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　　自 1982年美国疾病预防与控制中心 ( CDC)对

那些与免疫缺陷和卡氏肺囊虫肺炎等症状有关的病

例命名为获得性免疫缺陷综合征 (A IDS)以来 ,研究

者们对预防和治疗性 A IDS疫苗的研究进行了不懈

的努力 ,实验中的疫苗包括 env亚单位疫苗、减毒活

疫苗、灭活疫苗、DNA疫苗等等 ,但至今尚没有一种

疫苗能获得理想的免疫效果。最近研究者们对中和

抗体 ( Neut ralization antibody , nAb. )在 H IV21 感

染中的作用的研究结果让人们看到一些新的曙光。

尽管对 nAb是否在预防 HIV21感染过程中具

有保护作用存在争议 ,但是仍然有不少的研究者在

nAb方面展开了大量的工作 ,以期望获得不仅可以

预防感染 ,同时还可以控制已建立的感染的中和抗

体。这些工作主要包括两个方面[1 ] :一是分离出来

了稀有的、针对 HIV21 env糖蛋白保守的中和表位

并具有广泛中和作用的人源抗体 (如人源抗 HIV21

单克隆抗体 ,mAb) ,从而证明 H IV21感染者体内可

以产生中和性抗体 ;其二是证明了这些 mAbs经被

动免疫后可以保护随后对短尾猴进行的病原性

SHIV的攻击 ,可见中和抗体在 H IV21 感染的过程

中仍然具有重要的中和保护作用。

本文就近来有关抗 HIV21 中和抗体方面的一

些研究进展作一介绍。

1　当前中和抗体的研究现状

早期 ,研究者发现用抗 HIV抗体进行免疫的方

法对预防或者控制 HIV21的感染是无效的 ,随着单

克隆抗体技术的发展 ,包括杂交瘤技术、B细胞转化

和细胞融合技术、基因工程抗体技术等 ,许多研究者

报道获得了抗 H IV21 抗体株 ,但是 ,其中只有很少

一部分抗体具有中和活性 ,而且只对相应的病毒株

发生中和作用或者中和作用很弱。目前比较公认的

具有广泛中和活性的抗体主要有 : Ig G1b12 ,2 G12 ,

2F5 ,4 E10和 447252D单抗 ,下面作简单介绍。

1. 1　IgG1b12单抗

Ig G1 b12 是第一个被证明具有广泛中和活性

的 mAb ,它来源于噬菌体展示文库 ,为人源 mAb ,

其表位为 CD4结合位点 ,并受 V2 环的影响。CD4

结合域 ( CD4 binding domain , CD4bd)位于 GP120

上 ,为一高度保守、复杂的区域 ,具有构像依赖性 ,负

责病毒与 CD4 分子的相互作用。该区域包括四个

不同的部分 ,在折叠形成二级结构的过程中聚集在

一起 ,紧密相邻 ,形成一个表位簇 ( Epitope cluster) 。

目前已经分离出多株针对该区的单抗 (如 : 559/

64D ,15e) ,但除 Ig G1b12 外 ,它们均不具有中和作

用 ,这可能是由于 Ig G1b12 具有独特的空间结构。

Ig G1b12的晶体结构[2 ]显示 ,它具有一个异常的伸

展出的 CDR3环 ,该 CDR3 环可以很容易与 gp120

的 CD4结合位点发生相互作用 ,表现出中和作用。

Ig G1b12可以中和大多数不同亚型的 HIV21 PI病

毒株 ,尤其是 B 亚型的 H IV21 病毒株 ,对大多数

HIV21 PI株而言 ,该抗体中和效力的生理学浓度为

25μg/ ml。对 35株 PI株 (其中包括来自于美国以

外国家的 PI株)进行分析 ,发现 Ig G1b12对这 35株

病毒均具有中和作用[3 ,4 ] ;Burton 等[5 ]用假病毒中

和试验的方法研究了部分抗体对 33株 H IV21 B亚

型 PI病毒株以及 90 株包括 HIV21所有亚型的 PI

株的中和作用 ,发现 Ig G1 b12分别中和其中的22
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株和 45 株 ,提示此抗体具有广泛的中和作用。

