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H5 亚型禽流感病毒分离株对金刚炕肢耐药性的鉴定

曹伟胜，徐成刚，任涛，罗开健，张桂红，廖 明
(农业部养禽与禽病防治重点开放实验室，华南农业大学兽医学院，广东广州曰0642)

摘要:对 l 株H5亚型禽流感病毒(AIV)分离株进行了金刚皖胶耐药性的鉴定.应用 RT-PCR 获得了 AIV 178 株的

M 基因，序列分析显示M2蛋白有 S31N 的点突变;动物试验发现该毒株对 2∞ mglL 金刚皖腊饮水途径给药仍有

抗性-结果表明AlV 178 分离株具有对金刚烧膛的耐药性，而且M2蛋白的第 31 位氨基酸突变可能与此有关.

关键词:禽流感病毒; H5N1 亚型;金刚烧肢耐药性

中图分类号 :5858.3 文献标iR码 :A 文章编号: 1∞1-411X(2∞6)归-∞82-04

The Identification of Amantadine-Resistance of an H5 Subtype 
A vian Influenza Virus Isolate 

CAO Wei-sheng , XU Cheng-gang , REN Tao , LUO Kai世阻， ZHANG Gui-hong , UAO Ming 

(Key Lab of Poul町 Feeding & Diseases Control , Ministry of Agriculture , 

College ofVeterinary Medicine , South China Agric. Univ. Guangzhou , 510642 , China) 

Abstract: The amantadine-resistance of an H5 subtype avian influenza virus (AIV) isolate was character­

ized. The M gene of AIV 178 isolate was obtained by RT -PCR , and sequence analysis showed that M2 

protein contained S31 N substitution. An imal trial revealed 由at the isolate was resistant to the treatment of 

2∞ mg/L amantadine via drinking water. The results suggested that AIV 178 isolate was amantadine re­

sistant , and the position 31 缸nino acid point mutation in M2 protein may confer the resistance. 
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近年来，禽流感(avian influenza , AI) ，尤其是因

亚型高致病性禽流感，屡屡给养禽业造成严重的危

害，其公共E生意义也日渐凸显(IJ 其病原禽流感

病毒(AIV) 的基因组是由 8 个单股负链的 RNA 片段

组成，经常发生抗原漂移或抗原漂变等突变，还出现

与金刚烧肢耐药性有关的基因突变，这种突变主要

中一株编号为 AIV 178 毒株的分离地区曾违规使用

过金刚皖肢，故本研究拟分别从基因序列分析、细胞

试验和动物试验验证该毒株对金刚皖肢是否有抗性

及分析其作用机制.

1 材料与方法

位于 M 基因 (2.3J 金刚烧肢( amantadine) 和金刚乙肢 1. 1 材料

( rimantadine)是 A 型流感病毒的离子通道抑制剂1.1. 1 病毒 H5亚型禽流感病毒A/Chicken/

目前常作为人流感病毒的治疗药物(4] 因此各国 Guangdong/l78/2∞4(H5Nl) (简称 AIV 178 株)和

般都禁止在养禽业中使用这类抗流感药物来防控禽 AlG∞se/Guangdong/1/1996 ( H5Nl ) (简称 AIV Go 

流感，我国也于 2∞5 年出台了相关管理规定. 2【附4 株)由华南农业大学禽病研究室分离、纯化和保存，

年我国多个省份爆发了 H5Nl 亚型 AI 的流行(5] 我 其鸡胚半数感染量(EID5o )分别为lOS. 3 和 1061;新城
们在疫情普查时，曾分离到多株 H5Nl 亚型 A凹，其 疫病毒(NDV)及 AIV 的阳性血清均由华南农业大学
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禽病研究室提供.

