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摘 要：为调查南京地区猪流感流行情况，本研究于 2011年 2月～5月期间从南京某屠宰场采集健康猪的

鼻拭子和肺脏组织样品共 690份，常规无菌处理后进行 RT-PCR检测，将检测为阳性的样品接种 9日龄～11日龄

SPF鸡胚分离猪流感病毒(SIV)。对分离株进行血凝试验、 EID50测定、HA及 NA基因测序分析和感染小鼠及猪

体试验。结果有 18份样品 RT-PCR显示为 SIV阳性，但只有一株可在 SPF鸡胚中稳定增殖。该病毒分离株具有

凝集 0.5 %鸡红细胞的活性，EID50为 10-6.32/0.1 mL，基因测序显示其 HA、NA基因片段均与 09年 H1N1型流感流

行株 A/California/04/2009 (H1N1)高度同源，将其命名为 A/Swine/Nanjing/50/2011 (H1N1)。小鼠人工感染试验表明

该分离株可引起小鼠死亡(3/10)，猪体人工感染实验显示该分离株还能够引发猪体明显的流感症状及肺部病变。

该病毒的分离鉴定及 HA、NA基因序列分析为进一步调查 SIV的流行规律提供了基础数据。
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Abstract: To investigate the swine influenza epidemic, we collected nasal swabs and lung tissues from 690 health slaughtered

pigs in Nanjing area and 18 samples were positive for swine influenza virus (SIV) detected by RT-PCR. One virus was isolated by

inoculation of 10-day-old embryonated eggs via allantoic cavities and identified as H1N1 subtype, designated A/Swine/Nanjing/

50/2011(H1N1). The HA and NA sequence analysis shown that the isolate were closely identical to A/California/04/2009(H1N1).

In addition, the pathogenic tests demonstrated the virus was able to cause death in mice (3/10) and induce clinical signs and lung

lesions in pigs. This study provided useful information and basic data for the further investigation of epidemic principles and

patterns of SIV in China.

Key words: swine influenza virus; H1N1 subtype; isolation and identification; HA gene; NA gene

收稿日期：2012-08-05
基金项目：江苏省农业自主创新项目(CX(11)2048)
作者简介：白 昀(1980-)，男，陕西华阴人，助理研究员，主要从事动物重要传染病研究.
* 通信作者：E-mail：84391973@163.com

*Corresponding author

中 国 预 防 兽 医 学 报
Chinese Journal of Preventive Veterinary Medicine

第 35 卷 第 7 期

2013 年 7 月

Vol. 35，No.7
Jul. 2013

doi: 10.3969/j.issn.1008-0589.2013.07.02



猪流感(Swine influenza，SI)是目前危害全世界

养猪业的重要呼吸道疾病之一，是由 SI 病毒(SIV)
引起的一种急性、热性和高度接触性的呼吸道传染

病。其 主 要 症 状 为 咳 嗽、喷 嚏、流 鼻 涕、体 温 升

高、嗜睡、呼吸困难和食欲下降等。SIV 与其它病

原混合感染，会使疫情更为复杂，病情加重，死亡

率增高，给养猪业造成严重经济损失。
近年来，我国不断有 SIV 的报道，2001 年 7 月

以来，我国一些 省份发生了猪的“无 名 高 热 病”，

最终证实了其病原在含有 SIV 和 PRRSV[1]。2002 年

6 月～10 月，安徽省大部分地区暴发了 SI，全省发

病猪达 300 万头，直接损失达亿元 [2]。猪可以作为

人流感和禽流感病毒的混合器 [3]，人感染 SIV 在美

国、欧洲和新西兰均报道，甚至可导致发病和死亡[4]。
2009 年 3 月起始于墨西哥的 H1N1 亚型流感疫情 ,
再次证实 SIV 在人类流感研究和控制中具有重要地

位 [5-6]。本研究从南京地区屠宰场的健康猪中采集样

品，分离 SIV，并对其进行生物学鉴定和基因测序，

为了解当前我国猪群中流行的流感病毒的来源与进

化规律提供依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 样品采集 本研究于 2011 年 2～5 月间采集

江苏省南京市某屠宰场的健康猪群鼻拭子和肺脏组

织共 690 份。样品经抗生素处理后用于病毒分离。
1.1.2 实验动物及 SPF鸡胚 体质量为 15 g～20 g
小白鼠(ICR 系)购自扬州大学试验动物中心；9～11
日龄 SPF 鸡胚购自南京天邦生物科技有限公司。
1.1.3 主要试剂 柱式动物 RNAout 试剂盒、胶回

