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　 　 【摘要】 　 目的　 制备抗 Ｈ７Ｎ９ 神经氨酸酶(ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅꎬＮＡ)的嵌合抗体ꎬ初步鉴定其活性与

功能特点ꎮ 方法　 采用基因工程技术ꎬ 将小鼠杂交瘤技术获得的 ２ 株特异性靶向流感病毒 Ａ / Ａｎｈｕｉ /
１ / ２０１３(Ｈ７Ｎ９) ＮＡ 的单克隆抗体 ＶＨ、ＶＬ 基因分别克隆入嵌合抗体表达载体 ＶＨ Ｅｘｐｒｅｓｓ 及 ＶＬ
Ｅｘｐｒｅｓｓ 中ꎬ共转染 ２９３Ｔ 细胞后ꎬ表达纯化获得抗 Ｈ７Ｎ９ ＮＡ 的嵌合抗体ꎬ对抗体活性及功能进行鉴

定ꎮ 结果　 获得了两株特异性抗 Ｈ７Ｎ９ 亚型流感病毒 Ｎ９ 嵌合抗体 １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ꎬ这两株抗体识别抗原

部位相似ꎬ能抑制 ＮＡ 酶活性及耐药 Ｎ９ 神经氨酸酶活性ꎬ体外细胞实验中能抑制病毒释放ꎬ阻止病毒

进一步感染细胞ꎮ 结论　 本研究构建的两株嵌合抗体能特异性识别 Ａ / Ａｎｈｕｉ / １ / ２０１３(Ｈ７Ｎ９)的 Ｎ９
蛋白ꎬＫＤ 值达 ｐＭꎬ 并能抑制 Ｎ９ 酶活性ꎬ为流感抗体制备以及 ＨＡＰＩ 禽流感治疗提供了一种可选择的

方法ꎮ
【关键词】 　 Ｈ７Ｎ９ꎻ神经氨酸酶ꎻ嵌合抗体
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　 　 流感作为最常见的传染病ꎬ由于其高度传染性

和快速传播性ꎬ通常会导致高发病率和高死亡率ꎬ因
而对人类健康构成巨大威胁ꎬ禽流感则对农业和家

禽养殖业造成了巨额的经济损失ꎮ ２０１３ 年人感染

Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒首次在中国出现ꎬ至 ２０１８ 年全球

共报告了 １ ５６７ 例确诊病例ꎬ病死率接近 ４０％ꎮ 虽

然目前尚无证据证明 Ａ(Ｈ７Ｎ９)能够建立持续的人

与人之间的传播机制ꎬ但有家庭聚集性病例报

告[１]ꎬ由于其能够结合禽类和人类的 α２ꎬ３ 和 α２ꎬ６
连接的唾液酸受体[２]ꎬ继而可能引发流感大流行的

全球公共卫生问题ꎬ对人类健康造成严重的威胁ꎮ
流感病毒表面的两种糖蛋白突起ꎬ即血凝素

(ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｉｎｉｎꎬＨＡ)和神经氨酸酶(ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅꎬ
ＮＡ)ꎬ是已知在流感疫苗接种或病毒感染时诱导保

