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H7亚型禽流感病毒纳米抗体制备与鉴定

罗琛滢，许斯祺，刘宇彤，张沁莹，邓凤如，冯赛祥

*

（华南农业大学兽医学院，人兽共患病防控制剂国家地方联合工程实验室，广州  510620）

摘 要： 本研究旨在利用大肠杆菌系统表达出一种抗 H7 亚型禽流感病毒的纳米抗体。通过同源重组技术构建抗

体表达载体和抗原表达载体，利用 E.  coli DH5α 完成重组载体的扩增，接着分别将抗体表达载体和抗原表达载体

转入大肠杆菌表达系统和昆虫细胞表达系统实现蛋白的高效表达，随后分别用链霉亲和素层析法和 IMAC 法对抗

体和抗原进行纯化。最后，利用免疫荧光试验（IFA）、酶联免疫吸附试验（ELISA）、血凝抑制试验（HI）和表面等离

子共振（SPR）分析抗体的效价、特异性、免疫反应性及与抗原的相互作用力。结果显示：成功构建了抗体表达载体

和抗原表达载体，表达出大小为 15 ku 的纳米抗体 D67、大小为 42 ku 的荧光纳米抗体 D67-GFP 和大小为 55 ku 的禽

流感抗原 H7-HA1；用 IFA 检测抗体的免疫反应性，经纳米抗体孵育后的 H7-HA1 阳性细胞呈现出显著高于对照组

的绿色荧光；用 ELISA 检测抗体的特异性，仅 H7-HA1 抗原组出现明显 OD450 nm，且 P/N 值随着 D67 抗体浓度降低

而下降；用 HI检测抗体的效价和特异性，仅 H7 抗原组出现明显血凝抑制效应，效价为 8log2；用 SPR 检测抗原-抗体

相互作用力，得结合常数为 3. 99×10³ L·（mol·s）⁻¹，解离常数为 3. 23×10⁻³ s-1，亲和力常数 KD为 8. 1×10-7 mol·L-1，

抗原抗体间存在强效亲和作用。本研究成功制备抗 H7 亚型禽流感的纳米抗体 D67，并通过多维评估体系证明了

D67 可与 H7-HA1 抗原实现高效特异结合，可为建立 H7 亚型禽流感的快速检测方法提供技术基础。

关键词： 禽流感；纳米抗体；生物学活性；原核表达

中图分类号： S852. 659. 5　　　　文献标志码： A　　　　文章编号： 0366-6964（2026）01-0349-11

Preparation and Characterization of Nanobody against H7 Subtype 
Avian Influenza Virus

LUO Chenying， XU Siqi， LIU Yutong， ZHANG Qinying， DENG Fengru， FENG Saixiang*

（National and Local Joint Engineering Laboratory for Zoonosis Prevention and Control Biologics， 
College of Veterinary Medicine， South China Agricultural University， Guangzhou 510620， China）

Abstract： This study aimed to express a nanobody targeting H7-subtype avian influenza virus using 
an E.  coli system.  Nanobody and antigen expression vectors were constructed via homologous 
recombination.  Recombinant vectors were amplified using E.  coli DH5α， followed by transformation 
into E.  coli BL21（DE3） and BEVS for high-yield protein production.  Nanobodies and antigens were 
purified using streptavidin affinity chromatography and IMAC purification， respectively.  Finally， 
immunofluorescence assay （IFA）， enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）， hemagglutination 
inhibition （HI） and surface plasmon resonance （SPR） were employed to analyze nanobody titer， 
specificity， immunoreactivity， and antigen-nanobody interaction dynamics.  Expression vectors were 
successfully constructed， followed by the production of a 15 ku nanobody （D67）， a 42 ku fluorescent 
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nanobody （D67-GFP） and a 55 ku avian influenza antigen （H7-HA1）.  In IFA， H7-HA1-positive 
cells incubated with the nanobody exhibited significantly stronger green fluorescence signals compared 
to the control group.  ELISA revealed significant OD450 signals exclusively in the H7-HA1 antigen 
group， with P/N ratios decreasing as D67 concentrations diminished.  HI assays demonstrated specific 
hemagglutination inhibition only for the H7 antigen group， achieving a titer of 8log2.  SPR analysis 
quantified the interaction kinetics， yielding an association rate of 3. 99×103 L·（mol·s）⁻¹， dissociation 
rate of 3. 23×10-3  s-1， and equilibrium dissociation constant of 8. 1×10-7  mol·L ⁻ ¹， confirming 
strong antigen-nanobody affinity. The H7-subtype-targeting nanobody D67 was successfully prepared 
and validated through a multidimensional evaluation system， demonstrating its high-efficiency and 
specific binding to H7-HA1.  This work provides a technical foundation for developing rapid detection 
methods for H7-subtype avian influenza.
Keywords： avian influenza； nanobody； biological activity； prokaryotic expression
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禽流感是由禽流感病毒引发的烈性传染病，禽

