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应用噬菌体展示技术筛选兔出血症

病毒抗原模拟表位
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摘　要：以抗兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）的单克隆抗体Ａ３ｃ作为靶物质，应用噬菌体展示技术筛选ＲＨＤＶ抗原表位。

将纯化的单抗Ａ３ｃ包被固相载体，经３轮亲和筛选后，挑取２５株噬菌体单克隆并扩增，用ＥＬＩＳＡ测定后，提取阳

性克隆单链ＤＮＡ并测序，用阳性噬菌体克隆免疫小鼠制备高免血清，检测筛选抗原表位的免疫原性。结果表明：３

轮亲和筛选后，特异性噬菌体克隆得到了有效富集，２５株噬菌体单克隆中有１９株为阳性克隆；测序结果表明，获得

了与抗原高度同源的序列ＧＴＤＤＭＤＰＧＴＴＡＡ，即抗原的模拟表位，其中，氨基酸基序ＤＸＸＤＰ为表位中的核心氨

基酸；制备的小鼠高免血清与抗原具有较好的反应性，阳性噬菌体克隆与兔ＲＨＤＶ高免血清也具有较好的反应

性。因此，该表位具有良好的免疫原性和反应原性。该研究为ＲＨＤＶ抗原表位的研究和新型疫苗的探索积累了

资料。
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　　兔出血症（Ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅ，ＲＨＤ）

俗称兔瘟，是一种重要的家兔疾病，其给养兔业造成

了巨大的经济损失。病原兔出血症病毒（Ｒａｂｂｉｔ

ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＲＨＤＶ）是一种嵌杯状

病毒。研究发现该病毒主要结构蛋白ＶＰ６０在诱导

抗病毒感染的免疫反应中起重要作用，是病毒免疫

保护性抗原［１］。

噬菌体展示技术是Ｓｍｉｔｈ在１９８５最先提出来

的，其将外源基因插入丝状噬菌体ｆ１的基因Ⅲ，使

目的基因编码的多肽能以融合蛋白的形式展示在噬

菌体表面。该技术被广泛应用到多个领域，比如抗

原表位研究、疾病检测、研制新型疫苗、多肽药物筛

选等［２７］。在抗原表位的研究方面，其简化了表位的

定位过程，只需要以抗原的特异性单抗对肽库进行

筛选，并对所筛选的重组噬菌体肽序列与抗原序列

比较，找到存在于抗原肽段上的同源序列即可认为

是抗原表位［８］。

作者应用噬菌体展示技术对ＲＨＤＶ抗原表位

进行研究。使用兔出血症病毒结构蛋白ＶＰ６０单抗

Ａ３ｃ作为靶物质，拟经过亲和筛选获得与单抗特异

性结合的噬菌体，从而获得抗原表位的氨基酸序列。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　肽库及抗体　　Ｐｈ．Ｄ．１２噬菌体展示肽库

试剂盒，购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，库浓度为

１×１０１３ｐｆｕ·ｍｌ
－１，随机多样性为２．７×１０９，受体菌

为犈．犮狅犾犻ＥＲ２７３８；抗ＲＨＤＶ衣壳蛋白ＶＰ６０单克

隆抗体 Ａ３ｃ杂交瘤细胞系，本实验室保存；兔抗

Ｍ１３噬菌体多抗，由国家兽用生物制品工程技术研

究中心惠赠；兔 ＲＨＤＶ高免血清、ＳＰＦ兔血清，本

实验室保存；羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ、羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ购

