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摘要：【目的】检测鸡、鸽和虎体内的流感病毒受体的类型和分布，以期解释 3 种动物对禽流感病毒易感性

差异的机制。【方法】使用地高辛标记的外源性凝集素染色方法检测这些动物的喉头、气管、肺脏和肠道（直肠）

的上皮细胞表面 SAα2，6Gal 和 SAα2，3Gal 连接键的类型。【结果】SPF 鸡的上呼吸道黏膜上皮细胞表面有大量

的 SAα2，3Gal 和少量的 SAα2，6Gal；肺房上皮细胞表面只有 SAα2，3Gal；而直肠黏膜上皮中 SAα2，6Gal 和

SAα2，3Gal 都没有表达。成年鸽的上呼吸道黏膜上皮细胞表面只有 SAα2，6Gal，而没有 SAα2，3Gal；而下呼

吸道中 SAα2，6Gal 和 SAα2，3Gal 都没有；直肠黏膜上皮细胞只有 SAα2，3Gal。虎的呼吸道和消化道（直肠）

黏膜上皮细胞表面有大量的 SAα2，6Gal 和 SAα2，3Gal。【结论】鸡和虎具有禽流感病毒受体，对禽流感病毒易

感，鸽不具备禽流感病毒受体，因此，鸽对禽流感病毒不易感。 
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Influenza Virus Receptor Detection on Chicken, Pigeon and    
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Abstract: 【Objective】 To detect the type and distribution of influenza virus receptors in chicken, pigeon and tiger, then find 

the mechanism to explain the difference of these animals’ affectability to avian influenza virus. 【Method】 The type of SAα2, 6Gal 
and SAα2, 3Gal linkage on these animals larynx, trachea, lung and intestine (colon) epithelium cells was detected by 
digoxigenin-labeled lectin staining. 【Result】 Abundant SAα2, 3Gal and slight SAα2, 6Gal on specific-pathogen free chickens upper 
respiratory tract epithelium cells were observed, the alveolar epithelium cells only express SAα2, 3Gal, however the colon epithelium 
cells express neither SAα2, 6Gal nor SAα2, 3Gal. Adult pigeon upper respiratory tract epithelium cells only express SAα2, 6Gal, but 
not SAα2, 3Gal. Pigeon lower respiratory tract express neither SAα2, 6Gal nor SAα2, 3Gal.Pigeon colon epithelium cells only 
express SAα2, 3Gal. There are abundant SAα2, 6Gal and SAα2, 3Gal on tiger respiratory and intestine tract epithelium cells. 
【Conclusion】 These data have provided a rational explanation for why chickens and tigers are susceptible to avian influenza virus, 
while pigeons are not. 
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0  引言 

【 研 究 意 义 】 流 感 病 毒 属 于 粘 液 病 毒

（Orthomyxoviridae）科，是节段状负链 RNA 病毒。

根据病毒颗粒内部的核蛋白（NP）和基质蛋白（M）

的抗原性不同可分为甲、乙、丙 3 型。到目前为止，

甲型流感病毒除人类以外，还可感染鸟、猪、马、海

豚、海鲸等多种动物。搞清流感病毒跨越物种传播的
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分子机制，对于征服流感病毒是非常重要的。病毒颗

粒的脂质膜上血凝素蛋白（HA）和神经氨酸酶蛋白

（NA）是与病毒感染细胞密切相关的糖蛋白。其中，

HA 上由数十个氨基酸位点构成的球形受体结合位点

与宿主细胞膜上带有唾液酸残基的细胞膜上的糖蛋白

和糖脂相结合附着于细胞表面，随后细胞膜内陷并逐

步包裹病毒颗粒，通过胞饮作用将病毒吞入，完成病

毒感染细胞的第一步[1]；NA 能水解糖脂和糖蛋白（包

括受体）上的唾液酸，且与新的病毒颗粒从宿主细胞

膜游离出来时密切相关[2]。唾液酸（sialic acid，SA）

存在于细胞膜鞘糖脂的表面，它是一个含有 9 个碳的

酸性氨基糖的总称，其氨基组分被 N- 乙酰基

（N-acetyl）或者 N-乙醇酰基（N-glycolyl）取代后，

分别形成 N-乙酰神经氨酸（5-N-acetylneuraminic acid，
Neu5Ac）或 N-羟乙酰神经氨酸（5-N- glycolylneuraminic 
acid，Neu5Gc）。唾液酸的末端与半乳糖可以形成两

