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　 　 摘要:　 旨在利用杆状病毒表达系统构建 １ 株对高致病性 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒(Ａ / Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｈｕｉｚｈｏｕ / ＨＺ￣
３ / ２０１６)攻击后的家禽提供保护的候选疫苗株ꎮ 用同源重组的方法构建 １ 株表达 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒(Ａ /
ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｓｈａｏｘｉｎｇ / ５２０１ / ２０１３ 株)血凝素(Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎꎬ ＨＡ)蛋白的重组杆状病毒ꎮ 用 ＰＣＲ 技术鉴定重组杆状

病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的遗传稳定性ꎬ用间接免疫荧光方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法鉴定 ＨＡ 蛋白的表达情况ꎬ用血

凝试验检测 ＨＡ 蛋白的体外活性ꎬ继而对重组疫苗在无特定病原体(Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ ＳＰＦ)鸡上进行免疫效

力试验ꎬ并对免疫后 ２１ ｄ 的 ＳＰＦ 鸡血清进行抗体检测ꎬ对攻毒 ５ ｄ 后的鸡咽喉和泄殖腔棉拭子进行病毒分离ꎮ
结果显示ꎬ重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 在昆虫细胞中生长良好ꎬ且可稳定高效表达 Ｈ７ ＨＡ 蛋白ꎬ血凝效价可达

２６ꎻ重组疫苗免疫 ＳＰＦ 鸡 ２１ ｄ 后可诱导 ２８.４血凝抑制(Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎꎬ ＨＩ)抗体效价并能抵抗高致病性

Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒的攻击ꎬ免疫组 ＳＰＦ 鸡群均未发病或死亡ꎬ仅有 １７％的 ＳＰＦ 鸡在攻毒后第 ５ ｄ 出现排毒ꎮ
可以看出ꎬ重组疫苗对高致病性 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒攻击后的 ＳＰＦ 鸡提供了 １００％的保护ꎬ且可有效抑制病毒

在 ＳＰＦ 鸡体内的复制ꎮ
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Ｂｒａｎｃｈꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
Ｈ７Ｎ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ (Ａ / Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｈｕｉｚｈｏｕ / ＨＺ￣３ / ２０１６) ｉｎ ｐｏｕｌｔｒｙ ｕｓｉｎｇ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ. Ａ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ( ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｈ７Ｎ９ (Ａ / ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｓｈａｏｘｉｎｇ / ５２０１ / ２０１３) ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ (ＨＡ)

ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＰＣＲ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＡ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓ￣
ｓａｙ (ＩＦＡ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＡ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨＡ ａｓｓａｙ. Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ａｎｉｍａｌ
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ｔｒｉａｌ ｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ (ＳＰＦ) ｃｈｉｃｋｅｎｓ. Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｒｕｍ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｔｅｓｔｅｄꎬ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｏｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ａｎｄ ｃｌｏａｃａｌ ｃｏｔｔｏｎ ｓｗａｂｓ ａｔ ｆｉｖｅ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ￣ｃｈａｌｌｅｎｇｅ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ (ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ) ｓｔａｂｌｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｈ７ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｉｎ￣
ｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ＨＡ ｔｉｔｅｒ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ２６ . Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ２８.４ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ (ＨＩ) ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ
ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓꎬ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｉｓｔ ｔｈｅ ａｔｔａｃｋ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｈ７Ｎ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ. Ｔｈｅ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｇｅｔ ｓｉｃｋ ｏｒ ｄｉｅꎬ ａｎｄ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｆｒｏｍ １７％ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｆｉｖｅ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ￣ｃｈａｌｌｅｎｇｅ.
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｈ７Ｎ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｓ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｈ７Ｎ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓꎻ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓꎻ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎꎻ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 禽流感(Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａꎬ ＡＩ)是一种禽类烈性

传染病ꎬ会严重危害家禽养殖业的发展和人类的健

康ꎬ从而引起社会的广泛关注ꎮ ２０１３ 年春季ꎬ重组

Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感在中国暴发ꎬ造成不同程度的人

群感染和死亡[１]ꎮ 之后ꎬ每年冬春季节均有 Ｈ７Ｎ９
流感疫情出现[２]ꎮ 截至 ２０２０ 年ꎬ中国已陆续暴发 ６
波人感染 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感的疫情ꎮ 对 ２０１７ 年出