自博士德公司。

１．１．２　主要试剂　　牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自生

物晶美公司；聚乙二醇８０００购自 ＡＭＲＥＳＣＯ 公

司；ＩＰＴＧ、ＸＧａｌ购自武汉博亚生物技术有限责任

公司；其它试剂均为国产分析纯。

１．１．３　实验动物　　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（６周龄、雌

性）、ＩＣＲ小鼠（６周龄、雄性）均购自扬州大学比较

医学中心。

１．２　方法

１．２．１　单抗的制备与纯化　　单抗Ａ３ｃ杂交瘤细

胞系按照常规方法复苏，制备腹水型单抗。腹水用

辛酸硫酸铵方法进行纯化
［９］，用ＳＤＳＰＡＧＥ测定

单抗的纯度，同时测定单抗的浓度，包被ＲＨＤＶ重

组蛋白ＶＰ６０测定其间接ＥＬＩＳＡ效价
［１０］和抗原的

亲和常数［１１］，分装后－２０℃保存备用。

１．２．２　亲和筛选　　参照噬菌体展示肽库试剂盒

提供的说明书，稍作修改：封闭条件修改为３７℃封

闭２ｈ，其中抗体的包被浓度为５０μｇ·ｍＬ
－１。共进

行３轮亲和筛选，其中第２轮和第３轮加入的噬菌

体分别为上一轮扩增后的洗脱液，与第１轮加入的

噬菌体量保持不变。不同之处是洗涤液中Ｔｗｅｅｎ

２０的浓度分别为０．１％、０．３％和０．５％。

１．２．３　噬菌体滴度测定　　用ＬＢ液体培养基将

噬菌体按１０倍比稀释成不同梯度，取１０μＬ不同梯

度的噬菌体稀释液分别与２００μＬ对数生长期的

ＥＲ２７３８菌液混匀后加入３ｍＬ融化的顶层琼脂中，

涡旋混匀，立即在３７℃预热的ＬＢ／ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ平

板上铺板，３７℃倒置培养过夜，计算其克隆数及噬

菌体滴度（用ｐｆｕ·ｍＬ
－１表示）。每轮筛选都测定

产出投入比。

１．２．４　噬菌体的扩增　　参照噬菌体展示肽库试

剂盒提供的说明书。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测特异性噬菌体富集效果　　包

被单抗Ａ３ｃ，５０μｇ·ｍＬ
－１，４℃过夜；封闭缓冲液（５

ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ）３７℃封闭２ｈ；将３轮亲和筛选的

洗脱液扩增后稀释成１０１２ｐｆｕ·ｍＬ
－１，加入到酶标

板中，１００μＬ·孔
－１，３７℃作用１ｈ；加兔抗 Ｍ１３多

抗，作用１ｈ；加 ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ，３７℃作用１ｈ，

ＴＢＳＴ洗涤后加ＴＭＢＳ显色液，显色５ｍｉｎ后用２

ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，测定ＯＤ４５０ｎｍ。

１．２．６　双夹心ＥＬＩＳＡ鉴定噬菌体单克隆　　第３

轮筛选后随机挑取２５个噬菌体单克隆，扩增后置４

℃保存。包被单抗Ａ３ｃ，５０μｇ·ｍＬ
－１，另外每个噬

菌体均做一个空包被孔作为空白对照，４℃过夜，以

２８２１
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下步骤参照１．２．５。

１．２．７　测序　　双夹心ＥＬＩＳＡ鉴定为阳性的噬菌

体克隆进行扩增后提取单链ＤＮＡ，送英潍捷基（上

海）贸易有限公司测序，测序引物为５＇ＣＣＣＴＣＡＴ

ＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＡＣＧ３＇，根据测序结果推断出相应

的氨基酸序列。

１．２．８　竞争ＥＬＩＳＡ检测噬菌体克隆的特异性　　

包被单抗Ａ３ｃ，５０μｇ·ｍＬ
－１，４℃过夜；封闭缓冲

液（５ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ）３７℃封闭２ｈ；用ＴＢＳＴ对

