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研究报告

季节性流感疫苗免疫血清与 Ｈ７Ｎ９
禽流感病毒交叉反应

吕　 琦，鲍琳琳，许黎黎，邓　 巍，李枫棣，袁　 静，于　 品，姚艳丰，秦　 川

（中国医学科学院，北京协和医学院，医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 分析接种季节性流感疫苗人群是否具有对新发 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒具有交叉保护，并反向检测

了雪貂产生 Ｈ７Ｎ９ 抗血清与 Ｈ１ ／ Ｈ３ ／ Ｈ５ 不同亚型流感病毒的免疫反应。 方法　 利用血凝抑制试验和微量中和实

验检测疫苗免疫后人群转阳血清对 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １（Ｈ７Ｎ９）病毒中和作用及雪貂 Ｈ７Ｎ９ 抗血清与 Ａ ／ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ／ ０７ ／ ２００９
（Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ ＰＲ ／ ８ ／ ３４ （Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ５９ ／ ２００７ （Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ １０ ／ ２００７ （Ｈ３Ｎ２）、Ａ ／ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ／ ４０６Ｈ ／ ２００６
（Ｈ５Ｎ１）和 Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １２０３ ／ ２００４（Ｈ５Ｎ１）等不同亚型病毒的中和作用。 结果　 季节性流感疫苗受众者转阳血清与

Ｈ７Ｎ９ 病毒反应 ＨＩ 及中和抗体反应均为阴性，雪貂 Ｈ７Ｎ９ 抗血清与 Ｈ１ ／ Ｈ３ ／ Ｈ５ 不同亚型流感病毒反应 ＨＩ 及中和

抗体反应均为阴性。 结论　 季节性流感疫苗接种人群不具有对新发 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒交叉保护，并且反向验证了

Ｈ７Ｎ９ 病毒抗血清与 Ｈ１ ／ Ｈ３ ／ Ｈ５ 亚型流感病毒亦无交叉免疫反应。
【关键词】 　 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒； 季节性流感疫苗； 交叉免疫保护
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　 　 ２０１３ 年 ３ 月底在上海和安徽两地，爆发了

Ｈ７Ｎ９ 亚型感染人的情况，为该亚型病毒全球首次

出现。 大多数病人出现呼吸道感染，重症肺炎和呼

吸困难的症状，病死率高达 ３０％ ，至今尚无有效疫

苗［１ － ３］。 一旦该病毒获得了人际间传播的能力，必
将引起流感大流行。 Ｈ７Ｎ９ 疫苗的研制尚需时日，
探讨目前使用的季节性流感疫苗是否与 Ｈ７Ｎ９ 病毒

存在交叉变得很有必要。
为评价季流疫苗对 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒的保护性，

我们于本所内招募志愿者 ２０ 位接种流感疫苗，体外

评价疫苗对 Ｈ７Ｎ９ 病毒的保护性。 同时，为了得到

Ｈ７Ｎ９ 流感病毒更广泛免疫反应，我们又将 Ｈ７Ｎ９ 流

感病毒感染雪貂制备抗血清与不同亚型病毒反应，
进行了血清交叉免疫研究。

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 病毒

流感病毒 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ （Ｈ７Ｎ９），由中国疾

病预防控制中心病毒病预防控制研究所提供。 其

他流感病毒由 ＷＨＯ 惠赠， Ａ ／ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ／ ０７ ／ ２００９
（Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ ＰＲ ／ ８ ／ ３４ （Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ５９ ／ ２００７
（ Ｈ１Ｎ１ ）、 Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ １０ ／ ２００７ （ Ｈ３Ｎ２ ）、 Ａ ／
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ／ ４０６Ｈ ／ ２００６ （ Ｈ５Ｎ１ ） 和 Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １２０３ ／
２００４（ Ｈ５Ｎ１ ） 经无特殊病原体 （ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅ， ＳＰＦ） 鸡胚增殖后收集病毒尿囊液。 － ８０℃储

存备用，实验均在 ＡＢＳＬ⁃３ 实验室（注册号：ＣＮＡＳ
ＢＬ００１０）中进行。
１ １ ２　 动物

去势雪貂 １ 只，６ 月龄，９００ ｇ（本所繁殖）。 实

验前进行血清学检查，血清反应均为阴性方可实验。
１ １ ３　 疫苗

季节性流感病毒裂解疫苗（２０１２ ～ ２０１３ 年）购
自 Ｇｌａｘｏ ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ。 该疫苗通过诱导针对表面抗

