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　 　 ［摘要］ 　 目的　 建立检测 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒基因的逆转录环介导等温扩增（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）方法，并初步评估应用。 　 方法　 设计、合成 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒血凝素（ＨＡ）基因、神经氨酸酶（ＮＡ）
基因的引物组，通过优化参数，建立 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应体系，使用梯度稀释的标准品测试该体系检测灵敏度，并使用对比毒株测

试特异性，再对 １４２ 份临床标本进行实样检测。 　 结果　 成功建立了检测 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒 ＨＡ 基因、ＮＡ 基因的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方

法，可直接肉眼观察判读结果，检测其 ＨＡ 基因、ＮＡ 基因的敏感性分别达到 １０ 拷贝每反应、５ 拷贝每反应，对其他常见呼吸道

病原无交叉反应；在测序证实阳性的临床样本中，对于病毒 ＨＡ 基因、ＮＡ 基因检出率分别为 １００％、９２．６８％。 　 结论　 逆转录

环介导等温扩增技术检测 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒基因，具有简单、快速、灵敏度高，检测结果可视化，无需特殊设备等优点，在禽流

感病原监测上有一定应用前景。
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０　 引　 　 言

Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒自 ２０１３ 年在中国首次发现

以来至今，造成养殖业重大经济损失［１］，感染人类

所致重症肺炎病死率高［２］，威胁公共卫生安全，且
有变异获得持续人际传播能力而造成流行的可能

性［３］。 联合国粮农组织、世界卫生组织（ＷＨＯ）和国

际兽疫局已联合呼吁各国做好准备，对禽流感病毒

进行病原监测和检测，防止疫情蔓延［４］。 在现有的

监测、检测方法中，胶体金免疫层析法敏感性较低，
严重限制了其在甲型流感检测中的临床使用［５］；
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的应用瓶颈在于需贵重的仪器，且对检测

环境设施的要求和对操作人员的专业和操作技能

要求都较高［６⁃７］。 因此，有必要建立一种操作简便、
灵敏快速，甚至有现场检测潜能的 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病

毒检测新方法。
本研究针对 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒，建立了一种操

作简便，能实现不开盖（即全封闭反应），可仅需水

浴锅或微型恒温金属浴而无需其他贵重设备，能实

现肉眼可视化检测的逆转录环介导恒温扩增

（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）检测方法，并将其与 ＷＨＯ 推荐

的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法进行灵敏度（检出限）测试比较，
再用 １４２ 例临床样本（分离毒株、患者标本、禽类标

本）进行验证。

１　 材料与方法

１．１　 毒株与样本 　 江苏 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒毒

株（Ａ ／ Ｎａｎｊｉｎｇ ／ １ ／ ２０１３，ＥｐｉＦｌｕ 数据库 ＩＤ 为 ＥＰＩ＿ＩＳＬ
＿１４２３０５）为本实验室保存；Ｈ５Ｎ１ 亚型、Ｈ９Ｎ２ 亚型

禽流感病毒、甲型 Ｈ１Ｎ１ 亚型和 Ｈ３Ｎ２ 亚型病毒等

对比毒株，为全军急性呼吸道传染病病原监测中心

实验室提供。 临床样本：１７ 份鼻咽拭子、含漱液和

气管分泌物标本于 ２０１３ 年 ４ 月至 ２０１７ 年 １２ 月期

间 １７ 例人感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感确诊患者中采集；１１５
份禽咽肛拭子从某大型活禽交易市场采集；１０ 份

ＳＰＦ 鸡肛拭子从本单位动物房采集。 上述标本均已

编码处理（非实名化处理）。
１．２　 主要试剂及设备　 主要试剂为：ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 扩

增所需的 Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶、ＡＭＶ 逆转录酶购自

ＮＥＢ（北京）有限公司。 羟基萘酚蓝（ ｈｙｄｒｏｘｙ ｎａｐｈ⁃
ｔｈｏｌ ｂｌｕｅ， ＨＮＢ），甜菜碱（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｂｅｔａｉｎｅ）购自美

