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摘要 

1 

摘 要 

EV71 近年来在全球广泛流行，在中国大陆地区的流行形势尤其严重。其传

染途径多样、隐形感染形势严重、传播速度快、感染致病机制复杂、致病重症患

者和死亡患者数目较高。因此，迫切需要行之有效的疫苗和治疗药物来有效控制

EV71 的流行和感染。但目前有关 EV71 中和表位和抗原性的认识还十分不足，

严重制约了疫苗和治疗药物的研究。本研究通过构建EV71特异的单克隆抗体库，

进而建立了一套中和单抗盘，并应用于 EV71 抗原性质研究，为疫苗株的选择提

供了新的评估工具；同时探索建立了逃逸病毒方法学以鉴定EV71构象中和表位，

并系统地研究了 EV71 主要抗原性区域的组成和分布特征，为疫苗研制和抗体治

疗奠定了基础。具体研究内容如下： 

首先，利用分子进化分析和免疫原性分析方法，从 18 株 EV71 代表株中选

择病毒株 Jiangsu 作为免疫原制备出 186 株 EV71 特异性单抗，为后续研究奠定

了基础。 

其次，对 EV71 单抗库进行了全面的性质鉴定，发现大量构象型中和单抗，

通过鉴定中和单抗中和能力等性质，建立由 11 株代表株构成的抗 EV71 中和单

抗盘（mAb panel）。 

第三，为系统认识构象型中和单抗的表位结构特征，本研究探索了逃逸病毒

鉴定 EV71 中和表位的可行性。以线性中和单抗 K8G2 为模型，探索建立逃逸突

变相关的方法学，并证实利用逃逸突变分析方法对 K8G2 识别表位的鉴定结果与

利用表位步移方法的鉴定结果基本一致，表明该方法用于鉴定 EV71 中和表位是

有效可行的。 

第四，利用已建立的逃逸病毒方法学平台，对单抗盘各代表性中和单抗识别

表位进行系统鉴定。结合逃逸突变病毒与单抗的反应性变化和同源模建研究结果，

确定了 EV71 三个主要的构象型中和表位区，分别是 Site 1（VP1: 215, 217, 218, 

220; VP2: 141; VP3: 182），Site 2（VP1: 292; VP2: 223, 224, 225; VP3: 59, 60, 63, 64, 

67, 74, 210）和 Site 3（VP1: 97, 99, 104, 108, 166, 167, 242），因而阐明了 EV71

构象型中和表位的定位、组成以及主要抗原性位点的分布规律，为 EV71 疫苗的
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研制提供了重要的理论基础。 

关键词：肠道病毒 71 型 中和抗体 构象中和表位 逃逸病毒 抗原性位点
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Abstract 

Discovered in 1969, enterovirus 71 has been recognized as a frequent pathogen 

of hand-foot-and-mouth disease (HFMD) associated with severe neurological 

sequelae in a small proportion of cases. There has been a significant increase in EV71 

epidemic activity throughout the Asia-Pacific region since 1997. Recent HFMD 

epidemic in mainland China have been associated with high case-fatality rates. So the 

primary task nowadays is to develop antiviral agents to ameliorate the severity of 

neurological disease and vaccine to control epidemics. However, effective vaccine has 

not been available due to the limited knowledge about antigenicity, neutralizing 

epitopes and antigenic structure of EV71. In current report, we constructed the 

EV71-specific monoclonal antibody library with hybridoma technique, followed by 

the establishment of anti-EV71 neutralizing mAb panel, as well as the methodology 

escape mutant to localize conformational epitopes. Using escape mutants analysis and 

neutralizing monoclonal antibody, we characterized the antigenic structure of EV71 as 

three main conformational sites. Findings from this study provide necessary resources 

and effective approaches for vaccine development, and also highlight the dominancy 

of conformational-dependent epitopes in EV71. 

Firstly, we selected a viral strain isolated in Jiangsu province as the immunogen 

for antibody preparation, and constructed an EV71-specific monoclonal antibody 

library containing 186 clones, followed by the identification of reactivites, epitopes 

recognized and neutralizing potent against Jiangsu. 