现的 Ｈ７Ｎ９ 变异毒株进行基因序列分析发现ꎬ其血

凝素蛋白裂解位点处存在 ４ 个连续的碱性氨基酸插

入ꎬ属于高致病性流感病毒[３]ꎮ ２０１３ 年 ２ 月到 ２０２０
年 ５ 月ꎬ联合国粮食及农业组织已报道出现 １ ５６８
例人感染 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒病例ꎬ其中 ６１６ 例

死亡ꎮ 为了人类的健康和家禽养殖业的可持续发

展ꎬ疫苗免疫是防御 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒的有效

措施ꎮ 因此ꎬ研制针对 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒的疫

苗具有重要意义ꎮ
传统的鸡胚苗存在鸡胚供应不稳定、外源病毒

污染风险大、浪费量大等缺点[４]ꎮ 禽流感 ＤＮＡ 疫苗

则存在免疫原性弱、表达效率低等缺点[５]ꎮ 昆虫杆

状病毒表达系统摆脱了鸡胚的限制ꎬ具有生产成本

低、安全性高、表达的蛋白质生物活性高、免疫原性

好及可快速生产等优点[６￣９]ꎮ 昆虫细胞的培养无需

血清ꎬ不易受外源病毒和支原体污染ꎬ且无需纯化ꎮ
有报道显示ꎬ杆状病毒自身有一定的免疫佐剂效应ꎬ
可以增强疫苗的免疫反应[１０]ꎮ

本研究通过杆状病毒表达系统构建了 １ 株

ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 疫苗候选株ꎬ并对其在昆虫细胞中

的复制能力、血凝素(ＨＡ)蛋白的体外活性ꎬＨＡ 蛋

白的表达水平及其在无特定病原体(Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏ￣
ｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ ＳＰＦ)鸡上的免疫效力等进行了一系列评

估ꎬ以期为 Ｈ７Ｎ９ 重组杆状病毒疫苗的进一步研究

和生产提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 质粒、细胞

ＰＶＬ１３９３ 质粒、昆虫 Ｓｆ９ 细胞、昆虫 ＳＦ＋细胞均

由勃林格殷格翰公司提供ꎮ
１.２　 主要试剂

高保真限制性内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ、Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶、ＰＣＲ 扩增的相关试剂均购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇ￣
ｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ (ＮＥＢ)公司ꎻＴＯＰ１０ 感受态细胞购自天

根生化科技 (北京) 有限公司ꎻ质粒抽提试剂盒、
ＤＮＡ 抽提试剂盒、胶回收试剂盒均购自 ＱＩＡＧＥＮ 公

司ꎻ用于 Ｓｆ９ 细胞培养的 ＥＸｃｅｌｌ ４２０ 培养基购自 Ｓｉｇ￣
ｍａ 公司ꎻ转染试剂盒、Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ４８８ 羊抗鸡抗体

购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ杆状病毒 ＤＮＡ 购自 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎻ禽流感 Ｈ７ 亚型(Ｈ７￣Ｒｅ１)标准抗原和

标准血清购自哈尔滨维科生物技术开发公司ꎻ山羊

抗鸡 ＩｇＹ Ｈ＆Ｌ(ＨＲＰ)购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ４％鸡红细

胞购自南京森贝伽生物科技有限公司ꎮ
１.３　 质粒 ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的构建

选取 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的 Ａ / ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｓｈａｏｘｉｎｇ /
５２０１ / ２０１３ 株的血凝素 (ＨＡ) 基因序列 (登录号:
ＡＪＪ９１７２５.１)作为供体基因ꎬ并根据昆虫细胞表达系

统密码子偏好性进行碱基优化ꎬ由金斯瑞生物科技

有限公司合成 ＨＡ 基因ꎮ 合成的 ＨＡ 基因用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ
和 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 双酶切后连接到经相同酶切后的

ＰＶＬ１３９３ 载体上ꎬ在 ＴＯＰ１０ 感受态细胞上转化并进

行氨苄抗性筛选ꎮ 然后挑取单克隆培养ꎬ抽提质粒

后经双酶切鉴定条带正确后送到生工生物工程(上
海)股份有限公司对 ＨＡ 基因进行测序验证ꎬ阳性重

组质粒命名为 ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡꎮ
１.４　 重组杆状病毒的遗传稳定性鉴定