原 ＨＡ 的中和抗体发挥保护作用。 此疫苗包含两种

甲型流感病毒（Ｈ１Ｎ１ 和 Ｈ３Ｎ２）和一种乙型流感病

毒的三价亚单位疫苗。
１ １ ４　 志愿者信息

招募志愿者共 ２０ 人，年龄 ２５ ～ ４５ 岁，男女性别

比 ２∶ １，同一地区生活。

１ ２　 方法

１ ２ １　 免疫

按说明书给于志愿者免疫，间隔 １４ ｄ 后加强免

疫一次，末次免疫后 １４ ｄ 静脉取血，血清 ＲＤＥ 处

理，用于测定对同型流感病毒 Ａ ／ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ／ ０７ ／ ２００９
（Ｈ１Ｎ１）及异型流感病毒 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １（Ｈ７Ｎ９）的血凝

抑制抗体效价和中和抗体效价。
１ ２ １ １　 血凝抑制试验（ＨＩ）

使用 ０ ５％ 的火鸡血进行小鼠血清 ＨＩ 实验。
按照 ＯＩＥ（Ｗｏｒｌｄ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ）颁布

的标准 ＨＩ 测定方法测定收集的血清对流感病毒血

凝抑制效价。
１ ２ １ ２　 微量中和试验（ＮＴ）

血清倍比稀释， ４ 个复孔，加入等体积 １００
ＴＣＩＤ５０病毒混合，３７℃孵育 １ ｈ 后移入 ＭＤＣＫ 细胞

中，３７℃孵育 ７２ ｈ；火鸡血测定凝血活性，以此判定

细胞是否被感染。 血球下流孔为中和抗体阳性，抗
体效价按照 Ｒｅｅｄ ａｎｄ Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算。
１ ２ ２　 雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 病毒及血清采集

实验在 ＡＢＳＬ⁃３ 实验室中进行。 雪貂采用兽用

氯胺酮 ０ １ ｍＬ ／ ｋｇ 轻度麻醉，将 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １（Ｈ７Ｎ９）
病毒株以 １０８ＴＣＩＤ５０ 滴鼻感染，雪貂鼻孔内均匀滴

入 ５００ μＬ 病毒液。 独立送风隔离笼具中正常饲养。
感染 １４ ｄ 后心脏取血，血清 ＲＤＥ 处理，测定 Ｈ７Ｎ９
血凝抗体效价。
１ ２ ３　 Ｈ７Ｎ９ 雪貂抗血清与 Ｈ１ ／ Ｈ３ ／ Ｈ５ 亚型流感

病毒交叉免疫反应

测定雪貂 Ｈ７Ｎ９ 转阳抗血清与 Ａ ／ ＰＲ ／ ８ ／ ３４
（ Ｈ１Ｎ１ ）、 Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ５９ ／ ２００７ （ Ｈ１Ｎ１ ）、 Ａ ／
Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ １０ ／ ２００７ （Ｈ３Ｎ２）、Ａ ／ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ／ ４０６Ｈ ／ ２００６
（Ｈ５Ｎ１） 和 Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １２０３ ／ ２００４ （Ｈ５Ｎ１） 等不同

亚型病毒血凝抑制抗体效价和中和抗体效价。

２　 结果

２ １　 免疫后人群血清对同型 Ｈ１Ｎ１ 与异型 Ｈ７Ｎ９
流感病毒的血凝抗体效价和中和抗体效价

末次免疫 １４ｄ 后受众者静脉取血，血清处理后，
对同型流感病毒 Ａ ／ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ／ ０７ ／ ２００９（Ｈ１Ｎ１）血凝

抗体效价均在 ８０ 以上，中和抗体效价均在 ２５６ 以

上；对异型流感病毒 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １（Ｈ７Ｎ９）血凝抗体反
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应均为阴性，中和抗体反应均为阴性。
２ ２　 雪貂抗血清 ＨＩ 抗体效价测定

Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ Ｈ７Ｎ９ 病毒株以 １０８ＴＣＩＤ５０ 滴鼻感

染雪貂，１４ ｄ 后心脏取血，血清处理测定对 Ｈ７Ｎ９ 流

感病毒抗体抗体效价为 ６４０。
２ ３　 雪貂抗血清对 Ｈ１ ／ Ｈ３ ／ Ｈ５ 亚型流感病毒血凝

抑制抗体效价和中和抗体效价的测定

将雪貂 Ｈ７Ｎ９ 抗血清与 Ａ ／ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ／ ０７ ／ ２００９
（Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ５９ ／ ２００７（Ｈ１Ｎ１）、Ａ ／ Ｂｒｉｓｂａｎｅ ／
１０ ／ ２００７（Ｈ３Ｎ２）、Ａ ／ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ／ ４０６Ｈ ／ ２００６（Ｈ５Ｎ１）、
Ａ ／ Ｖｉｅｔｎａｍ ／ １２０３ ／ ２００４ （ Ｈ５Ｎ１ ） 和 Ａ ／ ＰＲ ／ ８ ／ ３４
（Ｈ１Ｎ１）不同亚型流感病毒反应，检测 ＨＩ 抗体效价

和中和抗体效价，结果显示抗体反应均为阴性。

３　 讨论

Ｈ７Ｎ９ 流感病毒是首次发现感染人的新亚型禽

流感病毒，病死率高达 ３０％ ，至今尚无有效疫苗，人
群对此病毒也缺乏免疫力，一旦病毒通过进化具有

了人际传播的可能性，必将引起流感大流行［１］。 那

么现有季节性流感疫苗能否防御此病毒就凸显重

要。 于是本研究招募志愿者接种季流疫苗，分离转

阳血清，体外测定疫苗抗 Ｈ７Ｎ９ 病毒作用，血凝抑制

及中和试验得出受众者转阳血清中无 Ｈ７Ｎ９ 中和抗

体，季节性流感疫苗接种人群不具有对新发 Ｈ７Ｎ９
流感病毒交叉保护。 Ｍｉｃｈａł Ｔ［４］ 研究也证实这一

点，季节性流感疫苗不太可能诱导异型病毒间交叉

抗体产生。 为了反向验证此结果并且得到 Ｈ７ 亚型

更广泛免疫反应，我们又将雪貂 Ｈ７Ｎ９ 抗血清与不

同亚型病毒作用，血凝抑制及中和试验得出 Ｈ７Ｎ９
病毒与 Ｈ１ ／ Ｈ３ ／ Ｈ５ 亚型流感病毒亦无交叉抗体反

应。 当然本实验选用病毒种类数量以及受众者数

量和年龄梯度有限，并不完全说明问题，还需更多

实验数据加以验证。
虽然季节性流感疫苗在流感防控中起到重要

作用，但由于流感病毒 ＨＡ 抗原高度变异， 难以诱

发甲型流感病毒不同亚型间交叉免疫保护。 目前，
多数学者认为，机体遭受流感病毒感染时中和抗体

发挥主要作用，但在细胞免疫中 Ｔ 淋巴细胞免疫反

应也至关重要［４］，Ｔｈｏｍａｓ ＰＧ 等［５］ 证明，细胞毒性 Ｔ

淋巴细胞缺陷小鼠在攻毒后明显恢复慢， 死亡率

高；Ｄｅｂｏｒａｈ ＭＢ 发现 Ｂ 淋巴细胞缺陷小鼠对 Ａ 型流

感病毒攻击时 Ｔ 细胞反应也可独立起一定的作用。
与抗体应答不同，流感病毒的 ＮＰ 蛋白序列高度保

守，其抗原肽能够诱导产生同型和异型病毒株的细

胞毒性 Ｔ 淋巴细胞交叉免疫反应。 Ｃｈａｎｇ Ｈ 等［６，７］

研究，在小鼠免疫季节性流感疫苗后，加强免疫同

亚型 ＮＰ 蛋白，将完全保护小鼠抵御异型流感病毒

攻击，这提示再无有效疫苗时，用此免疫方式抵御

Ｈ７Ｎ９ 流感病毒，能否得到同样的效果，如果可以这

将对 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒的防治策略给予重要提示

意义。
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