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摘要: 【目的】分析 3 株属于欧亚类禽(SWSS1)、经典(SWL6)与 Pdm09H1N1(Pdm091057)分支的猪流感病毒的

HA基因遗传信息及抗原的特异性，为 HA基因抗原表位的功能研究及流感防控奠定基础。 【方法】以 SWSS1 株、

SWL6 株和 Pdm091057 株流感病毒为材料，比较分析 3 株 H1N1 亚型 HA基因片段的遗传信息，制备全病毒灭活

疫苗，各免疫 3只雌性新西兰大白兔，采用血凝抑制(Hemagglutination inhibition, HI)反应试验检测抗体滴度。 【结果】

3株病毒的 HA基因片段的氨基酸序列相似性为 69.4%~89.1%，各分支的 HA基因的抗原表位存在差异；3株病毒

经过 2 次免疫后平均 HI 抗体滴度均能达 1 280 以上，且 SWSS1 的平均 HI 抗体滴度高达 2 560。同时 SWSS1 与

SWL6、Pdm091057这 2株病毒均无血清学交叉反应，而 SWL6与 Pdm091057有较低的血清学交叉反应。 【结论】

3株猪流感病毒的 HA基因片段抗原表位存在着差异，可能是 3毒株之间血清学交叉反应较低的原因。3株病毒免

疫原性均较好，可作为候选疫苗株。
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Abstract: 【Objective】 To study the genetic information in HA genes and antigen specificities of SWSS1, SWL6 and

Pdm091057 strains which respectively belongs to Eurasian avaian-like, classical and Pdm09H1N1 branches of H1N1

swine influenza viruses (SIV), and provide a basis for functional study on antigenic epitopes of HA gene as well as 
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prevention and control of influenza virus.【Method】We compared the genetic information in HA gene fragments of

three H1N1 subtypes, SWSS1, SWL6 and Pdm091057. Inactivated SIV vaccines were prepared and each type of

vaccine was used to immune three New Zealand white rabbit. The hemagglutination inhibition (HI) reaction was used

to detect antibody titers. 【Result】 The amino acid sequences of HA gene fragments had 69.4%–89.1% similarities

among three SIV strains. There were variations in antigenic epitopes of HA genes of the three strains. The average HI

antibody titers were all above 1 280 for three strains after the second immunization, and the average HI antibody titer

for SWSS1 reached 2 560. SWSS1 had no serological cross reaction with SWL6 or Pdm091057 strain, while SWL6

and Pdm091057 strains had low degree of serological cross reaction. 【Conclusion】Three SIV strains have

differences in antigenic epitopes of HA gene, which may be the reason for the low degree of serological cross reaction

among strains. All three strains have good immunogenicity, and can be used as candidate vaccine strains.

Key words:  swine influence virus; H1N1; genetic information; antigenic epitope; hemagglutination inhibition; antibody