基于同源重组的原理ꎬ将 ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡ 质

粒和线性化的苜蓿银纹夜蛾多角体病毒(ＡｃＭＮＰＶ)
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基因组 ＤＮＡ 利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 脂质体在 Ｓｆ９ 细

胞上进行共转染ꎬ４ ｄ 后收集上清液ꎬ得到 ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ１ꎬ保存于－８０ ℃冰箱中ꎮ 同时在室温下

对上述转染后的 Ｓｆ９ 细胞用等体积甲醇、丙酮混合溶

液进行固定ꎬ进行间接免疫荧光(ＩＦＡ)鉴定ꎮ 经过 ３
轮空斑纯化后ꎬ纯净的 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ４ 在 ＳＦ＋细
胞上得到了传代扩繁ꎬ扩繁条件如下:细胞密度为 １
ｍｌ １×１０６个细胞ꎬ感染复数(ＭＯＩ)＝ ０􀆰 ０１ꎬ ４ ｄ 后收获

上清液并保存在－８０ ℃冰箱中ꎮ 将病毒连续扩繁至

Ｐ９ 代ꎬ测定每代病毒的半数组织培养物感染剂量

(ＴＣＩＤ５０)ꎮ 与此同时ꎬ提取 Ｐ１、Ｐ８、Ｐ９ 代重组病毒

ＤＮＡꎬ对重组ＨＡ 基因片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将其ＨＡ 序

列与原始 ＨＡ 序列进行比对ꎮ ＰＶＬ１３９３￣Ｆ 引物序列:
５′￣ＡＡＡＴＧＡＴＡＡＣＣＡＴＣＴＣＧＣ￣３′ꎻ ＰＶＬ１３９３￣Ｒ 引物序

列:５′￣ＧＴＣＣＡＡＧＴＴＴＣＣＣＴＧ ￣３′ꎮ
１.５　 间接免疫荧光试验(ＩＦＡ)

将 重 组 杆 状 病 毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ１、 ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８、ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ９ 接种 Ｓｆ９ 细胞培

养 ５ ｄ 后ꎬ弃去上清ꎬ在室温下用等体积甲醇、丙酮

混合溶液固定细胞 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ去掉固定液ꎬ于通风

橱内晾干ꎬ以 Ｈ７￣Ｒｅ１ 亚型阳性血清为一抗 (１ ∶
５００)ꎬ以 Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ４８８ 羊抗鸡抗体为二抗(１ ∶
５００)ꎬ在荧光显微镜下观察ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 试验

将 Ｐ７~Ｐ９代重组杆状病毒按感染复数为 ０􀆰 １ 接种

ＳＦ＋细胞ꎬ５ ｄ 后收获细胞悬液ꎮ 经十二烷基硫酸钠￣聚丙

烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)后ꎬ以 Ｈ７￣Ｒｅ１ 亚型阳性血

清为一抗(１ ∶ １ ０００)ꎬ以山羊抗鸡 ＩｇＹ Ｈ ＆ Ｌ(ＨＲＰ)作为

二抗(１ ∶ ２ ０００)ꎬ进行Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 试验ꎮ
１.７　 重组病毒 ＨＡ基因编码蛋白质的表达条件优化

　 　 将重组杆状病毒按 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １、０􀆰 ５、１􀆰 ０ 分别接

种于密度为 １ ｍｌ １×１０６个细胞的悬浮 ＳＦ＋细胞中ꎬ
在感染后１~６ ｄ 对细胞的活率、活细胞数、细胞直径

和细胞悬液的 ＨＡ 效价进行检测ꎮ 按照«中华人民

共和国兽药典» (２０１５ 年版) [１１] 附录中的 ＨＡ 试验

方法进行 ＨＡ 效价检测ꎮ
１.８　 抗原的准备

准备密度为 １ ｍｌ １×１０６个的 ＳＦ＋细胞ꎬ将重组

杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８ 按ＭＯＩ＝ ０􀆰 １ 接种至悬

浮 ＳＦ＋细胞中ꎬ５ ｄ 后收获细胞悬液ꎮ
１.９　 疫苗的制备

将矿物油与抗原(方法 １.８ 中的细胞悬液)按

２ ∶ １ 的体积比使用小型乳化机进行乳化ꎬ于１６ ０００
ｒ / ｍｉｎ乳化 ３ ｍｉｎꎬ对乳化后的抗原进行无菌和物理

性状检验ꎮ
１.１０　 ＳＰＦ 鸡免疫效力试验

本试验在华南农业大学 ＡＢＳＬ￣３ 动物实验室中

进行且经过实验动物使用与管理委员会批准(编
号:ＡＵＰ￣１８￣５３)ꎬ不同组别的鸡配置不同的隔离器ꎮ
选取高致病性的 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒的 ＨＺ￣３(Ａ /
Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｈｕｉｚｈｏｕ / ＨＺ￣３ / ２０１６)毒株作为本试验的攻

