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摘   要：流感病毒血凝素蛋白 (hemagglutinin, HA) 的茎部区相对保守，是广谱疫苗、抗体与

病毒检测制剂的重要靶点。前期研究获得了一株与 H7N9 亚型禽流感病毒 HA 蛋白茎部多肽     

(aa 428–452) 反应的单克隆抗体 (5D3-1B5)。为系统评价其生物学特性，本研究测定了 5D3-1B5

的抗体效价 (IgG、血凝抑制与病毒中和滴度)，鉴定了抗体识别的抗原表位与编码基因的序列及结

构，并评价了抗体与不同亚型流感病毒的交叉反应性。结果显示，5D3-1B5 不具有针对 H7N9 病

毒的血凝抑制与病毒中和活性，但是与 HA 蛋白的反应性较强；基于多肽的酶联免疫吸附试验与

噬菌体表面展示随机多肽文库筛选的方法，鉴定了 5D3-1B5 识别的表位是位于 HA 茎部 C 螺旋区

的 431W-433Y-437L 基序，且含有该表位突变的重组 H7N9 病毒失去了与抗体的反应性；测定了抗体

可变区的基因序列并定位了轻链与重链可变区的互补决定区；抗体可变区的结构模拟与分子对接

则验证了抗体与 HA 蛋白茎部 C 螺旋区的结合；值得注意的是，5D3-1B5 与 group 1 和 2 不同亚型

的流感病毒具有广谱反应性。因此，5D3-1B5 具有作为流感病毒广谱检测与抗体治疗制剂的应用
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潜力，研究结果也为认识 H7N9 亚型禽流感病毒 HA 蛋白的抗原表位特征提供了新的信息。 

关键词：禽流感病毒；血凝素蛋白茎部；单克隆抗体；抗原表位；交叉反应性 
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Abstract: The conserved hemagglutinin (HA) stem region of avian influenza virus (AIV) is an 

important target for designing broad-spectrum vaccines, therapeutic antibodies and diagnostic reagents. 

Previously, we obtained a monoclonal antibody (mAb) (5D3-1B5) which was reactive with the HA stem 

epitope (aa 428–452) of H7N9 subtype AIV. To systematically characterize the mAb, we determined the 

antibody titers, including the HA-binding IgG, hemagglutination-inhibition (HI) and virus neutralizing 

(VN) titers. In addition, the antigenic epitope recognized by the antibody as well as the sequence and 

structure of the antibody variable region (VR) were also determined. Moreover, we evaluated the 

cross-reactivity of the antibody with influenza virus strains of different subtypes. The results showed 

that the 5D3-1B5 antibody had undetectable HI and VN activities against H7N9 virus, whereas it 

exhibited strong reactivity with the HA protein. Using the peptide-based enzyme-linked immunosorbent 

assay and biopanning with a phage-displayed random peptide library, a motif with the core sequence 

(431W-433Y-437L) in the C-helix domain in the HA stem was identified as the epitope recognized by 

5D3-1B5. Moreover, the mAb failed to react with the mutant H7N9 virus which contains mutations in 

the epitope. The VR of the antibody was sequenced and the complementarity determining regions in the 

VR of the light and heavy chains were determined. Structural modeling and molecular docking analysis 

of the VR verified specific binding between the antibody and the C-helix domain of the HA stem. 

Notably, 5D3-1B5 showed a broad cross-reactivity with influenza virus strains of different subtypes 

belonging to groups 1 and 2. In conclusion, 5D3-1B5 antibody is a promising candidate in terms of the 

development of broad-spectrum virus diagnostic reagents and therapeutic antibodies. Our findings also 

provided new information for understanding the epitope characteristics of the HA protein of H7N9 

subtype AIV. 

Keywords: avian influenza virus; hemagglutinin stem; monoclonal antibody; antigenic epitope; 
cross-reactivity 
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A 型流感病毒是一种重要的人畜共患病原

