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I 

 

摘 要 

流感病毒属于正黏病毒科流感病毒属，有 A、B、C、D 四型。其中 A 型流感病毒（IAV）可

以感染多种家禽以及哺乳动物，对养殖业和公共卫生造成巨大威胁。流感病毒易发生抗原漂移与

转变，引起抗原特性不断改变，使得流感的预防与治疗变得较为艰难，迫切需要具有预防治疗作

用的药物。 

本研究筛选针对 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白的稳定分泌的单克隆杂交瘤细胞株，在杂交

瘤细胞上清液中纯化出 6 株特异性抗体：2B2B3、3C5D6、4H1E8、4E12D6、7H9A6 和 9F10G3。

6 株单克隆抗体效价最高可达 218，均为具有 κ 轻链的 IgG2b 亚类，但均不具有血凝抑制活性（HI），

其中 3 株单克隆抗体（4H1E8、7H9A6 和 9F10G3）与 H7N9 亚型流感病毒颗粒具有较高的亲和

力。6 株单克隆抗体的中和活性均呈剂量依赖性，4H1E8 和 7H9A6 的半数抑制浓度（IC50）分别

可达 12.59 ng/μL 和 25.1 ng/μL。通过单克隆抗体中和活性和免疫学实验发现，6 株单克隆抗体均

未诱导出有效的抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用（ADCC），中和活性最高的 4H1E8 和 7H9A6

抗体则明显阻断了 H7N9 亚型流感病毒的吸附过程，从而抑制病毒复制。因此，本研究初步筛选

得到了两株特异性和生物活性较高的单抗 4H1E8 与 7H9A6。 

采用肽扫描技术鉴定了这些单克隆抗体识别的抗原表位。结果显示，6 株单克隆抗体识别的

表位可分为两类：2B2B3、3C5D6 和 4H1E8 识别的表位包含 121RESG124 氨基酸残基；4E12D6、

7H9A6 和 9F10G3 识别的表位包含 111VNEEALR117 氨基酸残基。对筛选出的抗原表位进行 3D 建

模显示，4H1E8 和 7H9A6 单克隆抗体的表位定位于受体结合域（RBD）和残留酯酶域（VE）的

结合部位。对 GenBank 数据库中所有 H7 亚型流感病毒的 HA 序列进行比对，除 115 和 130 位氨

基酸残基外，其余氨基酸残基均高度保守。研究结果显示，筛选出的 H7 亚型 HA 蛋白抗原表位

121RESG124、111VNEEALR117 为两种新型且保守的抗原表位。 

为验证单克隆抗体在动物体内的保护效力，用 H7N9 亚型流感病毒感染分别注射了 4H1E8 和

7H9A6 单抗的雌性 BALB/c 小鼠。数据表明，两株单抗对 H7N9 亚型流感病毒的亚致死与致死剂

量感染可提供 90%以上的保护率，相较对照组小鼠可加快体重恢复速度，降低组织病毒载量，可

显著降低肺泡、气管、支气管、上皮等组织损伤，减少炎性细胞浸润。这些结果表明 4H1E8 和

7H9A6 可应用于对 H7N9 亚型流感病毒感染的预防和治疗。 

本研究结果筛选得到识别 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白新表位的高特异性中和单克隆抗体

并验证其在体内具有完全保护效应，为抗流感疫苗的设计与药物的研发提供理论依据。 

关键词：H7N9 亚型流感病毒，HA1 蛋白，单克隆抗体，抗原表位，中和活性 
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Abstract 

Influenza virus belongs to the family orthomyxoviridae, which include type A, B, C and D viruses. 

Influenza A virus (IAV) can infect a variety of poultry and mammals, continually challenging breeding 

industry and human health. Due to the constant antigenic drift and shift, it is becoming more difficult to 

prevent and monitor the influenza virus. Thus, there is an urgent need for the novel antiviral agent with 

prophylactic and/or therapeutic effect. 

In this study, we screened six monoclonal antibodies (mAbs), 2B2B3, 3C5D6, 4H1E8, 4E12D6, 

7H9A6 and 9F10G3 specifically recognizing the hemagglutinin (HA1) protein of the H7N9 subtype 

influenza virus. The highest titer of the six mAbs was up to 218. Three mAbs (4H1E8, 7H9A6 and 9F10G3) 

revealed high affinity with H7N9 viral particles. The six mAbs had dose-dependently neutralization 

activity, and the IC50 of 4H1E8 and 7H9A6 were 12.59 ng/μL and 25.1 ng/μL. Characteristic identification 

indicated that none of the six mAbs had antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). 

Additionally, the 4H1E8 and 7H9A6 antibodies, which displayed the highest neutralizing activity, and 

significantly blocked the viral attachment of H7N9 virus. Therefore, two monoclonal antibodies with high 

specificity and biological activity, 4H1E8 and 7H9A6, were preliminarily screened in this study. 

Peptide scanning technique was used to identify the epitopes recognized by the six mAbs. The results 

showed, the six mAbs could be divided into two categories: the epitopes binding 2B2B3, 3C5D6, and 

4H1E8 share residues 121RESG124 of the HA1 protein, and the epitopes recognized by 4E12D6, 7H9A6, 

and 9F10G3 share residues 111VNEEALR117 of the HA1 protein. 3D modeling of the selected epitopes 

showed that the epitopes of 4H1E8 and 7H9A6 localized to the conjugation of receptor binding domain 

(RBD) and residual esterase domain (VE). Next, we aligned all the HA sequences of H7 subtype IAVs 

from GenBank. Sequence alignment illustrated that the epitopes of six mAbs were nearly completely 

conserved within the H7 subtype, except for the 115 and 130 amino acid residues. 

To verify the protective efficacy of mAbs in vivo, two mAbs with high neutralizing activity and 

affinity (4H1E8 and 7H9A6) were selected to test the prophylactic or therapeutic efficacy in BALB/c 

mice. Data showed that the two mAbs provided more than 90% protection against sublethal and lethal 

dose infection of H7N9 virus. Compared with the control group, the two mAbs significantly improved 

weight recovery, inhibited pulmonary viral replication and reduced lung lesions after viral challenge. 

These results suggest that 4H1E8 and 7H9A6 could be suitable prophylactic or therapeutic candidates 

against H7N9 IAVs. 

In this study, a highly specific neutralizing monoclonal antibody was screened to identify the new 

epitopes of the hemagglutinin (HA1) protein of the H7N9 subtype influenza virus and verified its 

complete protective effect in vivo, providing theoretical basis for the design of anti-influenza vaccine and 

drug development. 

Keywords: H7N9 subtype influenza virus, HA1 protein, Monoclonal antibody, Epitope, Neutralizing 

activity 
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主要符号对照表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

A549 Human lung adenocarcinoma cell line 人肺癌细胞 

aa Amino acid 氨基酸 

ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity 抗体介导的依赖性细胞毒作用 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

cDNA Complementary DNA 互补 DNA 

dpi Day post inoculation 接种天数 

EID50 50% of egg infectious dose 鸡胚半数感染剂量 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 

h Hour 小时 

HEK293T Human embryonic kidney cell 人胚肾细胞 

HI Hemagglutination inhibition 血凝抑制 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

IAV Influenza A virus A 型流感病毒 

IFA Immunofluorescence 免疫荧光 

mAb Monoclonal antibody 单克隆抗体 

MDCK Madin-Darby canine kidney 狗肾传代细胞 

mL Milliliter 毫升 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

NA Neuraminidase 神经氨酸酶 

NC Nitrocellulose 硝酸纤维素膜 

OD Optical density 吸光度 

PBS Phosphate buffer saline 磷酸缓冲盐溶液 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

RBS Receptor binding site 受体结合位点 

RNA Ribonucleic acid 核糖核酸 

RT-PCR Reverse transcription PCR 反转录聚合酶链式反应 

SPF Specific-pathogen-free 无特定病原 

TCID50 50% tissue culture infectious dose 半数组织细胞感染剂量 

TMB Tetramethylbenzidine 四甲基联苯胺 

WB Western blotting 免疫印迹 
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第一章 绪论 

流感病毒（Influenza virus）属正黏病毒科流感病毒属，有 A、B、C、D 四型。其中 A 型流感

病毒（Influenza A virus, IAV）可以感染多种家禽以及哺乳动物，对人类公共卫生健康能够产生巨

大威胁。A 型流感病毒的变异已引发多次流感大流行，在人类经历的四次流感大流行中，1918 年

西班牙流感病毒可能是人流感病毒和禽流感病毒通过基因重组或重排产生(YANG et al., 2014)；

1957 年亚洲流感是由流感病毒基因重排产生的二元重组病毒(LIU et al., 2009)；1968 年香港流感

是人源 H2N2 病毒与禽源流感病毒进行基因重排产生的二元重组病毒(SIKORA et al., 2014)；2009

年 A 型 H1N1 流感病毒是一个四元基因重组的产物(CURCIO et al., 2010; ZHANG et al., 2010)。流

感病毒抗原漂移和转变的特性给流感的预防和治疗造成巨大困难。2013 年我国首次发现 H7N9 亚

型流感病毒跨越种间屏障感染人的病例，经过变异，H7N9 亚型流感病毒已转变为高致病性毒株，

感染数与病死率（35%）大幅上升，造成严重的经济损失，并且威胁公共卫生安全。越来越多的

研究从抗原特性、受体结合特性、抗体中和效应和体液免疫等方向去研究预防和治疗 H7N9 亚型

流感病毒感染的方法。目前，尚需可以有效预防与治疗 H7N9 亚型流感病毒感染的药物，识别抗

原表位高度保守的抗体对产生抗原漂移的毒株仍可持续保持识别能力，但高度保守的抗原表位鉴

定工作仍需进一步研究。 

1.1 A 型流感病毒概述 

1.1.1 A 型流感 

A 型流感是一种人兽共患病，其病原为 A 型流感病毒，多种哺乳动物和禽类可感染，人和猪

等哺乳动物感染后表现为不同的临床症状与病理特征，多引起发热、呼吸困难、流鼻涕及乏力等

呼吸道症状，一般愈后良好，而禽流感病毒感染家禽引起的症状和损害则差别极大。流感从 1878

年开始至今在动物中存在的历史已久，1878 年，意大利首次报道发生真性鸡瘟；1918 年，猪流感

在美国大流行(JONES, 2010; SOPER, 1918)；1955 年，在东欧分离到马流感病毒。高致病性禽流

感为 OIE（Office International des Epizooties, OIE）动物疾病名录分类中定为必须申报的疫病。人

流感的流行已有百余次之多，自 1997 年香港高致病性禽流感直接从禽传染人并引起死亡开始

(CHAN, 2002; SNACKEN et al., 1999)，该病引起世界各国的高度重视。在我国，A 型流感病毒已

经在人群中发生过数次感染，在其他动物特别是禽类中也频频爆发。研究报道，由于流感病毒经

过多年的变异与进化，已经对金刚烷胺类、奥司他韦类等现有主要抗流感病毒药物产生了耐药性，

使得对 A 型流感的预防治疗效果逐渐减弱，导致感染率大幅上升。 

1.1.2 A 型流感病毒主要结构蛋白 

A 型流感病毒属正黏病毒科流感病毒属，为单股负链 RNA 病毒，基因组由 8 个单股负链

RNA（Viral RNA, vRNA）片段组成，分别为 NA、M、PB1、PB2、PA、HA、NP 和 NS。其基

因组编码至少 17 种必需蛋白与非必需蛋白。病毒粒子最外层包裹着一层脂质囊膜，表面镶嵌着

两种糖蛋白纤突，即血凝素 HA 和神经氨酸酶 NA，另外还存在非糖基化的质子通道蛋白 M2。
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根据 HA 和 NA 的不同，可将 A 型流感分为不同的亚型，目前 HA 可分为 18 个亚型（H1～H18），

NA 可分为 11 个亚型（N1～N11）(JOSEPH et al., 2017)。病毒囊膜下层为基质蛋白 M1，在囊膜

下层呈辐射状的短棒状结构，具有型特异性。最内层为核糖核蛋白（Viral ribonucleoprotein, vRNP）

复合体，由病毒 RNA 片段、聚合酶蛋白以及核蛋白 NP 所组成(于康震 等，2015)。 

图 1-1 IAV 病毒粒子模式图(MANCERA GRACIA et al., 2020) 

Figure 1-1 Diagram of an influenza A virus 

HA 蛋白由三个 HA1 分子与三个 HA2 分子构成，分为头部与茎部结构域，整体呈棒状。HA

蛋白在裂解位点被蛋白酶切割后，会产生 HA1 和 HA2 分子，两者之间是以二硫键相连，经过切

割后的 HA 蛋白才能在病毒感染中发挥作用，已有大量 HA 蛋白的晶体结构被解析出来(CHEN et 

al., 2018; DONG et al., 2020; SHI et al., 2013)。利用结构解析的结果，可以人工合成具有生物活性

的 HA 蛋白，数据显示人工合成的蛋白能被正确切割、折叠成三聚体结构，并且能保持正确的抗

原性(BAR-PELED et al., 2019)。可通过生物学技术构建具有大量抗原位点的蛋白来诱导抗原表位

多样性的抗体。HA 蛋白介导流感病毒与宿主受体结合，诱导膜融合进行脱壳，其受体结合位点

位于 HA 分子的头部，与细胞唾液酸受体结合(SKEHEL et al., 2000)。HA 蛋白识别的唾液酸类型

是不同的，禽源流感病毒与宿主细胞表面的 α-2,3 唾液酸受体结合，而人源流感病毒则与 α-2,6 唾

液酸受体结合，受体结合特性是流感病毒跨宿主传播的重要因素(BROSZEIT et al., 2019)。流感病

毒受体结合位点边缘由 130-环，190-螺旋和 220-环组成，共同形成一个口袋状结构容纳唾液酸受

体(WILSON et al., 1981)。基部包括四个保守残基 Y98、W153、H183 和 Y195，它们负责锚定唾

液酸受体部分，早期研究报道禽源流感病毒在人源性传播后获得了 2 个 220 环突变（Q226L 和

G228S），导致 RBS 域扩大。通过反向遗传学对突变位点进行验证，发现 α-2,3 受体特异性转变为

α-2,6 受体特异性(SONG et al., 2017; WANG et al., 2021; XU et al., 2019)。此外适应人类受体的 RBS

域中由于其 190 螺旋（E190D）和 220 环（G225D）上的两位氨基酸替换，使其更倾向于识别 α-

2,6 唾液酸受体，这些研究表明一些突变足以将受体特异性转换为人类结合类型(NOBUSAWA et 

al., 2000; TAMBUNAN et al., 2010; XIE et al., 2017)。 
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图 1-2 A 型流感病毒 HA 蛋白结构图(MCAULEY et al., 2019; SHRIVER et al., 2009) 

