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摘要： 为了解我国广州地区犬流感病毒 （ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ， ＣＩＶ） 的流行特征及其潜在的公共卫生风险， 本研究采集具有流感样症状的宠物

犬鼻拭子， 利用犬肾细胞 （ＭＤＣＫ） 培养分离病毒， 并采用逆转录聚合酶链式反应 （ＲＴ－ＰＣＲ） 对分离株进行鉴定； 试验动物为 ４ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠， 分为对照组和感染组， 分别滴鼻接种相同剂量的 ＤＭＥＭ 液和甲型流感病毒 （ＩＡＶ） 病毒液， 观察其临床症状并检测各脏器病毒载量， 同时

通过温度敏感性试验测定病毒的体外复制特性。 结果： 成功分离到一株 Ｈ３Ｎ８ 亚型犬流感病毒 （命名为 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ）， 小鼠感染后表现为行动

迟缓、 被毛粗乱、 体重降低， 对照组 （经 ＤＭＥＭ 处理） 体重增长正常； 感染组的小鼠肺脏和气管中病毒载量较高， 提示该分离株在小鼠肺脏中

可有效复制并对小鼠产生一定的致病潜力； 细胞敏感性试验显示， 该毒株对温度敏感， 符合热敏感性毒株特征。 综上， 本研究对 Ｈ３Ｎ８ 亚型犬流

感病毒的部分生物学特性进行探究， 为流感病毒跨物种传播风险评估及综合防控提供了参考数据。
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　 　 甲型流感病毒 （ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ， ＩＡＶ） 属于正
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黏病毒科 （Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）， 是一种单股、 负链、
分节段的 ＲＮＡ 病毒， 具有 ８ 个基因片段。 根据表面

糖蛋白血凝素 （ＨＡ） 和神经氨酸酶 （ＮＡ）， ＩＡＶ 分

为 １８ 个 Ｈ 亚型和 １１ 个 Ｎ 亚型［１］。 流感病毒作为全

球性流行病原体， 其跨物种传播特性已造成显著的社

会经济负担［２］。 该病毒具有广泛的宿主适应性［３］，
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其中犬类同时表达 α２， ３ 和 α２， ６ 唾液酸受体［４－５］，
与猪类似［６］， 展现出独特的病毒易感性。 流行病学

监测数据显示， 犬可以感染马源 Ｈ３Ｎ８［７］、 禽源

Ｈ３Ｎ２［８］、 禽 源 Ｈ５Ｎ１［９］、 猪 源 Ｈ１Ｎ１［１０－１１］、 禽 源

Ｈ５Ｎ２［１２］、 禽 源 Ｈ９Ｎ２［１３］、 禽 源 Ｈ３Ｎ１［１４］、 禽 源

Ｈ６Ｎ１［１５］等多种亚型的流感病毒。 在亚洲多地检出的

多种亚型更凸显出其作为潜在病毒储存库的风险， 包

括泰国的 Ｈ５Ｎ１［９］、 中国广东的 Ｈ３Ｎ２［１６］、 中国台湾

的 Ｈ６Ｎ１［１５］、 中国广西的 Ｈ９Ｎ２［１３］。 目前尚未发现犬

流感病毒向人类直接传播的证据， 但人与宠物犬的密

切接触， 可能增加跨物种传播的风险。 值得注意的

是， 人类 可 以 感 染 动 物 源 病 毒 （ 如 Ｈ５Ｎ１ 禽 流

感） ［１７］， 人类季节性流感病毒也可传播给猫［１８］， 尽

管存在种间传播障碍， 但一些亚型可能通过基因突变

或者重配适应新的宿主， 获得感染哺乳动物的

能力［１９］。
本研究采集广州市宠物犬鼻拭子样品， 利用犬肾

细胞 （ＭＤＣＫ） 系成功分离鉴定一株 Ｈ３Ｎ８ 亚型流感

病毒， 随后利用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠建立 Ｈ３Ｎ８ 犬流感病毒

的感染模型， 并对其部分生物学特性及体内致病性进

行了分析， 为疫苗研发与防控策略的制定提供理论

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 生物材料及实验动物

犬鼻拭子样品， 来自广州地区具有流感样症状的

宠物犬， 由本实验室保存； ２３ 只 ４ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠购自南京君科生物工程有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
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Ｍｉｘ、 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ （ＤＣ３０１）
均购自南京诺唯赞生物科技有限公司， ｐＭＤ１８ － Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ 和 ＴａＫａＲａ ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝日医

生物技术 （北京） 有限公司， ＯＭＥＧＡ 质粒提取试剂

盒和 Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｉ Ｄ６９４３ 购自广州飞扬生物工程

有限公司， ＤＨ５α Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ 感受态细胞购自北

京全式金生物技术股份有限公司， 胎牛血清、 ＤＭＥＭ
培养基均购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司，
引物购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司， 胰

酶购自 Ｓｉｇｍａ 公司， 细胞冻存液购自苏州新赛美生物

科技有限公司， ０􀆰 ２２ μｍ 滤器购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司， 细

胞板和细胞培养皿购自 ＢＩＯＦＩＬ 公司， 异氟烷购自江

苏恒丰强生物技术有限公司。

１􀆰 ３　 病毒分离培养

取鼻拭子样品， 加入 １ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 充分涡旋振

荡， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 取上清液， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤

器过滤。 将滤液 １００ μＬ 接种于生长状态良好的

ＭＤＣＫ， 加入含 ２ μｇ ／ ｍＬ 胰酶， ＭＤＣＫ 需用无菌 ＰＢＳ
洗 ２ 次， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２， 培养箱中吸附 １ ｈ，
同时设置空白对照。 １ ｈ 后弃掉接种液， 用无菌 ＰＢＳ
清洗细胞 １ 次后， 补加等量的含胰酶的 ＤＭＥＭ， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中， 每日观察细胞病变效应

（ＣＰＥ）。 若出现 ＣＰＥ， 细胞反复冻融 １ 次， ５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液 ５０ μＬ 继续传代培养， 同

