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摘要:利用多重反转录聚合酶链式反应同时检测 H5 、 H7 和 H9 亚型禽流感病毒.在 GenBank 中搜索 H5 、 H7 和 H9

亚型禽流感病毒(AIV) 的血凝素基因序列，并利用 DNAStar 软件分析其相似性，利用 Primer Premier 5. 0 软件设计 3

对分别针对 AIV H5 、H7 和 H9 亚型的特异性引物.这 3 对引物所扩增的 cDNA 片段大小分别为 427 、228 和 830 bp. 

结果表明，通过对多重 RT-PCR 扩增条件的优化，建立了同时检测 H5 、 H7 和 H9 亚型 AIV 的多重 RT-PCR 技术.该

多重 RT-PCR 对H5、H7和 H9 亚型 AIV 能同时扩增出 3 条大小分别为 427 、228 和 830 bp 的 cDNA 片段，与其他常

见禽病病原的核酸不存在交叉反应.该多重 RT-PCR 对 H5 、H7 和 H9 亚型 AIV cDNA 的最低检出量分别为 10 pg 、

1 ng和 10 pg. 
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Abstract : Hemagglutinin gene sequences of H5 , H7 and H9 subtypes avian influenza virus were searched 

in GenBank ™ , and their similarity were analyzed using DNAStar. Three sets of specific oligonucleotide 

primers were designed. Specific cDNA bands of 427 ,228 and 830 bp were observed simultaneously for 

RNA isolated from H5 , H7 and H9 subtypes AIV. There was no cross-reaction with other avian pathogens 

after amplification. The minimål amount of cDNA as detected by this multiplex RT-PCR was 10 pg cDNA 

of H5 , 1 ng cDNA of H7 and 10 pg cDNA of H9 subtypes AIV. 
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禽流感( A vian influenza , AI) 是由正教病毒科 A

型流感病毒引起的一种禽类的急性、烈性传染病，除
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了可感染禽类外，还可感染人、猪和马等多种动物，

被 OIE 列为 A 类传染病[l]. 禽流感病毒( AIV) 属于
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A 型流感病毒，根据 HA 抗原性差异分为 16 个 HA

亚型[2]. 高致病性禽流感主要是由H5或 H7 亚型

AIV 引起的，潜伏期极短，突然暴发，多不见任何临

床症状而突然死亡，发病率和死亡率可高达 100% , 

给养禽业带来严重经济损失[3] ，另外还可感染人，甚

至导致死亡[时].目前，我国部分地区以 H9 亚型为主

的中低致病力禽流感的流行，已经并正在给我国养

禽业造成很大的经济损失，巳引起国内各界的广泛

关注[6]. 所以早期快速检测无疑是预防、控制禽流感

的前提条件，尤其是针对 H5 、 H7 和 H9 亚型的 AIV.

病毒分离、血清学试验至今仍是诊断 AI 和对 AIV 定

型普遍采用的方法[7]. 但这些方法操作繁琐，难以对

AI 进行'快速诊断，十分不利于 AI 的防治.聚合酶链

式反应(PCR) 特异性强、敏感性高.多重 PCR 是一种

特殊 PCR 形式，其最突出特点是一次 PCR 反应可同

时检测、鉴别出多种病原体[叫，并能在数小时内检

出病原，克服了传统的 AIV 诊断技术包括病毒分离

鉴定试验周期长的缺点，为 AIV 早期快速诊断提供

了敏感、快速、实用的方法.本试验根据 RT-PCR 技

术原理，研究建立能同时检测 H5 、 H7 和 H9 亚型

AIV 的多重 RT-PCR 技术

1 材料与方法

1.1 试验用毒株

禽流感病毒H5、H7 和 H9 亚型标准毒株由哈尔

滨兽医生物技术国家重点实验室保存.鸡传染性支

气管炎病毒( IBV) 由2、鸡传染性法氏囊病毒(IB­

DV) B87、鸡传染性喉气管炎病毒(ILTV) 疫苗株、鸡

新城疫病毒( NDV) Lasota 株、鸡白荆沙门氏菌(SP)

CVCC528 ，由吉林农业大学兽医院保存.

1.2 生化试剂

Trizol RNA 抽提试剂、 RNA 酶抑制剂、 AMV 、

dNTP 、 Taq 酶、 Marker D口∞0 为宝泰克生物科技公

司产品.

