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摘 要

猪流感病毒（SIV）为正黏病毒科的 A型流感病毒属成员，能够引起猪的急性、热性呼吸道

疾病，传染性强。猪流感病毒虽然致死率低，但在流感病毒的遗传进化和生态分布中占据着重要

地位。一方面，猪作为人流感病毒和禽流感病毒的共同易感宿主，不同来源的流感病毒可以在猪

体内发生重排；另一方面，猪流感病毒还可以与人或禽细胞的表面受体结合，造成对人或禽的感

染，在流感病毒的适应性进化中起着重要作用。因此，研制疫苗对猪流感进行防控不仅是养殖业

的需要，还有着深远的公共卫生学意义。

本实验室于 2013～2018 年在中国地区猪群中分离到 9 株 H3N2 猪流感病毒，对其表面基因

进行遗传演化分析发现，9株分离病毒 HA、NA之间的同源性较高，在进化关系上均属于近代人

源谱系猪流感病毒。对 9株病毒进行抗原性差异分析，所有病毒都可以发生交叉 HI反应，但不

同 H3亚型病毒之间的抗原性具有一定的差异，其中 A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)具有较为

广谱的抗原性。

根 据 遗 传 进 化 分 析 和 抗 原 性 分 析 结 果 ， 本 研 究 采 用 反 向 遗 传 技 术 ， 选 取

A/swine/Guangxi/1659/2017（H3N2）的表面基因作为 H3N2亚型猪流感疫苗株表面基因的供体，

以 PR8 病毒的内部基因为骨架，成功拯救出 H3亚型重组流感病毒 GX1659/PR8。对 GX1659/PR8

的表面基因测序，结果显示其基因序列和亲本病毒GX1659完全一致。用 100 EID50剂量的GX1659

和 GX1659/PR8感染鸡胚，在不同时间测定鸡胚尿囊液的血凝效价和 EID50，并绘制其生长曲线。

结果显示，GX1659和 GX1659/PR8 分别在接种后 60 h和 48 h 血凝效价达到峰值，GX1659/PR8

效价滴度明显高于亲本病毒 GX1659。可见与亲本病毒相比，重组病毒 GX1659/PR8 在鸡胚上的

复制能力有较大的提升。

基于 GX1659/PR8毒株的以上特性，本研究进一步将 GX1659/PR8 作为种子毒株制备灭活疫

苗，在小鼠和猪上评价其免疫原性和保护效力。结果显示，GX1659/PR8疫苗株能诱导小鼠和猪

体内产生针对同源病毒的高滴度的 HI抗体、NT抗体以及特异性 IgG 抗体。对小鼠二免后攻毒，

通过鸡胚滴定法滴定小鼠脏器中病毒含量，结果表明该疫苗能显著的抑制同源病毒在动物机体内

的复制；但是对于异源病毒，疫苗的保护效果并不理想，不能很好的抵御异源病毒的感染。本研

究还进行了猪的主动免疫及免疫持续期实验，血凝抑制结果显示，该疫苗能对猪提供大于 180天

的持久保护。

关键词：猪流感病毒，H3N2亚型，生物学特性，反向遗传技术，灭活疫苗
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Abstract

Swine influenza virus (SIV) is a member of type A influenza virus of

Orthomyxoviridae, which can cause acute, febrile and highly transmitted respiratory

diseases in pigs. Although the mortality rate of swine influenza virus is lower, it plays an

important role in the genetic evolution and ecological distribution of influenza virus. On the

one hand, pigs, act as the common susceptible host of human influenza virus and avian

influenza virus, so that different sources of influenza viruses have rearranged in pigs;on the

other hand, swine influenza viruses can also bind to the surface receptors of human or

poultry cells, causing infection to humans or birds, which plays an important role in the

adaptive evolution of influenza viruses. Therefore, the development of a vaccine to control

swine influenza is not only the need of the breeding industry, but also has far-reaching

public health significance.

Nine H3N2 subtype SIVs were isolated from asymptomatic pigs in China from 2013 to

2018. Based on the genetic evolution analysis of their surface genes, it was found that the

HA and NA of the 9 viruses had high homology, and they all belonged to recent human

lineage swine influenza virus. The antigenicity difference analysis of 9 viruses showed that

all viruses could cross-react, but there were some differences in antigenicity among

different H3 subtypes of viruses, among which A/swine/Guangxi/1659/2017 (H3N2) had

broad-spectrum antigenicity.

According to the results of genetic evolution analysis and antigenicity analysis, using

reverse genetic technique, the surface gene of A/swine/Guangxi/1659/2017 (H3N2) was

selected as the donor of the surface gene of H3N2 subtype swine influenza vaccine strain,

and the internal gene of PR8 virus was used as the skeleton to successfully rescue the H3

subtype recombinant influenza virus GX1659/PR8. The surface gene of GX1659/PR8 was

sequenced, and the results showed that its gene sequence was identical to that of its donor

strain GX1659. Chicken embryos were infected with 100EID50 dose of GX1659 and

GX1659/PR8. The hemagglutination titer of chicken embryo allantoic fluid was determined

at different times and the growth curve was drawn by EID50. The results showed that the

hemagglutination titer of GX1659 and GX1659/PR8 reached the peak at 60 h and 48 h after

inoculation, respectively, and the titer of GX1659/PR8 was significantly higher than that of

the donor strain GX1659. Compared with GX1659, the replication ability of recombinant

virus GX1659/PR8 in chicken embryos has been greatly improved.

Considering the superiority of the reassortant virus GX1659/PR8, this study further

used GX1659/PR8 as a candidate strain to prepare inactivated vaccine and evaluate its

immunogenicity and protective efficacy in mice and pigs. The results showed that

GX1659/PR8 vaccine strain could induce animals to produce high titers of HI antibody, NT
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antibody and specific IgG antibody. After the mice were immunized, the virus content in the

organs of mice was titrated by chicken embryo titration. The results showed that the vaccine

could significantly inhibit the replication of homologous viruses in animals. The vaccine

could not provide adequate protection when challenged with the obviously different

antigenicity strain isolated in earlier years. In this study, active immunity and duration of

immunity of pigs were also carried out. The results of hemagglutination inhibition showed

that the vaccine could provide lasting protection for pigs for more than 180 days.

Keywords: Swine influenza virus, H3N2 subtype, Biological characteristics, Reverse genetic

technology, Inactivated vaccine
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主要符号对照表

英文缩写 英文全称 中文名称

cDNA Complementary DNA 互补 DNA

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸

EID50 50% egg infective dose 鸡胚半数感染量

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 酶联免疫吸附测定

HA Hemagglutinin 血凝素

HI Hemagglutinin inhibition 血凝抑制

IFA Immunofluorescence assay 免疫荧光技术

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G

IM Intramuscular injection 肌肉注射

M Matrix protein 基质蛋白

MDCK Madin-Darby canine kidney 犬肾细胞系

NA Neuraminidase 神经氨酸酶

NP Nucleoprotein 核蛋白

NS Nonstructural protein 非结构蛋白

NT Neutralization 中和

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液

PA Polymerase acid protein 酸性聚合酶蛋白

PB1 Polymerase basic protein 1 碱性聚合酶蛋白 1

PB2 Polymerase basic protein 2 碱性聚合酶蛋白 2

PCR Polymerse chain reaction 聚合酶链式反应

RNA Ribonucleicacid 核糖核酸

RNP Ribonucleoprotein 核糖核蛋白体

SI Swine influenza 猪流感

SIV Swine influenza virus 猪流感病毒

SPF Specified-pathogens free 无特定病原体的
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第一章 绪论

1.1 猪流感病毒概述

猪流感病毒（swine influenza virus, SIV）属于正黏病毒科 A型流感病毒属，是能够引起猪的

急性、热性、高度接触性传染病的一种重要的呼吸道病原，在全球范围内广泛流行，对人类的健

康与社会的发展造成了巨大的危害。流感病毒根据病毒表面的血凝素（HA）和神经氨酸酶（NA）

分为不同的亚型，迄今已发现 18种 HA、11种 NA。我国持续从猪中分离到的流感病毒亚型包括

H1N1、H3N2以及 H1N2。

猪流感病毒（SIV）是由 8个大小不等的独立基因片段组成的单股负链 RNA病毒，整个基因

组约 13.6 kb。在电镜下，病毒粒子中等大小，直径约 80～120 nm，典型的 SIV正常呈球型，但

病毒初代分离时常呈丝状。病毒粒子的结构自外向内包括囊膜、基质蛋白和核心三个部分。病毒

囊膜表面有 3种不同类型的纤突，血凝素 HA、神经氨酸酶 NA、以及少量的M2蛋白。囊膜的内

侧、核衣壳的外侧，是基质蛋白M1，维持着病毒的形态和结构。NP是组成病毒核衣壳的主要蛋

白成分，仅次于M1。基因组中 8个不同的基因片段都由囊膜下的核衣壳蛋白 NP包裹，与聚合

酶复合体（PB1、PB2、PA）相结合，构成各种不同的核糖核蛋白复合体 RNP，以螺旋状的结构

存在于成熟病毒粒子的内部(LEAHY et al., 2001; PRITLOVE et al., 1999)（图 1-1）。

图 1-1 A型流感病毒结构

Fig. 1-1 Structure of influenza A virus particle

(PLESCHKA, 2013)

众所周知，虽然水禽是其他物种所有流感病毒的源头，但猪及猪流感在流感病毒的进化中占

据着重要的地位。通常情况下，人流感病毒不能感染禽类、禽流感病毒一般也不能传播给人，但

猪的种间屏障相对较低，具备同时被禽流感病毒和人流感病毒感染的能力，可以通过与人或禽类

的密切接触参与跨物种传播。不同宿主来源的流感病毒可能同时感染猪，并在猪体内不断发生基

因重排，新形成的病毒随着时间的推移可能在猪群中形成稳定的谱系。因此猪又被称为人、禽、
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猪流感病毒的“混合器”，在流感病毒的遗传进化中起着重要作用。

1.2 H3N2亚型猪流感的流行病学

猪流感于 1918年在美国、匈牙利和中国首次发现，并于 1930年被分离和鉴定出来。它与人

类流感大流行不谋而合，在世界范围内造成至少 2000 万人死亡(BROWN, 2000)。猪最初感染的

H3N2亚型病毒是人源 H3N2亚型流感病毒，在香港大流行后不久，1970年首次从猪中分离(ZHU

et al., 2013)。此后人类 A型 H3N2流感病毒频繁的感染猪并时常在猪群中引发流行病，1968年和

1975年在香港、1975年在捷克斯洛伐克、20世纪 80年代在意大利、法国等欧洲多个国家、1998

年在美国都有这一亚型病毒的爆发和流行(DE JONG et al., 2007)。

1970年，第一个完全来自人源的 H3N2病毒（Hong Kong/68-like）从台湾猪群中被分离出来

后，亚洲国家的猪群中就一直持续地分离或检测出人源 H3N2亚型猪流感病毒及其抗体。并且在

接下来的几年，以 Hong Kong/68-like 为代表的最早期人源谱系 SIV和以 Victoria/75-like 为代表的

早期人源谱系 SIV在中国猪群中被陆续分离。

病毒分离、血清学证据和序列分析表明，自 20世纪 70年代初，这种人源 H3N2亚型猪流感

病毒在欧洲猪群中定居后就一直保持着低水平的传播(AYMARD et al., 1985; CASTRUCCI et al.,

1993; TUMOVA et al., 1980)。意大利开展的一项研究表明，1977至 1983年间分离的早期 H3N2 亚

型 SIV的所有 8个 RNA片段都与人流感病毒相似，之后病毒与欧洲猪群的类禽 H1N1 亚型 SIV

发生重组，获得了编码内部的 6个片段(CASTRUCCI et al., 1993)。该基因重配型 H3N2 SIV于 1984

年前后出现，并在欧洲猪群中建立了长期稳定的谱系。在血凝抑制试验（HI）中，这些流行病毒

在长达 10 年的时间中保持了与 A/Port Chalmers/1/73 的相似的血清学抗原关系。然而在 20 世纪

90年代初，荷兰和比利时流行的大部分 H3N2亚型 SIV发生了抗原漂移，与之前流行毒株的抗血

清在血凝抑制实验中不能产生交叉反应(DE JONG et al., 1999)。这种 H3N2 二重配病毒一直在欧

洲国家流行，并于 20世纪 90年代被引入亚洲国家(GREGORY et al., 2001)。

与此同时，与欧洲这种明显高水平的 H3N2感染率相比， H3N2亚型 SIV在北美猪群中发病

率很低，这表明该病毒不是源自美国的猪群，而是通过受感染的人传入猪群而发生的(BROWN,

2000)。事实上，直到 20世纪 90年代末，经典的 H1N1谱系猪流感病毒一直是美国猪群中长期唯

一流行的 A 型流感病毒。1998 年美国不同地域的养猪场爆发了猪流感，并分离出了多株 H3N2

亚型流感病毒。引起猪群发病的病毒除少数为人流感病毒和猪流感病毒的二重排重组病毒，其余

均为含有人源流感病毒（HA、NA、PB1）、猪源流感病毒（M、NS、NP）和禽流感病毒（PA、

PB2）基因片段的重组病毒，我们称其为北美三重配 H3N2猪流感病毒。有血清学研究显示，在

1989年至 1997年之间，猪 H3N2 血清阳性率从 1.1％增加到 8.0％，表明这些病毒在第一次被发

现之前就已经在美国猪群中开始传播(WEBBY et al., 2000)。根据其 HA基因序列分析，最初的北

美三重排 H3N2猪流感病毒与 1995年代流行的人类流感病毒关系密切(ZHOU et al., 1999)。Weddy

等认为其中一种可能性是人类 H3N2流感病毒在 1995 年左右传入猪群，并获得了猪和禽类谱系

流感病毒的基因片段。之后这种病毒以极低的水平在猪群中传播，直到 1998年，这种病毒通过

突变更好地适应猪并开始在北美的猪群中迅速传播(WEBBY et al., 2000)。虽然在这些病毒中仅观

察到了一定程度的抗原漂移，但通过不断传播的人类 H3N2亚型流感病毒的持续重组，基因和抗
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原多样性已经被放大(DUCATEZ et al., 2008)。这些三重组合的 H3N2病毒与经典的 H1N1病毒在

