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摘要 利用杆状病毒 -昆虫细胞表达 H5N1型禽流感病毒的血凝素蛋白(HA)，纯化后的重组蛋白 HA免疫小鼠并制备杂交瘤
单克隆抗体，用 H5N1 型禽流感病毒的全病毒进行筛选，成功地获得了抗 H5N1 型禽流感病毒血凝素蛋白 HA 的单抗．
MDCK细胞微量中和试验表明，单抗 8G10D7可对 clade2和 clade9的 H5N1型禽流感病毒起中和作用．Western-blot及血凝
抑制实验进一步证明了该单抗的结合位点位于 HA蛋白的 HA1亚基上．鸡胚感染病毒预防试验结果表明，8G10D7对禽来源
的和人来源的 H5N1型禽流感病毒均可达到 100%的保护率；在治疗试验组中，8G10D7对禽来源的病毒感染具有较高的保
护率，可达 100%，对人来源的 H5N1型禽流感病毒最高也可达 87.5%的保护率．该抗体的获得不仅为 H5N1型高致病性禽
流感病毒的预防和治疗带来了希望，同时其中和位点的发现也为以后亚单位疫苗的研制提供新的思路．

关键词 H5N1型禽流感病毒，杆状病毒 -昆虫细胞表达系统，单克隆抗体，微量中和，半数细胞培养物感染量，血凝抑制
学科分类号 R392.11 DOI: 10.3724/SP.J.1206.2011.00090

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2011, 38(6): 519~527

www.pibb.ac.cn

禽流感是由 A型流感病毒引起的禽类传染病，
近 10年来，以 H5N1型为代表的高致病性禽流感
(highly pathogenic avian influenza, HPAI)肆虐全球[1-4],
不仅给世界养禽业造成损失，甚至出现了越来越多

的人感染 H5N1型禽流感致死病例，甚至已有少数
报道的人传人禽流感[5-6]．由于人体内没有针对禽

流感病毒的抗体，特别是针对 H5抗原的抗体，人
感染 H5N1型禽流感病毒后具有较高的致死率．
H5N1型禽流感病毒对人类健康和世界公共卫生安
全已构成重大威胁．目前针对人间 H5N1型禽流感
大流行的防控主要采取两种措施：一是化学药物，

主要包括 M2蛋白阻滞剂，如金刚烷胺和金刚乙
胺，及神经氨酸酶抑制剂，如奥司他韦和扎那米韦

等[7]．近年来，在肯定化学药物在预防、治疗禽流

感作用的同时，其过量使用所产生的副作用问题也

引起关注，如产生耐药性和容易引起服用者精神异

常等[8]．二是疫苗，但是由于流感病毒不同毒株间

存在有血清型差异且变异频繁，使得根据传统思路

开发的疫苗往往滞后于疫情暴发[9]，且疫苗只能对

易感人群起到预防的作用，对于已经发病的病人则

无能为力．作为化学药物和疫苗的有效补充，由抗

体介导的预防和临床治疗措施已显现良好的效果，

其应用前景得到专家的认同[10-11]．

H5N1型禽流感病毒基因组由 8个 RNA片段
组成[12]，编码 11种病毒蛋白质．其中血凝素蛋白
(hemagglutinin，HA)是禽流感病毒最主要的表面抗
原糖蛋白，基因变异率最大，可直接改变宿主的特

异性[13]，很大程度上决定了禽流感病毒的抗原性和

致病性，是禽流感疫苗、中和抗体及诊断试剂的最

主要靶点．HA的前体 HA0在病毒表面形成非共
价结合的同源三聚体．HA0在宿主蛋白酶的作用
下裂解成由二硫键连接的两个亚基 HA1和 HA2．
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美国研究小组最新报道，在甲型流感病毒(包括
H5N1)HA蛋白三聚体的颈干部及 HA2亚基存在一
个(或多个)序列和结构保守的抗原表位，抗体与该
区域结合后，可有效阻止不同类型的流感病毒与细

