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　 　 摘要:　 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒(ＡＩＶ)变异快、传染性强ꎬ由病毒流行株制备而成的灭活疫苗达不到完全保护

的效果ꎬ导致 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感时有发生ꎮ 为研发具有广谱保护性的 Ｈ９ 亚型禽流感疫苗ꎬ本研究利用生物信息技

术ꎬ对 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＨＡ 基因序列进行分析ꎬ设计获得 ＨＡ 基因序列ꎮ 将 ＨＡ 基因构建于杆状病毒表达系统ꎬ表达的

重组 ＨＡ 蛋白血凝效价为１×２１２ꎬ与不同分支 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 阳性血清具有良好的交叉反应活性ꎮ 将重组蛋白制备成

疫苗(ｒＨＡ 疫苗)免疫 １０ 日龄雏鸡ꎬ免疫后 ２８ ｄ 将不同亚分支的 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 流行毒株 １１５ 和 ＹＺ 株分别以１×１０６

ＥＩＤ５０(半数鸡胚感染量)感染试验鸡ꎬｒＨＡ 疫苗组交叉保护效力明显优于商品苗组ꎮ 本研究结果表明 Ｈ９ 亚型禽流

感广谱型亚单位疫苗具有较好的应用前景ꎬ可以用于防控 Ｈ９ ＡＩＶ 感染ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ Ｈ９Ｎ２ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ (ＡＩＶ) ｅｖｏｌｖｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ｗｉｔｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎａｃ￣
ｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｐｒｏｖｉｄｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｌｅｄ ｔｏ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｅｐｉ￣
ｄｅｍｉｃｓ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｈ９ ＡＩＶꎬ ｔｈｅ ＨＡ ｇｅｎｅ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｈ９ ＡＩＶ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ＨＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ＨＡ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｒＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓ １×２１２ . Ｔｈｅ ｒＨＡ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ Ｈ９ ＡＩＶ. Ｔｅｎ￣ｄａｙ￣ｏｌｄ ｃｈｉｃｋ￣
ｅｎｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ａｆｔｅｒ ２８ ｄａｙｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｔｅｓｔｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １×１０６ ＥＩＤ５０ ｏｆ

Ｈ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ＡＩＶ ｓｔｒａｉｎ １１５ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ＹＺꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｒＨＡ ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｂｅｔｔｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｃｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｈ９ ｓｕｂ￣
ｔｙｐｅ ＡＩＶ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｂｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｓ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ｖａｃｃｉｎｅ ｔｈａｔ ｃａｎ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｈ９ ＡＩＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
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　 　 中国于 １９９４ 年在广东分离出第一个 Ｈ９Ｎ２ 病

毒ꎮ 中国提供的数据中(全球共享所有流感数据倡

议ꎬＧＩＳＡＩＤ)Ｈ９Ｎ２ 分离株超过 ７０％ꎮ 最新的活禽市

场监测结果显示ꎬ２０１４－２０２２ 年 Ｈ９Ｎ２ 分离率持续居

高不下ꎬＨ９Ｎ２ 亚型逐渐超越其他亚型ꎬ成为家禽中最

主要的亚型ꎬ同时也成为养禽业的头号感染源[１￣２]ꎮ
大多数感染 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ(亚型禽流感)的鸡不会直接

死亡ꎬ从而保留了二次感染其他亚型流感病毒的机

会ꎬ促进了病毒重组ꎮ Ｈ９Ｎ２ 禽流感病毒作为“供体

病毒”ꎬ为包括 Ｈ３Ｎ８、Ｈ５Ｎ１、Ｈ７Ｎ９、Ｈ１０Ｎ８ 和 Ｈ１０Ｎ３
在内的各种病毒亚型提供多个内部基因[３￣６]ꎮ Ｈ９Ｎ２
ＡＩＶ 继续传播和进化将进一步增加它作为新 ＡＩＶ 基

