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　　随着人们认识的增加，烈性传染性病毒不断被

发现和鉴定，高致病性、高传播性的病毒往往由于变

异，导致反复流行。如在非洲和阿拉伯半岛多次暴

发１９３１年首次分离到的裂谷热病毒（ＲｉｆｔＶａｌｌｅｙ

ｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＲＶＦＶ）
［１］；１９３７年发现于非洲，并于

１９９９年传入美国且在多个州暴发的西尼罗病毒

（ＷｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓ，ＷＮＶ）
［２３］；１９４４、１９５６、１９６５年分

别发现于俄国克里米亚、非洲刚果和我国新疆巴楚

地区的克里米亚－刚果出血热病毒（ＣｒｉｍｅａｎＣｏｎ

ｇｏｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＣＨＦＶ），１９６７年分

离出该病毒，被我国称为新疆出血热病毒（Ｘｉｎｊｉａｎｇ

ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＸＨＦＶ）
［４］。１９６７年在德

国首次发现马尔堡病毒（Ｍａｒｂｕｒｇｖｉｒｕｓ，ＭＡＲＶ）
［５］；

１９７６年发现，随后在非洲反复暴发流行的埃博拉病

毒（Ｅｂｏｌａｖｉｒｕｓ，ＥＢＯＶ）
［６］；１９９８—１９９９年在马来西

亚暴发，２００１—２００９年连续在印度和孟加拉国流行

的尼帕病毒（Ｎｉｐａｈｖｉｒｕｓ，ＮｉＶ）
［７８］；２００２年底出现，

２００３年在我国暴发流行的ＳＡＲＳ冠状病毒（ｓｅｖｅｒｅ

ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，ＳＡＲＳ

ＣｏＶ）
［９］；２０１２年出现于沙特阿拉伯，具有高致死率

的中东呼吸综合征冠状病毒（ＭｉｄｄｌｅＥａｓｔｒｅｓｐｉｒａ

ｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，ＭＥＲＳＣｏＶ）
［１０］；２０１３

年在我国多地出现的 Ｈ７Ｎ９型流感病毒
［１１］。自

２００９年以来，中国加强了急性发热性疾病的监测与

管理，发现了一种不明原因的严重发热伴血小板减

少综合征（ＳＦＴＳ），该病由一种新型病毒引起，命名

为发热伴血小板减少综合征布尼亚病毒，简称新布

尼亚病毒（ｓｅｖｅｒｅｆｅｖｅｒｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｖｉｓｕｓ，ＳＦＴＳＶ）
［１２］。目前，上述病毒感染几

乎没有特效药物和疫苗，因此，针对其研制特效药

物，对于提高其防治水平、保障我国国民健康，具有

非常重要的意义。

１　克里米亚－刚果出血热病毒

克里米亚－刚果出血热最初源于２０世纪４０年

代中亚克里米亚半岛，病原体为ＣＣＨＦＶ。克里米

亚－刚果出血热是一种流行于俄国北部、中东、南部

欧亚大陆和非洲撒哈拉地区的烈性传染性疾病，主

要见于无树的大平原、半沙漠地带及丘陵地区，病死

率为２０％～７０％
［１３］，该病分布具有明显的地域

性［１４１８］。１９６５年在我国新疆南部巴楚地区首次发

现此种疾病，ＣＣＨＦＶ在我国又被称为ＸＨＦＶ。新

疆出血热是目前我国发现的四种虫媒病毒性传染病

之一［１８］。在青海、云南、四川、内蒙、安徽、海南、伊

犁、东北等地均有抗体阳性案例的报道，并证实在新

疆塔里木盆地、准噶尔盆地、塔里木河，云南腾冲、寻

甸、西双版纳和孟连、伊犁河谷边境地区、青海等存
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在ＸＨＦＶ自然疫源地
［１９］。近年来，新疆出血热在