收试剂盒购自北京天恩泽公司；M-MLV Reverase、
EX Taq 购自 TaKaRa 公司；SIV H1 亚型抗体阴性健

康断奶仔猪购自江苏明天农牧股份有限公司。
1.1.4 引物设计 根据 GenBank 中的 A 型流感病

毒 M 基因的参考序列，在保守区设计一对检测引

物，扩增片段约 244 bp，引物序列为：M-F：5'-CT
TCTAACCGAGGTCGAAACG-3'； M-R： 5'-AGGGC
ATTTTGGACAAATGGTCTA-3'；HA、NA 基因序列

扩增引物参考文献[7]的方法；反转录引物为 Unil2：

5'-AGCAAAAGCAGG-3'，均由南京金斯瑞生物科技

有限公司合成。

1.2 病毒的分离

1.2.1 样品的采集和处理 拭子样品采集后立即放

入样品处理液中(含青霉素和链霉素各 1 000 U/mL)，
棉拭子经挤压、涡旋振荡后，3 000 r/min 离心 5 min，

取上清液，一份用于检测，其余置于 -20 ℃保存备

用。肺脏组织样品剪碎、研磨 , 用样品处理液制成

1 ∶10 组织悬液 , 反复冻 融 3 次后，离心取上清 液 ，

一份用于检测，其余部分置 -20 ℃保存备用。
1.2.2 病毒核酸的提取和 RT-PCR 鉴定 采 用

RNAout 试剂盒提取病毒 RNA，以 Unil2 为引物，按

M-MLV Buffer 要求进行 cDNA 制备。并以其为模板

进 行。PCR 扩 增 反 应 条 件 ： 95 ℃ 5 min； 95 ℃
1 min、52 ℃ 1 min、72 ℃ 40 s，30 个循环；72 ℃
10 min。以 1.5 %琼脂糖凝胶进行电泳。
1.2.3 鸡胚接种 取 RT-PCR 检测为阳性的样品上

清经尿囊腔接种 9～11 日龄 SPF 鸡胚(0.1 mL)，于

35 ℃孵化 72 h～96 h，收集 24 h 后死亡和存活的鸡

胚尿囊液，放置 4 ℃过夜。测定其对 0.5 %的鸡红

细胞的凝集活性。有血凝性的阳性样品通过鸡胚接

种有限稀释法纯化。
1.3 病毒的鉴定

1.3.1 鸡红细胞凝集 (HA)试验 参 考 常 规 微 量 法

(OIE 方法)进行 [8]。
1.3.2 HA、NA 全基因序列测定及分析 参考文献

[7]的方法进行 RT-PCR 扩增基因序列，分别将 PCR
产物用胶回收试剂盒回收，并克隆于 pMD18-T 载体

中，提取重组质粒，由南京金斯瑞生物科技有限公

司进行测序鉴定。使用 DNAstar 软件包对所得的序

列与 NCBI 数据库中的序列进行同源性比对，同时

通过 MEGA5.0 软件构建了基于 HA 蛋白基因和 NA
蛋白基因的进化树。
1.3.3 鸡胚半数感染量(EID50)的测定 取分离株的

鸡胚尿囊液，以灭菌生理盐水作 10 倍倍比稀释至

10-8，每个稀 释度接种 SPF 鸡胚 5 枚，0.1 mL/ 胚，

同时 设 空 白 对 照 胚 3 枚 ，每 枚 鸡 胚 接 种 生 理 盐 水

0.1 mL。35 ℃孵育 96 h 后收集尿囊液，死胚及时置

4 ℃冰箱保存。逐枚测定对 0.5 %鸡红细胞的凝集

价，按照 Reed-Muench 法计算病毒的 EID50。
1.3.4 对小鼠的致病性 参照文献[9]的方法进行。
取分离株的鸡胚尿囊液经滴鼻、点眼的途径感染 ICR
小鼠，每只 0.1 mL。共接种 10 只，另设 3 只对照。
每天观察小鼠并记录死亡情况，观察 14 d，剖杀所
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图 3 基于 NA 基因推导氨基酸序列的进化树分析
Fig.3 Phylogenetic trees based on deduced amino