猪体内共同传播，并通过重新组合交换基因组片段，产生北美三重配 H1N2病毒(KARASIN et al.,

2002)。

Gramer等对从美国和加拿大的猪群中分离到的北美三重配H3N2猪流感病毒的HA基因序列

分析，发现其HA基因是从不同年份的季节性人流感病毒中引入的，并可以被分为不同的类群（Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ簇），其中Ⅰ簇与 1995年人类流感病毒关系密切，例如 A/Swine/Texas/4199-2/98；Ⅱ簇与

人流感病毒 A/Sydney/97密切相关，例如 A/Swine/Colorado/23619/99；Ⅲ簇与 A/Wuhan/95-like H

3N2最为相似，例如 A/Swine/Oklahoma/18089/99和 A/Swine/Illinois/21587/99(GRAMER et al., 2

007)。2005年，Ⅲ簇在北美进一步分化为Ⅳ簇(OLSEN et al., 2006)，后者不断与 2009年的大流

行的猪源重组 H1N1流感（2009/H1N1）发生重组(KITIKOON et al., 2013)。

H3N2 SIV除了在猪群中的持续传播以及向猪中传入新的人类 H3N2病毒之外，H3N2 SIV 还

有从猪传播回人类的持续风险。例如 2011年，北美三重配的 H3N2 病毒Ⅳ簇中的一个特定基因

型获得了 2009/H1N1的内部基因M，形成了新的 H3N2变异株（H3N2v）。该病毒于 2010年在

美国猪中首次发现，2011年 7 月首次在人群中检测到，在 2011年 8 月～2012年 11月期间共报

告 320例(KITIKOON et al., 2013)。2016年还出现了一种新的重组 H3N2v病毒，HA基因与 2010～

2011年人类季节性流感病毒密切相关，其余基因群与 2011～2012年主要 H3N2v病毒相关。这一

重组 H3N2v病毒在 2016年 7月至 8月期间造成 16人感染(SUN et al., 2018)。迄今为止，在美国

的猪群中，已鉴定出至少 10 种具有 2009/H1N1 基因的新重配 H3N2 流感病毒基因型(MA et al.,

2015)，这说明猪体内基因多样的 H3N2病毒还在不断进化和流行，并对公共卫生安全形成新的威

胁。

1.3 猪流感的诊断

1.3.1 病毒的分离与繁殖

流感病毒的分离是一种可用于抗原鉴定、致病机理研究和疫苗生产等各个方面并获得感染性

病毒的过程。鸡胚接种传统上被认为是流感病毒分离和繁殖的“金标准”方法(YEOLEKAR et al.,

2012)。但是鸡胚接种也具有一定的局限性，首先有证据表明，在鸡胚中培养的 A型和 B型流感

病毒可能导致血凝素(HA)分子发生抗原性和结构变化的可能(KATZ et al., 1987; ROBERTSON et

al., 1985; SCHILD et al., 1983)；其次，并不是所有的流感病毒株都能在鸡胚中轻易地分离出来；

此外，持续供应足够数量的高质量鸡蛋也是需要解决的问题。

为了从临床标本中分离流感病毒并用于病毒增殖，人们进行了许多尝试，以寻找合适的原代

细胞和传代细胞。犬肾(MDCK)细胞便是分离、增殖 SIV的常用细胞之一，在鸡胚中无法成功分

离病毒时，细胞中接种病毒是另一种可行的方法(ZHANG et al., 2020)。

1.3.2 血清学诊断

1.3.2.1 血凝试验（Hemagglutination Assay，HA）和血凝抑制试验（Hemagglutination Inhibition，
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HI）

猪流感病毒表面的血凝素蛋白能凝集多种动物红细胞的现象称为血凝，利用血凝现象而进行

的试验叫做血凝试验。血凝试验是一种经典的诊断试验，用于筛选细胞培养液或从鸡胚中收集的

尿囊液，检测分离病毒的血凝效价，但它不是一个良好的鉴定方法，因为其他类型的某些病毒和

部分细菌也具有血凝特性。HA阳性标本必须通过血凝抑制或抗原免疫分析等其他试验确认才能

确定类型(KILLIAN, 2014)。

在 20世纪 40年代初，流感的血凝抑制试验被McClelland和 Hare 首次报道，这是一种定量

检测流感病毒抗体的方法(SPACKMAN et al., 2020)。从那时起，HI试验就慢慢成为检测流感的可

靠的方法之一，并已应用于多种动物和人类流感病毒的鉴定之中。红细胞凝集是病毒表面存在

HA蛋白时发生的一种自然反应，HA可以被流感抗体特异性地抑制，而这种抗体可以在 HI试验

中测定。在诊断方面，HI试验已用于确定抗体的亚型特异性，并鉴定在临床标本中发现的流感病

毒亚型。HI试验的优点是检测成本相对比较低，且相对快速，2小时左右即可得到结果。该法可

用于检测抗体或病毒，可检测多种样品，包括血清、尿囊液，以及细胞培养上清等。但 HI法也

有一些缺点，该试验仅适用于对已知抗原亚型的判断，在使用已知 HA亚型的抗血清对新的 HA

亚型流感的诊断和监测样本进行测试时可能会产生假阴性结果。

1.3.2.2 酶联免疫吸附试验（Enzyme-linked immunosorbent assay， ELISA）

酶联免疫吸附试验在 1971年最先由 Engvall E和 Perlmann P建立，这是一种基于酶标记抗体

的技术，能够检测和定量固定在固体表面的蛋白质(ENGVALL et al., 1971)。它既能用于检测抗原，

也能用于检测抗体，是目前应用最广的抗原抗体检测技术之一，特别适合大批量样品的检测。当

下的 ELISA包括间接、夹心、竞争、捕获和阻断等 ELISA形式。

酶联免疫吸附试验（ELISA）可用于检测猪血清中 A型流感病毒特异性抗体的存在。目前商

品化的 ELISA检测试剂盒包括针对 H1N1和 H3N2亚型 SIV的单独 ELISA检测，以及检测 A型

流感病毒抗体的酶联免疫吸附试验。此外，还有一种 ELISA 检测方法，可以检测针对流感病毒

NS1蛋白的抗体，这种蛋白不存在于灭活疫苗的完整病毒粒子中，只在受感染的细胞中产生。因

此，自然感染的猪体内会产生针对 NS1的抗体，在接种灭活疫苗的猪中不产生这一类抗体，利用

这一原理，可以区分猪的抗体是否是由于病毒感染产生的(JANKE, 2014)。

1.3.2.3 中和试验(Neutralization test，NT）

中和试验可用于测定猪血清中病毒特异性中和抗体，灵敏度高、特异性强，也是病毒鉴定中

的经典方法。倍比稀释的血清和已知含量的病毒预先孵育，然后加入 MDCK 细胞以确定中和细

胞病毒感染和产生细胞病变的血清的最高稀释度。血清样本中的中和抗体如果能够阻断细胞培养

的病毒感染，那么病毒不能使细胞产生病变。然而，如果不存在抗体，病毒的复制就不会被阻断，

并可以让接种的细胞产生病变。本试验既可以用来判定病毒的毒价或抗体的效价，也可以根据抗

体的测定结果来鉴别病毒的亚型。但是试验结果需要长达 48小时才能获得，而且可能需要实验
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室提供一些额外的设备或用品，增加了检测的技术难度，中和试验重复测试时，结果可能会发生

变化。此外，抗原性不同的流感病毒之间可变的血清学交叉反应要求事先了解猪群中存在的特定

毒株或抗原变体，以选择适当的测试抗原，这限制了其主要应用于研究实验室而几乎不用于临床

(GAUGER et al., 2020)。此外，NT试验并不能区分受评估动物的自然感染情况和疫苗接种情况，

亦不能区分适当年龄的动物是否有母源抗体存在。

1.3.2.4 神经氨酸酶抑制试验（Neuramidinase inhibition assay，NI）

神经氨酸酶抑制（NI）测定法是鉴定流感病毒中神经氨酸酶（NA）糖蛋白亚型或针对流感

病毒的抗体的 NA亚型特异性的实验室方法，对于流感病毒的鉴定和分类也很重要，是一种实用

且快速的病毒分类方法(PEDERSEN, 2014)。二十世纪 80年代初，Van Deuson R A等创立了微量

NI法，该微 NI检测是对世界卫生组织推荐的 NI检测的改进，它减少了所需试剂的数量，并允

许同时对许多分离株进行抗原分类(VAN DEUSEN et al., 1983)。微量 NI法被WHO推荐用于 NA

亚型的分类。

1.3.2.5免疫荧光技术（Immunofluorescence assay，IFA）

抗体在被荧光素标记后能够和相应的抗原形成免疫复合物，通过荧光显微镜，可以观察到细

胞内病毒抗原及其存在位置，从而对病毒抗原进行判定。与采用各种显微镜技术的免疫组织化学

相比，IFA具有出色的灵敏度和信号放大能力，且可以使用各种样本条件，既可以在培养的细胞

或细胞悬浮液上进行，也可以在组织样品或整个生物体中的特定目标上进行。免疫荧光法有两种

方法可用，包括直接法和间接法，具体取决于实验范围或使用的特定抗体。

在直接方法中，荧光团标记直接与目标表位反应的一抗偶联，耗费时间较短，比较方便，且

由于荧光团已经与一抗结合，因此在直接方法中将物种的交叉反应性降至最低。间接方法则涉及

两步孵育过程：首先，一抗结合到目标表位；然后荧光团标记的二抗识别并结合一抗。使用不同

的偶联二抗的可能性赋予了间接荧光技术更大的灵活性。此外，由于二抗会与一抗结合，产生放

大的信号，因此它的灵敏度更高(IM et al., 2019)。

1.3.3 分子生物学诊断技术

1.3.3.1 聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR ）

聚合酶链反应（PCR）于 1985年首次被 Saiki建立(SAIKI et al., 1985)，已被用于克隆 DNA，

测序和分析基因等，通过其独特的方式识别并诊断人们的传染性和遗传性疾病。RT-PCR的发展

使得从 RNA产生互补 DNA（cDNA）成为可能(DETMER et al., 2013)。1992年，实时 PCR技术

的创新也使得 PCR技术更加强大(HIGUCHI et al., 1992)。在 21世纪初，Spackman等就已经开发

了包括 SIV在内的A型流感病毒的几种实时 PCR检测方法(SPACKMAN et al., 2002; SPACKMAN

et al., 2008)。虽然病毒分离仍然是流感病毒的金标准检测，但 RT-PCR是一种准确、快速、敏感
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的技术，可以在短时间内对大量样本进行筛查。RT-PCR的主要缺点是它只检测病毒 RNA，而不

能确定病毒是否具有感染性，而且易受污染影响，导致出现假阳性结果。PCR技术目前主要被常

规用于诊断，因为可以有效地处理大量样本，而且该方法受样本质量的影响最小，无论是在单独

的检测中，还是在多重 PCR 中，通常保守核蛋白或基质蛋白的基因都会被检测出来，作为筛选

试验，然后进行 HA和 NA亚型的分析(JANKE, 2014)。

1.3.3.2 实时荧光定量 PCR技术

荧光定量 PCR技术是一种实时检测核酸扩增的技术，它在 PCR反应体系中加入荧光基团，

通过荧光信号的变化实现对 PCR 过程进行实时检测，以此实现对初始模板的鉴定及定量分析。

首先在 PCR反应液中加入各种类型的荧光标记物，然后在 PCR扩增过程中，荧光信号随着 PCR

产物的增多而增强，每个 PCR循环后，定量 PCR仪器都会通过光学系统记录荧光信号的增加，

最后软件计算出数据，用于结果分析。

荧光定量 PCR包括有两种方法：TaqMan探针法和染料法。探针法的探针由 5′端荧光报告

基团、与靶基因特异性结合的引物序列、3′端淬灭基团组成。完整的探针中荧光报告基团被淬

灭基团压制，检测不到荧光，而随着 PCR的进行，探针被水解，报告基团和淬灭基团分离，荧

光信号就会增强。染料法则是使用一种荧光 DNA结合染料，可与双链 DNA的小沟结合，与 DNA

结合的染料被激发可产生较未结合染料更强的荧光信号。相比探针法而言，染料法有其局限性，

它是非特异性的结合任何双链，产生的是非特异性的信号，所以结果不如探针法精确。

近年来，Henritzi D，Hoffmann B等开发了一种新的四重实时荧光定量 PCR方案，可同时筛

查 A、B、C和 D型流感病毒(HENRITZI et al., 2019)。总而言之，荧光定量技术也是一种快速、

准确的诊断方法，适合对于大量样品的检测。

1.4 猪流感疫苗的研究进展

1.4.1 全病毒灭活疫苗

目前灭活疫苗是世界各国防控 SI的首选方法，通过在鸡胚中接种疫苗种子毒株而生产的灭

活疫苗，由于相对较低的生产成本和较高的安全性而在全球各地广泛使用。通常，将来自无特定

病原体（SPF）的鸡胚用于疫苗病毒的繁殖，再将尿囊液中的培养衍生病毒粒子经过化学灭活，

然后辅以佐剂配制成油乳剂疫苗，与人类使用的疫苗配方相比，避免了富集免疫优势包膜糖蛋白

血凝素(HA)和神经氨酸酶(NA)的复杂而昂贵的纯化步骤(BRUSCHKE et al., 2009)。

全病毒灭活流感疫苗最常见的接种途径是肌肉注射（Intramuscular injection，IM）。IM疫苗

可在血清和肺中诱导高水平的特异性 IgG 抗体，但该抗体对不同亚型的其他病毒株缺乏交叉保护

作用。因此，灭活全病毒 SIV疫苗能完全保护猪免受同源 SIV攻击，但它们只能部分保护猪免受

异源攻击(VINCENT et al., 2010a; VINCENT et al., 2010b)。Bikour 等用 H3N2 亚型 SIV 灭活疫苗

免疫仔猪，间隔 2周后加强免疫 1次，并在二免后用 105TCID50的 H3N2亚型 SIV 对猪进行气管

内攻毒，结果表明疫苗诱导产生了高效价的针对 H3N2 SIV 的 HI抗体，完全抑制了病毒在体内
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的复制和所有临床症状，并减少了肺部病变，且没有引起任何继发作用(BIKOUR et al., 1996)。

