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四重RT-PCR快速检测2013新型H7N9禽流感病毒
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摘要：目的 建立能快速准确检测发热病人咽拭子样本中 2013新型H7N9禽流感病毒的四重RT-PCR方法。方法

针对甲型流感病毒的M基因设计通用引物，针对2013新型H7N9禽流感病毒的HA和NA基因设计特异性引物，选择

人源看家基因beta-actin设计质控引物，通过优化实验条件建立一步法四重RT-PCR反应体系。与商品化实时荧光

RT-PCR试剂盒进行方法比对。结果 成功建立四重一步法RT-PCR筛查2013新型H7N9禽流感病毒的检测技术。

结论 该方法简便、实用、成本低廉，适用于2013新型H7N9禽流感病毒的快速检测。
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Four multiplex RT-PCR for rapid detection of 2013 novel
avian influenza A (H7N9) virus
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Abstract: Objective To establish a four multiplex RT-PCR assay for rapid and accurate detection of 2013 novel avian
influenza A (H7N9) virus in throat-swab specimens of patients with fever. Methods The universal primers for
amplifying the M gene were designed for detection of influenza A viruses. Two pairs of specific primers of HA and NA
gene were designed to detect the 2013 novel A (H7N9) influenza virus. The anthropogenic housekeeping gene of
beta-actin was selected and primers were designed as quality control for throat-swab samples. The reaction system of
one-step four multiplex RT-PCR assay was established by optimizing the experimental conditions. The commercially
available real-time fluorescent RT-PCR kits were used to validate this method. Results The one-step four multiplex
RT-PCR assay for screening of 2013 novel avian influenza A (H7N9) virus was developed successfully. Conclusion
The new method is simple, practical, low-cost and very suitable for rapid detection of 2013 novel avian influenza A
(H7N9) virus.
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禽流感病毒（avian influenza virus, AIV）属正粘

病毒科甲型（A型）流感病毒属的成员。由于禽流感

病毒与人流感病毒存在受体特异性差异，一般认为

禽流感是不易感染给人的，但经过近年来流感病毒

的基因重组，一些既往在禽间传播的高致病性禽流

感亚型和新形成的禽流感亚型已可以突破种系感染

人类[1]。2013年2~3月在我国江浙一带发现H7N9亚
型禽流感病毒感染人类的病例。基因组同源比对分

析发现该病毒是一种新型重组的禽流感病毒[2,3]。目

前病例散发，尚未发生有效人传人的证据，但其病毒

的变异不排除使之更易在人类中传播的可能。本研

究建立了在一个反应管内能同时筛查甲型流感病毒

并对2013新型H7N9禽流感病毒进行特异性分型的

一步法四重RT-PCR方法，该方法已在珠海口岸流

感疑似病人咽拭子样本的快速筛查工作中试用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 咽拭子病毒采样管为友康基业生物科

技（北京）有限公司产品；一管式病毒RNAout试剂盒

为北京天恩泽基因科技有限公司产品；PrimeScript
one step RT-PCR Kit (Ver.2)和 100 bp DNA ladder
Marker为宝生物工程（大连）有限公司产品；Gold⁃
View荧光染料为北京赛百盛基因技术有限公司产

基金项目：珠海检验检疫局科技计划项目（ZH2013-12）
通讯作者：杨泽，E-mail：zychfb@163.com

·· 296

DOI:10.16408/j.1004-9770.2013.05.001



中国国境卫生检疫杂志2013年10月第36卷第5期 Chinese Frontier Health Quarantine Oct.2013,Vol 36,No.5

品；H7N9、H5N1 和 H1N1 等流感病毒实时荧光

RT-PCR试剂盒为上海辉睿生物科技有限公司或上

海之江生物科技有限公司产品。

1.1.2 仪器 C1000 型 PCR 扩增仪为美国伯乐

（Bio-Rad）公司产品；BIO-PRINT凝胶成像系统为法

国VILBER LORMAT公司产品。

1.1.3 样本 2013新型H7N9禽流感病毒阳性核酸

为中国疾病预防控制中心馈赠；甲型H1N1、H3N2流
感病毒阳性样本为本室保存，均来源于珠海各口岸

出入境人员中发热病人的咽拭子样本。H5N1和

H9N2禽流感灭活抗原购自哈尔滨兽医研究所。

1.2 方法

1.2.1 引物设计和合成 根据全球共享禽流感数据

倡议组织（The Global Initiative on Sharing Avian In⁃
fluenza Data, GISAID）网站下载的2013新发H7N9禽
流感病毒的 HA(haemagglutinin)、NA(neuraminidase)
和M(matrix protein)基因序列，以及美国GenBank数

