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摘要 应用反向遗传学技术，选择冷适应、温度敏感、减毒的 A/Ann Arbor/6/60 ca (H2N2)型流感病毒的 6个内部基因为骨
架，与 A/California/07/2009株流感病毒 2个抗原基因 HA、NA分别克隆到 pol玉-pol域转录表达载体 pAD3000中，构建 8个
转录表达载体重组质粒，共转染 Vero细胞，获得重配 A/California/07/2009ca株流感病毒．重配病毒的 TCID50为 7.5，病毒传
4代后其血凝素(HA)滴度稳定在 1∶ 256，半数感染剂量 EID50为 8，鸡胚传 20代，经 RT-PCR鉴定未发现重组病毒基因突
变，电镜观察重配病毒符合流感病毒的主要特征；蔗糖纯化的病毒经肌肉注射(灭活)及滴鼻(减毒活病毒)两种途径免疫
BALB/c小鼠，结果显示：滴鼻免疫和肌肉注射都可以产生较高效价的血凝抑制(HI)抗体，肌肉注射组产生的 HI抗体略高
(P = 0.044)，但肌肉注射组检测不到高效价 IgA抗体；滴鼻免疫组鼻冲洗液中可以检测到高效价的 IgA抗体，同型病毒感染
后，IL-1茁、TNF琢、IFN-琢等前炎因子分泌较早，且高于肌肉注射组(P < 0.05)，可见，喷鼻减毒疫苗比灭活全病毒疫苗能更
好地激发黏膜免疫反应．通过对小鼠各个器官病毒载量的检测发现，4天后鼻腔、气管、脑、肺、脾脏没有病毒存在，证明
减毒活疫苗株在小鼠上是安全的．以上数据可以初步断定，重组病毒有作疫苗候选株的可能，而且喷鼻疫苗具有降低免疫剂

量、同时激活体内体液免疫和细胞免疫的功能．
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2009年 3月底至 4月中旬，墨西哥、美国等地
接连暴发流感样疾病疫情．4月 30日，世界卫生
组织将此次新型流感病毒的名字改为 "A/H1N1"[1-2],
我国卫生部对其改称为甲型 H1N1病毒．此次流感
暴发后不久，研究者就从患者体内分离到其病原

体———新甲型 H1N1 流感病毒．序列分析结果显
示，该流感病毒为四重配病毒，其基因组 8个片段
分别来源于近年来流行的 4种病毒： NA和 M片
段来源于 1979年以来流行于欧亚大陆的猪流感病
毒； HA、NP和 NS片段来源于北美普通猪流感病
毒； PB2和 PA 片段来源于禽流感病毒；而 PB1
来源于人季节性 H3N2流感病毒[3-4]．

此次猪流感是一种具有高度传染性的急性呼吸

道疾病，由几种猪 A型流感病毒其中的一种引起，
发病率高死亡率低．目前，我国内地已出现 12.7
万余例输入性甲型 H1N1流感确诊病例，因此防控

形势非常严峻．疫苗接种仍是当前预防和控制猪流

感流行的主要手段．

本实验应用流感病毒反向遗传学操作技术，以

A/Ann Arbor/6/60 ca (H2N2)型流感病毒作为骨架病
毒 [5-7]，将其 6 个内部基因(PB1、PB2、NP、NA、
M、NS)与 A/California/07/2009 亚型猪流感病毒
HA、NA 基因构建到双向表达载体 pAD3000 上，
成功拯救出可以作为疫苗候选株使用的重配病

毒，并对其安全性、稳定性、免疫原性进行了初步

评价．
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1 材料和方法

1.1 细胞、鸡胚和血清

Vero 细胞用含有 10%犊牛血清的 DMEM 培
养，购自 ATCC公司；SPF鸡胚购自北京梅里亚维
通动物技术有限公司；A/California/07/2009阳性血
清及抗原购自 NIBSC； A/California/07/2009 野毒
株由中国疾病预防控制中心提供．

1.2 主要试剂

小提质粒试剂盒、转染试剂 Polyfect 购自
Qiagen公司；DMEM和胰酶购自美国 Sigma公司；
生化试剂购自 TAKARA 公司； IL-1茁，TNF琢，
IFN-琢 ELISA试剂盒购自达科为公司，1%鸡红细
胞按常规方法自行制备．

