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禽流感病毒与人类禽流感
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(第二军医大学微生物学教研室
,

全军医学微生物学重点实验室
,

上海 2 0( 〕4 3 3)

[摘 要 1 禽流感 病毒属 甲型流感病毒
,

主要 引起禽类流感
。

19 97 年首次证 明禽 流感病毒 ( A /

oH gn oK
n创巧 6 / 9 7) SH N I 亚 型可感染人

,

其后在我国 内地
、

香港及荷兰等地又至少发生 了 5 起禽流

感病毒的人间感染
。

目前
,

禽流感病毒正在我 国及亚洲部分地 区肆虐
,

已造成很大的经济损失和社

会影响
,

禽流感 已成为严重危害人类健康的新发传染病
。

本文拟就禽流感病毒的基 因特征
、

致病性

及特异检测等方面 的进展做一综述
。

〔关健词 〕 病毒
.

禽流感
,

基因组
,

致病性
,

特异检测

禽流感病毒 ( via an i砚ue , vi sur
,

A W )是禽 流

感 ( via an inn ue anz
,

简称 AI 亦称 ib dr n u) 的病 原体
,

主要引起禽类或人的急性呼吸道传染病
。

2 00 3 年

12 月份以来
,

在我国周边 国家和地 区的一些养鸡场

相继暴发禽流感
,

迄今已有约 4
.

5 亿只鸡病死或被

宰杀
,

造成很大的经济损失
。

这次家禽感染的禽流

感病毒亚型为 HS M
,

并且又感染到人
,

出现了人 间

禽流感患者并 有死亡病例
。

自 19 97 年首次报道人

类禽流感以来
,

已发生禽流感病毒人间感染 200 余

例
,

死亡 40 余人
,

给人类健康带来 了威胁 〔’ 〕
,

也造成

了巨大的社会影响 z[]
。

2 00 4 年 1月 27 日
,

我国国家

禽流感实验室确诊发生在广西隆安县的禽只死亡也

为高致病性 ( hi hg aP tho ge in ict y) 禽流感所致
。

本文拟

就禽流感病毒的基 因组特点
、

分类 与致病性及特异

检测和防治等做一综述
。

1 禽流感病毒的基因组特点

禽流 感病毒 在 分类 学 上 属 于 粘 病毒科 ( or
-

ht o m样vio idr ae )
,

该病毒科主要包括 甲型
、

乙型和丙型

三个流感病毒属 [ ’ 〕
。

甲型流感病毒属 ( ge nu , inn su n -

Z va iur o A )成员除感染人外
,

还能感染鸡
、

鸭
、

猪等脊

椎动物
,

禽流感病毒就属于甲型流感病 毒属
。

丙型

流感病毒主要感染人
,

也可能感染猪 ; 乙型流感病毒

仅感染人而不感染其他动物
。

与侵犯人类的甲型流

感病毒一样
,

禽流 感病毒 的基 因组 为单 负链线状

NR
A

,

长约 14 0 00 个核昔 酸 ( in )
。

基 因组 的特 点是

其序列的
“

不连续性
” ,

它由 8 个 ( R NAI 一R N AS )基

因节段 ( se g m e nt )组成
,

每个 R N A 基因节段 5
’

端的起

始序列均为 TC A T C T T TG T T C C 13 个核昔酸
,

3
’

端 的

最后 12 个核昔酸也相 同
,

均为 A G CA A A A GC A G G
,

这

是禽流感病毒基因节段极易发生重配 ( er as so rt m e nt )

