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摘  要 

I 

摘要 

 

猪流感（Swine influenza, SI）是由猪流感病毒（Swine influenza virus, SIV）引起的

猪的急性、接触性呼吸道疾病，临床上以高热、呼吸困难、咳嗽、厌食为特征。SIV 感

染具有高发病率、低死亡率的特点，能引起感染猪饲料利用率降低、生长发育停滞及体

重减轻。同时，SIV 能与其他病原体合并感染，导致严重症状及死亡。SI 的发生和流行

不但给养猪业造成重大经济损失，还对全球公共卫生体系造成了巨大影响。疫苗接种

是预防和控制动物及人类流感病毒感染的最有效和最经济策略，现阶段已上市的 SI 疫

苗为传统鸡胚全病毒灭活疫苗，有一定的局限性。纳米颗粒 (Nanoparticle, NPs)疫苗可

在特定纳米骨架表面展示多个病毒抗原成分，诱导强烈的体液和细胞免疫反应，近年

来已在新冠、乙肝、流感、艾滋病及肿瘤等重大疾病的预防和治疗中展现出了广阔的应

用前景。 

本研究中，我们利用昆虫细胞-杆状病毒系统表达并生成了猪流感病毒 H1 和 H3 亚

型二价纳米颗粒疫苗（Bivalent nanoparticle vaccines，BNV），对纳米颗粒粒径和形态

进行了表征，对重组纳米颗粒蛋白特性进行了鉴定，通过 Balb/C 小鼠和仔猪免疫及攻

毒保护试验评估了疫苗效力。研究结果如下： 

1. H1 和 H3 亚型 SIV 流行毒株 HA 基因重组杆状病毒的构建。通过 GISAID 数

据库获取H1和H3亚型SIV流行毒株HA基因序列，使用同源重组方法构建 pBacPAK9-

SIV-H1-HA-TM，pBacPAK9-SIV-H3-HA-TM 重组质粒，将重组质粒与线性化杆状病毒

基因组 Bacmid 共转染进 Sf9 细胞并包毒传代，通过 PCR、WB 和血凝实验对重组杆状

病毒 rBac- H1-HA-TM，rBac- H3-HA-TM 的生成和表达进行鉴定。 

2. 重组杆状病毒表达 H1 和 H3 亚型 SIV HA 蛋白及其纯化和鉴定。利用 Hi5 昆

虫细胞系表达重组杆状病毒 HA 蛋白，筛选阴离子交换层析和扁豆凝集素亲和层析对

重组杆状病毒 HA 蛋白进行纯化，通过在亲和纯化过程中高浓度 PS80 缓冲液的置换实

现 HA 蛋白与 PS80 在扁豆亲和柱上共孵育，三聚体 HA 的茎部疏水跨膜域与 PS80 洗

涤剂疏水内核实现稳定结合，进而形成洗涤剂核心的纳米颗粒。SDS-PAGE 检测显示，

纯化获得的 HA 纳米颗粒蛋白纯度＞85%；动态光散射（DLS）分析显示，纳米颗粒粒

径在 28 nm-68 nm；透射电镜（TEM）分析显示，HA 头部域突出于纳米颗粒外部；血

凝实验显示，纯化获得的纳米颗粒蛋白血凝活性滴度＞211，能用于后续动物免疫评价。 

3. SIV H1 和 H3 亚型 BNV 疫苗的 Balb/C 小鼠免疫评价。制备 SIV H1 和 H3 亚型

BNV 疫苗免疫 Balb/C 小鼠，同时评价不同佐剂对 BNV 疫苗的免疫增强作用。结果显

示，与市售二价猪流感灭活疫苗（Influenza Inactivated vaccines，IIV）相比，BNV 疫苗

可诱导小鼠产生更强的免疫反应，MF59 和 CPG1 佐剂可显著提高 BNV 的 HI 抗体滴
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度。ELISA 方法对二免后 14d 小鼠血清中特异性 IgG 抗体及亚型进行分析，结果显示

BNV 组及 BNV+MF59 佐剂组表现出平衡的 Th1/Th2 免疫反应，而 BNV+CPG1 佐剂组

倾向于更强的 Th1 型免疫反应。Balb/C 攻毒试验结果表明，BNV 疫苗具有较好的保护

作用，能有效减轻病毒感染引起的肺部大体和微观病变。  

4. SIV H1 和 H3 亚型 BNV 疫苗的仔猪免疫及攻毒保护试验。仔猪免疫试验表明，

BNV 疫苗可诱导仔猪产生高水平的 HI 抗体。二免后 14d，BNV 组仔猪血清中的针对

H1 和 H3 亚型病毒的 HI 抗体滴度分别达到 10 log2 和 9 log2，BNV+MF59 组仔猪血清

中的针对 H1 和 H3 亚型病毒的 HI 抗体滴度分别达到 11 log2 和 9 log2，而市售灭活疫

苗 IIV 针对 H1 和 H3 亚型病毒的 HI 抗体滴度仅为 7 log2。此外，免疫组仔猪体内还检

测到了高水平的特异性 IgG 抗体。仔猪攻毒保护试验表明，BNV 疫苗可产生高效的免

疫保护作用，免疫组仔猪攻毒后未见明显肺脏病理损伤。  

综上所述，本研究成功研制出 SIV H1 和 H3 二价纳米颗粒疫苗，该疫苗能诱导仔

猪产生高水平的抗体，对 H1N1 和 H3N2 亚型 SIV 的感染可提供保护作用，能较好的

抑制免疫猪的排毒以及病毒在体内的复制，减轻 H1N1 和 H3N2 亚型 SIV 引起的肺部

损伤。研究为 SIV 新型亚单位疫苗的研制提供了新思路。 

 

关键词：猪流感病毒；H1N1；H3N2；纳米颗粒疫苗；免疫评价 

 

 



III 

ABSTRACT 

Swine influenza (SI) is an acute, contact respiratory disease of pigs caused by swine 

influenza virus (SIV). Clinically, it is characterized by high fever, dyspnea, cough and anorexia. 

Simple SIV infection has the characteristics of high morbidity and low mortality, but SIV 

infection can cause reduced feed utilization, growth stagnation and weight loss. SIV may be 

co-infected with other pathogens leading to severe symptoms and death. The occurrence and 

prevalence of swine influenza has caused significant economic losses to the pig industry. 

Vaccination remains the most effective and economical strategy to prevent and control 

influenza virus infections in animals and humans, and the SI vaccines available at this stage 

are traditional chicken embryo whole virus inactivated vaccines with certain limitations. 

Nanoparticle (NPs) vaccines, which can display multiple viral antigenic components on the 

surface of specific nanoskeletons and induce strong humoral and cellular immune responses, 

have been a hot spot in vaccine development in recent years and have shown promising 

applications in the prevention and treatment of major diseases such as neocrown, hepatitis B, 

influenza, AIDS, and tumors. 

In this study, we expressed and generated a bivalent nanoparticle vaccine(BNV) against 

SIV subtypes H1 and H3 using an insect cell-baculovirus system, characterized the 

nanoparticle particle size and morphology, characterized the recombinant nanoparticle protein 

properties, and evaluated the vaccine efficacy by immunization and challenge assays in Balb/C 

mice and piglets. The results of the study are as follows: 

1. Construction of recombinant baculovirus with HA gene of H1 and H3 subtype of SIV 

endemic strains. HA gene sequences of H1 and H3 subtype SIV epidemic strains were 

obtained from GISAID database, pBacPAK9-SIV-H1-HA-TM and pBacPAK9-SIV-H3-HA-

TM recombinant plasmids were synthesized by homologous recombination, and the 

recombinant plasmids were cotransfected with linearized baculovirus genomic bacmid into 

Sf9 cells, and the recombinant baculovirus rBac-H1-HA-TM and rBac-H3-HA-TM were 

identified by PCR, WB and hemagglutination assay. 

2. Recombinant baculovirus expressing H1 and H3 subtypes of SIV HA proteins and 

their purification and identification. The recombinant baculovirus HA protein was 

expressed in a clean Hi5 insect cell and purified by anion-exchange chromatography and lentil 

agglutinin affinity chromatography. The HA protein was coincubated with PS80 on the lentil 

西北农林科技大学博士学位论文
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affinity column by displacing a higher concentration of PS80 buffer during the purification 

process, and the hydrophobic transmembrane domain of the stem of the trimeric HA was stably 

bound to the PS80 detergent core to form detergent-core nanoparticles. SDS-PAGE showed 

that the purity of HA nanoparticles was > 85%, and dynamic light scattering(DLS) analysis 

showed that the nanoparticles were 28-68 nm in size, transmission electron microscopy (TEM) 

analysis showed that the HA head domain protruded from the outside of the nanoparticles. 

Hemagglutination assay showed that the purified HA nanoparticle proteins have high activity 

and can be used for subsequent animal experiments. 

3. Immune evaluation of SIV H1 and H3 subtype BNV vaccine in Balb/C mice. Balb/C 

mice were immunized with BNV, and the immunological enhancement effects of different 

adjuvants on BNV were evaluated. The results showed that BNV induced stronger immune 

responses in mice compared with commercial influenza inactivated vaccines (IIV), and MF59 

and CPG1 adjuvants significantly increased the HI antibody titers of BNV. Specific IgG 

antibody and subtypes in serum of mice 14 days after boost immunization were analyzed by 

ELISA, results showed that the BNV group and BNV + MF59 adjuvant group exhibited 

balanced Th1/Th2 immune responses, while the BNV + CPG1 adjuvant group tended to show 

stronger Th1-type immune responses; Challenge test in Balb/c mice showed that the BNV was 

sufficiently protective to reduce the gross and microscopic lesions in the lungs caused by viral 

infection. 

4. Experiments on immunization and challenge of BNV in piglets. The piglet immunization 

experiment showed that BNV could induce high level of HI antibodies, and the HI antibody 

titers against H1 and H3 subtypes of viruses in the serum of piglets in the BNV group reached 

10 log2 and 9 log2, respectively, while 11 log2 and 9 log2 of the BNV+MF59 group, 

respectively. In addition, high levels of antigen-specific IgG antibodies were detected in the 

piglets of the immunized group; Challenge experiment of piglets showed that the BNV could 

produce highly effective immune protection, and no significant pulmonary damage was 

observed in the immunized piglets. No significant lung pathological damage was observed in 

the immunized piglets.      

In summary, the SIV H1 and H3 bivalent nanoparticle vaccine (BNV) developed in this 

study induced a high level of immune response, provided protection against H1N1 and H3N2 

subtype SIVs, inhibited detoxification and virus replication in immunized pigs, and attenuated 

lung injury caused by SIV subtypes H1N1 and H3N2. This study provides a new idea for the 

development of a new SIV subunit vaccine. 

 



V 

 

KEY WORDS: Swine influenza virus；H1N1 subtype；H3N2 subtype；Nanoparticle vaccine；
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第一章  文献综述 

1 

第一章  文献综述 

猪流感（swine influenza, SI）是由猪流感病毒（swine influenza virus, SIV）引起的

猪的急性、接触性呼吸道疾病，临床上以高热、呼吸困难、咳嗽、厌食为特征。单纯的

SIV 感染具有高发病率、低死亡率的特点，但 SIV 感染可引起饲料利用率降低、生长

发育停滞及体重减轻，同时，SIV 也可能与其他病原体合并感染导致严重症状及死亡

(Dobrescu et al. 2014; Schmidt et al. 2016)，猪流感的发生和流行给养猪业造成重大经济

损失。 

与人类流感病毒相似，SIV 也有不同的亚型和毒株。目前为止，已经发现了至少 7

种不同的 SIV 血清亚型(Lewis et al. 2016)，临床上常见的主要包括 H1N1、H1N2 和

H3N2 三种亚型，根据病毒基因片段来源的不同又可分为多个谱系。近年来在中国猪群

中流行的主要 SIV 是经典的猪型 H1N1（Classical swine H1N1, CS H1N1）、欧亚类禽

型 H1N1（Eurasian avian-like H1N1, EA H1N1）和类人型 H3N2 毒株。已有的 SI 血清

学流行病学调查表明，SIV 在中国的分布和演化日趋复杂。 

疫苗接种仍然是预防和控制动物及人类流感感染的最有效和最经济策略，现阶段

已上市流感疫苗以灭活苗为主，但流感病毒的变异特性常造成流行株和疫苗株不匹配，

导致疫苗有效性降低(Ryt-Hansen et al. 2021; Tenforde et al. 2021)，需根据病毒流行特征

对抗原进行周期性修订。猪对禽流感病毒、人类流感病毒和猪流感病毒均易感，被称为

流感病毒的“混合器”，不同病毒在猪体内可能发生基因重排进而引起更大范围的传播

和流行(Ma et al. 2008; Shinde et al. 2009)。SI 的流行对对全球公共卫生体系造成了巨大

影响，2009 年爆发的 H1N1/pdm09（又称“猪流感”）提高了全球跨部门对 SIV 演变和

流行病学的认识，对 SI 的监测、了解和防控进入了一个新阶段(Garten et al. 2009; Shieh 

et al. 2010)。本章节针对 SIV 流行病学特点、进化特征、跨物种传播现状、疫苗研发进

展等进行综述，阐明猪流感在中国的流行传播现状，为进一步的防控提供支持。 

1.1 猪流感病毒病原学特征 

SIV 在分类地位上属于正粘病毒科 A 型流感病毒属。目前发现可感染猪的 A 型流

感病毒很多，临床上较为常见的主要包括 H1N1、H1N2 和 H3N2 三种亚型(Baudon et 

al. 2017)。SIV 病毒基因组由 8 个负链的单链 RNA 片段组成，编码 10 个病毒蛋白，其

中有 HA、NA、NP、M1、M2、PB1、PB2 和 PA 8 种结构蛋白和 NS1，NS2 两种非结

构蛋白(Nypaver et al. 2021; Paules et al. 2017a)。SIV 通常呈 80-120nm 的球形，表面有

10nm 左右的钉状物或纤突覆盖，这两种不同形状的表面钉状物为三聚体血凝素 HA 蛋
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白和四聚体神经氨酸酶 NA 蛋白。SIV 的传染性主要由 HA 和 NA 两种蛋白质决定，

HA 可以识别并结合宿主细胞受体，促进病毒入侵，NA 负责切割唾液酸，促进病毒粒

子的释放。 

SIV 对热、pH、紫外线等环境条件敏感，对干燥和低温抵抗力强。56 ℃ 30 min 即

可灭活，pH 3.0 以下或 pH 10.0 以上短时间内可失去感染力。SIV 为囊膜病毒，对乙醚、

氯仿、丙酮等有机溶剂敏感；高锰酸钾、75%乙醇、碘酊、甲醛、环氧乙烷等化学消毒

剂均可进行有效灭活。猪流感病毒在 5°C 的浆液中存活 6 周以上仍保持感染性，在 20°C

的浆液中可以保持 14 天(Botner et al. 2012)，在-70 ℃冻干条件下可稳定保存数年。 

1.2 猪流感病毒的流行概况 

猪流感传播迅速，传播范围广，呈地方性流行，世界性分布。各个年龄段、性别和

品种的猪对本病毒均易感，发病率高达 100%。以往研究表明，猪流感的流行具有明显

季节性，天气多变的秋末、早春和寒冷的冬季易发生，但随着高密度集约化养猪生产方

式的普及，猪流感季节性发病的特点已不太明显。作为主要的免疫抑制疾病之一，猪流

感在规模化养猪场中普遍存在，难以根除。SIV 对猪呼吸道上皮细胞具有高度亲嗜性，

感染造成猪体与外界的天然屏障被破坏，导致嗜血杆菌、胸膜肺炎放线杆菌、猪 2 型

链球菌、巴氏杆菌、支原体、猪繁殖与呼吸综合征病毒等的继发或混合感染，使病情复

杂化、严重化，导致发病和死亡率升高，同时造成人工、饲料的巨大浪费及药物的消耗，

对养殖业的危害不可小觑(Hou et al. 2012; Jimenez et al. 2014; Ouyang et al. 2019; Sunaga 

et al. 2020; Sura et al. 2022)。从传播途径和传染源而言，SIV 主要是通过与病猪直接接

触后经口鼻途径传播，病猪和带毒猪是猪流感的传染源，该病通常具有 1-3d 的潜伏期，

感染后的 3-5d 为排毒高峰，病猪症状消失后仍可持续带毒 2 周以上。 

1.2.1 猪流感的血清型及地理分布概况 

SIV 有多个亚型，猪群中流行最广泛的是 H1N1、H3N2 和 H1N2 亚型。美国的主

要毒株是经典的 1A 型 H1N1、三重组型 H3N2、1C 型禽样猪 H1N1 和 2009 年大流行

的 pdm09/H1N1 病毒(Bakre et al. 2020)；欧洲主要的毒株是 1C 型类禽型猪 H1N1, 1B 类

人重组猪 H1N2，类人重组猪 H3N2,以及 pdm09/H1N1 病毒(Brown 2013)；而在中国，

美国和欧洲的所有谱系都已被证明在猪群中传播，在同一个猪场种不同 SIV 毒株的共

循环很常见(Zhu et al. 2022)。一项意大利的研究报告了当地一个商业养殖场发生的多个

重组基因型 H1N2 感染(Beato et al, 2016)；Song 调查了在中国南方某地的 9 个县猪群

SIV 检测发现，其中 7 个县的 24%的猪 H1 和 H3 均呈阳性(Song et al 2010)。 

猪流感于 1918 年首次被发现。Corzo 等(Corzo et al. 2013)使用 RT-PCR 方法对美国

大型猪场猪流感在 12-24 个月内的猪流感感染情况进行动态跟踪检测，结果发现猪群
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的个体阳性率为 4.6%，农场猪流感病毒阳性率为 90.6%。墨西哥北部的一项研究发现

(Lopez-Robles et al. 2014)，300 至 2500 头母猪的商业农场检测的样本中有超过 50%的

样本对 H1 或 H3 亚型 SIV 呈血清阳性，本研究主要对不到 10 周龄的猪进行了采样，

而来自母体的抗体(MDA)在猪中可以持续长达 10 周，并可能导致假阳性结果，此外，

本研究通过 RT-PCR 检测，16.7%(25/150)的猪样本对 A 型流感呈阳性。 

猪流感在欧洲也很普遍。在比利时、法国、意大利和西班牙的一项研究中(Simon et 

al. 2014)，从 2006 年到 2008 年对 80 个分娩至产程农场进行了监测。90%的农场被分

类为 SIV 阳性，个体水平血清阳性率为 62%。49%的农场感染了 SIV 的一种亚型，38%

感染了两种亚型，3.9%感染了三种亚型。然而，在这项研究中，抽样也有偏差，导致可

能高估了流行率，因为抽样农场选择了来自猪密度高的地区或有呼吸问题史的猪。对

挪威历史监测数据的分析表明，全国猪群甲型 H1N1 流感 pdm09 病毒的血清流行率约

为 43%，受感染农场中 H1N1 大流行猪的个体流行率超过 60%(Forberg et al. 2013)。

2009 年在西班牙进行的另一项研究涉及从 98 个随机选择的猪场抽检猪，报告农场水

平的血清阳性率接近 100%，动物水平的血清阳性率为 62.3%(Simon-Grife et al. 2011)。 

1.2.2 猪流感病毒在中国大陆地区的流行情况 

猪流感血清及病原学流行病学调查分析表明，猪流感病毒在我国主要养殖区域广

泛分布，H1、H3 亚型猪流感在我国东北、华北、华东、华南、华中以及西南等地普遍

存在，且部分省市猪群感染呈地方性流行趋势（表 1-1，表 1-2）。哈兽研团队(刘丽萍 

et al. 2014)对全国近 10 个养猪重点省份的养殖场、屠宰场 SIV 流行情况的调查发现

2012-2013 年我国猪群中类禽型 H1N1(EA H1N1)、2009 甲型 H1N1(pdm/09 H1N1)和 

H3N2 亚型 SIV 抗体阳性率分别为 55.52 %、13.92 %和 2 %；兰德松等(兰德松 et al. 

2019)对辽宁省 2012-2017 年间分离的 2161 份血清样品检测发现，辽宁省猪群中 SIV 感

染率为 50.02%，以 EA H1N1、pdm09/H1N1 亚型 SIV 感染为主，分别占比 15.36%和

34.48%。 

华南农大研究团队(朱旭辉 2019)在对 2016-2017 年间采集于广东地区的猪鼻拭子

样品、血清样品检测显示，猪流感抗原阳性率为 4.53%，H1 亚型和 H3 亚型 SIV 血

清阳性率分别为 26.5%和 27.3%，显示 SIV 在广东流行普遍；肖一红等(肖一红 et al. 

2019)对山东省猪流感血清学流行情况监测显示，2016-2017 年山东省 SIV 感染比较普

遍，SIV 抗体总阳性率为 63.79%，其中 EA H1N1 抗体阳性率最高（56.31%），2009/H1N1

抗体阳性率次之（24.61%），H3N2 抗体阳性率较低(1.61%)；中国动物疫病预防控制中

心(徐琦 et al. 2018)对 2016 年全国不同区域 25 个重点屠宰场的猪血清进行了 HI 抗体

的检测显示，我国屠宰场猪群中SIV感染比较普遍，EA H1N1、pdm/09 H1N1、CS H1N1、

H3、H9 抗体阳性率分别为 28.12%、23.18%、19.34%、7%、7.41%，在所监测地区中，
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华南地区屠宰场猪流感血清平均抗体阳性率最高(42.02%)；韩乐斌(韩乐斌 2022)等对

山东省、辽宁省、四川省、内蒙古省、山西省、广西省等不同省份的养猪场样本 SI 流

行病学调查显示，2020-2021 年间，以上地区猪流感病毒平均阳性率为 42.47%，单一亚

型 SIV 的感染中，EA H1N1 的血清阳性率最高（22.73%），在两种及以上亚型 SIV 

的混合感染中，EA H1N1+pdm/09 H1N1 的血清阳性率最高（11.73%）。 

流行病学研究表明，猪流感病毒在我国主要养殖区域广泛流行，且分布及流行毒

株呈现越来越复杂的情况(Cai et al. 2018; Cao et al. 2019; Feng et al. 2021; He et al. 2021; 

Song et al. 2020; Yu et al. 2008; Zhao et al. 2020)，不同亚型毒株的混合感染比例也越来

越高，值得引起高度重视。 

 

表 1-1 近 10 年中国主要养殖区域猪流感病毒病原学调查结果 

Table 1 Pathogenetic findings of swine influenza virus in major breeding regions of China in the last 

decade  

省份 

Province 

样品数量 

No. of 

samples 

阳性率%(n) 

Positive 

rate %(n) 

年份 

Year 

样品类型

Sample type 

检测方法 

Methods 

参考文献 

Reference 

广东 1522 
4.53%

（69/1522） 

2016-

2017 
鼻拭子 RT-PCR 

(朱旭辉 

2019) 

山东（泰安） 1353 
1.03%

（14/1353） 

2020-

2021 

鼻拭子、肺

脏 
鸡胚分离 

(韩乐斌 

2022) 

广东（东莞） 7707 
1.22%

（94/7707） 

2009-

2018 
鼻咽拭子 RT-PCR 

(蔡奕琪 et 

al. 2020) 

山东 5260 
0.72%

（38/5260） 

2016-

2018 
鼻拭子 鸡胚分离 

(孙法超 

2018) 

广东 2127 
3.8%

（81/2127） 

2017-

2019 
鼻拭子 RT-PCR 

(于亚南 

2020) 

山东、河南、

湖北 
6006 

0.35%

（21/6006） 

2018-

2020 

鼻拭子、肺

脏、支气管 
鸡胚分离 

(赵玉仲 

2021) 

江苏（扬州） 802 
0.25%

（2/802） 

2019-

2020 
鼻拭子 

鸡胚分离

+RT-PCR 

(张金燕 

2021) 

广东、广西 379 
0.79%

（3/379） 

2016-

2017 

鼻拭子、肺

脏 

鸡胚分离

+RT-PCR 

(付新亮 et 

al. 2020) 
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表 1-2 近 10 年中国主要养殖区域猪流感病毒血清学调查结果 

Table 2. Serological findings of swine influenza virus in major breeding regions of China in the last decade 

省份 

Province 

样品数量 

No. of samples 

阳性率%(n) 

Positive rate %(n) 

年份 

Year 

样品类型 

Sample type 

检测方法 

Methods 

参考文献 

Reference 

四川、天津、 江苏、河

北、山东等 18 省份 
5856 

EA H1N1 55.52 %; 

pdm/09 H1N1 13.92 %; 

H3N2,2.00 % 

2012-2013 血清样品 HI (刘丽萍 et al. 2014) 

广东 4850 36.14% 2012-2013 血清样品 ELISA (刘丽萍 et al. 2014) 

湖南 5060 34.89% 2012-2013 血清样品 ELISA (刘丽萍 et al. 2014) 

辽宁 2161 

50.02% 

(EA H1N1 15.36%; 

pdm/09 H1N1 34.48%; 

H3N2,0.28%) 

2012-2017 血清样品 HI (兰德松 et al. 2019) 

广东 132 

53.8% 

（H1N1,26.5%; 

H3N2,27.3%） 

2016-2017 血清样品 HI (朱旭辉 2019) 

山东 7000 

63.79% 

（EA H1N1 56.31%; 

pdm/09 H1N1 24.61%; 

H3N2,1.61%） 

2016-2017 血清样品 HI (肖一红 et al. 2019) 

全国不同区域屠宰场

（CADC） 
/ 

EA H1N1 28.12%；pdm/09 H1N1 

23.18%； 

H3N2 7% 

2016 血清样品 HI (徐琦 et al. 2018) 

山东、辽宁、内蒙、四

川、山西、广西 
16100 

42.47% 

（EA H1N1 22.73%; 

pdm/09 H1N1 8.13%; 

H3N2,0.05%； 

2020-2021 血清样品 HI (韩乐斌 2022) 
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EA H1N1+ pdm/09 H1N1 

11.73%） 

广东（东莞） 7534 44.85%（H1N1） 2009-2018 血清样品 ELISA (蔡奕琪 et al. 2020) 

山东、河南、吉林、辽

宁、山西 
17865 

52.14% 

（EA H1N1 28.89%; 

pdm/09 H1N1 9.05%; 

H3N2,0.07%； 

EA H1N1+ pdm/09 H1N1 

14.01%） 

2018-2020 血清样品 HI (赵玉仲 2021) 

广东、广西 3265 

EA H1N1 27.53%; 

pdm/09 H1N1 20.98%; 

H3N2,34.85% 

2016-2017 血清样品 HI (付新亮 et al. 2020) 

中南地区（广东、福建、

江西、河南） 
5514 

56.31% 

（EA1 H1N1 31.19%; 

pdm/09 H1N1 13.78%; 

EA2 H1N1 11.72%； 

H3N2,19.15%） 

2017-2020 血清样品 HI (胡晓坤 et al.) 