护性体液免疫反应的主要病毒成分[３]ꎮ ＮＡ 是流感

治疗药物的作用靶点之一ꎬ针对甲型流感 Ｈ７Ｎ９ 患

者的治疗方案目前主要使用 ＮＡ 抑制剂(ＮＡＩ)ꎮ 然

而ꎬ与其他流感病毒一样ꎬ甲型流感 Ｈ７Ｎ９ 也可能对

这些药物产生耐药性[４]ꎮ 因此ꎬ单克隆抗体的使用

成为目前控制流感病毒感染的一种快速发展的策

略ꎬ在目前流感病毒的研究领域进展最快ꎮ 针对

ＨＡ 的抗体往往是直接介导中和的ꎬ而针对 ＮＡ 的抗

体则有可能通过阻断 ＮＡ 唾液酸酶的活性而降低病

毒的复制效率ꎬ从而影响病毒的出芽和传播[５]ꎮ 目

前针对流感的广谱反应抗体主要靶向病毒 ＨＡ 蛋

白ꎬ与 ＨＡ 相比针对 ＮＡ 的广谱反应性抗体不多[６]ꎬ
而具有交叉反应性的 ＮＡ 抗体在体内也能发挥抗体

介导的细胞毒效应ꎮ
单克隆抗体(ＭＡｂ)具有生物相容性强、抗原特

异性高、Ｆｃ 亚型特异性强等优点ꎬ是一类发展迅速

的治疗蛋白ꎬ具有广泛的临床应用价值[５]ꎮ 目前针

对流感病毒的单抗多为鼠抗ꎬ且倾向于诊断检测ꎬ鼠
源单抗的免疫原性反应弱化了临床疗效是其进入临

床应用的障碍ꎬ尚未出现针对 ｇｒｏｕｐ ２ ＮＡ 广谱反应

的抗体ꎬ对人源化 ＮＡ 抗体研究也鲜有出现ꎮ 而将

鼠抗人源化ꎬ减少鼠源基因ꎬ能够减少甚至消除异源

性反应ꎬ为抗体进入临床应用提供可能ꎮ 本研究采

用基因工程技术ꎬ从鼠源单抗杂交瘤细胞中克隆了

ＭＡｂ 的抗体重链(ＶＨ)、轻链可变区(ＶＬ)基因ꎬ构
建了人￣鼠嵌合轻、重链表达载体ꎬ共转染于 ２９３Ｔ 细

胞中ꎬ纯化获得抗 Ｎ９ 人￣鼠嵌合抗体ꎬ同时对纯化后

的嵌合抗体的特性做了初步鉴定ꎮ 针对 ＮＡ 抗体的

保护潜力的研究将有助于深入了解抗体介导的保护

机制ꎬ并有助于更好地理解甲型流感病毒感染防护

的相关关系[７]ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料 　 Ｈｕｍａｎ ｋｉｄｎｅｙ ２９３Ｔ 细胞及 Ｍａｄｉｎ￣
Ｄａｒｂｙ ｃａｎｉｎｅ ｋｉｄｎｅｙ (ＭＤＣＫ)细胞由本实验室保存ꎮ
实验所用流感病毒为 Ａ / Ｅｎｖ / ＪＸ / ４４８６７ (Ｈ７Ｎ３)和

Ａ / Ｅｎｖ / ＪＸ / ２８ / ２００９ ( Ｈ１１Ｎ９ )ꎬ 重 组 病 毒 为 Ａ /
Ｐｕｅｒｔｏ Ｒｉｃｏ / ８ / １９３４ ( Ｈ１Ｎ１ )、 ＲＧ Ａ / Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ /
１７ＳＦ００３ / ２０１６ ( Ｈ７Ｎ９ )、 Ａ / Ａｎｈｕｉ / １ / ２０１３ ( Ｈ７Ｎ９ )
(ＲＧ２６７Ｈ７Ｎ９)ꎬ Ａ / Ｈｏｎｇｋｏｎｇ / ３３９８２ / ２００９ ( Ｈ９Ｎ２)
以及耐药的 Ｈ７Ｎ９(ＮＡ Ｅ１１５ ＶꎬＲ２８９ Ｋ)病毒ꎮ 重组

Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ Ｈ７Ｎ９ (Ａ/ Ａｎｈｕｉ / １ / ２０１３) Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ /
ＮＡ (Ｈｉｓ Ｔａｇ)简称 ＡＨ１￣Ｎ９ 购买于北京义翘神州公

司ꎮ １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 抗 Ｎ９ 抗体杂交瘤 １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 来自