流感病毒囊膜表面存在两种重要蛋白质，其中一种

为血凝素蛋白，简称 HA，在空间上呈现为由 HA 蛋

白构成的三聚体［1］。在禽流感病毒侵染过程中，血

凝素蛋白先通过识别并结合唾液酸受体，将病毒颗

粒锚定在宿主细胞表面，随后 HA 蛋白三聚体被水

解，空间构象发生巨大的重排变化［2］，推动病毒入

胞，与此同时，HA 蛋白还会改变位于自身底部的 α
螺旋结构，促进病毒与宿主细胞发生膜融合。血凝

素蛋白不仅是病毒感染宿主的关键［3］，还参与病毒

的跨物种传播，如 H7N9 亚型禽流感病毒与人源受

体的结合就与血凝素蛋白第 186 和 193 位氨基酸密

切相关［4-5］。除此之外，血凝素蛋白还会影响与病毒

致病性，若将 4 个氨基酸插入血凝素裂解位点，

H7N9 亚型禽流感病毒的致病性将显著提高［6］。

HA 基因突变率高，易导致新型毒株的产生，给禽流

感防控带来重大挑战［7］。

H7N9 亚型禽流感病毒于 2013 年首次出现在中

国，在引发五轮人类感染后，H7N9 亚型禽流感不断

变异并于 2017 年被确定为高致病性禽流感［8-10］，其

在禽类群体中传播速度快，危险系数高［11-12］，死亡率

高达 40%［13］。当感染 H7 亚型禽流感后，母禽不仅

产蛋率下降［14］，且产出的蛋异常率高达 18. 4%［15］。

随着 H7 毒株已发生多次基因漂移，遗传序列不断

进化［16］，其对人类的感染偏好性增强［17］，且侵入人

体后，病毒的 PB2 基因会发生突变，导致病毒的感

染性和致病性进一步提高［18］。因此，不断升级对 H7
亚型禽流感的防控手段刻不容缓［19-21］。

作为一种较新型抗体，纳米抗体属于基因工程

抗体。纳米抗体只保留了识别与结合抗原的最小

单位，最显著的特点是摩尔质量极小，仅为传统抗

体的 1/10 000［22］，极小的分子量赋予多种纳米抗体

独特优势，如渗透性强、水溶性好、免疫原性低等。

纳米抗体应用广泛，在疾病的体内诊断中，因 Fc 结

构域的缺失，纳米抗体的进入不易引发细胞毒性反

应，使其在体内成像领域具有重要优势。纳米抗体

还可与辣根过氧化物酶、胶体金、生物素、放射性同

位素等物质结合，制成蛋白探针或示踪剂，应用于

各类蛋白质定位技术中［23］，且当纳米抗体与辣根过

氧化物酶、碱性磷酸酶等标签蛋白融合时，其在活

细胞中的反应性会增强［24］，识别抗原的效率会进一

步提高。在疾病的治疗方面，纳米抗体可作为中和

病毒试剂的材料来源，阻止病毒侵染、释放或膜融

合的过程［25-26］。纳米抗体摩尔质量小，可穿越致密

血脑屏障，将治疗物质送达复杂的脑部病灶［27］，在

脑肿瘤的靶向治疗中拥有广阔前景。对纳米抗体

进行改造，使其能够靶向血管性血友病因子，可有

效降低血小板聚集机率，现已制成双价纳米抗体药

物，用于治疗血小板减少性紫癜［28］。因纳米抗体中

的 CDR-H3 环与其亲和力密切相关，已有研究报道

若对此区域进行改造或诱变，可获得亲和力更强、

广谱性更高的纳米抗体［29-31］。

本研究通过大肠杆菌表达系统制备出新型抗

H7 亚型禽流感病毒纳米抗体 D67，其除了具有高渗

透力、低免疫原性、低表达成本等特点外，还能有效

识别 H7 亚型禽流感病毒 HA1 抗原，具有良好的特

异性和生物学活性，可为 H7 亚型禽流感的快速诊

断和治疗提供参考。
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1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　主要质粒、菌株及毒株　　质粒 pET28a（+）