时设置空白对照。 如果培养 ７２ ｈ 后未出现 ＣＰＥ， 收

集细胞上清液在－８０ ℃冻融 １ 次后继续进行盲传， 连

续传代 ３ 次， 无病变， 停止分离。
１􀆰 ４　 分离株的空斑纯化

将生长状态良好的 ＭＤＣＫ， 弃掉上清液， 加入

５００ μＬ 病毒液， 充分混匀， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２， 培

养箱中吸附 ２ ｈ。 取 １ ｍＬ ２×ＤＭＥＭ， １ ｍＬ 甲基纤维

素， 和 ２ μＬ 的 １ ｍｇ ／ ｍＬ 胰酶， 配制成含 １ μｇ ／ ｍＬ 胰

酶的混合液。 将感染 ２ ｈ 的细胞取出， 弃上清液， 用

ＤＭＥＭ 清洗 ３ 次， 弃上清液， 将 １ ｍＬ 混合液加入到

细胞皿中， 振荡混匀， ３７ ℃培养箱培养４８～７２ ｈ。 弃

掉上清液， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 再用结晶紫染色

３０ ｍｉｎ， 直接观察空斑。 确定稀释度和培养时间后，
进行流感病毒的纯化， 接毒 ４８ ｈ 使用无菌枪头挑取

单个空斑并接种到新的 ＭＤＣＫ， 出现明显的病变时收

样。 随后继续进行 ２ 次连续的空斑纯化。 将纯化 ３ 次

得到的病毒液反复冻融 ３ 次并分装保存于－８０ ℃冰箱

备用。 将 ＭＤＣＫ 铺于 ９６ 孔板中， 生长成单层细胞

后， 弃去 ９６ 孔板的细胞培养液， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，
用含 ２ μｇ ／ ｍＬ 胰酶的 ＤＭＥＭ 培养液 １０ 倍连续稀释

Ｐ３ 代病毒， ９６ 孔板中接种不同稀释度的病毒液

（１００ μＬ ／孔）， 每个稀释度 ４ 个重复， 同时设置阴性

对照。 置于细胞培养箱内， ２ ～ ３ ｄ 后观察产生 ＣＰＥ
的孔， 并按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒组织半数感染

量 （ＴＣＩＤ５０） 值。
１􀆰 ５　 分离株的 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

将收集的病毒液 ２００ μＬ 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取核

酸后， 进行逆转录反应， 在无 ＲＮＡ 酶的 ＰＣＲ 管中配

制下列体系： Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＲＮＡ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ １ μｇ、 Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ） ２３ＶＮ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｏｒ Ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒｓ （ ５０
ｎｇ ／ μＬ） １ μＬ、 ４ × ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ ４ μＬ、 无酶水加

至 １６ μＬ。 混匀后将总体积为 １６ μＬ 的反应体系于

４２ ℃水浴锅中反应 ２ ｍｉｎ 后， 加入 １０ × ＲＴ Ｍｉｘ ２ μＬ
和 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ２ μＬ， 充分混匀后在 ＰＣＲ
仪里进行如下程序反应： ５０ ℃反应 １５ ｍｉｎ； ８５ ℃反
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应 ２ ｍｉｎ。 反转录为 ｃＤＮＡ 后， 用 ２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 进行检测， 反应体系： ２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 预

混液 １０ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬ。 反应在 ＰＣＲ 仪进行： ９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ、 ５２ ℃ 退火 １５ ｓ、 ７２ ℃ 延伸

２５ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 所用引物有

ＩＡＶ、 乙型流感病毒 （ＩＢＶ）、 丙型流感病毒 （ ＩＣＶ）、
丁型流感病毒 （ ＩＤＶ）， 具体信息见表 １。 将各 ＰＣＲ
产物用 １％琼脂糖凝胶电泳分析， 判定检测结果。

表 １　 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 引物大小 ／ ｂｐ

ＩＡＶ－Ｆ
ＩＡＶ－Ｒ

ＣＡＧＲＴＡＣＴＧＧＧＣＨＡＴＡＡＧＲＡＣ
ＧＣＡＴＴＧＴＣＴＣＣＧＡＡＧＡＡＡＴＡＡＧ

３３０

ＩＢＶ－Ｆ
ＩＢＶ－Ｒ

ＧＡＴＧＧＧＡＲＧＧＭＡＡＡＧＣＡＧＡ
ＣＣＹＴＣＴＧＣＴＡＴＹＴＣＡＡＡＴＧＣＹＴＣ

３０５

ＩＣＶ－Ｆ
ＩＣＶ－Ｒ

ＡＴＧＧＧＲＣＧＡＡＴＧＧＣＤＡＴＧＡＡＡＴＧＧＴ
ＴＣＣＣＡＴＣＴＧＣＣＲＡＧＹＡＣＡＡＡＡＣＣ

２５７

ＩＤＶ－Ｆ
ＩＤＶ－Ｒ

ＧＴＧＧＴＧＣＡＣＡＴＡＴＧＣＣＴＧＡＧ
ＣＣＡＴＴＧＣＴＣＴＴＧＡＹＣＣＡＴＡＹＧＣ

４８８

１􀆰 ６　 生长曲线的测定

将生长状态良好的 ＭＤＣＫ 铺于 １２ 板内， 置于

３７ ℃， ５％ＣＯ２培养箱中， 待细胞密度在 ８０％左右，
取病毒滴度为 １０７􀆰 ８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的病毒液， 以感染复

数 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０１ 接种病毒液， 以测定其在 ＭＤＣＫ
上的生长曲线。 在细胞培养箱中吸附 １ ｈ 后用 ＰＢＳ 清