胞膜的融合过程，使其丧失感染细胞的能力[14-17]，

说明在 H5N1型禽流感病毒 HA分子上确实存在着
保守的中和表位，在 HA1亚基上也具有与其报道
相似的结构，是否也存在着这样的保守位点尚未有

报道．

本研究利用重组的 HA 蛋白免疫小鼠并获得
对不同 clade的 H5N1型禽流感病毒具有广谱中和
活性的单克隆抗体，并对其中和机制进行了初步

分析．

1 材料和方法

1援1 材料

H5N1 病 毒 株 A/CK/Hongkong/3-69 (H5N1),
A/Goose/ZD/8-9106 (H5N1), A/Jiangsu/08-6 (H5N1),
A/Jiangsu/1/2007(H5N1) (GenBank：EU434686.1)由
江苏省疾病预防控制中心提供，在鸡胚中培养和

扩增．

收集各株 H5N1型禽流感病毒感染的鸡胚尿囊
液，甲醛灭活，低速离心去除沉淀，30%～50%线
性蔗糖梯度高速离心，待蛋白质梯度条带形成后取

纯病毒重悬于少量 PBS中．BCA法测定蛋白质浓
度，调至 0.1 g/L保存备用．

HA 基因的特异性引物 HAF：5忆 CGGGAT-
CCGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATA 3忆 ，
HAR： 5忆 CCGCTCGAGCTAATGGTGGTGATG -
GTGGTGAATGCAAATTCTGCATTG 3忆 ， 引 入
5忆 BamH玉和 3忆 Xho玉的酶切位点，序列上标记 6
个组氨酸序列． 重组 Bacmid 鉴定通用引物
M13F： 5忆 CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3忆，
M13R：5忆 AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3忆，
所有引物均由 Invitrogen公司合成．
质粒 pFastBac， Cellfectin 域转染试剂盒，

PureLinkTM HiPure Plasmid Miniprep Kit， E援 coli
DH10Bac( F- mcrA驻 (mrr-hsdRMS-mcrBC) 劓80lacZ
驻M15 驻lacX74 recA1 endA1 araD139 驻(ara, leu)7697
galU galK 姿- rpsL nupG/bMON14272/pMON7124), Sf9
细胞培养基 Grace忆s Insect Medium，完全培养基，
单克隆细胞培养基 DMEM，FBS均购自 Invitrogen
公司．

Ex Taq酶、T4 DNA连接酶、限制性内切酶、

质粒提取试剂盒和小量胶回收试剂盒均购自

TaKaRa公司．
Anti-6伊His (HRP)， anti-influenza virus NP IgG

抗体，Alexa Fluor594 -labeled goat anti-mouse IgG
抗体均购自 Santa Cruz Biotechnologies公司．
家蚕细胞 Sf9 半贴壁培养，用含 10%FBS 的

Grace忆s Insect Medium，完全培养基 27℃培养；单
克隆抗体杂交瘤细胞半贴壁培养，用含 10% FBS
的 DMEM 37℃，5% CO2培养．

1援2 H5N1型禽流感病毒 HA基因在杆状病毒鄄昆
虫细胞中的表达及鉴定

根据 GenBank发表的 H5N1 型禽流感病毒核
酸序列，以江苏分离株 A/Jiangsu/1/2007(H5N1)为
模板，提取病毒基因组 RNA，反转录为 cDNA，
以特异性引物 HAF和 HAR扩增 HA基因，酶切产
物与重组质粒 pFastBac连接筛选阳性重组子．阳
性克隆进一步转化 E. coli DH10Bac 感受态细胞，
通过蓝白斑筛选和 PCR 鉴定为阳性后利用
PureLinkTM HiPure Plasmid Miniprep Kit试剂盒抽提
重组质粒 rBacmid-HA．获得的重组 rBacmid-HA
通过 Cellfectin域试剂转染昆虫细胞 Sf9，待细胞
70%～80%病变后收集上清作为第 1 代重组病毒,
再经过 1次传代后筛选到高滴度的含有 HA基因的
重组杆状病毒 rBacmid-HA 溶液 [18]． 将高滴度