Secondly, we established anti-EV71 neutralizing antibody panel containing 11 

clones from 5 groups according to the neutralizing potent against 18 natural isolates 

of different regions and genotypes. 

Thirdly, we explored the methodology of escape mutants using relate experience 

applied in other enterovirus with some improvements. Taking the linear neutralizing 

antibody K8G2 as an example, we indentified K8G2-related neutralizing sites 
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successfully, proving that it is useful in localizing conformational epitopes of EV71. 

Fourthly, we gained a library of neutralizing escape mutants using methodology 

explored earlier with single neutralizing antibody, and further analyzed the mutational 

representatives with neutralizing test, to elucidate the antigenic disparities between 

different mutants and parental virus, as well as antigenic sites recognized by each 

neutralizing antibody. The antigenicity, conformational neutralizing epitopes and main 

antigenic sites of EV71 were clarified with the combinations of escape mutant 

analysis, neutralizing test and molecular modeling. 

Keywords: Enterovirus 71(EV71) Disease (HFMD)  Neutralizing Antibody  

Conformational Neutralizing Epitope  Escape Mutants  Antigenic Sites 
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缩写词（Abbreviations） 

HFMD：Hand, foot and mouth disease，手足口病 

EV：enterovirus， 肠道病毒 

EV71：Enterovirus 71， 肠道病毒 71 型 

CV ：Coxsackievirus，柯萨奇病毒 

CA16：Coxsackievirus A16，柯萨奇病毒 16 型 

CVB3：Coxsackievirus B3，柯萨奇病毒 3 型 

ECHO：Echovirus：埃柯病毒 

UTR：Untranslated Region，非编码区 

ORF：Open reading frame，开放阅读框 

AFP：Acute flaccid paralysis，迟缓性麻痹 

VLP：Virus Like Particle, 类病毒颗粒 

IFN：Interferon，干扰素 

Kan：Kanamycin，卡那霉素 

Amp：Ampicillin，氨苄青霉素 

bp：base pair，碱基对 

kb：kilo base pair，千碱基对 

kD：kilo Daltons，千道尔顿 

FBS：Fetal Bovine Serum，胎牛血清 

DNA：Deoxyribonucleic Acid，脱氧核糖核酸 

RNA：Ribonucleic Acid，核糖核酸 

TCID50：Tissue culture infective dose，半数组织感染剂量 

ELISPOT：enzyme linked immunospot assay，酶联免疫斑点法 

ELISA：Enzyme-linked immunosorbent assay，酶联免疫吸附实验 

RT-PCR：Reverse transcription polymerase chain reaction，反转录聚合酶链式反应 

PH：hydrogen ion concentration，氢离子浓度指数 

2Apro：2A proteinases，2A 蛋白酶 

3C/3CDpro: 3C/3CD proteinases，3C/3CD 蛋白酶 
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CNS：central nervous system，中枢神经系统 

cDNA：Complementary DNA，互补 DNA 

mRNA：Messenger RNA，信使 RNA 

IFA：Immuno fluorescence Assay，免疫荧光实验 

CPE：Cytopathic effect，致细胞病变效应 

RSV：Respiratory Syncytial Virus，呼吸道合胞病毒 

HCV：Hepatitis C virus 人 C 型肝炎病毒 

HAV：Hepatitis A virus 人 A 型肝炎病毒 

DMSO: Dimethyl Sulfoxide, 二甲亚砜 

FBS: Fetal Bovine Serum, 胎牛血清 

GAM: Goat Anti-Mouse, 山羊抗小鼠 

RAM: Rabbit Anti-Mouse, 兔抗小鼠 

HRP: Horseradish Peroxidase, 辣根过氧化物酶 

IFA: Indirect immunofluorescent assay, 间接免疫荧光检测 

Ig: Immunoglobulin, 免疫球蛋白 

Kan: Kanamycin, 卡那霉素 

kD: kilo Daltons, 千道尔顿 

mAb: Monoclonal Antibody, 单克隆抗体 

MW: Molecular Weight, 分子量 

PCR: Polymerase Chain Reaction, 聚合酶链式反应 

PEG: Polyethylene Glycol, 聚乙二醇系列 

RT-PCR: ReverseTranscription Polymerase Chain Reaction, 反转录聚合酶链式反应 

SAS: Saturated ammonium sulfate, 饱和硫酸铵 

WB: Western Blotting, 蛋白印迹实验 

BCR: B cell receptor, B 细胞受体 

WHO: World Health Organization, 世界卫生组织 
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第一章 前 言 