购自翌圣生物科技有限公司；质粒 pFastBac-Dual
购 自 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ；菌 株 E.  coli DH5α、
E.  coli BL21（DE3）和 E.  coli DH10Bac均购自上海

维地生物技术有限公司；H7N9 Re-1 毒株、H5N1 
Re-8 毒株和 H9N2 Re-9 毒株均购自华南农大生物

药品有限公司。

1. 1. 2　主要试剂　　 2×Phanta Max Master Mix
和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒均购于南京诺唯赞生

物科技股份有限公司；H7 亚型 Re-1 株灭活抗原、

H5 亚型 Re-8 株灭活抗原和 H9 亚型 Re-9 灭活抗原

均 购 于 哈 尔 滨 维 科 生 物 技 术 开 发 公 司 ；羊 抗 鼠

HRP-IgG、牛血清蛋白、Tween-20、咪唑、硫酸庆大

霉素和盐酸四环素购于上海生工生物工程有限公

司 ；蛋 白 预 制 胶 、Strep-Tag 鼠 源 单 抗 和 High 
Affinity Ni-NTA Resin 购于金斯瑞公司；质粒抽提

试剂盒购于 Omega 公司；DL 2000 Marker、TMB 显

色液和 TMB 终止液购于翌圣生物科技有限公司；

X-Gal 和 IPTG 购于赛默飞世尔科技公司；Bradford 
1×Dye Reagent 购于美国 Bio-Rad 公司；Tris-HCl
和硫酸卡那霉素购于广州鼎国生物科技有限公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　扩增引物的设计与合成　　从 NCBI 中检

索 H7亚型禽流感病毒抗原基因 H7-HA1的 DNA 序

列，根据该序列设计上、下游引物，引物序列如下，

H7-HA1-F： 5′-GACAAAATCTGCCTCGGAC-
3′ ，H7-HA1-R：5′-TTAGTGATGGTGATGAT 
GATGATGA-3′。实验室已筛得纳米抗体 D67 的

基因序列：ATGGATAATCAAGTGCAACTTG- 
TCGAGAGTGGTGGGGGCTCTGTACAAGTA-
GCGGTTCCTTGACGCTCTCATGCGTAGCAA-
GTGGTTATACCGACAACTATTGCTCAATG-
GGGTGGTATCGGCAAGCACCGGGGCAACC-
GCGCGAATTGGTCAGTGCGATCATCTCGA-
CGGGTCGTACCGTTTACGCGGAAAGTGCA-
AAAGGCCGCTTCACAATCTTCCAGAACAA-
CGCAAAGAATACTGTATATTTGCAGATGA-
ACTCTCTCCGCTCGGAGGATACTGCAATG-
TATTACTGCAACATTGCCGTATGGAATGG-
TGGTTCATGCGACAGTGGTGGGCGTGGGC-

GTTACAATTATTGGGGGCAAGGTACACAA-
GTTACTGTTTCATCG，根 据 该 序 列 设 计 上 下

游 引 物 ，引 物 序 列 为 D67-F：5′-ATGGAT- 
AATCAAGTGCAACTTGTC-3′ ， D67-R： 5′- 
TTTTTCGAACTGCGGGTG-3′ 。 从 SnapGene
官网获取绿色荧光蛋白 GFP 的 DNA 序列，再用

SnapGene 软件形成融合基因 D67-GFP 的 DNA 序

列，根据该序列设计上下游引物，序列为 D67-GFP-
F：5′-ATGGATAATCAAGTGCAACTTGTC-3′，
D67-GFP-R：5′-CTATTTTTCGAACTGCGGGTG-3′。
引物由广州艾基生物科技有限公司合成。

1. 2. 2　抗体表达载体的构建与鉴定　　对 D67 和

D67-GFP 基 因 进 行 PCR 扩 增 ，扩 增 体 系 ：模 板

DNA 1 μL，上、下游引物各 2 μL，2×Phanta Max 
Master Mix 25 μL，去离子水 20 μL。 PCR 扩增程

序：95 ℃ 180 s；95 ℃ 15 s， 57 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，进
行 35 个循环；72 ℃ 120 s，16 ℃保温。琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物，回收正确产物，并将其无缝克隆

