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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 阐明 匀苑晕怨 爆发季节北京市禽流感的流行现状袁为流感防控提供依据遥 方法摇 对北京市花

鸟市场开展流感监测袁使用 杂孕云 鸡胚进行病毒分离遥 结果摇 病毒分离显示从鸽子中分到 员 株高致病性新城疫病

毒袁从麻雀中分到 员 株禽副黏病毒 圆 型袁并未分离到 匀苑晕怨 流感病毒遥 结论摇 初步掌握了北京花鸟市场留鸟的病毒

流行情况袁 匀苑晕怨 流感病毒在此尚未流行袁为流感防控提供第一手的材料遥
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摇 摇 禽流感是由禽流感病毒引起的一种急性呼吸道

传染病袁传染性强袁发病率高袁容易引起暴发流行或

大流行遥 依据其外膜血凝素渊匀粤冤和神经氨酸酶

渊晕粤冤蛋白抗原性不同袁可分为 员苑 个 匀粤 亚型渊匀员鄄
匀员苑冤和 员园 个 晕粤 亚型渊晕员鄄晕员园冤 咱员鄄猿暂 遥 当今世界禽

流感防控和监测主要聚焦在 匀缘晕员尧匀怨晕圆 和 匀苑晕苑
等病毒袁主要是因为此病毒可以跨越种属障碍袁感染

包括人在内的哺乳动物咱源鄄远暂 遥 截止 圆园员猿 年 猿 月 员圆
日袁全世界已经有 远圆圆 人感染 匀缘晕员 病毒袁猿苑员 人死

亡袁死亡率几乎达 远园豫 咱苑暂 遥 流感的高突变率袁致使

流感重组株不断出现袁引起人感染和不定期的流感

爆发遥 圆园员猿 年 猿 月底在上海和安徽两地袁就出现了

匀苑晕怨 亚型感染人的爆发疫情袁该亚型病毒全球首

次出现袁并逐渐蔓延遥 基因组分析表明该病毒基因
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组 愿 个片段均来自禽类袁提示禽类可能将此病毒传播

给人类袁但仍需要更多的证据加以证实遥 圆园员猿 年 源 月

源 日袁国家禽流感参考实验室从上海市送检的松江区

沪淮农副产品批发市场的鸽子样品中检测到 匀苑晕怨
禽流感病毒袁基因序列分析结果表明袁该毒株为低致

病力禽流感病毒袁与 匀苑晕怨 禽流感病毒人分离株高度

同源袁证实禽类可能会将此病毒传播给人类遥
由于高致病性禽流感 渊 匀缘晕员冤 的出现袁北京

圆园园源 年起禁止活禽交易袁此举无疑对流感的防控起

到积极的作用遥 然而北京一些花鸟市场仍存在零星

的留鸟渊麻雀尧鸽子等冤交易袁并且在市场中人与鸟

类接触密切尧频繁袁感染风险极大遥 特别是在 匀苑晕怨
爆发季节袁对这些鸟类进行流感的监测具有积极的

现实意义遥 我们对北京地区花鸟市场留鸟的流感病

毒监测过程中袁 并未检测到流感病毒的存在袁但是

分离到 圆 株其他病毒袁员 株是从鸽子中分到的高致

病性新城疫病毒袁另 员 株是从麻雀上分到的禽副黏

病毒 圆 型遥 本文为 匀苑晕怨 爆发季节禽流感的防控提

供了基础的流行病学资料袁为北京地区更好的预防

和控制禽流感的发生尧流行提供实验数据遥
员摇 材料方法

员郾 员摇 材料

员郾 员郾 员摇 试剂与仪器

阅怎造遭藻糟糟燥鸳泽 酝燥凿蚤枣蚤藻凿 耘葬早造藻 酝藻凿蚤葬 渊阅酝耘酝冤培养

基尧双抗渊购自 郧蚤遭糟燥 公司袁美国冤袁耘曾栽葬择 阅晕粤 聚 合

酶尧凿晕栽孕泽 渊购自大连宝生物工程公司袁 中国冤袁
砸晕藻葬泽赠 酝蚤灶蚤 运蚤贼 提取试剂盒渊匝蚤葬早藻灶 公司袁美国冤袁
杂怎责藻则泽糟则蚤责贼 陨陨陨 云蚤则泽贼 杂贼则葬灶凿 杂赠灶贼澡藻泽蚤泽 运蚤贼 试剂盒 渊 陨灶鄄
增蚤贼则燥早藻灶 公司袁美国冤袁生理盐水尧阿氏液渊均为本实