毒株ꎮ 选取 ２９ 羽健康的 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡并随机将其

分成 ３ 组ꎬ其中 １２ 羽鸡经颈部皮下免疫 ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８(免疫剂量为 ０􀆰 ５ ｍｌ)ꎬ１２ 羽鸡作为攻

毒对照组ꎬ另外 ５ 羽鸡作为空白对照组ꎬ免疫效力试

验的具体安排见表 １ꎮ 免疫后 ２１ ｄ 采集血液样本ꎬ
离心后取血清ꎬ用商品化 Ｈ７￣Ｒｅ１ 作为标准抗原ꎬ并
按照«中华人民共和国兽药典»(２０１５ 年版)附录方

法中的 ＨＩ 试验方法检测鸡群的 ＨＩ 抗体效价ꎮ
免疫后第 ２１ ｄꎬ对第 １ 组、第 ２ 组所有鸡经滴鼻

进 行 Ｈ７Ｎ９ 病 毒 Ａ / Ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｈｕｉｚｈｏｕ / ＨＺ￣３ / ２０１６
(ＨＺ￣３)株攻毒ꎬ攻毒剂量为５×１０６􀆰 ０ ＥＩＤ５０ / ｍｌꎮ 攻毒

后ꎬ每天观察、记录鸡的临床症状ꎬ持续 １４ ｄꎮ 攻毒

后ꎬ若鸡出现精神沉郁、羽毛粗乱、呼吸和神经症状

等任何异常症状或特异性死亡ꎬ即可判定该鸡为高

致病性禽流感发病ꎮ
攻毒后第 ５ ｄ[１２￣１３]ꎬ采集试验鸡的咽喉、泄殖腔

棉拭子ꎬ每个样本接种 ３ 枚９~ １１ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚ꎬ于
３７ ℃孵育 ７２ ｈꎬ收集鸡胚尿囊液后进行 ＨＡ 效价测

定ꎮ 攻毒后第 １４ ｄꎬ将所有存活鸡进行安乐死ꎮ
表 １　 无特定病原体(Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ ＳＰＦ)鸡免疫效力试验结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ (ＳＰＦ) ｃｈｉｃｋｅｎｓ

组别 鸡数量(羽) 免疫疫苗 免疫剂量 接种时间 接种途径 攻毒剂量(１ 羽) 攻毒时间 攻毒途径

１ １２ ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ １ 羽 ０.５ ｍｌ １０ 日龄 颈部皮下 １０６.０ＥＩＤ５０ 免疫后 ２１ ｄ 滴鼻

２ １２ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ １０６.０ＥＩＤ５０ 免疫后 ２１ ｄ 滴鼻

３ ５ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ Ｎ / Ａ
Ｎ / Ａ:不适用ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 重组质粒 ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的双酶切鉴定

重组质粒 ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡ 经 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ、Ｂａｍ Ｈ Ｉ
双酶切后ꎬ经电泳鉴定ꎬ发现在１ ７００ ｂｐ 左右有 １ 个特

异性条带(图 １)ꎬ与目的条带大小一致ꎮ 测序后经序列

比对分析发现ꎬ插入基因的序列与原始合成序列完全

一致ꎬ无任何基因突变ꎬ表明重组质粒 ＰＶＬ１３９３￣
ＳＸ５２０１ＨＡ 构建成功ꎮ

Ａ:ＤＬ１５ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＢ:ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡꎮ
图 １　 重组质粒 ＰＶＬ１３９３￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的酶切鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ＰＶＬ１３９３￣
ＳＸ５２０１ＨＡ

