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表达 !"#$ 亚型猪流感病毒血凝素蛋白的重组腺病毒在猪体

内的免疫试验
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摘要：【目的】本研究旨在评价表达 U%/+ 亚型猪流感病毒血凝素蛋白的重组腺病毒在猪体内的免疫效果。

【方法】以 0,& E C1-V#,、+ W 0,& E C1-V#,和 ! W 0,& E C1-V#,的剂量经肌肉注射接种后 + 到 $ 周每周检测血凝抑制

（U-）抗体；比较肌肉注射、滴鼻、灌胃 % 种接种途径对仔猪免疫效果的影响，并通过攻毒保护试验进一步考察

重组腺病毒 :FNDUFDXKY 在猪体内的免疫效力。【结果】以不同的剂量分别经肌肉注射免疫后，U- 抗体水平

与接种剂量呈正相关。% 种接种途径均能刺激仔猪产生特异性抗体，肌肉注射组的 U- 抗体要高于其他 +
组，差异显著（. Z ,R,0）。通过滴鼻和肌肉注射方式进行攻毒后，阴性对照组仔猪在攻毒 + N 后出现体温升

高、打喷嚏、咳嗽、流鼻液、精神沉郁、体重减轻等症状；而各免疫组仔猪未观察到明显的临床症状，各免疫组

的病毒分离率也明显低于阴性对照组。【结论】重组腺病毒 :FNDUFDXKY 诱导的 U- 抗体达到 0 [ %+, 可以有效

抵抗 U%/+ 亚型猪流感病毒的侵袭，可以作为候选疫苗株。

关键词：U%/+ 亚型猪流感病毒；血凝素蛋白；重组腺病毒
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猪 流 感（.P?;I ?;\<9I;])，.-）是 由 猪 流 感 病 毒

（.P?;I ?;\<9I;]) ^?:9=，.-_）引起的一种急性、热性、高

度接触性呼吸道传染病。由于猪呼吸道上皮细胞表

面同时具有人流感和禽流感病毒受体［0］，猪是流感

病毒发生基因重排和重组的重要场所，因此 .- 在流

感病毒的流行病学研究及“禽 & 猪 & 人”种间传播中

有着特殊地位和作用［0 & +］。近年来的流行病学调查

表明，.- 的流行日趋严重，对养猪业及公共卫生安

全造成了巨大威胁［%］。

疫苗接种是预防 .- 的主要手段之一。.- 灭活

疫苗免疫效果显著，但也存在着不少缺点，如难以诱

导黏膜免疫及细胞免疫应答，接种疫苗对猪应激较

大，伴有肌痛，偶尔会出现对杂蛋白的过敏反应等。

而采用弱毒疫苗又存在疫苗株毒力返强、引发安全

性问题的可能［!］。

腺病毒载体是一种安全性好、能高效表达、具有

生物学活性产物的真核表达载体，与其他表达系统

相比有着突出的优势，近年来在基因治疗及基因工

程疫苗研制中发展迅速［# & $］。以重组腺病毒介导表

达的口蹄疫病毒囊膜蛋白［’］、爱滋病病毒 B;^ 抗



原［!］等都在啮齿类动物中诱导产生了特异性免疫反

应。"#$ 的血凝素（%&’())*+,-.-.，/0）是诱导机体产

生体液免疫的主要表面抗原，产生的抗体能中和病

毒的感染能力，并能诱导细胞毒性 1 淋巴细胞反应。

我们在成功构建表达 /234 亚型 "#$ /0 基因的重

组腺病毒的基础上，在猪体内进行了一系列的试验，

为 "# 基因工程疫苗的研制奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试验材料、病毒和细胞：双表达 /234 "#$
/0 蛋 白 和 绿 色 荧 光 蛋 白 的 重 组 腺 病 毒 5067/07
89:、表达绿色荧光蛋白的重组腺病毒 506789: 为

华南 农 业 大 学 禽 病 室 构 建（06&.;$(,;51< $&=,;5
">?,&’，包括穿梭载体 @06&.;$(,;57A<$B7#CD"789:、

腺病毒基因组骨架质粒 @06&.;$(,;5!DEF!D2 购于

加拿 大 G7H-;)&.& 公 司 ）。 猪 流 感 病 毒 0F"I-.&F
8+(.)6;.)FEF4JJ2（/234）（以下简称为 "#$7/234 株）