国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司。 病 毒 ＲＮＡ 提 取 试 剂

ＱＩＡａｍｐ 及 ＲＮＡ 酶抑制剂购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公

司。 实验中所用其他试剂均为分析纯，所用水均

为超纯水。 主要设备为：数显水浴锅（江苏金怡公

司）或恒温金属浴（杭州博日公司）、７５００ 型荧光

定量 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ 公司）及 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 分

光光度计（美国赛默飞世尔公司）、ＬＡ⁃３２０Ｃ 浊度

仪（日本 ＥＩＫＥＮ 公司）。
１．３　 引物设计和测试　 使用分析软件 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２．１１
将 Ａ ／ Ｎａｎｊｉｎｇ ／ １ ／ ２０１３ 株的血凝素 （ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，
ＨＡ）基因和神经氨酸酶（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ， ＮＡ）基因的

序列分别与其他甲型流感病毒对应序列（ＧＩＳＡＩＤ 流

感信息数据库）比对，遴选 ｃＤＮＡ 核苷酸序列特异性

区域，Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖ４ ｓｏｆｔｗａｒｅ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｒｉｍｅｒｅｘ⁃
ｐｌｏｒｅｒ．ｊｐ ／ ｅｌａｍｐ４．０􀆰 ０ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）设计引物，为了加

快反应速度，额外设计了环引物组 ＬＢ 和 ＬＦ。 使用

ＬＡ⁃３２０ｃ 浊度仪对加入不同引物组的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反

应进行测试。 通过实时浊度曲线（对扩增产物的实

时监控形式）筛选出浊度值上升较快、峰值较高、１ ｈ
内未见非特异性扩增的一组引物作为优选［８］。
１．４　 核酸模板制备与体外转录 　 用 ＱＩＡａｍｐ 试剂

盒按说明书提取样本病毒基因组 ＲＮＡ，额外添加

ＲＮＡ 酶抑制剂后放置－８０℃备用。 用于灵敏度测试

的 ＲＮＡ 标准品参照文献制备［９］，用分光光度计测 ３
次浓度并取平均值。
１．５　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应 　 对镁离子浓度、反应温度、
反应时间和引物配比等参数进行测试优化，本研究

建立的检测 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒 Ｈ７ 基因的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
（Ｈ７⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）和检测 Ｎ９ 基因的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ （Ｎ９⁃
ＲＴ⁃ＬＡＭＰ），反应体系体积均为 ２５ μＬ，含 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ ｐＨ ８． ８）、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

（ＮＨ４） ２ ＳＯ４、０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００、８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４、
０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｂｅｔａｉｎｅ、１．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ、８Ｕ Ｂｓｔ ＤＮＡ
聚合酶、１０ Ｕ ＡＭＶ 逆转录酶和引物组合（ ＦＩＰ 和

ＢＩＰ 各 １．６ μｍｏｌ ／ Ｌ、Ｆ３ 和 Ｂ３ 各 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ、ＬＦ 和

ＬＢ 各 ０􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ），以及模板 ３ μＬ。 反应体系在
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６３℃恒温孵育 ３０ ｍｉｎ，再 ８５ ℃ ２ ｍｉｎ 灭活酶以停止

反应。
１．６　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物检测 　 可使用浊度仪法和肉

眼可视化判定法。 为便于反应体系条件摸索，建立

体系时使用 ＬＡ⁃３２０Ｃ 浊度仪，终止反应后浊度值超

过 ０􀆰 １ 时则为阳性判定［１０］。 可视化判定方法为：将
ＨＮＢ 预加入反应体系（终浓度 １２０ ｍＭ），反应结束

后无需开盖，直接肉眼观察反应液颜色变化（需设

定阴、阳性对照作为比色参考），如反应后溶液显天

蓝色（ＨＮＢ 为金属离子指示剂，如有扩增反应，由于

大量焦磷酸根离子的生成并消耗了溶液中的 Ｍｇ２＋，
颜色将由起始的紫罗兰色变为天蓝色）则为阳性判

定［８］。 阳性判定标准：Ｃｔ 值＜３８ 或浊度值＞０􀆰 １ 或溶

液由紫罗兰色转天蓝色。
１． ７ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法 　 参 见 ＷＨＯ 推 荐 方 法

