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鸭源犎５亚型禽流感全禽源分子标记

疫苗候选株的构建
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摘　要：为了开发用于南方水禽且适合血清学监测的 Ｈ５亚型禽流感疫苗，作者通过反向遗传技术，删除 Ａ／ｍａｌ

ｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５（Ｈ５Ｎ１，Ｓ株）病毒犎犃编码多碱性氨基酸序列，使之成为低致病特征，分别与 Ａ／ｄｕｃｋ／Ｅｎｇ

ｌａｎｄ／１／１９５６（Ｈ１１Ｎ６，Ｅ株）和Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｇｈａｉ／Ｆ／９８（Ｈ９Ｎ２，Ｆ株）的犖犃组合，再以本室禽源高产病毒Ｆ株的

６个内部片段为骨架，构建全部基因都来自禽流感的疫苗株。成功拯救出２株重组病毒，分别命名为ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ，并引入分子标记Ｎ６和Ｎ２。重组病毒在鸡胚和 ＭＤＣＫ细胞上均具有较好的繁殖能力，且ｒＨ５Ｎ６／Ｆ更

适合在鸡胚中生产，对ＳＰＦ鸡和鸡胚无致病性。重组病毒在ｃｌａｄｅ２．３．４毒株中具有很好的抗原代表性，引入的分

子标记有利于血清学监测的区分，为防控水禽 Ｈ５亚型禽流感提供了良好的疫苗候选株。
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　　禽流感病毒（ＡＩＶ）属于正黏病毒科 Ａ型流感

病毒属，表面糖蛋白 ＨＡ和 ＮＡ分别有１６种和９

种［１］。其中，高致病禽流感（Ｈ５和Ｈ７亚型）在世界

范围内给养禽业造成了巨大的经济损失。近年来，

在禽流感控制过程中，疫苗接种仍是主要的措施之

一。而疫苗免疫主要采用全病毒灭活佐剂疫苗。合
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适的疫苗接种可以减少或预防临床症状，减少感染