种不同的 α 连接，连接两个碳原子和糖链，分别是

SAα2,3Gal 和 SAα2,6Gal [3]。虽然所有的流感病毒识

别末端含有唾液酸的受体，但是不同流感病毒血凝素

的受体特异性是不同的。通过研究不同动物体内流感

病毒受体的种类和分布可以初步判断其对流感病毒的

易感性。【前人研究进展】禽流感病毒和马流感病毒

主要识别和结合 SAα2,3Gal 连接键，而人流感病毒主

要识别和结合 SAα2,6Gal 的连接键[4-6]。而在不同动物

组织中唾液酸-半乳糖连接键型是不同的。人的呼吸道

上皮细胞上有大量的 SAα2,6Gal；SAα2,3Gal 在人的Ⅱ

型肺泡上皮细胞上被发现[7 ]。在成年鸡的气管、肺脏、

嗉囊和肠道的上皮细胞膜上存在大量的 SAα2,3Gal，
但是在呼吸道黏膜的上皮细胞上也有 SAα2,6Gal[8]。野

鸭的气管、肺脏、嗉囊和肠道黏膜的上皮细胞表面只

有 SAα2,3Gal，没有 SAα2,6Gal[8]。在猪的上呼吸道黏

膜细胞上，SAα2,3Gal 和 SAα2,6Gal 结合方式的两种

唾液酸都存在[9]。马的气管上皮细胞表面有大量的

SAα2,3Gal，而没有 SAα2,6Gal[10]。在鹌鹑气管和肠道

的上皮细胞表面有 SAα2,3Gal 和 SAα2,6Gal[11]。因此

唾液酸-半乳糖连接键型的不同成为了流感病毒在不

同宿主间传播的屏障。H5N1 亚型禽流感病毒能感染

多种家禽、野禽、候鸟、留鸟（麻雀）和哺乳动物包

括虎、狮子、猫等[12-13]，鸽作为一种与人类密切接触的

禽类，它对禽流感病毒是否易感是值得密切关注。有研

究人员证实鸽子对 H5N1 亚型禽流感病毒不易感[14-15]。

H5N1 亚型禽流感病毒能够引起虎的严重肺炎[16]，

2004 年在泰国禽类暴发高致病性禽流感的同时，动物

园中的老虎由于饲喂了含有 H5N1 亚型禽流感病毒的

禽肉而陆续出现死亡病例[16-17]，并且证实 H5N1 亚型

禽流感病毒能够在虎和虎之间传播[18]。2005 年 6 月，

中国上海的一只动物园老虎在表现高烧和呼吸窘迫后

死亡，从它的肺部组织分离到高致病性 H5N1 亚型禽

流感病毒[19]。【本研究切入点】检测鸡、鸽、虎的流

感病毒侵入途径（呼吸道和消化道）中流感病毒受体

的类型和分布，并与检测的对禽流感病毒易感的鸡为

对照动物中的流感病毒受体类型和分布进行了对比分

析。【拟解决的关键问题】确定使用特异性结合唾液

酸受体的地高辛标记外源性凝集素进行免疫组化染色

的方法检测动物体内流感病毒受体的类型的准确性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  动物组织  8周龄SPF鸡和鸽及成年虎的10%
福尔马林固定组织由北京农林科学院畜牧所动物疫病

