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研究报告

Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒在小鼠体内的适应性

李枫棣，鲍琳琳，朱　 华，邓　 巍，许黎黎，吕　 琦，秦　 川

（中国医学科学院医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 进一步探讨 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒对哺乳动物的感染与致病能力，并对其分子机制进行研究。
方法　 以病毒滴鼻感染小鼠，在 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠肺组织中连续传代，通过病毒全基因组测序及比对探寻适应的分子

机制。 结果　 禽流感 Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ 病毒，经过在小鼠体内进行 ９ 次传代后，对鼠肺适应株与野生型毒株

进行基因比对，发现适应株 ＨＡ 基因，ＮＡ 基因以及 ＰＡ 亚基共发生了 ４ 个有义突变。 结论 　 禽流感 Ｈ７Ｎ９ Ａ ／
Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ 病毒经连续传代后基因发生突变，但对病毒的毒力以及致病力影响仍需后续实验验证。
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　 　 禽流感（ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＡＩ）是由 Ａ 型流感病毒

（ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅ，ＡＩＶ）感染引起的禽类全身性

或呼吸器官性传染病［７］。 禽流感病毒（ＡＩＶ）属甲型

流感病毒。 流感病毒属于 ＲＮＡ 病毒的正黏病毒科，

分甲、乙、丙 ３ 个型，其中，甲型流感病毒依据血凝素

（ＨＡ）的不同再分为 １ ～ １６ 亚型，根据病毒神经氨酸

酶（ＮＡ）的不同再分为 １ ～ ９ 亚型，ＨＡ 不同亚型可

以与 ＮＡ 的不同亚型相互组合形成不同的流感病



毒。 其中甲型流感病毒多发于禽类，一些亚型也可

感染猪、马、海豹和鲸等各种哺乳动物及人类；乙型

和丙型流感病毒则分别见于海豹和猪的感染，引起

禽流感综合征的 Ａ 型流感病毒称之为禽流感病

毒［１］。 禽流感病毒是引起禽类一种急性高度接触

性传染病， 属于甲型流感病毒中的多种亚型。 １８７８
年意大利首次报道了禽流感。 禽类特别是水禽是

所有这些流感病毒的自然宿主，Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感

病毒是其中的一种。 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒既往仅

在禽类中发现，荷兰、日本及美国等地曾发生过禽

间暴发疫情，但未发现过人的感染。 ２０１３ 年 ３ 月，
上海、浙江以及安徽等地陆续发现人感染 Ｈ７Ｎ９ 亚

型禽流感病毒［２］。 本文旨在通过全基因组序列测

定及比对，对 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒在小鼠体内的适应

性进行研究，并对其毒力与致病力进行讨论。

图 １　 小鼠感染禽流感 Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ 病毒后第 ４ 天肺组织中病毒载量

Ｆｉｇ． １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｒｅｓμＬｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｈｉｃｈ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ１Ｎ１ Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｓｓａｇｅ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物：４ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠

３６ 只，体重 ９ ～ １１ ｇ，来自中国人民解放军军事医学

科学院动物中心（ＳＣＸＫ⁃（军）２００７⁃００５）。
１ １ ２　 毒株：禽流感 Ｈ７Ｎ９ 病毒 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３，
由中国疾病预防控制中心病毒病预防控制研究所

提供。
１ １ ３　 实验场所：中国医学科学院医学实验动物研

究所 ＡＢＳＬ⁃３ 实验室（注册号：ＣＮＡＳ ＢＬ００１０）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 将动物分成 ９ 组，每组 ３ 只，以滴鼻方式进

行攻毒，５０ μＬ ／只，第一次攻毒使用毒株为禽流感

Ｈ７Ｎ９ 病毒 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３， １０６ＴＣＩＤ５０ ／ ５０ μＬ。 攻

毒后第 ４ 天摘眼球取血，安乐后解剖取肺组织，生理

盐水涮洗后剪成 ２ ｍｍ 左右小块，放入含 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养基中稍作研磨后３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心取

上清，进行再次滴鼻攻毒，５０ μＬ ／只，直至第 ９ 代。
１ ２ ２ 　 病 毒 载 量 测 定： 使 用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ）试剂盒提取每一代小鼠肺组织匀浆上清的

总 ＲＮＡ， 并 及 时 分 装 保 存 于 － ８０℃。 使 用

Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ Ⅲ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） 试剂盒对 ＲＮＡ 样品进行

逆转录后，取 ２ μＬ 样品进行 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法荧

光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）检测。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
扩增反应在 ＳｔｅｐＯｎｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ （ＡＢＩ）上进行，总
反应体积为 ２０ μＬ，其中：去离子水 ６ μＬ， ２ × ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ＡＢＩ） １０ μＬ， １０ μＭ 的上，
下游引物各 １ μＬ，引物序列为：

ＩｎｆＡ⁃Ｆ： ５′⁃ＧＡＣＣＲＡＴＣＣＴＧＴＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣ⁃３′；
ＩｎｆＡ⁃Ｒ： ５′⁃ＡＧＧＧＣＡＴＴＹＴＧＧＡＣＡＡＡＫＣＧＴＣＴ