1.3 实验条件

本试验在 BSL-2实验室中进行，其中野毒株
部分在军事医学科学院微生物流行病研究所病原微

生物生物安全国家重点实验室 BSL-3实验室进行.
1.4 病毒 8质粒的制备

A/Ann Arbor/6/60 ca (H2N2)株减毒流感病毒 6
个内部基因构建的质粒 pAD-PB2、 pAD-PB1、
pAD-PA、pAD-NP、pAD-M、pAD-NS，由军事医
学科学院微生物流行病研究所构建完成并保存；

A/California/07/2009 株流感病毒 HA、NA 基因片
段由上海生物工程技术服务有限公司合成．用

Qiagen 小提质粒试剂盒，按照说明书进行提取
质粒．

1.5 共转染

将生长状态良好的 Vero细胞消化后计数，按
5伊105个细胞浓度置于 35 mm伊10 mm细胞培养板
中培养过夜．将 A/Ann Arbor/6/60 ca (H2N2)株流
感病毒 6个基因(pAD- PB2、pAD- PB1、pAD-PA、
pAD-NP、pAD-M、pAD-NS)及 A/California/07/2009
株流感病毒 2个基因(pAD-HA、pAD-NA)共 8个阳
性质粒等比例混合．按照 Polyfect转染试剂操作指
南进行转染，将质粒和转染试剂的混合液加入

Vero细胞中，置含 5% CO2、33℃的 CO2培养箱中

培养 48 h后，-70℃冻存待用．
1.6 验证重配 A/California/07/2009ca病毒
1.6.1 血凝抑制(HI)试验．转染上清-70℃冻融 1
次，接种 10日龄 SPF鸡胚尿囊腔中，每胚 0.2 ml，
每个细胞培养皿接种 2 个鸡胚，置 33℃培养至
72 h，收集尿囊液，作血凝素(HA)试验．阳性者，
做 HI试验，用 A/California/07/2009阳性血清与受

体破坏酶 (RDE)按 1∶4 混合， 37℃水浴 16 h，
56℃ 50 min，血清稀释度为 1∶10，用 1%鸡红细
胞检测.
1.6.2 RT-PCR鉴定．收取鸡胚尿囊液提取 RNA，
RT-PCR扩增 HA、NA和 NP基因片段进行序列测
定分析．

1.6.3 MDCK细胞感染．第 2 代鸡胚尿囊液在不
加胰酶的情况下感染 MDCK细胞，96 h后显微镜
下观察细胞病变，并且应用红细胞 HA试验检测细
胞上清的 HA滴度．
1.6.4 间接免疫荧光检测 (IFA)．重配病毒感染
MDCK细胞，33℃孵育 1 h后弃上清，加入含 2%
FBS 的 DMEM 培养基 33℃培养 24 h，弃上清，
用 80%预冷丙酮固定， PBST 洗 3 遍，加入
A/California/07/2009 亚型阳性血清， 37℃ 孵育
30 min， PBST洗 3遍，加入 1∶200稀释绿色荧
光标记的兔抗羊 IgG二抗，37℃作用 45 min，PBS
洗 3遍后，晾干，置荧光显微镜下观察．
1.6.5 电镜检测．用鸡胚传代的第 2代病毒及野毒
株经甲醛(0.025%)灭活后，经蔗糖密度梯度纯化，
负染电镜观察病毒形态．

1.6.6 鸡胚半数感染剂量(EID50)的测定．将共转染
产生的重配病毒 1代尿囊液作 10倍递进稀释，经
尿囊腔接种于 10日龄非免疫鸡胚，每个稀释度接
种 4枚鸡胚，每枚鸡胚接种 0.2 ml，33℃培养 72 h,
用 HA 方法检测病毒复制，用里得 - 明其
(Reed-Muench)法计算 EID50＝高于 50%感染病毒稀
释度的对数+(高于 50%感染百分数-50)/(高于 50%
感染百分数-低于 50%感染百分数)．
1.6.7 病毒 TCID50 的测定．用 MDCK 细胞铺 96
孔板，每孔 2伊104～4伊104个细胞，待长成单层后，