rBacmid-HA溶液以 10 倍感染复数(MOI =10)接种
Sf9昆虫细胞，感染 72 h后分别收集上清液和细胞
沉淀，裂解细胞沉淀后加入少量 PBS溶液，上清
和沉淀裂解液分别进行 12%SDS-PAGE，转印 NC
膜，用 HRP标记的 anti-6伊His抗体检测，ECL曝
光．以 His亲和柱纯化 HA重组蛋白，纯化后进行
SDS-PAGE检测．
1援3 鼠源单克隆抗体的制备

用纯化的 H5N1型禽流感病毒重组蛋白 HA免
疫 Balb/c小鼠，取脾细胞与骨髓瘤细胞融合，以
灭活的 H5N1 型禽流感病毒 A/Jiangsu/1/2007
(H5N1)为包被抗原，应用 ELISA筛选高滴度高特
异性的单克隆抗体的杂交瘤细胞株，制备单抗，鉴

定其抗体亚型．

1援4 微量中和试验

提取 4株病毒株的 RNA，RT-PCR扩增 HA全
长进行测序，利用 MEGA5.0 软件构建系统进化
树，以世界卫生组织(WHO)提供的 H5N1型禽流感
病毒株进行比对[19]，将 4株病毒进行 clade的划分.
用 Reed-Muench 方法测定各个 clade H5N1型
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Fig援 1 Construction of recombinant bacmid (rBacmid鄄HA1) and SDS鄄PAGE analysis of the HA recombinant protein
(a) Restriction digestion of pFastBac-HA recombinant plasmids. (b) PCR analysis of rBacmid-HA with M13primers. (c) SDS-PAGE analysis of the HA

recombinant protein after purification.

禽流感病毒对 MDCK细胞的半数细胞培养物感染
量(TCID50)[20]．中和试验中，不同稀释浓度的抗体

与 100TCID50病毒混合，37℃孵育 2 h，然后加入
到 MDCK单层细胞中，置 37℃、5% CO2培养箱

培养 3天，细胞单层经充分洗涤、丙酮固定后，加
入鼠源 anti-influenza virus NP IgG 抗体，弃上清，
洗去未结合的抗体，加 HRP 标记的山羊抗小鼠
IgG二抗显色，抗体能抑制 50%MDCK细胞病变
的最高稀释倍数用 IC50表示．

1援5 Western鄄blot检测单抗与病毒的结合特异性
分别用 1 滋g病毒量与 SDS-PAGE上样缓冲液

混合，煮沸 5 min，10% SDS-PAGE进行电泳后，
Western-blot转印 NC膜，以单抗为一抗，HRP标
记的山羊抗小鼠抗体为二抗进行检测．

1援6 细胞免疫荧光检测单抗与各个病毒株的结合

特异性

各个病毒株分别感染 MDCK 细胞，当细胞
70%出现病变特征时用预冷的 80%丙酮固定，加入
一抗单抗，再加入二抗 Alexa Fluor594 -labeled goat
anti-mouse IgG荧光抗体后，DAPI染色 5 min后封
片，激光共聚焦显微镜观察细胞荧光，以正常未感

染病毒的MDCK细胞为阴性对照．
1援7 血凝(HA)及血凝抑制(HI)试验
将 4株 H5N1型禽流感病毒 2 倍梯度连续稀

释，加入 96孔“U”形微量反应板中，100 滋l/孔，
每孔加入等量的 0.5%鸡红细胞，37℃孵育 1 h，测
定各个病毒的血凝效价．

根据 HA实验结果，确定 4株 H5N1型禽流感
病毒的血凝价，分别配成 4个凝血单位病毒溶液．
96孔“U”形微量反应板上 2倍梯度连续稀释单
抗，50 滋l/ 孔，每孔各加 50 滋l 4 个血凝单位的

