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摘要： 噬菌体展示技术是利用噬菌体将外源肽或蛋白基因融合表达在其表面的新技术。 目前， 该技术广泛用于鉴定有特定功能的靶分子， 在抗

原表位分析、 治疗细菌或病毒感染、 特异性抗体的制备、 酶制剂的筛选等方面发挥着重要作用。 本文综述了该技术在兽医病原微生物诊断方面的

应用， 以期为该技术在兽医领域的应用与发展提供理论及技术参考。
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　 　 噬菌体展示技术 （ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ） 是一

种筛选技术， 其本质是将不同的外源基因插入到噬菌

体载体中。 随着噬菌体的传代， 插入的外源蛋白基因

会在噬菌体的表面表达， 形成噬菌体文库［１］。 通过

利用噬菌体文库， 可以筛选出具有特定结构或功能的

蛋白质， 从而高效、 快速地得到与该蛋白高度亲和的

抗体。 筛选出的蛋白质还可以进一步用于生物学功能
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的研究。 近年来， 噬菌体展示技术在动物疾病的诊断

和治疗方面展现出广阔的前景。 它可以替代传统抗生

素疗法或与抗生素联合使用。 本文总结了噬菌体展示

技术在动物疾病诊断领域的研究进展， 旨在为噬菌体

展示技术在畜牧业的应用与发展提供参考。

１　 噬菌体及噬菌体展示技术

噬菌体是由蛋白质外壳包裹着遗传物质的病毒，
它能够感染细菌并将其 ＤＮＡ 整合到宿主基因组中，
成为宿主的一部分进行复制， 或者在宿主体内复制增

殖， 最终将宿主菌裂解并释放出子代噬菌体。 噬菌体

根据其自身的吸附位点和宿主细菌表面受体结构的不

同而表现出高度的特异性， 使得每种噬菌体仅能感染

单一或者同一亚型的细菌［２］， 从而使其能够精准地

攻击目标细菌， 而不会影响宿主的其他有益细菌或细
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胞［３］。 噬菌体展示技术是一种利用噬菌体作为载体，
展示目标蛋白或肽段的方法。 其原理是将目标蛋白或

肽段的基因与噬菌体表面蛋白的基因进行融合， 形成

重组噬菌体。 这些重组噬菌体在宿主细菌中复制时，
目标蛋白或肽段会与噬菌体表面蛋白一同表达， 并以

相似的方式展示在噬菌体表面。 通过对噬菌体库进行

筛选， 可以选择出表面展示目标蛋白的噬菌体克隆，
从而实现目标蛋白的分离、 鉴定以及功能研究， 图 １
为使用 Ｂｉｏｒｅｎｄｅｒ 软件绘制的技术路线图。 它与传统

