a linear range of

quantification between 106-102 EID50/100 μL. This assay only showed specific

amplification curves for H5, H7, and H9 subtypes AIV without false positive results with

other subtypes AIV and a variety of other avian viruses. The variation coefficients of intra-

and inter-assay repeatability tests of this method fell less than 4%, showing good

repeatability. It was proved that the assay could accurately detect mixed infections of H5,

H7, and H9 subtype avian influenza viruses with different virus titers in the co-infection

model. After analyzing the efficacy test results of clinical swab samples, the coincidence

rate of this assay with virus isolation and identification was extremely high. In summary,

this assay owns the advantages of high throughput, rapidity, accuracy and sensitivity, thus

providing a new tool for the rapid clinical early differential diagnosis of H5, H7 and H9

subtype AIV.

2. Development of a cELISA antibody detection assay for H7 subtype AIV

With H7 inactivated whole virus particles purified by sucrose density gradient

centrifugation as the coating antigen, and a purified McAb against HA protein of H7

subtype AIV as competitive antibody, a cELISA antibody detection assay for H7 subtype

AIV was established. The optimal reaction conditions were optimized and determined at the

beginning. When the antigen coating concentration was 4 μg/mL, the concentration of the

McAb was 0.625 μg/mL, and the dilution ratio of the test serum was 1:5, the positive

monospecific serum inhibition rate reached its peak. The ROC curve analysis was used to

define the detection thresholds of the method. The cut-off values of the chicken, duck and

peacock serum detection inhibition rates were determined to be 30.11%, 26.85% and

45.66%, respectively. The performance evaluation test results showed that the assay could

specifically detect anti-H7 antibodies in serum samples with no cross-reaction with other

subtypes of AIV and common avian respiratory virus positive sera; With the

hemagglutination inhibition test (HI) as a control, the minimum detection limits for chicken,
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duck and peacock positive serum reached 20, 21 and 2-1HI titers respectively; a total of 400

clinical serum samples for chicken, duck and peacock were tested in parallel by using the

established assay and HI test. Compared to the HI test, the compliance rates reached 100%,

98.6%, and 99.3%, respectively. The above results showed that the H7 antibody rapid

detection assay established in this study was highly specific, extremely sensitive,

convenient for large-scale detection, and highly correlated with the HI test with practical

value for the serological diagnosis of H7 subtype AIV and the monitoring and evaluation of

vaccine immunization efficacy.

3. Preparation and Identification of Monoclonal Antibody against HA Protein of H5

Subtype AIV

In this study, the purified prokaryotic expressed recombinant protein pColdI-H5-HA1

were used as immunogen to immunize Balb/c female mice, and splenocytes from mice with

high serum antibody titers and sp2/0 cells in logarithmic growth phase were used for cell

fusion. HAT selection culture was used to screen positive hybridomas. After the cells were

subcloned by four rounds of limiting dilution, two monoclonal antibody hybridoma cell

lines capable of stably secreting anti-H5-HA1 protein antibodies were obtained, named

11H4 and 12G4 in sequence. The McAbs 11H4 and 12G4 belonged to IgG1 subclass and

the light chains were κ chains. The antibody titers of the two McAb cellular supernatants

tested by the indirect ELISA method reached 1: 10,000 and 1:10, respectively. Western blot

analysis showed that the two McAbs could specifically react with purified H5-HA1

recombinant protein; IFA analysis showed that 11H4 and 12G4 could specifically react with

MDCK cells infected with H5 subtype AIV virus, but did not cross-react with MDCK cells

infected with other subtype AIV. In summary, the above two McAbs 11H4 and 12G4 are

expected to be useful in the establishment of early diagnostic methods for H5 subtype AIV.

KEY WORDS: avian influenza virus; real-time fluorescent quantitative RT-PCR;

cELISA; monoclonal antibody
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缩略语中英文对照

英文缩写 英文名称 中文名称

AGID Agar gel immunodiffusion 琼脂凝胶免疫扩散试验

AI Avian influenza 禽流感

AIV Avian influenza virus 禽流感病毒

ALV-J Avian leukosis virus-J subgroup 禽白血病病毒

bp Base pair 碱基对

EID50 Fifty-percent chicken embryo infective dose 半数鸡胚感染量

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验

FITC Fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素

HA Hemagglutinin 血凝素

HI Hemagglutination inhibition 血凝抑制试验

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶

IBV Infectious bronchitis virus 鸡传染性支气管炎病毒

IBDV Infectious bursal disease virus 鸡传染性法氏囊病毒

IFA Indirect immunofluorescence assay 免疫荧光技术

LAMP Loop-mediated isothermal amplification 环介导等温核酸扩增技术

M Matrix protein 基质蛋白

McAb Monoclonal antibody 单克隆抗体

NA Neuraminidase 神经氨酸酶

NASBA Nucleic acid sequence-based amplification 依赖核酸序列扩增技术

NS Nonstructural protein 非结构蛋白

NDV Newcastle disease virus 新城疫病毒

OD Optical density 光密度

PA Polymerase acidic subunit 聚合酶酸性蛋白

PB1 Polymerase basic 1 subunit 聚合酶碱性蛋白 1

PB2 Polymerase basic 2 subunit 聚合酶碱性蛋白 2

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

RT-PCR Reverse transcription-polymerase chain reaction 反转录聚合酶链式反应

SPF Specific pathogen free 无特定病原体

VNT Virus neutralization test 病毒中和试验
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本研究的目的与意义

我国是世界第一养禽大国，家禽种类和数量繁多、饲养密度高、模式多样，同时

携带大量 AIV 的野生禽类每年进行大规模移动迁徙，共同促进了不同亚型和谱系 AIV

在易感禽类间的相互传播和基因交流，因而 AIV 基因型和抗原性变异迅速，致病性和

传播能力随之变化，最终导致宿主范围产生变化，加之人口流动的活跃、生活范围的

扩大和生产贸易的频繁往来，进一步增加了 AIV 由禽类向人传播的机率。多种因素下

导致禽流感的复杂流行局势和公共卫生安全所面临的压力，目前对我国影响巨大的主

要包括 H5、H7和 H9亚型禽流感，结合我国针对禽流感所采取的免疫预防策略，这

对三种亚型禽流感的监测提出了更高的要求，早期快速诊断和血清学监测成为前沿阵

地。

首先，本研究借助实验室已有工作平台，根据 H5、H7和 H9亚型 AIV的 HA靶

基因保守序列，分别设计并合成探针和引物对，建立了在一个反应体系中快速检测

H5、H7和 H9亚型 AIV 的三重荧光定量 RT-PCR方法并组装试剂盒。其次，本研究

基于实验室已有的 H7亚型 AIV血凝素蛋白单抗和纯化的 H7亚型灭活全病毒，研制

出了 H7亚型 AIV cELISA抗体检测方法，用于测定不同种属动物血清中的 H7抗体滴

度。最后，本研究通过 B淋巴细胞杂交瘤技术，制备了针对 H5亚型禽流感病毒 HA

蛋白的单克隆抗体。

本研究中开发的三重荧光定量 RT-PCR方法为 H5、H7和 H9三种重要亚型 AIV

的实验室鉴别诊断提供了一种有效、快速、高通量的新型技术手段，为临床上三种亚

型的混合感染率监测提供了便利。单克隆抗体凭借其高特异性和专一性等优势在禽流

感的诊断和治疗等领域正在发挥日益重要的作用，本研究基于 H7单抗建立的 cELISA

方法操作简便，检测速度快，对于基层单位大批量血清样本 H7抗体水平的检测具有

推广应用价值；此外，本研究成功制备的 H5亚型禽流感病毒 HA1蛋白单克隆抗体为

H5亚型 AIV 血凝素蛋白的空间结构和抗原表位鉴定提供了良好的工具，为 H5亚型

AIV的特异性诊断及鉴定奠定了基础，同时对 H5亚型 AIV 抗原变异、致病性变化及

宿主范围改变的研究具有重要意义。
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第一篇 文献综述

第一章 禽流感病毒的研究进展

1 禽流感概述

禽流感（Avian influenza，AI）是禽流行性感冒的简称，是由禽流感病毒（Avian

influenza virus，AIV）引起的主要感染禽类的一种急性、高度传染性的疾病，本病一

旦暴发传播迅速，常呈流行性或大流行。高致病性禽流感又被称作真性鸡瘟、欧洲鸡

瘟。

2 禽流感病毒病原学

2.1 病毒粒子形态、组成结构与理化特性

禽流感病毒在分类上属于正黏病毒科流感病毒属中的甲型流感病毒，临床分离到

的病毒粒子呈丝状，经多次传代后呈球形，直径 80-120nm[1]。AIV 病毒粒子在结构上

划分为三层，最外层由一层脂质囊膜包裹，表面镶嵌两种辐射状密集排列的糖蛋白纤

突血凝素和神经氨酸酶，以及非糖基化的质子通道蛋白M2；囊膜下层为基质蛋白M1

层；最内层为核糖核蛋白复合体，由病毒 RNA片段、聚合酶蛋白以及核蛋白组成。

AIV病毒粒子相对分子质量约为 2.5×108，蔗糖溶液浮密度为 1.19g/cm3，非丝状 AIV

病毒粒子沉降系数大小为 700-800S，由 70%蛋白质，20%脂类，5%-8%碳水化合物和

1%RNA等化学物质组成，不耐热，对干燥、日光、紫外线照射、脂溶剂、甲醛和氧

化剂等敏感[2, 3]。

2.2 基因组与主要功能蛋白

AIV 属于单股负链 RNA 病毒，其基因组由 8 个独立的病毒 RNA（viral RNA，

vRNA）片段（PB2、PB1、PA、HA、NP、NA、M和 NS）组成，全长 13.6kb，单个

基因片段长度在 736-2396bp之间，编码至少 17种病毒功能蛋白[4]。根据 AIV 囊膜表

面血凝素（hemagglutinin，HA）和神经氨酸酶（neuraminidase，NA）的差异，AIV

可被划分为 16种 HA 亚型和 9 种 NA 亚型[5]。依据 AIV 不同毒株致病性和毒力的差

异，AIV 可被划分为高致病性禽流感病毒（HPAIV）和低致病性禽流感病毒（LPAIV）

两类。按照历史和地理位置的分布以及病毒基因的进化关系，AIV 又可以被分为欧亚

和北美两大基因谱系[6]。
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2.2.1 血凝素

HA蛋白是 AIV 粒子表面最主要的成分，形态为棒状三聚体分子，结构上分为球

状的头部以及纤维状的茎部，HA头部主要由 HA1分子构成，是高变区，茎部由 HA2

及部分 HA1分子构成，相对保守。HA 蛋白在细胞核糖体内合成后以 HA0前体蛋白

形式存在，在内质网分子伴侣作用下形成三聚体，经糖基化和乙酰化等翻译后修饰并

切除信号肽后，由高尔基体运输到细胞表面，在病毒出芽释放后 HA0 前体在裂解位

点被蛋白酶切割为 HA1和 HA2亚基，通过二硫键相连，是 AIV 感染细胞的先决条件。

HA对蛋白酶裂解的敏感性直接由 HA蛋白裂解位点的氨基酸序列和结构所决定，后

者因而成为直接影响 AIV 宿主特异性和致病性的关键因素[7, 8]。HA 蛋白的首要功能

是识别与结合宿主细胞表面糖蛋白或糖脂分子末端的唾液酸受体，其受体结合位点位

于 HA分子的头部，该特性是 AIV 跨宿主传播能力的重要因素[9]。HA蛋白的第二个

主要功能是在酸性条件下借助 HA2亚基的桥梁作用诱导膜融合[9]。此外，HA蛋白是

AIV的主要保护性抗原蛋白，会诱导宿主产生强烈的免疫反应，导致中和抗体的产生

[10]。

2.2.2 聚合酶（polymerase）

AIV的 RNA依赖性 RNA聚合酶是一个致密复合体，由三类蛋白组成，即聚合酶

碱性蛋白 2（PB2）、聚合酶碱性蛋白 1（PB1）和聚合酶酸性蛋白（PA），在核糖体

中合成之后，PB2蛋白可独立从细胞浆进入细胞核，而 PB1和 PA蛋白则需形成二聚

体后才能进入细胞核，最终在细胞核组装成完整的复合体。RNA 聚合酶复合体调控

AIV基因组的复制和转录过程[11]。

PB2蛋白由 AIV 基因组 vRNA 1片段编码，全长 759个氨基酸，PB2蛋白通过与

宿主 mRNA前体分子的帽子结构结合，促进产生病毒 vRNA转录所需的 5’帽子结构

的寡核苷酸引物，对 AIV 的转录起始发挥重要作用[12]。此外，PB2蛋白还是 AIV 致

病性和传播能力的重要决定因子[13]。

PB1蛋白是 RNA聚合酶复合体的核心，由 AIV 基因组 vRNA 2片段编码，全长

757个氨基酸，通过羧基端与 PB2蛋白结合，氨基端和 PA蛋白结合[14]。PB1蛋白通

过与病毒 RNA的末端结合，以起始基因组的转录和复制[15]。

PA蛋白由 AIV 基因组的 vRNA 3片段编码，全长 716个氨基酸，在 AIV 的复制

和转录中发挥重要作用，PA蛋白的氨基端结构域具有核酸内切酶活性，是聚合酶复

合体切割宿主 mRNA前体 5’帽子结构的功能部位，其羧基端的突变可导致聚合酶失

去转录活性[16, 17]。
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2.2.3 神经氨酸酶

NA蛋白是 AIV 粒子表面的第二种糖蛋白，结构为四聚体，其每个单体由一个球

状的头部、一个茎区、一个疏水跨膜区和一段短而保守的氨基端胞质区组成[18]。其主

要功能为在病毒感染靶细胞时，识别细胞表面 AIV 受体末端的唾液酸残基，促进病毒

侵入细胞；在病毒感染后期，切割宿主细胞表面以及新生病毒粒子表面的唾液酸，促

进病毒粒子的出芽、释放和扩散，防止出现聚集[19, 20]。保持 HA和 NA活性的平衡对

AIV致病性至关重要，不仅需要良好的 HA活性确保病毒的吸附，同时又需要相应的

NA活性以保证子代病毒的释放。NA蛋白也具有抗原性，但 NA蛋白的抗体不能中和

病毒感染，对病毒复制有一定程度的抑制作用[21]。

2.2.4核蛋白（nucleoprotein，NP）

核蛋白是 AIV 的主要结构蛋白，全长 498个氨基酸，在结构上由头部结构域、主

体结构域和尾部结构域共同组成[22]。其中 NP蛋白的头部和主体结构域构成 RNA结

合槽，暴露于蛋白表面，含大量保守的碱性氨基酸，对 RNA具有很强的结合力。其

尾部结构域插入相邻 NP蛋白分子的主体结构域形成环状结构，最终形成首尾相连的

寡聚体结构[23]。RNA依赖性 RNA聚合酶的 3个亚基 PB2、PB1、PA与 NP蛋白以及

RNA共同构成核糖核蛋白（vRNP）复合体，在病毒包装和复制过程中发挥关键作用。

核蛋白还决定宿主的特异性，并参与 AIV 复制过程中的多个阶段。NP蛋白抗原结构

稳定，高度保守，具有型和种属特异性，在不同亚型间具有交叉反应活性，是通用疫

苗设计的潜在靶点[24]。

2.2.5基质蛋白（matrix protein，M）

基质蛋白由 AIV 基因组的 vRNA7 编码，有两个开放阅读框，分别翻译 M1 和

M2蛋白。基质蛋白M1位于病毒粒子囊膜下，是含量最丰富的病毒结构蛋白，全长

252个氨基酸，单体呈棒状结构，由 2个球状的螺旋结构域组成，具有多聚化特性[25]。

M1蛋白主要功能为调节 vRNP复合体输出细胞核的过程，以及在抑制病毒基因组转

录以及病毒出芽过程中发挥核心作用[26]。M2蛋白是 AIV 粒子表面除 HA和 NA以外

的第 3种囊膜蛋白，全长 97个氨基酸，由羧基端的胞质尾区、中间的跨膜区和氨基

端的胞外区（M2e）组成，结构为同源四聚体[27]。M2e在 AIV 进化过程中非常稳定，

具有广谱交叉保护作用，成为广谱疫苗的重要研究方向。M2蛋白的质子通道活性对

维持病毒内部的酸性环境和病毒的有效复制起调节作用，且M2蛋白在病毒粒子的包

装和出芽过程中发挥重要作用[28]。
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2.2.6非结构蛋白（nonstructural protein，NS）

非结构蛋白由 AIV 基因组的 vRNA8 编码，分为 NS1 和 NS2两种蛋白。NS1 蛋

白全长 217-237个氨基酸，由氨基端 RNA 结合区域和羧基端效应结构域组成，结构

为二聚体[29]。NS1蛋白具有核定位信号和核输出信号，在细胞核与细胞质之间转运。

NS1蛋白的主要功能为拮抗宿主天然免疫应答，抑制干扰素的产生，且与 AIV 的毒力

和宿主特异性相关[30]。非结构蛋白 NS2 全长 121个氨基酸，其主要功能为在病毒复

制后期，通过与M1蛋白的协同作用介导 vRNP复合体从细胞核输出到细胞质，故又

被称为核输出蛋白 NEP[31]。

2.3 禽流感病毒进化与变异

2.3.1 病毒基因组变异

AIV在长期进化过程中不断产生变异，其变异方式有两种，即基因突变和基因重

组。由于 AIV 的 RNA依赖性 RNA聚合酶缺乏 5’-3’ 核酸外切酶活性，不具有自我校

正功能，因此在病毒复制过程中极易发生基因突变，基因突变率约为 4.1×10-3/(位点∙

年)[32]。AIV 的高突变率特征使得其在遗传性、抗原性、致病性、受体结合特性、耐

药性以及跨宿主传播能力等方面发生复杂变异。此外，AIV 的基因组由 8条独立单股

负链 RNA组成，当不同亚型 AIV 感染同一宿主细胞时，则容易发生病毒间基因片段

的交换而产生新病毒，此即基因重组，在 AIV 流行过程中非常频繁和复杂，是其持续

进化和变异的主要驱动力[33]。大量研究揭示了不同亚型 AIV 在野鸟、水禽和家禽间

不断发生基因重组，自然界不断出现危害动物及人类健康的新基因型。

2.3.2 病毒抗原性变异

在感染宿主免疫系统的选择压力下，AIV的抗原变异十分频繁，根据其抗原性变

异的程度不同可以分为两类，即抗原漂移（antigenic drift）和抗原转变（antigenic shift）。

HA蛋白和 NA蛋白是 AIV 的主要表面抗原，HA蛋白感染宿主细胞后诱导产生中和

抗体，而 NA蛋白诱导产生的抗体具有一定的免疫保护作用。抗原漂移是指在病毒复

制过程中，HA和 NA蛋白抗原位点氨基酸产生的点突变逐渐累积，导致抗原性发生

变异[34]。研究发现，H5N1 亚型 AIV 的 HA基因在进化上形成多达 10 个不同分支，

不同分支之间抗原性差异明显，2.1分支 H5N1 亚型 AIV 的抗原漂移由几个位于 HA

蛋白受体结合位点附近的氨基酸所决定[35]。抗原转变为 HA或 NA蛋白的主要抗原变

化，是指 AIV 之间发生基因重组之后获得不同亚型的 HA或 NA基因，从而产生抗原

性发生根本改变的基因重组病毒，无法被以往流行 AIV 抗体所中和，从而引发大流行

[36]。
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2.3.3 病毒受体结合特性变异

AIV感染宿主的第一步是其囊膜表面HA糖蛋白与宿主细胞表面的唾液酸受体结

合，AIV 优先识别并结合唾液酸α2,3-半乳糖苷受体（“禽型”受体），这一过程与

HA1蛋白 RBS区的氨基酸位点密切相关，RBS区的单点突变即可改变 AIV 的受体结

合特性，由唾液酸α2,3-半乳糖苷受体转变为唾液酸α2,6-半乳糖苷受体（“人型”受体），

而HA蛋白获得与唾液酸α2,6-半乳糖苷受体结合的能力是AIV适应人类宿主的关键步

骤[37]。目前出现的突破种间屏障感染人的 H5N1、H7N9亚型禽流感病毒均携带与受

体结合特异性相关的位点突变，从而提高其与唾液酸α2,6-半乳糖苷受体的亲和力[38]。

3 禽流感病毒流行病学

3.1 禽流感病毒的传播

AIV的天然储存宿主为野生水禽，呈隐性感染，无临床症状表现，但会持续性向

外排毒，带毒野生水禽的大规模迁徙无疑扩大了 AIV 的传播范围。AIV 主要在禽鸟中

传播，有时会引起多种哺乳动物和人感染和发病。其传染源分为活体传染源和非活体

传染源，前者主要是 AIV 感染的禽鸟，后者包括 AIV 感染的禽鸟的排泄物和相关禽

产品，以及这些物品污染的物体。AIV 主要通过水平传播，主要模式为以气溶胶为媒

介的空气传播和以摄入为主的粪-口传播，感染潜伏期从数小时到数天不等，最长可达

21d。

3.2 禽流感病毒的流行概况

禽流感病毒自发现以来，就对家禽及野禽的生产和健康产生巨大影响，严重威胁

人类公共卫生安全，成为世界各国动物疫病防控的重中之重。禽流感的历史记载可一

直追溯到 1878年，当时 Perroncito在意大利首次报道了高致病性禽流感，当时称之为

鸡瘟，引起家禽很高的群体死亡率[39]。截至目前为止，从禽类体内已监测到 16种 HA

亚型 AIV，其中以 H5、H7和 H9亚型造成的负面影响最甚。

3.2.1 H5亚型的流行概况

全球首例 H5N1亚型高致病性禽流感疫情于 1959年在苏格兰暴发，我国于 1996

年在广东省首次暴发 H5N1（Gs/Gd/96）高致病性禽流感疫情，随即 1997年中国香港

养鸡场暴发 H5N1亚型流感疫情，死亡率惊人，经济损失惨重，同时首次出现人感染

H5N1病例，共造成 18人感染，6人死亡[40, 41]。2001年后，在中国香港家禽和野鸟中

又多次分离到 H5N1亚型 AIV，其 HA基因仍来源于 Gs/Gd/96类似病毒，但内部基因

已呈现多样性。2003年，Z基因型 H5N1亚型 AIV 引爆泰国、马来西亚等东南亚多国
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[42]。2005年 4月，我国青海湖超过 6000只野生候鸟因感染 H5N1亚型 AIV 规模性死

