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摘  要 : 为研究本实验室制备的一株抗蓝舌病病毒 8型 (BTV-8) VP2蛋白的单克隆抗体 (MAb) 3G11识别的B

细胞抗原表位，利用噬菌体肽库展示技术对 3G11 识别的抗原表位进行筛选并鉴定。经过 4 轮淘选后挑取蓝斑

测序，测序结果经分析后获得 KLLAT 序列，与 BTV-8 VP2 蛋白氨基酸序列比对后获得共同的短肽序列为
283LL284；合成 4 种短肽序列：KLLAA、KALAT、KLAAT 和 KLLAT，与 3G11 细胞上清和腹水分别进行间接

ELISA 鉴定，结果表明，短肽 KLLAA 和 KLLAT 与 3G11 细胞上清及腹水具有较强的结合能力；与 24 种 BTV

标准阳性血清反应结果表明，这两种短肽都可与 BTV-8 阳性血清发生特异性反应；序列分析结果可见，该表

位的氨基酸序列 283LL284 在不同来源的 BTV-8 毒株间保守，确定 283LL284 为 MAb3G11 识别抗原表位的关键氨

基酸。本研究为建立 8 型 BTV 特异性的免疫学检测方法和相关病毒蛋白的功能研究奠定了基础。 
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Identification of epitope recognized by a monoclonal 
antibody against VP2 protein of bluetongue virus  
serotype 8 

Mingxin Zang, Jiaxuan Li, Shuangyu Xie, Wen Cui, Yanping Jiang, Yigang Xu,  
Xinyuan Qiao, Li Wang, Han Zhou, Min Liu, Yijing Li, and Lijie Tang 

College of Veterinary Medicine, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, Heilongjiang, China 

Abstract:  To confirm the B cell epitope recognized by monoclonal antibody (MAb) 3G11 of bluetongue virus type 8 

(BTV-8) VP2 protein prepared in our laboratory, antigen epitopes recognized by 3G11 were screened and identified by 

phage display technology. KLLAT sequence was found by sequencing of blue spot after four rounds panning and 283LL284 

of common short peptide sequence was obtained after comparison to amino acid sequence of BTV-8 VP2 protein. The 

peptide sequences KLLAA, KALAT, KLAAT and KLLAT were synthesized and identified by indirect ELISA. KLLAA and 

KLLAT bound strongly with supernatant and as cites of 3G11 cells and reacted specifically with BTV-8 positive standard 

sera. Further sequence analysis showed that amino acid sequence 283LL284 was conserved among different serotypes of 

BTV-8 strains, and283LL284 was the key amino acids of antigen epitopes recognized by 3G11. This study laid the foundation 

to establish type 8 BTV specific immunological detection methods.  

Keywords:  bluetongue virus serotype 8, VP2 protein, monoclonal antibody, antigen epitope 

蓝舌病 (Bluetongue，BT) 是由蓝舌病病毒 

(Bluetongue virus，BTV) 引起，经库蠓、伊蚊

等媒介昆虫进行传播的烈性非接触性传染病[1]。

其主要感染山羊、绵羊、牛、骆驼等反刍类动

物[2]，感染动物的平均病死率为 30%，其中绵羊

的病死率可高达 80%。世界卫生组织 (OIE) 规

定其为必须呈报的动物疫病，中国将其列为一

类动物传染病[3]。该病具有地域性、季节性和周

期性的特点，迄今为止已发现 27 种血清型的

BTV，各型之间无交叉保护[4-6]。我国已检测出

BTV-1、BTV-2、BTV-3、BTV-4、BTV-5、BTV-7、

BTV-12、BTV-15、BTV-16 和 BTV-24 共 10 种

血清型，其中 BTV-1 和 BTV-16 为我国主要的

致病血清型[7-9]，但没有我国检测到 BTV-8 的报

道。2006 年 8 月，BTV-8 在荷兰首次流行，后

在欧洲大规模流行，该病在全球的暴发有扩大

趋势，且血清型种类多、变异快，为有效控制

其流行，早期诊断就显得尤为重要[10-12]。 

BTV 是迄今为止发现的分子量最大的 RNA

病毒[13]，其基因组由 10 个双链 RNA 组成，这

10 个 dsRNA 包裹于双层蛋白质衣壳内，共编码

7 个结构蛋白  (VP1-7) 和 4 种非结构蛋白 

(NS1、NS2、NS3/NS3a 和 NS4)[14]。外壳蛋白

VP2 由 L2 基因编码，不同 BTV 血清型间 VP2

的氨基酸序列差异从 22.4%到 73%不等[15-17]。

相同血清型的不同毒株间的 VP2 序列也存在较

大差异，最大可达到 30%，这表明 VP2 序列的

变异与 BTV 血清型之间有密切联系[18-20]。本研

究中应用噬菌体展示技术试剂盒筛选本实验室

制备的一株抗 BTV-8 VP2 蛋白的单克隆抗体 
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(MAb) 3G11 所识别的 B 细胞表位，并合成 4 种