由华南农业大学禽病室提供。KJ 日龄流感抗体阴

性断奶长白仔猪购于中山农牧总公司。L M EE 日龄

":9 鸡胚购自北京梅里亚维通实验动物技术有限公

司。

!"!"# 主要试剂和仪器：限制性内切酶 !"#"、

!$%"为 3&I D.)*(.6 N-;*(H? 公司产品，限制性内切

酶 &’(#、O30 <(5P&5 OQ4JJJ、1K O30 连接酶为宝

生物（大连）公司产品。O<D< 细胞培养基和胎牛血

清为 8-H=; 公司产品。受体破坏酶购于中国疾病预

防控制中心。"#$7/234 阳性血清由华南农业大学

禽病研究室提供。超纯水制备系统购自 A:<GJJKC#
<#QQ#:RCD 公司，倒 置 显 微 镜 购 自 R*>’@+? 公 司，

0**&)5( 1< SKC =&.,5-T+)& 台式高速冷冻离心机购自

NDAU<03 公司。

!"# 免疫用重组腺病毒 $%&’(%’)*+ 的制备

免疫用重组腺病毒 5067/0789: 的制备见参考

文献［L］。用有限稀释法进行滴度测定。免疫接种

前将重组腺病毒 5067/0789: 和腺病毒 506789: 的

病毒滴度稀释为 E V EJW !1A#OBJ F’Q。

!", 不同接种剂量的免疫效果试验

将 4J 头 KJ 日 龄 长 白 仔 猪 随 机 分 为 K 组，

B 头F组，第 E、4、2 组分别经肌肉注射接种 E ’QF头、

4 ’QF头、K ’QF头重组腺病毒 5067/0789:，第 K 组为

接种 4 ’QF头腺病毒 506789: 的阴性对照组。免疫

后第 4 周到第 S 周，每周经前腔静脉采血，用血凝抑

制试验（%&’())*+,-.(,-;. -.%-H-,-;.，/#）检测血清中特

异性抗体滴度，试验方法参照文献［EJ］。计算各组

/# 滴度几何平均值，采用 ":"" 软件进行 "3U 多重

级差分析。

!"- 不同接种途径对仔猪免疫效果的影响

将 4J 头 KJ 日龄仔猪随机分为 K 组，B 头F组。

第 E、4、2 组分别经肌肉注射、灌胃、滴鼻途径接种重

组腺病毒 5067/0789:，接种剂量为 4 ’QF头。第 K
组为肌肉注射重组腺病毒 506789: 的阴性对照组，

接种剂量为 4 ’QF头。免疫 EK 6 后，采血检测 /# 抗

体滴度，计算各组 /# 滴度几何平均值。

!". (/ 抗体水平和中和抗体水平的关系

取 /# 抗体滴度为 E X !J、E X ESJ、E X 24J、E X SKJ 的

免疫猪血清各 4 份，分别进行鸡胚中和试验，检测免

疫血清的中和抗体效价。方法参照文献［EE］，采用

固定病毒7稀释血清法，按 C&&67<+&.=% 法计算各份

免疫血清的鸡胚半数保护量。

!"0 攻毒保护试验

将重组腺病毒 5067/0789: 经肌肉注射接种 KJ
头 KJ 日龄仔猪，K ’QF头。同时设立注射重组腺病

毒 506789: 的阴性对照组 B 头，K’QF头。选取 /# 抗

体滴度分别为 E X!J、E XESJ、E X24J 及重组腺病毒 5067
89: 免疫的阴性对照组的仔猪各 B 头，通过滴鼻（E
’QF头，EJW YZ2 D#OBJ FJZ4 ’Q）和 肌 注（E ’QF头）"#$7
/234 毒株进行攻毒。攻毒后 EK 6 内每天观察临床