体。H1N1 和 H3N2 亚型流感病毒主要引起人的

季节性流感。根据世界卫生组织的数据[1]，季

节性流感相关的呼吸道疾病每年造成数十万人

死亡。此外，H5、H9 和 H7 亚型禽流感病毒 

(avian influenza virus, AIV) 在家禽中广泛流

行，严重危害家禽养殖与公共卫生安全。因此，

流感病毒是人类健康与养殖业发展的重大威胁。 

流感防控的最大挑战来自病毒的快速与高

度变异。人的季节性流感疫苗每年都需要进行更

新，禽流感疫苗也要根据病毒的变异进行频繁

的换代[2]。流感病毒为单股负链 RNA 病毒，基

因组包含 8 个节段。病毒的 8 个基因都在不断进

化，但两个表面糖蛋白，血凝素 (hemagglutinin, 

HA) 和神经氨酸酶  (neuraminidase, NA) 基因

的变异最为显著[3]。按照 HA与 NA基因的差异，

流感病毒分为 18 个 HA 亚型与 11 个 NA 亚型，

而所有的 HA 亚型基于遗传发生关系又分为

group 1 和 2 两大类[4]。流感病毒主要通过两种

机制实现快速变异：一是抗原漂移，即病毒基

因中点突变的积累引起的抗原性改变；二是抗

原转换，即两个或多个毒株之间基因片段的重

配，产生新的亚型[5]。 

研制广谱流感疫苗及检测制剂是应对病毒

快速、高度变异与疾病防控的有效措施。因此，

保守的病毒蛋白与表位是研制广谱抗病毒与检

测制剂的首选靶点[6-7]。HA 蛋白是病毒粒子表

面最重要的抗原成分，由高度变异的头部与保

守的茎部构成[8]。目前，已有研究利用 HA 茎部

为靶点研制了交叉反应性良好的流感疫苗与单

克隆抗体 (单抗)，作为流感广谱性预防、感染

治疗与检测的重要手段[9-10]。其中，HA 茎部特

异性单抗在流感病毒的广谱预防以及感染治疗

中均显示出很好的应用前景[11]。此外，针对保

守表位的抗体作为流感病毒的广谱检测制剂，

可显著提高临床上流感病毒检测的效率，降低

疫病防控成本[12]。有研究报道，利用流感病毒

核衣壳蛋白与基质蛋白特异性单抗研制的胶体

金试纸，可检出临床样品中不同亚型的流感病

毒，显示了一定的应用前景[13]。但是，使用 HA

茎部单抗研制广谱型流感病毒检测制剂的研究

相对较少。茎部为 HA 蛋白的非免疫优势区[14]，

关于茎部的抗原表位特征及其在流感病毒 HA

蛋白免疫应答中的作用了解得还不够深入，限

制了对 HA 茎部单抗的开发利用。 

了解 HA 茎部的抗原表位对于开发广谱流

感疫苗、抗体与检测制剂具有重要意义。HA 茎

部由 HA1 亚单位 N 端和 C 端的一段与全部的

HA2 亚单位构成，包含多个 α 螺旋、β 折叠与

卷曲二级结构[15]。在酸性 pH 环境下，HA 茎部

发生构象改变，介导病毒囊膜与内体质膜的融

合，诱导病毒的内化与脱衣壳[16-17]。能够阻断

茎部介导的膜融合的抗体可以中和流感病毒的

感染性[18]；针对茎部其他表位的抗体可以激活

抗体可结晶片段  (fragment crystallizable, Fc) 

介导的免疫效应，如抗体依赖性细胞介导的

细胞毒作用  (antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity, ADCC)、抗体依赖性细胞吞噬作

用  (antibody-dependent cellular phagocytosis, 

ADCP) 及补体依赖性细胞毒作用 (complement- 

dependent cytotoxicity, CDC) 等，清除病毒粒子

或病毒感染的细胞[11]。关于流感病毒 HA 蛋白

茎部抗体的研究已取得重要进展。其中最引人

注意的一类是广谱中和性抗体。单抗 CR6261

识别由 HA2 的 A 螺旋和 HA1 少量氨基酸残基

组成的高度保守的表位，能阻断 HA 构象变化

介导的膜融合，对 group 1 流感病毒具有广谱中

和活性[19]；单抗 CR8020 识别 HA 茎部高度保

守的构象表位，能够阻断 HA 蛋白的融合构象

变化与裂解活化，对 group 2 流感病毒具有广谱
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中和活性[20]。另一类是广谱非中和抗体，如对

季节性 H1N1 亚型流感病毒和 H5N1 亚型 AIV

的 HA 蛋白有交叉反应的非中和抗体，能够通

过 ADCC 效应介导血液和呼吸道上皮细胞中病

毒的清除[21]；不具有中和活性的单抗 41-5D06

和 07-5E01 与 group 1 和 2 的流感病毒反应，能

够激活 ADCP 效应诱导病毒的清除[22]。但是，

针对 HA 茎部的广谱反应性抗体，尤其是非中和

单抗，识别的抗原表位尚缺乏系统深入的研究。 

我们前期用 H7N9 亚型 AIV (A/chicken/ 

Guangdong/GD15/2016, GD15 株) 的 HA 蛋白

免疫小鼠，获得了 1 株与 HA 茎部多肽     

(aa 428–452) 反应的单抗 (5D3-1B5)，提示该

抗体为茎部特异性抗体。本研究对 5D3-1B5 的

生物学特性、识别的抗原表位、抗体可变区基

因序列与结构及其交叉反应性进行了系统的分

析。研究结果为流感病毒的广谱检测与抗感染

制剂研发提供了新的靶点，并为认识 HA 茎部

的抗原表位特征提供了新的信息。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、病毒和蛋白 
真核表达载体 pHW2000、含有 H7N9 GD15