H5N1型禽流感病毒稀释液，混合均匀，置 37℃作
用 30 min．每孔再加入 0.5%鸡红细胞 50 滋l，混合
均匀，置 37℃作用 30 min．待 4单位病毒已凝集
红细胞时可观察结果，以 100%抑制凝集的最大稀
释度为该抗体的 HI滴度，即血凝抑制效价．
1援8 单抗对鸡胚感染 H5N1型禽流感病毒的预防
和治疗作用

10 日龄 SPF 级鸡胚，平均重约 50 g [21]．

Reed-Muench测定各个病毒株对鸡胚的半数致死量
(LD50)．鸡胚预防试验中，首先给鸡胚注射 12.5、
25、50、100、200 滋l单抗 8G10D7，1 h后再给鸡
胚注射 10 LD50的病毒量．在治疗组中，首先给鸡

胚注射 10 LD50 的病毒量，1 h 后，给鸡胚注射
50、 100、200、300、400 滋l 单抗 8G10D7．观察
各组鸡胚的存活情况，共观察 8天．

2 结 果

2援1 重组蛋白 HA的表达
将重组载体 pFastBac-HA经 BamH玉和 Xho玉

酶切后，重组的转座载体包括 pFastBac(4 700 bp)
和 HA(1 700 bp) 2个条带，如图 1a 中所示，证明
构建的重组载体正确．

用 M13 上下游通用引物对重组表达质粒
rBacmid-HA 进行 PCR 鉴定． 如果 Bacmid 与
pFastBac-HA 质粒进行了重组，理论长度应为
2 300 bp加上插入基因的长度，用 M13上下游通
用引物进行 PCR 扩增出 rBacmid-HA的片段约在
4 000 bp(图 1b)，分子质量大小与预期相符，说明
重组转座载体的构建是正确的．

将 rBacmid-HA 病毒种子液以 10 倍感染复数
接种 Sf9昆虫细胞，收集感染 72 h后的细胞培养
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Fig. 3 The specific binding of the 8G10D7 to the 4 H5N1
avian influenza A viruses detected by Western鄄blot

1: A/CK/Hongkong/3-69; 2: A/Goose/ZD/8-9106; 3: A/Jiangsu/08-6; 4:

A/Jiangsu/1/2007.

Influenza A virus IC50 HI
A/CK/Hongkong/3-69 1∶256 1∶64

A/Goose/ZD/8-9106 < 1∶256 1∶128

A/Jiangsu/08-6 1∶64 1∶32

A/Jiangsu/1/2007 1∶256 1∶64

上清及细胞沉淀，Western-blot检测表明在上清液
和细胞沉淀中均有重组蛋白 HA的表达．纯化后的
SDS-PAGE分析显示重组蛋白分子质量在 70 ku附
近(图 1c)，即为 HA蛋白的大小．
2援2 鼠源单克隆抗体的制备

以纯化的 A/Jiangsu/1/2007(H5N1)病毒为包被
抗原，0.1 滋g/孔，ELISA筛选高滴度高特异性的
单克隆抗体的杂交瘤细胞株，一共获得 5株效价较
高的杂交瘤细胞株，命名为 3A1A2，3B5B11，
5H7F2，8G10D7，9D6D2．收集杂交瘤细胞株分
泌上清液，BCA法测定总蛋白浓度，分别用 PBS
稀释到 1 g/L备用．ELISA检测各个单抗稀释至 10
万倍以上时 A 450值仍然为阴性对照(NC)的 2.1倍以
上．图 2 为 ELISA 检测单抗 8G10D7 与 H5N1 病
毒的结合特异性．亚型鉴定表明，单抗 3A1A2，
3B5B11, 8G10D7的重链属于 IgG2a亚型，5H7F2,
9D6D2的重链属于 IgG1亚型，5株单抗的轻链均
属于 资亚型．