至线性化载体 pET28a（+）中，获得的重组质粒命

名为 pET28a（+）-D67 和 pET28a（+）-D67-GFP。

将重组质粒热激转化至 E.  coli DH5α 感受态细胞，

用 T7 引物对进行菌落 PCR 检测。提取重组质粒，

热激转化至 E.  coli BL21 （DE3） 工程菌，菌落 PCR
检测转化情况，并外送至广州艾基生物有限公司测

序鉴定。

1. 2. 3　抗体 D67 和 D67-GFP 的表达与纯化　　挑

取转化成功的菌落至含硫酸卡那霉素的 LB 液体培

养 基 ，37 ℃ 、220 r·min-1 培 养 至 对 数 期 。 加 入

IPTG，16 ℃诱导表达。16 h 后，超声处理菌液，再于

8 000×g 条件下离心 10 min，取上清液。用 Strep-
Tactin 琼脂糖凝胶 FF 进行纯化，透析，SDS-PAGE
检测表达产物，BCA 法测定蛋白浓度。

1. 2. 4　抗原表达载体的构建与鉴定　　PCR 扩增

H7-HA1 基因，扩增体系：模板 DNA 1 μL，上、下游

引物各 2 μL，2×Phanta Max Master Mix 25 μL，去

离子水 20 μL。PCR扩增程序：95 ℃ 180 s；95 ℃ 15 s，
58 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，进行 35 个循环；72 ℃ 120 s，
16 ℃保温。琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。利用

同 源 重 组 酶 ，将 H7-HA1 基 因 与 线 性 化 载 体

pFastBac-Dual相连，获得抗原重组表达载体并命名

为 pFastBac-Dual-H7-HA1。将重组质粒热激转化

至 E.  coli DH5α，手提法完成质粒抽提后，热激转化

至 E.  coli DH10Bac，随后将 E. coli DH10Bac 接种
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至含 400 μg·mL-1 X-Gal、7 μg·mL-1 盐酸四环素、

50 μg·mL-1 硫酸卡那霉素、40 μg·mL-1 IPTG 和

7 μg·mL-1硫酸庆大霉素的 LB 固体培养基中，进行

两次蓝白斑筛选，对第二次筛选中的白斑进行菌落

PCR 检测，检测产物外送至广州艾基生物有限公司

测序。确认无误后手提含 H7-HA1 基因的重组

杆粒。

1. 2. 5　抗原 H7-HA1 的表达与纯化　　将重组杆

粒转染 Sf9 草地贪夜蛾细胞，于 28 ℃下培养 3 d 后，

用 0. 22 μm 滤膜取毒。将新鲜 Sf9 草地贪夜蛾细胞

溶液与携带 H7-HA1 基因的杆状病毒混合，于 28 ℃
下培养。超声破碎细胞，释放胞内抗原蛋白，8 000×g
离心 10 min，用镍柱亲和层析法对上清液进行纯化，