禽类的排毒，并增强对感染的抵抗能力。

家养水禽在禽流感从野鸟向其它宿主（包括家

禽和哺乳动物）的传播过程中起中间宿主的作用。

而Ｈ５Ｎ１亚型禽流感在东南亚的家养水禽中已经

存在了很多年［２］。水禽常常携带对鸡高致病的病

毒，但自身不表现任何症状［２］。从以往的情况来看，

灭活疫苗的缺点之一就是不能用常规的诊断方法从

血清学上区分疫苗接种和自然感染禽群，给水禽流

感的监测带来困难，因此，开发有效的分子标记疫苗

解决流感检测过程中的问题具有重要意义。本研究

病毒Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５（Ｈ５Ｎ１，Ｓ株）对

麻鸭具有高致病性，与目前我国南方优势的ｃｌａｄｅ

２．３．４属同一分支
［３］。采用反向遗传操作，对Ｓ株

犎犃片段致弱，并克隆 Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｇｈａｉ／Ｆ／９８

（Ｈ９Ｎ２，Ｆ株）的 犖２及 Ａ／ｄｕｃｋ／Ｅｎｇｌａｎｄ／１／１９５６

（Ｈ１１Ｎ６）的犖６片段，结合本室禽源高产病毒Ｆ株

的６个内部片段，同时引入了犖犃的分子标记，构建

全部基因都来自禽流感的疫苗株ｒＨ５Ｎ６／Ｆ 和

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ，以期为防制水禽流感提供候选疫苗毒

株。

１　材料与方法

１．１　病毒、质粒和细胞

病毒 Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５（Ｈ５Ｎ１，Ｓ

株）分离自华东地区发病麻鸭；Ａ／ｄｕｃｋ／Ｅｎｇｌａｎｄ／１／

１９５６（Ｈ１１Ｎ６，Ｅ株）由中国农业大学动物医学院刘

金 华 教 授 惠 赠。 Ａ／Ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｇｈａｉ／Ｆ／９８

（Ｈ９Ｎ２，Ｆ 株）真核表达质粒粒 ｐＨＷ２０１ＰＢ２、

ｐＨＷ２０２ＰＢ１、 ｐＨＷ２０３ＰＡ、 ｐＨＷ２０５ＮＰ、

ｐＨＷ２０６ＮＡ、ｐＨＷ２０７Ｍ 和ｐＨＷ２０８ＮＳ本室构

建保存［４］。ＣＯＳ１和 ＭＤＣＫ细胞用含１０％胎牛血

清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ 培养。ＳＰＦ鸡胚购自山东省

ＳＰＦ实验种鸡场。

１．２　试剂

１％鸡红细胞按常规方法制备
［５］。ＡＭＶ反转

录酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自 ＭＢＩ公司；Ｅｘｐａｎｄ

ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 购 自 Ｒｏｃｈｅ 公 司；

ｐＣＲ２．１ｖｅｃｔｏｒ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ和ＲＮｅａｓｙ

ＭｉｎｉＫｉｔ购自 ＱＩＡＧＥＮ公司；犅狊犿ＢⅠ和犅狊犪Ⅰ等