因供体的风险ꎮ 尽管 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 对禽类的致病性不

强ꎬ但当与家禽中的其他病原体发生共感染或继发感

染时ꎬ会造成重大经济损失[７￣９]ꎮ
１９９８ 年ꎬ中国广东报道了世界首例人类感染

Ｈ９Ｎ２ 禽流感病毒的病例[１０]ꎮ 截至 ２０２１ 年 １２ 月ꎬ
在全球报告中ꎬ人类感染 Ｈ９Ｎ２ 禽流感病毒确诊病

例已达 ９５ 例ꎬ其中 ２０２０－２０２１ 年报道的 ３３ 例病例

中有 ３２ 例来自中国ꎬ证实了 Ｈ９Ｎ２ 禽流感病毒存在

宿主溢出的高风险[１１]ꎮ 可见 Ｈ９Ｎ２ 不仅给家禽业

造成严重的经济损失ꎬ也对人类健康构成重大的威

胁ꎬ是重要的人兽共患病病毒ꎮ
Ｈ９ 型 ＡＩＶ 与 Ｈ５、Ｈ７ 型高致病性禽流感的控制

策略不同ꎮ 虽然没有强制接种 Ｈ９Ｎ２ 禽流感疫苗ꎬ
但几乎所有鸡群都接种了 Ｈ９ 疫苗ꎬ以减少潜在的

经济损失ꎮ 中国兽药基本信息数据库数据表明ꎬ在
过去 ５ 年中ꎬ全国大约有 ５０ 家生物公司生产了单价

或多价 Ｈ９Ｎ２ 疫苗ꎮ 经认证的 Ｈ９ 疫苗相关产品中ꎬ
疫苗株多达 ２５ 株ꎬ且均为全病毒灭活疫苗ꎮ 研究和

临床数据表明ꎬ接种 Ｈ９Ｎ２ 疫苗可以减少病毒感染

引起的临床症状ꎬ为免疫鸡群提供有效保护ꎮ 然而ꎬ
Ｈ９Ｎ２ 频繁的抗原漂移是当前 Ｈ９Ｎ２ 疫苗接种的挑

战之一ꎮ 当 Ｈ９Ｎ２ 疫苗毒株与流行毒株之间的抗原

性存在差异时ꎬ全病毒灭活疫苗无法提供足够的保

护[１２]ꎮ Ｈ９Ｎ２ 疫苗需要优化毒株以适应当前病毒变

异、多抗原群共流行的情况ꎮ 重要的是ꎬＨ９Ｎ２ 灭活

疫苗主要诱导体液免疫ꎬ难以阻断鸡上呼吸道的病

毒感染和排毒ꎮ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 能够有效地在鸡与鸡之

间进行气溶胶传播ꎬ即使在接种疫苗的鸡之间也是

如此[１３]ꎬ加大了病毒防控难度ꎮ 因此ꎬ“防排毒”成
为 Ｈ９Ｎ２ 新型疫苗研制的新标准和又一挑战ꎮ 目前

迫切需要开发更高效的疫苗来防控 Ｈ９Ｎ２ꎬ例如在

细胞和黏膜免疫水平上改进现有疫苗ꎬ或开发广谱

疫苗以应对抗原的频繁变异[１４]ꎮ
本研究室拟通过对 Ｈ５ 亚型 ＡＩＶ 的血凝素

(ＨＡ)蛋白质序列进行比对分析ꎬ设计出 ＨＡ 共有序

列ꎬ制备成 ＨＡ 亚单位疫苗ꎬ效力试验结果证明ꎬＨＡ
亚单位疫苗对不同流行毒株具有理想的保护效

果[１５￣１６]ꎮ 基于以上研究成果ꎬ本研究同样选择具有

免疫原性的 ＨＡ 基因ꎬ通过对２０１０－２０１９ 年 Ｈ９ 亚型

ＡＩＶ ＨＡ 蛋白关键性氨基酸位点进行分析和统计ꎬ
选择每个位点最高频率氨基酸序列ꎬ并对关键性抗

原位点进行校正ꎬ设计出 ＨＡ (Ｈ９ 亚型) 共有序

列[１６]ꎬ利用杆状病毒表达系统表达 ＨＡ 蛋白ꎮ 免疫

效力试验结果表明ꎬ该疫苗具有良好的、广谱的免疫

效果ꎬ为后续广谱疫苗的研究提供了研究数据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本实验室于２０１７－２０１９ 年在浙江、安徽、江苏和山

