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摘要： 为了掌握 Ｈ１０Ｎ６ 亚型禽流感病毒在我国的遗传进化特征和生物学特性， 本研究通过基因组测序和遗传演化分析， 对 ２０２０ 年在福建某活禽

市场上分离得到的 Ｆ１４６４ 和 Ｆ１４７３ 两株鸭源Ｈ１０Ｎ６ 亚型禽流感病毒基因组进行分析， 并进一步研究了其对 ＳＰＦ 鸡及小鼠的致病性。 结果： 序列分

析显示， ＨＡ 基因与人感染的 Ｈ１０Ｎ８ 和 Ｈ１０Ｎ３ 亚型禽流感病毒同源性分别为 ９１􀆰 ４％～９１􀆰 ５％和 ９５􀆰 ３％～９５􀆰 ４％； 遗传进化分析显示， ２ 株病毒属于

欧亚谱系分支， 可能是由包括 Ｈ１、 Ｈ２、 Ｈ３、 Ｈ４、 Ｈ９、 Ｈ１０ 和 Ｈ１１ 在内的多种 ＡＩＶ 亚型重组而来； ＳＰＦ 鸡感染试验显示， Ｆ１４６４ 和 Ｆ１４７３ 毒株均

为低致病性病毒； 小鼠感染试验显示， Ｆ１４６４ 毒株可以在小鼠鼻甲、 肺、 脾脏中高效复制， 并导致小鼠体重下降， 而 Ｆ１４７３ 毒株仅在鼻甲和肺中

复制， 对小鼠的致病力更低。 本研究为 Ｈ１０ 亚型禽流感的防控和公共卫生风险评估提供了数据支持。
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　 　 禽流感病毒 （ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＡＩＶ） 是正黏

病毒科、 Ａ 型流感病毒属， 一般仅感染禽类， 有些

ＡＩＶ 能越过物种界限进行扩散， 并引起人类及其他哺

乳动物的疾病或亚临床感染［１－３］。 依据 ＡＩＶ 在 ＳＰＦ 鸡

中致病性， 可以将其分为高致病性 ＡＩＶ 与低致病性

ＡＩＶ 两种类型［４］。
目前， 在野生水禽中已经鉴定出 １６ 种血凝素

（ＨＡ） 和 ９ 种神经氨酸酶 （ＮＡ） 亚型， 并从蝙蝠体

内发现了 Ｈ１７Ｎ１０、 Ｈ１８Ｎ１１ 两种亚型［３］。 １９４９ 年

Ｈ１０Ｎ７ 亚型 ＡＩＶ 在德国鸡群中首次分离。 随后， 在

许多鸟类、 哺乳类动物中均有不同程度的分布， 其中

包括家鸡、 水貂等。 之后， Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ 在各国家

禽及野鸟间蔓延传播， 并且在此期间病毒不断地重组

导致宿主范围不断扩大［５］。 瑞典于 １９８４ 年报道了

Ｈ１０Ｎ４ 亚型 ＡＩＶ 感染了哺乳动物雪貂， 造成大批死

亡， 且结果发现， 病毒 ＰＢ２ 蛋白出现 Ｋ５２６Ｒ 与

Ｄ７０１Ｎ 的哺乳动物适应性相关突变现象［６］。 ２００３ 年

从我国湖北省猪体内首次分离出 Ｈ１０Ｎ５ 亚型 ＡＩＶ［７］。
２０１０ 年， 澳大利亚报道了多例临床症状明显的人感

染 Ｈ１０Ｎ７ 病毒病例［８］。 ２０１３ 年在我国江西省首次出

现人类感染 Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 死亡案例， 感染试验结

果显示， 病毒可在小鼠肺组织中高效复制［９］。 多项

研究表明， Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶ 可以跨物种侵染哺乳动物

并有可能进一步发生适应性突变， 对人类健康构成威

胁。 ２０２１ 年 ４ 月江苏省报告了第 １ 例人感染 Ｈ１０Ｎ３
亚型禽流感病毒案例， 研究表明这种新型重组病毒对

小鼠具有高致病性， 存在人类感染的风险［１０］。
持续监测、 了解和探索已知和新型 ＡＩＶ 并评估

其对动物和人类健康的潜在影响是疫病防控的前提。
本实验室在 ２０２０ 年全国主动流行病学调查中， 在鸭

的口咽拭子中分离到 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ， 对这 ２
株分离到的病毒进行了全基因组测序、 遗传演化分析