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｗｈｏ． ｉｎｔ ／ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ／ ｈｕｍａｎ＿ａｎｉｍａｌ＿ｉｎｔｅｒ⁃
ｆａｃｅ ／ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ＿ｈ７ｎ９ ／ ｅｎ ／ ，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｆｏｒ ｔｈｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｖｉａｎ Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （ Ｈ７Ｎ９ ）
Ｖｉｒｕｓ）。 检测 ＨＡ 基因的反应体系称为 Ｈ７⁃ｒＲＴ⁃
ＰＣＲ，检测 ＮＡ 基因的反应体系称为 Ｎ９⁃ ｒＲＴ⁃ＰＣＲ。
本研究探针、引物为 Ｔａｋａｒａ 公司（大连）合成。
１．８　 检测方法灵敏度测试　 对制备的 ＲＮＡ 标准品

进行 １０ 倍梯度稀释， 同时应用本研究建立的

ＲＴ⁃ＬＡＭＰ反应体系和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法进行测试。
１．９　 检测方法特异性测试　 应用 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法检

测 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒及对比毒株核酸。

２　 结　 　 果

２．１　 优选引物　 通过实时浊度测试优选的引物组

见表 １， 对应检测 ＨＡ 靶基因的反应体系称为

Ｈ７⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ， 检 测 ＮＡ 基 因 的 反 应 体 系 称

为Ｎ９⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ。
２．２　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法灵敏度 　 对梯度稀释标

准品检测结果见图 １。 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 体系（结果观察采

用了浊度法、可视化显色法）检测 ＨＡ 基因的灵敏度

为 １０１拷贝每反应，与对应 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法一致，见图

１ａ；但 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 体系检测 ＮＡ 基因的灵敏度为 ５×
１００拷贝每反应，远优于对应 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法（检出限

为 ５×１０２拷贝每反应），见图 １ｂ。 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 体系对

ＨＡ 和 ＮＡ 标准品的检测，反应最快分别在 １２ ｍｉｎ 和

１３ ｍｉｎ 即可获得阳性判定结果（浊度值大于 ０􀆰 １ 或

反应溶液颜色变化），而对于各自最低检出限浓度

的样品，也分别可在 ２２ ｍｉｎ 和 ２３ ｍｉｎ 内完成反应和

结果判定。
２．３　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应特异性　 除 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒

核酸外，其他常见病原（Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ３Ｎ２、Ｈ１Ｎ１
流感病毒，乙型流感病毒，腺病毒 ４ 型，副流感病

毒）核酸在针对 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒 ＨＡ 基因和 ＮＡ 基

因的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测反应体系中均为阴性，提示特

异性较好。 见图 ２。
２． ４ 　 临床样本检测 　 针对 ＨＡ 核酸的检测，
ＲＴ⁃ＬＡＭＰ与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检出率一致，为相同的 ４１ 份

标本阳性（ＨＡ 基因检出率为 １００％）。 而针对 ＮＡ 核

酸的检测，检出率却差异较明显：在经测序验证确

认的 ＨＡ 核酸阳性的 ４１ 份标本中，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检出

３８ 份 ＮＡ 核酸亦为阳性，ＨＡ 与 ＮＡ 的阳性符合率为

９２􀆰 ６８％；而对应 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 只检出 １７ 份为 ＮＡ 核酸

