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呼吸道合胞病毒单克隆抗体抵抗株的体内筛选 

赵晓东．W．Sullender，杨锡强 

(重庆医科大学附属儿童医院肾脏免疫科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：Palivizumab(PZ)是目前唯一用于防治感染性疾病的单克隆抗体药物，主要用于预防高危患儿RSV感染。体外 

筛选获得的 PZ逃逸株 F基因发生众多突变，且在棉鼠体内完全抵抗大剂量 PZ预防效应。本研究评估 RSV PZ逃逸株在动物体 

内是否出现。方法：用环磷酰胺(CY)腹腔注射法制备免疫抑制棉鼠模型，鼻腔接种病毒前 24h或后 6周肌注 15mg／kg PZ。感 

染后 12周收集棉鼠肺脏，用逆转录 PCR法扩增 RSV F基因片断并克隆人质粒载体，测定克隆 cDNA序列筛查 F基因突变。结 

果：在 5只接受 PZ预防或治疗的棉鼠中，3只棉鼠肺内病毒为含有逃逸株和原型株的混合群体；来自上述 3只棉鼠的 F基因 

cDNA克隆中，超过50％显示与体外 PZ逃逸株相同的 F基因突变。从其中 1只棉鼠肺脏中分离的病毒抵抗 PZ中和效应。结论： 

RSV在环磷酰胺处理的棉鼠模型肺内复制时间明显延长，在 PZ筛选压力存在情况下，PZ逃逸株可在体内产生，并可能导致 PZ 

预防或治疗失效，提示今后有必要在 PZ使用人群中长期监控逃逸株是否出现： 

【关键词】呼吸道合胞病毒；逃逸株；单克隆抗体；免疫抑制；动物模型 

【中国图书分类法分类号】R373．1 【文献标识码 】A 【收稿日期】2005—06—17 

I n vivo selection of respi ratory syncytial vi ruses resistant to 

monoclonal antibody prophylaxis 

ZHA0 Xioodong 
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【Abstract】Objective：Palivizumab(PZ)is the only monoclonal antibody presently available for use in humans against an infectious dis— 

ease． RSV selected in cell culture for growth in the presence of PZ develops F gene mutations and is resistant to PZ prophylaxis in cotton 

rats．Here，we evaluated the potential for PZ resistant RSV to arise in vivo．Methods：Cotton rats were immun0suppI ssed with cyclophos— 

phamide(CV)，administered PZ，and inoculated intranasally with RSV．Lungs were harvested 1 2 weeks after RSV infection，RT—PCR am— 

plified F gene fragments were cloned into plasmids，and the nucleotide sequences of the cloned cDNAs were determined
． Results：Three of 

the five animals had mixed populations of lung viruses，and over 50％ of the clones from the 3 animals revealed F gene mutations ass~iated 

with resistance to PZ． A virus completely resistant to PZ neutralization was recovered from the lung homogenate of a rat that had received 

PZ．Conclusion：Prolonged pulmonary replication of RSV in the presence of PZ is followed by the appearance of viruses resistant to PZ
．  

The potential for the development of resistance is a consideration as antibody is used prophylactically against RSV and as passively admin— 

istered antibody is under development for other infections，including emerging viruses and agents of biodefense
．  

【Key words】Respiratory syncytial virus；Escape mutant；Monoclonal antibody；Immunosuppression；Animal model 

呼吸道合胞病毒是婴儿呼吸道感染的首要病毒 

病原 ，免疫功能低下者患病率和死亡率尤 高。 

Palivizumab(PZ，商品名 Synagis)为针对 RSV F蛋 

白的人源化中和抗体，是全球第一个用于防治感染 

性疾病的单克隆抗体，目前在20多个发达国家用于 
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预防早产儿或具有心肺基础疾病患儿 RSV感染【lJ。 

体外筛选获得的 RSV多克隆或单克隆抗体逃 

逸株已广为报道l2 ，我们此前亦在体外通过 RSV在 

PZ存在条件下连续传代获得了 RSV PZ逃逸株，其 

F基因发生了两处点突变。F基因第 828位(A—T， 

逃逸株 MP4)和 827位(A—C，逃逸株 MS412)核苷 

酸改变分别导致 Fl亚单位内第 272位氨基酸由 

A2母株的赖氨酸变为甲硫氨酸或谷氨酰胺。上述 

两种逃逸株在体内外均显示对 PZ中和效应的完全 
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抵抗。另一逃逸株 F212的 F基因突变位于第 816 