重组ＶＰ６０蛋白进行２倍比稀释，从１∶１０稀释到１

∶６４０倍，然后依次加入到酶标板中，每孔１００μＬ，

共７孔，第８孔不加ＶＰ６０，每个样品一排；稀释好的

噬菌体样品加入到酶标板中，每孔１００μＬ，３７℃作

用１ｈ；以下步骤参照１．２．５。

１．２．９　阳性噬菌体克隆小鼠高免血清的制备和检

测　　将６周龄雄性ＩＣＲ小鼠分４组，每组６只，第

１组免疫序列Ｓ１中噬菌体克隆 Ｋ１，第２组免疫序

列Ｓ２中噬菌体克隆Ｋ７，第３组免疫ＲＨＤＶＶＰ６０

亚单位灭活疫苗，第４组免疫 ＴＢＳ。免疫前采血，

免疫途径为腹腔注射，免疫剂量为每只１０１２ｐｆｕ，２

周免疫１次，共免３次；其中，二免前、三免后一周断

尾采血、三免后２周眼球动脉采血，分离血清备检。

包被重组蛋白 ＶＰ６０用间接ＥＬＩＳＡ方法对小鼠血

清进行检测，其中，小鼠血清１∶４０倍稀释。

１．２．１０　阳性噬菌体克隆与兔ＲＨＤＶ高免血清的

反应性　　常规ＥＬＩＳＡ方法检测阳性噬菌体克隆

与兔ＲＨＤＶ高免血清的反应性：分别包被噬菌体克

隆Ｋ１、Ｋ７，ＢＳＡ 封闭后分别加入稀释好的兔

ＲＨＤＶ高免血清，以ＳＰＦ兔血清和单抗 Ａ３ｃ作为

阴、阳性对照；作用后加入酶标二抗，底物显色后终

止反应，测定ＯＤ４５０ｎｍ。

２　结　果

２．１　纯化后单抗的鉴定

２．１．１　单抗的纯度、浓度和ＥＬＩＳＡ效价　　辛酸

硫酸铵方法纯化后，单抗 Ａ３ｃ用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳鉴定（图１），纯度在８５％以上。核酸蛋白分析

仪测定抗体蛋白的浓度为５．５ｍｇ·ｍＬ
－１，间接

ＥＬＩＳＡ测定纯化后单抗的效价为１∶８１９２０。

２．１．２　单抗与重组蛋白 ＶＰ６０的亲和常数　　包

被重组蛋白ＶＰ６０利用间接ＥＬＩＳＡ方法测定单抗的

亲和常数。以抗体浓度的对数作为横坐标，ＯＤ４５０ｎｍ

作为纵坐标，绘制反应曲线（图２）。分别推导出不

同浓度抗原包被的５０％ ＯＤ４５０ｎｍ对应的单抗的浓

度，最后根据Ｂｅａｔｔｙ推导公式
［１１］：Ｋａｆｆ＝（ｎ１）／２（ｎ

［Ａｂ′］［Ａｂ］）（其中，ｎ＝［Ａｇ］／［Ａｇ＇］；［Ａｂ＇］、［Ａｂ］

分别代表抗原浓度分别为［Ａｇ＇］、［Ａｇ］时５０％

ＯＤ４５０ｎｍ对应的抗体浓度），计算出单抗Ａ３ｃ的亲和

常数为Ｋａｆｆ＝３．５×１０
７Ｌ·ｍｏｌ－１。

１．蛋白质相对分子质量标准；２．单抗Ａ３ｃ

１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２．ＭｃＡｂＡ３ｃ
图１　犛犇犛犘犃犌犈测定单抗犃３犮纯度

犉犻犵．１　犜犺犲狆狌狉犻狋狔狅犳犕犮犃犫犃３犮犿犲犪狊狌狉犲犱犫狔犛犇犛犘犃犌犈

系列 １、２、３：抗 原 稀 释 度 分 别 为 １∶１００、１∶２００
和１∶４００

Ｓｅｒｉａｌ１，２ａｎｄ３：Ｔｈｅｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｆａｎｔｉｇｅｎｗｅｒｅ１∶１００，

１∶２００ａｎｄ１∶４００ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ
图２　单抗犃３犮与抗原的结合曲线

犉犻犵．２　犜犺犲犮狌狉狏犲狅犳犕犮犃犫犃３犮犫犻狀犱犻狀犵狋狅犪狀狋犻犵犲狀

２．２　亲和筛选

２．２．１　噬菌体的回收率　　进行３轮亲和筛选，每

轮噬菌体的回收率见表１，从表中可见第２轮和第３

轮的回收率比第１轮高很多，约１００倍，表明能与单

抗特异性结合的噬菌体得到了有效富集。
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表１　生物筛选的产出投入比

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狉犪狋犻狅狅犳狅狌狋狆狌狋／犻狀狆狌狋狅犳犫犻狅狆犪狀狀犻狀犵