阳性，符合率 ４１􀆰 ４６％。 见表 ２。

表 １　 测试优选的 Ｈ７Ｎ９ 禽流感 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物组

反应体系及引物 序列 （５′→３′） 靶基因

Ｈ７⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
　 Ｂ３ ＧＡＧＣＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＣＡ
　 Ｆ３ ＴＧＡＧＡＧＧＣＧＡＧＡＡＧＧＡＡＧ
　 ＢＩＰ ＴＧＡＣＡＡＧＧＡＡＧＣＡＡＴＧＧＧＡＴＴＣ⁃ＴＣＣＴＧＡＴＣＴＣＣＴＡＣＡＴＧＣＡ
　 ＦＩＰ ＧＣＣＴＧＡＴＴＣＴＣＴＧＡＧＡＡＴＴＴＧＣＣＴ⁃ＴＧＡＴＧＴＣＴＧＴＴＡＴＣＣＴＧＧＧＡ
　 ＬＢ ＴＧＧＡＡＴＡＡＧＡＡＣＴＡＡＴＧＧＡＧＣＡＡＣＣ

Ｈ７Ｎ９ 病毒血凝素基因（ＨＡ）
登录 号 ＫＣ８９６７７４． １ （ Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ）

Ｎ９⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
　 Ｂ３ ＡＴＡＧＣＡＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＧＣ
　 Ｆ３ ＧＡＴＧＧＧＧＣＴＡＡＣＡＣＴＴＧＧ
　 ＢＩＰ ＴＡＧＡＴＣＡＡＡＧＣＣＣＡＴＴＣＡＡＧＧＴＣ⁃ＧＴＣＣＡＴＧＡＡＡＧＡＴＣＣＡＣＴＧＴＡ
　 ＦＩＰ ＴＣＡＡＴＧＣＡＴＴＴＧＧＣＡＣＴＴＴＴＡＡＣＡＴ⁃ＴＡＧＧＧＡＧＧＡＣＡＡＴＡＡＧＣＡＣ
　 ＬＦ ＣＧＴＡＴＣＣＡＧＡＣＣＴＣＧＡＧＧＣＴ

Ｈ７Ｎ９ 病毒神经氨酸酶（ＮＡ）
登录号： ＫＣ８９６７７６． １ （ Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ）
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ａ：ＨＡ 基因 ＲＮＡ 转录产物；ｂ：ＮＡ 基因 ＲＮＡ 转录产物

图 １　 ｑＲＴ－ＰＣＲ、ＲＴ－ＬＡＭＰ 浊度法、ＲＴ－ＬＡＭＰ 可视法对 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒体外转录产物（梯度稀释）检出限比较

ａ： Ｈ７⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 体系；ｂ： Ｎ９⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 体系

图示检测的常见呼吸道病原核酸中，仅 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒核酸检测为阳性

图 ２　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 特异性测试

表 ２　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对 １４２ 份临床标本的检出数量比较

标本 ｎ
ＨＡ 检测阳性数 ＮＡ 检测阳性数

Ｈ７⁃ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｈ７⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ Ｎ９⁃ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｎ９⁃ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
Ｈ７Ｎ９ 患者咽拭子 １３ １３ １３ ８ １２
Ｈ７Ｎ９ 患者支气管肺泡灌洗液 ４ ４ ４ ４ ４
鸡口腔拭子 ２５ ３ ３ ０ ３
鸡泄殖腔拭子 ５８ １５ １５ ４ １４
鸭泄殖腔拭子 ２０ ４ ４ １ ３
肉鸽泄殖腔拭子 １２ ２ ２ ０ ２
ＳＰＦ 鸡泄殖腔拭子 １０ ０ ０ ０ ０
合计 １４２ ４１∗ ４１ １７ ３８

∗：４１ 份检测阳性标本，在后续经测序确证均含 Ｈ７Ｎ９ 的 ＨＡ 基因片段
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３　 讨　 　 论