短肽作为抗原通过间接 ELISA 方法与 BTV-8 型

标准阳性血清反应，对筛选出的抗原表位进行

鉴定，本研究为建立 8 型 BTV 特异性的免疫学

检测方法和相关病毒蛋白功能的研究奠定   

基础。 

1  材料与方法 

1.1  单克隆抗体和血清  

抗 BTV-8 VP2 蛋白 MAb 3G11 (抗体亚类

IgG2b) 细胞株由本实验室制备并保存；1–24 型

BTV 标准阳性血清及阴性血清购自蓝舌病参考

实验室 The Pirbright Institute；MAb 3G11 纯化

后腹水，效价为 10–5 (纯化后腹水 SDS-PAGE 鉴

定结果见图 1)。 

1.2  主要试剂 

Ph.D.-12TM13 噬菌体肽库试剂盒购自美国

New England BioLabs (NEB) 公司；HRP 标记的

山羊抗鼠 IgG 购自中杉金桥有限公司；TMB 显

色液购自北京博奥拓达科技有限公司。 
 

 

 

 
 

图 1  纯化后的腹水 SDS-PAGE 鉴定  (M：蛋白

marker；1：纯化前腹水；2：纯化后腹水) 

Fig. 1  Analysis of purified ascitesby SDS-PAGE. M: 
marker; 1: ascites; 2: purified ascites. 

1.3  间接免疫荧光试验 

将 BHK21 细胞传至放置爬片的 12 孔板内，

待细胞长满单层后接种 8 型 BTV，同时设置对

照孔。3%多聚甲醛固定液室温固定 30 min；每

孔加入 3%的 BSA 37 ℃封闭 1 h；以保存的细胞

上清液为一抗，同时设置细胞对照组，37 ℃孵育

1 h；用 PBS 洗涤 3 次，5 min/次；加入 1︰2 000

稀释的 FITC 标记山羊抗鼠 IgG，200 μL/孔，避

光条件下 37 ℃作用 1 h；避光条件下用 PBS 洗

涤 3 次，5 min/次；在倒置荧光显微镜下观察实

验结果。 

1.4  夹心 ELISA 鉴定 MAb3G11 特异性 

兔抗 BTV 血清包被的 ELISA 板，每孔 100 μL，

37 ℃孵育 2 h；用 PBST 洗 3 次，每次 5 min；

孔中加 50 μL BTV-8 型病毒，37  1℃  h，洗板 3

次；1︰5 稀释单抗上清，每孔 50 μL。37  1℃  h，

洗板 3 次；加 1︰8 000 稀释羊抗鼠二抗 (HRP)，

每孔 50 μL，37  1 h℃ ，洗板 3 次；经 TMB 显

色 15 min，再加入终止液，读取 OD450 值。 

1.5  抗原表位的筛选  

参照 Ph.D.-12TM13 噬菌体肽库说明书，将

MAb 腹水作为抗原，加入到微孔板中，对噬菌

体肽库进行 4 次淘选，将第 4 次淘选后的产物

测序；将测序结果进行分析比对，获得表位序

列 KLLAT，为了验证该短肽的准确性，设计突

变不同氨基酸的 4 种短肽 KLLAA、KALAT、

KLAAT 和 KLLAT，由武汉明皓生物科技股份有

限公司合成。 

1.6  利用间接 ELISA 鉴定短肽与 MAb 3G11

的反应性 

用包被稀释液将 4 种短肽 KLLAA 、
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KALAT、KLAAT 和 KLLAT 稀释成不同的浓度，