文献[８]ꎮ
１ ２　 单克隆抗体的制备及纯化　 共裂解 ８ 株杂交

瘤细胞ꎬ提取 ｍＲＮＡꎬ根据参考文献[９]构建ꎮ 将获

得的抗体可变区 ＶＨ、ＶＬ 基因分别克隆入含人源抗

体恒定区 Ｃγ１、 Ｃκ１ 表达载体中ꎬ共转染 ２９３Ｔ 细胞

后ꎬ 按已报道的文献[１０]ꎬ纯化抗体ꎮ
１ ３　 单克隆抗体的功能鉴定

１ ３ １　 抗体结合活性检测:用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定

了抗体的 ＥＣ５０值ꎬ即以重组甲型流感 Ｈ７Ｎ９ ＮＡ 蛋

白 １ μｇ / ｍｌꎬ５０ ｎｇ /孔ꎬ４ 度过夜ꎬ加入梯度稀释好的

抗体ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ 洗涤后加入 ＨＲＰ 标记山羊抗

人 ＩｇＧꎬ室温孵育 １ ｈ 后加入 ＴＭＢ 显色并读取 ＯＤ
值ꎮ 使用流式荧光细胞分选技术(ＦＡＣＳ)检测与终

浓度为 ２ ５ μｇ / ｍｌ 的嵌合抗体 ３７ 度共同孵育 １ ｈ 后

感染流感病毒的 ＭＤＣＫ 细胞ꎮ 同时使用生物膜干

涉技术(ＢＬＩ)测定了两株抗体亲和力ꎬ抗体亲和力

的大小可以用亲和力常数 ＫＤ 表示ꎮ
１ ３ ２　 ＮＡ 酶活抑制实验:为了明确嵌合抗体是否

具有 ＮＡ 酶活抑制ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 测定嵌合抗体的 ＩＣ５０

的值ꎮ ９６ 孔酶标板以 ２ ５ μｇ /孔包被胎球蛋白ꎬ４
℃过夜ꎬ不同稀释度的嵌合抗体与稀释好的病毒等

体积混合后每孔加入 １００ μｌꎬ置于 ３７ ℃下 １６ ｈꎬ每
孔加入 １００ ｎｇ ＨＲＰ 标记的花生四烯酸ꎬ避光室温下

静置 ２ ｈꎬ洗涤后 ＴＭＢ 显色并读取 ＯＤ 值ꎬ使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５ 进行分析ꎮ
１ ３ ３　 空斑实验:将 ＭＤＣＫ 细胞接种于 ９６ 孔细胞

板中ꎬ３×１０４ 个 /孔ꎬ待细胞贴壁时接种 ＪＸ￣Ｈ１１Ｎ９ 或

ＲＧ ２６７￣Ｈ７Ｎ９ 或 ＨＫＨ９Ｎ２ 病毒ꎬ在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 浓
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度下孵育 １ ｈ 后ꎬ弃去病毒液ꎬＰＢＳ 洗两次ꎬ每孔加

入 １００ μｌ 梯度稀释嵌合抗体 １Ｅ２ 或 ３Ｅ３ꎮ 培养 ２０ ｈ
后ꎬ对流感 ＮＰ 蛋白染色ꎮ 室温下 １ ｈꎬ加入 ＨＲＰ 标

记的抗小鼠抗体染色ꎮ 室温下 １ ｈ 后ꎬ加入含有

０ ０３％去内毒素 Ｈ２Ｏ２ 的 ＴｒｕｅＢｌｕｅ 试剂ꎬ显色 ３０
ｍｉｎꎬ弃去染色液ꎬ流水冲洗ꎮ 每孔随机选取 １０ 个斑

块测量其平均大小ꎬ每个斑块随机选取 ３ 个方向使

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测 量 平 均 直 径ꎬ 使 用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５ 进行分析ꎮ

表 １　 部分鼠单抗信息和人源化抗体的基因信息

Ｔａｂ.１　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｒｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

抗体

克隆号

鼠单抗信息 人源化抗体基因信息
ＡＨ１￣Ｎ９
￣ｂｉｎｄｉｎｇ

ＲＧＨ６Ｎ９￣ＮＩ
(ＩＣ５０ꎬμｇ / ｍｌ)