4 ℃透析过夜，SDS-PAGE 检测表达产物，BCA 法

测定 H7-HA1 抗原浓度。

1. 2. 6　 纳 米 抗 体 D67 的 IFA 检 测　　 选 取 经

pFastBac-Dual-H7-HA1 重组质粒转染且生长状态

良好的 Sf9 细胞进行免疫荧光检测。首先，加入 4%
多聚甲醛室温固定 15 min，再用 PBS 缓冲液洗涤

3 次 ，每 次 5 min。 随 后 加 入 PBS 溶 解 的 0. 5% 
Triton X-100，于室温下通透处理 10 min，接着加入

溶于 PBS 的 5% BSA 封闭处理 30 min。滴加适量

偶联 GFP 的纳米抗体 D67，室温避光孵育 2 h，PBS
洗涤 3 次后封片。最后设置荧光显微镜通道参数，

选取适宜物镜，观察视野内绿色荧光强度。作为阴

性对照，采用同批次培养的 Sf9 细胞，除省略纳米抗

体孵育步骤外，其余试验操作均与试验组保持完全

一致。

1. 2. 7　纳米抗体 D67 的 ELISA 检测　　取终浓度

为 1 μg·mL-1 的 H7-HA1 抗原溶液和 90 μL 碳酸盐

包被缓冲液加入酶标板第一孔，从第二孔开始 4 倍

稀释，最终每孔 75 μL，室温孵育 2 h。向酶标板各孔

加入 300 μL 3% BSA 封闭液，室温封闭 1 h。加入

终浓度为 10 μg·mL-1 的 D67 抗体溶液，每孔加入

100 μL，室温孵育 1 h，PBST 洗涤。按 1∶3 000 稀释

Strep-Tag 鼠源单抗，每孔加入 100 μL，室温孵育

1 h，PBST 洗涤。按 1∶8 000 稀释羊抗鼠 HRP-IgG，

每孔加入 100 μL，室温孵育 50 min，PBST 洗涤。向

酶标板各孔中加入 100 μL TMB 溶液，避光反应

20 min。最后，向各孔中加入 100 μL 终止液，将酶

标板置于 450 nm 波长下测量 OD 值。取 H5N1 亚型

禽流感 Re-8 毒株与 H9N2 亚型禽流感 Re-9 毒株进

行相同操作。

1. 2. 8　纳米抗体 D67 的 HI 检测　　取 96 孔一次

性反应板并向各孔中加入 25 μL PBS 缓冲液，随后

在不同行的第 1 孔分别加入 25 μL H7N9 Re-1 抗原

溶液、H5N1 Re-8 抗原溶液和 H9N2 Re-9 抗原溶

液，从第 1 孔吸取 25 μL 至第 2 孔，依次稀释至第 11
孔，向所有孔中加入 25 μL 1% 鸡红细胞悬液。室温

反应 20 min，根据孔中血凝情况制备四单位。

取 96 孔 一 次 性 反 应 板 并 向 各 孔 加 入 25 μL 
PBS 缓冲液，随后向第 1 孔加入 D67 溶液 25 μL，倍

比稀释至第 11 孔，第 11 孔混匀后弃 25 μL，使最终

每孔溶液量均为 25 μL。向 1~11 孔加入 25 μL 四单

位，随后室温下反应 20 min。每孔加入 25 μL 1% 鸡

红细胞悬液，室温反应 30 min。
1. 2. 9　纳米抗体 D67 的 SPR 检测　　首先，按照

操作手册启动 Biacore 8K 表面等离子共振仪，安装

Ni-NTA 传感芯片。随后，依次注入咪唑和 NiCl2溶

液进行芯片活化。将 H7-HA1 溶液用 PBS 缓冲液

稀释 50 倍后注入系统，利用其组氨酸标签与 Ni-
NTA 芯片的特异性结合实现固定。调整反应参数，

反应时间为 180 s，流速为 20 μL·min-1。待基线稳

定后，将 2 000~125 nmol·L-1 连续二倍稀释的 D67
抗体溶液注入微流控通道，使其以恒定流速流经芯

片表面。SPR 仪实时监测 SPR 角的变化，记录抗

原-抗体结合和解离动力学过程，通过系统软件分析

获得结合常数  （Ka）、解离常数  （Kd） 及亲和力常数  
（KD）。试验结束后，将流速提升至 150 μL·min-1，

注入 EDTA 溶液清除残留物，完成传感芯片的再生

处理。

2　结 果

2. 1　纳米抗体表达载体的构建与鉴定

D67 基因的大小为 662 bp，D67-GFP 基因的大

小为 1 379 bp，利用设计的引物 D67-F/R 和 D67-
GFP-F/R 对两种纳米抗体基因进行 PCR 扩增，结

果如图 1A 所示，琼脂糖凝胶中出现目标条带，且条

带清晰。

将 D67 基 因 和 D67-GFP 基 因 无 缝 克 隆 至

pET28a（+），获得重组质粒 pET28a（+）-D67 和

pET28a（+）-D67-GFP。利用 E.  coli DH5α 进行质

粒扩增后，对 E. coli DH5α 进行菌落 PCR 鉴定，结果

如图 1B 所示，出现与目标条带大小一致的条带，说

明抗体表达载体均已进入 E.  coli DH5α，可进行质

粒抽提质粒并转化 E.  coli BL21。
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将转化后的 E.  coli BL21 菌液涂布于含硫酸卡