1. 1. 2 试验动物 9 -11 d SPF 鸡胚购自北京梅里

亚维通公司. 1 日龄石岐杂雏鸡购于华南农业大学

动物科学院试验养禽场，在华南农业大学禽病研究

室 ABS13 实验室负压隔离器饲养至 25 d，期间不做

任何免疫， HI 血清学检测禽流感抗体为阴性者用于

本研究

1. 1. 3ψ=1%鸡红细胞悬液参照 GB/T 18936-

2∞3[6) 的方法，从隔离饲养的无禽流感病毒抗体的

健康成年公鸡心脏采血，最后配成 ψ= 1% 的红细胞

悬液.

1. 1. 4 细胞及培养液犬肾( madin -darby canine 

kindney , MDCK)细胞由华南农业大学禽病研究室保

存.细胞营养液:用 Dulhecco's MEM( GIBCO BRL) 配

制.细胞维持液:含 ({J =2% 小牛血清的 Dulbecco's

MEM 营养液.

1. 1. 5 其他试剂 E. Z. N. A. l!lI HP Viral RNA Kit 

为美国 Omega 公司产品， Reverse Transc呻tase XL 

(AMV) 和 TaKaRa Ex Taq ™ DNA 聚合酶为宝生物工

程(大连)有限公司产品;反转录引物及扩增全长 M

基因片段的引物(上游引物 Ms: 5' AAG ATG AGT 

cπCTA ACC GAG GTC 3' ，下游引物Mx:5'πA

CTC CAG CTC TAT GπGAC AAAA 3') 由华南农业

大学禽病研究室提供.

1. 1. 6 药物 金刚皖胶:浙江康裕制药有限公司，

批号 KY-AH-N2∞50829. 金刚烧肢储存液:将金刚

烧服用灭菌蒸锢水配成 10 mglmL，无菌过滤后，4 "c 

保存备用.

1. 2 方法
1. 2.1 M 基因的 RT-PCR 扩增与序列分析 病毒

RNA 的提取参照E. Z. N. A. l!lI HP Viral RNA Kit 说

明书进行， cDNA 第一链的合成参照 Reverse Tran­

sc呻tase XL (AMV) 使用说明书进行;RT 产物的

PCR 扩增按宝生物工程(大连)有限公司 TaKaRa Ex 

TaqTM DNA 聚合酶的说明书进行;将 RT-PCR 扩增产

物直接送上海博亚生物技术有限公司用 ABI 公司

3730 型自动序列测定仪进行测序.将测序结果用

DNASTAR 基因分析软件进行序列分析

1.2.2 金刚坑脏对 MDCK 细胞生长的安全浓度测定

用细胞维持液将金刚皖胶倍比稀释为 8.0 X 10-3 、
1. 6 X 10-2 、 3. 1 x 10-2 、 6.2x 1O-2 、 o. 125 、 0.250、

O. 5∞、1. 000、2. 5∞、5.000 和 10.000 mglmL.用加有

不同稀释度金刚烧脏的细胞培养液于 37 "c含伊=

5%C02 条件下培养 MDCK 细胞 72 h ，观察药物对细

胞的影响.另设不加任何药物的正常 MDCK 细胞为

对照最终以能维持细胞正常生长的最高稀释浓度

作为该药物对细胞的安全浓度.

1. 2. 3 金刚屁脏对病毒生长的影响 待 96 孔细胞

培养板中的 MDCK 细胞基本长成单层后，用 PBS 平

衡盐溶液洗 2 次，将 1∞ μL 10 -1 _ 10 - 10倍稀释的

AIV 178 株接种于 MDCK 细胞中，每个稀释度各 7

孔，然后等量加入安全浓度的金刚皖肢溶液，每个稀

释度的第 8 孔只加病毒，不加金刚炕胶溶液，作为产

生细胞病变的阳性对照;另选 8 个孔只加金刚炕脑

溶液，不加病毒，观察药物对细胞的影响;最后 8 孔

为细胞正常对照，培养 48 h 后，检测每一孔的 HA 效

价，按 Reed-Muench 法计算 AIV 178 株的组织细胞半

数感染量(TCIDso ) . 