的诊断和治疗方法相比， 噬菌体展示技术具有成本

低、 通量高、 操作简单、 时效快等优点［４－６］。
噬菌体展示系统在基因组大小、 展示蛋白、 外源

蛋白大小和展示拷贝数等方面存在差异， 具体见表

１。 根据噬菌体的类型， 常见的噬菌体展示系统包括

单链丝状噬菌体 （Ｍ１３）、 Ｔ４ 噬菌体、 Ｔ７ 噬菌体和 λ
噬菌体展示系统［７］。 其中， Ｍ１３ 噬菌体展示系统是

目前应用最广泛的系统， 因为它仅感染表达 Ｆ 菌毛

（带有 Ｆ 质粒， 能产生性菌毛） 的大肠杆菌菌株， 而

噬菌体的外壳蛋白需要与 Ｆ 菌毛的末端结合才能吸

附细菌［８］。

图 １　 噬菌体展示技术路线示意

表 １　 各类噬菌体展示系统的区别［９－１１］

噬菌体类型 基因结构 展示蛋白 蛋白质量　 　 　 拷贝数　 　 　 　

Ｍ１３ 单链环状 ＤＮＡ 基因组， 主要包含 Ｐ
Ⅲ、 ＰⅧ、 ＰⅦ、 ＰⅧ、 ＰⅨ基因编码

衣壳蛋白

ＰⅢ蛋白的 Ｎ 端； ＰⅧ蛋

白的 Ｎ 端

４２ ｋＤａ； ５􀆰 ２ ｋＤａ 以上 ３～５ 个； ２ ７００ 个

Ｔ４ 双链线形 ＤＮＡ， 呈环状排列， 主要

包括 ＳＯＣ 和 ＨＯＣ 两种非必需外壳

蛋白

ＳＯＣ 蛋白的 Ｃ 端； ＨＯＣ
蛋白的 Ｃ 端

９ ｋＤａ； ４０ ｋＤａ 较多拷贝 （具体的蛋白质分

子质量取决于展示的蛋白或

肽段）

Ｔ７ 线性双链 ＤＮＡ， 主要包括 １０Ａ （３４４
个氨基酸残基） 和 １０Ｂ （３９７ 个氨基

酸残基） 两种衣壳蛋白

１０Ｂ 蛋白的 Ｃ 端 Ｔ７ 噬菌体的展示系统多样

化， 通常每个颗粒中有数十

至数百个蛋白质展示位点

高， 中， 低拷贝 （具体的蛋

白质分子质量取决于展示的

蛋白或肽段）

λ 两端是未闭合的线性双链 ＤＮＡ， 末

端是长为 １２ 个核苷酸的互补单链，
主要包括头部组装必需蛋白 （Ｄ 蛋

白） 和尾部蛋白 （Ｖ 蛋白）

Ｄ 蛋白的 Ｎ 端或 Ｃ 端；
Ｖ 蛋白的羧基端折叠区

１００ ｋＤａ 以上 ４０５ 个； １９２ 个
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２　 噬菌体展示技术在动物疾病诊断上的应用

　 　 噬菌体展示技术被定义为一种简单而有效的功能

基因组学研究方法， 用于筛选和识别多种分子靶标的

特定配体［１２］。 噬菌体展示肽库不仅能够在丝状噬菌

体表面展示大型肽和蛋白， 因其几乎对任何目标都具

有高亲和力和特异性， 还能够选择特异性靶向肽。 该

技术不仅能够筛选出线性表位， 还可以筛选出构想表

位。 而且利用这种方法， 可以无需提前了解目标蛋白

质的氨基酸序列， 直接从随机肽库中找到与抗原表位

一级结构完全匹配的肽段。 该技术还能筛选出与任何

序列缺乏同源性的三维结构模拟肽［１３］。 构建的噬菌

体随机肽库可应用于抗原表位筛选、 病原体检测、 抗

体开发、 疫苗研发等多方面领域。
动物疾病诊断是疾病预防治疗的重要环节， 它既

能够诊断出疾病的类型、 性质， 又能发现疾病的早期

症状， 为早期积极治疗提供科学依据。 正确的疾病诊

断可以有效地提高疾病治疗的成功率， 减少疾病的传

播， 减少人力物力的投入， 降低畜牧养殖业的经济损

失。 因此， 研发和推广一种或多种高效、 准确、 低成

本的诊断技术对于提升或保障畜牧养殖业的经济效益

非常重要。 噬菌体展示技术作为近几年来崭露头角的

新兴技术， 可以将所展示在噬菌体表面的蛋白质与抗

体特异性的结合， 从而快速准确地对目的蛋白进行检

测和识别。 因此， 噬菌体展示技术在经济动物疾病诊

断方面具有巨大潜力。
２􀆰 １　 在牛病诊断方面

２􀆰 １􀆰 １　 牛病毒性腹泻

牛病毒性腹泻 （ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ， ＢＶＤ） 是

由牛病毒性腹泻病毒 （ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ，
ＢＶＤＶ） 感染引起的接触性传染病。 ＢＶＤＶ 能够感染

