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摘 要：【目的】构建表达增强绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein, EGFP)报告基因的

重组甲型流感病毒，并研究其体外生物学特性、抗病毒药物筛选及中和抗体检测的应用。【方法】

运用流感病毒反向遗传学技术在 H1N1-PR8 病毒神经氨酸酶(NA)基因的 C 端插入 EGFP 基因，成

功构建并拯救出重组甲型流感病毒，命名为 PR8NAEGFP/WSN。采用逆转录聚合酶链式反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)与测序分析验证 EGFP 插入位置的准确性及

遗传稳定性；通过 EGFP 报告基因表达、复制动力学分析和空斑形态观察，对重组病毒

(PR8NAEGFP/WSN)和对照病毒 (PR8NA/WSN，无 EGFP 插入)进行鉴定；采用病灶形成试验

(focus-forming assay, FFA)、定量聚合酶链式反应 (quantitative polymerase chain reaction, qPCR)和

EGFP 荧光检测，评估流感病毒阳性药物法匹拉韦的体外抗病毒药效；同时采用病灶减少中和试

验 (focus reduction neutralization test, FRNT)和报告基因活性检测，开展甲型流感病毒 (influenza A 

virus, IAV)中和抗体检测。【结果】重组病毒(PR8NAEGFP/WSN)在鸡胚中经过 5 代盲传后仍能保

持遗传稳定。与 PR8NA/WSN 相比，该重组病毒在 48 h 测得的病毒滴度略低，结晶紫噬斑形态
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与对照病毒相似。采用重组病毒测得的法匹拉韦半数有效浓度(half maximal effective concentration, 

EC50)与对照病毒一致，且通过 FFA、qPCR 和 EGFP 荧光等多种检测方法所得的 EC₅₀值之间具有

良好的相关性。FRNT 和 EGFP 荧光测定的中和抗体滴度相关系数 r 为 0.930 4，结果具有良好的

一致性。【结论】携带报告基因的重组流感病毒为 IAV 的基础研究、抗病毒药物和疫苗评价提供

了实时可视化的工具。
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Abstract: [Objective] To develop a recombinant influenza A virus (IAV) expressing a reporter 
(enhanced green fluorescent protein, EGFP), study its biological characteristics in vitro, and 
explore its application in antiviral drug screening and neutralizing antibody (nAb) detection.
[Methods] The EGFP gene was inserted into the C-terminus of NA (derived from H1N1-PR8) by 
reverse genetics of influenza virus, and the recombinant IAV was successfully constructed, rescued, 
and named PR8NAEGFP/WSN. The EGFP insertion position and genetic stability were analyzed 
by RT-PCR and sequencing. PR8NAEGFP/WSN and the control virus (PR8NA/WSN, without 
EGFP insertion) were identified based on EGFP reporter gene expression, replication kinetics, and 
plaque morphology. The in vitro antiviral efficacy of favipiravir, a positive drug for influenza virus, 
was evaluated by focus-forming assay (FFA), qPCR, and EGFP fluorescence detection. The focus 
reduction neutralization test (FRNT) and reporter gene activity detection were conducted for IAV 
nAb detection. [Results] PR8NAEGFP/WSN remained genetically stable after five passages in 
chicken embryos. Compared with PR8NA/WSN, PR8NAEGFP/WSN showed a slightly declined 
titer at the time point of 48 h and similar crystal violet plaque morphology. The EC50 of favipiravir 
measured with the recombinant virus is consistent with that with the control virus, and the EC50 
values obtained through various detection methods, including FFA, qPCR, and EGFP fluorescence, 
show good correlations. The correlation coefficient r of the nAb titer determined by FRNT and 
EGFP fluorescence was 0.930 4, which indicated good consistency. [Conclusion] PR8NAEGFP/
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WSN, a recombinant IAV carrying the reporter gene, might be used as a real-time visualization tool 
for the basic research on IAV and the evaluation of antivirals and vaccines for IAV.
Keywords: influenza A virus; reverse genetics; reporter gene; in vitro application; antiviral drugs; 
neutralizing antibodies