实验室提供。分别取上述动物的喉头、气管、肺脏、

直肠作为检测组织。 
1.1.2  试剂  地高辛聚糖鉴别诊断试剂盒 （Roche 
Applied Science）；通用碱性磷酸酶（AP）酶联检测

封闭溶液（GMS12107，Genmed）；TBS （tris buffered 
saline）缓冲液 pH 7.5。 
1.2  方法 

1.2.1  组织取材  分别取 8 周龄鸽和 SPF 鸡的喉头、

气管上段（距喉头 3～5 个气管环）、气管中段（距喉

头 20 个气管环）、气管下段（支气管上方 3～5 个气

管环）、肺脏、直肠。取虎的喉头、气管上段（距喉

头第 3 个气管环）、气管中段（距喉头第 15 个气管环）、

气管下段（支气管上方第 4 个气管环）、肺脏、直肠，

10%中性福尔马林固定 24 h 后进行二次固定，二次固

定 12 h 后脱水、包埋、制备 3 µm 的组织切片。 
1.2.2  免疫组化染色  切片正常脱蜡、入水。切片经

去离子水和 TBS 缓冲液（pH 7.5）冲洗后，滴加适量

的通用 AP 酶联检测封闭溶液作用；经 TBS 缓冲液冲

洗后，滴加工作浓度的阻断剂（blocking reagent）作

用；经 TBS 缓冲液冲洗后，滴加外源凝集素，其中

SAα2,6Gal 染色滴加地高辛标记的黑接榾凝集素

（sambucus nigra agglutinin，SNA），SAα2,3Gal 染色

滴加地高辛标记的山槐黄柏苷凝集素（maackia 
amurensis agglutinin，MAA），阴性对照滴加 TBS 缓
冲液；TBS 缓冲液冲洗后，加碱性磷酸酶标记的抗地

高辛的二抗（anti-Digoxigenin-AP）溶液；TBS 缓冲液
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冲洗，5-溴 -4-氯 -3-吲哚磷酸 /硝基蓝四氮唑溶液

（NBT/BCIP）染色反应。 
虎组织切片不复染易于观察结果，即 NBT/BCIP

染色反应后直接进行显微镜观察，上皮细胞表面黑色

判为阳性。鸡和鸽的组织切片复染易于观察，

NBT/BCIP 染色反应后苏木素复染，梯度酒精脱水，

二甲苯透明，加拿大树胶封片。显微镜下观察，上皮

细胞表面为深蓝黑色判为阳性。 

2  结果与分析 

MAA 和 SNA 两种凝集素使得唾液酸化的 N-和/
或 O-连接的碳水化合物侧链上的唾液酸-半乳糖连接

键的类型能被辨别。在本次研究中，笔者使用这两种

凝集素来检测鸡的呼吸道和消化道（直肠）的上皮细

胞上的 SA-Gal 连接键的类型（表）。 
2.1  SPF 鸡上皮细胞表面唾液酸受体类型（SAα2, 

6Gal 与 SAα2, 3Gal）的检测 

如图 1 中所示，8 周龄 SPF 鸡的喉头、气管上段、

气管中段和气管下段与 DIG-MAA 反应后，裸露的上

皮细胞膜染色为近乎黑色的深蓝黑色，属于强阳性反

应；在与 DIG-SNA 反应后喉头上皮细胞染色为断断

续续的蓝黑色，与阴性对照比较后，这些组织与

DIG-SNA 反应也为阳性。鸡肺脏的初级支气管的上皮

细胞与 DIG-MAA 有反应染成深蓝黑色，与 DIG-SNA
反应染色为蓝黑色，两种反应均为阳性；而鸡肺房上

皮细胞只与 DIG- MAA 反应为阳性。鸡的直肠黏膜上

皮细胞对 DIG-SNA 和 DIG-MAA 两种反应均为阴性。

因此 8 周龄 SPF 鸡的喉头、气管上段、气管中段、气

管下段和肺脏初级支气管的黏膜上皮细胞表面具有大

量的 SAα2,3Gal，同时也有少量的 SAα2,6Gal；肺房的

上皮细胞只表达 SAα2,3Gal；直肠黏膜上皮细胞

SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 都没有表达。 
2.2  鸽上皮细胞表面唾液酸受体类型（SAα2, 6Gal

