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研究报告                                                              

H1 亚型猪流感病毒抗体间接 ELISA 检测方法的建立及

其应用 
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摘  要: 为建立 H1 亚型猪流感病毒抗体检测方法，扩增了 H1N1 亚型猪流感病毒流行株的血凝素基因 HA1 部分，构

建原核表达载体 pET30a-HA1，并转化大肠杆菌 BL21 表达重组蛋白。对重组蛋白包涵体进行变性、复性和 Ni-NTA 亲

和层析纯化。以纯化后的蛋白作包被抗原，建立间接 ELISA 检测方法。利用该检测方法检测了 2008−2009 年采集的猪

血清 785 份，阳性率为 15.54％，不同省份的阳性率存在差异 (8％~47％)。以 IDEXX 相关试剂盒检测结果作为参照，

该方法的诊断特异性达到 91％，诊断敏感性达到 95％。 
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Abstract:  In order to detect antibody against swine influenza virus (H1N1), HA1region of hemagglutinin gene in epidemic swine 
influenza virus (H1N1) strain was amplified and subcloned into prokaryotic expression vector pET30a. Then recombinant HA1 
protein was expressed by Escherichia coli BL21. The purified recombinant HA1 protein was obtained after the treatment of 
denaturing, refolding and affinity chromatography with immobilized nickel chelating NTA (Ni-NTA). An indirect enzyme-linked 
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immunosorbent assay (ELISA) method was established using the purified protein as antigen. Then 785 swine serum samples 
collected during 2008−2009 were detected by this method, and the positive ratio was 15.54%. There were diversities among 
provinces (8%−47%). The diagnostic specificity and diagnostic sensitivity of this method arrived at 91% and 95% respectively, using 
the results of IDEXX ELISA kit as reference. 

Keywords:  swine influenza virus (H1N1), hemagglutinin, indirect ELISA 

猪流感 (Swine influenza，SI) 是由 A 型流感病

毒引起的一种急性、传染性猪的呼吸道疾病，其特

征为突发、咳嗽、呼吸困难、发热、衰竭，还可导

致怀孕母猪繁殖障碍[1-3]。H1 与 H3 亚型猪流感病毒，

特别是 H1N1、H3N2 和 H1N2 亚型猪流感病毒是引

起猪呼吸系统疾病的重要原因 [1]。在我国大陆，郭

元吉等于 1991 年 10 月至 1992 年 1 月间首次在表面

健康猪群中分离到了经典 H1N1 亚型 SIV[4-5]。2000

年之前，未见我国大陆猪群中有经典 SI流行的报道，

而 2000 年后经典 SIV 的活动显著提高。2001−2008

年，在我国不同地区和省份的猪场都有分离出 H1N1

亚型 SIV 和 H3N2 亚型的报道[6-9]。研究表明，猪体

内既含有人流感病毒受体，又含有禽流感病毒受体，

因此猪是人流感病毒株与禽流感病毒株的中间宿主

和混合器。可通过基因重排产生抗原转移而导致新

流感病毒株的出现，进而使病毒可能突破种间障碍，

扩大感染谱系，危害动物及人类健康[10]。因此，无论

是血清学方面还是病原学方面，掌握猪群中流感病毒

的流行病学情况，从而预测人类流感的发生发展趋

势，都具有十分重要的公共卫生学意义。本研究旨在

利用原核高效表达系统在大肠杆菌中表达 SIV 

(H1N1) 流行毒株的 HAl 重组蛋白，以此为检测抗原

建立检测 SIV (H1N1) 抗体的间接 ELISA 方法，并用

该方法检测我国 H1 亚型猪流感病毒的抗体水平。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5α、BL21 由本实验室保存；

PMD-18T 载体购自 TaKaRa 公司；pET30a 表达载体

购自基因动力公司。 

1.1.2  病毒和血清 

猪流感病毒 H1N1 亚型毒株，2008 年分离自山

东，本实验室保存；785 份猪血清，2008−2009 年采

集自河北、山东、广东，本实验室保存；猪繁殖与

呼吸综合症病毒  (PRRSV) 阳性血清、猪瘟病毒 

(CFSV) 阳性血清、猪圆环病毒二型 (PCV2) 阳性

血清、猪流感病毒 H1N1 亚型阳性血清和阴性血清

和猪流感病毒 H3N2 亚型 (SIV H3N2) 阳性血清，

由本实验室保存。 

1.1.3 主要试剂 

Pfu 酶、Taq 酶、限制性内切酶 BamHⅠ、XhoⅠ、

T4 DNA 连接酶购自 TaKaRa 公司；质粒提取试剂

盒、胶回收试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒、TMB

底物购自北京博迈德公司；Ni-NTA 纯化柱购自

QIAGEN 公司；96 孔酶标板购自 Jet 公司；猪流感

H1N1 亚型 ELISA 抗体检测试剂盒购自 IDEXX 公

司；HRP 标记的羊抗猪 IgG 购自 Sigma 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  原核表达并纯化 H1N1 亚型猪流感病毒重组

