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［摘 要］ 目的：从发热伴血小板减少综合征（severe fever with thrombocytopenia syndrome，SFTS）恢复期患者的外周血单核细

胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）中，获得大别班达病毒（Dabie bandavirus，DBV）特异性抗体序列，制备全人源DBV
抗体。方法：用酶联免疫吸附试验（enzyme⁃linked immunosorbent assay，ELISA）检测恢复期患者血浆抗体效价，挑取恢复期患

者PBMC样本进行磁珠富集，经流式细胞仪分选获得能够结合DBV糖蛋白的特异性单个B细胞，经B细胞受体（B cell receptor，
BCR）测序获得抗体序列，进行单链抗体的原核表达，采用蛋白免疫印迹、ELISA和体外中和实验鉴定抗体的表达、结合能力和

中和活性。结果：共收集25例SFTS恢复期患者血液样本，血浆中均发现了DBV糖蛋白和核衣壳蛋白的抗体。选取样本进行

流式分选和BCR测序，分析后共获得6个单链抗体，对DBV均具有良好的结合能力和中和活性。结论：成功表达了6个与DBV
具有中和作用的全人源抗DBV抗体。
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［Abstract］ Objective：To obtain Dabie bandavirus（DBV）specific antibody sequences from peripheral blood mononuclear cell
（PBMC）of recovery patients with severe fever with thrombocytopenia syndrome（SFTS）. Then fully human antibodies against DBV
were prepared. Methods：Enzyme ⁃ linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect the plasma antibody of SFTS recovery
patients. PBMC samples from the recovery patients were selected for magnetic bead enrichment, and the specific single B cells with
DBV glycoprotein（DBV⁃Gn）protein binding activity were obtained by flow cytometry. The antibody sequences were obtained by B cell
receptor sequencing，and the prokaryotic expression of single chain antibody was performed. Finally，the expression，binding capacity，
and neutralizing activity of the antibodies were identified by Western blot，ELISA，and neutralization experiment in vitro. Results：Total
25 blood samples from SFTS recovery patients were collected. The antibodies showed binding activity with DBV ⁃ Gn and DBV
nucleocapsid protein（DBV⁃NP）were detected in all plasma. Six types of single chain antibodies were obtained after flow cytometry
sorting and BCR sequencing analysis，all of which had good binding capacity and neutralizing activity with DBV. Conclusion：Six fully
human antibodies with neutralizing activity to DBV have been successfully expressed.
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发热伴血小板减少综合征（severe fever with
thrombocytopenia syndrome，SFTS）是近年来在我国

部分地区发现的一种自然疫源性疾病［1］，病原体为
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大别班达病毒（Dabie bandavirus，DBV）［2］，曾被称为