河南（安阳） 1169 

H1N1 54.49%; 

H3N2 30.62%; 

H1N1&H3N2 24.29% 

2018-2019 血清样品 ELISA (王庆云 et al. 2021) 

广东（粤北地区） 376 27.62%（H1N1） 2014-2015 血清样品 ELISA (胡鸿惠 et al. 2017) 
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1.3 猪流感病毒的进化分析 

从公开数据库 GeneBank 和 GISAID 上检索到 2009-2022 年间中国大陆地区上传的

猪流感病毒毒株共 798 例，具有完整毒株序列信息的 721 例，H1N1，H1N2，H3N2 三

种亚型毒株分别为 619、35、67 例。筛选到 2013-2022 年间猪流感病毒毒株共计 533

例，其中 H1N1，H1N2，H3N2 三种亚型毒株数量分别为 521、435、8 例，毒株涵盖大

陆地区 24 个省份，包含全部主要传统养殖区域，其中广东 92 例，辽宁 80 例，山东 66

例，天津 65 例，河南 44 例，河北 31 例，吉林 24 例，湖南 22 例，涵盖所有主要传统

养殖区域，毒株以 H1N1 亚型为主，H1N2 和 H3N2 亚型占比相对较少，可见 H1N1 亚

型是我国大陆地区流行的主要猪流感病毒。筛选近 10 年中分离自不同省份的 159 株猪

流感病毒代表株全基因序列进行系统发育进化树分析，结果显示，H1N1 亚型中欧亚类

禽型 H1N1（EA H1N1）是主要组成部分，占比 H1N1 亚型分离株的 90%以上。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-1 近 10 年中国不同地区猪流感病毒流行毒株基因进化树 

Fig. 1-1 Genetic evolution tree of SIV circulating strains in different regions of China in recent ten 

years 

1979 年，比利时和德国的猪群中发现了与经典猪流感病毒遗传进化不同的禽流感 

H1N1 病毒，后被称为 EA H1N1 SIVs，其在猪群中迅速流行并超过了原有的 CS SIVs。

2001 年，香港首次报道了中国大陆第一株 EA H1N1 SIV，随后 EA H1N1 SIVs 在中国

大陆猪群中广泛流行，2009-2011 年，EA H1N1 SIV 登录序列数目达到峰值，随后略有
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下降，但总体仍位维持高位。从病毒的流行趋势、遗传进化分析等均可以看出，EA H1N1 

SIV 已逐渐成为养殖业的重要危害，因此开展对 EA H1N1 SIV 的研究迫在眉睫。 

1.4 猪流感的种间传播现状 

猪呼吸道中兼具禽 SAα-2,3Gal 受体和人 SAα-2,6Gal 受体两种唾液酸受体，被认为

是流感病毒的“混合器”，在“禽-猪-人”的种间传播中扮演着重要的中间和储存宿主。禽

源、人源流感病毒在猪体内不发病，但极易重组产生新毒株，进而跨越宿主屏障感染人

并造成流行，对公共卫生产生重大威胁。世界多个国家、地区及中国国内曾报道过 SIV 

可以感染人并导致机体发病甚至死亡的案例(Dawood et al. 2012)。 

1976 年美国发生 H1N1 猪流感病毒感染并导致人死亡(Sencer 2011)。2009 年一种

新型猪源 H1N1 流感病毒最先在美国和墨西哥出现，且在短时间内传播至全球 30 余国

家，给人类健康造成巨大威胁(Dawood et al. 2012)。2011 年，美国发现携带 2009/H1N1

病毒基因的重组 H3N2 猪流感病毒，且发现该病毒对人具有致死能力(Jhung et al. 2013)。

H1N1 亚型流感病毒的宿主范围不断扩大，已证实 2009/H1N1 流感病毒经基因重排后

可以在人、猫、狗、火鸡等多种动物间传播。 

中国农科院研究团队(Ding et al. 2021)对 2015-2017 年的猪场血清样品监测显示，

猪群中季节性人 H1N1 和禽流感 H9N2 的感染率分别为 12.9%和 10.3%；Ma 等(Ma et 

al. 2018)对中国大陆养殖人员的血清学调查显示，53.1%（17/32）从业者血清中存在猪

流感病毒抗体；Nelson 等(Nelson et al. 2015)对美国猪流感流行株的系统发育分析表明，

2009/H1N1 流感病毒的人-猪传播在 2009 年 H1N1 大流行之后的几年中已持续发生，

并成为引起美国 SIV 遗传多样性的重要原因；中国农业大学研究人员(Sun et al. 2020)

对 2011-2018 年间中国 10 个主要养猪省份猪流感病毒的流行监测中发现了一种主要的

突发性 EA 重组基因型 4 (G4)病毒，对职业接触人群的血清学监测表明，10.4%(35/338)

的饲养人员对该病毒呈阳性反应，其中 18-35岁养殖人员血清学阳性率为 20.5%(9/44)，

表明 G4 EA H1N1 病毒已具备较强的传染人类的特性；Yu 等(Yu et al. 2011)在中国不同

地区猪场样品中检测分离到 28 株 H9N2 毒株；Sun 等(Sun et al. 2019)对分离自家禽的

H9N2 禽流感毒株进行了猪感染实验，发现病毒可猪上呼吸道成功复制并脱落，且复制

能力相对早前分离株增强，显示在该地区出现新的重组病毒流行的风险较大。 

基因重排已成为人类流感大流行毒株的主要产生方式，有记录以来的 5 次流感大

流行中有 3 次均与猪流感病毒相关，1957 年亚洲流感（H2N2），1968 年“香港流感”

以及 2009 年甲型 H1N1 流感的毒株都是基因重配株，也都是经过在猪体内基因重配而

来。由此可见，猪流感的流行对流感病毒的进化具有重要意义，加强对猪流感病毒的监

测对公共卫生安全重要且迫切。 
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1.5 猪流感诊断方法 

目前猪流感的诊断方法主要包括病毒抗原检测、核酸检测、分离培养以及血清型

检测。不同方法都有其优缺点，适用于不同应用场景。抗原检测敏感性低于核酸检测，

阳性支持诊断，但阴性不能排除流感；抗体检测多为回顾性监测，IgM 抗体检测敏感性

低不建议常规使用，IgG 抗体水平恢复期比急性期呈 4 倍或以上升高有回顾性诊断意

义；病毒培养周期长，生物安全等级要求高，已经很少应用于一线诊疗。 

1.5.1 血清学检测方法 

1.5.1.1 ELISA 

SIV 的血清学检测主要针对是宿主-病毒的抗体反应，最常用的血清学检测方法是

血凝抑制试验(HI)和酶联免疫吸附试验(ELISA)。现阶段，已有许多商用 ELISA 试剂盒

已被开发用于检测甲型流感病毒核蛋白(NP)抗体，因为它在流感病毒中高度保守，研究

表明，用于检测鸟类抗体的 NP 阻断型 ELISA 试剂盒也可用于检测猪的 NP 抗体

(Panyasing et al. 2014)。 

1.5.1.2 HI 

HI 检测相对 elisa 检测具有更简单、快捷且成本低的优势，但由于猪流感病毒亚型

和谱系的多样性，抗原选择较为复杂，直接决定实验的成败和准确性。尽管 HI 具有鉴

别病毒亚型的优势，但当存在异源病毒时，如果仅用于 SIV 流行的监测，HI 检测的敏

感性可能较低(Goodell et al. 2016)。此外，红细胞的种类及质量也是影响实验成败的关

键因素之一，鸡、火鸡和豚鼠等的红细胞均可用于 HI 检测，且红细胞种属可直接影响

针对 SIV 的 HI 检测滴度(Ovsyannikova et al. 2014)。 

血清学调查往往基于现有已收集的血清样本，因收集血液样本涉及大量的时间、

人力和成本投入，为了克服这一困扰，科学家们开发了针对猪口腔分泌液中抗体的新

方法，使用 np 蛋白阻断 ELISA 技术(Panyasing et al. 2014)，该方法能针对单一猪场或

猪群开展高水平的评估。在实验中，所有攻毒组猪只在感染后 7-42 天可在口腔分泌液

中检出 NP 抗体。同一猪圈内猪的口腔分泌液与血清样本阴性(S/N)比的相关性达到

0.796，表明口腔分泌液样本和血清样本的检测结果具有较高的符合性。然而，另一项

针对现场收集口腔样本和血清样本的 NP 阻断 ELISA 对比研究发现，口腔样本在 10-14

周龄猪群中的敏感性仅为 19%，而血清样品为为 93%(Gerber et al. 2017)。 

使用血清学检测方法的优点有：成本低廉，且与病毒分离(VI)及聚合酶链式反应

(PCR)相比，血清学检测更容易进行;此外，血清学检测在甲型流感病毒感染方面比 PCR

测试或病毒分离更敏感，因为感染后高水平抗体可持续 1.5 个月以上，因此，血清学测

试对采样时间的要求不太严苛。然而，血清学检测的局限性在于仅能证明 SIV 曾经感

染，无法获取病毒遗传信息或分离到活病毒，而这些资料对于追踪毒株是否具有潜在
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大流行风险至关重要; 不同亚型以及同一亚型的不同谱系之间可能存在交叉反应，同时，

母源抗体也可能会干扰检测的准确性(Allerson et al. 2013)。 

1.5.2 分子生物学诊断方法 

分子生物学方法对鼻或口腔拭子进行检测，主要用于监测病毒 RNA，并通过反转

录 PCR 获取扩增子用于进一步测序。对于 A 型流感病毒的分子生物学分析通常以 M

基因为靶标。对于病毒基因分型，需要设计特定的引物来检测不同的基因片段，主要针

对高频突变区基因 HA 和 NA (Henritzi et al 2020)。通用引物也可用于扩增 cDNA，用

于后续的基因测序。 

Richt 等于 2004 年开发了用于 SIV 检测的实时 RT-PCR 检测方法，与传统 RT-PCR

相比，它可以在更短的时间内完成，并且可以区分 SIV 亚型。它也比病毒分离和传统

的 RT-PCR 检测成本更低。最重要的是，实时 RT-PCR 不需要处理 pcr 后的样本，从而

减少了交叉污染的可能性(Richt et al. 2004)。 

对猪群不同病毒株的合并感染情况及时监测对公共卫生健康具有重要价值，多重

RT-qPCR 方法可用于区分 SIV H1、H3、N1 和 N2 亚型，以及对 H1 亚型内的不同谱

系，如对 1B“hu”(欧洲人源性)，1C“av”(欧洲禽源性)和 1A“pdm”(H1N1pdm09)进行精准

区分。Henritzi 等人开发的多重 RT-qPCR 检测方法可用于在一个临床样本中检出不同

谱系的双重或多重感染。然而，RT-qPCR 的效率很大程度上依赖于与目标扩增子序列

正确匹配的特异性引物，需根据流行株变异情况及时调整检测引物，过时的引物将导

致检测灵敏度较低。 

1.5.3 病毒分离鉴定 

SIV 的分离常通过鸡胚（ECEs）或细胞系中进行，常用的细胞系包括 MDCK (犬

肾细胞)和 CACO-2 细胞系(Chiapponi et al. 2010)。用不同方法分离 SIV 的敏感性与毒

株本身关系密切，一项对 A/Swine/Indiana/1726/88 (H1N1)毒株的分离实验显示，ECEs

比 MDCK 细胞株更敏感(Clavijo et al. 2002)。另一项临床样本研究中，使用 MDCK 细

胞系比使用 ECE 分离出更多的 H1N2 和 H3N2 分离株(Bowman et al. 2013)，而意大利

一项研究表明，与 MDCK 细胞和 ECEs 相比，CACO-2 细胞系对分离出 H1N1 和 H1N2

亚型病毒更敏感，而 ECEs 对于分离 H3N2 病毒效果优于细胞(Chiapponi et al. 2010)。

病毒分离通常是困难的、昂贵的且耗时的，但对于需要活病毒的研究，如评估新发 SIV

的致病性和筛选疫苗候选毒株时，病毒分离是必要的。 

综上，血清学检测可用于猪流感病毒暴露史的回顾性监测，PCR 检测更适合检测

猪流感病毒的存在，获得的基因信息用于进一步分子研究;如需攻毒保护实验和疫苗研

究，活病毒作为研究材料，则通常需要病毒分离。 
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1.6 猪流感疫苗研究进展 

疫苗接种仍是防控 SIV 最经济最有效的方法。现阶段国内外使用最多是 H1 亚型

和 H3 亚型单价或双价 SI 全病毒灭活疫苗，已在中、美、欧等多个国家实现商品化供

应。然而，现阶段猪流感及季节流感灭活疫苗的生产仍严重依赖鸡胚，其存在明显的缺

陷，当大流行来临时面对需求的陡然增加，可能因鸡胚供应不足而妨碍疫苗的生产供

应，此外，因病毒在鸡胚中连续传代易过程中极易产生关键位点的适应性突变(Becker 

et al. 2021; Gao et al. 2019; Ryt-Hansen et al. 2020)，导致抗原性改变，进而降低疫苗的

有效性。 

细胞为基础的流感疫苗生产已成为传统鸡胚生产系统的重要替代方案，并已在一

些国家获得监管部门的批准，如 MDCK，VERO 和昆虫细胞，但考虑到成本因素，这

种新型疫苗在养殖业上的应用仍有诸多问题亟待解决。鉴于猪流感的危害性大且易变

异，开发有针对性的疫苗任务迫切且意义重大。 

1.6.1 国内猪流感疫苗签发批概况 

现阶段国内猪流感商用疫苗均为灭活苗，目前共有获批猪流感疫苗生产批文厂家

5 家，均为灭活苗，其中 H1N1 单价灭活苗 3 家，H1N1 和 H3N2 二价灭活苗 2 家；正

在申报 2 家，均为二价灭活苗，从申报及生产批次来看，二价苗淘汰单苗是必然趋势。

从疫苗签发批数据来看，2022 年共签发 H1N1 和 H3N2 二价灭活苗 19 批，其中华威特

（江苏）生物制药有限公司签发 14 批（全年共生产各类疫苗 89 批次），扬州优邦生

物制药有限公司签发 5 批，相比之下，2022 年猪流感病毒 H1N1 亚型灭活疫苗仅签发

1 批，生产厂家为武汉科前生物股份有限公司。 

表 1-3 现阶段国内已获批猪流感疫苗新兽药文号产品及厂家 

Table 1-3 Approved swine influenza vaccine manufacturers in China at this stage 

企业名称 通用名 批准文号 批准日期 有效日期 

国药集团动物保健

股份有限公司 

猪流感病毒 H1N1 亚型灭活疫

苗（TJ 株） 

兽 药 生 字

170261101 
2020/04/23 2025/04/22 

武汉科前生物股份

有限公司 

猪流感病毒 H1N1 亚型灭活疫

苗（TJ 株） 

兽 药 生 字

170041101 
2019/11/28 2024/11/27 

扬州优邦生物药品

有限公司 

猪 流 感 二 价 灭 活

（H1N1LN+H3N2HLJ 株） 

兽 药 生 字

101081130 
2018/10/19 2023/10/18 

华威特（江苏）生物

制药有限公司 

猪 流 感 二 价 灭 活

（H1N1LN+H3N2HLJ 株） 

兽 药 生 字

101451130 
2019/10/09 2024/10/08 

中牧实业股份有限

公司成都药械厂 

猪流感病毒 H1N1 亚型灭活疫

苗（TJ 株） 

兽 药 生 字

220051101 
2016/7/27 2021/7/26 

武汉科前生物股份

有限公司 

猪流感病毒 H1N1 亚型 ELISA

抗体检测试剂盒 

兽 药 生 字

170048115 
2018/1/23 2023/1/22 
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表 1-4 现阶段国内正在进行的猪流感疫苗临床试验情况 

Table 1-4 Status of ongoing clinical trials of swine flu vaccine in China 

批件号  项目名称  申请单位  临床试验地点  有效期  

2022016 

猪支原体肺炎、猪流感

（H1N1,H3N2）二联灭

活疫苗（XJ03 株+HN 株

+SD 株） 

武 汉 科 前 生

物 股 份 有 限

公司 

枝江市宜合众畜牧有限

公司、湖南大唐牧业有

限公司  

2022.3-

2024.3 

202204 

猪 流 感 二 价 灭 活 疫 苗

（ H1N1 HN 株 +H3N2 

GD 株，悬浮培养） 

广 东 永 顺 生

物 制 药 股 份

有限公司  

广东永顺生物制药股份

有限公司；广东开平广

三保畜牧有限公司；福

建南平和兴种猪发展有

限公司  

2021.1-

2024.1 

1.6.2 猪流感疫苗生产系统概述 

影响疫苗最终能否走向应用的关键因素之一就是表达系统的选择。已应用的主要

的宿主表达系统包括细菌系统、昆虫表达系统、酵母系统、植物和动物细胞表达系统

等。决定目标蛋白表达成功的关键不仅在于其设计构建，表达系统的选择更是影响巨

大。表达系统的选择要考虑蛋白的性质、表达量及下游生产成本等。 

用于疫苗生产的不同表达系统各有优缺点，大肠杆菌表达系统生产简单、迅速、成

本低，被证明是最受欢迎的重组蛋白表达宿主，但重组蛋白常以不可溶包涵体形式存

在，纯化难度较大，且原核系统缺乏完善的翻译后加工修饰体系，导致目标产物的生物

活性较低；昆虫细胞和酵母表达系统蛋白表达水平高，成本可控，但翻译后加工修饰体

系与哺乳动物存在差别；哺乳动物细胞表达系统产生的蛋白更趋近于天然状态，但表

达量低，生产过程繁琐。因此，选择疫苗表达系统时，要统筹考虑目标蛋白的性质、表

达水平、生产成本、表达周期、安全性等。随着对外源基因表达系统研究的深入及对表

达机理和影响因素的持续探索发现，原核与真核两种表达系统的天然缺陷将被逐一攻

克，且更多更加完善的表达系统将被开发及应用。 

表 1-5 不同疫苗表达系统的优缺点 

Table 1-5 Advantages and disadvantages of different vaccine expression systems 

表达系统 优势 缺点 应用 

大肠杆菌表

达系统 

成本低，产量高，转化操作简单，

培养条件简单，生产条件易优

化，生产迅速培养周期短，容易

形成二硫键；  

易形成包涵体，蛋白折叠性

较差；与真核生物不同的密

码子体系，缺乏的翻译后修

饰，内毒素含量高。 

适合表达原核蛋

白，简单的真核

蛋白或对糖基化

功能要求不高的

蛋白。 

酿酒酵母表

达系统 

表达水平高，易培养且培养低成

本，细胞表达或分泌蛋白的良好

选择；无内毒素；拥有大多数真

核生物的翻译后修饰，有效的蛋

表达水平及蛋白分泌能力

低于毕赤酵母；糖基化与哺

乳动物细胞不同，过糖基化

N-端糖基链结构有致敏性。 

分泌蛋白、真核

蛋白、无糖基化

修饰蛋白 
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白折叠 。 

毕赤酵母表

达系统 

表达水平高，生长快速，易培养；

分泌蛋白或细胞内表达的良好

选择，蛋白分泌高效且允许简单

纯化；无内毒素分泌；广泛的翻

译后修饰，N-端糖基化能力优于

酿酒酵母。 

以甲醇作为诱导剂具有一

定毒性作用；糖基化水平低

于哺乳动物细胞。 

无糖基化修饰蛋

白、真核蛋白、分

泌蛋白 

昆虫细胞-杆

状病毒表达

系统 

表达水平高（尤其是胞内蛋白），

生长速度快，广泛的翻译后修

饰，有效的蛋白折叠；无内毒素；

糖基化与哺乳动物细胞相当，相

对容易地酶促的去糖基化（利于

蛋白结构测定）。 

需要大量的病毒；培养基成

本高；亲肽的分泌通路低

效；糖基化仍然不同于哺乳

动物细胞；病毒侵染会导致

细胞裂解及潜在的蛋白降

解；残留的杆状病毒难以去

除，影响免疫原性 

毒性蛋白、跨膜

蛋白、细胞因子、

激酶等 

哺乳动物细

胞表达系统 

高表达水平，可中度放大；细胞

的悬浮培养特性可大规模生产，

微载体培养放大培养；无内毒

素；有效的蛋白折叠，适合分泌

蛋白，充分的翻译后修饰。 

培养基昂贵、生产成本高；

生长条件复杂，培养周期

长。 

跨膜蛋白、酶类、

蛋白复合物、离

子通道蛋白、重

组抗体等 

动植物反应

器 

 动植物反应器可表达来自动物、

细菌、病毒以及植物本身的蛋白

质；在基因表达与修饰及安全性

方面有优势；成本低。 

公众对转基因安全的质疑；

量产有难度。 

表达动物、菌体

及植物本身的蛋

白质 

1.6.3 猪流感基因工程疫苗研究进展 

猪流感灭活疫苗在制备过程中通常需加入抗原之外的复杂成分而存在引发未知风

险的可能，此外，灭活疫苗诱导机体产生的免疫反应水平较低，需要多次注射或添加免

疫增强佐剂。基因工程亚单位疫苗是近年研发的重点，亚单位疫苗通过体外蛋白纯化

获取抗原，制备方法简单，与传统疫苗相比，不含遗传物质，具备更高的安全性，但也

存在免疫原性差，需多次接种及佐剂辅助的缺点。纳米颗粒疫苗的出现弥补了亚单位

疫苗的不足，纳米颗粒疫苗可展示多个或多种抗原组分，具备较高的免疫原性和稳定

性，被认为是良好潜力的疫苗开发平台。 

近年来，新型基因工程疫苗成为流感疫苗研究的热点，且取得了较大进展。Ruan

等(Ruan et al. 2020)开发了一种基于流行 CS 和 EA H1N1 SIV 的 HA 和 NA 基因基因的

二价重组 H1N1 流感病毒灭活疫苗，用致死剂量的 EA SH1 病毒或 CS G11 病毒攻击小

鼠，发现二价疫苗具有完全保护作用，而单价疫苗无法产生完全保护作用。Shelby 等

(Aubrey et al. 2022)通过反向遗传方法设计了猪流感二价减毒活疫苗（LAIV）并验证了

疫苗在猪体内的保护作用，结果显示，LAIV 可以在猪体内刺激产生较高的保护性抗体

反应，在随后的 H1N2 和 H3N2 病毒攻击实验中也表现出较好的保护效果。Wu 等(Wu 
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et al. 2017)开发了表达禽样 H1N1 猪流感病毒 HA 基因的重组腺病毒(rAd5-avH1HA)活