Ig G1b12通过与 CD4 结合位点的结合阻止 HIV21

与靶细胞的结合与融合 ,但是 Fab形式的 b12 单抗

则可能抑制病毒与靶细胞融合后的某些过程[ 6 ] ,提

示同一抗体的不同形式 ,其中和机制可能不同。

1. 2　2 G12单抗

2 G12来源于 EB 病毒转化后的 HIV21 感染者

B细胞 ,筛选所得阳性克隆与人鼠异源杂交瘤细胞

CB2F7融合 ,所得的融合细胞可以表达产生 2 G12。

2 G12中和表位比较复杂 ,其表位具有甘露糖 (Man)

依赖性 ,主要由糖类组成 ,与 CD4 结合位点呈正交

性 ,并与辅助受体结合面毗邻 ,该抗体也能广泛中和

PI株。Souza等[7 ]利用 PBMC p24中和试验方法对

2 G12的中和作用进行评价发现 ,在浓度≤25μg/ mL

时 ,2 G12可以中和 9株 HIV21 PI株中的至少 4株 ;

Burton等[ 5 ]用假病毒中和试验的方法研究了其对

33株 H IV21 B 亚型 PI病毒株和 90株包括 HIV21

所有亚型的 PI株的中和作用 ,发现 2 G12 分别中和

其中的 22株和 37 株 ,中和作用也相当广泛。晶体

结构研究发现 ,2 G12以多价的形式与保守的一簇寡

聚体甘露糖形式的糖类相互作用 ,但是该中和表位的

抗原性极弱[3 ,7 ]。推测其可能通过抑制 gp120 与

CCR5辅助受体的相互作用而发挥中和作用[8 ]。

1. 3　2F5单抗

目前已经分离了对 gp41 的人 2F5 单抗 ,具有

广泛地中和活性 ,能中和多种不同的 HIV21 PI病

毒株 ,其识别 gp41 C2末端的线性表位 ,序列为 EL2
D KWA ,然而该序列并不存在于所有的 HIV21 PI

株中 ,其中和作用也不如 b12 和 2 G12 广泛[3 ,7 ]。

Souza等利用 PBMC p24中和试验对 2F5的中和作

用进行评价发现 ,在浓度 ≤25μg/ mL 时 ,2F5 也可

以中和 9株 HIV21 PI株中的至少 4株。但是 Bur2
ton等[ 5 ]用假病毒中和试验的方法研究了部分抗体

对 33株 HIV21 B亚型 PI病毒株和 90株包括 H IV2
1所有亚型的 PI株的中和作用 ,发现 2F5分别中和

其中的 24 株和 60 株 ,其中和作用似乎比 Ig G1b12

和 2 G12还高 ,原因尚未知。研究发现其中和表位

ELD KWA为“过渡态表位”( t ransitional epitopes) ,

只在病毒感染过程的某一特定时间暴露 ,在完整的

病毒颗粒以及病毒感染的细胞膜上 ,该中和表位几

乎不暴露 ,而且该表位的免疫原性极弱 ,并且只能在

特定的分子构型下才能发挥功能 ,但这种分子构型

同时又减弱了将抗原提呈给免疫系统的效率。2F5

抑制病毒颗粒与靶细胞的结合 ,提示 2F5可能干扰

融合过程中较晚的阶段 ,推测其中和机制可能是抑

制病毒/细胞膜的融合。

1. 4　4E10单抗

Zwick 等[9 ] 报道 ,针对 gp41 的单抗中 ,除了

2F5 ,还有 4 E10和 Z13也具有广泛中和活性。原始

的 4 E10为 Ig G3抗体 ,来源于转化后的 PBMC细胞

与人鼠异源杂交瘤细胞融合后产生的融合细胞 ,在

抗体血清学评价项目 (antibody serological p roject ,

ASP)中发现 4 E10可以中和某些实验室病毒株 ,随

后改型为 Ig G1 表达 ,表达后的 Ig G1 型的 4 E10 明

显升高其中和活性。尤其值得注意的是 ,改型后的

Ig G1 4 E10可以中和来源于 2F5/ 2 G12 I期临床试

验中的 H IV21感染者的病毒株。4 E10 识别与 2F5

表位羧基末端相邻的区域 ,其表位为 N WFDIT。用