发热伴血小板减少综合征病毒。其主要临床症状

为高热、血小板减少、白细胞减少、胃肠道不适等，

严重时会造成多器官损伤、各种并发症如细菌或真

菌感染、神经系统症状等［3-5］，病死率为12%~30%［6-8］。

大部分患者预后良好，老年患者和有基础疾病的患

者临床预后较差［9-11］。目前，临床上尚无针对 SFTS
的有效预防性疫苗和特异性抗病毒药物，治疗手段

主要为对症治疗和对并发症的治疗［12］。

本研究以 SFTS恢复期患者外周血单核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）为样本，

通过磁珠富集与流式分选获得 DBV糖蛋白（DBV
glycoprotein，DBV⁃Gn）特异性单个B细胞，利用B细

胞受体（B cell receptor，BCR）测序获得抗体可变区序

列，原核表达出6个与DBV具有中和活性的抗体，为

后续病原体诊断和抗病毒药物的研发奠定技术基础。

1 材料和方法

1.1 材料

非洲绿猴肾细胞（Vero）、DBV⁃JS14病毒株和

DBV核衣壳蛋白（DBV nucleocapsid protein，DBV⁃NP）
质粒由本实验室保存；BL21感受态细胞（北京全式金

生物有限公司）；DBV⁃Gn蛋白（南京金斯瑞生物科技

有限公司）；37 μm过滤器（STEMCELL Technologies
公司，加拿大）；候选抗体原核质粒（上海生工生物

工程股份有限公司）；恢复期患者血液样本收集自

南京医科大学第一附属医院。患者基本信息和临

床血液样本的获取获得了南京医科大学第一附属

医院伦理委员会的许可（2022⁃SR⁃366）。
1.2 方法

1.2.1 病毒抗原NP的表达

将NP⁃pET28a质粒转染至BL21感受态细胞中，

挑取单克隆菌落进行扩增培养与诱导，超声破碎后

对上清中的蛋白通过Ni2+亲和层析柱梯度纯化获得

DBV⁃NP蛋白。

1.2.2 SFTS恢复期患者血液样本的收集

SFTS恢复期患者的诊断标准如下［12-14］：①血液

中DBV载量<4.96×103 拷贝/mL，确定为DBV⁃RNA
转阴性；②体温逐渐下降至恢复正常且稳定 3 d以
上；③血小板（platelet，PLT）和白细胞（white blood
cell，WBC）计数逐渐升高；④血生化酶学指标如丙

氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天
门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，
AST）、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）、肌

酸激酶（creatine kinase，CK）逐渐下降；⑤其他中毒

症状、体征逐渐改善或消失。

1.2.3 患者血浆抗体效价检测

分别将DBV⁃Gn和DBV⁃NP作为ELISA包被抗

原，封闭后加入起始稀释度为1∶50的恢复期患者血

浆，并依次进行梯度稀释，均设 3个复孔，同时设空

白对照孔与正常人血浆对照孔。二抗加入 1∶2 000
稀释的Anti⁃Human IgG⁃Fc。酶标仪在波长 450 nm
处测定吸光度值。

1.2.4 患者血样中PBMC的提取

全血离心后将血细胞与PBS按1∶1比例混合均

匀，缓慢轻柔地加入1.5倍淋巴细胞分离液中，缓升

缓降 2 000 r/min离心 20 min，吸取上层和中层分界

处液面的细胞层并加入适量PBS进行离心，加5 mL
红细胞裂解液重悬，孵育 5~10 min后，用适量 PBS
将细胞洗涤2~3次获得PBMC。
1.2.5 B细胞磁珠富集

将 PBMC重悬于浓度为 0.1 mg/mL的DNase溶
液，室温孵育 15 min裂解完成后用 37 μm过滤器过

滤细胞，重悬于 1 mL缓冲液。在细胞中加入 50 μL
Cocktail工作液，轻柔混匀室温孵育 10 min，接着在

细胞中加入预先 30 s涡旋混匀的磁珠 75 μL，混匀

后室温孵育5 min。加缓冲液将体积定容至2.5 mL，
去掉管盖放入磁力架中，室温孵育 5 min，连同磁力

架自然倒置2~3 s，富集PBMC中的B细胞。

1.2.6 流式细胞仪分选Gn特异性单个B细胞

将磁珠富集的B细胞重悬于 100 μL流式缓冲

液，按 1∶100的比例加入 CD19⁃APC抗体、IgG⁃BV
421TM抗体、IgM⁃BV 605TM抗体、CD27⁃APC/Cyanine7
抗体和Gn⁃FITC抗原，冰上避光孵育 30 min。孵育