牛、 羊、 猪等多种动物的肠道［１４－１５］。 陈鑫烨［１６］ 利用

Ｍ１３ 噬菌体展示文库进行 ３ 轮亲和淘选， 并对第 ３ 轮

洗脱物进行了滴定试验， 随机筛选了 １００ 个噬菌体克

隆， 并对其进行测序， 结果显示： Ｐ３ 特殊序列 （未
公开） 的占比最高为 ３５％； 随后， 合成了 Ｐ３ 多肽并

与牛血清白蛋白 （ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ） 偶

联， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定发现， 该多肽与 ＢＶＤＶ 抗血清

可以特异性结合； 采取 Ｄｏｔ－ｂｌｏｔ ｉｎ ｗｅｌｌ ＥＣＬ 方法进行

了 ３ 轮筛选， 所得到的针对病毒表位的抗体能与

ＢＶＤＶ 特异性结合。 这一研究结果证明了用噬菌体展

示技术筛选 ＢＶＤＶ 模拟表位及病毒表位的可行性，
为后续研究诊断 ＢＶＤ 提供了一定参考依据。
２􀆰 １􀆰 ２　 口蹄疫

口蹄疫 （ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ， ＦＭＤ） 是由口

蹄疫病毒 （ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＦＭＤＶ） 引

起的一种极具破坏性的病毒性疾病， 主要感染牛的口

腔、 脚趾、 乳房和舌面等部位。 口蹄疫病毒共有 ７ 种

血清型， 包括 Ｏ 型、 Ａ 型、 Ｃ 型、 亚洲 １ 型、 ＳＡＴ １
型、 ＳＡＴ ２ 型和 ＳＡＴ ３ 型［１７］。 Ｓｕｋｙｏ 等［１８］ 从 ＦＭＤＶ
免疫牛中构建了 Ｍ１３ 噬菌体展示的单链抗体 （ｓｃＦｖ）
文库， 并对灭活的 Ｏ 型和 Ａ 型 ＦＭＤＶ 进行了 ２ 次独

立的筛选， 通过 ＥＬＩＳＡ 对具有针对血清型 （Ｏ 或 Ａ）
特异性且高亲和力的 ｓｃＦｖ 抗体以及针对泛血清型特

异性的抗体进行了筛选验证。 结果显示， ＢｖＯＡ１ （氨
基 酸 序 列： ＡＫＹＡＧＤＨＧＩＳＧＤＧＣＹＡＦＡＶＧＹＶＤＡ ），
ＢｖＯＡ７ （氨基酸序列： ＡＫＮＭＧＤＭＧＳＣＹＡＷＡＮＧＹＶ⁃
ＤＡ） 和 ＢｖＯＡ１８ （氨基酸序列： ＡＫＧＹＤＡＧＹＴＡＤ⁃
ＣＩＹＤＹＧＹＧＲＥＲＹＶＤＡ） 这 ３ 个克隆对 Ｏ 型和 Ａ 型抗