甲型流感病毒(influenza A virus, IAV)是威胁

人类健康的呼吸道病原体，每年在全球范围内

引发 300 万至 500 万例重症病例，并导致约 29 万

至 65 万人死亡[1-2]。 IAV 基因组由 8 个单链

RNA 片段构成，不同病毒株在同一宿主细胞内

感染时能够进行基因重配，进而生成新的变异

株。通过突变和基因重配，流感病毒不断进化，

致病性和传播性也随之增强。因此，迫切需要

开发新型疫苗，并筛选有效的抗病毒药物以应

对 IAV 感染。使用表达报告基因的重组 IAV 将

有助于加速这一进程[3-6]。

反向遗传学方法的发展为研究 IAV 感染生

物学的多个方面提供了强有力的工具，涵盖

氨基酸残基在蛋白质功能中的作用、病毒与

宿主的相互作用，以及病毒的复制与发病机

制等[7-8]。此外，该技术还广泛应用于开发灭活或

减毒活流感疫苗[9-10]。由于 A/PR/8/34 (H1N1)和

A/WSN/1933 (H1N1)病毒的聚合酶和核蛋白能有

效促进病毒的复制和转录，因此实验室通常采

用适应的 PR8 或 WSN 病毒开展反向遗传学研

究。为进行抗病毒药物和中和抗体的高通量筛

选，研究者借助反向遗传学技术，利用 PR8 或

WSN 骨架尝试在不同的流感病毒蛋白中构建表

达外源基因(如荧光蛋白和荧光素酶蛋白)的重组

流感病毒[11]。表达报告基因的重组 IAV 为病毒

感染的检测、定量和追踪提供了简便且可靠的

方法[3]。

本研究利用反向遗传学技术构建了携带增

强 绿 色 荧 光 蛋 白 (enhanced green fluorescent 

protein, EGFP) 报 告 基 因 且 遗 传 稳 定 的 PR8

NAEGFP/WSN 重组病毒。进一步采用抗流感病

毒阳性药物法匹拉韦和小鼠免疫血清，验证了

该重组病毒在抗病毒药物药效评价和中和抗体

检测中的应用潜力。这一成果将为流感病毒研

究及抗病毒药物开发提供新的实验方法和理论

工具。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　细胞、质粒与血清

人胚肾细胞 (HEK-293T)和 Madin-Darby 犬

肾细胞(MDCK)购自美国典型培养物保藏中心

(American Type Culture Collection, ATCC)，培养

基 为 杜 氏 改 良 伊 格 尔 培 养 基 (Dulbecco’s 

modified eagle medium (DMEM)，其中含 10% 胎

牛血清和 1% 抗生素，培养条件为 37 °C、5% 

CO2。 A/WSN/1933 (H1N1) 的 7 个 质 粒 ，

GenBank 登录号分别为 LC333185.1 (血凝素，

HA)、 LC333183.1 ( 聚 合 酶 蛋 白 1， PB1)、

LC333182.1 (聚合酶蛋白 2，PB2)、LC333184.1 

(聚合酶酸性蛋白，PA)、LC333186.1 (核蛋白，

NP)、MF039638.1 (基质蛋白，M)、LC333189.1 

(非结构蛋白，NS)；A/PR/8/34 (H1N1)的 PR8-

NA 质粒和 PHW2000 载体均由中国国家流感中

心惠赠。PR8NA/WSN 免疫小鼠血清由中国疾病

预防控制中心病毒病预防控制所应急技术中心

收集并保存。

1.2　 PR8NAEGFP/WSN 病 毒 构 建 与

拯救

在甲型流感病毒 A/PR/8/34 (H1N1)神经氨酸

酶 (neuraminidase, NA)的 C 端插入猪捷申病毒

2A 肽 (GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP， P2A

自剪切位点)及 EGFP 荧光报告基因，同时保留

NA 基因两端的 3′ (18 个核苷酸)和 5′ (157 个核

苷酸)包装信号，以助于包装成完整的病毒颗粒，

构建的质粒命名为 PR8NAEGFP。
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将 293T 和 MDCK 细胞按 2:1 的比例混合，