Figure 1-2 Structure of HA protein of influenza A virus 

神经氨酸酶 NA 蛋白是流感病毒表面的第二大糖蛋白，以四聚体的形式存在，每个单体由四

个结构域组成：一个短且高度保守的 N 端细胞质序列，一个疏水跨膜结构域，一个茎区和一个带

有酶活性位点的球状“头”结构域。NA 蛋白主要负责切割与新形成的病毒粒子结合的宿主细胞

唾液酸受体，缺乏 NA 蛋白后病毒粒子的释放将受阻(BAO et al., 2021; GUO et al., 2018; PALESE 

et al., 1974; PARK et al., 2016)，V116A 位点被证实是抗病毒药物奥司他韦与扎那米韦抑制 NA 蛋

白活性的主要作用位点(ADAMS et al., 2019; TANG et al., 2021)。 

PB2 蛋白与 vRNA 转录和复制密切相关，是流感病毒关键的毒力因子(MUKAIGAWA et al., 

1991)，据报道，PB2 蛋白在体外药物压力下极容易产生突变，627K、271T、701N 等突变可导致

流感病毒的传播能力增强(HAYASHI et al., 2015; KONG et al., 2019; ZHOU et al., 2021)，K376、

M431和N510等突变可增强季节性流感的耐药能力(ZHU et al., 2015)，使抗病毒药物的效力减弱，

PB2 蛋白的多重突变也是季节性流感病例突增的原因之一(ELGENDY et al., 2021)。Pimodivir (VX-

787)是一种口服的 PB2 蛋白酶抑制剂，它可阻止 PB2 与宿主 mRNA 的 7-甲基 GTP (m7 GTP)帽状

结构结合，并抑制病毒转录的早期阶段(PATEL et al., 2021)。 

PB1 作为聚合酶复合体的核心蛋白，通过其 C 端区域与 PA 的 N 端区域相互作用，而 PB1 的

C 端区域与 PB2 的 N 端区域结合。PB1 可以与 PB2 相互作用，但不与 PA 相互作用(BISWAS et 

al., 1998; GAO et al., 2020)；PB1 已被证明是合成 RNA 延伸所必需的(ARGOS, 1988; BISWAS et 

al., 1994)；PB1 可介导 MAVS 的 K27 型泛素化来抑制 H7N9 亚型流感病毒的感染(ZENG et al., 

2021)。 

PA 蛋白为流感病毒聚合酶复合体的组成成员，主要作用为切割 mRNA 前体分子，可与 PB1

以及 PB2 相互作用，在流感病毒基因组转录及复制过程发挥重要作用(HATAKEYAMA et al., 2022; 

MENG et al., 2021)，通过化学抑制剂的作用，可使 PA 与聚合酶复合体内其他蛋白的作用减弱，

影响流感病毒的增殖(MIZUTA et al., 2022)。 
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NP 蛋白在病毒复制周期中扮演着重要的角色，其可参与细胞内的运输、寡聚和 vRNP 复合

物与 RNA 的结合(ELTON et al., 1999)。NP 的磷酸化和去磷酸化在 A 型流感病毒的生命周期中发

挥着独特的作用，A 型流感病毒 NP 蛋白的多个磷酸化残基对 vRNP 复合物和聚合酶活性有重要

影响(LI et al., 2018; MONDAL et al., 2015; ZHENG et al., 2021; ZHU et al., 2019)。这些残基的磷酸

化不仅可延迟 NP 核输出，而且抑制 NP 泛素化(CUI et al., 2019)。然而，NP 上仍有许多未被识别

的磷酸化位点，这些位点的功能还有待进一步阐明。 

基质蛋白 M1 是 A 型流感病毒中最丰富、最保守的蛋白之一。它是由 N 端α-螺旋结构域和

C 端结构域组成。完整病毒粒子内的基质壳是由 M1 的单螺旋层形成的，该层与病毒结构密切相

关(ARZT et al., 2001; BUI et al., 1996; SELZER et al., 2020)。M1 与病毒表面蛋白血凝素和神经氨

酸酶的内部结构域直接结合，辅助病毒粒子的组装与出芽。 

M2 蛋白是 pH 调节的质子选择性离子通道，介导质子进入病毒内部，创造一个有利于病毒粒

子组装与脱壳的酸性环境，参与到流感病毒生命周期的各个步骤 (ROSSMAN et al., 2010; 

SCHROEDER et al., 2005; TORABIFARD et al., 2020)。M2 蛋白是决定流感病毒致病力与传播能力

的重要因子，通过阻断 M2 蛋白或破坏质子通道能够显著抑制流感病毒在组织内的载量

(MANZOOR et al., 2020; ZHANG et al., 2021)。 

NS1 蛋白是一种非结构多功能蛋白，能够与各种宿主细胞配体相互作用，对病毒的复制、传

播和发病机制至关重要(HAYE et al., 2009; ZHAO et al., 2017)。最主要作用为抑制干扰素产生，通

过抑制聚腺苷化特异性因子 30（CPSF30）的功能来抑制抗病毒 mRNA 的形成(NEMEROFF et al., 

1998)。 

NS2 蛋白介导病毒基因组的核输出，参与流感病毒 vRNP 复合体的转运。研究发现，NS2 蛋

白与核孔蛋白 214（Nup241）的 FG 结构域相互作用进行 vRNP 复合体的出核，并且还需染色体

重构因子 CHD3 协助 NS2 蛋白介导的核输出过程(HU et al., 2015; SENBAS AKYAZI et al., 2020)。 

1.1.3 A 型流感病毒流行病学 

A 型流感病毒宿主范围较广，主要感染野鸟和家禽，这两大类别的禽鸟在禽流感病毒的传播

上呈现相互交流、相互支持的关系，目前所发现的 HA 和 NA 亚型的流感病毒，除 H17N10 与

H18N11 仅通过在蝙蝠中测序确定外(CIMINSKI et al., 2020)，其余亚型均可在水禽中分离到。A 型

流感病毒偶尔可通过家禽感染其他种类的动物。猪可以通过家禽感染各亚型流感病毒，各亚型流

感病毒在猪体内发生基因重配，由此产生全新毒株，人类群体中对产生的新毒株几乎没有或根本

没有预先存在的体液或细胞免疫，这也是四次世界流感大流行的一个共同特征。在 1997 年香港

首次报道发生 18 例 H5N1 人感染禽流感病毒病例，其中 6 例死亡，这是首次禽流感病毒跨物种

传播给人，并导致人的死亡，引起全球广泛关注(LI et al., 2004)。作为细胞内寄生病毒，该病毒高

度依赖于宿主细胞的众多相互作用，其中许多相互作用的分子特异性在人类宿主和动物宿主间存

在差异。流感病毒跨物种传播时必须降低这种差异，主要通过两种机制来适应新宿主：抗原漂移

和抗原转移。流感病毒在复制周期之间大量交互病毒和细胞，从而突破跨物种传播的障碍，在 2013

年出现的 H7N9 亚型低致病性禽流感病毒，通过重组与变异对人的感染力超过了既往所有已知的

禽流感病毒。 
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图 1-3 A 型流感病毒宿主谱(JOSEPH et al., 2017) 

Figure 1-3 Host profile of influenza A virus 

1.2 H7N9 亚型流感病毒概述  

1.2.1 H7N9 亚型流感病毒及其流行病学 

2013 年，流感病毒在宿主中传播几十年之后，出现 H7N9 亚型流感病毒的特定毒株感染人

类的病例，至今已发生了五波人感染疫情，共 1500 多人感染，死亡率约为 40%(GAO et al., 2013; 

HE et al., 2021; LAM et al., 2015; LI et al., 2021)。H7N9 亚型流感病毒的进化史是复杂的，涉及

H7 和 N9 亚型流感病毒的点突变和基因重组，并涉及多个宿主物种。迄今为止，H7N9 亚型流感

病毒的确切起源和来源仍不清楚，其内部基因可能来自禽流感 H9N2 病毒，而 HA 和 NA 基因

可能来自未知的禽流感欧亚起源病毒(LAM et al., 2013)。结构基因(HA 和 NA)很可能起源于亚洲

的 H7N3 和 H2N9/H11N9 禽流感病毒。由于该病毒在被感染的家禽中不引起任何症状，因此很

难识别被感染的家禽，这一特点使病毒在家禽中无声地传播。家鸭被认为是关键的中间宿主，是

多种流感病毒的宿主，促进了不同亚型病毒的产生，并将其传播给鸡(NEUMANN et al., 2015)。

2013 年流感病毒对人类的适应性表明，流感病毒基因组变化发挥了关键作用。H7N9 亚型流感

病毒的持续进化产生了多株可致人类感染的毒株(TAN et al., 2021)。2017 年初，H7N9 低致病性

禽流感病毒（Low pathogenic avian influenza virus, LPAIV）进化为高致病性禽流感病毒（High 

pathogenic avian influenza virus, HPAIV），对人类健康造成更大威胁，给家禽业造成毁灭性损失。

自 2017 年 9 月以来，在全国范围内对鸡接种 H5/H7 双价灭活疫苗，成功控制了 H7N9 禽流感在

家禽中的感染，重要的是也预防了人类感染。 
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1.2.2 H7N9 亚型流感病毒变异与进化 

关于禽流感病毒向人类宿主传播所需的基因变化已经有许多报道(NEUMANN et al., 2015)。

这些突变包括增强人类细胞中病毒 RNA 复制的 PB2 蛋白突变(DE JONG et al., 2013; MOK et al., 

2014)，以及促进禽流感病毒与人类细胞结合的 HA 蛋白突变 (DORTMANS et al., 2013; 

THARAKARAMAN et al., 2013)，也有一项大规模的与 A 型流感病毒人传人相关的突变分析

(MIOTTO et al., 2008)。然而，目前还缺乏对 H7N9 亚型流感病毒替换的发生率及其在禽类和人

之间传播途径的全面分析。Tan 等人比较了 2014 年和 2017 年报告的禽和人 H7N9 毒株的 4706

个重叠排列的非 amer 氨基酸序列，分析确定了 H7N9 亚型流感病毒株的非 amer 序列的氨基酸

替换，并评估了 2017 年报告的禽源和人源 H7N9 亚型流感病毒的持续进化。在从感染人群分离

的 H7N9 亚型流感病毒中，50 个氨基酸位点的替换对人类适应可能是必要的。值得注意的是，

这 50 个位点中有 17 个是在 2013 年分离的毒株中首次被鉴定，这些替换主要集中在两种结构蛋

白：M1 蛋白和 NS1 蛋白，说明对动物 A 型流感病毒的筛查不应仅限于表面蛋白。 

HA 蛋白中，Q235L 突变使得禽源 H7N9 亚型流感病毒能够与人源 α-2, 6 唾液酸受体结合，

G228S 与 K58I 的氨基酸替换增强了受体结合的亲和力(DE GRAAF et al., 2014)。研究发现在 HA

蛋白上有 4 个碱性氨基酸 KRTA 插入，这使得低致病性 H7N9 亚型流感病毒向高致病性毒株的

转变(QUAN et al., 2018)。位于 HA 蛋白受体结合位点附近的 A135V、A143K、R148K、V177N、

L217Q 发生氨基酸突变后，可显著降低体液免疫产生的中和抗体活性(CHANG et al., 2020; NING 

et al., 2019; OWUOR et al., 2020; SUN et al., 2021)。NA 蛋白 T401A 位点是血凝素-神经氨酸苷酶

受体平衡的一个重要因子，是保持 NA 蛋白催化活性的关键位点，系统发育树表明，T401A 的

替换早于 HA 蛋白上的位点突变，这种突变可能促进了 HA 受体结合特性的改变，有利于 H7N9

亚型流感病毒的传播(NAGUIB et al., 2016)。此外，PB1 蛋白 I368V、M2 蛋白 S31N、PA 蛋白

S409N、NS1 蛋白 P212S、NP 蛋白 V33I 与 I109V 突变都能提高 H7N9 亚型流感病毒的致病性

(BIALAS et al., 2014; CHEN et al., 2015; JALILY et al., 2016; KANG et al., 2014; SUN et al., 2015)。

这些主要替换已成为区分禽源与人源 H7N9 亚型流感病毒的重要依据。 

1.3 单克隆抗体概述 

1.3.1 单克隆抗体的发展 

单克隆抗体（Monoclonal antibody, mAb）是指由单一 B 细胞分化增殖形成的针对特定抗原

决定簇的子代细胞分泌的抗体，Kohler 和 Milstein 开发了体外杂交瘤融合细胞技术，将 B 细胞

与骨髓瘤细胞进行体外融合，产生的杂交瘤细胞具有无限增殖的能力，又有分泌特异性抗体的

能力(KOHLER et al., 1975)。与多克隆抗体相比，单克隆抗体具有特异性高、纯度高、均质性高、

生物活性高、生产简单等优点，但稳定性较差，对理化条件敏感。 

目前，杂交瘤技术仍是生产单抗的主要方法，主要是利用啮齿动物进行抗体的生产与制备，

包括兔源单克隆抗体、鼠源单克隆抗体等。Nakano 等用无细胞蛋白合成法（CFPS）生产了兔单

克隆抗体，进一步优化了单克隆抗体生产方式，降低了生产成本(SILA-ON et al., 2020)。20 世纪

90 年代出现新的多种组合技术，包括噬菌体、DNA、RNA 和酵母展示技术，但多种组合技术产
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生的抗体不经过体内选择，经常产生抗体与免疫球蛋白链的非生理配对现象。有研究显示，组合

技术产生的药物长期使用会导致产生中和抗体(SCHOUWENBURG et al., 2013)。为避免动物抗体

的免疫原性，人源单克隆抗体在近几年得到快速发展，Chen 等通过噬菌体展示技术筛选出多株

具有广泛中和活性的人源单克隆抗体(CHEN et al., 2018)。用 IL-6 刺激后，血浆细胞可以存活数

天，这使得从血浆细胞筛选针对广泛抗原的分泌抗体成为可能，也有研究表明外周血也可以筛

选出具有广泛中和活性的抗体(WALDMANN, 2019)。 

1.3.2 流感病毒单克隆抗体药物的研究 

1975 年体外杂交瘤融合细胞技术的问世，使得大批量制备稳定均一的单克隆抗体成为现实，

推动了单克隆抗体药物的发展。但是鼠源单克隆抗体进入人体后，会被免疫系统识别为异源蛋

白，进而被机体清除，使单抗药物的半衰期变短，疗效减弱，有时还会导致机体产生严重不良反

应与损伤(VESIKARI et al., 2019)。目前，尚未有上市的抗流感单克隆抗体药物，因此流感单克

隆抗体药物的研发仍值得引起关注(邵亮 等，2021)。 

图 1-4 A 型流感病毒中和抗体作用示意图(RAJAO et al., 2018) 

Figure 1-4 Schematic diagram of neutralizing antibodies of influenza A virus 

抗流感病毒单克隆抗体药物的研发，重中之重是可对所有主要亚型流感病毒都产生中和作

用的抗体，一系列的具有广谱保护效果的单抗（bnAbs）被报道，大部分为抗 HA 与 NA 蛋白的

单克隆抗体。抗 HA 蛋白的中和抗体多数为型特异性抗体，一般只针对单个亚型流感病毒(CHEN 

et al., 2018; LEE et al., 2021; WAN et al., 2020; WANG et al., 2015)，在众多研究中，抗 HA 蛋白抗

体产生广谱中和活性的关键在于识别的表位在所有亚型流感病毒中都高度保守。有三项代表性

研究报道了 HA 头部的高度保守表位，这些表位都隐藏在 HA 蛋白三聚体接触面，FluA-20、

S5V2-29 为从接种流感季节性疫苗的人群中分离得到，8H10 是通过设计糖基化修饰的 HAs 免疫

动物后分离出的，这些抗体展示出优于以往其他抗体的中和活性，可识别几乎所有 HA 亚型，动

物实验表明，这些抗体可预防和治疗多种亚型流感病毒的感染(BAJIC et al., 2019; BANGARU et 

al., 2018; WATANABE et al., 2019)。RBS 域 220-loop 为大多数抗 HA 蛋白广谱中和抗体的关键作
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用位点，通过影响抗原与细胞受体结合发挥中和作用(HSIEH et al., 2022; WU et al., 2019)，另一