我国再度暴发，疫区不断扩大，危害日益严重。

ＣＣＨＦＶ属于布尼亚病毒科（Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅ）的内罗

病毒属（Ｎａｉｒｏｖｉｒｕｓ）
［２０］。根据第七届国际病毒学分

类委员会报告，内罗病毒属包括３４种由硬蜱科（Ｉｘ

ｏｄｉｄａｅ）或者隐喙蜱科（Ａｒｇａｓｉｄａｅ）传播的病毒，分为

七个血清型［２１］，其中最重要的是克里米亚－刚果出

血热血清型和内罗毕羊病（Ｎａｉｒｏｂｉｓｈｅｅｐｄｉｓｅａｓｅ）

血清型。内罗毕羊病毒主要感染绵羊和山羊，也可

以引起人轻度发热和血小板减少［２２］。

１９６８年Ｍｕｒｐｈｙ等
［２３２４］第一次描述了ＣＣＨＦＶ

在乳鼠脑中具有与其他布尼亚病毒科病毒相似的形

态。在病毒基本结构、形态发生、复制循环以及理化

性质等方面，ＣＣＨＦＶ可作为布尼亚病毒科的典型

代表［２０，２５２８］。ＣＣＨＦＶ基因组由大（Ｌ）、中（Ｍ）、小

（Ｓ）三股负链 ＲＮＡ片段组成，分别编码ＲＮＡ依赖

的 ＲＮＡ 聚合酶（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ，ＲｄＲｐ）、糖蛋白（ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＰ）及核蛋白

（ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＰ）
［２９］。三个基因组分别包含一个

开放读码框，两侧为非编码区。每个基因组末端１１

个碱基是保守的，并且除第９位核苷酸外均互补，在

随后的２０个左右碱基显示片段特异性互补，形成螺

丝状或锅柄状结构［３０］。

ＣＣＨＦＶｍＲＮＡ编码的糖蛋白前体，经翻译后

加工成为成熟的Ｇ１和Ｇ２
［３１３３］。成熟的Ｇ１和Ｇ２

嵌入脂质层，形成刺突状结构［３４］。蛋白 Ｇ１和 Ｇ２

也分别称为 Ｇｃ和Ｇｎ，在介导病毒与受体结合，进

入宿主细胞中起关键作用，病毒感染后产生的中和

性抗体也主要靶向该区域［３５］。成熟的糖蛋白能识

别易感宿主细胞上的受体并能诱导中和抗体的产

生［３６］。Ｇｎ只在病毒成熟的末期产生，目前研究
［３７］

认为，Ｇｎ主要起分子伴侣作用，帮助Ｇｃ正确折叠，

而Ｇｃ介导了与受体的结合，其潜在受体可能是核

仁素（ｎｕｃｌｅｏｌｉｎ）。

ＣＣＨＦＶ由蜱虫叮咬传播，重症患者的血液与

排泄物也具有传染性。该病毒具有传播迅速、致死

率高、暂无有效治疗药物［３５，３８３９］等特点，开发针对

ＣＣＨＦＶ的特效药物，对于提高我国对该病毒的防

治水平，保障国民健康具有十分重要的意义。

２　治疗性抗体

生物治疗中的蛋白质类大分子药物通常包括生

长因子、受体、酶、血液因子、抗凝血剂、重组疫苗、融

合蛋白和单克隆抗体等，而单克隆抗体则越来越受到

人们的关注［４０］。美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）

已经批准三十多种单克隆抗体用于治疗各种疾病，

如癌症、免疫系统疾病等［４１］。２００１年以来，治疗性抗

体的市场以每年３５％的速度增长，是生物类药物中

增长最快的［１９］。近年来，一些大的制药公司也在收

购其他抗体公司方面展开激烈竞争，如ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ

公司于２００７年花１５６亿美元巨资买下 ＭｅｄＩｍｍｕｎｅ

公司，而后者的主打产品之一是一种预防呼吸道合胞

病毒感染的单克隆抗体Ｐａｌｉｖｉｚｕｍａｂ（商品名Ｓｙｎａ

ｇｉｓ）
［４２］，由此可见治疗性抗体的重要性。

治疗性抗体的显著优势是其天然存在于人体

内，相对安全，同时具有功能强大和靶向性高的特

点，为治疗目前难以攻克的疾病带来新的希望。如

最近鉴定一系列针对人免疫缺陷病毒Ⅰ型（ｈｕｍａｎ

ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＨＩＶ１）的具有广

谱中和活性的抗体（如 ＶＲＣ０１
［４３４４］），有的已进入

一、二 期 临 床 试 验 （如 ＰＲＯ１４０
［４５４６］ 和 ＴＮＸ

３５５
［４７４８］），显示出治疗性抗体在防治 ＨＩＶ１上具有

很好的应用前景［４９５０］。

然而，随着研究的不断深入，人们发现全长抗体

的分子量较大（～１５０ｋＤ），组织（如实体瘤）渗透性

较差，也难以结合一些空间上有位阻效应的关键表

位（如病毒囊膜蛋白上的中和性位点），从而影响活

性。解决的策略之一是将全长抗体进行小型化［５１］，

由此开发了一系列具有结合功能的抗体片段，如

Ｆａｂ（５０～６０ｋＤ）、单链抗体（ｓｃＦｖ，２０～３０ｋＤ）、重

链可变区抗体（ＶＨ，１２～１５ｋＤ）（单域抗体）等小型

化抗体。上述抗体片段相对于全长单抗，具有更好

的组织渗透性和结合存在位阻效应的抗原表位的能

力，有些甚至能够口服用药。目前，基于人重链可变

区ＶＨ的单域抗体已经被用于研发针对病毒的候

选抗体类药物［４８，５１］。已有开发以抗体Ｆｃ片段的

ＣＨ２结构域为骨架的单域抗体，称之为纳米抗体。

该纳米抗体的分子量与ＶＨ形式的单域抗体相似，

但是具有相对较长的血浆半衰期［５２］。

已有研究［５３］表明，病毒感染后产生的抗体对

ＣＣＨＦＶ具有中和作用，并且主要靶向病毒的囊膜

蛋白。因此，通过抗体工程技术筛选出针对该病毒

囊膜蛋白具有中和活性的单域抗体ｄＡｂ或者ｎＡｂ，

有望开发成一类新的抗ＣＣＨＦＶ的候选抗体药物。

３　中和活性评价系统

疱疹 口 炎 病 毒 （ｖｅｓｉｃｕｌａｒｓｔｏｍａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，
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ＶＳＶ）是典型的带有包膜蛋白的动物病毒，由于其

庞大的宿主范围，并能在很多哺乳动物细胞和昆虫

细胞中稳定地复制，被广泛地应用于研究中。ＶＳＶ

组装使用时是删除了糖蛋白 Ｇ基因的重组 ＶＳＶ。

重组ｒＶＳＶ－ΔＧ 与异源病毒包膜蛋白一起生成

ＶＳＶ假病毒颗粒
［５４］。已有研究构建了以 ＶＳＶ为

基础的假病毒体系 ＶＳＶＣＣＨＦＶＧ
［５５］。首先在

２９３ＦＴ细胞内分别表达ＣＣＨＦＶ糖蛋白前体 Ｇ和

β半乳糖苷酶（作为对照），然后用带有萤火虫荧光

素酶报告基因的委内瑞拉马脑炎病毒糖蛋白（ＶＳＶ

ＶＥＥＶＧＰ，Ｖｅｎｅｚｕｅｌａｎ ｅｑｕｉｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）假病毒侵染细胞。委内瑞拉马脑炎病