据库中获得的甲型流感病毒各亚型相关基因序列，

利用分子生物学软件DNAMAN6.0进行系统的同源

比对分析后，再用软件Oligo7.0进行引物设计。在参

考文献的基础上针对M基因的保守区域设计甲型流

感病毒的通用检测引物，针对 2013新型H7N9禽流

感病毒的HA和NA基因设计特异性检测引物[4,5]。此

外，针对人源beta-actin基因设计引物用于咽拭子样

本采样质控。引物序列见表 1，引物由英潍捷基（上

海）贸易有限公司合成。

1.2.2 RNA提取 咽拭子样本在病毒保存液中剧烈

振荡，以洗脱拭子上粘附的病毒和细胞等，低速离心

后进行病毒核酸提取。病毒核酸提取采用北京天恩

泽基因科技有限公司的一管式病毒RNAout试剂盒，

具体步骤参考试剂盒说明书进行。

1.2.3 四重RT-PCR体系的建立 通过试验优化配

方后按下列组成配制一步法 RT-PCR 反应液：2×
One Step RT-PCR Buffer 12.5 μl，PrimeScript One
Step Enzyme Mix 1.0 μl，8 条引物终浓度均为 0.4
μmol/L，RNA模板 6 μl，最后用RNase Free dH2O补足

至 25 μl。PCR循环参数是：50℃反转录 30 min，94℃
预变性 3 min；然后 94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 30 s，共
40个循环；最后在72℃延伸7 min。PCR反应完成后

取 5 μl扩增产物在 2.5％的琼脂糖凝胶（加入Gold⁃
View 核酸染料）中 100 V 电泳 50 min，100 bp DNA
ladder Marker作为DNA分子量标准，凝胶成像系统