方面，一些抗体不产生体外中和活性，在研究中很容易被筛选掉，研究表明，不产生体外中和活

性的抗体可通过 Fc 片段介导的体液免疫效应与空间位阻效应发挥体内保护效应，这也是中和抗

体发挥作用的另一重要途径(ARUNKUMAR et al., 2019; KO et al., 2021; QIU et al., 2020)。抗 HA

蛋白抗体靶向 HA2 蛋白时，也可产生广谱中和活性，因为 HA2 蛋白相较于 HA 头部结构域其

序列高度保守，不易发生突变，但是 HA2 靶向抗体的中和活性不如靶向 HA 头部的中和抗体。

NA 蛋白作为奥司他韦药物的作用靶点，NA 蛋白诱导产生的抗体靶向 NA 蛋白的活性位点时，

可阻断流感病毒粒子的组装与释放，抗 NA 蛋白抗体通常展现出更广泛的交叉反应，但大多局

限于特定亚型内(XIONG et al., 2020)。Stadlbauer 等 H3N2 感染个体内通过单个 B 细胞测序分离

出多株单克隆抗体（1G04、1E01 与 1G01），均显示出广泛的异型亚型结合活性，可以结合所有

NA 亚型与 B 型流感病毒 NAs，并显示出高的中和活性与以及体内保护效应(STADLBAUER et 

al., 2019)。 

1.4 研究的目的和意义 

流感病毒由于自身突变和基因重组导致新型病毒的产生，持续威胁公共卫生安全。2013 年在

中国出现重组 H7N9 亚型流感病毒感染人的事件，2016 年底发现该病毒在碱性裂解位点插入多个

碱性氨基酸，进化为高致病性，至今已引起五波人类感染，为避免 H7N9 亚型流感病毒对家禽业

和人类健康造成严重损害，迫切需要高效的预防与治疗药物。单克隆抗体具有高特异性、重复性

强、可大量生产等优点，是血清学与免疫学研究重要部分，有大量单克隆抗体药物被报道，并应

用于各种疾病的预防与治疗中。在本研究中，构建筛选得到 6 株特异性识别 H7N9 亚型流感病毒

HA1 蛋白的单克隆抗体，通过对其生物活性与特异性鉴定，筛选出生物活性高的抗体，选取中和

活性高的单抗筛选中和抗原表位以及验证单抗在体内的应用前景。本研究结果为流感疫苗的设计

提供新思路，以期更有效预防与治疗 H7N9 亚型流感病毒的感染。 
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第二章 抗 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白单克隆抗体的制备与
特性研究 

本实验室前期通过对小鼠免疫 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白，利用杂交瘤细胞技术制备出

一批杂交瘤细胞株，本章节首先对单克隆抗体进行制备与纯化，鉴定单克隆抗体特异性与中和活

性，筛选出高特异性中和 H7N9 亚型流感病毒的单抗，再通过 HI 活性、ADCC 效应与吸附试验

对单抗产生中和活性的机制进行阐明。 

2.1 材料方法 

2.1.1 细胞和实验动物 

MDCK、HEK293T、A549 细胞购自 ATCC；杂交瘤细胞株由本实验室保存；BALB/c 小鼠购

自 维 通 利 华 实 验 动 物 有 限 公 司 ； 研 究 所 使 用 毒 株 H7N9 流 感 病 毒

（A/Environment/Suzhou/SZ19/2014）由本实验室于 2014 年从环境样品中分离鉴定并保存。 

2.1.2 主要试剂 

Flag-HRP 抗体、DMSO、羊抗鼠 IgG-HRP 均购自 Sigma 公司；Clone easy 培养基购自博奥龙

公司；Alexa Fluor® 488 conjugated 羊抗鼠二抗购自 ZSGB-BIO 公司；脱脂乳购自 BD 公司； ELISA

板、DMEM 培养基购自 HyClone 公司；Clono typing Systerm/HRP Kit 亚型鉴定试剂盒购自 SBA

公司；DAPI 购自碧云天公司；脂质体 2000 购自 Invitrogen 公司；GAPDH 一抗购自 Abcam 公司；

NP 抗体购自 Sino Biological 公司；本实验所用引物均由北京擎科新业生物技术有限公司合成。 

2.1.3 主要仪器 

本研究所使用的仪器与设备见表2-1。 

表 2-1 主要仪器与设备 

Table 2-1 The apparatus and equipment 

仪器 生产厂家 

蛋白凝胶电泳仪 美国 BIO-RAD 公司 

PCR 仪 德国 Eppendorf 公司 

光学倒置显微镜及荧光显微镜 日本尼康公司 

SX 型 X 光胶片洗片机 泰兴市苏星有限公司 

小型冷冻离心机、恒温 CO2 培养箱、酶标仪 美国 ThermoFisHer 公司 

低温高速离心机 Beckman 公司 

电子天平 Sartorius 公司 
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2.1.4 杂交瘤细胞的冻存与复苏 

将杂交瘤细胞于液氮中取出后，迅速置于 37℃水浴锅进行快速融化后，加入含 20% FBS、

0.5%双抗的 DMEM 培养基 15 mL，18 h 后待细胞贴壁后，更换新的培养基，细胞密度 80%时，

进行传代。 

杂交瘤细胞生长至合适密度后，将细胞转移至 15 mL 离心管，1200 r/min 离心 10 min，弃上

清，使用含 90%血清、10% DMSO 的冻存液重悬细胞后，分装至细胞冻存管，每管 1 mL，将细

胞置于加入异丙醇的细胞冻存盒内，于-80℃冰箱内冻存 24 h 小时后，转移至液氮罐中长期保存。 

2.1.5 腹水的制备 

领取 6~8 周龄的雌性 BALB/c 小鼠，适应一周后，使用液体石蜡油将其致敏，每只腹腔注射

0.5 mL，一周后，每只小鼠接种 105~106 个阳性杂交瘤细胞，密切关注小鼠的健康状态，待其腹部

膨胀发紫即可收取腹水。收集完的腹水转移至离心管中，2000 r/min 离心 20 min，吸上清保存至

-80℃备用。 

2.1.6 单抗亚类鉴定 

使用 SBA Clonotyping TM System/HRP 试剂盒对单抗进行亚类鉴定，具体方法如下： 

准备溶液：ABTS 底物储备溶液为 15 mg ABTS 粉末溶解在 1 mL 双蒸水中，2~ 8℃保存；底

物溶液为 10 mL pH 4.0 的柠檬酸底物缓冲液（50 mL 双蒸水+525 mg 柠檬酸）、0.2 mL ABTS 原

液、10 µL 30% H2O2； 

操作步骤：稀释捕获抗体浓度至 5 µg/mL，每孔加入 0.1 mL，使用封板膜封好 ELISA 板后，

在 2~8℃环境下孵育至少 12 h，包被结束后使用 0.05% PBST 溶液清洗三次；每孔加入 1% BSA

溶液 300 µL，室温封闭 1 h 后，0.05% PBST 溶液清洗三次；每孔加入杂交瘤细胞上清 0.1 mL，

混匀后室温放置 1 h，0.05% PBST 溶液清洗三次；稀释检测抗体至 1 µg/mL，每孔加入 0.1 mL，

室温孵育 1 h，0.05% PBST 溶液清洗三次；每孔加入 0.1 mL 底物溶液，15 min 后，读取每个孔在

405 nm 处的吸光值。 

2.1.7 血凝抑制实验（HI） 

4 单位抗原的配置：先对毒株的 HA 效价进行测定，在血凝板上所有孔内加入 25 µL PBS，第

1 孔加入 25 µL 病毒液上清；从第 1 孔至第 11 孔连续 2 倍倍比稀释，稀释时避免产生气泡，第 12

孔作为阴性对照孔；每孔再加入 25 µL PBS，轻轻混匀；所有孔内加入 25 µL 1%鸡红细胞；放置

15 min 后，将血凝板倾斜，记录 HA 效价。如若 HA 效价为 128，则需稀释 32 倍配置成 4 单位抗

原，配置完成后对 4 单位抗原进行血凝验证。 

HI 效价测定：在血凝板上每孔加入 25 µL PBS；每列第一孔加入 25 µL 待检杂交瘤细胞上清

或腹水，2 倍倍比稀释至第十孔，第十一孔为阳性对照孔（血抑价> 24），最后 1 孔为阴性对照孔

（血抑价< 22）；第一至第十一列每孔加入 25 µL 4 单位抗原，放置 15 min，所有孔内加入 25 µL 

1%鸡红细胞，轻轻混匀，放置 15 min，读取未血凝孔的个数；结果的准确性应通过阳性对照血清
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和阴性对照血清来进行判定。 

2.1.8 酶联免疫吸附实验（ELISA） 

将灭活的 SZ19 全病毒颗粒包被 ELISA 板，每孔 100 ng，37℃ 2 h 或 4℃过夜，包被结束后，

0.05% PBST 溶液清洗三次；每孔加入 300 µL 2% BSA 封闭 2 h，0.05% PBST 溶液清洗三次；以

梯度稀释的杂交瘤细胞上清与腹水作为一抗，每个稀释度三个复孔，每孔 100 µL 室温孵育 2 h，

0.05% PBST 溶液清洗三次；以羊抗鼠 IgG-HRP 酶标二抗，每孔 100 µL，室温孵育 1 h，每孔加

入 100 µL TMB 显色液，室温下避光显色 15 min；显色结束后，每孔加入 100 µL 终止液，测定

450 nm 处的 OD 值，以阳性值/阴性值（P/N）≧2.1 标准判读阳性。 

2.1.9 间接免疫荧光实验（IFA） 

爬片的准备：将新爬片取出后，裁剪至合适的尺寸，自来水冲洗掉表面的杂质，放置在浓硫

酸中过夜浸泡，取出爬片后在自来水下冲洗直至硫酸冲洗干净，晾干后再置于无水乙醇中，使用

时捞出处理。用镊子夹取适量爬片，使用酒精灯将酒精灼烧干净，放入细胞板或细胞孔内晾冷，

每孔放置一个爬片。配置 1 mg/mL 的多聚赖氨酸，配置的溶液使用滤器过滤后冻存备用，使用时

10 倍稀释后，每孔加入 300 µL 对爬片进行包被，15 min 后将多聚赖氨酸弃掉，于超净工作台内

晾干备用。 

细胞爬片制备：取生长状态良好的细胞，胰酶消化后使用完全培养基重悬，转移至离心管内

离心去除胰酶，使用完全培养基充分吹打混匀，形成均匀的单细胞悬液。取出多聚赖氨酸包被的

细胞板，选择合适细胞密度缓慢滴入细胞板内。接种细胞前，可在爬片下滴入少量培养基，再缓

慢放下爬片压紧，防止形成双层细胞爬片。 

细胞的固定及免疫荧光：待细胞生长至 80%密度时，将质粒或病毒按照标准操作流程转入细

胞后，继续培养 24 h。弃掉培养基，使用 PBS 将细胞清洗 3 次，3 min/次；每孔加入 300 µL 4%

多聚甲醛，作用 30 min，将细胞固定至爬片上，弃掉多聚甲醛后，PBS 清洗 3 次，用-20℃无水甲

醇洗一遍再加入 1 mL 预冷的无水甲醇，置于-20℃冰箱放置 20 min，20 min 后用-20℃的 75%乙

醇洗一遍再加入 1 mL 预冷的 75%乙醇，置于-20℃冰箱保存备用；如若有通透需要，每孔加入 300 

µL 0.5% TritonX-100 通透 30 min，弃掉 TritonX-100 后，PBS 清洗 3 次；每孔加入 300 µL 10%脱

脂乳室温封闭 45 min，封闭后不用清洗，直接孵育稀释后的杂交瘤细胞上清或腹水，4℃过夜或

37℃孵育 2 h；取出杂交细胞上清或腹水后，PBS 清洗细胞 5 次，5 min/次；每孔加入 300 µL 合

适浓度二抗，孵育 90 min，从孵育二抗开始，之后的每一步都在暗处进行；去除荧光二抗后，使

用 PBS 清洗 8 次，5 min/次，更好的清除非特异性结合与背景荧光；在载玻片上滴加适量加入抗

荧光淬灭剂的 DAPI，将爬片轻轻覆盖在 DAPI 上，用吸水纸将残留的液体吸干后，置于荧光显微

镜下观察并采集图像。 

2.1.10 蛋白电泳及免疫印迹（WB）分析   

将配置好的蛋白胶板，插入电泳槽内，电泳槽中加新配置的 1×Running Buffer，拔掉梳齿，

用移液枪吹洗胶孔数次后加入制备好的蛋白样品，随后浓缩胶恒压 80 V 电泳 30 min，分离胶恒
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压 150 V 电泳 50 min；电泳期间，配置转膜液（ddH2O：10×PAGE 转膜液：无水甲醇=7:1:2），置

于冰上预冷；电泳结束后，轻轻取下凝胶，放置在铺有海绵、滤纸和 NC 膜的转膜夹板内，保证

凝胶与 NC 膜的紧密相帖；夹板按照正负极方向插入转膜槽中，加入预冷 PAGE 转膜液，槽外加

入冰水混合物保持低温，300 mA 或 600 mA 恒流 150 min；转膜结束后，NC 膜置于 TBS 配置的

5%脱脂奶中室温封闭 1 h，封闭结束后，直接孵育相应的一抗，室温 2 h，0.1% TBST 清洗三次，

每次 3 min，孵育稀释好的酶标二抗室温 1 h，0.1% TBST 清洗三次，每次 3 min，滴加 ECL 化学

发光底物后进行显影，采集图像。 

2.1.11 单抗亲和力检测 

使用最佳包被量的特异性抗原包被固相载体，每孔 100 μL，4℃过夜；弃掉孔内液体，加入

200 μL 1×0.05% PBST 清洗，将孔内液体倒出，在吸水纸上拍净，重复清洗 3 次，每次 3 分钟，

每一步结束后都要进行清洗；每孔加入最佳封闭剂 200 μL，37℃封闭 2 h；将最佳稀释度的抗体，

每孔加 100 μL，使用封板膜封板后微量振荡器或手动方式，震动 30 秒，37℃孵育 1 h；每孔加入

100 μL 不同浓度的硫氰酸钠溶液（pH 7.4 的 PBS 稀释），37℃孵育 15 min，对照组使用 PBS 孵

育；加入 100 μL HRP 标记的二抗（最佳封闭剂稀释），使用封板膜封板后微量振荡器或手动方式，

震动 30 秒，室温孵育 1 h；加入 100 μL TMB，室温显色 3~15 min 后，加入 100 μL 终止液终止显

色；在 450 nm 波长处测定各孔 OD 值，数据读取应在 30 min 内完成。亲和力由洗脱 50%抗体结

合（阳性对照孔为 100%结合）时的硫氰酸钠浓度表示。 

2.1.12 单抗中和活性检测 

中和活性的测定使用固定抗原稀释血清法，具体操作如下： 

准备：复苏处理 MDCK 细胞，连续传代至所需数量细胞，铺 96 孔细胞板备用；中和实验时

需用 100 TCID50 单位/孔，每孔中病毒液体积为 0.02 mL，相当于 500 TCID50 单位/0.1 mL，所以应

将已知 TCID50 的病毒液稀释 500 倍，制备成 500 TCID50 单位/0.1 mL 病毒液；每种杂交瘤细胞上

清与腹水稀释 12 个稀释度，每个稀释度 4 个复孔。另设病毒对照孔（阳性对照孔）、血清对照孔

（阴性对照孔）和空白细胞孔。0.09 mL 不同稀释度的血清，各加入同体积的病毒液，混匀后置

4℃ 2 h 或室温 1 h，病毒对照为用同体积培养基代替血清，血清对照为同体积培养基代替病毒液，

空白细胞对照孔中只含培养基。 

血凝测定法：每个稀释度血清与病毒混合液接种 4 孔，0.04 mL/孔，接种细胞时，最好毎个

血清稀释度换一支枪尖或从最低血清稀释度（1:10）开始往高稀释度顺序加，然后毎管再补加 0.06 

mL 维持液，置 37℃孵育 72 h；通过血凝活性检测结果，具体步骤参照 2.1.7，病毒对照孔 HA 呈

阳性，血清与正常细胞对照呈阴性。 

50%中和滴度的计算：能保护 50%细胞孔不被感染的血清稀释度的倒数作为中和滴度，计算

公式为 log 50%中和滴度=L-d(s-0.5)。其中 L 为最低稀释度，在此为-1，d 为每 log 稀释度的间距，

在此为 0.3，s 为被感染细胞比例之和。 

Cell-base ELISA 检测法：将加入混合液培养 20 h 后的细胞板拿出，弃掉培养基，PBS 清洗 3

次后，加入 4%多聚甲醛固定 30 min，PBS 清洗 3 次后，加入 0.5% TritonX-100 通透 30 min，PBS
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清洗 3 次；加入合适浓度的抗流感病毒 NP 抗体，室温孵育 2 h 后，PBS 轻轻清洗 5 次，3 min/

