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·人兽共患病专栏·
青海高原喜马拉雅旱獭血清中特异性鼠疫噬菌体抗体的检测
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摘要：目的 利用微量法间接检测青海高原喜马拉雅旱獭血清中特异性鼠疫噬菌体抗体，为后续噬菌体和哺乳动

物免疫学之间的相互作用、噬菌体治疗、噬菌体与生态学研究提供理论依据。方法 以青藏高原鼠疫疫源地分离的 3
株野生型鼠疫噬菌体和实验室诊断用鼠疫噬菌体为抗原，利用微量板法和双层琼脂平板法定性检测青海高原同德县、

贵南县、共和县、兴海县、天峻县5个疫源县采集于2020年、2021年7—9月份喜马拉雅旱獭血清中的特异性鼠疫噬菌体

免疫抗体。结果 4株鼠疫噬菌体分别与 847份喜马拉雅旱獭血清进行中和试验，通过点滴法均未检测到与鼠疫噬菌

体抗原反应的特异性噬菌体免疫抗体。结论 青海高原喜马拉雅旱獭血清中未发现特异性鼠疫噬菌体抗体，这与

2020—2021年青海省天峻县、同德县、共和县、兴海县、贵南县 5个鼠疫疫源县采样地点的鼠疫流行病学显示为静息期

无鼠疫病原体存在的流行特点一致，即无鼠疫病原体的存在，间接说明这些鼠疫疫源地鼠疫噬菌体不存在或者比较微

弱的存在，故检测不到特异性鼠疫噬菌体免疫抗体。可能反映了宿主动物与鼠疫噬菌体自然接触频率少，抗噬菌体抗

体可能与鼠疫感染的形式和疾病的强度有关。
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Abstract: Objective To detect and analyze the antiserum of Yersinia pestis phage in Marmota himalayana blood from
the natural plague foci of Qinghai-Tibet Plateau by micro-bolus technique, to provide a theoretical basis for interaction
between phages and mammalian immunology, phage therapy and interaction between bacteriophage and ecology in future.
Methods Using diagnostic Yersinia pestis phage and 3 wild plague phages from Qinghai-Tibet Plateau Natural Plague Foci as
antigens, 847 serums of Marmota Himalayana blood, from Tongde, Guinan, Gonghe, Xinghai, Tianjun foci counties in Qinghai
Plateau, were collected from July to September in 2020, 2021 and determined on antiserum of Yersinia pestis phage by
microplate method and double agar plate method. Results The neutralization reaction experiment lasted for 24 hours between
4 phage and 847 serums by microplate method independently. These mixtures were tested by double agar plate method. All
results were negative on antiserum of Yersinia pestis bacteriophage. Conclusions The positive antiserum of Yersinia pestis
phage in Marmota himalayana were not found the natural plague foci of Qinghai-Tibet Plateau, which agreed with plague
epidemiology in 5 foci counties in Qinghai plateau from 2020-2021, that was a characteristic of the resting period. In other
words, it was in the absence of plague pathogen. It also showed indirectly that the absence or weak presence of Yersinia pestis
bacteriophage in the plague foci. It showed a lower frequency on host animals coming into contact with phages naturally. The
antiserum of Yersinia pestis phage may be related to the form of plague infection and the intensity of the disease.

Keywords: Marmota himalayana; bacteriophage; antiserum of Yersinia pestis phage; Yersinia pestis; serum

基金项目：国家卫生健康委员会鼠疫防治研究重点实验室课题（No.2019PT310003）；

青海省鼠疫防控及研究重点实验室（No.2021-ZJ-Y15）；青海省医药卫生科技项目指导性计划课题（No.2020-wjzdx-110）
作者简介：李存香（1976—），女，硕士，副主任医师，研究方向：鼠疫病原学和鼠疫噬菌体研究。

∗通信作者：代瑞霞，E-mail: drx200907@163.com；祁芝珍，E-mail: qzz7777@163.com

噬菌体作为感染细菌的病毒，是生物圈中数量最

多的生命体[1]。动物或人体都可以成为噬菌体生命周

期的环境。噬菌体可以自由地通过不同途径进入动

物或人体的血液和其他组织。哺乳动物免疫系统维

持着微生物群落的稳态，从而确保宿主与微生物关系

的互惠性得以维持[2]。免疫反应是决定噬菌体在机体
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中存活的主要因素。噬菌体可以通过吞噬和细胞因