1. 3 试验设计

1. 3. 1 引物设计与合成 打开网址 : http:// 

www. ncbi. nlm. nih. gov/ ， 在 GenBa此中查找，根据毒

株分离的宿主、时间和区域等特点，最后选定 47 个

H5 亚型、45 个 H7 亚型和 49 个 H9 亚型 AIV 毒株的

血凝素基因序列.参考上述基因序列，运用 DNAStar

软件分析其相似性.使用 Primer Premier 5. 0 软件，在

相似性高的区域设计了 3 对分别针对 H5 、 H7 和 H9

亚型 AIV 的特异性引物(表 1 ) .寻|物均由沈阳联星

生物技术有限公司合成.

表 1 多重 RT-PCR 号 l物

Tab. 1 Multiplex RT -PCR primers 

引物名称 引物寡核背酸序列 产物大小Ibp

ZH5 -1 5 '-CCAATCCAGCCAATGACC-3 , 
427 

ZH5-2 5'-TCTATGGCAACCCTTCTT-3' 

ZH7幽 1 5 '-AGGAGTCAATGGGCTTCA-3 , 
228 

ZH7 -2 5 ' -GTI'I'GGTCTGCTCGCT AA -3 ' 

ZH9-1 5'-TCTATGGCAACCCTTCTT-3' 
830 

ZH9-2 5' -TAACCCTGACCAACCTCC-3' 

1. 3. 2 病原 RNA 的提取参照 Trizol RNA 抽提试

剂使用说明书提取病毒 RNA ， -20 't保存备用.

1. 3. 3 反转录 采用总体积为 10μL 的反转录体

系，即在 PCR 反应管中分别加人 RNA 模板 2μL ，

5 x RT Buffer 2μL ， 2.5 mmoνL dNTPs 1μL ， 40 

UIμL RNA 酶抑制剂 0.3μL ， 5 UIμL AMV 逆转录

酶 0.5μL ， 25 pmoVμL 上游引物 ZH5-1 、 ZH7-1 和

ZH9-1 各 0.5μL，用 DEPC 水补足体积至 10μL，在

PCR 仪上设定程序进行反转录-

1. 3.4 多重 PCR 采用总体积为 25μL 的多重

PCR 反应体系，即在 PCR 管中加入 10 x PCR 

Buffer 2.5μL ， 5 UIμL Taq 聚合酶 0.25μL ， 25

pmoνμL 上下游引物 ZH5-1 、 ZH5-2 各 0.2μL;

ZH7-1 、 ZH7-2 各 0.4μL; ZH9-1 、 ZH9-2 各 0.6

μL ， 2.5 mmoVL dNTPs 2μL ， RT 产物 2μL，用

DEPC 水补足总量至 25μL，在 PCR 仪上设定程

序.对该多重 PCR 的变性、退火、延伸温度和时

间、循环次数等进行优化.

1. 3. 5 多重 PCR 产物分析取 PCR 产物 5μL，用

0.8 kg/L 琼脂糖凝胶进行电泳，观察扩增结果.

1.4 特异性试验

将町、H7 和 H9 亚型 AIV 的 RNA 以及 IBV 、 IB­

DV ， ILTV 、 NDV 、SP 的 RNA 、DNA 分别加入到该多重

RT-PCR 反应体系中，在相同条件下进行扩增，检测

该多重 RT-PCR 的特异性，即与其他禽病病原的核

酸之间是否存在交叉反应.回收、纯化 PCR 产物，送

上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序，并

分析测序结果.

1. 5 敏感性试验

将H5、 H7 和 H9 亚型 AIV 的反转录产物 (10

μg/mL)做 10 倍系列稀释后进行多重 RT-PCR ，测定

该多重 RT-PCR 对 cDNA 的最低检测量
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2 结果

2.1 多重 RT-PCR 的建立

通过对反转录条件和多重 PCR 的变性、退火、延

伸温度和时间以及循环次数等的优化，最后确定反

转录最佳条件为 42 'c 45 min , 99 "c 5 min , 4 "c 5 

min 结束.该多重 PCR 的最佳循环条件为 94 "c预变

性 3 min 后，94 "c变性 45 s ,53 'c退火 1 min ,72 "c 

延伸 1 min，共循环 30 次，然后 72 "C再延伸 10 min , 

于 4 "C结束多重 PCR 扩增.