EV71 自 1969 年在美国加利福利亚从脑炎患者标本分离鉴定以来，与 CA16

交替流行，成为手足口病主要的病原体之一。与 CA16 不同，EV71 感染会导致

重症病例和一定的死亡率，如脑膜炎、脑炎、迟缓性麻痹、急性心肺功能失调等，

其中肺水肿等并发重症的死亡率较高。我国于 2008 年 3 月爆发了 EV71 的流行

以来，全国各地都不断有新的感染者和重症病例的出现。卫生部于 2008 年 5 月

将 EV71 列入传染病防治法规定的丙类传染病，并成立了紧急防控工作组。根据

国家 CDC 公布的数据，截止 2011 年 12 月底，全国各地的出现的 HFMD 病例一

共有 508,855 例，其中死亡病例有 1,893 例，严重的疫情引起了社会广泛的关注。

当前迫切需要有效的 EV71 疫苗。虽然目前已有多种形式的 EV71 疫苗处于研发

阶段，但由于对 EV71 不同分离株的抗原性差异及中和表位的认识不足，使 EV71

疫苗的研制相对于疫情的发展较为滞后。因此，本研究将通过建立 EV71 特异性

中和单抗为基础，进一步利用中和单抗研究 EV71 的抗原性质、鉴定 EV71 的中

和表位的特征，为以期较全面地认识 EV71 的抗原性表位区的分布规律和特点，

为 EV71 疫苗的研制提供理论基础和技术指导。 

1 EV71 的病毒学 

1.1 分类学地位 

EV71 是小 RNA 病毒科（Picornaviridae）肠道病毒属的成员之一。人类肠

道病毒属有众多抗原性不同的小 RNA 病毒组成，其分类传统可靠的方法主要是

通过毒间接 IFA 和病毒抗血清的中和实验来进行[1,2]。研究发现其血清型主要与

其衣壳蛋白的 C 端相关[3,4]。因而通常按照其遗传特征将人肠道病毒分为 A、B、

C、D 四个不同的基因型[4-6]。其中 A 型肠道病毒是引起手足口病（hand-foot and 

mouth disease, HFMD） 的最常见病原，而最重要的成员就是 EV71 和 CA16（图

1）[7,8]。 
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图 1 人 A 型肠道病毒基于 VP1-C 端的进化树[4]。 

Fig. 1 Phylogenic tree depicting genetic relationship between human enterovirus 
A. 

人肠道病毒按照血清型可分为以下四种：（1）脊髓灰质炎病毒（Poliovirus），

一共有三个血清型，感染后主要引起脊髓灰质炎和偶尔引起无菌性脑膜炎；（2）

柯萨奇病毒（Coxsackieviruses, CV），按照对新生小鼠的致病性分为 CA 和 CB

两类，各自包括 24 个血清型和 6 个血清型。CA 能广泛引起小鼠的骨髓肌肌炎

和坏死。CB 是常见的人类病原体，可引起急性或慢性的心肌炎、胰腺炎、肌炎

等病症，其感染新生小鼠产生的病症与感染人类比较类似，经常导致其患胰腺炎

[9]。（3）埃可病毒（Echovirus），主要感染人而对新生小鼠不致病，其相应的症

状与 CB 类似 。（4）新肠道病毒（Enterovirus, EV），如 EV68-71,73-102 等。根据

1976 年国际病毒命名委员会做的规则，将已发现的肠道病毒命名为三类病毒：

Poliovirus，Coxsackievirus 和 Echovirus，一共分 67 个血清型。三者都属于肠道

病毒属，而新发现的肠道病毒统称为新肠道病毒，主要包括 EV60-71，73-102

等（表 1）。 
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