筛选次数 Ｒｏｕｎｄ Ｔｗｅｅｎ２０ 投入噬菌体／ｐｆｕＩｎｐｕｔＰｈａｇｅ（ｐｆｕ） 获得噬菌体／ｐｆｕＯｕｔｐｕｔｐｈａｇｅ（ｐｆｕ） 回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

１ｓｔ ０．１％ １×１０１１ １．２×１０５ １．２×１０－６

２ｎｄ ０．３％ １×１０１１ ２．２×１０７ ２．２×１０－４

３ｒｄ ０．５％ １×１０１１ ４．６×１０７ ４．６×１０－４

Ｐｆｕ．噬菌体空斑形成单位

Ｐｆｕ．Ｐｌａｑｕｅｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｓ

２．２．２　ＥＬＩＳＡ检测噬菌体富集效果　　将等量噬

菌体的各轮洗脱液加入到酶标板中，与靶物质作用。

随着筛选轮数的增加，洗脱液中与靶物质结合的噬

菌体的量有明显增高，亦说明噬菌体克隆得到了有

效富集。

２．３　双夹心犈犔犐犛犃鉴定噬菌体单克隆

挑取２５个单克隆，扩增后用双夹心ＥＬＩＳＡ方

法检测（图３），结果表明，共有１９个阳性克隆，阳性

率为７６％。

图３　犈犔犐犛犃测定噬菌体单克隆与单抗犃３犮的结合

犉犻犵．３　犜犺犲犫犻狀犱犻狀犵狅犳狆犺犪犵犲犮犾狅狀犲狊狋狅犕犮犃犫犃３犮犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犈犔犐犛犃

２．４　测序

提取阳性噬菌体克隆单链ＤＮＡ并测序，将其

序列与ＲＨＤＶ衣壳蛋白ＶＰ６０的氨基酸序列进行

比对，结果如表２。

表２　３种氨基酸序列与犞犘６０氨基酸序列的比较

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狋犺狉犲犲狆犲狆狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狋狅狋犺犪狋狅犳

犞犘６０

序列名称

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｎａｍｅ

克隆数

Ｃｌｏｎｅ

ｎｕｍｂｅｒ

氨基酸序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＶＰ６０部分

Ｎ端２５３８位：
ＧＴＴＴ犇ＧＭ犇犘ＧＶＶＡＡ

Ｓ１ １７ ＧＴ犇ＤＭ犇犘ＧＴＴＡＡ

Ｓ２ １ 　　　 Ｆ犇ＬＮ犇犘ＡＴＶＦＤＦ

Ｓ３ １ ＫＩＳＮＦＷＴ犇 ＭＩ犇犘　　　

经测序，１９株阳性噬菌体克隆共出现３种序

列，分别命名为Ｓ１、Ｓ２和Ｓ３，其中序列Ｓ１有１７株，

表明筛选得到的噬菌体克隆具有较高的纯度；与

ＲＨＤＶ的衣壳蛋白ＶＰ６０的氨基酸序列比对后，发现

Ｓ１与ＶＰ６０的氨基酸序列具有极高的相似性，１２个

展示肽中有９个相同，集中在ＶＰ６０的Ｎ端的２５位

到３８；而Ｓ２和Ｓ３与ＶＰ６０的相似性较低，但它们与

Ｓ１在上述位置均有１个相同的氨基酸基序ＤＸＸＤＰ。

２．５　噬菌体克隆的特异性

以融 合 蛋 白 ＶＰ６０ 作 为 抑 制 物 进 行 竞 争

ＥＬＩＳＡ，检测噬菌体克隆的特异性（图４）。Ｋ１、Ｋ７

和Ｋ３分别为序列Ｓ１、Ｓ２中的噬菌体克隆和阴性克

隆。可以看出，随着ＶＰ６０稀释倍数的增加，即浓度

逐渐降低，噬菌体克隆与包被的单抗结合程度逐步

增强。说明一定浓度的ＶＰ６０可有效抑制噬菌体与

单抗的结合，并且 ＶＰ６０的稀释倍数在１∶１６０时，

其抑制程度即达到最大，这说明了筛选得到的阳性

噬菌体克隆是特异性的。

２．６　阳性噬菌体小鼠高免血清检测的结果

用间接ＥＬＩＳＡ检测小鼠高免血清（图５），结果
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　８期 杨廷亚等：应用噬菌体展示技术筛选兔出血症病毒抗原模拟表位