原具有良好的结合活性。 另外， ＢｖＯ１７ （氨基酸序

列： ＡＫＣＳＨＥＹＡＮＹＡＣＹＤＦＥＤＥＳＹＦＤＡ ） 和 ＢｖＯ２２
（氨基酸序列： ＡＫＥＡＤＤＤＡＤＨＣＡＤＬＤＩ） 对于 Ｏ 型抗

原表现出特异性结合活性。 而 ＢｖＡ３ （氨基酸序列：
ＹＮＹＶＤＴ） 是唯一一个对 Ａ 型抗原具有优先结合活

性的克隆。 进一步使用 ＦＭＤＶ Ｏ 型特异性抗体 ＢｖＯ１７
作为 ｃＥＬＩＳＡ 检测试剂， 成功检测出接种 ＦＭＤＶ 疫苗

的牛以及攻毒的猪血清样品中的 ＦＭＤＶ Ｏ 型抗体，
且灵敏度甚至高于基于小鼠制备的 ＦＭＤＶ Ｏ 型抗体

商用检测试剂盒。 这些研究结果证实了通过噬菌体展

示技术筛选 ＦＭＤＶ 抗体可用于诊断 ＦＭＤ 的可行性。
２􀆰 １􀆰 ３　 奶牛乳腺炎

奶牛乳腺炎 （ ｂｏｖｉｎｅ ｍａｓｔｉｔｉｓ） 是影响奶牛乳腺

健康的主要疾病之一［１９－２０］。 金黄色葡萄球菌是引起

奶牛乳腺炎的主要病原菌之一， 其耐药株的出现给临

床治疗带来了巨大的挑战， 且治疗后容易复发［２１］。
Ｗａｎｇ 等［２２］采用奶牛外周血淋巴细胞和金黄色葡萄球

菌诱导乳腺炎的 ｃＤＮＡ， 构建了牛 ｓｃＦｖ 噬菌体展示肽

库， 筛选出 ８ 株对金黄色葡萄球菌抗原具有高度亲和

力的 ｓｃＦｖ， 通过小鼠模型证实了 ｓｃＦｖｓ 对金黄色葡萄

球菌诱导的乳腺炎有着保护作用。 因此， 通过构建牛

源噬菌体展示文库， 有助于发现和研究新型牛源单链

病毒抗体， 并有望成为预防和治疗金黄色葡萄球菌诱

导引起的奶牛乳腺炎的新型药剂。
２􀆰 １􀆰 ４　 牛冠状病毒病

牛 冠 状 病 毒 病 （ ｂｏｖｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＢＣｏＶＤ ） 是 由 牛 冠 状 病 毒 （ ｂｏｖｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，
ＢＣｏＶ） 引起的一种综合性疾病［２３］。 ＢＣｏＶ 是导致犊

牛腹泻的主要病原之一， 常与其他病原体混合感染，
引起牛群肠道和呼吸道双重症状［２４］。 肖丽荣［２５］ 通过

采用 ＢＣｏＶ Ｎ 基因进行纯化表达， 构建了 ＢＣｏＶ Ｎ 蛋

白噬菌体单链抗体库。 经过 ４ 轮的淘洗， 筛选出了

３２ 株具有高度亲和力的单链抗体。 再通过 ＰＣＲ 鉴定
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和测序的验证， 确认所筛选到的单抗基因的准确性。
最后， 从中挑选出 ５ 株亲和力较高的单抗检测其噬菌

体抗体的结合活性， 结果显示， 阳性单链抗体 ＳｃＦｖ－
１５４ （ＶＨ： ＩＧＨＶ５－９∗０２Ｆ ＡＲＱＧＩＴＴＶＶＡＰＦＤＹ， ＶＬ：
ＩＧＫＶ９－１２９∗０１Ｆ ＬＱＹＡＳＳＰＹＴ） 与 Ｎ 蛋白的结合活

性较高， 为未来抗牛冠状病毒病疫苗的研发奠定了

基础。
２􀆰 ２　 在猪病诊断方面

２􀆰 ２􀆰 １　 猪流行性腹泻

猪流 行 性 腹 泻 病 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ，
ＰＥＤ） 是由猪流行性腹泻病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒ⁃
ｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 引起的一种急性、 高度接触性传

播的肠道疾病， 主要影响仔猪［２６］。 ＰＥＤＶ 可分为 ２
个基因型， 即 Ｇｒｏｕｐ １ 型 （Ｇ１， 经典毒株） 和 Ｇｒｏｕｐ
２ 型 （Ｇ２， 变异毒株）， 其中以 Ｇ２ 型为主［２７］。 王天

宇等［２８］利用 ＰＥＤＶ Ｓ１ 蛋白构建了 ＶＨＨ 噬菌体展示

文库， 并通过 ３ 轮亲和淘选从中筛选出了 ６ 株针对

ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白的纳米抗体， 分别命名为 Ｎｂ１ ～ ６； 随

后， 利用 ＥＬＩＳＡ 验证了这些筛选得到的纳米抗体的

特异性和结合力， 发现 Ｎｂ３ （氨基酸序列： ＱＶＱＬＱ⁃
ＥＳＧＧＧＬＶＯＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＡＮＷＶＰＱＡＰＧ⁃
ＫＶＲＥＦＶＳＳＩＳＴＴＧＡＴＲＹＡＡＳＶＫＧ） 具有最强的特异性