外周血单个核细胞 ( PBMC ) p24 中和试验比较了

4 E10、2F5、2 G12和 Ig G1b12对包括 TCL A和 PI病

毒株在内的 22 株病毒株的中和作用 ,发现与 2F5

和 2 G12 相比 , 4 E10 能以较低的浓度中和这些病

毒。推测其中和机制可能是通过阻止 gp41 卷曲 -

卷曲 (coiled2coil)的形成 ,或者阻止那些由 gp41 介

导的可导致病毒/细胞膜融合的一些变化发挥作用。

与 4 E10相类似 ,Z13识别的表位也是针对 gp41 ,其

表位和 2F5 表位相邻。另外 ,一些其他的抗 gp41

单抗也具有中和作用 ,包括识别表位跨过 gp41末端

免疫显性环的二硫键的 Clone3[4 ]、F105 等 ,但是中

和作用远不如 2F5和 4 E10。

1. 5　447252D单抗

长期以来 ,研究者们一直认为 , gp120 V3 区是

一个主要的含有中和决定簇的区域 ,但是 ,有关该区

的中和抗体的报道却相对较少。1992 年 Gorny

等[10 ]报道了针对 V3环的单抗 447252D ,来源于 EB

病毒转化的、HIV21感染者的 B细胞 ,为 Ig G3/λ型

单抗 ,其中心表位为 GPXR (V3 环 3122315 残基) 。

与随后报道的一些抗 V3单抗不同 ,447252D还可以

中和 H IV21 X4和 R5 PI病毒株。通过与其他的抗

HIV21单抗比较 ,发现 447252D 同样具有一个较长

的 CDR H3 (20aa) ,而 b12为 18aa、2F5为 22aa、X5

为 22aa、17b 为 19aa ,推测长的 CDR H3 可能更好

的与 gp120 上相应的表位发生作用。2002 年

Gorny等[ 11 ]又报道了 6个具有中和活性的抗 gp120

V3环单抗。用 EB病毒转化 H IV21 感染者的 B 细

胞后经 EL ISA 检测筛选到这些单抗 ,筛选抗原为

V3融合肽 (V32FP) ,阳性克隆随后与人鼠异源杂交

瘤细胞 SHM2D33 融合 ,进行表达相应的抗体。竞

争 EL ISA检测分析 ,发现其表位定位于 V3环的顶

端。病毒捕获实验证明它们可以和 HIV21 A、B、C、
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D、F亚型病毒株结合。经 GHOST细胞中和试验、

P HA刺激的 PBMC p24中和试验以及 L uci中和试

验检测这些抗体对 16株来源于 HIV21 M组 A～F

亚型的病毒株的中和作用 ,发现它们对 H IV21 A、

B、F 亚型病毒株具有较强的交叉中和作用 ,对

H IV21 C、D亚型病毒株的中和作用较弱 ,对 HIV21

E亚型的病毒株无中和作用。另外 ,报道抗 V3 环

单抗 58. 2也具有中和作用[5 ]。

其他也有一些有关中和性单抗的报道[5 ] ,如针

对 CD4i 表位 ( CD4 诱导的表位)的 X5 [12 ]、17b 和

E51等。表 1列出了目前研究的一些主要的中和性

抗 H IV21单抗。有趣的是 ,17b的 Fab形式和 scFv

形式的片断比全抗体形式具有更有效的中和活性 ,

提示某些抗体的小分子可能更易进入抗原分子并与

相应的表位相互作用。Burton 等[5 ]用假病毒中和

试验比较了部分单抗的中和作用 ,结果见下表 (表

1) :
表 1　单抗对 HIV21的交叉中和作用

Table 1　Cross2neutralizating properties of a panel of human
mAbs to HIV21

Virus IgG1b12 2 G12 2F5 4E10 B6 447252D 58. 2 X5

Clade B
(total = 33)