铺至 6 孔板，于 37 °C 培养至细胞密度达到 80%

后进行转染。转染时，将 PR8NAEGFP 质粒和

WSN 的 7 个 质 粒 稀 释 至 100 ng/μL， 使 用

jetPRIME 转染试剂(Polyplus 公司)与 Opti-MEM 

(Gibco 公司)培养基平衡至室温。在每个 EP 管

中加入 0.5 μg 质粒和 300 μL jetPRIME 缓冲液，

按 1:2 的比例加入 jetPRIME® Reagent，轻轻混

匀后静置 10 min，再加入 1 mL Opti-MEM。将

质粒-转染试剂混合液加入细胞后，置于 37 °C、

5% CO2 孵箱中培养 8 h，之后每孔补充 1.3 mL

含 L-1-甲苯磺酰丙基-2-吡咯烷甲酰胰蛋白酶(L-

1-tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl ketone, 

TPCK)-Trypsin (Sigma-Aldrich 公 司) 的 Opti-

MEM，继续在 37 ℃、5% CO2 条件下培养 72 h。

观察到细胞病变并进行血凝检测后，收集病毒

感染液作为 P0 代病毒。将 P0 代病毒稀释后接

种 至 9 − 12 日 龄 的 无 特 定 病 原 体 (specific 

pathogen-free, SPF)鸡胚，37 °C 培养 48 h 后，收

集鸡胚尿囊液，分装保存于−80 °C 冰箱。

1.3　RT-PCR 鉴定

参照试剂厂商说明书，使用 QIAamp Viral 

RNA Mini Kit [凯杰生物工程(深圳)有限公司]提

取 PR8NAEGFP/WSN重组病毒 P1−P5代病毒和对

照病毒 PR8NA/WSN 的 RNA，使用 SuperScriptTM 

IV VILOTM Master Mix (ThermoFisher Scientific

公司)将 RNA 一步反转录为 cDNA。引物为 NA-

F (5′-TCAAATGGGACTGTTAAGGA-3′)和 NA-

R (5′-CTTGTCAATGCTGAATGGC-3′)。 PCR

反应体系(20 μL)：2×PrimeSTAR Mix 10 µL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，cDNA 模板 1 µL，

ddH2O 7 µL。PCR 反应条件：98 °C 变性 10 s，

55 °C 退火 15 s，72 °C 延伸 10 s，共 30 个循环。

用 1% 琼脂糖凝胶对 PCR 产物进行鉴定。

1.4　法匹拉韦体外抗病毒药效试验

将 MDCK 细胞以 2×104 细胞/孔接种于 96

孔透明板 [ 用于病灶形成试验 (focus-forming 

assay, FFA) 法和实时荧光定量 PCR (real-time 

fluorescent quantitative PCR, qPCR)法]及 96 孔黑

色框平底板(GFP 法)。待细胞生长至约 90% 融

合时，每孔接种含 100 半数组织培养感染剂量

(tissue culture infectious dose 50, TCID50)(GFP 法

和 qPCR 法) 和 50 − 80 病 灶 形 成 单 位 (focus 

forming unit, FFU) (FFA 法)的病毒，并在 37 °C

条件下吸附 1 h。随后，将法匹拉韦(favipiravir，

购自 MCE 公司)以 100 μg/mL 的初始浓度起始，

进行 4 倍比稀释，共设置 8 个浓度梯度，每孔

加入 100 μL 药物溶液，继续在 37 °C、5% CO2

条件下培养 48 h (GFP 法和 qPCR 法)，或 18 h 

(用于 FFA 法)。

1.5　GFP 荧光强度检测

在 PR8NAEGFP/WSN 病毒培养 48 h 后，每

孔加入 200 μL 4% 细胞组织固定液，固定 40 min

后弃去上清液。使用 Gen5 多功能荧光酶标仪，

在激发光波长 479 nm 和发射光波长 520 nm 下，

采用底读模式测定 GFP 荧光强度。根据公式(1)

计算药物抑制率。

药物抑制率=(病毒对照荧光读值−实验孔荧

光读值)/病毒对照荧光读值×100% (1)

1.6　病灶形成试验

参照文献[12-16]进行病灶形成试验。固定：

每孔加入 200 μL 4% 多聚甲醛固定 40 min。透

膜：每孔加入 100 μL 0.1% TritonX-100，室温通

透 30 min。抗体孵育：每孔加入 30 μL 辣根过

氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)偶联的抗

甲型流感病毒 NP 单克隆抗体(Zoonogen 公司)，

室温孵育 1 h 后，PBST 洗 3 次。显色：每孔加

入 30 μL Trueblue (KPL)过氧化物酶底物，避光

孵育 10 min。计数：使用 CTL ImmunoSpot S6

通用分析仪进行扫描并定量病灶数。

1.7　病灶减少中和试验(focus reduction 

neutralization test, FRNT)