株 HA (裂解位点中 KRTA 被删除) 与 NA 基因

及含有 H9N2 亚型 AIV 6 个内部基因的真核表

达质粒[23]，由扬州大学农业农村部畜禽传染病

学重点开放实验室保存。11 种亚型 AIV 毒株由

本实验室分离保存 (表 1)。H7N9 rGD15 株为野

生型 GD15 株经 HA 裂解位点突变得到的减毒

株 [24]。杆状病毒表达系统表达的重组 HA 蛋

白 [25]由本实验室保存，其他亚型 HA 蛋白均购

自北京义翘神州生物技术有限公司 (表 2)。 

1.2  抗体、多肽与细胞 
单抗 5D3-1B5 与基于 HA 蛋白的短肽 (aa 

428–452) 于本实验室保存；犬肾上皮细胞系  

表 1  本研究使用的 AIV 毒株 
Table 1  AIV strains used in this study 

AIV strains Subtypes 

A/duck/Shandong/SDd11/2013 H1N1 

A/duck/Jiangsu/YZD3/2013  H3N2 

A/duck/Anhui/AHd38/2014  H4N6 

A/chicken/Eastern China/1404/2014  H5N1 

A/chicken/Yangzhou/YJD/2014 H5N6 

A/duck/Jiangsu/119/2015 H6N2 

A/chicken/Guangdong/GD15/2016 H7N9 

A/duck/Yangzhou/02/2005  H8N4 

A/chicken/Eastern China/0923/2015  H9N2 

A/duck/Jiangsu/XZD53/2014  H10N7 

A/duck/Jiangsu/YZD1/2013  H11N9 

 
表 2  本研究使用的 HA 蛋白 
Table 2  The influenza HA proteins used in this 
study 

Virus origin of the HA protein Subtypes 

A/PR/8/34 H1N1 

A/Wisconsin/67/2005 H3N2 

A/swine/Ontario/01911-1/99 H4N6 

A/Vietnam/1194/2004 H5N1 

A/chicken/Guangdong/GD15/2016 H7N9 

A/Hong Kong/1073/99 H9N2 

A/duck/AUS/341/1983 H15N8 

 
(Madin-Darby canine kidney cells, MDCK) 在含

有 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中培养。 

1.3  主要试剂 
DMEM 培养基与胎牛血清为 Gibco 公司产

品；感受态细胞购自北京全式金生物技术有限公

司；Ph.D.-12™噬菌体表面展示随机多肽文库、

限制性内切酶 BsmBⅠ为 NEB 产品；T4 DNA 连

接酶与 FITC 标记的羊抗鼠与抗鸡 IgG 抗体购自

ThermoFisher Scientific 公司；TMB 底物显色液及

BCA 蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技术有限

公司；质粒提取试剂盒、转染试剂为 Qiagen 公

司产品；96 孔酶标板购自上海源叶生物科技有

限公司；HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 抗体为 Merck

公司产品；反转录试剂盒购自 TaKaRa 公司。 
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1.4  单抗的生物学活性鉴定 
1.4.1  HI 活性测定 

按照标准操作流程测定抗体针对 H7N9 

rGD15 株的 HI 活性[26]。 

1.4.2  病毒中和活性测定 

进行微量中和试验测定抗体的病毒中和 

(virus neutralizing, VN) 活性。简要流程为：将

抗体进行 2 倍倍比稀释，然后与 100 个半数组

织细胞感染剂量的 GD15 株等量混合，在 37 ℃

下孵育 1 h；将混合物转移至 MDCK 细胞并培

养 72 h；收集培养上清液，用血凝试验测定病

毒感染。用 H7N9 灭活疫苗免疫鸡血清作为阳

性对照 (56 ℃热灭活 30 min)。将完全抑制病毒

感染的最高稀释度认定为抗体的 VN 效价。 

1.4.3  HA 蛋白的结合性测定 

用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验  (enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA) 与间接免疫荧光

试验 (indirect immunofluorescence assay, IFA)