Vincent A L等比较了病毒 A/SW/Oedenrode/96(H3N2)和灭活疫苗 A/Port Chalmers/1/73(H3N2)（抗

原性不同于 A/SW/Oedenrode/96(H3N2)）分别免疫猪后，用病毒 A/SW/Oedenrode/96(H3N2)对猪

进行攻击产生的免疫应答，结果表明，灭活疫苗免疫猪血清 HI抗体效价、病毒中和抗体效价和

NP特异性 IgG抗体效价与自然免疫猪相近或高于自然免疫猪。然而，与自然免疫的猪相比，接

种疫苗的猪的鼻腔 IgA 滴度和细胞介导的免疫反应都较低。而 A/Port Chalmers/1/73 衍生疫苗对

A/SW/Oedenrode/96 攻击的保护效果不佳，表明灭活疫苗对异源毒株攻击的交叉保护作用有限

(HEINEN et al., 2001)。

在欧洲开展的一项研究中，Kristien Van Reeth 等发现给猪接种灭活疫苗诱导免疫，在猪 HI

抗体滴度达到足够高时，能够对异源病毒的攻击具有部分或全部的保护作用(VAN REETH et al.,

2001)。然而，Vincent等的研究发现，灭活的 H1N1亚型 SIV 疫苗不但不能预防异源 H1N2感染

猪，而且还增强了猪的肺炎严重程度，该结果表明，疫苗株与流行株的不匹配甚至可能加剧疾病

的严重程度(VINCENT et al., 2008)。因此，疫苗株与攻毒株的 HA抗原匹配是灭活疫苗提供保护

的关键。所以灭活的商品化疫苗通常是二价或三价苗，含有几种流行毒株，以增加与感染病毒匹

配的可能性。例如，Flusure XP(Pfizer，Inc.，New York，NY USA)是一种针对猪的 SIV疫苗，它

包含多达四种猪流感病毒株，以提供对多谱系、多亚型流行毒株的保护(LEE et al., 2007)。然而，

很难在一剂疫苗中包含所有 SIV流行代表毒株，而且随着疫苗中毒株数量的增加，生产成本也会

上升。

在接种 SIV疫苗时遇到的另一个重大问题是仔猪体内母源抗体的干扰。抗流感血清 IgG从母

猪初乳中的母源抗体转移给仔猪。如果母猪在分娩前接种 SIV疫苗，在 14周龄的哺乳仔猪中可

以检测到显著水平的 SIV 母源抗体(HI 抗体在 1:40 以上)(MARKOWSKA-DANIEL et al., 2011)。

猪流感病毒母源抗体对保护仔猪很重要，但也可能是免疫失败的原因(WESLEY et al., 2006)。有

研究表明，在异源 H1N1亚型 SIV攻击下，存在母源抗体的猪用二价灭活 SIV疫苗免疫时可能会

观察到肺炎症状的增强，免疫猪的 SIV特异性体液免疫反应和细胞免疫反应在母源抗体存在的情

况下均受到抑制(KITIKOON et al., 2006)。

此外，灭活疫苗还有一个关键问题，近年来流行的 H3N2亚型病毒在最初通过鸡胚分离时，

病毒在鸡胚复制能力较差，需要大量传代才能获得高滴度。此外，鸡胚中传代过多会改变 HA的

抗原性，可能会导致与流行病分离株的抗原不匹配(RAYMOND et al., 2016; WU et al., 2017; ZOST

et al., 2017)，为了避免 HA基因在鸡胚发生适应性突变，可将培养的细胞系（例如MDCK和 Vero

细胞）用于病毒繁殖，但是，在无血清和无动物成分的条件下，在悬浮液或生物反应器中生长的

这种细胞系中的疫苗种子病毒的滴度低于鸡蛋中的滴度，导致成本高和生产率低(HEGDE, 2015)，

因此，基于细胞培养的季节性灭活疫苗的使用受到限制。

1.4.2 减毒活疫苗

2003年，美国食品药品监督管理局（FDA）批准了人类减毒活疫苗（LAIV）。尽管自 2012

年以来，四价 LAIV 已获得 FDA 许可用于人类免疫，但此类疫苗尚未进入猪或家禽的生产市场

(RAHN et al., 2015)。但是在猪中使用减毒活疫苗的实验研究已反复证明，这些疫苗是安全的，并
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且可以针对异源感染提供更好的保护(KAPPES et al., 2012; LOVING et al., 2012; VINCENT et al.,

2007)。

具有减毒复制特性的 SIV 是通过分子生物学方法获得的，采用截短非结构蛋白（NS1）的方

法，削弱病毒拮抗宿主 I型干扰素抗病毒反应的能力，实现疫苗毒株的毒力致弱(SOLORZANO et

al., 2005)；聚合酶基因（PB1 和 PB2）中的温度敏感突变，通过降低聚合酶活性并在高温下限制

病毒复制(PENA et al., 2011)；以及将 HA切割位点修饰为对弹性蛋白酶敏感的基序，通过 HA内

的遗传突变导致蛋白酶依赖性改变和复制受损(MASIC et al., 2009)。Masic 等通过将 H3的 HA胞

外域与 NA 的细胞质尾部、跨膜区和茎区融合，产生了含有两种不同 SIV HA(H1 和 H3)的八段

SIV(MASIC et al., 2013)。研究表明，气管内接种该类型疫苗可防止猪感染 H1 和 H3 猪流感病毒

亚型，且当在鼻内接种后，可诱导针对 H1N1和 H3N2 亚型 SIV的血清 IgG抗体反应，以及高滴

度的针对 H1N1和 H3N2 SIV的中和抗体。用 H1N1和 H3N2亚型 SIV攻击免疫猪时，结果显示

猪的肺组织中的病毒滴度显著降低(PYO et al., 2014)。

1.4.3 DNA疫苗

编码流感病毒蛋白的重组 DNA疫苗已被评估为猪流感的候选疫苗。1990年，Wolff等证明

将质粒 DNA直接接种到小鼠肌肉中可以表达蛋白质(WOLFF et al., 1990)。

在 Larsen等的研究中发现，猪流感的 DNA疫苗接种猪后对猪进行病毒攻击，可以介导发生

强抗体反应(OLSEN, 2000)，在该研究中，使用 HA基因的 DNA疫苗对猪进行首免，然后采用常

规灭活的全病毒疫苗进行了加强免疫，导致了增强的免疫反应和免受攻击性感染的保护(LARSEN

et al., 2001)。

Gorres(GORRES et al., 2011)等人将人 T 细胞白血病病毒 1 型 R 区与三价 HA 基因(cH1N1、

H3N2和 pH1N1)或单价 HA基因(pH1N1)重组，设计了 SIV DNA疫苗。该三价疫苗可诱导体液和

IFN-γ应答，在被 H1N1攻击后完全抵御了病毒在体内的复制，在被 H3N2攻击后也明显抑制了病

毒在体内的复制。

使用 DNA疫苗主要存在的问题是基因组整合到宿主细胞中的危险以及存在选择性标记（例

如抗生素抗性基因）的危险(WANG et al., 2004)。

1.4.4 亚单位疫苗

亚单位疫苗是一种含有病毒蛋白但不含病毒核酸的免疫剂，比灭活疫苗含有更高浓度的特定

蛋白(COX et al., 2009)。猪流感亚单位疫苗的主要成分是一种或一种以上的重组 SIV蛋白，可通

过检测亚单位疫苗中不存在的病毒结构蛋白或其抗体来区分感染动物和接种疫苗的动物。流感

HA蛋白在亚单位流感疫苗中的表达是因为它能诱导 HI抗体(COX et al., 2009; VANDER VEEN et

al., 2009)。利用 DNA 重组技术，流感蛋白可以在其他平台上表达，已经开发了几个平台来表达

流感亚单位，以取代传统的以鸡蛋为基础的疫苗生产，比如杆状病毒表达系统(COX et al., 2009)

和甲病毒复制子 RNA(VANDER VEEN et al., 2009)等。
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1.4.5 通用疫苗

通用疫苗是可以对不同亚型的流感病毒产生交叉免疫保护作用的疫苗，可以保护机体免受多

种亚型流感病毒感染的疫苗。在由 A型流感病毒编码的 11种病毒蛋白中，包括 HA，M（M1和

M2e），NP和 NA蛋白在内的几种蛋白被评估为通用疫苗的有希望的候选抗原(SUBBARAO et al.,

2013)。

流感病毒的 HA基因在流感病毒感染细胞的过程中起着重要的作用。病毒感染细胞后，病毒

表面的 HA与细胞膜相结合，脱去信号肽合成 HA0，在酶的作用下，酶切获得 HA1 和 HA2两个

结构域。其中 HA2 的 N 端 11个氨基酸，称之为融合多肽，在 A型流感病毒中其具有高度的保

守性。因此，Ekiert 等针对此区域制备的单抗对致死性的 H5N1 和 H1N1亚型流感病毒具有很好

的保护作用(EKIERT et al., 2009)。此外，根据发现的位于 HA1 的 B抗原决定簇上有能够对 A型

流感病毒的 H1、H2、H3、H5等多种亚型产生良好交叉保护效力的抗原表位，Yoshida等制备针

对此抗原表位的单抗，经检测该单抗不仅具有中和活性和血凝抑制活性，而且还具有较好的异源

毒株攻击保护效力(YOSHIDA et al., 2009)。Steel等从免疫的策略及方法上进行改善，构建了一种

新型免疫原，该免疫原包含保守的流感病毒 HA茎结构域，并且缺少球状头部，与从全长 HA免

疫的小鼠获得的免疫血清相比，用这种无头 HA构建体进行的小鼠免疫接种产生的免疫血清具有

更广泛的反应性，这种无头 HA疫苗在致死剂量的病毒攻击后提供了抗死亡的全面保护(STEEL et

al., 2010)。

与 HA不同的是，病毒内部蛋白包括 NP、PA、M1 和M2在各亚型之间高度保守，并诱导细

胞免疫应答，主要是针对加工肽的细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL，cytotoxic T lymphocytes）反应

(HILLAIRE et al., 2011)。Boyd AC等开发了重组核糖蛋白和基质蛋白（NP+M1）融合构建体的痘

苗病毒安卡拉（MVA）和腺病毒（Ad）疫苗，经动物实验证明它们是安全且具有免疫原性的，

且 NP+M1构建体在控制病毒复制排毒方面具有保护作用(BOYD et al., 2013)。

M2是一种小的完整的膜蛋白，起着依赖于 pH的质子通道的作用，对于 HA的成熟和病毒基

因组释放到细胞质中是必不可少的(LAMB et al., 1985)。在早期的研究中，使用乙肝核心蛋白与

M2e肽(M2HBc)相结合作为载体，用M2HBc 免疫 BALB/c 小鼠，对致死剂量的 A型流感病毒有

较高水平的保护作用，并能产生抗M2e 抗体(NEIRYNCK et al., 1999)。GCN4 蛋白是另一种使用

的载体，它是一种真核转录蛋白激活剂，重组四聚体蛋白 M2e-tGCN4 模仿天然M2 蛋白质胞外

域的四级结构，该蛋白免疫小鼠后可以诱导小鼠体内产生大量的M2e特异性抗体，保护小鼠免受

致死剂量的小鼠适应流感病毒的攻击(DE FILETTE et al., 2008)。构建在其表面显示M2e的重组病

毒样颗粒（VLP）同样是十分有效并极具成本效益的方法(DENG et al., 2015)。由于M2是由二硫

键连接的两个亚基组成的同源四聚体，通过共价相互作用结合在一起(NEIRYNCK et al., 1999)，

所以M2e 也可以作为四聚体用于 g重组构建体。在这种方法中，M2e将形成紧密折叠的蛋白质，

从而确保病毒颗粒的正确几何形状。已经确认创建了由五个M2e 串联重复序列（M2e5x）组成的

VLP，M2e5x VLP 的鼻腔内免疫和肌肉注射免疫都可诱导产生交叉反应的 M2e 抗体，提供有效

的交叉保护(KIM et al., 2013; LEE et al., 2018) 。
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1.5 研究目的和意义