包被酶标板，以 MAb 上清或纯化腹水为抗体，

HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 作为酶标抗体，加入

TMB 显色液，显色 10 min 后加入终止液，鉴定

短肽活性。 

1.7  利用间接 ELISA 鉴定短肽与标准血清

的反应性 

将短肽 KLLAT 作为包被抗原，一抗为 1–24

型 BTV 标准阳性血清及阴性血清，鉴定短肽与

BTV 阳性血清的反应活性。 

1.8  抗原表位的保守性分析 

利用 NCBI 数据库中的 Blast 软件对 MAb 

3G11 识别的抗原表位序列 283LL284 进行保守性

分析。 

2  结果与分析 

2.1  间接免疫荧光鉴定结果 

将 MAb 3G11 细胞上清分别接种于 8 型

BTV 感染的 BHK21 细胞和正常 BHK21 细胞，

结果显示，接种 BTV-8 的 BHK21 细胞发出绿色

荧光，对照细胞无荧光，表明 MAb 3G11 可以

特异性识别 8 型 BTV (图 2)。 

2.2  夹心 ELISA 法检测结果 

夹心 ELISA 检测结果如图 3 所示，MAb 

3G11 能与 BTV-8 发生阳性反应，而与其他 23

种病毒不发生阳性反应。 

2.3  抗原表位序列的筛选结果 

将第 4 次筛选后的 22 个阳性克隆进行 DNA

测序并对短肽氨基酸序列进行比对，结果见表

1，22 个阳性克隆中共有 18 个展示的共同基因

序列为 KLLAT。 

2.4  4 种合成短肽与 MAb 3G11 的反应性 

用 4 种合成短肽分别与单抗上清及腹水反

应，结果如图 4 所示，短肽 KLLAT 和 KLLAA

与单抗上清及腹水均可发生特异性的反应，且

S/N 比值均大于 2，表明该序列的短肽能与单抗

上清和腹水中的抗体发生特异性结合，而

KALAT、KLAAT 短肽与上清及腹水的反应为弱

阳性。可见 283LL284 为该表位序列的关键氨基

酸。反应中腹水反应的值明显高于上清，与腹 

 

 

 
图 2  单克隆抗体与 BTV8 的间接免疫荧光实验 

Fig. 2  IFA assay of MAb reaction with BTV8 infected cells. (A) IFA result of 3G11. (B) Positive control. (C) IFA 
result of SP2/0 supernatant and BHK-21 cells infected with BTV8. 
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图 3  夹心 ELISA 鉴定 MAb 3G11 特异性 

Fig. 3  The specificity identification of MAb3G11 by AC-ELISA. 
 
 

表 1  噬菌体筛选序列测定结果 

Table 1  The sequencing results of phage display 
technology 

Sample The amino acid (site) 

Samples 1-18 N K L L A T W

Sample19 N K L C C T K

Sample20 N K L C C A K

Sample21 G Q L L C T M

Sample22 G Q L L A T K

BTV-8 281C R L L S T I287

Common  
sequence 

  L L    

 

水中非特异性结合较多有关。当短肽包被量达

到 40 μg/mL 时进入平台期，以其包被酶标板，

将腹水分别进行 1×103、2×103、5×103、10×103、

15×103、20×103、25×103、30×103 倍的稀释后作

为一抗，当稀释比例达到 20×103倍后进入平台期。 

2.5  短肽 KLLAA 和 KLLAT 与标准血清的

反应性  

合成短肽 KLLAA 和 KLLAT 与不同血清型

BTV 阳性血清的间接 ELISA 反应结果基本一

致，其中短肽 KLLAA 的反应结果如图 5 所示，

可见短肽与 BTV-8、BTV-4、BTV-17、BTV-19

标准阳性血清的反应呈较强阳性，短肽与

BTV-1、BTV-3、BTV-7、BTV-10、BTV-12、

BTV-13、BTV-15、BTV-20、BTV-21、BTV-23

标准阳性血清的反应呈弱阳性。与 BTV-8 的反

应值明显高于其他血清型 BTV。结果表明，
283LL284序列为 BTV-8 的型异性抗原表位的关键

氨基酸。与 BTV-4、BTV-17、BTV-19 有较强的

阳性反应可能是由于短肽与标准阳性血清中的

非特异性抗体结合导致。 

2.6  表位序列的保守性分析 

将短肽序列 283LL284 与 GenBank 中的 10 个

BTV-8 不同毒株及 3 个 BTV-7 不同毒株进行比

对，结果如表 2 所示，13 个毒株的第 283 和 284

位氨基酸处该序列高度保守；其他 BTV1–24 型

VP2 蛋白在该位置没有这两个氨基酸序列 (结

果略)。 

3  讨论 

目前研究抗原 B 细胞表位的常用方法有噬

菌体展示技术和肽扫描技术[21-22]。噬菌体展示

技术具有方法简便同时准确性更高等优点[23]，因

此本研究中应用噬菌体展示技术筛选 MAb 

3G11 识别的抗原表位。VP2 蛋白为 BTV 的型

特异性抗原，可刺激机体产生中和抗体，不同
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血清型之间 VP2 蛋白的氨基酸序列差异较大。