内切酶购自 ＮＥＢ公司。ＴＰＣＫ胰酶（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ

公司）。ｐＨＷ２０００转录／表达载体由美国Ｓｔ．Ｊｕｄｅ

儿童医院 Ｗｅｂｓｔｅｒ博士惠赠
［６］。

１．３　构建犖犃和致弱犎犃 转录／表达质粒

以ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ直接从Ｓ株和Ｅ株病毒的

尿囊液中提取总ＲＮＡ ，用通用引物１２ｕｎｉ（５′ＡＧ

ＣＡＡＡＡＧＣＡＧＧ３′）反转录得到总ｃＤＮＡ。分２段

扩增Ｓ株犎犃基因，去除犎犃裂解位点３个碱性氨

基酸，使其中的个别碱性氨基酸突变为非碱性氨基

酸（表１）。上游片段扩增引物：ＢｍＨＡ１（５′ＴＡＴ

ＴＣＧＴＣＴＣＡＧＧＧＡＧＣＡＡＡＡＧＣＡＧＧＧＧ３′）和 Ｈ

ＡＭ２ （５′ＡＧＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＴＣＴＣＴＴＡＧＡＧＧＡＣ

ＴＡＴＴＴＣ３′），下游片段扩增引物：ＨＡＭ１（５′ＴＡＡ

ＧＡＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＡＴＴＴＧＧＡＧＣ３′）和Ｂｍ

ＨＡ２（５′ＡＴＡＴＣＧＴＣＴＣＧＴＡＴＴＡＧＴＡＧＡＡＡ

ＣＡＡＧＧＧＴＧＴＴＴＴ３′）
［７］。用 ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ 将这

２段连成全长犛犎犃犿 片段，测序确定正确后，经

犅狊犿ＢⅠ酶切，再与转录／表达载体ｐＨＷ２０００连接

成真核表达质粒 ｐＨＷＳＨＡｍ。Ｅ 株 犖犃 片段

（Ｎ６）按 Ｈｏｆｆｍａｎｎ等设计扩增犖６基因的通用引物

直接扩增，以犅狊犪Ⅰ酶切，与ｐＨＷ２０００连接成表达

质粒ｐＨＷＥＮ６
［７］。

表１　删除 犃／犿犪犾犾犪狉犱／犎狌犪犱狅狀犵／犛／２００５株犎犃片段裂解位

点氨基酸

犜犪犫犾犲１　犇犲犾犲狋犻狅狀狅犳狋犺犲狏犻狉狌犾犲狀犮犲犻狀犱狌犮犻狀犵犮犾犲犪狏犪犵犲犿狅狋犻犳犻狀

犎犃狅犳犃／犿犪犾犾犪狉犱／犎狌犪犱狅狀犵／犛／２００５

犎犃基因

犎犃ｇｅｎｅ

裂解位点区氨基酸序列

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａｔｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ

Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５ ＰＬＲＥＲＲＲＫ↓ＲＧＬＦ

犛犎犃犿 ＰＬＲＥＧ  ↓ＲＧＬＦ

↓．碱性裂解位点；．被删除的氨基酸；＿．突变的氨基酸

↓．Ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ；．Ｄｅｎｏｔｅｓｄｅｌｅｔｅｄａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓ；＿．Ａｍｉｍｏａｃｉｄｗｉｔｈｍｕｔａｎｔ

