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Ｈ５Ｎ１高致病性禽流感病毒 ＨＡ基因
在昆虫细胞中的表达及免疫原性
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　　摘要：用昆虫杆状病毒表达系统表达了高致病性禽流感Ｈ５Ｎ１ＨＡ蛋白，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，ＨＡ
蛋白表达分子量约为７０ｋｕ；将ＨＡ蛋白制成油乳液，免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，免疫３次后，收集血清，以血凝抑制试验（ＨＩ）
和血清ＩｇＧ抗体酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）评估体液免疫，酶联免疫斑点试验（ＥＬＩＳＰＯＴ）评估细胞免疫。试验结果表
明：重组ＨＡ蛋白组和全病毒灭活疫苗组免疫小鼠后，血清中和抗体效价及 ＥＬＩＳＡＩｇＧ效价均显著高于 ＰＢＳ组，重组
ＨＡ蛋白组和全病毒灭活疫苗组之间差异不显著。ＥＬＩＳＰＯＴ试验数据显示，重组ＨＡ蛋白组和全病毒灭活疫苗组小鼠
脾单个核细胞分泌ＩＦＮ－γ和ＩＬ－４细胞数量显著高于ＰＢＳ组，而重组ＨＡ蛋白组和全病毒灭活疫苗组之间差异不显
著。用昆虫杆状病毒表达系统表达Ｈ５Ｎ１ＨＡ蛋白制成油乳液能诱导体液免疫和细胞免疫，能为预防高致病性禽流感
Ｈ５Ｎ１候选疫苗的筛选提供依据。
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　　禽流感（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ）是由禽流感病毒（ａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）引起的一种禽类传染病，其中高致病性禽流感
（ｈｉｇｈｐａｔｈｏｇｅｎｉｃａｖｉａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａ，ＨＰＡＩ）Ｈ５Ｎ１亚型更是养禽业

的一大灾难性疾病，不仅给养禽业带来了巨大的经济损失；同

时，它正在突破种间屏障，引起人类感染，从病禽直接感染人

类病死率高达６０％［１］，给公共卫生带来威胁。可通过减少禽

对禽的传播以及禽对人类的传播，并进行有效的免疫来保护

养禽业的健康发展［２］。预防Ｈ５Ｎ１高致病性禽流感的传统疫
苗是由鸡胚生产的。然而这种方法生产疫苗存在很大的风

险，如由于病毒致死鸡胚而影响疫苗生产［３］。另外，高致病

性禽流感的疫苗生产和处理需要生物安全三级实验室［４］。

因此，寻找一种可以替代传统疫苗而又高效安全的疫苗就成
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了当务之急。

血凝素蛋白（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）是禽流感病毒最重要的
结构蛋白，在病毒吸附、穿膜及决定病毒的宿主特异性和致病

力方面均起着关键的作用［５］。ＨＡ蛋白也是 ＡＩＶ诱导保护性
免疫的主要抗原，它刺激机体所产生的抗体可以中和病毒、抵

抗感染［６－７］。因此，ＨＡ蛋白成为发展亚单位疫苗的首选［８］。

当流感疫情发生时，只要分离到流行毒株，进行ＨＡ基因测序
就可以进行序列合成并表达蛋白，这种方式周期短、产量高，

将在流感疫情高发时代替传统疫苗进行快速有效地控制病症

的流行。

本试验选用Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ昆虫杆状病毒表达系统进行
重组ＨＡ蛋白表达，用表达的ＨＡ蛋白和Ｈ５Ｎ１禽流感全病毒
灭活疫苗进行体液免疫和细胞免疫评估，为今后研制快速、高

效、安全的Ｈ５Ｎ１禽流感疫苗提供有效的依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株与质粒　Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α菌种（笔者所在实验室保
存）；Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ１０Ｂａｃ菌种、ｐＦａｓｔｂａｃＤｕａｌ质粒、Ｓｆ９昆虫细胞、
ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡ Ｒｅａｇｅｎｔ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｐＭＤ－１８Ｔ载体、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶均购自
ＴａＫａＲａ公司；ｓｆ９００Ⅱ ＳＦＭ、ＧｒａｃｅｓＩｎｓｅｃｔＣｅｌｌＣｕｌｔｕｒｅＭｅｄｉ
ｕｍ购自 ＧＩＢＣＯ公司；质粒提取试剂盒购自天根生物工程公
司；ＤＮＡ胶回收试剂盒、预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司；显影液定影液购自碧云天生物技术研究所；ＥＣＬ显色
液、ＤＡＢ显色液均购自ＢＢＩ公司；Ｈ５Ｎ１高致病性禽流感高免
血清购自广东温氏研究院；ＨＲＰ标记的兔抗鸡 ＩｇＧ购自 ＫＰＬ
公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．１．２　试验动物　６周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（体质量 １６～
１８ｇ／只）购自中山大学实验动物中心。
１．１．３　阳性对照疫苗　本研究免疫组用的阳性对照为肇庆
大华农生物药品有限公司生产的重组禽流感病毒灭活疫苗