测定 5D3-1B5 与 HA 蛋白的结合特性。ELISA

的简要流程为：取 100 μL 碳酸盐-碳酸氢盐缓

冲液 (0.05 mol/L Na2CO3/NaHCO3, pH 9.6) 稀

释的 HA 蛋白 (0.25 μg/mL) 加入 96 孔酶标板，

4 ℃包被过夜；用 PBST (含 0.05% Tween-20 的

PBS) 洗涤 3 次，然后用 100 μL 含 5 mg/mL BSA

的 PBST 进行封闭，37 ℃孵育 1 h；用 PBST 洗

涤 3 次，每孔加入不同浓度的单抗，100 μL/孔，

37 ℃孵育 1 h；PBST 洗涤 3 次，每孔加入 100 μL 

HRP 标记的羊抗鼠二抗 (1︰5 000)，37 ℃孵育

1 h；PBST 洗涤 3 次，每孔加入 100 μL 的 TMB

底物，室温避光孵育 10 min 后，再加入 50 μL

的 2 mol/L H2SO4 终止反应，最后在 450 nm 波

长下读取吸光值。以 H7N9 灭活疫苗免疫鸡血

清作为阳性对照，以正常小鼠血清为阴性对照，

计算样本吸光值与阴性对照吸光值的比值，比

值≥2.1 认定为阳性反应。 

IFA 的简要流程为：将 H7N9 GD15 株以 

0.1 个感染复数接种 MDCK 细胞，24 h 后弃上

清，用 4%多聚甲醛固定细胞，以 5D3-1B5     

(1︰500、1︰1 000、1︰2 000、1︰4 000 和     

1︰8 000) 为一抗，以 FITC标记的羊抗小鼠 IgG

抗体为二抗，用荧光显微镜观察。 

1.5  单抗识别的抗原表位鉴定 
1.5.1  基于多肽的 ELISA 

前期研究证实了 5D3-1B5 与 H7N9 HA 茎

部多肽 (aa 428–452) 的反应。为了对单抗识别

的抗原表位进行更精细的定位，将该段多肽截

短，产生重叠短肽，测定单抗与截短多肽的反

应性，参照 1.4.3 中 ELISA 流程，多肽包被浓

度为 0.1 μg/孔。 

1.5.2  噬菌体表面展示随机多肽文库淘选 

使用 Ph.D.-12™噬菌体表面展示随机多肽

文库鉴定 5D3-1B5 识别的模拟表位。简要流程

为：将 50 μL protein A 琼脂糖悬浮在 1 mL TBST 

(含 0.1% Tween-20 的 TBS) 中，低速离心 30 s

沉淀琼脂糖，弃去上清液；将琼脂糖悬浮在    

1 mL封闭缓冲液 (含有5 mg/mL BSA的0.1 mol/L 

NaHCO3) 中，4 ℃孵育 1 h；同时，将 1011 空

斑形成单位的噬菌体与 0.3 μg 抗体混合，室温

孵育 20 min；将噬菌体-抗体混合物转移至琼脂

糖中，室温孵育 15 min；离心沉淀琼脂糖，并

用 TBST 洗涤 10 次除去未结合的噬菌体；用   

1 mL 0.2 mol/L 甘氨酸洗脱缓冲液 (0.2 mol/L

甘氨酸-HCl，pH 2.2，1 mg/mL BSA) 重悬琼脂

糖，室温孵育 10 min，洗脱结合的噬菌体；将上

清液转移至新的离心管中，并用 150 μL 1 mol/L 

Tris-HCl (pH 9.1) 进行中和；取一小部分洗脱

液进行噬菌体滴度的测定，并将剩余的洗脱液

在 20 mL 大肠杆菌 Escherichia coli ER2738 培

养物中进行扩增。在连续 3 轮淘选后，随机挑

选 10 个单独的噬菌体空斑，扩增后提取基因
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组，使用-96 gⅢ测序引物 (5′-CCCTCATAGTT 

AGCGTAACG-3′) 对噬菌体插入基因片段进行

测序。基于测定的核苷酸序列推导噬菌体插入

的 12 肽氨基酸序列，并用 BioEdit 软件进行比

对找到 10 个噬菌体的共有序列。将 12 肽序列

与 H7N9 HA 蛋白的氨基酸序列比对，定位与单

抗反应的模拟表位。 

1.5.3  单抗识别表位的验证 

根据噬菌体文库筛选的结果，将模拟表位

的核心氨基酸均突变为丙氨酸 (A)，用反向遗

传技术构建表位突变的重组 H7N9 病毒，命名

为 rGD15-5D31B5mut。用 IFA 评价重组病毒与

5D3-1B5 的反应性，参照 1.4.3 中 IFA 流程。 

1.5.4  表位的保守性与定位分析 

使用 BioEdit 软件对 H1-H17 亚型流感病毒

的 HA 基因序列进行比对，用 Weblogo 工具分

析表位在不同亚型之间的保守性。此外，使用蛋

白质结构预测 Swiss-Model (https://swissmodel. 