载体疫苗，BALB/c 小鼠模型发现，两剂免疫后小鼠体内产生了高水平的血凝抑制抗体，

并能防御同源 H1N1 和异源 H1N1 病毒攻击造成的损伤。唐攀等(Tang et al. 2022)利用

杆状病毒-昆虫细胞表达系统表达了 H1 和 H3 亚型猪流感病毒血凝素蛋白的二价纳米

颗粒疫苗，研究显示，纳米颗粒疫苗表现出比灭活疫苗更高的抗体水平和攻毒保护效

果，MF59 佐剂和 CPG 佐剂能显著促进小鼠抗体水平及对不同病毒攻击的保护效果。

Kim 等(Kim et al. 2017)分别制备了含有人源、猪源和禽源流感病毒的异源串联 M2e 重

复序列 (M2e5x)的病毒样颗粒 (M2e5x VLP)疫苗和  H5 亚型流感病毒血凝素的 

VLP(HA VLP)疫苗，并比较了两种疫苗在小鼠上的免疫原性，结果表明两种 VLP 疫苗

均具有良好的免疫效果，M2e5x VLP 疫苗在交叉保护力方面更优于 HA VLP 疫苗。范

桂芳等(范桂芳 2018)以变异伪狂犬病病毒基因缺失毒株(rSMX∆gI/gE∆TK)为载体开发

了表达 H1N1 亚型猪流感病毒 HA 基因的基因工程亚单位苗，攻毒保护试验显示两种

疫苗单独及联合免疫对小鼠均有较好的保护力，保护率分别为 85.7%、85.7%和 71.4%。 

1.6.4 猪流感纳米颗粒疫苗研究进展 

纳米颗粒疫苗递呈抗原有 3 种主要途径：吸附（在纳米颗粒表面）、共价结合和

包封（在纳米颗粒内）。纳米颗粒疫苗尺寸和免疫原性均接近天然病毒，使用中无需额

外佐剂。纳米疫苗的主要优势包括：（1）纳米载体能提高疫苗制剂的稳定性，避免抗

原过快被降解；（2）纳米颗粒兼具佐剂功能，可协助激活抗原提呈细胞；（3）纳米颗

粒可增强抗原在淋巴系统的富集，进一步提升免疫应答水平。在免疫方式上，纳米颗粒

疫苗可穿透毛细血管和黏膜，这使得其免疫方式不仅局限注射，还可以通过鼻腔给药，

这有利于激活黏膜免疫，提高免疫效力。目前，已有超过 20 种纳米颗粒疫苗开展临床

试验阶段，另有 60 种处于临床前研发阶段(Vu et al. 2021)。 

中科院过程工程研究所的马光辉研究员报道了一种可在生物体内一步合成纳米疫

苗的 Nano-B5 平台(Pan et al. 2020)，该平台由细菌 AB5 毒素和非天然三聚体肽融合表

达后自组装而成，采用蛋白融合或糖基化修饰策略，可在减毒病原菌株或普通大肠杆

菌菌株中生产负载多肽、多糖等不同类型抗原的纳米颗粒疫苗，Nano-B5 平台实现了纳

米骨架与抗原的模块化组装，为新型疫苗的快速构建提供了新思路。中山大学张辉教

授基于铁蛋白纳米颗粒构建了两种新冠疫苗(Ma et al. 2020)，分别偶联 S 蛋白的 RBD

区域、RBD/HR（七肽重复序列），ACE2 人源化小鼠试验和恒河猴试验均表明两种铁

蛋白纳米疫苗比常规亚单位疫苗能诱导更强的保护性免疫响应，且将病毒滴度控制在

更低水平。Yassine 等(Yassine et al. 2015)构建了基于 HA 茎结构的自组装纳米颗粒疫苗，

使用 ELISA 技术和生物分子干涉技术发现这些纳米颗粒可以被一些 HA 茎定向抗体识

别，小鼠和白鼬实验显示纳米颗粒疫苗产生了广泛的交叉反应性抗体，且可耐受致死



第一章  文献综述 

15 

性流感病毒 H5N1 的攻击。Brune 等(Brune et al. 2017; Bruun et al. 2018)开发了在同一种

颗粒上展示两种不同抗原的模式化方法，使用两种正交反应分离蛋白质-SpyCatcher- 

SpyTag 多肽、SnoopCatcher-SnoopTag 多肽生成 SpyCatcher-IMX-SnoopCatcher 纳米颗

粒，可同时展示 Pfs25 和 Pfs28 两种疟疾抗原分子，动物实验显示这种双抗原相对单体

蛋白质可在极高水平上增强免疫应答。Metz 等(Metz et al. 2016)使用 PRINT 技术在纳

米颗粒上展示登革热病毒的 E 蛋白外侧结构域，免疫实验表明得到的纳米颗粒 E 蛋白

疫苗可以诱导机体产生比可溶性 E 蛋白更强的 IgG 滴度。He 等(He et al. 2019)设计了

展示多样式固定型 gp140 三聚体的铁蛋白纳米颗粒平台，纳米颗粒可在亚皮摩尔亲和

力下与中和抗体广泛结合，纳米颗粒相较于单独 gp140 三聚体可更稳定的激发 B 细胞

活性。 

表 1-6 不同纳米颗粒疫苗的对比 

Table 1-5 Comparsion of different nanoparticle vaccines 

纳米颗粒种类 优点 缺点 

有机聚合物纳米

颗粒 

纳米颗粒大小、电荷等可操控；给药方式多样，

可鼻腔接种，提高免疫原性。 
抗原加载效率较低 

VLPs（病毒样颗

粒） 

接近天然病毒的方式递呈抗原蛋白；体外表

达，可规模化生产。 

需对抗原蛋白的构象，密度等

精确控制 

脂质体纳米颗粒 

可递呈并保护 mRNA 及其它具有潜在免疫原

性的物质，可人工合成，颗粒大小、电荷可控

制，可封装佐剂。 

对运输和保存条件要求高，需

全程冷链。 

自组装纳米颗粒 
比亚单位疫苗有更高的免疫原性；接近天然病

毒的抗原递呈方式；可展示多种抗原蛋白。 

需在细胞中表达，周期长，成

本高，规模化生产受制约。 

无机纳米颗粒 
可吸附多种抗原组分，可同时递呈抗原和佐

剂，给药方式多样，具备较高的免疫原性。 

无机纳米颗粒在人体代谢过

程中可能富集，存在一定的毒

性风险。 

去溶剂化纳米颗

粒 
抗原载量高，可与多种抗原共同组装 

形成纳米颗粒过程呈动态变

化，因此纳米颗粒大小不均一 

噬菌体蛋白外壳 

具有独特的大小及形状，蛋白外壳呈高度对称

结构，可以天然方式递呈抗原；内部可包裹核

酸，作为核酸疫苗递送载体；可鼻内给药，保

留免疫原性。 

自身具有一定的免疫原性 

1.6.5 猪流感通用疫苗研究进展 

开发通用疫苗，用于应对多种流感病毒株及其引起的流行(Deng et al. 2018)。全球

通用流感疫苗开发基金会统计显示，目前已有 92款通用型流感疫苗在临床前研究阶段，

21 款进入临床阶段，其中有 3 款进入临床Ⅲ期试验，虽然通用疫苗在动物实验及早期

临床试验中显示了较好的免疫原性及安全性，但截止目前尚未有产品批准上市(Paules 

et al. 2017b)。美国国家卫生研究院过敏和传染病研究所（NIAID）于 2017 年举办了“研
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制通用流感疫苗的途径”研讨会，提出通用流感疫苗的合理目标是为人群中患甲型流感

病毒 Group 1/2 引起的有症状流感提供至少 12 个月且不低于 75%的保护效力（图 1-2）。

WHO 在“2019-2030 年全球流感战略”会议上提倡流感通用疫苗的开发，旨在降低全球

范围内流感的发病和死亡率，该战略列明了到 2030 年底实现尽可能高的流感预防、控

制的全球优先事项，成功实施该战略将需要 WHO、各国及合作伙伴将这些优先事项纳

入各自的政策、方案及制度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-2 通用疫苗研发示意图(Paules et al. 2017b) 

Fig. 1-2 Schematic diagram of universal vaccine development 

 

目前，通用流感疫苗的几个靶点主要包括基质蛋白 M2 离子通道的胞外域（M2e）、

HA 的保守茎部、核蛋白（NP）和基质蛋白 1（M1）（图 1）。研究较成熟的案例主

要有： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-3 通用流感疫苗的主要靶点 

Fig. 1-3 Main targets for a universal influenza vaccine 

 

以色列 BiondVax 制药公司开发了新型候选流感疫苗 M-001，旨在针对当前和未来

的季节及大流行流感提供多毒株的保护(Atmar et al. 2023; Atsmon et al. 2012)。在旨在测
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试免疫原性的 1/2 期和 2 期临床的 7 项试验中，M-001 能够有效刺激多种流感毒株的

免疫反应。2020 年 10 月 M-001 完成了 3 期临床试验，但未能满足试验的主要和次要

疗效终点；FLU-v 候选通用流感疫苗是由英国 PepTcell 公司研发的合成肽疫苗(Abbasi 

2020; Pleguezuelos et al. 2012)，旨在对 A 型和 B 型流感提供广泛的保护性免疫应答，

肽段主要是来源于甲型和乙型流感病毒 M1、PB1、NP 和 M2 蛋白的 6 个保守 T 细胞

表位肽，并配合了 Montanide ISA-51 佐剂。与传统流感疫苗不同，FLU-V 主要依靠诱

导机体产生细胞免疫应答来介导病毒感染的保护作用，该疫苗先后于 2012 年、2015 年

和 2017 年完成了 I 期，Ⅱ期和 IIa 期临床试验，初步证明了疫苗的安全性和免疫原性；

Vaccitech (UK) 公司研发的基于 M1+NP 抗原的复制缺陷痘病毒载体疫苗已在数千名患

者中进行安全性测试(Evans et al. 2022)，临床试验结果可对基质蛋白 M1 和核蛋白 NP

流感抗原产生强烈的免疫反应；牛津大学研究团队使用 ChAdOx1 和 MVA 病毒载体，

设计了共表达嵌合 HA（cHA）和 NP + M1 融合多肽(cHA-NP + M1)等多个抗原组分的

通用疫苗，并对雪貂进行了疫苗接种，通用疫苗在与 cHA 或 NP + M1 的单价疫苗对照

中显示出较好的应用前景(Antrobus et al. 2014; McMahon et al. 2019)。 

Julia 等(Sei et al. 2021)从 H5 和 H1 亚型流感病毒的 HA1 亚基中筛选出了高度

保守的肽序列并制备了流感多肽疫苗，动物实验表明该疫苗能够诱导免疫猪产生体液

免疫和 T 细胞免疫应答，并且免疫猪血清中的抗体还能与异源的流行毒株 pH1N1 和

临床分离的猪 H1N1 和 H3N2 亚型的毒株以及 H5N1 高致病性禽流感病毒发生特异

性结合，该研究证实了该合成肽疫苗可以诱导产生广谱的流感病毒抗体，进一步推动

了合成肽疫苗的研究。 

目前国内对流感通用疫苗的研究较为局限，虽然国外已经研制出多种针对流感病

毒不同靶点的候选通用疫苗且在动物模型和临床阶段显示较好前景，但是目前但目前

尚无通用型流感疫苗批准上市(Darricarrere et al. 2018; Du et al. 2010)。季节性流感疫苗

对流感病毒只能提供部分保护，迫切需要针对不同谱系病毒的交叉保护性流感疫苗，

相信随着分子生物学、免疫学、病毒学和疫苗递送领域的不断发展，具有广泛交叉保护

作用的新一代通用疫苗必将有所突破，这些疫苗不仅可以用于预防流感感染，还有望

用于治疗途径。 

1.7 猪流感的综合防控措施 

目前针对猪流感病毒尚无有效的药物治疗方案，做好疫情预测，加强免疫接种，提

高饲养管理水平和落实生物安全防护措施是控制猪流感流行的关键。 

1.7.1 做好疫情预测 

随着计算机、大数据及人工智能领域的应用和推广，预测理论及其应用得到了迅
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速发展，并逐渐成为一门学科。疫情预测在新冠病毒的流行及综合防控中大放异彩，给

全国及各地区精准防控政策的实施、减少对人民生产生活的影响方面提供了有力支撑

(白云 et al. 2022; 王正安 et al.)。我国动物疫病预测方法研究关注度低、起步晚，近年

来，面对非洲猪瘟等重大动物疫病突发频发的态势，各级疫控部门加大了监测预警体

系的研究，特别是对预警方法的研究及系统软件的开发，以期在疫情初期早预警、快处

理，减少疫情对经济发展和社会民生造成的负面影响(陈军 et al. 2010)。 

1.7.2 加强疫苗免疫 

制定科学合理的免疫计划可有效防护猪流感的流行。猪流感病毒具有多个亚型，

其中 H1 和 H3 亚型流行最为广泛，接种二价疫苗可获得到较好的保护作用，现阶段国

内已上市的猪流感灭活疫苗涵盖 H1N1 LN 株，H1N1 TJ 株及 H3N2 HLJ 株，需要密切

关注病毒的进化特征，适时开展猪流感病毒流行毒株抗原替换工作。 

1.7.3 提高饲养管理水平 

加强猪群饲养管理可有效降低疫病的发生率。在猪流感高发的冬春季节，加强舍

内温度控制，做好猪群特别是自身免疫力低下仔猪群的防寒保暖尤为重要。同时，注意

保持舍内良好通风，防止氨、硫化氢等毒害气体聚集而刺激猪群呼吸道，进而诱发猪流

感等呼吸道疾病。此外，合理搭配日粮，适当提高蛋白质水平及添加维生素、矿物质等，

保证猪群足够的营养摄入，提高抗病力，进一步降低疫病发生率。 

1.7.4 落实生物安全防护 

建立切实规范的生物安全防控制度并严格实施。建立并配套高效的消毒、隔离设

施设备，实行封闭式管理，对进出养殖场的人员和车辆进行严格的消毒，做好厂区内公

共区域环境消毒及猪舍熏蒸消毒、带猪喷雾消毒等，降低环境病毒载量。此外，关口前

移，坚持“早发现、早隔离”原则，对猪群定期检疫，及时隔离疑似感染的猪只，防止扩

散至大群。实施全进全出，自繁自养，高度重视引种生物安全，严格执行隔离检疫制度

和措施。 

1.7.5 完善标准化培训水平 

通过高标准的定期培训，内化养殖和技术人员的疫病防控意识，提高饲养和防疫

专业技能，配合畜牧兽医主管部门推进各项动物免疫及防疫制度，同时严格落实场内

猪群健康、免疫、评估等各项措施，对不按照规定进行饲养管理的人员严格追责。 

我国拥有全球一半以上的肉猪养殖规模，庞大的猪群与传统的畜禽混养模式为新

亚型或新基因型 SIV 的产生提供了机会，给全球公共卫生体系和人类健康带来严重挑

战。因此，对猪流感病毒开展系统性、长期性、全面性地监测对猪流感防控具有至关重

要的意义。 
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1.8 研究的目的和意义 

猪流感的流行给养猪业造成重大损失，且对公共卫生带来严重威胁。SI 血清学流

行病学调查表明，H1N1、H3N2 亚型 SI 在我国猪群中普遍存在，且我国猪群中分布和

进化越来越复杂。疫苗是预防 SI 传播的最有效手段，纳米颗粒疫苗作为新型基因工程

亚单位疫苗的重要代表近年来在新冠、乙肝、流感、艾滋病及肿瘤等传染病和重大疾病

的预防和治疗中展现出了广阔的应用前景。 

目前，尚未有猪流感亚单位疫苗批准上市。本研究中，我们利用昆虫细胞-杆状病

毒系统表达并生成了猪流感病毒 H1 和 H3 亚型二价纳米颗粒疫苗，对纳米颗粒粒径和

形态进行了表征，对重组纳米颗粒蛋白特性进行了鉴定，并通过 Balb/C 和仔猪免疫和

攻毒保护实验对疫苗的效力和保护作用进行评估。本研究开发的纳米颗粒疫苗可作为

现有二价鸡胚灭活疫苗的有效替代，为潜在的猪流感大流行做技术储备。 

1.9 技术路线 

本研究的技术路线如图所示（图 1-4）。
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图 1-4 研究的技术路线 

Fig.1-4 Technology route of this research 
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第二章  H1 和 H3 亚型 SIV 流行毒株 HA 基因重组杆状病毒的

构建 

血凝素（Hemagglutinin，HA）蛋白是流感病毒表面的主要糖蛋白， HA 作为主要

保护性抗原可以诱导出高水平的中和抗体，能够预防感染、阻止病毒入侵和清除体内

的流感病毒，以 HA 抗原为靶标的四价流感纳米颗粒疫苗已完成三期临床试验(Shinde 

et al. 2022)。目前已上市和在研流感疫苗主要针对 HA 抗原。 

HA 能自形成 3 聚体，3 聚体结构的跨膜区可与 PS80 疏水内核结合得到稳定的纳

米颗粒(Smith et al. 2017)，1 个 PS80 可结合 4-7 和 HA 3 聚体蛋白，PS80 作为非离子型

表面活性剂，这种纳米颗粒结合形式一定程度上具有稳定蛋白结构，保证蛋白活性，抑

制蛋白析出变性的优势，国外 Novavax 公司基于此种方法的流感疫苗、RSV 疫苗产品

已完成了 3 期临床试验且效果显著(Krueger et al. 2021; Shinde et al. 2022)。 

既有研究表明，H3 亚型流感病毒 HA 蛋白的跨膜域（transmembrane domain，TM）

具有独特的结构，能形成分子间二硫键，从而使 HA 蛋白具有高稳定性以及亚型间的

交叉免疫力(Liu et al. 2014; Wang et al. 2017; Zhang et al. 2017; Zhou et al. 2014)。本研究

筛选 SIV H1N1 和 H3N2 流行毒株的 HA 蛋白基因序列，对 H1N1 毒株 HA 序列跨膜区

改造以提高稳定性。 

2.1 试验材料 

2.1.1 质粒和细胞 

从 GISAID Epiflu 数据库下载 SIV A/swine/Qingdao/2018 (H1N1，EPI_ISL_370660)

和 A/swine/Jiangsu/P3589/2016 (H3N2，EPI_ISL_256394) HA 蛋白序列（氨基酸序列见

附录 C）。pBacPAK9 载体质粒、大肠杆菌 DH5α 感受态细胞由杨凌凯瑞生物科技有限

公司实验室保存；引物由北京擎科生物科技有限公司西安分公司合成。 

2.1.2 主要试剂 

质粒小提试剂盒（DP103-02，天根生化科技(北京)有限公司）；通用型 DNA 纯化

回收试剂盒（DP214，天根生化科技（北京）有限公司）；Primerstar Max（R045A，购

自宝日医生物技术（北京）有限公司）、闪电克隆试剂盒（BDIT0014-5，北京博奥龙免

疫技术有限公司）；Protein Ladder（P0063，Thermo Fisher Scientific）DL2000 DNA Maker

（TSJ011-500，北京擎科生物科技有限公司）；限制性内切酶 BamHI，KpnI，购自 NEB

公司；BacPAK™杆状病毒快速滴度试剂盒购自 Clontech；His 单抗购自武汉三鹰生物

技术有限公司 （货号：HRP-66005-1-Ig）；T5 super Mix、DNA Maker，购自北京擎科
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生物科技有限公司西安分公司。 

2.1.3 主要仪器设备 

基因扩增仪（TC-96/G/H（b），杭州博日科技有限公司）；细菌摇床（TS-180C，

上海天呈实验仪器制造有限公司）；凝胶成像系统（JY04S-3C，北京君意东方电泳设

备有限公司）；高速离心机（H1750，购自湖南湘仪集团有限公司）；水浴锅（DK-8D 

三控三温，上海一恒科学仪器有限公司）；超净工作台(SW-CJ-2FD，苏州苏信环境科

技有限公司)；立式压力蒸汽灭菌器（BXM-30R，上海博讯）；鼓风干燥箱（DHG-9240A，

上海天呈实验仪器制造有限公司）；医用冷藏箱（HYC-310，海尔）；医用离心机（TD4，

湖南湘仪集团有限公司）；涡旋振荡仪（QL-901，其林贝尔）；pH 计（2013C004-31 

PHS-3C，仪电科学）；微量分光光度计（Nano-100，杭州澳盛）；电泳仪（JY300HC，

北京君意东方电泳设备）。 

2.1.4 主要溶液 

常见主要溶液配置方法见附录 B。 

2.2 实验方法 

2.2.1 重组质粒的合成 

2.2.1.1 抗原改造示意图 

研究表明，H3 亚型流感病毒 HA 蛋白的跨膜区具有独特的结构（CFLLC），能形

成分子间二硫键，从而使 HA 蛋白具有高稳定性以及亚型间的交叉免疫力。本研究 HA

蛋白跨膜区改造示意图见图 2-1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-1. SIV HA 蛋白的跨膜域改造示意图  

Fig 2-1. Schematic diagram of transmembrane domain modification of SIV HA protein 

 

其中箭头部分显示了 TM 结构域的氨基酸序列。H3-WT 为 H3 野生型 HA 蛋白，

H1-WT 为 H1 野生型 HA 蛋白，H1-TM 为 H1 野生型 HA 蛋白跨膜域置换为 H3 TM。 
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2.2.1.2 质粒的合成 

真核表达载体质粒 pBacPAK9-SIV-H1-HA-WT（BamH1,Kpn1）pBacPAK9-SIV-H1-

HA-TM（BamH1,Kpn1），pBacPAK9-SIV-H3-HA-TM(BamH1,Kpn1) 由南京金斯瑞生物

科技有限公司合成并测序验证。阳性荧光质粒 pBacPAK9-GFP 由本实验保存。 

2.2.2 重组杆状病毒的生成及鉴定 

2.2.2.1 Sf9 洁净细胞系的检验 

（1）细胞复苏及传代：Sf9 细胞自液氮中取出后迅速转移至 37℃水浴锅中，匀速

搅动使其加速融化，加等体积常温 IB905 培养基并充分混悬，800 rpm 离心 5 min，弃

上清，并加入新的 IB905 培养基，用台盼蓝染色、计数并调整细胞密度至 2×106 cell/mL

左右，转移至 125 mL 细胞摇瓶内并于 27 ℃，110 rpm 的恒温培养箱内培养 24 h 以上，

细胞进入对数生长期后进行传代。 

（2）外源病毒的检验： 

①引物设计：对 Sf9 细胞弹状病毒（Rhabdoviruses，RV）污染情况进行检测，根

据弹状病毒序列，设计引物如下： 

上游引物 RV-F：TGGCGAGGGACTGCTTACAGAAGG 

下游引物 RV-R：CACAGCCGGGGGTGCAATCA 

② RV 病毒基因组提取：随机收集第 3 代、5 代次培养对数期的 Sf9 细胞悬液，按

照 RNA 提取试剂盒提取全基因组，具体步骤见试剂盒说明书。 

③反转录：以 RNA 为模板，用一步合成法试剂盒反转录合成 cDNA。体系如下： 

成分 Components 体积 Volume 

Primer（random primer） 1 μL 

2*ES Reaction Mix 10 μL 

E Mix 1 μL 

DNA Remover 1 μL 

RNA Template 3 μL 

RNase-free Water 4 μL 

PCR 的反应条件：42℃孵育 30min，85℃加热 5s 灭活 g DNA Remover。 

④ PCR：将反转录产物按 10 倍倍比稀释，进行 PCR 扩增，反应体系如下： 

成分 Components 体积 Volume 

2*primer star Max 10 μL 

RV-F 1 μL 

RV-R 1 μL 

cDNA  1 μL 

RNase-free Water 7 μL 

PCR 反应程序为：95℃ 1min； 95℃ 15 s，56℃ 20 s、72℃ 15 s， 35cycles；72℃ 

10min，16℃ Hold。PCR 结束后扩增产物用 1%琼脂糖凝胶进行电泳分析，预期阳性产
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物大小为 730 bp 左右，如果 PCR 产物大小分布符合以上结果，则判定 Sf9 细胞弹状病

毒阳性。 

（3）支原体的检验 

①引物设计：对 Sf9 细胞进行支原体污染的检测，设计引物如下： 

上游引物 MS-F：GGCGAATGGGTGAGTAACACG 

下游引物 MS-R：CGGATAACGCTTGCGACCTATG 

② 支原体基因组提取：随机收集第 3 代、5 代次培养对数期的 Sf9 细胞悬液 200 

μL，按照全基因组提取试剂盒方法提取基因组，具体步骤参照试剂盒说明书。 

③ PCR：按照下表配置 PCR 反应体系，具体如下： 

成分 Components 体积 Volume 

2*primer star Max 10 μL 

MS-F 1 μL 

MS-R 1 μL 

DNA  1 μL 

RNase-free Water 7 μL 

PCR 反应程序为：98 ℃ 1 min； 98 ℃ 15 s，56 ℃ 15 s、72℃ 15 s，35 cycles；72 ℃ 

10 min，16 ℃ Hold。PCR 完成后用 1%琼脂糖凝胶进行电泳分析，预期阳性产物大小

为 500 bp 左右，如果 PCR 产物大小分布符合以上结果，则判定 Sf9 细胞支原体污染阳

性。 

2.2.2.2 重组杆状病毒的构建 

（1）配液 

按照下表所示分别配置 A 液，B 液。 

表 2-1 转染试剂 A,B 液配置表 

Table 2-1 Transfection reagents A,B liquid configuration table 

A 液 B 液 

成分 质量/体积 成分 质量/体积 

质粒 5 μg 转染试剂 5 μL 

IB905 100 μL IB905 100 μL 

（2） 将 B 液轻轻加至 A 液中并轻柔吹打混匀或轻弹管壁混匀，室温静置 20 min。 

（3） 细胞状态观察及计数：检查 Sf9 细胞状态，原则上细胞活力 95%以上，细胞

直径 17 nm 左右可满足包毒需要；取过夜培养的 Sf9 细胞用细胞计数仪计数，用 IB905

培养基将 Sf9 细胞稀释至 1.5×106 cell/mL 左右。 

（4） 铺板：将调整好的细胞加入干净的 6 孔板，每孔 1 mL，另补加 1 mL IB905

培养基，27℃培养 1 h，根据包毒数量设置铺板数量，每板设置 1 孔 GFP 阳性对照及 1

孔阴性（细胞）对照。 

（5） 将预先静置的 A+B 混合液全部吸出并加至对应的细胞孔中，完成后轻柔前
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后左右晃动混匀，用封口膜沿侧面封闭，做好标记并于 27℃静置培养。 