洗 １ 次， 弃去上清液， 补加 ２ ｍＬ 含 ２ μｇ ／ ｍＬ 胰酶的

ＤＭＥＭ 继续培养， 分别在接毒 １２、 ２４、 ４８、 ６０、 ７２ ｈ
吸取上清液 １００ μＬ 并补加等体积的培养液， 每个时

间点 ３ 个 重 复， 按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法 计 算 病 毒

ＴＣＩＤ５０值。
１􀆰 ７　 病毒温度敏感性分析

热稳定性试验所用病毒液从－８０ ℃取出， 均与冰

上融化后， 置于相应的温度下进行预处理。 试验 １ 将

分装的 １００ μＬ 病毒液分别置于 ３３、 ３７、 ４１、 ５０ 和

５６ ℃水浴锅中作用 ３０ ｍｉｎ； 试验 ２ 将 １００ μＬ 病毒

液， 在 ５６ ℃水浴锅中分别处理 １、 ５、 １０ 和 ３０ ｍｉｎ；
试验 ３ 将 １００ μＬ 病毒液置于 ６５ ℃水浴锅处理 １、 ５
和 １０ ｍｉｎ。 将处理好的病毒全部按照 １０－１ ～ １０－７进行

倍比稀释， 每孔 １００ μＬ， 每个稀释度 ４ 个重复， 添

加 ２ μｇ ／ ｍＬ 的胰酶， 接种于状态良好的 ９６ 孔板

ＭＤＣＫ， 置于 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２培养箱中培养， 吸附 １ ｈ
后， 弃去病毒残液， 每孔补加 １００ μＬ ２ μｇ ／ ｍＬ胰酶

含量的 ＤＭＥＭ 培养基， ２～３ ｄ 后观察产生 ＣＰＥ 的孔，
并按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒 ＴＣＩＤ５０。

１􀆰 ８　 小鼠感染性试验

４ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 对照组 （１１ 只） 和感染

组 （１２ 只）， 经过异氟烷麻醉后， 分别滴鼻接种

５０ μＬ的 ＤＭＥＭ、 ５０ μＬ 的 ＩＡＶ 病毒液 （ ＴＣＩＤ５０ ＝
１０７􀆰 ８）， 感染后 １４ ｄ 内每日观察小鼠的临床症状， 早

晚 １０ 点持续记录小鼠的体重变化。 感染 ７２ ｈ 后随机

在感染组和对照组中各取 ５ 只剖杀， 取小鼠心、 肝、
脾、 肺、 肾、 气管、 脑等组织进行称重， 加入 ＰＢＳ
进行研磨使组织浓度为 １ ｍｇ ／ μＬ。 在超低温离心机

４ ℃， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ； 吸取 １０ μＬ 上清液置

于无菌 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管， 按照 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ， 加

入１０ μＬ ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ， 充分溶解 ＲＮＡ， 将溶解后

的 ＲＮＡ 全部用于反转录， 反转录为 ２０ μＬ ｃＤＮＡ （程
序详见 １􀆰 ５）。 按照诺唯赞 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 试剂盒说明书， 取 ２ μＬ ｃＤＮＡ 进行荧光定量

ＰＣＲ。 根据建立的荧光定量 ＰＣＲ 方法检测该病毒在

不同组织中的病毒载量。
１􀆰 ９　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立

针对流感分离株进行荧光定量引物设计， 所用引

物信息如下： ＩＡＶ－Ｆ： ５′－ＡＣＡＴＴＡＡＴＡＧＡＴＧＣＣＡＴＧ⁃
ＣＴＴ－３′， ＩＡＶ－Ｒ： ５′－ＣＡＴＡＡＴＣＣＧＧＣＡＣＡＴＣＧＴ－３′，
进行 ＰＣＲ 产物的扩增； ＰＣＲ 产物使用诺唯赞回收试

剂盒 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ （ ＤＣ３０１）
进行清洁回收。

连接回收后的 ＰＣＲ 产物连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ，
反应体系 ｐＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ １ μＬ， 加入 ＤＮＡ １００ ｎｇ、
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ ５ μＬ、 ｄｄＨ２Ｏ ３ μＬ， 移液器轻轻吹打混合，
置于 １６ ℃金属浴中 １ ｈ。 将上一步中 １０ μＬ 连接产物

加入 ５０ μＬ 的商品化的 ＤＨ５α 感受态细胞中， 轻弹混

匀后置于冰水中 ３０ ｍｉｎ。 立即放入 ４２ ℃的水浴锅中

热激 ６０ ｓ 后， 冰浴 ２ ｍｉｎ。 转化结束后在转化产物的

反应管里加入 ３００ μＬ 无抗的 ＬＢ 细菌培养液， 置于

３７ ℃恒温摇床上以 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 的速度摇菌 １ ｈ。 １ ｈ 后

将反应管取出置于高速离心机中以５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的速

度离心 ５ ｍｉｎ。 弃掉上清液至管内约剩 １８０ μＬ， 轻轻

吹打混匀后将其涂抹到氨苄抗性的 ＬＢ 平板上， 倒置

培养于 ３７ ℃培养箱中 １２ ｈ 左右。
菌液 ＰＣＲ 鉴定： 在氨苄抗性的 ＬＢ 平板上出现单

个白色菌落时， 挑取 ５ 个单菌落， 加入 １ ｍＬ 的氨苄

抗性的液体 ＬＢ 培养基后置于 ３７ ℃恒温摇床上以 ２２０
ｒ ／ ｍｉｎ 的速度摇菌 ３ ～ ５ ｈ， 至菌液变浑浊方可进行菌

液 ＰＣＲ 验证。 反应结束后， 取 ＰＣＲ 产物进行 １％琼

脂糖凝胶电泳鉴定并记录检测结果， 并将结果为阳性

的菌液送至生工生物工程 （上海） 股份有限公司进

行 ＤＮＡ 测序。 经测序验证序列正确的菌液， 扩增培

养阳性菌液， 质粒的提取使用 ＯＭＥＧＡ 质粒提取试剂
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盒， 具体操作参考说明。
１􀆰 １０　 质粒标准品的制备

测量上一步收集到的重组质粒原液的质量浓度，
测量仪器为赛默飞 Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ 浓度测量仪， 测量多次

取 ３ 次正常值的平均值。 根据下列公式计算质粒原液

的拷贝数浓度， 按照 １×１０１０ ～ １×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 稀释

质粒， 分装后于－２０ ℃保存。
拷贝数浓度 ／ （ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１） ＝ ６􀆰 ０２×１０２３× （浓