采用受体破坏酶(receptor destroying enzyme, 

RDE)对待测小鼠血清样本进行预处理。具体操
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作如下：将 RDE 与血清按 3:1 的比例混合，置

于 37 ℃恒温水浴箱中孵育过夜。随后，将混合

液转移至 56 ℃进行 30 min 热灭活处理，待其自

然冷却至室温后，加入病毒维持液进行 1:10 的

初始稀释，并在 96 孔板中进行连续 2 倍梯度稀

释。将上述处理后的血清样本与 50 FFU 的病毒

稀释液等体积混合 (最终稀释度为 1: 20)，在

37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 1 h。孵育完成后，

将 30 μL 混合液加入细胞培养板中，吸附 1 h，

每个样本设置双复孔，同时设立病毒对照孔和

细胞对照孔。吸附结束后，吸弃混合液，加入

100 μL 微晶纤维素(avicel)覆盖层，置于 37 ℃培

养箱中培养 18 h 后，采用 1.6 节所述的 FFA 法

检测血清样本的中和抗体水平。中和效价以半

数中和效价 (neutralizing titer 50, NT50)值表示，

即能够抑制 50% 病毒感染病灶形成的最高小鼠

血清稀释倍数。

1.8　荧光定量 PCR

采用核酸提取仪(西安天隆科技有限公司)提

取 RNA。采用 One Step PrimeScript RT-PCR 试

剂盒(TaKaRa 公司)检测 IAV 基质蛋白 M 基因。

引物和探针为 IAV-F (5′-CAAGACCAATCCTGT 

CACCTYTR-3′)、 IAV-R (5′-TCTACGCTGCAG 

TCCTCGCTC-3′)和 IAV-P (5′-FAM-ACGCTCA 

CCGTGCCCAGTGAGC-BHQ1-3′)。反应体系

(20 μL)：One Step PrimeScript III RT-qPCR (2×) 

10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，探

针 (10 μmol/L) 0.4 μL，RNA 2 μL，RNase free 

H2O 6.8 μL。 PCR 反 应 条 件 ： 52 ℃ 5 min，

95 ℃ 10 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，共 40个循环。通

过标准曲线计算病毒拷贝数。

1.9　结晶紫噬斑试验

将 MDCK 细胞以 2×105 个细胞/孔接种于 12

孔培养板中。待细胞生长至单层时，按照 50 空

斑形成单位(plaque forming unit, PFU)/孔的剂量

感染病毒，吸附 1 h 后，用 PBS 洗涤细胞 2 次，

再更换 Avicel 覆盖层。然后在 37 °C、5% CO2

条件下培养 48 h。使用 4% 细胞组织固定液固定

细胞 40 min，进行结晶紫染色，晾干后拍照。

噬斑面积由 ImageJ 软件进行定量。

1.10　统计分析

所有数据分析均使用 GraphPad Prism 9.5.1

软件进行。统计学检验采用双尾 t 检验和皮尔逊

相关系数(Pearson correlation coefficient, r)，其中

r 值越接近 1 表示正相关性越强。P 值小于 0.05

被认为具有统计学意义。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　PR8NAEGFP/WSN 病毒构建与验证

