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高致病性禽流感病毒血凝素蛋白广谱中和表位
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摘要 :以 H5N1型禽流感病毒 HA蛋白广谱中和单抗 8 H5为基础 ,利用噬菌体展示肽库技术及类病毒颗粒融合表

达技术研究 HA模拟表位。EL ISA检测结果显示 :筛选获得模拟 HA 表位的模拟肽 123 ,进行类病毒颗粒融合蛋

白表达后 ,仍具有与 8 H5单抗特异结合的能力。免疫荧光检测结果说明 ,类病毒颗粒免疫小鼠后产生了能与 HA

交叉反应的抗体。禽流感病毒 HA模拟表位的研究与性质的分析及类病毒颗粒融合蛋白的表达与活性分析、免疫

原性分析 ,都为研制禽流感通用表位疫苗奠定了基础。
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　　近年来 , H5N1型禽流感病毒传播呈增强趋势 ,

2005到 2006年已迅速蔓延至俄国、欧洲、非洲及中

东地区[122 ]。由于 A IV 抗原变异频繁 ,机体不能有

效防御病毒的侵袭 ,为疫苗的研究开发提出了严峻

的考验。目前虽然已有多种疫苗应用于 A IV 的防

治 , 如灭活疫苗、亚单位疫苗、重组活载体疫苗、核

酸疫苗[3 ] ,但其效率均在 60 %～85 %之间 ,且只针

对特定类型病毒株。随着生物化学、分子免疫学技

术及基因工程技术的发展 ,表位疫苗的出现弥补了

传统疫苗的一些不足 ,尤其在诱导细胞免疫方面 ,减

少了疫苗毒副作用 ,提高了安全性 ,增强了免疫针对

性。天然表位或模拟表位在很多疾病 ,如 HIV、

HCV的研究中都产生很好的免疫反应[428 ]。为防止

禽流感大规模爆发 ,有效预防其不定向突变趋势 ,加

快研制可提供交叉保护性的通用表位疫苗显得尤为

重要。

血凝素蛋白 ( Hemagglutinin , HA)是病毒表面

的主要刺突成分 ,在病毒吸附及穿膜过程中起关键

作用 ,其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 HA 与抗体之间的反应[9211 ]。HA 作为

病毒最重要的表面抗原 ,可诱生保护性抗体及细胞

免疫[12 ] ,是当前流感疫苗的主要成分 ,也是寻找中

和性抗体的关键考虑因素[13 ]。本实验室在禽流感

中和性单克隆抗体研制方面积累了丰富的经验 ,制

备的 8 H5单克隆抗体 ,对近年来 34 株 H5N1 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[14 ]。该结果提示在 HA 上存在