度×１０－９） ／ （质粒全长×６６０）。
１􀆰 １１　 标准曲线的建立

以稀释制备完成的 １×１０７ ～１×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 质粒

标准品作为模板， 染料法进行病原荧光定量 ＰＣＲ 反

应， 根据检测结果的 Ｃｑ 值制备标准曲线。 反应体

系： ２×ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ、 上

下游引物各 １ μＬ、 质粒标准品 １ μＬ、 无酶水 １ μＬ。
反应条件： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １０ ｓ、 ５９ ℃
退火 １０ ｓ、 ７２ ℃延伸 ２５ ｓ， ４０ 个循环； 最后设置溶

解曲线 ９５ ℃ １５ ｓ、 ６０ ℃ ６０ ｓ、 ９５ ℃ １５ ｓ。 反应在罗

氏 ９６ 荧光定量仪中进行， 根据得到的数据， 计算得

到相关系数 Ｒ２， 比较扩增效率， 验证倍比稀释质粒

标准品是否准确。
１􀆰 １２　 数据统计与分析

所有数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行统计分

析， 数据均以 “平均值±标准差” 表示， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异显著， 采用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ 进行图片编辑。

２　 结果

２􀆰 １　 病毒分离鉴定及纯化

将拭子样本接种于 ＭＤＣＫ 细胞， 在 ５％ ＣＯ２，
３７ ℃培养箱中培养， 接种 ３ ｄ 左右观察到 ＭＤＣＫ 出

现细胞肿胀变圆， 随着时间的推移， 出现细胞间隙增

大， 细胞核固缩或破裂， 严重时细胞部分或全部脱落

（图 １Ａ）； 对照组未出现 ＣＰＥ， 细胞形态正常 （图
１Ｂ）。 经纯化后检测该病毒滴度为 １０７􀆰 ８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
将该毒株命名为 Ａ ／ Ｃａｎｉｎｅ ／ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ／ ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ ／
２０２２ （Ｈ３Ｎ８）， 缩写为 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ。 对纯化后的

病毒液 （图 １Ｃ） 进行 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定， 结果如图 １Ｅ
所示， 纯化后病毒液为 ＩＡＶ 阳性， 且条带大小与预

期大小相符， 其他病原检测为阴性。

Ａ． 阳性样品感染的 ＭＤＣＫ （４０×）； Ｂ． 对照组的 ＭＤＣＫ （４０×）； Ｃ． 空斑纯化感染组 （４０×）； Ｄ． 空斑纯化对照组 （４０×）； Ｅ． ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ
分离毒株的 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定， Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为毒株 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ， ２ 为 ＩＢＶ， ３ 为 ＩＣＶ， ４ 为 ＩＤＶ， ５ 为阴性对照。

图 １　 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ 病毒分离及空斑纯化
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２􀆰 ２　 分离株生长曲线的测定

接毒 ２４ ｈ 后细胞开始出现 ＣＰＥ， 细胞膜融合，
随着时间的增加， 病毒滴度也逐渐增加， ３６ ｈ 时细

胞完全病变， ４８ ｈ 大部分细胞脱落， 在 ７２ ｈ 病毒滴

度为峰值滴度 （图 ２）。
２􀆰 ３　 分离株温度敏感性分析

病毒经 ４、 ３３、 ３７、 ４１、 ５０ 和 ５６ ℃等不同温度

水浴锅中作用 ３０ ｍｉｎ， 结果显示 ＩＡＶ－ ２０２２ －ＧＺ 在

５０ ℃之前， 病毒滴度变化不大， 在 ５６ ℃ 中作用

３０ ｍｉｎ 后全部失活， ５６ ℃ 对病毒灭活极显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １） （图 ３Ａ）。 在 ５６ ℃ 水浴锅中作用 １、 ５、
１０、 ３０ ｍｉｎ， 显示 １ ｍｉｎ 后病毒滴度下降 １ 个滴度，
作用 ５～１０ ｍｉｎ 后下降 ２ 个滴度， 作用 ３０ ｍｉｎ 几乎全

部失活 （图 ３Ｂ）， 说明本研究分离的犬流感病毒为热

敏感性毒株。 为进一步探究更高温度下的病毒存活情

况， 继续选择了 ６５ ℃作用 １、 ５ 和 １０ ｍｉｎ， 发现病毒

在 ５ ｍｉｎ 后即可完全失活 （图 ３Ｃ）。

图 ２　 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ 分离毒株的生长曲线

Ａ． 不同温度下作用 ３０ ｍｉｎ； Ｂ． ５６ ℃作用不同时间； Ｃ． ６５ ℃作用不同时间。
∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。 下同。

图 ３　 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ 对不同温度作用的敏感性

２􀆰 ４　 分离株对小鼠的致病性试验

将 ＩＡＶ－２０２３－ＧＺ 分离株感染 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 并

在感染后 ７２ ｈ 后进行剖检。 结果显示， 感染组小鼠

的肺脏出现病变， 肺组织呈暗红色至紫红色， 提示可

能存在充血或出血； 对照组肺组织无明显变化， 呈均

匀淡粉色 （图 ４Ａ）。 为了量化病毒载量， 构建了

ｐＭＤ－ＨＡ 质粒， 以此为标准品建立了标准曲线 （图
４Ｂ）。 通过荧光定量 ＰＣＲ 检测小鼠心、 肝、 脾、 肺、

肾、 气管、 脑等脏器中的病毒含量， 将各个脏器的

Ｃｑ 值代入标准曲线公式： ｙ ＝ －３􀆰 ３１４ ４ｘ＋３７􀆰 ０３３， 计

算出每个脏器中的病毒拷贝数。 结果显示， 肺脏、 气

管的病毒载量较高 （图 ４Ｃ）， 对照组小鼠均未检测到

病毒。 连续观察至 １５ ｄ， 小鼠未出现死亡， 感染组小

鼠出现被毛粗乱、 伴随精神沉郁， 体重在 ２ ～ ８ ｄ 出

现下降， 第 ８ 天后体重逐渐回升。 对照组小鼠未出现

异常， 体重呈正常生长趋势 （图 ４Ｄ）。
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Ａ． 肺组织病变； Ｂ． 标准曲线； Ｃ． 扩增曲线； Ｄ． 脏器的病毒载量， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１； Ｅ． 小鼠感染 ＩＡＶ－２０２２－ＧＺ 后体重变化。