１．４　重组病毒的拯救

分为２个质粒组合进行重组病毒的拯救：第１

组为ｒＨ５Ｎ６／Ｆ，外部基因质粒为ｐＨＷＳＨＡｍ 和

ｐＨＷＥＮＡ，内部６基因质粒来自Ｆ株。第２组为

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ，犎犃质粒为ｐＨＷＳＨＡｍ，其余７个质粒

均来自Ｆ株。以没有ｐＨＷＳＨＡｍ的７个质粒组

合作为阴性对照，以Ｆ株的８个质粒作为阳性对

照［８］。ＣＯＳ１细胞置于３５ｍｍｄｉｓｈ中长至７０％～

８０％丰度，按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００操作指南进行转

染［６］。６ｈ后，向转染ｄｉｓｈ中添加ＴＰＣＫ胰酶。４８

ｈ后，取出转染ｄｉｓｈ置&７０℃，冻融１次，吹匀，取
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悬液接种１０日龄鸡胚，０．２ｍＬ·胚１。

１．５　拯救病毒的传代及基因测序鉴定

获救病毒在鸡胚上传代，尿囊液进行ＨＡ和ＨＩ

试验，并扩增犎犃、犖犃和犖犛基因用于测序验证。

１．６　重组病毒在鸡胚和 犕犇犆犓细胞的复制能力

鸡胚中病毒复制：用无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

对鉴定为阳性的获救病毒（ｒＨ５Ｎ６和ｒＨ５Ｎ２）第１

代尿囊液进行稀释。分别以相同的ＨＡ单位病毒稀

释液接种１０日龄ＳＰＦ鸡胚尿囊腔，置３５℃培养３ｄ

后取出，测定ＨＡ效价，收集尿囊液冻存于&７０℃，

用于ＥＩＤ５０的测定，计算方法参考ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法
［９］。

ＭＤＣＫ细胞中病毒复制：ＭＤＣＫ 细胞在１０％

ＤＭＥＭ中长至９０％～１００％时进行病毒接种。以无抗

生素无血清ＤＭＥＭ稀释尿囊液，用相同ＨＡ单位病毒

稀释液接种ＭＤＣＫ细胞单层，添加终浓度２μｇ·ｍＬ
１

ＴＰＣＫ胰酶，３５℃培养３ｄ后取出，测定ＨＡ效价，并

收集上清冻存于－７０℃，用于ＴＣＩＤ５０的测定
［９］。

１．７　重组病毒对鸡胚和鸡的致病力

对已知ＥＩＤ５０滴度的病毒尿囊液进行１０倍比稀

释，注射１０日龄ＳＰＦ鸡胚，每胚接种０．１ｍＬ。接种

后４８ｈ记录鸡胚死亡情况，以ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算

导致５０％鸡胚死亡的终点稀释度
［９］，获得鸡胚半数致

死剂量（ＥＬＤ５０）。另每组１０只ＳＰＦ鸡用于静脉致病

指数（ＩＶＰＩ）的测定，重组毒ｒＨ５Ｎ６／Ｆ、ｒＨ５Ｎ２／Ｆ和野

毒Ｓ株稀释后分别以相同标准剂量（１０６ＥＩＤ５０）静脉

接种，以无菌ＰＢＳ注射组作为阴性对照，观察１０ｄ，每

天记录发病和死亡情况，计算ＩＶＰＩ
［１０］。

１．８　抗原性及免疫保护分析

４０只７日龄Ｈ５禽流感血清阴性的麻鸭均分为

４组。第１、２组肌肉注射０．５ｍＬＰＢＳ，而第３、４组

肌肉注射０．５ｍＬ灭活油乳剂疫苗（ＯｉｌｒＨ５Ｎ６／Ｆ

和ＯｉｌｒＨ５Ｎ２／Ｆ），约５μｇＨＡ蛋白。第２～４组的

鸭在免疫后３周，分别采集血液样本分离血清，用于

ＨＩ试验，并以１０７ ＥＩＤ５０剂量的 Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａ

ｄｏｎｇ／Ｓ／２００５（Ｓ）毒株滴鼻点眼途径攻毒。第１组

鸭注射０．５ｍＬＰＢＳ作为阴性对照。观察发病和死

亡情况，至攻毒后１４ｄ。

同时以免疫后３周抗ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和ｒＨ５Ｎ２／Ｆ的

鸭血清与２００３－２００９年 Ｈ５亚型禽流感分离株及疫

苗参考株进行ＨＩ试验，分析重组病毒的抗原性。

２　结　果

２．１　病毒遗传及抗原性分析

高致病性禽流感（ＨＰＡＩＶ）Ｈ５Ｎ１病毒快速进