亡。据WHO统计，全球已有 17个国家共确诊感染 H5N1亚型 AIV 人数达 861人，

其中 455例死亡，死亡率超 50%；中国已确诊 53例 H5N1亚型 AIV 感染患者，其中

31例死亡，死亡率约为 60%。随着时间的推移，H5N1亚型 AIV 的 HA基因已产生不

同程度的地区性变异，并不断演化出新分支[43]。H5N2亚型 AIV 首先于 1983年在美

国宾夕法尼亚州暴发疫情，其后又在 1994年墨西哥、1997年意大利、1999年比利时、

2004年美国、2006和 2011年南非、2012年中国台北等地多次引发疫情[44]。H5N3亚

型 AIV曾于 1961年在南非引发燕鸥疫情[45]。H5N5亚型 AIV 于 2008年在中国活禽市

场首次分离到，并于 2016年欧洲多国暴发疫情。H5N6亚型 AIV 于 1975年首次从美

国绿头鸭体内分离到，于 2014年中国湖南省长沙市出现首例人感染病例，同年在中

国四川省出现人死亡病例，该年暴发的多次疫情为养禽业带来巨大的经济损失，目前

H5N6 亚型 AIV 主要存在于中国、老挝及朝鲜[46, 47]。H5N8 亚型 AIV 于 1983 年首次

在爱尔兰暴发疫情，后于 2014年在韩国暴发疫情，H5N8 亚型 AIV 通过野鸟的迁徙

来进行传播，目前已经扩散到全球 40多个国家，其中欧洲疫情最为严重[47]。

3.2.2 H7亚型的流行概况

早在 1894年意大利北部就暴发了一次 H7亚型高致病性禽流感，1877-1935年间

在意大利呈地方流行，并迅速在欧洲范围内扩散。1902年意大利最先报道发现的鸡瘟

后经证实为 H7N7亚型 AIV[48]。1927年先后在荷兰和德国发生 H7N7和 H7N1亚型禽

流感疫情。自 1959年从人体内首次分离到 H7N7亚型 AIV，随后陆续有 H7亚型 AIV

感染人病例。1963年英国暴发 H7N3疫情后，从 1976-1985年分别在澳大利亚、英国

和德国等国暴发四次 H7N7亚型禽流感疫情。澳大利亚于 1992 年暴发 H7N3 亚型禽

流感疫情后，澳大利亚和巴基斯坦于 1994年又一次暴发 H7N3疫情。1997年在澳大

利亚暴发严重的 H7N4 亚型禽流感疫情。1999-2000 年在意大利暴发 H7N1 亚型禽流

感疫情，经济损失惨重。2003年荷兰暴发大规模的 H7N7亚型禽流感疫情，并波及周

边的比利时和德国，首次报道人感染 H7N7亚型 AIV 致死病例，经研究表明分离毒株

与α2,6半乳糖苷唾液酸受体的亲和力增强，与人流感病毒相似[49]。2004年在加拿大暴

发 H7N3亚型禽流感疫情，从两人体内分离到 H7N3亚型 AIV。2005年在朝鲜养鸡场

暴发 H7N7亚型禽流感疫情。2006-2012年期间又在意大利、加拿大、墨西哥、荷兰、

英国、德国、丹麦、挪威、韩国、日本等多国暴发 H7N1、H7N2、H7N3、H7N6、H7N7、

H7N8和 H7N9等多种亚型禽流感疫情[50, 51]。2013年中国出现全球首例人感染新型重

配 H7N9亚型 AIV 死亡病例，随后在 2013-2017年我国先后暴发五波 H7N9禽流感疫

情，大量 H7N9毒株携带哺乳动物适应性位点突变以及耐药位点突变，2017年第五波
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疫情中的 H7N9分离株的 HA裂解位点更是插入多个碱性氨基酸，提示该病毒已发生

变异，成为高致病性禽流感病毒，严重危害公共卫生安全[52, 53]。到目前为止，H7亚

型 AIV遍布全球，其对家禽业和公众健康的危害程度不言而喻。

3.2.3 H9亚型的流行概况

H9亚型 AIV 作为全球流行最为广泛的 LPAIV之一，其对家禽生产的影响日益严

重，逐渐成为国际关注焦点。自 1966年从美国威斯康星州火鸡体内首次分离到 H9N2

亚型 AIV以来，该亚型已经蔓延到世界范围，导致家禽生产性能降低，危害养禽业的

健康发展[54]。1994年在中国境内广东省首次分离到 H9N2亚型 AIV，经过数十年的遗

传演化，H9亚型 AIV 已经成为我国流行的主要禽流感病毒亚型[55]。H9N2亚型 AIV

不仅在家禽和野禽中广泛流行，甚至可以突破物种间屏障直接感染哺乳动物和人，早

在 1998年我国广东省就首次报道了 H9N2 亚型 AIV 感染人病例[56]。此外，H9N2 亚

型禽流感病毒常为新型重配病毒提供内部基因，研究表明 1997 年报道的感染人的

H5N1亚型HPAIV和 2013年报道的感染人的H7N9亚型和H10N8亚型AIV其部分内

部基因均由 H9N2亚型 AIV 提供，其公共卫生意义不容忽视[57]。

4 禽流感病毒的诊断技术

4.1 临床及病理诊断

禽流感特征性临床症状表现为冠髯发绀、出血，头颈部肿大，流泪流涕，呼吸困

难，衰竭死亡，部分病例会出现明显的共济失调等神经症状；临床病理变化特点为脚

胫鳞片及多处皮肤出血，皮下水肿，眼结膜出血，消化道（从口腔至泄殖腔）黏膜出

血、坏死、溃疡，腺胃乳头出血；组织病理变化特点为水肿、充血、出血和血管周围

淋巴细胞性管套形成，主要表现在心肌、肺、肾、脾、脑和胸腺等器官。但禽流感的

临床症状和病理变化受多种因素影响变异较大，且难以与其他有类似症状的传染病区

分，无法做出准确诊断，确诊禽流感需要利用实验室诊断技术。

4.2 病原学诊断

病毒分离与鉴定目前仍是禽流感的一种高敏感性和实用的标准诊断方法，经鸡胚

培养分离到有血凝性的病毒后，通过血凝-血凝抑制试验（HA-HI）及 RT-PCR确定亚

型并测序，根据序列分析及鸡胚死亡时间初步判定是否为高致病性毒株。但该方法在

应用时也有一定的限制因素：操作程序繁琐，耗时费力，生物安全要求高，不利于大

规模临床检测的推广应用。
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4.3 免疫学诊断

4.3.1 血凝试验（hemagglutination，HA）和血凝抑制试验（hemagglutination inhibition，

HI）

目前，应用最为广泛的免疫学诊断方法依然是血凝-血凝抑制试验，其既是WHO

进行全球流感监测推荐采用的方法，也是我国目前针对 AI 感染和免疫的主要检测依

据。AIV 囊膜表面的血凝素 HA能凝集多种动物的红细胞，这种凝集特性能被含特异

抗体的血清抑制。HI试验具备较高的敏感性和特异性，适用于 AIV 的鉴定和血清中

AIV抗体滴度的测定。但需要注意检测前需要先去除血清中非特异性的凝集因素，同

时需要对抗原进行标准化。此外，HI试验对操作人员专业素养要求高，试验周期长，

结果判定主观性较强。

4.3.2 琼脂凝胶免疫扩散试验（agar gel immunodiffusion，AGID）

1970年，Beard 首次建立了用于禽流感抗原检测的 AGID，根据免疫沉淀原理，

当可溶性抗原和抗体以适当比例在半固体琼脂凝胶相遇后在电解质参与下会产生一

条白色沉淀线，该方法用于检测 AIV 的共同抗原核蛋白或基质蛋白。该法操作简便、

特异性较高，但是敏感性较低，不能区分感染与免疫。

4.3.3 病毒中和试验（virus neutralization test，VNT）

病毒中和试验，是指在体外适宜条件下混合孵育病毒与特异性抗体，使之充分发

生反应，再将混合物接种到敏感的宿主体或细胞内，用于测定残存病毒感染力的一种

方法。该方法是一种经典的血清学检测技术，敏感性和特异性良好，同时可以测定动

物体内中和抗体含量，但由于操作较繁琐、耗时，且因为操作感染性病毒对实验室生

物安全级别要求高，使得该方法无法应用于临床快速诊断。

4.3.4 免疫荧光技术（indirect immunofluorescence assay，IFA）

免疫荧光技术，是指根据抗原与抗体的特异结合特性，先用荧光素标记已知的抗

原或抗体，将制成的荧光抗原或抗体作为探针，检测组织或细胞内的相应抗体或抗原，

其优点包括敏感性高、特异性强和速度快等。2006年 Dirk Deregt等利用微球免疫法

将重组 NP 蛋白结合于 Luminex 聚苯乙烯微球上，用于检测 AIV 抗体，检测灵敏度

和特异性分别可达 99.3%和 93.1%[58]。免疫荧光技术依赖于荧光显微镜，不利于基层

推广。

4.3.5 免疫层析分析技术

胶体金免疫层析技术，以硝酸纤维素膜为固相载体，借助毛细作用样品溶液在膜
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上向前泳动，层析过程中胶体金颗粒标记物与样品溶液中待测物形成络合物，相应的

配体捕获该络合物而富集显色，通过眼观膜上有无显色带进行快速检测。该方法凭借

操作简便快捷、检测结果直观的优势，适用于现场快速检测，为家禽病毒性传染病的

快速诊断提供了新思路。2008年 Cui S J等开发了用于检测 H5亚型 AIV 抗体的胶体

金试纸条，与 HI试验相比较其灵敏度和特异性分别达到 88.8%和 97.6%[59]。2009年

张殊慧等开发并组装了 H9亚型 AIV 免疫层析快速检测试剂盒，具有高度特异性，灵

敏度比血凝试验高出至少 4倍以上，检测可在 10min内完成，适用于 H9亚型 AIV 的

现场实时快速检测及鉴别诊断[60]。2019 年吴峰等通过杂交瘤技术制备得到 H7 亚型

AIV单抗并用荧光微球标记，基于双抗体夹心免疫层析法用于对H7亚型 AIV的检测，

检测灵敏度高，检出限为 0.125 HAU，适用于现场快速检测[61]。

4.3.4 酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）

1971年瑞典学者 Engvall和 Perlmann首次报道了关于 ELISA 技术的使用，后于

1974年 Jennings 等首先探索 ELISA 方法对流感病毒免疫后抗体产生规律进行检测，

目前已经广泛应用于食品药物残留和添加剂检测、重金属污染、生物毒素和人畜疾病

检测等诸多领域。ELISA检测技术，具体是指将待检抗体或抗原和酶标抗原或抗体按

照不同步骤与结合于固相载体表面的抗原或抗体反应，形成抗原抗体复合物，通过洗

涤去除免疫复合物以外的杂质，最终使结合于固相载体上的酶量与受检物质的量成正

比，添加酶反应底物发生显色反应后，通过酶标仪进行定量测定的诊断方法。ELISA

既可以检测抗体又可以检测抗原，操作快速简便，适用于大批量病毒样品和血清的初

筛，其具有灵敏性、特异性高、重复性好、检测速度快和易于标准化等优势，是目前

进行 AI 流行病学调查和免疫抗体监测，评价疫苗免疫效力最有效和实用的方法。

ELISA检测技术主要类型有间接法、双抗体夹心法、竞争法等。

间接法 ELISA 是利用酶标记二级抗体用于检测与固相载体包被抗原特异结合的

待检抗体，优点在于灵活度高，缺点在于交互反应几率高。2016年 Y. T. Redda等利

用原核表达重组H5-HA1蛋白作为包被抗原建立了H5亚型AIV间接 ELISA抗体检测

方法，与 HI 试验相比其检测灵敏度达 89.04%，特异性达 95.95%[62]。2017年王洋等

通过离子交换层析纯化的跨膜区置换的 H7亚型流感病毒重组 HA蛋白建立了 H7抗

体间接 ELISA 检测法，可以精准区分 H7N9亚型 AIV 阳性和阴性血清，检测结果与

HI试验呈强相关性[63]。2017年仉薇等利用 H9亚型 AIV 血凝素蛋白的头部球状区作

为包被抗原，建立了灵敏特异的 H9亚型 AIV抗体检测间接 ELISA方法，与 HI试验

高度相关，可进行大量样品的相对定量分析[64]。

双抗体夹心法 ELISA（DAS-ELISA），是指将已知捕获抗体连接于固相载体，待
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测抗原与之结合后再与酶标抗抗体结合的方法，适用于检测具有两个及以上表位的抗

原。2018年 Pose等从 H5亚型 AIV 单克隆抗体中筛选捕获抗体和检测抗体建立了双

抗体夹心 ELISA法，用于定量检测 H5N1亚型流感体外嵌合 HA蛋白[65]。2019年 Chen

等通过制备并筛选 H7亚型 AIV单克隆抗体，建立了双抗体夹心 ELISA法，用于检测

H7亚型重组 HA蛋白和 H7亚型 AIV，此法适用于检测目前流行的 H7N9亚型毒株和

抗原漂移型 H7 亚型病毒，表现出良好的敏感性和特异性[66]。2019 年 Fan Ming等制

备了针对 H9N2亚型 AIV 血凝素蛋白的单克隆抗体，分别将 4D10和 5G2作为捕获抗

体和检测抗体，建立了双抗体夹心 ELISA，其检测灵敏度和特异性分别达到 98.90%

和 98.10%[67]。

斑点 ELISA是基于硝酸纤维素膜为固相载体建立的 ELISA 检测方法，底物经酶

催化反应后产生有色沉淀，使白色固相膜出现有色斑点，其优点是结果易观察判定，

适用于基层现场检测，缺点为操作繁琐。2010年 Fang He等利用一对广谱的 H5亚型

单克隆抗体 6B8 和 4C2，建立了一种 H5 亚型禽流感病毒 DOT-ELISA 通用检测法，

该法检测灵敏度达到 0.5血凝单位[68]。

竞争法 ELISA（cELISA）是指用单克隆抗体与待测血清同时竞争固相载体包被

抗原，单克隆抗体可直接进行酶标或间接用酶标抗抗体放大信号，加底物观察显色，

显色强度与待检血清抗体滴度成反比，其优点为灵敏度更高，特异性更强，检测周期

短。2008年李雪平等采用纯化后的灭活 H5亚型 AIV 病毒粒子作为包被抗原，辣根过

氧化物酶（HRP）标记的 HA蛋白单抗作为竞争检测抗体，建立了 cELISA方法用于

检测 H5 亚型 AIV 抗体，比 HI 试验敏感 2倍以上[69]。2013 年 Ana Moreno 等以纯化

灭活 H5亚型 AIV 作为包被抗原，一株广谱 H5亚型单抗 5D8为竞争单抗建立了竞争

法 ELISA，可用于不同物种血清抗体的检测[70]。2019 年范俊青等利用 H7 亚型 AIV

标准抗原进行包被，以 HRP标记的 H7 亚型 AIV 单克隆抗体作为竞争抗体，建立了

H7亚型 AIV cELISA抗体检测方法，与 HI试验相比血清检测符合率达 99.30%[71]。

4.4 分子生物学诊断

4.4.1 逆转录-聚合酶链式反应（reverse transcription polymerase chain reaction，RT-PCR）

逆转录-聚合酶链式反应技术从基因水平检测 AIV，具备高度的敏感性和特异性，

显著缩短 AIV 的检测周期，应用 RT-PCR方法对 AIV 进行诊断的报道很多，根据原

理和技术特点的差异可以分为常规 RT-PCR、巢式 RT-PCR和多重 PCR等。2013年谭

丹等建立了 H6亚型 AIV 一步法 RT-PCR检测方法，尿囊液和拭子样品的检测极限均

为 102.5 EID50/mL，同时利用该方法与病毒分离鉴定法进行临床样品检测，两者检测结

果一致，结果表明该方法检测结果可靠，适于临床样品的实验室诊断[72]。2003年刘泽
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文等选择 AIV 的 NP基因设计合成一对通用外引物和内引物，建立并优化了检测所有

亚型 AIV 核酸的逆转录套式 PCR法，试验结果证明该法高度敏感且特异，最低检测

量为 0.2 pg的 AIV 核酸，适用于规模化鸡场 AIV 检测[73]。2006年耿士忠等根据 AIV

的 NP 和 HA 基因序列，分别设计了 1 对鉴定 A 型 AIV 的通用引物和 2 对用以区分

H5和 H9亚型 AIV 的特异性引物，成功建立了多重 RT-PCR快速检测方法。分别与病

毒分离及琼脂凝胶免疫扩散试验作平行对比，两者符合率为 100%，灵敏度为 102

ELD50[74]。

4.4.2 体外等温核酸扩增技术

体外等温核酸扩增技术主要分为两类，即依赖核酸序列扩增技术（nucleic acid

sequence-based amplification，NASBA）和环介导等温核酸扩增技术（loop-mediated

isothermal amplification，LAMP）。

NASBA快速等温核酸扩增技术，以 RNA作为模板，是应用于 RNA扩增、检测

及测序的有效工具。NASBA 技术方便快速，节省时间，拥有比 RT-PCR更高的扩增

效率，并适用于高通量筛查。2005年刘乐庭等建立的 NASBA技术可用于检测所有亚

型的 AIV，并能区分 H5及 H7亚型，与其他病毒病原体无交叉反应[75]。Lamhoujeb S

等又在该技术基础上发展出实时 NASBA（real-time NAS-BS）技术，进一步提高了检

测的灵敏度和特异性。

环介导等温扩增技术是一种恒温、连续并基于酶反应的新型核酸扩增技术，由日

本学者 Notomi T等于 2000年发明设计，该技术具有灵敏度高（比常规 RT-PCR高 100

倍）、特异性强、等温高效、反应迅速和操作简便快捷等优点，因而逐渐在病毒检测

领域得到应用。2005年 Poon LL等报道的 LAMP方法适用于检测 H1-H13亚型流感病

毒，与临床诊断检测符合率为 100%[76]。2008年候佳蕾等报道建立了一种基于 LAMP

的 H5亚型 AIV 诊断方法，结果表明该方法灵敏度高、特异性好且反应在 1.5 h内即

可完成[77]。2014年 Bao H等报道建立了针对 H7N9亚型 AIV快速有效的 LAMP检测

方法[78]。

4.4.3 基因芯片诊断技术

基因芯片技术，是指在硅片等芯片载体上将大量基因探针分子按照固定的排列模

式进行固定，然后与标记的样品分子进行杂交，通过检测每个基因探针分子的杂交信

号强度从而获取样品分子的序列和数量信息。基因芯片技术具有高通量、快速全自动

分析、多参数同步分析、高精确度和精密度分析的特点，在病毒的快速诊断领域应用

前景广阔。2005 年王秀荣等建立了一种可靠的检测 H5、H7 和 H9 亚型的 AIV 快速
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DNA 芯片检测技术[79]。2006年 Townsend M B等根据流感病毒的特点设计和合成芯

