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摘 要 

自 2003 年以来，H5N1 病毒在全球范围内持续流行并多次致人死亡，新的

变异毒株不断产生，成为流感疫苗药物研制及诊断开发的巨大障碍。本实验室利

用 1997 年至 2006 年间在东南亚各地区不同宿主中分离到的多个禽流感病毒

H5N1 代表株免疫小鼠，制备 H5 单克隆抗体库。本研究选用的 8H5、13D4、20H2、

17E6、8G9 和 4A7 等抗体对 41 株 H5N1 代表株都有很强的中和活性；13D4 抗

体对 Clade 1, 2.1, 2.2 和 2.3.4 等引发人类疾病的 H5N1 病毒感染的实验动物均具

备高效和广谱的治疗能力，提示了 HA 上可能存在保守的广谱中和表位。 

本研究利用噬菌体展示肽库，筛选获得与广谱中和单抗 8H5 特异结合的模

拟肽，其中 125 模拟肽（DTPLTTAALRLV）具有稳定的 8H5 活性和病毒竞争性，

第 2（T）、4（L）、5（T）和 9（L）位具有较高的保守性。以 125 模拟肽为核心，

构建噬菌体展示亚肽库，通过多种突变组合，促进 125 模拟肽的亲和力的成熟和

结构、功能的完善，探索模拟肽在 H5 抗体诊断中的应用。构建亚肽库 12MHⅠ～

Ⅴ，通过各亚库的筛选结果全面分析了 125 模拟肽序列，获得与 8H5 结合的模

拟肽的特征序列(E/D)T(P/A/Q/E)LTXX(A/G)L(K/R)XX，得到各位点的作用关系

和允许替代的氨基酸。建立了利用亚肽库进行多肽分子进化并分析氨基酸相互作

用的方法，可以快速的应用于多肽的亲和力提高或功能的成熟。获得一组高亲和

力序列及亲和力提高两个数量级的模拟肽 V-1b（ETPLTIAGLKLK）,亲和力达到

nM 级。高亲和力的模拟肽与病毒竞争性高于 125 模拟肽，在 HI 实验中可阻断

近年 5 个 H5N1 代表毒株与 8H5 抗体的结合，广谱性和阻断能力相对于 125 模

拟肽明显提高；免疫血清与病毒点杂交呈阳性，与天然病毒有交叉反应；说明噬

菌体展示亚肽库的构建及筛选不仅可获得亲和力提高的多肽，还可能促进多肽功

能和结构的完善，获得与天然 HA 表位更为接近的模拟肽。构建 V-1b 的 HBc、

239 和 GFP 融合蛋白，分别检测鸡血清样本，在检测样本中，该模拟肽融合蛋白

可特异的检出 H5 HA 抗体阳性血清，并可区分出具有广谱 HI 抗体的血清样本。

模拟肽诊断应用的探索为血清中和抗体的临床检测提供了新的手段，可作为 H5 

HA抗体检测的有益补充；也为评价疫苗诱导广谱中和抗体的能力提供新的思路。 

根据抗体的广谱中和特点，本研究以 13D4 抗体为核心，筛选 13D4 及与之
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交叉阻断的 H5 广谱中和抗体——8H5、20H2、8G9、17E6 和 4A7 的模拟肽，通