每年 １２ 月至次年 ３ 月，是人感染禽流感高发时

段，这一期间涉禽市场的阳性率也要高于平常时

段［１０］。 在流行病学史不详的情况下，根据临床表现

和实验室检测结果，特别是从患者呼吸道分泌物标

本或禽类标本中检测出 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒核酸阳

性，具有重要意义［１１］。 环介导等温扩增法（ＬＡＭＰ）
具有操作简便、敏感、反应时间短，无需贵重设备的

优点［１２］，对 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒的核酸检测具有一定

应用前景。
本研究建立了检测 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒 ＨＡ 基因

和 ＮＡ 基因的一步法 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ，在对梯度稀释标准

品的检测中，对 ＨＡ 基因的检出限与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 相

同，为 １０ 拷贝每反应；而对 ＮＡ 基因的检出限，却对

应 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法灵敏 １００ 倍（分别为 ５ 拷贝、５００
拷贝每反应）。 应用该 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法对临床标本

进行检测，４１ 位已测序确诊的病例标本 ＨＡ 基因片

段均为阳性，有高灵敏度。 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法对活禽市

场收集的禽类标本进行检测，阳性率为 ２０􀆰 ８７％
（２４ ／ １１５，经测序证实），和既往报道结果相似［１３］。
此外，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 对 ＮＡ 基因的检出率高于 ＷＨＯ 推

荐的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，后者在我们流感网络实验室的

工作中已造成不便和困惑，存在针对 ＮＡ 基因的检

出率低且荧光信号偏弱、扩增曲线不典型等问题。
本研究建立方法除改善该临床检测实践问题外，对
于 Ｎ９ 基因片段的高辨别力，也可能有助于更准确

的检测，即将 Ｈ７Ｎ９ 病毒从其他 Ｈ７ 亚型病毒（如
Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３、Ｈ７Ｎ７ 等）中辨别出来［１４］。 该

ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法可选择 ＨＮＢ 可视化显色，即通过预

添加 ＨＮＢ 染料在反应体系内，不需开盖，直接肉眼

观察反应管溶液的颜色变化来判定结果，与浊度仪

实时监测浊度的灵敏度一致，只需廉价的水浴锅等

恒温设备孵育反应 ３２ ｍｉｎ 即可，具有快速高效、特
异的特点，特异性较好，与其他常见呼吸道病原无

交叉反应。 可视化反应体系设置了阴性对照、阳性

对照，有助于肉眼观察时进行对比，防止假阴性等

误判，当然后续还需更多的临床测试（包括多人观

察的双盲实验） 来验证这种简易判定方法的可

靠性。
综上所述，本研究建立了一种检测 Ｈ７Ｎ９ 禽流

感病毒核酸的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法，具有快速、灵敏、

无需贵重设备、观察结果简便的特点，尤其对于 Ｎ９
亚型的检测，标准品测试灵敏度及临床确诊患者标

本检出率，高于目前的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，有可能为禽

流感监测及基层卫生机构的临床病例早期诊断提

供一种备选手段。

［参考文献］

［１］ 　 Ｇａｏ Ｒ， Ｃａｏ Ｂ， Ｈｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｎｏｖｅｌ ａｖｉａｎ⁃
ｏｒｉｇｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （Ｈ７Ｎ９） ｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ，２０１３，３６８
（２０）：１８８８⁃１８９７．

［２］ 　 Ｚｈｕ Ｗ， Ｄｏｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｇｅｎｅ ｃｏｎｓｔｅｌｌａｔｉｏｎ ｉｎ ａｖｉａｎ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （Ｈ７Ｎ９） ｖｉｒｕｓｅｓ ｍａｙ ｈａｖｅ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ ｔｈｅ Ｆｉｆｔｈ Ｗａｖｅ
ｏｕｔｂｒｅａｋ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ，２０１８，２３（３）：９０９⁃９１７．

［３］ 　 Ｑｕａｎ Ｃ， Ｓｈｉ Ｗ， Ｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｔｈｒｅａｔｓ ｏｆ Ｈ７Ｎ９ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓ： ｔｈｅ ｓｐｒｅａｄ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｖａｒｉ⁃
ａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｅｎｏｍｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｗａｖｅ Ｆｉｖｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ，２０１８，
９２（１１） ．ｄｏｉ： １０􀆰 １１２８ ／ ＪＶＩ．００３０１⁃１８．