病毒按 101、102、103……稀释．每孔 200 滋l，稀释
液为 DMEM培养基，3 天后观察结果，用 Reed-
Muench法计算 TCID50．

1.7 重配病毒稳定性研究

第一代病毒连续传 20代，用隔两代(2、4、6
……20 代 )的鸡胚尿囊液提取流感病毒 RNA、
RT-PCR扩增 HA、NA和 NP基因片段进行测序．
1.8 动物免疫学评价

1.8.1 动物免疫及抗体检测．4～6 周的 BALB/c
小鼠 5只，重配 A/California/07/2009ca病毒 1，28
天滴鼻免疫．每只免疫 106 TCID50/20 滋l重配病毒.
同时，灭活重配 A/California/07/2009病毒 1、14天
肌肉注射，每只免疫 15 g/100 L(为 HA的质量)重
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Fig. 3 CPE on the MDCK under different conditions(伊40)
(a) Normal MDCK cell. (b) CPE on the MDCK under the condition of

37℃ , 72 h. (c) CPE on the MDCK under the condition of 33℃ , 72 h.

Fig. 2 Detection of the Reassortant influenza
viruses with IFA

(a) Reassortant influenza viruses in IFA. (b) Control.

Fig. 1 Eight plasminds system of A/California/07/2009ca
1: 15 000 bp marker; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9: pAD-PB2, pAD-PB1,

pAD-PA, pAD-HA, pAD-NP, pAD-NA, pAD-M, pAD-NS.

配病毒，经 2次免疫后，滴鼻组 28、42天，肌注
组 14、28天收集小鼠的血清及鼻冲洗液，检测 HI
抗体及鼻黏膜 IgA的效价，检测 HI抗体的滴度利
用 4单位病毒在 U型 96孔血凝板上用 1%鸡红细
胞检测．鼻黏膜 IgA利用 ELISA检测．
1.8.2 细胞因子的测定．第 2次免疫 2周后，鼻腔
给予 107 TCID50 重组病毒，1 天后收集鼻腔冲洗
液， 使用 ELISA 方法定量测定小鼠鼻冲洗液中
IL-1茁、TNF琢、IFN-琢等前炎因子含量，按说明书
操作．

1.9 重组疫苗安全性评价

4 ～6 周 的 BALB/c 小 鼠 25 只 ， 减 毒
A/California/07/2009ca 候选疫苗株滴鼻免疫 20 滋l
含有 106 TCID50重组病毒，1、2、3、4、5天每天
处死 5只小鼠，取鼻甲，脑、肺、气管、脾脏匀浆
研磨(组织按 0.1%加入 PBS)．应用 FFU的方法检
测病毒在各组织中的病毒复制．

1.10 统计学处理

实验数据采用 SPSS 1310统计软件，经单因
素方差分析和 t检验进行分析．

2 结 果

2.1 pAD鄄HA、pAD鄄NA质粒的构建结果
将合成 A/California/07/2009 亚型的 HA，NA

基因克隆到 pAD3000 载体上，经 PCR 鉴定及测
序，得到拯救 A/California/07/2009ca亚型流感病毒
的完整 8质粒系统(图 1)．

2.2 重配 A/California/07/2009ca病毒的验证
2.2.1 血凝素试验、血凝抑制试验及基因分析．将

第一代重配病毒稀释 10倍，无菌接种 10日龄 SPF
鸡胚，72 h收集鸡胚尿囊液，用 1%鸡红细胞测得
尿囊液 A/California/07/2009ca 病毒血凝素(HA)效
价是 26～28，分别用 A/Brisbane/59/2007 (H1N1)、

A/Brisbane/10/2007 (H3N2)、 B/Florida/4/2006 (B)、
A/Anhui/1/2005(H5N1)和 A/California/07/2009(H1N1)
阳性血清做 A/California/07/2009ca的血凝抑制(HI)
试验，A/California/07/2009ca 可被 A/California/07/
2009 阳性血清抑制，血凝抑制(HI)效价为 2560，
不能被 H1N1、H3N2、B、H5N1型阳性血清抑制.
用 RT-PCR方法获得 A/California/07/2009ca的

