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摘 要 选取 H#、H&、H%亚型禽流感病毒（9659: 5:G);-:Y9 652;C，?J’）血凝素（ A-09FF);/5:5:，H?）基因保守序列，利用 I250-2
SR.2-CC !Z$软件设计了各自亚型的特异性引物和 B9[09: @UN探针，利用实时荧光 3BQIK3一步法建立了 H#、H&、H%亚型禽流
感灭活疫苗的鉴别检测方法，该方法特异性好，重复性佳，对其他疫苗无交叉反应。结果表明实时荧光 IK3方法为禽流感灭
活疫苗提供了一种特异、敏感、快速和简洁的鉴别检测方法。
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禽流感是严重威胁养禽业生产的烈性病毒性传

染病，并危及人类健康［=］。疫苗免疫是我国控制禽

流感的一项重要措施，我国政府对禽流感灭活疫苗

的质量非常重视，建立快速、敏感、特异的疫苗质量

检测方法，特别是各亚型的鉴别检测方法，对及时进

行产品质量控制和市场监督有着重要意义。本实验

旨在利用实时荧光 IK3方法对 H#、H&、H% 亚型禽
流感灭活疫苗进行亚型快速鉴别检测，为该产品的

质量控制和市场监督提供技术支持。

禽流感灭活疫苗的常规鉴别检验是采用免疫后

"周测 HJ抗体类型，该方法经典可靠，但耗时间，成
本高，易散毒［!］。采用普通 IK3技术检测禽流感灭



活疫苗抗原，其灵敏性太差，无法对不同基因亚型禽

流感灭活疫苗进行鉴别检测，因此，如何快速、准确

进行亚型特异性检验是疫苗质量控制，市场监管所

面临的主要难题之一。

近年发展起来的实时荧光 !"#技术（#$%&’()*$
+&,-.$/0$1( !"#，#+’!"#）以其灵敏度高，速度快，特
异性强等优点在基因表达水平分析［2］，病原体的定

性和定量检测［3 4 5］等方面得到了广泛应用。本文将

#+’!"#技术和 678 59:: 荧光 !"# 检测系统相结
合，通过优化方案，反复试验，建立了 ;9、;<、;5亚
型禽流感灭活疫苗鉴别检测的方法。该方法可以用

于疫苗的质量控制和市场真假疫苗的识别。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 禽流感灭活疫苗：;9、;<、;5亚型兽用禽流
感灭活疫苗由哈尔滨维科生物技术开发有限公司，

乾元浩生物股份有限公司郑州生药厂、青岛易邦生

物工程有限公司等提供。

!"!"# 毒株：;9、;< 亚型 68=尿囊液由本室保存，
;5亚型没有保存毒株（国内没有毒株）。
!"!"$ 主要试剂：#>6提取试剂 ?#8@AB #$%C$1(购
自 81D)(.-C$1 公司，#$%EF’?-’G- #?’!"# 7$%E/ 购自
6*$./H%* 7)-/0)$10$/公司，#>%/$ +.$$ I%($.、#>6酶
抑制剂 #1%/)1等购自天根生化科技有限公司。
!"# 方法
!"#"! 亚型特异性引物和探针的设计与合成：根据
G$17%1J上公布的 68= ;6基因序列，利用 K>6L(%.
软件进行比对，找到其保守区，根据 !.)*$. MNO.$//
PQ:软件，分别设计 ;9、;<、;5 亚型特异性引物和
RG7探针，;9 亚型：!9S（上游引物）、!9P（下游引
物）、!92（RG7探针）；;< 亚型：!<S、!<P、!<2；;5 亚
型：!5S、!5P、!52，引物和探针由上海基康生物技术
有限公司合成，探针 9T端标记的荧光报告基团是
+6R，2T端标记的荧光淬灭基团是 RG7。以下是引
物和探针序列：

!9S：9T’ """66"66?666G6GG6G"?6"66?6 ’2T
!9P：9T’ ?G66?"""""6"6G?6""666’2T
!92：9T’ ?6""66""66G66G6?"’2T
!<S：9T’ "?6""66?"66"666"?""6"6G66 ’2T
!<P：9T’ ?GG"6?G?G?"6"6GG66"6 ’2T
!<2：9T’ ?G?6G6"6"G"?66"6G6 ’2T
!5S：9T’ ???"6?6"??"?GG""6??G"6 ’2T
!5P：9T’ "G"6?G???""6??"??"6"6 ’2T