及动物感染试验， 分析该病毒的生物学特性， 评估该

病毒的公共卫生风险， 以期对国内 Ｈ１０ 亚型禽流感

综合防治工作有所借鉴。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病毒及实验动物

Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｆｕｊｉａｎ ／ Ｆ１４６４ ／ ２０２０ （Ｈ１０Ｎ６） （简称

Ｆ１４６４）、 Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｆｕｊｉａｎ ／ Ｆ１４７３ ／ ２０２０ （ Ｈ１０Ｎ６） （简

称 Ｆ１４７３） 由中国动物卫生与流行病学中心分离鉴定

并保存； ６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自北京维通利华

实验动物有限公司； ６ 周龄 ＳＰＦ 鸡和 ＳＰＦ 鸡胚均购自

济南斯帕法斯家禽有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

病毒核酸提取试剂盒购自济凡生物科技 （常州）

有限公司； ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ 购自南京

诺唯赞生物科技有限公司； ＤＮＡ 胶纯化试剂盒购自

索莱宝公司。
１􀆰 ３　 病毒全基因组测序及遗传演化分析

根据病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒的说明书， 对 ２ 株

Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 进行 ＲＮＡ 提取， 以它为模板， 参照

Ｈｏｆｆｍａｎｎ 等［１１］的引物和反应条件， 分别用 ＲＴ－ＰＣＲ
方法扩增基因组中各个目的节段。 在此基础上通过比

较不同核酸片段大小和长度来判断该样品是否为禽流

感病毒样本。 对扩增产物进行纯化、 测序和鉴定。 测

序结果采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件 Ｓｅｑｍａｎ Ｐｒｏ 拼接序列。
下载 ＧｅｎＢａｎｋ 和 ＧＩＳＡＩＤ 数据库中 ＡＩＶ 基因组序

列， 在 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 中用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 法比较病毒各基因

片段序列， 通过 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 构建了 ８ 条基因片

段遗传进化树， Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设置为 １ ０００。
１􀆰 ４　 病毒纯化和鸡胚半数感染量 （ＥＩＤ５０） 测定

２ 株病毒用 ＰＢＳ 按 １０ 倍倍比稀释， 稀释度为

１０－６ ～１０－９， 接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚， 每个稀释度分别

接种 ５ 次。 ３７ ℃孵育 ４８ ｈ 后， 收集稀释度最大、 血

凝价最高的鸡胚尿囊液， 按照上述操作步骤， 如此循

环纯化 ３ 代后， 再将收集到的尿囊液进行分装，
－８０ ℃冻存备用。 使用时， 取出－８０ ℃保存的纯化的

含病毒尿囊液并 １０ 倍倍比稀释， 每个稀释度分别接

种 ５ 枚 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚并在 ３７ ℃条件下孵化 ４８ ｈ，
统计各稀释度具有血凝活性的鸡胚数， 根据 Ｒｅｅｄ－
Ｍｕｅｎｃｈ 法计算各毒株 ＥＩＤ５０。
１􀆰 ５　 静脉接种指数 （ＩＶＰＩ） 测定

病毒在生理盐水中 １０ 倍稀释后， 每羽 ＳＰＦ 鸡用

０􀆰 １ ｍＬ 稀释后的病毒液进行翅下静脉注射， 每组 １０
只， 感染后对试验鸡的临床症状和死亡情况进行持续

１０ ｄ 的观察与记录。 ＩＶＰＩ 为每只鸡在 １０ ｄ 内的临床

观察得分平均值， ２４ ｈ 内动物完全死亡为 ３ 分， １０ ｄ
内动物完全无症状为 ０ 分， 出现呼吸系统相关症状、
精神沉郁、 腹泻、 头冠紫红、 头面水肿、 神经系统症