（6）将 6 孔板于 27 ℃恒温培养箱内培养，每天观察细胞状态，当细胞直径出现

明显变大，出现脱落或堆积，同时在 48-72 h 可观察到 GFP 阳性对照孔出现荧光，说

明包毒成功。  

2.2.2.3 重组杆状病毒的扩增 

（1）收集 6 孔板的毒至冻存管，1 mL 每支，共 2 支，做好标记，记为 P1 代。 

（2）准备 6 mL 密度为 2.0×106 cell/mL、细胞活率 95%以上的 Sf9 细胞加入 T25

方瓶中，于 27 ℃恒温培养箱内静置培养 1 h，使其贴壁生长。 

（3）取 200 μL P1 代毒加入 T25 方瓶，轻柔晃动混匀，27 ℃静置培养，6 d 后收

取上清液记为 P2 代毒，用细胞刮刀刮下第壁的细胞，进行 WB 检测分析，使用或 His

单抗检测目的蛋白表达情况。 

（4）取 T25 方瓶的 P2 代次毒 1 mL 继续传代接种于含 20 mL Sf9 细胞的 125 mL

细胞摇瓶，27 ℃恒温摇床培养 96 h 收毒，记为 P3 代次。以此类推，共收集 Sf9 细胞

毒 4 代次。 

2.2.2.4 重组杆状病毒的 PCR 鉴定 

按照 TIANGEN®病毒基因组 DNA 提取试剂盒(DP315)说明书操作进行重组杆状

病毒 DNA 提取，具体如下： 

（1）将 200 μL 重组杆状病毒样品加入含有 20 μL Proteinase K 的干净的 1.5 mL 离

心管中并混匀； 

（2）加入 200 μL Carrier RNA 工作液（缓冲液 GB 与 Carrier RNA 溶液的混合液，

混合比例见说明书），盖上管盖并斡旋震荡 20 s 以上彻底混匀，瞬时离心收集管壁液

体； 

（3）将离心管置于 56 ℃金属浴或水浴锅中 15 min，瞬时离心收集管盖和管壁液

体； 

（4）加入 250 μL 无水乙醇，涡旋振荡 20 s 彻底混匀，室温放置 5 min(如环境温

度高于 25 ℃，需将乙醇预冷后加入)，瞬时离心收集管壁液体； 

（5）将离心管中溶液和沉淀全部转移至吸附柱并置于新的 2 mL 收集管中，盖上

管盖，10000 rpm 离心 1 min，弃废液，将吸附柱放回收集管中； 

（6）向吸附柱中加入 500 μL 缓冲液 GD，8000 rpm 离心 1 min 弃废液； 

（7）将 600 μL 漂洗液 PW 加入吸附柱，室温静置 2 min 后 8000 rpm 离心 1 min，

弃废液，重复洗涤 1 次； 

（8）加入 500μL 无水乙醇，8000 rpm 离心 1 min，弃废液，继续 12000 rpm 离心

3 min，于室温下开盖放置 5 min 使无水乙醇完全晾干； 

（9）将吸附膜置于新的 1.5 mL RNAase-Free 离心管中，向吸附膜中间悬空加入 60 
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μL RNAase-Free ddH2O，室温放置 5 min 后 12000 rpm 离心 1 min 洗脱核酸。 

（10）PCR 鉴定：分别使用 H1-TM-F/ H1-TM-R 和 H3-TM-F/ H3-TM-R 对重组杆

状病毒 HA 基因进行 PCR 鉴定，相关引物序列及 PCR 反应体系如下： 

 

表 2-2 重组杆状病毒 HA 基因 PCR 鉴定引物 

Table 2-2 PCR primers for the identification of recombinant baculovirus HA gene 

引物名称 序列 

H1-TM-F ATGAAGGCAAAGCTCTTTGTACTTT 

H1-TM-R TCAAATACATATCCTACATTGCAACG 

H3-TM-F ATGAAAACCATTATCGCATTGTCATAT 

H3-TM-R TCAGATACAAATGTTACATCGAATATTG  

H1-WT-F 

H1-WT-R 

ATGAAGGCAAAGCTCTTTGTA 

TCAAATACATATCCTACATTGCA 

 

表 2-3 重组杆状病毒 HA 基因鉴定 PCR 反应体系 

Table 2-3 PCR reaction system for the identification of recombinant baculovirus HA gene 

名称 体积 

Primer Star Max 25 μL 

H1-TM-F/ H3-TM-F/ H1-WT-F 1 μL 

H1-TM-R/H3-TM-R/ H1-WT-R 1 μL 

模板 

ddH2O 

1 μL 

22 μL 

 

反应条件：95 ℃ 1 min;95℃ 15 S, 56 ℃ 20 S, 72℃ 15 S, 30 cycles；72 ℃ 10 min，

16 ℃ Hold。PCR 完成后用 1%琼脂糖凝胶进行电泳分析，预期阳性产物大小为 1700 bp

左右。切割目的位置条带并用 DNA 凝胶提取试剂盒纯化和回收，送由北京擎科生物科

技有限公司西安分公司测序。将重组杆状病毒做好标记于 4 ℃暂存，用于下一步传代

扩毒及表达。 

2.2.2.5 重组杆状病毒的 WB 鉴定 

（1）SDS-PAGE：配置 5 %浓缩胶，12 %分离胶；样品上样体积 10 μL，上样后调

整电压 120 V，恒压 2 h 至溴酚蓝完全跑出分离胶。 

（2）转膜 

按顺序在转膜架内放置预先经转移缓冲液浸泡的海绵、Whatman 3#滤纸、凝胶、

硝酸纤维素（PVDF）膜、Whatman 3#滤纸、海绵，并清除每层之间气泡。将转膜架移

至电泳槽，向其中加满 1x 转膜缓冲液，整个槽放入冰水混合物中，架板固定后通电（注

意电极方向），恒压 100 V，转膜 90 min。 

（3）封闭：取出转膜架，弃去胶条，用镊子转移 PVDF 膜至 20 mL 5 %脱脂奶粉
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中，于 4 ℃冰箱封闭过夜。 

（4）洗膜：取出 PVDF 膜，用 1x TBST 洗涤 3-5 次，每次 5 min; 

（5）抗体孵育：按照 1：5000 稀释 His 单抗（10 mL TBST+2 μLHis 单抗，将 PVDF

膜抗体稀释液中于室温下孵育 90 min。 

（6）洗膜：取出 PVDF 膜，用 1× TBST 洗涤 3 次，每次 5 min; 

（7）将化学发光 A，B 液按照 1：1 混合并 5 倍稀释，滴加在 PVDF 膜上，设置

图片参数及捕获条件，拍照并保存。 

2.2.3 重组杆状病毒的病毒滴度测定 

使用 BacPAK™杆状病毒快速滴度试剂盒(Clontech) 对重组杆状病毒的病毒滴度

进行测定。 

（1）铺板：将对数生长早期的 Sf9 细胞铺于 96 孔微滴定板，通过细胞计数和稀释

（图 2-2），确定 Sf9 细胞铺板密度为 6.5×104 cells/孔，使用试剂盒配套的密封塑料袋

将 96 孔板封好，于 27 ℃温箱中孵育 1 h； 

 

 

 

 

 

 

图 2-2. 重组杆状病毒的病毒滴度测定示意图 

Fig 2-2. Chematic diagram of viral titer determination of recombinant baculovirus 

 

（2）向 100 μL 重组杆状病毒培养上清中加入 900 μL IB905 完全培养基，连续倍

比稀释至 10-3、10-4 和 10-5 稀释度，并混合均匀。以上稀释度适用于滴度在 5 × 105 到 1 

× 108 IFU/mL 的病毒检测。 

（3）用排枪移液器从微量滴定板中轻柔的吸取培养基并废弃，注意移液器枪头不

要触碰到底部，向滴定板孔内加入 25 μL 病毒稀释液，每个浓度做３个重复，阴性对照

孔加入 25 μL IB905 培养基,轻轻敲击滴定板边缘，使病毒均匀分布，将 96 孔板置于密

封塑料袋，于室温下孵育 1 h； 

（4）吸去 96 孔板中的病毒稀释液，向每孔加入 50 μL 甲基纤维素，置于密封塑
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料袋封好后于 27 ℃温箱中培养 42-46 h； 

（5）向每孔加入 150 μL 预冷的 80 %丙酮，室温固定 10 min 后弃去固定液，继续

加入 200 μL PBST，轻柔敲击晃动并废弃，连续洗 3 次，每次 5 min，在开启风机的生

物安全柜中放置 5 min 至 96 孔板完全干燥； 

（6）向孔内加入 50 μL 稀释的正常羊血清，室温封闭５min 后弃掉板中液体； 

（7）向孔内加入 50 μL 稀释的鼠单克隆抗体 gp64，37 ℃孵育 25 min 后弃掉板中

液体，向孔内加入 200 μL PBST 连续清洗两次，每次 5 min； 

（8）向孔内加入 50 μL 稀释的 HRP 标记的羊抗鼠二抗，37 ℃孵育 25 min 后弃掉

板中液体，向孔内加入 200 μL PBST 连续清洗两次，每次 5 min； 

（9）向孔内加入 50 μL 过氧化物酶底物显色剂，25 ℃放置 3 h 观察蓝色斑点并计

数，根据斑点数和稀释浓度计算重组杆状病毒的滴度； 

（10）结果判定：使用光学显微镜对蓝色斑点进行计数，三个复孔取平均值，数值

在 5-25 为可信，将平均斑点数乘以相应的稀释因子和 40（稀释倍数），即为每毫升感

染单位(IFU/mL)中的病毒滴度。 

病毒滴度（IFU/mL）= 平均斑点数 （foci）×（稀释倍数）-1×40（稀释因子） 

2.2.4 重组杆状病毒的 HA 滴度检测 

血凝试验按中华人民共和国国家标准 GB/T-27536-2011 进行。主要步骤如下： 

（1）准备干净的 96 孔 V 型微量反应板，用移液器向 1-12 孔加入 50 μL PBS； 

（2）用干净枪头吸取 50 μL Sf9 细胞扩毒的不同代次重组杆状病毒细胞混悬液，

加入微量反应板的第 1 孔，反复吹打 6-8 次混匀； 

（3）用排枪移液器自第 1 孔吸取 50 μL 病毒液加入第 2 孔，反复吹打 6-8 次混匀

后继续吸取 50 μL 加入第 3 孔，如此倍比稀释至第 11 孔，自第 11 孔吸取 50 μL 液体

弃去，第 12 孔作为红细胞对照； 

（4）向微量反应板所有孔均加入 50 μL 体积分数为 0.5%的鸡红细胞悬液，在混

合器上震荡混匀，于 25 ℃温箱静置 15-30 min 后观察结果，当对照孔红细胞呈较明显

的纽扣状时判定结果。 

（5）结果判读：将反应板呈 45°倾斜，与第 12 孔红细胞组做参照，观察红细胞状

态，如没呈泪滴状流淌，则判为 HA 阴性，如没有呈泪滴状流淌，则判为 HA 阳性。完

全凝集（红细胞不流淌）的病毒最高稀释倍数为病毒的 HA 效价（以 HAU 血凝单位）。 

2. 3 实验结果 

2.3.1 Sf9 细胞系外源毒及支原体检测结果 

 



第二章  H1 和 H3 亚型 SIV 流行毒株 HA 基因重组杆状病毒的构建 

29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-3 Sf9 细胞弹状病毒基因片段扩增 

Fig. 2-3 Amplification of Rhabdoviruses gene fragment 

1. DL2000 Marker（M）；1，Sf9-P3；2，Sf9-P5；3. 阳性对照；4. 阴性对照 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-4 Sf9 细胞支原体污染检测 

Fig. 2-4 Detection of mycoplasma cytoplasm contamination in Sf9 cell 

M ：DL2000 Marker；1，Sf9-P3 代；2，Sf9-P5 代；3. 阳性对照；4. 阴性对照 

如图所示，使用弹状病毒检测引物 RV-F/RV-R 对 Sf9 细胞第 3 代、第 5 代细胞悬

液进行检测，结果显示，目标位置未检出阳性条带，而阳性对照在 730 bp 位置出现明

显条带，阴性对照无条带（图 2-3），以上结果证明 Sf9 细胞系无外源弹状病毒污染。

使用支原体检测引物 MS-F/MS-R 对 Sf9 细胞第 3 代、第 5 代细胞悬液进行检测，结果

显示，预期位置未检出阳性条带，而阳性对照在 500 bp 位置出现明显条带，阴性对照

无条带（图 2-4），以上结果证明 Sf9 细胞系无支原体污染。 
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100bp 

M     1     2     3     4             

1000bp 

250bp 

750bp 

2000bp 

500bp 

M    1    2     3     4             

100bp 



西北农林科技大学博士学位论文 

30 

2.3.2 重组杆状病毒的构建 

按照 2.2.2.2 方法进行包毒，同时设置 GFP 阳性对照，每天观察包毒出毒状态，根

据是否有荧光以及荧光斑点数量初步判定包毒是否成功。如下图所示： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-5 重组杆状病毒包毒荧光示意图 

Fig. 2-5  Fluorescence diagram of recombinant baculovirus 

 

结果显示，对照组荧光自 24 h 起出现荧光，至 96 h 荧光斑点铺满整个视野，表明

本次包毒转染成功（图 2-5）。收集 120 h 的病毒和细胞混悬液，记为 P0 代毒，取 250 

μL 接毒 T25 方瓶 Sf9 细胞，进行 P1 代次传毒。 

 

2.3.3 重组杆状病毒的 PCR 鉴定 

PCR 鉴定结果显示，重组杆状病毒 rBac-SIV-H1-HA-WT，rBac-SIV-H1-HA-TM，

rBac-SIV-H3-HA-TM 的不同样品均在预期位置 1700 bp 位置左右出现特异性目的条带

（图 2-6），测序结果显示，与预期构建序列完全一致。证明，HA 基因成功插入杆状

病毒基因组，重组杆状病毒构建成功。 

 

 

 

24 h 48 h 

72 h 96 h 
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图 2-6 重组杆状病毒中 HA 基因的 PCR 鉴定 

Fig. 2-6 PCR identification of HA gene in recombinant baculovirus  

M：DL5000 Marker；1-2， rBac-SIV-H1-HA-WT；3-4， rBac-SIV-H1-HA-TM； 

5-6，rBac-SIV-H3-HA-TM；7，阴性对照 

 

2.3.4 重组杆状病毒的 WB 鉴定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-7 重组杆状病毒 HA 蛋白表达的 WB 鉴定 

Fig. 2-7 WB identification of HA protein expression in recombinant baculovirus 

M：Marker；1， rBac-SIV-H1-HA-WT(P3 代)；2，rBac-SIV-H1-HA-TM(P3 代)； 

3，rBac-SIV-H3-HA-TM(P3 代) 

取重组杆状病毒rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-HA-TM的P2代，P3代细胞混悬

样品制样进行WB鉴定，结果显示，不同代次重组杆状病毒样品在预期位置均出现特异

性目的条带（图2-7），重组杆状病毒中HA蛋白在Sf9细胞中可正常表达。 
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2.3.5 重组杆状病毒病毒滴度的测定 

按照杆状病毒快速滴度试剂盒 (BacPAK™ Rapid Titer Kit,Clontech)方法对

P2,P3代次重组杆状病毒rBac-SIV-H1-HA-WT，rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-

HA-TM 的病毒滴度进行测定。经过氧化物酶底物显色剂显色后于光学显微镜下对

蓝色斑点进行计数（图2-8），计三个复孔取平均值，根据斑点数和稀释浓度计

算重组杆状病毒的滴度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-8 光学显微镜下不同代次重组杆状病毒显示的蓝色斑点计数 

Fig 2-8 Blue spot counts shown by different generations of recombinant baculovirus 

a，rBac-SIV-H1-HA-WT（P2）；b, rBac-SIV-H1-HA-TM（P2）；c, rBac-SIV-H3-HA-TM (P2)；

d，rBac-SIV-H1-HA-WT; e, rBac-SIV-H1-HA-TM; f, rBac-SIV-H3-HA-TM 

 

a 

c 

e f 

b 

d 
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图 2-9 不同代次重组杆状病毒病毒滴度结果 

Fig 2-9 Results of recombinant baculovirus virus titers of different generations 

 

结果显示，重组杆状病毒 rBac-SIV-H1-HA-WT,rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-

HA-TM 的 P2 代次病毒滴度分别为 5.4×106 IFU/mL，5.6×106 IFU/mL，4.8×106 IFU/mL；

P3 代次病毒滴度分别为 7.1×107 IFU/mL，7.4×107 IFU/mL，6.3×107 IFU/mL，相同病毒

不同代次间病毒滴度差异极显著（图 2-9），满足的 High Five (Hi5)细胞表达实验需要，

可用于下一步表达研究。 

 

2.3.6 重组杆状病毒的血凝滴度检测 

按中华人民共和国国家标准 GB/T-27536-2011 中血凝试验方法对重组杆状病毒

rBac-SIV-H1-HA-WT，rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-HA-TM 的不同代次病毒血

凝活性进行检测，实验结果如下： 

由图 2-10 可知，不同代次重组杆状病均具有血凝活性，且随着包毒传代次数的增

加，血凝活性滴度也随之增加。P2 代次 rBac-SIV-H1-HA-WT, rBac-SIV-H1-HA-TM，

rBac-SIV-H3-HA-TM 血凝活性滴度均为 25；P3 代次 rBac-SIV-H1-HA-WT 血凝活性滴

度为 27, rBac-SIV-H1-HA-TM 血凝活性滴度为 28，rBac-SIV-H3-HA-TM 血凝活性滴度

为 27；P4 代次 rBac-SIV-H1-HA-WT 血凝活性滴度为 28，rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-

SIV-H3-HA-TM 血凝活性滴度均达到 211 以上。以上结果说明，重组杆状病毒在 Sf9 细

胞中增殖效果较好，不同代次血凝活性滴度随病毒增殖而提高，跨膜区的替换不影响

重组杆状病毒的血凝活性，P3、P4 代次重组杆状病毒可用于进一步的表达纯化研究。 
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图 2-10 不同代次重组杆状病毒血凝滴度 

Fig 2-10 Hemagglutination titers of recombinant baculovirus of different generations 

1, rBac-SIV-H1-HA-WT(P2), 2,rBac-SIV-H1-HA-TM(P2), 3, rBac-SIV-H3-HA-TM(P2), 

4, rBac-SIV-H1-HA-WT(P3), 5,rBac-SIV-H1-HA-TM(P3), 6, rBac-SIV-H3-HA-TM(P3), 

7, rBac-SIV-H1-HA-WT(P4), 8,rBac-SIV-H1-HA-TM(P4), 9, rBac-SIV-H3-HA-TM(P4) 

2.4 讨论 

杆状病毒表达系统具有可插入多个外源基因、翻译后修饰、表达量大、安全等优

势，被广泛用于重组蛋白的生产(Hernandez et al. 2016; Zahmati et al. 2021)。杆状病毒-

昆虫细胞表达系统（IBEVS）在蛋白表达、疫苗开发、药物筛选、基因治疗等领域已应

用多年(荣芮 et al. 2019)，现阶段已有 10 种基于 IBEVS 的产品已获批准，包括 5 种人

用疫苗和 5 种兽用疫苗。杆状病毒系统的商业化应用最早在兽用疫苗领域，如用于预

防猪瘟病毒的 Porcilis® Pesti（默沙东，MSD），BAYOVAC CSF E2®（拜尔，Bayer），

以及用于预防猪圆环病毒的 Cirumvent® PCV（默克，Merck）、CircoFLEX®（勃林格，

Boehringer）、Porcilis® PCV（默沙东，MSD）。在人用疫苗领域，美国食品和药物管

理局（FDA） 2022 年 10 月 19 日，FDA 批准 Novavax 基于杆状病毒表达平台制备的

新冠疫苗 NVX-CoV2373 加强针获得用于 18 岁以上成年人的紧急使用授权(Dunkle et 

al. 2022; Toback et al. 2022)；2013 年 1 月，Protein Sciences 的基于 IBEVS 和重组 DNA

技术开发的三价流感疫苗 Flublok®获得 FDA 批准用于 18-49 岁人群季节性流感的预

防。2009 年由葛兰素史克（GSK）开发的人乳头瘤状病毒(HPV)疫苗 Cervarix 获批上

市，这是第一个利用 IBEVS 生产上市的人用疫苗，临床试验显示该疫苗可对 HPV 16、

18 型的感染提供完全保护；此外，也有不少基于 BEVS 系统开发的疫苗处于临床试验

阶段，用于预防流感、寨卡病毒及糖尿病等。在基因治疗和药物筛选等新兴领域，IBEVS
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也逐渐显示出其独特优势：世界首款基因治疗药物 Glybera 也是基于 BEVS 生产。 

目前，使用 IBEVS 生产猪流感疫苗的报道非常有限(Hernandez et al. 2016; Zahmati 

et al. 2021)。相关研究表明，IBEVS 表达的猪流感疫苗具有较好的免疫原性及保护效果，

可作为大流行期间的候选疫苗。 

Sf9 为杆状病毒表达系统常用细胞株之一，现阶段商品化 Sf9 细胞株均存在弹状病

毒污染问题，影响细胞的进一步产业化。筛选无外源病毒污染的 Sf9 细胞对于重组杆

状病毒的生成、表达及疫苗生产至关重要，本研究使用的 Sf9 细胞为本实验室筛选并

保存的无弹状病毒、支原体污染的洁净 Sf9 昆虫细胞系，经由中国食品药品检定研究

院检定合格，同时建立了主细胞库，工作细胞库，可用于未来疫苗的报批和生产。 

与同属于 A 型流感病毒的其它所有十七种亚型流感病毒 HA 蛋白的跨膜区

（Transmembrane domain，TM）相比较， H3 亚型流感病毒 HA 蛋白的跨膜区具有独

特的结构，能形成分子间二硫键，从而使 HA 蛋白具有高稳定性以及亚型间的交叉免

疫力(Liu et al. 2014; Wang et al. 2017; Zhang et al. 2017; Zhou et al. 2014)。研究显示，将

H3 亚型 HA 跨膜区替换到其他亚型流感病毒如 H1、H5 和 H9 亚型 HA 蛋白上，增加

了 HA 蛋白的稳定性。然后用改造过的 HA 蛋白免疫小鼠，用致死剂量的不同亚型病

毒攻击小鼠，这些不同亚型的 HA 蛋白也获得了针对不同亚型流感病毒的交叉免疫力。

在本研究中，我们利用 H3-HA TM 结构域置换的方法获得了重组 H1N1 株(H1-HA-TM) 

杆状病毒。与未置换跨膜结构域的野毒 H1-HA-WT 相比，TM 结构域的替换不影响重

组杆状病毒的产生，且表现出更高的血凝活性滴度和病毒滴度，这与之前的报道(Wang 

et al. 2017)一致。 

2.5 小结 

（1）根据 Gisaid 中公布的 SIV 流行毒株序列，筛选 H1N1 和 H3N2 的 HA 序列，

对 H1N1 HA 基因的跨膜区进行改造，构建合成真核表达质粒。 

（2）将真核表达载体质粒转染 Sf9 昆虫细胞系，经包毒传代及 PCR、WB 检测分

别对重组杆状病毒 rBac-SIV-H1-HA-WT, rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-HA-TM的

生成及蛋白表达情况进行鉴定。 

（3）对不同代次重组杆状病毒 rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-HA-TM 的病

毒滴度、血凝性表达特性进行分析，筛选病毒滴度较高的 P4 代次及血凝活性＞211 的

重组杆状病毒用于表达和纯化研究。 
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第三章  重组杆状病毒表达 H1 和 H3 亚型 SIV HA 蛋白及其纯

化和鉴定 

亚单位疫苗通过体外蛋白纯化获得抗原，不含遗传物质，具有更高的安全性。纳米

颗粒疫苗被认为是极具潜力的疫苗研发平台，近年来在新冠、乙肝、流感、艾滋病及肿

瘤等传染病和重大疾病的预防和治疗中展现出了广阔的应用前景(He et al. 2019; Hong 

et al. 2020; Kanekiyo et al. 2013; Karch et al. 2018; Sun et al. 2021; Wang et al. 2020; Yan et 

al. 2020)。常见的天然生物纳米粒子主要有脂质体蛋白、热休克蛋白、铁蛋白和数以万

计的病毒等。 

本研究中，我们利用昆虫细胞-杆状病毒系统表达并生成了 SIV H1 和 H3 亚型二价

纳米颗粒疫苗，通过 Western-Blot（WB）和血凝实验（HA）对重组纳米颗粒蛋白特性

进行鉴定，通过 SDS-PAGE 分析纳米颗粒蛋白纯度，通过动态光散射（DLS）和透射

电镜（TEM）技术分别对纳米颗粒粒径和形态进行表征，对纳米颗粒蛋白定量分析并

配置 H1 和 H3 亚型二价纳米颗粒疫苗用于 Balb/C 小鼠和仔猪免疫研究。 

3.1 材料 

3.1.1 细胞 

洁净 High five（Hi 5）昆虫细胞由本实验室保存。 

3.1.2 主要试剂 

昆虫细胞培养液（IB905，苏州沃美生物科技有限公司）；不同规格细胞板（6 孔

板，96 孔板，无锡耐思生命科技股份有限公司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（P0012S，

碧云天生物）；台盼蓝细胞染色液（PB180423，武汉普诺赛生命科技有限公司）；Tween-

80（T485985，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；磷钨酸水合物（P431659，上海阿

拉丁生化科技股份有限公司）；阴离子交换色谱柱填料 Q Focurose FF（HL06030600，

武汉汇研生物科技有限公司）；阳离子交换色谱柱填料 SP Focurose FF（HL06030100，

武汉汇研生物科技有限公司）；扁豆凝集素亲和层析（Lentil Lectin Sepharose 4B，思

拓凡生物科技有限公司）；不同 pH 的 PBS、纯化缓冲液等现配现用。 

3.1.3 设备及耗材 

超净工作台(SW-CJ-2FD，苏州苏信环境科技有限公司)；超净工作台(KLCZ-880A，

北京亚泰科隆)；医用离心机（H1750，湘仪集团）；大容量高速冷冻离心机（GL-21M，

湘仪集团）；医用冷藏箱（HYC-650，海尔）；恒温振荡培养箱（MQT-60，上海旻泉

设备有限公司）；激光纳米粒度仪（Zetasizer Nano ZS，英国马尔文仪器有限公司 Malvern 
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Instruments Ltd）；生物安全柜（HR40-IIA2(KY)，海尔医用低温科技有公司）；蛋白纯

