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摘要： 旨在评价猪流感二价灭活疫苗 （Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株＋Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株） 对 ２０２１ 年国内Ｈ１Ｎ１ 亚型猪流感流行毒株的交叉保护效果。 将 １０ 头 ４ 周龄健

康易感猪随机均分为疫苗接种组和对照组， 疫苗接种组每头接种疫苗 ２ ｍＬ， 首免 １４ ｄ 后进行二免， 对照组未接种疫苗； 首免后 ２８ ｄ， 每头猪经

气管内注射 Ａ ／ Ｓｗｉｎｅ ／ Ｊｉａｎｇｓｕ ／ ＮＬ３３ ／ ２０２１ （Ｈ１Ｎ１） （简称 ＮＬ３３ 株） ４􀆰 ０ ｍＬ； 综合临床症状、 鼻拭子病毒分离和肺脏病变 ３ 个方面进行判定。 结

果： 试验组保护率为 ８０％， 对照组发病率为 １００％。 综上， 猪流感二价灭活疫苗 （Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株＋Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株） 接种对 ２０２１ 年国内流行的 Ｈ１Ｎ１ 亚

型猪流感病毒攻击产生了较好的交叉保护效果， 猪群接种该疫苗后能有效抵抗猪流感流行毒株的攻击。
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　 　 猪流感 （ ｓｗｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ， ＳＩ） 是由猪流感病毒

（ｓｗｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＳＩＶ） 引起的猪的一种急性、
传染性呼吸道疾病。 猪可感染不同亚型的流感病毒，
广泛流行于猪群中的主要有 Ｈ１Ｎ１、 Ｈ３Ｎ２ 和 Ｈ１Ｎ２
亚型［１］。 因猪的呼吸道上皮细胞中存在 ＳＡ－ａ－２， ３－
Ｇａｌ （禽） 和 ＳＡ－ａ－２， ６－Ｇａｌ （人） 受体， 为猪流
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ｎｏｖｅｔａｈ􀆰 ｃｏｍ。

感、 禽流感和人流感病毒的重组提供了温床， 因此猪

被称为流感病毒的 “混合器” ［２－３］。 ＳＩＶ 单纯感染致

死率不高， 但易与其他疫病如猪繁殖与呼吸综合征、
猪传染性胸膜肺炎、 猪链球菌病等并发或继发， 导致

死亡率迅速上升， 经济损失严重［４］。 农业农村部

２０２３ 年 ７ 月公布全国动物疫病情况， 猪流感发病率

第二， 死亡率 ３１􀆰 ６％［５］。 打破了 ＳＩ 夏季少发， 秋冬

交替或冬春交替季节多发的历史。 因此， 研制和生产

安全有效的 ＳＩ 疫苗既能保护猪群有效抵抗 ＳＩ 的发

生， 从而降低经济损失， 又能减少流感对人类的影

响。 国内已上市的 ＳＩ 疫苗中， 以 Ｈ１Ｎ１ 单价灭活苗

或 Ｈ１Ｎ１ 和 Ｈ３Ｎ２ 二价灭活苗为主， 以鸡胚工艺和转
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瓶工艺居多， 正在向悬浮工艺升级的过程中。 华威特

（江苏） 生物制药有限公司的悬浮培养工艺的猪流感

二价灭活疫苗已获得临床试验批件。 本研究拟调查传

代细胞转瓶培养工艺的猪流感二价灭活疫苗 （Ｈ１Ｎ１
ＬＮ 株＋Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株） 对 Ｈ１Ｎ１ 亚型国内流行毒株的

攻毒保护效果。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

Ａ ／ Ｓｗｉｎｅ ／ Ｌｉａｏｎｉｎｇ ／ ３２ ／ ２００６ （Ｈ１Ｎ１） ［６］ 简称 ＳＩＶ－
Ｈ１Ｎ１ ＬＮ， Ａ ／ Ｓｗｉｎｅ ／ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ ／ １０ ／ ２００７ （Ｈ３Ｎ２） ［４］

简称 ＳＩＶ－Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株为制苗用毒株， Ａ ／ Ｓｗｉｎｅ ／ Ｊｉａｎ⁃
ｇｓｕ ／ ＮＬ３３ ／ ２０２１ （Ｈ１Ｎ１） （简称 ＮＬ３３ 株） 为攻毒毒