Ａ⁃３′。
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应条件为：９４℃ ｆｏｒ ３ ｍｉｎ（ ×

１），９４℃ ３０ ｓ（ × ３５），５８℃ ３０ ｓ（ × ３５）， ７２℃ ３０ ｓ
（ × ３５）。
１ ２ ４　 基因组测序和比对：对所有的野生型和适应

株病毒的基因片段进行高保真 ＰＣＲ 扩增（ＫＯＤ ｐｌｕｓ
ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， ＴＯＹＯＢＯ）。 ＰＣＲ 产物纯化和测序

后使用 ＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ （ｖｅｒｓｉｏｎ １ ８３）软件进行比对。

２　 结果

２ １　 病毒载量测定

感染野生型和鼠肺适应株病毒的小鼠在感染

后第 ４ 天解剖，肺组织中均检测到病毒载量，载量一

直保持在接近同一数量级。 结果如图 １ 所示：
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２ ３　 基因比对

经过基因比对发现小鼠适应株 Ｐ１ 的 ＮＡ 蛋白，
Ｐ９ 的 ＨＡ 蛋白，ＮＡ 蛋白以及 ＰＡ 蛋白共发生 ４ 处突

变，分别为：ＨＡ 蛋白 １４３ 位的 Ａｌａ 突变为 Ｔｈｒ；ＮＡ
蛋白 １０ 位的 Ｔｈｒ 突变为 ｌｌｅ，１６８ 位的 Ｓｅｒ 突变为

Ｉｌｅ；ＰＡ 蛋白 ４ 位的 Ｐｈｅ 突变为 Ｃｙｓ 其余基因未出现

突变情况。 具体结果如表 １ 所示。
表 １　 禽流感 Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ 病毒及

小鼠适应株基因比对结果
Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３

ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ⁃ａｄａｐｔｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｓｓａｇｅ
突变位点 Ｍｕｔａｔｉｏｎ （ｎｔ）

Ｇｅｎｅ ＨＡ ＮＡ ＰＡ
ＡＨ１ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ
Ｐ１ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ
Ｐ２ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ
Ｐ３ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ
Ｐ４ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ
Ｐ９ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ
ｎｔ ４２７ ＧＣＡ⁃ＡＣＡ ２９ ＡＣＴ⁃ＡＴＴ ５０３ ＡＧＣ⁃ＡＴＣ １１ ＴＴＴ⁃ＴＧＴ
ａａ １４３ Ａｌａ⁃Ｔｈｒ １０ Ｔｈｒ⁃Ｉｌｅ １６８ Ｓｅｒ⁃Ｉｌｅ ４ Ｐｈｅ⁃Ｃｙｓ

注： ＡＨ１， Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ 病毒； Ｐ，小鼠适应株； ｎｔ，核苷酸；
ａａ： 氨基酸。
Ｎｏｔｅ： ＡＨ１， Ｈ７Ｎ９ Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ ｖｉｒｕｓ； Ｐ， ｍｏｕｓｅ⁃ａｄａｐｔｅｄ； ｎｔ，
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ； ａａ： ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ．

３　 讨论

流感病毒属 ＲＮＡ 病毒类的正黏病毒科，是引起

呼吸道感染的重要病原体［２］。 流感病毒所致呼吸

道感染是临床常见病、多发病，常引起地方性流行，
有时可致世界性大流行。 因为小鼠与人类在肺炎

上病理表现的一致性［４］，基于流感病毒的小鼠模型

为近年来研究病毒的致病机制、病毒跨物种传播、
病毒重组预测、新型流感病毒疫情预测、治疗方案

的评价、药物和疫苗的筛选评价等方面的研究的重

要工具之一［５］。 许多相关文献已经报道过很多影

响流感病毒毒力的因素，血凝素 ＨＡ 是影响病毒毒

力的主要因素之一［５］； ＮＡ 蛋白茎部 ０ ～ ５２ 个氨基

酸变化与流感病毒的致病力有关。 另外根据已有

的大量报道，ＰＡ 亚基被发现不但参与病毒复制过

程，而且还参与病毒 ＲＮＡ 转录、内切核酸酶活性、蛋
白酶活性以及参与病毒粒子组装等多种病毒活动

过程［６］。 在此研究中，小鼠适应株 Ｐ１ 的 ＮＡ 蛋白，
Ｐ９ 的 ＨＡ 蛋白，ＮＡ 蛋白以及 ＰＡ 蛋白共发生 ４ 处突

变，分别为：ＨＡ 蛋白 １４３ 位的 Ａｌａ 突变为 Ｔｈｒ；ＮＡ
蛋白 １０ 位的 Ｔｈｒ 突变为 ｌｌｅ，１６８ 位的 Ｓｅｒ 突变为

Ｉｌｅ；ＰＡ 蛋白 ４ 位的 Ｐｈｅ 突变为 Ｃｙｓ。 三个与病毒致

病性和毒力相关的位点均发生了突变，但经传代后

的病毒毒力与致病力是否改变仍需后续实验验证。
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