图 ４　 分离株对小鼠的致病性

３　 讨论

动物源性流感病毒的跨物种传播已经成为重大公

共 卫 生 问 题， 数 据 显 示， 猪 源 Ｈ１Ｎ１［２０］， 禽 源

Ｈ３Ｎ２［２１］等病毒已经引发多起人类流感大流行。 近年

来， 人类感染动物源病毒时有发生， 例如 Ｈ５Ｎ１ 禽流

感病毒［２２－２３］、 Ｈ７Ｎ９ 禽流感［２４］。 动物源流感病毒到

人类的溢出已成为重要的公共卫生问题， 流感病毒的

多样性及其跨越物种传播的能力一直引发人类的广泛

关注［２５］。 值得关注的是， 流感病毒通过基因片段之

间的重配实现快速进化［２６］， Ｈ３ 亚型流感病毒拥有最

广泛的宿主范围， 是引起大流行的仅有的 ３ 种亚型之

一， 最有可能感染哺乳动物［２７－２８］。 宿主共感染机制

研究揭示， 单个宿主同时感染多种流感病毒时， 会促

进病毒重配， 为病毒获得跨物种传播能力提供进化

动力［２９］。
犬可以感染多种流感病毒， 但只有马源 Ｈ３Ｎ８ 和

禽源 Ｈ３Ｎ２ 在犬中建立了谱系。 ２００４ 年美国赛犬群

体中暴发流感疫情， 证实该 Ｈ３Ｎ８ 亚型流感病毒从马

跨物种传播至犬并实现稳定传播［７］； 禽源 Ｈ３Ｎ２ 流感

病毒自 ２００６ 年起在亚洲犬群中流行， 可能与活禽市

场接触有关［３０］。 犬是重要的伴侣动物， 一旦犬出现

新的病毒感染， 人类感染的机会就很高。 ２０２２ 年河

南省和湖南省分别报道了 Ｈ３Ｎ８ 亚型流感病毒感染人

类的病例［３１－３２］， 但未形成人际传播， 但此亚型流感

病毒的流行潜力不容忽视。
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小鼠是用于研究流感病毒对哺乳动物致病性最常

用的动物模型， 既往研究表明， 不同亚型的流感病毒

在小鼠中表现出不同的致病性。 Ｈ３Ｎ２ 亚型犬流感病

毒在小鼠的肺组织中病毒滴度最高， 在脑组织也检测

到病毒的复制［３３］。 Ｈ１Ｎ１ 亚型猪流感病毒 ＡＶ１５２２ 和

ＡＶ１５２３ 在小鼠上引起了肺炎和脑膜炎症状， 并导致

死亡［３４］。 相比之下， ＩＡＶ－ ２０２２ －ＧＺ 毒株接种小鼠

后， 只在呼吸系统中检测到有效复制， 脑组织中并未

检测到， 感染后表现为短暂的体重下降， 未导致死

亡， 无神经系统的症状， 可能与其 ＨＡ 蛋白受体的结

合特性相关。 有研究表明， Ｈ３Ｎ８ 亚型流感病毒具有

结合 α２， ６ 唾液酸的能力［３５］， 这可能对人类健康具

有潜在的威胁， 建议持续监测以评估其公共卫生

风险。
我国宠物群体庞大， 猫、 犬等宠物与人类日常接

触密切。 在此背景下， 流感病毒对于宠物群体的威胁

不容忽视， 为更有效地防控流感病毒， 建议广泛监测

动物群体中的流感病毒流行情况， 采取措施减少疾病

传播的风险。

参考文献：

［１］ 　 ＳＨＡＯ Ｗ， ＬＩ Ｘ， ＧＯＲＡＹＡ Ｍ Ｕ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉ⁃
ｒｕｓ ｂｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅ－ａｓｓｏｒｔｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１７， １８
（８）： １６５０．

［２］ 　 ＢＲＥＳＥＥ Ｊ， ＦＩＴＺＮＥＲ Ｊ， ＣＡＭＰＢＥＬＬ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｒｅｍａｉ⁃
ｎｉｎｇ ｇａｐｓ ｉｎ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｌｏｂａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ［ Ｊ］ ．
Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１８， ２４ （７）： １１７３－１１７７．

［３］ 　 ＬＯＮＧ Ｊ Ｓ， ＭＩＳＴＲＹ Ｂ， ＨＡＳＬＡＭ Ｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｓｔ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎａｎｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｉｃｒｏ⁃
ｂｉｏｌ， ２０１９， １７ （２）： ６７－８１．

［４］ 　 ＷＡＳＩＫ Ｂ Ｒ， ＢＡＲＮＡＲＤ Ｋ Ｎ， ＯＳＳＩＢＯＦＦ Ｒ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｏ－ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄｓ ａｍｏｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｈｏｓｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｏｒ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉ⁃
ｒｕｓ ［Ｊ］ ． ｍＳｐｈｅｒｅ， ２０１７， ２ （５）： ｅ００３７９－１６．

［５］ 　 ＮＩＮＧ Ｚ Ｙ， ＷＵ Ｘ Ｔ， ＣＨＥＮＧ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉａｌ⁃
ｉｃ ａｃｉｄ－ｌｉｎｋｅｄ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ
Ｓｃｉ， ２０１２， １３ （３）： ２１９－２２２．

［６］ 　 ＭＥＮＡ Ｉ， ＮＥＬＳＯＮ Ｍ Ｉ， ＱＵＥＺＡＤＡ－ＭＯＮＲＯＹ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒｉｇｉｎｓ ｏｆ
ｔｈｅ ２００９ Ｈ１Ｎ１ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｐａｎｄｅｍｉｃ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｉｎ Ｍｅｘｉｃｏ ［Ｊ］ ． ｅＬｉｆｅ，
２０１６， ５： ｅ１６７７７．