Ｖ 片段
Ｖ 片段变

异度(％)
Ｄ 片段 Ｊ 片段

Ｊ 片段变

异度(％)
ＣＤＲ

残基数

１Ｅ２ ＋ ３
ＶＨ３￣２∗０２ Ｆ ４ ５１ ＤＨ２￣４∗０１ Ｆ ＪＨ４∗０１ Ｆ ５ ４６ ９ ７ １８
Ｖκ１２￣４４∗０１ Ｆ １ ４３ Ｊκ４∗０１ Ｆ ８ ５７ ６ ３ ９

３Ｅ３ ＋ ５
ＶＨ１Ｓ３４∗０１ Ｆ ３ ４６ ￣ ＪＨ２∗０１ Ｆ ４ １７ ８ ８ １０

Ｖκ５￣３９∗０１ Ｆ ４ ６６
Ｊκ２∗０１ Ｆꎬ
ｏｒ Ｊκ５∗０１ Ｆ

１０ ５３ ６ ３ ９

表 ２　 嵌合抗体的结合特异性

Ｔａｂ.２　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｈｅｍｉｒｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

抗体

克隆号

ＡＨ１￣Ｎ９ 间接 Ｅｌｉｓａ
(ＥＣ５０ꎬμｇ / ｍｌ)

流式细胞仪检测 ＡＨ１￣Ｎ９ 亲和力常数
ＰＲ８
Ｈ１Ｎ１

ＪＸ￣
Ｈ７Ｎ３

ＧＤ００３￣
Ｈ７Ｎ９

ＲＧ２６７￣
Ｈ７Ｎ９

ＨＫ２００９￣
Ｈ９Ｎ２

ＪＸ￣
Ｈ１１Ｎ９

Ｋａ(１ / Ｍｓ) Ｋｄ(１ / ｓ) ＫＤ(Ｍ)

１Ｅ２ ０ ０４８ ￣ ￣ ＋＋＋ ＋＋＋ ￣ ＋＋ ３ ７３Ｅ＋５ <１ ０Ｅ￣０７ <１ ０Ｅ￣１２
３Ｅ３ ０ ０２８ ￣ ￣ ＋＋＋ ＋＋＋ ￣ ＋＋＋ ３ ７３Ｅ＋５ <１ ０Ｅ￣０７ <１ ０Ｅ￣１２

　 　 注:“￣”表示结合率在 ５％以下ꎬ“＋”表示结合率为 ５％￣１０％ꎬ“＋＋”表示结合率为 １０％￣５０％ꎬ“＋＋＋”表示结合率为 ５０％以上ꎮ Ｋａ:平衡常数ꎻ

Ｋｄ:平衡解离常数ꎻＫＤ:亲和力常熟(ＫＤ ＝Ｋｄ / Ｋａ)ꎬ亲和力常数越小说明其抗体结合能力越强

Ｎｏｔｅ: " ￣" ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｉｓ ｕｎｄｅｒ ５％ꎻ " ＋" ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｉｓ ５％￣１０％ꎻ " ＋＋" ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｉｓ １０％￣
５０％ꎬ ａｎｄ " ＋ ＋ ＋" ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｉｓ ５０％ ｏｒ ｍｏｒｅ. Ｋａ: Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ Ｃｏｎｓｔａｎｔꎻ Ｋｄ: Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ Ｃｏｎｓｔａｎｔꎻ ＫＤ: Ａｆｆｉｎｉｔｙ

Ｃｏｎｓｔａｎｔꎬｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｏｎｓｔａｎｔꎬ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ

１ ３ ４　 竞争 ＥＬＩＳＡ 鉴定抗体结合部位:对嵌合抗

体 １Ｅ２ 进行生物素标记ꎬ根据参考文献[８]进行标

记ꎮ 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｏｐ 定量生物素标记抗体浓度ꎬ命
名为 ＢＩＯ￣１Ｅ２ꎬＥＬＩＳＡ 检测获得 ＥＣ５０值ꎮ 将未标记