本研究将A/WSN/1933 (H1N1)流感病毒的 7个

质粒 (HA、PB1、PB2、PA、NP、NS 和 M)与

A/PR/8/34 (H1N1) 流 感 病 毒 的 重 组 质 粒

PR8NAEGFP 共同转染至 293T 和 MDCK 细胞

(1:2 共培养)，在 37 ℃、5% CO2 条件下孵育 48 h

后，观察到细胞病变并检测到血凝反应，证明

PR8NAEGFP/WSN 病毒成功拯救，记为 P0 代

(图 1A)。随后，将 P1 代病毒接种于 9 日龄 SPF

鸡胚进行扩毒，并以感染复数 (multiplicity of 

infection, MOI)=0.001 感染 MDCK 细胞，在荧光

显微镜下成功验证了 EGFP 荧光的表达。

2.2　PR8NAEGFP/WSN 病毒具有遗传

稳定性

为了验证 PR8NAEGFP/WSN 病毒的遗传稳

定性，以 PR8NA/WSN 为对照，使用 NA-F 和

NA-R 引物对 P1 代至 P11 代病毒进行 RT-PCR

扩增，检测 NA 基因 C 端是否插入 EGFP 报告

基因。RT-PCR (图 1B)和荧光结果(图 1C)表明，

病毒各代次均成功插入 720 bp 的 EGFP 报告基

因，并在感染细胞时表达绿色荧光，显示出良

好的遗传稳定性。此外，委托北京擎科生物科

技股份有限公司对 PR8NAEGFP/WSN 片段进行

测序验证，结果显示其测序结果与预期一致，

进一步确认了 EGFP 报告基因插入位置的正

确性。
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2.3　 PR8NAEGFP/WSN 和 PR8NA/

WSN 病毒的体外生物学特性

为 了 评 估 PR8NAEGFP/WSN 和 PR8NA/

WSN 的体外生物学特性是否有显著差异，本研

究以 MOI 为 0.001 感染 MDCK 细胞，观察了

2 株病毒在 0、12、24、48 和 72 h 的复制动力

学、EGFP 荧光表达及 48 h 病毒噬斑形态(图 2)。

复制动力学结果表明，2 株病毒均在感染后 48 h

达到病毒复制的高峰，但 PR8NAEGFP/WSN 的

病毒滴度是 PR8NA/WSN 的约 5.96 倍。此外，

PR8NAEGFP/WSN 病毒在感染后 12 h 即可观察

到微弱的 EGFP 荧光表达，且随着时间的推移，

表达强度逐渐增强，至 48 h 达到峰值，而在

72 h 因细胞病变脱落，荧光强度有所减弱(图

2A)，这一现象与复制动力学结果一致(图 2B)。

结晶紫噬斑实验结果显示，PR8NAEGFP/WSN

和 PR8NA/WSN 病毒在噬斑形态和面积大小上

未表现出显著差异(图 2C−2D)。

2.4　PR8NAEGFP/WSN 病毒在体外抗

流感病毒药效学评价中的应用

为了评估 PR8NAEGFP/WSN 重组病毒在抗

流感病毒药物筛选中的应用效果，本研究以法

匹拉韦作为阳性对照药物，PR8NA/WSN 病毒作

为对照病毒，采用 FFA 法、qPCR 法及 EGFP 荧

光灶定量法对其药物半数有效浓度(EC50)及相关

性进行比较分析(图 3)。FFA 法结果表明，随着

药物浓度降低，病毒的病灶数逐渐增加(图 3A)。

法匹拉韦对PR8NAEGFP/WSN和PR8NA/WSN病

毒的 EC50分别为 0.608 9 μg/mL 和 0.535 3 μg/mL，

二者之间无显著差异(图 3D)。通过 qPCR 法测

图1　PR8NAEGFP/WSN病毒构建与验证。A：重组病毒PR8NAEGFP/WSN中NA-EGFP的示意图；B：

RT-PCR检测验证重组病毒的遗传稳定性；C：荧光显微镜观察EGFP报告基因的表达。

Figure 1　 Construction and validation of PR8NAEGFP/WSN. A: Schematic diagram of NA-EGFP in the 

recombinant virus PR8NAEGFP/WSN; B: RT-PCR verification of the genetic stability of the recombinant virus; 

C: Observation of EGFP reporter gene expression under a fluorescence microscope.
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图2　PR8NAEGFP/WSN体外生物学特性。A：PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病毒的EGFP荧光与细

胞 病 变 示 意 图 (EGFP 荧 光 与 细 胞 病 变 ， 上 图 为 PR8NAEGFP/WSN， 下 图 为 PR8NA/WSN)； B：

PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病毒的复制动力学曲线对比；C：PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病

毒的结晶紫噬斑形态示意图；D：PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病毒的结晶紫染色噬斑面积的统计学

分析(ns：P>0.05，差异无统计学意义)。

Figure 2　In vitro biological characteristics of PR8NAEGFP/WSN. A: Schematic diagram of EGFP fluorescence 

and cytopathic effect of PR8NAEGFP/WSN and PR8NA/WSN viruses (Top: PR8NAEGFP/WSN; Bottom: 