症状。攻毒后第 4、K 和 S 天测量体温，同时棉拭子

采集鼻分泌物，经双抗感作后，离心取上清，每个样

品接种 2 个 ":9 鸡胚。2Y[培养 Y4 % 后，收取尿囊

液，检测其血凝滴度，并用标准阳性血清（/E、/2、

/B、/L）做 /# 试验，对分离到的病毒进行鉴定。攻

毒后第 EK 天，采血检测 /# 抗体，计算各组 /# 滴度

几何平均值。

# 结果

#"! 不同接种剂量的免疫效果试验

如图 E 所示，重组腺病毒 5067/0789: 以不同剂

量接种仔猪，EK 6 后各组猪只都检测到了特异性抗

体。接种剂量为 4 ’QF头和 E ’QF头的试验组 /# 抗

体水 平 差 异 不 显 著（ ! \ JZJB）。而 接 种 剂 量 为

K ’QF头的试验组诱导的 /# 抗体水平明显高于其他

4 组，差异显著（! ] JZJE）。

#"# 不同接种途径对仔猪免疫效果的影响

如图 4 所示，采用肌肉注射、滴鼻、灌胃 2 种接

种途径均能刺激仔猪产生特异性抗体。肌肉注射组

的 /# 抗体要高于其他 4 组，差异显著（! ] JZJE）。

KBS "-^+. _(.) &, (* ‘ F)%*$ +,%-./,.(.’,%$ 0,1,%$（4JJL）KL（B）



图 ! 不同剂量接种 "#$%&#%’() 诱导的 &* 抗体水平

!"#$% &’( )* +,-"./0"(1 /2 3405)456!7$

图 + 各组仔猪 &* 抗体几何平均值

!"#$8 &’( +9(3+#( -"-(3 /2 )* +,-"./0"(1 ", 2/:3 #3/:;1 /2 1<",(1$

+,- &* 抗体水平和中和抗体水平的相关性

不同 )* 抗体滴度的血清都检测到了针对 =*>
的特异性中和抗体（见表 %），经直线回归分析表明，

)* 抗体滴度和中和抗体滴度呈正相关关系，相关系

数为 ?@AB。

表 ! 各 &* 抗体滴度对应的中和抗体滴度

&+.C( % &’( 3(C+-"/,1’"; .(-<((, )* -"-(3 +,0 ,(:-3+C"D+-"/, -"-(3
)* -"-(3 E(:-3+C"D+-"/, -"-(3
% FG? % F%GG@H
% F%I? % FJAG@8
% FJ8? % FHII@H
% FIH? % FBGH@B

+,. 攻毒保护试验

仔猪攻毒保护试验结果见表 8。在观察期间，

阴性对照组仔猪在攻毒 8 0 后有 H 头体温升高，出

现喷鼻、咳嗽、流鼻液等症状，精神沉郁，常俯卧在

地。相比之下，各免疫组未观察到明显的临床症状，

仅见 )* 抗体 % FG? 组在攻毒后 8 0 有一仔猪体温超

过 H?K。从病毒分离率来看，各免疫组的情况也明

显低于阴性对照组。攻毒 %H 0 后阴性对照组明显

比免疫组消瘦；检测 )* 抗体，可见 % F G? 组的 )* 抗

体显著提高，而 % F%I? 组及 % F J8? 组则无显著提高，

表明 =*> 在这 8 组仔猪体内的复制受到了有效的抑

制。

表 + &-/+ 0*1 攻毒后的实验结果

（体温超过 .23判为高体温）

&+.C( 8 73/-(L-"9( 3(1;/,1( ", 1<",( L’+CC(,#(0 <"-’ )JE8 =*>

63/:; M+N1 ;/1-
L’+CC(,#(O0

=<",(1 <"-’
+ ’"#’(3
-(P;(3+-:3(

&’( 3+-( /2
9"3:1
"1/C+-"/,

)* +,-"./0"(1 ",
1<",(1 L’+CC(,#(0
<"-’ =*>

8 %OQ %OQ
% FG? H ?OQ %OQ % FAB?@?