株， 均由华威特 （江苏） 生物制药有限公司分离、
鉴定和保存。 猪流感二价灭活疫苗 （Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株＋
Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株） ［７］， 批号： ２０２２０６００１， 以及兔源多克

隆抗体均由华威特 （江苏） 生物制药有限公司提供。
１􀆰 ２　 试验动物及分组

１０ 头 ４ 周龄健康易感猪， 经 ＳＩＶ ＲＴ－ＰＣＲ 检测

为抗原阴性， 且经微量血凝抑制 （ＨＩ） 试验检测

Ｈ１Ｎ１ 和 Ｈ３Ｎ２ ＨＩ 抗体均为阴性 （ＨＩ 效价均≤１ ∶
１０） 的猪， 随机编号为 １～１０ 号， 购自江苏省泰州市

苏陈养猪场。 １ ～ ５ 号为疫苗接种组， 每头接种猪流

感疫苗 ２ ｍＬ， 首免 １４ ｄ 后进行二免； ６～１０ 号为对照

组， 未接种疫苗。
１􀆰 ３　 攻毒程序

首免后 ２８ ｄ 攻毒， 疫苗接种组和对照组均经气

管内注射流行毒株 ＮＬ３３， 每头 ４􀆰 ０ ｍＬ。
１􀆰 ４　 攻毒后监测

攻毒后 １～ ５ ｄ 进行上呼吸道症状观察， 每日上

午 ８～１０ 点和下午 １４～１６ 点测定直肠温度， 同时观察

是否有精神沉郁、 流涕、 咳嗽、 喷嚏等症状出现。 攻

毒后第 ３ 和 ４ 天每日上、 下午和第 ５ 天上午测温后采

集鼻拭子进行病毒分离， 利用微量红细胞凝集法进行

分离毒的血凝价测定， 血凝价≥１ ∶ １６ 即判定病毒分

离阳性。 攻毒后 ５ ｄ 对所有猪进行大体剖检， 观察每

头猪的肺脏是否出现实变病变， 并取肺脏组织放入福

尔马林溶液中固定， 利用 ＨＥ 染色对肺脏组织进行病

理组织染色观察。 另外， 将肺脏组织切片利用 Ｈ１Ｎ１
多克隆抗体作为一抗， 委托泰州康为世经生物科技有

限公司进行免疫组化染色［８］。

２　 结果

２􀆰 １　 攻毒后上呼吸道症状

５ 头疫苗接种猪用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株 ＮＬ３３ 攻

毒后均未出现猪流感临床症状， 对照组 ５ 头猪均出现

猪流感临床症状。 疫苗接种猪攻毒后有两头猪 （２ 和

５ 号） 体温≥４０􀆰 ２ ℃且出现 ２ ｄ， 其余 ３ 头猪 （１、 ３
和 ４ 号） 体温均＜４０􀆰 ２ ℃。 ５ 头对照猪攻毒后均出现

体温升高， 且体温≥４０􀆰 ２ ℃至少 ２ ｄ （见表 １）。

表 １　 疫苗接种猪和对照猪用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株 ＮＬ３３
攻击后的体温测定 ℃