的 １Ｅ２ 或 ３Ｅ３ 从 １００ μｇ / ｍｌ 开始做 ２ 倍比稀释与

ＥＣ５０浓度的 ＢＩＯ￣１Ｅ２ 等体积混合后加入以重组甲型

流感 Ｈ７Ｎ９ ＮＡ 蛋白包被的酶标板ꎮ 室温避光静置

１ ｈ 后ꎬ加入 ＨＲＰ 标记的链霉亲和素ꎬ室温避光静置

１ ｈ 后ꎬＴＭＢ 显色并读取 ＯＤ 值ꎮ

２　 结果

２ １　 人源化抗体的遗传信息和部分鼠单抗信息　
共挑选 ８ 株杂交瘤细胞构建抗体基因文库ꎮ 初筛结

果显示 １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 克隆孔为 ＡＨ１￣Ｎ９ 阳性ꎬ两孔扩

增各获得一对重链和轻链ꎬ其基因信息如表 １ 所示ꎮ
２ ２　 抗体结合活性检测结果　 使用间接 ＥＬＩＳＡ 鉴

定嵌合抗体对抗原的结合活性ꎬ获得其 ＥＣ５０ 值ꎮ
ＦＡＣＳ 结果显示ꎬ两株嵌合抗体只与 Ｎ９ 亚型的流感

病毒感染的 ＭＤＣＫ 细胞结合ꎮ 生物膜干涉技术

(ＢＬＩ)结果显示两株嵌合抗体具有非常强的亲和力

(见表 ２)ꎮ
２ ３　 抗体 ＮＩ 功能性检测结果 　 使用 ＥＬＩＳＡ 检测

嵌合抗体对 ＮＡ 酶活性抑制情况[１１]ꎮ 两株嵌合抗

体均能抑制病毒神经氨酸活性ꎬ且都能抑制对 ＮＡＩ
耐药的 Ｈ７Ｎ９(ＮＡ Ｅ１１５ ＶꎬＲ２８９ Ｋ)病毒的 ＮＡ 酶

活[１２￣１３](见表 ３)ꎮ
２ ４　 空斑实验结果　 抗 ＮＡ 抗体通常不能减少噬

斑数量但是会限制病毒释放ꎬ因此本研究测量了经

病毒感染后的 ＭＤＣＫ 细胞与抗体孵育后斑块大小

减少百分比[７]ꎮ 本研究发现感染 ＲＧ２６７￣Ｈ７Ｎ９ 和

ＪＸ￣Ｈ１１Ｎ９ 病毒的 ＭＤＣＫ 细胞与嵌合抗体 １Ｅ２ 和

３Ｅ３ 共同孵育后的斑块显著减小ꎬ对病毒释放进一

步感染细胞具有显著的抑制作用ꎮ １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 对

ＲＧ２６７￣Ｈ７Ｎ９ 的 ＩＣ５０分别为 ０ ８７２ μｇ / ｍｌꎬ０ ０１２ μｇ /
ｍｌꎮ １Ｅ２ 对 ＪＸ￣Ｈ１１Ｎ９ 病毒的 ＩＣ５０分别为 ０ ３８１ μｇ /
ｍｌꎬ当 ３Ｅ３ 的浓度低于 ０ ０１ μｇ / ｍｌ 时ꎬ对 ＪＸ￣Ｈ１１Ｎ９
病毒仍有较强的抑制作用(图 １)ꎮ
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表 ３　 嵌合抗体对流感病毒的神经氨酸酶抑制能力

Ｔａｂ.３　 Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ＮＡ ｓｕｂｔｙｐｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ

抗体克隆号

流感病毒亚型
ＲＧ２６７
Ｈ７Ｎ９

ＧＤ００３
Ｈ７Ｎ９

ＪＸ
Ｈ１１Ｎ９

ＺＪ
Ｈ７Ｎ９

Ｅ１１５ Ｖ
Ｈ７Ｎ９

Ｒ２８９ Ｋ
Ｈ７Ｎ９

ＰＲ８
Ｈ１Ｎ１

ＨＫ
Ｈ９Ｎ２

１Ｅ２ １ ７６９ ７ ０３０ ２ ２２２ ２ ０４１ １ ３６１ ４ ５１３ >１００ >１００

３Ｅ３ ０ ０５５ ０ １１８ ０ ０６９ ０ ０４５ ５ ７４０ ０ ４４０ >１００ >１００

　 　 注:表中数值为 ＩＣ５０(μｇ / ｍｌ)ꎻꎻＥ１１５ Ｖꎬ Ｒ２８９ Ｋ 为 Ｎ９ 变异

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ＩＣ５０ꎻ ｔｈｅ ＮＡＩ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓｅｓ ｗｉｔｈ ａａ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｉｎ ＮＡꎬ Ｅ１１５ Ｖ ａｎｄ Ｒ２８９ Ｋ ａｒｅ ｌｉｓｔｅｄ