HA1 蛋白 

原核表达载体 pET30a-HA1 的构建：以猪流感

病毒 H1N1 亚型流行株的 cDNA 为模板，设计一对

引物  (上游引物：5′-CGCGGATCCGCAGACACAC 

TATG-3′，下划线所示为 BamHⅠ酶切位点；下游引

物： 5′-CCGCTCGAGTCAAGATTGAATAGAC-3′，

下划线所示为 XhoⅠ酶切位点)，扩增编码血凝素蛋

白 (HA) 基因精氨酸裂解位点之前的 HA1 部分 (不

含信号肽)，共 981 bp。扩增出的目的片段连接到 T

载体上，转化并挑取阳性克隆测序。测序正确的重

组质粒经过 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切，连接到同样双

酶切的表达载体 pET30a (带有 His 标签) 上，转化
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大肠杆菌 DH5α，经 PCR 和双酶切鉴定正确后，送

至北京博迈德科技发展有限公司测序。将测序正确

的重组表达质粒命名为 pET30a-HA1。 

重组蛋白的表达、纯化以及 Western blotting 检

测：经鉴定正确的重组质粒转化大肠杆菌 BL21，

1∶100 接种于含有 100 μg/mL 卡那霉素的 LB 培养

基中，37 ℃、200 r/min 分摇床培养至 OD 值为

0.6~0.8，加入诱导剂 IPTG 至终浓度 1 mmol/L，再

培养 4 h。SDS-PAGE 检测蛋白表达情况。诱导后

的重组菌 4 000 r/min 离心 20 min 收菌，超声破碎，

4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min 分离上清和沉淀，

SDS-PAGE 检测蛋白表达方式。离心后的沉淀用

PBST 重悬后，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，再

用 1 mmol/L NaCl 溶液重悬离心，交替 2 次洗涤沉

淀。沉淀用变性剂  (6 mol/L 盐酸胍，2 mmol/L 

EDTA，50 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L DTT) 溶解

后，采用稀释复性法进行复性。复性后的蛋白利用

Ni 柱亲和层析纯化，操作按照步骤。纯化后的蛋白

使用 BCA 法检测蛋白浓度。Western blotting 检测重

组 HA1 蛋白：操作按照步骤[13]：重组蛋白进行 SDS- 

PAGE 后，转膜。一抗 (1∶500) 为猪流感 H1N1 亚

型标准阳性血清，对照为阴性血清。二抗 (1∶5 000) 