和结合力； 最后， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光

试验 （ＩＦＡ） 验证了纳米抗体 Ｎｂ３ 与 ＰＥＤＶ 的结合活

性， 结果显示， 纳米抗体 Ｎｂ３ 与 ＰＥＤＶ 具有良好的

结合活性， 表明 Ｎｂ３ 可以用于 ＰＥＤＶ 的诊断。
２􀆰 ２􀆰 ２　 非洲猪瘟

非洲猪瘟 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＡＳＦ） 是由非洲

猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ） 引起的

一种对家猪和野猪极具致命性和破坏性的疾病之一，
ＡＳＦＶ 主要通过呼吸道进入猪体内， 通过淋巴和血液

循环传播到全身各部位［２９－３０］。 Ｚｈａｏ 等［３１］ 利用重组蛋

白 ｐ３０、 ｐ７２ 和 Ｋ２０５Ｒ 免疫双峰骆驼， 成功构建了 １
个含有 ＡＳＦＶ 蛋白特异性 Ｎｂｓ 的高质量Ｍ１３ 噬菌体展

示文库。 通过噬菌体展示技术初步鉴定出 １９ 个

ＡＳＦＶ ｐ３０特异性纳米抗体。 经过试验， 利用噬菌体

文库所筛选出的纳米抗体 Ｎｂ１７ 和 Ｎｂ３０ 可用作免疫

传感器， 并应用于三明治 ＥＬＩＳＡ， 以检测临床标本中

的 ＡＳＦＶ。 与传统检测方法相比， 这种技术具有高度

的特异性和灵敏度， 能够准确识别 ＡＳＦＶ 或其相关抗

原， 避免了误检和漏检的问题。
２􀆰 ２􀆰 ３　 猪轮状病毒病

猪轮 状 病 毒 病 是 由 猪 轮 状 病 毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 引起的猪急性肠道传染病， 其中断

奶仔猪最易感［３２］。 任晓峰等［３３］利用 Ｍ１３ 噬菌体展示

技术对 ＰｏＲＶ ＶＰ７ 单克隆抗体进行配体筛选， 经过 ４

轮筛选， 随机挑选阳性克隆进行扩增， 进行 ＥＬＩＳＡ
鉴定， 同时提取这些克隆的基因组 ＤＮＡ 进行测序。
试验结果显示， 有 １０ 个阳性噬菌体亲和肽具有相同

的外源肽序列 （ＶＰＬＧＴＤＮＧＤＩＷＶ）， 并且与目标分

子具有很高的亲和力； 进一步再将阳性噬菌体亲和肽

与 ＶＰ７ 蛋白进行序列比对， 发现十二肽中有 ４ 个氨

基酸具有一定的相似性； 此外， 通过 ＥＬＩＳＡ 试验证

明， 筛选出的亲和多肽可以竞争性地抑制 ＰｏＲＶ 感染

细胞， 因此， 通过噬菌体展示技术确定的这 ４ 个氨基

酸构成的基序很有可能作为猪轮状病毒 ＶＰ７ 蛋白的

一个模拟表位。 该研究为后续 ＰｏＲＶ 的诊断提供了一

定的思路。
２􀆰 ２􀆰 ４　 猪繁殖与呼吸综合征

猪繁殖与呼吸综合征 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｒｅ⁃
ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｙｎｄｒｏｍ， ｐｒｒｓ） 是由猪繁殖与呼吸综合征

病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ） 引起的一种病毒性传染病， 主要以呼

吸道感染为主［３４］。 侯凤香等［３５］ 采用 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ１ｂ
的 ＣＴＤ 蛋白结构域作为筛选靶标， ＯＲＦ１ｂ 所表达的

蛋白在 ＰＲＲＳＶ 入侵细胞后参与病毒复制过程。 通过

对这一蛋白结构域的筛选， 筛选出能与其结合并改变

其构象或封闭其功能位点的多肽分子。 试验证明， 针

对 ＣＴＤ 的多肽分子 （Ｐ１～Ｐ１１） 能够有效地抑制病毒

复制， 其中以 Ｐ１ 效果最好。 采用 ＭＴＴ 法进一步验证

所筛 选 的 多 肽 分 子 Ｐ１ （ 氨 基 酸 序 列 为： ＮＬＲ⁃
ＲＲＲＰＨＭＯＭＫ） 是一种高效低毒的抗 ＰＲＲＳＶ 多肽。
综上结果证明， 通过噬菌体展示技术所筛选出来的阳