NA、HA及 NP基因，经上海生物工程技术服务有
限公司测序鉴定，重配病毒 A/California/ 07/2009ca
的 NA、HA及 NP与各片段重组质粒序列相比较，
二者序列一致性为 99.99%，说明该病毒是
A/California/07/2009ca病毒．
2.2.2 间接免疫荧光检测 (IFA)．重配病毒感染
MDCK细胞后，经荧光二抗结合后，荧光显微镜
下观察，结果如图 2 所示，重配病毒能够与
A/California/07/2009HA抗体结合．

2.2.3 MDCK细胞感染．第二代病毒分别在 33℃、
37℃感染MDCK细胞, 72 h后显微镜下观察, 33℃
出现细胞病变， 37℃细胞有少量病变，检测 HA
效价，33℃时为 26～27、37℃时为 24～25．这初步

验证了重配病毒冷适应性和温度敏感表型(图 3)．

2.2.4 电镜观察．A/California/07/2009ca流感病毒
结构与野生株 A/California/07/2009病毒结构一致，

(a) (b)

(a) (b) (c)

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9

250

1 000

2 500
5 000

10 0007 500
15 000
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Dilutions Infection Non-infection Ratio/%

10-1 4 0 100

10-2 4 0 100

10-3 4 0 100

10-4 4 0 100

10-5 4 0 100

10-6 4 0 100

10-7 4 0 100

10-8 4 2 100

10-9 4 4 0

Table 1 EID50 of the Reassortant influenza virus

Fig. 4 Morphology of influenza A/California/07/2009 virus
(a) Recovered A/California/07/2009ca reassortant (伊65 000). (b) Wild-

type A/California/07/2009(伊65 000).At the right bottom of picture (a) or

(b) is a single virion (伊135 000).

大小相符 (图 4)．

2.2.5 鸡胚半数感染剂量(EID50)的测定．鸡胚尿囊
液(重配病毒)接种于 10日龄非免疫鸡胚，每个稀
释度接种 4枚鸡胚，每枚鸡胚接种 0.2 ml，33℃培
养 72 h，测得 EID50为 8(表 1)．

2.2.6 病毒 TCID50 的测定．用 MDCK 细胞铺 96
孔板，每孔 2伊104～4伊104个细胞，待长成单层后，

病毒按 101、102、103……稀释．每孔 200 滋l，稀释
液为 DMEM 培养基， 3 天后观察结果，用
Reed-Muench 法计算 TCID50．重配病毒 TCID50 为

7.5．
2.3 重配 A/California/07/2009ca病毒稳定性研究
将鸡胚尿囊液按一定倍数稀释传代，这样连续

传 20 代，分别在 2、4、6……20 代对病毒进行
RT- PCR试验，所得到的 NA、HA 及 NP 与各片
段重组质粒序列相比较，二者序列一致性为

99.99%，说明重配的病毒有很好的稳定性．
2.4 重配 A/California/07/2009ca病毒免疫原性研究
2.4.1 HI 试验．重配病毒经肌肉注射(i.m.)和滴
鼻(i.n.)两种途径免疫小鼠，血清中 HI测定结果见

图 5，肌肉注射组一次免疫 2周与滴鼻组一次免疫
4周都产生一定水平的 HI，二次免疫 2周效价明显
升高，肌肉注射组较滴鼻组的 HI 有所提高(P =
0.044)，但一次免疫与二次免疫 HI效价有显著差
异(P < 0.05)．鼻冲洗液 IgA测定结果见图 5，肌肉
注射组一次免疫 2周与滴鼻组一次免疫 4周几乎检
测不到 IgA，二次免疫 2周滴鼻组明显升高，滴鼻
组的 IgA要远远高于肌肉注射组(P < 0.001)．

2.4.2 细胞因子检测．重配病毒经肌肉注射和滴鼻

两种途径免疫小鼠，二次免疫 14天后，进行同型
高效价病毒再感染 24 h后，收集鼻腔冲洗液，使
用 ELISA方法检测各种前炎因子释放情况，结果
见图 6．滴鼻免疫组所有前炎因子释放量多于肌肉
注射组 (P < 0.05)，说明减毒活疫苗黏膜免疫，可
以更好地激发黏膜系统释放前炎因子，为对抗病毒

提供了第一道防线．

Fig. 6 Pro鄄inflamation cytokines in in the nasal lavage
fluid of mice immunized with Reassortant influenza viruses

(a) (b)

2

0
HI IgA

4

6

8

10

Fig. 5 HI titer in the serum and IgA titer in the nasal
lavage fluid of mice immunized with Reassortant

influenza viruses
: i.n.; : i.m.