［７］ 　 ＣＲＡＷＦＯＲＤ Ｐ Ｃ， ＤＵＢＯＶＩ Ｅ Ｊ， ＣＡＳＴＬＥＭＡＮ Ｗ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓ⁃
ｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｑｕｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｔｏ ｄｏｇｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００５， ３１０
（５７４７）： ４８２－４８５．

［８］ 　 ＪＥＯＵＮＧ Ｈ Ｙ， ＬＩＭ Ｓ Ｉ， ＳＨＩＮ Ｂ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
Ｈ３Ｎ２ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｔｓ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｓｈｅｌｔｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏ⁃
ｂｉｏｌ， ２０１３， １６５ （３ ／ ４）： ２８１－２８６．

［９］ 　 ＳＯＮＧＳＥＲＭ Ｔ， ＡＭＯＮＳＩＮ Ａ， ＪＡＭ－ＯＮ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｔａｌ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕ⁃
ｅｎｚａ Ａ Ｈ５Ｎ１ ｉｎ ａ ｄｏｇ ［ Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２００６， １２ （１１）：
１７４４－１７４７．

［１０］ ＳＵＮ Ｙ， ＳＨＥＮ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ

Ｈ３Ｎ２， ｐａｎｄｅｍｉｃ Ｈ１Ｎ１ ／ ０９ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｓｅａｓｏｎａｌ Ｈ３Ｎ２ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉ⁃
ｒｕｓｅｓ ｉｎ ｄｏｇｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１４， １６８ （１）： １９３－

１９６． 　
［１１］ ＲＡＭＩＲＥＺ －ＭＡＲＴＩＮＥＺ Ｌ Ａ， ＣＯＮＴＲＥＲＡＳ － ＬＵＮＡ Ｍ， ＤＥ ＬＡ

ＬＵＺ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｈｏｕｓｅｈｏｌｄ ｄｏｇｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｏｔｈｅｒ Ｒｅ⁃
ｓｐｉｒ Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０１３， ７ （６）： １２９２－１２９６．

［１２］ ＺＨＡＮ Ｇ Ｊ， ＬＩＮＧ Ｚ Ｓ， ＺＨＵ Ｙ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ａ ｎｏｖｅｌ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ Ｈ５Ｎ２ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｄｏｇ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ．
Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２， １５５ （２ ／ ４）： ４０９－４１６．

［１３］ ＳＵＮ Ｘ， ＸＵ Ｘ， ＬＩＵ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ａｖｉａｎ－ｌｉｋｅ Ｈ９Ｎ２ ｉｎｆｌｕｅｎ⁃
ｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ａｍｏｎｇ ｄｏｇｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ， Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｇｅｎｅｔ Ｅｖｏｌ，
２０１３， ２０： ４７１－４７５．

［１４］ ＳＯＮＧ Ｄ， ＭＯＯＮ Ｈ Ｊ， ＡＮ Ｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔ ｃａｎｉｎｅ
Ｈ３Ｎ１ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｎｄｅｍｉｃ Ｈ１Ｎ１ ａｎｄ ｃａｎｉｎｅ Ｈ３Ｎ２ ｉｎ⁃
ｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ Ｋｏｒｅａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， ２０１２， ９３ （Ｐｔ ３）： ５５１－

５５４． 　
［１５］ ＬＩＮ Ｈ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｃ Ｈ， ＣＨＵＥＨ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （Ｈ６Ｎ１）

ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｄｏｇｓ， Ｔａｉｗａｎ ［ Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１５， ２１ （ １２）：
２１５４－２１５７．

［１６］ ＳＵ Ｓ， ＣＡＯ Ｎ， ＣＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｎ
ａｖｉａｎ－ｏｒｉｇｉｎ Ｈ３Ｎ２ ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ｆａｒｍｅｄ ｄｏｇｓ
ｉｎ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０１２， ８６ （１８）： １０２３８．

［１７］ ＰＥＩＲＩＳ Ｊ Ｓ， ＤＥ ＪＯＮＧ Ｍ Ｄ， ＧＵＡＮ Ｙ． Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ
（Ｈ５Ｎ１）： ａ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖ， ２００７，
２０ （２）： ２４３－２６７．

［１８］ ＵＭＡＲ Ｓ， ＫＩＭ Ｓ， ＧＡＯ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ ｚｏｏｎｏｔｉｃ ｔｒａｎｓ⁃
ｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｓｅａｓｏｎａｌ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ （Ｈ１Ｎ１， Ｈ３Ｎ２） ａｍｏｎｇ
ｃａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｏｔｈｅｒ Ｒｅｓｐｉｒ Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２４， １８ （４）： ｅ１３２９６．

［１９］ ＫＡＮＧ Ｍ， ＷＡＮＧ Ｌ Ｆ， ＳＵＮ Ｂ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｚｏｏｎｏｔｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ａｖｉ⁃
ａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ： ｃｈａｎｇｉｎｇ ｇｌｏｂａｌ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ， ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０２４， ２４ （８）： ｅ５２２－ｅ５３１．

［２０］ Ｎｏｖｅｌ Ｓｗｉｎｅ － Ｏｒｉｇｉｎ Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ Ｖｉｒｕｓ Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ，
ＤＡＷＯＯＤ Ｆ Ｓ， ＪＡＩＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｓｗｉｎｅ－ｏｒｉｇｉｎ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （Ｈ１Ｎ１） ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ， ２００９，
３６０ （２５）： ２６０５－２６１５．

