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高致病性 H5亚型禽流行性感冒病毒血凝素
单克隆抗体的制备与初步应用
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研究中心 ,厦门　361005 ;2. 北京万泰生物药业有限公司 ,北京　102200 ;
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摘要 :以禽流感病毒株 Ck/ HK/ Yu22/ 02 ( H5N1)作为免疫原 ,利用常规杂交瘤技术和血凝抑制试验法成功地筛选

出 6株稳定分泌抗高致病性 H5亚型禽流感病毒血凝素的单克隆抗体 (单抗) ,分别命名为 2F2、3C8、3FC1、7C6、

10HD4和 13 G4。经血凝抑制试验法分析 ,结果发现这 6株单抗具有特异性高、反应性强、识别谱宽且互补等特点。

基于单抗 2F2 ,初步建立了三种 H5N1病毒诊断方法 ,经评估证实均具有很好的特异性。由此说明 ,研究制备的抗

H5亚型禽流感病毒血凝素单抗可适用于 H5N1病毒的诊断。
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　　禽流感 (Avian influenza ,AI)是禽流行性感冒的

简称 ,是一种由禽流感病毒 (Avian influenza virus ,

AIV)引起的急性传染病。目前 ,在世界各地分离的

16个 H亚型和 9 个 N 亚型禽流感病毒中 ,高致病

性禽流感均由 H5或 H7亚型病毒引起。1997年香

港 H5N1 禽流感传人事件的发生 ,改变了人们传统

上认为禽流感不能直接传人的概念[1 , 2 ] ,即无需中

间宿主的适应过程。此一由禽直接向人类的跨种族

传播 2003 年又发生在香港[3 ,4 ]。自 2003 年底 ,东

南亚各国再次持续暴发 H5N1流行 ,截止 2005年 9

月 ,已先后有 112 例人感染 H5N1 ,导致死亡 57

人[5 ]。最让人担心的是其中有些病例可能为人传

人导致的[6 ]。鉴于此 ,专家一致认为高致病性禽流

感 H5N1 病毒无疑是最有可能的流感大流行候选

株 ,WHO已向全球发出暴发世界性大流行的警报 ,

并全力组织世界各国为下一次流感大流行的预防、

治疗及疾控进行全力准备。而当前全球对流感大流

行的应对工作主要包括三个部分 ,即疫苗株的选择

及生产 ,抗流感药物的生产及储存 ,特异性快速诊断

试剂的准备 ,其中尤以特异性快速诊断试剂的准备

最为不足。本研究根据 Li 等[7 ]对近年来东南亚

H5N1分离株 HA 基因的分子进化分析结果 ,选取

基因同源性最保守的代表性 H5N1 病毒株 A/ Ck/

H K/ Yu22/ 02 (以下简称 Yu22)作为免疫原 ,免疫

BALB/ c 小鼠 ,利用杂交瘤技术和血凝抑制试验法

( Haemagglutinin inhibition , HI)筛选出 6 株能稳定

分泌抗 H5血凝素单克隆抗体 (单抗)的杂交瘤细胞

株 ,并对其性质做了初步的鉴定。在此基础上 ,利用

单抗 2F2成功建立了三种 H5N1 病毒诊断方法 ,即

检测病毒抗原的 H5抗原酶联免疫吸附试验 ( H5抗

体 EL ISA ,H5 - Ag EL ISA) 、H5抗原胶体金免疫试

验和检测抗血凝素抗体的 H5抗体酶联免疫吸附试

验 ( H5抗体 EL ISA ,H5 - Ab EL ISA) 。

材料与方法

1　细胞、病毒、单抗和动物 　小鼠骨髓瘤细胞株 Sp2/ 02
Ag14 (Sp2/ 0)为本实验室保存。所有病毒株及 3株抗 H5单

抗 ( Memphis) 等均由香港大学微生物系管轶教授惠赠。

BALB/ c 小鼠 (6～8 周龄)为本中心动物室提供。鸡胚 (9～