次；加入合适浓度 HRP 标记二抗，室温孵育 50 min，PBS 清洗 5 次，3 min/次，每孔加入 50 μL 

TMB 显色液，室温避光显色 15 min，加入 50 μL 终止液终止显色，测定各孔在 450 nm 处的吸光

值。中和抑制率=1-（每个稀释度血清 OD 值-阴性对照 OD 值）/（阳性对照 OD 值-阴性对照 OD

值），在计算之前，所有孔 OD 值减去空白孔的 OD 值。根据计算出的每个血清稀释度的中和抑制

率与浓度，可将中和抑制率转化为标准曲线，根据得出的公式计算 IC50。 

2.1.13 抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用（ADCC）检测 

H7-HA 蛋白稳转细胞系建立：取 293T 细胞于细胞培养皿中培养至 50%密度，按照脂质体转

染标准操作步骤，将 4 µg 的 psPAX2、4 µg 的 pMD2G 以及 8 µg 的 Phage 载体 H7-HA 蛋白质粒

共转至细胞内，转染完成后 8 h 换用无双抗的完全培养基，继续培养 48 h 后，将上清过滤后冻存，

获得慢病毒液；每毫升慢病毒液内加入聚凝胺后混匀感染细胞，每天更换加有双抗的培养基，同

时设置对照组，培养 14 天后可见单克隆细胞群出现，挑取单克隆细胞于 48 板内，每孔挑取 50 个

单克隆细胞，培养至合适密度后，转移至 24 孔板内，待得细胞长满后，收取细胞，制备样品进行

WB 鉴定目的基因是否表达。 

乳酸脱氢酶检测：实验前铺 96 孔细胞板，要求每孔细胞量尽量均匀，细胞密度 90%时开始

实验，从 37°C 培养箱中取出细胞板室温平衡至 22°C（约 20~30 min），将抗体、阳性对照与溶解

溶液（最大 LDH 释放控制，每孔 2 µL 溶解溶液）添加到 96 孔板中，每种样品 4 个复孔，每孔

100 µL；每孔加入 25 µL CytotoxOne™试剂，混匀后 22℃孵育 10 min；每孔添加 50 µL 终止溶液；

晃动平板 10 s，记录激发波长为 560 nm 和发射光谱波长 590 nm 的荧光；结果计算：从所有荧光

值中减去培养基背景的平均荧光值。使用实验、LDH 最大释放量和培养基背景的平均荧光值计算

给定实验治疗的细胞毒性百分比。 

细胞毒性百分比=（各稀释度荧光值-空白背景荧光值）/（LDH 最大释放孔荧光值-空白背景

荧光值）×100% 

2.1.14 吸附实验 

A549 细胞铺 12 孔板，细胞密度 100%时进行实验；将抗体与不同感染剂量的病毒混合，抗

体终浓度为 1 µg/mL，4℃孵育 2 h；取出细胞后，使用预冷 PBS 洗涤细胞表面三次；将抗体与病

毒的混合液加入洗好的细胞板内，4℃孵育 1 h；孵育结束后，去除混合物，冷 PBS 清洗细胞三

次，收取样品进行 WB 与提取总 RNA 进行 qPCR。 

2.1.15 内化实验 

加入抗体与病毒混合液孵育后，使用蛋白酶 K 将细胞表面的病毒清洗掉，其余同 2.1.14。 

2.1.16 实时荧光定量 PCR 

试剂配制：三氯甲烷（氯仿）；异丙醇；0.1% DEPC 处理水：每 1000 mL 水中加入 1 mL 的
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DEPC 原液；4℃搅拌过夜，高温灭菌使 DEPC 失活；4°C 保存（长期需保存于-20℃）；75%乙醇：

75 mL 乙醇中加入 25 mL DEPC 水，混匀。 

细胞总 RNA 提取：贴壁细胞用 PBS 洗 2 遍后加入 1 mL Trizol，室温静置 5 min 后，吹打混

匀后移入 1.5 mL 离心管中；加入 0.2 mL 的三氯甲烷，剧烈振荡 15 s 以上，充分乳化后，放置 5 

min；4℃ 12000 r/min 离心 15 min；将上清转移至新的离心管中，并加入等体积的异丙醇，充分

混匀后放置 10 min；4°C 12000 r/min 离心 10 min，弃上清；缓慢地沿离心管壁加入 l mL 75%乙

醇，轻柔的上下颠倒洗涤，4°C，12000 r/min 离心 5 min；去上清，室温静置 10 min，去除残留乙

醇，加入 32 μL RNase-Free Water，溶解 RNA，随后立即反转录，37℃孵育 2 h 以上，反转录体系

如表 2-2 所示。反转录结束后，按表 2-3、2-4 所示体系与程序进行荧光定量 PCR 检测。 

表 2-2 反转录体系 

Table 2-2 Reverse transcription system 

组分 体积 

RNA+引物 34 µL 

M-MLV RT 1 µL 

RRI 1 µL 

dNTP 4 µL 

M- MLV RT Buffer 10 µL 

表 2-3 实时荧光定量 PCR 体系 

Table 2-3 Quantitative Real-time PCR system 

组分 体积 

2×SYBRGreen mix（含 ROX） 10 µL 

Forwardprimer（2 μM） 2 µL 

Reverseprimer（2 μM） 2 µL 

cDNA 2 µL 

ddH2O 4 µL 

表 2-4 实时荧光定量 PCR 程序 

Table 2-4 Quantitative Real-time PCR program 

Step 1：预变性 Step 2：PCR 反应 Step 3：溶解曲线步骤： 

循环数：1 

95℃ 30 s 

 

循环数：45 

95℃ 5 s 

60℃ 30～60 s 

 

95℃ 15 s 

60℃ 60 s 

90℃ 30 s 

60℃ 15 s 



中国农业科学院硕士学位论文          第二章 抗 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白单克隆抗体的制备与特性研究 

15 

2.2 结果  

2.2.1 亚类鉴定 

按照 SBA Clonotyping TM System/HRP 试剂盒操作对单抗的亚类进行了鉴定，捕获抗体包被

ELISA 板，将单抗杂交瘤细胞上清作为一抗孵育，单抗各亚类的检测抗体稀释到合适浓度后，显

色读值。结果如表 2-5 所示，6 株单抗均为具有 κ 轻链的 IgG2b亚型。 

表 2-5 单抗的亚类鉴定 

Table 2-5 Subclass identification of monoclonal antibodies 

细胞株 亚类 轻链 

2B2B3 IgG2b κ 

3C5D6 IgG2b κ 

4E12D6 IgG2b κ 

4H1E8 IgG2b κ 

7H9A6 IgG2b κ 

9F10G3 IgG2b κ 

2.2.2 血凝抑制（HI）效价测定 

取扩增的 SZ19 病毒液测定 TCID50 后，制备 4 单位抗原，之后将制备的单抗杂交瘤细胞上清

和腹水梯度稀释后，分别与 SZ19 病毒进行 HI 活性的检测，结果如表 2-6 所示 6 株单抗均无 HI

活性。 

2.2.3 单抗亲和力检测 

将 SZ19 灭活病毒粒子包被 ELISA 板之后，6 株单抗作为一抗，之后使用不同浓度的硫氰酸

钠进行洗脱 15 min 后，孵育酶标二抗测定 OD450nm吸光值，亲和力由洗脱 50%抗体结合时的硫氰

酸钠浓度表示，结果见表 2-6，三株单抗（4H1E8、7H9A6、9F10G3）具有较高的亲和力。 

2.2.4 酶联免疫吸附试验（ELISA）效价测定 

将 H7N9 亚型流感病毒加入甲醛灭活后，蔗糖密度梯度低温超速离心制备灭活全病毒颗粒蛋

白，包被 ELISA 板后，将 6 株单抗的杂交瘤细胞上清或腹水梯度稀释后，检测与 H7N9 亚型流感

病毒全病毒颗粒蛋白的反应，结果如表 2-6 所示，6 株单抗都具有较高的 ELISA 效价，达 212 以

上，其中 7H9A6 株的效价最高，可达 218。 
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表 2-6 单抗特性鉴定 

Table2-6 Characterization of monoclonal antibodies 

细胞株 HI 效价 亲和力 效价 

2B2B3 0 0.67 >212 

3C5D6 0 0.58 >215 

4E12D6 0 0.67 >216 

4H1E8 0 1 >216 

7H9A6 0 1.08 >218 

9F10G3 0 1 >213 

2.2.5 间接免疫荧光（IFA）特异性检测 

将 H1、H3、H5、H6、H7 亚型 HA 蛋白真核表达质粒转染 A549 细胞后，将 6 株单抗作为一

抗孵育，检测单抗特异性，结果如图 2-1 与 2-2 显示，6 株单抗均特异性识别 H7 亚型流感病毒

HA 蛋白，与 H1、H3、H5、H6 亚型流感病毒 HA 蛋白无交叉反应；同时可识别多株 H7N9 亚型

流感病毒 HA 蛋白。 

图 2-1 单抗特异性识别 H7 亚型流感病毒 HA 蛋白 

Figure2-1 Monoclonal antibodies specifically recognize the HA protein of H7 influenza virus 
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图 2-2 单抗特异性识别 H7N9 亚型流感病毒 HA 蛋白 

Figure2-2 Monoclonal antibodies specifically recognize the HA protein of H7N9 influenza virus 

2.2.6 蛋白免疫印迹（WB）特异性检测 

将 H1、H3、H5、H7、H9、H10 真核表达质粒转染 HEK293T 细胞制备蛋白样品，WB 检测

单抗对其的识别能力，结果如图 2-3-A 所示，6 株单抗均特异性识别 H7 亚型流感病毒 HA 蛋白，

与 H1、H3、H5、H9、H10 亚型流感病毒无交叉反应；同时制备三株 H7N9 亚型流感病毒毒株灭

活全病毒颗粒样品进行 WB，6 株单抗均可识别三株 H7N9 亚型流感病毒颗粒。（图 2-3-B）。 

图 2-3 单抗特异性识别 H7 亚型流感病毒 HA 蛋白与病毒颗粒 

Figure2-3 Monoclonal antibodies specifically recognize the HA protein of H7 influenza virus and virus particles 
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2.2.7 单抗中和活性检测 

将杂交瘤细胞上清液或腹水梯度稀释液与 100 TCID50 单位的 H7N9 亚型流感病毒在 37℃等

体积混合 1 小时，将该混合物加入到培养的 MDCK 细胞中，用抗流感病毒核蛋白（NP）单克隆

抗体间接 ELISA 法测定病毒感染。使用 GraphPad Prism 7 软件(GraphPad software, San Diego, CA, 

USA)测定将感染降低到 50%的最终抗体浓度（IC50）。结果显示（图 2-4），单克隆抗体对 H7N9 亚

型流感病毒的中和作用均呈剂量依赖性，其中 4H1E8 和 7H9A6 的中和活性最高，IC50分别为 12.59 

ng/μL 和 25.1 ng/μL。 

图 2-4 抗体中和实验 

Figure 2-4 Neutralizing activity of monoclonal antibodies 

2.2.8 单抗体内保护效应机制 

为了验证单抗在体内产生保护效应的机制，构建 H7N9 亚型流感病毒 HA 蛋白稳转细胞系，

利用乳酸脱氢酶检测法测定单抗在体内是否可引起 ADCC 效应，ADCC 效应实验表明，6 株单克

隆抗体均不能诱导出有效的 ADCC 效应（图 2-5-A）；通过将抗体与病毒颗粒混合后静置，再加入

细胞中， 研究单抗在病毒吸附与组装过程中是否发挥作用，数据表明（图 2-5-B），在吸附实验

中，中和活性最高的 4H1E8 和 7H9A6 抗体明显阻断了 H7N9 亚型流感病毒的附着，而中和活性

较低的 9F10G3 则没有阻断病毒附着。 

图 2-5 单抗可阻断病毒粒子的吸附 

Figure 2-5 mAbs block the adsorption of virions 
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2.3 小结 

本章研究筛选得到六株特异性识别 H7N9 亚型流感病毒的特异性抗体，对其中和活性鉴定后，

六株特异性抗体中和活性均呈剂量依赖式作用，其中 4H1E8 与 7H9A6 两株抗体中和活性较高；

免疫学研究结果显示，筛选出的中和抗体通过阻断 H7N9 亚型流感病毒的吸附过程来发挥中和作

用。 

2.4 讨论 

H7N9 亚型流感病毒是一种重组病毒，由多株流感病毒重排产生，最初只在禽间发现，只引

起轻微症状，经过多年的流行与传播，H7N9 流感病毒的宿主与感染性发生了改变。2013 年，中

国出现人感染 H7N9 亚型流感病毒的病例，病死率极高，约为 40%，临床出现严重症状，表现为

呼吸道感染，伴随呼吸窘迫症，器官衰竭等并发症。随着流感病毒抗原的不断漂移与变异，H7N9

亚型流病毒也在快速的进化，以适应在宿主体内的生长，研究表明，H7N9 亚型流感病毒已经对

常见的 M2 通道抑制剂等流感抗病毒药物产生了耐药性，并出现变异株，对人类健康产生潜在威

胁。因此，如何快速检测与预防治疗 H7N9 亚型流感病毒都显得至关重要。 

单克隆抗体已被广泛用于流感病毒的检测中，并呈现出良好的效果。Nishiyama 等利用 H5 亚

型流感病毒抗体，通过荧光素标记成为标记抗体，与便携式分析仪联用，实现了对 H5 亚型流感

病毒的高效现场诊断与监测(NISHIYAMA et al., 2020)；利用单抗开发出来的检测试剂与方法，都

明显的改进了对目的成分检测效率，如阻抗性免疫传感器、量子点层析技术、免疫组化法(CHEN 

et al., 2019; LI et al., 2020; WANG et al., 2020)等。部分研究显示通过对单克隆抗体的改造与优化，

可以提高其特异性与亲和力。这些检测方法均将抗原抗体的特异性反应与不同领域、不同材料、

不同设备结合，从而达到快速、准确、灵敏诊断的目的。 

目前针对抗流感病毒单抗药物，大多数针对 HA、NA 及 M2 蛋白，因其在病毒颗粒表面起到

重要作用，抗体通过与之结合阻断病毒在宿主体内的增殖来达到治疗的作用。针对 HA 蛋白的治

疗性单抗，大多数针对较为保守的 HA 茎部，因此普遍具有广谱治疗效果，如单抗 CR6261、F10

和 C179 等(DREYFUS et al., 2013; PRACHANRONARONG et al., 2019; SUTTON et al., 2017)。靶

