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高致病性禽流感病毒 !"#$中和抗体的单链抗体构建与活性鉴定
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摘 要 在本实验室研制出的多株针对 LJ)9血凝素的鼠单抗中，9#Q$对 "H株 LJ)9病毒株都有血凝抑制和中和活性，具有
特异性高、反应性强、识别谱广的特点。通过基因工程构建 9#Q$单链抗体（=-Q2）表达重组质粒，在大肠杆菌中表达并纯化
=-Q2，经血凝抑制实验及中和实验检测其活性。结果在针对 "株病毒的血凝抑制实验中，9#Q$ =-Q2蛋白对其中 !株 LJ)9病毒
均显示出结合活性，而对 LK毒株没有反应。在针对 $株 LJ)9病毒的中和实验中，9#Q$ =-Q2对 J株病毒具有较好的中和能
力。LJ)9广谱中和抗体 9#Q$的单链抗体构建，为进一步研制针对 LJ)9禽流感病毒的治疗性抗体奠定了基础。
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禽流感是由 ! 型流感病毒（ "#$"% $%&’()%*"
#$+(,),，!-.）引起的一种禽类呼吸系统性疾病。根
据表面抗原血凝素（/!）和神经氨酸酶（0!）的不
同，!型流感病毒通常又可以分为若干亚型。近年
来，/102亚型禽流感病毒世界范围内的广泛传播，
造成了无数家禽和野生鸟类的死亡。2334年，香港
出现了首例 /102禽流感病毒直接由鸡传播到人的
事件［2］。据世界卫生组织（5/6）统计从 7889 年到
788:年 :月 78日，共 77;人感染了 /102亚型禽流
感病毒，其中 298人死亡，死亡率达 14<。788:年 :
月 7= 日，5/6宣布证实了在印度尼西亚的一起人
传人禽流感事件。这是继 >!?> 之后，传染病给全
球公共卫生安全带来的一个巨大挑战。

/!是一种病毒糖蛋白，以三聚体形式存在于
病毒囊膜表面，在病毒吸附、穿膜及决定病毒的宿主

特异性和致病力方面均起着相当关键的作用，是病

毒最主要的表面抗原及有效的抗体中和位点［7］。本

实验室利用杂交瘤技术和血凝抑制试验法

（@)A"BB’(C$D% $%@$E$C$D%，/-）筛选多株针对 /!的鼠单

抗［9］，其中 28F4对 9=株 /102病毒株都有血凝抑制
和中和活性，具有特异性高、反应性强、识别谱广的

特点。我们利用小分子抗体技术对 28F4 鼠单抗进
行改造，得到了具有较好活性和特异性的单链抗体

（,GF#），为进一步研制针对 /102禽流感病毒的治疗
性抗体奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 菌株、单抗、细胞、质粒、病毒
大肠杆菌菌株 H/1!、I?71::由本实验室保存。

单抗及分泌 28F4单抗的鼠杂交瘤细胞系由本实验
室制备。JKH2;LM载体购自大连 M"N"?"公司，表达
载体 JM6LM4 由本实验自行构建［=］。所有病毒株均
由香港大学微生物系管轶教授惠赠。

!"# 试剂
M"O聚合酶、各种限制性内切酶和 M= H0!连接

酶均购自大连 M"N"?" 公司。M+$*D’ 购自 ?DG@) 公
司。PQ?回收试剂盒购自上海华舜公司。寡核苷酸
引物由上海博亚生物技术有限公司合成（表 2）。

表 ! $%&引物名称及序列
’()*+ ! ,(-+. (/0 .+12+/3+. 45 $%& 678-+7.