验室保存冤袁离心机渊杂蚤早皂葬 公司袁美国冤遥
员郾 员郾 圆摇 实验动物

怨 耀 员园 日龄 杂孕云 鸡胚购自北京梅里亚维通公司

揖杂悦载运渊京冤圆园园怨鄄园园园猿铱遥
员郾 圆摇 方法

员郾 圆郾 员摇 样品采集

圆园员猿 年 源 月从北京花鸟市场采集留鸟渊鸽子尧麻
雀尧榆林燕等冤肛拭子样品袁拭子浸入到 阅酝耘酝 中袁置
于随身携带的冰盒中袁至实验室于 原愿园益冻存备用遥
员郾 圆郾 圆摇 病毒分离

将采集的肛拭子样品袁远园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶袁
上清接种于 怨 耀 员园 日龄鸡胚中袁猿苑益培养 源愿 耀 苑圆 澡袁
每 圆源 澡 观察鸡胚死亡情况遥 弃去 圆源 澡 内死亡的鸡

胚袁收集 圆源 耀 苑圆 澡 死亡和未死亡的鸡胚尿囊液袁进

行 匀粤 血凝实验遥 有血凝价的尿囊液收集分装后冻

存于鄄愿园益备用袁没有血凝价的尿囊液盲传 猿 代袁结
果仍为阴性的弃去遥 所有病毒分离在中国医学科学

院医学实验动物研究所生物安全三级实验室进行

渊悦晕粤杂 月蕴园园员园冤遥
员郾 圆郾 猿摇 员豫火鸡红细胞悬液

采集健康火鸡血与等体积的阿氏液混合袁源益袁
员缘园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶袁弃上清袁并充分除去鸡血中

的白细胞和血清遥 加入 员园 倍体积的灭菌生理盐水

重悬红细胞袁源益袁员缘园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶遥 洗涤 猿 耀
缘 次遥 后根据红细胞压积袁用灭菌生理盐水制备

成终浓度为 员豫的红细胞悬液袁置 源益保存备用遥
员郾 圆郾 源摇 病毒基因组 砸晕粤 提取及反转录

病毒 砸晕粤 的提取采用 砸晕藻葬泽赠 酝蚤灶蚤 运蚤贼 提取试

剂盒袁具体步骤参照说明书遥 砸晕粤 反转录采用 杂怎鄄
责藻则泽糟则蚤责贼 陨陨陨 云蚤则泽贼 杂贼则葬灶凿 杂赠灶贼澡藻泽蚤泽 运蚤贼 渊 陨灶增蚤贼则燥早藻灶冤试

剂盒遥 合成的 糟阅晕粤 置于鄄圆园益保存备用遥
员郾 圆郾 缘摇 病毒特异性片段的 孕悦砸 扩增以及序列测定

禽流感特异性鉴定引物采用农业部推荐的

酝圆圆怨 引物袁引物序列如下 酝圆圆怨鄄云鄄渊缘忆鄄栽栽悦栽粤粤悦鄄
悦郧粤郧郧栽悦郧粤粤粤悦鄄猿忆冤袁 酝圆圆怨鄄砸鄄渊 缘忆鄄粤粤郧悦郧栽悦鄄
栽粤悦郧悦栽郧悦粤郧栽悦悦鄄猿忆冤遥

新城疫病毒特异性鉴定引物采用 云 基因切割

位点序列引物袁引物序列如下 晕阅灾鄄云鄄渊缘忆鄄郧悦粤郧悦栽鄄
郧悦粤郧郧郧粤栽栽郧栽郧郧栽鄄猿忆冤袁 晕阅灾鄄砸鄄 渊缘忆鄄栽悦栽栽栽郧粤郧鄄
悦粤郧郧粤郧郧粤栽郧栽栽 郧鄄猿忆冤 咱愿暂 遥 引物由上海英骏公司