的重要原因之一
。

基因节段根据长短从大到小依次

命名
,

每个 节段的核昔 酸长度
、

编码蛋 白的氨基酸

( aa )数及主要功能等如表 1 所示
。

R N A I
、

R N A Z 和 R N A 3 编码的 P BZ
、

PB I 和 PA 蛋

白
,

具有 R N A 依赖的 R N A 聚合酶活性
,

与病毒 R N A

复制 有 关
。

NR 4A 和 R N 6A 编 码 的 病 毒 血 凝 素

( he m a g g l u t iin n ,

H A ) 和神经 氨 酸 酶 ( n e u 。而 n i das e ,

N )A 是最重要的 2 种病毒表面结构蛋白
,

是病毒亚

型分类的依据
。

R NAS 编码的核蛋 白 ( nu
c le o p

oert
in

,

N )P 位于病毒体 内部
,

与每个 R N A 节段 结合构成核

糖核蛋 白 (五bo n u e l e叩。 t e i n ,

R N P )
。

即A 7 编码 的基

质膜蛋白 ( m e

nbr anr
e p or et in

,

M )包裹病毒核心
,

位于

R N A 与包膜之间
。

RN A S 编码病毒 的非结构蛋 白
,

其功能是抑制宿主细胞蛋 白质合成
,

促进病毒在细

胞内的增殖
。

M 蛋白和 N P 蛋 白是禽流感病毒的分

型 (属于甲型流感病毒 )依据
,

而 11A 和 N A 蛋白则是

禽流感病毒亚型分类的依据
。
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表 l禽流感病毒基因组各节段的大小 与功能

基因节段 长度 (
。 ,

) 编码蛋白〔aa 数 ) 主 要 功 能

R N A I

R N AZ

R N A3

RN A4

R N AS

RN A6

R N A7

RN AS

2 3(洲} 一 2 4 (洲)

2 3(火)一 24 00

22 《M)一一 2 300

17《冷一 18X()

巧嘴K )
,

一 l 酬洲〕

14《X卜一 15田

1(洲洲)一 1 100

8《减}一驯X〕

PB Z ( 75 9 )

PB I ( 75 7 )

P A ( 7 16 )

病毒血凝素 ( H A ) ( 约 5 60 )

核蛋白 ( N P ) ( 4 98 )

神经氨酸酶 ( N A ) ( 4 54 )

基质蛋白 ( M I
、

M Z ) ( 2 52
、

97 )

N S I
、

N SZ (约 2 20
、

110 )

与病毒 RN A 聚合酶活性有关

病毒 R NA 依赖的 RN A 聚合酶

具有解旋酶活性

结合靶 细胞受体
,

介导病毒与靶细胞融合
,

诱导中和抗体
,

凝集红细胞

与基因组 RN A 结合
,

参 与形成核糖核蛋白 ( R N )P 颗粒

水解细胞多糖受体
,

促使子代病毒释放

病毒基质膜蛋 白
,

有保护作用

非结构蛋 白
,

抑制宿主细胞蛋 白合成

2 禽流感病毒及 其致病性

禽流感病毒呈球形
,

核衣壳螺旋对称
,

具有包膜

结构
,

病毒体直径为 80 一 12 On
m

。

初分离 的病毒体

可呈丝状
,

直径约 2 0 n m
,

长达 300 一 3 00 0n m
。

病毒体

内的核心部分为 N P 蛋白包裹的 8 个 R N A 基因组节

段
,

其外为基质膜蛋白 M l 形成 的一层球形蛋 白衣

壳
,

衣壳内除有病毒 R N A 和 N P 蛋白外
,

还有病毒编

码的 3 种 R N A 聚合酶 P B Z
、

P BI 和 P A
。

衣壳的外面

为类脂构成的包膜
,

其中镶嵌着 3 种重要的病毒蛋

白质 (病毒血凝素
、

神经氨酸酶和基质膜蛋 白 M Z )
,

成熟的 H A 由重链 (血凝素 1
,

HAI ) 和轻链 (血凝素

2
,

H A Z ) 组 成
,

H A 与 N A 在 膜 上 的 比 例 约 为

( 4 一 5 )
: 1

。

禽流感病毒的变异主要是指 HA (尤其是 H A )I

和 N A 这 2 种蛋 白的改变
,

它们 的变异决定 了病毒

的宿主亲嗜性 (感染人或禽 )
、

致病性 (高致病性或低

致病性 )
、

免疫性 和暴发流行 等风
。

H A 分子 中有 4

个以上的氨基酸突变或 2 个抗原决定簇位点的改

变
,

就可能成为一个新变种
。

禽流感病毒的变异主

要有两种类型
,

一种是发生在 H A 或 N A 分子内的点

突变
,

称为抗原性漂移 ( an it g en ic d ir ft )
,

这种变异是

一种
“

量变
”