向 HA 头部的治疗性单抗作用范围则较窄，但中和活性较强。单抗 CR6261 和 MEDI8852(PAULES 

et al., 2017)都已进入临床试验，有望上市成为治疗流感的药物。抗 NA 蛋白抗体在中和流感病毒

方面也展现出较大的潜力，近年来有研究鉴定出位于 A 型和 B 型流感病毒 NA 蛋白上的通用表

位，具有设计流感通用疫苗的潜力(CHIDA et al., 2020)。由于 M2 蛋白在不同亚型流感病毒中高度

保守，其胞外域已成为设计疫苗和治疗型单抗的潜在靶点，识别 M2 蛋白的抗体更多的被应用于

检测。 

对流感病毒的检测与治疗的关键在于获得生物活性与特异性高的单克隆抗体。本研究中利用

杂交瘤细胞技术，成功制备筛选出 6 株单克隆抗体（2B2B3、3C5D6、4E12D6、4H1E8、7H9A6、

9F10G3），并对其特异性与生物活性进行了检测。IFA 结果显示，6 株抗体均能特异性识别 H7N9

病毒的 HA 蛋白，且能识别多株 H7N9 亚型流感病毒毒株，不与其他亚型流感病毒交叉反应。WB

与 ELISA 表明单抗可与 H7N9 亚型流感病毒颗粒发生反应，与 IFA 和 WB 得到的结果一致；单

抗 4H1E8、7H9A6、9F10G3 展示出较高的亲和力，有趣的是 6 株单抗都不具有 HI 活性。 
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由于 6 株单克隆抗体均与 H7N9 亚型流感病毒发生反应，本研究分析了 6 株单克隆抗体对一

株早期低致病性 H7N9 病毒株（A/Environment/Suzhou/SZ19/2014）的中和活性，单克隆抗体对

H7N9 亚型流感病毒的中和均呈剂量依赖性，其中 4H1E8 和 7H9A6 的中和活性最高，IC50 分别为

12.59 ng/μL 和 25.1 ng/μL。ADCC 效应实验表明，6 株单克隆抗体均不能诱导出有效的 ADCC 效

应。由于 HA 头部结合的中和性抗体通常会阻断病毒吸附，随后分析了单克隆抗体是否阻断病毒

附着。数据显示，中和活性最高的 4H1E8 和 7H9A6 抗体明显阻断了 H7N9 病毒的病毒附着，而

中和活性较低的 9F10G3 则没有阻断病毒附着。 

因此，本研究初步筛选得到特异性识别 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白且中和活性与亲和力

较高的两株单克隆抗体（4H1E8 与 7H9A6）用于后续研究，验证其在临床上是否具有预防和治疗

应用前景。 
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第三章 H7N9 亚型流感病毒 HA 蛋白抗原表位的鉴定与分析 

上一章节的研究通过筛选得到两株高特异性中和 H7N9 亚型流感病毒的单克隆抗体 4H1E8

与 7H9A6，并验证其是通过影响流感病毒吸附过程发挥中和活性，但是单抗又无 HI 活性，不影

响流感病毒与细胞受体的结合，其中必然存在其独特的作用机制。因此，本章通过鉴定单克隆抗

体识别的抗原表位来对其作用机制进行深入研究。 

3.1 材料与方法 

3.1.1 主要载体、细胞 

pRK-Flag、pRK-GFP 载体由本实验室保存；细胞详见 2.1.1。 

3.1.2 主要试剂 

DNA Marker 购自诺唯赞公司；限制性内切酶购自 NEB 公司；PrimerStar 高保真聚合酶购自

Takara 公司；ECL 化学发光底物购自 Millipore 公司；Western 相关试剂购自碧云天生物技术公司；

NC 膜购自 Life Science 公司；MLV 反转录酶购自 Invitrogen 公司；；DMEM、Opti-MEM 培养基

购自 Gibco 公司；其他试剂详见 2.1。本研究所用引物均由北京擎科生物技术有限公司合成。 

3.1.3 主要仪器 

蛋白电泳槽、转膜槽、微型垂直槽、多板灌胶器购自中国天能；e-Blot 电子压片成像仪购自

伊孛特公司；其他仪器详见第二章所述。 

3.1.4 引物设计 

根据 SZ19-HA1 蛋白的基因序列，使用 Primer 5 软件设计截短体的特异扩增引物，同时在其

上下游引物上插入同源臂与 Sal I 和 Not I 两个酶切位点，引物具体信息见表 3-1 至 3-6。 

表 3-1 SZ19-HA1 蛋白第一轮截短引物 

Table 3-1 Primers for the first round of SZ19-HA1 protein truncation 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-Flag-F CGACGACGATGACAAGGGGTCGACCATGAACACTCAAATCCTGGT 

pRK-SZ19-HA1-Flag-R TGCATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTATCTTCCCTTTGGAATCTCAG 

pRK-SZ19-HA1-900-Flag-R TGCATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTAGTTACTTATTATTGTCCCAC 

pRK-SZ19-HA1-750-Flag-R TGCATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTAATCATTGGGATTTAGCATTA 

pRK-SZ19-HA1-600-Flag-R CATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTATTGCTCTGCAGTTGAAACGGAGCTT 

pRK-SZ19-HA1-450-Flag-R TGCATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTATGATCTCTTACATGCACTGG 
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表 3-1（续） 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-151-Flag-F CGACGACGATGACAAGGGGTCGACCGTGGAACGAACAAACATC 

pRK-SZ19-HA1-301-Flag-F CGACGACGATGACAAGGGGTCGACCGGAAGTGATGTCTGTTATCC 

pRK-SZ19-HA1-451-Flag-F CGACGACGATGACAAGGGGTCGACCGGATCTTCATTCTATGCA 

pRK-SZ19-HA1-601-Flag-F CGACGACGATGACAAGGGGTCGACCACCAAGCTATATGGGAGT 

表 3-2 SZ19-HA1 蛋白第二轮截短引物 

Table 3-2 Primers for the second round of SZ19-HA1 truncation 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-339-Flag-F GTTCCAGATTACGCGTCGACCATGGAAGCTCTGAGGCAAATTCT 

pRK-SZ19-HA1-375-Flag-F GTTCCAGATTACGCGTCGACCATGATTGACAAGGAAGCAATGGGA 

pRK-SZ19-HA1-411-Flag-R GCATGCTCGAGCGGCCGCTTATCCATTGTATGTGAATCCCAT 

pRK-SZ19-HA1-450-Flag-R GCATGCTCGAGCGGCCGCTTATGATCTCTTACATGCACTGGT 

表 3-3 SZ19-HA1 蛋白第三轮截短引物 

Table 3-3 Primers for the third round of SZ19-HA1 truncation 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-310-Flag-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGTCTGTTATCCTGGGAAA 

pRK-SZ19-HA1-319-Flag-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCCTGGGAAATTCGTGAATGAA 

pRK-SZ19-HA1-339-Flag-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTCATTCACGAATTTCCC 

pRK-SZ19-HA1-327-Flag-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTTCCCAGGATAACAGAC 

pRK-SZ19-HA1-349-Flag-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGGCAAATTCTCAGAGAATCAGG 

pRK-SZ19-HA1-358-Flag-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCTCAGAGAATCAGGCGGAATT 

pRK-SZ19-HA1-375-Flag-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCCGCCTGATTCTCTGAG 

pRK-SZ19-HA1-366-Flag-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTCTCTGAGAATTTGCCT 

表 3-4 SZ19-HA1 蛋白第四轮截短引物 

Table 3-4 Primers for the fourth round of SZ19-HA1 truncation 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-107-122-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCCTGGGAAATTCGTGAATGAAGAAGC 

pRK-SZ19-HA1-107-122-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTCTCTGAGAATTTGCCTCAGAG

CTG 

pRK-SZ19-HA1-110-122-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCTTCGTGAATGAAGAAGCTCTGAGGC 
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表 3-4（续） 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-109-122-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAAATTCGTGAATGAAGAAGCTCTGA

GC 

pRK-SZ19-HA1-108-122-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGGGAAATTCGTGAATGAAGAAGCTC

TGCA 

pRK-SZ19-HA1-107-119-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAAATTTGCCTCAGAGCTTCTTCA

TTCAC 

pRK-SZ19-HA1-107-120-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAGAGAATTTGCCTCAGAGCTTCT

TCATT 

pRK-SZ19-HA1-107-121-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCTGAGAATTTGCCTCAGAGCT

TCTTC 

pRK-SZ19-HA1-117-125-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGGCAAATTCTCAGAGAATCAGGCA

GG 

pRK-SZ19-HA1-117-125-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCCGCCTGATTCTCT 

pRK-SZ19-HA1-118-125-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCAAATTCTCAGAGAATCAGGCGGA 

GCT 

pRK-SZ19-HA1-119-125-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCATTCTCAGAGAATCAGGCGGA 

pRK-SZ19-HA1-120-125-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCTCAGAGAATCAGGCGGAGCACGAT

TGGC 

pRK-SZ19-HA1-121-125-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGAGAATCAGGCGGA 

pRK-SZ19-HA1-117-124-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAGCCTGATTCTCTGAGAAT 

pRK-SZ19-HA1-114-137-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAAGCTCTGAGGCAAATTCTCAGAG

AATCAGGCGGA 

pRK-SZ19-HA1-114-137-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCCATTGTATGTGAATCCCATTG

CTTCCTTGTCAATTCCGCCTGATTC 

pRK-SZ19-HA1-114-125-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCCGCCTGATTCTCTGA 

pRK-SZ19-HA1-114-128-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTACTTGTCAATTCCGCCTGATTCTC

T 

pRK-SZ19-HA1-114-131-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTACATTGCTTCCTTGTCAATTC

CGCCTGATTC 

pRK-SZ19-HA1-114-134-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATGTGAATCCCATTGCTTCCTTGT

CAATTCCGCCTGATTC 

pRK-SZ19-HA1-117-137-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGGCAAATTCTCAGAGAATCAGGCG

GAATTGACAAGGAAGCAATGGGA 
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表 3-5 SZ19-HA1 蛋白第五轮截短引物 

Table 3-5 Primers for the fifth round of SZ19-HA1 truncation 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-343-411-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGCTCTGAGGCAAATTCTCAGAGA

ATCAGGCGGAATTGACAA 

pRK-SZ19-HA1-343-411-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCCATTGTATGTGAATCCCAT

TGCTTCCTTGTCAATTCCGC 

pRK-SZ19-HA1-346-411-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCTGAGGCAAATTCTCAGAGAATC

AGGCGGAATTGACAAGGA 

pRK-SZ19-HA1-343-390-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATGCTTCCTTGTCAATTCCGC

CTGAT 

pRK-SZ19-HA1-343-387-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTCCTTGTCAATTCCGCCTG

ATTCT 

pRK-SZ19-HA1-349-369-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGGCAAATTCTCAGAGAA 

pRK-SZ19-HA1-349-369-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATGATTCTCTGAGAATT 

pRK-SZ19-HA1-366-375-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCATCAGGCGGA 

pRK-SZ19-HA1-366-375-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCCGCCTGAT 

pRK-SZ19-HA1-334-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAATGAAGAAGCTCTGAGGCAAAT 

pRK-SZ19-HA1-340-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAAGCTCTGAGGCAAATTCTCAG 

pRK-SZ19-HA1-346-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCTGAGGCAAATTCTCAGA 

pRK-SZ19-HA1-352-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCAAATTCTCAGA 

pRK-SZ19-HA1-363-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCTGAGAATTTGCCTCAGAG

CTTC 

pRK-SZ19-HA1-328-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCTTCGTGAATGAA 

pRK-SZ19-HA1-328-351-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTACCTCAGAGCTTCTTCATTCA

CGAA 

pRK-SZ19-HA1-328-345-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAAGCTTCTTCATTCACGAA 

pRK-SZ19-HA1-328-339-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTCATTCACGAAAGTCAG 

pRK-SZ19-HA1-319-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCCTGGGAAATTCGTGAATGAAGA

AGCTCTGAGGC 

pRK-SZ19-HA1-319-369-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATGATTCTCTGAGAATTTGCC

TCAGAGCTTCTTCA 

pRK-SZ19-HA1-319-372-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAGCCTGATTCTCTGAGAATTT

GCCTCAGAGCTTCT 
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表 3-6 抗原表位精确定位截短引物 

Table 3-6 Primers for precise positioning of epitope 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-343-393-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGCTCTGAGGCAAATTCTCAGA

GAATCAGGCGGAA 

pRK-SZ19-HA1-343-393-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTACATTGCTTCCTTGTCAAT

TCCGCCTGATTCTCTG 

pRK-SZ19-HA1-346-393-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCTGAGGCAAATTCTCAGAGA

ATCAGGCGGAATTG 

pRK-SZ19-HA1-340-390-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAAGCTCTGAGGCAAATTCTC

AGAGAATCAGGCG 

pRK-SZ19-HA1-340-390-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATGCTTCCTTGTCAATTCC

GCCTGATTCTCTGAGA 

pRK-SZ19-HA1-340-387-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTCCTTGTCAATTCCGCC

TGATTCTCTGAGAATT 

pRK-SZ19-HA1-331-357-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGTGAATGAAGAAGCTCTGAG

GCAA 

pRK-SZ19-HA1-334-357-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAATGAAGAAGCTCTGAGGCA 

pRK-SZ19-HA1-337-357-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAAGAAGCTCTGAGGCAAAT 

pRK-SZ19-HA1-331-357-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAAATTTGCCTCAGAGCTT

CTTC 

pRK-SZ19-HA1-328-354-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATTGCCTCAGAGCTTCTTC

ATT 

pRK-SZ19-HA1-328-351-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTACCTCAGAGCTTCTTCATT

CAC 

pRK-SZ19-HA1-328-348-GFP-R 
TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTACAGAGCTTCTTCATTCA

CGAA 

pRK-SZ19-HA1-328-354-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCTTCGTGAATGAAGAAGCTCTG 

pRK-SZ19-HA1-331-363-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGTGAATGAAGAAGCTCTGAG

GCAA 

pRK-SZ19-HA1-334-363-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAATGAAGAAGCTCTGAGGCA

AATT 

pRK-SZ19-HA1-337-363-GFP-F 
GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAAGAAGCTCTGAGGCAAAT

TCTC 

pRK-SZ19-HA1-340-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAAGCTCTGAGGCAAATTCTC 

pRK-SZ19-HA1-343-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGCTCTGAGGCAAATTCTCAGA 
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表 3-6（续） 

