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三株交叉反应性的流感病毒 HA抗体与 H1N1流感病毒的
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摘要 目的：结合临床甲型流感病例分析流感病毒可能的致病机理。方法：收集 87份陕西省 2009年甲型 H1N1流感重症，危重症

及死亡病例的血常规参数，对其淋巴细胞、红细胞和血小板三个指标分析。制备针对甲型 H1N1的单克隆抗体，采用抗体亚类鉴定

试剂盒分析其抗体轻链和重链的亚型，通过血凝活性实验检测三株抗体的血凝抑制活性，通过 ELISA检测三株抗体与人和小鼠

的血红蛋白、红细胞、白细胞膜和血小板膜的反应，通过免疫组化分析三株流感病毒抗体与正常小鼠肺组织的结合。结果：流感病

毒感染后的死亡病例中淋巴细胞、红细胞和血小板均明显降低。三株抗体与人和小鼠的淋巴细胞、红细胞和血小板均有不同程度

的交叉反应；免疫组化结果同时也证实三株 HA抗体与小鼠的肺组织有不同的结合力。结论：流感病毒致病的原因可能与流感病

毒感染机体后产生的抗体可与血液和组织中的成分结合有关。
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Pathogenic Mechanism of Three Cross Reactive Influenza Virus HA
Antibodies and H1N1 Influenza Virus*

To analyze the possible pathogenesis of influenza virus based on clinical influenza A cases and three mAbs

against H1N1-HA. The binding sites of the two antibodies with HA were analyzed by phage display library. Polypeptide

synthesis based on the selected antigenic sites and HA sequence, monoclonal antibodies prepared by immunization mice with two

polypeptide, light chain and heavy chain variable region of four antibodies were obtained by means of molecular cloning. Moreover, the

binding domain of antibodies and antigen was predicted by computer simulation. Blood routine parameters of 87 severe, critical and fatal

cases of influenza A (H1N1) in Shaanxi Province in 2009 were collected and their lymphocyte, erythrocyte and platelet indices were

analyzed. Three mAbs against H1N1-HA were prepared by our lab, the subtypes of light and heavy chains of antibodies were analyzed by

antibody subclass identification kit. The hemagglutination inhibition of the three antibodies was tested by hemagglutination activity test.

The reactions of the three antibodies with human and mouse hemoglobin, erythrocyte, leukocyte and platelet membranes were detected

by ELISA. The binding of three influenza virus antibodies to normal mice lung tissue was analyzed by immunohistochemistry.

The lymphocytes, red blood cells and platelets in the death cases were significantly decreased inafter influenza virus infection. ELISA

results showed that the three antibodies had different cross-reactivity with human and mouse lymphocyte, erythrocyte and platelet. The

three antibodies had different cross-reactivity with human and mouse lymphocytes, erythrocytes and platelets. The results of

immunohistochemistry also confirmed that the three HA antibodies had different binding capacity with mouse lung tissue.

The pathogenesis of influenza virus may be related to the combination of antibodies produced by influenza virus infection with blood and

tissue components.

H1N1 influenza virus; Hemagglutinin; Red blood cell(RBC); Lymphocytes; Platelet(PLT)
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前言