expasy.org/) 在线工具，通过同源建模的方法对

H7N9 HA 蛋白进行三维结构模拟，使用蛋白质

三维结构分析软件 PyMOL对抗原表位在 HA蛋

白中的定位进行分析。 

1.6  抗体可变区测序与生物信息学分析 
1.6.1  抗体可变区基因序列的测定 

提取 5D3-1B5 杂交瘤细胞的 RNA，反转录

为 cDNA，然后用小鼠 IgG 重链可变区 (variable 

region of the heavy chain, VH) 和轻链可变区 

(variable region of the light chain, VL) 的通用引

物进行 PCR，扩增 5D3-1B5 抗体可变区基因，

并克隆至 pMD18-T 载体，进行序列的测定。 

1.6.2  抗体序列的生物信息学分析 

通过 NCBI 的免疫球蛋白可变区基因相

似性比较分析工具 IGBLAST (http://www.nicbi. 

nlm.nih.gov) 对单抗序列进行同源性检索及分

析；采用 Swiss-Model、PyMOL 等对抗体可变

区的结构进行分析；使用蛋白分子对接工具

ZDOCK (http://zdock.umassmed.edu/) 进行 H7N9 

HA 蛋白与单抗可变区的分子对接分析。 

1.7  单抗的交叉反应性分析 
1.7.1  抗体与不同亚型流感病毒 HA 蛋白的反

应性 

用 ELISA 测定 5D3-1B5 与 group 1 的

H1N1、H5N1 和 H9N2 亚型以及 group 2 的

H3N2、H4N6、H7N9 和 H15N8 亚型流感病毒

HA 蛋白的交叉反应性。 

1.7.2  抗体与不同亚型 AIV 的反应性 

为了评估 5D3-1B5 与不同亚型 AIV 的反

应性，选用 group 1 的 H1N1、H5N1、H5N6、

H6N2、H8N4、H9N2、H11N9 亚型与 group 2

的 H3N2、H4N6、H7N9、H10N7 亚型 AIV 感

染 MDCK 细胞，用 IFA 检测抗体与病毒感染

细胞的反应性。 

2  结果与分析 

2.1  单抗的生物学活性 
为了系统地评估抗体的生物学活性，测定

了抗体的 HI、VN、IgG 抗体滴度，以及抗体与

HA 蛋白及 H7N9 病毒的结合特性。结果显示，

5D3-1B5 为 IgG1 亚类，对 H7N9 病毒没有 HI

与 VN 活性，是一株非中和性单抗 (表 3)。抗

体与 H7N9 HA 蛋白的最小结合浓度在 ng 级别 

(图 1A)，且 1︰8 000 稀释的抗体仍然能够与

H7N9 GD15 株感染的细胞反应 (图 1B)，说明

5D3-1B5 与 H7N9 病毒的反应性强。 

 
表 3  单抗 5D3-1B5 的生物学特征 
Table 3  Biological characteristics of the 5D3-1B5 
antibody 

mAb Isotype Activity of the antibody 

ELISA HI VN 

5D3-1B5 IgG1 2.96 Negative Negative 
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图 1  5D3-1B5 与 H7N9 HA 蛋白及病毒感染细胞的反应性 

Figure 1  Reactivity of the 5D3-1B5 antibody with the H7N9 HA protein and MDCK cells infected with 
H7N9 subtype AIV. (A) Binding of the mAb with the HA protein. Reactivity of 5D3-1B5 at different 
concentrations with GD15 HA protein was determined using ELISA. Bovine serum albumin (BSA) was used 
as the negative control. (B) Reactivity of 5D3-1B5 with virus-infected MDCK cells. The cells were 
inoculated with H7N9 GD15 strain and serial dilutions of the antibody were used to detect virus infection  
in IFA. 