２.２　 重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的遗传稳定性

鉴定

　 　 ＰＣＲ 结果表明ꎬＰ１、Ｐ８、Ｐ９ 代重组杆状病毒

ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ ＤＮＡ 均可扩增出大小为１ ９００ ｂｐ 左

右、含目的 ＨＡ 基因的条带(图 ２)ꎮ 测序后进行序

列比对发现ꎬ Ｐ１、 Ｐ８、 Ｐ９ 代重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ 的 ＨＡ 基因序列与合成的 ＨＡ 基因序列完

全一致ꎮ 同时对Ｐ５~ Ｐ９ 代病毒的滴度进行测定发

现ꎬ随着重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 在 ＳＦ＋细胞

上的传代ꎬ重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的滴度不

断提高ꎬＰ８ 代病毒的滴度达到最高值ꎬ为 １ ｍｌ １０８.４７

ＴＣＩＤ５０(表 ２)ꎮ 因此ꎬ选择 Ｐ８ 代病毒用于蛋白质表

达优化试验和抗原制备ꎮ
２.３　 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的间接免疫荧光鉴定

被 重 组 杆 状 病 毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ１、 ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８、ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ９ 感染的 Ｓｆ９ 细胞可见

特异性绿色荧光ꎬ对照组均未见荧光ꎬ表明本试验成功

拯救了重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡꎬ并且其在 Ｓｆ９ 细

胞中可有效表达 Ｈ７ ＨＡ 蛋白ꎮ ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的间接

免疫荧光鉴定结果见图 ３ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ１ꎻ２:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８ꎻ
３:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ９ꎻ４:ＰＶＬ１３９３质粒ꎻ５:阴性对照ꎮ
图 ２　 ＰＣＲ 鉴定重组杆状病毒 ＨＡ 基因的结果

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ＨＡ ｇｅｎｅ

表 ２　 重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 不同代次的病毒滴度

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

病毒代次 病毒滴度(ＴＣＩＤ５０ꎬ１ ｍｌ)

Ｐ５ 代 １０５.４７

Ｐ６ 代 １０５.８４

Ｐ７ 代 １０６.８９

Ｐ８ 代 １０８.４７

Ｐ９ 代 １０７.８０

ＴＣＩＤ５０:病毒的半数组织培养物感染剂量ꎮ

２.４　 ＨＡ 蛋白的表达及鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定结果(图 ４)显示ꎬ在重组

杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 感染的 ＳＦ＋细胞悬液中可

以检测到 １ 条相对分子质量为７０ ０００左右的条带ꎬ
表明重组 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的 ＨＡ 蛋白在 ＳＦ＋细胞中

获得成功表达ꎮ
２.５　 ＨＡ 蛋白表达条件的优化

由图 ５ 可以看出ꎬ感染后的活细胞数先增加ꎬ
当 ＭＯＩ＝ ０.１ 时ꎬ在感染后第 ３ ｄ 活细胞数达到峰

值ꎻ当ＭＯＩ＝ ０􀆰 ５、１􀆰 ０ 时ꎬ在感染后第 ２ ｄ 活细胞数

达到峰值ꎬ随后活细胞数急速下降ꎬ在感染后第 ６
ｄ 细胞几乎全部死亡ꎮ 从感染后第 １ ｄ 开始ꎬＳＦ＋
细胞的平均直径先不断变大ꎬ当ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ 时ꎬ在感

染后第 ２ ｄ 细胞平均直径达到峰值ꎻ当ＭＯＩ＝ ０􀆰 １、
０􀆰 ５ 时ꎬ在感染后第 ３ ｄ 细胞平均直径达到峰值ꎬ
然后细胞平均直径不断变小ꎮ 感染后的细胞活率

不断下降ꎬ并在感染后第 ５ ｄ 降到 １５％以下ꎮ 血凝

活性检测结果表明ꎬ在感染后第３ ~ ６ ｄꎬ不同 ＭＯＩ
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Ａ:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ１ 感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＢ:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８ 感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＣ:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ９ 感染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＤ:野生型杆状病毒感

染的 Ｓｆ９ 细胞ꎻＥ:正常的 Ｓｆ９ 细胞ꎮ
图 ３　 间接免疫荧光鉴定 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ(×１００)
Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ (×１００)

１:正常的 ＳＦ＋细胞ꎻ２:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ７ 感染的 ＳＦ＋细胞ꎻ３:ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８感染的 ＳＦ＋细胞ꎻ４:ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ９ 感染的 ＳＦ＋细
胞ꎻ５:野生型杆状病毒感染的 ＳＦ＋细胞ꎻＭ:蛋白质ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定重组 Ｈ７Ｎ９ＨＡ 蛋白的结果