组别 编号
试验时间 ／ ｄ

０ １ ２ ３ ４ ５

疫苗接种

１ ３９􀆰 ９ ４０􀆰 ０ ３９􀆰 ９ ３９􀆰 ４ ３９􀆰 ７ ３９􀆰 ３

２ ３９􀆰 ８ ４１􀆰 ２ ４０􀆰 ２ ３９􀆰 ９ ３９􀆰 ９ ３９􀆰 ４

３ ４０􀆰 ０ ４０􀆰 １ ３９􀆰 ９ ３９􀆰 ８ ３９􀆰 ６ ３９􀆰 ５

４ ３９􀆰 ５ ４０􀆰 ０ ３９􀆰 ７ ３９􀆰 ８ ４０􀆰 ０ ３９􀆰 ６

５ ３９􀆰 ５ ４０􀆰 ６ ３９􀆰 ８ ４０􀆰 ３ ３９􀆰 ６ ３８􀆰 ８

对照

６ ４０􀆰 ０ ４１􀆰 ０ ４１􀆰 １ ４０􀆰 ２ ４０􀆰 ３ ３９􀆰 ９

７ ３９􀆰 ８ ４０􀆰 ８ ４０􀆰 ５ ３９􀆰 ９ ３９􀆰 ８ ３９􀆰 ５

８ ４０􀆰 １ ４０􀆰 ７ ４０􀆰 ８ ４０􀆰 ３ ４０􀆰 ０ ３９􀆰 ２

９ ３９􀆰 ２ ４１􀆰 ２ ４０􀆰 ５ ４０􀆰 ８ ４０􀆰 ２ ３９􀆰 ６

１０ ３９􀆰 ５ ４０􀆰 ４ ４０􀆰 ２ ４０􀆰 ２ ３９􀆰 ５ ３９􀆰 ５

２􀆰 ２　 攻毒后病毒感染检测

５ 头疫苗接种猪用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株 ＮＬ３３ 攻

毒后， １ 头猪 （２ 号） 鼻拭子样品的血凝价为１ ∶ １６，
判定为病毒阳性， 其余 ４ 头猪鼻拭子样品的血凝价

均＜１ ∶ １６， 判为病毒阴性； ５ 头对照猪的鼻拭子血凝

价均≥１ ∶ １６， 均判定为病毒阳性 （见表 ２）。
２􀆰 ３　 攻毒后肺脏病变观察

５ 头疫苗接种猪用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株 ＮＬ３３ 攻

击后， 其中 ３ 头猪 （１、 ４、 ５ 号） 肺脏无病变， 另两

头猪 （２、 ３ 号） 肺脏膈叶均有实变病变； ５ 头对照

猪攻击后肺脏膈叶均有大面积实变 （图 １Ａ）。 取实

变的肺脏组织 ＨＥ 组织病理学染色可见肺脏上皮细胞

坏死， 支气管上皮细胞脱落， 气道充满坏死的上皮细

胞和以中性粒细胞为主的炎性细胞浸润 （图 １Ｂ）。 经

免疫组化确认， 实变的肺脏组织内均有 Ｈ１Ｎ１ 阳性抗

原的表达 （见图 １Ｃ）。
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表 ２　 疫苗接种猪和对照猪用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株 ＮＬ３３
攻击后鼻拭子病毒检测情况

组别 编号
试验时间 ／ ｄ

０ １ ２ ３ ４ ５

疫苗接种

１ － － － － － －

２ － ＋ ＋ ＋ － －

３ － － － － － －

４ － － － － － －

５ － － － － － －

对照

６ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

７ － － ＋ ＋ ＋ －

８ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

９ － － ＋ ＋ ＋ ＋

１０ － － － ＋ ＋ ＋

　 　 注： “－” 代表病毒阴性 （血凝价＜１ ∶ １６）； “ ＋” 代表病毒阳性

（血凝价≥１ ∶ １６）。 下同。

图 １　 猪攻毒后肺脏 （Ａ）、 肺组织 ＨＥ 染色 （Ｂ） 和

免疫组化染色 （Ｃ）

２􀆰 ４　 疫苗接种猪和对照猪用 ＮＬ３３ 攻击后临床表现

结果汇总

　 　 上呼吸道症状、 鼻拭子病毒分离、 肺脏病变这 ３
个指标同时出现两个即判为发病， 否则判为保护。 疫

苗接种组用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株 ＮＬ３３ 株攻击后 ２０％
发病， 对照组 １００％发病。 结果表明， 猪流感二价灭