表明首免２周后，除了阳性对照ＲＨＤＶＶＰ６０亚单

位灭活疫苗组外，其它各组均未产生阳性抗体；而三

免后１周和２周，除了ＴＢＳ对照组未产生阳性抗体

外，其它３组均有较高水平的抗体产生，但是试验组

Ｋ１和Ｋ７的抗体水平比阳性对照免疫组的抗体水平

要低，试验组的抗体水平在三免后１周最高。以上结

果表明，筛选得到的抗原表位具有较好的免疫原性。

图４　噬菌体克隆与单抗犃３犮的特异性结合

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犫犻狀犱犻狀犵狅犳狆犺犪犵犲狊狋狅犕犮犃犫犃３犮

图５　小鼠血清抗体水平

犉犻犵．５　犃狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾狅犳犿犻犮犲狊犲狉狌犿

２．７　阳性噬菌体克隆与兔犚犎犇犞高免血清的反

应性

　　分别包被噬菌体克隆Ｋ１、Ｋ７，ＥＬＩＳＡ检测其与

兔ＲＨＤＶ高免血清反应性，以加入样品种类为横坐

标，ＯＤ４５０ｎｍ为纵坐标绘制柱形图（图６）。由图可以

看出阳性噬菌体克隆与兔ＲＨＤＶ高免血清具有较

好的反应性，而与兔ＳＰＦ血清无反应性。

３　讨　论

兔出血症病毒衣壳上具有２个主要抗原区域，

分别位于ＶＰ６０蛋白Ｎ端的第３１位到第２５０位氨

基酸之间和Ｃ端的第４７７位到第５７９位氨基酸之

间，但最主要的抗原区可能位于 ＶＰ６０ 蛋白 Ｎ

端［１２］。其他研究者们推测病毒 ＶＰ６０蛋白羧基端

的抗原结构主要是依赖于构象决定簇的Ｂ细胞位

点；而蛋白的氨基端则是线性的抗原决定簇，在病毒

感染和灭活疫苗的免疫中诱导机体产生免疫应

答［１３］。本研究应用噬菌体展示技术筛选兔出血症

病毒的抗原表位，为进一步了解该病原的抗原表位

和探索新型疫苗奠定了基础。

图６　噬菌体克隆与单抗和兔血清的反应性

犉犻犵．６　犚犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狆犺犪犵犲犮犾狅狀犲狊狋狅犕犮犃犫犪狀犱狊犲狉狌犿