那霉素的固体 LB 培养基中，挑取特征明显的菌落

进行 PCR 鉴定。结果如图 1C 和 1D 所示，琼脂糖凝

胶中均出现相应条带，将 PCR 产物外送至广州艾基

生物科技有限公司进行测序，结果符合预期，说明

E.  coli BL21 工 程 菌 中 已 含 有 重 组 质 粒 pET28a
（+）-D67 和 pET28a（+）-D67-GFP，可进行纳米抗

体的蛋白表达。

2. 2　纳米抗体的表达与纯化

加入 IPTG 诱导抗体蛋白表达，随后利用抗体

结构中的 Strep-Tag 进行亲和层析，对层析后的蛋

白溶液进行 SDS-PAGE 鉴定。纳米抗体 D67 的大

小 约 15 ku，荧 光 纳 米 抗 体 D67-GFP 的 大 小 约

42 ku，SDS-PAGE 结果中均出现大小相符的条带，

说明 D67 和 D67-GFP 均表达成功。用南京诺唯赞

生物科技股份有限公司的 BCA 蛋白浓度测定试剂

盒，测得纳米抗体溶液浓度为 0. 6 mg·mL-1。

2. 3　抗原表达载体的构建与鉴定

H7-HA1 基因的大小为 981 bp，利用设计的引

物 H7-HA1-F/R 对其进行 PCR 扩增，结果如图 3A

所示，琼脂糖凝胶中相应位置出现条带，条带清晰，

胶回收后将 H7-HA1 基因与线性化载体 pFastBac-
Dual连接，获得重组质粒 pFastBac-Dual-H7-HA1。

将扩增后的重组质粒转入 DH10Bac 中，再将

DH10Bac 菌株接种至含 40 μg·mL-1 X-Gal 的固体

LB 培养基中，进行两轮蓝白斑筛选。结果如图 3B
所示，培养皿中出现多个白色菌落，表明 H7-HA1
基 因 已 成 功 转 座 至 DH10Bac 的 基 因 组 ，导 致

DH10Bac 中的 LacZ 基因插入失活，无法表达完整

的 β-半乳糖苷酶，进而无法分解 X-Gal 产生蓝色 5-
溴-4-靛蓝，使菌落显示白色。

挑取白色 E.  coli DH10Bac 进行菌落 PCR，结

A.  D67 和 D67-GFP 的 PCR 扩增结果（M.  DL2000 DNA 相对分子质量标准；1~4. D67 基因；5~8.  D67-GFP 基因）；B.  DH5α
的菌落 PCR 鉴定结果（M.  DL2000 DNA 相对分子质量标准；1.  D67 基因；2.  D67-GFP 基因）；C.  BL21 的菌落 PCR 鉴定结果

（M.  DL2000 DNA 相对分子质量标准；1.  D67 基因）；D.  BL21 的菌落 PCR 鉴定结果（M. DL2000 DNA 相对分子质量标准；

1.  D67-GFP 基因）

A.  The PCR amplification results of D67 and D67-GFP （M.  DL2000 DNA marker； 1-4.  D67 gene； 5-8.  D67-GFP gene）； B.  
The colony PCR results of DH5α （M.  DL2000 DNA marker； 1. D67 gene； 2.  D67-GFP gene）； C.  The colony PCR result of 
BL21 （M.  DL2000 DNA marker； 1.  D67 gene）； D.  The colony PCR result of BL21（M.  DL2000 DNA marker； 1.  D67-GFP 
gene）
图 1　抗体表达载体的构建与鉴定

Fig. 1　The construction and identification of nanobody expression vector
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果 如 图 3C 所 示 ，pFastBac-Dual-H7-HA1 全 长