制备针对不同清血型 VP2 蛋白的单克隆抗体并

建立血清型鉴定方法，可对流行 BTV 的血清型

进行特异性检测[24-25]。 

本研究以实验室制备的 BTV-8 VP2 蛋白

MAb 3G11 经夹心 ELISA 检测能与 BTV-8 发生

特异性反应，而不与 BTV1–24 中其他 23 个型

病毒发生反应。应用噬菌体展示技术试剂盒筛

选 3G11 所识别的抗原表位，实验中共进行了 4

轮淘选，其中第 3 轮淘选的噬斑进行测序，结

果中有 3 个样本为空样本，在肽库的结合区域没

有任何氨基酸，这种结果可能由噬菌体展示肽 

 

 
 

 
 

 
 

图 4  4 种短肽与 MAb 3G11 间接 ELISA 鉴定结果 

Fig. 4  Analysis of 4 short peptides reaction with the MAb3G11 by indirect ELISA. (A) Short peptide sequence 
KLLAT. (B) Short peptide sequence KLLAA. (C) Short peptide sequence KALAT. (D) Short peptide sequence 
KLAAT. (E) The concentration of ascites with different dilutions. 
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图 5  短肽 KLLAA 与不同血清型 BTV 阳性血清间接 ELISA 鉴定结果 

Fig. 5  Analysis of the short peptide KLLAA’s reaction with positive sera against different BTV serotypes in indirect 
ELISA. 
 

表 2  短肽 KLLAA 与不同的 BTV-7 和 BTV-8 毒株

氨基酸序列 BLAST 分析结果 

Table 2  BLAST analysis of the motif KLLAA with 
the VP2 amino acid sequences of BTV-7 and BTV-8 
strains 

Virus strains 
(GenBank Accession No.) 

Amino acid sites 

282 283 284 285 286

BTV-8 (AJ585184) R L L S T

BTV-8 (AJ585129) R L L S T

BTV-8 (KX815885) R L L S T

BTV-8( FJ183375) R L L S T

BTV-8 (KM053259) R L L S T

BTV-8 (JF423934) R L L S T

BTV-8 (JF423936) R L L S T

BTV-8 (JF423937) R L L S T

BTV-8 (JF423938) R L L S T

BTV-8 (AJ585183) R L L S T

BTV-7 (KT945046) K L L S T

BTV-7 (AJ585128.1) K L L S T

BTV-7 (KT945047.1) K L L S T

Key amino acids of  
antigen epitopes 

 L L   

 

库试剂盒有一定的局限性所导致。进行第 4 轮淘

选后挑取阳性克隆的测序结果得到了 KLLAT 序

列，该序列的 3 个氨基酸 LL 和 T 与 BTV-8 VP2

的氨基酸残基 283LLST286 序列相符；席娜等[23]利

用肽扫描技术鉴定 BTV-8 VP2 的抗原表位为

LCRLLSTIGRKMCNTE 序列，该表位包含有
283LL284 序列，可见 283LL284 序列为 BTV-8 VP2 的

抗原表位关键氨基酸；合成的短肽序列 KLLAA、

KALAT、KLAAT 和 KLLAT，与 BTV-8 标准阳性

血清进行间接 ELISA 检测，可见含有 LL 序列的

短肽与标准阳性血清结合能力较强，进一步验证
283LL284序列为MAb 3G11识别的线性抗原表位的

关键氨基酸。利用短肽分别与 24 种血清型的 BTV

标准阳性血清进行间接 ELISA 反应，结果可见，

该短肽序列与 BTV-8 标准阳性血清有较强的结合

能力，但与其他几种标准阳性血清的反应均呈阳

性。这种结果可能由于合成短肽的序列过短，与

其他标准阳性血清中抗体的非特异性结合较多所

引起的[26]。同时不同标准阳性血清中抗体的浓度

不同，进一步优化标准阳性血清的稀释比例可以

降低短肽与血清中抗体的非特异性结合。 

综上所述，本实验室制备针对 BTV-8 的

MAb 及鉴定其抗原表位为 BT 的型特异性诊断

方法的建立奠定了基础，为口岸检疫中新血清

型检测方法的建立提供依据。 
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