东等省份的养鸡场分离筛选 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 毒株 １１５、
２３６、ＹＺꎬ经进化树分析ꎬ３ 个毒株属于 ｈ９.４.２.５ 分支的

不同亚分支ꎮ Ｈ９ 亚型禽流感代表性毒株[Ａ/ ｃｈｉｃｋｅｎ /
Ｓｈａｎｄｏｎｇ / ６ / １９９６ (ｈ９.４.２.３)(ＳＤ/ ６)、Ａ/ ｃｈｉｃｋｅｎ / Ｇｕａｎ￣
ｇｘｉ / ５５ / ２００５ (ｈ９.４.２.５)(ＧＸ/ ５５)、Ａ/ ｔｕｒｋｅｙ / Ｗｉｓｃｏｎｓｏｎ /
１ / １９６６ (ｈ９.１)(ＷＩ / １)]由南京农业大学平继辉教授惠

赠ꎮ 杆状病毒表达系统为本实验室保存ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 目的基因的设计 　 对 ２０１０－２０１９ 年公布的

Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＨＡ 蛋白的抗原相关位点、受体结合位

点、潜在糖基化位点等关键序列进行分析ꎬ结合本试

验室分离的 Ｈ９ 流行株关键性氨基酸位点ꎬ利用生

物信息学软件选择高频氨基酸ꎬ并对关键性位点进

行校正ꎬ设计合成基因 ＨＡꎮ
１.２.２　 重组杆状病毒的获得与鉴定　 利用杆状病毒

表达系统构建和制备含有目的基因 ＨＡ 的重组杆状

病毒ꎬ经蓝白斑筛选获得含有 ＨＡ 基因的重组质粒ꎮ
用ＨＡ 重组质粒转染 Ｓｆ９ 细胞ꎬ２７ ℃静置培养ꎬ每天观

察ꎬ待转染细胞出现停止生长、变圆、脱落等细胞病变
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症状时ꎬ收获ꎬ得到重组杆状病毒 ｒＶＨＡꎮ 提取 ｒＶＨＡ
基因组 ＤＮＡꎬ然后进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ＰＣＲ 鉴定正确后ꎬ
取重组病毒 ｒＶＨＡ 上清液接种 Ｓｆ９ 细胞ꎬ观察 ４ ｄꎬ固
定细胞ꎬ进行间接免疫荧光鉴定重组病毒特异性ꎮ
１.２.３ 　 重组蛋白的表达、分析 　 取重组杆状病毒

ｒＶＨＡ 上清液ꎬ接种悬浮培养的 ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞ꎬ同时

将野生型杆状病毒感染 ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞作为对照ꎮ 每

天取少量细胞液进行台盼蓝染色ꎬ观察细胞死亡情

况ꎬ待细胞 ９０％变蓝后收获ꎬ利用高压均质机将细

胞破碎ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔ、血凝活性等分析ꎮ
１.２.４　 红细胞凝集试验检测重组蛋白 ＨＡ 血凝活性