2援3 单克隆抗体中和活性的鉴定

对 4株 H5N1病毒株的 HA蛋白进行测序，利
用 MEGA5.0软件分析，构建进化树，结果显示，
A/CK/Hongkong/3-69(H5N1)属于 clade 9，A/Goose/
ZD/8-9106 (H5N1)， A/Jiangsu/08-6 (H5N1) 和
A/Jiangsu/1/2007(H5N1)均属于 clade 2．按分离病
毒的宿主划分，A/CK/Hongkong/3-69 (H5N1)与
A/Goose/ZD/8-9106 (H5N1)为禽来源的病毒株，
A/Jiangsu/08-6 (H5N1)与 A/Jiangsu/1/2007(H5N1)为
人来源的病毒株．

5株单抗的中和试验结果表明：8G10D7抗体
与 4株病毒均能起中和反应，证明其对 clade 2和

clade 9的 H5N1型禽流感病毒具有广谱的中和活
性，中和反应的稀释倍数从 1∶64～1∶256(表 1),
其中，对禽来源的病毒株所需的 IC50较人来源的病

毒低，说明该单抗对禽来源的病毒具有较好的中和

活性(表 1)；3A1A2和 3B5B11对 A/Jiangsu/08-6和
A/Jiangsu/1/2007有中和活性，IC50从 1∶16～1∶128;
9D6D2 仅对 A/Jiangsu/1/2007有中和活性，IC50 为

1∶64；5H7F2 在最大稀释倍数时(1∶1)对 4株病
毒均无中和活性．

2援4 Western鄄blot及免疫荧光检测
用 8G10D7抗体与各个病毒株进行特异性杂交

检测(图 3)，4个病毒株均检测到分子质量 70 ku，
43 ku 的 2 条带，分别为 HA0 及 HA1 蛋白的大
小．HA2亚基 26 ku附近没有条带出现，证明了
8G10D7识别的抗原决定簇在 HA1 亚基上．免疫
荧光检测见图 4，从图 4中可见各个病毒感染后的
细胞有红色荧光，正常 MDCK细胞只能观察到细
胞核的紫色荧光．

Western-blot及免疫荧光检测结果同时证明了
8G10D7既可以与变性的 HA蛋白结合，也与天然
的 HA蛋白有结合活性．

Table 1 Neutralizing activity and hemagglutination鄄
inhibition activity of 8G10D7 against the

4 H5N1 avian influenza A viruses

Fig援 2 ELISA used to analyze the binding specific of
mAb 8G10D7 to H5N1 avian influenza A virus

: NC; : 8G10D7. 1: 1∶400; 2: 1∶800; 3: 1∶1 600; 4:

1∶3 200; 5: 1∶6 400; 6: 1∶12 800; 7: 1∶25 600; 8: 1∶51 200; 9:

1∶102 400.
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Fig. 5 Epitopes of the HA and mAb 8G10D7 binding site
(a) Globular head of amonomer of HA (Protein Data Bank ID code 1hgf), showing five antibody-binding sites (or epitopes) and the receptor-binding

site. (b) A surface representation of the trimeric A/Jiangsu/1/2007(H5N1) HA protein. The trimeric HA protein were drawn in pink, green and blue,

respectively. 8G10D7 binds an epitope near the receptor binding sites in HA1 domain.

Fig援 4 Immunofluorescence assays used to show the specific binding of 8G10D7
to 4 H5N1 avian influenza A viruses in permeabilized MDCK cells

50 滋m

Normal A/CK/Hongkong/3-69 A/Goose/ZD/8-9106

A/Jiangsu/08-6 A/Jiangsu/1/2007

50 滋m 50 滋m

50 滋m 50 滋m

Receptor
binding site

A

B

C

D

E

8G10D7 binding site

(a) (b)

2援5 血凝抑制实验

血凝实验是因为病毒的血凝素可以与宿主细胞

的受体结合从而引起红细胞凝集．但是病毒的血凝

可被相应的特异性抗体所抑制，即血凝抑制实验．

8G10D7与 4株病毒孵育后再加入红细胞产生血凝
抑制，说明该单抗均可与 4株病毒结合，阻止受体
与病毒的结合．8G10D7对不同病毒的 HI活性与
IC50成正比相关性(表 1)．