2.2 琼脂糖踵腔电泳检测结果

取多重 PCR 产物5μL，用 0.8 kg/L 琼脂糖凝胶

进行电泳，结果见图1.
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M:DNA Maker D口创MDE1:H5 亚型;2:H7 亚型; 3: H9 亚型; 4: H5, 

H7 和 H9 亚型;5:水对照; 6:空白对照

图 l H5、H7和 H9 亚型 AIV 多重 RT-PCR 扩增结果

Fig. 1 Multiplex RT-PCR products for H5 , H7 and H9 subtypes 

AIV 

2.3 特异性试验

田、H7 和 H9 亚型 AIV RNA 经多重 RT-PCR 扩

增，在 427 、 228 和 830 bp 分别出现了扩增条带，而

IBV 、IBDV 、 ILTV 、NDV 、 SP 无论在 427 、228 bp还是在

830 bp 处均无 cDNA 扩增条带出现，即为阴性(图

2) ，表明 H5 、 H7 和 H9 亚型 AIV 与其他禽病病原的
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M: DNA Maker DU∞0;1:鸡传染'性支气管炎病毒; 2:鸡传染性法氏

囊病毒; 3:鸡传染性喉气管炎病毒;4:鸡新城疫病毒;5:鸡臼喇沙门

氏菌; 6:由、H7 和 H9 亚型禽流感病毒

图 2 多重 RT-PCR 的特异性试验

Fig.2 Specificity test of the multiplex RT -PCR 

核酸不存在交叉反应，特异性强.对所回收的 427 、

228 和 830 bp cDNA 扩增片段进行测序，并同 Gen­

Bank 的注册序列和引物设计时的参考序列分别进行

相似性分析.同 GenBank 的注册序列进行相似性分

析，最高相似性分别为 :427 bp 扩增片段的测序结果

与序列注册号为 CY028946 的 Influenza A virus [AI 

quaiνShantoul3054/2∞2(H5Nl)] 相似性为 99% ; 

228 bp 扩增片段的测序结果与序列注册号为

AY724257 的 Influenza A virus [AI chickenlHebeν1/ 

2002 (H7N2) ]相似性为 98% ;830 bp 扩增片段的测

序结果与序列注册号为 DQ465400 的 Influenza A vi­

rus [AI duck/Hhubei/W1/2∞4( 的N2) ]相似性为

999毛;同引物设计时的参考序列进行相似性分析:与

H5 亚型、H7 亚型和 H9 亚型 AIV 的 HA 基因相似性

分别为 989毛 -999毛、929毛 -989毛、969毛 -99%. 提示

这些扩增基因的序列分别是由、H7 和 H9 亚型 AIV

的 HA 基因.

2.4 敏感性试验

经测定，该多重 RT-PCR 对 H5 、 H7 和 H9 亚型

AIV cDNA 的最低检测量分别为 10 陀、 1 ng 和 10 pg 

(图 3) . 
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5:1 pg; 6:1∞ fg; 7:10 fg; 8:空白对照

图 3 H5、H7 和 H9 亚型 AIV 的多重 RT-PCR 敏感性试验

Fig.3 Sensitivity test of the multiplex RT -PCR for H5, H7 and 

H9 subtypes AIV 

3 讨论

PCR 技术现已成为分子生物学领域最基本也是

最重要的技术手段之一.然而，找到一对合适的核昔

酸片段作为引物，使其有效地扩增模板 DNA 序列，

决定着 PCR 的成败.多重 PCR 对引物的要求则更为

严格，但它可以同时检测出多种病原微生物，具有高

效性.本试验在进行多重 PCR 引物设计时，确保了 3

对引物具有相近的退火温度，使得所有的靶位点可

以用相同的 PCR 程序在单个的反应中得到有效的扩
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增，而且利用 DNAStar 软件分析了 3 对引物，其之间

不能形成稳定二聚体和发夹结构，同时保证了扩增

产物能够通过电泳分开

综合多种禽流感病毒检测的方法， RT-PCR 技术

同时具有敏感性强、操作时间短及实用性强等特

点[m]. 本试验根据多重 PCR 引物设计原则，利用基

因库中 AIV HA 基因组序列，分别针对 H5 、 H7 和 H9

亚型 AIV 设计了 3 对特异性引物.利用这 3 对引物，

通过对多重 RT-PCR 扩增条件的优化，建立了可同

时检测鉴别由、H7 和 H9 亚型 AIV 的多重 RT-PCR

技术，即可直接定位到亚型.通过试验表明町、H7

和 H9 亚型 AIV 与其他禽病病原的核酸元交叉反应，

该多重 RT-PCR 具有高度的特异性和敏感性.因此，

本研究建立的多重 RT-PCR 同时检测鉴别 H5 、 H7 和

H9 亚型 AIV 的方法，对这 3 种亚型 AIV 感染的诊断

具有实用价值，也可以为禽流感的流行病学调查提

供手段，为防止禽流感病毒的传播起到重要作用.
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