结束后用 200~300 μL PBS重悬细胞，用于流式分

选，将DBV⁃Gn特异性单个B细胞分选到含有裂解

液的96孔板中，冰上放置待用。

1.2.7 单个B细胞的BCR测序

将分选到的单个 B细胞经反转录和 PCR扩增

后，对 cDNA产物进行3轮BCR富集并用磁珠纯化，

经过片段化、接头连接、扩增和片段分选后，获得可

测序的文库进行测序，得到抗体序列。

1.2.8 包涵体的复性与蛋白免疫印迹（Western blot）
鉴定

将分析后的抗体序列委托上海生工生物工程

有限公司进行基因合成并装载至载体 pET28a，转
染至BL21感受态细胞中进行原核表达。超声破碎

后对包涵体进行梯度透析复性，12% SDS⁃PAGE

··744



电泳鉴定目的蛋白条带大小，Western blot检测用

6×His⁃Tag⁃HRP鉴定目的蛋白His标签。

1.2.9 抗体结合活性分析

DBV经56 ℃水浴灭活30 min后，在生物安全柜

中用DMEM维持培养基将DBV稀释至1×106 TCID50/
mL作为 ELISA包被抗原，封闭后加入初始浓度为

50 μg/mL的待测抗体，二抗加入 1∶5 000稀释的

6×His⁃Tag⁃HRP，用酶标仪于450 nm处测定吸光度值。

1.2.10 抗体中和活性分析

于 96孔板培养Vero贴壁细胞 24 h以上备用，

细胞数量 1×104个/mL左右。用DMEM维持培养基

将抗体稀释到 300 μg/mL，按照 1∶1比例加入DBV
（1×103 TCID50/mL）。同时设病毒对照、阴性对照

和空白对照，均设 4个复孔，于 37 ℃中和 1 h。吸

去 96孔板中的细胞培养基，每孔分别加入抗体和病

毒混合液 200 μL，孵育 2 h弃去上清，加入 100 μL
DMEM维持培养基培养24 h，于-80 ℃反复冻融3次
裂解细胞，离心取培养基上清提取DBV核酸，通过

荧光定量PCR测得DBV病毒滴度。

2 结 果

2.1 SFTS恢复期患者血液样本收集

2022年 6月—2023年 11月在南京医科大学附

属第一医院感染科收集的 25例恢复期患者血液样

本被纳入研究。恢复期患者的诊断标准符合发热

伴血小板减少综合征诊疗共识［12］，所有恢复期患者

血液中DBV载量<4.96×103拷贝/mL且体温恢复稳

定 3 d以上，样本 5、6、19号的PLT与正常值相比较

低，还处于恢复阶段，其余样本的PLT和WBC数量

基本都符合标准（表1）。
表1 SFTS恢复期患者基本信息

Table 1 Basic information of SFTS recovery patients

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Sample
Female
Male

Female
Female
Female
Female
Female
Male
Male
Male

Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male

Female
Male
Male
Male

Female
Male

Female

Sex
< 4.96×103

< 4.96×103

< 4.96×103

< 4.96×103

< 4.96×103

3.62×103

< 4.96×103

< 4.96×103

< 4.96×103

3.47×103

1.95×103

< 4.96×103

< 4.96×103

< 4.96×103

2.81×103

< 4.96×103

< 4.96×103

2.06×103

3.77×103

< 4.96×103

3.70×103

1.22×103

4.16×103

< 4.96×103

< 4.96×103

DBV⁃RNA
（copies/mL）

169
024↓
075
123
023↓
034↓
017↓
065
029↓
052
042
051
080
033↓
088
024↓
088
432↑
042
184
030↓
803↑
111
034↓
074

CK
（U/L）

040.8
013.4
071.2↑
083.1↑
025.6
039.7
013.7
100.5↑
052.2↑
036.7
030.8
023.5
028.7
020.7
060.0↑
020.9
048.4↑
068.1↑
032.9
261.2↑
025.7
167.5↑
043.0
022.2
018.5

AST
（U/L）

-
137
407↑
-

261↑
286↑
258↑
393↑
298↑
304↑
398↑
237↑
221
284↑
285↑
182
197
443↑
200
499↑
253↑
470↑
445↑
162
198

LDH
（U/L）

48
74
49
48
73
69
48
48
76
68
49
57
62
61
46
45
63
67
51
76
57
69
72
57
48

Age
（years）

251
272
136
296
094↓
060↓
447↑
476↑
109↓
489↑
167
186
120↓
195
189
209
202
395↑
073↓
142
225
162
330
120↓
216

PLT
（×109/L）

04.69
05.16
16.11↑
06.34
08.65
03.20↓
07.31
04.27
06.33
05.72
04.68
05.00
03.61
03.35↓
06.79
07.73
06.95
17.50↑
09.43
03.78
05.52
06.83
04.50
04.40
04.14

WBC
（×109/L）

037.9
012.2
038.9
068.2↑
017.4
028.0
068.2↑
075.3↑
073.5↑
030.2
041.3
044.0
034.1
050.3↑
187.8↑
017.8
123.1↑
075.6↑
101.2↑
090.7↑
018.5
250.7↑
018.0
024.3
026.5

ALT
（U/L）

The negative standard of DBV viral load：<4.96×103 copies/mL；the standard value of PLT：（125-350）×109/L；the standard value of WBC：（3.50-9.50）×
109/L；the standard value of ALT：9.0-50.0 U/L；the standard value of AST：0-45.0 U/L；the standard value of LDH：120-250 U/L；the standard value of
CK：40-200 U/L.
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A：The binding ability of antibodies to DBV⁃Gn in plasma of SFTS recovery patients. B：The binding ability of antibodies to DBV⁃NP in plasma of
SFTS recovery patients. C：Titers of DBV⁃Gn and DBV⁃NP antibodies in the plasma of SFTS recovery patients. HC（Healthy control）：a healthy plasma
control group；Control：a blank control group；Other samples：recovery period samples without special labeling.