!52：9T’ ?GGG""??G?"??" ’2T
!"#"# 疫苗的破乳及 #>6的提取：禽流感灭活疫
苗是油乳剂疫苗，水相和油相是混合在一起的，必须

将水相和油相分开，才能有效地从水相中提取

#>6，经过摸索，本实验所采取的破乳方法是使用
?#8@AB和氯仿破乳，可以和 #>6提取一并进行，油
水相可以有效分离。该破乳方法简捷有效。

试验时取禽流感灭活疫苗 P::!B，按 ?#8@AB试
剂说明提取病毒 #>6，溶于 P:!B KM!"水中。
!"#"$ 禽流感灭活疫苗的检测：#+’!"#：管中依次
加入 #>6 9!B，#?’!"# 7$%E/ :Q9 颗， !9S（ P:

!*-&UB），!9P（P:!*-&UB）各 S!B，!92（S:!*-&UB）S!B，
补 KM!" 水至 2:!B。瞬时离心后，小心放入 678
59::荧光定量 !"#仪中，记录样本摆放顺序，在模
板文件中填写被检样品，阴阳性对照，设置探针类

型，按下列反应参数进行：第一阶段，逆转录 3PV，
2:*)1。第二阶段，预变性 <9VU2*)1，第三阶段，
<9VUS9/，W:VUS*)1，扩增 3:个循环，在第三阶段的
退火延伸结束时收集荧光。

在设计过程中，三种亚型的引物、探针的 !* 值

相当接近，因此经过摸索，;<、;5 疫苗的实验参数
与 ;9疫苗相同。
禽流感疫苗核酸的相对定量可通过各疫苗样品

的 " ( 值相比较得出。循环阈值（" (）是 !"#循环首

先进入指数增长期的循环数，" ( 值与起始模板数成

反比例关系，" ( 值越小，起始模板数越多。" ( 值越

大，起始模板数越少。

!"#"% #+’!"#的重复性：用不同厂家的疫苗样品
（;9、;<、;5 亚型）分别作组间和组内试验，组内实
验是任取每一批次疫苗各一份，在同一反应条件下

一次进行 9个重复；组间实验是对上述样品分 9次
重复。

#+’!"#的特异性：用建立的 68= #+’!"#方法
检测常见的其他禽病疫苗和病毒，验证该方法的特

异性。包括另外两种亚型禽流感灭活苗及尿囊液

毒，87=（R3S），87= 活疫苗（;SP:），87= 活疫苗
（;9P），>K= 活疫苗（B%/-(%），>K= 活疫苗（ 8 系），
>K=（7S），MKL灭活苗（京 <SS株），87K=活疫苗（G(
株），RK=活疫苗，鸭瘟活疫苗，鸡痘活疫苗等，其中
68=、87=、>K=、87K=为 #>6病毒，MKL=、鸭瘟病毒、
鸡痘病毒为 K>6病毒。对于前者用 #>6提取试剂
盒，提取 #>6。对于后者用 K>6提取试剂盒，提取
K>6，并且省去逆转录步骤。
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! 结果

!"# $%亚型禽流感灭活疫苗检测重复性试验结果

表 !和表 "显示变异系数都在 #$以下，表明该
检测体系稳定，具有良好的重复性。

表 # &批 $%亚型禽流感灭活疫苗组内重复性试验数据
’()*+ # ,-./(0(11(2 /+3/45678)8*8.2 5(.( 49 & )(.7:+1 49 $% 16).23+ ;, 8-(7.8<(.+5 <(778-+

%&’() *+,-./
*

0*’/&1&22&3 /.2+4’（5’ 6&4+.） 7’&’82’8( /.2+4’

! " 9 : # ;6< 7= 5>
; "#?"@ "#?AB "#?CC "#?#! ":?A# "#?:@ D?:B !?BC$

% "#?AB "#?9C "#?9! "#?"" "#?@9 "#?:A D?"9 D?C!$

5 ":?CA "#?!D ":?BD "#?@# "#?"9 "#?!# D?9" !?"B$

表 ! &批 $%亚型禽流感灭活疫苗组间重复性试验数据
’()*+ ! ,-.+/0(11(2 /+3/45678)8*8.2 5(.( 49 & )(.7:+1 49 $% 16).23+ ;, 8-(7.8<(.+5 <(778-+

%&’() *+,-./
0*’./1&22&3 /.2+4’（5’ 6&4+.） 7’&’82’8( /.2+4’

! " 9 : # ;6< 7= 5>
; ":?:A ":?@D ":?CB "#?!" ":?CD ":?B! D?"A !?DC$

% "#?#D "#?9" "#?:# ":?CA "#?AD "#?9C D?"A !?DA$

5 "#?:B "@?!" ":?AD "#?CB "#?AC "#?@! D?#@ "?"D$

!"! $%亚型禽流感灭活疫苗检测特异性试验结果
图 !中荧光曲线阳性曲线从上至下依次是 ;0>

E#阳性对照（感染性尿囊液），;0> E# 亚型灭活疫
苗，阴性曲线分别是 ;0> EC 尿囊液、;0> EC 灭活
苗、;0> EA 灭活苗、其他禽病疫苗和病毒以及阴性
质控（蒸馏水）。结果显示建立的 E#亚型实时荧光
F5G方法特异性强。
!"& $=亚型禽流感灭活疫苗检测重复性试验结果
表 9和表 :结果显示变异系数都在 #$以下，表

明该检测体系稳定，具有良好的重复性。
图 ! E#亚型禽流感灭活疫苗荧光 F5G特异性试验

H8<I ! GH1G5G 2J.(8K8(8’3 &22&3 LK E# 2+-’3J.
;0 8*&(’86&’.M 6&((8*.