 
2.2  单抗识别的抗原表位 

2.2.1  基于多肽的 ELISA 

前期研究显示，5D3-1B5 与 H7N9 HA 蛋白

第 428–452 位氨基酸构成的多肽反应。为了进

一步鉴定抗体识别的表位，将该段多肽截短为

5 个重叠的短肽  (图 2A)。出乎意料的是，

5D3-1B5 与 5 个截短多肽均不反应 (图 2B)，提

示抗体不与线性表位反应，而可能识别空间构

象表位。 

2.2.2  噬菌体表面展示随机多肽文库淘选 

由于 5D3-1B5 可能识别构象表位，我们接

着用噬菌体表面展示随机多肽文库对 5D3-1B5

进行抗原表位的筛淘。经过连续 3 轮的淘选，

选取 10 个与单抗反应的阳性噬菌体克隆进行

测序并比对插入的 12 肽序列。结果显示，

WQYSLTLPDVL 基序在所有噬菌体克隆中的

比例最高，为共有序列，可认定为与抗体特异

性反应的模拟表位 (表 4)。此外，序列比对显

示，该基序中的 3 个氨基酸与 GD15 HA 蛋白  

第 431 位 W、433 位 Y 和 437 位 L 吻合。因此，
431W-433Y-437L 被鉴定为 5D3-1B5 识别表位的核

心序列，且该基序位于 5D3-1B5 反应性多肽 

(aa 428–452) 中。 

2.2.3  单抗识别表位的验证 

为了验证表位淘选的结果，将 GD15 HA 蛋

白第 431W、433Y、437L 均突变为 A，拯救重

组病毒，用 IFA 检测单抗与重组病毒的反应性。

如图 3 所示，重组病毒感染细胞与 H7N9 抗血

清反应，说明引入的位点突变不影响病毒复制

与 HA 蛋白的正常表达。5D3-1B5 与亲本病毒

rGD15 株感染的细胞反应性较强，但是与重组

病毒感染的细胞不再反应。这些结果验证了噬

菌体文库淘选的结果，证明 431W-433Y-437L 基序

是 5D3-1B5 识别的核心表位。 
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图 2  5D3-1B5 与 H7N9 HA 蛋白茎部多肽的反应性 
Figure 2  Reactivity of 5D3-1B5 with the peptides derived from the H7N9 HA stem (aa 428–452). (A) 
Illustration of peptide truncation. The peptide (aa 428–452) reactive to 5D3-1B5 was truncated into five short 
overlapping peptides to perform fine mapping of the antigenic epitope. (B) Reactivity of 5D3-1B5 with the 
truncated peptides. Binding of the antibody with the peptides was determined by peptide-based ELISA. 
Bovine serum albumin (BSA) was used as the negative control. 
 

表 4  单抗 5D3-1B5 识别的模拟表位 
Table 4  Identification of the mimotope recognized 
by the 5D3-1B5 antibody 

Phage clones Mimotope recognized by 5D3-1B5 

C1 SDRTWNYGNLFG 

C2 AWQYSDTLPDVL 

C3 AWQYSDTLPDVL 

C4 AWQYSDTLPDVL 

C5 AWQYSDTLPDVL 

C6 GGQYSDTLPDVL 

C7 NWSYYSFFNNDR 

C8 AWQYSDTLPDVL 

C9 AWQYSDTLPDVL 

C10 GWQYSDTLPDVL 

Consensus AWQYSLTLPDVL 

Positions in HA 431W-433Y-437L 

 
2.2.4  表位的保守性与定位分析 

为探究单抗识别表位的保守性，使用

BioEdit 软件对 H1-H17 亚型代表毒株的 HA 基

因序列进行比对，并使用 Weblogo 工具显示表

位序列的变异程度。结果显示，5D3-1B5 靶向

的 3 个氨基酸 431W、433Y、437L 在 H1–H17

亚型的 HA 基因中高度保守 (图 4A)。HA 蛋白

三维结构模拟显示，5D3-1B5 识别的表位位于

HA 蛋白茎部的 C 螺旋区 (图 4B)。 

2.3  抗体可变区测序与生物信息学分析 
2.3.1  抗体可变区基因序列的测定 

为解析 5D3-1B5 抗体可变区的分子与结构

特征，首先对其 VH 与 VL 基因进行扩增及测

序。PCR 反应成功扩增了 VH 与 VL 基因，大

小分别为 350 bp 与 320 bp (图 5A)。序列分析显

示，5D3-1B5 可变区序列与已发表小鼠抗体可

变区的同源性超过 95%，说明抗体序列为小鼠

IgG 序列。 

2.3.2  抗体可变区的生物信息学分析 

将 VH 及 VL 基因序列在 IMGT 抗体基因

数据库中进行比对，对抗体可变区的互补决定

区 (complementarity determining region, CDR)

与框架区 (framework region, FR) 进行定位。结

果显示，VH 与 VL 均包含 4 个 FR 及 3 个 CDR 

(图 5B)。结构模拟显示，CDR 在 VH 与 VL 单

体结构中空间距离近，且在整个可变区结构中

相互环绕，共同构成 5D3-1B5 的抗原结合位点 
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图 3  5D3-1B5 与表位突变重组 H7N9 病毒的反应性 
Figure 3  Reactivity of 5D3-1B5 with the recombinant H7N9 virus carrying a mutated epitope. MDCK cells 
were inoculated with rGD15 or rGD15-5D31B5 mut. 5D3-1B5 and H7N9 serum were used to detect virus 
infection in IFA. 