图2 SFTS恢复期患者血浆抗体检测

Figure 2 Detection of plasma antibodies in SFTS recovery patients
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2.2 DBV抗原表达

为获得活性稳定的DBV⁃Gn蛋白，本课题组将

Gn原始序列进行评估后去除信号肽和跨膜区片段，

获得优化后序列共 458个氨基酸。将序列基因合

成并克隆到真核表达载体内，利用 CHO细胞进行

真核表达，最后经纯化获得Gn蛋白，目的条带大小

55 kDa左右（图 1A）。NP蛋白条带为 35 kDa左右，

超声破碎后在上清和沉淀中均有表达，使用Ni2+亲
和离子层析柱纯化上清获得NP蛋白（图1B）。
2.3 SFTS恢复期患者血浆抗体检测

以 1∶50稀释的待测恢复期患者血浆为一抗，

Anti⁃Human IgG⁃Fc片段为二抗，排除正常人血浆和

DBV抗原的非特异性结合，发现血浆中抗体与抗原

DBV⁃Gn和DBV⁃NP均具有结合能力（图2A、B）。根

据450 nm处的吸光度值显示血浆中抗体与DBV⁃Gn
的结合能力高于DBV⁃NP。根据血浆稀释倍数发现

血浆中DBV⁃Gn抗体的滴度明显高于DBV⁃NP抗体，

不同患者血浆的DBV⁃Gn抗体稀释倍数差异较大，

最低为1∶800，最高为1∶6 400（图2C）。
2.4 流式分选Gn特异性单个B细胞

所有25例血液样本中，21号样本的DBV⁃Gn和

170130100
70
55
40
35
25

15
10

kDa M NP
170130100
70
55
40
35
25

15
10

A BkDa M NP

A：DBV⁃Gn. B：DBV⁃NP. M：Marker.
图1 DBV抗原表达鉴定

Figure 1 Expression identification of DBV antigen
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DBV⁃NP的抗体滴度都较高，但与DBV⁃Gn的结合能

力不如其他样本。综合血浆抗体效价和细胞活性，

选取 2号和 10号样本进行单个B细胞分离和BCR
测序。

CD19⁃APC抗体用于标记B细胞，IgM⁃BV 605TM

抗体与 IgG⁃BV 421TM抗体用于分选出能够分泌 IgM
和 IgG的B细胞。通过CD27⁃APC/Cyanine7抗体和

Gn⁃FITC抗体，间接分选出能与DBV⁃Gn结合的记忆

B细胞。与健康志愿者流式细胞仪分析结果相比，

SFTS恢复期患者PBMC中能够分选出与DBV⁃Gn特
异结合的B细胞。

2号样本分离得到的PBMC数量为1.6×107个/mL，
磁珠富集 B细胞数量为 5.65×105个/mL，细胞活性

76%，流式检测显示磁珠富集后 B 细胞比例为

99.4%，分泌 IgG 抗体的 B 细胞比例为 14.1%，与

Gn⁃FITC结合的B细胞比例为1.21%。

10 号样本流式检测显示磁珠富集后 B 细胞

比例为 77.4%，分泌 IgG 抗体的 B 细胞比例为

22.5%，与 Gn⁃FITC 结合的 B 细胞比例为 0.11%
（图 3）。
2.5 单个B细胞的BCR测序

流式细胞术共分选了21个Gn特异性单个B细
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Figure 3 Flow cytometry separation of Gn specific single B cells

第44卷第6期
2024年6月

徐若薇，韩一芳，周婷婷，等. 全人源抗大别班达病毒抗体的制备及功能鉴定［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2024，44（6）：743-752 ··747