子反应来调节先天免疫，也可以通过影响抗体的产生

和效应极化来影响适应性免疫[3]。自然界分离的噬菌

体大多数具有低免疫原性。极少量的噬菌体进入动

物或人体，当暴露和接触时间足够长时，也能引起免

疫系统的长期次级反应[4]。鼠疫噬菌体种系进化过程

中，其亲缘关系可以通过同源性和异源性抗噬菌体血

清中和交叉试验确定。其中，相近种类噬菌体之间具

有血清学关系，不同种类噬菌体则不存在血清型的关

系。通常鼠疫噬菌体被同源性抗噬菌体血清中和的

强度大于异源性，说明鼠疫噬菌体具有抗原的特异

性[5]。本研究采集青海高原鼠疫疫源地主要宿主动物

喜马拉雅旱獭的血液，对其进行血清分离，利用青藏

高原鼠疫疫源地分离的野生型鼠疫噬菌体和实验室

诊断用鼠疫噬菌体检测喜马拉雅旱獭血清中是否存

在与鼠疫噬菌体抗原反应的特异性鼠疫噬菌体免疫

抗体，为后续噬菌体和哺乳动物免疫学之间的相互作

用研究、噬菌体与生态学研究、噬菌体治疗研究提供

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验菌株 鼠疫疫苗株 EV76由青海省地方病

预防控制所鼠疫菌专业实验室提供。

1.1.2 鼠疫噬菌体 鼠疫诊断用噬菌体由青海省地

方病预防控制所鼠疫菌专业实验室制备，效价为

10-9，批号：2020-1。试验用野生型鼠疫噬菌体天峻

087号、天峻 476号、同德 072204号于 2019—2020年
分离自青海省天峻县和同德县鼠疫疫源地喜马拉雅

旱獭盲肠内容物。

1.1.3 血清来源 被检血清为 2020年、2021年 7—9
月份采集同德县（38份）、贵南县（367份）、共和县（21
份）、兴海县（300份）、天峻县（121份）喜马拉雅旱獭