片用于快速鉴别 A型流感病毒的 H1N1、H3N2和 H5N1等亚型[80]。2009年甲型 H1N1

流感暴发后，KANG X等建立了基因芯片检测方法，用于鉴别 2009甲型 H1N1、季节

性 H1N1、H3N2、H5N1等亚型流感病毒[81]。

4.4.4 实时荧光定量 RT-PCR

实时荧光定量 RT-PCR技术由美国 Applied Biosystems公司于 1996年推出，其是

指在 PCR反应体系中添加荧光集团，整个 PCR进程通过荧光信号累积进行实时监测，

以实现对未知模板进行定量分析的方法。其具有操作简便快捷、高效客观、灵敏准确

特异等特点，并能有效防止检测过程交叉污染，避免 PCR产物的气溶胶污染，确保

结果的可靠性和重复性，对于 AIV 的鉴定和分型发挥重要作用。该技术常用的检测模

式有两种，即 SYBR Green荧光染料法和 TaqMan探针法。

荧光染料法，其检测原理为利用 SYBR Green 荧光染料能结合双链 DNA 小沟部

位的特性对DNA进行相对定量分析。2008年马莉等建立了针对H5亚型AIV的 SYBR

Green I定量 RT-PCR快速检测法，实验结果证明该方法特异性好，灵敏度高，适用于

H5亚型 AIV 的筛检及流行病学调查[82]。2009年张坤等建立了用于检测 H5亚型 AIV

的 SYBR Green I荧光定量 RT-PCR检测方法，检测灵敏度可达到 4.6 copies/μL，成本

低，特异性强[83]。2013年徐守振等建立了针对 H9亚型 AIV 的 SYBR Green I荧光定

量 RT-PCR检测方法，该方法检测下限可达 74.3 copies/μL，且特异性好、重复性佳[84]。

TaqMan探针绝对定量法的主要原理是设计一段能与扩增片段内部相同或互补的

核酸探针，探针两端分别标记荧光基团和荧光淬灭基团，探针在完好时由于发生荧光

共振能量转移（FRET）不会发出荧光，而在 PCR扩增过程中当 Taq酶在延伸链遇到

探针时，其 5’-3’外切酶活性发挥功能将探针水解为单个碱基，单个碱基间距离较远而

无法发生 FRET，从而检测到荧光信号。2017 年张慧蓉等根据欧亚谱系 H7N9 亚型

AIV 的 HA和 NA基因序列保守区分别设计特异性引物和 TaqMan探针，通过反应条

件优化，最终成功建立了 H7N9亚型 AIV 实时荧光定量 RT-PCR检测方法，H7和 N9

基因的最低检测限度分别为 100 copies/μL 和 101 copies/μL[85]。2019年王楷宬等通过

筛选最适M基因扩增引物和探针，建立了一种能够检测各亚型 AIV 的通用实时荧光

定量 RT-PCR检测方法，该方法检测耗时短、特异性好，检测下限达 10-4 ng/μL，与传

统的 RT-PCR方法相比阳性检出符合率达 100%[86]。

5 禽流感病毒单克隆抗体研究进展

1957年，生物学家伯内特首次提出克隆选择学说，为单克隆抗体技术提供了理论
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依据；1975年，Kohler和Milstein成功创立 B淋巴细胞杂交瘤技术，该项技术的的问

世是抗体生产的重大技术革命，使单克隆抗体的体外定向制备成为现实。杂交瘤技术

制备单克隆抗体的基本原理是向小鼠体内多次注射特定抗原以刺激诱发免疫反应，分

离免疫小鼠脾脏获取 B淋巴细胞，将其与小鼠骨髓瘤细胞融合，经选择性培养筛选后

形成在体外长期存活并稳定分泌所需特异性抗体的杂交瘤细胞株，鉴定后通过克隆化

获得来源于单个杂交瘤细胞的单克隆系，最后经体内诱生或体外培养大量制备单克隆

抗体。

单克隆抗体 (monoclonal antibody，McAb)，是指由同一种抗原决定簇的 B 淋巴

细胞克隆所产生的均一性抗体。由于McAb特异性佳，效价高，性质高度均一，易于

大量生产，单抗技术已深入医学、农业、食品、环境等众多领域，在生命科学研究、

环境与食品监测、疾病免疫诊断、预防及临床治疗等方面取得了巨大效益，具有极为

重要的理论研究价值和实用价值[87]。当前，单克隆抗体技术在禽流感快速诊断方法领

域具有广阔的应用前景。2019年 Qian Xiao等利用抗禽流感病毒 NP蛋白和 H5及 H7

亚型禽流感病毒 HA蛋白的单抗，研制了一种新型的高通量蛋白芯片诊断方法，用于

快速检测不同种属动物体内的禽流感抗体，且能鉴别 H5 和 H7 亚型 AIV 抗体，与

IDEXX 商品化 ELISA 试剂盒以及 HI试验符合率高，对 AIV 的血清学诊断和流行病

学调查以及疫苗接种效率的监测具有重要价值[88]。2020年 Fan Yang等基于制备的两

株针对 H7N9亚型 AIV 的特异性单抗，开发了胶体金免疫层析试纸条，用于快速检测

H7N9亚型 AIV，检测下限为 2 HAU或 102.55TCID50[89]。2020年 Huijuan Wang等制备

了 5 株抗 H7N9 亚型 AIV 血凝素蛋白的鼠源单抗，筛选捕获和检测抗体建立了

DAS-ELISA方法用于检测 H7 亚型 AIV 和定量其 HA 蛋白含量，检测下限为 0.45 ng

mL−1HA蛋白或 1-2 HAU/50 μL[90]。
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第二篇 研究内容

第二章 AIV H5、H7和 H9亚型三重荧光定量 RT-PCR方
法的建立

摘要：禽流感是由正黏病毒科 A型流感病毒引起的禽类烈性传染病，其中 H5、H7和

H9 亚型 AIV 是危害我国养禽业的三类主要病毒亚型。荧光定量 RT-PCR 技术

（Real-time RT-PCR）作为一种新型的分子核酸检测技术具有高度敏感性和特异性，

并可极大缩短禽流感病毒的检出时间，能在数小时内检出痕量病原。本研究借助实验

室已有工作平台，根据 Genbank 中公开发表的 H5、H7和 H9亚型 HA基因序列，分

析筛选出特异的保守片段，设计并合成特异性探针和引物，通过系统优化反应体系和

反应程序，初步建立了一种可以单管同时检测并区分 H5、H7和 H9亚型 AIV的三重

荧光定量 RT-PCR快速检测方法，扩增时间控制在约 70 min。用背景清楚的 H1-H13

亚型 AIV 和其它禽类病原评价该方法，该方法除对 H5、H7和 H9亚型 AIV 检测结果

为阳性外，其他检测结果均为阴性，表现出了良好的特异性；在敏感性试验中，通过

分别检测 10倍系列稀释的 H5、H7和 H9亚型标准毒株，确定其最低检测滴度分别

可达到 103、102和 102EID50/100 μL；重复性测定显示，检测 Ct值的组内和组间变异

系数分别为 0.18%-3.22%和 0.82%-3.35%。在共感染模型试验中，可以精确检测不同

病毒滴度的 H5、H7和 H9亚型 AIV 混合感染。经过分析 204份临床样本的检测结果，

该方法与病毒分离鉴定法的符合度高。本研究所建立的新型一步法三重荧光定量

RT-PCR快速检测方法为 H5、H7和 H9亚型 AIV 的临床诊断和流行病学调查提供了

一种快速高效的定量检测工具。

关键词：禽流感；H5亚型；H7亚型；H9亚型；实时荧光定量 RT-PCR

禽流感作为长期威胁国际社会的人畜共患传染病，受到全球学者的广泛关注和持

续监测[1]。其中高致病性禽流感是侵害家禽的主要烈性传染病，其病原主要集中于 H5

和 H7亚型 AIV，突然暴发且传播快，发病率和病死率高达 100%，严重危害养禽业安

全，经济损失巨大[2-4]。低致病性禽流感中的 H9亚型禽流感因其在世界范围内分布广

泛，导致隐形感染家禽生产性能下降和免疫抑制而备受关注。此外，H5、H7 和 H9

亚型 AIV均已突破种间屏障获得直接感染哺乳动物的能力，导致人类出现角膜炎、急

性呼吸窘迫综合征、多器官功能衰竭甚至死亡，对于人类公共卫生安全构成巨大的潜

在威胁[5-8]。因此，加强对这三种亚型禽流感病毒的检测防控，已成为世界各国防疫的
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重中之重。

目前，实验室诊断是确诊禽流感的唯一有效途径。长期以来病毒分离试验是 OIE

推荐的禽流感病毒经典鉴定方法，其灵敏度高，试验设备要求低，但检测周期长，操

作繁琐，时效性差，不利于快速检测。目前分子生物学检测技术由于其具有敏感性高、

特异性强、检测对象为核酸等特点被广泛应用于 AIV 诊断中，其中实时荧光定量聚合

酶链式反应是一种基于 PCR技术通过荧光信号累积完成实时监测 PCR扩增过程的新

方法，其扩增迅速，通过标准曲线精准定量核酸起始拷贝数，无需常规 PCR后处理

过程、交叉污染机率小且适合于多重高通量方法的研发[9-14]。

为了进一步优化现有的实时荧光定量 RT-PCR快速检测方法，本研究开发了一种

可同时诊断 H5、H7和 H9亚型 AIV 的三重荧光定量 RT-PCR检测方法。该方法操作

简便，特异性和灵敏度高，快速准确，为 H5、H7和 H9亚型 AIV 的临床样品快速筛

检和长期流行病学监测提供了新的技术手段。

1 材料与方法

1.1 主要仪器设备

实时荧光定量 PCR仪购自 Roche公司；移液器、PCR仪、常温离心机和 4 °C低

温离心机购自 Eppendorf公司；超低温冰箱、生物安全柜、恒温生化培养箱和 Nanodrop

超微量分光光度计购自 Thermo Scientific公司；纯水系统购自Millipore公司。

1.2 主要生物试剂

病毒 RNA抽提试剂盒购自 Omega 公司；一步法荧光定量 RT-PCR试剂盒、反转

录试剂盒 Hiscript II 1st Strand cDNA Synthesis Kit、Phonta Max Super-Fidelity DNA 高

保真聚合酶与 2×taq plus master mix购自 Vazyme公司；质粒小提试剂盒购自天根生化

科技有限公司；胶回收试剂盒购自 Axygen公司；pMD18-T克隆载体质粒购自 TaKaRa

公司；β-丙内酯购自南京梅林学海生物科技有限公司。

1.3 病毒与鸡胚

H1-H8，H10-H13 亚型禽流感病毒（其中 H5 与 H7 亚型毒株是以 A/Puerto

Rico/8/1934 (H1N1)（简称 PR8）六个基因片段作为骨架构建的低致病力毒株，H5亚

型毒株的 HA 和 NA 基因片段来源于 A/chicken/Jiangsu/k0101/2010 (H5N1)，H7 亚型

毒株的 HA和 NA基因片段来源于 A/duck/Zhejiang/12/2011 (H7N3)）、禽传染性支气

管炎病毒（avian infectious bronchitis virus, IBV）和禽传染性法氏囊病病毒（infectious

bursal disease virus, IBDV）均由农业部病毒学重点实验室分离并保存；H9 亚型毒株
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（A/chicken/Zhejiang/A2013/2017 (H9N2)）、新城疫病毒（Newcastle disease virus,

NDV-LASOTA）和 J亚群禽白血病病毒（avian leukosis virus-J subgroup, ALV-J）由本

实验室保存，毒株信息详见附录；9-11日龄的无特定病原体（SPF）鸡胚购自乾元浩

生物股份有限公司南京生物药厂。

1.4 引物及探针设计

根据 H5、H7和 H9三种亚型禽流感病毒血凝素（HA）编码基因 HA基因进行引

物设计。参照 Genbank中公开发表的 H5、H7和 H9亚型禽流感病毒的 HA基因序列，

通过基因比对并分析确定保守核苷酸区域，分别设计特异性引物及 TaqMan探针。其

中 H5亚型禽流感病毒 HA基因的特异探针在其 5’端携带 Cy5 荧光报告基团，3’端

携带 BHQ2 荧光淬灭基团；H7 亚型禽流感病毒 HA 基因的特异探针在其 5’端携带

JOE荧光报告基团，3’端携带 BHQ1荧光淬灭基团；H9亚型禽流感病毒 HA基因的

特异探针在其 5’端携带 FAM荧光报告基团，3’端携带 BHQ1荧光淬灭基团。引物

及探针序列见表 2-1，以下引物与探针均由上海生工生物工程有限公司合成：

表 2-1 引物及探针序列

Table 2-1 Sequences for primer pairs and probes
Name Sequence（5’-3’） Site Length

H9 probe FAM-CATGGAGACAATTCGGAACGG -BHQ1 1458
157H9-F CAGAACAAGAAGGCAGCAA 1641

H9-R AATGTGATGACCARTGCATGG 1442
H7 probe JOE-ACTAAGCAGCGGCTACAAAGAT-BHQ1 1548

105H7-F CCATTRCAATGGCTAGAAG 1627
H7-R AATAGAATACAGATWGACCCAGT 1522

H5 probe Cy5-TTCTTGTTTAAATTCTCTATTCT-BHQ2 1283
210H5-F GTACCACCATAGCAATGAGCAG 1104

H5-R AGTCCAGACATCTAGGAATCCGT 1314

1.5 H5、H7和 H9标准毒株鸡胚半数感染量（EID50）滴定

取 H5、H7和 H9标准病毒尿囊液进行连续 10 倍稀释，取 10-1-10-11的 11个稀

释度分别接种 9-11日龄 SPF 鸡胚，每个稀释度接种 4枚鸡胚，每枚鸡胚 0.l mL。接

种后的鸡胚置于 37 °C孵育 48 h，24 h 以内的死胚为非特异性死亡，废弃不计。收

获存活至 48 h 的鸡胚尿囊液，测定其血凝效价（HA），血凝阳性（血凝效价>24）

判定为感染，根据 Reed-Muench法计算出病毒的滴度，单位为 EID50/100 μL。

1.6 病毒基因组 RNA提取

取适量鸡胚尿囊液，12,000×g离心 5 min，吸取上清 200 µL，置于无 RNA酶离
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心管中；在取出的上清中加入 1 mL RNA-Solv（使用前每毫升 RNA-Solv添加 20微升

β-巯基乙醇），让两者混合均匀，静置 5 min；吸取 200 µL氯仿到上述混合液，充分

混匀，静置 10 min，4 °C，12,000×g离心 15 min；离心后上清移入新离心管，加等量

70%乙醇，充分混匀；将 HiBind® RNAMini Column放入 2 mL收集管中，每次转移

700 μL混合液至 HiBind® RNAMini Column中，10,000×g离心 1 min，弃除废液；加

入 250 μL RNAWash Buffer I，10,000×g离心 1 min，弃除废液；在 HiBind® RNAMini

Column膜中央滴加 75 μL DNase I消化混合液（73.5 μL DNase I消化液+1.5 μL DNase

I），室温下静置 15 min 后加入 250 μL RNAWash Buffer I，室温下静置 2 min 后，

10,000×g离心 1 min，弃除废液；加入 500 μL RNAWash Buffer II，10,000×g离心 1 min，

弃除废液，重复该步骤两次；将 HiBind® RNAMini Column 放回 2 mL 收集管中，

12,000×g离心 2 min 至柱基质完全干燥；将 HiBind® RNAMini Column放入到新 1.5

mL 离心管中，加入 45-75 μL DEPC水，室温下静置 1 min，12,000×g离心 2 min洗脱

RNA；获得的 RNA 产物测浓度后于-80 °C保存。

1.7 三重荧光定量 RT-PCR反应体系及程序的优化

三重荧光定量 RT-PCR反应体系为 20.0 µL，其中 2×one step Q probe mix 10.0 µL，

One step Q probe enzyme mix 1.0 µL，模板 RNA用量为 2.0 µL，详见表 2-2。反应参数

为：55 °C逆转录 15 min；95 °C预变性 30 s；95 °C变性 10 s，54 °C扩增 30 s，共进

行 40个循环，详见表 2-3。选择标定 EID50的 H5、H7和 H9毒株标准 RNA作为模板，

根据MODDE 12.1（Umetrics, Sweden）软件推荐优选面心立方设计（CCF）作为响应

面模型，设计优化实验 17个（见表 2-4），对三重荧光定量 RT-PCR各探针用量、各

引物浓度及反应参数（退火温度）进行优化，探针浓度范围设定为 0.05-0.2 μM，引物

浓度范围设定为 0.1-0.4 μM，退火温度范围设定为 54-60 °C，以筛选出三重荧光定量

RT-PCR反应体系的最佳反应模式。

表 2-2 三重荧光定量 RT-PCR反应体系

Table 2-2 Reaction system for one-step triplex real time RT-PCR
Reagents volume

RNase free ddH2O To 20 µL
2×one step Q probe mix 10 µL

one step Q probe enzyme mix 1 µL
gene specific primer forward 0.4 µL
gene specific primer reverse 0.4 µL

Taqman probe 0.2 µL
template RNA 2 µL
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表 2-3 三重荧光定量 RT-PCR反应程序

Table 2-3 Reaction procedure of one-step triplex real time RT-PCR
Stage Stage description cycle temperature time
Stage 1 Reverse transcription 1 cycle 55 °C 15 min
Stage 2 Initial denaturation 1 cycle 95 °C 30 s
Stage 3 denaturation

annealing and extension
40 cycles 95 °C 10 s

54 °C 30 s

表 2-4 三重荧光定量 RT-PCR体系优化实验设计表

Table 2-4 Design experiments for triplex real time RT-PCR system optimization
Exp No primer concentration (μM) probe concentration (μM) Temperature (°C)

1 0.1 0.05 54
2 0.4 0.05 54
3 0.1 0.2 54
4 0.4 0.2 54
5 0.1 0.05 60
6 0.4 0.05 60
7 0.1 0.2 60
8 0.4 0.2 60
9 0.1 0.125 57
10 0.4 0.125 57
11 0.25 0.05 57
12 0.25 0.2 57
13 0.25 0.125 54
14 0.25 0.125 60
15 0.25 0.125 57
16 0.25 0.125 57
17 0.25 0.125 57

1.8 敏感性试验

分别以 10 倍连续梯度稀释的标定 EID50的 H5、H7和 H9标准毒株基因组 RNA

为模板，根据优化后的反应体系和程序进行三重荧光定量 RT-PCR 扩增，每个反应设

置 3个重复，同时设置阳性和阴性对照，分别以 H5、H7和 H9 毒株标准 RNA 起始

EID50的对数作 X轴，Ct值作为 Y轴绘制标准曲线，通过标准曲线对未知样品进行定

量，并得出反应的扩增效率和标准曲线的斜率及相关性系数。同时以单重荧光定量

RT-PCR作为参比方法，用同样稀释的相同模板来检测其灵敏度。

1.9 特异性试验

以 H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13亚型 AIV、

IBV、NDV、IBDV和 ALV-J病毒 RNA为模板，每个反应设置 3个重复，同时设置阳
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性和阴性对照以最佳反应条件进行三重荧光定量 RT-PCR方法检测，检验所建立方法

的特异性。

1.10 组内和组间重复性试验

将标定的 H5、H7和 H9亚型毒株作 10倍倍比稀释后，分别选择高、中和低 EID50

滴度，提取基因组 RNA作为模板，每个梯度做 3个重复同时按照最优反应条件进行

组内重复性检测；由不同操作者隔天进行组间重复性检测。依据检测结果计算 Ct值

的平均值，标准差（SD）和变异系数（CV），综合评价其稳定性。

1.11 共感染模型的建立

将标定 EID50的 H5、H7和 H9亚型禽流感病毒 RNA按比例混合后分别得到二重

和三重感染模型样品，每个反应设置 3个重复，同时设置阳性和阴性对照，以最优反

应条件进行三重荧光定量 RT-PCR方法检测，以考察所建立方法对于 H5、H7 和 H9

亚型混合感染的检测能力。

1.12 试剂盒的组装

1.12.1 质粒标准品的制备

分别以实验室保存的 H5-HA、H7-HA和H9-HA基因序列保守区阳性质粒为模板，

进行 H5、H7和 H9-HA基因片段扩增，所用引物见表 2-5，扩增的各段基因片段切胶

纯化，通过融合 PCR的方法获得融合基因全长片段，将 3段基因按照 H5-HA，H7-HA

和 H9-HA 基因的顺序进行融合。首先将 H5-HA 和 H7-HA 基因片段融合，融合程序

为：高保真酶缓冲液 25 µL，高保真酶 1 µL，dNTP 1 µL，H5-HA基因（100 ng）1 µL，

H7-HA 基因（100 ng）1 µL，灭菌水 21 µL ，总体系为 50 µL，反应程序为：95 °C

预变性 30 s，95 °C变性 15 s，54 °C退火 15 s，72 °C延伸 1min，扩增 20个循环，72 °C

总延伸 5 min。获得的 PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，鉴定正确者作为模板按

照下列程序进行扩增：高保真酶缓冲液 25 μL，高保真酶 1 μL，dNTP 1 µL，PCR

产物 2 µL，通用载体 H5 UP-F2 2 µL，通用载体 H5 DOWN-F1757 2 µL，灭菌水 17 µL，

总体系为 50 µL，反应程序为：95 °C预变性 30 s，95 °C变性 15 s，54 °C退火 15 s，

72 °C延伸 1 min，扩增 30个循环，72 °C总延伸 5 min。切胶回收获得 H5-HA和 H7-HA

基因融合产物。最后将融合产物和 H9-HA基因片段继续按照如上所述条件进行融合，

最终获得包含 H5、H7和 H9亚型 AIV HA基因序列保守区的融合产物，将纯化 PCR

产物连接至 pMD18-T载体上，然后转化宿主菌 E.coli DH5α感受态细胞并进行培养。

选择阳性克隆菌株经过测序分析鉴定后，提取质粒 DNA并测定浓度，计算确定该质
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粒中目的基因片段的拷贝数，并作为质粒标准品母液。