的累积
,

比较缓慢
,

一般不引起暴 发流

行
。

另一种变异是发生在基 因节段之间的重配
,

称

为抗原性转换 ( an igt en ic hs i f)t
,

这种不 同毒株间基因

节段的重配可引起病毒基 因组的
“

质变
” ,

产生人群

中对其缺乏免疫力的新毒株
,

故可引起人群暴发流

行
。

19 57 年和 19 68 年的两次人群流感大流行
,

就分

别是由来 自禽流感的 R N A Z
、

R N A 4 和 R N A 6 节段 以

及 R N A Z 和 R N 4A 节段与人流感病毒基因片段重配

所致
。

目前已发现甲型流感病毒属的血凝素至少有

巧 个亚型 ( lH 一 1H 5 )
,

神经氨酸酶至少有 9 个亚型

( N l一 N g )
。

甲型流感病毒属的成员都有较严格的

宿主特异性困
,

人流感病毒多为 lH
、

H Z 和 H 3 亚型
,

而禽流感病毒多为 H S
、

H 7 和 H g 亚型
。

人流感病毒

一般不直接感染禽类
,

禽流感病毒也不直接感染人
。

但 19 97 年以来困 发生 的数起感染人的禽流感病毒

株
,

经 基 因测 序证 明并 没 有 发 生重 配
。

S ub ha ar 。

等斑证明
,

19 97 年在香港分 离的感染 人的禽流感

H S N I 毒株
,

所有的 8 个基因片段都来 自禽流感病

毒
。

s au er z

等 [“ :证明感染人 的禽流感病毒与感染鸡

的禽流感病毒的基 因同源性
> 99 %

,

而两者与 eG
n -

B an k 中 已知 的人 或禽 流感病 毒 的同源性却 小 于

95 %
。

基因进化分析显示
,

感染人的两株禽流感病

毒 ( H S N l 亚型与 H g N Z 亚型 )的亲缘关系十分接近
,

但它们与人流感病毒株的进化距离均较远
。

禽类是 甲型流感病毒的
“

储藏库
” ,

目前 已发现

的所有的人流感病毒均可在禽中分离到
,

它们对禽

并不致病
。

但禽流感病毒为何能直接感染人 ? 这个

问题值得进一步研究 〔” 〕。

看来禽流感病毒的致病性

是由多基因决定的〔` 0
,

` ’ 里
,

表 2 列举的是 目前 已知的

与宿主 (人或禽 )亲嗜性相关 的流感病 毒氨基酸位

点
。

目前在我国及亚洲部分地区流行的 H S NI 病毒

与 19 97 年〔’ 2〕在香港第一次跨物种感染的禽流感病

毒为同一亚型 [` 1 。

19 98 一 2 00 0 年在我国大陆和香港

地区感染人的禽流感病毒均为 H g N Z 亚型 〔” ;
。

20 03

年发生在荷 兰的感染 人的禽流感病毒 为 H 7 N 7 亚

型 ! ’ (
。

将高致病性禽流感病毒的任一基 因节段替

换
,

均会使其失去致病性
;而将两低致病性的亲本毒

株重配
,

也可产生高致病性的重配 株
。

H A 蛋 白酶

切位点的附近有多个碱性氨基酸残基
,

这可能是高

致病性禽流感病毒的重要特征之一
。

3 禽流感病毒的特异检测与防治

目前已有用于禽类感染的检 测诊断产品 〔” ; 和

预防疫苗 [’ 6一 :2l
,

但 尚无批准用于人 的禽流感病毒

检测试剂和疫苗 [2 2 }
。

故我国规定
,

对人间禽流感病

例的诊断与检测结果的复核工作
,

由中国疾病预防

控制中心承担 ;人间禽流感病例的最终确诊
,

也由国

家卫生部组织的人禽流感防治专家组做出
。
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表 2 可能与宿主特异性相关的病毒蛋白位点

预测的氨基酸残基

蛋 白及其位点 嗜禽毒株 嗜人毒株

实测 的氨基酸残基

禽流感病毒

( SH N I
、

gH N Z )

人流感病毒

( H 3 N Z )