SIV在全球各地猪群中广泛存在，其中以 H1亚型和 H3亚型流行最为普遍，每年都能感染大

批的猪群，给养殖业造成了极大的损害。SIV还是人类面临的一大主要公共卫生威胁，因为猪在

自然状态下就可以感染人 H3N2流感病毒(BROWN, 2000)，由于猪的生长周期较短，因此传播到

猪上的人类流感病毒在基因上比人类同源病毒更为稳定(SHU et al., 1994)。一旦人类 H3N2病毒传

入猪群中，这些病毒面临的免疫选择压力就会降低，使这些病毒能在猪群中持久地保存下来，而

相似的病毒在人和猪之间进行长期的流行导致抗原出现差异，也使得猪流感病毒能够更容易地感

染人，这些病毒将来可能会传播给易感人群，引发新的流行。

近年来中国猪群中已分离到许多 H3N2亚型 SIV病毒(FAN et al., 2012; YU et al., 2008)，这些

病毒多为地方流行性，抗原性与目前美国流行的 H3N2 SIV有较大的差异。此外，Danuta M S的

研究表明，最近的季节性三价灭活流感疫苗（TIV）并不能诱导产生高水平的针对新型 H3N2v的

血清抗体(SKOWRONSKI et al., 2012)，而我国市售商品化 H3N2 亚型猪流感疫苗株（H3N2 HLJ

株）分离于 2007年(路伟, 2019)，与我国如今的 H3N2流行毒株抗原性可能存在差异。因此，我

们应该尽快构建出新的 H3N2亚型猪流感疫苗株，以应对不断出现的抗原变异，为潜在的流行趋

势做好充足的准备。

A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (PR8)株是一株具有高繁殖能力的鸡胚适应流感病毒株，也是WHO

推荐的流感病毒疫苗株内部基因供体株。在疫苗研制过程中，常常将 PR8 的 6个内部基因与流行

株的 HA 和 NA 基因重组，这使得该重组病毒在获得内部基因供体株高繁殖力的生物学特性的

同时，还保留了流行株良好的抗原性。

本实验室对 2013～2018年间分离到的 H3N2 亚型猪流感病毒进行分析，筛选出一株具有广

谱抗原性的代表毒株 GX1659构建了重组 H3N2亚型猪流感病毒 GX 1659/PR8 毒株，并制备了重

组猪流感病毒 H3N2亚型灭活苗。研究表明，GX1659/PR8 疫苗株生长性能良好，在小鼠和猪上

可诱导产生较高的抗体滴度，在小鼠模型上可对同源病毒提供有效保护，为今后猪流感疫苗的研

制初步奠定了基础。
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第二章 H3亚型猪流感病毒的部分生物学特性分析及疫苗株的
筛选

2.1 材料

2.1.1 病毒株

H3N2亚型 SIV均分离自屠宰场中猪的鼻拭子检测样品，由本实验室鉴定并保存，具体见表

2-1：

表 2-1 本研究所用毒株

Table 2-1 Viruses of this study

毒株全称 Virus full name 毒株简称 Virus abbreviation

A/swine/Guangdong/35/2013(H3N2) GD35

A/swine/Guangxi/611/2017(H3N2) GX611

A/swine/Guangxi/978/2017(H3N2) GX978

A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2) GX996

A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2) GX1659

A/swine/Heilongjiang/546/2017(H3N2) HLJ546

A/swine/Heilongjiang/684/2017(H3N2) HLJ684

A/swine/Liaoning/57/2017(H3N2) LN57

A/swine/Liaoning/322/2018(H3N2) LN322

A/swine/Hunan/3/2008(H3N2) HuN3

2.1.2 实验动物

14周龄 SPF鸡和 9~11日龄鸡胚均购买自中国农业科学院哈尔滨兽医研究所；SPF级 6周龄

BALB/c小鼠（雌）购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

2.1.3 主要试剂及仪器设备

RNA Extraction Kit购自 TIANGEN 公司；RNA Reverse Transcription Kit购自 TOYOBO 公司；

胶回收试剂盒购自 Thermo公司；Taq HiFi PCR扩增酶购自北京聚合美公司；DNAMarker购自北

京博奥龙免疫技术公司；测序试剂购自 ABI公司；RDE受体破坏酶购自日本生研公司；β-丙内

酯购自北京索莱宝公司。

实验用冰箱均购自海尔公司；37℃恒温培养箱购于 Thermo Scientific；SDS-PAGE 电泳仪器

购自 Bio-Rad；PCR仪购自 Eppendorf；近红外成像扫描系统购于 Odyssey CLX；测序仪购自 ABI。
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2.2 方法

2.2.1 病毒纯化

将病毒经含有双抗（青链霉素 2000 U/mL）的 PBS 10 倍倍比稀释，并按照每枚鸡胚 0.1 ml

的剂量分别接种 9～11日龄 SPF级鸡胚，接种后 37℃ 孵育 48 h后，收集最高血凝价且最高稀释

度的尿囊液，为 F1代，如此纯化三代后收集 F3代尿囊液并分装冻存，-80 ℃冰箱保存备用。

2.2.2 病毒 RNA提取、反转录

在 P2+实验室的生物安全柜中，取出 140 μL已纯化好的病毒尿囊液加入由裂解液RL 554.4 μL

和 Carrier RNA 5.6 μL组成的 560 μL Carrier RNA工作液中，室温孵育 10 min 使病毒核酸蛋白完

全分离。无水乙醇加入 560 μL震荡，沉淀病毒 RNA使其吸附在柱子上，按照试剂盒说明书将上

述溶液离心过柱，并先后分别用Buffer GD和Buffer RW洗涤和去除残留在柱子上的盐离子，12000

rpm/min 空离 3~5 min。加入 RNase/Free ddH2O 35 μL 溶解附着于柱子上的病毒 RNA，离心采用

RNase/Free EP管收集病毒 RNA。

将病毒 RNA提取液放置于 65℃金属浴中 5 min破坏 RNA二级结构，之后迅速置于冰板上 5

min防止 RNA再次形成二级结构。随后加入 3 μL反转录引物 12 bp和 8 μL 5ⅹ RT Buffer和 2 μL

反转录酶，混匀，瞬离后放置于金属浴中 37℃ 15 min 反转录，98℃ 5 min 使反转录得到的 cDNA

和 RNA变性分开，最后得到单链的 cDNA，置于-20℃备用。在整个操作过程中应当小心快速，

病毒 RNA提取完成后所用试剂和耗材需要均无 RNA酶，防止病毒 RNA降解。

2.2.3 PCR扩增及目的片段的回收

病毒基因扩增采用 Taq HiFi PCR扩增酶，反应程序、反应体系如下：

94 ℃ 3 min

94 ℃ 30 s

55 ℃ 25 s 35 cycles

72 ℃ 90 s

72 ℃ 5 min

4 ℃ Hold

Taq HiFi PCR Mix 25 μL

H2O 22 μL

Pimer-up（20pmol） 1 μL 50 μL

Pimer-dowm（20pmol） 1 μL

cDNA 1 μL

按胶回收试剂盒说明书，将 PCR扩增产物用 1%的琼脂糖核酸凝胶电泳后切下与目的片段大

小一致的条带，使用等体积的 CP buffer 60℃溶胶，完全溶解后将其转移到吸附柱中离心，弃上
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清加入Wash Buffer洗涤两次，空离 3 min，加入 40 μL RNase-Freedd H2O静置 3 min 离心，得到

纯化后的目的片段产物。

2.2.4 基因组序列测定与分析

将胶回收的产物，按照测序反应试剂盒说明书进行测序 PCR。反应完成之后，将测序 PCR

反应产物用磁珠法纯化，具体操作步骤如下：

向 96 孔板中的测序产物中每孔加入 67μL磁珠和 70 μL 85%乙醇，室温静置 5 min，放在磁

板上，再静置，待磁珠吸附于管壁液体澄清透亮。

弃液，加入 85%的乙醇清洗，静置 30 s后弃液，清洗，再加入 85%乙醇，静置 30 s弃液，

将 96孔板放置在 37℃温箱中 5 min，直至乙醇完全挥发。

加入 ddH2O 30 μL反复吹打直至磁珠从管壁吹下并与水完全混匀，磁板静置吸附。

吸取 96孔板中的上清液体至新的测序板中，避免吸到磁珠堵塞测序毛细管。将测序板置于

95℃变性 4 min，立即置于 4℃冷却，上样。

测序结果使用 Seqman 软件进行序列拼接，保存基因完整信息。在 Influenza Virus Database

中下载各片段基因遗传进化代表性毒株，用MegAlign 软件进行特殊氨基酸分析，使用MEGA 7.0

软件绘制基因的遗传进化树。

2.2.5 抗原性差异分析

病毒尿囊液中以 1:2000的比例加入β-丙内酯，4℃反应 48 h~72 h将病毒灭活。将病毒尿囊液

按比例加入 Tween-80，37℃震荡溶解，再按一定比例加入白油，放入 50 mL 离心管中使用乳化

器 13000 rpm乳化 10 min~15 min，直至将乳化后的油乳剂滴入水中聚集不散开。将乳化好疫苗每

只鸡肌肉注射 1 mL，左右腿各 0.5 mL，做好标记。免疫后 21 天采血分离血清，分装标记保存。

将要检测的 H3N2 流感病毒配置成标准 4 单位抗原，进行 HI实验。以 25 μL/孔加入 PBS，

第一孔中加入 50 μL血清，倍比稀释至最后一孔，再加入配置好的 4单位抗原 25 μL，静置半小

时待抗原抗体结合后，每孔加入 25 μL 1%的红细胞，静置 20 min~30 min后读数并记录实验结果。

2.3 结果

2.3.1 HA基因的分析

2.3.1.1 同源性分析

对本研究中 2013～2018年分离的 9株 H3N2亚型 SIV的 HA进行同源性比较（表 2-2）可以

得知，9株病毒的 HA核苷酸序列同源性介于 93.9%～99.8%之间，其中 LN322与 LN57 这两株猪

流感病毒与其余病毒株之间的差异较大，同源性在 93.9%～96.6%，但这两株毒同源性很高，达

99.6%，剩余 7株病毒同源性均在 95.7%～99.8%之间。
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表 2-2 分离毒株 HA基因的同源性比较

Table.2-2 Sequence similarity of HA genes of isolated viruses

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Virus

1 96.5 95.9 95.9 96.1 95.9 95.8 95.9 96.1 A/swine/Guangdong/35/2013(H3N2)

2 95.9 98.6 98.2 99.6 98.6 98.4 94.5 94.7 A/swine/Guangxi/611/2017(H3N2)

3 95.7 95.8 98.2 98.2 98.6 98.8 94.7 94.5 A/swine/Guangxi/978/2017(H3N2)

4 96 98.9 99.0 97.9 98.2 98.1 94.4 94.5 A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2)

5 95.8 99.7 98.7 98.9 98.2 98.1 94.2 94.4 A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)

6 95.8 98.7 98.8 98.9 98.6 99.5 94.5 94.7 A/swine/Heilongjiang/546/2017(H3N2)

7 95.8 98.6 98.8 98.9 98.6 99.8 94.9 94.7 A/swine/Heilongjiang/684/2017(H3N2)

8 96.5 94.0 94.4 94.2 93.9 94.2 94.4 99.1 A/swine/Liaoning/322/2018(H3N2)

9 96.6 .94.1 94.1 94.4 94.1 94.3 94.4 99.6 A/swine/Liaoning/57/2017(H3N2)

注：右上为氨基酸，左下为核苷酸

Note:The upper right is amino acid, and the lower left is nucleotide.

2.3.1.2 HA蛋白的氨基酸序列分析

对本研究的 9株猪流感病毒进行氨基酸序列分析，9株病毒的 HA基因均编码 566个氨基酸，

HA蛋白的HA1和HA2之间通过碱性氨基酸R相连。在HA碱性裂解位点处，除HLJ546和HLJ684

两株毒为 PERQTRGIF，其余 7株病毒均为 PEKQTRGIF，所有 9株病毒在裂解位点均只含有 1～

2个不连续的碱性氨基酸，均符合低致病性流感病毒的特点。

流感病毒糖基化位点的改变可能会影响蛋白的抗原性以及对宿主的识别，从而导致病毒的生

物学特性发生变化(IGARASHI et al., 2008)。通过对潜在糖基化位点进行分析（表 2-3），GX611、

GX978、GX996、GX1659、LN57和 LN322均含有 38（NGT）、79（NCT）、142（NWT）、262

（NST）、301（NGS）和 499（NGT）这 6个潜在糖基化位点，而与这 6株病毒相比，GD35在

142位点的潜在糖基化位点缺失，HLJ546和 HLJ684在 54位点增加一个潜在糖基化位点为 NAT。
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表 2-3 HA基因潜在糖基化位点的分析

Table 2-3 The Potential N-glycosylation sites of HA gene

毒株 潜在糖基化位点

Viruses Potential N-glycosylation sites

38 54 79 142 262 301 499

A/swine/Guangdong/35/2013(H3N2) NGT - NCT - NST NGS NGT

A/swine/Guangxi/611/2017(H3N2) NGT - NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Guangxi/978/2017(H3N2) NGT - NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2) NGT - NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2) NGT - NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Heilongjiang/546/2017(H3N2) NGT NAT NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Heilongjiang/684/2017(H3N2) NGT NAT NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Liaoning/57/2017(H3N2) NGT - NCT NWT NST NGS NGT