图 １　 两株嵌合抗体空斑减小百分比

Ｆｉｇ.１　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｗｏ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｐｌａｑｕｅ ａｓｓａｙ.

２ ５　 抗体结合表位检测结果 　 我们采用了竞争

ＥＬＩＳＡ 法鉴定两株嵌合抗体的抗原识别表位是否一

致[１４]ꎮ １Ｅ２ 与 ３Ｅ３ 存在较强的竞争抑制作用ꎬ以饱

和浓度 １Ｅ２、３Ｅ３ 同生物素标记的抗体 ＢＩＯ￣１Ｅ２ꎬ抑
制率达 ９５％以上ꎬ因此嵌合抗体 １Ｅ２ 与 ３Ｅ３ 的抗原

识别相似的表位ꎮ (见图 ２)结合 ＮＩ 实验的结果ꎬ两
株抗体都能抑制对 ＮＡＩ 耐药的 Ｈ７Ｎ９(ＮＡ Ｅ１１５ Ｖꎬ
Ｒ２８９ Ｋ) [１２￣１３]ꎬ推测 １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 的抗原识别表位可

能在 ＮＡ 的 １１５ 和 ２８９ 位点上ꎮ

图 ２　 抗体 １Ｅ２ 与 ３Ｅ３ 竞争 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｏｆ １Ｅ２ ａｎｄ ３Ｅ３ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