位核苷酸 (A—T)，导致 Fl亚单位内第 268位氨基 

酸由A2母株的天门冬氨酸变为异亮氨酸。与 MP4 

和 MS412不同，F212在体外对 Pz中和效应仅具部 

分抵抗，大剂量 PZ仍可完全预防 F212感染棉鼠。 

另外，F212在 HEp一2细胞中和棉鼠肺内复制水平 

明显低于 MP4和 MS4l2【5'酿。上述所有突变均位于 

F蛋白II号抗原位点内。 

经环磷酰胺 (CY)处理的棉鼠可使 RSV在肺 

内复制时间明显延长至 7周171。RSV在免疫抑制患 

者体内的复制时间亦明显延长。作为 目前仅有的 

RSV感染预防制剂，有建议将 Pz用于免疫功能不 

全患者。本文采用免疫抑制棉鼠模型探讨 RSV在 

PZ筛选压力下体内超时复制会否导致 PZ抵抗株 

产生，以探讨其用于免疫功能不全者德可行性。 

l 材料和方法 

1．1 动物模型 

在 RSV接种前，5-6周龄棉鼠接受 50mg／kg CY隔日腹 

腔注射 3周以制备免疫抑制动物模型，实验过程中继续接受 

同样方案CY注射。CY处理使棉鼠外周血白细胞总数下降 

>80％，证实动物模型成功建立。 

1．2 病毒和抗体 

A2母株和此前已报道的 PZ逃逸株在 HEp一2细胞中传 

代繁殖，在 Vero细胞中用噬斑形成法检测病毒滴度。PZ购自 

亚拉巴马州伯明翰儿童医院药房。 

1,3 实验设计 

12只棉鼠分为 A、B、c、D四组(图 1)：D组棉鼠(2只 ) 