化，已经导致多种ｃｌａｄｅ型 Ｈ５Ｎ１病毒在我国出现。

遗传分析显示，Ｓ株 ＨＡ与其它ｃｌａｄｅ２．３．４病毒遗

传关系相近，表明其在ｃｌａｄｅ２．３．４病毒中具有很好

的遗传代表性（图１）。以Ｓ病毒灭活作为免疫原制

备的鸭血清，对２００３年至２００９年分离的不同禽源

Ｈ５Ｎ１病毒均有明显的血凝抑制效果，与ｃｌａｄｅ

２．３．４毒株及ＲＥ５抗原反应ＨＩ效价较高，在７ｌｏｇ２

以上；与ｃｌａｄｅ７毒株及ＲＥ４抗原反应 ＨＩ效价较

低，在５ｌｏｇ２ 以下。结果显示Ｓ株在ｃｌａｄｅ２．３．４毒

株中具有很好的抗原代表性（表２）。

表２　犛株及重组病毒的血凝抑制试验

犜犪犫犾犲２　犎犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犛犪狀犱狉犲犪狊狊狅狉狋犪狀狋狏犻狉狌狊犲狊

抗原ａ

Ａｎｔｉｇｅｎ

抗血清 Ａｎｔｉｓｅｒａ

ＡｎｔｉＳ ＡｎｔｉｒＨ５Ｎ６／Ｆ ＡｎｔｉｒＨ５Ｎ２／Ｆ

Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５ ８ ８ ８

ｒＨ５Ｎ６／Ｆ ８ ８ ８

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ ７ ８ ８

Ａ／Ｄｕｃｋ／Ａｎｈｕｉ／１／２００６（ＲＥ５） ８ ８ ８

Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／ｌｋ／２００５ ８ ８ ８

０１７４ ７ ７ ７

０３０１ ８ ７ ７

１２０９ ８ ８ ８

０９０９ ７ ７ ７

Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｘｉ／２／２００６（ＲＥ４） ５ ５ ４

Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｕａｄｏｎｇ／４／２００８ ３ ３ ３

ａ．ＲＥ４和ＲＥ５为疫苗参考株灭活抗原；ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和ｒＨ５Ｎ２／Ｆ为重组疫苗毒株；Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｓｈａｎｘｉ／２／２００６和 Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／
Ｈｕａｄｏｎｇ／４／２００８属于ｃｌａｄｅ７；其余６株为２００３—２００９年分离株，与Ａ／Ｄｕｃｋ／Ａｎｈｕｉ／１／２００６均属ｃｌａｄｅ２．３．４
ａ．ＲＥ４ａｎｄＲＥ５ｗｅｒｅｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｃｃｉｎｅｓ；ｒＨ５Ｎ６／ＦａｎｄｒＨ５Ｎ２／Ｆｗｅｒｅｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔｖｉｒｕｓｅｓ；Ａ／ｃｈｉｃｋ
ｅｎ／Ｓｈａｎｘｉ／２／２００６ａｎｄＡ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｈｕａｄｏｎｇ／４／２００８ｂｅｌｏｎｇｔｏｃｌａｄｅ７；ａｎｏｔｈｅｒ６ｓｔｒａｉｎｓｗｈｉｃｈｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ２００３ｔｏ２００９ａｎｄ
Ａ／Ｄｕｃｋ／Ａｎｈｕｉ／１／２００６ｂｅｌｏｎｇｔｏｃｌａｄｅ２．３．４
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黑色三角形（▲）表示用于构建疫苗株的供体野毒株。遗传发生树的是通过 ＭＥＧＡ４中Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ中的ｐｄｉｓｔａｎｃｅ模