［４］ 　 Ｈｕｉ ＤＳＣ， Ｌｅｅ Ｎ， Ｃｈａｎ ＰＫＳ． Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ （Ｈ７Ｎ９） ｖｉｒｕｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ａｃｒｏｓｓ ｆｉｖｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃｓ ｉｎ ｍａｉｎｌａｎｄ Ｃｈｉｎａ，
２０１３－２０１７［Ｊ］ ． Ｊ Ｔｈｏｒａｃ Ｄｉｓ，２０１７，９（１２）： ４８０８⁃４８１１．

［５］ 　 王　 洁， 王卫萍， 李晓军， 等． ４ 种常见呼吸道病毒快速分子

检测方法的建立［Ｊ］ ． 东南国防医药， ２０１３， １５（６）：５５１⁃５５５．
［６］ 　 吕　 恒， 钟璟浩， 张锦海， 等． 新型布尼亚病毒环介导等温

扩增可视化检测方法的建立［ Ｊ］ ． 中国病原生物学杂志，
２０１６，１１（３）： ２２５⁃２２８．

［７］ 　 刘　 玉， 陈文琦， 张锦海， 等． 炭疽杆菌双重可视化 ＬＡＭＰ
检测方法的建立［Ｊ］ ． 东南国防医药， ２０１６， １８（４）： ３４１⁃３４５．

［８］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｚｈｕ Ｊ， Ｒｅｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ Ｖｉｓｕａｌ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｇｈｌｙ
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ Ｓｅｒｏｔｙｐｅ ２ Ｉｓｏｌａｔｅｓ ｂｙ Ｕｓｅ ｏｆ Ｌｏｏｐ⁃
Ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１３，
５１（１０）： ３２５０⁃３２５６．

［９］ 　 张锦海， 陈文琦， 胡　 丹， 等． Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒重组质粒构

建及应用［Ｊ］ ．中国公共卫生， ２０１３， ２９（１２）： １８６８⁃１８７０􀆰
［１０］ 　 陈　 雅，朱　 进，冯振卿． 新型人感染 Ｈ７Ｎ９ 型禽流感病毒研

究进展［Ｊ］ ． 医学研究生学报，２０１６，２９（７）：７５９⁃７６３．
［１１］ 　 贺甘霖， 颜文娟， 祁　 贤， 等． ２０１３－２０１７ 年中国甲型 Ｈ７Ｎ９

流感病毒血凝素基因进化分析［ Ｊ］ ． 医学研究生学报，２０１７，
３０（１０）：１０２９⁃１０３４．

［１２］ 　 Ｌａｍｂ ＬＥ， Ｂａｒｔｏｌｏｎｅ ＳＮ， Ｔｒｅｅ ＭＯ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｚｉｋａ Ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｕｒｉｎｅ Ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ Ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｍｏｓｑｕｉｔｏｓ ｂｙ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃Ｌｏｏｐ⁃Ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉ
Ｒｅｐ，２０１８，８（１）：３８０３．

［１３］ 　 Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｌｉａｎｇ Ｗ， Ｙａｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅ⁃
ｍｅｒｇｉｎｇ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｗｅｔ ｍａｒｋｅｔ ｐｏｕｌｔｒｙ：
ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ ［ Ｊ ］ ． 　
Ｌａｎｃｅｔ，２０１３，３８１（９８８１）：１９１６⁃１９２５．

［１４］ 　 Ｌｉ Ｍ， Ｘｉｅ Ｚ， Ｘｉｅ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ａｖｉａｎ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ＰＣＲ
ｕｓｉｎｇ ａ ＧｅＸＰ ａｎａｌｙｓｅｒ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，２０１８，８（１）：６１８３．

（收稿日期：２０１８⁃０５⁃０２；　 修回日期：２０１８⁃０８⁃３１）

（责任编辑：叶华珍；　 英文编辑：吕镗烽）

·１１·东南国防医药 ２０１９ 年 １ 月第 ２１ 卷第 １ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．１，Ｊａｎｕａｒｙ， ２０１９