　 在微量血凝板上先加 ２５ μｌ 磷酸缓冲盐溶液

(ＰＢＳ)ꎻ第一孔加 ２５ μｌ 重组蛋白(ｒＨＡ)混匀ꎬ倍比稀

释至 ２１６ꎻ每孔再加入 ２５ μｌ ＰＢＳ、２５ μｌ １％鸡红细胞悬

液ꎬ室温(２０~２５ ℃)下反应 ３０ ｍｉｎꎬ记录结果ꎮ
１.２.５　 重组杆状病毒传代后遗传稳定性及增殖性

能鉴定 　 将重组杆状病毒 ｒＶＨＡ 连续传代至第 ８
代ꎬ对每代 ＨＡ 基因的核酸序列进行测序ꎮ 对每代

重组杆状病毒进行病毒滴度(ＴＣＩＤ５０)鉴定ꎬ评价重

组杆状病毒的增殖性能ꎮ
１.２.６　 交叉血凝抑制试验(ＨＩ) 　 检测 ｒＨＡ 与不同

分支 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 病毒阳性血清(１１５、２３６、ＹＺ、ＳＤ /
６、ＷＩ / １)的交叉反应活性ꎬ设无特定病原(ＳＰＦ)阴

性血清为对照ꎮ
１.２.７　 重组蛋白的免疫原性评价 　 重组蛋白 ｒＨＡ
与白油按体积比１ ∶ ３ 乳化制备成 ＨＡ 油乳剂疫苗ꎮ
乳化完全后ꎬ经性状、稳定性和无菌检验后ꎬ无菌装

入疫苗瓶内ꎬ命名为 ｒＨＡ 疫苗ꎬ４ ℃保存ꎮ
１０ 日龄 ＳＰＦ 鸡 ３０ 只ꎬ分 ３ 组ꎬ每组 １０ 只鸡ꎮ 第

一组ꎬｒＨＡ 疫苗组ꎬ颈部皮下注射 ｒＨＡ 疫苗ꎬ每只注射

０􀆰 ５ ｍｌꎻ第二组ꎬ商品疫苗组ꎬ每只注射 ０􀆰 ３ ｍｌꎻ第三

组ꎬ阴性对照组ꎬ每只注射 ０􀆰 ５ ｍｌ 无菌生理盐水ꎮ 免

疫后第 １４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 采血ꎬ分离血清ꎬ检测血清 ＨＩ
抗体效价ꎮ 免疫 ２８ ｄ 后ꎬ选取 ２ 株处于不同亚分支

的 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 流行毒株 １１５ 和 ＹＺ 株进行攻毒ꎬ每
只攻毒剂量为１×１０６􀆰 ０ ＥＩＤ５０(半数鸡胚感染量)ꎮ 每日

观察鸡群采食量、饮水量以及精神状态是否出现异

常ꎬ观察是否出现发病和死亡情况ꎮ 攻毒后 ２ ｄ、４ ｄ、
６ ｄ、８ ｄ、１０ ｄ、１２ ｄ、１４ ｄ 称量各组试验鸡的质量ꎬ计算

鸡的相对增质量率ꎮ 攻毒后 ３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 用无菌棉拭

子采集鸡喉头和泄殖腔分泌物ꎬ采集的拭子样品通过

尿囊腔途径接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚 ３ 枚ꎬ每枚 ０􀆰 ２ ｍｌꎬ

每天观察ꎬ连续观察 ５ 日ꎬ检测鸡胚尿囊液血凝效价ꎮ
若接种喉拭子或泄殖腔拭子的鸡胚任何一个出现鸡

胚尿囊液血凝效价≥１×２２ꎬ则该鸡排毒ꎻ若鸡胚尿囊

液血凝效价<１×２２则为可疑ꎬ需要盲传一代ꎬ盲传后血

凝效价<１×２２则判定为阴性ꎬ表明该鸡不排毒ꎮ
１.３　 数据处理

用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒滴度ꎮ 用 Ｇｒａｐｈ￣
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进行统计学分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组质粒的鉴定

对构建的 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＨＡ 重组杆状病毒转移质粒

进行双酶切验证ꎬ获得目的基因和载体 ２ 个条带(图
１)ꎬ结果表明 ＨＡ 基因与载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 连接成功ꎮ

Ｍ:ＤＬ５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:双酶切重组质粒ꎮ
图 １　 重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＨＡ 的鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＨＡ

２.２　 重组病毒的拯救与鉴定

用重组质粒转染 Ｓｆ９ 细胞ꎬ细胞变大变圆ꎬ折光

率增加ꎬ细胞停止生长ꎬ表明细胞出现病变ꎬ收获为

ｒＶＨＡꎮ 通过间接免疫荧光检测重组病毒 ｒＶＨＡ 感

染的细胞与不同 Ｈ９ 阳性血清反应的情况ꎬ荧光显

微镜下可见ꎬ感染重组病毒的细胞出现明亮的绿色

荧光(图 ２Ａ~图 ２Ｃ)ꎻ野生型杆状病毒感染细胞未

出现明显荧光(图 ２Ｄ)ꎬ表明含 ＨＡ 基因的重组杆状

病毒拯救成功ꎬ且表达的 ＨＡ 蛋白与不同 Ｈ９ 阳性血

清间有反应活性ꎮ
２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白的表达

ｒＶＨＡ 感染的 ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞完全病变后收获ꎬ用
高压均质机裂解细胞ꎬ然后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ
ｒＨＡ 与 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 阳性血清孵育后ꎬ出现与预期

大小一致、较明显的特异条带６３ ０００(图 ３)ꎬ证明

ＨＡ 蛋白成功获得大量表达ꎮ

３０９１张雪花等:Ｈ９ 亚型禽流感广谱亚单位疫苗抗原设计及其免疫效力



Ａ:ｒＶＨＡ 感染 Ｓｆ９ 细胞(１１５ 血清)ꎻＢ:ｒＶＨＡ 感染 Ｓｆ９ 细胞(ＳＤ / ６
血清)ꎻＣ:ｒＶＨＡ 感染 Ｓｆ９ 细胞(ＷＩ / １)ꎻＤ:野毒感染 Ｓｆ９ 细胞

(１１５ 血清)ꎮ
图 ２　 重组蛋白 ＨＡ 与不同 Ｈ９ 亚型禽流感阳性血清结合的间

接免疫荧光法鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅ￣
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＡ ｒｅａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ ｏｆ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ Ｈ９ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ１:重组蛋白 ＨＡꎻ２:野生杆状病毒对照ꎮ
图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组蛋白质与 Ｈ９ 阳性血清的反应

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ ｏｆ Ｈ９
ｓｕｂｔｙｐｅｓ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.４　 重组蛋白 ＨＡ 血凝活性

通过微量血凝试验检测 ｒＨＡ 血凝活性ꎬ同时设 １１５
病毒尿囊液为对照ꎬ表达的重组蛋白 ＨＡ 血凝效价为１×
２１２(图 ４)ꎬ说明 ｒＨＡ具有凝集红细胞的生物学活性ꎮ
２.５　 重组病毒遗传稳定性及增殖性能鉴定

测序结果显示ꎬ第１~ ８ 代重组杆状病毒的外源

ＨＡ 基因与目的序列完全一致ꎬ表明重组病毒具有良

好的遗传稳定性ꎮ 重组杆状病毒传至第７~８ 代时病

毒滴度达 １０８.００ＴＣＩＤ５０ / ｍｌ 以上(表 １)ꎬ表明重组杆

状病毒增殖性能良好ꎮ

图 ４　 重组 ＨＡ 蛋白的血凝活性检测

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 １　 重组杆状病毒稳定性检测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ

毒种代次 ＴＣＩＤ５０的对数

Ｐ３ ６.００
Ｐ４ ６.５０
Ｐ５ ７.２５
Ｐ６ ７.５０
Ｐ７ ８.５０
Ｐ８ ８.２５

ＴＣＩＤ５０:病毒滴度ꎮ

２.６　 重组 ＨＡ 蛋白交叉反应活性

通过 ＨＩ 试验测定 ｒＨＡ 与不同分支 Ｈ９ 阳性血

清交叉反应的抗原性ꎬ并同时与不同分支 Ｈ９ 病毒

进行比较ꎮ 由图 ５ 可知ꎬｒＨＡ 与现有流行毒株血清

(ｈ９.４.２.５)反应的 ＨＩ 滴度较高ꎬ与分支较远的 ＷＩ / １
(ｈ９.１)反应最差ꎮ 除去血清与同源病毒的反应ꎬ
ｒＨＡ 反应活性明显优于其他病毒ꎬ表明 ｒＨＡ 具有良