表 2-5 融合 PCR引物

Table 2-5 Primers for fusion PCR

Primer name Primer sequence (5’to 3’)

H5 UP-F2 GTACCACCATAGCAATGAGCAG

H5 DOWN-F1757 CAATGAAACCCGCTATAGCACTTAACTACAACCTGAACTCAC

H7 UP-1049-1069 GTGAGTTCAGGTTGTAGTTAAGTGCTATAGCGGGTTTCATTG

H7 DOWN-1695-1675 GCTATGGCCCCGAATAGTCCTAATAGTGCACCGCATGTTTCC

H9 UP-1047-1067 GGAAACATGCGGTGCACTATTAGGACTATTCGGGGCCATAGC

H9 DOWN-1653-1674 CCAGAAYAAGAAGGCAGCAAAC

1.12.2 病毒标准品的制备

取 H5、H7 和 H9标准毒株尿囊液，用无菌 PBS进行 1000倍稀释，每枚 SPF鸡

胚尿囊腔接种 0.1 mL，蜡封后，将鸡胚置于 37 °C生化培养箱孵育，每 12 h进行一次

照胚观察，弃 24 h内的死亡胚，将 24-72 h内死亡和 72 h后仍存活鸡胚放 4 °C过夜，

之后无菌收集尿囊液。逐胚测定鸡胚尿囊液的 HA效价，收获 HA效价不低于 1：64

的鸡胚尿囊液，混合后测定 HA效价并按照 1.5方法滴定鸡胚半数感染量。

保留部分灭活前尿囊液用于核酸提取，其余按 1:3000（v/v）的比例，向收获的鸡

胚尿囊液中缓慢加入β-丙内酯溶液，充分混合均匀，置 4 °C摇床振摇灭活 48 h。病

毒灭活完全后，测定 HA 效价，然后接种于 9-11日龄 SPF鸡胚，每枚鸡胚尿囊腔接

种 0.1 mL，于 37 °C孵育 48 h后检测鸡胚尿囊液中病毒的血凝效价；如 HA试验呈阴

性，再盲传一代，如果仍为阴性，则判定灭活完全，否则为检验不合格。

按照 1.6方法分别提取灭活前与灭活后尿囊液的基因组 RNA，为验证所制备 H5、

H7和 H9病毒标准品的亚型，用诺唯赞反转录试剂盒进行反转录，具体步骤参照相关

说明书进行。在无 RNA酶的 PCR管中配置第一步反应体系（表 2-6），体系配置完

成后，瞬时离心 30 s，使产物混匀，65 °C加热 5 min，冰浴 2 min。

表 2-6 RNA模板的预变性反应体系

Table 2-6 Pre-denaturing reaction system of RNA template

Reagents Volume

RNase free ddH2O to 8 μL

Oligo (dT)23VN (50 µM) 1 μL

Total RNA 1 pg-5 µg
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预变性结束后，配制表 2-7所示的反应体系，吹打混匀后瞬时离心 30 s，然后立

即进行反转录程序。程序设置为：25 °C 5 min；50 °C 45 min；85 °C 2 min。

以反转录获得的 cDNA 作为模板，利用表 2-8的 HA鉴定引物，依照表 2-9的反

应体系进行 PCR鉴定。反应程序为：95 °C预变性 5 min；95 °C变性 30 s，56-58 °C

退火 30 s，72 °C延伸 30 s，以上过程可设置 30-35个循环；最后 72 °C延伸 10 min。

用 1%琼脂糖凝胶电泳对 PCR产物进行鉴定，PCR鉴定正确的病毒标准品置于-80 °C

保存备用。

表 2-7 第一链 cDNA 的反应体系

Table 2-7 Reaction system of first strand cDNA

Reagents Volume

The reaction mixture in table 2-5 8 μL

2 × RTMix 10 μL

HiScript II Enzyme Mix 2 μL

表 2-8 AIV 鉴定引物

Table 2-8 The primers for identification of AIV

Primer name Primer sequence Primer size Amplified fragment size

H5-F ACACATGCYCARGACATACT 20 bp 545 bp

H5-R CTYTGRTTYAGTGTTGATGT 20 bp

H7-F CCATTRCAATGGCTAGAAG 19 bp 105 bp

H7-R AATAGAATACAGATWGACCCAGT 23 bp

H9-F CAGAACAAGAAGGCAGCAA 20 bp 157 bp

H9-R AATGTGATGACCARTGCATGG 19 bp

表 2-9 AIV 鉴定 PCR体系

Table 2-9 The PCR reaction system for identification of AIV

Reagents Volume

2×taq plus master mix 10 μL

Sense primer 1 μL

Anti-sense primer 1 μL

template 1 μL

ddH2O 7 μL
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1.12.3 试剂盒组成及操作说明

试剂盒由 AIV-H5-H7-H9-反应液、RNA 酶混合液、AIV-H5-H7-H9-阳性对照和

AIV-H5-H7-H9-阴性对照四部分组成，置于-40 °C 避光保存。其中 AIV-H5-H7-H9-反

应液由 2×one step Q probe mix、RNase free ddH2O、H5、H7和 H9特异性引物和探针

组成；RNA酶混合液为 one step Q probe enzyme mix；AIV-H5-H7-H9-阳性对照为 1.12.1

制备质粒标准品；AIV-H5-H7-H9-阴性对照为 DEPC水。

具体操作方法为：在避光条件下，根据待检样品、阴性以及阳性对照数量，按比

例（AIV-H5-H7-H9-反应液 17µL+RNA酶混合液 1µL）取相应量的试剂，加入离心管

中充分混匀成 PCR-Mix，瞬时离心后分装至每个反应管，吸取已处理的样本 RNA、

阴性对照、阳性对照各 2µL加入到对应反应管中，盖好盖子后放入荧光定量 PCR仪，

选择检测通道（Cy5 通道检测 H5，VIC 通道检测 H7，FAM通道检测 H9）并按照表

2-3设置反应程序后进行扩增反应。

1.13 试剂盒的初步应用

临床采集拭子样品来自于多个大型养殖场和散户，每份拭子样品一分为二，采用

两种方法分别进行检测，一种是病毒分离鉴定，另一种是组装的三重荧光定量 RT-PCR

试剂盒检测。国家禽流感专业实验室进行病毒分离，接种 9-11日龄鸡胚，收集 24h

之后的死胚及培养满 72h鸡胚尿囊液，经过血凝试验鉴定为阳性后，通过 RT-PCR鉴

定 AIV亚型。同时，灭活的拭子样本，分别提取核酸，利用组装的三重荧光定量 RT-PCR

试剂盒进行平行检测，分析评价所建立试剂盒相对于病毒分离鉴定方法的整体特异

性、敏感性和符合率。

2 结果

2.1 反应条件的优化结果

通过等高线图和反应曲面图模型分析，三重荧光定量 RT-PCR 最佳反应体系为

20.0 µL，其中 2×one step Q probe mix 10.0 µL，One step Q probe enzyme mix 1.0 µL，

模板 RNA用量为 2.0 µL，引物 H5-F、H5-R、H9-F和 H9-R各 0.4 µL（0.2 µM），H7-F

和 H7-R各 0.6 µL（0.3 µM），H5和 H7探针各 0.1 µL（0.05 µM），H9探针各 0.2 µL

（0.1 µM），DEPC 水补足 20.0 µL。最佳反应程序为：55 °C 逆转录 15 min；95 °C

预变性 30 s；95 °C变性 10 s，54 °C扩增 30 s，反应 40个循环。此时获得 Ct值最小

且荧光强度最大，实验结果如图 2-1所示。（Ct值＜30且扩增曲线良好判定为阳性；

Ct值处于 30-40之间需重新检测，无扩增曲线或 Ct值＞36判定为阴性，Ct值仍处于
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30-36之间且扩增曲线良好判定为弱阳性）

2.2 标准曲线绘制

分别以 10倍倍比稀释的 H5、H7和 H9标准毒株所对应 EID50的对数作 X轴，Ct

值作 Y轴绘制标准曲线。结果如图 2-2所示，本研究建立方法的 H5标准曲线方程为

y=-3.26x+38.188， H7 标准曲线方程为 y=-3.501x+35.8， H9 标准曲线方程为

y=-3.617x+36.33，H5，H7和 H9扩增效率（E）分别为 1.03，0.93和 0.89，且标准曲

线的 R2值分别为 0.9959，0.9983 和 0.9931，产物的 Ct值与 EID50滴度对数之间的线

性关系良好。

2.3 敏感性试验结果

分别以 10 倍梯度稀释的标定 EID50的 H5、H7和 H9毒株 RNA为模板，其中 H5

标准毒株的滴度测定为 107 EID50/100 μL，H7 和 H9 标准毒株的滴度测定为 106

EID50/100 μL。实验结果如表 2-10 所示，该三重荧光定量 RT-PCR方法的 H5 检测敏

感性可达到 103EID50/100 μL，H7检测敏感性可达到 102 EID50/100 μL，H9 检测敏感

性可达到 102 EID50/100 μL。对于参比方法单重荧光定量 RT-PCR法，其 H5检测下限

为102 EID50/100 μL，H7检测下限为101 EID50/100 μL，H9检测下限为101 EID50/100 μL。

表 2-10三重荧光定量 RT-PCR的敏感性

Table 2-10 Sensitivity test for one step triplex real time RT-PCR
EID50 /100 μL Uniplex real-time RT-PCR Ct value (mean±SD) Triplex real-time RT-PCR Ct value (mean±SD)

H5 H7 H9 H5 H7 H9
1.0×107 14.69±0.02 - - 15.73±0.18 - -

1.0×106 16.75±0.02 15.22±0.16 14.48±0.04 18.44±0.13 14.77±0.04 14.58±0.47
1.0×105 20.10±0.09 18.43±0.03 18.00±0.03 21.51±0.04 18.15±0.23 18.02±0.17
1.0×104 23.55±0.06 22.29±0.14 21.52±0.21 25.02±0.36 21.90±0.04 21.92±0.25
1.0×103 27.86±0.01 25.74±0.23 25.74±0.23 28.74±0.26 25.62±0.04 26.23±0.04
1.0×102 32.32±0.24 30.67±0.08 30.95±0.33 - 28.54±0.54 28.56±0.13
1.0×101 - 34.53±0.67 34.75±0.11 - - -

注：对于三重荧光定量 RT-PCR方法，Ct值≤ 30判定为阳性；对于单重荧光定量 RT-PCR方法，Ct值≤ 36判定为

阳性

Note: Ct ≤ 30 was considered positive by uniplex real-time RT-PCR assay; Ct ≤ 36 was considered positive by uniplex

real-time RT-PCR assay
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图 2-1 H5、H7和 H9反应条件（引物浓度、探针浓度和退火温度）优化等高线图和反应曲面图

Fig. 2-1 Response surface plots and 4D response contour plots for reaction conditions optimization

(primer concentration, probe concentration and temperature)

注：A：H5反应曲面图；B：H5等高线图；C：H7反应曲面图

D：H7等高线图；E：H9反应曲面图；F：H9等高线图

Note: A：Response surface plot for H5；B：4D response contour plot for H5；C：Response surface plots for H7；

D：4D response contour plot for H7；E：Response surface plot for H9；F：4D response contour plot for H9
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图 2-2 三重荧光定量 RT-PCR标准曲线的建立

Fig. 2-2 Establishment of one step triplex real-time fluorescent quantitative RT-PCR Standard Curve

注：A：H5扩增曲线；B：H5标准曲线的建立；C：H7扩增曲线；D：H7标准曲线的建立；E：H9扩增曲线；F：

H9标准曲线的建立

Note: A：Amplification plot for H5；B：Standard plot for H5；C：Amplification plot for H7；D：Standard curve for H7；

E：Amplification plot for H9；F：Standard curve for H9
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2.4 特异性试验结果

分别以 H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13亚型

AIV、IBV、NDV、IBDV和 ALV-J病毒 RNA为模板，进行三重荧光定量 RT-PCR方

法检测。结果如图 2-3 所示，本研究所使用的 Taqman探针能特异性地检测 H5、H7

和 H9 亚型 AIV，出现特异性荧光曲线，其他亚型 AIV以及传染性支气管炎病毒、传

染性法氏囊病毒、新城疫病毒和 J亚群禽白血病病毒均不产生非特异性扩增，说明本

方法特异性良好。

2.5 重复性试验结果

利用所建立的三重荧光定量 RT-PCR方法进行组内和组间重复性检测，实验结果

如表 2-11所示，组内（0.18%-3.22%）及组间（0.82%-3.35%）变异系数均小于 4%，

表明该三重荧光定量 RT-PCR方法组内与组间重复性良好，可以满足临床检测的要求。

图 2-3三重荧光定量 RT-PCR的特异性

Fig. 2-3 Specificity test for one step triplex real time RT-PCR

注：A：H5检测特异性；B：H7检测特异性；C：H9检测特异性

Note: A：Specificity for H5；B：Specificity for H7；C：Specificity for H9
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表 2-11三重荧光定量 RT-PCR的重复性

Table 2-11 Reproducibility test for one step triplex real time RT-PCR

Virus subtype EID50 /100 μL
Intra-assay Inter-assay

Mean Ct SD CV (%) Mean Ct SD CV (%)

H5

1.0×10
7

15.73 0.18 1.14% 15.93 0.33 2.07%

1.0×10
5

21.51 0.04 0.19% 21.36 0.21 0.99%

1.0×10
3

28.74 0.54 1.88% 28.30 0.62 2.20%

H7
1.0×10

6
14.77 0.04 0.27% 14.50 0.32 2.19%

1.0×10
4

21.90 0.04 0.18% 21.77 0.18 0.84%
1.0×10

2
28.54 0.54 1.89% 28.38 0.23 0.82%

H9

1.0×10
6

14.58 0.47 3.22% 14.56 0.49 3.35%

1.0×10
4

21.92 0.25 1.14% 21.57 0.49 2.27%

1.0×10
2

28.56 0.13 0.46% 28.80 0.33 1.15%

2.6 共感染模型检测结果

实验结果如表 2-12所示，该三重荧光定量 RT-PCR方法可以精确检测不同病毒滴

度组合的 H5、H7和 H9亚型禽流感病毒二重和三重混合感染，这对于揭示临床多种

亚型共感染导致的协同致病作用具有重要意义。

表 2-12三重荧光定量 RT-PCR共感染模型的建立

Table 2-12 Co-infection models for one step triplex real time RT-PCR
Co-infection proportion EID50 /100 μL Co-infection one-step triplex real time

RT-PCR Ct value (mean±SD)
H5 H7 H9 H5 H7 H9

H5:H7:H9=10:1:1 1.0×10
4 1.0×103 1.0×10

3 23.16±0.28 26.41±0.63 25.21±0.05

H5:H7:H9=10:1:10 1.0×10
4

1.0×10
3

1.0×10
4

22.88±0.57 27.18±0.01 21.45±0.09

H5:H7:H9=10:10:1 1.0×10
4

1.0×10
4

1.0×10
3

23.13±0.17 22.20±0.07 25.68±0.18

H5:H7:H9=1:1:10 1.0×10
4

1.0×10
4

1.0×10
5

21.96±0.13 21.08±0.20 17.76±0.19
H5:H7:H9=1:10:1 1.0×10

4
1.0×10

5
1.0×10

4
22.21±0.09 17.97±0.11 22.05±0.20

H5:H7 =1:1 1.0×10
3

1.0×10
3

- 26.69±0.26 26.64±0.10 -

H5:H7 =10:1 1.0×10
4

1.0×10
3

- 23.63±0.50 26.67±0.11 -

H5:H7 =100:1 1.0×10
5

1.0×10
3

- 21.53±0.27 26.92±0.30 -

H5:H9 =1:1 1.0×10
4

- 1.0×10
4

22.71±0.07 - 21.33±0.08

H5:H9 =10:1 1.0×10
4

- 1.0×10
3

25.32±0.30 - 27.22±0.84

H5:H9 =100:1 1.0×10
5

- 1.0×10
3

21.67±0.10 - 28.44±0.21

H7:H9 =1:1 - 1.0×10
3

1.0×10
3

- 26.52±0.11 26.14±0.18

H7:H9 =10:1 - 1.0×10
4

1.0×10
3

- 22.98±0.10 26.82±0.69

H7:H9 =100:1 - 1.0×10
6

1.0×10
4

- 15.10±0.25 20.54±0.13

2.7 质粒标准品的制备

经测序证实重组质粒插入融合基因片段与目的基因序列完全一致，表明重组质粒
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构建成功。提取质粒标准品母液，通过 NanoDrop测定浓度后计算拷贝数，依次 10倍

倍比稀释，建立质粒标准品，质粒标准品浓度为 0.05 ng/µL-0.5 ng/µL，拷贝数介于

107/µL-108/µL之间。

2.8 病毒标准品的制备

H5 标准毒株灭活前毒价为 106.45 EID50/100 μL，H7 标准毒株灭活前毒价为 106.17

EID50/100 μL，H9标准毒株灭活前毒价为 108.33 EID50/100 μL。

取 H5、H7和 H9标准毒株灭活后尿囊液，经尿囊腔接种 9-11日龄 SPF鸡胚，37 °C

孵育 48 h后收集所有鸡胚尿囊液，测定血凝价，全部为阴性；将收获的尿囊液以上述

相同方法进行盲传，取传代鸡胚的尿囊液进行 HA试验，全部为阴性，灭活检验合格。

经 PCR验证（如图 2-4所示），所制备的 H5、H7和 H9病毒标准品亚型鉴定结果均

正确。

H5标准毒株灭活前血凝效价为 27，灭活后血凝效价为 27；H7标准毒株灭活前血

凝效价为 26，灭活后血凝效价为 26；H9标准毒株灭活前血凝效价为 211，灭活后血凝

效价为 211。

H5标准毒株灭活前核酸拷贝数为 7.9×106/μL尿囊液，灭活后核酸拷贝数为 5×

105/μL尿囊液；H7标准毒株尿囊液灭活前核酸拷贝数为 2.5×106/μL尿囊液，灭活后

核酸拷贝数为 5×104/μL尿囊液；H9标准毒株尿囊液灭活前核酸拷贝数为 1.3×108/μL

尿囊液，灭活后核酸拷贝数为 1.6×106/μL尿囊液。

图 2-4 H5、H7和 H9病毒标准品 PCR验证

Fig. 2-4 PCR for confirmation of H5、H7 and H9 standard virus strain

注：M：DL2000 marker；1：H5病毒标准品；2：H5亚型阳性对照；3：H5亚型阴性对照；4：H7病毒标准品

5：H7亚型阳性对照；6：H7亚型阴性对照；7：H9病毒标准品；8：H9亚型阳性对照；9：H9亚型阴性对照

Note: M: DL2000 marker; 1: H5 standard virus strain; 2: H5 positive control; 3: H5 negative control; 4: H7 standard virus

strain; 5: H7 positive control; 6: H7 negative control; 7: H9 standard virus strain; 8: H9 positive control; 9: H9 negative

control
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2.9 试剂盒的组装

试剂盒具体组成试剂名称、规格预装量和主要成分如表 2-13所示，置于-40 °C避

光保存。

表 2-13 三重荧光定量 RT-PCR试剂盒组分

Table 2-13 The content of triplex real time RT-PCR kit

试剂名称 规格与装量 主要成分

AIV-H5-H7-H9-反应液 1200 µL/管 引物、探针、2×one step Q probe mix、RNase free ddH2O

RNA酶混合液 50 µL/管 one step Q probe enzyme mix

AIV-H5-H7-H9-阳性对照 100 µL/管 含 H5，H7和 H9亚型禽流感病毒 HA基因保守区序列的质粒

AIV-H5-H7-H9-阴性对照 100 µL/管 DEPC水

2.10 试剂盒的初步应用

实验结果如表 2-14所示，在对 204份临床样本检测中，三重荧光定量 RT-PCR试

剂盒共检测出了 23份（11.27%）H5亚型 AIV 阳性样品，1份（0.49%）H7亚型 AIV

阳性样品和 51份（25%）H9亚型 AIV 阳性样品，其中 2份（0.98%）为 H5和 H9亚

型 AIV混合感染；病毒分离鉴定法检测出了 24份（11.76%）H5亚型 AIV 阳性样品，

1份（0.49%）H7亚型 AIV 阳性样品和 51份（25%）H9亚型 AIV 阳性样品，其中 2

份（0.98%）为 H5和 H9亚型 AIV 混合感染。如表 2-15所示，与病毒分离鉴定法相

比，三重荧光定量 RT-PCR试剂盒对 H5亚型 AIV的检测敏感性为 95.83%，检测特异

性为 100%，检测符合率为 99.51%；H7 和 H9亚型 AIV 的检测敏感性、特异性和符

合率均为 100%；H5、H7和 H9亚型 AIV 的总体检测敏感性达 98.68%，总体检测特

异性达 100%，总体检测符合率达 99.51%。

表 2-14 三重荧光定量 RT-PCR试剂盒临床实验结果

Table 2-14 clinical performance test results of one step triplex real time RT-PCR kit

Virus subtype
One-step triplex RRT-PCR assay Virus isolation

positive ratio positive ratio

H5 23/204 (11.27%) 24/204 (11.76%)

H7 1/204 (0.49%) 1/204 (0.49%)