表 & &批 $=亚型禽流感灭活疫苗组内重复性试验数据
’()*+ & ,-./(0(11(2 /+3/45678)8*8.2 5(.( 49 & )(.7:+1 49 $= 16).23+ ;, 8-(7.8<(.+5 <(778-+

%&’() *+,-./
0*’/&1&22&3 /.2+4’（! ’ 6&4+.） 7’&’82’8( /.2+4’

! " 9 : # ;6< 7= 5>
; "#?9@ "#?A@ "#?C: "#?#9 ":?BD "#?:B D?:: !?A"$
% "#?A# "#?:# "#?"@ "#?"D "#?@D "#?:# D?"9 D?CD$
5 ":?C# "#?!A ":?B# "#?## "#?"B "#?!@ D?"B !?!D$

表 > &批 $=亚型禽流感灭活疫苗组间重复性试验数据
’()*+ > ,-.+/0(11(2 /+3/45678)8*8.2 5(.( 49 & )(.7:+1 49 $= 16).23+ ;, 8-(7.8<(.+5 <(778-+

%&’() *+,-./
0*’./1&22&3 /.2+4’（! ’ 6&4+.） 7’&’82’8( /.2+4’

! " 9 : # ;6< 7= 5>
; ":?## ":?#D ":?B! ":?A# ":?B9 ":?@C D?!# D?@"$
% "#?:: "#?#9 "#?@9 ":?#A "#?B# "#?:D D?:C !?C9$
5 "#?:! "@?D" ":?#@ "#?CA "#?B! "#?## D?@! "?9A$

##C韩剑锋等：实时荧光 F5G技术快速鉴别检测 E#、EC、EA亚型禽流感灭活疫苗的研究



!"# $%亚型禽流感灭活疫苗检测特异性试验结果
图 !中荧光曲线阳性曲线从上至下依次是 "#$

%&阳性对照（感染性尿囊液），"#$ %& 亚型灭活疫
苗，阴性曲线分别是 "#$ %’ 尿囊液、"#$ %’ 灭活
苗、"#$ %( 灭活苗、其他禽病疫苗和病毒以及阴性
质控（蒸馏水）。结果显示建立的 %&亚型实时荧光
)*+方法特异性强。
!"& $’亚型禽流感灭活疫苗检测重复性试验结果
（该亚型疫苗只有一个批次，因为国内没有正式生

产）

表 ’和表 ,结果显示变异系数都在 ’-以下，表
明该检测体系稳定，具有良好的重复性。

图 ! %&亚型禽流感灭活疫苗荧光 )*+特异性试验
./01 ! +.2+*+ 3456/7/6/89 :33:9 ;7 %&

3<=8945 "# />:68/?:85@ ?:66/>5

表 & $’亚型禽流感灭活疫苗组内重复性试验数据
()*+, & -./0)1)22)3 0,4056789*9+9/3 6)/) 5: $’ 27*/34, ;- 9.)8/9<)/,6 <)889.,

A:86B ><C=5D
#>8D:2:33:9 D53<E8（! 8 ?:E<5） F8:8/38/6 D53<E8

G ! H I ’ "?0 FJ *$
" !’KI& !’K,’ !’KLI !’K!H !’KLG !’K,M MK!’ MK&L-

表 = $’亚型禽流感灭活疫苗组间重复性试验数据
()*+, = -./,01)22)3 0,4056789*9+9/3 6)/) 5: $’ 27*/34, ;- 9.)8/9<)/,6 <)889.,

A:86B ><C=5D
#>85D2:33:9 D53<E8（! 8 ?:E<5） F8:8/38/6 D53<E8

G ! H I ’ "?0 FJ *$
" !IKH’ !IKG, !IKL! !IKH’ !IK(H !IKIL MK!L GKGI-

!"= $’亚型禽流感灭活疫苗检测特异性试验结果
图 H中荧光曲线阳性曲线是 "#$ %(亚型灭活

疫苗，阴性曲线分别是 "#$ %’ 感染性尿囊液、"#$
%’灭活苗、"#$ %&感染性尿囊液、"#$ %&灭活苗、
其他禽病疫苗和病毒以及阴性质控（蒸馏水）。结果