PR8NA/WSN); B: Comparison of replicative kinetics curves of PR8NAEGFP/WSN and PR8NA/WSN viruses; 

C: Schematic diagram of crystal violet plaque morphology of PR8NAEGFP/WSN and PR8NA/WSN viruses; D: 

Statistical analysis of crystal violet staining plaque area of PR8NAEGFP/WSN and PR8NA/WSN viruses (ns: P>

0.05, no statistically significant difference).
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得，随着药物浓度减少，病毒复制的抑制率呈

下降趋势 (图 3C)，法匹拉韦对 PR8NAEGFP/

WSN 和 PR8NA/WSN 病 毒 的 EC50 分 别 为

0.033 4 μg/mL 和 0.028 9 μg/mL (图 3C)。EGFP

荧光灶的数量随着药物浓度降低而增加(图 3B)，

对 EGFP 荧光灶强度进行定量分析得出的 EC50

值为 0.119 0 μg/mL (图 3E)。

对 PR8NAEGFP/WSN 和 PR8NA/WSN 病毒

进行相关性分析发现，采用 FFA 法和 qPCR 法

测得的病毒抑制率的相关性(r 值)均大于 0.950 0，

且 P<0.000 1，显示出较高的一致性(图 3F)。此

外，EGFP 荧光灶定量法与 qPCR 法及 FFA 法的

相关性分析结果显示，EGFP 与 qPCR 法的 r 值

为 0.913 6，P<0.005 (图 3G)；EGFP 与 FFA 法

的 r 值为 0.829 0，P<0.05 (图 3H)。上述结果表

明，PR8NAEGFP/WSN 重组病毒可作为一个良

好的工具用于抗流感病毒药物的体外筛选和

评估。

2.5　PR8NAEGFP/WSN 病毒在体外应

用于中和抗体检测

使 用 带 有 绿 色 荧 光 蛋 白 标 记 的 PR8

NAEGFP/WSN 病毒可实时监测细胞培养中的病

毒感染情况。当病毒与免疫小鼠血清反应时，

中和抗体能够抑制病毒感染，从而导致荧光信

号减少，间接反映抗体的中和效力。此外，借

助荧光酶标仪对 EGFP 荧光强度进行定量，可减

少人工误差，提高实验精度。本研究以 PR8NA/

WSN 病毒作为对照病毒，采用 FRNT 法检测了

10 份免疫小鼠血清的中和抗体滴度(表 1)。结果

显示，2 种方法检测的中和抗体滴度的 r 值为

0.930 4，且 P<0.000 1，表明两者之间具有较高

的一致性(图 4)。这一发现表明，PR8NAEGFP/

WSN 重组病毒可作为一种有效的检测工具，用

于评估抗体对病毒的中和能力，并为疫苗开发

或免疫反应研究提供重要数据。

3　讨论与结论　讨论与结论

表达报告基因的重组流感病毒是研究流感

病毒生物学及其发病机制的重要工具。这些重

组病毒能够在体外和体内便捷地追踪病毒感染，

无需依赖二次检测方法来识别感染细胞，也无

需通过验证的动物模型来确认病毒的存在[17-20]。

本 研 究 通 过 构 建 携 带 EGFP 报 告 基 因 的

PR8NAEGFP/WSN 重组流感病毒，初步探讨了

图3　PR8NAEGFP/WSN病毒在体外抗流感病毒药效学评价中的应用。A：采用FFA法检测法匹拉韦抗

PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病毒的病灶示意图(上图为PR8NAEGFP/WSN，下图为PR8NA/WSN)；

B：采用EGFP荧光灶定量法检测法匹拉韦抗PR8NAEGFP/WSN病毒的荧光示意图；C、D：分别采用

qPCR法和FFA法检测法匹拉韦抗PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病毒，计算EC50的曲线拟合图；E：采

用EGFP荧光灶定量法检测法匹拉韦抗PR8NAEGFP/WSN病毒，计算EC50的曲线拟合图；F：采用qPCR法

与FFA法分析PR8NAEGFP/WSN与PR8NA/WSN病毒之间的相关性；G、H：采用EGFP荧光灶定量法与

qPCR法(G)、FFA法(H)分析PR8NAEGFP/WSN病毒之间的相关性。

Figure 3　Application of PR8NAEGFP/WSN in the pharmacodynamic evaluation of anti-influenza virus agents 

in vitro. A: Schematic diagram of foci detected by FFA method for favipiravir against PR8NAEGFP/WSN and 