H9 51/204 (25%) 51/204 (25%)

H5，H7 0/204 (0%) 0/204 (0%)

H5，H9 2/204 (0.98%) 2/204 (0.98%)

H7，H9 0/204 (0%) 0/204 (0%)

H5，H7，H9 0/204 (0%) 0/204 (0%)
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表 2-15 三重荧光定量 RT-PCR与病毒分离鉴定法比较

Table 2-15 Comparison of one step triplex real time RT-PCR and virus isolation

Target Sensitivity (TP/(TP+FN))a Specificity (TN/(TN+FP))b Accuracy ((TP+TN)/Total)c

AIV 98.68% (75/76) 100% (128/128) 99.51% (203/204)

H5 95.83% (23/24) 100% (180/180) 99.51% (203/204)

H7 100% (1/1) 100% (203/203) 100% (204/204)

H9 100% (51/51) 100% (153/153) 100% (204/204)

注：aTP，阳性；FN，假阴性；灵敏度=(TP/(TP+FN))×100%；bTN，阴性；FP，假阳性；特异性=(TN/(TN+FP))×100%；

cTotal，总样本数；符合率=((TP+TN)/Total)×100%

Note:aTP, true positive; FN, false negative; Sensitivity=(TP/ (TP+FN))×100%；bTN, true negative; FP, false positive;

Specificity=(TN/ (TN+FP))×100%；cTotal, total sample size; Accuracy=((TP+TN)/Total)×100%

3 讨论

禽流感是由禽流感病毒引起的急性、高度接触性人畜共患传染病，其中 H5、H7

和 H9 亚型禽流感的每次暴发流行使世界养禽业受到极大重创，而且截至目前 H5、

H7和 H9 亚型 AIV 均有造成人类直接感染甚至死亡病例，因此加强对这三种亚型禽

流感的监测与防控事关动物源性食品安全和人类社会公共卫生安全，而精准快速的高

通量检测和鉴别诊断是有效防控三种亚型禽流感的前提和基础[1, 15-18]。

禽流感病原学检测分为经典的病毒分离试验和分子生物学快速诊断方法。病毒分

离试验虽然准确可靠，但确诊花费时间长，实验操作对生物安全要求高且繁琐，无法

满足早期快速诊断的需求。分子诊断技术以核酸为检测对象，有效避免出现病毒扩散，

且快速、准确、灵敏，因而更受青睐[19-21]。

在分子诊断技术中，实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）相较于传统 PCR技术，

兼具引物和探针的双重特异性，同时拥有光谱分析技术的高敏感性，在全封闭条件下

实现对 PCR产物的定量检测，易于标准化，有效避免由污染引起的假阳性，应用前

景广阔[13, 14, 22]。该技术根据检测模板的不同又可分为两类，相较于两步法实时荧光定

量 PCR，一步法实时荧光定量 RT-PCR直接利用 RNA作为模板进行检测，反转录和

PCR扩增过程在同一体系内完成，进一步降低交叉污染率，避免多步操作引入的试验

误差，显著缩短检测周期，提高了检测的效率和准确性[23, 24]。根据其工作原理，一步

法实时荧光定量 RT-PCR可以通过使用不同激发与发射光谱的荧光素标记探针实现单

管多检的高通量检测目的[25]。本研究使用瑞士 Roche公司 LightCycler 96型号的实时

荧光定量 PCR扩增仪，一次可同时完成对 96份样品 H5、H7和 H9亚型 AIV 感染的
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定量测定，检测结果可在扩增 70 min后获得，无需常规 PCR的后期电泳鉴定，既简

化了操作步骤，快速简便，又实现了大规模和高通量检测，节约成本。但与单重荧光

定量 RT-PCR相比，多重荧光定量 RT-PCR的反应体系受多种因素影响，从根本上需

解决不同 Tm值和浓度引物和探针之间的相互干扰问题[26]。因此本实验在设计引物与

探针时，通过预实验筛选出引物与探针间干扰最小、扩增条件相近和扩增效率最高的

组合，同时优化反应体系中引物、探针的浓度和退火温度等，从而提升单管多检的敏

感性与特异性。

应用本研究所建立的方法，对 H1-H13 亚型 AIV 以及 NDV、IBV 和 IBDV 等常

见禽病病毒进行检测，可特异性检测出 H5、H7或 H9亚型 AIV，出现特异性扩增曲

线，其他病原检测结果均为阴性，无任何扩增曲线，特异性达 100%。将 H5、H7和

H9亚型 AIV 进行 10倍倍比稀释后，利用本研究建立的方法进行敏感性检测，结果显

示，该方法检测下限分别为 103、102和 102 EID50/100 μL，相较于单重实时荧光定量

RT-PCR方法整体检测灵敏度降低 10倍。组内和组间重复性试验结果显示，Ct值的变

异系数均在 4%以下，重复性高。根据本实验建立方法所组装的三重实时荧光定量

RT-PCR试剂盒在临床样本检测中与病毒分离鉴定标准方法表现出高符合率。

有大量研究表明，在家禽和野禽中存在多种亚型禽流感病毒共感染现象，这是因

为禽流感病毒基因组具有分节段特性，极易因感染同一宿主而导致不同亚型 AIV之间

进行基因重组产生新基因型，未知重组病毒的传播将对无免疫动物和人群构成潜在的

重大威胁，因此对于在全世界广泛流行的 H5、H7和 H9亚型禽流感病毒在家禽和野

禽中的共感染状况开展长期监测至关重要[27]。本研究所建立的方法在共感染模型检测

中表现优异，可以精准检测出相同或不同病毒滴度组合的 H5、H7和 H9亚型禽流感

病毒二重和三重混合感染，为这三种亚型禽流感的混合感染筛查提供了有力工具。

综上所述，本研究建立的一步法检测 H5、H7和 H9亚型禽流感病毒三重荧光定

量 RT-PCR检测方法检测范围宽、特异灵敏、操作简便，结果直观，可提高检测效率，

降低实验成本，具有良好的应用前景。

4 本章小结

本章研究通过系统设计和优化特异性引物和探针，成功建立了在一个反应体系中

鉴别 H5、H7和 H9亚型 AIV 的三重荧光定量 RT-PCR方法并组装试剂盒。应用该试

剂盒和病毒分离鉴定法对临床样品进行平行检测后证实，该方法具有单管封闭操作防

污染、操作简便、可实时监控、准确快速、灵敏度高、特异性强等优点，可为 H5、

H7和 H9亚型 AIV 的快速鉴别检测及流行病学调查提供有效的技术手段。
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第三章 H7亚型禽流感病毒 cELISA抗体检测方法的建立

摘要：自 2017 年中国暴发 H7N9 亚型禽流感疫情后，我国采取重组禽流感病毒

（H5+H7）三价灭活疫苗防控策略，为养殖家禽持续提供免疫保护力。当前，研发一

种快速高效的 H7亚型 AIV 抗体检测方法以实现对免疫鸡群 H7抗体水平的及时监测

和疫苗免疫效果的正确评估极为迫切，对 H7亚型禽流感防控显得尤为重要。本研究

旨在开发一种新型的 H7亚型 AIV cELISA抗体检测方法，以纯化的 H7全病毒颗粒作

为包被抗原，筛选出与 H7阳性血清共同竞争结合包被抗原的单克隆抗体作为竞争抗

体，用于测定不同易感宿主血清中的 H7抗体水平。在该检测方法中，最适抗原包被

浓度为 4 μg/mL，竞争单抗最适浓度为 0.625 μg/mL，待检血清最佳稀释倍数为 1:5，

检测时间控制在 2 h以内。鸡、鸭和孔雀血清 H7抗体检测抑制率临界值分别确定为

30.11%、26.85%和 45.66%。除 H7 以外其他亚型 AIV 和其他常见禽类病毒（IBV、

NDV、IBDV和 ALV）阳性血清用于特异性检测，结果表明该检测方法具有型和亚型

特异性。以血凝抑制（HI）试验作为参考标准，确定该检测方法鸡、鸭和孔雀血清检

测灵敏度分别达到 20、21和 2-1HI 滴度。利用该 cELISA方法共检测 400份临床血清

样本（115份鸡血清、145份鸭血清、140份孔雀血清），并与 HI试验进行符合率比

较，鸡、鸭和孔雀血清的检测符合率分别为 100%（115/115）、98.6%（143/145）和

99.3%（139/140）。综上所述，该 cELISA方法是一种灵敏、特异的 H7亚型 AIV 抗

体快速检测方法，对 H7亚型 AIV的血清学诊断和免疫效力监测具有重要价值。

关键词：禽流感；H7亚型；cELISA；抗体检测

禽流感是一种由 A型流感病毒引起的人畜共患传染病综合征，被世界动物卫生组

织（OIE）和我国列为 A类动物疫病，其病原频繁变异，感染宿主多样，目前已在全

球 60多个国家和地区流行蔓延，人类社会、经济和公共卫生安全面临巨大挑战[1]。在

进入二十一世纪后，H7亚型 AIV 引发多次大规模的暴发流行，其中 2003年荷兰暴发

的 H7N7 亚型禽流感疫情波及多国，导致三千万家禽被扑杀，并有 89 人确诊感染；

2013-2017年期间在我国大面积暴发的五波 H7N9亚型禽流感疫情共导致 1398人感染

发病，其中 560 人死亡，H7亚型禽流感对全球公共健康和家禽产业造成的风险日益

增大，更加突显了对 H7亚型禽流感防控的重要意义[2-6]。

免疫接种是提高易感动物抵抗力的关键措施，目前我国对高致病性禽流感实行强

制免疫，因此需要建立相应的早期快速血清学检测手段跟踪监测和评估临床免疫状

态，确保免疫抗体水平合格率达标，为我国 H7亚型禽流感预防和控制提供充分保障
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[7-9]。传统的血凝抑制试验因检测周期长，无法满足现实检疫的需求；琼脂凝胶免疫扩

散试验因其检测抗原为核蛋白或基质蛋白，因此无法用于鉴定亚型。酶联免疫吸附试

验（ELISA）凭借其敏感性高、特异性强、快速省时且便于大批量检测的优点尤其适

用于禽流感的抗体监测及流行病学调查，其中 cELISA充分发挥了单克隆抗体针对单

一抗原表位的优势，使得抗体检测更为特异和稳定，并能实现对抗体滴度的定量测定

[10-13]。

在本研究中，我们以纯化后的灭活全病毒作为检测抗原，利用一株本实验室制备

的 H7亚型 AIV 单克隆抗体作为竞争抗体，建立了 H7 亚型 AIV cELISA 抗体检测方

法，用于评价不同易感宿主免疫后血清样本中的 H7保护性抗体水平，初步临床试验

表明其可批量稳定检测血清样本，方便快捷，特异敏感，与 HI试验符合率高。

1 材料与方法

1.1 病毒、细胞、鸡胚与实验动物

所用 H7亚型病毒株是以 A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1)（简称 PR8）六个基因片段

作为骨架构建的低致病力毒株，其 HA和 NA基因片段来源于 A/duck/Zhejiang/12/2011

(H7N3)；H7单克隆抗体细胞株由本实验室保存；9-11日龄无特定病原体（SPF）鸡胚

购自乾元浩生物股份有限公司南京生物药厂；SPF鸡（3月龄）购自浙江神农牧业股

份有限公司；Balb/c小鼠（10-12周龄）购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司。

1.2 单因子阳性鸡血清

H1-H14亚型 AIV，IBV，NDV，IBDV和 ALV-J共 17种单因子阳性鸡血清均由

农业部重点动物病毒学实验室制备并保存，血清详细信息见附录。

1.3 主要生物试剂

辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG（HRP-YKS）购自美国 KPL 公司；

RPMI-1640 购自 HyClone公司；弗氏不完全佐剂购自 Sigma公司；青链霉素（100×）、

胎牛血清购自 Gibco公司；HiTrap protein A HP预装色谱柱购自 GE公司。

主要溶液配置：

1) 包被液：1.59 g碳酸钠，2.93 g碳酸氢钠，去离子水加至 1 L，调节 pH至 9.6；

2) 5%脱脂奶 PBS溶液：称取 5 g脱脂奶，溶解于 100 mL 1×PBS溶液；

3) 洗涤缓冲液：0.2 g磷酸二氢钾，2.9 g十二水合磷酸氢二钠，8.0 g氯化钠，0.2 g

氯化钾，0.5 mL吐温-20，去离子水加至 1 L；

4) 底物显色 A液：13.6 g醋酸钠，1.6 g柠檬酸，0.3 mL 30%双氧水，去离子水加至



第三章 H7亚型禽流感病毒 cELISA抗体检测方法的建立

45

500 mL；

5) 底物显色 B液：0.2 g乙二胺四乙酸二钠，0.95 g柠檬酸，50 mL甘油，取 0.15 g

四甲基联苯胺溶于 3 mLDMSO中，去离子水加至 500 mL。

1.4 主要仪器设备

超低温冰箱、摇床和恒温培养箱购自 Thermo 公司；移液器、常温离心机、4 °C

低温离心机购自 Eppendorf公司；超速离心机购自 Beckman公司；CO2细胞培养箱购

自 Thermo公司；多功能酶标仪购自 Tecan公司。

1.5 原理示意图

图 3-1 H7竞争法 ELISA原理示意图

Fig. 3-1 Schematic illustration of H7 competitive ELISA

1.6 H7全病毒纯化

H7重组病毒用 pH=7.4 的无菌 PBS按照 1:1,000比例稀释，每枚 9-11 d SPF鸡

胚尿囊腔接种 100 μL，接种后 72 h测定所有鸡胚 HA滴度, 测定符合要求后收集感染

鸡胚尿囊液，混匀后再测 HA滴度，经β-丙内酯处理灭活后，将灭活的病毒尿囊液用

四层纱布的漏斗过滤。以 3,000 rpm高速离心 30 min，获取上清，再以 12,000 rpm高

速离心 45 min，获取上清。将所得上清加至 38 mL的超速离心管 31,000 rpm超速离心

2 h，弃掉上清；然后迅速将管子至于冰上，每管沉淀添加 0.5mL PBS溶液过夜冰浴
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侵润溶解，次日收集溶解沉淀。在 38 mL的透明超速离心管中从离心管底部依次加入

等体积的 60%、45%、30%、15%的蔗糖溶液，加完蔗糖后，用记号笔标记分层处，

然后加入经 PBS溶解的病毒溶液，160,000 g超速离心 2 h。超离后使离心机自然降速，

取出离心管置于冰上，收取纯化病毒。蔗糖密度梯度离心后收集的纯化病毒用 PBS

溶液适度稀释后 31,000 rpm超速离心 2 h，去除蔗糖，用 PBS重悬溶解，测定蛋白含

量，分装保存于-70 °C，用作包被抗原。

1.7 H7亚型禽流感病毒单克隆抗体腹水的纯化

取 10-12周龄雌性 Balb/c小鼠每只腹腔注射 0.5 mL弗氏不完全佐剂致敏 10-14 d，

期间复苏 H7单抗细胞株并测定其细胞上清 ELISA抗体效价，用基础培养基将扩大培

养细胞稀释，注射量为 1×106/只-5×106/只，接种细胞约 7 d后当小鼠腹部明显膨大时

用注射器吸取腹水，所收集腹水在 4 °C条件下 1,500 rpm离心 20 min，吸取上层澄清

腹水，保存于-20 °C。

收集腹水通过辛酸-硫酸铵法进行初步纯化。腹水在 4 °C条件下 12,000 rpm离心

15 min，吸取腹水上清后用滤纸过滤去除脂质和颗粒沉淀，滤液经 4倍体积的 60 mM

醋酸缓冲液（pH值 4.0）稀释后，用 1 M NaOH调 pH值至 4.5，逐滴滴加辛酸（终浓

度为 25 μL/mL），室温下搅拌 30 min，然后 4 °C静置 2 h以上，使其充分沉淀。在 4 °C

条件下 12,000 rpm 离心 30 min后收集上清，上清液用普通滤纸过滤 1次，加入 1/10

体积的 10×PBS，用 1 M NaOH溶液调 pH值至 7.4，4 °C冰浴条件下边搅拌边缓慢加

硫酸铵（每毫升上述混合液加 0.277 g固体硫酸铵），小量多次慢慢溶入，并不时搅

拌。硫酸铵全部加入后，于 4 °C搅拌 30 min后，继续静置过夜，次日在 4 °C条件下

13,000 rpm离心 30 min，弃上清，短暂离心后将沉淀溶解于 1.5 mL结合缓冲液中用于

后续亲和层析。

初步纯化的腹水经过 HiTrap protein A HP预装色谱柱进行亲和层析纯化。每个收

集管（收集 1 mL 洗脱缓冲液）中预先加入 60 至 200 µL pH值为 9.0 的 1 M Tris-HCl

溶液。除掉塞子，将色谱柱连接到注射器，用结合缓冲液填充注射器，避免将空气引

入色谱柱。卸下色谱柱出口处的卡扣端，用 10倍柱体积的结合缓冲液 (20 mM磷酸

钠溶液) 洗涤色谱柱，1 mL和 5 mL色谱柱流速分别为 1 mL/min或 5 mL/min。用注

射器将待纯化样品通过色谱柱，用 5 至 10倍柱体积的结合缓冲液洗涤，直到流出物

中没有物质为止。最后用 2至 5倍柱体积的洗脱缓冲液(0.1 M柠檬酸，pH值 3.0-6.0)

洗脱。
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1.8 检测条件的优化

1.8.1 最适抗原包被浓度、竞争单抗浓度和血清稀释倍数的确定

使用方阵滴定试验摸索包被抗原和竞争单抗的最适稀释滴度。将包被抗原分别稀

释至浓度为 2 μg/mL、4 μg/mL、6 μg/mL、8 μg/mL，每孔包被 100 μL。将浓度为 2 mg/mL

的 H7单抗纯化腹水分别稀释至 0.3125、0.625和 1.25 μg/mL。按照竞争 ELISA 的常

规步骤，以 H7单因子阳性血清抑制率最高，同时阴性血清抑制率最低点所对应的抗

原包被浓度和单抗浓度即为最适抗原包被浓度和竞争单抗浓度。确定最适抗原包被浓

度和竞争单抗浓度后，将 H7单因子阳性血清依次 1:5、1:10、1:20、1:40、1:80倍比

稀释，以 H7单因子阳性血清抑制率最高，同时阴性血清抑制率最低点所对应的血清

稀释倍数即为最适血清稀释倍数。

1.8.2 检测临界值的确定

通过 HI试验选取阳性与阴性鸡、鸭和孔雀血清样本，用建立的 cELISA检测方法

分别对 40 份 H7 抗体阳性鸡血清和 75 份阴性鸡血清、105 份 H7 抗体阳性鸭血清和

40份阴性鸭血清、100份 H7抗体阳性孔雀血清和 40份阴性孔雀血清进行检测，对鸡、

鸭和孔雀阳性和阴性血清样本的抑制率 (PI) 进行统计分析，根据受试者工作特征

（ROC）曲线分析结果，以确定鸡、鸭和孔雀血清的检测临界值。

1.9 特异性试验

分别将 AIV，NDV，IBV，IBDV和 ALV的单因子阳性鸡血清按照最佳稀释倍数

稀释，设置阳性和阴性对照，用建立的检测方法对上述血清依次进行检测，根据检测

结果来评估所建立 H7亚型禽流感病毒 cELISA抗体检测方法的特异性。

1.10 敏感性试验

选取已知 H7抗体阳性和阴性鸡、鸭和孔雀血清，连续两倍倍比稀释，设置阳性

和阴性对照，稀释后的血清分别用 HI试验以及建立的 cELISA方法检测，将 HI滴度

在 2-4-28之间的血清用于 cELISA 方法检测并计算出相对应的抑制率，用上述确定的

检测临界值判定结果，比较两种方法的敏感性差异。

1.11 重复性试验

1.11.1批内重复性试验

用同一批次纯化抗原包被的 96孔酶标板，检测 H7抗体阳性鸡血清 3份和阴性鸡

血清 2份，并设置阳性和阴性对照，重复检测两次，每次重复 3孔，分别计算每份血
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清样品的抑制率，计算同一样本 PI 值的变异系数，以检验该检测方法批内检测样本