11 日龄)购自澄海市白沙农场。

2　试剂　PEG1500、次黄嘌呤、胸腺嘧啶、氨基喋呤、DMSO

和 HRP等为 Sigma公司的产品。RPMI 1640 基础培养基为

Gibco 公司的产品。胎牛血清为 Hyclone 公司的产品。HRP

- GAM IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3 及 GAM IgM、IgG1、

IgG2a、IgG2b、IgG3 为 Serotec 公司的产品。

3　流感病毒株的培养与灭活　病毒大量培养 ,一次接种 30
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个 10 日龄鸡胚 ,先把禽流感病毒株 A/ Ck/ HK/ Yu22/ 02

(H5N1)用加有抗生素的 PBS适当稀释后 ,用一次性注射器

抽取 200μl ,经尿囊腔接种鸡胚 ,35 ℃孵育 72h后 ,将接种的

鸡胚放入 4℃冰箱冷冻过夜。然后在收集的尿囊液中加入

终浓度为 0. 03 %福尔马林液 ,在 4℃冷房里转动 48h之后 ,

用鸡胚培养法确定病毒是否灭活完全。结果盲传 3代均为

阴性者 ,说明灭活完全 ;若结果阳性 ,必须继续灭活。最后收

集病毒液做 HA试验测定病毒 HA效价。

4　单克隆抗体的制备　以 HA滴度≥512 的 Yu22 灭活病

毒液与等量的福氏完全佐剂混匀 ,经皮下注射免疫 BALB/ c

小鼠 ,剂量为 400μl/次。初免后 15天和 29天 ,分别用同样

剂量的病毒液加弗氏不完全佐剂进行加强免疫。融合前 3

天 ,再以 100μl病毒液经脾脏注射做最后加强免疫。细胞融

合、克隆化、腹水制备及纯化均按常规方法进行 [8 ] ,融合株筛

选使用基于 Yu22病毒的血凝抑制试验法。

5　单抗一般特性的鉴定 　Ig亚类的测定采用直接 EL ISA

法进行鉴定 ,所用二抗为 HRP - GAM IgM、IgG1 、IgG2a、

IgG2b 和 IgG3。杂交瘤细胞培养上清及腹水中单抗的滴度

测定采用基于 Yu22病毒的血凝抑制试验法。

6　交叉试验　采用血凝抑制试验法检测单抗腹水与非 H5

亚型病毒的交叉反应 ,所选用病毒包括 H1、H2、H3、H4、H6、

H7、H8、H9、H11 和鸡 NDV 等 12 种不同毒株 ,有血凝抑制

的判为有交叉反应 ,无血凝抑制的判为无交叉反应。

7　病毒识别谱分析　使用血凝抑制试验法分析单抗腹水对

14株不同地区、不同时间、不同宿主中分离的代表性 H5亚

型病毒株反应识别谱 ,同时用当前已证明有效的 3株抗 H5

单抗 (Memphis) CP25、CP58、CP176/ 26[9 ]作为对照。根据对

不同毒株的血凝抑制实验结果的不同 ,确定单抗对 H5亚型

病毒的识别谱特性及反应性。

8　辣根过氧化物酶( HRP) 的标记 　采用改良过碘酸钠法

将 HRP(Sigma 公司)标记单抗 2F2[10 ]。

9　H5抗原 ELISA(双抗体夹心法) 　以 10mmol/ L 的磷酸

缓冲液 ( PB ,p H7. 4)溶解高纯度单抗 2F2 ,按 100ng/孔包被

于 96孔聚苯乙烯微孔板 ,37 ℃吸附 2h ,4 ℃过夜 ; PBST 洗

液 (p H7. 4) 洗涤 1 遍 ,200μl/ 孔封闭液 (含 2 %明胶、0. 2 %

酪蛋白和 2 %蔗糖的 PBS) 37 ℃封闭 2h ,甩尽、拍干后真空密

封 ,4 ℃保存备用。检测时 ,每孔加入 100μl 样品和 50μl裂解

液 ,用封口膜封板后置微量振荡器上中等速度室温震荡

60min ;PBST洗涤 5次 ,扣干后每孔加入 100μl酶标抗体 (2F22
HRP) ,37 ℃温育 30min ;PBST洗涤 5 次并扣干 ,加入显色剂 ,