保守中和表位 ,为通用表位疫苗的研究奠定了良好

基础。

本研究采用噬菌体随机肽库技术 ,选用禽流感

广谱中和抗体 8 H5对随机十二肽库进行筛选 ;又将

表位模拟肽展示在类病毒颗粒上 ,对其免疫原性及

免疫反应性进行分析 ,旨在为高致病性 H5N1禽流

感病毒血凝素蛋白 ( HA)模拟表位及通用表位疫苗

的研究提供参考。

材料与方法

1　试剂、病毒、细胞、质粒　噬菌体随机十二肽库 (库容 :217

×109 个转化子)及 E1 coli 2738 均购自美国 New England

BioLabs公司 ;辣根过氧化物酶 ( HRP)标记的抗 M13 单克

隆抗体购自 Pharmacia 公司 ; M13 ssDNA 提取试剂盒购自

美国 Omega公司 ;表达禽流感 HA蛋白的 SF21昆虫细胞由

本实验室保存 ;灭活禽流感 H5N1亚型病毒株由香港大学微

生物系管轶教授惠赠 ;pC1492mut 质粒由本实验室构建。

2　单克隆抗体 　禽流感病毒 H5N1 HA 中和单抗 8 H5、

4D1、10F7、8 G9、3 G4、2F2、3C8、3D2、1 G2、3CF1、7D1、6CF3、

7 H8、10DE2、13 E7、16A12均由本实验室制备。H EV E2蛋

白中和单抗 8C11由本实验室制备。

3　筛选肽库　根据 N EB公司肽库筛选操作手册进行 ,简述



如下。采用 Protein A捕获法进行液相筛选 ,用 1ml 封阻缓

冲液 (011mol/ L Na HCO3 (p H 816) , 5 mg/ mL BSA , 0102 %

NaN3 ,过滤除菌 ,4℃贮存)封闭适量 Protein A2琼脂糖介质 ,

4℃孵育 60 min。取 115×1010个噬菌体粒子 (相当于 1μl原

始文库)和适量抗体在 TBST ( TBS + 011 % [ v/ v ] Tween2
20)缓冲液中反应 30 min ;再加入封闭好的介质 ,室温反应

30 min。用 TBST(011 %)缓冲液淘洗混合物 ,采用不洗脱方

式 ,重悬沉淀介质于 1ml TBS缓冲液中。留 100μl 用于噬菌

体滴定实验 ,剩余筛选物扩库 ;用 1/ 5 体积 PEG收库 ,得到

噬菌体沉淀 ,重悬后作为下一轮筛选的噬菌体肽库。按照以

上步骤 ,依次进行第二轮和第三轮的筛选。待第三轮筛选完

毕 ,直接用稀释一定倍数的筛选物于 LB/ IPT G/ Xgal平板上

滴定噬菌斑。

4　噬菌体克隆 ELISA检测及 DNA序列测定　将单克隆抗

体 8 H5 ( 1μg/ mL , PB 稀释) 及对照抗体 10F7、8C11、3 G4

(1μg/ mL ,PB稀释)包被 96孔微孔板。于滴定板上随机挑

取单克隆噬菌斑经扩增后 ,取 100μl上清加入包被了抗体的

微孔板中 , 37℃温育 1h , 011 % PBST 洗板 5 次 ,加入

100μl HRP标记的抗2M13抗体 (1∶3 000) ,37℃作用 015h ,

TMB (3 ,3 ,5 ,5 ,2一四甲基联苯胺)为底物 ,显色 15min ,终

止后测定 450nm的吸光度值。以目标抗体 EL ISA 读值高

于对照抗体 EL ISA 读值 2 倍及以上作为阳性标准。用

M13ssDNA提取试剂盒提取阳性噬菌体克隆基因组 ,送至

上海英骏生物技术有限公司测序。

5　融合蛋白的表达、纯化及电镜观察　质粒 pC1492mut 含

有 HBV core蛋白的 12149氨基酸 (C149)的核苷酸序列 ,其

中第 79、80位氨基酸的序列被 B am HI酶切位点代替。将

123肽分别以一个拷贝和三个拷贝数插入到此位点 ,表达出

的模拟肽将展示到 HBcAg类病毒颗粒表面上。

经 PCR扩增出 N端连有模拟肽序列的 C149 a1a1 81～

149 DNA片段 ,经 B gl II和 EcoRI酶切后回收纯化 ,连接到

B am HI/ EcoRI双酶切的 pC1492mut 载体中 ,分别构建出带

有一个、三个拷贝 123肽的重组质粒 pC1492mut2123、pC1492
mut2T123 ,表达的融合蛋白分别称为 HBc2123、HBc2T123。

重组质粒转化大肠杆菌 ER2566进行表达 ,用饱和硫酸铵沉

淀蛋白的方法纯化蛋白。纯化好的类病毒颗粒融合蛋白样

品用 2 %磷酸钨负染后 ,直接进行电镜观察。

6　融合蛋白活性检测及特异性分析　将纯化好的类病毒颗

粒融合蛋白以 10μg/ mL 的浓度包被 96 孔板 ,与 8 H5 单抗

37℃孵育 1h后 ,PBST洗板 5次 ,再加入二抗 GAM2HRP (1

∶10 000) ,37℃孵育 30 min。PBST洗板 5次 ,加入显色液

显色 10 min ,终止液终止 ,酶标仪读值。用 13株针对禽流感

病毒 (A IV)血凝蛋白 ( HA)的单抗作对照来检测类病毒颗粒

融合蛋白与 8 H5单抗结合的特异性。

7　竞争 ELISA实验　病毒稀释至同一活性比值 (即和 8 H5

单抗的 EL ISA反应活性均在 110左右)。在包被 8 H5 (1μg/

mL)单克隆抗体的孔中 ,同时加入 50μl 融合蛋白 (011μg/

μL)和 50μl病毒 ,二者竞争结合 8 H5 单抗 ,同时以 HBcAg

蛋白作为阴性对照。以抗 HA 酶标抗体 2F22HRP (1 :500)

为二抗。竞争率计算公式 :