未接受CY及Pz，用作外周血白细胞计数对照，其他各组均 

接受 CY处理。Pz以 15mg／kg肌肉注射：A组棉鼠(4只 )注 

射 CY 3周后用 Pz预防，24h后在浅麻醉下经鼻腔接种 5× 

105PFU (50 1)RSV A2母株病毒，6周后再次接受相同剂 

量 Pz肌注；B组棉鼠(2只 )接种病毒前未用 Pz预防 ，仅在 

病毒接种后 6周肌注 PZ；C组棉鼠(4只 )接受 CY处理但未 

使用Pz，作为病毒长时间复制的阴性对照。每周采取A、B两 

组棉鼠鼻咽洗液，在HEp一2细胞中分离病毒，抽提为RSV感 

染的 HEp-2细胞中 RNA，扩增其 F基因片断并进行序列分 

析。病毒接种后 12周处死动物，采取肺脏抽提 RNA或进行 

一 3w -2w-1w Ow lw 2w 3w 4w 5w 6w 7w 8w 9w 10w 11w 

图 1 实验设计示意图 

病毒分离。 

1．4 鼻咽病毒分离 

标本采取前一天准备 HEp一2细胞。浅麻醉下用 25 l转 

运培养基 (MEM+2％胎牛血清 )冲洗棉鼠每只鼻腔，鼻咽洗 

液置于 lml冷转运培养基中。用 0．5ml接种 HEp一2细胞并吸 

附 2h，培养至细胞病变(CPE)出现或至少 5天。如无 CPE 

出现则再次传代，第二次代中仍无 CPE则确认为病毒培养 

阴性。 

1．5 棉鼠肺脏病毒分离 

病毒感染后 12周处死动物，收获肺脏进行病毒分离及 

RNA提取。300 l肺组织匀浆吸附 HEp一2细胞 2h，冲洗两 

次后换新鲜培养基，CO：孵箱中培养 4天。首轮培养几乎无 

CPE出现，再次传代以分离病毒，如第2轮培养仍无CPE出 

现则认为病毒分离为阴性。 

1．6 RNA提取及 F基因序列测定 

用 Trizol(Invitrogen)从被感染的 HEp一2细胞或研磨的 

棉鼠肺脏提取总 RNA。用 RT-PCR法及引物 F622For(5 一 

G rTACCTA ITrGTGAACAAGG一3 )和 F1225Rev(5 一GCT- 

GcTrrAcA rCTGTITITrrG一3 )扩增 RSV F基因第 622位 至 

1225位核苷酸片断，长度为 603bp。首轮 PCR产物经凝胶纯 

化 (QIAGEN)后，用 ABI3100自动测序仪进行序列测定。F 

基因622至 1225区域覆盖 了既往体外获得的Pz逃逸株所 

有突变位点。 

1．7 肺内病毒混合群体中各株病毒所占比例测定 

上述从棉鼠肺脏或被 A2母株感染的 HEp一2细胞 (阴 

性对照 )中扩增获得的 603bp PCR产物经凝胶纯化后克隆 

入质粒 peR2．1-TOPO(Invitrogen)中，每一克隆反应挑取 20 

至 50个菌落再次用 F622For及 F1225Rev扩增插入子，直接 

进行序列测定，按相应位置碱基标志确定遗传型，计算混合 

群体中A2母株病毒和逃逸株病毒所占比例。 

1．8 微中和实验 

按文献报道方法稍加修改操作[Sl。IO00PFU的A2母株、 

体外逃逸株 MS412、棉鼠肺内分离病毒 MCRL5(分离 自棉鼠 

A )、A2R3(分离自棉鼠c一3)、A2R4(分离自棉鼠c ) 

或 5000PFU体外逃逸株 F212与不同稀释度 Pz及豚鼠补体 

混匀，37％共孵 1h。由于 F212复制能力较弱，故升高其用量 

以使其初始光密度值与其余毒株可比。中和后的病毒用于接 

种 HEp一2细胞 (重复 3孔，37％ lh)，3天后培养细胞用冷 

丙酮固定，然后用 G蛋白特异性单抗测定细胞中 RSV抗原 

量以代表 RSV复制水平。 

2 结 果 

2．1 棉鼠鼻咽洗液病毒分离和逃逸株监测 

A2母株病毒接种后 6周内从所有棉鼠鼻咽洗 

液中均成功分离出病毒(表 1)，但接种后 4周的标 

本多需体外传代两次方可见 CPE，接种后6周获得 
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的病毒分离株渐稀少。分离株 F基因622—1225序 

列测定显示 ，接种 A2母株病毒后 6周，1只棉 鼠 

(A一4)肺内含有病毒混合群体，于 F基因第 827位 

为 A2母株(A)和体外 PZ完全抵抗株 MS412(c)混 

合(图 2)。接种后 8周，F基因 827位为均一的突 

。 

t t t t 
827A，c 827 C 

图 2 A-4棉鼠鼻腔洗液内Pz逃逸株监测结果 

蓝色箭头示第 816位碱基。红色箭头示第 827位碱基，绿色 

峰 (A)为A2母株信号，蓝色峰(C)为逃逸株 Ms412信号。 

变基因型 c，导致推倒氨基酸改变为赖氨酸 一谷氨 

酰胺。 

2．2 棉鼠肺内病毒混合群体构成分析 

直接序列测定分析：从 10只接种病毒的棉鼠 

中的 9只扩增出 F基因片段并进行序列分析 (图 

3)。A组中 1只棉鼠(A一3)序列测定结果与 A2母 

株无明显差别，另外 2只存活鼠(A一2和 A一4)于 F 

基因第 816位核苷酸均提示 A2母株病毒和逃逸株 

F212混合群体存在。816位核苷酸A代表A2母株， 

T代表逃逸株 F212。B组中两只棉鼠lit—PCR反应 

呈阳性，其中一只亦显示第 816位 A2~212病毒混 

合群体。作为对照的 c组棉鼠(接种 A2病毒但未 

接受 PZ)肺内病毒的F基因未显示与体外 PZ逃逸 

表 1 棉鼠鼻腔排毒及 Pz逃逸株监测 

注：+示细胞病变阳性；一示无细胞病变；+P2示第二代出现细胞病变。测定病毒部分 F基因序列 (第 660至 1210位核苷 

酸 )，第 827位碱基 c与此前体外获得的逃逸株 Ms412相同。 

表 2 棉鼠肺内病毒混合群体构成克隆定量分析 
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图3 用序列测定鉴定棉鼠肺内病毒混合群体构成 