acid sequence of NA gene

有试验小鼠，检查病理变化。
1.3.5 对猪体的致病性 将 10 头 4～5 周龄 SIV H1
亚型抗体阴性健康断奶仔猪分为两组：一组为病毒

感染组，5 头猪，气管注射接种纯化病毒，接种量

为 3×107.32 EID50/ 头；另一组为对照组，5 头猪，气

管注射 PBS。接种后 5 d 内，每天下午定时测直肠

温度，观察临床症状，直肠温度≥40℃视为发烧 [10]。
接种后 5 d 剖杀所有实验猪，观察肺部病变。

2 结 果

2.1 病毒的分离检测 采用 A 型流感的 M 基因检

测引物对 690 份健康屠宰猪的鼻拭子和肺脏组织进

行 RT-PCR 检测，结果有 18 份 样 品 可 以 扩 增 获 得

244 bp 的目的片段(图 1)。

2.2 病毒的血凝试验 将 18 份 RT-PCR 呈阳性的

样品接种 SPF 鸡胚后，只有一株增殖特性良好，对

0.5 %的鸡红血球具有血凝性，经纯化后，血凝效价

最终稳定在 8 log2，72 h 内不引起鸡胚死亡。
2.3 HA 和 NA 基因序列的分析 利用 DNAStar 生

物学软件将 HA 序列与 GenBank 中 H1～H16 亚型进

行比对，NA 序列与 N1～N9 亚型进行比对。结果

表明：HA 基因与 A/Swine/Nebraska/1/92 (H1N1)处于

同 一 分 支 内 ；NA 基 因 与 A/Swine/HongKong/NS29/
2009(H1N1)处于同一分支内，根据世界卫生组织的

命名规则，命名为 A/swine/Nanjing/50/2011(H1N1)。
在 GenBank 中检索具有代表性的 A 型流感病毒

的已知序列，利用 Neighbor-Joining 方法 (Bootstrap=
1000)建立了推导氨基酸的无根进化树。HA 蛋白进

化树结果显示，该分离株与 SIV A/California/04/2009
(H1N1)、 A/Jiangsu/1/2009 (H1N1) 及 A/swine/Iowa/1/
1976(H1N1)处于同一大群，即亲缘关系较近，而与

人流感标准株 A/Puerto_Rico/8/34(H1N1)和禽流感标

准 株 A/duck/Australia/749/1980 (H1N1)的 亲 缘 性 远。

同样，NA 基因推导的氨基酸进化树结果基本相似

(图 2、3)。表明这是一株 09 年猪源甲型 H1N1 流感

流行株的衍生病毒株。

该分离株的 HA 基因核苷酸和氨基酸与 A/Cali-
fornia/04/2009 的 同 源 性 分 别 为 98.9 %和 97.9 %。
HA 基因编码区全长 1 701 bp，共编码 566 个 氨 基

酸，包括 N 末端 17 个氨基酸的信号肽。HA 蛋白由

HA1(326 氨基酸 )和 HA2 (223 氨基酸)两部分组成。
两者由一个碱性氨基 酸 R 连接，裂解位点 序 列 为

IQSR↓G，为典型的低致病性特征之一。与参考株

A/California/04/2009 相比，分离株 HA 蛋白有 11 个

氨基酸发生了突变，全部位于 HA1 蛋白中，分别为

S86P、A92T、P131S、E158G、 I194L、A200T、T206S、R219I、
G241D、T285P 和 V324I (表 1)。由于 92 位点的 T 突变为

A，与参考株 A/California/04/2009 相比分离株减少了

一个糖基化位点。分离株的 NA 基因核苷酸和氨基

酸与 A/California/04/2009 的同源性分别为 99.1 %和

M: DL2000 Marker; 1-14: RT-PCR products from samples;
15: Negative control; 16: Positive control

图 1 部分样品 RT-PCR 诊断结果
Fig.1 RT-PCR detection of partial samples

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

图 2 基于 HA 基因推导氨基酸序列的进化树分析
Fig.2 Phylogenetic trees based on deduced amino

acid sequence of HA gene
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A: Lung consolidation of experimental pigs following inoculation with
NJ/50/11 isolate; B: Lung of control experimental pigs

图 6 人工感染猪肺部病变
Fig.6 Pathological change in lungs of pigs infected by SIV isolates

图 4 NJ50 株病毒接种小鼠后死亡曲线图
Fig.4 The pathogenicity of NJ/50/11 isolate to mice

98.9 %，NA 蛋白共有 4 个氨基酸突变为 F26I、P82S、
I106V、D248N，糖基化位点没有变化。

2.4 SIV 分 离 株 EID50 的 测 定 按 照 Reed-Muench
法计算病毒的 EID50 为 10-6.32/0.1 mL。
2.5 对 小 鼠 的 致 病 性 将 A/swine/Nanjing/50/2011
(H1N1)分离株人工感染小白鼠(ICR 系) 后，可引起

精神不振、不愿运动、嗜睡，部分皮毛松乱等临床

症状。5 d～8 d 先后有 3 只小鼠死亡(图 4)。剖检死

亡小鼠可见肺炎病变。取其肺组织按常规处理后接

种 9 日 龄 鸡 胚 ，能 够 重 新 分 离 到 H1N1 亚 型 SIV。
而对照组的小鼠没有任何临床症状。这表明 A/swine/
Nanjing/50/2011 (H1N1)株对小鼠具有致病性。

2.6 对仔猪的致病性 试验猪在感染 A/swine/Nan-
jing/50/2011 (H1N1)株后第 1 d 和第 4 d 出现发烧(直
肠温度≥40 ℃，图 5)，轻微减食，后期部分猪出现