37 ℃避光显色 30min ,终止 ,读取 OD450/ 620nm的吸光值。

10　H5抗原胶体金免疫试验　分别在硝酸纤维素膜上的检

测区包被高纯度单抗 2F2 ,对照区包被羊抗鼠 IgG。检测时 ,

先把液体标本等体积加入病毒裂解液处理 ;固体标本 (如粪

便)按 1∶10加入裂解液 (0. 1 g加入 1ml裂解液)。若标本为

拭子 ,则根据拭子大小加入适量裂解液 ,室温振荡裂解 30

min ,离心取上清。吸取上清液 70μl 在加样处缓慢滴加 ,平

置于室温。30 min内观察结果有效 ,在检测区及对照区各凝

集形成一条红色条带 ,判定为阳性 ;只在对照区形成一条红

色条带 ,判定为阴性 ;不出现红色条带则视为无效。

11　H5抗体 ELISA(竞争法) 　以 10mmol/ L 的磷酸缓冲液

(PB ,p H7. 4)溶解高纯度单抗 2F2 ,按 100ng/孔包被于 96孔

聚苯乙烯微孔板 ,37℃孵育 ,此为一次包被 ;反应 2h后 ,洗涤

封闭 2h ,然后用 0. 05mol/ L 碳酸缓冲液 (CB ,p H9. 5) 溶解

Yu22灭活病毒致终浓度为 64 HA ,并在一次包被孔上进行

二次包被 ,之后再封闭 2h ,拍干后真空密封 ,4 ℃保存备用。

检测时 ,在每个孔中加入 50μl标本 ,然后再加入 50μl酶标抗

体 (2F22HRP) ,混匀后用封口膜封板 ,置 37℃温育 60min ;

PBST洗涤 5 遍 ,扣干后 37℃避光显色 15 min ,终止 ,读取

OD450/ 620nm的吸光值。

结　　果

1　杂交瘤细胞株的建立

利用常规杂交瘤技术和血凝抑制试验筛选法获

得 6株 (2F2、3C8、3FC1、7C6、10HD4、13 G4)能稳定

分泌抗 H5亚型禽流感病毒血凝素单抗的杂交瘤细

胞株 ,腹腔接种 BALB/ c 小鼠后 ,获得高滴度特异性

单抗腹水。

2　单克隆抗体类与亚类鉴定

上述单抗经纯化后 ,用直接 EL ISA法测定单抗

亚型。先把纯化后单抗包被并封闭于 96孔板上 ,再

与各亚型单抗的酶标抗体直接孵育 ,显色读值。分

类结果为 ,2F2、3C8 属 Ig G1 ,7C6、13 G4 属 Ig G2a ,

3FC1、10HD4属 IgM。

3　单克隆抗体滴度测定

采用血凝抑制试验法检测系列稀释的培养上清

及腹水中单抗的滴度。结果表明 ,6 株杂交瘤细胞

培养上清的血凝抑制抗体滴度为 1∶26～1∶212 ,腹水

HI抗体滴度为 1∶214～1∶218。

4　单克隆抗体的特异性

血凝抑制试验的病毒交叉反应结果表明 ,6 株

单抗与 H1～H11 及 NDV 共 12 株非 H5 病毒均无

交叉反应 ,但都与 H5N1 病毒 Yu22 发生强反应 ,证

明此 6株单抗确是抗 H5亚型禽流感病毒血凝素特

异性单抗。

5　单克隆抗体对不同 H5 亚型病毒的反应识别谱

特性

选取 14株 1987～2005 年分离的 H5 亚型禽流

感病毒 ,与上述制备的 H5单抗称作 XMU2H5MAb)