1. 2.4 毒株对金刚;民屉敏感性的动物试验将 1∞

只 1 日龄石岐杂雏鸡隔离饲养到 25 日龄，期间不做

任何免疫，随机分成 5 组，每组 20 只.第 1 ，2 、3 组为

药物试验组，从 26 日龄起开始给药，分别经饮水途

径给予 50 、 1∞和 2∞ mglL 的金刚皖肢，连用 7 d. 

用药 3 d 后，将 AIV 178 株尿囊液稀释 10∞倍，通过

肌肉注射途径进行攻毒，每只鸡 0.2 mL.第 4 组为

攻毒不给药对照组，攻毒剂量及途径与第 1 ，2 、3 组

相同.第 5 组为不攻毒不给药对照组.各组隔离饲

养，自由采食饮水.攻毒后观察 14 d，每日记录鸡只

的临床症状和死亡数，剖检发病死亡鸡以及试验结束

时扑杀的存活鸡只，观察病变并做病毒分离鉴定.

2 结果与分析

2.1 M 基因的 RT-PCR 扩增与基因序列分析

利用 1 对 M 基因引物从 AIV 178 株毒株的 cD­

NA 中扩增出约1. 0 kb 的基因片段，与预期扩增长度

相符;测序结果表明所获得的 M 基因长度为

1027 bp;其中包括 2 个编码框(ORF) Ml 和M2 :Ml

的 O盯是连续的，长度为 759 个核昔酸，可编码 252

个氨基酸组成的 Ml 蛋白;而 M2 的 ORF 是非连续

的，编码 M2 蛋白基因 5'端的前 26 个核昔酸与编码

Ml 蛋白基因的 5'端相同，紧接着长达 688 个核昔酸

的间隔区，然后紧接此间隔区的 268 个核昔酸构成

编码 M2 基因的另一部分编码序列，其 0盯长度为

294 个核昔酸，预计编码由 97 个氨基酸组成的 M2

蛋白.对M2蛋白的推导氨基酸序列分析表明 :AIV

178 毒株与一些H5Nl 亚型 AIV 参考毒株相比[1 .7)

在第 31 位氨基酸发生了 S31N 的点突变(图1)，根

据已报道金刚皖肢耐药性产生的分子特征[2.3) , AIV 

178 株M2蛋白 S31N 点突变提示了该分离株可能具

有对金刚皖腊的耐受性.
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200 mg/L的金刚'屈服也只能产生很低的保护力，即

与对照组相比，金刚炕胶作为 A 型流感病毒的特异

性药物作用在试验中未有表现，不能完全抑制 AIV

178 株在鸡体内的增殖及致病作用.
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禽流感病毒的基因组是由 8 个单股负链的 RNA

片段组成，包括 HA 、NA 、NP ， NS 、M 、 PA ， PBl 和 PB2 ，

编码 10 或 11 个蛋白.其中的 M 片段可分别编码位

于病毒囊膜的类脂双层内侧和核衣壳外侧的 Ml 蛋

白及构成流感病毒跨膜离子通道M2蛋白 [2] M2 蛋

白由 24 个氨基酸组成的 N 端胞外域、19 个氨基酸组

成的疏水区及 54 个氨基酸组成的胞浆尾组成[2]

M2 蛋白形成一个同源四栗体跨膜 α 螺旋束，作为

H+通道.该离子通道在生理性 pH 下关闭，当 pH:::::;