咳嗽和轻微气喘现象，但第 5 d 时开始好转，体温

恢复正常。感染后第 5 d 剖检显示，感染猪的肺部

均有程度不一的病理变化，病变区域为深紫色牛肉

样实变斑块或出血点(图 6)，气管中粘性液体较多，

腹股沟淋巴结轻度水肿。所有试验猪的肺脏组织中

均分离到 H1N1 亚型 SIV。对照组未发现肺部有明

显病变。

3 讨 论

自 2009 年 3 月份，源于北美的流感疫情向全球

迅速扩散，最终演变为 1968 年以来新世纪首次流感

大 流 行 ， 我 国 江 苏 省 2009 年 6 月 发 现 首 个 甲 型

H1N1(2009)病例 [11]。此次新甲型 H1N1 流感病毒被

证明是由欧洲 SIV(提供 NA 和 M 基因)和北美三源

基因重配的猪 H1 流感 病 毒 (提 供 PB2、PB1、PA、
HA、NP 和 NS 基因片段 )通过基因重配的产物 [12]，

已经成为全球甲型流感病毒优势流行株。虽然，目

前疫情已被控制，但病毒在作为中间宿主的猪群中

如何衍化仍是我们所感兴趣的。本研究于 2011 年

2～5 月间采集江苏省南京市某屠宰场的健康猪群鼻

拭子和肺脏组织共 690 份，通过 RT-PCR 检测显示

有 18 份样品为 SIV 阳性，阳性率为 2.61 %，初步

显示了目前南京市健康猪群中猪流感的带毒情况。
参考 Caton 等确定的 H1N1 流感病毒 HA 蛋白 5

个抗原性位点区域(Ca1、Ca2、Cb、Sa 和 Sb)[13-14]和

表 1 A/swine/Nanjing/50/2011 与参考株 HA 氨基酸比较
Table 1 Amino acid of HA proteins of

A/swine/Nanjing/50/2011 and the reference viruses

A/California/04/2009a

A/Jiangsu/1/2009a

A/swine/Jangsu/38/2010b

A/swine/Jangsu/46/2010b

A/swine/Jangsu/285/2010b

A/swine/Nanjing/50/2011b

86
P
S
S
S
S
S

92
T
T
T
T
T
A

131
S
S
P
P
P
P

158
G
G
G
G
G
E

194
L
L
L
L
L
I

200
T
A
A
A
A
A

206
S
S
T
T
T
T

219
I
I
I
I
I
R

241
D
D
D
D
D
G

285
P
P
P
P
P
T

324
I
V
V
V
V
V

Residues amino acids of HA proteins
Virus

Note: a: Isolate from ill pig; b: Isolate from health pig

图 5 NJ50 株病毒接种仔猪体温变化曲线图
Fig.5 The rectal temperature reactions in pigs experimentally

infected with NJ/50/11 isolate
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唾液酸受体结合位点区域(130 位环、190 位螺旋和

220 位环) [15]，分离株 A/swine/Nanjing/50/2011(H1N1)
与 参 考 株 A/California/04/2009 相 比 ，HA 蛋 白 有 11
个氨基酸发生变异，其中 3 个分别分布在 3 个抗原

位 点 上 ： 1 个 位 于 Ca1 中 (206T)， 1 个 位 于 Sa 中

(158E)，1 个位于 Sb 中(194I)。同时，唾液酸受体结合

位点区域也有 1 个变异位点，位于 190 位螺旋(194I)。
预示其抗原性有可能发生一定的变化。另外，通过

对 比 从 发 病 宿 主 和 健 康 猪 中 分 离 到 的 SIV 株 显 示

HA 蛋白的 131 位和 206 位存在明显差异，即从发

病宿主中分离到的 SIV 的 131 位 HA 蛋白氨基酸为

S 而健康猪中分离到的 SIV 株为 P，同样，发病宿

主和健康猪中分离到的 SIV 株的 206 位 HA 蛋白氨

基酸分别为 S 和 T，这两个位点的突变对病毒株的

毒力是否有影响还有待进一步研究。
基于猪在 SIV 种间传播链的中间宿主和多重宿

主作用，以及我国流感生态学的复杂性，了解流行

于健康猪群中流感病毒的致病性具有现实意义。目

前，分离 SIV 的样品来源主要是发病猪群的鼻液和

体内器官。本研究从屠宰场健康猪群的检测样品中

分离到一株 SIV。研究结果表明，该病毒可在鸡胚

中稳定繁殖传代，EID50 达 10-6.32/0.1 mL，可引起 ICR
小白鼠和实验猪发病，并导致部分小鼠死亡(3/10)，
表明该株病毒可能具有良好的抗原性，如果将该病

毒作为抗原研制猪流感疫苗 , 可能将对预防我国猪

群猪流感的流行与暴发起到重要的作用。
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