式建立的［１１］

Ｃｌｏｓｅｄｔｒｉａｎｇｌｅ（▲）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｏｕｒｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｔｈａｔｕｓｅｄｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｖａｃｃｉｎｅｖｉｒｕｓｅｓ．Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｙｗｅｒｅｐｒｏｄｕｃｅｄ

ｂｙＮｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｔｈｅｐｄｉｓｔａｎｃｅｍｏｄｅｌｉｎＭＥＧＡ４
［１１］

图１　犃／犕犪犾犾犪狉犱／犎狌犪犱狅狀犵／犛／２００５与其它犎５犖１毒株犎犃基因构建的遗传进化树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犻狀犱犻犮犪狋犻狀犵狋犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狊狅犳犃／犕犪犾犾犪狉犱／犎狌犪犱狅狀犵／犛／２００５犎犃犵犲狀犲狋狅狅狋犺犲狉犎５犖１狏犻狉狌狊犲狊

２．２　狆犎犠犛犎犃犿和狆犎犠犈犖６表达载体的构建

Ｓ病毒的 ＨＡ裂解位点多个连续碱性氨基酸被

删除，单个碱性氨基酸Ｒ突变为Ｇ（表１）。Ｅ株的

Ｎ６片段经ＰＣＲ并测序鉴定正确。成功构建质粒

ｐＨＷＳＨＡｍ和ｐＨＷＥＮ６。

２．３　全禽源重组流感病毒的产生

转染上清接种ＳＰＦ鸡胚，ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和ｒＨ５Ｎ２／

Ｆ尿囊液 ＨＡ效价分别为９ｌｏｇ２ 和８ｌｏｇ２，ＨＩ试验
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呈Ｈ５亚型阳性（效价均为７ｌｏｇ２），Ｈ１、Ｈ３和 Ｈ９

亚型阴性。Ｆ／Ｈ９Ｎ２８质粒阳性对照产生预期

Ｈ９Ｎ２亚型病毒，７质粒阴性对照未检测到病毒产

生。ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和ｒＨ５Ｎ２／Ｆ阳性尿囊液在ＳＰＦ鸡

胚中连续传１０代，ＨＡ效价稳定。对２株重组病毒

第１０代 犎犃、犖犃 和犖犛 测序结果显示，全长基因

均未发生变化，来自预期供体病毒。

２．４　重组病毒在鸡胚和 犕犇犆犓细胞中的繁殖滴度

用不同的方法确定了重组病毒ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ在ＳＰＦ鸡胚和 ＭＤＣＫ细胞上的繁殖滴

度（表２）。２株重组病毒在鸡胚中均获得了较高的

ＨＡ效价和感染（ＥＩＤ５０）滴度。ＥＩＤ５０的结果表明，

ｒＨ５Ｎ６／Ｆ在鸡胚中的繁殖能力明显高于ｒＨ５Ｎ２／

Ｆ，已经达到鸡胚工业化生产的要求。在添加

ＴＰＣＫ胰酶的条件下，２株病毒均能够在 ＭＤＣＫ细

胞中繁殖，但 ＨＡ 效价比鸡胚中低。ＨＡ 效价和

ＴＣＩＤ５０结果均表明，２株病毒在 ＭＤＣＫ细胞上的繁

殖能力相似（表３）。

表３　重组病毒的血凝（犎犃）和感染滴度

犜犪犫犾犲３　犎犲犿犪犵犵犾狌狋犻狀犪狋犻狅狀犪狀犱犻狀犳犲犮狋犻狏犻狋狔狅犳狉犲犪狊狊狅狉狋犪狀狋狏犻狉狌狊犲狊

病毒

Ｖｉｒｕｓ

传代史

Ｐａｓｓａｇｅｈｉｓｔｏｒｙ
ａ

鸡胚

Ｅｇｇｓ
ｂ

ＭＤＣＫ细胞

ＭＤＣＫｃｅｌｌｓｂ

ＨＡ（ｌｏｇ２）
Ｌｏｇ１０

ＥＩＤ５０／ｍＬ±狊
ＨＡ（ｌｏｇ２）

Ｌｏｇ１０

ＴＣＩＤ５０／ｍＬ±狊

ｒＨ５Ｎ６／Ｆ Ｃ１Ｅ２ ９ ８．５３±０．１５ｃ ７ ７．４３±０．２１ｄ

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ Ｃ１Ｅ２ ８ ７．７±０．１ｃ ７ ７．３６±０．４５ｄ