Ｈ５Ｎ１亚型，Ｒｅ－５，兽药生字（２００６）１９００２２０９８；证书编号：
（２００７）兽药ＧＭＰ证字１７８号。
１．２　试验方法
１．２．１　ＨＡ基因的获得　参照ＧｅｎＢａｎｋ中注册的禽流感病毒
Ａ／ｇｏｏｓｅ／ＧＤ／９６（Ｈ５Ｎ１）毒株（序列号 ＨＡ：ＮＣ＿００７３６２．１），将
ＨＡ基因送去Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行核苷酸序列合成。根据合成
的序列设计用以扩增 ＨＡ基因的特异性引物，其中上游引物
Ｈ５Ｎ１－ＨＡ－Ｆ：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＧＡＧＡＡＡＡＴＡＧＴＧＣ－
３′（含 ＢａｍＨⅠ酶切位点）；下游引物 Ｈ５Ｎ１－ＨＡ－Ｒ：５′－
ＣＣＧＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＡＴＧＣＡＡＡＴＴＣＴＧ－３′（含 ＳａｌⅠ酶切位
点）。ＰＣＲ扩增体系为 ５０μＬ，其中 ５×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，
ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，模板１μＬ，引物各１μＬ，Ｔａｑ酶
０．５μＬ，灭菌双蒸水补至 ５０μＬ。纯化的 ＰＣＲ产物经
ＢａｍＨⅠ 和ＳａｌⅠ双酶切，连接至经相同限制性内切酶酶切的
质粒ｐＦａｓｔｂａｃＤｕａｌ，转化ＤＨ５α感受态细胞。酶切鉴定后，筛
选出 重 组 质 粒 ｐＦａｓｔｂａｃＤｕａｌ－ＨＡ。将 阳 性 重 组 质 粒
ｐＦａｓｔｂａｃＤｕａｌ－ＨＡ转化ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，通过蓝白斑筛
选和ＰＣＲ鉴定后，抽提重组杆粒 ｒＢａｃｍｉｄ－ＨＡ，ＰＣＲ鉴定时
使用的通用序列参照 Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病毒表达系统使用

手册。所有引物均由上海生物工程有限公司合成。

１．２．２　重组蛋白 ＨＡ的表达　重组的 ｒＢａｃｍｉｄ－ＨＡ通过
ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡｒｅａｇｅｎｔ转染进昆虫细胞 Ｓｆ９。将 Ｓｆ９细胞置于含
有１０％ ＦＢＳ（胎牛血清）的 Ｇｒａｃｅ昆虫细胞培养基，２８℃孵
育。当６孔板中每孔细胞浓度为１×１０６个／ｍＬ时，让其吸附
１ｈ。将 １μｇｒＢａｃｍｉｄ－ＨＡ（Ｂａｃｍｉｄ空杆粒作为阴性对照）溶
于１００μＬ不完全培养基中（不含血清或双抗的 Ｇｒａｃｅ培养
基）；将５μＬＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎ溶于１００μＬ不完全培养基；两者混合
均匀在室温孵育１５～４５ｍｉｎ后加入Ｓｆ９细胞，２８℃孵育５ｈ，
弃去转染培养基，加入新鲜培养基。当细胞出现明显病变后

（第 １代约需４ｄ），收集含病毒的培养上清，即为第一代重组
病毒，记为Ｐ１。Ｐ１代病毒种子液量少、效价低，用 Ｐ１继续感
染Ｓｆ９细胞产生效价高的 Ｐ２种子液。Ｐ２代病毒液感染细胞
后，收集感染７２ｈ后的细胞培养上清直接用于后续检测。细
胞用ＰＢＳ（磷酸盐缓冲液）洗３次，经３次反复冻融后超声破
碎，然后在４℃、１２０００ｇ条件下离心１０ｍｉｎ，取上清，用１２％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺）胶进行蛋白电
泳检测。