A-4 re—grown病毒指分离自A-4棉鼠肺组织的病毒，其余用于序列分析的 RNA均提 自肺组织。图示 F基因第 810至 833位 

碱基。蓝色箭头示第 816位碱基，绿色峰(A)示 A2母株信号，红色峰 (T)示逃逸株 F212信号。红色箭头示第 827位碱基，绿色 

峰(A)为 A2母株信号，蓝色峰(C)为逃逸株 MS412信号。 

株相同的基因突变，提示上述逃逸株相关的基因突 

变仅与是否使用 PZ有关。 

用 eDNA克隆序列测定法鉴定混合群体中 A2 

母株 ／逃逸株构成比：直接序列测定显示肺内病毒 

混合群体构成较为复杂，为更精确定量 ，我们将扩 

增 自棉鼠肺组织的RT—PCR产物克隆人载体并挑 

取一定数量菌落再次进行 PCR反应，测定 PCR产 

物序列，根据其遗传标志确定病毒混合群体中各种 

毒株所占比例。作为对照，扩增 自HEp一2细胞中繁 

殖的 A2母株的 24个 cDNA克隆仅 1个为变异株 

(4％)。从 4只对照组棉鼠(C组，未接受 PZ)获取 

的91个 cDNA克隆中亦仅发现一个变异克隆。而 

来 自A、B两组 5只棉鼠的 eDNA克隆则显示了不 

同程度的逃逸株标志。5只棉鼠中的 3只肺内含有 

的超过 50％的突变序列的毒株，其序列改变与体外 

PZ逃逸株序列相同，包括对 PZ完全抵抗的逃逸株 

MP4和 MS412。 

2．3 棉鼠肺组织分离病毒 F基因序列分析 

从病毒接种后 12周的 3只棉鼠(A一4、C一3和 

c一4)肺组织中成功分离到病毒 ，分别命名为 

MCRL5、A2R3和 A2R4。分离的 F基因序列与用 

RT—PCR反应直接从肺组织扩增的 F基因序列比 

较，发现其中 MCRL5的 F基因序列与直接从 A一4 

鼠扩增出的 PCR片断序列在混合群体显示位点处 

差异很大。MCRL5 F基因第 816位核苷酸为代表 

A2母株的 A，并无逃逸株 F212标志；于 F基因第 

827位核苷酸为单一的完全逃逸株 MS412信号 

(C)，而无 A2母株信号。相反，肺组织直接 PCR 

产物序列分析显示 A一4棉 鼠肺内病毒于 F基因 

816位 为 A2／F212混 合 群 体 ，于 827位 亦 为 

A2／MS412混合群体并以 A2母株为主。A2R3和 

A2R4 F基因序列与相应棉鼠肺组织直接序列分 

析结果无异。 

2．4 肺组织分离病毒对 PZ中和反应的抗性 

用微中和法测定肺组织分离病毒对 PZ的抗性 

(图4)。MCRL5对 PZ中和反应具有完全抗性，而 

A2母株病毒、A2R3和 A2R4可被 PZ中和；F212与 

既往实验结果一致，具有部分 PZ抗性。上述结果提 

示 MCRL5与具有共同F基因型的体外 PZ逃逸株 

MS412一样，在体内外均具有完全的 PZ抗性。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 20116年第 3l卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．1) 一 9一  