titer; HA gene
  

甲型流感病毒可引起包括人、猪、马、鸟类及海

洋动物感染的病毒性传染病，其主要宿主是水禽。

猪呼吸道上皮细胞具有 2 种流感病毒受体，能够同

时感染人流感病毒和禽流感病毒，被认为是流感病

毒的中间宿主或流感病毒的“混合器”。在猪体内

同时感染的多种流感病毒有可能通过重组，或在对

哺乳动物的适应过程，产生新的变异毒株 [ 1 ]。

1993年 Fan等[2]在中国南方以及东南亚地区分离出

类禽(Eurasian avian-like，EA)H1N1 SIV，现该类病

毒已在亚洲多个地区猪群中广泛流行。2009 年甲

型 H1N1/2009流感(Pdm09H1N1)在墨西哥暴发，并

且迅速蔓延感染至其他国家地区。Pdm09H1N1 流

感病毒来源于猪，是一种人、猪、禽三源重组的病毒[3]。

Chen 等[4]在对华南地区流感病毒血清学调查中发

现，同 1 份血清中可以同时检测到 3 种亚型流感病

毒抗体，表明 H1N1 猪流感的流行状况复杂。欧亚

类禽 H1N1、Pdm09H1N1、经典 H1N1 等亚型猪流

感病毒长期共存在我国猪群中[5]，严重影响猪群的

健康和公共卫生安全。

本研究对华南农业大学兽医学院分离到的猪

流感病毒 SWSS1株、SWL6株和 Pdm091057株，进

行生物信息学分析，并制备全病毒灭活疫苗，免疫

雌性新西兰大白兔，采用血凝抑制试验方法，对流

行于我国猪群中的 H1N1亚型猪流感病毒不同分支

之间的血清学交叉特性进行分析，以期为血清学诊

断提供参考依据，同时也为流感病毒的通用疫苗的

研制及防控奠定基础。

1   材料与方法

1.1    材料

7株流感病毒株由华南农业大学兽医学院传染

病实验室提供，分别为 SWSS1：A/swine/Guangdong/

SS1/2012(HINI)、SWL6：A/swine/Guangdong/
L6/2012(HINI)、Pdm091057：A/Guangdong/
1 0 5 7 / 2 0 1 0 (H 1N1 )、A / sw i n e / G u a n g d o n g /
l 2 2 / 2 0 1 0 ( H 3N 2 )、A / C h i c k e n / S h a n g h a i /
10/2001(H9N2)、A/Duck/Anhui/1/2006/(H5N1)、
A/Pigeon/Shanghai/S1421/2013(H7N9)，其中，

A / s w i n e / G u a n g d o n g / S S 1 / 2 0 1 2 ( H I N I ) 、
A / s w i n e / G u a n g d o n g / L 6 / 2 0 1 2 ( H I N I )和
A/Guangdong/1057/2010(H1N1)作为免疫原用于制

备灭活疫苗。12 只雌性新西兰大白兔购自南方医

科大学动物实验中心；SPF 鸡胚购自广州市华南农

业大学生物药品有限公司。

1.2    方法

1.2.1    病毒的增殖    病毒增殖按照文献[6]的方法

进行。

1.2.2    病毒血凝效价、EID50 及病毒的鸡胚生长曲

线的测定    待检病毒液的血凝试验按照世界卫生

组织的标准进行，病毒株的 EID 5 0 按照文献 [6]
的方法进行测定。将 100 EID50 的原始病毒接种

9 日龄的 SPF 鸡胚，分别在 24、36、48、60 和 72 h
收集尿囊液进行血凝效价测定，并绘制鸡胚生长

曲线。

1.2.3    遗传和抗原相关性分析    在 GenBank 中选

择具有代表性的 H1N1猪流感病毒不同分支参考毒

株，利用生物信息学软件分析 SWSS1、SWL6 和

Pdm091057病毒株的遗传进化情况。

1.2.4    疫苗制备    收获 107 EID50 以上的病毒液，按

照体积比 1∶1，加入体积分数为 0.2%的甲醛溶液做

灭活抗原。置 37 ℃ 恒温摇床内灭活 24~48 h，并在

10 日龄 SPF 鸡胚上连续传 3 代安检。分别取 3 株

灭活病毒抗原液，分别用弗氏佐剂制备上述 3 种病

毒的全病毒灭活疫苗，油水体积比为 2∶1。
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1.2.5    免疫试验    将 12只新西兰大白兔分成 4组，

每组 3 只，第 1、2、3 组为免疫组，分别腹腔注射

SWSS1、SWL6 和 Pdm091057 的全病毒灭活疫苗，

0.1 mL·只–1，第 4 组为 PBS 对照组。免疫后每周采

血检测血凝抑制(Hemagglutination inhibition, HI)
抗体滴度，2次免疫后待抗体水平达到稳定时，收获

血清备用。

1.2.6    血清学交叉反应试验    进行 SWSS1、SWL6
和 Pdm091057 病毒株之间的血清学交叉反应试验

以及与 H3、H5、H7、H9 亚型流感病毒的血清学交

叉反应试验。HI试验参照文献[7]的方法进行。

2   结果与分析

2.1    HA 基因片段遗传信息和抗原位点分析

SWSS1、SWL6 和 Pdm091057 病毒株及在

GenBank 中所选参考毒株的遗传进化分析表明，

SWSS1 株属于欧亚类禽分支，SWL6 属于经典

H1N1 分支，Pdm091057 属于 Pdm09H1N1 分支

(图 1)。病毒抗原位点所在的 HA基因片段的氨基

酸序列相似性对比结果显示，SWSS1株与 SWL6株

的 HA 基因片段的氨基酸序列相似性为 70.3%，

SWSS1 株与 Pdm091057 株的 HA基因片段的氨基
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图 1    SWSS1、SWL6 和 Pdm091057 病毒株的 HA基因遗传进化关系