及 1987 年 Memphis 制备的 H5 单抗 (称作 Mem2
phis2H5MAb)进行血凝抑制试验。结果 (表 1)结果

可见 ,各单抗株与病毒的反应情况有所不同 ,所有单
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抗至少都与一株病毒不反应或弱反应 ,而 Memphis

的 3 株单抗在整体反应性上明显不如本研究制备的

单抗 ,它对多株病毒的血凝抑制值均小于 100。同

时还可看出 ,除 3C8 的病毒识别谱略窄外 ,其余单

抗 (2F2、10HD4、3FC1、13 G4 和 7C6)的识别谱均较

广。分析单抗对病毒的抑制滴度可以看出 , 2F2、

10HD4和 3FC1 是高反应性单抗 ,它们对阳性反应

病毒的血凝抑制滴度几乎都高于 6 400。比较这 3

株高反应性单抗对 4 株弱反应毒株的识别性 ,发现

彼此间识别病毒的能力具有互补性 ,提示其识别的

抗原表位可能不同。

表 2　 H5抗原 ELISA对病毒的检测

Table 2　Detection of virus with H5 - Ag EL ISA

Virus subtype Name HA unit Result

H5 virus Ck/ HK/ Yu22/ 2002 1/ 8 3 +

Ck/ ST/ 4556/ 2002 1/ 20 +

Dk/ ST/ 6151/ 2003 1/ 16 +

Qa/ ST/ 4405/ 2004 1/ 2 +

Non2H5 virus

H3 D K/ ST/ 213/ 2004 1024 -

D K/ ST/ 273/ 2003 1024 -

H9 Qa/ HK/ G1/ 1997 1024 -

Dk/ HK/ Y280/ 1997 1024 -

Ck/ ST/ 4617/ 2003 > 2048 -

Pa/ ST/ 6708/ 2004 1024 -

Ck/ ST/ 1860/ 2004 > 2048 -

NDV　　 Ck/ ST/ 4268/ 2002 512 -

Sck/ ST/ 1670/ 2003 1024 -

　　3 . 1/ n , n times dilution of 1 HA unit virus ; Ck. Chicken ; HK.

Hong Kong ; ST. Shantou ; Dk. Duck ; Qa. Quail ; Pa. Partridge ;

Sck. Silk chicken ; NDV. Newcastle disease virus.

6　H5抗原 EL ISA对病毒抗原的检测结果

H5抗原 EL ISA的检测原理为双抗体夹心。利

用该方法检测了 4 株 H5 亚型、2 株 H3 亚型、5 株

H9亚型及鸡 NDV等分离株的鸡胚培养病毒 ,结果

(表 2)可见 ,对 4 株 H5 亚型病毒均为阳性 ,对病毒

株 Ck/ ST/ 4556/ 2002 的检测灵敏度最高 ,为 1/ 20

个血凝单位 ( HA) ;对病毒株 Qa/ ST/ 4405/ 2004 的

灵敏度较低 ,为 1/ 2个 HA。而对其余非 H5亚型病

毒的检测均为阴性 ,特异性良好。

比较 H52Ag EL ISA 和标准 RT2PCR 法对

H5N1病毒的检测灵敏度 ,由表 3可见 ,两种方法的

灵敏度相当 ,对 1∶10000 稀释的同一份标本 ( Yu22

病毒液 HA = 2048)的检测均显示阳性。
表 3　H5抗原 ELISA与 RT2PCR法检测 H5亚型

病毒的灵敏度比较

Table 3　Comparison of sensitivity between H52Ag EL ISA

and standard RT2PCR in detecting H5 subtype

Dilution ratio of Yu22

10 - 1 10 - 2 10 - 3 10 - 4 10 - 5

H52Ag EL ISA + + + + -

Standard RT2PCR + + + + -

7　H5抗原胶体金免疫试验对病毒抗原的检测结果

胶体金免疫试验具有方便、快速的特点 ,将处理

后样品加进上样孔 ,30min 内即可判定结果。用该

方法检测 H5亚型流感病毒和非 H5亚型病毒 ,由表

4可见 ,6份 H5亚型病毒标本 (滴度均为 20个 HA)
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均显示阳性 ,而 9份非 H5亚型病毒标本均为阴性 ,