为 HRP 标记的羊抗猪 IgG。 

1.2.2   间接 ELISA 方法的建立 

基本步骤：抗原包被。每孔包被抗原 50~200 ng，

4 ℃包被过夜或 37 ℃包被 5 h。用封闭液 37 ℃封闭

3 h 或 4 ℃封闭过夜，然后用 PBST 洗涤 3 次，每次

2 min。将猪血清用稀释液按一定比例稀释后，每孔

100 μL，37 ℃温育 30 min，用 PBST 洗涤 5 次。HRP

标记二抗用稀释液按一定比例稀释后，每孔 100 μL，

37 ℃温育 30 min，用 PBST 洗涤 5 次。每孔加入

TMB 显色液 100 μL，37 ℃温育 10 min 后加入终止

液，每孔 100 μL。最后酶标仪测定 A450。 

反应条件的优化：采用棋盘法 [8]。重组蛋白用

包被液分别稀释至 0.125、0.25、0.5、1、2 μg/mL，

包被到 96 孔板上。标准阳性血清和阴性血清按照

1∶50、1∶100、1∶200、1∶400 梯度稀释。棋盘法

确定最佳反应条件。酶标二抗按照 1∶5 000、

1∶10 000、1∶20 000、1∶40 000 梯度稀释，确定

最佳反应条件。标准阳性血清 OD450 值在 1.0 左右，

标准阴性血清 OD450 值较低，二者之比最大时的反

应条件为最佳。 

特异性试验：分别将常见猪病病毒阳性血清作

最佳稀释，进行 ELISA 检测，同时设立猪流感病毒

H1N1 亚型阳性血清和阴性血清作对照。 

重复性试验：批内重复性：将同一批次包被有

重组抗原的 ELISA 检测板分别检测 10 份血清，每

份重复 3 次，计算其变异系数。批间重复性：将不

同批次的包被有重组抗原的 ELISA 检测板分别检测

10 份血清，每份重复 3 次，计算其变异系数。 

临界值的确定：结果计算：S/P 值=(待测样本

OD450−阴性对照 OD450)/(阳性对照 OD450−阴性对照

OD450)，以猪流感 H1N1 亚型 ELISA 抗体检测试剂

盒 (IDEXX) 作为参照，将试剂盒检出的 100 份阳

性血清和 100 份阴性血清用本方法进行检测。二者

的结果输入统计软件 SPSS (14.0) 进行 ROC 分析确

定临界值。 

1.2.3   临床样本的检测及与试剂盒检测结果的比较 

检测 2008−2009 年采集自河北省、山东省、广

东省的猪血清 785 份，并与 IDEXX 试剂盒检测结果

比较，使用统计软件 SPSS (14.0) 进行 ROC 分析，

计算其诊断特异性 (Diagnostic specificity，DSP) 和

敏感性 (Diagnostic sensitivity，DSN)。DSN=真阳性

样本数/(真阳性样本数+假阴性样本数)，DSP=真阴

性样本数/(真阴性样本数+假阳性样本数)。 

2  结果 

2.1  H1N1 亚型猪流感病毒重组 HA1 蛋白的原核

表达及纯化 
2.1.1  原核表达载体 pET30a-HA1 的构建 

PCR 产物及重组载体 pET30a-HA1 双酶切后经

1％琼脂糖凝胶电泳，在约 1 000 bp 处有特异性条带 
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(图 1)。测序结果表明，目的基因序列未发生突变碱

基，且阅读框正确，表明成功构建含有 HA1 基因的

重组表达载体 pET30a-HA1。 

2.1.2  重组蛋白的表达、复性和纯化 

重组质粒转化大肠杆菌 BL21，在 37 ℃，诱导

剂 IPTG 浓度为 1 mmol/L，培养 4 h，蛋白得到高效

表达。蛋白表达情况经 SDS-PAGE 和 Western 

blotting 检测 (图 2)，目的蛋白大小约为 50 kDa，可

以与猪流感病毒 H1N1 亚型阳性血清发生特异性反

应。纯化后的蛋白浓度为 0.410 mg/mL。 

2.2  间接 ELISA 方法的建立 
2.2.1  反应条件的优化 

棋盘法结果表明：抗原最佳包被量、血清最佳稀 

释倍数、酶标二抗最佳稀释倍数分别为：0.5 μg/mL，

1∶100 和 1∶10 000 (图 3A)。 

2.2.2  特异性试验和重复性试验 

特异性试验：包被抗原与其他常见猪病病毒阳

性血清没有交叉反应  (图 3B)，其中猪流感病毒

H3N2 亚型标准阳性血清的检测值 (0.20) 与阴性血

清的检测值 (0.18) 没有显著性差异 (P＜0.05)，说

明该 H1 亚型猪流感病毒包被抗原与 H3 亚型猪流感

病毒标准阳性血清没有交叉反应。 

重复性试验：批内重复性，变异系数为 0.56％~ 

8.21％，低于 10％；批间重复性，变异系数为 4.15％~ 

14.5％，低于 15％，说明该体系较稳定。

       
图 1  PCR 及重组载体双酶切鉴定结果 
Fig. 1  Results of PCR and recombinant plasmid digested by restriction endonucleases. (A) PCR products of HA1 gene. M: DNA 
marker; 1: negative control; 2,3: PCR products. (B) Identification of recombinant plasmid digested by restriction endonucleases. M: 
DNA marker; 1: negative control; 2: digestion products. 

        

图 2  表达蛋白的 SDS-PAGE (A) 和 Western blotting (B) 结果 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis (A) and Western blotting analysis (B) of the recombinant protein. (A) SDS-PAGE analysis. M: protein 
marker; 1: bacteria lysate before inducing; 2: bacteria lysate after inducing; 3: supernatant; 4: sediment; 5: the purified protein. (B) 
Western blotting analysis of the purified recombinant HA1-protein. 1: treating with negative serum; 2: treating with anti-SIV H1N1 
serum; M: protein marker. 
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图 3  反应条件的优化和特异性实验 
Fig. 3  Optimization of ELISA working conditions and specificity of ELISA. optimization of antigen concentration (A), serum 
sample dilution (B), conjugate dilution (C) and specificity of ELISA (D). 
 