Fig. 1    Phylogenetic tree of HA genes of SWSS1, SWL6 and Pdm091057 strains
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酸序列相似性为 69.4%，SWL6株与 Pdm091057株
的 HA基因片段的氨基酸序列相似性为 89.1%。

进一步分析 3株病毒株 HA基因片段的抗原位

点 [7 ]，SWSS1 毒株与 SWL6、Pdm091057 毒株的

HA 基因片段的抗原位点比较结果见图 2，SWSS1
毒株与 SWL6 毒株在 Sa 位点有 4 个氨基酸位点的

不同，与 Pdm091057 毒株有 2 个氨基酸位点的不

同；SWSS1 毒株与 SWL6 毒株 Sb 抗原位点有 4 个

氨基酸位点的不同，与 Pdm091057 毒株 Sb 抗原位

点有 2个氨基酸位点的不同；SWSS1毒株与 SWL6
毒株 Cb 抗原位点有 2 个氨基酸位点的不同，与

Pdm091057毒株 Cb抗原位点有 1个氨基酸位点的

不同；SWSS1毒株与 SWL6毒株、Pdm091057毒株

Ca1 抗原位点各有 3 个氨基酸位点的不同；SWSS1
毒株与 SWL6毒株、Pdm091057毒株 Ca2抗原位点

各有 5个氨基酸位点的不同。

2.2    病毒血凝效价、EID50 及病毒的鸡胚生长曲线

SWSS1、SWL6和 Pdm091057病毒株分别接种

鸡胚收集尿囊液，检测病毒的红细胞凝集效价分别

为 211、29 和 210；计算 SWSS1、SWL6和 Pdm091057
病毒株的鸡胚半数感染量，其 lgEID50·mL–1 分别为

9.0、8.2 和 8.5；将 100 EID50 的原始病毒液接种

9日龄的 SPF鸡胚，收集尿囊液进行血凝效价测定，

结果如图 3 所示，3 株病毒株在鸡胚中均表现出高

复制能力，具有较高的鸡胚适应性。

2.3    灭活疫苗免疫后病毒株的 HI 抗体滴度

采用血凝抑制试验检测免疫 2 次后兔血清中

HI抗体滴度，以评价 SWSS1、SWL6和 Pdm091057
病毒株的免疫效果，结果如图 4 所示，首免第 3 周

HI 抗体滴度可达到 1 280 以上，第 3 周再次免疫

后，3 株病毒株均可诱导较高的 HI 抗体滴度，且

SWSS1的 HI平均抗体滴度高达 2 560以上。

2.4    血清学交叉反应

上述试验制备的阳性抗 SWSS1 血清、抗

SWL6 血清和抗 Pdm091057 血清为标准血清，H1、

 

 
绿色、黄色、红色、蓝色和紫色方框内分别为 Sa、Sb、Cb、Ca1和 Ca2位点。

图 2    SWSS1、SWL6 和 Pdm091057 病毒株 HA基因片段抗原表位分析

Fig. 2    Analysis of antigenic epitopes in HA gene fragments of SWSS1, SWL6 and Pdm091057 strains
 

lo
g

2
 

20         40        60         80

t/h

SWSS1

SWL6

Pdm091057

15

10

5

0

 
图 3    病毒的鸡胚生长曲线

Fig. 3    Chicken embryo growth curves of the viruses
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图 4    HI 抗体滴度

Fig. 4    HI antibody titer
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H3、H5、H7、H9 亚型流感病毒株血清学交叉反应

如表 1 所示，SWSS1 毒株制备的抗体与类人季节

性 H3N2亚型流感病毒具有较低水平的血清学交叉

反应，与其他亚型无血清学交叉反应，SWL6 与

Pdm091057 毒株制备的抗体相互之间具有较低的

血清学反应，与其他亚型流感病毒无血清学反应。

3   讨论与结论

近年来随着流感病毒的变异，猪流感病毒感染

人的现象时有发生，流感病毒可通过不断变异和进

化，逃避宿主的免疫保护，引起新的暴发和流行[8]。

Liu 等[9]对华南地区猪群流感的发生和流行情况进

行的研究表明多数猪场存在 H1、H3 亚型猪流感病

毒感染情况，一些猪群还存在禽源 H4、H5、H7、
H9 等亚型流感病毒抗体[10]。目前在世界猪群中流

行的 H1N1流感病毒主要分为 3类：经典 H1N1、类
禽 H1N1、类人 H1N1。有研究报道[11]，类禽 H1N1
在华南地区猪群中较为活跃，随着变异和重组，感