PR8NA/WSN viruses (Top: PR8NAEGFP/WSN; Bottom: PR8NA/WSN); B: Fluorescence diagram of EGFP foci 

quantification method for favipiravir against PR8NAEGFP/WSN virus; C, D: Detection of favipiravir against 

PR8NAEGFP/WSN and PR8NA/WSN viruses using qPCR and FFA methods, with EC50 curve fitting; E: Curve 

fitting graph for calculating EC50 using EGFP foci quantification method for favipiravir against PR8NAEGFP/

WSN virus; F: Correlation analysis between PR8NAEGFP/WSN and PR8NA/WSN viruses using qPCR and FFA 

methods; G, H: Correlation analysis of PR8NAEGFP/WSN virus using EGFP foci quantification method with 

qPCR (G) and FFA (H) methods.
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其在抗病毒药物和中和抗体检测中的应用。该

研究为高通量药物筛选平台的建立以及流感病

毒疫苗的研发提供了一种实时可视化的检测

工具。

结晶紫噬斑试验[21]和半数组织培养感染剂

量[22]是滴定流感病毒的经典方法，但这 2 种方

法依赖于细胞病变效应(cytopathic effect, CPE)的

产生，且培养时间较长。对于某些临床分离株，

无法形成明显的 CPE，上述 2 种方法在某些情

况下会限制 IAV 的研究[23-24]。为了解决这一问

题，研究者已采用基于免疫染色的病灶形成试

验等二级实验方法来研究野生型甲型流感病

毒[12]。虽然这些方法在解决噬斑形成困难和缩

短实验时间方面有所改进，但它们依赖抗体与

病毒蛋白的结合，而抗体的成本通常较高，从

而增加了实验的经济负担。此外，FFA 法通常

需要覆盖层来防止流感病毒的扩散，无法实时

追踪细胞或动物体内的病毒感染过程。相比之

下，使用表达荧光蛋白的重组病毒结合体外成

像技术(如荧光显微镜和活体成像)能够在体外和

体内有效地追踪病毒感染，从而获得可靠的定

量读数[20,25]。

目前，对抗 IAV 的可用选择包括抗病毒药

物和疫苗。已批准用于 IAV 的抗病毒药物主要

包括神经氨酸酶抑制剂、M2 离子通道抑制剂和

聚合酶抑制剂。然而，这些抗病毒化合物在安

全性和病毒耐药性方面存在一定问题[26-28]。因

此，迫切需要开发新的抗病毒药物来对抗 IAV

感染。接种疫苗是预防 IAV 感染的主要手段。

然而，目前已批准的流感疫苗疗效适中，并且

会随着季节变化而变化。针对 HA 茎部开发的广

谱通用流感疫苗被寄望能克服传统流感疫苗在

抗原漂移和抗原转变中的挑战，从而提供对多

种流感病毒亚型的保护。对产生中和抗体的广

度和效力进行全面检测，将有助于加速开发有

效的通用流感疫苗。流感特异性抗体滴度的测

定 通 常 使 用 血 凝 抑 制 试 验 (hemagglutination 

inhibition test, HAI)和微量中和试验进行[29]。靶

图4　两种不同方法检测免疫小鼠血清中和抗体滴

度的相关性

Figure 4　Correlation of neutralizing antibody titers 

in immune mouse serum detected by two different 

methods.

表1　两种不同方法检测免疫小鼠血清中和抗体

滴度

Table 1　 Virus-neutralizing antibody titers in the 

serum of vaccinated mice detected by two different 

methods

血清样本编号
Serum number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

NC b

免疫小鼠血清中和滴度 a

Virus-neutralizing titers in immunized 
mouse seruma

FRNT

307.2

744.4

572.7

438.5

1 603.0

196.6

208.3

880.9

526.2

1 285.0

<10

EGFP

272.1

636.8

216.3

208.5

2 516.0

272.3

254.6

1 692.0

1 046.0

2 336.0

<10
a：中和50% FFU；b：阴性对照血清。待测血清的初始稀释

度为1:20。为了方便绘图和统计，将阴性的待测血清样本

赋值为10。
a: 50% FFU neutralization; b: Negative control serum. The 

initial dilution of the serum samples to be tested in this study 

was 1:20. For the purpose of graphing and statistical analysis, 

negative serum samples were assigned a value of 10.
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向 HA 茎部保守表位的流感疫苗通过抑制病毒融