片段 序列（5'-3'） 

pRK-SZ19-HA1-346-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCCTGAGGCAAATTCTCAG 

pRK-SZ19-HA1-349-363-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGGCAAATTCTCAG 

pRK-SZ19-HA1-352-363-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATCTGAGAATTTGCC 

pRK-SZ19-HA1-364-372-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCGAATCAGGC 

pRK-SZ19-HA1-364-372-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTAGCCTGATTC 

pRK-SZ19-HA1-361-369-GFP-F GAGCTGTACAAGGCGTCGACCAGAGAATCA 

pRK-SZ19-HA1-361-369-GFP-R TGCGCCTGCAGGTCGCGGCCGCTTATGATTCTCT 

3.1.5 目的基因的扩增 

取实验室保存的 SZ19-HA 蛋白质粒测序后确定其基因序列，以此质粒为模板，按表 3-7 所示

的 PCR 体系扩增各轮截短体的基因片段。 

表 3-7 PCR 扩增体系 

Table 3-7 Reaction system of PCR 

组分 体积 

PrimerStar 1 µL 

上下游引物（20μM） 1 µL 

dNTP 4 µL 

5×Buffer 10 µL 

Template ≤ 200 ng 

ddH2O 补足 50 µL 

PCR 扩增程序： 98℃变性 10 s，58℃退火 15 s，72℃延伸 60 s，共 30 个循环；扩增产物加

入 6×Loading 进行琼脂糖凝胶（1.5%）电泳，恒流 240 mA 电泳 40 min，在紫外线照胶仪下切下

合适目的基因条带进行胶回收。 

胶回收：每管加入约 500 μL Binding Buffer，65℃将切下的胶块溶解；胶块完全融入 Binding 

Buffer 后，转移至吸附柱，11000 r/min 离心 60 s，弃离心液；加入 300 μL Binding Buffer，清洗一

次，11000 r/min 离心 60 s；向吸附柱中加入 700 μL DNA Wash Buffer 清洗两次，11000 r/min 离心

60 s；之后 11000 r/min 空离 3 min，将吸附柱转移至新离心管，加入 ddH2O，12000 r/min 离心 2 

min，收集离心液测定浓度置于-20℃备用。 

3.1.6 载体酶切与同源重组连接 

pRK-Flag、pRK-GFP 空载体经 Sal I 和 Not I 双酶切，37℃水浴锅 2 h，按上述琼脂糖凝胶电
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泳与胶回收步骤回收载体，-20℃保存备用；取带有 Sal I 和 Not I 酶切位点同源臂的线性化载体与

基因片段，按照最适使用量（最适克隆载体使用量=（0.02×克隆载体碱基对数） ng，最适目的

片段使用量=（0.04×目的片段碱基对数） ng 于冰上配制体系后，轻轻吹打混匀，37℃反应 30 

min，立即冰浴 5 min，直接转化或冻存与-20℃备用。酶切体系与同源重组体系见表 3-8 与 3-9。 

表 3-8 酶切体系 

Table 3-8 Enzyme digestion system 

组分 体积 

载体（500 ng/µL） 1 µL 

Sal I 1.5 µL 

Not I 1.5 µL 

10×Buffer 15 µL 

ddH2O 补足 50 µL 

表 3-9 同源重组体系 

Table 3-9 Homologous recombination system 

组分 体积 

Exnase®Ⅱ 2 µL 

5×CEⅡ Buffer 4 µL 

线性化载体 50-200 ng 

目的片段 50-200 ng 

ddH2O 补足 20 µL 

3.1.7 转化 

取同源重组连接产物 10 µL，缓慢加入至 DH5α 感受态细胞中，轻轻弹动管壁，使感受态细

胞与连接产物混匀，冰浴 30 min 后，42℃热激 90 s，再冰浴 3 min 后，5000 r/min 离心 5 min，重

悬菌体均匀涂布于预热的 Amp+固体 LB 培养基中，37℃倒置培养 12 h。 

3.1.8 挑取阳性克隆与质粒提取 

在平板培养基上选取表面平滑的的单菌落，挑取并接种于 Amp+液体 LB 培养基中，37℃振

荡培养 12 h 后，转移至离心管，11000 r/min 离心后弃上清，加入 250 μL 溶液 I，震荡重悬菌体，

充分混匀，后加入 250 μL 溶液 II，轻轻混匀后静置 2 min，最后加入 350 μL 溶液 III，出现絮状

沉淀，混合液转移至吸附柱，11000 r/min 离心 10 min，500 μL HBC Buffer 清洗一次，700 μL DNA 

Wash Buffer 清洗两次，每次 11000 r/min 离心 1 min 后弃滤出液，之后空离 3 min，吸附柱转移至

新离心管，加入预热的 ddH2O，室温静置 5 min，12000 r/min 离心 2 min，收集滤出液备用。 
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3.1.9 质粒转染 

HEK293T 细胞提前铺 12 孔板，培养基取出预热；取无菌的 EP 管，每管加入 100 μL 培养基，

加入总质量 1 μg 所需转染质粒，充分混匀；另取 EP 管，加入 Lipofectamine 2000 与 100 μL 培养

基，轻轻混匀室温静置 5 min，转染质粒量与 Lipofectamine 2000 体积之比为 1:2；将两管混合液

混匀为一管后室温静置 20 min 后，缓慢滴入细胞孔。  

3.1.10 蛋白电泳与免疫印迹（WB）分析 

详细步骤见 2.1.10。 

3.1.11 抗原表位建模与分析 

为方便观察表位在HA蛋白中的位置，将筛选出的单克隆抗体识别的抗原表位进行 3D建模。

首先在 PDB 网站上查找 H7N9 流感病毒 HA 蛋白参考序列与 3D 模式图，根据 H7N9 流感病毒的

结构，将 HA 蛋白上五个主要抗原位点进行标注，蛋白结构图由 Pymol 软件（DelanoScientific）

制作生成。H7N9 禽流感病毒抗体 HA 蛋白序列分析中，HA 序列选择“折叠相同序列”选项从

GenBank 数据库内下载，分析图由 Web Logo3 在线工具（weblogo.threeplusone.com）生成。 

3.2 结果 

3.2.1 抗原表位第一轮筛选结果 

将第一轮构建成功的截短体质粒转染至 HEK293T 中，24 h 后收取细胞，加入 RIPA 裂解液

与 6×Loading Buffer，100℃煮样 10 min 制备蛋白进行 WB，结果如表 3-10 所示，6 株单抗第一

轮筛选结果一致，识别位点均位于 aa 100-150。 

表 3-10 抗原表位第一轮筛选结果 

Table 3-10 Results of the first round of epitope screening 

截短肽段 2B2B3 3C5D6 4E12D6 4H1E8 7H9A6 9F10G3 

F0:aa1-339 + + + + + + 

F1:aa1-300 + + + + + + 

F2:aa1-250 + + + + + + 

F3:aa1-200 + + + + + + 

F4:aa1-150 + + + + + + 

F5:aa50-339 + + + + + + 

F6:aa100-339 + + + + + + 

F7:aa150-339 - - - -  - 

F8:aa200-339 - - - - - - 
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3.2.2 抗原表位第二轮筛选结果 

将第二轮截短体质粒转染验证后，收取细胞制备蛋白样品进行 WB，结果如表 3-11 所示，6

株单抗中，2B2B3、3C5D6、4H1E8 筛选结果为识别位点位于 aa 113-137，4E12D6、7H9A6 与

9F10G3 筛选结果为识别位点位于 aa 107-137。 

表 3-11 抗原表位第二轮筛选结果 

Table 3-11 Results of the second round of epitope screening 

截短肽段 2B2B3 3C5D6 4E12D6 4H1E8 7H9A6 9F10G3 

F9:aa 113-339 + + - + - - 

F10:aa 125-339 - - - - - - 

F11:aa 1-137 + + + + + + 

F12:aa 1-150 + + + + + + 

F13:aa 103-339 + + + + + + 

F14:aa 107-339 + + + + + + 

F15:aa 1-113 - - - - - - 

F16:aa 1-109 - - - - - - 

F17:aa 120-339 - + - - - - 

F18:aa 117-339 - + - + - - 

F19:aa 1-125 - + + + + + 

F20:aa 1-122 - - + - + + 

3.2.3 抗原表位第三轮筛选结果 

将第三轮截短体质粒转染验证后，制备样品进行 WB，结果如表 3-12 所示，6 株单抗中，

2B2B3 筛选结果为 aa 114-131、3C5D6 筛选结果为 aa 121-124、4E12D6 筛选结果为 aa 110-119、

4H1E8 筛选结果为 aa 119-125，7H9A6 筛选结果为 aa 110-121，9F10G3 筛选结果为 aa 107-122。

2B2B3、3C5D6、4E12D6、7H9A6 需进一步单个截短精确定位。 

表 3-12 抗原表位第三轮筛选结果 

Table 3-12 Results of the third round of epitope screening 

截短肽段 2B2B3 3C5D6 4E12D6 4H1E8 7H9A6 9F10G3 

F21:aa 107-122   +  + + 

F22:aa 110-122   +  + - 

F23:aa 109-122   +  + - 

F24:aa 108-122   +  + - 
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表 3-12（续） 

截短肽段 2B2B3 3C5D6 4E12D6 4H1E8 7H9A6 9F10G3 

F25:aa 107-119   +  - - 

F26:aa 107-120   +  - - 

F27:aa 107-121   +  + - 

F28:aa 117-125  +  +   

F29:aa 118-125  +  +   

F30:aa 119-125  +  +   

F31:aa 120-125  +  -   

F32:aa 121-125  +  -   

F33:aa 117-124  +  -   

F34:aa 114-137 +   +   

F35:aa 114-125 -   +   

F36:aa 114-128 -   +   

F37:aa 114-131 +   +   

F38:aa 114-134 +   +   

F39:aa 117-137 -   +   

3.2.4 抗原表位精确定位结果 

将第三轮筛选出的表位，首尾进行单个氨基酸截短，转染后制备样品进行 WB，结果如图 3-

1，3-2 所示，2B2B3 表位缺失 115 位 A 残基后，无法识别截短体 F40，缺失 130 位 A 残基后，同

样丧失识别能力（F43），精确定位 2B2B3 识别的抗原表位为 115ALRQILRESGGIDKEA130；同理，

3C5D6 识别表位为 121RESG124；  4E12D6 识别表位为 111VNEEALR117；4H1E8 识别表位为

119ILRESGG125 ， 7H9A6 识 别 表 位 为 110FVNEEALRQILR121 ， 9F10G3 识 别 表 位 为

107PGKFVNEEALRQILRE122，最长的为 9F10G3 识别的表位，共 16 个氨基酸残基，最短的为 3C5D6

识别的表位，共 4 个氨基酸残基。 

图 3-1 HA1 蛋白结构与表位示意图 

Figure 3-1 Structure and epitopes of HA1 protein 
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图 3-2 精确定位结果 

Figure 3-2 Results of precise positioning 

3.2.5 抗原表位建模与分析 

单克隆抗体 4H1E8 和 7H9A6 识别的抗原表位分别为青色和浅绿色。根据 H7N9 流感病毒的

结构，A（红色）、B（黄色）、C（绿色）、D（蓝色）、E（紫色）五个主要抗原位点位于 HA 表面

（PDB:6d8b，图 3-3），由结构得出，鉴定出的抗原表位与 A-E 五个主要抗原位点均无交叉，位于

D 与 E 位点下方的一处凹陷内，部分位于残留酯酶域与受体结合域。结构图是由 Pymol 软件

（Delano Scientific）生成。 

图 3-3 抗原表位建模 

Figure 3-3 Modeling of epitopes 
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登录 GenBank 数据库，选用“折叠相同序列”下载 H7N9 流感病毒 HA 蛋白序列，将 6 株单

抗筛选出的抗原表位所在肽段（aa 107-130）进行序列对比分析，使用 Web Logo3 在线工具

（weblogo.threeplusone.com）生成 Logo 分析图（图 3-4），整个肽段在 H7N9 流感病毒 HA 蛋白序

列中，除 115 与 130 位氨基酸残基有不同程度的突变外，其余氨基酸残基均高度保守。 

图 3-4 抗原表位保守性分析 

Figure 3-4 Conservative analysis of epitopes 

3.3 小结 

本章通过设计多轮截短体对特异性中和 H7N9 亚型流感病毒的单克隆抗体识别的抗原表位进

行了鉴定，结果显示，单抗识别的抗原表位距 RBS 域较远，这可能是单抗不具有 HI 活性的原因；

其次鉴定出的抗原表位位于 HA 蛋白的内侧面，靶向残留酯酶域，通过影响 HA 蛋白三聚体结构

的稳定性抑制 H7N9 亚型流感病毒的吸附；最后在所有 H7N9 亚型流感病毒中，单抗识别的表位

高度保守，支持了前述研究结果，即这些单克隆抗体可与不同的 H7N9 亚型流感病毒发生反应。 

3.4. 讨论 

HA 是 A 型流感病毒的主要表面糖蛋白，在 HA0 前体裂解后，HA 以同型三聚体的形式出

现，每个单体由二硫键连接的 HA1 和 HA2 亚基组成(BIZEBARD et al., 1995)。HA1 亚基含有受

体结合位点(RBS)，通过与唾液酸受体结合促进流感病毒吸附(ZOST et al., 2019)，而 HA2 亚基通

过酸碱诱导的构象变化，导致病毒与细胞膜之间的融合(GE et al., 2014)。 

HA 蛋白是 IAV 疫苗和抗病毒药物开发的主要靶点。大多数以 HA 蛋白为靶点的中和抗体通

常可以被归类为识别头或茎结构域的抗体。为了抑制病毒感染，与 HA 头部结合的中和抗体通常

会阻断病毒吸附，而与 HA 茎部结合的抗体通过阻止膜融合、阻断 HA0 的裂解发挥中和作用

(BANGARU et al., 2018; BRANDENBURG et al., 2013; DILILLO et al., 2014; HUBER et al., 2001)。

HA 的典型抗原位点通常可以聚集在五个位点上，分别为 A、B、C、D 或 E(EKIERT et al., 2011; 

WILEY et al., 1981)。位点 A 和 B 靠近 RBS 区域，位点 C 和 D 位于亚基界面，位点 E 位于残留

酯酶(VE)结构域内。 

本研究开发并鉴定了 6 个抗 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白的单克隆抗体（2B2B3、3C5D6、

4E12D6、4H1E8、7H9A6 和 9F10G3）。表位研究表明，6 个单克隆抗体识别了 H7 亚型流感病毒

中横跨 RBS 和 VE 区域的独特和新颖的表位。6 株单克隆抗体结合在 H7 亚型流感病毒 HA 蛋白

的球形头部区域的内侧位点。2B2B3、3C5D6 和 4H1E8 识别的表位含有 121RESG124。最近，Yao
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等报道了 mAbs 2F8/3F6/5C11 识别 H7 禽流感病毒中高度保守的表位“RESGG”，但其中和或保护