染人的风险逐步增强。

本试验分析了甲型 H1 亚型流感病毒的 HA基

因遗传进化关系，SWSS1 株属于欧亚类禽分支，

SWL6 属于经典 H1N1 分支，Pdm091057 属于

Pdn09H1N1分支。3株病毒的 HA基因片段的氨基

酸序列相似性为 69.4%~89.1%。同时，HA基因抗原

表位分析揭示了 SWSS1、SWL6 和 Pdm091057 毒
株之间抗原位点的差异，这些差异会导致流感病毒

表面蛋白构象的理化特性不同[11]，这可能是 H1 亚

型病毒之间的无血清学交叉反应的原因。同时，近

年来的血清学调查显示[12]，猪群中有多种亚型共感

染的情况，在同一份血清中能同时检测到 H1、
H3 等多种亚型的流感抗体，且 HI 抗体效价相对较

高，而本研究表明，SWSS1 毒株制备的抗体与类人

季节性 H3N2亚型流感病毒具有较低水平的血清学

交叉反应，与其他亚型无血清学交叉反应，SWL6株
与 Pdm091057 株制备的抗体相互之间具有较低的

血清学反应，而与其他亚型流感病毒无血清学反

应，以上也证明了流感病毒在猪群中的共感染现象

的存在，并且为流感病毒在猪“混合器”作用下发

生流感病毒重组的可能提供了试验依据。另外，本

试验抗 SWSS1 血清与人季节性 H3N2 亚型流感病

毒之间及 SWL6 株与 Pdm091057 株制备的抗体相

互之间血清学交叉反应均较低，尽管其交叉反应机

制尚不清楚，但 Pdm091057株的 HA基因来源于经

典 H1 亚型流感病毒的重组病毒，有研究表明流感

病毒 HA蛋白在病毒交叉反应的过程中起决定性作

用 [13-14]，理论上解释了在进化关系上 SWL6 株与

Pdm091057株存在着一定的亲缘关系，推测可能是

其具有较低的血清学交叉反应的原因。

本试验中 3 株病毒株在鸡胚中均表现出高的

复制能力，具有较高的鸡胚适应性。首免后 HI抗体

滴度达到 1 280 以上，再次免疫后 3 株病毒株均可

以诱导较高的 HI 抗体滴度，且 SWSS1 的平均

HI 抗体滴度高达 2 560 以上，有研究表明类禽

H1N1 流感病毒能降低同源异源 H1 亚型流感病毒

对小鼠上致病性[15]，其保护机制有待进一步研究。

本试验结果显示，类禽 SWSS1 株、SWL6 株、

Pdm091057 株病毒诱导机体产生高水平的抗体滴

度，且平均 HI 抗体滴度达 1 280 以上，可以作为理

想的疫苗候选株。另外普遍认为注射疫苗是抵抗流

感病毒感染的有效方法，本研究初步分析了 3 株

H1亚型流感病毒的 HA蛋白的抗原表位，为下一步

流感病毒致病机制的研究及基因工程通用表位疫

苗的研制奠定基础。

 

表 1   不同亚型抗原对标准血清抗体滴度检测结果

Tab. 1    The titers of different subtypes of the influenza virus against the standard serums
 

毒株(四单位抗原)
HI抗体滴度

抗SWSS1血清 抗SWL6血清 抗Pdm091057血清

　A/swine/Guangdong/SS1/2012(H1N1)1) 2 560    <20    <20

　A/swine/Guangdong/L6/2012(H1N1)2)    <20 1 280      40

　A/Guangdong/1057/2010(H1N1)3)    <20      40 1 280

　A/swine/Guangdong/l22/2010(H3N2)      40    <20    <20

　A/Duck/Anhui/1/2006/(H5N1)    <20    <20    <20

　A/Chicken/Shanghai/10/2001(H9N2)    <20    <20    <20

　A/Pigeon/Shanghai/S1421/2013(H7N9)    <20    <20    <20

　1) 为SWSS1; 2) 为SWL6；3) 为Pdm091057。
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