竞争率 = ( 12竞争后 OD值/竞争前 OD值) ×100 %

8　免疫小鼠　将纯化的融合蛋白与等体积的福氏佐剂混合

(初次免疫时与完全福氏佐剂混合 ,加强免疫时与不完全福

氏佐剂混合) ,以肌肉多点注射的方式 ,免疫 BALB/ c小鼠 ,

每只小鼠的免疫量为 100μg蛋白 ,3～4 只小鼠为一组。初

次免疫后 ,每隔一周加强免疫一次 ,同时采取眼球血 ,存放

于220℃备用。

9　免疫血清与多肽反应性 ELISA检测 　以本实验室制备

的含 123多肽的 2392123融合蛋白作为固相包被抗原 (1μg /

孔) , HRP标记的羊抗鼠 Ig G作为酶标二抗 ,用间接 EL ISA

法检测鼠血清中抗 123多肽的抗体滴度。

10　免疫荧光检测　通过昆虫细胞 - 杆状病毒表达系统 ,将

禽流感病毒 HA蛋白表达在 SF21细胞表面。用 4 %多聚甲

醛固定细胞 ,山羊多抗血清封闭 ,与 1 :20稀释的 HBc2T123

免疫鼠血清室温孵育 1h ,以 8 H5 单抗作为阳性对照 , HB2
cAg蛋白免疫鼠血清作为阴性对照。荧光标记的羊抗鼠抗

体 (Sigma , St . Louis , MO , USA)为二抗 ,室温反应半小时 ,

取 DAPI ( Sigma , St . Louis , MO , USA) 染细胞核 ,室温

10min ,然后在正置荧光显微镜 (Nikon)下观察。

结果与分析

1　模拟肽的筛选及序列获得

选用 N EB公司的噬菌体十二肽库 ,针对广谱中

和抗体 8 H5进行三轮筛选。随机挑取 96个噬菌体

克隆 ,用 EL ISA法检测 ,结果得到 60 个阳性克隆。

经测序分析得到相应的氨基酸序列 ,即为噬菌体表

面展示的十二肽序列。60 个克隆共编码五种不同

十二肽序列 (表 1) , 五种噬菌体克隆对 8 H5抗体的

EL ISA读值均高于对照抗体读值两倍以上 (图 1) 。

BL AST分析表明 ,五种肽的氨基酸序列与 H5N1

血凝素蛋白的氨基酸序列无同源性。其中 123模拟

肽出现的频率高达 48 % ,且展示 123的噬菌体肽与

8 H5的反应最强、特异性最好 ,故选取 123 模拟肽

做进一步研究。
表 1　模拟肽氨基酸序列

Table 1　Amino acid sequence of mimic peptides

Peptide No1
Amino acid

sequence

Frequency of

isolation ( %)

123 E T P L T E T A L K W H 48

130 H L Q D G S P P S S P H 10

134 A P V P P T A W W H L S 8

135 F N G S H I Y S P F H P 11

136 Q W N L T P R Q S L Q L 7
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图 1　EL ISA检测噬菌体肽与单抗的反应性

Figure 1　Detection of reactivity of phagotopes to

monoclonal antibodies by EL ISA

2　模拟肽与 HBcAg aa1～149 融合蛋白的表达及

结合活性分析

HBVcore蛋白的 1～149个氨基酸可组装成类

病毒颗粒 ,其中第 79、80 位氨基酸可被替换成外源

蛋白而不影响类病毒颗粒形成[15 ]。因此 HBcAg作

为一种很好的外源表位载体已引起研究者的兴

趣[16 ]。本实验室构建了一个含 HBcAg aa1～149

的表达载体 ,本研究将得到的模拟肽插入其第 79～

80位氨基酸处 ,表达融合蛋白。

将模拟肽分别以一个和三个拷贝与 HBcAgaa1

～149 融合 ,得到的融合蛋白相应称为 HBc2123、

HBc2T123。在 ER2566 菌中表达融合蛋白并加以

纯化 , EL ISA 检测融合蛋白与 8 H5 抗体的结合活

性。实验结果显示 (图 2) :融合蛋白 HBc2T123 与

8 H5抗体有很强的结合活性 ,而 HBc2123融合蛋白

没有结合活性。

图 2　模拟肽融合蛋白与 8 H5抗体的反应性

Figure 2　The reactivity of recombinant protein

with 8 H5 detected by EL ISA

3　类病毒颗粒的电镜观察

HBc2T123融合蛋白样品经磷酸钨负染后 ,于

电镜下观察。如图 3 所示 , HBc2T123 可组装成完

整的类病毒颗粒 ,颗粒呈空心球形 ,直径约 30nm左

右。

4　HBc2T123融合蛋白与 8 H5的反应特异性分析

进一步对 HBc2T123 融合蛋白与 8 H5 单抗结

图 3　HBc2T123组成的类病毒颗粒

(电镜负染 ,标尺为 100nm)