1

2

3
IFN-琢 IL-1茁TNF-琢
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荫
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1292· ·



段跃强等：A/California/07/2009亚型猪流感冷适应减毒疫苗株的拯救及免疫效果评价2010; 37 (12)

Tissue
lg[Virus titer/(FFU·ml原1)]

1d 2d 3d 4d 5d

Nasal turbinates 2.5 1.5 1.5 1 0

Trachea 2 1 0 0 0

Brain 0 0 0 0 0

Lungs 2.4 1.3 1 0 0

Spleen 0 0 0 0 0

2.4.3 病毒在小鼠体内安全性检测． 重配

A/California/07/2009ca 病毒滴鼻免疫小鼠，1、2、
3、4、5 天应用 FFU 的方法检鼻腔、气管、脑、
肺、脾脏中病毒的含量．由表 2可见，在免疫后 4
天内病毒在鼻腔中有少量复制，4天后病毒消失，
肺组织病毒在免疫后 3天内有少量复制，气管在
免疫后 2天内有少量复制，脑、脾脏没有检测出
病毒．

3 讨 论

自 2009年 4月 25日，世界卫生组织发出甲型
H1N1流感疫情通报，此后，甲型 H1N1病毒随着
高度发达的人流网络传遍世界，并于 2009年 5月
11日扣开中国大门．截至 2010年 3月 31日，全
国 31 个省份累计报告甲型 H1N1 流感确诊病例
12.7万余例，死亡病例 800例．流感病毒严重危害
我国人民的身体健康，目前接种甲型 H1N1流感疫
苗仍是预防甲型 H1N1流感最有效的手段．
反向遗传学技术是利用流感病毒的 8个基因质

粒共转染细胞后，产生具有与流感病毒性质相似的

流感疫苗候选株，自 1998年以来，此项技术就在
流感疫苗的生产中得到了应用．人流感疫苗是经过

基因序列扩增和生物学技术，克隆到表达载体，转

染细胞后接种 10日龄鸡胚，产生一个符合人流感
疫苗生产要求的流感疫苗候选株．

当前甲型 H1N1 流感疫苗均为全病毒灭活注
射疫苗，其免疫原性较好，但交叉保护作用差，不

能产生有效的黏膜免疫，注射时必须在医生的帮助

下完成，免疫过程较为复杂，注射时病人较为痛

苦[8-9]．流感减毒喷鼻疫苗是近年来新兴的一种疫

苗，据相关资料报道[10-11]，喷鼻疫苗能够成功解决

上述问题．

本实验用 A/Ann Arbor/6/60ca(H2N2)的 6个内

部基因节段为骨架，与 A/California/07/2009 亚型
流行株的 HA和 NA基因组合(6+2) ，利用 pol玉-
pol域双向转录表达载体 pAD3000转染 Vero细胞，
得到了 A/California/07/2009ca病毒株，经血凝抑制
试验, RT-PCR试验证明重配病毒株为 A/California/
07/2009ca 病毒．CPE 试验证明重配 A/California/
07/2009ca 病毒株具有温度敏感(Ts)、致弱(att)的
表型，电镜检验其结构形态符合流感病毒的主要

特征．

重组 A/California/07/2009ca流感病毒疫苗候选
株免疫 BALB/c小鼠，一次免疫 14天及二次免疫
14 天后，肌肉注射组的 HI 效价高于滴鼻组(P =
0.044)，肌肉注射和滴鼻与 PBS 组差异显著(P <
0.05)，肌肉注射组与滴鼻组一次免疫后的鼻黏膜
的 IgA都很低，几乎检测不到，但二次免疫 14天
后滴鼻组有了较大提高与肌肉注射组差异显著(P <
0.05)．这说明重配减毒流感病毒经滴鼻途径免疫
小鼠，能很好地激发小鼠机体的鼻黏膜免疫，在黏