１．２．３　表达产物的鉴定　将 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳中得到的蛋
白用半干法转至ＰＶＤＦ（聚偏二氟乙烯）膜上，含３％ＢＳＡ（牛
血清白蛋白）封闭；１∶１０００的Ｈ５Ｎ１禽流感高免血清作为一
抗，１∶５０００的ＨＲＰ标记的兔抗鸡 ＩｇＧ作为二抗，用 ＥＣＬ进
行显色。

１．２．４　间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）　通过间接免疫荧光试验
观察重组蛋白在 Ｓｆ９细胞的表达及定位。在 ６孔板中以
１×１０６个／ｍＬ的浓度接种Ｓｆ９细胞，贴壁２ｈ后，接种约０．５
个ＭＯＩ（病毒感染复数）的重组杆状病毒上清。感染４８ｈ后，
用ＰＢＳ清洗细胞３次；用４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗细胞３次；用预冷的１００％甲醇（４℃）处理１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗３次；３％ ＢＳＡ室温封闭１ｈ，ＰＢＳ清洗３次；以 Ｈ５亚型免
疫阳性血清为一抗（１∶２００），３７℃ 孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗细胞３
次；用１∶１０００倍稀释的 ＦＩＴＣ（异硫氰酸荧光素）标记的荧
光二抗，３７℃避光孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗细胞３次；置于荧光显
微镜下拍照。

１．２．５　油乳液疫苗的制备　将定量后的细胞破碎液与油乳剂
按２∶１体积混合，高速匀浆，获得的油乳剂疫苗４℃保存备用。
１．２．６　动物分组与免疫试验　选取体质量１６～１８ｇ的６周
龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠随机分成３组，分别为重组 ＨＡ蛋白组、
Ｈ５Ｎ１禽流感灭活疫苗组和 ＰＢＳ组（阴性对照），每组１０只。
采用颈部皮下多点注射，从６周龄开始进行免疫，此后每间隔
１４ｄ加强免疫１次，共免疫３次，每次免疫剂量为１０μｇ／只，以
ＨＡ蛋白含量为标准。３次免疫后，每组随机取５只试验小鼠，
眼球取血，室温下分离血清，用 ＨＩ和 ＥＬＩＳＡ方法检测 Ｈ５Ｎ１
抗体水平。每个试验组随机取３只小鼠，取脾脏，用淋巴细胞
分离液分离脾淋巴细胞，进行酶联免疫斑点试验（ＥＬＩＳＰＯＴ），
检测分泌ＩＦＮ－γ与ＩＬ－４细胞因子的细胞数量。
１．２．７　血凝抑制试验（ＨＩ试验）　参照《国家流感中心标准
操作规程》中的“流感／禽流感病毒血凝抑制试验（ＨＩ）操作细
则”进行操作。

１．２．８　间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＩｇＧ抗体　采
用棋盘法确定最佳的抗原包被浓度、血清稀释度。用
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１００μＬ／孔包被９６孔板，用１％ＢＳＡ封闭，加入用０．１％ ＢＳＡ
稀释的待检血清于上述已包被的反应孔中，充分洗涤后，加入

１∶１００００的ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ抗体，在酶标仪上读取
４５０ｎｍ下的吸光度（Ｄ４５０ｎｍ）。
１．２．９　酶联免疫吸附斑点试验　按达科为生物公司“酶联
免疫吸附斑点试验操作细则”进行操作，将 ＥＬＩＳＰＯＴ板斑点
计数，并将重组ＨＡ蛋白组、全病毒灭活疫苗组及ＰＢＳ组分别
作数据间的ｔ检验，进行统计学分析。

２　结果与分析

２．１　ＨＡ基因的克隆
以合成的 Ａ／ｄｕｃｋ／Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ／２２／２００２（Ｈ５Ｎ１）禽流感

ＨＡ基因为模板，进行 ＰＣＲ扩增，将 ＨＡ的 ＰＣＲ产物和
ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ经ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ双酶切后，回收并连接，连接
产物转化ＤＨ５α感受态细胞，经琼脂糖凝胶电泳检测及测序，
获得扩增产物大小为１７０７ｂｐ，与预计扩增片段长度相符合
（图１），表明已筛选出重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ－ＨＡ。

２．２　重组杆粒构建
将重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ－ＨＡ转化到ＤＨ１０Ｂａｃ中，通过