Figure 3　Virus2like particle assembled f rom

recombinant protein HBc2T123

合的特异性进行分析。包被 HBc2T123 融合蛋白 ,

分别与 14种禽流感病毒单克隆抗体进行反应。结

果显示 (图 4) , HBc2T123 融合蛋白只和 8 H5 单抗

有很好的反应性 ,与其他单抗均无反应 ,且阴性对照

HBcAg的反应读值均很低 ,说明 HBc2T123融合蛋

白与 8 H5单克隆抗体有好的结合特异性。

图 4　HBc2T123融合蛋白与抗体反应的特异性分析

Figure 4　Analysis of specific binding

of HBc2T123 to 8 H5

5　HBc2T123融合蛋白与禽流感病毒竞争结合 8 H5

单抗

包被 8 H5单抗 ,将 HBc2T123融合蛋白分别与

7株 H5N1型病毒混合加入 ,二者竞争结合 8 H5单

抗 ,再以禽流感病毒 HA 特异酶标抗体 (2F22HRP)

来检测病毒。由图 5 可知 , HBc2T123 融合蛋白与

禽流感病毒竞争的百分比达到 50 %～62 % ,说明

HBc2T123融合蛋白与 8 H5 单抗的结合力和病毒

相近 ,进而说明 123模拟肽较好的模拟了 HA 蛋白
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上与 8 H5单抗结合的中和表位。

图 5　EL ISA检测 HBc2T123融合蛋白与

H5N1病毒竞争结合 8 H5抗体

Figure 5　Detection of HBc2T123 competing with

H5N1 viruses for 8 H5 by EL ISA test

6　HBc2T123融合蛋白的免疫原性分析

用 HBc2T123融合蛋白免疫 BALB/ c小鼠 ,隔周

加强 ,EL ISA检测抗模拟肽抗体产生情况。本实验室

已制备出一种 2392123融合蛋白 ,即 123模拟肽融合

于 239蛋白的 C端 , 239为 HEV E2蛋白的 239个氨

基酸的序列。2392123融合蛋白亦具有与 8 H5 单抗

结合活性。以纯化的 2392123包板 ,EL ISA检测抗模

拟肽抗体的产生。结果如图 6所示 , HBc2T123融合

蛋白免疫小鼠后产生了很高的针对 123肽的抗体滴

度 ;4周后滴度均达到 1∶120 000。

图 6　HBc2T123融合蛋白免疫鼠血清中

抗 123肽的抗体滴度变化

Figure 6　The titer of anti2123 antibody in

serum from mice immunized with

HBc2T123 protein

7　免疫荧光检测模拟肽抗血清与 HA的反应性

本实验室利用昆虫细胞2杆状病毒表达系统 ,将

禽流感 YU22病毒的 HA蛋白表达在 SF21细胞表

面。因此可以用免疫荧光来检测模拟肽抗血清与

HA的反应性 ,其中以 8 H5 单抗作为阳性对照 ,以

HBcAg aa1～149抗血清为阴性对照。由图 7的结

果可知 , HBc2T123免疫的鼠血清能特异地与 SF21

细胞反应 ,表明 HBc2T123 免疫小鼠产生了 HA 交

叉反应性抗体 ,也进一步说明 123 肽较好的模拟了

HA蛋白的抗原表位。

图 7　免疫荧光检测抗血清与 SF21细胞表达 HA的结合反应

Figure 7　Detection of binding reactivity of serum to HA expressed on SF21 cells by immunofluorescence assay
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讨　　论