22
(73 %)

22
(73 %)

24
(80 %)

30
(100 %)5

(17 %) 14
(47 %)

10
(33 %)3 (10 %)

All Clade
(total = 90)

45
(50 %)

37
(41 %)

60
(67 %)

90
(100 %)5

(6 %) 17
(19 %)

10
(11 %) 3 (3 %)

用假病毒中和试验 (pseudovirus neut ralization assay)在抗体浓度 <
50μg/ mL 时达到 50 %中和效果的即判定为阳性。
By pseudovirus neutralization assay ,neutralization is considered 50 %neu2
tralization is achieved at a mAb concentration of less than 50μg/ mL.

2　抗体中和作用的体内评价

在研究被动免疫在 HIV21 感染中的作用的过

程中 ,许多研究者都应用动物模型对抗体的中和作

用进行了评价 (见表 2) ,这些抗体 (或者抗体联合)

的被动免疫试验证明 ,某些抗体的联合免疫可以完

全保护病毒的感染 ,或者预防、延迟机体免疫缺陷的

发生 (见表 2) 。在被动免疫对母婴传播途径的预防

试验中 ,单抗的联合使用可以使 10只新生猴中的 7

只获得针对口服病毒的保护 ,2 只猴获得对疾病的

保护作用 ,仅仅只有一只无保护作用 ,提示示单抗在

预防母婴传播中有重要保护作用。而且 ,应用

Ig G1b12 被 动 免 疫 hu2PBL2SCID 小 鼠 发 现 ,

Ig G1b12在高剂量 (10mg/ kg)时可以完全中和多种

HIV21 TCLA 病毒株和 PI病毒株 ,提示中和抗体

对 HIV21感染的免疫保护具有重要作用。所有这

些中和抗体的体内试验结果显示 ,在一定程度上 ,中

和性单抗对预防 H IV21 的感染具有重要的作用。

与体外中和试验的结果一致的是 ,多种单抗联合使

用一般会产生协同中和作用 ,其中和作用明显比单

一单抗强。Lehman 等通过体外中和试验发现 ,

Ig G1b12本身即使在高剂量也不能中和 SH IV89.

6P ,但是与 2F5/ 2 G12 联合 ,可以有效的中和

SHIV89. 6P ; Xu 等[21 ]也通过体外中和试验发现 ,

Ig G1b12/ 2 G12/ 2F5/ 4 E10联合使用能中和所有受

试的 20株 H IV21 C亚型 PI病毒株 ,而且 ,对其中

表 2　部分中和性单抗的保护作用在非人灵长类动物中的试验

Table 2　Passive immunoprophylaxis with human nmAbs in primates
Route of
challenge

Virus st rain NmAbs
Animal
Species

Outcome of challenge
Refere
nces

Int rave2
nous

SHIV2vpu + F105 + 2 G12 + 2F5
Rhesus
macaques

4/ 4 ,protectin f rom infection 13

SHIV89. 6PD ⑴2F5
⑵2 G12
⑶2 G12 + 2F5
⑷2 G12 + 2F5 + HIVIG

Rhesus
macaques

⑴1/ 3 protection f rom disease ,2/ 3 no protection
⑵3/ 3 protection f rom disease
⑶3/ 3 protection f rom disease
⑷3/ 6 protectin f rom infection ,3/ 6 protection f rom disease