ａ．Ｃ１Ｅ２：重组病毒通过ＣＯＳ１细胞拯救并在鸡胚上传２代；ｂ．用于病毒滴度测定的底物；ｃ．犘＜０．０１表示２株病毒的ＥＩＤ５０滴

度差异极显著；ｄ．表示２株病毒ＴＣＩＤ５０滴度差异不显著

ａ．Ｃ１Ｅ２：ｙｉｅｌｄｅｄｂｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣＯＳ１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｗｏｐａｓｓａｇｅｓｉｎｅｇｇｓ；ｂ．Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｕｓｅｄｆｏｒｔｉｔｒａｔｉｏｎ；ｃ．犘＜０．０１ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅ

ｓｐｏｎｄｉｎｇＥＩＤ５０ｔｉｔｅｒｓｏｆｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔｖｉｒｕｓｅｓ；
ｄ．犘＞０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＴＣＩＤ５０ｔｉｔｅｒｓｏｆｒｅａｓｓｏｒｔａｎｔｖｉｒｕｓｅｓ

２．５　疫苗毒株对鸡胚和犛犘犉鸡的致病性

高致病禽流感病毒通常可在２４～４８ｈ内致死

鸡胚。野生型病毒Ｓ株和２株重组病毒以不同稀释

度接种鸡胚后，显示在４８ｈ内，Ｓ株可使全部鸡胚

死亡，而重组病毒接种的鸡胚均未死亡。ＥＬＤ５０结

果见表４。

在ＩＶＰＩ试验中，野生型病毒Ｓ株组鸡在２ｄ内

全部发病死亡，而２株重组病毒组鸡在１０ｄ观察期

内未见明显发病，无鸡死亡（表４）。结果均表明２

株重组病毒相对于野生型Ｓ株毒力已经明显下降，

对ＳＰＦ鸡不致病。

２．６　重组病毒的抗原性及免疫保护效果

由于野生型Ｓ株对麻鸭是高致病性的
［１２］，作者

评价了以Ｓ株作为 犎犃 供体的重组病毒ｒＨ５Ｎ６／Ｆ

和ｒＨ５Ｎ２／Ｆ在鸭体内的免疫保护效果。在免疫后

２１ｄ，２种灭活疫苗免疫组鸭均显示了较高的抗体

滴度（表４）。

在攻毒后的１４ｄ观察期内，免疫组鸭均存活，

并未显示明显发病症状，但攻毒组鸭在４～５ｄ全部

死亡（表５）。以上结果显示，２株重组毒灭活疫苗在

麻鸭体内均有较好的免疫保护效果。

表４　病毒对鸡胚和犛犘犉鸡的致病力

犜犪犫犾犲４　犞犻狉狌犾犲狀犮犲犪狊狊犲狊狊犿犲狀狋狅犳狏犻狉狌狊犲狊犻狀犲犿犫狉狔狅狀犪狋犲犱

犮犺犻犮犽犲狀犲犵犵狊犪狀犱犮犺犻犮犽犲狀狊

病毒

Ｖｉｒｕｓ

ＥＬＤ５０

（ｌｏｇ１０ＥＩＤ５０／ｍＬ）
ＩＶＰＩ

Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５ ＜－１．７ ３．０

ｒＨ５Ｎ６／Ｆ ＞６．７ ０

ｒＨ５Ｎ２／Ｆ ＞５．８ ０

　　以重组病毒ｒＨ５Ｎ６／Ｆ和ｒＨ５Ｎ２／Ｆ为免疫原

制备的鸭血清，对２００３至２００９年 Ｈ５分离株进行

血凝抑制试验，显示重组病毒与ｃｌａｄｅ２．３．４及ＲＥ

５的反应滴度较高，在７ｌｏｇ２ 以上；与ｃｌａｄｅ７毒株

及ＲＥ４的反应滴度较低，不高于５ｌｏｇ２（表２）。结

果表明，２株重组病毒在ｃｌａｄｅ２．３．４毒株中具有很

好的抗原代表性。

９８６
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表５　重组病毒灭活疫苗在鸭体内的免疫保护效果

犜犪犫犾犲５　犘狉狅狋犲犮狋犻狏犲犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳狉犲犪狊狊狅狉狋犪狀狋狏犻狉狌狊犲狊狏犪犮犮犻狀犲犻狀犱狌犮犽狊

分组ａ

Ｇｒｏｕｐ

ＨＩ滴度（ｌｏｇ２±狊）
ｂ

ＨＩｔｉｔｅｒａｇａｉｎｓｔＳ（ｌｏｇ２±狊）

存活数／总数（ｄｐｃ）
ｃ

Ｓｕｒｖｉｖａｌ／ｔｏｔａｌ（ｄｐｃ）

ＯｉｌｒＨ５Ｎ６／ＦＣ ６．６±０．８４ １０／１０

ＯｉｌｒＨ５Ｎ２／ＦＣ ６．３±０．４８ １０／１０

ＰＢＳＣ ０ ０／１０（４５）

ａ．Ｃ：Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５（Ｈ５Ｎ１，Ｓ，ｃｌａｄｅ２．３．４）毒株以１０
７ＥＩＤ５０的剂量攻毒；

ｂ．免疫后３周，以Ｓ株为抗原，采集每

组１０只鸭的血清用于 ＨＩ检测；ｃ．ｄｐｃ：攻毒后时间（ｄ）

ａ．Ｃ：ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈ１０
７ＥＩＤ５０Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｈｕａｄｏｎｇ／Ｓ／２００５（Ｈ５Ｎ１，Ｓ，ｃｌａｄｅ２．３．４）；

ｂ．Ｓｅｒａｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ１０ｄｕｃｋｓａｔ３

ｗｅｅｋｓｐ．ｖ．ｆｏｒＨＩａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；ｃ．ｄｐｃ：ｄａｙｓｐｏｓｔｃｈａｌｌｅｎｇｅ