流感病毒感染所致的急性呼吸道传染病称流行性感冒。在

甲型、乙型和丙型三种流感中，甲型流感给人的危害最严重[1，2]。

目前，甲型流感的预防手段仍以疫苗接种为主。流感病毒表面

的刺突包括血凝素 (hemagglutinin，HA) 和神经氨酸酶

(nueraminidase, NA)，其中，HA具有较强的抗原性和免疫原性。

人接种流感疫苗 HA后，机体可产生保护性抗体[3，4]。20世纪，

至少已在人群中发生了 3次由甲型流感病毒引起的世界范围

流感大流行[5]。2009年 4月，甲型 H1N1流感在墨西哥和美国

爆发。随后，疫情迅速蔓延到美洲、欧洲、亚洲多个国家，并且其

警戒级别上升为流感大流行最高级，严重威胁人民健康[6]。因

此，研究甲型 H1N1流感病毒可能的致病机理有助于为流感病

毒的预防和感染提供新的实验依据。

先前已有关于 H1N1感染后严重病例甚至死亡的几种可

能机制：(1) 过度免疫反应有关：Taronna等报道 2009年 H1N1

流感病毒在肺组织中滴度相比季节性 H1N1病毒接种的雪貂

显著升高 [7]。(2)“细胞因子风暴”：Mauad等对 21名感染 2009

H1N1 的巴西患者尸检，发现肺部有 Toll 样受体，酌-干扰素
(Interferon-酌, IFN-酌)和 CD8+T细胞的表达[8，9]。(3)免疫复合物的