噬菌体展示技术是新发展起来的一项技术，其

发展快速，应用广泛，在抗原表位研究上已有大量报

道。噬菌体展示技术的应用中，靶物质的活性和纯

度对于实验的成败具有很大影响。因此，本研究首

先对靶物质单克隆抗体 Ａ３ｃ进行纯化和鉴定。本

研究中使用了２种方法对单抗进行纯化，辛酸硫酸

铵方法和饱和硫酸铵两步沉淀法，结果表明辛酸硫

酸铵方法具有较好的效果，其提纯的单抗回收率高、

纯度高，纯度可以达到８５％以上。单抗Ａ３ｃ亚型为

ＩｇＧ１型，有资料表明辛酸硫酸铵方法对ＩｇＧ蛋白的

纯化具有较好的效果［１４］。对纯化的单抗进行鉴定，

结果表明该单抗具有较高的效价，ＥＬＩＳＡ效价为１∶

８１９２０。亲和力测定结果表明单抗也具有较高的亲

和力，亲和常数为Ｋａｆｆ＝３．５×１０
７Ｌ·ｍｏｌ－１。资料表

明，抗体的亲和常数高于１０７，亲和常数高；低于１０７，

亲和常数低［１５］。因此本试验纯化的单抗可以用来作

为靶物质，应用噬菌体展示技术筛选抗原表位。

噬菌体筛选中有多种筛选方法，比如固相载体

亲和筛选、亲和磁珠捕获物液态筛选、固液相结合筛

选等。本试验应用直接包被固相载体的方法进行亲

和筛选，其优点是简便、快速。在筛选过程中，控制

筛选的强度具有重要的意义。首轮筛选，为了避免

特异性的噬菌体克隆被意外筛除，筛选强度应该相

对小一些，这样可以使特异的噬菌体克隆得到较好

的富集。在后面的二、三轮筛选中，为了使筛选的噬

菌体克隆中含有更多特异性的克隆，因此，需要逐步

加强筛选的强度。加强筛选强度的方法有多种，比

如增加洗涤液中吐温浓度，将更多的非特异性结合

的噬菌体洗去；或是逐步降低靶物质的包被浓度，增
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加特异性噬菌体克隆的富集。本试验中使用了第１

种方法，即逐步提高洗涤液中吐温浓度的办法。经

过３轮亲和筛选作者挑取２５株噬菌体单克隆进行

鉴定，结果表明有１９株为阳性克隆，阳性率较高，表

明特异性噬菌体克隆得到有效富集。

对阳性克隆进行测序，结果中含有３种不同的

序列，其中序列Ｓ１含有噬菌体克隆１７株，说明筛选

的噬菌体具有极高的纯度，该序列与抗原 ＶＰ６０具

有极高的相似性，表明该表位为一个线性表位。序

列Ｓ２和Ｓ３含有的噬菌体均为１株，其氨基酸序列

与抗原ＶＰ６０比较，相似性并不高。但是，这２种序

列中含有１个相同的氨基酸基序（Ｄ犡犡ＤＰ），并且

该基序也存在于第１种氨基酸序列和ＶＰ６０的氨基

酸序列中，因此，推测该氨基酸基序为ＶＰ６０序列中

抗原表位的一个核心序列，其在该表位中发挥关键

的作用。序列Ｓ１由于与 ＶＰ６０的氨基酸具有极高

的相似性，但是又不完全相同。因此，作者推论，序

列Ｓ１（ＧＴＴＴＤＧＭＤＰＧＶＶＡＡ）模拟了抗原ＲＨＤＶ

的一个线性表位，其中基序（Ｄ犡犡ＤＰ）为该表位的

核心氨基酸，发挥重要作用。在ＶＰ６０与噬菌体克隆

的竞争试验中也证实了该结论。与ＶＰ６０氨基酸序

列的比较中可以看出，模拟表位的序列与ＶＰ６０序列

的Ｎ端第２５位到第３８位相对应，其中核心氨基酸基

序位于 Ｎ端第２９位到第３３位。有研究表明，在

ＶＰ６０蛋白Ｎ端的第３１位到第２５０位氨基酸之间可

能是一个主要抗原区域［１２］，两者之间有相互重叠的

区域，而且模拟表位的核心氨基酸的大部分位于上述

区域，因此，本研究在一定程度上支持了上述观点。

该表位为线性的观点与Ｖｉａｐｌａｎａ等
［１３］认为ＶＰ６０蛋

白的Ｎ端是线形的抗原决定簇，其在病毒感染和灭

活疫苗的免疫中诱导机体产生免疫应答的观点相符。

为研究筛选模拟抗原表位的免疫原性，本研究

用筛选的噬菌体克隆进行了动物免疫试验。由于噬

菌体载体本身具有较高的免疫原性，因此免疫时可

以不加佐剂。小鼠三免后，试验组 Ｋ１和 Ｋ７及

ＶＰ６０蛋白组均有较高水平产生，其中三免后１周

抗体水平最高，说明筛选得到的抗原表位具有较高

免疫原性。噬菌体克隆Ｋ１和Ｋ７组产生的抗体水

平比ＶＰ６０蛋白组低，可能是由于检测时包被物为

重组蛋白 ＶＰ６０，噬菌体克隆免疫产生的抗体相对

比较单一，而ＶＰ６０蛋白免疫产生的抗体种类较多

而导致整体抗体水平较高。阳性噬菌体克隆与兔

ＲＨＤＶ高免血清具有较好的反应性，说明了该表位

具有较好的反应原性。
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