［２１］ ＤＥＬＡＨＯＹ Ｍ Ｊ， ＭＯＲＴＥＮＳＯＮ Ｌ， ＢＡＵＭＡＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ
（Ｈ３Ｎ２） ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｎ ａ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｃａｍｐｕｓ－ｍｉｃｈｉｇａｎ， Ｏｃｔｏｂｅｒ－Ｎｏ⁃
ｖｅｍｂｅｒ ２０２１ ［ Ｊ］ ． ＭＭＷＲ Ｍｏｒｂ Ｍｏｒｔａｌ Ｗｋｌｙ Ｒｅｐ， ２０２１， ７０
（４９）： １７１２－１７１４．

［２２］ ＳＵＢＢＡＲＡＯ Ｋ， ＫＬＩＭＯＶ Ａ， ＫＡＴＺ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ
ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （Ｈ５Ｎ１） ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｃｈｉｌｄ ｗｉｔｈ ａ ｆａｔａｌ ｒｅ⁃
ｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｉｌｌｎｅｓｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９８， ２７９ （５３４９）： ３９３－３９６．

［２３］ ＧＵＡＮ Ｙ， ＰＯＯＮ Ｌ Ｌ， ＣＨＥＵＮＧ Ｃ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｈ５Ｎ１ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ： ａ
ｐｒｏｔｅａｎ ｐａｎｄｅｍｉｃ ｔｈｒｅａｔ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２００４， １０１
（２１）： ８１５６－８１６１．

［２４］ ＩＭＡＩ Ｍ， ＷＡＴＡＮＡＢＥ Ｔ， ＫＩＳＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ
Ｈ７Ｎ９ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｈｕｍａｎ ｉｓ ｌｅｔｈａｌ ｉｎ ｓｏｍｅ ｆｅｒｒｅｔｓ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｖｉａ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ Ｍｉｃｒｏｂｅ， ２０１７， ２２
（５）： ６１５－６２６．

［２５］ ＡＢＤＥＬＷＨＡＢ Ｅ Ｍ， ＭＥＴＴＥＮＬＥＩＴＥＲ Ｔ Ｃ． Ｚｏｏｎｏｔｉｃ ａｎｉｍａｌ ｉｎｆｌｕ⁃
ｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｉｘｉｎｇ ｖｅｓｓｅｌ ｈｏｓｔｓ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２３， １５
（４）： ９８０．

［２６］ ＧＡＮＴＩ Ｋ， ＢＡＧＧＡ Ａ， ＣＡＲＮＡＣＣＩＮＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｒｅ⁃
ａｓｓｏｒｔｍｅｎｔ ｉｎ ｍａｍｍａｌｓ ｇｉｖｅｓ ｒｉｓｅ ｔｏ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｗｉｔｈｉｎ－ｈｏｓｔ
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ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， １３ （１）： ６８４６．
［２７］ ＢＡＯ Ｐ， ＬＩＵ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｒｅａｓｓｏｒｔ⁃

ｍｅｎｔ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ Ｈ３Ｎ８ ｖｉｒｕｓ： ａｎ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， １３ （１）： ６８１７．

［２８］ ＰＡＲＲＩＳＨ Ｃ Ｒ， ＭＵＲＣＩＡ Ｐ Ｒ， ＨＯＬＭＥＳ Ｅ Ｃ． Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓ⁃
ｅｒｖｏｉｒｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｈｏｓｔｓ： ｄｏｇｓ， ｈｏｒｓｅｓ， ａｎｄ ｎｅｗ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉｅｓ
ｆｏｒ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｈｕｍａｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２０１５， ８９
（６）： ２９９０－２９９４．

［２９］ ＦＥＲＲＡＮＤＯ Ｖ Ａ， ＦＲＩＥＤＲＩＣＨ Ｍ Ｅ， ＧＡＮＤＨＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ－ｉｎ⁃
ｔｒｉｎｓｉｃ ｇｅｎｏｍｉｃ ｒｅａｓｓｏｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｎｄｅｍｉｃ Ｈ１Ｎ１ ２００９ ａｎｄ Ｅｕｒａｓｉａｎ
ａｖｉａｎ－ｌｉｋｅ ｓｗｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｚｏｏｎｏｔｉｃ ｖａｒｉ⁃
ａｎｔｓ ［Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ Ｉｎｆｅｃｔ， ２０２３， １２ （１）： ２２１２８０９．

［３０］ ＣＨＥＮ Ｍ， ＬＹＵ Ｙ， ＷＵ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｕｂｌｉｃ ｈｅａｌｔｈ ｔｈｒｅａｔ ｏｆ
ａｖｉａｎ－ｏｒｉｇｉｎ Ｈ３Ｎ２ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｉｔｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｄｏｇｓ
［Ｊ］ ． ｅＬｉｆｅ， ２０２３， １２： ｅ８３４７０．

［３１］ ＣＨＥＮＧ Ｄ， ＤＯＮＧ Ｙ， ＷＥＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｈｉｌｄ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｈ３Ｎ８ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎ⁃
ｆｅｃｔ， ２０２２， ８５ （２）： １７４－２１１．

［３２］ ＹＡＮＧ Ｒ， ＳＵＮ Ｈ， ＧＡＯ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｖｉａｎ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ Ｈ３Ｎ８ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｏｒｉｇｉｎｓ： ａ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ
［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｅ， ２０２２， ３ （１１）： ｅ８２４－ｅ８３４．

［３３］ ＸＩＥ Ｘ， ＮＡ Ｗ， ＫＡＮＧ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ
ｔｈｒｅｅ Ｈ３Ｎ２ ｃａｎｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｋｏｒｅａ ａｎｄ Ｃｈｉｎａ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］． ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２０１８， １４ （１）： １４９．

［３４］ ＳＯＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌ⁃
ｙｓｉｓ， ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ Ｈ１Ｎ１ ａｎｄ ｈｕｍａｎ－ｓｗｉｎｅ
ｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔ Ｈ１Ｎ１ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ，
２０２０， １２ （１）： ５５．

［３５］ ＺＨＡＮＧ Ｘ， ＬＩ Ｙ， ＪＩＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＰＢ１ Ｓ５２４Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ ｂｉｒｄ－