5 056 bp，出现大小一致的条带，将相应 PCR 产物外

送至广州艾基生物科技有限公司进行测序，结果符

合预期。

2. 4　H7-HA1抗原的表达与纯化

通过昆虫细胞表达系统表达出 H7-HA1 抗原，

利用抗原结构中的 His-Tag 进行镍柱亲和层析纯

化，SDS-PAGE 检测纯化产物。 H7-HA1 的大小

约 45 ku，SDS-PAGE 中出现符合预期大小的条

带。用南京诺唯赞生物科技股份有限公司的 BCA

蛋白浓度测定试剂盒，测得 H7-HA1 溶液浓度为

0. 2 mg·mL-1。

2. 5　纳米抗体的免疫反应性检测

对细胞进行固定和通透处理后，采用 GFP 标

记的 D67 纳米抗体进行免疫荧光染色，试验组在

20×物镜下可观察到 Sf9 细胞呈现明显的绿色荧

光信号（图 5A），且荧光信号强度显著高于未孵育

荧光纳米抗体的对照组（图 5B），说明 D67 纳米抗

体 能 够 特 异 性 识 别 并 结 合 细 胞 内 的 H7-HA1
抗原。

A. 纳米抗体 D67 的 SDS-PAGE 鉴定结果（M. 蛋白相对分子质量标准；1. 纳米抗体 D67）；B. 纳米抗体 D67-GFP 的 SDS-
PAGE 鉴定结果（M. 蛋白相对分子质量标准；1. 纳米抗体 D67-GFP）
A.  The SDS-PAGE result of nanobody D67（M.  Protein marker； 1.  D67）； B.  The SDS-PAGE result of nanobody D67-GFP
（M.  Protein marker； 1.  D67-GFP）
图 2　H7亚型禽流感病毒纳米抗体 D67和 D67-GFP的 SDS-PAGE鉴定结果

Fig. 2　SDS-PAGE results of nanobodies D67 and D67-GFP against H7 subtype avian influenza virus

（图 3 Fig.3）
（转下页  Carried forward）
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2. 6　纳米抗体的特异性检测

用 H7-HA1 进行包被，以 D67 作为一抗，Strep-
Tag 鼠源单抗作为二抗，羊抗鼠 HRP-IgG 作为三抗

进行 ELISA。随着包被抗原 H7-HA1 浓度递减，

OD450 nm 梯度减弱，P/N 值梯度减弱。当 D67 浓度达

到 1×103 时，两者的结合接近饱和。但 H5 Re-8 组

与 H9 Re-9 组中，OD450 nm 并未随 D67 浓度升高而出

现明显变化，说明抗体 D67 不会与 H5 和 H9 禽流感

抗原发生免疫反应，该结果说明抗 H7 亚型禽流感

病毒纳米抗体 D67 具有良好的特异性，可有效结合

H7-HA1 抗原。

2. 7　纳米抗体的效价检测

通过血凝抑制试验检测纳米抗体 D67 的效价

及特异性，仅 H7-HA1 抗原组有血凝抑制现象，计

算可得抗体效价为 8log2。另外两种禽流感亚型组

中未出现血凝抑制，说明 D67 具有特异抗 H7 亚型

禽流感病毒的能力。

2. 8　抗原-抗体相互作用力检测

图 8A 揭示了 H7 抗原与 D67 抗原相互作用的

动力学过程。在一定浓度范围内，响应单位随着

D67 抗体浓度的升高而升高。随着反应时间的推

移，响应单位逐渐增加，表明 D67 抗体正逐步与 H7
抗原结合，反应进行至 150 s 时，响应单位达到最大

值。随后响应单位开始缓慢下降，表明 D67 抗体正

逐步与 H7 抗原解离。由图 8A 可见，D67 与 H7 具有

结合速率快和解离速率慢的特点。

图 8B 展示了不同 D67 浓度下的最大响应值，随

着 D67 浓度的增加，Rmax 逐渐增加。试验数据点

与拟合曲线重合度较高，说明该模型能比较准确地

M. 蛋白相对分子质量标准； 1.  H7-HA1
M.  Protein marker； 1.  H7-HA1
图 4　H7 亚型禽流感病毒抗原 H7-HA1 的 SDS-PAGE 鉴定

结果

Fig. 4　The SDS-PAGE result of the H7 subtype avian 
influenza virus antigen H7-HA1

(续图 3 Continued)

A.  H7-HA1 的 PCR 扩增结果（M. DL2000 DNA 相对分子质量标准； 1. H7-HA1 基因）；B.  DH10Bac 的蓝白斑筛选鉴定结果；

C.  DH10Bac的菌落 PCR 鉴定结果（M.  DL5000 DNA 相对分子质量标准；1. DH10Bac菌落）

A.  The PCR amplification result of H7-HA1 （M.  DL2000 DNA marker； 1. H7-HA1 gene）； B.  The blue-white spot screening 
results of DH10Bac； C.  The PCR amplification result of DH10Bac（M.  DL5000 DNA marker； 1. the colony of DH10Bac）
图 3　抗原表达载体 pFastBac-Dual-H7-HA1的构建与鉴定

Fig. 3　The construction and identification of antigen expression vector FastBac-Dual-H7-HA1
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描述分子间的相互作用，动力学参数具有较高可信