状为 １ 分。 ＩＶＰＩ 超 过 １􀆰 ２， 则 判 定 为 高 致 病

性 ＡＩＶ［１２］。
１􀆰 ６　 小鼠感染性试验

６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠经干冰麻醉后， 用 １０６

ＥＩＤ５０的病毒剂量通过鼻腔感染小鼠 ８ 只， 每只接种

５０ μＬ 尿囊液。 在攻毒后 １４ ｄ 内， 每天监测小鼠的疾

病体征、 体重变化 （相对于攻毒前的体重变化） 和

死亡情况以初步鉴定该病毒对机体的影响。 病毒感染

后 ３ ｄ， 每组随机选择 ３ 只小鼠进行剖杀， 分别取小

鼠的脑、 鼻甲、 脾脏、 肾脏和肺脏， 用鸡胚滴定各脏

器内病毒含量。 各种组织脏器经匀浆机匀浆后，
２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 将上清液转移到灭菌离心管中，
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用含抗生素的无菌 ＰＢＳ 进行 １０ 倍比稀释， 每个稀释

接种 ３ 枚 １０ 日龄的鸡胚， 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算

病毒滴度， 以测定病毒在小鼠体内各脏器的复制

水平。

２　 结果

２􀆰 １　 鸭源 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 的序列与遗传演化分析

为了明确本研究中 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 病毒的起源， 首

先对全基因组进行测序， 并对 ＨＡ 和 ＮＡ 以及其他 ６
个基因片段进行遗传进化分析 （图 １ 和图 ２）。 结果

表明， ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 病毒 ＨＡ 基因均属于欧亚谱系。
ＢＬＡＳＴ 分析结果表明， 这 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 的 ＨＡ 基因与

浙江毒株 Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ １０２６２２ ／ ２０１６ （Ｈ１０Ｎ８）
最相似， ＮＡ 基因与 Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ ＨＮ５８９４ ／ ２０１９
（Ｈ４Ｎ６） 的关系最为密切。

注： ▲和■表示不同年份人感染的 Ｈ１０ 毒株； ●为本试验分离毒株， 下同。

图 １　 两毒株 ＨＡ、 ＮＡ、 ＰＢ２ 和 ＰＢ１ 基因片段遗传进化分析
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图 ２　 两毒株 ＰＡ、 ＮＰ、 Ｍ 和 ＮＳ 基因片段遗传进化分析

　 　 ＰＢ２、 ＰＢ１、 ＰＡ、 Ｍ、 ＮＳ、 ＮＰ 基因与 ２０１３ 年以

来从中国、 韩国、 越南等国家的家禽中分离出的各种

亚型 ＡＩＶ 密切相关 （表 １）。 ＨＡ 序列分析结果显示，
２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 的 ＨＡ 基因之间的同源性为

９９􀆰 ８％， 与 ２０１３ 年的人感染 Ｈ１０Ｎ８ 亚型 ＡＩＶ 和 ２０２１

年的人感染 Ｈ１０Ｎ３ 亚型 ＡＩＶ 同源性分别为 ９１􀆰 ４％ ～
９１􀆰 ５％和 ９５􀆰 ３％ ～ ９５􀆰 ４％。 经由对上述试验结果的分

析， ２ 株鸭源 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 与 ２０１３ 年的 Ｈ１０Ｎ８ 亚

型 ＡＩＶ 有较远的亲缘关系， 与 ２０２１ 年的 Ｈ１０Ｎ３ 亚型

ＡＩＶ 亲缘关系较近。
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表 １　 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 各基因节段同源性分析