合成遥 孕悦砸 产物纯化回收并测序遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 病毒分离

圆园员猿 年 源 月袁我们对北京花鸟市场留鸟进行流

感监测袁共采集了 员远员 份肛拭子样品袁其中麻雀 员园园
份袁榆林燕 缘园 份袁鸽子 员园 份袁鹦鹉 员 份遥 所有的样

品均采自表面正常的鸟遥 对采集的样本进行处理后

接种鸡胚袁苑圆 澡 收集鸡胚尿囊液袁进行血凝检测遥
总共检测到 圆 份血凝阳性样品遥 一个来自鸽子袁一
个来自麻雀遥
圆郾 圆摇 特异性鉴定引物 孕悦砸 扩增结果

对血凝阳性的样品进行了基因组 砸晕粤 提取袁使
用 则葬灶凿燥皂 澡藻曾葬皂藻则泽 进行反转录为 糟阅晕粤遥 利用针对

禽流感病毒 酝 基因的特异性鉴定引物对两个血凝

阳性样品 糟阅晕粤 进行 孕悦砸 扩增遥 经检测并未获得

特异性条带渊如图 员粤冤袁表明这两个血凝阳性样品袁
不是由禽流感病毒引起的血凝反应遥

为了确定病毒的种类袁使用针对新城疫病毒 云 基

圆怨



中国实验动物学报 圆园员源 年 圆 月第 圆圆 卷第 员 期摇 粤糟贼葬 蕴葬遭 粤灶蚤皂 杂糟蚤 杂蚤灶袁云藻遭则怎葬则赠袁圆园员源袁灾燥造援 圆圆郾 晕燥援 员