14

HIV21 PI 5016 2F5 Chimpanzee 2/ 2 delay ,low2level of infection 15

HIV21 ⅢB Cβ1 Chimpanzee 2/ 2 protectin f rom infection 16

Oral SHIV89. 6PD Ig G1b12 + 2 G12 + 2F5 Neonatal
Rhesus
macaques

1/ 4 protectin f rom infection ,2/ 4 protectin f rom disease ,1/ 4
no protection

17

SHIV2vpu + F105 + 2 G12 + 2F5
Neonatal
Rhesus
macaques

2/ 2 protectin f rom infection ;
4/ 4 protectin f rom infection protectin f rom disease

17
18

Int ravaginal SHIV162P4 Ig G1b12
⑴25mg/ kg
⑵5mg/ kg
⑶1mg/ kg

Rhesus
macaques

Dose2dependent protection f rom infection :
⑴4/ 4 protectin f rom infection
⑵2/ 4 protectin from infection ,2/ 4 reduced or delayed viremia
⑶4/ 4 no protection

19

SHIV89. 6PD ⑴2 G12
⑵ G12 + 2F5
⑶2 G12 + 2F5 + HIVIG

Rhesus
macaques

⑴2/ 4 protectin f rom infection ,2/ 4 protectin f rom disease
⑵2/ 5 protectin f rom infection ,3/ 5 protectin f rom disease
⑶4/ 5 protectin f rom infection ,1/ 5 protectin f rom disease

20
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的 14 株还能产生完全的中和作用 ; Zwick 等〔22〕也

证明对其他的一些 HIV21 B亚型 PI株也存在相似

的协同中和作用。用 2F5、2 G12 以及 H IV 免疫球

蛋白被动免疫猴 ,再用 SHIV对 26只猴 (macaques)