度，且非特异性结合较少。

根据软件分析得抗体 D67 与抗原 H7 的结合常

数 Ka 为 3. 99×103 L·（mol·s）-1，解离常数 Kd 为

3. 23×10-3·s-1，计 算 得 亲 和 力 常 数 KD 为 8. 1×
10-7 mol·L-1，两者相互作用力较强。

3　讨 论

H7 亚型禽流感属于高致病性禽流感，已给家禽

养殖业带来巨大威胁［14］，更重要的是，已有研究表

明多数 H7 亚型禽流感会引发人类感染［22］。因此，

H7 亚型禽流感防控手段的革新显得刻不容缓。纳

米抗体作为一种新型的基因工程抗体，具有分子量

小、渗透性强、免疫原性低等优势，已被应用于多种

疾病的诊断和治疗。然而，在禽流感防控领域，纳

米抗体的开发仍主要着眼于 H5 和 H9 亚型禽流感，

对抗 H7 亚型禽流感纳米抗体的关注度较少。

本研究利用大肠杆菌表达系统，成功制备了大

小为 15 ku 的抗 H7 亚型禽流感病毒纳米抗体 D67，
并通过 IFA、ELISA、HI 和 SPR 多种实验手段验证

了其免疫反应性、特异性、效价及与抗原的相互作

用力。IFA 结果显示，D67-GFP 处理组呈现出显著

高于对照的绿色荧光信号，证明该纳米抗体可有效

识别并结合细胞中的 H7-HA1 抗原。ELISA 试验

A. 试验组； B. 对照组。标尺=100 μm
A.  Treatment group； B.  Control group.  Bar=100 μm
图 5　H7亚型禽流感病毒纳米抗体 D67-GFP的免疫荧光检测结果

Fig. 5　The immunofluorescence results of nanobody D67-GFP against H7 subtype avian influenza virus

图 6　H7亚型禽流感病毒纳米抗体 D67的 ELISA检测结果

Fig. 6　The ELISA result of nanobody D67 against H7 
subtype avian influenza virus

A.  H7-HA1 抗原组；B.  H5 Re-8 抗原组；C.  H9 Re-9 抗原组

A.  H7-HA1 antigen group； B.  H5 Re-8 antigen group； C.  H9 Re-9 antigen group
图 7　H7亚型禽流感病毒纳米抗体 D67的血凝抑制试验结果

Fig. 7　The HI result of nanobody D67 against H7 subtype avian influenza virus
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结果显示，只有 H7-HA1 组可测出明显吸光度，且

OD450 nm 随着 D67 浓度的增高而升高，说明 D67 可

特异性识别并结合 H7 亚型禽流感病毒。HI 试验

中，仅 H7 亚型抗原组出现血凝抑制效应，效价达到

8log2，对比已有文献报道出现显著提升［32］，而 H5
和 H9 亚型抗原组未出现血凝抑制现象，说明 D67
对 H7 亚型禽流感病毒具有高度特异性。SPR 试验

揭示了抗原与抗体相互作用的动力学过程，结果显

示 D67 与 H7-HA1 的结合速率较快，解离速率较

慢，表明两者之间的结合较为稳定。通过动力学参

数 分 析 ，D67 与 H7-HA1 的 亲 和 力 常 数 KD 为

8. 1×10-7 M，符合高亲和力标准［33］。研究结果表

明，D67 纳米抗体具有较高的亲和力和特异性，能

够有效识别并结合 H7-HA1 抗原，展现出良好的抗

病毒潜力，为 H7 禽流感的快速诊断和治疗提供了

新思路。

然而，本研究仍存在一些局限性。首先，D67 纳

米抗体的体内抗病毒效果尚未进行验证，未来可通

过动物试验进一步评估其体内抗病毒活性。其次，

D67 纳米抗体的广谱性仍需进一步研究，以确定其

对其他 H7 亚型禽流感病毒株的结合能力。

4　结 论

4. 1　本研究成功构建抗体表达载体并通过大肠杆

菌系统成功表达出抗 H7N9 禽流感纳米抗体 D67 和

荧光纳米抗体 D67-GFP。同时，利用同源重组技术

完成了重组质粒 pFastBac-Dual-H7-HA1 的构建，

并利用 SF9 草地贪夜蛾细胞成功表达出 H7N9 禽流

感 HA1 抗原。

4. 2　本课题通过 IFA、HI、ELISA 和 SPR 技术对

D67 的生物学功能进行了多维检测，成功证明了

D67 能有效识别并结合 H7 亚型禽流感 HA1 抗原，

可为 H7 亚型禽流感快速检测方法的开发提供技术

支撑。
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