说明此胶体金试验的特异性良好。
表 4　H5抗原胶体金免疫试验对流感病毒的检测

Table 4　Detection of the influenza virus with H52Ag

colloidal gold immunoassay

Virus subtype Name Results

H5 virus(20 HA units) Ck/ HK/ Yu22/ 2002 +

Ck/ ST/ 4556/ 2002 +

Dk/ ST/ 6151/ 2003 +

Dk/ YN/ 1747/ 2003 +

Qa/ ST/ 4405/ 2004 +

Ck/ ST/ 4003/ 2004 +

Non2H5 virus

　　H3 D K/ ST/ 213/ 2004 -

D K/ ST/ 273/ 2004 -

　　H9 Qa/ HK/ G1/ 1997 -

Dk/ HK/ Y280/ 1997 -

Ck/ ST/ 4617/ 2003 -

Pa/ ST/ 6708/ 2004 -

Ck/ ST/ 860/ 2004 -

NDV Ck/ ST/ 4268/ 2002 -

Sck/ ST/ 1670/ 2003 -

　　Ck. Chicken ; HK. Hong Kong ; ST. Shantou ; Dk. Duck ; YN.

Yunnan ; Qa. Quail ; Pa. Partridge ; Sck. Silk chicken ; NDV. New2

castle disease virus.

8　H5抗体 EL ISA对病毒抗体的检测结果

　　H5 抗体 EL ISA 采用竞争法 ,标本中的抗 H5

抗体与酶标 H5抗体 (2F22HRP)竞争结合包被于微

孔上的 H5 抗原 ,标本中 H5 抗体浓度越高 ,其竞争

抑制值 (inhibition ratio , IR)越高 ,显色 OD值越低 ;

反之越高。用该方法检测大量血清标本 ,由表 5 可

见 ,6份抗 Yu22 鼠血清均为阳性 ,50 份接种过 H5

疫苗的鸡血清有 48 份阳性 ,其余 179 份各种非 H5

血清均为阴性。检测 13 份禽流感病毒分型标准血

清 ( H1～H13)和 1 份鸡新城疫病毒标准分型血清

(图 1) ,结果只有 H5 抗血清显示阳性 ,其余非 H5

抗血清反应均为阴性。此结果均说明该竞争

EL ISA方法检测 H5N1病毒抗体特异性良好。

图 1　H5抗体 ELISA对流感病毒标准分亚型血清的检测

Figure 1　Subtyping of standard antisera

with H52Ab EL ISA

Positive. Inhibition ratio≥50 % ;

Negative. Inhibition ratio < 50 %.