A/swine/Liaoning/322/2018(H3N2) NGT - NCT NWT NST NGS NGT

通过对其 HA蛋白影响病毒受体结合特性和传播能力的关键氨基酸位点分析发现（表 2-4），

本研究中的 9株 H3N2亚型 SIV的大部分受体结合位点氨基酸均保持一致，138S、190D、225D、

226I、228S，仅 GX978 190位为 V。HA蛋白的 226和 228位的氨基酸对 H3 亚型流感病毒受体

结合特性和传播能力起着关键作用，本研究的 9株病毒在 226位氨基酸都为 I，226位氨基酸都为

S，可能具有结合人型唾液酸受体的能力。

表2-4 HA基因受体结合位点分析

Table 2-4 The receptor-binding sites of HA gene

毒株

Strain

受体结合位点

Receptor Binding Sites

130-loop 190-helix 220-loop

133 135 136 137 138 190 193 198 225 226 227 228

A/swine/Guangdong/35/2013(H3N2) N K S A S D S A D I P S

A/swine/Guangxi/611/2017(H3N2) N K S A S D S A D I P S

A/swine/Guangxi/978/2017(H3N2) N K S A S V S A D I P S

A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2) N K S A S D S A D I P S

A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2) N K S A S D S A D I P S

A/swine/Heilongjiang/546/2017(H3N2) N K S A S D S A D I L S

A/swine/Heilongjiang/684/2017(H3N2) N K S A S D S A D I P S

A/swine/Liaoning/57/2017(H3N2) N K S V S D S A D I T S

A/swine/Liaoning/322/2018(H3N2) N K S A S D S A D I T S

H3N2亚型流感病毒的 HA1蛋白由 A、B、C、D、E 5个抗原决定簇组成，抗原位点处的氨

基酸改变，可能会导致流感病毒的抗原性发生变化。对本研究中的 9株 H3N2亚型 SIV的抗原位
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点分析（表 2-5），这 9株病毒的抗原位点大致相同，将它们与市面上广泛使用的 H3亚型猪流感

疫苗毒株 HLJ10相比，在总计 41个抗原位点氨基酸中，有 17个氨基酸发生突变，占比 41.46%；

与来自早期人源谱系的病毒 HuN3相比，有 20个氨基酸发生突变，占比 48.78%；与WHO 2019～

2020 年推荐使用的 H3N2 亚型流感疫苗株 A/Kansas/14/2017(H3N2)比较，有 12 个氨基酸发生突

变，占比 29.27%。

2.3.1.3 HA的进化分析

根据 HA基因的进化树分析（图 2-1），本研究中的 H3亚型流感病毒主要分为 5个谱系：近

代人源谱系、早期人源谱系、最早期人源谱系、禽源谱系和经典猪源谱系。从进化关系上看，本

研究的 9株病毒均分布于近代人源谱系，与其中的 Moscow/10/99-like亚系同处一个分支，表明近

年来分离的 H3亚系猪流感病毒可能源于近代人源谱系 Moscow 亚系毒株。
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表2-5 HA基因抗原位点分析

Table 2-5 The antigenic sites of HA gene

毒株

virus

抗原位点 Antigenic sites

A B

133 134 135 136 137 140 141 142 143 144 145 146 156 157 158 159 160 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198

GD35 N G K S A K R G S D N S Q L N Y K T Y N D Q I S L Y A Q A

GX611 - - - - - - - - - N - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

GX978 - - - - - - - - - N - - H - - - - - - - V - - - - - - - -

GX996 - - - - - - - - - N - - H - - - - - - - - - - - - - - - -

GX1659 - - - - - - - - - N - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

HLJ546 - - - - - - - - - N - - H - - - - - - - - - - - - - - - -

HLJ684 - - - - - - - - - N - - H - - - - - - - - - - - - - T - -

LN57 - - - - V - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - T - -

LN322 - - - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - T - -

MO11 D - S - Y R - - - V - - N - - - - - D K - - T K - - V - -

HLJ10 D - G - Y - - - - V K - K S E N - - D - E - T - - - G - -

KS14 - - T - S I - - - K S - H - - S - - D K - - - - - - - - S

HuN3 - - G - S - - - P - - G K S G S T - D K E - - N - - V - -
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表2-5 HA基因抗原位点分析（续表）

Table 2-5 The antigenic sites of HA gene（continued）

毒株

virus

抗原位点 Antigenic sites

C D E

53 54 275 278 172 173 174 207 63 71 78 83

GD35 D S G N E K F K N L G K

GX611 N - - - - - - - - - - -

GX978 N - - - - - - - - - - -

GX996 N - - - - - - - - V - -

GX1659 N - - - - - - - - - - -

HLJ546 N - - - - - - - - - - -

HLJ684 N - - - - - - - - - - -

LN57 N - - I - - - - - - - -

LN322 N - - I - - - - - - - -

MO11 N - D - D - - - - - D E

HLJ10 - - D Y D - - - - - - E

KS14 - - - K - Q - - - - - -

HuN3 - N G S D N S - - - - -

注：MO11为美国分离的一株 H3N2v 代表株：A/Minnesota/11/2010(H3N2)；HLJ10 为中国市面上广泛使用的 H3N2亚型猪流感疫苗毒株：A/swine/Heilongjiang/10/2007(H3N2)；KS14 为 WHO 2019～2020 年推荐

使用的 H3N2亚型流感疫苗株：A/Kansas/14/2017(H3N2)；HuN3为 4.2.1中攻毒毒株：A/Swine/Hunan/3/2008(H3N2)。

Note: MO11 is a representative strain of H3N2v isolated from the United States: A/Minnesota/11/2010(H3N2); HLJ10 is a H3N2 subtype swine influenza vaccine strain widely used in the China:

A/swine/Heilongjiang/10/2007(H3N2); KS14 is the H3N2 subtype influenza vaccine strain recommended by WHO in 2019 ～ 2020: A/Kansas/14/2017(H3N2); HuN3 is a strain of attacking virus in 4.2.1:

A/Swine/Hunan/3/2008(H3N2)
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图 2-1 HA基因进化树

Fig. 2-1 Phylogenetic tree of HA gene
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2.3.2 NA基因的分析

2.3.2.1 NA基因的同源性

对这 9株 H3亚型分离毒株的 NA进行同源性比较（表 2-6），其中 GX611、GX996、GX1659、

HLJ684和 HLJ546核苷酸同源性较高，在 98.7%～99.9%之间。剩余 4株病毒的同源性在 92.6%～

99.6%之间。但前 5株病毒与后 4株病毒的 NA基因相比，同源性较低，在 88%～89.9%之间，说

明它们并不属于同一分支，在核苷酸序列上有一定的差异。

表 2-6 分离毒株 NA基因的同源性比较

Table.2-6 Sequence similarity of NA genes of isolated viruses

1 2 3 4 5 6 7 8 9 virus

1 88.5 94.0 88.7 88.1 88.9 88.9 97.0 97.7 A/swine/Guangdong/35/2013(H3N2)

2 89.6 87.4 99.1 99.1 99.1 99.1 87.2 87.9 A/swine/Guangxi/611/2017(H3N2)

3 94.7 89.2 87.7 87.0 87.9 87.9 92.3 93.0 A/swine/Guangxi/978/2017(H3N2)

4 89.9 99.0 89.2 99.1 98.7 98.7 87.9 88.5 A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2)

5 89.6 98.9 89.2 99.3 98.7 98.7 87.4 88.1 A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)

6 89.6 98.7 89.2 99.0 98.9 100.0 87.7 88.3 A/swine/Heilongjiang/546/2017(H3N2)

7 89.5 98.7 89.1 98.9 98.8 99.9 87.7 88.3 A/swine/Heilongjiang/684/2017(H3N2)

8 96.6 88.1 92.6 88.4 88.4 88.0 87.9 99.4 A/swine/Liaoning/322/2018(H3N2)

9 96.8 88.3 92.8 88.7 88.7 88.2 88.2 99.6 A/swine/Liaoning/57/2017(H3N2)

注：右上为氨基酸，左下为核苷酸

Note: The upper right is amino acid, and the lower left is nucleotide.

2.3.2.2 NA的氨基酸序列分析

流感病毒与宿主之间的亲和力可能会由于 NA蛋白上的糖基化位点改变而发生变化，甚至对

病毒颗粒的释放产生影响。对 2013～2018年分离的 9株 H3N2亚型 SIV 的 NA 基因的糖基化位

点分析发现（表 2-7），其中 3 株 H3 亚型 SIV在第 61、70、86、146和 234位点均有潜在糖基

化位点，但 GX978在 86位点糖基化位点缺失，GD35、LN57和 LN322在 234位点糖基化位点缺

失，GX996在 200位点增加一个潜在糖基化位点为 NAT。



中国农业科学院硕士学位论文 第二章 H3亚型猪流感病毒的部分生物学特性分析及疫苗株的筛选

21

表 2-7 NA基因潜在糖基化位点的分析

Table 2-7 The Potential N-glycosylation sites of NA gene

毒株 潜在糖基化位点

Viruses Potential N-glycosylation sites

61 70 86 146 200 234

A/swine/Guangdong/35/2013(H3N2) NIT NTT NWS NDT - -

A/swine/Guangxi/611/2017(H3N2) NMT NTT NWS NDT - NRT

A/swine/Guangxi/978/2017(H3N2) NIT NTT - NDT - NGT

A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2) NIT NTT NWS NDT NAT NGT

A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2) NMT NTT NWS NDT - NGT

A/swine/Heilongjiang/546/2017(H3N2) NMT NTT NWS NDT - NGT

A/swine/Heilongjiang/684/2017(H3N2) NMT NTT NWS NDT - NGT

A/swine/Liaoning/57/2017(H3N2) NIT NTT NWS NDT - -

A/swine/Liaoning/322/2018(H3N2) NIT NTT NWS NDT - -

2.3.2.3 NA的进化分析

根据 NA基因的进化树分析可知（图 2-2），本研究的 9 株 H3N2 猪流感病毒均分布于近代

人源这一大的分支的Moscow/99-like 亚系，但其中 GX611、GX996、GX1659、HLJ684和 HLJ5

46这 5株毒株在进化关系上与 2007 年自北美的分离株 A/swine/Oklahoma/008722/2007的 NA 基

因更为接近，可能是由该毒进化而来。而 GX978、LN57、LN322和 GD35这 4株病毒与 2013年

中国广西猪群中分离到的 A/swine/Guangxi/NNXD/2013更为接近，可能是由该病毒相关病毒进化

而来。
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图 2-2 NA基因进化树

Fig. 2-2 Phylogenetic tree of NA gene

2.3.3 抗原性差异分析

以 9株毒株免疫 SPF鸡后采集的血清进行交叉血凝抑制试验，以出现完全凝集等量红细胞的

病毒最高稀释度的倒数为病毒的滴度；以出现完全抑制 4单位抗原凝集的血清最高稀释度的倒数

为 HI抗体滴度（表 2-8）。结果显示，不同 SIV之间的抗原性具有一定的差异。其中来自早期人

源谱系的异源毒株 HuN3与各血清均不发生交叉反应。GX1659抗血清对其它各病毒的 HI抗体滴

度相对较高，达 1:128～1:512 之间，与 GX1659 病毒自身血凝效价达 1:1024，除分离株 GX996

Avian

Recent human

Earlist human

European swine

Early human

 A/swine/Guangxi/JG1/2014
 A/swine/Guangxi/JGB4/2013

 A/swine/Guangdong/2863/2012
 A/swine/Guangdong/NS2893/2012

 A/swine/Guangdong/35/2013
 A/swine/Guangxi/NNXD/2013
 A/swine/Guangxi/NS2394/2012

 A/swine/Liaonign/322/2018
 A/swine/Liaoning/57/2017

 A/swine/Hong Kong/3280/2012
 A/swine/Guangxi/978/2017

 A/Managua/1685.01/2010
 A/Hong/Kong/HKU62/2005

 A/Waikato/16/2005
 A/Moscow/10/1999
 A/New York/185/1999

 A/Swine/Shandong/3/2005
 A/swine/Shandong/14/2010
 A/swine/Guangdong/02/2005
 A/swine/Guangdong/03/2005

 A/swine/Guangdong/1/2005
 A/Swine/Guangdong/01/2005
 A/swine/Guangdong/165/06
 A/swine/Gansu/234/2011
 A/swine/Shandong/25/2010
 A/swine/Guangdong/166/06
 A/swine/Guangxi/1/2004

 A/swine/Alberta/14722/2005
 A/swine/Minnesota/239105/2009

 A/swine/Korea/S2001/2015
 A/swine/Oklahoma/008722/2007

 A/swine/Guangxi/611/2017
 A/swine/Guangxi/996/2017

 A/swine/Guangxi/1659/2017
 A/swine/Heilongjiang/546/2017
 A/swine/Heilongjiang/684/2017

 A/Sydney/5/1997
 A/swine/Korea/CAS07/2005

 A/swine/Korea/CY09/2007
 A/swine/Thailand/CU S14129N/2013

 A/swine/Thailand/CU S14252N/2014
 A/swine/Ratchaburi/NIAH874/2005

 A/swine/Ontario/00130/97
 A/New York/759/1993

 A/swine/Sichuan/01/2006
 A/swine/Wisconsin/194/80

 A/chicken/NY/11602-12/1998
 A/mallard/Quebec/11040/2006

 A/duck/Hokkaido/5/1977
 A/duck/Hong Kong/7/1975

 A/Nanjing/49/77
 A/Beijing/1/68
 A/Hong Kong/1/1968

 A/swine/Spain/33601/2001
 A/swine/Italy/1461/96

 A/swine/Brabant/1984
 A/swine/Italy/1850/1977

 A/Guandong/243/72
 A/Victoria/1968
 A/Memphis/137/76

 A/swine/Guangdong/01/1998
 A/swine/Guangdong/111/2002
 A/swine/Heilongjiang/1/05
 A/swine/Hunan/3/2008