P+$A)+ >)O()%G)
K(-B./1RLS2 1RL!MT（!UQ）!!MT（QUT）!（QUT）QMTTTM（QUM）（!UM）M（QUM）QMQMML9R

K./? 1RLQQ!TTT（!UT）QQ!（!UT）（TUM）TT!M!（!UT）!QMT（!UT）MTTL9R
K(-BV.W1RLF7 1RLQT!Q!MTTM（!UT）MQQ（!UM）Q!（QUT）QMQ!TMMQQMMTL9R

K.N? 1RL!QMTT!MTTMTTT!!T!MTT!L9R
28F4./F 1RLMMMT!!MMQQ!TTMQQ!!QMTQ!TQ!TL9R
28F4./? 1RLTQM!QQ!QQQQQMQQ!T!MQQTQQ!QQMQQQT!MT!M!QTTMT!QQTL9R
28F4.NF 1RL!MQMTT!TTTTTMTTM!TQTTMTT!TTQTTT!TMT!Q!MQQMT!MT!QQQ!!L9R
28F4.N? 1RLMMMQMQT!TQQTMMMT!MMMQQ!TQMMTL9R

!"9 鼠单抗 !:;<轻重链可变区基因的克隆
收集半贴壁培养的 284 个 28F4 鼠源杂交瘤细

胞，采用 M+$*D’ 法提取总 ?0!，并以 6’$BD（XM）（27L2;）
（P+DA)B"）为引物反转录成 GH0!。根据 0D#"B)% 公
司的 -BLP+$A) 试剂盒的引物序列设计合成 99 条引
物，根据 ?MLPQ? 法分离抗体可变区基因。用
K(-B./1RLS2UK./? 引物对，扩增出抗体重链可变
区基因。用 K(-BV.W1RLF7UK.N?引物对，扩增出抗
体轻链可变区基因。回收扩增产物，克隆至 JKH2;L
M载体中。
!"= .3;>表达载体的构建
通过在重链反向引物和轻链正向引物 1R端设

计具有部分重叠的连接区域，进行轻链重链基因的

融合［1］。首先，分别利用引物 28F4./FU28F4./?、
28F4.NFU28F4.N?扩增出 ./、.W片段，回收，再以
这两个片段互为引物及模板，在新的 PQ?系统中进

行重叠延伸，得到少量完整的 ,GF# 基因片段。而
后，以此完整基因为模板、28F4./FU28F4.N? 为引
物进行大量扩增。回收 418EJ左右扩增带，经限制
性内切酶 !"#?"U$%#"处理后，连接到用相同限制
性内切酶处理过的 JM6LM4载体上。
!"? .3;>蛋白的表达与复性
将连接重组后的质粒转化大肠杆菌 I?71::感

受态细胞，涂板，培养过夜。挑取单克隆菌落接种至

WS液体培养基，振荡培养至吸光度 &’:88为 8Y; Z
2Y8，加入 -PMT诱导 =@。离心收集菌体，超声裂解，
7< M+$CD%重悬沉淀，离心弃上清，重复 2 次。以 7、
=、;AD’UW 尿素依次重悬沉淀，离心收集上清，>H>L
P!TI电泳鉴定。对溶于尿素的 ,GF#蛋白进行透析
复性。设置梯度尿素浓度的 PS>缓冲液，每次透析
=@后，转至下一浓度较低缓冲液，直至不含尿素的
PS>缓冲液［:］。
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!"# 血凝抑制（$%）滴度的测定
病毒调配、血凝抑制、细胞选择、细胞微孔板中

和实验均按照 !"#流感实验标准方法操作（$%%&：’’
((() ($*) +,%’-./’/0.*1/-0.’&123+-4%+*,.’-./&123+-4%+*,.’
0,’+,50678 $%93）。
首先测定病毒 ":;值，调配 7:<病毒，通过病

毒与 =8>?重悬于 @AB 的鸡红细胞血凝反应验证
7:<病毒液。.-CD活性鉴定具体如下：血凝板中每
孔加入 E>!F @AB，在第一孔中加 E>!F .-CD 溶液
（>=!G’9F）并混匀，取 E>!F到第二孔，如此向后倍比
稀释至最后一孔，弃 E>!F。与等体积 :HI室温孵育
J=9+,，加入 =8>?鸡红细胞 >=!F，室温孵育 J=9+,，
观察是否出现红细胞凝集。