作用尚未得到评价。而 4E12D6、7H9A6 和 9F10G3 识别的表位与之前鉴定的所有单克隆抗体不

同。在 H7 亚型流感病毒中，单克隆抗体识别的表位高度保守，支持了前述研究结果，即这些单

克隆抗体可与不同的 H7N9 亚型流感病毒发生反应。 

由于 HA 蛋白在病毒入侵中的重要作用，RBS 是亚型特异性广泛中和抗体的理想靶点。大多

数流感病毒抗 HA 蛋白的中和抗体能够识别 RBS 周围的表位，如单克隆抗体 1H10、HNIgGA6 和

1B2，这些抗体通常具有跨亚型中和活性(CHEN et al., 2017; STADLBAUER et al., 2018; YANG et 

al., 2020)。本研究数据表明，这 6 个单克隆抗体的表位距离 RBS 区域较远，这可能是单克隆抗体

没有 HI 活性的原因。另一方面，以 4H1E8 和 7H9A6 单克隆抗体为代表的单克隆抗体具有中和

作用并阻断病毒吸附，这可能是由于其产生的空间位阻效应。 

对流感病毒疫苗的体液反应传统上是用血凝抑制试验来评估的。HI 试验测量了与 HA 头部结

构域结合特异性抗体的滴度，该抗体抑制 HA 蛋白与宿主唾液酸受体的结合(KRAMMER et al., 

2013)。然而，目前还不清楚何种水平的 HI 滴度与对流感病毒的保护有关(ANDREWS et al., 2017; 

NACHBAGAUER et al., 2017)。此前的研究报告称，一些人在接种 H7N9 亚型流感病毒疫苗后，

血清没有呈现 HI 活性，但产生了高水平的抗 H7 抗体，并且这些血清在动物模型中具有部分保护

作用(GAO et al., 2021; STADLBAUER et al., 2017)。实验结果表明，这种保护作用可能是通过茎反

应性抗体和 Fc 介导的效应因子功能如 ADCC 和 ADCP 介导的。在本研究中，数据表明当抗体识

别 HA 头部结构域的独特表位而不具有 HI 活性时，可以具有中和活性和保护作用。在此有理由

假设，临床中流感病毒的部分抗体可能与本研究中的抗体具有相似的特征，只依靠 HI 滴度的高

低来判定体内抗体水平的高低及免疫效果的好坏是不可靠的。 

 



中国农业科学院硕士学位论文                  第四章 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白单抗体内保护效力研究 

34 

第四章 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白单抗体内保护效力研究 

前述章节筛选得到两株特异性中和 H7N9 亚型流感病毒的单抗 4H1E8 与 7H9A6，并阐明单

抗通过阻断 H7N9 亚型流感病毒吸附过程发挥中和活性，但是对单抗在体内的保护效力与应用潜

力尚不清楚。接下来，本章致力于对单抗在体内的保护效力进行研究。 

4.1 材料与方法 

4.1.1 病毒、细胞和试验动物 

杂交瘤细胞由本实验室保存；HEK293T、A549 细胞购自 ATCC；BALB/c 小鼠购自维通利华

实验动物有限公司。SPF 级鸡胚购自山东昊泰实验动物繁育有限公司。本研究所涉及的动物实验

严格按照《中华人民共和国科技部实验动物养护使用指南》中的规定进行。涉及 H7N9 亚型流感

病毒的研究使用的均为低致病性毒株，在中国农业科学院兰州兽医研究所生物安全实验室进行相

关试验。动物实验操作及流程经由中国农业科学院兰州兽医研究所动物伦理委员会批准。动物实

验操作严格遵守《实验动物饲养管理和使用指南，第八版》，《实验动物管理条例，1987 年》等相

关文件。 

4.1.2 主要试剂 

Protein A/G 抗体亲和介质、NHS-activiated Bestarose 4FF 预活化亲和介质、谷胱甘肽亲和介

质 GST Bestarose 4FF/GST Bestarose 4B 购自博格隆公司；NP 抗体购自 Sino Biological 公司；其

他试剂详见第二章。 

4.1.3 主要仪器 

小鼠独立送回风净化笼 IVC 购自苏州市苏杭科技器材有限公司；鸡胚箱体式孵化机购自青岛

兴仪电子设备有限公司；LightCycler 480 II 定量 PCR 仪购自德国罗氏诊断公司；生物安全柜购自

苏州苏洁净化设备有限公司；高通量组织研磨器购自德国 QIAGEN 公司；高速低温离心机购自美

国 Thermo Fisher 公司；其他仪器详见第二章。 

4.1.4 原核表达质粒的构建 

根据 SZ19-HA 蛋白序列设计引物，扩增带有 pGEX-4T-1 同源臂的目的基因，用同源重组连

接酶将目的基因与载体 pGEX-4T-1 连接起来，步骤详见 3.1.4。 

4.1.5 蛋白诱导表达 

阳性质粒转化 BL21 表达感受态细胞（不同蛋白可用多种表达感受态尝试），挑取 3 个单克隆

于 37℃，220 r/min 培养 12 h；按 1:100 接种 5 mL Amp+LB 培养基中，在 37℃，220 r/min 条件下

培养至吸光值达到 0.4~0.6；取 1 mL 菌液在 5000 r/min 下离心 1 min，弃去上清，收集菌体，加入
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50 μL 1×Loading Buffer 重悬菌体，然后 100℃煮样 10 min 后冻存于-20℃储存备用，为诱导前样

品；剩余 4 mL 菌液放于冰上 30 min，然后加入终浓度为 0.1 mM 的 IPTG，在 16℃ 180 r/min 条

件下诱导 24 h，取样 500 μL，加入 500 μL 甘油在-20℃冰箱储存备用，为阳性菌液；剩余 3.5 mL

菌液在 5000 r/min 下离心 1 min，弃去上清，收集菌体，用 500~800 μL PBS 重悬超声破碎菌体 3 

min 后，于 3000 r/min，离心 1 min，分离上清和沉淀，取上清 50 μL，加入 10 μL 6×Loading Buffer，

沉淀用 100 μL 1×Loading Buffer 重悬，100℃煮样 10 min，为诱导后上清样品和诱导后沉淀样品；

将诱导前样品、诱导后上清和沉淀进行 SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝染色液染色后观察蛋白表达

情况。 

4.1.6 原核蛋白纯化 

平衡缓冲液（超声液体 10× IB Wash Buffer，使用时稀释为 1×）：200 mM Tris-HCl；10 mM 

EDTA；10% Triton-X-100，pH 7.5。洗涤缓冲液：50 mM Tris-HCl，pH 8.0；洗脱缓冲液：50 mM

预冷 Tris-HCl，pH 8.0，10-20 mM 还原型谷胱甘肽； 

取 2 mL GST 琼脂糖凝胶预装柱，用 10 mL 平衡缓冲液平衡，然后取破碎上清 10 mL 样品上

样，收集流出液体；用 20 mL 洗涤缓冲液洗去未吸附的杂蛋白，收集每次洗涤的液体；用 10 mL

洗脱缓冲液洗脱目的蛋白，2 mL/管收集；再用 20 mL 平衡缓冲液平衡柱子，加 20%乙醇没过介

质，4℃保存，以备下次使用；收集的部分取样电泳检测纯化效果和纯度，BCA 法测定蛋白的浓

度。 

4.1.7 抗体纯化 

试剂配置：平衡缓冲液（20 mM 磷酸三钠，pH 7.0）、洗脱缓冲液（0.1 M 甘氨酸，pH 2.7）、

中和缓冲液（1 M Tris-HCl，pH 8.5）、1 M NaOH。为保护亲和介质，所使用的相关试剂均使用无

菌 ddH2O 配置并用滤器过滤后方可使用。 

将保存于 20%乙醇中的 Protein A 亲和层析介质取出，装入预装柱中，使用 ddH2O 冲洗 3 次，

每次 3 倍柱体积，然后在使用平衡缓冲液冲洗 3 次，每次 5 倍柱体积。将腹水与平衡缓冲液 1:1

均匀混合后，经过滤器过滤后，加入至预装柱中，控制流速 2 mL/min，反复过柱 3 次后，进行洗

脱，先使用平衡缓冲液清洗 5 次，每次 2 倍柱体积，清洗杂蛋白，收集流出液测定蛋白浓度，直

至流出液没有杂蛋白；以洗脱缓冲液洗脱与 Protein A 介质特异性结合的蛋白，共洗脱 15 次，每

次 2 mL，控制流速 2 mL/min，流出液立即使用中和缓冲液将 pH 中和至 7-8，没管流出液留取样

品进行 WB 检测洗脱效率；介质使用 NaOH 冲洗 5 倍柱体积后，再使用平衡缓冲液冲洗 10 倍柱

体积，加入 20%乙醇将介质保存于 4℃。 

4.1.8 抗原特异抗体亲和层析 

偶联溶液：偶联缓冲液 1：0.2 M NaHCO3，0.5 M NaCl，pH 8.3；偶联缓冲液 2：1 mM HCl；

偶联缓冲液 3：0.1 M Tris-HCl，pH 8.5；偶联缓冲液 4：0.1 M CH3COONa，0.5 M NaCl，pH 4~5。 

纯化溶液：平衡缓冲液：0.15 M NaCl，20 mM Na2HPO4，pH 7.0；洗脱缓冲液：0.1 M Glycine，

pH 3.0；中和缓冲液：1 M Tris-HCl，pH 8.5。 
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抗原偶联介质：偶联缓冲液配好之后放在冰上冷却后使用；在预装柱中加入 3 mL 浸泡于 20%

乙醇中的 NHS-activated Bestarose 4FF 介质，使用 50 mL 预冷的偶联缓冲液 2 冲洗介质；用 10 mL

预冷的偶联缓冲液 1 充分平衡介质；将纯化好的抗原蛋白加入到介质中，体积比为：蛋白:介质

=1:0.5；在室温下偶联 2-4 h，4℃下可以过夜偶联（将介质转入 5 mL 离心管中，在摇床上孵育）；

偶联完成后，将蛋白与介质混合液转入柱子中，用预冷的偶联缓冲液 3 室温封闭介质 2 h；封闭

完成后，用 10 mL 预冷偶联缓冲液 3 和偶联缓冲液 4 交替清洗介质 4 次；偶联完成后，加入平衡

缓冲液，4℃保存，或直接进行下一步。 

抗体纯化：将腹水和平衡缓冲液以体积比按 1:1 混合后，加入偶联后的介质中；用 50 mL 平

衡缓冲液洗涤介质 3 次；用 3 mL 柱体积的洗脱缓冲液洗脱介质 3 次，每次室温孵育 5 min；洗脱

后的溶液立即用中和缓冲液中和至 pH 为 7~8 （中和缓冲液：洗脱液体积大约为 1:20，注意中和

缓冲液不要加过量，否则 pH 过高会影响实验结果）；以上每一步的流出液收集以便后续检测。纯

化后的抗体用考马斯亮蓝染色、Western Blotting 或间接免疫荧光进行检测。 

4.1.9 单抗预防试验 

每组 16 只 SPF（Specific-pathogen-free, SPF）级 BALB/c 雌性小鼠，其中 10 只小鼠观察体重

变化和死亡率，6 只采集脏器做病理检查与病毒载量滴定；设对照组、空白组、预防组；感染剂

量分为亚致死剂量组（106 EID50/50 μL）与致死剂量组（107 EID50/50 μL）；用药剂量分为低剂量

组（20 mg/kg）与高剂量组（30 mg/kg）。 

小鼠到达后适应 2~4 天，按照来时分组分配笼具饲养，每只打上耳标，做好记录；如图 4-1

所示，在感染前 24 h 腹腔注射纯化单克隆抗体，对照组注射相同剂量的 PBS；将已滴定 EID50的

病毒液取出并置于冰上融化，然后将病毒液稀释至攻毒剂量，感染小鼠前，挑选重量相似的小鼠

用于体重变化实验并做好记录，每只小鼠滴鼻感染 50 μL，对照组感染相同剂量病毒液。 

小鼠体重变化实验和存活率实验包括攻毒当日共计 15 天。感染后 3 天和 5 天剖杀小鼠，共

采集 5 种脏器，分别为脾脏、肾脏、肺脏、脑和鼻甲。采集的脏器应放置在干冰上，采集 SPF 鼠

的脏器作为对照，实验结束后采集的脏器保留两份，一份置于-80℃保存用于病毒载量滴定，一份

置于福尔马林溶液中保存用于组织病理切片分析。 

图 4-1 单抗预防试验示意图 

Figure 4-1 Schematic diagram of mAb prophylactic experiment 
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4.1.10 单抗治疗试验 

亚致死剂量组（106 EID50/50 μL）与致死剂量组（107 EID50/50 μL）滴鼻感染小鼠 12 h 后，按

低剂量组（20 mg/kg）与高剂量组（30 mg/kg）每组腹腔注射单克隆抗体，放入原笼具饲养，在第

二天与第四天分别注射同剂量的抗体，其他操作同 4.1.9。具体试验流程见图 4-2。 

图 4-2 单抗治疗试验示意图 

Figure 4-2 Schematic diagram of mAb therapeutic experiment 

4.1.11 肺组织病理学检测 

感染后第 3 天和第 5 天，采集空白组、对照组、用药组小鼠肺组织，于 PBS 中轻轻的漂去残

留血迹与异物，于 10%福尔马林溶液中固定，24 h 后更换固定液，固定完毕的组织统一送至成都

扬克斯生物科技有限公司制作组织切片和 HE 染色。 

4.1.12 组织病毒载量滴定 

取采集的脾脏、肾脏、肺脏、脑和鼻甲，做好标记，每个脏器称重后记录，加入 PBS 与无菌

的钢珠，于组织破碎仪内进行组织破碎，夹板内加入碎冰保持低温，所有操作脏器必须置于冰上，

以免影响结果。组织匀浆后，8000 r/min 离心 10 min，取上清作 10 倍倍比稀释至 10-1、10-2、10-

3、10-4、10-5、10-6、10-7…稀释度，稀释好的病毒放置于冰上暂存；取合适的稀释度接胚，每个稀

释度接种 9~11 天 SPF 鸡胚 3-5 枚，接种量为 0.1 mL/枚；37℃温箱培养，逐日观察至 48 h；检测

血凝，有血凝则判断为感染阳性；根据血凝价公式，计算 EID50。 

4.2 结果 

4.2.1 原核蛋白纯化 

将 SZ19-HA1 蛋白序列通过同源重组连接至 pGEX-4T-1 载体后，进行质粒构建，经过测序与

WB 验证构建成功的阳性质粒转化至 BL21 表达感受态，加入 0.6 mmol/mL 的 IPTG，16℃ 180 

r/min 低温诱导 16 h 后，6000 r/min 离心 10 min，使用平衡缓冲液重悬沉淀菌体后，150 W 40 min

超声裂解菌体，8000 r/min 离心 20 min 后取上清与 GST Bestarose 4FF 介质 4℃过夜孵育，使用谷

胱甘肽还原酶洗脱进行原核 H7N9-HA1 蛋白纯化。纯化结果如图 4-3 显示，成功纯化出 SZ19-HA1

原核表达蛋白。 
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图 4-3 SZ19-HA1 原核蛋白的纯化 

Figure 4-3 Purification of prokaryotic expressed protein SZ19-HA1 

SZ19-HA1 原核蛋白的纯化：1. 诱导前；2. 挂柱前；3. 挂柱后；4. 缓冲液洗涤；5. 低浓度洗脱；6. 高浓度洗脱 

Purification of prokaryotic expressed protein SZ19-HA1: 1. Before the protein induction; 2. Before binding affinity medium; 3. After binding 

affinity medium; 4. Washing with equilibration buffer; 5. Washing with low concentration eluent; 6. Washing with high concentration eluent 