2援6 H5N1型禽流感病毒蛋白结构模式图的构建及
单抗中和表位的确定

根据 Western-blot及血凝抑制实验结果可知，
8G10D7与 HA蛋白的结合位点位于 HA1亚基上，
且由于能引起血凝抑制，从而进一步推断该结合位

点位于受体结合位点附近．利用 SWISS-PDBV软
件构建 A/Jiangsu/1/2007(H5N1)病毒 HA的 3D蛋白
结构图(图 5b)[22]．已发表的文献表明，在 HA的头
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图 7显示了不同浓度的 8G10D7抗体对 4株病
毒感染的鸡胚治疗保护效率．从图 7 可以看出对

A/CK/Hongkong/3-69(H5N1) (图 7a)，A/Goose/ZD/
8-9106 (H5N1) (图 7b)感染鸡胚的保护率较好，在

部共有 5个抗原结合表位(图 5a)，其中宿主细胞的
受体结合表位主要在 A和 B抗原决定簇附近，因
此我们可以进一步推断 8G10D7的结合位点即位于
二者之间或附近(图 5b)．
2援7 8G10D7对 10 LD50病毒感染鸡胚的保护试验

图 6显示了不同浓度的 8G10D7抗体对 4株病
毒感染的鸡胚预防保护效率．从图 6 可以看出对

A/CK/Hongkong/3-69 (H5N1) (图 6a)感染的鸡胚，
8G10D7抗体用量在 50 滋l即可到 100%的保护率，
而对于 A/Goose/ZD/8-9106(H5N1)(图 6b), A/Jiangsu/
08-6(H5N1)(图 6c)，A/Jiangsu/1/2007 (H5N1)(图 6d)
感染的鸡胚则需要 100 滋l 方可达到 100%的保
护率．
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Fig援 6 Prophylactic protection of the mAb 8G10D7 against the 4 H5N1 avian influenza A viruses
(a) A/CK/Hongkong/3-69(H5N1). (b) A/Goose/ZD/8-9106(H5N1). (c) A/Jiangsu/08-6(H5N1). (d) A/Jiangsu/1/2007(H5N1). : PBS; : 12.5 滋l;

: 25 滋l; : 50 滋l; : 100 滋l; : 200 滋l.
■ ■◆ ◆

▲ ▲ ● ●

Fig援 7 Therapeutic protection of the mAb 8G10D7 against the 4 H5N1 avian influenza A viruses
(a) A/CK/Hongkong/3-69(H5N1). (b) A/Goose/ZD/8-9106(H5N1). (c) A/Jiangsu/08-6(H5N1). (d) A/Jiangsu/1/2007(H5N1). : PBS; : 50 滋l;

: 100 滋l; : 200 滋l; : 300 滋l; : 400 滋l.
■ ■◆ ◆

▲ ▲ ● ●
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最高用量 400 滋l 可达到 100%的保护率，而对于
A/Jiangsu/1/2007(H5N1) (图 7d)的保护率较低，在
最高用量 400 滋l 时为 87.5%，对 A/Jiangsu/08-6
(H5N1) (图 7c)则只有 62.5%，而且随着抗体浓度的
增加，保护率并没有提高．