 

 
 

图 4  5D3-1B5 识别表位的保守性及其在 HA 蛋白中的定位 
Figure 4  Conservation of the epitope recognized by 5D3-1B5 and its location in the HA protein. (A) 
Sequence variation of the epitope recognized by 5D3-1B5. The HA sequences of the H1–H17 subtypes were 
aligned using BioEdit software and variation of the epitope was illustrated using Weblogo. The size of letters 
correlates with the conservation of the amino acid. (B) The structure of the HA monomer shown by cartoon 
based on the PDB 6idd.1. The A-, C-, D-helixes and the B-loop in the stem were illustrated in red, yellow, 
blue and orange, respectively. The identified epitope was localized in the C-helix. The epitope amino acid 
sites were shown in different colors (blue for 431 W, magenta for 433 Y and green for 437 L). 
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图 5  5D3-1B5 可变区序列测定及生物信息学分析 
Figure 5  Sequencing and bioinformatics analysis of the VH and VL regions of 5D3-1B5. (A) PCR amplification 
of the VH and VL genes. (B) Identification of the CDR and FR domains of the VH and VL regions. (C) Structure 
modeling of the VH and VL regions of the antibody. CDR1, 2 and 3 of the VH were illustrated in red, dark blue 
and yellow, respectively. CDR1, 2 and 3 of the VL were shown in orange, cyan and magenta, respectively. (D) 
Structure modeling of HA in complex with 5D3-1B5 using ZDOCK. Left: HA was shown as surface 
representation in grey and the variable region was shown in cartoon with the VH in red and VL in cyan. Middle: 
CDR loops from the VH and VL involved in the interaction with HA were shown. Right: the interaction force of 
the hydrogen bond between the CDR loop and the epitope was indicated by the orange dashed line. 
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 (抗原结合口袋) (图 5C)。使用分子对接工具