性克隆在 ＰＲＲＳ 的临床治疗上有广阔的研究潜力与应

用前景。
２􀆰 ２􀆰 ５　 猪链球菌病

猪链球菌病 （ｓｗｉｎｅ ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ） 是一种由多

种链球菌引起的人兽共患传染病， 主要通过鼻咽部的

黏膜侵入猪体内， 导致疾病发生。 根据不同的荚膜抗

原可分为 ２９ 个型， 其中 ２ 型毒力最强［３６－３８］。 杨宝

玲［３９］利用猪链球菌 ２ 型标准株获得 ＳｓＭｐｓ 蛋白， 通

过细胞融合、 克隆和筛选等技术， 在小鼠模型中成功

获得了针对 ＳｓＭｐｓ 重组蛋白的抗体 １Ｄ９， 这是一种重

组蛋白的单克隆抗体； 随后， 利用随机十二肽噬菌体

展示肽库， 通过 ３ 轮淘洗， 筛选出了 １８ 株能够有效

结合单抗 １Ｄ９ 的阳性噬菌体； 测序比对的结果显示，
其中 ７ 株噬菌体菌体展示的十二肽序列为 ＬＰＱＲＲＱＴ⁃
ＲＩＭＩＩ， ２ 株序列为 ＲＲＨＴＴＲＫＲＭＬＫＴ， 这些序列分别

与 ＳｓＭｐｓ 蛋白的部分氨基酸序列 （１６２～１８３ 位、 ４４～
４６６ 位） 有一定的相似度， 因此推测单抗 １Ｄ９ 可能与

ＳｓＭｐｓ 蛋白的抗原表位的识别位点在上述位置。 该项

研究发现为后续的疾病诊断、 疫苗研发、 抗体制备打

·４３１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １



下了基础。
２􀆰 ３　 在禽病诊断方面

２􀆰 ３􀆰 １　 鸡传染性支气管炎

鸡传染性支气管炎 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ， ＩＢ）
是由传染性支气管炎病毒 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，
ＩＢＶ） 引起的一种急性、 高度接触性呼吸道传染

病［４０－４１］。 Ｚｏｕ 等［４２］通过 Ｍ１３ 噬菌体展示肽库筛选和

肽段扫描的方法， 发现了 ＩＢＶ Ｓ１ 亚基中 ２ 个线性 Ｂ
细胞表位的氨基酸序列， 分别是 ８７ＰＰＱＧＭＡＷ９３ 和

４１２ＩＱＴＲＴＥＰ４１８， 这 ２ 个表位分别能够被单克隆抗体

１Ｄ５ 和 ６Ａ１２ 所识别； 进一步的经序列比较发现， 表

位 ４１２ＩＱＴＲＴＥＰ４１８ 在 ＩＢＶ 是 保 守 的， 而 表 位

８７ＰＰＱＧＭＡＷ９３ 在 ＩＢＶ 中是相对可变的。 该研究结

果表明， 通过噬菌体展示文库筛选出的新型单克隆抗

体和抗原表位将有助于开发 ＩＢＶ 感染的诊断方法。
２􀆰 ３􀆰 ２　 禽流感

禽流感 （ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ， ＡＩ）， 又称禽流行性感

冒， 是由不同亚型的 Ａ 型流感病毒引起的一种禽类

烈性传染病， 主要危害畜禽呼吸系统［４３］。 为了构建

最有用的文库， Ｐｉｔａｋｓａｊｊａｋｕｌ 等［４４］ 采用 Ｈ５Ｎ１ 禽流感

病毒的 ＨＡ （Ｈ５） 重组蛋白免疫鸡， 以此来构建鸡 ／
人嵌合 Ｆａｂ 噬菌体展示文库； 随后再利用该文库筛选

出 ９ 个特异性 Ｆａｂ 单克隆抗体， 命名为 Ｈ５ Ｆａｂ １～Ｈ５
Ｆａｂ９， 通过采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 来验证它们与亚基的特

异性结合， 并通过免疫荧光试验来进一步验证它们的

结合特异性。 试验结果显示， 其中 ３ 个单抗 （Ｈ５
Ｆａｂ１、 Ｈ５ Ｆａｂ５ 和 Ｈ５ Ｆａｂ６） 对 Ｈ５Ｎ１ 病毒具有高度

特异性。 这项研究证明了通过构建噬菌体展示文库来

筛选抗 Ｈ５Ｎ１ 单抗方法的可行性， 为后续开发 Ｈ５Ｎ１
检测试剂提供了良好的参考依据。
２􀆰 ３􀆰 ３　 鸡传染性法氏囊病

鸡传染性法氏囊病 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＩＢＤ） 是 由 传 染 性 法 氏 囊 病 毒 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＤＶ） 引起的一种急性、 高度接触性