好的交叉反应活性ꎮ
２.７　 重组病毒的免疫原性评价

ＨＩ 血清抗体作为流感疫苗血清学保护的反应

指标ꎬ商品疫苗效力评判标准为 ＨＩ 抗体效价≥１×
２６.００ꎮ 试验组于免疫后 １４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 采集静脉血ꎬ
以分离的流行毒株 １１５、ＹＺ 作为检测抗原检测血清

抗体 ＨＩ 效价ꎮ 重组蛋白疫苗免疫后 １４ ｄ 即可诱导

鸡产生较高水平的 ＨＩ 抗体应答ꎬ免疫后 １４ ｄ ＨＩ 效
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价能达到１×２１２.００以上ꎬ免疫后 ２８ ｄ 达到１×２１４.５９ꎬｒＨＡ
组抗体效价显著高于商品苗组(图 ６)ꎮ
　 　 ＳＰＦ 鸡免疫 ２８ ｄ 后ꎬ对不同亚分支的 Ｈ９ 亚型

ＡＩＶ 流行株 １１５ 和 ＹＺ 以１×１０６ＥＩＤ５０的病毒量进行

攻毒ꎮ 临床观察结果显示ꎬ各攻毒试验组在攻毒后

１４ ｄ 内均无死亡ꎮ ｒＨＡ 组、商品苗组在攻毒后无异

常ꎬ饮水量、采食量、精神状态均正常ꎬ空白组(阴性

组)在攻毒后 ４ ｄ 食欲与饮水欲相对较差ꎮ
攻毒后 ２ ｄ、４ ｄ、６ ｄ、８ ｄ、１０ ｄ、１２ ｄ、１４ ｄ 分别对

各组试验鸡称体质量ꎬ并计算不同试验组鸡体质量

相对增长率ꎮ 结果显示ꎬｒＨＡ 免疫组的试验鸡相对

增质量率最高ꎻ空白组(阴性组)的鸡相对增质量率

明显低于免疫组(图 ７)ꎮ

ａ:ｒＨＡꎻｂ:ｈ９.４.２.５￣１１５ꎻｃ:ｈ９.４.２.５￣２３６ꎻｄ:ｈ９.４.２.５￣ＹＺꎻｅ:Ｓｈ９.４.２.
３￣ＳＤ / ６ꎻｆ:ｈ９.１￣ＷＩ / １ꎮ ｈ９.４.２.５ 为流行毒株ꎮ
图 ５　 重组蛋白 ＨＡ 与 Ｈ９ 不同阳性血清型交叉反应活性

Ｆｉｇ.５　 Ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＡ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｈ９

Ａ:以病毒 １１５ 为检测抗原检测免疫后血清 ＨＩ 抗体ꎻＢ:以病毒 ＹＺ 为检测抗原检测免疫后血清 ＨＩ 抗体ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 不同抗原检测免疫后血清 ＨＩ抗体

Ｆｉｇ.６　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｓｅｒａ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｇｅｎｓ

Ａ:感染 １１５ 毒株后试验鸡相对增质量率ꎻＢ:感染 ＹＺ 毒株后试验鸡相对增质量率ꎮ
图 ７　 攻毒后不同试验组鸡的相对增质量率

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

　 　 １１５ 和 ＹＺ 毒株感染后 ３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 分别采集各

组试验鸡的咽拭子和泄殖腔拭子样品ꎬ测定攻毒后

每只鸡的排毒情况ꎮ
感染 １１５ 毒株 ３ ｄ 后ꎬｒＨＡ 疫苗组喉头排毒率为

２０％ꎬ泄殖腔排毒率为 ０ꎻ感染 ５ ｄ 后ꎬ喉头排毒率为

２０％ꎬ泄殖腔排毒率为 ０ꎻ商品苗感染 ３ ｄ 后ꎬ喉头排

毒率为 １００％ꎬ泄殖腔排毒率为 ２０％ꎻ感染 ５ ｄ 后ꎬ喉
头排毒率为 ２０％ꎬ泄殖腔未检测到排毒ꎻ阴性对照组

感染 ３ ｄ、５ ｄ 后ꎬ喉头排毒率为 １００％ꎬ泄殖腔排毒率

为 １００％ꎻ感染 ７ ｄ 后所有组未测到排毒(表 ２)ꎮ
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表 ２　 感染 １１５ 毒株免疫保护结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ １１５ ｓｔｒａｉｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

组别　 　
喉头排毒率(％)

３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ

泄殖腔排毒率(％)

３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ

ｒＨＡ 组 ２０ ２０ ０ ０ ０ ０

商品苗组 １００ ２０ ０ ２０ ０ ０

阴性对照组 １００ １００ ０ １００ １００ ０

　 　 攻击 ＹＺ 毒株 ３ ｄ 后ꎬｒＨＡ 疫苗组的喉头排毒率

为 ２０％ꎻ其余未检测到病毒ꎬ排毒率为 ０ꎮ 商品苗组

攻毒 ３ ｄ 后的喉头排毒率为 １００％ꎬ泄殖腔排毒率为

２０％ꎻ攻毒 ５ ｄ 后喉头排毒率为 ４０％ꎬ泄殖腔未检测

到排毒ꎮ 阴性对照组攻毒 ３ ｄ、５ ｄ 后的喉头排毒率

为 １００％ꎬ泄殖腔排毒率也为 １００％ꎮ ７ ｄ 后所有组

未测到排毒(表 ３)ꎮ
综上ꎬｒＨＡ 疫苗组保护率明显高于商品苗组ꎬ表

明 ｒＨＡ 疫苗对当前 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 流行株毒株具有良

好的保护效果ꎮ

表 ３　 感染 ＹＺ 毒株免疫保护结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ＹＺ ｓｔｒａｉｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

组别　 　
喉头排毒率(％)

３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ

泄殖腔排毒率(％)

３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ

ｒＨＡ 组 ２０ ０ ０ ０ ０ ０

商品苗组 １００ ４０ ０ ２０ ０ ０

阴性对照组 １００ １００ ０ １００ １００ ０

３　 讨 论

目前ꎬ中国控制 Ｈ９Ｎ２ 禽流感的主要策略是疫苗

接种ꎮ 然而ꎬ中国 Ｈ９Ｎ２ 病毒多种抗原型同时流行ꎬ
疫苗更新速度落后于病毒变异速度ꎬ使有效疫苗接种

面临挑战ꎮ 灭活疫苗免疫可有效减轻 Ｈ９Ｎ２ 病毒感

染后的临床症状ꎬ大大减少经济损失ꎮ 然而ꎬ另一个

挑战是全病毒灭活疫苗免疫不能阻止 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 再

感染或病毒脱落ꎮ 在中国ꎬ包括散养和混养在内的传

统畜牧业系统继续占据重要地位ꎬ然而ꎬ中国家禽业

的主要发展方向是集约化圈养ꎮ 研制具有广谱性中

和活性的通用疫苗对于控制 Ｈ９Ｎ２ 具有重要意义ꎮ
关于广谱疫苗的研究已有报道ꎬ利用 Ｅｐｉｇｒａｐｈ 算法来

设计猪 Ｈ３ 流感疫苗血凝素蛋白ꎬ该疫苗接种小鼠后

可产生显著针对不同 Ｈ３ 分离株的交叉反应抗体和 Ｔ
细胞反应ꎬ免疫雪貂后ꎬ用 ２ 种 Ｈ３Ｎ２ 病毒攻击ꎬ该疫

苗可保护雪貂免受攻击毒株的侵害[１７￣１８]ꎻ基于马赛克

ＨＡ 序列的 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫苗能对异源 Ｈ９Ｎ２
ＡＩＶ 株产生较好的交叉攻毒保护效果[１９]ꎮ