M 1 13 7 T A T A

M Z 16 E G E / G G

20 5 / N N S N

2 8 1 1 / V V Y

5 5 L F F F

7 8 Q K Q K

N P 3 3 V 1 V l

6 1 1 L I L

l X() R V R V

136 L M M M

2 14 R K R K

283 L P L P

2 93 R K R K

3 13 F Y F Y

3 75 D G / E D G

P A 28 P L P L

55 D N D N

6 5 5 L S L

1(X ) V A V A

3 82 E D E D

中以) Q / T/ S L L L

4 09 5 N N / S N

55 2 T 5 T S

P B Z 44 A 5 A S

8 1 T M T产 A M

19 9 A S A / 5 5

2 7 1 T A T A

5 8 8 A 1 A l

6 1 3 V T V T

66 1 A T T T

6 74 A / 5 T A T

70 2 K R K / R R

3
.

1 鸡胚接种或细胞培养法分离病毒

对急性期可疑病人
,

取咽液或鼻咽拭子浸液
,

可

接种鸡胚羊膜腔进行培养分离 ;也可用原代或传代

细胞进行病毒分 离
。

1997 年引起香港禽 流感 流行

的毒株 A / H o n g Ko n留 156 / 97 ( HS N I )就是用此法从

感染禽流感 的患者中分离的
。

应该 注意的是
,

对怀

疑为高致病禽流感病毒的分离培养
,

应在 3P 实验室

进行
。

3
.

2 荧光 叮
一

P C R 法检测病毒基因

根据禽流感病毒 (主要是 H S
、

7H 和 9H 亚型 )的

HA (或 N A )基 因序列
,

设计各亚型的特异扩增引物

与探针〔23j
,

在对标本中 的病毒 R N A 进行 提取和逆

转录后
,

采 用 aT q m a n 技术 进行实 时定 量荧光 P c R

检测
。

3
.

3 双抗体夹心
、

免疫荧光或血凝 法检测病毒抗

原 [ , 7
,

2 4
-

该法系以禽流感病毒抗体包被检测板孔或将其

点在硝酸纤维素膜上
,

采用酶免疫法或胶体金技术

检测病毒抗原
。

也有用病毒血凝试验对病毒体颗粒

进行初筛 ;或用间接免疫荧光法
,

以荧光标记的特异

性抗体检测玻片标本或培养细胞 中的病毒抗原
。

3
·

4 检测血清抗体〔2 5

抗体检测应分别采取发病初期 ( 5 天以 内 ) 和恢

复期 ( 10 一 14 天 )血清
,

常用 E LI S A 法或补体结合试

验进行检测
。

前者 以包被的特异抗 原 ( H A
、

N A
、

N P

和 / 或 M )检测相应的抗体
,

后法包括两个抗原
一

抗体

系统
,

即特异抗原抗体系统和试验指示系统 (羊红细

胞
一

溶血素系统 )
,

双份血清抗体效价升高 4 倍或 以

上有诊断意义
。

也可采用血凝抑制 ( lH )试验进行抗

体检测
,

该法还可同时对病毒型别进行鉴定
。

3
.

5 中和试验

该法系将 患者血清样本 与已知毒株作用
,

然后

观察该毒株对鸡胚或敏感细胞 的致病效应
,

以此判

断待检血清标本中是否存在病毒中和抗体及抗体效

价
。

中和抗体在体内存在时间较长
,

不仅有助于感

染的诊断
,

还可反映患者体内的抗病毒免疫状态
。

禽流感病毒的抵抗力很弱
,

对热
、

干燥
、

紫外线
、

有机溶剂及常用的消毒剂敏感
,

可被 56 ℃ 30 分钟
、

6 5℃ 10 分种或 100 ℃ 1 分钟加热灭活
。

对家禽感染

禽流感的控制
,

可有效降低人感染禽流感 的几率
。

不近距离接触病禽
,

注意房间通风换气与 日照
,

都有

助于预防禽流感的感染
。

接种流感病毒灭活疫苗或

亚单位疫苗
,

对人群禽 流感的防治也有积极意义
。

有关人用禽流感疫苗
,

及以 多个亚型基因片段 为基

础的禽流感病毒基因检测芯片和以多株特异性单克

隆抗体为基础的禽流感病毒蛋 白检测芯片
,

目前都

在研发中
。
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