形成：Monsalvo等研究发现由免疫复合物介导的人补体片段

4d（Complement Fragment 4d,C4d）沉积存在于致命病例的肺组

织中[10，11]。这三种解释均与免疫反应有关，但目前尚无阐明甲型

流感病毒致病的明确机理。本研究收集了陕西省 87例甲型流

感重症、危重症及死亡病例的病历，对其血常规参数中的淋巴

细胞、红细胞和血小板的数值进行了统计分析，并以实验室获

得的三株异嗜性的单克隆抗体作为研究对象，进行 ELISA和

免疫组化分析，以期为 H1N1流感病毒的预防、诊断及治疗奠

定研究基础。

1 材料与方法

1.1 材料

2009年甲型 H1N1流感病毒裂解疫苗购自华兰生物疫苗

有限公司；4株单克隆抗体由本实验室制备；HRP标记的山羊

抗小鼠二抗由中杉金桥公司提供。SBA小鼠单克隆抗体分型试

剂盒(HRP标记)购自 Southern biotech 公司；2009 年 H1N1 感

染病例问卷均来自陕西省医院卫生厅甲型 H1N1流感临床研

究项目的严重病例，所有人体样本均按照陕西省人民医院机构

审查委员会的政策使用。

1.2 血常规检测

采集病人静脉血 2~5 mL，血常规参数中的淋巴细胞、红细

胞和血小板的数值通过血常规分析仪检测。

1.3 红细胞、白细胞膜及血小板膜的制备

① 红细胞 (Red blood cell, RBC) 的制备：将人外周血用

0.9％盐水洗涤 3~5次，并用双蒸水裂解，在 2000 rpm下离心 1 h

后收集沉淀物并用双蒸水洗涤 3~5次，并将沉淀重悬于 0.9%

盐水中。② 白细胞膜的制备：用淋巴细胞分离培养基从外周血

中分离白细胞，通过 2500× g离心 10 min吸出，用 0.9%盐水洗

涤三次，然后冷冻和解冻三次以获得白血细胞膜。③ 制备血小

板膜：洗涤人血小板(由西安血液中心提供)并用 0.9%盐水

裂解。

1.4 抗体的制备

将抗原与弗氏佐剂充分乳化混匀，经皮下免疫 BALB/c

小鼠，每只注射抗原 20～25 滋g。免疫 3周后，采用首次免疫

相同的方法和剂量加强免疫 1～2次，融合前的 3天用不含佐

剂的抗原，经腹腔追加免疫 1次。细胞融合方法见文献[12]，采

用间接 ELISA法检测并筛选获得分泌抗体的阳性细胞，阳性

细胞通过 96孔板进行有限稀释法筛选亚克隆，获得稳定的杂

交瘤细胞系。

1.5 抗体的鉴定

抗体的 Ig亚类鉴定按照 SBA Clonotyping System/HRP抗

体亚类鉴定试剂盒说明书操作。

1.6 血凝抑制活性的鉴定

血凝效价测定：在 96孔 U型底的微孔板中按 2倍梯度倍

比稀释流感病毒抗体 100 滋L，加入等量的 0.5%的鸡血红细胞，

37℃孵育 1 h，检测病毒的血凝效价。血凝抑制效价测定：4倍

血凝效价的病毒和 2倍梯度倍比稀释的单克隆抗体各 50 滋L
混匀后加至 96孔 U型底的微孔板，加入等量的 0.5%的鸡血红

细胞，37℃作用 1 h后检测病毒的血凝抑制效价。血凝和血凝

抑制效价按红细胞凝集比例计算，凝集 100%、75%、50%和

25%分别用 ++++、+++、++和 +表示。

1.7 酶联免疫吸附实验 (enzyme linked immunosorbent assay,

ELISA)

将抗原(2.5 滋g/ ml)包被在 96孔板中，在 4℃下孵育过夜，

用 0.1 mol/L PBS洗涤三次。将抗体加入 96孔板中并在 37℃下

孵育 1 h。弃去上清液后，将最佳抗原浓度在 37℃下孵育 1 h。

再次洗涤三次后，向每个孔中加入 3,3',5,5'- 四甲基联苯胺

(TMB)和 H2SO4，并在室温下温育 15~30 min。通过 ELISA板读

数器检测 450 nm处的吸光度。

1.8 免疫组化检测

切片脱蜡水化后，60℃烘烤 20 min后，二甲苯透明，酒精

梯度水化；3%H2O2室温避光 10 min灭活内源性酶，将切片浸

入 0.01 M柠檬酸盐缓冲液(pH6.0)中，微波炉中火 6 min，4 次

修复抗原。以 1:10稀释兔血清封闭液室温封闭 20 min，1:10比

例稀释 HRP标记的一抗，4℃孵育过夜，充分洗涤后二氨基联

苯胺(3,3’-diaminobenzidine, DAB)显色。苏木精复染 4 min，1%

盐酸酒精分化 5 s，水中返蓝 10～15 min，脱水透明，中性树胶

封片。

1.9 统计学分析

所有实验数据均采用 SPSS18.0软件分析，计算资料采用

means ± SEM表示，多组差异比较采用 one-way ANOVA分

析，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05表示有显著差异，P<0.01
表示极显著差异。

2 结果

2.1 甲型流感重症、危重症及死亡病例的血常规分析

本研究共纳入 87例 2009年大流行性 H1N1流感病例，包

括 13例死亡病例，16例危重症 H1N1流感患者和 58例重症流

感。我们从病例问卷中分析了常规血液检查的结果，包括以下

指标：淋巴细胞、红细胞和血小板，然后以各血常规的参考值作
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图 1 87例甲型 H1N1流感病例的血常规参数均值比较

(A：流感重症、危重症及死亡病例的淋巴细胞数值；B：流感重症、危重症及死亡病例的红细胞数值；

C：流感重症、危重症及死亡病例的血小板数值 )

Fig.1 Blood routine examination of 87 H1N1 influenza case questionnaires

(A: lymphocytes in deaths, critically ill and severe cases; B: Red blood cells in deaths, critically ill and severe cases;

C: platelets in deaths, critically ill and severe cases. Significant levels were analyzed by one-way ANOVA , *P≤ 0.05.)

Monoclonal antibodies Binding activity with H1N1
Ig typing

HI activity
Light chain Heavy chain

A1-10 4+ 资 IgM 1+

H1-13 3+ 资 IgG1 -

H1-15 2+ 资 IgM 1+

A1-6 4+ 资 IgG1 1+

表 2 H1N1-HA的三株单克隆抗体的特征鉴定

Table 2 Characterization of antibodies against H1N1-HA

category

(case)

lymphocytes RBC PLT

L N H L N H L N H

Death

(13)

9/11

(81.8%)

2/11

(18.2%)

0/1

(0%)

8/12

(66.7%)

3/12

(25%)

1/12

(8.3%)

10/13

(76.9%)

3/13

(23.1%)