化仪（SDL-100，苏州赛谱仪器有限公司）；自动化细胞计数系统（IC1000，上海睿钰

生物）；倒置相差显微镜（CKX31SF-1，奥林巴斯）；电热恒温水浴箱（DK-S26，上

海精宏）；脱色摇床（TS-2000A，其林贝尔）；智能恒温数显定时磁力搅拌器（GL-6250A，

其林贝尔）；凝胶成像系统（JY04S-3C，君仪）； 10μL/20μL/200μL/1mL/排枪等不同

量程移液器均购自艾本德仪器；枪头、离心管等耗材购自无锡耐思生命科技股份有限

公司，高压灭菌后使用。 

3.2 方法 

3.2.1 重组杆状病毒 HA 蛋白的表达 

3.2.1.1 Hi5 洁净细胞系的检验 

（1）细胞复苏：从液氮中取出冻存 Hi5 细胞，用镊子夹持在 37 ℃水浴中快速晃

动直至冻存管内冰块完全融化，将细胞加入到 5mL 新鲜 IB905 培养基中，800 rpm 离

心 5 min，弃上清，加入 6mL 新鲜培养基重悬，转移至 T25 细胞培养瓶，于 27 ℃恒

温培养箱中培养过夜。 

（2）细胞传代：取复苏培养 3-4 天的细胞培养瓶，移除瓶中多余培养基，加入 5mL

新鲜培养基，轻轻吹打瓶底细胞，将细胞悬液转移至新的培养瓶中，按 1：3 比例进行

传代，27 ℃恒温培养箱贴壁培养。 

（3）外源病毒的检验 

①引物设计：对 Hi5 细胞进行诺达病毒检测，根据诺达病毒（Nodavirus，NV）序

列，设计引物如下：上游引物 NV-F：ACATCCAGATCCGATCAAGT，下游引物 NV-

R：GCCAGGAATGTTGCTTGCAA。 

② NV 病毒基因组提取：随机收集第 3 代次、第 4 代次（P4）、第 5 代次（P5）

培养 48 h 左右的的 Hi5 细胞悬液，使用 RNA 提取试剂盒提取全基因组； 

③反转录：以 RNA 为模板，用一步合成法试剂盒反转录合成 cDNA。体系见下表： 

表 3-1 诺达病毒检测反转录体系 

Table 3-1 Reverse transcription system for Nodavirus detection 

成分 Components 体积 Volume 

Primer（random primer） 1 μL 

2*ES Reaction Mix 10 μL 

E Mix 1 μL 

DNA Remover 1 μL 

RNA Template 3 μL 

RNase-free Water 4 μL 

Total 20 μL 
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PCR 的反应条件：42 ℃孵育 30 min，85 ℃加热 5 s 灭活 g DNA Remover。 

④ PCR：将反转录产物按 10 倍稀释后作为模板，按照如下体系配置 PCR 反应液： 

表 3-2 诺达病毒 PCR 检测体系 

Table 3-2 Nodavirus PCR detection system 

成分 Components 体积 Volume 

2*primer star Max 10 μL 

NV-F 1 μL 

NV-R 1 μL 

cDNA  1 μL 

RNase-free Water 7 μL 

Total 20 μL 

充分涡旋混匀并简短离心后上机实验，PCR 反应程序为：预变性 95 ℃ 1 min； 95 ℃ 

15 s，55 ℃ 20 s，72 ℃ 60 s，35 cycles; 72 ℃ 10 min；16 ℃ hold。PCR 结束后扩增产

物用 1 %琼脂糖凝胶进行电泳分析，电压设置 120 V，时间 30 min。预期阳性产物大

小为 690 bp 左右，如果 PCR 产物大小分布符合以上结果，则判定 Hi5 细胞诺达病毒检

测阳性。 

（4）支原体的检验 

参照 2.2.2.1 中方法进行。 

3.2.1.2 重组杆状病毒 HA 蛋白的表达 

（1）将悬浮培养 Hi5 细胞从恒温摇床中取出，于超净工作台中用台盼蓝染色，通

过细胞计数板计数，如细胞活率≥ 95%，大小均一，密细胞密度不超过 1.0 ×107 cell/mL，

则为用于表达的较理想状态。 

（2）通过加入新鲜 IB905 培养基稀释，调整 Hi5 细胞密度为 2.5×106 cell/mL，将

细胞悬液置于合适规格的细胞摇瓶内。根据重组杆状病毒病毒滴度，接毒量通常在 1-5 

MOI，将接毒后的细胞摇瓶置于 27 ℃ 110 rpm 恒温摇床继续培养 96 h 左右。 

（3）血凝性检测：1 %鸡红细胞分析血凝性。 

（4）取细胞 1mL 离心，用等体积 PBS 重悬细胞泥，制样进行 SDS-PAGE 检测，

初步观察蛋白表达情况。 

3.2.2 纳米颗粒蛋白的纯化 

3.2.2.1 样品澄清 

按上述表达方法扩大体积对重组杆状病毒 rBac-SIV-H1-HA-TM，rBac-SIV-H3-HA-

TM 进行表达，总表达体积分别 1 L， 感染 96 h 后 12000 rpm 离心 40 min 收集重组杆

状病毒的发酵产物细胞泥（上清保留备用）。 

3.2.2.2 细胞裂解 

（1）细胞裂解液：25 mM Tris，65 mM NaCl，1 % Triton X-100，pH 7.4，2 μg/mL
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亮肽素； 

（2）细胞裂解：对细胞菌泥称重，按 1 g 菌泥/10 mL 裂解缓冲液对菌泥重悬，4 ℃

电磁搅拌器搅拌 2 h，然后 4 ℃ 10000 rpm 离心 40 min，上清液过 0.45 μm 滤膜备用。 

3.2.2.3 阴离子柱（Q 柱）纯化 

按照如下程序进行： 

（1）缓冲液配置： 

平衡液 A：25 mM Tris，70 mM NaCl，0.02 % Triton X-100，pH 7.4； 

洗杂液：25 mM Tris，150 mM NaCl，0.02 % Triton X-100，pH 8.0； 

洗脱液 B：25 mM Tris，1 M NaCl，0.02 % Triton X-100，pH 8.0； 

层析柱再生缓冲液：0 .5 M NaOH，1 M NaCl。 

（2）柱平衡：将 5 倍柱体积平衡缓冲液 A 以 1-2 mL/min 流速平衡 Q 柱； 

（3）上样：将 3 倍柱体积的样品以 1-2mL/min 流速加载 Q 柱，收集流穿液，上样

完成后用平衡液 A 继续平衡； 

（4）洗杂：根据离子柱体积，设置 AB 泵流速，用 2 倍柱体积的 15 % B 进行洗

杂； 

（5）洗脱：用 3 倍柱体积的洗脱液 B 以 3 mL/min 流速洗脱 Q 柱，收集洗脱峰。 

（6）用再生缓冲液清洗层析柱柱并保存。 

3.2.2.4 扁豆凝集素亲和纯化 

扁豆凝集素亲和树脂，高盐洗脱，buffer 中含有 0.5 % PS80，换液洗脱。 

（1）缓冲液配置： 

平衡液 A1：25 mM Tris，10 mM NaCl，0.05 % PS80，pH 7.4； 

平衡液 A2：25 mM Tris，500 mM NaCl，0.5% PS80，pH 7.4； 

洗脱液 B： 25 mM Tris，10 mM NaCl，0.05 % PS80，500 mM 甲基-α-D-甘露糖苷

（Methyl-alpha-D-Mannopy-ronoside）pH 7.4； 

亲和柱再生缓冲液： 0.5 M NaCl （pH 8.5），0.5 M NaCl （pH 5.5）。 

（2）柱平衡：将 3 倍柱体积平衡液 A1 以 2mL/min 流速对扁豆凝集素亲和柱进行

平衡； 

（3）上样：将样品以 1 mL/min 流速加载亲和柱，收集流穿液，上样完成后平衡液

A2 继续上样平衡 3 个柱体积，收集流穿峰； 

（4）平衡：平衡液 A1 继续平衡 6 倍柱体积，收集流穿液； 

（5）洗脱：用 3 倍柱体积的洗脱液 B 以 2 mL/min 流速洗脱亲和柱，收集洗脱峰； 

（6）亲和柱再生及保存：用两种不同 pH 再生缓冲液交替冲洗 3-5 个柱体积后保

存于 20 ％ 乙醇（含 1 mM MnCl2， 1 mM CaCl2 和 150 mM NaCl）中于 4 °C 储存。 
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3.2.2.5 阳离子柱（SP）纯化 

根据亲和纯化洗脱后蛋白样品的浓度及纯度决定是否进行 SP 柱纯化。 

（1）缓冲液配置： 

平衡液 A：25 mM Tris，10 mM NaCl，0.05 %PS80， pH 6.0； 

洗脱液 B：25 mM Tris，500 mM NaCl，0.05 %PS80， pH 7.5； 

层析柱再生缓冲液：0 .5 M NaOH，1 M NaCl。 

（2）柱平衡：将 3 倍柱体积平衡液 A 以 2 mL/min 流速对 SP 柱进行平衡； 

（3）上样：将样品以 1 mL/min 流速加载 SP 柱，收集流穿液，上样完成后平衡液

A 继续平衡 3 个柱体积，收集流穿峰； 

（4）用 3 倍柱体积的洗脱液 B 以 2 mL/min 流速洗脱，收集洗脱峰； 

（5）用再生缓冲液清洗柱子并保存。 

3.2.2.6 纯化样品的 SDS-PAGE 分析 

（1）配胶及制样：配置 5 %浓缩胶，12 %分离胶；收集不同纯化样品的柱前、流

穿、洗杂、洗脱样品，取 80 μL 样品加入 20 μL 5 × Loading Buffer，混匀并离心，于

100 ℃水浴中煮沸 10 min 使蛋白变性。 

（2）SDS-PAGE 分析：已变性处理的纯化产物进行 SDS-PAGE 分析，每个加样孔

点样 20 μL，于 130 V 电泳 100 min 至溴酚蓝完全跑出胶板停止，电泳结束后用考马斯

亮蓝染色 20 min，加热脱色 4-5 次，每次煮沸 3 min 直至能看到清晰条带，凝胶成像系

统拍照保存。 

（3）用灰度扫描对纯化后纳米颗粒蛋白纯度进行分析。 

3.2.2.7 蛋白定量分析 

（1）配制 BCA 工作液：将试剂盒试剂 A、B 按 50:1（体积比）混合，配置 BCA

工作液（混合时会有沉淀，混匀后沉淀消失，混合后应为澄清淡蓝色溶液）。 

（2）标准品配制：室温条件下解冻蛋白标准品，用 PBS 溶液将 20μL 5 mg/mL BSA

蛋白标准溶液稀释至 100 μL，至终浓度 1 mg/mL。 

（3）按下表配制 BSA 标准测定溶液 

表 3-3 BSA 标准溶液配制表 

Table 3-3 BSA standard solution preparation table 

编号 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

PBS 溶液 μL 20 19.5 17.5 15 10 5 0 14 12 

BSA 标准溶液 0 0.5 2.5 5.0 10 15 20 6 8 

BSA 终浓度 0 25 125 250 500 750 1000 1500 2000 

总体积 20 μL 

（4）加样：将适当体积的待测样品加入到微孔板中，并用 PBS 补足到 20 μL；向

微孔板中加入 200 μL BCA 工作液，混匀，37 ℃放置 30 min；测定 562 nm 处的吸光
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值，并记录数据，以不含 BSA 的样品的光吸收值作为空白对照； 

（5）上机及测量： 

①打开软件 SpectrophotometerV 20，打开微量分光光度计，点击 BCA 测定； 

②使用纯水对微量分光光度计的点样孔进行清洗，加入空白对照组后，再依次对

标准品进行检测，形成数据曲线后，对待测样品进行蛋白测定； 

③测定结束后保存数据并对微量分光光度计的点样孔进行清洗； 

④关闭软件，关闭微量分光光度计。 

3.2.3 纳米颗粒的生成 

洗涤剂核心纳米颗粒由围绕非离子型洗涤剂 PS80 核心的多个 HA 蛋白三聚体组成

(Smith et al. 2017)，纳米颗粒形成示意图见图 3-16。本研究中，使用 Triton X-100 作为

第一洗涤剂从宿主细胞中萃取 HA 粗蛋白，使用 PS80 作为第二洗涤剂，配置缓冲液并

用于纯化研究。在亲和纯化过程中，HA 蛋白的跨膜区与非离子型洗涤剂（PS80）核心

通过疏水作用在扁豆亲和柱上缔合形成纳米颗粒，HA 蛋白的末端部分以三聚体形式嵌

入 PS80 疏水内核中。 

3.2.4 血凝（HA）实验 

通过血凝实验对纯化后样品进行血凝活性分析。血凝试验按中华人民共和国国家

标准 GB/T-27536-2011 进行。具体方法参照 2.2.2.7。 

3.2.5 纳米颗粒蛋白的鉴定 

3.2.5.1 动态光散射（DLS） 

按照如下步骤准备样品及进行纳米颗粒粒径检测： 

（1）打开 Nano ZS 设备和计算机，预热 30 min，使激光稳定； 

（2）打开 Zetasizer DTS(Nano)软件，选择测量类型“size”并建立 SOP 程序； 

（3）检查样品池，确保样品窗未吸附气泡；设置测量温度 25 ℃保，每个样品测量

3 次，以保证实验的可重复性。  

（4）稀释样品：用 PBS 对样品进行稀释，同时测量样品 Attn 值（衰减值），确

保 Attn 值在 5-10 之间，以 7 为最好。 

（5）准备样品：使用擦镜纸清洁样品池，确保清洁、干燥、无污染；将稀释后样

品加入到 3.5 mL 透明比色皿中，体积约为 1/3，盖上盖子； 

（6）启动 Zetasizer 软件测量，连续测量三次。 

（7）测量结束后，退出软件，关闭仪器；打开已保存的测量文件，收集测量结果。 

3.2.5.2 透射电镜观察（TEM） 

通过透射电镜(TEM)观察纳米颗粒形态。将纯化后的 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-

HA-TM 样品稀释至 10 µg/mL，经染色、清洗、干燥后观察。具体方法如下： 
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纳米颗粒蛋白经磷钨酸负染色处理后于透射电镜下下观察，具体方法如下：  

（1）用尖头镊子从铜网盒中夹取铜网置于封吸水纸上，将铜网正面向上，吸取大

约约 10 µL 纯化后的蛋白样品垂直滴于铜网上，室温下吸附约 15 min。  

（2）用滤纸把铜网上面残留蛋白吸干，于阴凉干燥处继续风干 10 min。  

（3）吸取 10 µL 2 %磷钨酸钠水溶液滴于铜网上负染约 20 min。  

（4）负染时间到用滤纸吸干铜网上的溶液，于阴凉干燥处继续风干 10 min。   

（5）将铜网置于 Tecnai G2 透射电镜下观察，调整合适视野并拍照保存。 

3.3 结果 

3.3.1 Hi5 细胞系外源毒及支原体检测结果 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-1 Hi5 细胞诺达病毒基因片段扩增 

Fig. 3-1 Amplification of Nodavirus gene fragment 

M: DL2000 Marker；1，Hi5-P3；2，Hi5-P4；3, Hi5-P5；4. 阳性对照；5. 阴性对照 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-2 Hi 5 细胞支原体污染检测 

Fig. 3-2 Detection of mycoplasma cytoplasm contamination in Sf9 cell 

M: DL2000 Marker；1，Hi5-P3 代；2，Hi5-P5 代；3. 阳性对照；4. 阴性对照 
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如图所示，使用诺达病毒检测引物 NV-F/NV-R 对 Hi5 细胞第 3 代、第 4 代、第 5

代细胞悬液进行检测，结果显示，目标位置未检出阳性条带，而阳性对照在 690 bp 位

置出现明显条带，阴性对照无条带，以上结果证明 Hi5 细胞系无外源诺达病毒污染（图

3-1）。使用支原体检测引物 MS-F/MS-R 对 Hi5 细胞第 3 代、第 4 代、第 5 代细胞悬

液进行检测，结果显示，预期位置未检出阳性条带，而阳性对照在 500 bp 位置出现明

显条带，阴性对照无条带，以上结果证明 Hi5 细胞系无支原体污染（图 3-2）。 

3.3.2 重组杆状病毒 HA 蛋白的表达检测 

用 SDS-PAGE 对重组杆状病毒 HA 蛋白在 Hi5 细胞中表达 96 h 的结果进行检测，

同时分析细胞混悬液的血凝活性。结果如下： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-3 重组杆状病毒 Hi5 表达的 SDS-PAGE 检测 

Fig 3-3 SDS-PAGE detection of recombinant baculovirus expression in Hi5 

 M:Marker; 1，rBac-H1-HA-TM 混悬液；2，rBac-H3-HA-TM 混悬液；3，rBac-H1-HA-TM 细胞沉

淀；4，rBac-H3-HA-TM 细胞沉淀；5，rBac-H1-HA-TM 表达上清；6，rBac-H3-HA-TM 表达上清 

对病毒感染 Hi5 细胞 96 h 后收获细胞混悬液进行离心，取细胞混悬液、离心后细

胞泥、离心上清进行 SDS-PAGE 和 HA 效价测定以初步观察表达效果。结果显示，重

组杆状病毒 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM 在预期 70 kd 左右有明显表达，主要存

在于细胞泥中达，上清中表达量较少，需进一步对细胞泥进行裂解、纯化以获取高纯度

HA 蛋白。对重组杆状病毒感染 Hi5 细胞后收获的细胞混悬液、细胞泥、离心上清血凝

实验显示重组杆状病毒 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM 具有较好的血凝活性，HA

活性滴度可达 211 以上（图 3-4）。以上结果说明，重组蛋白在 Hi5 昆虫细胞中能够良

好表达且具有较高的 HA 活性。 
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图 3-4 重组杆状病毒 Hi5 表达的血凝活性检测 

Fig 3-4 Detection of hemagglutination activity of recombinant baculovirus expression in Hi5 

1，rBac-H1-HA-TM 表达混悬液；2，rBac-H1-HA-TM 细胞沉淀；3，rBac-H1-HA-TM 表达上清

4，rBac-H3-HA-TM 表达混悬液；5，rBac-H3-HA-TM 表达上清；6，rBac-H3-HA-TM 细胞沉淀 

3.3.3 HA 纳米颗粒蛋白的纯化及纯度分析 

3.3.3.1 HA 纳米颗粒蛋白的纯化 

用非离子洗涤剂 Triton X-100 从细胞膜中提取 HA，通过离子交换层析 Q 柱、亲和

层析 Lentil Lectin Sepharose 4B 柱、透析和纳滤纯化 HA。在 HA 蛋白亲和纯化的过程

中，进行了聚山梨酯 80 (PS80)的洗涤剂交换，HA 三聚体蛋白跨膜区以疏水作用和 PS80

内核结合形成 HA-PS80 纳米颗粒复合物。 

（1）Q 柱纯化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-5 rBac-H1-HA-TM 的 Q 柱纯化 

Fig. 3-5 Purification of rBac-H1-HA-TM by anion exchange column 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

HAU    21    22     23      24      25     26      27      28      29     210     211    
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M：Marker;1，rBac-H1-HA-TM 裂解上清（柱前）；2，rBac-H1-HA-TM Q 柱流穿液 1； 

3，rBac-H1-HA-TM Q 柱流穿液 2；4，rBac-H1-HA-TM Q 柱洗脱 
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 收取 96 h 重组杆状病毒 Hi5 细胞表达后的细胞泥进行裂解，离心收取上清并用 Q

柱纯化，取柱前、流穿、洗脱进行 SDS-PAGE 检测分析（图 3-5，3-6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-6 rBac-H3-HA-TM 的 Q 柱纯化 

Fig. 3-6 Purification of rBac-H3-HA-TM by anion exchange column 

M：Marker; 1，rBac-H3-HA-TM 裂解上清；2，rBac-H3-HA-TM Q 柱流穿液 1；3，rBac-H3-HA-

TM Q 柱流穿液 2；4，rBac-H3-HA-TM Q 柱流穿液 3；5，rBac-H3-HA-TM Q 柱洗脱 

 

重组杆状病毒 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM Hi5 表达产物经裂解，HA 蛋白

从细胞膜上被洗脱，将裂解产物 12000 rpm 离心 40 min 后用 0.45 μm 滤膜过滤后进行

Q 柱上样纯化。结果显示，表达的 HA 蛋白主要存在于 Q 柱流穿液中，相对柱前，一

部分杂质被去除，但单一 Q 柱纯化不能对 HA 蛋白有效纯化（图 3-5，图 3-6）。 

 

（2）扁豆凝集素亲和纯化 

收取 Hi5 细胞表达 96 h 后的重组杆状病毒细胞泥进行裂解，离心收取上清并用

Lentil Lectin Sepharose 4B 扁豆凝集素亲和柱纯化，取柱前、流穿、洗脱样品进行 SDS-

PAGE 检测分析。 
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图 3-7 rBac-H1-HA-TM 及 rBac-H3-HA-TM 的亲和纯化 

Fig. 3-7 Affinity purification results of rBac-H1-HA-TM and rBac-H3-HA-TM 

M：Marker;1，rBac-H1-HA-TM 裂解上清（柱前）；2，rBac-H1-HA-TM 亲和纯化流穿液；3，

rBac-H1-HA-TM 亲和纯化洗脱液 1；4，rBac-H1-HA-TM 亲和纯化洗脱液 2；5，rBac-H3-HA-

TM 裂解上清（柱前）；6，rBac-H3-HA-TM 亲和纯化流穿液；7，rBac-H3-HA-TM 亲和纯化洗

脱液 1；8，rBac-H3-HA-TM 亲和纯化洗脱液 2 

 

重组杆状病毒 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM Hi5 表达产物经裂解，HA 蛋白

从细胞膜上被洗脱，将裂解产物 12000 rpm 离心 40 min 后用 0.45 μm 滤膜过滤后用扁

豆亲和素进行亲和纯化。结果显示，表达的 HA 蛋白主要存在于亲和纯化洗脱液中，纯

度得到明显提升，但单一亲和纯化不能对 HA 蛋白有效纯化（图 3-7）。 

（3）Q 柱+ Lentil Lectin Sepharose 4B 纯化 

考虑到单一 Q 柱、Lentil Lectin Sepharose 4B 均不能对 HA 蛋白达到高效纯化，但

Q 柱通过流穿可以去除一部分杂蛋白，Lentil Lectin Sepharose 4B 亲和柱可以有效吸附

HA 蛋白，但纯度达不到动物疫苗配置标准，因此考虑先通过 Q 柱除杂，收集流穿液继

续用 Lentil Lectin Sepharose 4B 亲和柱吸附洗脱，以此提升 HA 蛋白纯度。方案实施结

果如下： 

①rBac-H1-HA-TM 的纯化 

将重组杆状病毒 rBac-H1-HA-TM Hi5 表达产物的裂解后离心沉淀、上清，Q 柱流

穿液，洗脱液，分段接取亲和柱流穿液（2 mL/管），分段接取亲和柱洗脱液（2 mL/管）

制样并 SDS-PAGE 分析。结果见图 3-8。 
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图 3-8 rBac-H1-HA-TM 的纯化 

Fig. 3-8 Purification of rBac-H1-HA-TM 

M：Marker;1，rBac-H1-HA-TM 裂解沉淀；2，rBac-H1-HA-TM 裂解上清（柱前）；3，rBac-H1-

HA-TM Q 柱流穿液；4，rBac-H1-HA-TM Q 柱洗脱液；5-10，分段接取的 rBac-H1-HA-TM 亲和

纯化流穿液；11-18，分段接取的 rBac-H1-HA-TM 亲和纯化洗脱液 

②rBac-H3-HA-TM 的纯化 
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图 3-9 rBac-H3-HA-TM 的纯化 

Fig. 3-9 Purification of rBac-H3-HA-TM 

M：Marker;1，rBac-H3-HA-TM 裂解沉淀；2，rBac-H3-HA-TM 裂解上清（柱前）；3，rBac-H3-

HA-TM Q 柱流穿液；4，rBac-H3-HA-TM Q 柱洗脱液；5-13，分段接取的 rBac-H3-HA-TM 亲和

纯化流穿液；14-21，分段接取的 rBac-H3-HA-TM 亲和纯化洗脱液 

 

将重组杆状病毒 rBac-H3-HA-TM Hi5 表达产物的裂解后离心沉淀、上清，Q 柱流

穿液，洗脱液，分段接取亲和柱流穿液（2 mL/管），分段接取亲和柱洗脱液（2 mL/管）

制样并 SDS-PAGE 分析，结果见图 3-9。 

 

3.3.3.2 纳米颗粒蛋白的纯度分析 

使用灰度扫描对重组杆状病毒纯化后蛋白电泳结果进行分析，计算目的蛋白占总

蛋白的百分比。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-10 rBac-H1-HA-TM 纯化的灰度扫描结果 

Fig. 3-10 Gray scanning analysis of rBac-H1-HA-TM after purification 
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图 3-11 rBac-H3-HA-TM 纯化的灰度扫描结果 

Fig. 3-11 Gray scanning analysis of rBac-H3-HA-TM after purification 

灰度扫描分析显示，rBac-H1-HA-TM 纯化后目的蛋白灰度值（图 3-10）：3741.912，

杂蛋白灰度值为 181.556、90.021、89.314，目的蛋白纯度：91.21 %；rBac-H3-HA-TM 纯

化后目的蛋白灰度值（图 3-11）：3211.549，杂蛋白灰度值为 178.163、139.121、96.578、

43.649，目的蛋白纯度：87.53%。 

3.3.3.3 纳米颗粒蛋白的 HA 活性分析 

对纯化获得的高纯度的纳米颗粒 HA 蛋白进行血凝实验分析，以确定蛋白活性，

结果如下： 

 