进行攻击 ,结果有 14只可以完全保护其免受 SH IV

的感染。而人抗体 F105、2 G12 和 2F5 的组合可以

完全抑制粘膜 SHIV21的感染。这些实验提示中和

抗体还是能够提供有效的保护作用 ,尽管目前抗体

被动免疫的应用还受到一些条件的限制 ,但是 H IV

中和抗体还是具有诱人的前景的[ 23 ]。所有这些实

验数据 ,都为进行人体单抗的临床试验提供了可靠

的基础。

但是研究发现[ 24 ] F105/ Ig G1b12/ 2 G12/ 2F5 四

联单抗对 SH IV89. 6P 的协同中和作用明显比

Ig G1b12/ 2 G12/ 2F5三联单抗低 ,究其原因可能是

F105和 Ig G1b12识别的表位相邻并部分重叠 ,使得

它们产生竞争性抑制作用 ,从而降低了协同中和作

用。由此可见 ,联合使用的抗体的识别表位不能有

重叠。

Zwick等[22 ]认为 ,产生协同作用的机制主要有

两个 :一是不同的抗体联合使用作用于同一个病毒

颗粒 ,但作用于非重叠的表位 ,导致抗体对病毒颗粒

的结合通力协调 ,或者使病毒颗粒产生构象变化 ,增

加抗体对病毒颗粒的亲和力 ,进而增强抗体的中和

作用 ;第二是抗体作用于不同的病毒颗粒 ,抗体的联

合可以识别更大范围的 HIV21准种 ,产生强效的针

对包含有多种不同 HIV21准种的异源 H IV21 的中

和作用。

1998年 , Cavacini 等[ 25 ]报道中和性单抗 F105

在 I期临床试验中是安全的 ,2002 年 , Armbruster

等[26 ]报道了它们完成的 2F5/ 2 G12联合使用进行 I

期人体临床试验的结果 ,这也是中和抗体联合使用

首次在人体进行临床试验。结果证明该制剂对

H IV21感染者是安全的。随后 , Stiegler 等[27 ]又评

价了这些单抗在体内的抗病毒活性。研究发现 ,所

有这些受试者经 EL ISA 检测发现有强烈的补体激

活 ,CD4 + T 和 CD4 + / CD8 + 比率短暂升高 ,7 名受

试者中 5名病毒载量短暂减少 ,同时发现仅仅有针

对 2 G12的中和逃逸作用。可见要想获得比较理想

的免疫保护作用 ,可能还需要设计更合理的大规模

临床试验 ,以便改进抗体的治疗方案获得最佳抗病

毒效应。改进暴露后免疫的时间 ,或许也是获得完

全保护作用的一个重要因素。据 2003年 Nishimu2
ra等[28 ]报道 ,他们比较了在短尾猴中静脉注射

SHIV后不同时间被动免疫高滴度抗 HIV21 中和

抗体对获得完全免疫保护作用的影响 ,发现在 4 只

暴露后 6h免疫抗体的短尾猴中 ,有 3只获得完全免

疫保护作用 ,而另外 2只在感染后 24h被动免疫 ,结

果全部感染 SHIV ,提示暴露后迅速获得高水平的

中和抗体可能是获得完全免疫保护作用的一个重要

因素。Stiegler 等[27 ]评价 2F5/ 2 G12在人体的抗病

毒活性的实验中发现有对 2 G12 的中和逃逸作用 ,

提示仅仅有 2F5/ 2 G12可能还不足以获得最佳的抗

病毒效应 ,还需要结合其他的一些中和抗体 (如

4 E10或/和 Ig G1b12等)联合使用。体外中和试验

发现 ,来自这 7名受试者的病毒株中 ,4 E10 可以中

和 7个 , Ig G1b12可以中和 5个 ,体外协同实验也证

明 4 E10/ 2F5/ 2 G12具有高度的协同中和作用。

有趣的是 , Cavacini 等[29 ]研究发现 ,在体外中

和试验中 ,非中和性抗 gp41单抗 F240在与 H IV21

R5X4病毒株预孵育后可以明显增强 CD4i 单抗

2F5对 R5X4病毒株的结合和中和作用 ,相似的结

果在 H IV21 R5 病毒株中也得以证实 ,提示非中和

性单抗在免疫预防中也是一个不可忽视的重要因素。

3　体外中和试验[ 7 ,30～35 ]

随着免疫学、组织化学、分子生物学等技术的发

展 ,多种不同的 H IV21 体外中和试验方法相继建

立 ,表 3对目前一些主要的中和试验方法进行了比

较。
表 3　当前主要中和试验方法的比较

Table 3　Features of HIV21 neutralization assay

Single/

multi

Reprodu2
cible

Sensi2
tivity

Physio2
logic

Flexi2
bility

Speed Ease

PBMC P24 M + + + + + + +

TCL A P24 M + + + + + + + + +

Int ra2p24 S/ M + + + + + + + + + +

Plaque (U87) S ? + + + + + +

GHOST S/ M + + + + + + + +

Luciferase S + + + + + + + + + +

Single/ multi中 S和 M分别代表单轮和多轮感染

Single/ multi shows single round or multiple round of infection re2
spectively.

早期的中和试验依赖于 TCL A 病毒株感染靶

细胞系并形成多核巨细胞或者合胞体的能力 ,通过

定量合胞体的数目对感染进行定量。此方法最大的

缺点是仅仅适于那些具有 SI特性的 TCL A 病毒

株。随后 ,利用 PI病毒株可以感染 PBMC这一更

能反应生理学状况的特点 ,建立了利用 EL ISA法检

p24抗原减少的中和试验。此方法利用 H IV21 阴

性供体的 PBMC ,经 P HA 刺激后在添加 IL22 的条

件下培养 ,一定的时间后 ,用 EL ISA 法检测 p24 抗
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原。此方法虽然适用于 SI和 NSI病毒株 ,但也有明