0/13

(0%)

critically ill

(16)

12/15

(80%)

3/15

(20%)

0/13

(0%)

8/16

(50%)

7/16

(43.7%)

1/16

(6.3%)

6/16

(37.5%)

4/16

(25%)

6/16

(37.5%)

severe cases

(58)

13/50

(26%)

34/50

(68%)

3/50

(6%)

7/52

(13.5%)

41/52

(78.8%)

4/52

(7.7%)

6/53

(11.3%)

31/53

(58.5%)

16/53

(30.2%)

表 1 87例甲型 H1N1流感重症、危重症及死亡病例中各组血常规参数比例

Table 1 Comparison of the proportion of blood routine value among 87 H1N1 influenza case questionnaires

Note: RBC: Red blood cell; PLT: platelet; L: The value is below the normal range; N: The value is in the normal range;

H: The value is greater than the normal range.

为对照，计算低于正常值、正常值和高于正常值的病例数各占

的比例。如图 1所示，死亡病例的淋巴细胞和红细胞均值均小

于重症组 (图 1A和 B)，血小板均值小于危重症和重症组 (图

1C)。如表 1所示，死亡病例中淋巴细胞、红细胞和血小板低于

正常值的比例为 81.8%、66.7%和 76.9%，危重症病例中淋巴细

胞、红细胞和血小板低于正常值的比例分别为 80%, 50%和

37.5%，而重症病例中三株低于正常值的比例分别为 26%、

13.5%和 11.3%(表 1)。这些结果表明 H1N1流感病毒可能与死

亡和危重的 H1N1流感患者中的不同血液成分发生交叉反应。

Note: HI activity: Hemagglutination Inhibition activity．

2.2 抗体特性鉴定

我们从既往制备的 84株 H1N1单克隆抗体中选取具有交

叉反应的抗体 A1-10、H1-13和 H1-15进行后续的分析。对制备

的单克隆抗体进行了与 2009年 H1N1流感病毒的结合活性、

Ig亚类及血凝抑制活性进行了测定，结果如表 2所示。其中，抗

体 Ig亚类鉴定结果显示 3株抗体的轻链均为 资链，H1-13重链
为 IgG1型，A1-10和 H1-15重链均为 IgM。A1-10和 H1-15的

血凝抑制活性为 1+，即血凝抑制活性约 25%，H1-13抗体无血

凝抑制活性。
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图 3 三株 HRP标记的交叉反应的抗体与小鼠肺部组织的免疫组化结合

(A：A1-10；B：H1-13；C：H1-15；D：空白对照)

Fig. 3 The immunohistochemistry staining of three mAbs with healthy mouse lung tissues

(A: A1-10; B: H1-13; C: H1-15; D: blank)

图 2三株流感病毒抗体与人和小鼠的血液成分的反应性

(A：三株交叉反应抗体与人不同血细胞成分的反应性；B：三株交叉反应抗体与小鼠不同血细胞成分的反应性)

Fig.2 The reactivity of three mAbs with human and mouse blood components

(A: The reactivity of three mAbs with human blood component; B: The reactivity of three mAbs with human blood component.

(*P <0.05, **P<0.01 vs. blank group))