合机制中和病毒。传统的 HAI 测定通过测量抗

体对病毒与受体相互作用的抑制作用，无法检

测到这种中和活性[30]。噬斑减少中和试验也常

用于流感及其他病毒的研究。这些方法通过用

酶联免疫吸附测定检测病毒核蛋白、滴定血凝

或评分细胞病变效应来衡量病毒复制，但由于

操作繁琐且劳动强度大，难以大规模推广，且

处理来自动物的活病毒需要高安全级别的实验

室。尽管已有 HA/NA 报告基因假病毒用于流感

研究，并且有效应用于测量中和活性，但它们

常因未能涵盖流感病毒的一些关键方面而受到

批评[31-33]。因此，构建具有报告基因的重组流

感病毒有助于高通量筛选抗病毒药物并开发标

准化的高通量中和测定方法，能够显著提高感

染监测和表征疫苗接种诱导的中和抗体反应

能力。

许多研究已报道使用 IAV 不同节段编码荧

光素酶[34-36]或荧光蛋白[37-40]。其中，NA 节段已

被证明可以耐受外源 EGFP 报告基因的插

入[41-43]。然而，采用不同策略将报告基因整合

到流感病毒基因组时，通常面临一定的技术限

制与表型变化，主要表现为重组流感病毒的生

物学特性发生改变，导致病毒的复制能力显著

减弱[34]。此外，表达报告基因的重组流感病毒

在细胞培养或小鼠中的连续传代过程中，报告

基因的活性可能会丧失[20,44]，这限制了其在多周

期生长实验、模型生物的长期感染或传播研究

中 的 应 用 。 研 究 表 明 野 生 型 A/WSN/1933 

(H1N1)骨架的 NA 表达量明显高于 A/PR/8/34 

(H1N1)[45]。在本实验室的前期研究中也证明了

这一观点[46]。因此，基于上述研究背景，本研

究采用 A/WSN/1933 (H1N1)骨架构建了携带

EGFP 报告基因的 PR8NAEGFP/WSN 嵌合重组

病毒。通过实验验证，发现该重组病毒在细胞

培养中的连续传代过程中报告基因具有较好的

遗传稳定性与高水平报告基因表达。此外，重

组病毒的生物学特性与对照病毒相比未发生显

著改变。本研究解决了报告基因稳定性和病毒

复制能力的矛盾，为后续的流感病毒研究提供

了更为可靠的工具。

流感病毒载体疫苗因其广谱免疫反应、快

速生产、增强的免疫效果以及较高的适应性等

特点，已成为防控流感及其他呼吸道传染病的

重要候选平台[47]。研究表明已将该载体应用于

表达严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-

CoV-2)受体结合区 (RBD)和呼吸道合胞病毒

(respiratory syncytial virus, RSV)的保护性抗原 G

胞外结构域(Gecto)，通过单剂鼻内免疫小鼠，

成功诱导了强大的黏膜免疫和全身免疫反应，

并实现了对 IAV 和 SARS-CoV-2 或 RSV 的交叉

保护[48-49]。

表达生物发光或荧光蛋白的报告病毒能够

方便地在体内观察病毒复制，无需通过安乐死

来检测啮齿动物的病毒滴度，同时还能利用非

侵入性技术进行全身成像[25,50]。因此，本研究仍

存 在 一 定 的 局 限 性 ， 未 来 需 进 一 步 探 索

PR8NAEGFP/WSN 在动物体内的感染特性。综

上所述，本研究成功构建了携带 EGFP 报告基因

且具有遗传稳定性的 PR8NAEGFP/WSN 重组流

感病毒，并采用阳性药物法匹拉韦和小鼠免疫

血清，初步探讨了该病毒在高通量抗病毒药物

筛选、减毒活疫苗开发和疫苗评价中的应用前

景，为深入开展抗 IAV 感染研究奠定了技术

基础。
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