的重复性。

1.11.2批间重复性试验

用不同批次纯化抗原包被的 96孔酶标板，检测上述 3份 H7抗体阳性鸡血清和 2

份阴性鸡血清，设置阳性和阴性对照，进行两次重复试验，每次重复 3孔，分别计算

每份血清样品的抑制率，计算同一样本 PI值的变异系数，以检验该检测方法批间检

测样本的重复性。

1.12 临床应用

随机选取 400份临床鸡、鸭和孔雀临床血清样品，分别用建立的 cELISA 检测方

法和 HI试验进行平行检测，根据各种血清的检测临界值进行判定，比较该 cELISA检

测方法与 HI试验的敏感性、特异性和符合率。阴性样品中的阴性检出率即为特异性,

阳性样品的阳性检出率即为相对敏感性。两种方法检测结果一致的样本数占总体样本

的比例即为两者的符合率。

2 结果

2.1 检测条件的优化

2.1.1抗原包被浓度、竞争单抗浓度和血清稀释倍数的选择

取 H7单因子阳性鸡血清，方阵滴定结果显示，当抗原包被浓度为 4 μg/mL，H7

单抗纯化腹水稀释至 0.625 μg/mL 时，阳性标准血清的 OD450nm值达到最低点，抑制

率达到最高点，因此确定最适抗原包被浓度为 4 μg/mL，竞争抗体最适浓度为 0.625

μg/mL；当血清稀释倍数为 1:5时，阳性标准血清抑制率最高且与阴性标准血清抑制

率差距最大，因此确定血清最佳稀释倍数为 1:5，具体结果见图 3-2。

图 3-2检测工作条件的优化

Fig. 3-2 Optimization of test working conditions

注：（A）包被抗原和竞争抗体最佳浓度的确定（B）血清最佳稀释倍数的确定
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Note: (A) Determination of the optimal concentration for coating antigen and H7 mAb. (B) Determination of the optimal

serum dilution ratio

2.1.2 检测临界值的确定

鸡、鸭和孔雀阳性和阴性血清样品的检测结果如图 3-3，根据 ROC曲线分析结果，

当鸡血清检测临界值为 30.11%，鸭血清检测临界值为 26.85%，孔雀血清检测临界值

为 45.66%时，此时诊断特异性和灵敏度同时达到最高。

图 3-3鸡、鸭和孔雀血清 H7抗体检测临界抑制率的确定

Fig. 3-3 The cut-off inhibition rate for detection of H7 antibodies in chicken, duck and peacock serum

注：图中每个实心圆点代表一份血清样本，水平虚线代表检测临界值。A：鸡血清临界值；B：鸭血清临界值；C：

孔雀血清临界值；D：鸡血清 ROC曲线；E：鸭血清 ROC曲线；F：孔雀血清 ROC曲线

Note: Each dot represents one serum sample. The horizontal dotted lines indicate the cut off value. A: the cut-off

inhibition rate for chicken serum; B: the cut-off inhibition rate for duck serum; C: the cut-off inhibition rate for peacock

serum; D: ROC curve for chicken serum; E: ROC curve for duck serum; F: ROC curve for peacock serum

2.2优化后的具体实验步骤

1) 抗原包被：用包被液将纯化全病毒抗原稀释至终浓度为 4 μg/mL，于 4 °C条件下

包被 96孔酶标板过夜，每孔孵育 100 μL，次日弃包被液，每孔添加 200 μL PBST

洗涤液，每次洗涤 5 min，共洗涤 5次。

2) 封闭：每孔孵育 200 μL 5%脱脂奶 PBS溶液，于 37 °C封闭 1 h，洗涤同上。

3) 血清样本及竞争单抗混合孵育：将待检血清样本按照 1:2.5比例稀释，H7单抗纯

化腹水稀释至 1.25 μg/mL，然后将按比例稀释后的血清样本以及 H7单抗纯化腹
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水等体积混匀，同时设置浓度为 0.625 μg/mL的 H7单抗纯化腹水作为空白对照，

每孔孵育 100 µL，于 37 °C孵育 1 h，洗涤同上。

4) 酶标抗体孵育：以山羊抗小鼠 IgG（HRP-YKS）作为二抗，按照 1:5,000 比例稀

释，每孔孵育 100 μL，于 37 °C孵育 30 min，洗涤同上。

5) 化学发光显色：每孔加入 100 µLA液与 B液的等体积混合底物显色液，室温下避

光显色反应 5 min，继续添加 50 µL的 2 M 浓 H2SO4 终止反应。

6) 读值计算：用酶标仪测定各个加样孔 OD450nm 值，定义血清样本与 H7单抗纯化

腹水等体积混合加样孔读值为 ODserum，H7 单抗纯化腹水空白对照孔读值为

ODmAb，根据酶标仪测定结果计算血清抑制率 (PI%)，计算公式为 PI%

=((ODmAb-ODserum)/ODmAb)×100%。

7) 结果判定：鸡血清的判定标准：PI%>30.11%为 H7抗体检测阳性，PI%≤30.11%为

H7 抗体检测阴性；鸭血清的判定标准：PI%>26.85%为 H7 抗体检测阳性，

PI%≤26.85%为 H7抗体检测阴性；孔雀血清的判定标准：PI%>45.66%为 H7抗体

检测阳性，PI%≤45.66%为 H7抗体检测阴性。

2.3 特异性实验

所建立的 cELISA方法检测结果显示（如图 3-4），只有 H7 亚型 AIV 单因子阳

性鸡血清的抑制率高于检测临界值判定为阳性，而其他 HA亚型 AIV 和其他常见禽类

病毒单因子阳性鸡血清的抑制率均明显低于临界值，结果均为阴性，说明该检测方法

与其他 HA亚型 AIV 和其他常见禽类病毒单因子阳性鸡血清均无血清学交叉反应。以

上结果表明，所建立的 H7亚型 AIV cELISA 抗体检测方法具有良好的特异性，可用

于血清中 H7亚型 AIV抗体检测。
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图 3-4特异性试验结果

Fig. 3-4 Specificity test results of the H7 competitive ELISA assay

注：图中水平虚线代表检测临界值

Note: The horizontal dotted lines indicate the cut off value of chicken serum

2.4 敏感性实验

将不同 HI效价的 H7阳性鸡、鸭血清和阴性对照血清从 2倍开始连续倍比稀释，

用 HI试验和所建立的 cELISA方法两种方法分别检测血清效价，结果如图 3-5，鸡血

清检测最低限度达到 20 HI滴度，鸭血清检测灵敏度达到 21 HI滴度，孔雀血清检测灵

敏度达到 2-1HI滴度，比传统的 HI试验至少要敏感 8倍以上。以上结果表明，所建立

的 H7亚型 AIV cELISA抗体检测方法具有良好的敏感性，适用于检测血清中 H7亚型

AIV抗体。

此外，通过对所建立的 cELISA方法和 HI试验进行相关性分析，结果如图 3-5，

鸡血清检测皮尔逊相关系数 r 为 0.9883（P值＜0.0001），鸭血清检测皮尔逊相关系

数 r为 0.9918（P值＜0.0001），孔雀血清检测皮尔逊相关系数 r为 0.9413，当 0.7≤

|r|＜1时表示两个随机变量之间高度相关，以上结果表明相同血清样本的抑制率与 HI

滴度之间高度相关，进而说明抑制率对于 HI滴度具有指示作用。

2.5 重复性实验

批内和批间重复试验结果显示：用相同批次纯化抗原包被的 96孔酶标板检测相

同编号的阳性和阴性血清样本 , 其 PI 值经统计学分析，批内变异系数介于

0.19%-6.17%之间，均低于 10%；用不同批次纯化抗原包被的 96孔酶标板检测相同编
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号的阳性和阴性血清样本, 其 PI值经统计学分析，批间变异系数介于 2.94%-15.15%，

均低于 20%，以上结果说明建立的 H7亚型 AIV cELISA抗体检测方法重复性良好（见

表 3-2）。

图 3-5敏感性试验结果

Fig. 3-5 Sensitivity test results of the H7 competitive ELISA assay

注：图中水平虚线代表检测临界值，r代表皮尔逊相关系数

Note: The horizontal dotted lines indicate the cut off value, r represents Pearson correlation coefficient
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表 3-2批内与批间重复性试验

Table 3-2 Intra- and Inter-assay repeatability of the H7 competitive ELISA assay

Species Serum samples HI titer Inhibition percentage

Intra-assay Inter-assay

Mean (%) SD CV (%) Mean (%) SD CV (%)

Chicken Positive serum 1 2
6

77.30 0.014 1.92 76.34 0.052 6.91

Positive serum 2 28 78.34 0.003 0.35 70.07 0.095 13.62

Positive serum 3 29 81.50 0.005 0.67 85.76 0.049 5.74

Negative serum 1 - 29.01 0.002 0.82 29.76 0.013 4.43

Negative serum 2 - 14.89 0.009 6.17 19.50 0.027 14.04

Duck Positive serum 1 2
10 89.69 0.011 1.22 84.20 0.064 7.56

Positive serum 2 2
10 88.75 0.007 0.81 81.50 0.091 11.12

Positive serum 3 2
10 86.72 0.017 1.91 81.73 0.059 7.18

Negative serum 1 - 13.00 0.002 1.57 13.21 0.004 2.94

Negative serum 2 - 22.39 0.007 3.27 20.61 0.031 15.15

Peacock Positive serum 1 2
9 85.46 0.014 1.69 80.66 0.056 6.96

Positive serum 2 2
9

85.07 0.024 2.85 89.63 0.054 6.07

Positive serum 3 2
9

93.99 0.002 0.19 90.13 0.045 4.95

Negative serum 1 - 15.94 0.001 0.20 15.66 0.014 8.74

Negative serum 2 - 11.12 0.002 1.66 11.87 0.013 11.04

2.6 临床实验

用所建立的H7亚型AIV cELISA抗体检测方法与HI试验同时检测 400份临床鸡、

鸭和孔雀临床血清样品，根据试验结果（见表 3-3）可知，鸡血清的诊断敏感性为 100%，

诊断特异性为 100%，符合率为 100%；鸭血清的诊断敏感性为 98.1%，诊断特异性为

100%，符合率为 98.6%；孔雀血清的诊断敏感性为 99%，诊断特异性为 100%，符合

率为 99.3%。以上结果表明所建立的 H7亚型 AIV cELISA抗体检测方法与血凝抑制试

验的符合率较高，由此也证实了该方法在检测不同物种血清中 H7亚型禽流感病毒抗

体的可靠性。



H5、H7和 H9亚型 AIV三重荧光定量 RT-PCR方法与 H7 cELISA方法建立及 H5亚型 HA蛋白单抗制备

54

表 3-3 H7 cELISA与 HI试验比较临床试验

Table 3-3 Comparison of the H7 competitive ELISA and HI test for clinical samples detection

Target

chicken serum duck serum peacock serum
H7

competitive
assay

HI test
H7

competitive
assay

HI test
H7

competitive
assay

HI test

Positive 40 40 103 105 99 100

Negative 75 75 42 40 41 40

Positive rates 34.8% 34.8% 71.0% 72.4% 70.7% 71.4%
Sensitivity

a
(TP/(TP+FN))

100% 98.1% 99%

Specificity
b
(TN/(TN+FP))

100% 100% 100%

Accuracy
c((TP+TN)/Total) 100% 98.6% 99.3%

注：aTP，阳性；FN，假阴性；灵敏度= TP/(TP + FN)×100%。bTN，阴性；FP，假阳性；特异性= TN/(TN + FP) ×100%；

cTotal，总样本数；符合率=((TP + TN)/Total)×100%

Note: aTP, true positive; FN, false negative; Sensitivity=(TP/ (TP+FN))×100%; bTN, true negative; FP, false positive;

Specificity=(TN/ (TN+FP))×100%; cTotal, total sample size; Accuracy=((TP+TN)/Total)×100%

3 讨论

禽流感是持续危害世界养禽业的毁灭性疫病和具有重要公共卫生意义的人畜共

患病，其病原 AIV 分属于甲型流感病毒，感染宿主多样，极易发生变异且血清型众多，

因此需要及时开展针对 AIV 的诊断研究，以防止禽流感大范围流行，最大限度降低其

对动物和人类造成的威胁与伤害[2, 3, 14]。

AIV 根据其表面糖蛋白血凝素和神经氨酸酶的抗原性质可分为 16个 HA 和 9 个

NA亚型，其中 H7亚型 AIV 在世界许多地区的家禽和野禽身上均得到分离，且不乏

为高致病力毒株，突然暴发且死亡率高，对养禽业危害严重，同时已发现部分 H7毒

株突破种间屏障直接感染哺乳动物和人类，导致严重的呼吸道疾病甚至死亡，使其成

为在人群中潜在暴发流行的重要亚型之一，对人类公共卫生造成严重威胁[15-17]。目前，

我国针对 H7亚型禽流感采取免疫预防为主的防控策略，因此对于养殖家禽的长期血

清学监测显得尤为重要，通过精准掌握和分析免疫鸡群 H7抗体滴度的动态数据，为

后期免疫预防方案的实时调整提供重要指导[18]。

现阶段，HI试验仍是临床上滴定禽流感病毒血清抗体的金标准，但 HI试验对操

作者专业素养要求高且工作量大，不利于开展大规模抗体水平监测。与 HI试验相比，
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ELISA技术具有灵敏、快速、高效、操作简便、高通量等优点，并且待检血清无需进

行预处理，因此更加适合实验室和田间批量样本抗体水平的监测，从而及时高效反应

疫苗的免疫效果，为 H7亚型禽流感的有效防控赢得宝贵时间[19, 20]。

McAbs凭借其高度特异、均质，易于体外大量制备等优势在病原微生物抗原抗体

的检测中一直发挥积极作用[21]。基于单克隆抗体的 cELISA方法可用于多种动物血清

抗体检测，其特异性和敏感性高，成本低，操作简便，耗时短，在动物源性病毒的血

清学诊断领域应用前景广阔[22]。cELISA抗体检测方法成功建立的关键是选择高特异

性和高亲和力的单克隆抗体，且该单抗针对诱导产生中和抗体的优势抗原表位。本研

究对本实验室制备的多株 H7单克隆抗体进行了实验筛选，其中一株抗 H7亚型禽流

感病毒 HA1 蛋白的特异性McAb 与 H7 亚型 AIV 单因子阳性血清间具有良好的竞争

效果，故将此株单抗用于开发 cELISA抗体检测方法。首先，本研究分别运用两种方

法对单抗腹水进行两步法纯化以获得高纯度的抗体，第一步利用辛酸-硫酸铵法将腹水

中的非 IgG蛋白杂质沉淀去除，第二步采用具有高度选择性的 protein A亲和色谱法浓

缩洗脱目的单克隆抗体[23-25]。此外，为保证该方法的特异性，我们采用蔗糖密度梯度

离心法纯化 H7亚型 AIV 并以此作为包被抗原，同时选择含 5%脱脂乳的 PBS溶液作

为封闭液和稀释液，从而显著消除非特异性结合反应。将该竞争法 ELISA 用于检测

H7亚型外其余亚型 AIV、IBV、IBDV、NDV-LaSota和 ALV-J的单因子阳性血清时，

均无交叉反应性。与间接 ELISA相比，cELISA由于引入抑制率来评价抗体水平的高

低，将阳性和阴性之间的差距扩大，从而使得检测的敏感性大幅度提高，本研究所建

立的方法鸡血清 H7 抗体的最低检测线可达到 20 HI 滴度，鸭血清的最低检测线达到

21 HI 滴度，孔雀血清的最低检测线达到 2-1HI滴度相比 HI试验更为灵敏，也明显优

于范俊青等此前建立的 H7亚型 cELISA 抗体检测方法[22]。使用同一批次包被的酶标

板和不同批次包被的酶标板进行重复性试验，结果表明批内变异系数均小于 10%，批

间变异系数均小于 20%，该方法具有良好的重复性和稳定性。而且，不同物种血清临

床样本检测结果与 HI试验符合率高，一次可实现对 96份样品同时检测，检测时间可

控制在 2 h以内，高效快捷。

总之，该竞争法 ELISA为免疫后血清 H7抗体的大规模普查提供了一种有效的工

具，对 H7亚型禽流感暴发流行的有效防控具有重要的现实意义。

4 本章小结

本章研究以灭活的 H7亚型纯化病毒作为包被抗原，H7亚型禽流感病毒 HA1蛋

白特异性单抗为竞争抗体，建立了适用于不同种属动物血清中 H7亚型 AIV抗体快速

定量检测的 cELISA方法。实验结果表明该方法特异性与稳定性良好，敏感性高于经
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典的血凝抑制试验，临床样本检测与血凝抑制试验符合率高，同时该方法操作简便快

捷，可为免疫鸡群的 H7抗体水平监测提供依据。
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第四章 H5亚型禽流感病毒HA蛋白单克隆抗体的制备及
鉴定

摘要：本研究用纯化的重组融合蛋白 pColdI-H5-HA1作免疫原，免疫 6-8周龄 Balb/c

雌性小鼠，用间接 ELISA方法选取血清抗体滴度高的小鼠脾脏用于细胞融合，并检测

融合细胞培养上清以筛选阳性杂交瘤细胞株。经过多次克隆化培养，最终获得 2株能

稳定分泌抗 H5亚型禽流感病毒 HA1蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，命名为 11H4

和 12G4。间接 ELISA法测得杂交瘤细胞培养上清的抗体效价分别为 1:10000、和 1:10；

2株单抗都是 IgG1亚类，轻链均为κ链。Western blot分析表明 2株单抗均能与纯化的

H5-HA1重组融合蛋白发生特异性反应；间接免疫荧光（IFA）分析表明 2株单抗均能

与 H5亚型禽流感病毒感染的MDCK细胞发生特异性反应。特异性试验表明 3株单抗

能够特异性地识别所有的 H5亚型 AIV，而不与其他亚型发生交叉反应。以上结果表

明，本研究制备的两株 H5单抗具有良好的型特异性，为 H5亚型 AIV 诊断方法的开

发及开展 HA蛋白表位的研究奠定了基础。

关键词：禽流感病毒；H5；单克隆抗体；HA1；特异性

禽流感是由禽流感病毒引起的一种广泛流行的急性呼吸道传染病，长期困扰和制

约世界养禽业发展，并不断破坏全球社会生活秩序和公共卫生安全，其中又以 H5亚

型最为严重[1]。自 1996 年 H5N1亚型 AIV 在我国广东省被首次分离到，其已经迅速

传播蔓延至亚洲、欧洲和非洲等数十个国家和地区，多国养禽业遭受重创；此外，H5N1

亚型 AIV 可跨物种传播导致人类感染，感染死亡率超过 50%[2, 3]。近年来 H5亚型禽

流感疫情已由局部地区暴发转变为全球大面积分布的趋势，且暴发亚型和分支呈现多

样性，除 H5N1亚型外，H5N2、H5N6和 H5N8等亚型均有见报道。在我国 H5N6和

H5N1亚型是近年来流行的主要血清型，clade 2.3.4.4为优势分支，一旦暴发病死率极

高，人类感染病例也时有报道，研究表明 H5亚型禽流感其进化变异速率不断加快，

因此需要加强对 H5亚型禽流感诊断技术和流行特点的研究，为科学防控提供技术支

撑[4]。

单克隆抗体因其具备特异性强、亲和力高、均一性好、效价高和来源方便等优势，

因此可用作病原或血清学诊断试剂，目前在禽流感检测中已成为有力的诊断工具[5]。

禽流感病毒基因组编码多种抗原蛋白，包含大量抗原决定簇，其中 HA蛋白是禽流感

病毒粒子表面的主要抗原蛋白，与禽流感病毒的抗原性和致病性密切相关，是宿主获

得性免疫系统识别的主要对象，诱导中和抗体产生。HA蛋白中决定抗原变异的关键
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氨基酸位点都位于 HA1部分，且都暴露于分子表面[6]。因此，本研究以重组融合蛋白

pColdI-H5-HA1为免疫原，利用杂交瘤技术制备针对 H5亚型禽流感病毒 HA1蛋白的

单克隆抗体，旨在为 H5亚型禽流感病毒的检测和快速诊断方法的建立奠定物质基础。

1 材料与方法

1.1质粒载体、菌株与毒株

原核表达载体 pColdI；克隆宿主菌 E.coil DH5α和表达宿主菌 E.coil BL21（DE3）

均由本实验室保存。H1-H8，H10-H13亚型 AIV 均由农业部病毒学重点实验室分离并

保存（其中 H5与 H7亚型毒株是以 A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1)（简称 PR8）六个基