6.2 时被激活，离子通道的开关与通道孔中的 M2 蛋

白第 37 位氨基酸组氨酸(H37)有关[8] M2 蛋白 H+

通道活性对流感病毒的复制周期至关重要，主要表

现为: (I)在发生流感病毒胞吞作用和内体酸化后，

M2 蛋白被激活，导致病毒内部的同步酸化.这种酸

化削弱了病毒 RNA 和病毒核衣壳之间的键连接 i

(2)在病毒释放过程中，M2 蛋白 H+通道活性可确保

外来体不被酸化，这样阻止了病毒血凝素最终形成

酸化启动的不可逆转的构象变化[9] 因此如果有分

子能够阻断 M2 通道，则该分子将是有效的抗流感药

物.金刚烧脏就属于这类分子，可有效封闭M2通

道，从而抑制流感病毒的复制[ 10] 

目前禽流感不仅对全球养禽业构成持续的威胁

和危害，且越来越多的人担心禽流感正在演变为人

类流感大流行的可能性[1] 曾让许多人庆幸的是，

除了严格的生物安全措施之外，还有疫苗可预防和

控制禽流感大规模爆发，从而阻断禽流感病毒向人

的传播.目前我国已许可的禽流感疫苗有 H9N2 亚

型禽流感灭活疫苗、自尼亚型禽流感灭活疫苗、

H5Nl 亚型禽流感灭活疫苗以及禽流感-新城疫重

组二联活疫苗等a 而对于人流感的防治，除了 WHO

每年发布的流感疫苗外，自从 20 世纪 60 年代以来，

一些流感病毒特异性药物相继上市，如金刚皖胶、扎

那米韦和奥司他韦等，这些药物在流感的治疗中起

到非常重要的作用[3] 但是令人关注的是流感病毒

耐药性毒株的出现，尤其是对金刚烧脑有耐药性毒

株的报道屡见不鲜.如Ilyushina 等[ 11] 发现 20∞-

2ω4 年间，东南亚地区 3 1. 1 %的 H5 亚型禽流感病

毒分离株和 10.6% 的 H9 亚型禽流感病毒分离株具

有对金刚皖肢的耐药性;同时期美国有 16.4% 的 H7

亚型禽流感病毒分离株也有对金刚皖肢的耐药性

讨论3 
图 1 H5N1 亚型 AIV M2蛋白的部分氨基酸序列比较

Fig. 1 Comparison of partial amino acid se甲lence of M2 protein 

of H5 N1 AIVs 

2~2 金刚皖脏对岛IDCK 细胞生长的影晌

结果显示，金刚烧肢质量浓度不同，对细胞的影

响也不同，质量浓度越大，对细胞的毒性也越大.当

金刚炕脏的质量浓度> 2.5∞ mg/mL 时，与单层

MDCK 细胞接触 2 h 后，即可引起细胞成片脱落;当

金刚皖肢质量浓度降低到 3. 1 x 10 -2 - 2.5∞ mg/mL 

时，则只有部分细胞脱落，形成网状或游离于单层细

胞表面.金刚烧脏的质量浓度:::;; 1. 6 X 10-2 mglmL 

时，未发现 MDCK 细胞的生长有异常表现，与不加药

物的对照组细胞生长一致.因此1. 6 x 10 -2 mg/mL 

可定为金刚;民服对 MDCK 细胞的安全浓度.