!"& 细胞微孔板中和实验鉴定 ’()*蛋白中和活性
用KLK细胞培养液对 .-CD蛋白（>=!G’9F）进行

倍比稀释，稀释后每一浓度体积为 M=!F，与 M=!F :HI
JNO孵育 E$。前一天接种至 PQ 孔细胞培养板的
K<RS细胞，以培养液洗涤 T次，每孔加入 J>!F病毒
与 .-CD混合物，JNO、>? R#E 培养箱中孵育 T $，弃去

上清，加入正常 KLK培养液，JNO、>? R#E 培养 NE$。
取上清，血凝抑制实验检测是否有病毒存在。

+ 结果

+"! ,$、,-序列的获得与 ’()*基因的构建
从 T=CN鼠源杂交瘤细胞中提取总 UV:，并反转

录成 -<V:，以此 -<V:为模板进行 @RU扩增。扩增
所得 <V:片段连接至 &K<T7WX载体，送上海博亚生
物技术有限公司测序，得到 JQP 2& 与 JEM 2& 的序
列，通过 VRAH序列比对确认为抗体 I"、IF基因，抗
体互补决定区（ -*9&3090,%4/Y 50%0/9+,4,% /0G+*,，
R<U）通过 HKZX’IW[;LBX（ $%%&：’’+9G% ) -+,0. ) \/’
%06%0.’D]10.%’）进行确定（表 E）。而后，I"与 IF经过
@RU扩增使得 I" J^端与 IF >^端通过引物上的
3+,_0/序列连接成 .-CD基因。

表 + !.)&抗体轻重链抗体互补决定簇区氨基酸序列
/0123 + 45678 0(69 ’3:;37(3 8< !.)& ,$ 079 ,- =>?’

R<U. *\ 4,%+2*5Y :9+,* 4-+5 .0]10,-0

I" R<UT Z‘XCXB‘!

R<UE H<@B<B‘X

R<UJ :UZZXZ<C"‘:K<‘

IF R<UT [ZHBBV

R<UE "ZX

R<UJ [‘I[C@‘X

+"+ ’()*的表达与纯化
将含重组质粒的 LUE>QQ菌接种至 FA液，JNO

培养和 H@XZ 诱导后，进行 B<BW@:ZL 电泳鉴定，同
时设置未诱导菌做对照（图 TWT，TWE）。经 H@XZ诱导
的菌株在 J=_<左右有一蛋白表达带，与预计大小相
符，经凝胶扫描分析表达蛋白占细菌总蛋白的 >=?
左右。重组蛋白主要以包涵体形式存在，且溶解于

79*3’F尿素中（图 TWJ）。经过透析复性重折叠后的
蛋白纯度达 P>?以上（图 TWM），吸光度 !"E7=处测定

复性蛋白浓度为 >==!G’9F，与 79*3’F尿素中蛋白浓
度相比较，确定复性效率达 E=?。
复性后蛋白在没有 B<B 的环境中进行非变性

@:ZL电泳。溶于 79*3’F尿素的蛋白没有形成一定
的空间结构，电泳条带靠近凝胶顶端（图 EWT）。复性
后的蛋白在凝胶中有多种条带，显示有多种构象存

在，且其中一种条带蛋白含量大（图 EWE），表明该构
象在总复性蛋白中占主导地位。

在复性过程中，通常利用氧化还原系统，如氧

化’还原谷胱甘肽等，使得复性蛋白中的半胱氨酸能
形成正确的二硫键。但抗体可变区中半胱氨酸含量

很低，因此，在本实验中即使没有氧化还原体系，也

能得到较好的复性效果。

图 T T=CN .-CD表达及纯化的 B<BW@:ZL
C+G)T TE? B<BW@:ZL *\ 06&/0..+*, 4,5

&1/+\+05 .49&30 *\ T=CN .-CD
K：9*30-134/ (0+G$% 94/_0/；T：1,+,51-05 ($*30 24-%0/+43 &/*%0+,；E：

.-CD 06&/0..05 +, ($*30 24-%0/+43 &/*%0+,；J：.-CD +, 79*3’F 1/04；M：

/0\*3505 T=CN .-CD)