因片段作为骨架构建的低致病力毒株，H5 亚型毒株的 HA 和 NA 基因片段来源于

A/chicken/Jiangsu/k0101/2010 (H5N1)，H7 亚型毒株的 HA 和 NA 基因片段来源于

A/duck/Zhejiang/12/2011 (H7N3) ； H9 亚 型 毒 株 （ A/chicken/Zhejiang/A2013/2017

(H9N2)）由本实验室保存，毒株信息见附录）。

1.2 细胞、鸡胚与实验动物

小鼠骨髓瘤细胞（sp2/0）和犬肾细胞（MDCK）均保存于本实验室；9-11日龄

SPF鸡胚购自乾元浩生物股份有限公司南京生物药厂； 6-8周龄的 Balb/c雌性小鼠购

自上海西普尔-必凯实验动物有限公司。

1.3 生物试剂

RPMI-1640 和 DMEM 培养基购自 Hyclone 公司；胎牛血清 Gibco 购自 Life

Technologies 公司产品；胎牛血清 BI 购自 Biological Industries；胰酶购自美国

AMRESCO公司；弗氏完全佐剂，弗氏不完全佐剂，HAT（50×）、PEG2000和 DMSO

均购自 Sigma公司；Trizol购自诺唯赞公司；DNAMarker，蛋白预染Marker 和 T4 DNA

连接酶购自 TaKaRa公司；限制性内切酶购自 NEB公司；Ni填料购自 QIAGEN公司；

HRP-YKS和 FITC-YKS购自 KPL公司；质粒提取试剂盒购自天根生化科技有限公司；

凝胶回收试剂盒购自 Axygen公司；克隆抗体亚型鉴定试剂盒购自北京博奥龙免疫技

术公司。

1.4 仪器设备

移液器，常温离心机，4 °C低温离心机购自 Eppendorf公司；倒置荧光显微镜购

自 Olympus公司；CO2细胞培养箱，摇床，细胞计数仪购自 Thermo公司；多功能酶

标仪购自 Tecan公司。
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1.5 免疫原的制备

1.5.1核酸提取与反转录

取实验室保存的以 PR8内部基因片段为骨架构建的 H5亚型低致病力重组病毒尿

囊液，经血凝试验验证和病毒核酸鉴定后用于病毒 RNA的提取。

用 Trizol法提取 H5亚型禽流感病毒 RNA。具体步骤如下：取适量鸡胚尿囊液，

以 12,000 rpm转速离心 5 min， 取 500 µL上清转移至无 RNA酶离心管。向转移的上

清中加入 700 µL Trizol，两者混合均匀后静置 10 min。向上述混合液中加入 200 µL

氯仿，混匀，4 °C静置 10 min后，于 4 °C条件下以 12,000 rpm转速离心 15 min。离

心后立即转移上清并添加等量异丙醇，混匀，4 °C静置 15 min后，于 4 °C条件下以

12,000 rpm转速离心 10 min。弃去上清，用体积为 1 mL的 75%乙醇洗涤沉淀，不重

悬，以 12,000 rpm转速离心 5 min。弃去上清，待离心管内无残余液体后，加入 20 µL

DEPC水，震荡混匀，测定浓度后随即进行反转录，剩余 RNA置于-80 °C保存。

以提取的 RNA为模板进行反转录。反转录的反应体系按照表 4-1 中进行配置。

反转录程序为：50 °C 15 min；85 °C 5 s。反应结束后，产物放于-40 °C保存。

表 4-1 反转录反应体系

Table 4-1 Reverse transcription reaction system

Reagents Volume

5 × HiScript II qRT SuperMix 4 µL

Template RNA Total RNA: 1 pg-1 µg

RNase free ddH2O to 20 µL

1.5.2 目的基因的扩增

利用 Primer Premier 5.0软件，参照原核表达载体 pColdI序列，依据 H5亚型禽流

感毒株去掉前端信号肽的 HA1基因序列设计挑选特异性引物对（表 4-2）。引物由上

海生工生物工程有限公司合成。
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表 4-2 引物序列

Table 4-2 Primer sequences

Primer names Primer sequence（5’-3’） Restriction

enzymes

pColdI-H5-HA1 F CATATGGAGCTCGGTACCCTCGAGGATCAGATTTGCATTGGTTACC XhoI

pColdI-H5-HA1 R CTGCAGGTCGACAAGCTTGAATTCTTTTCTTCTTCTTTCTCTTAGAGGA Hind III

注：字体倾斜碱基代表酶切位点。

以反转录产物 cDNA为模板，用高保真酶（诺唯赞公司）扩增 H5-HA1目的基因

片段。反应体系（50 µL）如下表 4-3，反应程序如下表 4-4所示：

表 4-3 PCR反应体系

Table 4-3 PCR reaction system
Reagents Volume

Premix Taq (LA Taq Version 2.0 plus dye) 25 µL
pColdI-H5-HA1 F 2 µL
pColdI-H5-HA1 R 2 µL

cDNA 1 µL
ddH2O 20 µL

表 4-4 PCR反应程序

Table 4-4 PCR reaction procedures

Stage description Temperature Time Cycle

Initial denaturation 95 °C 5 min 1 cycle

Denaturation 95 °C 15 s

35 cyclesAnnealing 54 °C 30 s

Extension 72 °C 2 min

Extension 72 °C 10 min 1 cycle

扩增后所得 PCR产物，经 1%琼脂糖凝胶电泳分离后，用凝胶回收试剂盒回收目

的大小片段，测定纯化目的基因片段的浓度后，用于构建原核重组表达载体。

1.5.3 酶切、连接与转化

取本实验室保存的 pColdI质粒载体菌种，在氨苄抗性（Amp+）的固体 LB 培养

基上划线，于 37 °C静置培养过夜；挑取单个菌落置于 4 mL的 LB液体培养基（Amp+）

中，于 37 °C摇床过夜震荡培养。用天根生化科技有限公司的质粒小提试剂盒提取质

粒，具体步骤如下：用 500 µL体积平衡液 BL平衡吸附柱，离心后弃去收集管中的液
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体并放回吸附柱。取过夜培养 4 mL菌液，以 12,000 rpm转速离心 5 min后弃去上清。

用 250 µL体积 P1溶液彻底悬浮菌体沉淀，再添加 250 µL体积 P2溶液，温和翻转 6-8

次以充分裂解菌液。然后再加入 350 µL体积 P3溶液，立即温和混匀，出现白色絮状

沉淀后以 12,000 rpm转速离心 10 min。将离心后的上清转移至平衡后吸附柱，每次转

移 700 µL体积，以 12,000 rpm转速离心 1 min，弃去废液。转移完成后向吸附柱加入

600 µL体积漂洗液 PW，以 12,000 rpm转速离心 1 min，弃去废液，重复一次此步骤

后将吸附柱放回收集管，以 12,000 rpm转速空离 2 min。取吸附柱置于新离心管中，

滴加 20 µL ddH2O 于吸附柱膜中央，静置 5 min 后以 12,000 rpm转速离心 3 min。测

定质粒浓度，并标记好质粒名称，浓度以及日期。暂放于 4 °C备用或存放于-40 °C长

期保存。

取回收纯化的 H5-HA1基因片段和质粒空载体 pColdI，分别用限制性内切酶进行

双酶切，于 37 °C条件下水浴 30 min。清洁回收酶切产物，回收产物用 1%琼脂糖凝

胶电泳进行鉴定，用 clonexpressII one step cloning kit连接质粒空载体和目的基因片段，

酶切和连接反应体系如表 4-5和 4-6所示。

表 4-5 酶切体系

Table 4-5 Enzyme digestion system

Reagents Volume

pColdI 1 μg

XhoI 1 µL

HindIII 1 µL

10ⅹcutsmart buffer 5 µL

ddH2O to 50 µL

按下表体系于冰上操作，添加完试剂后混合均匀，短暂离心后 37 °C恒温水浴 30

min，立即取出连接体系，冰浴 3 min。

表 4-6 连接体系

Table 4-6 Ligation system

Reagents Volume

5 CE II Buffer 4 µL

Exnase® II 2 µL

Target gene（H5-HA1） 50-200 ng

Vector（pColdI） 10-200 ng

ddH2O to 20 µL
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全程无菌条件下用 CaCl2处理法制备感受态细胞。具体制备步骤如下，将 E.coli

DH5α和 E.coli BL21菌种于无抗性 LB固体培养基上划线，过夜活化培养，挑取单一

菌落置于 4 mL无抗性 LB液体培养基中，于 37 °C摇床过夜培养。将上述菌液按 1:100

的比例接种到无抗性 LB液体培养基中，37 °C摇床扩大培养，生长至对数期后分装至

预冷的 50 mL离心管，冰浴 20 min。于 4 °C条件下以 4,000 rpm转速离心后弃去上清，

加入 25 mL预冷的浓度为 0.1 M的 CaCl2溶液悬浮菌体，冰浴 30 min。于 4 °C条件下

以 4,000 rpm转速离心 10 min，弃去上清，加入 5 mL预冷的含 20%甘油的 CaCl2溶液

悬浮菌体，分装后于-80 °C条件下保存。

取出感受态细胞 E.coli DH5α置于冰上融化，将连接产物轻轻吹打加入 50 µL体积

的感受态细胞中，混匀后冰浴 30 min，然后于 42 °C水浴热激 90 s，再迅速冰浴 3 min。

接着加入 600 µL体积的无抗性 LB液体培养基中，于 37 °C摇床培养 45 min后，4,000

rpm离心 5 min，弃去上清，重悬菌体，在氨苄抗性的 LB固体培养基上均匀涂布重悬

菌液，倒置于 37 °C恒温培养箱中静置培养。

1.5.4 重组原核表达载体的鉴定

重组原核表达载体通过菌液 PCR进行鉴定。在无菌条件下挑取过夜转化 LB平板

上的单菌落，加入 600 µL体积氨苄抗性的 LB 液体培养基，37 °C摇床培养 2 h至云

雾状。取 1 µL体积的菌液作为 PCR模板（剩余暂放 4 °C保存），20 µL反应体系如

下（表 4-7）：

表 4-7 菌液 PCR反应体系

Table 4-7 Reaction system of colony PCR

Reagents Volume

2ⅹtaq plus master mix 10 µL

pColdI-H5-HA1 F 1 µL

pColdI-H5-HA1 R 1 µL

bacterial suspension 1 µL

ddH2O 7 µL

反应程序如下表 4-8所示：
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表 4-8 菌液 PCR反应程序

Table 4-8 PCR reaction procedures of colony PCR

Stage description Temperature Time Cycle

Initial denaturation 95 °C 5 min 1 Cycles

Denaturation 95 °C 30 s

35 CyclesAnnealing 54 °C 30 s

Extension 72 °C 2 min

Extension 72 °C 10 min 1 Cycles

通过 1 %琼脂糖凝胶电泳鉴定菌液 PCR产物，取样鉴定为阳性克隆的菌液送南京

擎科公司测序，测序结果用 DNAMAN软件进行比对分析。

1.5.5 重组蛋白的诱导表达与纯化

将鉴定正确的重组阳性菌，提取质粒，按照 2.1.3的方法转化至 E coli. BL21感受

态细胞中，挑取过夜转化 LB 平板上的阳性单菌落进行活化。将活化的菌液按 1:100

的比例接种至 LB液体培养基中，于 37 °C摇床震荡培养，转速为 220 rpm，当菌液处

于对数生长期时（OD600约为 0.6-0.8），取出 1 mL体积的菌液作诱导前对照，剩余菌

液添加工作浓度为 1 mM的 IPTG 诱导剂。在 37 °C摇床诱导 4 h后，以 11,000 rpm转

速离心 10 min后弃去上清。

将菌体重悬，菌体按湿重 1 mg/mL的比例添加 PH=7.4的 PBS溶液，于冰上超声

破碎，超声破碎程序为功率 150 W，超声 3 s，间隔 6 s，液体均质透明后停止超声，4 °C

条件下以 11,000 rpm转速离心 15 min，分离上清与沉淀，弃去上清，沉淀保留用于包

涵体纯化。在变性条件下，利用 QIAGEN公司的 Ni-NTA填料纯化重组蛋白，纯化操

作如下，分别配制 Buffer A，Buffer B，Buffer C和 Buffer D，配方见附录。称重包涵

体沉淀，按照每克湿重加 5 mL Buffer A的比例加入 Buffer A，轻轻涡旋，当溶液呈半

透明状态，即完成包涵体裂解。以 11,000 rpm转速离心 15 min，弃去沉淀，用 0.45 µm

的滤器过滤上清。将 Ni填料和裂解上清按 1:4的比例混合，室温震荡孵育 1 h左右。

将亲和层析柱柱垂直悬空固定好，并将孵育后的混合液加入柱子中静置，待填料全部

沉于柱底，打开底盖并收集流出液。Buffer B清洗填料，收集流出液并测浓度，洗脱

液浓度低于 0.1 mg/mL时进行下一步操作。用 Buffer C清洗，收集液体，洗脱液浓度

低于 0.1 mg/mL时进行下一步操作。用 Buffer D洗脱蛋白，每次洗脱 0.5 mL，收集洗

脱液，同时测定洗脱液中的蛋白含量，当蛋白浓度低于 0.1 mg/mL，停止收集洗脱液。

纯化蛋白取样进行验证，其余纯化蛋白放-80 °C保存备用。
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1.5.6 重组蛋白的验证

通过 SDS-PAGE和Western blot实验验证重组蛋白纯化效果。配制 10%分离胶和

5%浓缩胶，取纯化蛋白及诱导前后对照样品，加入适量 4×loading buffer 混匀，于沸

水中煮沸 10 min 充分变性蛋白。以 11,000 rpm 转速离心 10 min，取样 10 μL 加入

SDS-PAGE电泳胶加样孔，通过电泳进行蛋白分离。蛋白胶分别用于考马斯亮兰染色，

或半干法转印至硝酸纤维素（NC）膜。转膜完成后，将 NC膜置于 5%的脱脂奶 PBS

溶液中，于 37 °C摇床封闭 30 min。用 PBST洗涤 5次后，于 37 °C摇床孵育 H5单克

隆抗体 1 h。用 PBST洗涤 5次后用 HRP-YKS孵育 30 min。用 PBST再次洗涤 5次后

在 NC膜上滴加化学发光液 A和 B（等体积混合），用多功能成像仪曝光显色。

1.6 动物免疫

取 50 µg纯化的 H5-HA1重组蛋白与等体积的弗氏完全佐剂充分混合，用乳化仪

乳化均匀后，背部皮下多点注射免疫多只 6周龄雌性 Balb/c小鼠；在一免后第 15 d，

将 50 µg纯化的 H5-HA1重组蛋白与等体积的弗氏不完全佐剂乳化形成的混合物，进

行背部皮下多点注射免疫；在一免后第 30 d，将 50 µg纯化的 H5-HA1重组蛋白与等

体积的弗氏不完全佐剂乳化形成的混合物，通过腹腔注射免疫，一周后免疫小鼠断尾

采集血清，以纯化的 H5-HA1重组蛋白包被 96孔酶标板，用间接 ELISA方法检测分

析鼠血清效价，待血清效价达到 105，对小鼠进行加强免疫；直接将 100 µg 纯化的

H5-HA1重组蛋白，腹腔注射免疫该只 6周龄雌性 Balb/c小鼠，免疫 3 d后，进行细

胞融合。

1.7 细胞融合

1.7.1 饲养层细胞的制备

细胞融合前一天，挑选一只生长状态优良的雌性 Balb/c小鼠，通过摘除眼球收集

血液至 1.5 mL EP离心管中，收集的血液在 37 °C温箱放置 0.5-1 h后，4,000 rpm离心

10 min，小心分离得到血清分装后-40 °C保存，ELISA和 HI检测中可作为阴性对照血

清。小鼠摘除眼球后脱颈椎致死，断颈椎时尽量减少对腹腔的压迫，将小鼠浸泡于 75%

酒精中 10 min，然后用手提住小鼠尾巴，上下于酒精中涮洗数次，置于超净台无菌平

皿中。使用无菌剪镊从后腹剪开皮肤，沿两侧剪开皮肤，暴露腹部且不损伤腹膜。使

用酒精棉球擦拭腹膜后，使用 10 mL注射器吸取 6-8 mL的 1640不完全培养基注入腹

腔，注射时用镊子提起腹膜，避免针头刺穿肠管等腹腔脏器。用棉球轻轻按摩腹部 1

min，吸出腹腔注入的培养基。将吸出的内含巨噬细胞的培养基转移至离心管中，放

入水平离心机 800-1,000 r/min离心 5-10 min，弃去上清，若腹腔血管损伤，沉淀中可
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见有红细胞。用 5 mL培养基悬浮细胞沉淀，根据细胞计数结果，补加培养基和胎牛

血清，使细胞浓度达 2×105/mL。将上述细胞悬液加入 96孔细胞培养板，每孔添加 0.1

mL，放入充满 5% CO2的 37 °C恒温培养箱中培养 24 h。细胞生长形态应呈多形性，

且贴壁紧密，检查并确定无细胞污染状况。

1.7.2 小鼠骨髓瘤细胞的准备

在细胞融合前 3周，复苏实验室冻存的小鼠骨髓瘤细胞，取出 sp2/0骨髓瘤细胞

后迅速置于 37 °C水浴，并轻轻晃动细胞冻存管，使细胞快速溶解，待细胞溶解后，

将冻存管中的细胞转入离心管中，放入水平离心机以 800 rpm转速离心 5 min，在无

菌条件下弃去上清，使用 5 mL体积的含 10%胎牛血清的 1640培养基吹起细胞沉淀，

置于 25 cm2 细胞培养瓶中，将细胞瓶置于充满 5% CO2的 37 °C恒温培养箱中静置培

养。细胞融合时，细胞需生长状态良好且处于生长对数期，细胞密度达到 70%-80%。

1.7.3 细胞融合

细胞融合前将 PEG溶液、1640不完全培养基和 1×HAT选择培养基等提前于 37 °C

恒温培养箱预热，同时准备 37 °C温水。进行细胞融合时，将生长状态为对数生长期

且细胞密度达到 80%左右的 sp2/0细胞吹起收集到 50 mL无菌离心管中备用。取经加

强免疫的雌性 Balb/c小鼠，通过摘除眼球收集血液，经处理得到阳性对照血清，然后

脱颈椎致死，在 75%酒精中浸泡 10 min。将上述小鼠置于无菌平皿，使之仰躺，使用

无菌镊子提起胸部中央的皮肤后，用无菌剪刀沿体中线向腹部剪开皮肤，同时防止剪

破腹膜，接着剪开体左侧上下肢皮肤，分离左腹部的皮肤与腹膜，使脾脏所在部位暴

露于视野下；使用无菌镊子提起腹下部中央的腹膜，无菌剪刀沿体中线向胸部剪开腹

膜切勿剪破肠壁或剪开胸腔，完全打开左腹腔，使脾脏暴露于视野之中；此时换用另

一副无菌剪刀和镊子，无菌镊子小心提起脾脏游离端，剪刀将脾脏自周围结缔组织中

分离出来；将整个脾脏置于灭菌平皿中，用 1640不完全培养基洗涤几次，弃尽液体。

将洗涤后的脾脏放入研磨器中，加入 3 mL 1640培养基研磨，待研磨充分之后补加到

5-10 mL，转移至 50 mL无菌离心管中。研磨后得到的脾细胞以 1,500 rpm转速离心 5

min，以去除结缔组织。将准备好的 sp2/0细胞转移到离心管中同样以 1,500 rpm转速

离心 5 min，按此步骤清洗两遍后弃去上清，用预热的 1640不完全培养基重悬细胞，

通过台盼蓝染色进行细胞计数。细胞计数完成后，将骨髓瘤细胞（sp2/0）与脾细胞按

照 1:10的比例混合，轻轻旋转离心管混匀，以 1,000 rpm转速水平离心 10 min，弃去

上清，用指尖轻轻弹动管底以使细胞松动，将离心管置于 37 °C水浴中。用 1 mL注

射器吸取 1 mL已预热至 37 °C的 PEG 溶液，沿离心管壁缓缓注入融合剂，1 min内
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加完，同时在 37 °C温水中不断旋转离心管促使细胞混合物与聚乙二醇相互作用，刺