表 5　H5抗体 ELISA试剂对血清标本的检测

Table 5　Detection of sera with H52Ab EL ISA

Sera

Mice

anti2Yu22

Immunized

chicken

Normal

chicken

Normal

people

Wild

bird

Mice

anti2H9

Rabbit

anti2H9

Chicken

anti2NDV

Positive 6/ 6 48/ 50 0/ 30 0/ 32 0/ 98 0/ 11 0/ 4 0/ 4

讨　　论

本研究利用常规杂交瘤制备技术成功获得 6株

高特异性、高反应性的抗 H5 亚型禽流感病毒血凝

素单抗。利用 HI法分析证实 ,6 株单抗与多株非

H5亚型流感病毒及其它禽类病毒均无交叉反应 ,显

示出很好的特异性。分析 6株单抗对 H5亚型病毒

的识别能力 ,以 14 株 1987～2005 年间从不同地区

不同宿主分离的代表性 H5亚型禽流感病毒和上述

H5单抗进行 HI实验 ,发现 6株单抗的病毒识别谱

有所差异 ,其中广识别谱单抗 2F2、3FC1、10HD4 对

病毒的识别互补性好 ,且对多数病毒株均发生强抑

制。这些特性提示 ,这 3 株单抗在 H5 亚型流感诊

断试剂的研制中具有很好的应用价值 ,其识别谱互

补性显然有助于提高病毒诊断检出率。

血凝素基因是流感病毒中变异速率最快的基

因[11 ]。目前对流感病毒 HA 基因的抗原性变异分

析主要是通过分子进化树分析进行间接推测。而通

过血清学上的表型抗原性分析手段 ,由于缺乏有效

的抗体而无法实施。应用上述制备的系列特异性

H5亚型单抗 ,对流行中的 H5N1病毒进行抗原性的

表型分析 ,显然对于监控病毒株的抗原性变异规律

及流感疫苗的评估与选择意义重大。虽然抗流感病

毒治疗性化学药物 Relenza 和 Tanmiflu 等[12 ]已被

证实能够有效抑制病毒在体内的扩散 ,但由于价格
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昂贵且产量有限 ,使其很难满足流感大流行后的大

批量需求。所以对上述单抗做进一步的中和试验鉴

定 ,寻找高效中和单抗 ,并利用抗体人源化技术进行

合理改造 ,将很可能成为一种未来治疗 H5N1 病毒

感染的特效药。

2003年底至今 , H5N1 病毒在全球引发严重的

禽流感危机 ,目前全球流感监控工作最迫切的任务

之一就是建立一种有效的能直接、方便、快速检测

H5N1病毒的快速诊断方法。而回顾当前全球范围

内的各种流感诊断方法 ,尚未发现有真正符合“床边

诊断”标准的可直接检测高致病性 H5N1 病毒的诊

断方法 ,这使防止 H5N1 病毒的快速扩散传播面临

巨大的困难。利用 H5亚型流感病毒血凝素单抗建

立 H5N1病毒诊断方法 ,已成为当前一大研究热点。

但诊断方法对单抗的亲和力和识别谱要求较高 ,目

前国内外制备的抗 H5亚型病毒血凝素单抗[9 ,13 ,14 ]

均未见成功应用于 H5N1 病毒诊断方法的建立 ,这

很可能与其亲和力的不足或识别谱偏窄有关。本研

究利用自行研制的抗 H5 亚型流感病毒血凝素单

抗 ,初步建立起三种能够直接检测 H5 亚型病毒感

染的诊断方法 , H5 抗原 EL ISA 和 H5 抗原胶体金

免疫试验法能够直接检测标本中病毒血凝素抗原 ,

均具有很好的特异性。其中 H5 抗原 EL ISA 的检

测灵敏度与标准 RT2PCR几乎相当。H5 抗原胶体

金免疫试验有简便、无需专门仪器和专业操作人员

等优点 ,能够在 30min内判定检测结果 ,符合“床边

诊断”的要求[15 ] ,显示出很好的应用前景。H5抗体

EL ISA能够检测血清中的抗 H5 亚型血凝素抗体 ,

经多份标本评估证实 ,该诊断方法具有很高的特异

性 ,适用于 H5N1 流感病毒回顾性流行病学调查研

究。由于标本数量来源有限 ,故上述三种检测方法

还需做全面性能评估 ,而多种单抗的合理配伍显然

有利于提高病毒诊断的检出率 ,这也是未来工作重

点之一。
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Abstract : Six MAbs against haemagglutinin of higly pathogenic H5 avian influenza virus were developed by fus2
ing SP2/ 0 myeloma cells with spleen cells of BALB/ c mice immunized with Ck/ H K/ Yu22/ 02 ( H5N1) , which

were designated as 2F2 , 3C8 , 3FC1 , 7C6 , 10HD4 and 13 G4 respectively. By hemagglutinin inhibition test

( HI) , these six MAbs displayed high specificity and reactivity. Based on the MAb 2F2 , we developed three di2
agnostic assays for H5N1 viruses , all displaying very good specificity to H5N1 virus. The results suggested that

these MAbs will be very useful in diagnosing H5N1 viruses.
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