与 SAα2, 3Gal）的检测 

8 周龄鸽的喉头、气管上段、气管中段和气管下

段只和 DIG-SNA 有阳性反应，裸露的上皮细胞膜被

染成深蓝黑色；而与 DIG-MAA 反应后染色，4 种组

织的黏膜上皮细胞表面为较透明的淡蓝色，与阴性对

照一致，结果为阴性。鸽肺脏初级支气管的上皮细胞

只和 DIG-SNA 有反应，染成深蓝黑色；而三级支气

管和肺房上皮细胞两种反应均为阴性。鸽的直肠黏膜

上皮细胞表面在与 DIG-MAA 反应后染成深蓝黑色的

阳性，而与 DIG-SNA 反应染色为阴性（图 2）。因此

8 周龄鸽的喉头、气管上段、气管中段、气管下段和

肺脏初级支气管的黏膜层上皮细胞表面只有

SAα2,6Gal，而没有 SAα2,3Gal；而三级支气管和肺房

上皮细胞表面 SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 都没有；鸽直

肠黏膜上皮细胞表面只有 SAα2,3Gal。 
2.3  虎的上皮细胞表面唾液酸受体类型（SAα2,6Gal

与 SAα2,3 Gal）的检测 
虎的喉头、气管上段、气管中段、气管下段和肺

内支气管黏膜上皮细胞与 DIG-SNA 反应后染成黑色，

为强阳性；这些组织与 DIG-MAA 反应后染色也是黑

色，为强阳性。肺泡壁的上皮细胞与 DIG-SNA 反应

为黑色，为阳性；与 DIG-MAA 反应后染色也是黑色，

为阳性。虎的直肠黏膜的上皮组织与 DIG-SNA 和

DIG-MAA 反应均为阳性，上皮细胞表面都染成黑色。

因此，虎的喉头、气管上段、气管中段、气管下段、

肺内支气管、肺泡和直肠的上皮细胞表面都有大量的

SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal（图 3）。

 
表  鸡、鸽和虎的呼吸道及消化道（直肠）黏膜上皮细胞表面唾液酸受体类型及分布 

Table  The type and distribution of sialic acid receptor on chicken, pigeon and tiger respiratory tract and intestine (colon) epithelium 
cells 

流感病毒受体 
Influenza virus receptor 

喉头 
Larynx 

气管上段 
Upper trachea 

气管中段 
Middle trachea 

气管下段 
Lower trachea 

肺支气管 
Bronchus 

肺房/泡 
Alveolus 

直肠 
Colon 

α2,6 + + + + + - - 鸡 Chicken 

α2,3 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

α2,6 ++ ++ ++ ++ ++ - - 鸽 Pigeon 

α2,3 - - - - - - + 

α2,6 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 虎 Tiger 

α2,3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

表中“α2,6”代表 SAα2,6Gal，“α2,3”代表 SAα2,3Gal；“++”代表强阳性；“+”表示阳性稍弱；“-”表示阴性 

In the table, α2,6= SAα2,6Gal; α2,3=SAα2,3Gal; ++ = powerful positive；+ = weaker positive；- = negative 
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A：鸡喉头；B：鸡气管上段；C：鸡肺内支气管；D：鸡肺房；E：鸡直肠。特异性识别 SAα2,6Gal 的 DIG-SNA 与鸡喉头、气管上段和肺内支气管

结合阳性，特异性识别 SAα2,3Gal 的 DIG-MAA 与鸡喉头、气管上段、肺内支气管和肺房反应阳性（400×） 
A: Chicken larynx; B: Chicken upper trachea; C: Chicken bronchus; D: Chicken pulmonary alveoli; E: Chicken colon. DIG-labeled SNA specific for 
SAα2,6Gal bound to the chicken larynx, upper trachea and bronchus. DIG-labeled MAA specific for SAα2,3Gal bound to the chicken larynx, upper trachea, 
bronchus and pulmonary alveoli. The images were observed under a microscope (400×) 

 

图 1  凝集素染色检测鸡呼吸道及消化道上皮细胞表面 SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 受体类型 

Fig. 1  Existence of both SAα2, 6Gal and SAα2, 3Gal linkages on chicken respiratory tract and intestine epithelium cells was 

detected by lectin staining 

 