禽流感病毒 HA 基因是 A IV 最主要的保护性

抗原基因 ,是研制疫苗的理想靶基因。本研究以

H5N1型禽流感病毒 HA 蛋白广谱中和单抗 8 H5

为基础 ,利用噬菌体肽库技术筛选获得模拟 HA 表

位的模拟肽 ,进行通用表位疫苗的初步研究。为了

增强免疫原性 , 将筛选出的 123 模拟肽与 HBcAg

aa12149蛋白融合 ,使模拟肽展示在 HBV 类病毒颗

粒上。EL ISA检测结果显示 ,融合蛋白后的 123 肽

仍具有与 8 H5 单抗特异结合的能力。免疫荧光检

测结果说明 ,类病毒颗粒免疫小鼠后产生了 HA 交

叉反应性抗体。

由于缺乏天然蛋白的三维结构 ,表位模拟肽的

分子小 ,免疫原性差 ,半衰期短 ,使机体无法产生免

疫反应 ,还可能引起免疫耐受。因此增加免疫原性

与稳定性是近年来表位疫苗的研究热点。表位展示

载体这一方法 ,在国内外已经取得了不少令人欣喜

的研究成果 ,噬菌体、蛋白分子载体、脂肽等都可以

作为表位的载体。本研究曾选用噬菌体和 H EV E2

的一段蛋白 239作为载体 ,实验结果证实免疫小鼠

后产生抗体滴度较低 ,而且产生抗体的周期较长 ,效

果不够理想。而类病毒颗粒是一种较为理想的载

体 ,可以用于展示表位模拟肽的类病毒颗粒包括

HBV2VL P[17 ]、HCV2VL P[ 18 ]、HPV2VL P[19 ]等多种

形式。本研究将模拟肽表达在 HBV 类病毒颗粒

上 ,是由于其含有 T辅助细胞表位 ,可以大大提高

融合蛋白的抗原性和免疫原性 ;同时类病毒颗粒容

易被机体内的抗原递呈细胞吞噬 ,从而可以更快的

激起机体的免疫应答。展示模拟肽的 HBV 类病毒

颗粒免疫小鼠一周后 ,血清中抗体滴度即可达到 1

∶1 000 ,四周后血清中抗体滴度可达 1∶120 000。

氨基酸序列分析表明 123 模拟肽与 HA 在一

级序列上并没有相似性 ,却与 8 H5单抗有很好的特

异结合活性 ,说明此十二肽是在空间结构上模拟了

HA 的表位。当一个拷贝的模拟肽融合表达在

HBV 类病毒颗粒上 ,可能影响了其特定的空间结

构 ,失去了与 8 H5 特异的结合活性 ;而中间通过连

接肽 GGGGS串联的三个拷贝模拟肽 ,展示在 HBV

类病毒颗粒上 ,就维持了十二肽自身的构象 ,保持了

活性。以上结果说明 ,虽然 123 模拟肽是从线性十

二肽库中筛选出来的 ,但是仍具有一定的构象性以

维持其活性。GGGGS的空间结构具有高度易变性

和灵活性 ,广泛用于蛋白质或肽之间的连接[20 ] ,本

实验用其作为表位之间的连接 ,目地是使多个抗原

表位在空间上互不干扰 ,提高模拟肽的分子量、增强

其免疫原性。

用 HBc2T123类病毒颗粒与 7株 H5N1亚型禽

流感病毒竞争结合 8 H5单抗 ,这 7株 H5N1型的病

毒是不同年份的代表毒株。HBc2T123 类病毒颗粒

与病毒的竞争抑制率均达到 50 %～ 62 % ,说明

HBc2T123类病毒颗粒与 8 H5 单抗的结合能力与

病毒相近 ,进而说明 123 模拟肽较好的模拟了多种

毒株共同的 HA 蛋白抗原表位保守区域。本研究

结果可为高致病性禽流感病毒通用表位疫苗的研究

提供参考。
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Identif ication of Peptide Mimotopes of an Abroad2spectrum Neutral izing Epitope

of Highly Pathogenic Avian Influenza Hemagglutinin

SON G Hui2juan , L UO Wen2xin , ZH EN G Zhen2hua , CH EN Ying2wei ,

CH EN Yi2xin , CH EN Zi2min , ZHAN G J un , XIA Ning2shao
( N ational I nstit ute of Diagnost ics and V accine Development in I n f ect ious Diseases and School of L i f e Sciences ,

X iamen Universit y , X iamen 361005 , China)

Abstract :A monoclonal antibody (8 H5) , which showed st rong neut ralization activity against 33 st rains of

H5N1 viruses isolated f rom host s at various regions f rom 2002 to 2006 , was characterized in our lab re2
cently. This result indicated t he presence of highly conserved neut ralizing site on hemagglutinin ( HA) of

various H5N1 subtypes. In t he p resent st udy , t he peptide p hage display technique was applied to generate

mimotope of the conserved neut ralizing epitope recognized by 8 H5 mAb. Five peptides displayed on p hage

were identified to specifically bind to 8 H5 mAb. One of t he five peptides , 123 , was f urther displayed on

t he virus2like particle assembled f rom aa 12149 f ragment of HBcAg. The chimeric particle HBc2T123 con2
served t he specific binding to 8 H5 mAb , and competed wit h H5N1 viruses for 8 H5 mAb. The antiserum

induced by HBc2T123 intensively stained on SF21 cells infected by recombinant baculovirus containing HA

gene of YU22 virus , indicating the p roduction of cross2reactive antibody to H5N1 HA.

Key words : H5N1 HA ; p hage display peptide library ; mimotope
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