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高致病性禽流感病毒 H5N1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H5N1血凝素的鼠单抗中, 10F7 对 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。通过基因工程构建 10F7 单链抗体( scFv) 表达重组质粒, 在大肠杆菌中表达并纯化

scFv,经血凝抑制实验及中和实验检测其活性。结果在针对 3株病毒的血凝抑制实验中, 10F7 scFv蛋白对其中 2 株H5N1病毒

均显示出结合活性,而对 H9 毒株没有反应。在针对 7 株 H5N1 病毒的中和实验中, 10F7 scFv对 5 株病毒具有较好的中和能

力。H5N1 广谱中和抗体 10F7的单链抗体构建, 为进一步研制针对H5N1禽流感病毒的治疗性抗体奠定了基础。
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Abstract  Previously, an mAb 10F7 was developed against H5N1 hemagglutinin, which was highly specific to 34 different

H5N1 strains and showed good neutralizing activity. In the present study, the single-chain fragment of the antibody was cloned

into a prokaryotic vector and then expressed in E . coli. The activity of the scFv was tested in hemagglution inhibit ion and

neutralization experiment. Two H5N1 virus strains were inhibited to bind erythrocyte cells by the scFv while the H9 virus was

not. Also, five H5N1 virus strains were neutralized during infectingMDCK cells. These results showed an approachablemethod

for developing therapeut ic antibody to H5N1 virus.
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  禽流感是由 A 型流感病毒 ( avian influenza

viruses, AIV)引起的一种禽类呼吸系统性疾病。根

据表面抗原血凝素( HA)和神经氨酸酶( NA)的不

同, A型流感病毒通常又可以分为若干亚型。近年

来,H5N1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。1997年, 香港

出现了首例 H5N1禽流感病毒直接由鸡传播到人的

事件
[ 1]
。据世界卫生组织( WHO)统计从 2003 年到

2006年6月 20日,共 228人感染了 H5N1亚型禽流

感病毒,其中 130人死亡, 死亡率达 57%。2006年 6

月24日, WHO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 SARS 之后,传染病给全

球公共卫生安全带来的一个巨大挑战。

HA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
[ 2]
。本

实验室利用杂交瘤技术和血凝抑制试验法

( hemagglution inhibit ion,HI)筛选多株针对HA的鼠单

抗
[ 3]

,其中 10F7对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。我们利用小分子抗体技术对 10F7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

( scFv) ,为进一步研制针对H5N1禽流感病毒的治疗

性抗体奠定了基础。

1  材料与方法

111  菌株、单抗、细胞、质粒、病毒

大肠杆菌菌株 DH5A、ER2566由本实验室保存。

单抗及分泌 10F7单抗的鼠杂交瘤细胞系由本实验

室制备。pMD18-T 载体购自大连 TaKaRa 公司,表达

载体 pTO-T7由本实验自行构建
[ 4]
。所有病毒株均

由香港大学微生物系管轶教授惠赠。

112  试剂

Taq聚合酶、各种限制性内切酶和 T4 DNA连接

酶均购自大连 TaKaRa 公司。Trizol购自 Roche 公

司。PCR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 1)。
表 1 PCR 引物名称及序列

Table 1 Names and sequences of PCR primers
Primer Sequence

MuIgVH5c-B1 5c-ATG( APC)AATG( CPG)A(CPG) CTGGGT( CPT) ( APT) T( CPT) CTCTT-3c

MVHR 5c-CCAGGG( APG) CCA(APG) (GPT) GGATA(APG)ACTG( APG)TGG-3c
MuIgkVL5c-F2 5c-CGACATGGT(APG)TCC(APT) CA( CPG) CTCAGTTCCTTG-3c

MVKR 5c-ACTGGATGGTGGGAAGATGGA-3c
10F7VHF 5c-TTTGAATTCCAGGTCCAACTGCAGCAG-3c

10F7VHR 5c-GCTACCACCCCCTCCAGATCCGCCACCTCCCGATGATACGGTGACCG-3c
10F7VKF 5c-ATCTGGAGGGGGTGGTAGCGGTGGAGGCGGGAGTGACATCCTGATGACCCAA-3c
10F7VKR 5c-TTTCTCGAGCCGTTTGATTTCCAGCTTG-3c

113  鼠单抗10F7轻重链可变区基因的克隆

收集半贴壁培养的 10
7
个 10F7鼠源杂交瘤细

胞,采用 Trizol 法提取总 RNA, 并以 Oligo ( dT) ( 12-18)

(Promega)为引物反转录成 cDNA。根据 Novagen公

司的 Ig-Prime 试剂盒的引物序列设计合成 33条引

物, 根据 RT-PCR 法分离抗体可变区基因。用

MuIgVH5c-B1PMVHR引物对, 扩增出抗体重链可变

区基因。用 MuIgkVL5c-F2PMVKR 引物对, 扩增出抗

体轻链可变区基因。回收扩增产物, 克隆至 pMD18-

T 载体中。

114  scFv表达载体的构建

通过在重链反向引物和轻链正向引物 5c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
[ 5]
。首先, 分别利用引物 10F7VHFP10F7VHR、