+"@ 血凝抑制实验鉴定 !.)& ’()*活性
血凝抑制是目前国内外最通用的检测流感病毒

及抗体的实验手段之一。我们利用该实验对 T=CN
.-CD的活性进行了初步鉴定。设置 T=CN 鼠单抗作
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图 ! "#$% &’$( 复性前后 )*+,
$-./! )*+, 0-12341 565 37 &’$(

"：48739:;: &’$( -8 4<;=；!：<;739:;: &’$(/

图 > "#$%单链抗体与鼠单抗对三株病毒的血凝抑制实验
$-./> ?;@=..941-38 -82-A-1-38 37 > (-<4& &1<=-8&

0-12 "#$% @*A =8: &’$(
B-<4& &1<=-8&：" 13 C：DEF?GFH4!!F#!（?I）；I 13 J：6GFK6LFM5F#C
（?I）；N 13 "!：DEF5OFCP"%F#>（?N）/ *81-A3:-;&："，I，N：@*A 37

"#$%；!，P，"#：&’$( 37 "#$%QD381<39：>，%，""：48<;9=1;: &’$(；C，

J，"!：)R5/

为阳性对照，不相关 &’$(与 )R5作为阴性对照。鼠
单抗与 &’$(均稀释至初始浓度约 I#!.F@S。随机选
择 ?IL"亚型毒株 6GFK6LFM5F#C及用于 "#$%鼠单
抗制备的初始毒株 DEF?GFH4!!F#!与一株 ?N亚型
病毒 DEF5OFCP"%F#> 一起进行实验。结果如图 > 及
表 >所示，针对两株 ?IL"亚型病毒，"#$%鼠单抗的
?K滴度分别为大于 !IP和 "!J倍（图 >T"、>TI），"#$%
&’$(的 ?K滴度均为 >!倍（图 >T!、>TP）。而对于 ?N
亚型毒株，鼠单抗与 &’$(均没有抑制活性（图 >TN、>T
"#），不相关 &’$(对三株病毒均没有显示抑制效果。
实验表明 "#$% &’$( 具有与原鼠单抗一致的、与
?IL"亚型 *KB特异结合的活性。

表 ! "#$%单链抗体血凝抑制实验结果
&’()* ! +*,’--)./012 3240(0/012 5*6.)/ 17 "#$% 68$9

B-<4& &1<=-8 &’$( 37 "#$% @*A 37 "#$% 48<;9=1;: &’$( )R5
DEF?GFH4!!F#! >! U !IP V " V "
6GFK6LFM5F#C >! "!J V " V "
DEF5OFCP"%F#> V " V " V " V "

:;< "#$% 68$9中和活性测定
本实验室现有的 % 株病毒涵盖了 !##! 年至

!##P年期间，在香港、印尼、青海等地，从鸡、鸭及数
种野生鸟类中分离到的毒株，具有一定代表性。我

们利用这 % 株病毒检测了 "#$% &’$( 的中和活性。
由表 C的中和实验结果可知，"#$% &’$(对其中 I株
病毒都表现出了较好的中和活性。针对 DEF?GF
H4!!F#!毒株，&’$(经 PC 倍稀释后仍然能够抑制病
毒感染细胞。对于 DGFK6LF!*F#C、6GFK6LFM5F#C、
R2+&FW?F"IF#I、D) ?;<38F?GF"JF#I 毒株，中和活性
的稀释倍数分别可以达到 >!、"P、"P、J倍，中和识别
谱具有一定的广泛性。