南 京 医 科 大 学 学 报
第44卷第6期
2024年6月

胞和 8个正常人单个B细胞，进行BCR富集和测序

（图4），获得9个重链序列、7个κ轻链序列和4个λ轻
链序列。结果显示有效V⁃J配对细胞数共 10个，其

中第 2组 8个单个B细胞的重、轻链测序结果最好

（表2）。将序列进行筛选后，通过Linker序列连接抗

体重链与轻链可变区序列，获得6个重组单链抗体。
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图6 候选抗体的DBV结合能力分析

Figure 6 Analysis of the binding ability between candidate antibodies and DBV

表2 BCR测序统计

Table 2 BCR sequencing statistics

Healthy control
Sample group 1
Sample group 2
Sample group 3

8
6
8
7

4
4
4
2

95.10
00.14
94.21
04.30

Reads mapped
to any V（D）
J gene（%）

39.88
00.05
38.85
01.88

Reads mapped
to IGH（%）

Reads mapped
to IGK（%）

Reads mapped
to IGL（%）

32.14
00.06
26.30
02.38

29.30
00.04
34.77
00.10

Estimated
number of cells

Number of cells with
productive V⁃J
panning pair

Sample

17013010070
55
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1510

kDa M 1 2 3 M 4 5 6
17013010070
55
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15
10

kDa M 1 2 3 4 5 6
A B

A：Identification of antibodies by SDS⁃PAGE. B：Identification of
antibodies by Western blot. M：Marker；1：HK11；2：HL13；3：HK14；4：

HL25；5：HK26；6：HK27.
图5 抗体表达与鉴定

Figure 5 Expression and identification of antibodies

2.6 抗体表达与Western blot鉴定

将序列分析重组后获得 6个单链抗体，原核表

达并用Ni2+亲和离子层析柱纯化出目的条带，均为

包涵体蛋白，条带为 30 kDa左右。通过脲素透析

均复性成功。抗体HL13电泳结果显示在 40 kDa
处仍有未除去的杂蛋白，纯化过程还需进一步优化

（图5A）。
因抗体的原核载体上具有6×His序列，取500 ng

蛋白经 12% SDS⁃PAGE电泳之后用 6×His⁃Tag抗体

对目的蛋白进行Western blot鉴定，发现6个抗体在

30~35 kDa处均有明显单一的条带（图 5B），证明抗

体均表达成功。

2.7 抗体与DBV结合活性分析

候选抗体为一抗，6×His⁃Tag⁃HRP为二抗。与

空白对照和pET28a空载阴性对照相比，发现6个候

选抗体对DBV均具有良好的结合活性（图 6），当抗

体浓度为50 μg/mL时，酶标仪450 nm处的吸光度值

在1.5左右，根据吸光度值以及稀释倍数判断，抗体

HK11与DBV的结合能力较强，抗体滴度也较高。

2.8 抗体与DBV中和活性分析

6个候选抗体均表现出与 DBV的结合能力，

因此将所有抗体进行细胞水平的体外病毒中和

实验。由荧光定量 PCR 扩增图谱可见，HK11抗
体组的循环数（cycle threshold，Ct）大于病毒对照组

（图 7A），则说明HK11抗体组病毒滴度小于病毒对

照组。分析各抗体组Ct值和病毒数量发现，当初始

病毒滴度为 1×103 TCID50/mL时，6个抗体对DBV均

具有中和作用，抗体浓度为 300 μg/mL 时，抗体
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HK11对DBV的抑制率达到 83.1%（图 7B），其次为

抗体HK27，同一浓度时抑制率为 79.4%。研究发

现，与DBV结合活性最高的抗体HK11中和活性也

最为显著。
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A：Amplification profile of detecting the neutralizing ability of antibody HK11 by fluorescence quantitative PCR. B：Inhibition rates of 6 antibodies
on DBV tested by neutralization experiment in vitro.