 

 

 

 

1，rBac-H1-HA-TM 亲和洗脱液；2，rBac-H3-HA-TM 亲和洗脱液；NC，红细胞对照 

图 3-12 纯化后纳米颗粒蛋白的血凝活性检测 

Fig. 3-12 Determination of hemagglutination activity of purified nanoparticle protein 

对重组杆状病毒 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM Hi5 表达产物的 Q 柱+ Lentil 

Lectin Sepharose 4B 纯化结果显示，在亲和流穿液中 HA 蛋白有部分损失，但大部分 HA

蛋白在亲和洗脱中被收获，且具有较高的纯度。血凝结果显示，纯化获取的 rBac-H1-

HA-TM，rBac-H3-HA-TM 纳米颗粒蛋白具有较高的血凝活性，均达到 211 以上（图 3-

12）。以上结果说明，重组蛋白经 Q 柱和 Lentil Lectin Sepharose 4B 亲和纯化可得到较

高纯度的活性 HA 纳米颗粒蛋白。 

3.3.3.5 HA 纳米颗粒蛋白的定量 

将纯化洗脱蛋白透析于 PBS 中，用 BCA 定量试剂盒定量，标准曲线见图 3-13： 

1 

2 

HAU   21    22       23      24        25     26        27      28       29       210     211    NC 
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图 3-13 纯化后纳米颗粒蛋白 BCA 定量标准曲线 

Fig 3-13 Quantitative standard curve of nanoparticle protein BCA after purification 

纳米颗粒蛋白定量结果如下： 
表 3-4 纳米颗粒蛋白定量结果 

Table 3-4 Nanoparticle protein quantification results 

样品编号 A562 nm 样品名称 蛋白浓度 

1 1.299 rBac-H1-HA-TM 0.765 mg 

2 1.466 rBac-H3-HA-TM 0.963 mg 

纳米颗粒蛋白 rBac-H1-HA-TM 浓度为 0.765 mg, 纳米颗粒蛋白 rBac-H3-HA-TM

浓度为 0.963 mg，分别收获体积为 120 mL 和 97mL，可满足小鼠免疫和仔猪免疫实验

需要。 

3.3.4 纳米颗粒的鉴定 

3.3.4.1 DLS 分析 

使用 Zetasizer Nano ZS 激光纳米粒度仪（Malvern Instruments Ltd，UK）对纯化获

得的纳米颗粒蛋白进行动态光散射分析，对纳米颗粒的粒径进行测量。结果如下： 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-14 纳米颗粒的 DLS 检测 

Fig 3-14 DLS detection of nanoparticles 
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动态光散射分析表明，rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM 纳米颗粒粒径主要集中

在 28 nm-68 nm（图 3-14），从 DLS 数据来看，rBac-H1-HA-TM 在 300 nm 左右形成

有复合物，可能与杂质蛋白有关，总体而言，rBac-H3-HA-TM 纳米颗粒纯化效果较 rBac-

H1-HA-TM 好。考虑到 PS80 内核可结合的 HA 数量不是固定的，因此这种非固定的纳

米颗粒粒径是合理的。 

3.3.4.2 TEM 分析 

将纯化得到的 rBac-H1-HA-TM，rBac-H3-HA-TM 纳米颗粒进行磷钨酸负染，在

Tecnai G2 显微镜(FEI)上用 CCD 相机(Morada G3)放大 30 000×倍观察。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-15 纳米颗粒的 TEM 检测 

Fig 3-15 TEM detection of nanoparticles 

a，rBac-H1-HA-TM 纳米颗粒 TEM 分析；b，rBac-H3-HA-TM 纳米颗粒的 TEM 分析； 

c，文献报道的纳米颗粒形态 

透射电镜结果显示，电镜可见高密度的纳米颗粒(图 3-15)，纳米颗粒直径 50 nm 左

右，与文献报道(Smith et al. 2017)及 Novavax 专利报道（CN112469436A）纳米颗粒在

形态、大小上相似度较高。 

 

3.3.5 二价纳米颗粒疫苗的制备 

根据 3.3.3.5 中 HA 纳米颗粒蛋白的定量结果，结合实验动物剂量分组、佐剂分组

配置二价纳米颗粒疫苗，抗原配置前需经 0.22 μm 滤膜过滤除菌。 

其中用于小鼠免疫的猪流感病毒 H1 和 H3 亚型二价纳米颗粒疫苗 HA 抗原含量分

别为 5 μg/200 μL，用于仔猪免疫的猪流感病毒 H1 和 H3 亚型二价纳米颗粒疫苗 HA

抗原含量分别为 60 μg/2 mL；含 MF59 佐剂及 CPG 佐剂疫苗配置完成后于 4 ℃存放

24 h，观察均一度及是否有分层或沉淀，均一且无分层无沉淀的疫苗于 4 ℃保存并用

于后续动物免疫。 

a b c 
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3.4 讨论 

血凝素（HA）是流感病毒的主要保护性抗原，能够诱导产生较高水平的保护性免

疫反应，大多数的流感疫苗研究均以 HA 为靶标，以 HA 为靶标的四价流感纳米颗粒

疫苗已完成三期临床试验(Smith et al. 2017)，但 HA 作为糖蛋白，其高效的纯化技术一

直是困扰疫苗研发和生产的主要难题之一，不同的纯化方式对 HA 结构的影响均不同，

也直接决定了 HA 三聚体蛋白的活性。血凝素的纯化一直以来事行业难题，已报道的

对流感血凝素具有良好纯化效果的方案有串联 Q + SP 柱，羟基磷灰石，扁豆凝集素等，

本研究中，我们采用 Q 柱流穿+扁豆凝集素亲和洗脱的方式获得高纯度的 HA 蛋白，经

DLS，TEM 分析显示纳米颗粒粒径及形态相对均一，且在血凝实验中表现出较高的活

性，证明这种纯化方式是高效的、可行的，同类别可使用的凝集素系列还有刀豆球蛋白

A(concanavalin A，con A)、豌豆凝集素、红豆草凝集素等，但凝集素亲和纯化也具有成

本较高、可重复利用次数少的缺点，急需要国产替代的纯化介质投入市场以降低成本，

否则很难在动物疫苗的生产上大规模使用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-16 三聚体 HA 抗原与 PS80 内核结合示意图(Smith et al. 2017) 

Fig 3-16 Schematic diagram of trimeric HA antigen binding to PS80 core 

近年来，纳米颗粒疫苗在人类重大传染病的预防和治疗中展现出了广阔的应用前

景。常见的天然生物纳米粒子主要有脂质体蛋白、热休克蛋白、铁蛋白和数以万计的病

毒等。在本研究中，我们制备的新型纳米颗粒疫苗 HA/PS80，由重组表达的全长流感

HA 三聚体，通过疏水跨膜结构域与 PS80 分子核心稳定相互作用而形成的混合胶束纳

米颗粒。PS80 核与蛋白疏水区通过疏水力发生相互作用，从而增加蛋白质亲水性。在

形态上，本研究中 HA/PS80 纳米颗粒在大小和形状上呈现多样性，不同于我们所熟悉

的球形或笼状纳米颗粒，如自组装铁蛋白纳米颗粒、双组分 I53-50A/50B 纳米颗粒、脂
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质体纳米颗粒等。DLS 显示，本研究中 HA/PS80 纳米颗粒的直径大多在 28.67-68.06 nm

之间，与以往报道的季节性流感疫苗 28.9-33.7 nm 不同(Smith et al. 2017)。这一结果可

能是由于与 PS80 胶束结合的 HA 三聚体数量不同所致。通常，一个 PS80 胶束上可结

合 2-7 个 HA 三聚体（图 3-16）(Smith et al. 2017)。 

类似的纳米颗粒结构已应用于人用四价季节性流感疫苗和 RSV 疫苗的开发

(Krueger et al. 2021)。RSV F/PS80 纳米颗粒疫苗已被验证具有较好的免疫原性，可在小

鼠中产生保护性免疫和母源抗体，以及在新生儿狒狒感染 RSV 时具有高效的保护作用。

在人体实验中，该疫苗对 20 岁、21 岁及更年长的育龄妇女具有免疫原性和安全性 

(NCT02624947)。在免疫反应类型和效率方面，与灭活疫苗相比，二价纳米颗粒 BNV

疫苗是否能够在小鼠和随后的仔猪免疫实验中诱导高度平衡的体液免疫和细胞免疫，

以及在攻毒保护试验的表现则需要进一步验证。 

 
  

3.5 小结 

（1）利用洁净的 Hi5 昆虫细胞系表达了 H1N1 和 H3N2 猪流感病毒 HA 蛋白的重

组杆状病毒，经 SDS-PAGE 检测显示 HA 蛋白在目标位置 70kd 左右高效表达，血凝实

验显示，制备的 HA 蛋白具有良好的血凝活性。 

（2）通过阴离子交换和扁豆凝集素亲和层析两步纯化获得 HA 蛋白。在亲和纯化

过程中，三聚体 HA 的茎部疏水跨膜域与 PS80 洗涤剂内核在亲和柱上实现结合，形成

了洗涤剂核心的纳米颗粒。 

（3）经两步纯化形成的 HA 纳米颗粒蛋白纯度>85%，纳米颗粒粒径在 28 nm-68 

nm；HA 头部域突出于纳米颗粒外部；纳米颗粒蛋白血凝活性＞211，满足后续动物免

疫研究需求。 
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第四章  猪流感病毒 H1 和 H3 亚型二价纳米颗粒疫苗的 Balb/C

小鼠免疫评价 

接种疫苗是防控猪流感感染的最经济有效的手段之一。通过疫苗接种，已消灭牛

瘟、牛肺疫等重大动物传染病。然而有很多重大疫病仍缺乏有效的疫苗，如近年造成灾

难性后果的非洲猪瘟。同时，某些 RNA 病毒，如禽流感病毒、猪流感病毒、猪流行性

腹泻、猪丁型冠状病毒等的高突变性使现有疫苗效力持续减弱，因此开发广谱、安全、

高效的疫苗十分必要。纳米颗粒疫苗因可展示多个抗原及不同抗原表位而备受关注，

纳米颗粒疫苗诱导更强更广谱的免疫保护，以及更高水平的细胞免疫，已在多种重大

疾病的防控上展示出巨大的应用潜力。目前市售猪流感疫苗主要以灭活苗为主，虽然

具有较好的安全性好，但同时也存抗体水平低、无法提供完全保护及免疫持续期短需

多次接种的缺点。从人用流感疫苗发展历程来看，细胞为基础的猪流感疫苗生产也必

将成为传统鸡胚生产系统的重要替代方案(Manini et al. 2017; Wong et al. 2013)，如

MDCK，Vero 和昆虫细胞等(Hu et al. 2015; Khurana et al. 2019; Matsuda et al. 2020; 

Montomoli et al. 2012)。 

小鼠是研究流感病毒发病机制、疫苗效力、药物药效和抗病毒治疗最常用的动物

模型(Taubenberger et al. 2008)。小鼠作为流感病毒感染模型优势在于其背景清晰，小鼠

免疫因子的检测试剂及相关抗体均已成熟，易于采用遗传学手段进行基因功能操作或

使用人源化小鼠构建符合特定实验需求的模型，有利于对流感病毒的发病机制、抗病

毒药物药效机理、疫苗效力评估等进行深入研究(Matsuoka et al. 2009)。本研究利用杆

状病毒-昆虫细胞表达系统制备了 SIV H1 和 H3 BNV 疫苗，经 TEM 鉴定及血凝实验分

析显示，纳米颗粒 HA/PS80 形成良好且具备较高的血凝活性。本章我们将制备的二价

纳米颗粒疫苗免疫 Balb/C 小鼠，通过设置不同分组，筛选适合的抗原剂量及佐剂，通

过监测 HI 抗体效价评估疫苗的效力，同时对抗体亚型、细胞因子分泌水平进行分析，

并通过攻毒保护实验进一步研究疫苗的保护作用。 

4.1 材料 

4.1.1 毒株、鸡胚 

猪流感病毒毒株 CVCC AV1523（H1N1），CVCC AV1519（H3N2）购自中国兽医

药品监察所，由杨凌凯瑞生物科技有限公司保存；SPF 鸡胚购自杨凌绿方生物科技有

限公司；用于攻毒试验的猪流感病毒株是在 10 d SPF 鸡胚中增殖获得的尿囊液经无菌

过滤后保存，病毒含量为 H1N1：106.5 EID50 /0.1 mL，H3N2：107.2 EID50 /0.1 mL。 
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4.1.2 Balb/C 小鼠 

6 周龄 Balb/C 小鼠（雌性，SPF 级）购自北京维通利华实验动物技术有限公司；

小鼠饲养在在独立通风笼(IVC)系统中(苏州市冯氏实验动物设备有限公司)，自由采食

饲料，自由饮水。每笼 8 只小鼠，室温为 22 ℃±3 ℃，相对湿度为 50 %，光照周期为

12 h 关闭、开启。 

4.1.3 试剂及耗材 

MF59 佐剂由杨凌凯瑞生物科技有限公司保存并提供；CPG1 佐剂（ (5′-

TsCsGsCsCsCsGsTsCsGsCsCsAsGsCsGsAsGsGsCsGsTsTsT-3′）由武汉依为康生物技术

有限公司合成；商品化猪流感 H1+H3 二价灭活疫苗（H1N1 LN 株+ H3N2 HLJ 株）购

自陕西疫苗代理商；Primerstar Max 购自宝日医生物技术（北京）有限公司；猪流感病

毒检测引物级探针（序列参照国家标准 GB/T 27521-2011）由北京擎科生物科技有限公

司西安分公司合成；小鼠 IL-4，IFN-γ 细胞因子检测试剂盒购自上海酶联生物科技有限

公司；小鼠免疫球蛋白 G1（IgG1）、G2a（ IgG2a）酶联免疫分析试剂盒购自上海酶

联生物科技有限公司；RDE II 受体破坏酶(货号：340122)购自日本生研株式会社；0.5 %

鸡红细胞悬液由本实验配置，现配现用，保存于 4 ℃不超过 5 d。  

各型号注射器购自镇江康利医疗器械有限公司；1.5 mL、15 mL 及 50 mL 规格无

菌离心管购自无锡耐思生命科技股份有限公司；0.22 µm，0.45 µm 一次性针头滤器

（Millipore Millex）购自默克密理博公司；单道、多道移液器购自 Eppendorf （德国艾

本德股份公司）；96 孔微量板（V 型底）；不同型号枪头购自苏州赛普生物科技股份

有限公司。 

4.1.4 主要仪器设备 

生物安全柜（型号：1300 SERIES A2，Thermo 公司），超净工作台(型号：SW-CJ-

2FD，苏州苏信环境科技有限公司)；恒温振荡培养箱（型号：MQT-60，上海旻泉仪器

有限公司）；小鼠 IVC 独立送风隔离笼具（型号：FS-001-1，苏州市冯氏实验动物设备

有限公司）；酶标仪（型号：DNNF9602，北京普朗新技术有限公司）。 

4.2 方法 

4.2.1 猪流感病毒小鼠感染模型的建立 

猪流感病毒小鼠感染模型，由杨凌凯瑞生物科技有限公司动物疫苗注册评价组建

立（流程卡编号：KRSW202112-SIV-01）。根据感染模型分析结果确定小鼠攻毒剂量并

用于本方案小鼠的攻毒保护研究。小鼠感染模型研究方案及结果见附录 D。 
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4.2.2 免疫分组 

按照下表配制试验用疫苗，并按规定的实验分组和免疫接种程序免疫小鼠。 

表 4-1 Balb/C 小鼠免疫实验分组 

Table 4-1 Grouping of Balb/C mice immune test 

分组 剂量/只 数量/组/只 免疫途径 

H1N1-TM/ PS80 

H3N2 -TM/ PS80 
5 μg（0.2 mL） 8 皮下多点注射 

H1N1-TM/ PS80 

H3N2 -TM/ PS80 

MF59 佐剂 

5 μg（0.2 mL） 8 皮下多点注射 

H1N1-TM/ PS80 

H3N2 -TM/ PS80 

CPG1 佐剂 

5 μg（0.2 mL） 8 皮下多点注射 

市售疫苗组 5 μg（0.2 mL） 8 皮下多点注射 

PBS 2 mL 8 皮下多点注射 

4.2.3 免疫、采血及攻毒 

（1）免疫及采血 

0d 首免，21 d 加强免疫一次，注射剂量及注射方式参照图 4-1；免疫前（-1 d），

免疫后 14 d，28 d，42 d 对各组小鼠眼球采血，分离血清。 

 

 

 

 

图 4-1  Balb/C 小鼠免疫及攻毒实验进程图 

Fig. 4-1 Progress of immune and challenge experiments of Balb/C test 

（2）攻毒 

二免后 14 d 攻毒，Balb/C 小鼠经乙醚轻度麻醉后滴鼻感染病毒（50 μL 病毒液，

注意少量多次）; 对照组小鼠滴入 50 μL PBS。按照上表分组一分为二，5 只/笼，用

CVCC AV1523（H1N1）和 CVCC AV1519（H3N2）分别进行攻毒。 

4.2.4 HI 实验 

参照如下方法开展血凝抑制实验： 

（1） 4 单位（4HAU）抗原制备 

参照2.2.2.7血凝实验方法对标准抗原效价进行测定。根据抗原血凝效价计算4HAU

抗原，并用生理盐水进行稀释，标准抗原效价/4 即为稀释倍数。对 4HAU 抗原进行回

Blood Blood Blood 

Euthanasia Challenge Prime Boost 
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标检测，设定 5 个稀释度，每个稀释度三个重复。向 96 孔板左上角选择 5 列 x3 行共

15 个孔中加入 25 µL PBS，向每行的第 1 个孔加入 25 µL 标定的 4 HAU 抗原并混匀，

吸取 25 µL 混合液，倍比稀释至第 4 孔，弃掉枪头；第 5 孔不加抗原作为阴性对照，

25 ℃30 min 后观察结果。判读标准：若第 1 和第 2 孔发生完全凝集，第 3 孔不完全凝

集，第 4 孔和第 5 孔不凝集，则证明 4 HAU 抗原制备成功，可用于下一步 HI 实验。 

（2）血凝抑制（HI）试验 

① 血清样品的处理：将血清用 RDE II 受体破坏酶在 37 ℃处理过夜，然后 56 ℃

灭活 30 min，以去除非特异性血凝素抑制剂和天然血清凝集素。 

② 在 96 孔板 2-11 孔加入 25 μL PBS，第 12 孔加入 50 μL PBS； 

③ 吸取 50 μL 待检血清加入第 1 孔，并从中吸取 25 μL 至第 2 孔，充分吹打混匀

后吸取 25 μL 至第 3 孔，依次倍比稀释至第 11 孔，自第 11 孔吸取 25 μL 混合液弃去； 

④ 向 1-11 孔均加入 25 μL 配置好的 4 HAU，第 12 孔作为红细胞对照，于室温下

静置 10-30 min; 

⑤ 向每孔加入 50 μL 0.5 %的鸡红细胞悬液，震荡混匀，于室温下静置 30 min，观

察红细胞对照孔呈纽扣状沉于孔底时即可判读结果。 

⑥ 以完全抑制 4 HAU 抗原的血清最高稀释倍数作为 HI 效价。 

4.2.5 中和实验 

血清中和实验参照如下步骤进行： 

（1）细胞培养及传代：将 MDCK 自液氮中取出，于 37 ℃水浴快速摇晃解冻，800  

rpm 离心 5 min 后弃上清，用含 10 % FBS 的 DMEM 高糖培养基重悬并吹散细胞，转

移至 T25 细胞瓶，于 5 %CO2 培养箱中培养 48 h，24 h 更换培养基，继续观察细胞密度

至 80 %单层时进行传代。 

（2）铺板：将 T25 细胞瓶中 MDCK 胰酶消化并吹散混匀后铺于 96 孔细胞板，于

37 ℃ 5 % CO2 培养箱培养 48 h，再次至细胞长满 96 孔板底部的 80 %为宜； 

（3）病毒稀释：自-70 ℃取冻存的猪流感病毒鸡胚尿囊液，用 DMEM 病毒维持液

（含 2 μg/mL TPCK-胰酶）按照 1:10 稀释（100 μL 病毒液+900 μL DMEM），并依次

倍比稀释至 10-10； 

（4）病毒液接种细胞：取出 96 孔板，吸取并弃去孔中培养液，用 PBS 洗涤一次

后在第 1 行的 1-10 孔分别加入 100 µL 稀释好的病毒液，每个稀释度作 8 个重复，第

11、12 列设置细胞对照，于 37 ℃ 5 % CO2 培养箱孵育 1 h 后弃去孔中培养基，向每孔

补加细胞维持液 200 µL（含 2 μg/mL TPCK-胰酶），于 37 ℃ 5 % CO2培养箱继续培养，

使用倒置显微镜连续每日观察并记录 CPE，按照 Reed-Muench 法计算 TCID50。 
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（5）中和实验 

① 用 DMEM 培养基（含 5% FBS）将细胞密度调整 1×105 cells/mL，按照 100 μL/

孔铺于 96 孔细胞板，于 37 ℃、5 % CO2 的培养箱中培养 24 h。 

② 将待检血清于 56 ℃ 30 min 灭活处理；用 DMEM 维持液（含 2μg/mL TPCK-胰

酶）进行稀释，先 1∶10 稀释，后 2 倍倍比稀至 1∶2560；将 H1N1 和 H3N2 病毒稀释

至 100 TCID50 / 0.1 mL。 

③ 中和反应：100 μL 血清与 100 μL 病毒稀释液（100 TCID50）充分混合，37 ℃

孵育 1 h;弃去孔内培养基，用 PBS 清洗 2 遍后将上一步中血清病毒混合物加入细胞板

中，同时设置病毒对照孔、阴性对照血清孔、阳性血清孔及细胞对照孔，于 37 ℃5 % 

CO2 的培养箱中培养 96 h，观察 CPE 并记录结果。 

④ 结果判定：当病毒对照及阴性血清组孔均出现 CPE，阳性血清对照及正常细胞

组无 CPE 时，结果成立。以能够抑制 50 %以上细胞出现 CPE 的血清最高稀释度的倒

数为该血清中和效价。 

4.2.6 病毒特异性 IgG ELISA 及细胞因子分析 

使用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清中抗原特异性 IgG 和 IgG 亚类(IgG1 和

IgG2a)水平；使用小鼠 IFN-γ / IL-4 酶免疫测定试剂盒分析二免两周后小鼠血清样品中

IFN-γ 和 IL-4 的浓度；使用酶标分析仪读取 450 nm 处吸光度值。以 IFN-γ 检测为例，

操作方法如下： 

（1）标准品加样：设置标准品孔及样本孔，标准品孔分别加入不同浓度的标准品 

50μL； 

（2）加样：设空白孔、待测样品孔，空白孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作

相同。在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀释液 40 μL，然后再加待测样品 10μl 

（稀释度为 5 倍）。注意加样时将样品加于酶标板孔底部，不触及孔壁，轻柔晃动混

匀；  

（3）加酶：除空白孔外，每孔加入酶标试剂 100 μL； 

（4）温育及配液：用封板膜封板后置 37 ℃温育 60 min；等待过程中将 20 倍浓

缩洗涤液用蒸馏水稀释 20 倍备用；  

（5）洗涤：揭开封板膜，甩去孔内液体，每孔加满洗涤液，轻轻敲击振荡 30s 后

弃去，如此 重复清洗 5 次，在吸水纸上拍干； 

（6）显色：每孔依次加入底物显色剂 A、B 各 50 μL，轻轻振荡混匀，37 ℃避光

显色 10-15 min； 

（7）终止：每孔加终止液 50 μL，终止反应（此时蓝色立转黄色）取出酶标板，

迅速加入终止液 50 μL，此时蓝色立转黄色，于酶标仪测定结果； 
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（8）测定：以空白孔调零，450 nm 波长依序测量各孔的吸光度（OD 值）。 测

定应在加终止液 后 15 min 以内进行。 

 

4.2.7 攻毒后体重监测及采样 

接毒后的小鼠用标准日粮正常饲养，饮灭菌水。Balb/C 小鼠感染后连续观察 14 d，

监测精神状态、临床症状、存活率及体重变化，当小鼠体重减轻 25 %（初始体重）以

上时，被定义为死亡，并处以安乐死。 

感染后 6 d，每组 3 只处以安乐死，取左肺均质提取 RNA，右肺用 10 %缓冲福尔

马林固定，苏木精、伊红染色，组织病理学检查；攻毒后每天采集粪便样本，直至研究

结束，采用 RT-PCR 方法测定猪流感病毒的病毒脱落情况。 

 

4.2.8 病毒载量的检测 

针对肺脏样本和粪便样本中的病毒含量，提取 RNA，采用 RT-PCR 方法进行检测

分析，以肺脏病毒载量为例方法如下： 

（1）样品处理： 

称取等重量小鼠左肺于 1.5 mL EP 管，加入 1 mL 含 1000 单位双抗的 PBS 缓冲

液，进行无菌研磨。将组织匀浆液 5000 rpm 离心 15 min，收获上清。 

（2）RNA 提取： 

参照试剂盒说明书进行，每次实验均要将标准品作梯度稀释，且设置阴性对照（Ｈ

2O）、样品复孔，与样品同时提取 RNA。 

（3）反转录： 

以 RNA 为模板，用一步合成法试剂盒反转录合成 cDNA。体系见下表： 

 

表 4-2 反转录实验体系 

Table 4-2 Reverse transcription system for detection. 