３　 讨论

针对 ＮＡ 活性部位的抗流感药物已经使用了 １０
多年ꎬ但 ＨＡＰＩ Ｈ７Ｎ９ 的出现对 ＮＡＩ 的多种药物产生

了耐药ꎮ 尽管一些研究表明 ＮＡ 抗体能够降低疾病

的严重程度并诱导长期和交叉保护性免疫ꎬ但国内

外针对 ＮＡ 抗体的研究普遍较少ꎮ 目前国内针对

Ｈ７Ｎ９ 病毒治疗药物的研究多集中于 ＨＡ 蛋白ꎬ像已

报道的江苏省疾控等机构的专利研究都是识别并结

合 Ｈ７Ｎ９ 的 ＨＡ 蛋白的抗体ꎬ而于悦洋等[８] 研究的

针对 Ｈ７Ｎ９￣ＮＡ 的抗体也侧重于诊断检测ꎮ 关于

ＮＡ 抗体的研究多集中于国外ꎬ如抗 ＮＡ 单克隆抗体

３ｃ１０￣３ 能保护小鼠抵御甲型流感 Ｈ７Ｎ９ 的攻击ꎬ并
能降低已经感染 Ｈ７Ｎ９ 小鼠的发病率和死亡率ꎬ具
有治疗该感染的潜力ꎬ可替代目前的 ＮＡ 抗病毒抑

制剂ꎬ也可与目前的 ＮＡ 抗病毒抑制剂联合使用ꎬ这
是第一株有治疗活性的抗 Ｎ９ ＭＡｂ[５]ꎮ 但国外针对

ＮＡ 蛋白的抗体多来源于鼠源单抗ꎬ人源单抗较少

见ꎬ对于人源化的单抗也未见报道ꎮ 而有趣的是ꎬ越
来越多的研究表明 ＮＡ 是未来流感疫苗的有希望的

目标ꎮ
在临床治疗中ꎬ鼠源性单抗可能产生抗鼠源免

疫球蛋白的抗体从而降低了其临床应用价值ꎮ 相关

研究表明ꎬ在保留鼠抗功能的同时ꎬ对其进行人源化

改造ꎬ将保留鼠抗的可变区ꎬ将其 Ｆｃ 段替换为人的ꎬ
从而降低其在应用于临床治疗时引起的人抗鼠抗体

反应(ＨＡＨＡ)反应ꎬ减弱了其免疫原性ꎬ而且更加安

全高效ꎬ在临床应用中具有极大的潜力[１５]ꎮ 本研究

获得了两株抗 Ｎ９ 人￣鼠嵌合抗体ꎬ两株抗体均能对

多种亚型流感病毒的 Ｎ９ 有较强的结合活性ꎬ具有

非常强的亲和力ꎬ并均能抑制病毒 ＮＡ 活性ꎬ且都能

抑制对 ＮＡ 抑制剂耐药的 Ｈ７Ｎ９ 病毒的 ＮＡ 酶活性ꎮ
ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ嵌合抗体 １Ｅ２ 及 ３Ｅ３ 结合 Ｎ９

抗原的 ＥＣ５０分别为 ０ ０４８ μｇ / ｍｌ、０ ０２８ μｇ / ｍｌꎬ流式
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细胞术结果显示两株嵌合抗体只与 Ｎ９ 亚型的流感

病毒感染的 ＭＤＣＫ 细胞结合ꎬ表明 １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 为

Ｎ９ 特异性结合抗体ꎮ 抗体功能检测结果表明ꎬ两株

嵌合抗体均能抑制病毒 ＮＡ 活性ꎬ对 ＮＡ 抑制剂耐

药的 Ｈ７Ｎ９(ＮＡ Ｅ１１５ ＶꎬＲ２８９ Ｋ)病毒也具有较强

的 ＮＡ 酶活性[１２￣１３]ꎬＩＣ５０ 的浓度值均处于较低的水

平ꎮ 两株嵌合抗体结合表位的初步研究发现ꎬ３Ｅ３
和 １Ｅ２ 之间存在竞争抑制ꎬ表明两株抗体的结合部

位基本相似ꎮ 同时空斑实验结果表明ꎬ两株抗体均

能够抑制 Ｈ７Ｎ９ 病毒释放ꎬ阻止病毒进一步感染细

胞ꎮ 这些结果间接说明 ３Ｅ３ 和 １Ｅ２ 的功能相似ꎬ因
而结合 ＮＡ 的部位相似ꎮ 但无论是在抑制 ＮＡ 活性

上还是空斑实验的结果ꎬ３Ｅ３ 均表现出更强的功能

作用ꎬ但二者均表现很强的亲和力没有差异ꎮ 本实

验室将对二者产生功能差异的原因做更深一步的研

究ꎬ研究鉴定 １Ｅ２ 和 ３Ｅ３ 的具体结合表位以及二者

是否具有体内保护作用和 ＡＤＥ 功能ꎬ探索抗 ＮＡ 抗

体宿主选择压力作用下的逃逸突变找出其关键作用

位点ꎮ
对症支持治疗和 ＮＡ 抑制剂是目前针对人感染

Ｈ７Ｎ９ 病毒的主要治疗方案ꎮ 随着对 ＮＡ 抑制剂耐

药的 ＨＡＰＩ 流感病毒的出现ꎬ研究制备安全、高效的

抗 ＮＡ 抗体是今后流感科研工作的重中之重ꎮ 本实

验室构建了抗 Ｎ９ 嵌合抗体基因表达载体ꎬ并在

２９３Ｔ 细胞中转染表达抗 Ｎ９ 嵌合抗体ꎮ 纯化后的抗

Ｎ９ 抗体能够特异性识别 Ｎ９ 抗原ꎬ且具有较好地抑

制 Ｎ９ＮＡ 活性ꎬ体外细胞实验中能够抑制病毒释放ꎬ
阻止病毒进一步感染细胞ꎮ 同时ꎬ嵌合抗体既保留

了鼠抗的功能特性ꎬ又减弱了其对人体的异源性ꎬ为
流感抗体制备以及 ＨＡＰＩ 禽流感治疗发展提供了一

种可选择的方法ꎬ也为其临床应用提供了一定的
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