4.2.2 单克隆抗体纯化 

取冻存的 4H1E8 与 7H9A6 杂交瘤细胞，复苏后连续传代至合适密度，取 6~8 周龄的雌性

BALB/c 小鼠使用石蜡油致敏后腹腔接种杂交瘤细胞，待小鼠肚皮明显膨胀发紫后，收集腹水。

将腹水稀释后使用 ProteinA 进行 IgG 全抗体纯化，全抗体再进行抗原特异抗体亲和层析进行提

纯，纯化效果如图 4-4，验证纯化单克隆抗体的生物活性后，透析并使用超滤柱对抗体进行浓缩，

浓缩后 BCA 法测定抗体的浓度可达到 800 µg/mL 以上，可满足后续预防治疗试验所用浓度。 

图 4-4 单克隆抗体的纯化 

Figure 4-4 Purification of monoclonal antibody 

4.2.3 单抗预防试验 

本研究为了评估单抗在小鼠体内的保护作用，选择两株具有高中和活性和高亲和力的单克隆

抗体(4H1E8 和 7H9A6)作为代表性抗体，选取两种不同感染剂量（106 EID50 或 107 EID50）与接种



中国农业科学院硕士学位论文                  第四章 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白单抗体内保护效力研究 

39 

剂量（20 或 30 mg/kg），检测其对 BALB/c 小鼠的预防作用。如图 4-5 所示，致死剂量对照组在

感染H7N9亚型流感病毒3~5天后有严重的临床症状，且在9天内死亡；亚致死剂量对照组（n=10）

部分（4/10）在感染后 8 天内死亡。亚致死剂量组小鼠在感染后第 8 天体重开始大幅回升，接种

单抗的小鼠在感染后第六天体重开始回升，且体重损失较少，其中接种 4H1E8 组小鼠体重下降最

少且恢复体重最快；致死剂量组小鼠在感染后 9 天内全部死亡，接种单克隆抗体的的小鼠在感染

后第 7 天体重开始恢复。 

图 4-5 单抗预防试验小鼠体重变化曲线 

Figure 4-5 Weight loss of prophylactic efficacy of mAbs in mice challenged with H7N9 virus 

在存活率方面，接受亚致死剂量感染的小鼠存活率为 60%，部分小鼠于 8 天内死亡，使用不

同剂量的单克隆抗体预防接种的小鼠均可对亚致死剂量感染产生 100%保护。接受致死剂量感染

的小鼠，在感染后 9 天内全部死亡，4H1E8 组 20 mg/kg 剂量可对小鼠提供 80%的保护作用，30 

mg/kg 剂量时，保护率可提升至 100%；7H9A6 组 20 mg/kg 剂量可提供 70%的保护率，30 mg/kg

剂量时，可完全保护小鼠免受致死性感染；同时，4H1E8+7H9A6 混合组在剂量为 20 mg/kg 时具

有 100%的保护作用（图 4-6），而在剂量为 30 mg/kg 时体重下降最少。 

图 4-6 单抗预防试验小鼠存活曲线 

Figure 4-6 Survival of prophylactic efficacy of mAbs in mice challenged with H7N9 virus 

在致死剂量与亚致死剂量 H7N9 亚型流感病毒感染小鼠后的第 3 天与第 5 天，每组随机挑取

三只小鼠进行麻醉后安乐死，采集每只小鼠的肺部组织，使用无菌 PBS 冲洗干净后，置于福尔马

林组织固定液中固定，进行 HE 染色与病理切片，如图 4-7 所示，在小鼠模型中可以观察到典型

肺组织损伤，接受亚致死或致死剂量感染组的小鼠肺部严重损伤，表现为弥漫性肺泡损伤，肺泡

间隔增厚，支气管/细支气管上皮明显增生，肺泡、支气管及血管周围广泛炎性细胞浸润。与此相

反，接种单克隆抗体的小鼠在致死剂量与亚致死剂量感染后第 3 天仅观察到轻度肺损伤，大多数

肺泡间隔和空腔正常，肺泡间隔与上皮结构明显，支气管/细支气管和血管周围仅观察到少量炎性

细胞浸润。 
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图 4-7 肺脏组织病理学观察 

Figure 4-7 Histopathological observation of lung 

为了通过抑制病毒增殖来验证其预防作用，对小鼠肺和鼻甲内的病毒载量进行了检测。如图

（图 4-8）所示，致死剂量与亚致死剂量感染后的小鼠肺部病毒载量可达 106 EID50以上，预防性

接种单克隆抗体后，小鼠肺部与鼻甲内的病毒载量有不同程度的降低，致死剂量攻毒小鼠肺组织

中的病毒滴度在感染后第 3 天显著下降，提示单抗有较好的预防 H7N9 亚型流感病毒感染的作用。 

图 4-8 组织病毒载量滴定 

Figure 4-8 Viral titration of tissues 

4.2.4 单抗治疗试验 

对于 4H1E8 和 7H9A6 对 H7N9 病毒的治疗效果，每组 16 只小鼠在感染 H7N9 流感病毒后

12 h 和 36 h 注射抗体（i.p）。20 或 30 mg/kg 剂量的抗体对亚致死剂量的小鼠提供了完全的保护。

体重减轻 20%后，体重开始恢复，在 30 mg/kg 时比 20 mg/kg 时体重恢复更明显（图 4-9）。当致

死剂量感染时，4H1E8 在 20 或 30 mg/kg 的剂量下提供 80%或 90%的保护，7H9A6 在 20 或 30 

mg/kg 的剂量下提供 90%或 100%的保护（图 4-10）。同时，4H1E8+7H9A6 在 20 或 30 mg/kg 剂

量下可提供 100%或 90%的保护。 
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图 4-9 单抗治疗试验小鼠体重变化曲线 

Figure 4-9 Weight loss of therapeutic efficacy of mAbs in mice challenged with H7N9 virus 

图 4-10 单抗治疗试验小鼠存活曲线 

Figure 4-10 Survival of therapeutic efficacy of mAbs in mice challenged with H7N9 virus 

与预防组相似，治疗组小鼠经单克隆抗体治疗后肺损伤得到明显抑制。对照组小鼠出现间质

性肺炎，肺泡间隔增厚，支气管/细支气管上皮明显增生，肺间质可见大量蓝染的炎性细胞浸润，

而亚致死剂量治疗组 3 天小鼠基本正常，偶见肺泡扩张，少量的炎性细胞渗出（图 4-11），致死

剂量治疗组小鼠肺部损伤也明显得到抑制，支气管/细支气管与血管周围见少量炎性细胞浸润，肺

泡间隔与空腔正常，上皮组织结构明显。 

图 4-11 肺脏组织病理学观察 

Figure 4-11 Histopathological observation of lung 
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致死剂量与亚致死剂量感染后的小鼠肺组织病毒载量可达 106 EID50以上，鼻甲可达 105 EID50

以上，接种单克隆抗体治疗后，亚致死剂量组小鼠肺部病毒载量在感染后第 3 天与第 5 天显著降

低，鼻甲中的病毒载量也呈现下降趋势；致死剂量组小鼠肺部与鼻甲中的病毒载量在感染后第 3

天与第 5 天都呈现明显降低，其中鼻甲中的病毒载量降低最为明显，可降低 70 倍，其中 4H+7H

混合组较接种单个抗体在降低病毒载量方面表现出优势。（图 4-12）。 

图 4-12 组织病毒载量滴定 

Figure 4-12 Viral titration of tissues 

4.3 小结 

本章对两株高特异性中和 H7N9 亚型流感病毒的单抗（ 4H1E8 与 7H9A6）进行了体内保护效

力研究。结果显示，在预防与治疗试验中，两株单抗均能对 H7N9 亚型流感病毒感染发挥完全保

护效应，无论是在致死剂量组还是亚致死剂量组，均能加快小鼠体重恢复，显著降低死亡率，减

轻肺组织病变与维持肺组织基本结构，在治疗试验中，单抗能够显著降低肺与鼻甲内的病毒载量。

因此，此两株单抗可作为预防或治疗 H7N9 亚型流感病毒感染的候选抗体。 

4.4 讨论 

自 2013 年首例人感染 H7N9 亚型流感病毒以来，该亚型流感病毒长期在中国流行，患者的

一般临床表现为流感样症状，但易引起急性呼吸窘迫综合征，尤其是老年人和儿童。截至目前，

H7N9 亚型流感病毒共导致 1568 例人类感染病例，其中 615 例死亡(LI et al., 2021; SHI et al., 2017; 

SHI et al., 2018; ZENG et al., 2018; ZHANG et al., 2013)。由于感染的严重性和人类的高死亡率，

H7N9 亚型流感病毒引起了全球的重大健康关注。目前迫切需要一种有效的抗病毒疗法来对抗

H7N9 亚型流感病毒感染。中和性抗体可以预防病毒感染，最近的研究显示了其治疗 A 型流感病

毒感染的前景(EKIERT et al., 2011; YOSHIDA et al., 2009)。 

本研究在小鼠模型中评估了 4H1E8 和 7H9A6 单克隆抗体的保护作用。在预防试验中，腹腔

注射 20mg /kg 或更高剂量的单克隆抗体 4H1E8 和 7H9A6，显著保护小鼠免受亚致死和致死剂量

的 H7N9 亚型流感病毒的侵袭。在治疗试验中，4H1E8 和 7H9A6 对致命的 H7N9 病毒也显示出

显著的保护作用，对 H7N9 亚型流感病毒感染的保护率可达 90%以上。对于被亚致死剂量病毒感

染的小鼠，抗体治疗可显著改善健康状况，体重恢复较快。进一步的评估表明，该保护作用与呼
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吸道病毒载量下降有关，表明 H7N9 亚型流感病毒诱导疾病的限制是由于抑制病毒增殖。组织病

理学检测也支持这些发现。用单克隆抗体进行预防或治疗，可明显减少病毒感染引起的肺部病变。

未来，将在接种其他 H7 亚型流感病毒毒株时，甚至在感染后，确定抗体的有效性。总的来说，

数据表明 4H1E8 和 7H9A6 可以对 H7N9 亚型流感病毒感染有很好的预防与治疗作用。体内研究

表明，4H1E8 或 7H9A6 在预防或治疗上可保护小鼠免受致命或亚致命攻击，减少病毒复制和肺

部病变，这些单克隆抗体可能是一种可以用于预防或治疗 H7N9 亚型流感病毒感染的候选抗体。 
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第五章 结论 

1. 成功制备并筛选获得特异性识别 H7N9 亚型流感病毒 HA1 蛋白且中和活性与亲和力较高

的两株单克隆抗体（4H1E8 与 7H9A6），并且阐明筛选出的单克隆抗体通过阻断 H7N9 亚型流感

病毒粒子的吸附过程发挥抑制病毒增殖的作用。 

2. 筛选出两个新的 H7N9亚型流感病毒 HA1 蛋白的中和表位（121RESG124与 111VNEEALR117），

在 H7N9 亚型流感病毒中高度保守。 

3. 单克隆抗体 4H1E8 与 7H9A6 可对 H7N9 亚型流感病毒感染产生完全保护效应，显著降低

组织病理损伤与病毒载量，可应用于预防与治疗 H7N9 亚型流感病毒感染。 
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附录 A 

H7N9-SZ19-HA 蛋白编码区核苷酸序列 

ATG AAC ACT CAA ATC CTG GTA TTC GCT CTG ATT GCG ATC ATT CCA ACA AAT GCA GAC 

AAA ATC TGC CTC GGA CAT CAT GCC GTG TCA AAC GGA ACC AAA GTA AAC ACA TTA ACT 

GAA AGA GGA GTG GAA GTC GTC AAT GCA ACT GAA ACA GTG GAA CGA ACA AAC ATC 

CCC AGG ATC TGC TCA AAA GGG AAA AGG ACA GTT GAC CTC GGT CAA TGT GGA CTC 

CTG GGG ACA ATC ACT GGA CCA CCT CAA TGT GAC CAA TTC CTA GAA TTT TCG GCC GAT 

TTA ATT ATT GAG AGG CGA GAA GGA AGT GAT GTC TGT TAT CCT GGG AAA TTC GTG AAT 

GAA GAA GCT CTG AGG CAA ATT CTC AGA GAA TCA GGC GGA ATT GAC AAG GAA GCA 

ATG GGA TTC ACA TAC AAT GGA ATA AGA ACT AAT GGA GTA ACC AGT GCA TGT AAG AGA 

TCA GGA TCT TCA TTC TAT GCA GAA ATG AAA TGG CTC CTG TCA AAC ACA GAT AAT GCT 

GCA TTC CCG CAG ATG ACT AAG TCA TAT AAA AAT ACA AGA AAA AGC CCA GCT ATA ATA 

GTA TGG GGG ATC CAT CAT TCC GTT TCA ACT GCA GAG CAA ACC AAG CTA TAT GGG AGT 

GGA AAC AAA CTG GTG ACA GTT GGG AGT TCT AAT TAT CAA CAA TCT TTC GTA CCG AGT 

CCA GGA GCG AGA CCA CAA GTT AAT GGT CTA TCT GGA AGA ATT GAC TTT CAT TGG CTA 

ATG CTA AAT CCC AAT GAT ACA GTC ACT TTC AGT TTC AAT GGG GCT TTC ATA GCT CCA 

GAC CGT GCA AGC TTC CTG AGA GGA AAA TCT ATG GGA ATC CAG AGT GGA GTA CAG 

GTT GAT GCC AAT TGT GAA GGG GAC TGC TAT CAT AGT GGT GGG ACA ATA ATA AGT AAC 

TTG CCA TTT CAG AAC ATA GAT AGC AGG GCA GTT GGA AAA TGT CCG AGA TAT GTT AAG 

CAA AGG AGT CTG CTG CTG GCA ACA GGG ATG AAG AAT GTT CCT GAG ATT CCA AAG 

GGA AGA GGC CTA TTT GGT GCT ATA GCG GGT TTC ATT GAA AAT GGA TGG GAA GGC CTA 

ATT GAT GGT TGG TAT GGT TTC AGA CAC CAG AAT GCA CAG GGA GAG GGA ACT GCT 

GCA GAT TAC AAA AGC ACT CAA TCG GCA ATT GAT CAA ATA ACA GGG AAA TTA AAC CGG 

CTT ATA GCA AAA ACC AAC CAA CAA TTT GAG TTG ATA GAC AAT GAA TTC AAT GAG GTA 

GAG AAG CAA ATC GGT AAT GTG ATA AAT TGG ACC AGA GAT TCT ATA ACA GAA GTG TGG 

TCA TAC AAT GCT GAA CTC TTG GTA GCA ATG GAG AAC CAG CAT ACA ATT GAT CTG GCT 

GAT TCA GAA ATG GAC AAA CTG TAC GAA CGA GTG AAA AGA CAG CTG AGA GAG AAT 

GCT GAA GAG GAT GGC ACT GGT TGC TTT GAA ATA TTT CAC AAG TGT GAT GAT GAC TGT 

ATG GCC AGT ATT AGA AAT AAC ACC TAT GAT CAC AGA AAA TAC AGG GAA GAG GCA 

ATG CAA AAT AGA ATA CAG ATT GAC CCA GTC AAA CTA AGC AGC GGC TAC AAA GAT GTG 

ATA CTT TGG TTT AGC TTC GGG GCA TCA TGT TTC ATA CTT CTA GCC ATT GTA ATG GGC 

CTT GTC TTC ATA TGT GTA AAG AAT GGA AAC ATG CGG TGC ACT ATT TGT ATA TAA  
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