2.3 金刚皖腔对病毒生长的影晌

AIV 178 株在 MDCK 细胞的 TCIDso 为 O. 1 x 

10-3
.
5 mL，而加入1. 6 x 10 -2 mg/mL金刚皖肢后的

TCID50为 0.1 X 10-2
.
5 mL.结果显示，在对 MDCK 细

胞安全浓度下， A 型流感病毒特异性药物金刚烧脑

使 AIV 178 分离株的生长滴度下降了 10 倍，但 AIV

178 株在金刚皖胶药物的作用下在 MDCK 细胞上仍

生长良好，引起细胞病变-

2.4 动物试验

除第 5 组外，其他各组均在攻毒后 2 -3 d 出现
典型的临床症状，表现为精神沉郁，羽毛松乱，呼吸

困难，头面部皮肤水肿、发绍，鸡腿部皮肤充血出血，

并伴有神经症状，病理变化表现出喉头、气管充血出

血，肾肿大出血，膜腺坏死等典型的高致病性禽流感

病毒感染症状.攻毒后 7 -8 d ，除第 5 组外其他各组

几乎全部死亡，具体死亡情况见表1.从表 1 可以看

出， 50和 100mg/L的金刚皖肢对鸡保护力为零，

表 1 不同剂量金刚皖肢对 AIV 178 株攻毒的保护率

Tab. 1 Tbe protection rate of ditTerent concentrations of 

amantadine to the chaUenge of AIV 178 strain 

死亡鸡数

dead 

chickensl只

20 

20 

18 

20 

O 

保护率

protectlOn 

rate/% 

。

0 

10 

0 

1∞ 

p(金刚皖肢)

amantadine 

l(mg.L- 1
) 

50 

100 

200 

O 

O 

组别

group 

'
A

句
，
缸
句
龟d
A

峰

ζ
J
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金刚:皖肢耐药性形成的分子基础是构成流感病

毒离子通道的 M2 蛋白跨膜区的第 26 、 27 、 30 和 31

位氨基酸残基发生了 L26P 、 V27A 、 V27T 、 A30T 、

A30V、日lN 或者 S31R 中任意一突变口，1l-J2J 这些

位点的突变削弱或消除了 M2 离子通道的活性，形成

了金刚;院肢耐药性，Le等[臼]从一个接受过药物治

疗的越南禽流感女孩患者体内分离到一株具有奥司

他韦耐药性的毒株，且该毒株的 NA 蛋白携带有

皿74Y 的点突变.对于这种耐药性产生的原因，一

般认为除了流感病毒本身的刚A 基因组基因突变累

积的结果外，药物的选择作用也起着重要的作用，尤其

是在饲料中长时间低剂量添加这些抗病毒药物.

从细胞试验看， AIV 178 株与1. 6 x 10 -2 mglmL 

金刚炕肢作用 72h 后，病毒滴度仅下降了 10 倍;而

AIV Go株与相同改度的金刚烧肢作用 72h 后，病毒

滴度下降了 1 ∞0 倍以上(将另文发表)，从动物试

验来看，高达 2∞ mglL 的金刚皖肢仍然不能有效保

护鸡免受 AIV 178 株感染引起的死亡;而 100 mglL 

的金刚烧股就能使实验鸡免受 AIV Go株的侵害，保

护率达 1∞%，序列分析表明本研究中的 AIV 178 株

与 AIV Go株的 M2 蛋白相比，在第 31 位氨基酸发生

了 S→N 的点突变，这完全符合金刚炕胶耐药性的分
子结构基础[11-12J 结果提示: AIV 178 株具有对金刚

皖腊的耐药性.该毒株的分离地区曾违规长时间使

用过金刚炕肢，其耐药性产生很可能与此有关.值得

注意的是，在鸡饲料或饮水添加金刚皖肢的危险性

不仅仅局限于耐药性的产生[14)

自从 1997 年香港禽流感事件以来，而Nl 亚型

AIV 就引起了全世界的关注，不仅屡次造成养禽业

的巨大损失，还频频突破人类的种间屏障，到目前已

经造成 10 多个国家和地区的 200 多人感染和 100 多

人死亡[臼J WHO 为此多次发出做好人类大流行准

备的警告，其中包括疫苗和药物的准备.因此无论是

具金刚皖肢耐药性 H5 亚型禽流感毒株的出现[16J

还是具奥司他韦耐药性 H5 亚型禽流感毒株的出

现[ 13，口]都给人类预防流感大流行提出了新的课题.

尽管本研究结果只是局限于一个国内 H5 亚型禽流

感分离株的分析和实验，但是也可以提醒人们要密

切监测国内禽流感毒株的变异和流行趋势，为禽流

感和人流感的防控提供更科学更详实的依据.
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