ｏｒｉｇｉｎ Ｈ３Ｎ８ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｉｔｎｅｓｓ ｆｏｒ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｍｍａｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ Ｉｎｆｅｃｔ， ２０２１， １０
（１）： １０３８－１０５１．
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·信息·
２１ 种畜牧、 兽医科学类中国科技核心期刊中 《畜牧与兽医》

综合评价总分排名第九位
　 　 《２０２４ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》 以 《中国科技论文与引文数据库》 （ＣＳＴＰＣＤ） 为基础， 采用

科学客观的研究方法与评价方式， 遴选中国自然科学领域各学科分类重要期刊作为统计来源期刊。 ２０２４ 年版引证报告共收录了

在中国 （不含港澳台地区） 正式出版的 １ ９９８ 种中文期刊和 １６７ 种英文期刊， 其中畜牧、 兽医科学类期刊共收录 ２１ 种， 包括 １９
本中文期刊和 ２ 本英文期刊， 《畜牧与兽医》 综合评价总分排名第九位。 ２１ 种期刊主要指标详见附表。

附表　 ２０２３ 年畜牧、 兽医科学类期刊主要指标

序号 刊名
核心总被引频次 核心影响因子 综合评价总分

数值 排名 离均差率 数值 排名 离均差率 数值 排名

学科扩

散指标

学科影

响指标

红点

指标

１ ＡＮＩＭＡＬ ＮＵＴＲＩＴＩＯＮ ９５１ １５ －０􀆰 ４９ １􀆰 ６１２ ２ ０􀆰 ６５ ５１􀆰 ９ ２ ６􀆰 ５２ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ２５

２
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＡＮＩＭＡＬ ＳＣＩＥＮＣＥ
ＡＮＤ ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

１ １２３ １３ －０􀆰 ４０ １􀆰 ４０３ ４ ０􀆰 ４４ ４６􀆰 ８ ４ ６􀆰 ４８ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ０８

３ 蚕业科学 ６２７ １９ －０􀆰 ６６ ０􀆰 ６６０ １６ －０􀆰 ３２ ３４􀆰 ３ １３ ７􀆰 １９ ０􀆰 ４３ ０􀆰 ２５
４ 动物医学进展 １ ５２２ ９ －０􀆰 １９ ０􀆰 ６７０ １５ －０􀆰 ３１ ４１􀆰 ７ ８ １６􀆰 ０５ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ５２
５ 动物营养学报 ７ ６７１ １ ３􀆰 １１ １􀆰 ９９０ １ １􀆰 ０４ ７８􀆰 ４ １ １６􀆰 ３３ １􀆰 ００ ０􀆰 ８２
６ 家畜生态学报 １ １５８ １２ －０􀆰 ３８ ０􀆰 ６４３ １７ －０􀆰 ３４ ３４􀆰 ６ １２ ８􀆰 ９０ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５４
７ 经济动物学报 ２１５ ２１ －０􀆰 ８８ ０􀆰 ５１０ ２０ －０􀆰 ４８ ２６􀆰 ６ １９ ３􀆰 ７１ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ５３
８ 粮食与饲料工业 ８０７ １６ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ６１８ １９ －０􀆰 ３７ ２８􀆰 ３ １８ ７􀆰 ８１ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ２２
９ 饲料工业 ２ ５４９ ６ ０􀆰 ３６ １􀆰 ５２９ ３ ０􀆰 ５７ ４５􀆰 ６ ５ １１􀆰 ００ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ７３
１０ 饲料研究 ３ ５００ ３ ０􀆰 ８７ １􀆰 ２０２ ６ ０􀆰 ２３ ３２􀆰 ２ １６ １３􀆰 ４３ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ７０
１１ 畜牧兽医学报 ２ ５６３ ５ ０􀆰 ３７ １􀆰 ０６０ ８ ０􀆰 ０９ ４４􀆰 １ ７ １２􀆰 １４ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５９
１２ 畜牧与兽医 １ ４８４ １１ －０􀆰 ２１ ０􀆰 ７３０ １４ －０􀆰 ２５ ３９􀆰 １ ９ ９􀆰 ４８ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５７
１３ 畜牧与饲料科学 ７９７ １７ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ６２０ １８ －０􀆰 ３７ ３６􀆰 ８ １１ ８􀆰 １４ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ４７
１４ 中国动物传染病学报 ６４８ １８ －０􀆰 ６５ ０􀆰 ８２１ １１ －０􀆰 １６ ２４􀆰 ７ ２０ ５􀆰 ３３ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ５６
１５ 中国家禽 １ ９６６ ７ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ９１１ １０ －０􀆰 ０７ ３３􀆰 ６ １５ ７􀆰 ７１ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５６
１６ 中国兽药杂志 ５７２ ２０ －０􀆰 ６９ ０􀆰 ４６２ ２１ －０􀆰 ５３ ２３􀆰 ６ ２１ ７􀆰 ９５ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ２５
１７ 中国兽医科学 １ １０２ １４ －０􀆰 ４１ ０􀆰 ７７２ １２ －０􀆰 ２１ ３３􀆰 ８ １４ ８􀆰 ０５ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５７
１８ 中国兽医学报 １ ８０８ ８ －０􀆰 ０３ ０􀆰 ７６１ １３ －０􀆰 ２２ ３７􀆰 ４ １０ １１􀆰 ３８ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５６
１９ 中国畜牧兽医 ３ １２１ ４ ０􀆰 ６７ １􀆰 ００４ ９ ０􀆰 ０３ ４５􀆰 ３ ６ １５􀆰 ２９ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ６５
２０ 中国畜牧杂志 ３ ５５１ ２ ０􀆰 ９０ １􀆰 １８９ ７ ０􀆰 ２２ ４７􀆰 ４ ３ １２􀆰 ９５ １􀆰 ００ ０􀆰 ６３
２１ 中国预防兽医学报 １ ４８４ １０ －０􀆰 ２１ １􀆰 ３３８ ５ ０􀆰 ３７ ３１􀆰 ０ １７ ６􀆰 ５２ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ４７

２１ 种期刊平均值 １ ８６８ ０􀆰 ９７６

　 　 注： 数据来自中国科学技术信息研究所 《２０２４ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》。
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