传染病， 鸡群主要通过消化道、 呼吸道或者眼结膜感

染［４５－４７］。 Ｌｕｏ 等［４８］ 从鸡法氏囊细 胞 中 分 离 出 总

ｍＲＮＡ， 并通过合成 ｃＤＮＡ 的方式构建了 Ｔ７ 噬菌体

衍生载体， 从而建立了噬菌体展示文库； 通过该文库

进行了病毒结合筛选， 成功分离出了表面免疫球蛋白

Ｍ （ｓＩｇＭ） 作为可能的候选结合位点； 进一步利用鸡

法氏囊淋巴瘤 ＤＴ４０ 细胞研究 ｓＩｇＭ 与 ＩＢＤＶ 的相互作

用， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测在大肠杆菌中是否能

够特异性地表达 λ 轻链。 研究结果显示， ｓＩｇＭ 轻链

能够以与毒力无关的方式特异性地与 ＩＢＤＶ 相互作

用， 且大多数 ＩＢＤＶ 与 ＤＴ４０ 细胞的结合可以被 ｓＩｇＭ
特异性单克隆抗体抑制， 从而降低 ＩＢＤＶ 在体外的感

染性； 此外， 无论 ＩＢＤＶ 毒力如何， ｓＩｇＭ 的 λ 轻链都

能特异性地与其结合。 因此， 在今后的研究中可以利

用这类抗体研发出新型高效制剂。
２􀆰 ３􀆰 ４　 鸭病毒性肝炎

鸭病毒性肝炎 （ｄｕｃｋ ｖｉｒｕｓ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ， ＤＶＨ） 是由

鸭肝炎病毒 （ｄｕｃｋ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＤＨＶ） 引起的一种

急性、 高度传染性疾病， 主要通过呼吸道或消化道感

染［４９］。 目前已知有 ３ 种类型的 ＤＶＨ， 其中Ⅱ型和Ⅲ
型主要分布在欧美地区， Ⅰ型主要流行于亚洲地

区［５０－５１］。 Ｗａｎｇ 等［５２］从鸭肝炎病毒Ⅰ型 （ＤＨＡＶ－Ｉ）
ＶＰ３ 蛋白免疫小鼠脾脏中提取总 ＲＮＡ， 构建了 １ 个

Ｍ１３ 噬菌体抗体文库， 其中包含了 ＤＨＡＶ－１ ＶＰ３ 蛋

白的免疫单链可变片段抗体 （ ｓｃＦｖ）； 随后使用

ＥＬＩＳＡ 方法评估这些可溶性抗体的结合能力、 特异性

和中和性。 研究结果显示， 筛选出的 ７ 株 ＶＰ３ 特异

性 ｓｃＦｖ （Ａ１、 Ａ２、 Ａ３、 Ａ５、 Ｂ２、 Ｂ５、 Ｂ７） 具有较

高的敏感性和特异性， 能够与 ＤＨＡＶ－１ 结合。 这项

研究利用噬菌体展示技术成功发现了具有 ＶＰ３ 特异

性的 ＤＨＡＶ－１ ｓｃＦｖ 抗体， 为预防和治疗鸭病毒性肝

炎提供了一定的理论基础。
目前针对类似上述的这些疾病诊断方法主要采用

ＰＣＲ 检测、 病毒分离、 血清学检测、 免疫组化检测

和病理学检测等。 然而， 这些传统方法在特异性限制

（无法有效区分不同亚型或变异株的病毒， 影响检测

结果的正确性）， 检测灵敏度 （对于低浓度病毒的检

测可能在疾病早期阶段无法及时检测到病毒存在），
操作复杂性 （样品处理步骤和长时间的试验操作）
和资源依赖性方面 （需要昂贵的仪器设备， 一些资

源匮乏的地方不足以支持） 存在一些缺点。 相比之

下， 噬菌体展示技术具有更高的特异性、 灵敏度和简

便性， 通过在噬菌体表面展示特定的抗体或蛋白， 可

以精确识别目标病原微生物或其相关抗原， 避免了传

统方法中可能存在的交叉反应或误判。 这种高度特异

性和灵敏性的优势使得噬菌体展示技术既能够有效地

区分不同种类或亚型的细菌， 为疾病的准确诊断提供