10F7VKFP10F7VKR扩增出 VH、VL 片段, 回收, 再以

这两个片段互为引物及模板,在新的 PCR系统中进

行重叠延伸, 得到少量完整的 scFv 基因片段。而

后,以此完整基因为模板、10F7VHFP10F7VKR为引

物进行大量扩增。回收 750bp左右扩增带, 经限制

性内切酶 EcoR ÑPXho Ñ处理后,连接到用相同限制

性内切酶处理过的 pTO-T7载体上。

115  scFv蛋白的表达与复性

将连接重组后的质粒转化大肠杆菌 ER2566感

受态细胞,涂板,培养过夜。挑取单克隆菌落接种至

LB液体培养基, 振荡培养至吸光度 OD 600为 018~

110,加入 IPTG诱导 4h。离心收集菌体, 超声裂解,

2% Triton重悬沉淀,离心弃上清, 重复 1次。以 2、

4、8molPL 尿素依次重悬沉淀, 离心收集上清, SDS-

PAGE电泳鉴定。对溶于尿素的 scFv 蛋白进行透析

复性。设置梯度尿素浓度的 PBS缓冲液, 每次透析

4h后,转至下一浓度较低缓冲液,直至不含尿素的

PBS缓冲液
[ 6]
。
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116  血凝抑制(HI)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WHO流感实验标准方法操作( http:PP
www. who. intPcsrPresourcesPpublicationsPcsrpublicationsP
enPindex81html)。

首先测定病毒HAU 值, 调配 8AD病毒, 通过病

毒与 015%重悬于 PBS 的鸡红细胞血凝反应验证

8AD病毒液。scFv 活性鉴定具体如下: 血凝板中每

孔加入 25LL PBS, 在第一孔中加 25LL scFv 溶液

( 50LgPmL)并混匀,取 25LL 到第二孔,如此向后倍比

稀释至最后一孔,弃 25LL。与等体积AIV室温孵育

30min,加入 015%鸡红细胞 50LL, 室温孵育 30min,

观察是否出现红细胞凝集。

117  细胞微孔板中和实验鉴定 scFv蛋白中和活性

用MEM细胞培养液对 scFv 蛋白( 50LgPmL)进行

倍比稀释,稀释后每一浓度体积为40LL, 与40LL AIV

37 e 孵育 2h。前一天接种至 96孔细胞培养板的

MDCK细胞,以培养液洗涤 1次,每孔加入 35LL 病毒

与 scFv混合物, 37 e 、5% CO2 培养箱中孵育 1 h,弃去

上清,加入正常MEM 培养液, 37 e 、5% CO2 培养 72h。

取上清,血凝抑制实验检测是否有病毒存在。

2  结果

211  VH、VL序列的获得与 scFv基因的构建

从10F7鼠源杂交瘤细胞中提取总RNA, 并反转

录成 cDNA,以此 cDNA为模板进行 PCR扩增。扩增

所得 DNA片段连接至 pMD18-T 载体,送上海博亚生

物技术有限公司测序, 得到 369 bp 与 324 bp 的序

列,通过NCBI序列比对确认为抗体VH、VL基因,抗

体互补决定区 ( complementary determinant region,

CDR) 通过 IMGTPV-QUEST ( http:PPimgt . cines. frP
textesPvquestP)进行确定(表 2)。而后, VH 与VL 经过

PCR扩增使得 VH 3c端与 VL 5c端通过引物上的

linker序列连接成 scFv 基因。

表2  10F7 抗体轻重链抗体互补决定簇区氨基酸序列
Table 2 Amino acid sequence of 10F7 VH and VL CDRs

CDRs of ant ibody Amino acid sequence

VH  CDR1 GYTFTSYW

  CDR2 IDPSDSYT

  CDR3 ARGGTGDFHYAMDY

VL  CDR1 QGISSN

  CDR2 HGT

  CDR3 QYVQFPYT

212  scFv的表达与纯化

将含重组质粒的 ER2566 菌接种至 LB液, 37 e

培养和 IPTG 诱导后, 进行 SDS-PAGE 电泳鉴定, 同

时设置未诱导菌做对照(图 1-1, 1-2)。经 IPTG诱导

的菌株在 30kD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 50%

左右。重组蛋白主要以包涵体形式存在, 且溶解于

8molPL尿素中(图 1-3)。经过透析复性重折叠后的

蛋白纯度达 95%以上(图 1-4) ,吸光度 OD 280处测定

复性蛋白浓度为 500LgPmL, 与 8molPL 尿素中蛋白浓
度相比较,确定复性效率达 20%。

复性后蛋白在没有 SDS 的环境中进行非变性

PAGE电泳。溶于 8molPL 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2-1)。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 2-2) , 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P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 1  10F7 scFv表达及纯化的 SDS-PAGE

Fig. 1  12% SDS-PAGE of expression and

purified sample of 10F7 scFv

M: molecular weight marker; 1: uninduced whole bacterial protein; 2:

scFv expressed in whole bacterial protein; 3: scFv in 8molPL urea; 4:

refolded 10F7 scFv.