病毒 基因 同源性最高的毒株 同源性 ／ ％ 登录号

Ｆ１４７３

ＰＢ２ Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｆｕｊｉａｎ ／ ＦＪ１２３９ ／ ２０１４ （Ｈ１Ｎ３） ９７􀆰 ５ ＫＰ６５８００５

ＰＢ１ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ ５１０４８ ／ ２０１５ （Ｈ１Ｎ９） ９７􀆰 ６ ＫＹ９７１０８６

ＰＡ Ａ ／ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ／ Ｆｕｊｉａｎ ／ ＥＶ０１ ／ ２０２０ （Ｈ１１Ｎ３） ９８􀆰 ３ ＯＮ９６８４６２

ＨＡ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ １０２６２２ ／ ２０１６ （Ｈ１０Ｎ８） ９７􀆰 ７ ＭＧ３６６５１１

ＮＰ Ａ ／ Ｐｉｇｅｏｎ ／ Ｌｏｎｇｑｕａｎ ／ ＬＱ６７ ／ ２０１６ （Ｈ２Ｎ８） ９７􀆰 ９ ＫＹ４１５７６０

ＮＡ Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ ＨＮ５８９４ ／ ２０１９ （Ｈ４Ｎ６） ９９􀆰 ３ ＭＷ９３５１４４

Ｍ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ １０２６２２ ／ ２０１６ （Ｈ１０Ｎ８） ９８􀆰 ７ ＭＧ３６６５３２

ＮＳ Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｆｕｊｉａｎ ／ ９􀆰 ２５＿ ＦＺＨＸ００１６－Ｃ ／ ２０１７ （Ｈ９Ｎ６） ９９􀆰 ３ ＫＴ２６６９４６

Ｆ１４６４

ＰＢ２ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｙｕｈｕａｎ ／ ＹＨ１４ ／ ２０１６ （Ｈ１Ｎ２） ９７􀆰 ６ ＭＷ１０２２３１

ＰＢ１ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ ５１０４８ ／ ２０１５ （Ｈ１Ｎ９） ９７􀆰 ７ ＫＹ９７１０８６

ＰＡ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｙｕｈｕａｎ ／ ＹＨ１４ ／ ２０１６ （Ｈ１Ｎ２） ９７􀆰 ４ ＫＹ６０４９６５

ＨＡ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ １０２６２２ ／ ２０１６ （Ｈ１０Ｎ８） ９７􀆰 ８ ＭＧ３６６５１１

ＮＰ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｇｕａｎｇｘｉ ／ １６５Ｃ７ ／ ２０１４ （Ｈ３Ｎ２） ９６􀆰 ３ ＫＴ０２２３１９

ＮＡ Ａ ／ ｄｕｃｋ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ ＨＮ５８９４ ／ ２０１９ （Ｈ４Ｎ６） ９９􀆰 １ ＭＷ９３５１４４

Ｍ Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ／ １０２６２２ ／ ２０１６ （Ｈ１０Ｎ８） ９８􀆰 ９ ＭＧ３６６５３２

ＮＳ Ａ ／ Ｗｉｌｄ ｄｕｃｋ ／ Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ ／ ＫＮＵ２０２０－３１ ／ ２０２０ （ＨＩＮ１） ９９􀆰 ５ ＯＫ２１７１７８

２􀆰 ２　 ＩＶＰＩ
２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 静脉感染 ＳＰＦ 鸡后， 感染

组 １０ 只鸡在 １０ ｄ 内无任何可见临床症状出现， 因此

判定 Ｆ１４７３ 和 Ｆ１４６４ 毒株的 ＩＶＰＩ 均为 ０， 为低致病

性 ＡＩＶ。
２􀆰 ３　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠致病性试验

以 １０６ ＥＩＤ５０的剂量将 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 各感

染 ８ 只小鼠， ３ ｄ 后滴定不同脏器内的病毒滴度， 结

果显示 （图 ３）， ２ 株病毒在小鼠肺脏及鼻甲中的平均

滴度分别为 １􀆰 ５ ｌｇ～４􀆰 ５ ｌｇ ＥＩＤ５０ ／ ｍＬ 和 ３􀆰 ２５ ｌｇ～６􀆰 ９２ ｌｇ
ＥＩＤ５０ ／ ｍＬ， ２ 株病毒在小鼠的大脑及肾组织中均未被