3 讨 论

血凝素 HA是流感病毒最重要的表面糖蛋白，
它具有与细胞表面病毒特异性受体结合、介导病毒

外膜与细胞内体融合，以及刺激机体产生中和抗体

等作用．研究表明，病毒表面膜蛋白 HA在病毒吸
附及穿膜过程中均起关键作用[23]．病毒首先通过位

于血凝素上的 HA1亚基识别宿主细胞膜表面多糖
受体唾液酸并与其结合[24]，使病毒附着于易感细胞

表面，存在于 HA2亚基的氨基酸末端上的融合序
列裸露，激活溶解多肽，与宿主细胞表面发生膜融

合从而使病毒 RNA进入宿主细胞 [25]．HA 与细胞
受体结合是病毒感染细胞的起始和关键步骤，HA
诱导机体产生的抗体是最重要的中和抗体，且流感

病毒膜蛋白 HA上存在着多个抗原决定簇．另一方
面，HA蛋白易发生变异，由其引起的病毒抗原性
及毒力变异使得人群原有的特异性免疫力失效．如

果能找到多个不同亚型病毒株之间的保守中和表

位，对以后可能会发生的甲型流感病毒的临床治疗

具有重要意义．

本实验利用 Bac-to-Bac杆状病毒表达系统在昆
虫细胞中成功表达了 H5N1型禽流感病毒的 HA蛋
白，分子质量约为 70 ku．杆状病毒 -昆虫细胞表
达系统作为一种真核表达系统，在外源基因表达方

面具有糖基化、磷酸化和蛋白质切割加工修饰过

程，由此系统表达的 HA蛋白的生物学特性与天
然产物相似，具有糖基化、磷酸化等细胞修饰结

构[26]．采用该重组蛋白免疫小鼠，可排除病毒中其

他蛋白质组分的干扰，与传统的病毒免疫相比得到

中和抗体的几率更高．本实验共获得 5株高滴度的
单抗，最 终获得具有广谱中和活性的单抗一株，

并将其应用于鸡胚感染病毒的保护试验中，取得了

较好的保护率．

中和试验结果表明，5株单抗中仅 8G10D7对
4株病毒均有一定的中和活性，由于 4株病毒属于
不同亚型、不同宿主来源的病毒，我们可以推断该

单抗具有较为广谱的中和活性．Western-blot实验
及血凝抑制实验进一步证实了 8G10D7的结合位点
位于 HA1亚基，又由于其能引起血凝抑制，证明

了结合位点位于受体结合位点附近．

8G10D7对各病毒株感染后的鸡胚保护效率不
同，对禽来源的病毒感染的保护率较人来源的病毒

的保护率高，对人来源的 H5N1型禽流感病毒的中
和活性和血凝抑制活性都比禽来源的病毒低．鸡胚

感染保护率与中和实验及血凝抑制实验中所需的

8G10D7抗体的浓度有正相关性，可能与分离病毒
株的宿主有关，由于能感染人的 H5N1型禽流感病
毒具有较高的致病性，对宿主有更快的适应性，在

体内的繁殖速度也较快，在注入病毒 1 h之内，病
毒已感染鸡胚造成其机体内部某些部位不可逆的病

变，所以随着抗体浓度的增加，保护率并没有提

高，此机制尚待进一步研究．

8G10D7 对 4 株病毒均具有中和活性，说明
8G10D7识别的表位是保守的中和表位．近年来，
对中和性抗体特异性抗原结合表位的确定是研究的

热点．中和表位的分析既是对中和抗体进行特性分

析和探讨抗体治疗的疗效和机制的基础，又是研制

开发治疗用中和抗体和亚单位疫苗的重要信息，目

前对 H5N1禽流感中和抗体的研究较少．
Ekiert等[16]通过结晶衍射技术证实一株广谱中

和活性 Fab抗体 CR2621通过其 HCDR区与 HA2亚
基结合，从而证明其通过抑制血凝素调节的病毒 -
宿主细胞膜融合抑制病毒的感染．Sui等 [17]报道，

针对 HA2 亚基颈环区另一高度保守表位产生的
scFv抗体 F10不仅可以中和不同亚型的 H5N1型禽
流感病毒，甚至还可以中和 H3N2及 H1N1型病毒
株，并对该抗体的抗原结合位点进行了大致的定位

分析．说明在 HA蛋白的 HA2亚基上存在着保守
的中和表位．Oh等[27]报道，单抗 9F4在 HA1的表
位上存在着一个保守表位，该抗体不能产生血凝抑

制，但是可以中和 clade1和 clade 2的 H5N1型禽
流感病毒株．本实验中制备的 8G10D7也能对不同
clade的 H5N1型禽流感病毒产生抗体，又由于能
产生血凝抑制效应，证明其结合的表位也在 HA1
亚基上，但结合的表位与 9F4结合的位点不相同，
可能是新的保守中和表位，位于受体结合位点附