I ?OQ ?OQ
8 ?OQ %OQ

% F%I? H ?OQ ?OQ % F8%%@%
I ?OQ ?OQ
8 ?OQ ?OQ

% FJ8? H ?OQ ?OQ % FJIB@I
I ?OQ ?OQ
8 HOQ HOQ

E(#+-"9(
L/,-3/C H HOQ HOQ % F%?Q@I

I 8OQ JOQ

- 讨论

总的来说，上述试验结果显示重组腺病毒 3405
)456!7 诱导仔猪产生了显著的免疫保护效应，具

有良好的免疫学活性。目前检测流感抗体水平的方

法有很多种，其中 )* 一直被认为是一种经典的方

法。一般认为，在流感病毒变异性不大时，血清的

)* 抗体水平能大体上反映动物免疫水平，抗体水平

与免疫保护力在一定范围内呈正相关。从本研究的

试验结果来看，在重组腺病毒 3405)456!7 以不同剂

量接种仔猪 %H 0 后，猪体内都检测到了 )* 抗体。

其中，高剂量接种组的抗体显著高于低剂量接种组，

在一定范围内接种剂量和抗体水平呈正相关关系。

通过不同 )* 滴度血清的鸡胚中和试验，证实了 )*
抗体水平与中和抗体水平之间呈正相关关系，对今

后流感抗体、免疫状态的评价有一定的意义。有必

要通过更加细化的试验，来确定对不同日龄的猪的

最佳免疫剂量。

流感是一种呼吸道疾病，病毒首先感染的是上

呼吸道的上皮细胞，主要侵害的也是呼吸系统。这

正是需要第一道免疫防御的“侵入门户”［%8］。然而

现行疫苗不能在黏膜表面诱导产生分泌型抗体，和

感染恢复所需要的细胞介导的免疫应答。这是宿主

对感染的典型应答，理想的疫苗应当能诱导这种免

疫应答。腺病毒的自然感染部位就是呼吸道和消化

QQI汪思钧等：表达 )JE8 亚型猪流感病毒血凝素蛋白的重组腺病毒在猪体内的免疫试验 $ O微生物学报（8??A）HA（Q）
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道［!"］。国内外报道过许多尝试经口服及滴鼻进行

重组腺病毒的免疫的研究［!#］。在本研究中，对仔猪

的免疫试验表明，通过灌胃、滴鼻途径接种重组腺病

毒，都能诱导仔猪产生明显的免疫应答，只是在血清

中的循环抗体较肌注组为低。其原因可能是在呼吸

道和消化道存在非特异性免疫应答机制，对重组腺

病毒的吸收造成了影响。考虑到养猪业的实际情

况，采用饮水给药或者喷雾给药进行 $% 的免疫防制

更有着突出的优势，可以减少或消除接种疫苗对猪

造成的应激，方便操作、减少工作量，避免仔猪可能

出现的过敏情况等。因此，加快口服型、喷雾型 $%
疫苗的开发有着重大意义。

&’(()*+, 等认为 -% 抗体效价在 ! .#/ 0 ! . 1/ 时，

能产生部分临床保护，可发病，肺部小量病毒复制，

受到重复刺激后抗体应答强烈；-% 抗体效价在 ! . 1/
0 ! . "2/ 时，能产生临床保护，不发病或轻微发病，

受到重复刺激后抗体应答强烈；-% 抗体效价高于 ! .
"2/ 时，完全保护，不发病，无病毒复制［!3］。为进一

步评价重组腺病毒 (4,5-45678 对仔猪的免疫效应，

并考察 -% 抗体水平和免疫保护力的相关性，本研究

在免疫 !# , 后选取了 -% 抗体为 ! . 1/、! . !9/、! . "2/
的 " 组仔猪，对其进行了攻毒保护试验。试验结果

与上述报道基本一致。在阴性对照组仔猪出现咳

嗽、流涕、体温升高等流感症状的情况下，各免疫组

都未出现临床症状（除 ! . 1/ 组在攻毒后 2 , 出现过

! 次体温升高）。从病毒分离率、体温升高比例、临

床症状来看，各免疫组都得到了较好的保护。其中

抗体水平 ! .!9/ 组和 ! . "2/ 组在攻毒 2 周后没有明

显升高，表明病毒在体内的复制得到了有效的抑制。

本研究结果为 $% 腺病毒活载体疫苗的研究提

供了初步的技术资料，证实该重组病毒疫苗具有良

好的生物学功能，肌肉注射方式能诱导机体产生特

异性的 -% 抗体和中和抗体，攻毒保护试验也证实该

重组病毒疫苗诱导的免疫反应能有效保护仔猪抵抗

$%:的侵袭；通过滴鼻、灌胃途径接种重组病毒，也

能有效刺激猪体产生 -% 抗体。下一步的研究重点

主要是根据重组病毒活载体疫苗的特点来确定恰当

的免疫程序，选择最佳的接种途径、剂量，确定产生

有效免疫保护力的时间和抗体持续期，为 $% 的免疫

防制开辟新的途径。
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