显的缺点 :通常需要进行几轮感染 (通常 7d) ,耗时

也较长 ,并需要充分洗涤细胞以尽可能去除病毒抗

原以及血清中存在的抗 p24 抗体对实验结果的影

响 ,同时病毒生长条件的变化、细胞死亡后 p24抗原

的释放以及 PBMC细胞本身存在的差异等因素使

此方法重复性较差。Shi 等报道了基于 U87 细胞
( U87. CD42CCR5 和 U87. CD42CXCR4)蚀斑形成

的中和试验 ,此方法利用感染细胞可以形成合胞体
(蚀斑 ,plaque)这一特点 ,将血清/抗体和病毒共孵

育 ,加入到长成单层的 U87 细胞 ,3～4d 后中止培

养 ,通过一定的方法对细胞内 p24抗原染色 ,可以在

光学显微镜下定量蚀斑的数目 ,由此定量抗体的中

和能力。与 PBMC p24中和试验相比 ,此方法重复

性较高 ,许多情况下也更敏感。

为了克服上述的一些的缺点 ,有些研究者建立

了基于细胞内 (int racellular , IC) p24流式细胞术的、

评价 PI病毒株中和作用的 IC p24中和试验。多轮

感染 (一般 4d) IC p24 中和试验利用 CD8 缺失的

PBMC ,经透化作用 (permeabilizition)处理细胞并

对细胞内抗原染色 (在培养过程中需维持抗体) ,由

此可通过流式细胞仪准确计数实际感染细胞的数

目。此方法灵敏度虽高 ,但是费用比较昂贵。Mas2
cola等报道了一种单轮感染 IC p24实验 ,与多轮感

染 IC p24 实验相比 ,其费用比较低廉、快速 ( 1 -

2d) 、灵敏度也高。

在采用报告基因蛋白的检测进行的中和试验

中 ,荧光素酶 (L uciferase ,L uc)是一种重要的报告蛋

白。这种中和试验主要有两种 : CEM ·N KR2
CCR52L uc 细胞系中和试验 ,此细胞系同时表达

CCR5和 CXCR4 ,在 H IV22 L TR的转录控制下细

胞所含的荧光素酶报告基因表达 ,用荧光计数仪可

以准确计数病毒感染细胞的数目。此方法优点在于

包括 O组在内的 HIV21、HIV22和 SIV的 Tat 蛋白

均能活化 H IV22 L TR 表达荧光素酶 ,适应范围更

广 ,特别适于评价 A IDS疫苗在灵长类动物试验中

的中和抗体应答。另外一种比较先进的荧光素酶中

和试验是将 H IV21 env 基因片断构建的质粒和包

含荧光素酶报告基因的 pNL2L uc2E2 R2质粒共转染

于 293 T细胞 ,培养后收获含假病毒的上清 ,上清和

血清/抗体共培养后在 PM1细胞上再培养约 3d后 ,

PBS洗涤细胞 ,裂解细胞后检测荧光素酶含量。

目前比较流行也是广泛接受的中和试验是

GHOST细胞中和试验。此方法利用基因工程方法

构建一个可以表达 CD4 受体和一个辅助受体

( CCR1、CCR2、CCR3、CCR5、CXCR4、Bob/ gpr15

或者 Bonzo/ STRL33)及 GFP报告基因的 GHOST

细胞 , GHOST细胞与病毒、抗体/血清培养过夜后 ,

洗涤细胞 ,继续培养 3～4d ,用流式细胞术检测 GFP

标志从而计数感染细胞数目的减少 ,评价中和能力。

其主要优点是降低了因 PBMC细胞的差异引起的

中和试验结果的变异 ,重复性较好 ,因此在 H IV21

的体外中和试验中被认为极有发展前景。

通过对抗 HIV21 中和抗体的研究 ,发现抗

HIV21中和抗体对预防和控制 HIV21 感染确实有

一定的作用。但是 ,仅用单一的中和性单抗预防或

者控制 H IV21的感染可能是不现实的 ;要想预防或

者控制 H IV21的感染 ,可能需要多种针对不同表位

的中和抗体的协同作用 ;而且某些非中和性单抗和

中和性单抗联合使用 ,可以明显增强中和抗体对

HIV21的中和作用。中和作用的评价离不开实验

室中和试验以及动物试验 ,因此建立敏感、有效、重

复性高的中和作用评价方法是评价 HIV21 中和抗

体的免疫效果所必需的。
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