３　讨　论

Ｈ５Ｎ１亚型禽流感在世界范围内对养禽业造成

了重大经济损失。病毒在不同地区向不同方向进

化，在我国家养和野生禽类中存在多种ｃｌａｄｅ型的

Ｈ５Ｎ１亚型禽流感
［１３１４］，而南方地区流行的 Ｈ５亚

型流感病毒主要为ｃｌａｄｅ２．３．４
［１５］。因为遗传关系

的变化常常与病毒的抗原变化相关［１６］，所以遗传进

化分析对于疫苗株的选择是很关键的。本研究选择

的犎犃供体毒株Ｓ株在ｃｌａｄｅ２．３．４Ｈ５Ｎ１流感病

毒中具有很好的遗传和抗原代表性，保证了构建的

重组病毒灭活疫苗与ｃｌａｄｅ２．３．４Ｈ５Ｎ１流感病毒

具有很好的抗原匹配性。

免疫使用的疫苗株ｒＨ５Ｎ２和ｒＨ５Ｎ６与流行的

野毒株 ＨＡ同源，但ＮＡ亚型不同。血清学监测时

若发现与疫苗株ＮＡ亚型不同，可证明为自然感染。

１６种ＨＡ亚型和９种ＮＡ亚型可以通过血清学方

法区别。理论上，ＨＡ和 ＮＡ可以发生任意形式的

组合，最多可达１４４种，但是有一些偏好性的组合发

生的频率比其它组合（如Ｈ５Ｎ２或Ｈ５Ｎ６）高。虽然

ＨＡ和ＮＡ的抗体都具有保护作用，但是 ＨＡ的抗

体是最重要的。疫苗仅有与野毒株同源的 ＨＡ就

具有保护作用。因此，含有异源ＮＡ的标准灭活佐

剂疫苗也有效。例如，免疫ｒＨ５Ｎ６疫苗，血清学监

测到Ｎ６的抗体，就证明禽群是经过免疫接种了，若

监测到Ｎ１的抗体就说明感染了野毒株。目前，反

向遗传技术是一种产生此种ＮＡ分子标记疫苗株的

有效方法，可以方便快捷地产生与野毒株 ＨＡ相同

但ＮＡ不同的重组病毒。引入ＮＡ分子标记的ＤＩ

ＶＡ（ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇＩｎｆｅｃｔｅｄｆｒｏｍＶａｃｃｉｎａｔｅｄＡｎｉ

ｍａｌｓ）疫苗也有缺点，其中主要的问题是目前针对

ＮＡ的血清学试验以胎球蛋白（Ｆｅｔｕｉｎ）作底物
［１７］，

还不够敏感。但最近改进的神经氨酸酶抑制（ＮＩ）

试验以２′（４甲基伞形酮）αｄＮ乙酰神经氨酸

（ＭＵＮＡＮＡ）（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．）作为底物，

可以提高ＮＩ试验的敏感性
［１８］。

疫苗毒株在生产系统中的繁殖性能决定了最终

有效抗原蛋白的产量，因此，疫苗株应具有良好的繁

殖能力。２株重组病毒ｒＨ５Ｎ６和ｒＨ５Ｎ２在鸡胚和

ＭＤＣＫ细胞均获得了较高的滴度，具有应用于鸡胚

或 ＭＤＣＫ细胞病毒生产系统的潜力。ｒＨ５Ｎ６的在

ＳＰＦ鸡胚中的滴度高于ｒＨ５Ｎ２。所以，ｒＨ５Ｎ６具

有更好的市场应用价值。有报道指出流感病毒 ＨＡ

和ＮＡ功能的平衡性决定了其在鸡胚中的繁殖能

力［１９］，推测在重组病毒中，致弱的ＳＨＡｍ与ＥＮ６

的功能平衡性比ＦＮ２更好，获得了更高的鸡胚繁

殖滴度。

相对于母本野毒株，疫苗候选株需要对动物具

有减毒的特征。作者对重组病毒的 犎犃 基因进行

了裂解位点的修饰，缺失了病毒系统性复制所必需

的４个碱性氨基酸，使其裂解位点呈低致病性禽流

感的特征。鸡胚致病力试验显示，若不以较高的病

毒剂量注射鸡胚，重组病毒并不致死鸡胚。根据

ＯＩＥ的标准，重组病毒对ＳＰＦ鸡的致病力（ＩＶＰＩ）为

０。以上结果均表明，２株重组病毒均符合低致病性

禽流感病毒的分类标准。

重组病毒ｒＨ５Ｎ６和ｒＨ５Ｎ２在免疫鸭后采集的

抗血清与母本Ｓ株和重组病毒的 ＨＩ滴度相似，表

明，重组病毒保留了母本病毒的抗原性。此外，针对

重组病毒的抗血清同样可以很好地中和其它

ｃｌａｄｅ２．３．４Ｈ５Ｎ１亚型禽流感病毒（表２），显示了重

组病毒具有很好的抗原代表性。

散养水禽与野鸟、陆生家禽以及哺乳动物的接

０９６
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触机会较多。因此，水禽在从野鸟向陆生家禽和哺

乳动物传播病毒的过程中发挥了重要的作用。我国

的水禽饲养量很大，Ｈ５Ｎ１流感病毒也已经在我国

南方的健康鸭体内存在了多年［２］。有报道指出，近

年来分离的许多 Ｈ５Ｎ１毒株对鸭有致死性
［２０］。因

此，对家养水禽的免疫接种对于控制并消除 Ｈ５Ｎ１

禽流感在动物和人类中的传播均有重要意义。在鸭

体内的免疫保护试验显示，经灭活重组病毒疫苗免

疫的鸭，能够完全抵抗高致病野毒株的攻击，为防控

Ｈ５Ｎ１亚型水禽流感提供疫苗候选株。
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