庆大霉素、卡那霉素、四环素３种抗性和Ｂｌｕｅ－Ｇａｌ蓝白斑筛选
得到阳性单菌落克隆，提取杆粒ｒＢａｃｍｉｄ－ＨＡ，用特异性引物
Ｍ１３通过ＰＣＲ鉴定重组杆状病毒，与预期结果一致（图２）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定重组ＨＡ蛋白的表达
将ｒＢａｃｍｉｄ－ＨＡ病毒种子液以１倍感染复数（ＭＯＩ＝１）

接种Ｓｆ９昆虫细胞，收集７２ｈ后的细胞培养上清，超声破碎，
进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，一抗为 Ｈ５Ｎ１亚型禽流感高免血清，
二抗为ＨＲＰ标记的兔抗鸡ＩｇＧ，以野生杆状病毒表达蛋白作
为对照。如图３所示，出现分子量约７０ｋｕ的单一多肽，证明
重组杆状病毒表达了 ＨＡ蛋白。在昆虫细胞中，重组 ＨＡ蛋
白没有裂解为ＨＡ１和ＨＡ２亚基。
２．４　间接免疫荧光结果

重组杆状病毒感染 Ｓｆ９细胞４８ｈ后进行 ＩＦＡ，从而鉴定
及定位重组ＨＡ蛋白的表达，结果显示，重组蛋白高效表达于
细胞表面（图４）。

２．５　体液免疫
２．５．１　免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠血清中ＨＩ效价　用重组的 ＨＡ蛋
白油乳液、全病毒灭活疫苗和ＰＢＳ免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，检测３
免后小鼠血清中ＨＩ效价。结果显示，免疫重组ＨＡ蛋白组和
全病毒灭活疫苗组显著高于 ＰＢＳ对照组，而重组 ＨＡ蛋白组
和全病毒灭活疫苗组差异不显著（图５－Ａ）。
２．５．２　免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠血清中 ＩｇＧ抗体水平检测　用间
接ＥＬＩＳＡ检测ＢＡＬＢ／ｃ小鼠血清中ＩｇＧ抗体，结果显示，重组
ＨＡ蛋白组与全病毒灭活疫苗组ＩｇＧ抗体均有升高，两者显著
高于ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５），重组 ＨＡ蛋白组与全病毒灭活疫苗
组差异不显著（图５－Ｂ）。
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２．６　免疫小鼠脾淋巴细胞中分泌细胞因子ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－４
检测

用大肠杆菌ＢＬ２１表达的ＨＡ蛋白作抗原，刺激３次免疫
后小鼠脾淋巴细胞，通过 ＥＬＩＳＰＯＴ技术对产生的细胞因子
ＩＦＮ－γ和ＩＬ－４进行检测。结果显示，重组 ＨＡ蛋白组和全
病毒灭活疫苗组脾淋巴细胞经刺激后分泌细胞因子 ＩＦＮ－γ
和ＩＬ－４的细胞数量均显著高于 ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５），但重组
ＨＡ蛋白组和全病毒灭活疫苗组之间差异不显著（图６）。

３　结论与讨论

Ｈ５Ｎ１型高致病性禽流感病毒在世界范围内分布广、危
害性大，不仅造成了养禽业的巨大损失，也影响到人类健康和

安全。目前，尚无特效药物用于临床治疗，接种疫苗是预防和

控制该病发生的主要手段和途径。传统疫苗用鸡胚生产，生

产周期长、生物安全性要求高，无法应对流感病毒的大范围流

行。本研究用昆虫杆状病毒表达系统生产的重组 ＨＡ蛋白，
表达效率高、周期短、生物安全性好。ＨＩ试验结果显示：重组
ＨＡ蛋白与全病毒灭活苗免疫产生的效价相一致，ＨＩ效价的
高低与攻毒免疫保护有直接的相关［９－１５］，ＨＩ效价越高对禽流
感病毒感染的保护效果越好，保护的时间越长；ＥＬＩＳＡ结果表
明：重组ＨＡ蛋白的 ＩｇＧ抗体与全病毒灭活疫苗之间无显著
差别；ＥＬＩＳＰＯＴ试验结果表明：重组ＨＡ蛋白组可诱导产生强
烈的细胞免疫应答，有利于机体对感染病毒和细胞的直接杀

伤，从而快速清除机体内的病毒。

本试验从通过获得Ｈ５Ｎ１ＨＡ基因序列到转染昆虫细胞，
进行ＨＡ蛋白高效表达（分子量约７０ｋｕ），以及感染细胞裂
解，制备油乳液，全部过程只用了约３０ｄ；通过 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
免疫，刺激机体产生较强的体液免疫和细胞免疫反应，为禽流

感基因工程亚单位疫苗的研发奠定了基础。
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