100
100

98

100
58

62
100

100

97

76
100

64
89

79
98

92

87
85

43

42

64

100

79

88

57

46

32
23

27

47

99

100

72

97

43
69

89

94
56

100

99

39

40

95

80

31

73

83
63

98

66

88

0.05
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和 LN57 外，其余 2013～2018 年分离株均与 GX1659 对应阳性血清血凝抑制效价最高。说明

GX1659具有良好的免疫原性，可以用来构建 H3亚型猪流感病毒疫苗株。

表 2-8 抗原分析结果

Table2-8 Results of antigenicity analyse

毒株 抗血清

Virus Antisera

GX1659 GD35 HLJ684 GX611 LN57 HLJ546 GX978 LN322 GX996

GX1659 1024 512 512 512 128 512 512 128 512

GD35 512 512 256 512 128 512 512 128 512

HLJ684 512 256 512 512 128 512 512 128 512

GX611 512 512 512 512 128 512 512 128 512

LN57 128 256 128 128 256 128 128 128 128

HLJ546 512 512 256 512 128 512 512 128 256

GX978 512 512 256 256 64 256 512 64 128

LN322 256 256 128 64 128 128 128 256 128

GX996 256 256 256 256 128 256 512 64 512

HuN3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2.4 讨论

猪流感病毒主要感染猪，而猪作为猪流感病毒的宿主，其气管上皮细胞同时具有禽流感病毒

受体和人流感病毒的受体，对人流感病毒和禽流感病毒都高度敏感，可以同时感染人流感病毒和

禽流感病毒。不同宿主来源的流感病毒感染猪，并在猪体内不断发生基因重排，新形成的病毒随

着时间的推移可能在猪群中形成稳定的谱系，因此猪又被称为人、禽、猪流感病毒的“混合器”。

1998年在北美猪群中爆发的北美三重排 H3亚型猪流感，其病毒基因片段由猪流感、禽流感

和人流感病毒重组而成(WEBBY et al., 2000)。2009年在世界范围内流行的 H1N1甲型流感病毒，

其基因片段同样由猪流感、禽流感和人流感病毒重组而成。2011年美国人群中爆发的 H3N2变异

株则是北美三重排 H3N2 流感病毒与 2009/H1N1 流感病毒重组产生(EPPERSON et al., 2013)。这

些曾经出现的流感爆发或流行，都表明了猪及猪流感病毒在流感病毒的进化中占据着重要的地位。

本研究对 2013～2018年分离的 9株 H3N2 SIV的 HA和 NA进行同源性分析，并构建了遗传

进化树。发现近年来分离的 9株 H3N2亚型猪流感病毒株的 HA、NA之间的同源性较高，在进化

关系上都分布于近代人源谱系，与其中的Moscow/10/99-like亚系同处一个分支。因此，表面基因

为近代人源谱系的猪流感病毒仍然为近年来中国猪群中 H3N2亚型 SIV的优势流行毒株。

对 HA氨基酸序列分析，所有病毒在 38（NGT）、79（NCT）、262（NST）、301（NGS）

和 499（NGT）这五个潜在糖基化位点都是保守的，除 GD35 外的其余病毒均有 142（NWT）潜

在糖基化位点，HLJ546 和 HLJ684 还增加了新的糖基化位点 54（NAT），糖基化位点的改变能

否会造成抗原性以及致病力的改变还需后续验证。此外，对 H3 亚型流感病毒来说，HA蛋白的 2

26位和 228位的氨基酸，在影响 HA蛋白受体和宿主细胞结合的特异性方面起着关键作用，本研
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究的所有分离株均符合人型唾液酸受体结合类型，提示我们这 9株病毒可能有感染人的风险。通

过对抗原位点的研究发现，这 9株病毒的抗原位点与市售商品化疫苗株病毒 HLJ10 相比，有超过

40%的抗原位点处氨基酸发生突变，这提示我们病毒的抗原性可能发生了变异。对 2013～2018

年分离的 9株 H3 亚型毒株进行抗原性差异分析发现，虽然这 9株病毒均不可与来自早期人源的

病毒 HuN3 发生 HI反应，但这 9株病毒之间都可以互相发生反应，且不同 H3亚型病毒之间的抗

原性具有一定的差异，其中 GX1659具有较为广谱的抗原性。

本实验通过对 2013～2018年 9株H3N2 SIV的表面基因进行遗传演化分析和抗原的差异性分

析，选取 GX1659的表面基因 HA、NA作为 H3亚型猪流感病毒疫苗株的表面基因供体，构建重

组 H3N2亚型猪流感疫苗株。
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第三章 重组 H3N2亚型猪流感疫苗株的构建

3.1 材料

3.1.1 毒株与质粒

根据流感病毒监测和抗原性分析，选取 A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)的表面基因作为

H3N2亚型猪流感疫苗株表面基因的供体。A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)（简称 GX1659），

由本实验室分离与保存；A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)（PR8）的 8质粒系统及 pBD载体由本实验室

保存。

3.1.2 菌种、细胞和鸡胚

E.coli DH5α购自 TaKaRa 公司，293T细胞由本实验室保存，SPF 鸡胚购买于中国农科院哈尔

滨兽医研究所。

3.1.3 主要试剂及仪器设备

OPTI-MEM，DMEM，TPCK-trypsion，青链霉素混合液购自 GIBCO公司；LTX转染试剂购

自 Invitrogen 公司；质粒中提试剂盒购自 QIAGEN公司；FBS 购自 Hyclone公司；PrimeStar PCR

扩增酶购自 Takara 公司；DNAMarker购自北京博奥龙免疫技术公司；测序试剂购自 ABI公司。

3.2 方法

3.2.1 重组质粒的构建

3.2.1.1 引物的设计和合成

本研究根据 GX1659的测序结果，按照其表面基因 HA、NA以及 pBD载体的序列，设计 pBD

载体线性化引物以及 HA、NA扩全长引物。引物由吉林长春库美生物技术有限公司合成。

SDS-PAGE电泳仪器购自 Bio-Rad；PCR仪购自 Eppendorf；近红外成像扫描系统购于 Odyssey

CLX。

3.2.1.2 病毒 RNA的提取和反转录

具体步骤如 2.2.2

3.2.1.3 重组病毒表面基因重组质粒的构建与鉴定
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以 pBD载体和 GX1659病毒 cDNA为模板，利用表 3-1中的 pBD线性化克隆引物和 GX1659

株病毒的表面基因 HA 和 NA 扩增引物，分别扩增线性化 pBD 载体、GX1659-HA 片段和

GX1659-NA片段，通过胶回收纯化扩增片段。按同源重组试剂说明书，将回收片段分别与线性

化 pBD载体连接，连接产物转化后挑菌，提取的重组质粒经 PCR鉴定后进行序列测定。

表 3-1 扩增 GX1659 HA和 NA引物及 pBD 引物

Table3-1 Primers of GX1659 used for HA and NA gene and pBD primer

引物 Primer 引物序列 Primer Sequences(5＇-3＇)

正向 Forward 反向 Reverse

pBD-clone TGCTTTTGCTGCCGGCATGGTCCCAGCCT TTCTACTAATAACCCGGCGGCCCAAAATG

GX1659-HA TGCCGGCCAGCAAAAGCAGGGGATA CGGGTTATTAGTAGAAACAAGGGTG

GX1659-NA TGCCGGCCAGCAAAAGCAGGAGTAA CGGGTTATTAGTAGAAACAAGGGTG

注：同源臂用下划线表示

Note: Homologous arms are underlined

3.2.3 重组病毒的拯救

将测序正确的阳性质粒命名为 pBD-GX1659-HA 和 pBD-GX1659-NA，并按照 QIANGEN 中

提质粒试剂盒的说明书提取阳性质粒。参照脂质体 LTX 转染试剂说明书，将分别含 GX1659 的

HA和 NA基因的质粒 pBD-GX1659-HA 和 pBD-GX1659-NA 以及 A/Puerto Rico/8/34的 6 个内部

骨架质粒共转染 293T细胞，6 h 后吸去培养液，加入含 TPCK胰酶的无血清的 OPTI-MEM 培养

基，继续培养 48h。

将收集的上清接种到 9～11日龄 SPF 鸡胚中，37 ℃孵育 48 h，收集鸡胚尿囊液。通过 HA

试验，测定尿囊液血凝活性，收集有血凝活性的鸡胚尿囊液并进行测序鉴定。

3.2.4 重组病毒 GX1659/PR8和亲本病毒 GX1659生长曲线的测定

将重组病毒 GX1659/PR8和亲本病毒 GX1659均稀释为 100 EID50/100 μL，分别接种 18枚 9～

11日龄的 SPF 鸡胚中，在 37 ℃孵育 12 h、24 h、36 h、48 h、60 h 和 72 h 时，分别随机选取 3

枚鸡胚，收集其尿囊液并测定其血凝效价。同时，将上述不同时间收获的病毒尿囊液 10倍倍比

稀释接胚，在接胚后 48 h 测定 HA 效价，按 Reed-Muench 法计算 EID50。根据各时间段的 HA

效价和 EID50分别绘制重组病毒 GX1659/PR8 与亲本病毒 GX1659在鸡胚中的 HA效价曲线和病

毒增殖曲线。
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3.3 结果

3.3.1 猪流感病毒 GX1659表面基因 HA和 NA扩增结果

以猪流感病毒 GX1659的 cDNA为模板对其表面基因 HA和 NA进行扩增。PCR产物经 10g/L

琼脂糖核酸凝胶电泳后得到约为 1700 bp 和 1400 bp 的目的条带（图 3-1）。片段大小与 HA 和

NA基因片段大小相符。

图 3-1 GX1659表面基因 HA和 NA扩增结果

Fig. 3-1 PCR amplification of HA and NA Surface genes from GX1659

M：DL2000 Marker；1：HA扩增产物；2：NA扩增产物

M: DL2000 Marker; 1: RT-PCR product of HA gene; 2: RT-PCR product of NA gene

3.3.2 重组病毒表面基因重组质粒的构建

我们用同源重组的方法构建了重组质粒 pBD-GX1659-HA 和 pBD-GX1659-NA。经核酸跑胶

鉴定，获得特异性的目的条带（图 3-2），测序结果表明重组质粒的序列与预期结果一致。重组

质粒 pBD-GX1659-HA 和 pBD-GX1659-NA构建成功。
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1 2 M

图 3-2 重组质粒 pBD-GX1659-HA 和 pBD-GX1659-NA的 PCR鉴定

Fig.3-2 Amplification of pBD-GX1659-HA and pBD-GX1659-NA by PCR

M：DL5000 Marker；1：pBD-GX1659-HA；2：pBD-GX1659-NA

M: DL2000 Marker; 1: pBD-GX1659-HA; 2: pBD-GX1659-NA

3.3.3 重组 H3N2流感病毒 GX1659/PR8的拯救

将分别含 GX1659 的 HA 和 NA 基因的质粒 pBD-GX1659-HA 和 pBD-GX1659-NA 以及

A/Puerto Rico/8/34的 6个内部骨架质粒共转染 293T细胞。转染 48 h后收集上清并接胚，37 ℃孵

育 48 h后收集尿囊液，测定血凝效价达 128。将尿囊液在 SPF鸡胚中传三代，血凝效价达到 512。

3.3.4 重组 H3N2亚型猪流感病毒 GX1659/PR8的鉴定

将传三代后的重组 H3N2亚型猪流感病毒 GX1659/PR8 的 HA、NA 基因扩增并测序，结果显

示拯救出的重组病毒 GX1659/PR8与原始病毒 GX1659的 HA和 NA基因片段序列相同。

3.3.5 GX1659/PR8和 GX1659在鸡胚上的生长曲线

亲本病毒 GX1659和传三代后的重组病毒 GX1659/PR8在鸡胚中的血凝效价曲线显示，在 12

h之前，两株病毒均没有检测到血凝效价，在 24 h之后，重组病毒 GX1659/PR8的血凝效价明显

高于亲本病毒 GX1659（*，p＜0.05，**，p＜0.01），GX1659/PR8 在接种后 48 h 血凝效价达到

峰值 256，GX1659在 60 h时可以达到峰值 128(图 3-3A)。增殖曲线结果也显示，重组病毒的病

毒生长滴度（EID50）一直高于亲本病毒，且在 24 h时差异最显著（p＜0.05）(图 3-3B)。

5000bp

3000bp

1000bp
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A

B

*：p＜0.05 ；**：p＜0.01

图 3-3 GX1659与 GX1659/PR8接种鸡胚后不同时间的血凝效价（A）和在鸡胚上的增殖情况（B）

Fig.3-3 Hemagglutination titer and Proliferation curve of GX1659 and GX1659/PR8 in embryonated chicken eggs at

different inoculation time

3.4 讨论

疫苗免疫被认为是控制猪流感的有效手段。1994年，猪流感灭活疫苗在美国首先商品化并投

入使用，在预防猪流感的过程中发挥了重大作用。研究表明，常规的灭活疫苗可有效诱导针对抗

原相同或非常相似的流感病毒株的保护性免疫，并通过体液免疫反应产生高滴度的抗体，可以在

不引起广泛炎症的情况下早期中和病毒(ROBERTSON et al., 1987)。

在大规模生产中，猪流感疫苗株除了要求与猪群中流行毒株的抗原性相匹配外，还需要具备

高繁殖力的特性，然而，自然分离的流行野毒株可能并不能在鸡胚或细胞高水平的复制，因此降

低了自然分离毒株直接作为大规模生产疫苗株的可能性。直到二十世纪末流感的反向遗传技术逐

渐发展起来，为生产高繁殖力的流感病毒疫苗株提供了有效的技术支持。

本研究采用反向遗传技术，以高繁殖力且传代致弱的 PR8 病毒的内部基因为骨架，结合 H3

亚型猪流感流行毒株 GX1659 的表面基因 HA、NA，成功拯救出了 H3 亚型重组流感病毒

GX1659/PR8。病毒的生长曲线显示，重组病毒 GX1659/PR8 的鸡胚适应力良好，在鸡胚上的增
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殖能力显著高于亲本毒株 GX1659。对 GX1659/PR8 的表面基因测序，结果显示其基因序列和亲