近，其中和机制也是通过抑制血凝素与宿主细胞上

的唾液酸受体结合．以上研究说明 H5N1型禽流感
病毒的 HA1亚基中也存在着保守的中和表位，该
结果提示我们可以选择更多有代表性的禽流感毒株

对这株抗体的广谱中和活性进行分析，结合参与毒

株的 HA氨基酸序列分析比较，通过构建血凝素蛋
白 N端和 C端缺失突变体及其定点突变克隆，对
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抗原抗体结合位点进行精确定位．如果能进一步鉴

定出该单抗的结合抗原决定簇序列，在疫苗设计上

具有一定的应用价值．

本研究获得的针对 HA1亚基的广谱中和性抗
体，在病毒感染的早期治疗中具有重要的临床意

义，对于防治不同类型的甲型流感及以后可能出现

的甲型流感变异病毒都具有重要意义．对流感病毒

HA分子保守的中和表位的深入研究，也可为工程
重组通用 H5型禽流感亚单位疫苗的研究提供理论
基础[28]．
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Broad鄄spectrum Neutralizing Monoclonal Antibodies Against H5N1 Avian
Influenza A Viruses and Primary Research on The Mechanism*

ZHANG Xiao1), ZENG Xiao-Yan2), LIU Zhe1), JIN Qiu1), XU Yan1), FENG Zhen-Qing1)**, JIAO Yong-Jun2)**

(1) Key Laboratory of Antibody Technique, Ministry of Health, Nanjing Medical University, Nanjing 210029, China;
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Abstract Avian influenza is a highly contagious disease of birds caused by A influenza viruses. The circulation
in humans by the highly pathogenic H5N1 avian flu in the past few years have caused most pandemics and have
heightened fear that the next influenza pandemic is due. Antibodies could be used as an efficient anti-virus agent in
clinical therapy. The full-length HA of the A/Jiangsu/1/2007(H5N1) about 1.7 kb was amplified, subcloned to the
pFastBac vector and recombinant bacmid DNA was selected. The recombinant HA was expressed and purified HA
about 70 ku was used as the antigen to immunize Balb/c mice. The whole H5N1 virus was used to select 5
mono-antibodies (mAbs)， and all of them were tested using microneutralization assays. 8G10D7, one of the
antibodies, had broad neutralizing effect against clade 2 and clade 9 H5N1 avian influenza A viruses, and the IC50

was from 1∶256 to 1∶64. When detected with 8G10D7, all 4 viruses showed 70 ku and 43 ku protein band,
which confirms that the binding site of the scFv antibodies were located at the HA1 domain. The nucleuses of
MDCK cells infected by 4 viruses were colored purple, and red around the nucleus. 8G10D7 showed HI activity to
the 4 viruses, the HI has a positive correlation with neutralization concentration IC50, which also further confirms
that the binding site of the scFv antibodies were located at the HA1 domain. When the mAb 8G10D7 was used for
the study of prophylaxis and therapeutic effect on influenza A viruses infection in an embryonated chicken eggs
model. It had a complete 100% protection effect on the H5N1 viruses in avian host in the prophylactic and
therapeutic groups. The 100% preventive protection effect could be reached when challenged with H5N1 avian
influenza A viruse in human host in the prophylactic groups, and there is also a 87.5% protection effect with H5N1
viruses in human host in the therapeutic groups. Thereby, the study suggests that the mAb 8G10D7 could be used
in therapies to counter the H5N1 influenza A virus, and the epitope could be the key point for the design and
implementation of vaccines.

Key words H5N1 avian influenza A virus, Bac-to-Bac baculovirus expression system, mAb, microneutralization
assay, TCID50, hemagglutination-inhibition
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