观察电泳结果。观察PCR扩增条带时，若同时出现

232 bp和120 bp条带，证明所采咽拭子样本合格并感

染了甲型流感病毒但非H7N9亚型；若同时出现 232
bp、353 bp、166 bp和 120 bp共 4个条带时，则可判定

所采咽拭子样本合格并感染了2013新型H7N9禽流

感病毒。

1.2.4 盲法评价试验 选择 30份核酸样本，包括甲

型H3N2、甲型H1N1、甲型H5N1、甲型H9N2、2013甲
型H7N9等流感阳性样本和流感阴性样本，随机编号

后分别采用本研究建立的四重RT-PCR方法和流感

病毒实时荧光RT-PCR试剂盒进行检测，最后统计

两者的实验结果符合率。

2 结 果

2.1 四重RT-PCR的特异性分析 按照建立的一

步法四重RT-PCR反应体系对9份样本进行扩增，其

中第6号和第7号样本为混合样，加入了人咽拭子样

本（流感病毒检测阴性）提取的核酸，用于模拟人感

染2013新型H7N9禽流感病毒的咽拭子样本。从凝

胶电泳图（图1）可以观察到目的片段条带清晰、扩增

效率高，没有非特异扩增产物出现，也未出现将

H1N1、H3N2、H5N1和H9N2误检为H7N9的情况，说

明该四重RT-PCR反应体系特异性强，对不同亚型

病毒的检测无交叉反应，引物之间无相互干扰。源

自人的咽拭子的样本均扩增出 120bp 的人源 be⁃
ta-actin基因片段。当四重RT-PCR同时扩增时（如

第 6、7号样本），稳定明亮的电泳条带显示 4个目的

片段均有较强且一致的扩增效率。

2.2 盲法实验评价 30份核酸样本经盲法试验评

价，四重RT-PCR与荧光RT-PCR对于甲型流感及

H7 和 N9 的检测结果完全一致，符合率为 100%。

H1N1、H3N2、H9N2 和 H5N1 属 干 扰 样 本 ，四 重

RT-PCR 能检出其为甲型流感，但未出现误检为

H7N9的情况。

表1 2013新型H7N9禽流感病毒四重RT-PCR检测引物

NO

1

2

3

4

引物名称

FluA_M_FP

FluA_M_RP

H7N9_HA_FP

H7N9_HA_RP

H7N9_NA_FP

H7N9_NA_RP

Hbeta-actin_FP

Hbeta-actin_RP

序列（5’-3’）

TTCTAACCGAGGTCGAAACG

ACAAABCGTCTACGCTGCAG

TTCAATGGGGCTTTCATAGCTC

GTTCCCTCTCCCTGTGCATT

AACGCTGACTGGAGTGGTTAC

GGAATTCTGTACTGGAACAC

CCATGCCATCCTGCGTCTG

ATGTCACGCACGATTTCCC

产物长度

（bp）

232

353

166

120
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3 讨 论

甲型（A型）流感病毒是正粘病毒科分节段单股

负链RNA病毒，是一种造成人类及动物患流行性感

冒的常见病原体。根据其外膜血凝素(H)和神经氨

酸酶(N)蛋白抗原性不同，目前可分为 16个H亚型

(H1-H16)和9个N亚型(N1-N9)。感染人的禽流感病

毒亚型主要为H1N1、H5N1、H9N2、H7N7和最近的

H7N9等[6]。禽流感是不容易感染给人的，但由于其

基因组变异的频率极高，如果一个宿主同时受到两

种或更多种流感病毒感染，可能产生不同病毒株间

的基因重组，例如 2009年流行的甲型H1N1流感病

毒就是由猪流感病毒、人流感病毒和禽流感病毒在

宿主猪体内通过基因片段重组后产生的一种新型混

合型病毒株[7]。此外，有些原本为低致病性禽流感病

毒株(H5N2、H9N2、H7N7)，可经一段时间在禽间流行

迅速变异成为高致病性毒株(H5N1)从而感染人。例

如，2003年发生H5N1高致病性禽流感流行，截至

2013年3月12日，全球有622例H5N1人禽流感实验

室确诊病例，死亡 371例 [8]。由此可见，人感染禽流

感病毒已成为一个严重的公共卫生问题，极大的影

响了人类的健康和社会经济的发展。

2013年2~3月，人感染H7N9禽流感疫情在我国

发生，引起了全球的高度关注[9]。截至2013年5月20
日，中国大陆累计报告确诊病例 130例，治愈 72例，

死亡 36例，病例呈散发，分布于浙江、上海、江苏等

10个省份。临床症状主要表现为典型的病毒性肺

炎，起病急，病程早期均有发热、咳嗽等呼吸道感染

症状，5~7 d后可出现呼吸困难等重症肺炎相关表

现，并进行性加重，部分病例可迅速发展为急性呼吸

窘迫综合症并死亡。此次由H7N9型禽流感病毒引

起的人间感染病例是全球首次报道人感染这一亚型

的禽流感病毒，以往有较多人感染H7亚型禽流感病

毒的报道，但多数病例表现为结膜炎和轻微的呼吸

道系统症状，而关于N9亚型禽流感病毒感染并未有

报道[10,11]。根据H7N9新型禽流感病毒的基因分析显

示 [12]，H7N9禽流感病毒的 8个基因片段中，H7片段

来源于浙江鸭群中分离的禽流感病毒，并可追溯至

东亚地区野鸟中分离的禽流感病毒；N9片段与东亚

地区野鸟中分离的禽流感病毒相似；其余 6个基因

片段（PB2、PB1、PA、NP、M、NS）与来源于中国上海、

浙江、江苏等地鸡群中H9N2禽流感病毒相似。因

此，该病毒基因可能来自东亚地区野鸟所携带的禽

流感病毒和中国上海、浙江、江苏等地的鸭群和鸡群

所携带禽流感病毒发生的基因重组。

尽管目前2013新型H7N9禽流感病毒暂没有有

效人传人的证据，但我们必须加强禽类和高危人群

的主动监测，防止其可能在人群中流行。因此，建立

针对疑似患者的早期快速筛查技术非常必要。检测

呼吸道病原体，采集口腔咽拭子是最便利的采样方

式，而采样质量直接影响检测的有效性。成功的采

样必然会收集到人类的细胞，本研究通过数个人类

看家基因的筛选，选择出beta-actin基因做为采样的

质控基因，实验结果显示其扩增的稳定性好。为降

低检测成本，本研究设计建立了一组流感病毒四重

RT-PCR检测方法，通过人源 beta-actin基因的检测

来鉴定咽拭子样本采样的质量，判定检测样本的有

效性，利用M基因的通用型引物筛检甲型流感病毒，

再利用HA基因和NA基因的特异性分型引物检测

2013新型H7N9亚型禽流感病毒。若 4个基因片段

均扩增阳性，则可判断该样本采样质量可靠并感染

了 2013新型H7N9禽流感病毒；若只有 beta-actin基
因和M基因扩增阳性，则排除H7N9，并可通过进一

步的分型引物对甲型流感进行HA和NA的分型。若

beta-actin基因扩增阴性，则提示该样本采样失败，

检测无效。盲法比对实验显示，四重RT-PCR与荧

光PCR方法检测结果一致。

本研究所建立的方法简便、实用、通量高、成本

低廉，适合快速检测的需要。
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