ZDOCK 分析可变区与 H7N9 HA 蛋白的对接特

性，结果显示，5D3-1B5 的 VH 与 VL 结合 HA

茎部 C 螺旋区，抗原表位与抗体 CDR 结合。此

外，蛋白间相互作用力分析显示，VL 的 65S

与 HA 的 433Y 存在氢键结合 (图 5D)。抗体结

构与分子对接分析进一步验证了 5D3-1B5 与

H7N9 HA 茎部的特异性结合。 

2.4  单抗的交叉反应性 
由于 5D3-1B5 识别 HA 茎部高度保守的抗

原表位，我们用 ELISA 与 IFA 评价抗体与不同

亚型流感病毒的交叉反应性。结果显示，

5D3-1B5 与 group 1 的 H1N1、H5N1 和 H9N2

亚型以及 group 2 的 H3N2、H4N6、H7N9 和

H15N8 亚型的 HA 蛋白均有较高的结合性   

(图 6A)，说明单抗与 group 1 和 2 的不同亚型

流感病毒有较强的交叉反应性。 

用 IFA 评价 5D3-1B5 与不同亚型 AIV 感染

状态下 HA 蛋白的反应性。我们发现，5D3-1B5

与 group 1 的 H1N1、H5N1、H5N6、H8N4、

H9N2 和 H11N9 亚型以及 group 2 的 H3N2、

H4N6、H7N9、H10N7 亚型 AIV 感染的 MDCK

细胞均具有良好的反应性 (图 6B)，这与 ELISA

结果一致。 

以上结果表明，5D3-1B5 具有针对不同亚

型流感病毒的广谱反应性，证实其识别的表位

是流感病毒 HA 蛋白的保守表位。 

3  讨论 

流感包括人的季节性流感、大流行流感与

禽流感，防控的最大挑战来自病毒的快速与复

杂的变异[27]。因此，研制广谱 (或通用型) 流

感治疗性单抗与病毒检测制剂对于流感的防控

具有重要意义。HA 茎部在不同亚型流感病毒中

高度保守，是广谱抗病毒与检测制剂的关键靶

点[28]。因此，认识 HA 蛋白茎部的抗原表位特

征是研制广谱单抗制剂的基础。 

本研究综合利用基于多肽的 ELISA 与噬菌

体表面展示随机多肽文库筛选的方法，鉴定了  

一株 H7N9 亚型 AIV特异性单抗 (5D3-1B5) 识

别 HA 蛋白茎部 C 螺旋区中以 431W-433Y-437L 为

核心基序的抗原表位。此外，含有该表位突变

的重组 H7N9 病毒与 5D3-1B5 失去反应性，验

证了表位鉴定的准确性。该表位为新鉴定的

H7N9 亚型 AIV HA 蛋白的抗原表位。有研究表

明，许多针对 HA 茎部表位的单抗能够阻断酸

性环境下 HA 蛋白构象的改变，抑制病毒诱导

的膜融合与病毒的感染性。但是，虽然 5D3-1B5

识别茎部 C 螺旋区的表位，但其不具有针对

H7N9 病毒的中和活性，提示单抗与表位的结合

可能不足以阻断 HA 蛋白在酸性条件下的构象

变化与病毒介导的膜融合。 

序列比对显示，5D3-1B5 识别的表位在

H1–H17 亚型流感病毒之间高度保守，提示单抗

可能对不同亚型流感病毒具有交叉反应性。单

抗的广谱反应性结果显示，5D3-1B5 具有针对

group 1 和 2 不同亚型流感病毒的交叉反应性，

其反应谱很广，这与抗体识别表位的高度保守性

相一致。5D3-1B5 的广谱反应性使其在广谱病毒

检测与治疗性单抗应用方面显示了较强的优势。 

首先，针对多种亚型流感病毒的广谱检测

制剂能够显著提高疫病防控的效率，降低防控

成本。目前，胶体金检测试纸是临床上广泛使

用的免疫学检测试剂。有研究使用针对流感病

毒内部核衣壳蛋白[29]、基质蛋白[30]与 M2e 的单

抗[31]制备胶体金试纸。这些抗体虽然具有较好

的交叉反应性，但是由于抗原处于病毒粒子内

部，抗体难以识别，往往需要进行抗原释放以

提高检测效率。但是，HA 蛋白是病毒粒子表面

的囊膜糖蛋白，在病毒表面的含量较高，HA 茎 
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图 6  5D3-1B5 与不同亚型流感病毒的反应性 
Figure 6  Reactivity of the mAb with influenza virus strains of different subtypes. (A) Reactivity of 
5D3-1B5 with the HA proteins from influenza virus strains of different subtypes. Binding of the mAb with 
the HA proteins of groups 1 (H1N1, H5N1 and H9N2) and 2 (H3N2, H4N6, H7N9 and H15N8) was 
measured in ELISA. Bovine serum albumin (BSA) was used as the negative control. (B) Reactivity of 
5D3-1B5 with the cells infected with AIV strains of different subtypes. MDCK cells were infected with the 
viruses belonging to groups 1 (H1N1, H5N1, H5N6, H8N4, H9N2 and H11N9) and 2 (H3N2, H4N6, H7N9 
and H10N7). Recognition of the viruses by the mAb was tested using IFA. AIV strains of groups 1 and 2 
were shown in red and blue, respectively. 
 
部单抗容易与抗原结合，检测效率较高。因此，

5D3-1B5 具有作为广谱病毒检测制剂的潜力。 

其次，治疗性单抗为传染病防治提供了新

的有效手段。广谱反应性单抗是临床上不同亚

型流感病毒感染防治的高效手段[32]。目前已研

制了许多广谱中和性单抗，对不同亚型流感病

毒均具有较强的中和活性，在预防与感染治疗

方面均有较高效力[33]。虽然 5D3-1B5 不具有病

毒中和活性，但是并不意味其不具有保护效力。

研究表明，非中和抗体能够激活 Fc 依赖的免疫
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效应，如 ADCC、ADCP 和 CDC，清除病毒粒

子或病毒感染的细胞，起到保护作用 [34]。

5D3-1B5 能否激活免疫效应而对流感病毒感染

起到保护作用仍需要进一步的研究。 

但是，5D3-1B5 的广谱反应性仍是对其进

行优化改造的首要原因。最新的重组抗体技术

使得抗体在分子水平上的改造成为可能。我们

测定了 5D3-1B5 可变区的基因序列，并通过生

物信息学方法对 VH 和 VL 的 CDR 与 FR 进行

定位，为抗体改造提供了基础。未来对 5D3-1B5

可进行两个方面的改造：1) 抗体亚类转换。鼠

源抗体中，IgG2a 亚类与免疫效应细胞，如自

然杀伤细胞、巨噬细胞、嗜中性粒细胞，表面

的 Fc 受体亲和力最高，激活免疫效应的活性最

强；而 IgG1 亚类与 Fc 受体的亲和力最低，激

活免疫效应的活性最弱[35]。因此，可将 5D3-1B5

的抗原结合片段与 IgG2a 的 Fc 进行组合，构建

嵌合抗体，评价抗体介导的免疫效应与保护效

力。2) 人-鼠嵌合抗体。对于人的流感防治，鼠

源单抗会引起异源免疫排斥，降低抗体治疗效

果[36]。可将 5D3-1B5 的 CDR 保留，抗体其余

部分替换为人源抗体成分，降低免疫排斥作用。 

综上所述，我们鉴定了一株 H7N9 亚型 AIV

非中和性单抗识别的 HA 茎部高度保守的抗原表

位，该表位位于茎部 C 螺旋区，以 431W-433Y-437L

为核心基序；单抗与 group 1 和 2 的不同亚型流

感病毒具有广谱反应性。因此，该单抗在广谱

病毒检测制剂与治疗性单抗制剂的应用上有较

好潜力，研究结果同时加深了对 HA 茎部抗原

表位特征的认识。 
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