毒糖蛋白ＶＥＥＶＧＰ在细胞内很快降解，ＶＳＶ核心

复制、组装的子代病毒将带有ＣＣＨＦＶ糖蛋白，形成

ＶＳＶＣＣＨＦＶＧ假病毒。侵染４８ｈ后收集病毒，加

入到ＳＷ１３单层细胞中，通过测萤火虫荧光素酶酶

活性评估病毒的滴度。在缺少高等级生物安全实验

室的情况下，ＣＣＨＦＶ模型的建立使得体外稳定、高

效地获得感染性病毒颗粒并用于中和抗体的检测与

评价成为可能。

４　囊膜蛋白分类与抗原设计

目前，依据病毒囊膜蛋白融合前后的结构模式，

将病毒囊膜蛋白分为三类：ＣｌａｓｓＩ、ＣｌａｓｓＩＩ和Ｃｌａｓ

ｓＩＩＩ。ＣｌａｓｓＩ型囊膜蛋白分类的依据主要是其均能

形成一个含有α螺旋的卷曲螺旋结构中心的发夹

三聚体；ＣｌａｓｓＩＩ型囊膜蛋白分类的依据主要是其均

能形成含有β折叠结构的发夹三聚体
［５６６４］。Ｃｌａｓ

ｓＩＩＩ型囊膜蛋白也能通过两部分结构的组合，形成

发夹三聚体（与ＣｌａｓｓＩ型囊膜蛋白类似），融合后的

三聚体也含有α螺旋三聚体核心；然而每个融合区

域暴露出两个位于延长的β折叠顶端的融合环，显

著的表现出与ＣｌａｓｓＩＩ型囊膜蛋白结构上的类似之

处［６５６７］。已有预测研究［６４，６８］表明，ＣＣＨＦＶ的囊膜

蛋白Ｇｃ属于ＣｌａｓｓＩＩ型囊膜蛋白。虽然这类蛋白

缺少明显的保守氨基酸序列，但是其二级结构和三

级结构是保守的，结构非常相似。

使用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ）预测ＣＣＨＦＶ囊膜蛋白Ｇｃ

在胞外区、跨膜区和胞内区的分布。跨膜区和胞内

区因存在空间位阻，不能成为其功能性表位。然后

用ＮｅｔＮＧｌｙｃ对囊膜蛋白糖基化位点进行预测，糖

基化对表位形成有一定影响，可能会改变或形成新

的表位。利用两个抗原表位预测服务器，（１）Ｃｌｕｓ

Ｐｒｏ：ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｄｏｃｋｉｎｇ／ＡｎｔｉｂｏｄｙＭｏｄｅ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｃｌｕｓｐｒｏ．ｂｕ．ｅｄｕ）；（２）ＭＩＦ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ：

ＰｒｅｄｉｃｔｅｄＡｎｔｉｇｅｎｉｃＰｅｐｔｉｄｅｓ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏ．ｄｆｃｉ．ｈａｒ

ｖａｒｄ．ｅｄｕ／Ｔｏｏｌｓ／ａｎｔｉｇｅｎｉｃ．ｈｔｍｌ），联用亲水性、柔韧

性、可及性、转角等多参数进行抗原表位预测。综合

考虑跨膜区和抗原表位预测结果及囊膜蛋白的高度

变异区，确定分段表达策略，逐步缩小抗原表位区域。

表达、纯化这些结构域，可以作为抗体筛选的靶点。

５　展望

中和性抗体是烈性病毒感染防控的特效药物，

如已经研制出的针对ＥＢＯＶ的抗体药物ＺＭａｐｐ，取

得了很好的效果。目前，已有的针对烈性病毒的中

和抗体多为全长单克隆抗体（主要为ＩｇＧ形式），分

子量大，不容易结合大分子（如病毒囊膜蛋白）上空

间存在位阻效应的关键表位；而且结构复杂，需在哺

乳动物细胞中表达，制备周期长，一般情况下需要在

低温储存，难以适用于复杂环境。

相对于全长克隆抗体、Ｆａｂ和ｓｃＦｖ，单域抗体

（包括ｄＡｂ和ｎＡｂ）能更有效靶向病毒囊膜蛋白上

那些关键而狭小的保守区域，发挥中和活性；富含β

折叠，结构简单可原核表达，易于制备，常温下仍保

持稳定，适宜在复杂的环境中储存和使用；筛选能够

中和ＣＣＨＦＶ的单域抗体，有望开发出抗ＣＣＨＦＶ

的新候选药物，单域抗体具有广阔的应用前景。
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