成分 Components 体积 Volume 

Primer（random primer） 1 μL 

2*ES Reaction Mix 10 μL 

E Mix 1 μL 

DNA Remover 1 μL 

RNA Template 3 μL 

RNase-free Water 4 μL 

反应条件：42 ℃孵育 30 min，85 ℃加热 5 s 灭活 g DNA Remover。 

（4）RT-PCR：按照如下反应体系配置反应液： 
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表 4-3 荧光定量 PCR 实验体系 

Table 4-3 Fluorescence quantitative PCR experimental system 

名称 体积 

Primer-F 1 μL 

Primer-R 1 μL 

2×RT-PCR Mix 12.5 μL 

Taq 酶 0.25 μL 

Probe 0.25 μL 

cDNA 1 μL 

DEPC 水 9 μL 

总体积 25 μL 

加样完成后瞬时离心，将 PCR 管放在荧光定量 PCR 仪器上进行扩增，程序如下： 

95 ℃ 30 s; 95 ℃/15 s，60 ℃ 30 s（采集 FAM 荧光信号），40 cycles。 

4.2.9 病理分析 

攻毒 6 天后，对小鼠实施安乐死，并收集肺组织用 10 %福尔马林固定后样品送至

成都里来生物科技有限公司，按病理检验 SOP 程序进行，脱水、修剪、包埋、切片、

染色、封片等，最后镜检。采用 3D HISTECH（Hungary）生产的 Pannoramic 250 数字

切片扫描仪对切片进行图像采集，每张切片先于低倍下观察全部组织大体病变，选择

要观察的区域采集 100 倍图片，观察具体病变。并出具病理分析报告，详细记录病理

变化及评分。 

4.2.10 统计分析 

所有的实验数据均以平均数±标准差（SD）表示，统计分析采用 GraphPad Prism 9.0

版软件进行。各组间差异有统计学意义，两者间比较使用 t-test 检验方法。P <0.05，两

组存在显著差异，P < 0.01，两组存在极显著差异。 

4.3 结果 

4.3.1 HI 分析 

为了评估二价纳米颗粒疫苗的免疫原性，按照分组和时间节点对小鼠进行免疫，

并在加强免疫后第 2 周采集分离小鼠血清样本。测定血清 HI 抗体滴度，以 Hi5 细胞表

达的重组杆状病毒上清作为抗原配置 4HAU 进行 HI 试验。 

结果显示，PBS 对照组未检测到 HI 抗体，而 BNV 组检测到较高的 HI 滴度(图 4-

2)。在 BNV 与灭活流感疫苗(IIV)在小鼠中的比较中，BNV 诱导的 HI 滴度在没有佐剂

的情况下比 IIV 高 4 倍。MF59 和 CPG1 佐剂可显著提高 BNV 的 HI 抗体滴度，MF59

佐剂组的平均 HI 滴度是单个纳米颗粒组的 2-4 倍。两种佐剂组间无显著差异。 
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图 4-2  不同免疫组小鼠 HI 实验结果 

Fig. 4-2 Results of HI experiment in mice of different immune groups 

 

4.3.2 中和抗体检测分析结果 

采集二免后 14 d 实验组小鼠血清样本，通过中和实验分析血清中中和抗体水平。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-3  不同免疫组小鼠中和抗体实验结果 

Fig. 4-3 Experimental results of neutralizing antibody in mice of different immune groups 

结果显示(图 4-3)，不同猪流感疫苗免疫组对 H1N1 SIV 的中和抗体滴度存在较大

差异，BNV 组、BNV+MF59 组、BNV+CPG1 组和商用疫苗组分别为 2.7 log10，2.1 

log10，3.6 log10 和 3.9 log10；BNV 组、BNV+MF59 组、BNV+CPG1 组及商用疫苗组

检测到的抗 H3N2 病毒的中和抗体滴度分别为 2.4 log10，1.8 log10，3.3 log10 和 3.6 

log10； PBS 对照组血清中未检测到针对 H1N1 和 H3N2 病毒的中和抗体。 
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4.3.3 病毒特异性 IgG ELISA 分析 

血清中抗原特异性 IgG1 和 IgG2a 水平分别与 Th2 和 Th1 应答的大小相关。采取

加强免疫后 2 周的小鼠血清，用病毒特异性 IgG1 / IgG2a ELISA 分析试剂盒检测血清

中特异性 IgG1 / IgG2a 水平。 

结果显示（图 4-4），MF59 和 CPG1 增强 H1N1/ H3N2 - HA 特异性 IgG 和 IgG 亚

类反应。BNV+MF59 或 CPG1 比单独 BNV 和 IIV 组产生更显著的 IgG 和 IgG 亚类抗

体。对于 IIV 组，IgG1 高于 IgG2a，提示 th2 偏向反应。在 BNV 单独组和 MF59 + BNV

组中，IgG1 和 IgG2a 抗体相当，表现出平衡的 th1 和 th2 免疫反应，而 CPG1 + BNV

组表现出较明显的 th1 型反应。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-4  不同免疫组小鼠特异性 IgG 抗体及抗体亚型分析 

Fig. 4-4 Analysis of specific IgG antibody and antibody subtype in mice of different immune groups. 

 

4.3.4 细胞因子水平分析 

细胞免疫在预防猪流感病毒感染中起着重要作用。免疫细胞经刺激后分泌细胞因

子，通过与靶细胞上的受体结合发挥免疫应答、免疫调节、介导炎症反应等作用。疫苗

接种后细胞因子的产生及表达水平决定了免疫反应的大小和程度。 
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IFN-γ属Ⅱ型干扰素, 是连接天然免疫和获得性免疫的桥梁, 在机体抗流感病毒

早期免疫中发挥重要作用。IL-4 对于多种类型病毒的复制和表达具有抑制作用，研究

发现，IL-4 可以通过激活 MAPK 途径刺激 DC 成熟产生 IFN-γ，进而调节 Th1 细胞活

化，间接介导细胞免疫(Fukao et al. 2000)。同时，IL-4 可以防止细胞免疫应答过强引起

免疫病理性损伤而加强病毒扩散，使免疫防御和免疫稳态之间达成协调，促进病毒感

染的恢复(Bot et al. 2004)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-5  二免后 2 周不同免疫组小鼠细胞因子检测结果 

Fig 4-5 Cytokine detection of different groups two weeks after immunization 

本研究采用酶联免疫吸附测定法(ELISA)在 450 nm 波长下测定加强免疫后 2 周血

清样品中 IFN-γ 和 IL-4 细胞因子的浓度。结果显示（图 4-5），与 PBS 或 IIV 组相比，

单独 BNV 组和 MF59-或 CPG1 佐剂的 BNV 组 IFN-γ 水平升高明显。IL-4 检测也有相

似的趋势，MF59 + BNV 组与 CPG1 + BNV 组间差异无统计学意义。 

综上分析，BNV 可引起平衡的体液和细胞免疫反应，在 CPG1 佐剂联合免疫时则

偏向更强的细胞免疫。 

4.3.5 攻毒后体重曲线及生存率分析 

在加强免疫后 14 d，疫苗组和对照组小鼠按照分组分别用猪流感病毒 H1N1 (CVCC 

AV1523)和 H3N2 (CVCC AV1520)进行攻毒感染。通过观察攻毒后小鼠的精神状态、体

重减轻情况、分析不同组别小鼠的生存率来初步评估二价纳米颗粒疫苗的保护效果。

结果显示(图 4-6)，攻毒后，BNV 接种组和 IIV 接种组小鼠体重轻微下降，而 PBS 接种

组小鼠在两种病毒攻毒一周后体重分别下降 27.2 %和 17.5 %。尽管 PBS 组在随后的几

天中体重恢复增加，但直至 14 d 仍未恢复至攻毒前的水平。记录小鼠的存活率，并使

用 Kaplan-Meier 方法绘制存活率曲线，两种病毒攻击后在观察期内均未引起小鼠直接
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死亡，但在攻毒后 PBS 组部分体重下降超过 25%，可判定为死亡，疫苗株表现良好，

未有明显体重减轻及死亡。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-6  攻毒后小鼠体重曲线及生存曲线 

Fig 4-6 Body weight curve and survival curve of mice after challenge 

4.3.6 病毒载量分析 

攻毒后第 6 天，每组取 3 只小鼠处以安乐死，采集肺脏提取 RNA 用 RT-PCR 定量

分析肺脏中病毒载量；连续追踪并收集攻毒后不同组别小鼠粪便，参照肺脏病毒载量

方法进行持续排毒时长的分析。结果如下： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-7  攻毒后不同组小鼠肺脏病毒载量分析 

Fig4-7 Analysis of lung viral load in different groups of mice after challenge. 
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在攻毒后第 6 天(dpc)，BNV + MF59 和 CPG1 组免疫小鼠在 H1N1 和 H3N2 病毒

攻毒后未检测到肺部病毒。此外，从接种 BNV 的小鼠中肺脏中检测到的病毒载量明显

低于 IIV 组 (p < 0.0001)。相比之下，接种 PBS 组小鼠肺组织中感染性病毒载量较高，

H1N1 病毒载量为 6.4 × 108 copies/mL, H3N2 病毒载量为 6.8 × 107.6 copies / mL（图 4-

7）。 与对照组和 BNV 接种组相比，BNV 及 BNV 加佐剂组小鼠在第 4 天和第 6 天

的病毒脱落显著减少。与单独使用 BNV 相比，在 BNV 疫苗中添加 MF59 和 CPG1 佐

剂可增强对病毒脱落的保护作用，并且在攻毒 14 d 后粪便中检测不到病毒（图 4-8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-8  攻毒后不同组小鼠粪便持续排毒时长检测 

Fig4-8 Detection of viral shedding duration of feces in different groups after challenge. 

 

4.3.7 病理分析 

取 H1N1 病毒(CVCC AV1523)和 H3N2 病毒(CVCC AV1520)攻毒后第 6 天的小鼠

肺组织进行病理检查，观察肺脏损伤情况。 

 

 



西北农林科技大学博士学位论文 

66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-9  H1N1 感染后第六天小鼠肺和气管病变的组织病理学检查(CVCC AV1523) 

Fig. 4-9 Histopathologic examination of lung and trachea lesions in mice at sixth day post-challenge of 

H1N1 (CVCC AV1523) 

(A-F):各组肺变化。(A): NC(肺);(B):灭活疫苗(iv)组;(C): BNV 组;(D): BNV + MF59 组;(E): BNV + 

CPG 组;(F): PBS 对照组;(G-I):各组气管变化;(G): NC(气管)(H):灭活疫苗(iv)组;(一):BNV 组(比例尺

= 100µm)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-10 H3N2 攻毒第六天小鼠肺和气管病变的组织病理学检查(CVCC AV1520)。 

Fig.4-10 Histopathologic examination of lung and trachea lesions in mice at sixth day post-challenge of 

H3N2 (CVCC AV1520). 

(A-F):各组肺变化。(A): NC(肺);(B):灭活疫苗(iv)组;(C): BNV 组;(D): BNV + MF59 组;(E): BNV + 
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CPG 组;(F): PBS 对照组;(G-I):各组气管变化;(G): NC(气管)(H):灭活疫苗(iv)组;(一):BNV 组(比例尺

= 100µm)。 

表 4-4 小鼠肺脏病理评分 

Table 4-4 Pathological scores of lung in mice 

分组 组织名称 结果（H1N1 攻毒组） 结果（H3N2 攻毒组） 

BNV 肺脏 （—） （—） 

BNV+MF59  （—） （—） 

BNV+CPG1 肺脏 （—） （—） 

市售疫苗 肺脏 炎性细胞浸润（++） 炎性细胞浸润（+） 

PBS 肺脏 
肺泡上皮细胞坏死（++）增生（+） 

炎性细胞浸润（+++） 

肺泡上皮细胞坏死（+）炎性

细胞浸润（++） 

没有病变：（—）；病变：采用 4 级法，分别为轻微（+）、轻度（++）、中度（+++）、重度（++++）。 

 

结果显示，接种 IIV 的小鼠肺组织结构基本正常，仅出现轻微的组织病理改变(图

4-9B 和 4-10B)。BNV 和 BNV + MF59 或 CPG1 佐剂组接种小鼠均未见明显病理变化

(图 4-9C-E 和 4-10C-E)。PBS 接种组肺泡壁充血，肺泡腔结构消失，肺泡上皮细胞坏

死，细胞结构解体，核固缩，溶解，伴有肺泡上皮细胞轻度增殖，浸润炎性细胞较多。

感染 H1N1 (CVCC AV1523)和 H3N2 (CVCC AV1520)病毒后，主要呈圆形和深染的淋巴

细胞表现为典型的间质性肺炎症状(图 4-9G 和 4-10G)。免疫组均未见明显气管出血症

状，仅见轻度气管壁增厚及淋巴细胞浸润(图 4-9H,I 和 4-10H,I)。根据临床症状和病理

变化，H1N1 引起的病理损伤较 H3N2 更严重。 

综上所述，这些数据表明，BNV 可以有效地减少 H1N1 (CVCC AV1523)和 H3N2 

(CVCC AV1520)感染小鼠的肺部大体和微观病变。 

 

4.4 讨论 

在本研究中，我们比较了 MF59 和 CPG1 佐剂对二价纳米颗粒疫苗的增强作用。

结果表明，与灭活疫苗和单纳米颗粒疫苗相比，MF59 佐剂对体液免疫和细胞免疫的刺

激更高、更强，在攻毒保护研究中显示出更少的肺部病理病变，更低的病毒载量和粪便

脱落。CPG1 佐剂组主要诱导细胞免疫，象征细胞免疫的 IgG2a 抗体水平是 IgG1 的 1.6

倍以上。此外，添加 CPG1 佐剂组诱导高 IFN-γ 水平，这与之前的报道一致(Rudicell et 

al. 2019)。IL-4 是一种具有多效性的细胞因子，在 Th2 反应中起重要作用。高水平的 IL-

4 可以帮助清除流感病毒，对抗过度炎症，促进恢复。在本研究中，我们检测到高水平
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的 IL-4，这可能在一定程度上与较高的体液免疫水平相一致，但 IL-4 在流感的感染和

检测中有一定争议，对 IL-4 指标的使用和数据指证分析仍需进一步研究。我们还比较

了剂量对纳米颗粒疫苗免疫力的影响。10 µg 组和 5 µg 组抗体水平无显著差异(数据未

显示)。因此，本研究免疫剂量上优选 5 µg。 

攻毒实验结束后，连续 14 d 记录小鼠的体重变化。根据先前的研究，当小鼠体重

下降到初始体重的 >25 %时，将其定义为终点并对其实施安乐死。在这项研究中，两

只小鼠在 PBS 组 H1N1 病毒感染后死亡，三只小鼠在观察期间体重减轻超过初始体重

的 25%。虽然 PBS 组小鼠的体重从第 9 天开始逐渐恢复，但直到第 14 天体重才恢复

到接近攻毒前的水平(H1N1 约为 83.39 %，H3N2 约为 97.13 %)。结果进一步证明了 SIV

的严重危害，SIV 感染虽然致死率不高，但可导致进行性消瘦，生长性能差，并可能因

与其他呼吸道病原体或细菌性疾病合并感染而死亡。因此，猪流感的临床感染和发病

情况应引起重视。 

到目前为止，已经发现了至少 7 种不同的 SIV 血清亚型，经典的猪型 H1N1、类禽

型 H1N1 和类人型 H3N2 毒株在猪群中广泛流行。SI 的血清学流行病学调查表明，SIV

在中国的分布和演变日趋复杂。BNV 的应用对阻断猪流感病毒在中国的传播具有重要

意义。虽然经小鼠被经常用作流感疫苗评价的动物模型(Matsuoka et al. 2009)，但不同

动物之间存在物种差异，二价纳米颗粒疫苗的效力仍需通过仔猪免疫及攻毒保护实验

进一步验证。 

4.5 小结 

（1）与市售猪流感二价灭活疫苗相比，BNV 可诱导小鼠产生更强的免疫反应，

MF59 和 CPG1 佐剂可显著提高 BNV 的 HI 抗体滴度，BNV 联合佐剂使用平均 HI 滴

度可提高 2-4 倍。 

（2）对小鼠血清中特异性 IgG 抗体及其亚型分析结果显示，BNV 疫苗组及 BNV 

+MF59 佐剂组表现出平衡的 Th1/Th2 免疫反应，而 BNV +CPG1 佐剂组倾向于表现出

较强的 Th1 型免疫反应。 

（3）Balb/C 攻毒试验表明，BNV 疫苗显示出高效的保护作用，可有效地减轻病毒

感染引起的肺部大体和微观病变。 
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第五章  猪流感病毒 H1 和 H3 亚型二价纳米颗粒疫苗的仔猪免

疫及攻毒保护试验 

本研究中我们开发了基于猪流感病毒 H1N1 和 H3N2 的二价纳米颗粒疫苗，使用

昆虫-杆状病毒表达系统生产重组 HA 蛋白，相关检测结果表明重组蛋白具有较高的表

达量以及较好的血凝活性，且在小鼠免疫实验中展示了良好的效果。猪作为猪流感病

毒感染及发病的靶动物，是研究猪流感病毒疫苗效力不可替代的动物模型，猪流感病

毒感染成年猪症状不典型，但感染 4 周龄以下仔猪则会导致明显症状和损伤。本章节

我们开展了二价纳米颗粒疫苗的仔猪免疫实验研究，并实施了攻毒保护效果研究，进

一步对疫苗效力进行评估。 

5.1 材料 

5.1.1 毒株、细胞 

猪流感病毒毒株 CVCC AV1519，CVCC AV1523 购自中国兽医药品监察所，由本

实验室保存，经 10 d SPF 鸡胚扩增后用于仔猪攻毒试验；MDCK 细胞由本实验室保存。 

5.1.2 仔猪及试验场地 

28 只 4 周龄普通仔猪购自宝鸡市扶风县绛帐镇崔全奇养殖场，提前一周现场采样，

经 ASFV，SIV，CSFV，PEDV，PRRSV 抗原检测均呈阴性后购买引进（SIV 检测引物

来自本课题组，ASFV， CSFV，PEDV，PRRSV 检测引物由杨凌凯瑞生物科技有限公

司王雅婷博士提供）；免疫及攻毒保护实验场地位于咸阳杨陵区店背湾村秦亥旺养殖

场，猪舍全舍地面、墙壁、食槽及饮水龙头经高浓度烧碱消毒 3 遍后空置 72 h 通风晾

干，待仔猪各项病原检测阴性后引进。 

仔猪饲养在在保育床上，自由采食饲料，自由饮水。疫苗免疫组 8 头/组，PBS 对

照 4 头/组，加装保温灯，室温控制 20 ℃ ± 3 ℃，相对湿度控制 50 %，每天清理粪便，

保持室内适度通风，防止氨气、硫化氢等有毒有害气体聚集；在仔猪引进后设置 5 天

观察期，针对应激引起的拉稀症状用 5 mL 硫酸庆大霉素注射液进行干预治疗。 

5.1.3 试剂及耗材 

MF59 佐剂由杨凌凯瑞生物科技有限公司保存并提供；商品化猪流感 H1+H3 二价

灭活疫苗（H1N1 LN 株+ H3N2 HLJ 株）购自陕西疫苗代理商；Primerstar Max 购自宝

日医生物技术（北京）有限公司；猪流感病毒检测引物级探针（序列参照国家标准 GB/T 

27521-2011）由北京擎科生物科技有限公司西安分公司合成；HRP-conjugated Affinipure 

Goat Anti-Swine IgG(H+L)购自自武汉三鹰生物技术有限公司； 
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猪 γ 干扰素(IFN-γ)ELISA 检测试剂盒（ml002333）、猪白介素 2(IL2)ELISA 试剂

盒（ml025974），购自上海酶联生物科技有限公司；TPCK-胰蛋白酶，购自 Sigma 公

司；仔猪配合饲料“仔猪宝”购自陕西华秦农牧科技有限公司；兽用硫酸庆大霉素注射液

购自陕西芮城科龙兽药有限公司； 胎牛血清（FBS）、DMEM 高糖培养液（含 L-谷氨

酰胺）购自 HyClone；青、链霉素母液购自 Gibco 公司，分装后保存于-20℃；各型号

注射器购自镇江康利医疗器械有限公司；各规格无菌离心管、无菌的 T25、T75 细胞瓶

购自无锡耐思生命科技股份有限公司；0.22 µm，0.45 µm 一次性针头滤器（Millipore 

Millex）购自默克密理博公司；单道、多道移液器购自 Eppendorf （德国艾本德股份公

司）；96 孔微量板（V 型底）；不同型号枪头购自苏州赛普生物科技股份有限公司；

0.5 %鸡红细胞悬液由本实验配置，现配现用，保存于 4 ℃不超过 5 d。 

5.1.4 主要仪器设备 

生物安全柜（HR40-IIA2(KY)，海尔），双人超净工作台(SW-CJ-2FD，苏州安泰)；

恒温振荡培养箱（型号：MQT-60，上海旻泉仪器有限公司）；振荡器（QL-901，其林

贝尔）；电子天平（FA2204B，欧莱博）；二氧化碳培养箱（CCL-170B-8，新加坡

ESCOCelCulture®）；酶标仪（型号：DNNF9602，北京普朗新技术有限公司）。 

5.2 方法 

5.2.1 猪流感病毒仔猪感染模型的建立 

猪流感病毒仔猪感染模型由杨凌凯瑞生物科技有限公司动物疫苗注册评价组建立

（流程卡编号：KRSW202201-SIV-02）。根据感染模型分析结果确定仔猪攻毒剂量并用

于本方案仔猪攻毒保护研究。仔猪感染模型研究方案及结果见附录 D。 

5.2.2 免疫分组 

按照下表配制试验用疫苗，并按规定的实验分组和免疫接种程序免疫仔猪。 

表 5-1 仔猪攻毒免疫及攻毒保护实验分组 

Table 5-1 Experimental grouping of piglets for attack immunization and challenge. 