本病毒 GX1659完全一致，抗原性分析重组病毒 GX1659/PR8 良好的保留了亲本病毒 GX1659的

抗原性。

此外，也有研究表明，在哺乳动物细胞中繁殖的流感病毒在结构和抗原性上与天然病毒相似

(DONIS et al., 2014; KATZ et al., 1990)。在许多国家，MDCK 细胞已用于临床研究和灭活流感疫

苗的商业化生产。在雪貂中进行的一项研究表明，与在鸡胚中生长的疫苗相比，在MDCK 细胞

中繁殖制备的灭活流感病毒诱导机体产生的 HI和中和抗体水平高，并具有出众的免疫保护作用

(KATZ et al., 1989)。因此，可以选择MDCK 细胞用于大规模生产基于细胞培养的流感疫苗。但

是，在无血清和动物成分的条件下，使用细胞繁殖的疫苗种子病毒的滴度并不高，且证明基于细

胞的疫苗生产的保护优势可能是一个非常复杂且昂贵的过程。

因此，如今在全球范围内仍然是用鸡胚广泛生产流感疫苗，但不可避免的是在疫苗生产过程

中会消耗大量的鸡胚，并且流感病毒在鸡胚中的繁殖可能会导致适应鸡胚的突变，从而影响流感

疫苗的抗原性和保护效力(RUAN et al., 2020)。所以，我们还应继续优化基于鸡胚的生产平台来生

产流感疫苗。
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第四章 疫苗的免疫效力评估

4.1 材料

4.1.1 攻毒毒株和疫苗株

本研究中所用疫苗株为上一章所述方法拯救的重组病毒 GX1659/PR8，灭活后经哈尔滨兽医

研究所工艺平台加工获得油乳灭活苗。

攻毒亲本毒株A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)、同源毒株A/swine/Guangxi/996/2017(H3N2)、

异源毒株 A/swine/Hunan/3/2008(H3N2)由本实验室分离保存。

4.1.2实验动物

9～11日龄 SPF 鸡胚购买于中国农业科学院哈尔滨兽医研究所；SPF 级 6周龄 BALB/c 小鼠

（雌）购自北京维通利华公司；猪购自哈尔滨某猪场，经检测为流感病毒血清学阴性猪。

4.1.3 主要试剂及仪器设备

脱脂奶粉购自 BD-Pharmingen 公司；HRP 标记的羊抗猪的 IgG 酶标二抗购自 Solarbio公司；

HRP标记的羊抗鼠的 IgG 酶标二抗购自 Abbkine公司；TMB 显色液购自 ABM公司；RDE受体

破坏酶购自日本生研公司；96孔酶标板购自 Corning公司。

聚焦式荧光多功能分析仪购自 PE。

4.2 方法

4.2.1 以小鼠为模型对疫苗的免疫效力评估试验

4.2.1.1 免疫程序

（1）将 18只 6周龄小鼠随机分为 3组，前两组为实验组，第三组为 PBS对照组。在第一次

免疫之前，各组小鼠分别收集血清作为空白对照。

（2）GX1659/PR8 组每只小鼠免疫原为 GX1659/PR8 灭活浓缩后的病毒尿囊液（血凝效价

1024）；GX1659/PR8+adjuvant组每只小鼠免疫原为 GX1659/PR8灭活乳化的油乳苗（血凝效价

1024）；PBS 对照组每只小鼠免疫 200 μL的无菌 PBS。首免 2 周后各组以相同免疫剂量进行二

免。小鼠具体免疫程序如表 4-1所示。
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表 4-1 试验组小鼠免疫程序

Table 4-1 Vaccination schedule of mice

组别 免疫剂量（μL） 免疫次数 免疫方式

Group Dose Time Method

GX1659/PR8 200（血凝效价 1024） 2 皮下

GX1659/PR8+adjuvant 200（血凝效价 1024） 2 皮下

PBS 200 2 皮下

（3）在小鼠免疫后的四周内，每周采用眼眶静脉采血的方式收集并分离一次各组别的小鼠

血清，检测疫苗免疫后血清中抗体水平的变化。本研究用 HI检测一免后 4周内各组小鼠血清中

HI抗体；用 ELISA的方法检测一免后 4周内各组小鼠的特异性 IgG 抗体；同时在鸡胚上连续检

测一免 4周内各组小鼠免疫后的血清中和抗体。

4.2.1.2 小鼠血清 HI抗体效价检测

将从小鼠眼眶中采集到的新鲜血液在 37℃静置 1 h 后放置 4℃过夜，10000 rpm 离心 5 min

取上清，收集的上清即为小鼠的血清样品。血清样品需处理，以去除血清中的非特异性凝集素，

使用 RDE受体破坏酶，按 1:3的体积混匀后，37 ℃孵育 18～20 h，56 ℃灭活 30 min。处理完成

后，即可按照《中国兽药典》方法进行 HI抗体效价的检测。

4.2.1.3 小鼠血清中和抗体效价检测

在鸡胚上用 NT方法检测血清中和抗体效价，具体操作如下：

（1）按照常规方法检测病毒 EID50，并将病毒稀释至 100EID50/100μL。

（2）将待检血清用含双抗的 PBS先 1:10稀释后，按照 2倍比稀释，稀释 8个梯度。

（3）取各稀释度的血清，与等量的 EID50含量的病毒稀释液混合，37℃温箱静置 1 h，同时

设立阴阳性血清对照和病毒对照。

（4）鸡胚接种，将各稀释度的血清与病毒混合液接种至 SPF鸡胚，每个稀释度接种 3枚，

每枚 0.1mL。将接种后的鸡胚 37℃温箱恒温孵育，48h后收集鸡胚尿囊液，通过血凝实验判定病

毒是否被中和。中和效价的计算参照 Reed-Muench法。

4.2.1.4 小鼠血清中特异性 IgG抗体的检测

本实验用终点稀释 ELISA 的方法检测各组别小鼠血清中抗病毒的特异性 IgG 抗体水平，方

法如下：

1.通过鸡胚大量增殖病毒，收集病毒液灭活后进行蔗糖梯度离心浓缩纯化病毒，步骤如下：

（1）用 PBS配置 20%、40%、60%蔗糖溶液，37 ℃过夜，完全溶解后常温保存。

（2）灭活后的病毒液置于高速离心机中 8000 rpm、4℃离心 30 min。

（3）收集离心的上清液，置于超速离心机中，配平，30000 rpm、4 ℃离心 2 h。
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（4）弃上清，加 200 μL PBS，置于 4℃冰箱过夜溶解。

（5）用 5 mL注射器将 3mL 20%蔗糖加入离心管底部，然后将 3 mL 40%蔗糖加入 20%蔗糖

底部，将 3 mL 60%蔗糖加入 40%蔗糖底部，最后将过夜溶解的病毒液加到最上层，用 PBS配平

后，置于超速离心机中，30000 rpm、4 ℃离心 2 h。

（6）离心完成后，将 40%～60%之间的病毒液用枪头吸出，用 PBS配平后，30000 rpm、4 ℃

离心 2 h。

（7）弃去上清，加入 1 mL PBS溶解病毒沉淀，用分光光度计检测纯化产物浓度，并保存于

-70 ℃储存备用。

2.通过纯化病毒采用终点稀释ELISA方法检测小鼠血清中的抗病毒 IgG抗体水平，步骤如下：

（1）用 PH为 9.6的碳酸盐缓冲液将纯化病毒稀释为 2 μg/mL，以 100 μL/孔加入 ELSIA板，

4 ℃包被过夜。

（2）弃去包被液，PBST洗 3次，每次 5 min，用 PBS 配置 5%脱脂乳，以 200 μL/孔加入脱

脂乳，放置 37 ℃温箱中孵育 1 h用于封闭。

（3）弃去封闭液，PBST洗 3次，每次 5 min，将血清样品以一定比例倍比稀释作为一抗，

每孔加入 100 μL血清稀释液，放置 37 ℃温箱中孵育 1 h。

（4）弃去一抗稀释液，PBST洗 3次，每次 5 min，将羊抗鼠 IgG按 1∶5000稀释作为二抗，

100 μL/孔放置于 37 ℃温箱中孵育 1 h。

（5）弃去二抗，PBST洗 3次，每次 5 min，避光，每孔加入 50 μL TMB显色液，静置 10 min。

（6）每孔加入 50 μL 2M的 H2SO4终止液（2M的 H2SO4）终止反应。

（7）使用酶标仪在 A450nm处检测 OD值并参照《国家流感中心操作规程》判定结果。

4.2.1.5 攻毒保护试验

为探究疫苗株的交叉免疫保护效果，我们将 48只 6周龄小鼠随机分为两组，疫苗免疫组和

PBS对照组。在参照表 4-1 中 GX1659/PR8+adjuvant组的免疫程序免疫后，进行亲本病毒 GX1659

的攻毒保护实验、同源病毒 GX996 的攻毒保护实验和异源病毒 HuN3的攻毒保护实验。在二免

二周后将小鼠使用干冰麻醉，以 106EID50/50 uL的剂量滴鼻攻毒，攻毒后第 3天每组取出 3只小

鼠的鼻甲和肺脏研磨，离心后将梯度稀释，接种于 9~10 日龄的 SPF 鸡胚，病毒滴定。按照

Reed-Muench法计算病毒滴度。

剩余 BALB/c 小鼠每天记录体重变化和临床症状，直至感染后 14 d。

4.2.2 以猪为模型对疫苗的免疫效力评估试验

4.2.2.1 猪的免疫程序

（1）将 5周龄健康的猪 12只，随机分成 3组，前两组每组 4只为实验组，第三组 4只为空

白对照组。在第一次免疫之前，各组猪分别收集血清作为阴性对照。

（2）实验组猪的免疫原为 GX1659/PR8 灭活油乳苗，PBS对照组猪免疫 1 mL PBS，具体免
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疫程序如表 4-2所示。

表 4-2 试验组猪免疫程序

Table 4-2 Vaccination schedule of pigs

组别 免疫剂量（mL） 免疫次数 免疫方式

Group Dose Time Method

One-dose 1（血凝效价 1024） 1 颈部肌肉

Two-dose 1（血凝效价 1024） 2 颈部肌肉

PBS 1 2 颈部肌肉

（3）在首免后 6周内每周收集并分离一次各组猪血清，检测疫苗免疫后猪血清中的抗体效

价变化。

4.2.2.2 猪血清 HI抗体的检测

具体步骤参照 4.2.1.2。

4.2.2.3 猪血清中和抗体效价检测

具体步骤参照 4.2.1.3。

4.2.2.4 猪血清中特异性 IgG抗体的检测

具体步骤参照 4.2.1.4。

4.2.2.5 免疫持续期试验

在首次免疫后的不同时期对 One-dose和 Two-dose两组猪分别采血并分离血清，用 RDE受体

破坏酶处理后，检测猪血清 HI抗体效价。

4.3 结果

4.3.1 以小鼠为模型对疫苗的免疫效力评估结果

4.3.1.1 HI和 NT抗体检测结果

本实验通过血凝抑制试验检测免疫后 4 周内小鼠血清 HI 和 NT 抗体水平的变化，由图 4-1

可知，免疫重组灭活乳化苗 GX1659/PR8+adjuvant组在免疫过后的 4周内，小鼠体内产生了与亲

本病毒 GX1659 反应较高水平的 HI 和 NT 抗体，最高效价平均值分别为 1:2133.3 和 1:1760；疫

苗诱导产生与同源病毒 GX996反应的 HI和 NT抗体效价相对 GX1659较低，分别为 1:1173.3和

1:1280；而针对异源病毒的 HuN3的 HI和中和抗体最低，免疫后四周内的 HI和中和抗体效价均
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低于 20。与此同时，未加佐剂乳化的 GX1659/PR8 组在免疫过后的 4周内，HI和 NT抗体水平也

持续升高，在二免二周后达到最高，但均低于 GX1659/PR8+adjuvant组。以上数据表明重组灭活

疫苗株 GX1659/PR8 免疫小鼠后，可诱导小鼠针对同源病毒产生高水平的 HI和 NT抗体效价，但

对于异源病毒的 HI和 NT抗体中和抗体滴度较低，此外，GX1659/PR8+adjuvant组针对同源病毒

产生的 HI和 NT抗体效价要高于 GX1659/PR8组。

图 4-1 小鼠抗体效价检测

Fig 4-1 Detection of antibody titers of mice

A，B：以亲本病毒 GX1659 为抗原 C，D：以同源病毒 GX996 为抗原 E，F：以异源病毒 HuN3为抗原

A,B: Use parent virus GX1659 as antigen C,D: Use homologous virus GX996 as antigen E,F: Using heterologous virus HuN3 as antigen

4.3.1.2 小鼠血清中特异性 IgG抗体检测

本实验通过终点稀释 ELISA 检测各组的小鼠在免疫后 4 周内小鼠血清中特异性 IgG 抗体效

价水平。由表 4-3可知，在首次免疫后 4周内，免疫灭活重组病毒 GX1659/PR8 乳化苗的小鼠和

仅仅免疫灭活重组病毒 GX1659/PR8 的两组小鼠血清中 IgG 抗体效价均持续升高。其中

GX1659/PR8+adjuvant组在免疫第 4周针对亲本病毒 GX1659的抗体效价达 1:102400，针对同源

病毒 GX996 的抗体效价达 1:76800，针对异源病毒 HuN3的抗体效价达 1:38400。与此同时而未

添加佐剂免疫的 GX1659/PR8组在免疫后的 4周内 IgG抗体也逐渐升高，在免疫第 4周针对亲本

HI NT
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病毒 GX1659的抗体效价达 1:38400，针对同源病毒 GX996 的抗体效价达 1:25600，针对异源病