显示建立的 %( 亚型实时荧光 )*+方法特异性强。
（国内没有 %(亚型毒株，故没有用病毒阳性质控）

图 H %( 亚型禽流感灭活疫苗荧光 )*+特异性试验
./01 H +.2+*+ 3456/7/6/89 :33:9 ;7 %(

3<=8945 "# />:68/?:85@ ?:66/>5

> 讨论
国内有过通用型、%’亚型禽流感病毒荧光 )*+

检测方法的报道［L，&］，国外有过 %’、%( 亚型禽流感
病毒荧光 )*+检测方法的报道［GM］，但是没有将该方
法用于禽流感灭活疫苗检测的报道。笔者运用实时

荧光 )*+技术，结合 "A# (’MM荧光 )*+检测系统，
建立了一种新的 %’、%&、%(亚型禽流感灭活疫苗的
鉴别检测方法，可以用于疫苗的质量控制和市场监

督。该方法同样适用于不同亚型禽流感病毒的鉴别

检测。

该系统主要由一条两端标记有荧光基团的探针

和一对引物组成，在探针完整时，两基团在空间结构

上互相靠近，’N报告基团产生的荧光因为荧光共振
能量转移（.+OP）而被 H’端淬灭基团淬灭，故体系中
没有荧光信号的产生，在 )*+退火和延伸过程中，
探针与模板特异性结合，随着引物的延伸，P:Q JR"
聚合酶利用其 ’N!HN外切活性对探针进行切割［GG］，
释放出报告基团，这样破坏了两基团之间的 .+OP，
报告基团所释放出的荧光可以被 "A# (’MM 内的光
学系统检测出来，荧光量的增加与 )*+产物的积累
量呈正比例关系［G!］。

与传统检测方法相比，实时荧光 )*+方法特异
性好，因为检测过程中上下游引物与探针同时保证
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了特异性，有“双保险”的优点，而且探针与模板结合

所要求的特异性更强。此外实时荧光 !"#方法灵
敏度高，重复性好，定量准确，操作步骤简单、自动化

程度高、检测速度快，!"#结束后由系统自带软件直
接给出结果，实现了实时、在线检测过程，而无需对

!"#扩增产物进行后处理，从而克服了传统 !"#技
术易污染的特点。定量检测过程仅需 $%，加上样品
制备的整个过程也仅需 &%。’() *+,,荧光定量 !"#
仪有 -.个反应孔，可同时进行大量样本的检测，实
现了高通量，节省了人力物力。

在试验中笔者使用的是 /01203 24( 探针，不
同于一般的 /01203 探针，24(探针的淬灭基团采
用非荧光淬灭基团（35367895:;<=;3> 19;3=%;:），本身不
产生荧光，而且淬灭效率更高，可以大大降低本底信

号的强度，同时探针上还连接有 24(（2?35: 4:55@;
(?3A;:）修饰基团，可以将探针的 !B 值提高 C,D左
右，这样大大加强了定量 !"# 反应过程中的特异
性［C&］。而且在设计过程中，三种亚型的引物、探针

的 /B值相当接近，因此可以使用同一反应参数，大
大简化了检测过程。

在疫苗检测中，如何有效破乳是一个瓶颈，通常

采用的方法是 E *,D反复冻融 &次、+ ,,,:FB?3离心
C,B?3取水相，或者采用 $B58FG硫酸镁：疫苗：十二
烷基肉豆寇脂（C：H：C.）的体积比例进行萃取，笔者
对禽流感灭活疫苗的破乳方法进行了比较探索，试

验中采取的破乳方法是使用 /#)IJG试剂和氯仿破
乳，可以和 #K’提取一并进行，油水相可以有效分
离。比通常破乳方法简便有效。

笔者建立的 &种亚型疫苗的检测方法反应参数
相同，完全可以同时进行，只需把同一疫苗样品提取

的核酸加入 &个管中，然后分别加入 &种亚型的引
物和探针，试验结束后即可以知道该疫苗亚型，检测

过程方便快捷。国内有过 &种亚型禽流感病毒多重
!"#检测方法的报道［CH］，但是多重 !"#反应时各亚
型引物和探针会相互干扰，而且各亚型 !"#会共同
竞争酶、镁离子、AK/!等资源，势必会影响检测灵敏
度，本试验建立的方法避免了多重 !"#的缺点，而
且同样快捷简便，有利于疫苗的快速鉴别检测。

综上所述，本试验建立的的实时荧光 !"#鉴别
检测禽流感灭活疫苗的方法，特异性好，重复性佳，

而且与以往检测方法相比，更加安全、省时、省力，在

疫苗的质量控制和市场监督中具有很大的实用价

值。
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