Ｆｉｇ.４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｈ７Ｎ９ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

感染组的 ＨＡ 效价均可保持在 ２６( ２５ μｌ 细胞悬

液)的水平ꎮ 为了便于后期大规模生产ꎬ最终选取

ＭＯＩ＝ ０􀆰 １、感染后第 ５ ｄ 收获细胞悬液进行动物试

验用抗原的制备ꎮ
２.６　 疫苗的准备及检验

将 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ￣Ｐ８ 按ＭＯＩ＝ ０􀆰 １ 的感染复数

接种至 ＳＦ＋细胞中ꎬ感染后 ５ ｄ 收获细胞悬液ꎬ２５ μｌ
细胞悬液的 ＨＡ 效价为 ２６ (图 ６)ꎮ 对乳化后的

ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 抗原进行质量检验ꎬ从疫苗检验结

果可以看出ꎬ本研究制备的抗原为均一的乳白色乳

剂ꎬ无明显分层或破乳ꎬ瓶底无水相析出ꎻ剂型为油

包水(Ｗ / Ｏ)ꎻ滴水检验结果显示ꎬ除第 １ 滴外ꎬ其余

５ 滴在 １０ ｓ 内无明显扩散ꎻ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心结果显

示ꎬ管底无水相析出ꎻ黏度为 ４４􀆰 ２ ｃＰꎻ粒径为 ０􀆰 ７
μｍꎻ无菌检测结果显示无细菌和霉菌生长ꎮ 由此可

见ꎬ疫苗质量合格ꎮ
２.７　 免疫效力评估

ＨＩ 检测结果表明ꎬ免疫组鸡血清 ＨＩ 抗体平均

效价可达 ２８.４ꎬ而未免疫组鸡群中均未检测到 ＨＩ 抗
体ꎬ表明疫苗免疫可诱导较高的 ＨＩ 抗体水平(表
３)ꎮ 以高致病性 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒 ＨＺ￣３ 株作

为攻毒株ꎬ攻毒后 ４ ｄ 内攻毒对照组鸡群全部发病

死亡ꎬ其他鸡群在临床观察期间均未有发病死亡的

情况(图 ７)ꎮ 攻毒后 ５ ｄꎬ病毒分离结果表明ꎬ免疫

组 １ 羽鸡发现咽喉排毒ꎬ另 １ 羽鸡发现泄殖腔排毒ꎬ
总体排毒率为 １７％ꎻ免疫组其他鸡和健康对照组鸡

的咽喉、泄殖腔均未检测到排毒ꎮ 由此可见ꎬ重组杆

状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 可对 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒

ＨＺ￣３ 株攻击后的 ＳＰＦ 鸡提供保护ꎬ且可有效抑制病

毒在鸡体内的复制ꎮ

７４１郭晓琴等:Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒血凝素蛋白在杆状病毒中的表达及其免疫效力评估



Ａ:不同 ＭＯＩ 处理下感染后 １~６ ｄ 的 ＳＦ＋细胞活细胞数ꎻＢ:不同 ＭＯＩ 处理下感染后 １~６ ｄ 的 ＳＦ＋细胞平均直径ꎻＣ:不同 ＭＯＩ 处理下感染后

１~６ ｄ 的 ＳＦ＋细胞活率ꎻＤ:不同 ＭＯＩ 处理下感染后 １~６ ｄ 的细胞悬液的 ＨＡ 效价ꎮ
图 ５　 ＨＡ 蛋白表达条件的优化

Ｆｉｇ.５　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

每孔上方的数值表示 ＨＡ 的效价ꎮ
图 ６　 重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 的血凝检测结果

Ｆｉｇ.６　 Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ

表 ３　 重组 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 免疫 ＳＰＦ 鸡后的 ＨＩ抗体效价

Ｔａｂｌｅ ３　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

ＳＰＦ 鸡组别
每羽 ＳＰＦ 鸡免疫后 ２１ ｄ 的 ＨＩ 抗体滴度

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２
平均
效价

ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 免疫组 ２９ ２８ ２８ ２７ ２９ ２７ ２９ ２１０ ２９ ２８ ２８ ２９ ２８.４