因的特异性鉴定引物对这两个 糟阅晕粤 进行 孕悦砸 扩

增袁从鸽子 糟阅晕粤 样品中扩增出猿缘远 遭责 的特异性片段

渊如图 员月冤遥 测序发现为新城疫病毒 云 基因切割位点

序列袁进而确定从鸽子中分离到的是高致病性新城疫

病毒遥 但是在麻雀中并未扩增出特异性片段遥 然而袁
我们对该麻雀样品使用流感的 晕杂 基因通用引物进

行复查样品时袁意外的扩增出了 远缘园 遭责 左右片段袁测
序鉴定为禽副黏病毒 圆 型 匀晕 基因的片段袁从而确定

在麻雀中分到的病毒为禽副黏病毒 圆 型遥

摇 摇 注院粤援 流感 酝 基因检测结果曰 月援 新城疫病毒 云 基因检测

结果曰 酝援 阅晕粤 相对分子质量渊阅蕴 圆园园园冤遥 员援 鸽子血凝阳性样品

酝 基因的 砸栽鄄孕悦砸 产物曰 圆援 麻雀血凝阳性样品 酝 基因的 砸栽鄄
孕悦砸 产物曰猿援 酝 基因的阳性对照产物曰源援 阴性对照曰缘援 阴性对

照曰远援 鸽子血凝阳性样品 云 基因的 砸栽鄄孕悦砸 产物曰 苑援 麻雀血凝

阳性样品 云 基因的 砸栽鄄孕悦砸 产物遥
摇 摇 图 员摇 分离株的基因 砸栽鄄孕悦砸 扩增产物

晕燥贼藻院 粤援 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 酝 早藻灶藻曰 月院 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 云 早藻灶藻曰酝院
阅晕粤 皂葬则噪藻则 渊阅蕴圆园园园冤曰员援 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 酝 早藻灶藻 蚤灶 贼澡藻 澡藻皂葬早鄄
早造怎贼蚤灶葬贼蚤燥灶鄄责燥泽蚤贼蚤增藻 泽葬皂责造藻 燥枣 葬 责蚤早藻燥灶曰 圆援 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 酝 早藻灶藻
蚤灶 澡藻皂葬早早造怎贼蚤灶葬贼蚤燥灶鄄责燥泽蚤贼蚤增藻 泽葬皂责造藻泽 燥枣 贼则藻藻 泽责葬则则燥憎泽曰 猿援 孕燥泽蚤贼蚤增藻
糟燥灶贼则燥造泽 燥枣 孕悦砸 怎泽藻凿 憎蚤贼澡 泽责藻糟蚤枣蚤糟 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 责则蚤皂藻则泽 燥枣 酝 早藻灶藻曰
源援 晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造泽 燥枣 孕悦砸 怎泽藻凿 憎蚤贼澡 泽责藻糟蚤枣蚤糟 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 责则蚤皂藻则泽
燥枣 酝 早藻灶藻曰 缘援 晕藻早葬贼蚤增藻 糟燥灶贼则燥造泽 燥枣 孕悦砸 怎泽藻凿 憎蚤贼澡 泽责藻糟蚤枣蚤糟 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬鄄
贼蚤燥灶 责则蚤皂藻则泽 燥枣 云 早藻灶藻曰 远援 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 云 早藻灶藻 蚤灶 澡藻皂葬早早造怎贼蚤灶葬鄄
贼蚤燥灶鄄责燥泽蚤贼蚤增藻 泽葬皂责造藻 燥枣 葬 责蚤早藻燥灶曰 苑援 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 云 早藻灶藻 蚤灶 澡藻鄄
皂葬早早造怎贼蚤灶葬贼蚤燥灶鄄责燥泽蚤贼蚤增藻 泽葬皂责造藻泽 燥枣 贼则藻藻 泽责葬则则燥憎援
摇 摇 云蚤早援 员摇 砸栽鄄孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 早藻灶藻泽 燥枣 贼澡藻 蚤泽燥造葬贼藻泽

猿摇 讨论

近年来袁随着禽流感病毒在全世界范围的流行袁
病毒的变异也日渐加强袁对人类的危害性也日益增

大遥 圆园员猿 年 猿 月 匀苑晕怨 疫情的爆发再次引起了人们

极大的关注遥 现有数据表明袁在上海的家禽市场已

经检测到了与人感染 匀苑晕怨 类似的病毒袁提示禽类

是该病毒的宿主遥 虽然北京尚未发现 匀苑晕怨 感染人

的情况袁但这并不能表明没有 匀苑晕怨 病毒的存在袁不
能掉以轻心遥 在此时节袁加大对活禽的流感流行病

学调查袁获得可靠的监测数据袁为北京市制定 匀苑晕怨
的防控措施提供参考依据遥 尽管北京市禁止了家禽

市场活禽交易袁但是花鸟市场仍存在一些留鸟的交

易渊麻雀尧榆林燕尧鸽子以及鹦鹉等一些观赏鸟类冤袁
此类鸟与人类存在密切的接触袁特别是在流感高发

时节极其危险袁可见对此进行流感监测必不可少遥
匀苑晕怨 疫情爆发之初袁我们对北京花鸟市场中

的留鸟进行了采样和病毒分离遥 集中采集了北京比

较大的花鸟市场渊十里河花鸟市场尧小武基花鸟批

发市场冤袁此市场均与北京市其他花鸟市场存在频

繁的留鸟贸易往来袁具有广泛的代表性遥 发现在此

花鸟市场留鸟群体中禽流感检测为阴性袁表明该地

区鸟类群体中并未有流感的流行袁这可能与北京市

较早禁止活禽贸易有极大的关系袁大大减轻了外来

活禽输入病毒的可能性遥 虽然并未在留鸟群体中检

测到禽流感病毒袁但考虑到采样量和采样次数的局

限袁尚需进一步研究遥 在留鸟中检测到流感外其他

病毒的存在袁并不是本文重点袁在此不做详述遥
总之袁在对花鸟市场留鸟的流感监测过程中并

未检测到流感病毒的存在袁但我们仍需继续开展对

花鸟市场流感病毒的分子流行病学研究袁这对可能

给人类健康带来的危害尤为重要袁并对加强禽流感

的综合防控有着重要的意义遥
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