3  讨论 

A 型流感病毒在它们识别宿主细胞膜表面糖蛋白

和糖脂中SAα2,6Gal和SAα2,3Gal的能力上是不同的，

人流感病毒结合 SAα2,6Gal，马流感病毒和禽流感病

毒显著的结合 SAα2,3Gal[10,20]，猪流感病毒结合

SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal，更倾向结合 SAα2,6Gal[21]。

因此，不同动物的细胞表面唾液酸-半乳糖连接键的不
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A：鸽喉头；B：鸽气管上段；C：鸽肺内支气管；D：鸽肺房；E：鸽直肠。特异性识别 SAα2,6Gal 的 DIG-SNA 与鸽喉头、气管上段及肺内支气管

黏膜的上皮细胞结合阳性，特异性识别 SAα2,3Gal 的 DIG-MAA 与鸽直肠黏膜上皮细胞反应阳性（400×） 
A: Pigeon larynx; B: Pigeon upper trachea; C: Pigeon bronchus; D: Pigeon pulmonary alveoli; E: Pigeon colon. DIG-labeled SNA specific for SAα2,6Gal 
bound to pigeon larynx, upper trachea and bronchus epithelium. DIG-labeled MAA specific for SAα2,3Gal bound to pigeon colon epithelium. The images were 
observed under a microscope (400×) 

 

图 2  凝集素染色检测鸽呼吸道及消化道上皮细胞表面 SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 受体类型 

Fig. 2  Existence of both SAα2, 6Gal and SAα2, 3Gal linkages on pigeon respiratory tract and intestine epithelium cells was 

detected by lectin staining 

 
同，是决定 A 型流感病毒宿主范围的一个重要因素。 

一些研究细胞表面表达唾液酸类型的试验采用细

胞膜组织匀浆抽提唾液酸的方法进行。但是为了了解

流感的发病机制和大流行的出现，能在组织学切片上

原位检测 SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 分布的方法变得尤

为重要。早已经有试验证实 SNA 能够特异性识别

SAa2,6Gal 序列[22]；而 MAA 能够特异性地识别包含

SAα2,3 Gal 末端的低聚糖[23]。因此笔者决定尝试使用
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A：虎喉头；B：虎气管下段；C：虎肺内支气管；D：虎肺泡；E：虎直肠。特异性识别 SAα2,6Gal 的 DIG-SNA 和特异性识别 SAα2,3Gal 的 DIG-MAA
与虎喉头、虎气下、虎肺内支气管、虎肺泡和虎直肠结合均为阳性（400×） 
A: Tiger larynx; B: Tiger lower trachea; C: Tiger bronchus; D: Tiger pulmonary alveoli; E: Tiger colon.Both DIG-labeled SNA lectin specific for SAα2,6Gal 
and DIG-labeled MAA lectin specific for SAα2,3Gal bound to tiger larynx, lower trachea, bronchus, pulmonary alveoli and colon epithelium. The images were 
observed under a microscope (400×) 

 

图 3  凝集素染色检测虎的呼吸道及消化道上皮细胞表面 SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 受体类型 

Fig. 3  Existence of both SAα2, 6Gal and SAα2, 3Gal linkages on tiger respiratory tract and intestine epithelium cells was detected 

by lectin staining 

 
地高辛标记的 SNA 和 MAA 免疫组化染色方法检测

SPF 鸡、鸽和虎的呼吸道和消化道黏膜上皮细胞表面

SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 的分布。 
笔者采用地高辛标记的凝集素检测发现，8 周龄 

SPF 鸡的喉头、气管上段、气管中段、气管下段和肺

脏支气管的黏膜层上皮细胞表面都有大量的

SAα2,3Gal，但也有少量的 SAα2,6Gal；肺房上皮细胞

表面只有一定量的 SAα2,3Gal；直肠黏膜上皮细胞上
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SAα2,6Gal 和 SAα2,3Gal 都没有。鸡呼吸道上皮的检