过计算机预测各抗体模拟肽定位，获得交叉区域实现对 HA 广谱中和表位的定

位。筛选多个类型的噬菌体肽库，获得总数为 133 个的针对各个抗体的模拟肽序

列。各个序列的相对反应活性、特异性及组内抗体的交叉反应性检测发现，三组

抗体——13D4/20H2、8H5/17E6 和 8G9/4A7 的模拟肽之间具有交叉反应。选择

Pep-3D-Search 方法及 Mapitope 方法分别在 H5 HA 蛋白上预测表位，交叉区域包

含了 HA 头部的受体结合区及茎部“Cluster 300”的保守区域。通过酵母表达系

统构建并表达 18 个 HA1 突变蛋白，其中 8 个保持了活性。在针对 47 株抗体的

反应中，S120 突变明显影响 26 株抗体的结合，S128 突变明显影响 18 株抗体的

结合。H28、S84、S120、S128 和 K307 的突变对 13D4 和 20H2 与 HA1 的结合

活性均有显著影响。其中 H28 和 K307 的突变使 13D4 和 20H2 与 HA1 的结合活

性下降至 12~30%，对其他抗体的结合无明显影响。“Cluster 300”的缺失对 44

株抗体的 HA1 结合活性有显著影响。该研究发现 13D4 与 20H2 与 HA 的结合极

易受到结构变化的影响，该特点对其保守中和表位的研究有重要意义。同时首次

预测了“Cluster 300”（aa275~aa311）的保守区域，该区域对维持抗体的结合结

构有重要作用，可能参与了 13D4 等抗体的广谱中和表位。 

通过上述研究，我们建立噬菌体展示系统研究小分子多肽的平台；首次将该

系统与高致病性禽流感 H5N1 HA 广谱中和单抗结合，研究 HA 蛋白的广谱中和

表位；获得一系列针对广谱中和单抗的模拟肽，评价了这些模拟肽在传染性疾病

的诊断及抗原表位定位中应用的可行性；获得了高亲和力模拟肽用于 H5 HA 广

谱中和抗体检测的研究，并初步获得 H5 HA 广谱中和表位可能的相关区域。该

研究结果对认识 H5N1 病毒的突变机制，疫苗和药物的设计与研制，以及禽流感

大规模流行的防控有重要意义。 

 

 

关键词：H5N1  血凝素蛋白  广谱中和表位  模拟肽  噬菌体展示  抗体 
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Abstract 

Avian influenza virus H5N1 has spread worldwide and led to mortality in humans 

since 2003. New strains with high variation keep generating which challenges the 

development of vaccine, drugs and diagnostics. In our lab, a large panel of 

H5-reactive mAbs was generated by immunizing mice with distinct viruses isolating 

from regions in Asia and belong to different clades from 1997 to 2006. The mouse 

monoclonal antibodies(mAb) 8H5, 13D4, 20H2, 17E6, 8G9 and 4A7 used in the 

research had strong neutralization to 41 strains of H5N1 representative viruses. One 

of the mAbs 13D4 has been demonstrated to protect mice against lethal challenge by 

4 H5N1 strains representing the current major genetic populations in humans, clades 1, 

2.1, 2.2, and 2.3.4. It indicated the conserved broad-spectrum epitope on 

hemmagglutinin(HA). 

In the research, phage display peptide libraries were applied to screen mimotopes to 

8H5mAb. The mimotope 125(DTPLTTAALRLV) had stable activity to 8H5 and 

competition to viruses with conserved site on 2(T), 4(L), 5(T) and 9(L). To improve 

the affinity of peptides and optimize the structure and function, the phage display 

sub-libraries basing on 125 mimotope were constructed to make various mutation 

combinations. The sub-libraries 12MHⅠ～Ⅴ were constructed and the sequence of 

125 mimotope was analyzed according to the selection results. The characteristic of 

sequence binding to 8H5 was drawn as (E/D)T(P/A/Q/E)LTXX(A/G)L(K/R)XX 

which also showed the flexibility in each position. The method of peptide evolution 

by phage display peptide sub-library was constructed to analyze the interaction of 

amino acids in peptide. It could be conveniently applied on peptide maturation. A 

group of high affinity peptide was obtained and the affinity of mimotope 

V-1b(ETPLTIAGLKLK) increased two orders of magnitude with KD of nM. The high 

affinity peptides were more competitive to virus than 125 mimotope and blocked 5 

strains of H5N1 representative virus binding to 8H5 in HI test. The spectrum and 

blocking activity was significantly improved. The antiserum from phagotope 
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