图7 候选抗体的DBV中和能力分析

Figure 7 Analysis of DBV neutralizing ability of candidate antibodies

3 讨 论

DBV 是重要的蜱虫传播的病原体之一［15］，

2012年首次报告了通过接触患者血液导致的DBV
人际传播案例［16］，提示SFTS确诊病例可能成为传染

源，其携带的病毒可能通过感染者血液、携带病毒

的血液分泌物，甚至呼吸道等途径在人群中传播，

从而出现聚集性病例［17-20］。由于其高致死率和广泛

的流行性，SFTS被世界卫生组织列为国家法定传染

病之一。

有研究通过回访发现 SFTS康复患者体内具有

中和抗体［21］。对 SFTS患者不同时期的血清进行中

和实验，发现恢复期患者血清内抗体已经具有中和

活性［22］。早在2013年已经有研究以SFTS康复患者

的PBMC为样本构建了组合人源化抗体库［23］，从该

文库产生的单链可变区片段（single⁃chain fragment

variable，scFv）中发现高中和活性的单克隆抗体

Mab 4⁃5。Kim等［24］以SFTS恢复期患者建立了噬菌体

展示抗体库，成功从中筛选到了抗Gn/Gc糖蛋白抗体

Ab10，该抗体对小鼠感染DBV模型有显著的治疗效

果，大约80%的小鼠和宿主细胞受到了有效保护。这

些研究证明从感染DBV的恢复期患者血液中获取高

效的中和抗体是治疗DBV的重要手段之一。

DBV属于白蛉纤细病毒科中的班达病毒属［14］，

是具有单股负链RNA的病毒，基因组包含L、M和S
3个基因片段。其中M片段编码的糖蛋白Gn和Gc
在病毒颗粒结构的形成和黏附宿主细胞中起关

键作用，有研究通过表位分析证明 DBV⁃Gn具有

中和抗原表位，是开发抗病毒抗体和疫苗的主要

靶标［25］。同样S片段编码的核衣壳蛋白NP，是DBV
中最丰富且高度保守的蛋白，广泛存在于病毒颗粒

以及被感染细胞中，可作为一种有用的DBV感染诊
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断标志物［26］。因此本研究将DBV抗原Gn与NP作
为评价恢复期样本血浆中抗体效价的标准，发现恢

复期血浆与DBV⁃Gn的结合能力较高且DBV⁃Gn的
抗体滴度较高，于是利用Gn蛋白的FITC标记经流

式分选出的Gn特异性B细胞进行后续研究。

在B淋巴细胞表面表达的BCR能够特异性结

合抗原，介导适应性体液免疫应答［27］。本研究从

SFTS恢复期患者血液中分离得到单个B细胞进行

BCR测序，通过多重 PCR富集抗体重、轻链可变区

基因，可直接快速得到特异性抗体可变区序列，重、

轻链天然配对且无需进行人源化改造，稳定性更

强，无需免疫动物和培养噬菌体等，极大地减少了

抗体药物的研发时间。scFv是由重链可变区和轻

链可变区通过 linker序列连接形成的单链蛋白，本

研究在 scFv序列C端加了His⁃tag，然后利用Ni2+亲
和层析柱对单链抗体进行纯化。通过对包涵体进

行脲素梯度复性，6个抗体复性得率在 2%~20%左

右。为了降低透析复性对蛋白空间构象和活性造

成的影响，后续将进行真核载体的构建以及全分子

抗体的表达，进一步验证抗体功能。

DBV感染宿主可能会靶向损伤B细胞，导致适

应性免疫应答失调［28-29］，为本研究获取特异性B细

胞和抗体序列增加了难度。本研究也存在一些不

足，如血液样本均来自 SFTS恢复期患者，症状有

所改善，但是血常规检查等未完全达到康复的标

准，导致分选到的特异性B细胞较少，在此研究基

础上，应该进行康复患者的回访与康复样本血液

的采集。

本研究共收集 25例 SFTS恢复期患者血液样

本，并以排除 SFTS诊断的健康志愿者血液样本作

为阴性对照。经 ELISA 检测发现血浆中抗体与

DBV⁃Gn 蛋白结合活性较高，使用 CD19⁃APC 抗

体、IgG⁃BV 421TM抗体、CD27⁃APC/Cyanine7抗体和

Gn⁃FITC抗原对磁珠富集到的B细胞进行孵育，流

式分选出Gn特异性单个B细胞进行BCR测序，通过

原核表达共获得6个单链抗体，用Western blot检测

抗体序列His⁃tag，并利用6×His⁃tag⁃HRP经ELISA检

测抗体与DBV的结合活性，结果显示抗体与DBV均

具有结合能力，体外病毒中和实验发现抗体HK11
对DBV有较好的中和作用，为后续病原体诊断以及

全人源抗体药物的制备奠定了技术基础。
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