激融合，加完后再静置 1 min。静置 1 min后沿管壁加入已预热至 37 °C的 1640不完

全培养基以终止细胞融合，同时不断转动离心管，要求在第 1 min的前 30 s内加 1 mL，

后 30 s内加 3 mL，在第 2 min内加完 11 mL，最后加至总体积 30 mL。900 rpm水平

离心 5 min，吸弃上清，沿管壁加入 30 mL 1640不完全培养基，此时不悬浮细胞，再

次离心、弃上清，以尽可能地去除残留的 PEG。沿管壁加入 5 mL已预热至 37 °C的

含 10%胎牛血清的 1×HAT选择培养基，轻轻吹打悬浮细胞。补加预热的含 10%胎牛

血清的 1×HAT选择培养基至 40-50 mL，轻轻混匀后以 100 µL/孔接种至 5块 96孔细

胞培养板中，置于充满 5% CO2的 37 °C细胞恒温培养箱中培养。5 d后补充添加新鲜

的 HAT培养基，7-10 d当细胞长至孔底约 3/10时，检测细胞上清抗体。

1.8 阳性杂交瘤细胞的筛选

1.8.1 间接 ELISA筛选法的建立

将纯化的 H5-HA1重组蛋白作为包被抗原，用于建立间接 ELISA法筛选阳性杂交

瘤细胞。用包被液将 H5-HA1 重组蛋白依次稀释至 8、4、2、1、0.5和 0.25 μg/mL，

每孔添加 100 μL，置于 4 °C包被过夜；用 PBST洗涤 5次，每次洗涤 5 min，拍干后

用 5%脱脂奶封闭，每孔添加 200 μL，于 37 °C作用 2 h；用 PBST洗涤 5次，每次洗

涤 5 min，拍干。每孔添加 100 µL用 PBS倍比稀释的小鼠阳性和阴性血清，稀释倍数

为 1:200、1:400、1:800、1:1600、1:3200、1:6400，并设立 sp2/0细胞上清和空白孔作

为对照，于 37 °C作用 1 h；同样用 PBST洗涤 5次，每次洗 5 min，拍干。用 5%脱脂

奶按照 1:5,000的比例稀释 HRP-YKS，每孔添加 100 μL，于 37 °C作用 45 min；孵育

结束后 PBST 洗涤 5 次并拍干，避光每孔添加 100 μL TMB 显色液，避光显色 5 min

后每孔继续添加 50 μL的终止液终止显色，多功能酶标仪用于测量每孔 OD450值的大

小。根据 OD450值计算 P/N 值，P 作为阳性值，N 作为阴性值，选择 OD450值在 1.0

左右，且 P/N值最大的抗原和血清浓度作为最适工作浓度，杂交瘤细胞培养上清判定

为阳性的标准为 P/N值≥2.1。

1.8.2 间接 ELISA筛选杂交瘤细胞

观察融合后的细胞生长情况，当细胞克隆长至孔底面积 1/2时，取细胞培养上清

用间接 ELISA方法检测，并设立 sp2/0细胞上清作阴性对照，小鼠阳性血清作阳性对

照。间隔 2 d再次检测，2次检测结果均为阳性且 OD450值高的融合细胞进行下一步克

隆。



第四章 H5亚型禽流感病毒 HA蛋白单克隆抗体的制备及鉴定

69

1.9 杂交瘤细胞的克隆化

有限稀释法实现对杂交瘤细胞的克隆。使用含 10% FBS的 RPMI-1640 完全培养

基制备饲养层细胞，在充满 5% CO2的 37 °C饱和湿度恒温培养箱中静置培养 24 h。

待细胞形态稳定且不存在污染，将检测结果显示为阳性的杂交瘤细胞集落用

RPMI-1640吹起悬浮，取细胞悬液经台盼蓝染色后进行细胞计数，使用含 10%胎牛血

清的 RPMI-1640完全培养基将阳性克隆孔的杂交瘤细胞依次 10倍倍比稀释至每毫升

10-12个细胞，将 50 mL稀释好的细胞悬液，每孔 0.1 mL添加到 5块铺有饲养细胞层

的 96孔细胞培养板中，置于充满 5% CO2的 37 °C饱和湿度恒温培养箱中进行培养，

并将每次克隆化剩余的阳性克隆孔细胞进行扩大培养并冻存。一周后观察细胞生长情

况，当细胞长至孔底 1/3时，用间接 ELISA法对细胞上清进行 2次检测。对检测结果

为阳性的单集落克隆继续亚克隆，经过 3-5次克隆化，直到所克隆化细胞孔检测阳性

率达到 100%，则可确定获得稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株，需及时进行扩大

培养和冻存。细胞冻存具体步骤如下，弃去细胞上清后将细胞集落用 RPMI-1640培养

基吹下，以 800 rpm转速水平离心 5 min，用配置的冻存液（培养基：血清：DMSO=6:3:1）

重悬细胞，每个细胞冻存管分装体积为 1 mL，置于细胞冻存盒中经程序降温后转移

至-80 °C冰箱，12 h后取出放于液氮冻存。

1.10 单克隆抗体的鉴定

1.10.1 间接 ELISA抗体效价测定

将最终获得的杂交瘤细胞株进行连续传代培养、液氮冻存与复苏试验，用间接

EILSA方法检测杂交瘤细胞培养上清液中的抗体效价，上清从 1:10 开始连续倍比稀

释至 1:1010，每个稀释度设置三个重复。同时将 sp2/0细胞培养上清和小鼠阳性血清分

别作为阴性和阳性对照。检测结果为阳性的细胞上清最高稀释度确定为单抗细胞株对

应的抗体效价。

1.10.2 单克隆抗体亚型鉴定

按照单克隆抗体亚型鉴定试剂盒使用说明书鉴定单克隆抗体亚型。具体步骤如

下，纯化 H5-HA1重组蛋白包被 96孔酶标板，每株单抗细胞培养上清加 16孔，每孔

添加 100 µL，置于 37 °C孵育 30 min。弃去上清后用 PBST 洗涤 5遍，每遍 5 min，

拍干。然后将 8种酶标记物（IgG、IgG2a、IgG2b、IgGM、IgG3、IgA、λ链、κ链）

每种各加 2孔，每孔 100 µL，共 16孔，37 °C反应 30 min，PBST洗涤 5遍，每遍 5 min，

拍干。添加 TMB显色液，37 °C避光显色 20 min后继续加入 2 M浓硫酸终止反应，

读取 OD450值判定单克隆抗体的亚型。
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1.10.3 Western blot试验

取 10 µL纯化的 H5-HA1重组蛋白，加入适量 4×loading buffer混匀，沸水浴持续

10 min使其充分变性，以 12,000 rpm转速离心 10 min。配制 10%蛋白分离胶和 5%浓

缩胶，经 SDS-PAGE蛋白电泳分离蛋白，而后转印至硝酸纤维素（NC）膜。在 37°C

摇床用 5%脱脂奶封闭 30 min，用 PBST洗涤 5次后，孵育杂交瘤细胞的上清原液，

在 37 °C摇床作用 1 h。PBST洗涤 5次后孵育二级抗体 HRP-YKS，在 37 °C摇床作用

30 min。PBST再次洗涤 5次后，加入等体积混合的 ECL化学发光液 A与 B，经多功

能成像仪曝光显色。

1.10.4 间接免疫荧光试验

MDCK细胞经胰酶消化铺于 96孔细胞培养板生长，待细胞密度达到 60-80%时，

按 1:1,000 比例用无菌 PBS 稀释 H1-H13 亚型 AIV 毒株，然后接种单层的 MDCK 细

胞，同时设立未接毒MDCK细胞作空白对照，于 37 °C感作 1 h，弃去病毒液；添加

含 2%胎牛血清的 DMEM继续于 37 °C培养，期间观察留意细胞病变，48 h后弃细胞

上清，用无菌 PBS洗涤 5次，每次历时 5 min，拍干；加入固定液（甲醇：丙酮= 1：

1），在-20 °C条件下作用 20 min，用 PBS洗涤 5次，每次 5 min，然后拍干；在 H1-H13

病毒感染的细胞孔中分别都加入 200 µL杂交瘤细胞培养上清作为一抗，同时将 NP蛋

白单抗和小鼠的阳性血清作为阳性对照，sp2/0细胞上清当作阴性对照，于 37 °C孵育

1 h后，用 PBS洗涤 5遍，每次历时 5 min；用 5%的脱脂奶对异硫氰酸荧光素（FITC）

标记的山羊抗鼠 IgG 进行 400倍稀释以此作为二抗，于 37 °C避光孵育 1 h后，用 PBS

洗涤 5遍，每次历时 5 min，然后拍干；避光条件下在 96孔细胞培养板每孔内加入 100

µL体积的 PBS，在倒置荧光显微镜下观察并记录结果。

2 结果

2.1 免疫原的制备

2.1.1 重组载体的鉴定

以抽提的 H5N1毒株的基因组 RNA反转录得到的 cDNA 为模板，用设计合成的

H5N1-HA1基因序列特异性引物成功扩增到目的基因片段，并将该目的片段进行胶回

收后克隆到pColdI原核表达载体上，经菌液PCR和测序结果比对验证，pColdI-H5-HA1

重组载体成功构建，如图 4-1所示。
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图 4-1 pColdI-H5-HA1 重组载体菌液 PCR鉴定

Fig. 4-1 The identification of pColdI-H5-HA1 recombinant vector by PCR

注：M：DL2000 marker；1-4：不同菌落；5：阴性对照

Note: M：DL2000 marker；1-4：the different colonies；5：negative control

2.1.2 重组蛋白的鉴定

将重组载体转化至表达宿主菌内，经 IPTG 成功诱导表达后，用 Ni-NTA对携带

His标签的重组蛋白进行纯化，并验证重组蛋白的表达和纯化。SDS-PAGE结果显示 1

mM IPTG诱导后的菌体以及纯化蛋白在 38 kDa处出现蛋白条带，与预期蛋白大小相

符（图 4-2），western blot结果表明纯化蛋白与相应的单克隆抗体发生特异性结合反

应，在 38 kDa处出现特异性目的条带（图 4-2），与预期相符，且阴性对照成立。故

以上结果表明重组蛋白被成功诱导表达和纯化。
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图 4-2 pColdI-H5-HA1重组蛋白的诱导表达及纯化

Fig. 4-2 Induced expression and purification of pColdI-H5-HA1 recombinant protein

注：(A) M：蛋白Marker；1：pColdI空载体诱导前；2：pColdI空载体诱导后；3：pColdI-H5-HA1重组载体诱导

前；4：pColdI-H5-HA1重组载体诱导上清；5：PcoldI-H5-HA1重组载体诱导沉淀；6：pColdI-H5-HA1纯化蛋白 (B)

M：蛋白Marker；1：pColdI-H5-HA1纯化蛋白；2：pColdI空载体诱导后

Note: (A) M：Protein marker；1：noninduced E. coli transformed with pColdI；2：induced E. coli transformed with pColdI；

3：noninduced E. coli transformed with pColdI-H5-HA1；4：induced E. coli transformed with pColdI-H5-HA1 in

supernatant；5：induced E. coli transformed with pColdI-H5-HA1 in pellet；6：purified pColdI-H5-HA1 protein

(B) M：Protein marker；1：purified pColdI-H5-HA1 protein；2：induced E. coli transformed with pColdI

2.2 单克隆抗体的制备

2.2.1 间接 ELISA检测方法的建立

分别包被不同质量浓度的纯化 H5-HA1重组蛋白，用方阵滴定法检测不同稀释度

的阳性和阴性小鼠血清，根据 P/N值确定最佳的抗原包被浓度及小鼠血清稀释度，结

果表明，最佳的纯化病毒的最佳包被浓度为 2 μg/mL，阳性和阴性小鼠血清最佳稀释

度为 1:800，二抗最佳稀释度为 1:5,000。

2.2.2 免疫小鼠血清效价测定

第三次免疫 7 d后，Balb/c小鼠断尾采血，离心分离血清，利用间接 ELISA方法

测定小鼠血清效价，结果显示，3只免疫小鼠的血清效价均达到 105以上，选择其中

效价最高的小鼠用于细胞融合。

2.2.3 杂交瘤细胞株的筛选

经过细胞融合，采用间接 ELISA法检测细胞培养上清液，将筛选得到的阳性杂交

瘤细胞用有限稀释法经过 4次亚克隆，同时用间接 ELISA法检测，最后获得 2株稳定

分泌抗 H5亚型禽流感病毒 HA1蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为 11H4



第四章 H5亚型禽流感病毒 HA蛋白单克隆抗体的制备及鉴定

73

和 12G4细胞株。

2.3 单克隆抗体的鉴定

2.3.1 单克隆抗体亚类鉴定与效价测定

通过间接 ELISA方法，对两株杂交瘤细胞上清进行效价测定。结果如表 2-10所

示，11H4细胞上清效价为 1:104，12G4细胞上清效价为 1:10。

用鼠源单克隆抗体的亚型鉴定试剂盒对 11H4和 12G4单抗细胞株进行亚类鉴定，

结果如表 4-9所示，11H4和 12G4的重链均属于 IgG1亚类，其轻链均为κ链。

表 4-9 杂交瘤细胞培养上清抗体效价和亚型鉴定

Table 4-9 Supernatant antibody titer and subtype identification of hybrid tumor cells

McAbs ELISATiters of supernatant Isotype Light chain

11H4 1:104 lgG1 Kappa

12G4 1:101 lgG1 Kappa

2.3.2 杂交瘤细胞稳定性检测

分别在液氮冷冻保存第 3和第 6个月复苏杂交瘤细胞株，经连续多次传代后用间

接 ELISA方法检测细胞上清液中的 H5单克隆抗体效价，结果显示，两株单抗细胞生

长状态良好，其上清抗体效价略有下降但持续分泌抗体，说明两株 H5单克隆抗体细

胞株的抗体分泌能力稳定性良好。

2.3.3 Western-blot检测

将诱导表达并纯化的 pColdI-H5-HA1重组蛋白进行 SDS-PAGE电泳，转膜后孵育

两株单克隆抗体培养上清验证其反应性。结果显示（图 4-3），11H4 和 12G4 都与

H5-HA1重组蛋白发生特异性反应，在 38 kDa处出现目的条带，而空载体诱导表达蛋

白作为阴性对照未出现条带，说明 2株单抗都可以特异性识别 H5-HA1蛋白。
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图 4-3 单克隆抗体与 pColdI-H5-HA1蛋白反应的Western blot检测结果

Fig. 4-3 Reactivity of monoclonal antibodies with recombinant pColdI-H5-HA1 protein detected by

western blot

注：M：蛋白 marker；1：pColdI-H5-HA1重组蛋白；2：阴性对照

Note: M：Protein marker；1：recombinant pColdI-H5-HA1 protein；2：negative control

2.3.4 间接免疫荧光检测

用 H1-H13亚型禽流感病毒感染MDCK细胞，未接毒的MDCK作为阴性对照，

分别将 2株单克隆细胞培养上清用于 IFA试验，通过倒置荧光显微镜观察荧光。结果

如图 4-4所示，在阳性小鼠血清与商品化 NP单抗阳性对照成立，sp2/0细胞上清阴性

对照成立的前提下，2株单克隆抗体只与 H5亚型 AIV感染的MDCK细胞发生特异性

结合反应，可观察到明亮的绿色荧光，与其他亚型 AIV 感染以及未感染的MDCK细

胞均不发生反应，未见绿色荧光，证明两株 H5单克隆抗体特异性良好，能够特异识

别MDCK细胞内感染 H5亚型禽流感病毒的 HA蛋白。
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图 4-4单抗 11H4和 12G4与不同亚型禽流感病毒感染MDCK 细胞反应的 IFA检测结果

Fig. 4-4 Reactivity of McAb 11H4 and 12G4 with different subtypes of AIV infected MDCK cells by

IFA

注：单抗 11H4和 12G4与其他亚型禽流感病毒感染MDCK细胞反应的数据未展示

Note：Data for McAb 11H4 and 12G4 with other subtypes of AIV infected MDCK cells were not shown

3 讨论

由禽流感病毒感染引起的禽流行性感冒，是首个实施全球检测的人畜共患传染

病。自 1878年意大利报告发生禽流感以来，高致病性 H5亚型禽流感的肆虐流行不仅

严重制约世界养禽业的稳定可持续发展和动物相关产品的进出口贸易，而且不断危及

个人健康和国际社会公共卫生安全，因此，控制和预防 H5亚型 AIV的感染和传播对

世界经济、社会意义重大[7-9]。

1975 年 Kohler 和 Milstein首创淋巴细胞杂交瘤技术制备单克隆抗体，此后该技

术推广至生命科学各个领域[10]。单克隆抗体具有特异性高、亲和力强、理化性质均一、

效价高、制备成本低和应用范围广等诸多优点，在病毒学诊断技术领域有重要应用价

值[5, 11, 12]。本研究旨在制备针对 H5 亚型 AIV 特异性的单抗，为 H5 亚型禽流感病毒

的快速特异诊断和预防治疗奠定基础。

HA蛋白作为 AIV 的主要毒力因子和保护性抗原，刺激感染宿主产生中和抗体发

挥中和病毒感染的作用；在病毒感染过程中 HA蛋白识别并结合细胞受体，介导病毒

与细胞膜融合；HA蛋白裂解为 HA1与 HA2亚基是 AIV感染细胞的必要条件，与 AIV

致病性密切相关，因此制备 HA蛋白的单克隆抗体，对于禽流感病毒的抗原差异研究、

抗原结构解析、诊断、预防和治疗领域具有重要意义[13-15]。

本研究共筛选到两株特异性抗 H5 亚型禽流感病毒 HA1 蛋白 McAbs，并对其生
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物学特性进行了鉴定。首先，两株单抗均为 IgG1亚型，IgG 抗体是再次体液免疫应

答产生的主要抗体，亲和力高，具有重要的免疫效应，有研究表明 IgG1 在体内、外

均能较好地中和病毒颗粒[16]。其次，根据Western blot和间接免疫荧光实验检测结果，

2株单抗既可与纯化的 H5-HA1 重组蛋白发生特异反应，又可特异结合 H5亚型 AIV

感染MDCK细胞时形成的天然 HA蛋白，如 H5N1和 H5N6，具有 H5亚型特异性和

H5亚型内广谱性。同时 2株单抗都不与其他亚型 AIV 发生交叉反应，这意味着这两

株单抗只针对 H5亚型 AIV 特异性的抗原表位，因此可以作为 H5亚型禽流感病毒的

诊断工具。此外，单克隆抗体作为研究抗原表位的重要工具，在未来我们需要进一步

研究这两株单克隆抗体所识别的抗原表位，确定单抗所针对的表位在抗原结构中的位

点。

4 本章小结

本章研究成功制备了两株能够稳定分泌抗 H5-HA1蛋白单克隆抗体的细胞株，分

别命名为 11H4和 12G4。根据间接 ELISA 方法，两株单克隆抗体上清效价分别测定

为 1:10000 和 1:10；Western-blot 实验结果表明这两株单克隆抗体均与纯化的重组

H5-HA1 蛋白发生特异性反应；间接免疫荧光结果表明这两株单克隆抗体均与 H5 亚

型禽流感病毒发生特异性反应。
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全文总结

1. 以 H5、H7和 H9亚型 AIV 的 HA基因作为靶基因设计并优化特异性引物和荧光

双标记 Taqman探针组合，成功开发了三重荧光定量 RT-PCR方法并组装试剂盒，

一次闭管反应可同时鉴别诊断 H5、H7和 H9亚型 AIV 的单一及混合感染，有效

避免假阳性结果，检测时间控制在约 70 min，通过开展对该方法的多角度评价，

可知该方法具有高通量、快速准确、特异性和灵敏度高、稳定性强的优点，极大

降低了时间和试剂成本，未来对于临床上 H5、H7 和 H9 亚型禽流感病毒的诊断

具有应用价值。

2. 利用纯化后的灭活 H7 全病毒和抗 H7-HA 蛋白单克隆抗体，成功建立了一种

cELISA方法用于测定不同种属易感动物血清的 H7抗体水平，该方法操作简单，

结果稳定可靠，特异性和灵敏度高，高效快速，对于临床上疫苗免疫效力评估具

有重要价值。

3. 利用高纯度 H5-HA1重组蛋白作为免疫原免疫小鼠，经适当免疫程序后获取脾细

胞与骨髓瘤细胞进行细胞融合，最后筛选到 2株能稳定分泌抗 H5-HA1蛋白单抗

的杂交瘤细胞株。2株单抗均能与纯化的 H5-HA1 重组蛋白，及 H5 亚型 AIV 感

染的 MDCK 细胞发生特异反应，不存在交叉反应，具有良好的亚型特异性，为

H5亚型 AIV的鉴别诊断与 HA蛋白抗原决定簇的深入研究提供了物质基础。
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附 录Ⅰ

病毒株详细信息

The information of virus strains

注：表中 H5与 H7毒株是以 A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)六个基因片段作为骨架构建的低致病力毒株。

Note: The H5 and H7 strains in the table are low-pathogenic strains constructed with the six internal gene fragments of

A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) as the backbone.

病毒名称

Virus
亚型

Subtype
HA滴度

HA titer
AIV-H1N1 P2009 H1N1 29

AIV-H2N2 21103 H2N2 25

AIV-H3N8 11102 H3N8 28

AIV-H4N6 20411 H4N6 27

AIV-H5N1 060315 H5N1 25

AIV-H6N5 20411 H6N5 27

AIV-H7N3 201369 H7N3 27

AIV-H8N4 20413 H8N4 29

AIV-H9N2 201313 H9N2 29

AIV-H10N7 20410 H10N7 27

AIV-H11N9 21103 H11N9 29

AIV-H12N5 11103 H12N5 27

AIV-H13N6 11103 H13N6 26

NDV (Lasota) NDV 29

IBV-J (F8)050309 IBV -

IBDV-NB(F7) IBDV -

ALV-J ALV-J -
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附 录Ⅱ

单因子阳性血清

Monospecific positive antiserum

免疫原
Immunogen

毒株（亚型）
Subtype

HI效价（2ˣ）
HI titer

P2009 H1 10
H2N2-21103 H2 10

H3N8 H3 8
H4N6-20411 H4 7

H5N1 H5 9
H6N5 H6 9
H7N3 H7 6
H8N4 H8 9
H9N2 H9 10
H11N9 H11 8
H12N5 H12 5
H13N6 H13 8

H14-A1131028 H14 10
NDV- ZJ2000 (F1)-00111 NDV 9

IBV-MLH IBV -
IBDV IBDV -
ALV-J ALV-J -
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附 录Ⅲ

Ni-NTA填料纯化所用试剂

Purification reagents for Ni-NTA

Buffer A（1 L）
100 mM NaH2PO4 13.8 g NaH2PO4·H2O (MW 137.99 g/mol)
10 mM Tris·Cl 1. 2 g Tris base (MW 121. 1 g/mol)
8M urea 480.5 g (MW 60.06 g/mol)
pH调至 8.0

Buffer B（1 L）
100 mM NaH2PO4 13.8 g NaH2PO4·H2O (MW 137.99 g/mol)
10 mM Tris·Cl 1. 2 g Tris base (MW 121. 1 g/mol)
8M urea 480.5 g (MW 60.06 g/mol)
pH调至 6.3

Buffer C（1 L）
100 mM NaH2PO4 13.8 g NaH2PO4·H2O (MW 137.99 g/mol)
10 mM Tris·Cl 1. 2 g Tris base (MW 121. 1 g/mol)
8M urea 480.5 g (MW 60.06 g/mol)
pH调至 5.9

Buffer D（1 L）
100 mM NaH2PO4 13.8 g NaH2PO4·H2O (MW 137.99 g/mol)
10 mM Tris·Cl 1. 2 g Tris base (MW 121. 1 g/mol)
8M urea 480.5 g (MW 60.06 g/mol)
pH调至 4.5
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