测结果与 Gambaryan[8]结果一致。Gambaryan 等试验

证实人流感病毒都能结合鸡的上皮细胞。Kim[24]等检

测显示 94.91%的鸡呼吸道上皮细胞 SAα2,3Gal 为阳

性，72.67%的鸡呼吸道上皮细胞检测 SAα2,6Gal 为阳

性，Kim 发现人流感病毒和禽流感病毒均能在鸡肺脏

细胞上复制。鸡的呼吸道上皮细胞表面有禽流感病毒

受体和人流感病毒受体，它既能感染禽流感病毒，又

能感染人流感病毒。因此，鸡在潜在的流感病毒大流

行中可能起中间宿主的作用。 
Perkins 等[15]采用 1997 年香港 HPAI 暴发中分离

到的毒株，通过鼻腔接种鸸鹋、家鹅、SPF 鸡和 4 周

龄的鸽子。结果显示鸽不但不表现临床症状，而且病

理组织学检查、IHC 检查和病毒的分离均为阴性。本

实验室研究通过滴鼻、口服和静脉注射攻毒方法也证

实鸽对亚洲系 H5N1 亚型 HPAI 不易感[14]。本研究发

现 8 周龄鸽的呼吸道黏膜上皮细胞表面只有

SAα2,6Gal ， 但 鸽 直 肠 黏 膜 上 皮 细 胞 只 表 达

SAα2,3Gal。这种结果初步解释了通过滴鼻途径攻毒鸽

对 H5N1 亚型禽流感不易感染的机制。鸽喉头、气管、

肺内支气管、三级支气管和肺房壁上皮细胞表面都不

存在禽流感病毒的受体（SAα2,3Gal），进入鸽呼吸道

内的 H5N1 亚型禽流感病毒粒子的 HA 找不到适合的

结合受体，病毒不能吸附在其呼吸道上皮细胞表面，

也就不能进入细胞而感染细胞，这解释了 H5N1 亚型

禽流感病毒进入鸽体内后，并不能够在鸽体内存活、

复制和增殖、从而不能够导致鸽发病或者死亡的原因。

而对于口服和静脉接种禽流感病毒后鸽的不易感机制

仍需进一步研究。 
2004 年泰国有 2 个动物园中的虎暴发 H5N1 禽流

感，并导致虎死亡。本研究结果显示虎的喉头、气管

上段、气管中段、气管下段、肺内支气管、肺泡和直

肠黏膜的上皮细胞表面都有大量的 SAα2,6Gal 和

SAα2,3Gal。虎的呼吸道和消化道上皮细胞表面具有禽

流感病毒的受体 SAα2,3Gal，这也解释了虎为什么对

H5N1 亚型禽流感病毒易感，并且 H5N1 亚型禽流感

病毒能引起虎的致死性病变的原因。 
H5N1 亚型禽流感病毒可以通过感染禽和易感动

物接触传播或通过气溶胶及与带有病毒的污染物接触

而传播。当病毒粒子进入虎的呼吸道或者携带有病毒

的禽肉经摄食行为进入虎的消化道后，由于虎的呼吸

道黏膜和肠道黏膜的上皮细胞表面表达有大量的禽流

感病毒受体 SAα2,3Gal，因此 H5N1 亚型禽流感病毒

的 HA 能与上皮细胞表面的 SAα2,3Gal 结合，使病毒

附着于细胞表面，随后通过胞饮作用将病毒吞入，完

成病毒感染细胞的第一步；禽流感病毒在细胞内完成

核苷酸的复制、编码蛋白的合成以及病毒的组装。释

放的病毒粒子侵入黏膜下层进入毛细血管,并通过血

液或淋巴液扩散到心、肝、脾、肾和脑等器官与组织，

感染各种细胞并在其中复制。禽流感病毒通过直接在

细胞内复制，导致细胞坏死，心、肝、肺、肾和脑组

织结构改变，破坏免疫系统，导致机体抵抗力降低，

病毒复制导致机体组织变性坏死，使得动物自体中毒。

因此 H5N1 亚型禽流感病毒感染虎后能引起患病虎的

心、肺、肝、肾和脑功能不全，从而出现发烧、精神

沉郁、采食量下降、呼吸困难和昏迷等临床症状，并

最终导致其死亡。 

4  结论 

在鸡、鸽、虎的呼吸道和消化道黏膜上皮细胞表

面成功检测出流感病毒的受体类型。初步阐明鸡和虎

对禽流感病毒易感，而鸽对禽流感病毒不易感的可能

原因。 
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