表 < "#$% 68$9中和实验结果
&’()* < =*./>’)0?’/012 /*6/ >*6.)/ 17 "#$% 68$9

B-<4& &1<=-8 6-941-38 37 "#$% &’$(
DGF?GFH4!!F#! PC
6GFK6LFM5F#C "P
DGFK6LF!*F#C >!
R2+&FW?F"IF#I "P
DGF?GF!">F#> V "

D) ?;<38F?GF"JF#I J
X<-;81=9 M=.Y-; Z3A-8F?GF>PPF!##P V "

! 讨论
目前，关于禽流感的治疗研究主要集中在体外

表达 ?*开发 *KB疫苗。虽然原核表达是一种相对
比较成熟的技术，也有不少相关实验取得了成功［%］，

但由于 ?*是糖蛋白，而原核系统不能糖基化等缺
陷，这些研究得到的 ?*原核表达蛋白仅适于开发
诊断试剂［%，J］，并不能作为疫苗。流感病毒变异频

繁，是研制灭活疫苗的难题，接种灭活疫苗可能无法

保护个体免受变异后病毒的感染，且灭活疫苗存在

一定安全隐患，因此，临床上还没有可利用的疫苗对

抗新出现的人禽流感病毒的感染。国内外的另一个

研究方向是重组病毒疫苗，将 ?*蛋白展示到低致
病性或没有致病性的病毒表面，形成类病毒颗粒。

因为展示在病毒表面的 ?*能够糖基化并形成正确
的蛋白构象，这样的研究受到了大多数研究者的青

睐。现在，常用的展示 ?* 的病毒主要有杆状病
毒［N］、鸟痘病毒［"#，""］和新城疫病毒［"!］，这些研究在

保护禽类免受 *KB感染的实验中取得了理想效果。
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然而，!"#具有高传染性，各种家禽、野生鸟类、不同
年龄不同性别的人都可能成为易感对象，所以这些

重组病毒疫苗就必须面对成本过高的问题。而且，

疫苗所能够起到的作用只是保护机体免受病毒侵

犯，而 !"#具有高死亡率的特点，一旦人类遭受感
染，生命安全将受到严重威胁。

抗体在保护机体免受 !"# 感染中扮演着重要
的角色［$%］。到目前为止，美国 &’!共批准了 () 个
用于疾病治疗的抗体药物上市。全球有超过 (**家
公司正在研发治疗用抗体药物，约有 %%+ 个产品正
在研发中，其中 $**多个已进入临床研究。我国起
步较晚，目前仅 % 个自研的抗癌抗体 "类新药的上
市。,-&.是具有抗体的轻重链可变区的蛋白，保留
了完整抗体的特异性。相对于完整抗体而言，小分

子的 ,-&.蛋白在血液内更容易被清除，组织穿透力
却更强［$)，$+］。抗体 &-段的缺失会降低可变区的亲
和力［$/］，但是 &-段的缺失使得 ,-&.在人或禽体内
的免疫源性远远低于鼠单抗。

血凝素在病毒中变异速度非常快，通过突变与

抗体的结合区域的氨基酸，或者改变表面糖链分子

的分布，会降低 0!与抗体之间的反应［$1，$2］，成为相
关研究的一大难题。本研究选择改造的鼠单抗

$*&1，是通过以同源性最保守的代表性 0+3$ 病毒
株 45607689((6*( 作为免疫源得到的，对 %) 株
0+3$病毒均具有中和活性。原核表达的 $*&1 ,-&.
包涵体蛋白，经透析复性形成正确的构象，在 0"和
中和实验中均显示了较好的活性与特异性。虽然

,-&.表现出的与病毒的结合活性仍然比完整的鼠单
抗弱，但是我们可以直接将其进一步改造成嵌合抗

体或人源化抗体，得到完整的治疗性抗体［$+］，为高

致病性 0+3$禽流感疾病的治疗及禽流感大规模流
行的控制奠定基础。
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