发现。 在 １４ ｄ 观察期内， Ｆ１４７３ 毒株组与对照组相比

小鼠体重上升较慢， 而 Ｆ１４６４ 毒株组在感染后 ４ ｄ 出

现明显的体重下降 （图 ４）。 体重变化与脏器病毒滴定

结果一致， Ｆ１４６４ 毒株组不仅在鼻甲和肺脏中的病毒

滴度比 Ｆ１４７３ 毒株组高， 脾脏中也监测到病毒复制。

图 ３　 小鼠感染两毒株 ３ ｄ 后各脏器病毒滴度

图 ４　 小鼠感染 １４ ｄ 内体重变化

３　 讨论

自 １９９７ 年以来， Ｈ５ 和 Ｈ７ 亚型禽流感引起了全

世界的关注， 不仅给养禽业造成巨大经济损失， 还导

致了上千人的感染病例［１３］。 近年来， 一些其他亚型

的 ＡＩＶ 也出现了人感染病例， 如 Ｈ１０、 Ｈ３ 等。 Ｈ１０
亚型 ＡＩＶ 的传入对人类健康构成潜在威胁， 其不断

重组和感染引起了人们对 Ｈ１０ 亚型 ＡＩＶｓ 的更多关

注， 但目前世界范围内发现的 Ｈ１０Ｎ６ 亚型禽流感病

毒样本较少。
２０２０ 年， 本实验室在全国的主动流行病学调查

中， 从鸭体内分离出 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ。 遗传进

化和系统发育分析表明， 这 ２ 株分离株属于欧亚谱

系， 是由多个亚型的 ＡＩＶ 重组而来。 根据遗传进化

分析结果， 这些重组最有可能发生在中国、 越南和韩

国， 因为这 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 的基因与中国、 越

南和韩国分离毒株亲缘关系最近。 可能是家禽体内
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Ｈ１０Ｎ８ 流感病毒与越南的 Ｈ４Ｎ６ 亚型 ＡＩＶ 重组后，
又继续与其他流感病毒进行重组， 并通过一系列重组

获得其他流感病毒的内部基因， 提示这 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６
亚型 ＡＩＶ 可能是由包括 Ｈ１、 Ｈ２、 Ｈ３、 Ｈ４、 Ｈ９、
Ｈ１０ 和 Ｈ１１ 在内的多种 ＡＩＶ 亚型重组而来， 其原因

可能是携带病毒的野鸟在东亚至澳大利亚的迁徙过程

中与东亚其他国家的病毒发生了重组。 由于来自野生

鸟类的 ＡＩＶ 很少直接感染人类， 与其他家禽甲型流

感病毒重组可能使它们具有某些基因特征从而感染

人类。
ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠致病性试验结果表明， ２ 株 Ｈ１０Ｎ６

亚型 ＡＩＶ 可以感染小鼠， 并在小鼠呼吸系统 （肺脏

和鼻甲） 中有效复制， 但均不能突破小鼠血脑屏障

在其脑内增殖。 病毒在多系统的复制和滴度的高低决

定了毒株的致病力不同， Ｆ１４６４ 毒株的致病力强于

Ｆ１４７３ 毒株， 出现一过性的体重下降。 这 ２ 株 Ｈ１０Ｎ６
病毒在下呼吸道 （肺） 中复制的滴度高于上呼吸道

（鼻甲）， 说明病毒具备结合人样受体的能力。
随着病毒的不断进化， Ｈ１０ 亚型病毒可能会导致

潜在的人类感染风险问题， 因此应加强对 Ｈ１０ 亚型

ＡＩＶ 的监测， 逐步深化拓展对其生物学特性的相关研

究， 以此更好地服务于国内流感疫情防控和预警预报

等工作。
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