2.3 三株流感病毒单克隆抗体与不同血液成分的结合力

为了分析机体感染 H1N1流感病毒后血常规参数变化的

可能原因，我们分别从健康人和小鼠的血液中提取红细胞、白细

胞膜和血小板膜，分析血液中的何种成分可以与 3株 mAb结

合。ELISA检测三株抗体 A1-10、H1-13和 H1-15与血红蛋白、

RBC、白细胞膜和血小板膜的交叉反应，结果显示三株流感病

毒抗体均可与人和小鼠的红细胞和血红蛋白反应；只有 H1-13

和 H1-15可与膜白细胞和血小板反应，并且与人和小鼠的反应

特性基本一致(图 2A和 2B)。从图 2A和 2B中所示的结果可见

三株抗体可不同程度地与人和小鼠血液成分有交叉反应。

2.4 免疫组化分析三株流感病毒抗体与小鼠肺组织的结合情况

为进一步检测三株流感病毒抗体与组织的结合情况，我们

将正常小鼠的肺组织进行固定包埋，制备石蜡切片后进行免疫

组化检测。为了实验的方便，我们首先将 A1-10、H1-13 和

H1-15三株抗体用 HRP进行标记。正常小鼠肺部组织切片的

免疫酶染色可见：酶标的 A 1-10免疫组化染色可见红细胞、红

细胞碎片和部分正常肺部细胞的胞浆均与 A1-10抗体结合(图

3A)，酶标的 H1-13单抗免疫组化染色可见 H1-13单抗与肺部

不同组织发生较强结合(图 3B)，H1-15酶标单克隆抗体仅与红

细胞结合(图 3C)而对照抗体 A1-6与肺部切片无结合(图 3D)。

该结果进一步验证了这三株流感病毒抗体与机体具有交叉反

应性。
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3讨论

预防流感病毒感染的最主要手段仍是接种流感疫苗[13，14]，

但甲型流感疫苗注射后的不良反应使其安全性受到质疑[15，16]，

从而影响了其广泛推广及应用。流感病毒表面的糖蛋白血凝素

HA具有较强的免疫原性，机体接种后可产生保护性抗体[3，4]。

20世纪，至少已在人群中发生了 3次由甲型流感病毒引起的

世界范围流感大流行[5]，1918-1919年的西班牙流感、1957-1958

年的亚洲流感及 1968-1969年的香港流感，对人类的生命造成

了严重的威胁。因此，研究甲型 H1N1流感病毒可能的致病机

理有助于为流感防控提供更丰富的理论依据和实验数据。

关于 H1N1感染后机体产生严重反应的机制有多种解释，

如过度免疫反应、细胞因子风暴、免疫复合物的形成等等，这三

种机制均从免疫角度出发，但目前尚无系统地解释其作用机

制。关于流感疫苗接种后不良反应的研究也有诸多报道，其中

也不乏和免疫反应相关，比如接种疫苗后出现嗜睡症[17]、肺泡

出血[18]、自然流产[19]及神经系统不良反应等[20]。本研究对陕西省

87例甲型流感重症、危重症及死亡病例的血常规参数中的淋

巴细胞、红细胞和血小板的数值进行了统计分析，结果提示在

死亡病例中淋巴细胞、红细胞和血小板均低于流感重症患者。

我们还对死亡和危重症流感病例的临床诊断进行了分析，发现

有部分患者出现了血小板减少性紫癜、再生障碍性贫血等症

状，这也和我们统计的红细胞、血小板的数值明显减小有关。进

而我们分析了死亡、危重症和重症流感病例中淋巴细胞、红细

胞和血小板的均值比例，死亡病例中三者中低于正常值的比例

均为 81.8%, 66.7%和 76.9%，危重症病例中三者低于正常值的

比例分别为 80%, 50%和 37.5%，而重症病例中三株低于正常

值的比例分别为 26%，13.5%和 11.3%，这提示 H1N1流感病毒

HA与人体多种血液成分可能有交叉反应。其次，我们结合实

验室制备的具有交叉反应性的三株流感病毒 HA抗体特性，通

过 ELISA检测，发现三株抗体可以不同程度地与人和小鼠的

红细胞、白细胞和血小板发生交叉反应，这也进一步证实了临

床病例分析得出流感病毒与血液成分反应的结论。进而，我们

取正常小鼠的肺组织，通过免疫组化分析，提示三株抗体均不

同程度与肺组织和红细胞结合。

综上，研究结果提示流感病毒致病的原因可能与流感病

毒感染机体后产生的抗体可与机体血液和组织中的成分结合

有关，这为流感病毒致病机制研究提供了实验数据和新的研

究策略。
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