毒 HuN3 的抗体效价达 1:12800。以上结果表明 GX1659/PR8 重组灭活疫苗株免疫小鼠后，可诱

导小鼠产生较高的 IgG抗体效价，且GX1659/PR8+adjuvant组的 IgG抗体效价要高于GX1659/PR8

组。

表 4-3 小鼠血清中 IgG抗体效价检测

Table 4-3 detection of IgG antibody titers in serum of mice

抗原 组别 IgG抗体效价

Antigen Groups IgG antibody titers

1 2 3 4

GX1659 GX1659/PR8+adjuvant 5600 16000 51200 102400

GX1659/PR8 2000 5600 19200 38400

PBS ≤200 ≤200 ≤200 ≤200

GX996 GX1659/PR8+adjuvant 3200 6400 51200 76800

GX1659/PR8 2000 4800 12800 25600

PBS ≤200 ≤200 ≤200 ≤200

HuN3 GX1659/PR8+adjuvant 800 1600 25600 38400

GX1659/PR8 400 1600 3200 12800

PBS ≤200 ≤200 ≤200 ≤200

4.3.1.3 攻毒保护试验结果

为了评价 GX1659/PR8对 H3亚型 SIV的保护效果，我们对二免二周的小鼠进行了亲本病毒

GX1659、同源病毒 GX996、异源病毒 HuN3 的攻毒保护试验，以体重变化和脏器病毒滴度来评

价 GX1659/PR8的免疫保护效果。

我们以 106EID50/50μL 剂量的亲本病毒 GX1659对二免二周的小鼠进行攻击后，免疫组小鼠

体重平稳上升，对照组小鼠体重下降 4 d 后迅速回升，小鼠的脏器滴定结果表明，免疫组小鼠的

鼻甲和肺脏中均不能检测到病毒的复制，而对照组小鼠的鼻甲和肺脏中则可以检测到较高滴度的

病毒含量，差异极显著（图 4-2B，p＜0.01，p＜0.01）。由此可见，GX1659/PR8 疫苗株可以完

全抵御亲本病毒 GX1659的攻击。
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图 4-2 GX1659/PR8在小鼠中对 GX1659攻击的保护作用

Fig 4-2 Protective efficacy of GX1659/PR8 in mice against GX1659 challenge

A：体重变化 B：脏器滴定

A: Weight loss B: Virus titer in organs

我们以 106EID50/50μL剂量的同源病毒 GX996对二免二周的小鼠进行攻击后，免疫组小鼠比

较稳定，对照组小鼠体重下降 4～5 d 后逐渐回升，小鼠的脏器滴定结果表明，与对照组相比，

免疫组小鼠能有效抑制病毒在脏器内的复制情况（图 4-3B，p＜0.01，p＜0.01），剖杀的三只小

鼠，其中两只鼻甲和肺脏均未检测到病毒，另一只检测到较低滴度的病毒含量。结果显示，

GX1659/PR8疫苗株对同源病毒的攻击有很好的保护作用。

图 4-3 GX1659/PR8在小鼠中对 GX996攻击的保护作用

Fig 4-3 Protective efficacy of GX1659/PR8 in mice against GX996 challenge

A：体重变化 B：脏器滴定

A: Weight loss B: Virus titer in organs

我们以 106EID50/50μL 剂量的异源病毒 HuN3 对二免二周的小鼠进行攻击后，免疫组小鼠和

对照组小鼠体重均呈现明显的下降趋势；脏器滴定结果表明，相对于对照组小鼠，免疫组小鼠的

鼻甲中检测到的病毒含量显著降低，但免疫组小鼠肺脏中检测到的病毒含量与对照组无明显差异

（图 4-4B，p＜0.01，p＞0.05）。

A B

A B
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图 4-4 GX1659/PR8在小鼠中对 HuN3攻击的保护作用

Fig 4-4 Protective efficacy of GX1659/PR8 in mice against HuN3 challenge

A：体重变化 B：脏器滴定

A: Weight loss B: Virus titer in organs

4.3.2 以猪为模型对疫苗的免疫效力评估结果

4.3.2.1 猪血清 HI抗体检测结果

以 GX1659为检测抗原，通过血凝抑制试验检测猪在免疫后 6周内猪体内血清的 HI抗体水

平变化。由图 4-5可知，One-dose免疫组和 Two-dose免疫组在免疫后 6周内均能产生较高水平的

针对亲本病毒 GX1659的 HI抗体。其中，One-dose 免疫组在首次免疫 6周内 HI抗体效价逐渐升

高并最终达到 1:560。而 Two-dose 免疫组的 HI抗体效价水平在二免之后显著增高并在二免后 3

周达 1:2560，而 PBS 组猪血清中 HI 抗体效价始终低于 1:20。结果表明，重组灭活疫苗株

GX1659/PR8免疫猪后，可诱导产生高水平的针对亲本病毒 GX1659的 HI抗体。

图 4-5 猪 HI抗体效价检测

Fig 4-5 Detection of HI antibody titers of pigs

4.3.2.2 猪血清中和抗体检测

以 GX1659为检测抗原，通过鸡胚中和实验检测猪在免疫后 6周内 NT抗体水平的变化。由

A B
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图 4-6 可知，免疫 One-dose免疫组在免疫过后的 6周内，NT抗体水平持续升高，效价达 1:360。

Two-dose免疫组血清在二免前 NT抗体效价与 One-dose免疫组相似，在二免后 NT抗体水平迅速

升高，并在二免 3周时产生的 NT效价最高可达 1:2560。在 PBS 组中猪血清中 NT抗体效价始终

低于 1:20。结果表明，重组灭活疫苗株 GX1659/PR8免疫猪后，可诱导产生高水平的针对亲本病

毒 GX1659的中和抗体。

图 4-6 猪 NT抗体效价检测

Fig 4-6 Detection of NT antibody titers of pigs

4.3.2.3 猪血清中特异性 IgG抗体检测

以 GX1659为抗原，通过终点稀释 ELISA检测猪在免疫后 6周内特异性 IgG抗体水平变化。

由表 4-4可知，猪血清中抗 GX1659/PR8的特异 IgG抗体在一免 1周后便可检测到。在首次免疫

后 6周内，One-dose组和 Two-dose组的两组猪血清中 IgG 抗体效价持续升高，其中相比 One-dose

组，Two-dose组的 IgG抗体水平在二免之后显著升高并在二免后 3周到达峰值 1:153600。结果表

明重组灭活疫苗 GX1659/PR8免疫猪后，可诱导产生高水平的针对亲本病毒 GX1659的 IgG抗体。

表 4-4 猪血清中 IgG抗体效价检测

Table 4-4 detection of IgG antibody titers in serum of pigs

组别 IgG抗体效价

Groups IgG antibody titers

1 2 3 4 5 6

One-dose 1000 2000 6000 12000 102400 102400

Two-dose 600 1600 4400 96000 128000 153600

PBS ≤200 ≤200 ≤200 ≤200 ≤200 ≤200

4.3.2.4 免疫持续期试验
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为探究疫苗对猪的免疫保护持续时间，我们进行了 GX1659PR8 对猪的主动免疫效力及持续

期实验。在免疫一周后开始采血，血清经处理后，以 GX1659为抗原测定其 HI抗体，抗体检测

结果表明，疫苗一免一周后即可诱导 HI抗体产生，在免疫后 5～6周 HI抗体水平达最高，在免

疫 180 d后 HI抗体滴度仍能保持在 1:40及以上。

图 4-7 免疫后 HI 抗体的检测

Fig 4-7 Detection of HI antibody titer after vaccination
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表 4-5 免疫持续期试验结果

Table 4-5 immune duration test results

4.4 讨论

猪的全病毒灭活疫苗虽然生产成本低，但迄今为止，已表现出良好的免疫原性和安全性，并

在小鼠等动物模型中对其免疫保护效果进行了深入的评估(RUAN et al., 2018)。

本研究采用利用反向遗传学的方法构建重组 H3N2亚型猪流感病毒 GX1659/PR8并依据此病

毒制备了灭活苗。在动物试验的过程中，该疫苗免疫后，能诱导机体产生针对亲本病毒和同源病

毒的高水平 HI抗体、NT抗体和特异性 IgG抗体，也能诱导针对异源病毒 HuN3的血清 IgG抗体，

但抗体效价明显低于 GX1659亲本病毒。同时，我们发现疫苗乳化后刺激机体产生的抗体效价高

于灭活的病毒液直接免疫后产生的抗体效价；二次免疫诱导的抗体水平也比一免的抗体水平有明

显的提高。

组别 剂量 免疫次数 数量 免疫后天数
HI抗体滴度

＜20 20 ≥40

A 1.0ml 1 4 7 1/4 0/4 3/4

14 0/4 1/4 3/4

21 0/4 0/4 4/4

28 0/4 0/4 4/4

35 0/4 0/4 4/4

63 0/4 0/4 4/4

91 0/4 0/4 4/4

126 0/4 0/4 4/4

140 0/4 0/4 4/4

160 0/4 0/4 4/4

180 0/4 0/4 4/4

B 1.0ml 2 4 7 1/4 0/4 3/4

14 1/4 0/4 3/4

21 0/4 0/4 4/4

28 0/4 0/4 4/4

35 0/4 0/4 4/4

63 0/4 0/4 4/4

91 0/4 0/4 4/4

126 0/4 0/4 4/4

140 0/4 0/4 4/4

160 0/4 0/4 4/4

180 0/4 0/4 4/4
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在小鼠二免后，我们通过滴鼻的方式，用亲本病毒、同源病毒和异源病毒对小鼠进行了攻毒

保护实验。对于亲本病毒，免疫组小鼠被完全保护，肺脏和鼻甲均检测不到病毒的存在；对于同

源病毒，免疫组的小鼠能有效抵抗病毒的感染，与对照组相比能有效抑制病毒在脏器内的复制；

但是对于异源病毒，疫苗的保护效果并不理想。虽然 GX1659/PR8疫苗株可以诱导小鼠产生与异

源病毒 HuN3结合的特异性 IgG抗体，但它并不能保护小鼠抵抗异源病毒的感染。这与之前的报

道一致，灭活疫苗针对同源病毒有效，但针对异源病毒只能提供有限的保护(QUAN et al., 2008;

SOUZA et al., 2018)，且当疫苗和攻击病毒属于同一亚型但抗原性不同时，甚至会增强呼吸道疾病

的症状(VINCENT et al., 2008; VINCENT et al., 2012)。因为灭活疫苗是通过肌肉途径接种的，并且

不能诱导足够的粘膜免疫力，而流感疫苗的交叉保护活性在很大程度上与粘膜免疫力有关。有研

究表明，与通过肠胃外途径接种相比，疫苗通过鼻腔接种可以诱导更高的分泌型 IgA产生。IgA

抗体具有比 IgG 抗体更高的亲和力，可以很容易地进入粘膜并且能够提供针对异源病毒的保护

(MURAMATSU et al., 2014)。此外，通过鼻腔接种的疫苗使用有效的粘膜佐剂也可以提高疫苗效

率，Milton Thomasc等使用 Poly I:C作为佐剂制备疫苗，可以诱导产生针对攻击病毒高水平的特

异性 HI和 IgG抗体以及呼吸道中的 IgA 抗体，并提供针对同源和异源 SIV攻击的保护(THOMAS

et al., 2015)。

根据国内外大量研究表明，HI抗体滴度与攻毒保护效果之间存在平行关系，当猪体内 HI抗

体滴度达到 1:40 及以上时，可对同源病毒的攻击具有保护作用(COUDEVILLE et al., 2010; DE

JONG et al., 2003; HANNOUN et al., 2004)。本研究进行了猪的主动免疫及免疫持续期实验，猪在

免疫后 28 d～42 d内抗体水平达到峰值，之后抗体水平缓慢下降，但在 180 d后抗体滴度仍在 1:40

以上。因此可以推断，该疫苗免疫猪后能为猪提供至少 180天的保护，可以完全覆盖商品肉猪的

生命周期。

综上所述，本实验构建的重组 H3N2猪流感病毒 GX1659/PR8具备成为 H3N2亚型猪流感病

毒灭活疫苗候选毒株的潜力，同时本研究为防控 H3N2亚型 SIV提供了有效的技术支持和疫苗产

品储备。
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第五章 结论

1. 选取 A/swine/Guangxi/1659/2017(H3N2)的表面基因 HA、NA作为 H3亚型猪流感病毒疫苗

株的表面基因供体，以 PR8 内部基因为骨架，成功拯救出具有高繁殖力的重组猪流感病毒

GX1659/PR8。

2. GX1659/PR8 疫苗株能诱导小鼠产生针对同源病毒的高滴度 HI抗体、NT抗体以及特异性

IgG 抗体，能显著抑制同源 H3N2亚型病毒在小鼠体内的复制，对同源 H3 亚型猪流感病毒的攻

击能起到有效的保护作用。

3. GX1659/PR8疫苗株能诱导猪产生针对同源病毒的高滴度HI抗体、NT抗体以及特异性 IgG

抗体，猪接种疫苗后，HI抗体滴度在免疫后 180天仍能保持在 1:40及以上。
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