213  血凝抑制实验鉴定 10F7 scFv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 10F7

scFv的活性进行了初步鉴定。设置 10F7鼠单抗作
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图 2 10F7 scFv 复性前后 PAGE

Fig . 2 PAGE without SDS of scFv

1: unfolded scFv in urea; 2: refolded scFv.

图 3 10F7单链抗体与鼠单抗对三株病毒的血凝抑制实验

Fig . 3 Hemagglution inhibition of 3 virus strains

with 10F7 mAb and scFv

Virus st rains: 1 to 4: CkPHKPYu22P02 (H5) ; 5 to 8: DKPIDNPMSP04

(H5) ; 9 to 12: CkPSTP4617P03 ( H9) . Antibodies: 1, 5, 9: mAb of

10F7; 2, 6, 10: scFv of 10F71Control: 3, 7, 11: unrelated scFv; 4,

8, 12: PBS.

为阳性对照,不相关 scFv 与 PBS作为阴性对照。鼠

单抗与 scFv均稀释至初始浓度约 50LgPmL。随机选

择H5N1亚型毒株 DKPIDNPMSP04及用于 10F7 鼠单

抗制备的初始毒株 CkPHKPYu22P02与一株H9 亚型

病毒 CkPSTP4617P03一起进行实验。结果如图 3及

表3所示,针对两株H5N1亚型病毒, 10F7鼠单抗的

HI滴度分别为大于 256和 128倍(图 3-1、3-5) , 10F7

scFv的HI滴度均为 32倍(图 3-2、3-6)。而对于 H9

亚型毒株,鼠单抗与 scFv 均没有抑制活性(图 3-9、3-

10) , 不相关 scFv对三株病毒均没有显示抑制效果。

实验表明 10F7 scFv 具有与原鼠单抗一致的、与

H5N1亚型 AIV特异结合的活性。

表 3 10F7 单链抗体血凝抑制实验结果
Table 3 Hemagglution Inhibition Result of 10F7 scFv

Virus strain scFv of 10F7 mAb of 10F7 unrelated scFv PBS

CkPHKPYu22P02 32 > 256 < 1 < 1

DKPIDNPMSP04 32 128 < 1 < 1

CkPSTP4617P03 < 1 < 1 < 1 < 1

214  10F7 scFv中和活性测定

本实验室现有的 7 株病毒涵盖了 2002 年至

2006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 7株病毒检测了 10F7 scFv 的中和活性。

由表 4的中和实验结果可知, 10F7 scFv 对其中 5株

病毒都表现出了较好的中和活性。针对 CkPHKP
Yu22P02毒株, scFv 经 64倍稀释后仍然能够抑制病

毒感染细胞。对于 CKPIDNP2AP04、DKPIDNPMSP04、
BhGsPQHP15P05、CP HeronPHKP18P05 毒株, 中和活性

的稀释倍数分别可以达到32、16、16、8倍, 中和识别

谱具有一定的广泛性。

表 4  10F7 scFv 中和实验结果
Table 4  Neutralization test result of 10F7 scFv

Virus strain Dilut ion of 10F7 scFv

CKPHKPYu22P02 64

DKPIDNPMSP04 16

CKPIDNP2AP04 32

BhGsPQHP15P05 16

CKPHKP213P03 < 1

CP HeronPHKP18P05 8

Oriental Magpie RobinPHKP366P2006 < 1

3  讨论

目前,关于禽流感的治疗研究主要集中在体外

表达 HA开发 AIV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
[ 7]

,

但由于HA是糖蛋白, 而原核系统不能糖基化等缺

陷,这些研究得到的HA原核表达蛋白仅适于开发

诊断试剂
[ 7, 8]

, 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HA 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HA 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 HA 的病毒主要有杆状病

毒
[ 9]
、鸟痘病毒

[ 10,11]
和新城疫病毒

[ 12]
, 这些研究在

保护禽类免受 AIV 感染的实验中取得了理想效果。
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然而,AIV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 AIV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 AIV 感染中扮演着重要

的角色
[ 13]
。到目前为止, 美国 FDA共批准了 24个

用于疾病治疗的抗体药物上市。全球有超过 200家

公司正在研发治疗用抗体药物, 约有 335 个产品正

在研发中,其中 100 多个已进入临床研究。我国起

步较晚,目前仅 3个自研的抗癌抗体 I 类新药的上

市。scFv 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 scFv 蛋白在血液内更容易被清除,组织穿透力

却更强
[14, 15]
。抗体 Fc 段的缺失会降低可变区的亲

和力
[ 16]

, 但是 Fc 段的缺失使得 scFv 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HA与抗体之间的反应
[17, 18]

, 成为相

关研究的一大难题。本研究选择改造的鼠单抗

10F7,是通过以同源性最保守的代表性 H5N1病毒

株 CkPHKPYU22P02 作为免疫源得到的, 对 34 株

H5N1病毒均具有中和活性。原核表达的 10F7 scFv

包涵体蛋白,经透析复性形成正确的构象,在 HI和

中和实验中均显示了较好的活性与特异性。虽然

scFv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
[ 15]

, 为高

致病性 H5N1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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