活疫苗对国内流行的 Ｈ１Ｎ１ 亚型猪流感病毒攻击具有

较好的交叉保护作用 （见表 ３）。

表 ３　 疫苗接种猪和对照猪用 Ｈ１Ｎ１ 亚型流行毒株

ＮＬ３３ 攻击后的临床表现汇总

组别 编号
上呼吸

道症状

病毒

分离

肺脏

实变

保护率 ／
％

发病率 ／
％

疫苗接种

１ － － －

２ ＋ ＋ ＋

３ － － ＋

４ － － －

５ ＋ － －

８０ ２０

对照

６ ＋ ＋ ＋

７ ＋ ＋ ＋

８ ＋ ＋ ＋

９ ＋ ＋ ＋

１０ ＋ ＋ ＋

／ １００

３　 讨论

我国猪流感的流行以 Ｈ１Ｎ１ 亚型占主导， 其他亚

型时有发生， 但未形成大规模流行。 刘丽萍等［９］

２０１２—２０１３ 年采集猪血清 ５８５６ 份， ＳＩＶ 的 Ｈ１Ｎ１ 抗

体阳性率 ＥＡ Ｈ１Ｎ１ 为 ５５􀆰 ５２％、 ２００９ 甲型 ｐｄｍ ／
０９Ｈ１Ｎ１ 为 １３􀆰 ９２％。 魏园园等［１０］２０１９—２０２２ 年从辽

宁采集猪血清 ５７２ 份， ｐｄｍ ／ ０９ Ｈ１Ｎ１、 ＥＡ Ｈ１Ｎ１ 和

ＣＳ Ｈ１Ｎ１ 阳性率达 ５３􀆰 １５％， ９０％猪场 ＳＩ 抗体阳性。
推测 ２００９ 年 Ｈ１Ｎ１ 甲流的 ＨＡ 可能是北美地区 ＳＩＶ 与

人甲型流感病毒部分基因重排组而成， Ｈ１Ｎ１ 甲型流

感病毒疫苗可能对新型甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒保护性达

不到效果［１１］。 近二十年来， ＳＩ 发生频繁， 病毒变异

重组快， ＳＩＶ 多亚型和突变型不断出现［１２］。
猪流感二价灭活疫苗的制苗用毒株 ＳＩＶ －Ｈ１Ｎ１

ＬＮ 株和 ＳＩＶ－Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株均是由国内猪群中分离出

的流行毒株， 均具有较好的免疫原性。 两毒株经过病

毒传代和纯化， 获得纯净性良好、 无外源病毒污染的

疫苗毒株， 用传代细胞系替代鸡胚进行抗原生产， 实

现了大规模生产， 批间差异小。 通过灭活剂的筛选和

佐剂的筛选， 与优良毒株结合研制成功了猪流感二价

灭活疫苗 （Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株＋Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株）。 该疫苗具有

以下特点： 用传代细胞生产， 纯净性好， 无外源病毒

污染； 国内首创的猪流感 Ｈ１Ｎ１ 和 Ｈ３Ｎ２ 亚型二价

苗， 一针两防， 持续期达 ６ 个月以上； 流行毒株精心

筛选， 全病毒灭活， 安全有效， ２ ～ ８ ℃保存 １８ 个月

以上； 进口双相佐剂 （Ｗ ／ Ｏ ／ Ｗ）， 好抽易打。 两制

苗用毒株的全基因测序已完成， ８ 段基因序列已上传
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至 ＧｅｎＢａｎｋ 上， ＳＩＶ－Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株登录号为 ＨＭ７５４６４５～
ＨＭ７５４６５２， ＳＩＶ－Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株登录号为 ＨＭ７６５４２９ ～
ＨＭ７６５４３６。 经过 ＨＡ 和 ＮＡ 基因序列比对， 两制苗

用毒株的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因均与国内流行毒株亲缘关系

较近［４，６］， 因此用两毒株制备二价苗将对国内 Ｈ１Ｎ１
和 Ｈ３Ｎ２ 流行毒株攻击应能起到较好的保护作用。 经

过大量攻毒试验证明， 该二价苗接种猪安全性良好，
疫苗接种猪对制苗用 Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株和 Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株两

个毒株攻毒保护率均达 １００％［１３］， 对 ２００９ 年国内分

离的 ｐｄｍ ／ ０９ Ｈ１Ｎ１ 流感病毒和 ２０２１ 年国内分离的

Ｈ１Ｎ１ 亚型 ＮＬ３３ 株攻毒保护率均达 ８０％， 充分证明

猪流感二价灭活疫苗 （Ｈ１Ｎ１ ＬＮ 株＋Ｈ３Ｎ２ ＨＬＪ 株）
接种猪对猪流感流行毒株的攻击具有较好的交叉保护

力， 可有效预防猪流感的暴发和流行。
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