了有力支持， 又能够检测到极低浓度的微生物， 使其

即使在疾病早期阶段也能够及时发现病原微生物的

存在。

３　 噬菌体展示技术特点分析和前景展望

噬菌体展示技术凭借其高库容量、 高效、 低成

本、 灵活筛选、 能够模拟天然表位的结构和功能以及

作为表体载体具有很好的免疫原性等特点， 已成为目

前诸多领域的研究重点［５３］。 它在药物筛选、 功能性

蛋白配对的鉴定、 新型疫苗开发等方面发挥着重要作

用， 并在动物食品安全、 病原微生物和动物病毒性疾
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病等研究领域具有广阔的发展前景。 在制备抗体方

面， 噬菌体展示技术相较于传统技术， 不仅可以提高

制备抗体的能力， 还可以对抗体进行改造， 以满足亲

和力、 免疫原性等抗体质量方面的要求， 获得高亲和

性抗体［５４］； 在药物制备方面， 噬菌体展示技术可以

用于筛选肿瘤靶向肽， 为癌症的靶向治疗提供新

思路。
虽然噬菌体展示技术有诸多优点， 但在实际应用

中利用噬菌体展示技术建立的检测方法仍然相对较

少， 这主要是因为该技术在现实中存在一些挑战。 第

一， 该技术虽然具有高度特异性和灵敏度， 但外源基

因的表达受到噬菌体系统对序列的识别和表达效率的

影响， 可能导致部分基因无法有效地转录和翻译成蛋

白质。 即使外源蛋白成功表达， 其正确的折叠也是关

键因素， 复杂的蛋白结构 （例如多域蛋白或含有多

个二级结构元素的蛋白质） 可能在异源表达系统中

难以正确折叠， 这些都会影响外源蛋白在噬菌体表面

稳定地展示。 第二， 在构建噬菌体展示文库时， 若外

源 ＤＮＡ 片段插入不均匀， 会导致只有少部分噬菌体

携带靶向多肽； 另外， 在生物筛选过程中， 只有能与

目标结合能力较强的噬菌体被筛选出来， 而其他噬菌

体被丢弃， 这都会导致靶向多肽与目标靶点结合的效

率降低， 影响噬菌体展示技术的应用。 第三， 所展示

的抗体并不能完全代表整个抗体文库， 这可能是由于

提取的 ＲＮＡ 质量不佳或者后续扩增过程中丢失了关

键基因等原因， 这会影响到抗体序列的完整性和准确

性， 导致展示的抗体在与目标的结合能力、 亲和力等

方面出现偏差， 从而限制了噬菌体展示技术的应用范

围和效果［５５］。 因此， 噬菌体展示技术虽然在人类医

学领域已经取得了较为成熟的结果， 但在动物医学领

域的研究相对较少， 尤其是在畜禽疾病诊断领域的研

究， 该技术从初步了解、 开发到广泛投入使用仍需一

定的时间与推广。
尽管噬菌体展示技术具有潜力， 但要实现其在动

物生命科学领域的广泛应用还需要解决技术本身的局

限性和优化策略， 进一步提高分子的质量和可应用

性。 未来的研究重点可以放在噬菌体展示的表达条件

上， 努力在不影响噬菌体正常功能的前提下， 缩小重

组噬菌体的分子量， 提高工作效率； 同时可以在已有

的研究基础上， 针对畜禽开展深入研究和分析， 以期

研发出快速有效的诊疗手段和新型疫苗， 促进动物医

学的发展， 提高畜牧业的经济效益。 相信随着对噬菌

体展示技术研究的更加深入， 噬菌体展示肽库的构建

将不断更新和改进， 该技术会更好地应用在动物医学

领域， 并为动物健康和畜牧业的可持续发展做出

贡献。
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