分组 剂量/只 
数量/组/

只 
免疫途径 

H1N1-TM/ PS80 

H3N2 -TM/ PS80 
60 μg（2 mL） 8 颈部肌肉注射 

H1N1-TM/ PS80 

H3N2 -TM/ PS80 

MF59 佐剂 

60 μg（2 mL） 8 颈部肌肉注射 

市售疫苗组 2 mL 8 颈部肌肉注射 

PBS 2 mL 4 颈部肌肉注射 
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5.2.3  免疫、采血及攻毒 

（1）免疫及采血 

0 d 首免，21 d 加强免疫一次，注射剂量及注射方式参照图 5-1；免疫前（-1 d），

一免后第 14 天，二免后第 14 天(35 d)分别对各组仔猪前腔静脉采血，分离血清。 

 

 

 

 

图 5-1 仔猪免疫及攻毒实验进程图 

Fig 5-1 Progress of immune and challenge experiments of piglets 

（2）攻毒 

二免后第 14 天攻毒，仔猪经气管注射方式感染病毒（气管注射方法：猪仰卧保定，

前躯略高于后躯。注射部位：颈上部、腹侧面正中，两个气管轮软骨环之间。沿气管轮

软骨环之间垂直进针，摆动针头有空虚感时，即可缓慢注入病毒液。）；对照组仔猪注

入 2mL PBS。按照上表分组一分为二，实验组 4 头/组，PBS 组 2 头/组，用耳标做好标

记，用 CVCC AV1523（H1N1）和 CVCC AV1519（H3N2）分别攻毒。 

5.2.4 HI 实验 

方法参照 4.2.3 部分。 

5.2.5 抗原特异性 IgG 检测 

用 ELISA 方法检测 HA 抗原特异性 IgG 抗体水平，操作方法如下： 

① 包被：根据 BCA 蛋白定量的结果，将抗原用 PBS 稀释至 4 μg/mL,将稀释后的

抗原按照 100 μL/孔铺板并于 4 °C 包被过夜。 

② 洗板：每孔加入 200 μL 的 PBST，轻柔敲击震荡 30 s 后弃去液体，于吸水纸上

拍干，重复“洗-拍”过程 3 次； 

③ 封闭：向每孔加入 200 μL 5 %脱脂奶粉，37 ℃温箱封闭 90 min 后用 PBST 重

复上一步“洗-拍”过程 3 次； 

④ 加样：将血清用 5%的脱脂奶粉作 1：1000 倍稀释，按照 100 μL/孔铺板，于

37°C 培养箱孵育 60 min 后用 PBST 重复上一步“洗-拍”过程 3 次； 

⑤ HRP 标记：向每孔加入 100 μL 1:5000 稀释的二抗， 37 °C 孵育 45 min，重复

第二步“洗-拍”过程 3 次； 

⑥ 显色：向孔中加入 100 μL TMB 显色液，37 °C 避光温育 10 min； 

⑦ 终止及测定：向孔内加 50 μL 终止液，用酶标仪测量 450 nm 波长处的 OD 值。 

Blood Blood Blood 

Challenge Prime Boost Euthanasia 
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5.2.6 细胞因子检测 

使用猪 γ 干扰素(IFN-γ)ELISA 检测试剂盒、猪白介素 2(IL-2) ELISA 试剂盒测定二

免后第 14 天猪血清中的 IFN-γ 和 IL-2 水平。具体方法可参照 4.2.4 章节进行。 

5.2.7 病毒载量检测 

针对猪肺脏样本和鼻拭子样本中的病毒含量，提取 RNA，采用 RT-PCR 方法进行

检测。具体方法参照 4.2.6 方法进行。 

5.2.8 病理分析 

攻毒 5 d 后，对仔猪实施安乐死并剖检，并收集肺组织用 10 %福尔马林固定后样

品送至武汉塞维尔生物科技有限公司进行病理分析，按病理检验 SOP 程序进行，脱水、

修剪、包埋、切片、染色、封片等，最后镜检。采用 3DHISTECH（Hungary）生产的

Pannoramic 250 数字切片扫描仪对切片进行图像采集，每张切片先于低倍下观察全部组

织大体病变，选择要观察的区域采集 20 倍图片，观察具体病变。出具病理分析报告，

详细记录病理变化及评分。 

5.2.9 统计分析 

所有的实验数据均以平均数±标准差（SD）表示，统计分析采用 GraphPad Prism 9.0

版软件进行。各组间差异有统计学意义，两者间比较使用ｔ-test 检验方法。P <0.05，

两组存在显著差异，P < 0.01，两组存在极显著差异。 

5.3 结果 

5.3.1 HI 抗体水平分析结果 

为了评价 BNV 对仔猪的免疫原性，分别于一免后第 14 天，二免后第 14 天（35 d）

采集免疫仔猪和对照组仔猪的血清样本，检测血清 HI 抗体滴度。 

结果显示（图 5-2），所有 PBS 组仔猪针对 H1 和 H3 两种抗原的 HI 抗体均为血

清阴性，而 BNV 组、BNV+MF59 组和 IIV 组的 HI 滴度随着时间的推移而升高，一免

后 14 d，BNV 组和 BNV+MF59 组针对 H1 抗原的 HI 滴度均为 7 log2，市售灭活疫苗

IIV 组 HI 滴度为 5 log2；二免后 14 d，BNV 组和 BNV+MF59 组对 H1 抗原的 HI 滴度

疫苗分别达到 10 log2 和 11 log2，市售灭活疫苗 IIV 组 HI 滴度为 7 log2。 

针对 H3 抗原进行的 HI 抗体滴度趋势与 H1 趋势相同，但总体抗体滴度相对 H1 抗

体滴度稍低，一免后 14 d，BNV 组、BNV+MF59 组及市售灭活疫苗 IIV 组针对 H3 抗

原的 HI 抗体滴度分别为 6 log2，7 log2，5 log2；二免后 14 d，上述三组 HI 抗体滴度

则分别升高至 9 log2，9 log2，8 log2。 
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图 5-2  不同免疫组仔猪 HI 实验结果 

Fig. 5-2 Results of HI experiment in pigs of different immune groups 

 

5.3.2 HA 特异性 IgG 检测结果 

本研究中，我们还通过 ELISA 实验检测不同实验组血清与两种纳米颗粒 HA 蛋白

结合产生的 IgG 抗体水平。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5-3  不同免疫组仔猪特异性 IgG 抗体分析 

Fig. 5-3 Analysis of specific IgG antibody in pigs of different immune groups 

 

结果显示（图 5-3），不同疫苗均可在仔猪体内诱导产生 IgG 抗体，不同疫苗组间
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存在显著性差异。BNV 组和 BNV+MF59 组针对 H1N1 亚型 HA 的特异性 IgG 滴度显

著高于市售疫苗组，BNV+MF59 组显著高于 BNV 组；BNV+MF59 组针对 H3N2 亚型

HA 的特异性 IgG 滴度显著高于 BNV 组和市售疫苗 IIV 组，BNV 组和 IIV 组之间无显

著差异。 

 

5.3.3 细胞因子表达水平检测 

 

IFN-γ在诱导抗病毒免疫中起着重要的免疫调节作用，疫苗免疫后机体产生 IFN-

γ的水平一定程度上反映辅助性 T 细胞的活动，因此，检测 IFN-γ的水平就是间接地

检测辅助性 T 细胞活性。IL-2 是由 CD4+T 细胞产生的细胞因子，在免疫细胞活化和增

殖中起着关键作用，检测 IL-2 的生物学活性可间接了解辅助性 T 细胞的功能。疫苗免

疫后抗体和细胞因子水平在 2 周内可达到较高水平，因此检测时间选取免疫后 2 周。 

本研究中，我们使用猪γ干扰素(IFN-γ) ELISA检测试剂盒和猪白介素2(IL-2)ELISA

试剂盒测定二免后 14 d 时猪血清中的 IFN-γ 和 IL-2 水平。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5-4  二免后 14d 不同免疫组仔猪细胞因子检测结果 

Fig. 5-4 Cytokine detection of different groups 14d after immunization. 

 

结果显示（图 5-4），与 PBS 或 IIV 组相比，BNV 组和 BNV+MF59 组的 IFN-γ 水

平升高明显，BNV 组和 BNV+MF59 组 IFN-γ 水平显著高于 IIV 组；BNV+MF59 组的

IL-2 水平显著高于 BNV 和 IIV 组，但 BNV 组和 IIV 组的 IL-2 水平差异无统计学意

义。 
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5.3.4 病毒载量 

攻毒后第 5 天，对仔猪进行安乐死并剖检，采集肺脏提取 RNA 用 RT-PCR 定量分

析肺脏中病毒载量；连续追踪并收集攻毒后不同组别仔猪鼻拭子，参照肺脏病毒载量

方法检测病毒载量。结果如下（图 5-5）。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5-5  攻毒后不同组仔猪肺脏病毒载量分析 

Fig.5-5 Analysis of lung viral load in different groups of pigs after challenge 

 

攻毒后第 5 天(dpc)， BNV 和 BNV + MF59 组免疫仔猪在 H1N1 和 H3N2 病毒攻

毒后未检测到肺部病毒，接种商用疫苗 IIV 组的仔猪肺脏中病毒载量为 2.6 × 107 

copies/mL，1.8 × 107 copies/mL。相比之下，接种 PBS 组仔猪肺组织中感染性病毒载量

较高，H1N1 病毒载量为 8.4 × 107 copies/mL, H3N2 病毒载量为 7.6 × 107 copies/mL。 

攻毒后各疫苗免疫组的仔猪鼻拭子在监测期内均未检测到病毒，PBS 组 H1N1 病

毒攻毒对照组在第 3-5 天均检测到猪流感病毒，病毒载量分别为 3.7 × 107 copies/mL，

4.1 × 107 copies/mL，4.3 × 107 copies/mL；PBS 组 H3N2 病毒攻毒对照组在第 4、5 天检

测到猪流感病毒，病毒载量分别为 2.6 × 107 copies/mL，3.1 × 107 copies/mL。 

 

 

5.3.5 病理分析 

取 H1N1 病毒(CVCC AV1523)和 H3N2 病毒(CVCC AV1520)攻毒第 5 天的仔猪肺

脏组织进行病理检查，观察肺脏及气管损伤情况。 
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图 5-6  仔猪感染 H1N1 后肺脏病变的组织病理学分析 

Fig.5-6 Histopathological analysis of lung lesions in piglets infected with H1N1 

(A-F):各组肺变化。(A): PBS 对照组（20x）;(B): PBS 对照组（200x）;(C): BNV+MF59 组

（100x）;(D): BNV 组（100x）; (E): IIV 组（100x）;(F): NC 组（100x）; (G-H):PBS 对照组气管变

化; (G): PBS 对照组（20x）;(H): PBS 对照组（200x） (比例尺= 500µm) 
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图 5-7  仔猪感染 H3N2 后肺脏病变的组织病理学分析 

Fig.5-7 Histopathological analysis of lung lesions in piglets infected with H3N2. 

(A-F):各组肺变化。(A): PBS 对照组（20x）;(B): PBS 对照组（200x）;(C): BNV+MF59 组

（100x）;(D): BNV 组（100x）; (E): IIV 组（100x）;(F): NC 组（100x）; (G-H):PBS 对照组气管变

化; (G): PBS 对照组（20x）;(H): PBS 对照组（200x） (比例尺= 500µm) 
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表 5-2 攻毒仔猪肺脏病理评分 

Table 5-1 Pathological scores of lung in pigs after challenge 

分组 组织名称 结果（H1N1 攻毒组） 结果（H3N2 攻毒组） 

BNV 肺脏 （—） （—） 

BNV+MF59 肺脏 （—） （—） 

IIV 肺脏 （—） （—） 

PBS 肺脏 
肺泡上皮细胞增生（+） 

炎性细胞浸润（++） 
炎性细胞浸润（+） 

没有病变：（—）；病变：采用 4 级法，分别为轻微（+）、轻度（++）、中度（+++）、重度（++++）。 

 

对攻毒后各实验组仔猪肺脏和气管 HE 分析显示，H1N1 攻击后，PBS 对照组肺脏

组织肺泡隔较大范围增厚，炎性细胞多点状浸润，以中性粒细胞为主（图 5-6A，B，红

色箭头），肺泡较大范围扩张（图 5-6A，B，绿色箭头）；同时气管表面纤毛脱落，上

皮细胞大量脱落、稀疏（图 5-6G，H，红色箭头）；固有层炎性细胞点状浸润，主要为

淋巴细胞和中性粒细胞（图 5-6G，H，蓝色箭头）；腺体上皮细胞结构不清、脱落（图

5-6G，H，绿色箭头）。H3N2 攻击后，PBS 对照组肺脏组织被膜不规则增厚（图 5-7A，

黑色箭头），肺泡隔重度增厚，炎性细胞较多量浸润，以中性粒细胞为主（图 5-7B，

绿色箭头），肺泡较大范围扩张（图 5-7A，红色箭头）；同时气管表面纤毛脱落，上

皮细胞大量脱落、稀疏（图 5-7G，H，红色箭头）；固有层炎性细胞点状浸润，主要为

淋巴细胞和中性粒细胞（图 5-7H，绿色箭头）。 

疫苗免疫组仔猪肺脏组织表面被覆浆膜，未见明显水肿、炎性浸润或纤维结缔组

织增生；各级支气管结构完整清晰，支气管上皮细胞形态正常，无明显变性坏死或脱

落。 

 

5.4 讨论 

近年来，猪流感单价疫苗或多价疫苗的研发成为热点，研究方向涵盖灭活苗、减毒

活疫苗及新型基因工程疫苗等。Ruan 等(Ruan et al. 2020)开发了基于流行经典型 CS 和

类禽型 EA H1N1 猪流感病毒的 HA 和 NA 基因的二价重组灭活疫苗，用致死剂量的异

源病毒攻击小鼠，发现二价疫苗具有完全保护作用。Shelby 等(Aubrey et al. 2022)设计

了基于反向遗传技术的猪流感二价减毒活疫苗（LAIV），免疫后抗体监测结果显示，

LAIV 可以在猪体内刺激产生较高的保护性抗体反应，H1N2 和 H3N2 攻毒保护实验也

显示出较好的保护作用。 

Wu 等(Wu et al. 2017)开发了基于重组腺病毒的活载体疫苗(rAd5-avH1HA)，表达
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H1N1 猪流感病毒 HA 基因，Balb/C 小鼠实验表明，两剂免疫后小鼠体内产生了高水平

的血凝抑制抗体，并能防御同源和异源 H1N1 病毒攻击造成的损伤。范桂芳等(范桂芳 

2018)以变异伪狂犬病病毒基因缺失毒株(rSMX∆gI/gE∆TK)为载体开发了表达 H1N1 亚

型猪流感病毒 HA 基因的基因工程亚单位苗，攻毒保护试验显示两种疫苗单独及联合

免疫对小鼠均有较好的保护力，保护率分别为 85.7 %、85.7 %和 71.4 %。本研究中，

我们开发了基于 IBEVs 系统的猪流感 H1 和 H3 亚型的二价纳米颗粒疫苗，并验证了仔

猪的免疫保护效果，结果显示，开发的 BNV 疫苗可产生高水平的 HI 抗体和 HA 特异

性 IgG 抗体，并在攻毒保护中表现出完全的保护作用，这种新型纳米颗粒疫苗可作为

猪流感大流行时的候选疫苗。 

精神状态和体重指标是评价免疫动物在面临病毒攻击时耐受作用的一个重要指标，

以往的流感疫苗研究大多在小鼠等替代动物上开展，体重减轻甚至死亡明显，而在针

对本体动物的免疫及攻毒研究中体重指标使用较少，可能由于猪流感毒株自身的致病

力因素，实验仔猪在面临活病毒攻击时表现出厌食、嗜睡、被毛凌乱等特点，但体重减

轻不明显，本研究中我们连续称重了攻毒后 5 天的体重指标，但差异较小，该指标在

本研究中未展现，后期应扩大实验群体数量并进行更深入细致的研究。 

 

5.5 小结 

（1）与市售猪流感二价灭活疫苗相比，BNV 可诱导仔猪产生更强的免疫反应，

MF59 佐剂能显著提高 BNV 的 HI 抗体滴度。 

（2）通过 ELISA 分析了二免后 14d 仔猪血清中特异性 IgG 抗体的含量，结果显

示 BNV 组和 BNV+MF59 组 IgG 水平显著高于市售疫苗组，BNV+MF59 组 IgG 水平高

于 BNV 组，但差异不显著。 

（3）仔猪攻毒试验表明，BNV 疫苗及 BNV+MF59 佐剂组能提供完全的保护作用，

免疫猪攻毒后肺脏中未检测到 SIV 病毒。HE 病理分析显示，BNV 疫苗及 BNV+MF59

佐剂组免疫猪的肺脏和气管未见病理损伤。 
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结 论 

1、通过 GISAID 数据库筛选猪流感病毒 H1N1 和 H3N2 流行毒株 HA 基因序列， 

利用昆虫细胞-杆状病毒系统成功构建表达 HA 基因的重组杆状病毒 rBac- H1-HA-WT，

rBac- H1-HA-TM，rBac- H3-HA-TM，分析对比不同代次重组杆状病毒的病毒滴度、血

凝滴度，筛选表达活性最优毒株用于表达、纯化及疫苗制备。 

2、通过阴离子交换和扁豆凝集素亲和层析两步纯化获得 HA 蛋白。在亲和纯化过

程中，三聚体 HA 的茎部疏水跨膜域与 PS80 洗涤剂内核在亲和柱上实现结合，形成了

洗涤剂核心的纳米颗粒。经两步纯化的 HA 纳米颗粒蛋白纯度>85%，纳米颗粒粒径在

28 nm-68 nm；HA 头部域突出于纳米颗粒外部；纯化获得的纳米颗粒蛋白血凝活性＞

211，满足动物免疫评价需求。 

3、Balb/C 小鼠免疫评价结果显示 BNV 疫苗可诱导产生比市售疫苗 IIV 更强的免

疫反应，MF59 和 CPG1 佐剂可提高 BNV 的 HI 抗体滴度 2-4 倍；特异性 IgG 抗体及亚

型分析显示，BNV 组及 BNV+MF59 佐剂组表现出均衡的 Th1/Th2 免疫反应；Balb/C

攻毒试验表明，BNV 疫苗具有较好的保护作用，可有效地减轻病毒感染引起的肺部大

体和微观病变。  

4、仔猪免疫试验表明，BNV 疫苗可诱导仔猪产生高水平的 HI 抗体，二免后 14d，

BNV组仔猪血清中的针对H1和H3亚型病毒的HI抗体滴度分别达到10 log2和9 log2；

仔猪攻毒试验表明，BNV 疫苗及 BNV+MF59 佐剂组能提供充分的保护作用，免疫猪

攻毒后肺脏中未检测到 SIV 病毒。HE 病理分析显示，BNV 疫苗及 BNV+MF59 佐剂组

免疫猪的肺脏和气管未见病理损伤。 

本研究的创新点 

（1）利用昆虫细胞-杆状病毒系统表达 H1 和 H3 亚型猪流感病毒的 HA 蛋白，通

过在亲和纯化过程中三聚体 HA 的茎部疏水跨膜域与 PS80 洗涤剂内核在亲和柱上稳定

结合，进而形成洗涤剂核心纳米颗粒，并对纳米颗粒蛋白进行表征。 

（2）对猪流感病毒 HA 跨膜区进行定向改造，将 H1 亚型 HA 跨膜区置换为 H3 亚

型 HA 跨膜区，使 H1 亚型 HA 蛋白具有更高稳定性以及亚型间的交叉免疫力。 

（3）通过小鼠和仔猪攻毒保护实验对纳米颗粒疫苗的有效性进行评价，并初步筛

选了免疫剂量和佐剂。 
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附 录 

附录 A  缩略词 

英文缩写 英文全称 中文全称 

SI Swine Influenza 猪流感 

SIV Swine Influenza Virus 猪流感病毒 

NPs Nanoparticles 纳米颗粒 

BNV Bivalent nanoparticle vaccine 二价纳米颗粒疫苗 

IBVES 
Insect Baculovirus Expression Vector 

System 
昆虫杆状病毒表达系统 

WB Western blot 蛋白质印迹 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

RNA RibonucleicAcid 核糖核酸 

bp Base pair 碱基对 

PS80 Polysorbate 80 聚山梨酯 80 

TCID50 50% cell infective dose 半数细胞感染量 

EID50 50% Embryo infective dose 半数鸡胚感染量 

HPV Human papillomavirus 人乳头瘤病毒 

HI Hemagglutination Inhibition 血凝抑制 

DLS Dynamic Light Scattering 动态光散射 

TEM Transmission electron microscope 透射电镜 

M2e The extracellular domain of M2 M2 胞外功能域 

TM Transmembrane domain 跨膜域 

HA Hemagglutinin 血凝素 

NA Neuraminidase 神经氨酸酶 

MDCK Madin-Darby canine kidney 犬肾传代细胞 

CHO Chinese hamster ovary 中国仓鼠卵巢细胞 

Vero African Green Monkey Kidney 非洲绿猴肾细胞 

VLPs Virus like particles 病毒样颗粒 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附实验 

RT-PCR Real-time PCR 实时荧光定量 PCR 

VN Virus Neutralizing 病毒中和实验 

Sf9 cells Spodoptera Frugiperda Line sf9 Cell sf9 细胞 

Hi5 cells High Five cells Hi5 细胞 

KDa Kilo-dalton 千道尔顿 

MOI Multiplicity of Infection 感染复数 

CPE Cytopathic effect 细胞病变 

IFU Infectious units per mL 病毒感染滴度 

PBS Phosphate-buffered Saline 磷酸盐缓冲液 

SPF Specific pathogen Free 无特定病原体 
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SDS-PAGE 
Sodium Dodecyl Sulfate olyacrylamide Gel 

ElectropHoresis 

十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳 

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 乙二胺四乙酸 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 杜氏改良 Eagle 培养基 

BCA Bicinchoninic acid 聚氰基丙烯酸正丁酯 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

HE Hematoxylin-eosin staining 苏木精-伊红染色法 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 3,3',5,5'-四甲基联苯胺 

DPI Days Post Inoculation 接种后天数 

WHO World Health Organization 世界卫生组织 

NIH National Institutes of Health 美国国家卫生研究院 

GISAID 
Global Initiative on Sharing All Influenza 

Data 
全球共享流感数据倡议组织 
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附录 B  溶液配制 

1．50×TAE 电泳缓冲液：称取 Tris 15.1 g、Glycine 94 g、SDS 5 g 于洁净的烧杯中，

用 800 mL 的超纯水搅拌至充分溶解定容至 1 L，室温备用，使用时用超纯水稀释成

1×TAE 缓冲液。  

2．1 %琼脂糖核酸胶：称取琼脂糖粉末 1.0 g 于洁净的烧杯中，用 100 mL 的 1×TAE

缓冲液加热溶解，待温度降至 60℃左右时 5 µL SYBR GreenⅠ混合均匀后倒入制胶槽中

制胶。 

3．1000×Amp 抗生素：称取 ampicillin 粉末 1 g 于洁净的 15 mL 无菌 EP 管中，

用 8 mL的超纯水充分溶解后定容至 10 mL。在超净工作台使用 0.22 µm滤膜无菌过滤，

1 mL/管分装后-20℃保存备用。 

4． 50%甘油菌种保存液：量取甘油 50 mL 于洁净的烧杯中与 40 mL 超纯水充分

混匀，定容至 100 mL，储存于蓝盖瓶中，121℃高压灭菌 30 min，常温保存备用。 

5． SDS-PAGE 电泳缓冲液：称取 Tris 15.1 g、Glycine 94 g、SDS 5 g 于洁净的烧

杯中，用 800 mL 的超纯水搅拌至充分溶解定容至 1 L，室温备用。 

6． 5×Loading Buffer：量取上述的试剂置于 10 mL 无菌 EP 管中，加入超纯水定

容至 5 mL。每份 500 µL 分装至 1.5 mL 的无菌 EP 管中，室温保存。当每次使用前添

加 25 µL 的 2-ME，充分混匀后使用，室温下保存。 

7． 考马斯亮蓝染色剂：称取 1 g 的考马斯亮蓝 R-250 置于洁净的烧杯中，缓慢的

加入 250 mL 的冰醋酸，搅拌至充分溶解混匀，加入 100 mL 的冰醋酸搅拌均匀后定容

至 1 L，如果有较多杂质可以通过滤纸过滤去除，室温保存。  

8．考马斯亮蓝脱色剂：量取 100 mL 的醋酸和 50 mL 的乙醇，混匀后定容至 1 L。

室温保存。 

9．Western blot 转膜缓冲液：48 mmol/L Tris-Cl（pH 8.3），39 mmol/L 甘氨酸，

0.037% SDS，20%甲醇，溶解后定容至 1 L。 

10．Western blot 洗液：10 mmol/L Tris-Cl（pH7.5），0.15 mmol/L NaCl，0.05% 

Tween-20。 

11．Western blot 封闭液：10 mmol/L Tris-Cl（pH7.5），0.15 mmol/L NaCl，3% BSA

（5%脱脂奶），0.01%的 Tween-20。 

12．Western blot 抗体稀释液：10 mmol/L Tris-Cl（pH7.5），0.15 mmol/L NaCl，

0.05% Tween-20，2%（0.5%）脱脂奶。 

13．蛋白透析液：称取 0.2 g KH2PO4、2.9 g NaHPO4·12H2O、8 g NaCl 和 0.2 g 

KCl 置于烧杯中，加入去离子水定容至 1 L，充分混合，调节 pH 至 7.4，置于室温保

存。 
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14. 终止液的配制：称取 22 mL 浓硫酸置于烧杯中，加入去离子水定容到 200 mL，

充分混合，置于 室温保存。 

15. 细胞裂解液：25mM Tris，65mM NaCl，1% Triton100，pH7.5，2μg/ml 亮肽素； 

16. 流感纯化缓冲液： 

Q柱：平衡液 A：25mM Tris，70mM NaCl，0.02% Triton100，pH7.5； 

洗脱液 B：25mM Tris，1M NaCl，0.02% Triton100，pH8.0。 

扁豆亲和素柱：平衡液 A1：25mM PB 缓冲液，10mM NaCl，0.05% PS80，pH 7.4； 

平衡液 A2：25mM PB 缓冲液，500mM NaCl，0.5% PS80，pH7.4； 

洗脱 B：25mM PB 缓冲液，10mM NaCl，0.05% PS80 ，500mM 甲基-α-D-甘露糖苷

（Methyl-alpha-D-Mannopy-ronoside）pH7.4。 
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附录 C  蛋白序列 

>A/swine/China/Qingdao/2018|EPI_ISL_370660| H1N1|HA| EPI1521569| 

MKAKLFVLFCVFTALKADTICVGYHANNSTDTVDTILEKNVTVTHSVNLLENRHNG

KLCSLNGKIPLQLGNCNVAGWILGNPECDLLLTANSWSYIIETSNSKNGACYPGEFAD

YEELKEQLSTVSSFERFEIFPKATSWPDHDTTRGTTVACSHSGVNSFYRNLLWIVKKG

NSYPKLSKSYTNNKGKEVLVIWGVHHPPTDSNQQTLYQNNHTYISVGSSKYYKKFT

PEIVARPKVREQAGRMNYYWTLLDQGDTITFEATGNLIAPWHAFALEKGSSSGIMTS

DAQVHNCTTKCQTPHGALKSNLPFQNVHPVTIGECPKYVKSTQLRMATGLRNIPSIQ

SRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHKNEQGSGYAADQKSTQIAIDGISNKVNS

VIEKMNIQFTSVGKEFNSLEKRMENLNKKVDDGFLDVWTYNAELLILLENERTLDF

HDLNVKNLYERVKSQLRNNAKEIGNGCFEFYHKCDNECMESVKNGTYNYPKYSEE

SKLNREEIDGVKLESMGIHQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI 

 

 

>A/swine/Jiangsu/P3589/2016|EPI_ISL_256394| H3N2|HA||EPI961894 

MKTIIALSYILCLVFAQKFPGNDNNMAMLCLGQPAVTKRKVVETIRNDQIEVTNGTE

MVQSSSTGGIRNSRFQILDGGNCTIIDELQGDPHIDGFQNKKWDLFVERSKAYSNCY

PYDVPDYASLRSIIASSGTLEFNNESFNWTGVTQNGKSASCKRGSDNSFFSRLNWLT

HLNYKYPALKVTMPNNEKFDKLYIWGAHHPGTYNDQISLYAQASGIITVSTKRTQQT

VIPNIGSRPRIRDISSRISIYWTIVKPGDILLINSTGNLIAPRGYFKLQDGKSSIMRSDAPI

GKCNSECITPNGSIPNDRPFQNVNRIAYGACPRYVKQNTLKLATGMRNIPEKQTRGIF

GAIAGFIENGWEGMVDGWYGFRHQNSEGMGQAADLKSTQAAINQINGKLNRLIGK

TNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMN

KLFERTKKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALSNRFQ

IKGVELKAGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQKGNIRCNICI 
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附录 D  动物模型建立方法及结果 
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