l_2 

1．O 

O．8 

O．6 

O．4 

O．2 

O 

复至 一  
。 _／  

＼ 
＼ 

0 0．004 0．04 0．4 4 40 

图4 体内筛选获得的 PZ逃逸株在体外对 PZ中和效应的 

抗性 

3 讨 论 

使用抗体防治感染性疾病虽已有很长的历史， 

但 PZ却为目前唯一用于临床预防感染性疾病的单 

克隆抗体。PZ为美国食品和卫生管理局批准用于早 

产儿、慢性肺病和具有血流动力学改变的先天性心 

脏病儿童 RSV感染预防。Pz在免疫功能健全个体 

中对 RSV感染无明显疗效，其用于治疗免疫功能不 

全个体 RSV感染正处于临床试验中[91。 

RNA病毒以准种方式存在，外界选择压力可使 

变异株获得生长优势I·01。在免疫功能健全个体中，正 

常的细胞免疫功能可最终清除病毒 ，而免疫功能不 

全患儿(尤其是细胞免疫功能不全 )RSV体内复制 

时程明显延长⋯1。因此，针对RSV的抗体制剂将使 

RSV在筛选压力存在情况下完成多轮复制。包括 

PZ在内的许多 F和 G蛋白单克隆或多克隆抗体在 

体外均十分容易筛选到逃逸株，但抗体逃逸株是否 

在体内环境中产生及成功复制至今仍不清楚。我们 

在免疫抑制的动物模型中试图验证 PZ抵抗病毒可 

否出现。与他人研究结果一致，RSV在免疫抑制棉 

鼠动物模型中复制时间明显延长，感染后 6周于鼻 

腔、感染后 12周于肺内均可检测。 

RSV接种后 6周，1只棉鼠鼻腔分离的病毒为 

A2母株 ／逃逸株混合群体，接种后 8周变为单一逃 

逸株群体。该棉鼠于A2母株接种后6周接受了第 

二次 PZ注射，可能提供了持续的筛选压力使逃逸 

株获得生长优势。此逃逸株与体外筛选获得的 PZ 

逃逸株 MS412 F基因突变位点相同，MS412在体外 

及动物体内均具有完全的PZ抗性，因而提示PZ使 

用后动物鼻咽部排泌的病毒含有 PZ完全抵抗株。 

但如后述 ，由于病毒在特定环境中生长复制能力 

(即病毒适应性)等原因，采用RT—PCR直接从鼻 

咽洗液中扩增 F基因可能较测定已被分离病毒的 

序列更为可靠。 

感染后 12周以肺组织 RNA为模板的 RT—PCR 

产物序列测定发现 F基因第 816位核苷酸为 A2母 

株 ／逃逸株 (F212)混合，此与病毒复制时间延长无 

关 ，因为对照组 (C组 ，未接受 PZ)未见逃逸株信 

号。为进一步明确混合病毒群体的构成 ，我们将 

RT—PCR产物克隆人质粒载体并挑取一定数量克隆 

进行序列测定，结果发现病毒混合群体的构成较序 

列测定图所示更为复杂，5只接受 Pz的棉鼠的众多 

克隆均显示 F基因突变，这些突变在此前研究中亦 

明确为 PZ抵抗基因型。 

病毒接种后 12周从接受 PZ的一只棉鼠中分 

离出的病毒 MCRL5具有与体外筛选获得的 Pz逃 

逸株 MS412相同的F基因突变(827 A—C)。MCRL5 

在体外完全抵抗 PZ的中和效应，提示 MCRL5亦具 

有与 MS412相似的表现型。值得注意的是，当采用 

肺组织 PCR产物直接测序时，MCRL5并非混合病 

毒群体中的优势生长株，提示病毒分离过程可能导 

致 MCRL5优势生长。 

无论 DNA或 RNA病毒均能在被动或主动免 

疫压力存在时发生变异，这已在流感病毒、手 一足 一 

口病毒和乙肝病毒中证实[12-16】。本研究首次证实 PZ 

使用导致免疫功能缺陷宿主体内F基因突变株产 

生，且绝大部分突变株具有与体外筛选获得的 PZ 

抵抗株相同的基因型，因而可以推测 PZ的应用是 

PZ抵抗株产生的原因。但现仍不清楚上述逃逸株是 

否会在人体内产生，会否导致临床后果。如逃逸株 

适应性降低 ，其在人群中传播的可能性则较小。今 

后的研究应当关注 PZ抵抗株的适应性，并长期进 

行 PZ使用者 PZ逃逸株的临床监测。 
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粒 pcDNA3．1(+)一cadF。重组质粒经双酶切鉴定、PCR 

反应鉴定和 DNA测序，其结果表明真核表达重组 

质粒 pcDNA3．1(+)一cadF构建成功。为证实所构建的 

重组质粒具有应用价值，我们采用 PolyFect转染试 

剂介导的转染法把重组质粒转入真核细胞 COS一7 

进行表达 ，并采用 RT—PCR法检测重组质粒在 

COS一7细胞中的瞬时表达。结果表明，重组质粒 

pcDNA3．1(+)一cadF转染成功，并能在 COS一7细胞中 

表达，为进一步研究 DNA疫苗在预防和控制 cJ感 

染及其相关疾病中的作用奠定了基础。 
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