2.2.3  临界值的确定 

通过 ROC 分析，临界值为 S/P=0.26，检测结果

高于 0.26，判定为阳性；低于 0.26，判定为阴性。 

2.3  临床样本的检测及与试剂盒检测结果的比较 
2.3.1  临床样本的检测 

共检测 2008−2009 年采集自河北省、山东省、

广东省的猪血清 785 份。其中阳性 122 份，阴性 663

份，阳性率为 15.54％，各省的阳性率分别为河北省

8.15％ (30/368)；山东省 9.78％ (27/276)；广东省

46.10％ (65/141)。 

2.3.2  与 IDEXX 试剂盒检测结果的比较 

使用猪流感 H1 亚型 ELISA 抗体检测试剂盒

(IDEXX)对 785 份血清进行检测，将 SIV(H1)ELISA

检测结果与试剂盒检测结果进行比较  (表 1)：以 

表 1  H1N1 亚型猪流感 ELISA 检测与 IDEXX 试剂盒检

测 785 份猪血清的结果比较 
Table 1  Comparison of the SIV (H1N1) ELISA and the 
IDEXX ELISA for 785 field sera 

IDEXX ELISA 
SIV(H1N1)ELISA 

Positive Negative Total 

Positive 87 35 122 

Negative 9 654 663 

Total 96 689 785 

 
IDEXX 试剂盒检测结果作为参照，SIV(H1)ELISA

检测的诊断特异性 (DSP) 达到 95％ (87/96)，诊断

敏感性 (DSN) 达到 91％ (654/689)。 

3  讨论 

血凝素 (HA) 是 SIV 变异、病毒毒力和宿主特
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异性的主要决定因素，是病毒的表面抗原 [9-10]，具

有免疫原性，也是诱导体液免疫最主要的保护性抗

原[17-18]。HA 分为重链 HAl 和轻链 HA2，两者之间

以一个精氨酸相连。HA 的大部分抗原决定簇集中在

HAl 上，因此，HAl 具有 HA 的主要抗原表位[19-20]。

本实验利用原核表达系统表达了 2008 年分离到的

SIV (H1N1) 毒株的 HA1 区域，重组蛋白以包涵体

形式表达，并对其进行了变性、复性，使其蛋白构

象更接近于其天然构象，从而保证其抗原表位的准

确性。Western blotting 检测结果表明，HA1 蛋白能

够被 H1N1 亚型 SIV 抗血清所特异性识别，证明所

表达的重组蛋白具有很好的免疫学活性。 

H1 与 H3 亚型猪流感病毒，特别是 H1N1、H3N2

和 H1N2 亚型猪流感病毒是引起猪呼吸系统疾病的

重要原因，在世界范围内显地方流行性 [1]。经过长

期的进化，这 3 种亚型的病毒已成为猪体内的适应

毒株，长期稳定存在于猪群中，严重危害着养猪业

的健康发展。2009 年爆发的甲型 H1N1 流感，其病

原甲型 H1N1 流感病毒的所有基因片段来源于目前

流行的 SIV[3-10]，而且近年来国内外不断有分离到基

因重排 H1 亚型猪流感病毒的报道[21-23]。了解猪流感

的感染情况，不仅可为促进养猪的健康发展提供制

定防控计划的科学依据，也是防控人流感的重要环

节。血清学调查是防控猪流感的必要手段，而建立

行之有效的检测方法就成了当务之急。本研究利用

建立的 ELISA 方法检测了 2008−2009 年自河北、山

东、广东省所采集的猪血清共 785 份，发现其阳性

率为 15.54％ (122/785)，不同省份的阳性率也存在

差异 (8％~47％)。其中河北省与广东省检测阳性率

差异较大 (分别为 8.15％和 46.1％)，分析其原因比

较复杂，一方面可能是由于地理位置相隔较远，气

候和环境的不同导致 H1 亚型猪流感的感染和流行

情况有差异；另一方面，采样时机和采样猪场也对

检测结果有较大的影响；而且每个省我们只检测了

数百份样品，可能未能充分地反映当地猪群的抗体

水平。其他文献报道[24-25]，2004−2007 年采集自福

建省的猪血清，H1 亚型猪流感抗体阳性率为 45.5％ 

(413/908)；1999−2009 年全国范围内采集的猪血清，

H1 亚型猪流感抗体阳性率为 31.1％ (3478/11168)，

不同地区存在差异 (2.4％~38.0％)，说明猪场存在

较普遍的 H1 亚型猪流感的感染。 

我们将临界值定为 0.26 (S/P)，本方法的检测结

果与常用的 IDEXX 试剂盒检测结果相比，诊断敏感

性达到 91％，诊断特异性达到 95％，说明两种方法

的符合率很高。而对于大规模的血清学检测来说，

在保证检测准确性的前提下，检测成本以及安全性

也是重要的因素。本研究建立的 SIV(H1N1)ELISA

利用原核表达获得重组蛋白，容易获得纯化的蛋白，

保证检测的特异性，与全病毒包被抗原相比，杜绝

了安全隐患，大大降低了生产成本，具有较好的应

用前景。 
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