随着基因工程技术的发展ꎬ重组病毒表达系统成

为生产有广谱交叉免疫效果的禽流感疫苗的技术平

台ꎮ 杆状病毒表达系统具有诸多优点:不使用活病

毒ꎬ生物安全性高ꎻ表达的 ＨＡ 蛋白可组装成病毒样

颗粒(ＶＬＰ)ꎬ其结构功能与天然蛋白质相似ꎬ免疫原

性良好ꎬ蛋白质表达效率高ꎻ重组杆状病毒基因遗传

稳定ꎬ病毒增殖性能良好ꎬ保证了疫苗的生产质

量[２０￣２１]ꎮ
新型广谱疫苗一直是防控禽流感病毒相关研究

的热点方向ꎬ只研究单个毒株的 ＨＡ 免疫原性ꎬ不能

得到具有广谱保护效果的疫苗ꎬ本研究通过对

２０１０－２０１９ 年 Ｈ９ 亚型禽流感及本试验室分离的最

新流行株 ＨＡ 蛋白的抗原相关位点、受体结合位点、
潜在糖基化位点等关键位点序列进行分析ꎬ并对关

键位点进行校正ꎬ利用生物信息学软件选择每个位

点最高频次氨基酸设计合成 ＨＡ 基因ꎬ并构建杆状

病毒表达系统获得重组蛋白ꎬ经间接免疫荧光、免疫

印迹、交叉血凝抑制试验对其广谱活性进行鉴定ꎬ初
步证明重组蛋白具有广谱的交叉反应活性ꎮ

重组蛋白疫苗免疫后 １４ ｄ 即可诱导鸡产生较

高水平的 ＨＩ 抗体应答ꎬ１４ ｄ ＨＩ 效价能达到 ２１２.００以
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上ꎬ２８ ｄ 达到１×２１４.５９ꎬ显著高于商品苗组ꎮ 用 ２ 株不

同亚分支的 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 毒株 １１５、ＹＺ 攻击免疫组

鸡ꎬ各组均未出现临床症状ꎮ 攻击 １１５ 毒株 ３ ｄ 后ꎬ
ｒＨＡ 疫苗组保护率为 ８０％ꎬ商品苗保护率为 ０ꎻ５ ｄ
后ꎬｒＨＡ 疫苗组保护率为 ８０％ꎬ商品苗保护率为

８０％ꎮ 攻击 ＹＺ 毒株 ３ ｄ 后ꎬｒＨＡ 疫苗组保护率为

８０％ꎬ商品苗保护率为 ０ꎻ５ ｄ 后ꎬｒＨＡ 疫苗组保护率

为 １００％ꎬ商品苗保护率为 ６０％ꎮ 表明ꎬ重组蛋白疫

苗组产生较好的交叉保护效果ꎬ明显高于商品苗组ꎮ
另外ꎬ本研究采用高表达效率的 ｈｉｇｈ ｆｉｖｅ 细胞ꎬ

提高了蛋白质的表达量ꎬ血凝活性高达１×２１２ꎻｈｉｇｈ
ｆｉｖｅ 细胞为无血清培养基培养的全悬浮细胞ꎬ降低

了成本ꎬ生产周期变短ꎬ适于大规模培养ꎬ为亚单位

疫苗规模化生产提供了可行性ꎮ
综上ꎬ通过分析、设计 Ｈ９ 亚型禽流感 ＨＡ 关键

位点等得到 ＨＡ 基因ꎬ利用 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 表达的外源

蛋白 ＨＡ 具有广谱的保护效力ꎬ可为研究 Ｈ９ 亚型

广谱亚单位疫苗提供技术基础和科学依据ꎮ
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