攻毒对照组 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

健康对照组 ０ ０ ０ ０ ０ / / / / / / / ０

３　 讨 论

目前一般多用杆状病毒表达禽流感的 ＨＡ、ＮＡ、Ｍ１
和Ｍ２ 等蛋白质和病毒样粒子ꎮ ２０１３ 年ꎬ由 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｃｉ￣

ｅｎｃｅｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 利用杆状病毒表达系统(ＢＥＶＳ)研制

的第 １ 支禽流感重组三价疫苗 ＦｌｕＢｏｌｋ􀅺成功上市[１４]ꎬ
ＦｌｕＢｏｌｋ􀅺四价流感疫苗于 ２０１６ 年获批上市ꎬ该疫苗与

鸡胚源四价流感疫苗相比ꎬ具有免疫效果好、成本低等
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图 ７　 重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 免疫效力试验结果

Ｆｉｇ.７　 Ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ
ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ

优点[１５]ꎮ 除此之外ꎬＮｏｖａｖａｘ 公司利用杆状病毒表达

的病毒样颗粒流感疫苗正处在临床阶段[１６￣１７]ꎮ ＨＡ 蛋

白是决定禽流感病毒免疫原性的主要蛋白质ꎮ 孙一

等[１８]成功构建的重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＧＤ１５ＨＡ、张雪花

等[１９]成功构建的表达 Ｈ５ 亚型禽流感病毒 ＨＡ 蛋白共

有序列的杆状病毒、Ｌｉｎ 等[２０]成功构建的 ＢＶ￣Ｄｕａｌ￣ＨＡ
都可对禽流感病毒攻击后的动物提供很好的保护作

用ꎬ这为利用杆状病毒表达系统研制理想的禽流感疫

苗提供了重要的试验依据ꎮ
禽流感病毒随着 ＨＡ 基因突变而不断变异ꎮ 为

了获得 １ 株具有广谱保护效果的禽流感疫苗ꎬ笔者

对 Ｈ７ ＨＡ 基因序列进行了比对ꎬ选取了与保守基因

序列相似性较高的 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒 ( Ａ /
ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｓｈａｏｘｉｎｇ / ５２０１ / ２０１３ 株) ＨＡ 基因作为供体

基因ꎮ 本研究对供体 ＨＡ 基因在昆虫细胞表达系统

中的密码子偏好性进行了碱基优化ꎬ成功构建了重

组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡꎬ发现其可在培养(无血

清)的昆虫悬浮细胞系 ＳＦ＋中稳定表达具有良好免

疫原性的 ＨＡ 蛋白ꎬ且对高致病性 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流

感病毒攻击后的 ＳＰＦ 鸡提供了 １００％的保护ꎬ可有

效预防 Ｈ７Ｎ９ 亚型禽流感病毒感染家禽ꎮ 病毒分离

结果显示ꎬ攻毒 ５ ｄ 后ꎬ免疫组 ＳＰＦ 鸡仅出现 １７％的

排毒ꎬ显著抑制了禽流感病毒在 ＳＰＦ 鸡体内的复

制ꎮ ＨＩ 效价被广泛用于评估禽流感疫苗的免疫原

性和保护效力ꎮ 本研究构建的重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣
ＳＸ５２０１ＨＡ 免疫组鸡血清 ＨＩ 抗体平均效价可达

２８􀆰 ４ꎬ与 Ｈｕ 等[２１] 构 建 的 重 组 杆 状 病 毒 ｒＢａｃ￣
ＪＸ１４８ＨＡ 相比ꎬ免疫剂量低且可以诱导更高的 ＨＩ 抗
体水平ꎮ 本研究为利用杆状病毒表达系统在悬浮培

养(无血清)的昆虫细胞系中表达无需纯化的 ＨＡ

蛋白的禽流感亚单位疫苗研发提供了实践依据ꎮ
在重组杆状病毒 ｒＢａｃ￣ＳＸ５２０１ＨＡ 表达的 ＨＡ 蛋

白产量方面ꎬ后续本研究团队将尝试用其他昆虫细

胞培养基及不同的 ＳＦ＋细胞密度进行蛋白质表达水

平的优化ꎮ 对于该疫苗的交叉保护性、该疫苗株在

不同品种鸡中的免疫应答反应、不同免疫途径的保

护效果、最小免疫剂量及免疫程序的确定等仍需要

进一步探究ꎮ
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