膜中产生 IgA．这种在呼吸道黏膜产生的 IgA在预
防流感病毒感染上发挥着重要作用[12-13]．

我们已经知道，各种疫苗可以提供有效保护，

主要来源于一种加强了的获得性免疫．滴鼻免疫的

疫苗可以有效激发局部黏膜免疫反应，同时可以激

发系统免疫．在此，我们另辟蹊径，检测一下滴鼻

免疫在提高呼吸道黏膜系统天然免疫方面是否具有

独特的优势．在两种方法免疫后 14天，采用同型
重组病毒，鼻腔感染小鼠，24 h后分别收集鼻腔冲
洗液，对各种前炎因子进行检测．结果表明，滴鼻

免疫的小鼠鼻腔内可以检测到高效价的 IL-1茁、
TNF琢、IFN-琢，说明重组病毒经过滴鼻免疫可以提
高机体天然免疫反应．

疫苗的安全性是疫苗能否生产的决定性因素，

本试验通过滴鼻免疫 BALB/c小鼠，并对小鼠的不
同器官进行病毒载量检测，从而对重配病毒的安全

性进行研究[14-15]．由结果可见，在 1～3天，病毒
在鼻腔、气管、肺中有低量的复制，第 4天只在鼻
腔中检测到少量的复制，5天后，各个器官都没有
检测到病毒的存在，脑，脾脏中始终没有检测到病

毒的存在．由此可见，减毒喷鼻疫苗在机体中存活

时间较短，并且只有较低的复制．因此我们可以初

步证明减毒喷鼻疫苗在小鼠上是安全的．

本研究重配了 A/California/07/2009ca减毒流感
病毒疫苗候选株，并通过实验验证了重配病毒具有

冷适应和温度敏感表型．初步鉴定了重组病毒的生

Table 2 Replication of reassortant influenza virus in mice
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物学特性、免疫原性及安全性，这为后期

A/California/07/2009ca流感减毒喷鼻疫苗的研制及
临床应用提供了数据参考．
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Rescue and Immunogenic Evaluation of Attenuated
Vaccine Candidate From A/California/07/2009*

DUAN Yue-Qiang1, 2), LUO De-Yan1), XING Li1), YANG Peng-Hui1), ZHAO Zhong-Peng1),
JIA Wei-Hong1), LI Pei-Feng2)**, WANG Xi-Liang1)**

(1) State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity, Institute of Microbiology and Epidemiology,
Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China;

2) College of Veterinary Medicine, Inner Mongolia Agricultural University, Huhhot 010018, China)

Abstract Six internal protein gene segments of attenuated, cold-adapted(ca), temperature -sensitive (ts) influenza
A/Ann Arbor/6/60 ca (H2N2) and HA, NA gene segments of A/California/07/2009ca were introduced to plasmid
pAD3000 carrying pol玉 and pol域 promoters, and rescued the reassortant virus from Vero cell using reverse
genetics technology. The reassortant has the attenuate characters, ca and ts, the TCID50 is 7.5, HA titer maintain at
1∶256 and EID50 is 8 which was detected using SPF eggs. The stable of reassortant is determined by RT-PCR gene
segments from virus which were propagated in eggs. The morphology of reassortant conform the wild type virus. In
order to test the immunogenicity, the reassortant viruses were purified. Mice were intranasally immunized and
intramuscular injected with inactive whole virus as control. The high HI titer can be detected in both groups, seems
hinger in i.m.(intramuscular) immunized groups (P=0.044), but higher IgA titer can only detected in i.n.(intranasal)
immunized group. Compared with i.m. immunized group, higer pro-inflammation cytokines IL-1茁, TNF琢, IFN-琢
were tested in i.n. groups, means faster and stronger mucosal immune response was induced. Virus load were
detected in lung, brain, spleen 4 days after immunization to determine the safety of reassortant as vaccine
candidate, no detectable virus were found. All results show that the vaccine candidate can be used for vaccine
production.
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