全血共计 847份。阳性对照血清为青海省地方病预

防控制所鼠疫预防控制科制备的抗鼠疫噬菌体血清。

1.1.4 培养基 LB固体培养基、LB半固体培养基、

LB液体培养基、噬菌体保存液（SM缓冲液）由青海省

地方病预防控制所鼠疫菌专业实验室提供。

1.2 方法

1.2.1 喜马拉雅旱獭血清的处理

1.2.1.1 喜马拉雅旱獭血清的分离 对 847份喜马拉

雅旱獭全血进行 5 000×g，10 min离心，分离血清，低

温分装。

1.2.1.2 血清检测 上述血清 56 ℃水浴、30 min灭
活，-20 ℃保存备用。参照鼠疫防控手册（2009年版）

中《鼠疫诊断标准》（WS279－2008）及附录 E、F中鼠

疫间接血凝试验（IHA）[6]检测 847份喜马拉雅旱獭血

清中的鼠疫F1抗体均为阴性。

1.2.2 菌液制备 鼠疫疫苗株EV76菌悬液 100 µL接
种于 LB液体培养基中，28 ℃空气浴振荡培养箱

18~20 h培养至对数生长期，将其作为宿主菌。

1.2.3 鼠疫噬菌体免疫抗体检测方法的建立

1.2.3.1 诊断用鼠疫噬菌体与被检血清的中和试验

实验室诊断用鼠疫噬菌体按 10倍梯度稀释至 10-5。
分别取诊断用鼠疫噬菌体 40 µL和待测喜马拉雅旱

獭血清 40 µL置于 96孔无菌微量板中，二者混匀，实

验完毕后盖好 96孔板封板膜，置于 37 ℃恒温培养箱

孵育24 h。
1.2.3.2 抗体验证试验 将培养板分为九分格，每个

格标记 1份血清样本编号。取对数生长期鼠疫疫苗

株 EV76菌悬液 200 µL，加入已融化至 45 ℃ 6 mL LB
半固体培养基中，缓缓混匀后倒入底层 LB固体培养

基中。平板琼脂凝固后，分别取上述中和反应 24 h的
培养液15 µL，点滴于培养板对应标记的分格内，依次

完成待检样本的点滴试验，每个血清样品做 2份，分

别置于 28 ℃/37 ℃恒温培养箱，20~24 h后观察有无噬

菌斑。如有噬菌斑存在，说明该样本中不含有特异性

鼠疫噬菌体免疫抗体；若无斑，说明该样本中含有特

异性鼠疫噬菌体免疫抗体。

1.2.4 野生型鼠疫噬菌体与被检血清的中和试验

因 3株野生型鼠疫噬菌体效价较低，效价为 10-6~
10-7，故分别取野生型鼠疫噬菌体原液和待测喜马拉

雅旱獭血清各 40 µL，按照上述建立的特异性鼠疫噬

菌体免疫抗体检测方法，进行中和实验和抗体验证

试验。

2 结 果

以诊断用鼠疫噬菌体作为抗原，847份被检血清

分别与其在37 ℃条件下相互作用后，培养板上全部出

现几乎相同的噬菌斑，说明 847份被检血清中均未检

测到特异性鼠疫噬菌体免疫抗体。

阳性对照结果中，实验室制备的抗鼠疫噬菌体血

清与诊断用鼠疫噬菌体经中和反应，培养板上未出现

对应的噬菌斑。以天峻 087号、天峻 476号、同德

072204号分别作为抗原，847份被检血清分别与其在

28 ℃/37 ℃条件下相互作用后结果显示，鼠疫噬菌体天

峻 476号在 28 ℃和 37 ℃培养板上全部出现几乎相同

的噬菌斑；因野生型鼠疫噬菌体天峻 087号和同德

072204号在28 ℃不裂解鼠疫疫苗株EV76，37 ℃裂解鼠

疫疫苗株EV76，以这两株噬菌体作为抗原，28 ℃培养板

上全部未出现噬菌斑，而在37 ℃培养板上全部出现几

乎相同的噬菌斑，说明 847份被检血清中也均未检测

到特异性鼠疫噬菌体免疫抗体。对照组的结果与3株
野生型鼠疫噬菌体实验组的结果一致。见图1。
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3 讨 论

免疫系统在病毒生物种群组成中发挥着一定的

作用，并考虑了驻留病毒可能如何影响宿主免疫[7]。
机体对抗原的免疫反应涉及许多免疫系统的组成部

分，其中体液反应并不遵循简单的诱导模式，似乎取

决于噬菌体的给药途径、个体特征、剂量、给药时间和

其他尚未确定的特征[8-9]。据国外文献报道，一些人类

血清和牛初乳中检测到没有被噬菌体治疗刺激的噬

菌体中和抗体[10]。在 T4噬菌体头部表面蛋白免疫原

性的研究中，82%（41/50）从未接受过噬菌体治疗或参

与过噬菌体工作的健康志愿者血清显著降低了噬菌

体活性（阳性血清），只有 18%（9/50）的血清没有诱导

抗噬菌体效应（阴性血清）[9]。第一个T4噬菌体应用于

人类的安全性研究中，所有噬菌体处理的志愿者中没

有诱导出抗体，这可能与免疫系统的多因素性质及其

潜在抗原的相互作用有关[11]。
青海高原鼠疫疫源地动物鼠疫好发于每年的5—

7月份，而鼠疫噬菌体、鼠疫抗体一般出现在动物鼠疫

流行末期[12]。噬菌体在宿主动物体内的持续时间及

其在特定器官中的浓度，很大程度上取决于易感细菌

的有无[9]。本研究采集青海高原鼠疫疫源地喜马拉雅

旱獭血液，对其进行血清分离，以诊断用鼠疫噬菌体

作为抗原，建立了喜马拉雅旱獭血清中特异性噬菌体

抗体检测的方法，同时以 3株野生型鼠疫噬菌体分别

作为抗原，与 847份采集于 7—9月份的喜马拉雅旱獭

血清进行中和试验，通过点滴法均未检测到与鼠疫噬

菌体抗原反应的鼠疫噬菌体免疫抗体，这与 2020—
2021年青海省贵南县、同德县、共和县、兴海县、天峻

县 5个鼠疫疫源县采样地点的鼠疫流行病学显示为

静息期的流行特点一致[13-14]，即无鼠疫病原体的存在，

间接说明鼠疫疫源地鼠疫噬菌体不存在或者比较微

弱的存在，故检测不到特异性鼠疫噬菌体免疫抗体。

这些结果可能反映了宿主动物与噬菌体自然接触的

频率少[15-18]，进而说明抗噬菌体抗体可能与鼠疫感染

的形式和疾病的强度有关[9]。
本研究采用微量法仅在鼠疫疫源地的主要宿主

动物喜马拉雅旱獭血清中进行特异性鼠疫噬菌体抗

体检测，且仅通过平板现象判断结果。作为鼠疫流行

病监测的一种新方法，其样品用量少，灵敏度高，成本

低，可以直观、简便、间接地检测其特异性鼠疫噬菌体

抗体，对今后鼠疫免疫学研究、鼠疫流行病学研究和

噬菌体在自然状态下与宿主菌之间的相互作用研究

具有重要的科研价值。
利益冲突声明 所有作者声明不存在利益冲突

A B C D

E F G H

鼠疫疫源地喜马拉雅旱獭血清与实验室诊断用鼠疫噬菌体（A, B）、野生型鼠疫噬菌体 476号（C, D）、野生型鼠疫噬菌体 087号（E, F）、野生型

鼠疫噬菌体 072204号（G, H）分别在 37 ℃和 28 ℃中和作用 24 h后的试验验证结果；对照均为阳性对照。Validation results on neutralization experi⁃
ment at 37 ℃ and 28 ℃ for 24 hours in serum of Marmota himalayana and diagnostic Yersinia pestis phage(A, B), wild plague phages 476 (C, D), wild plague
phages 087 (E, F), wild plague phages 072204 (G, H), respectively; All controls are positive.

图图11 鼠疫疫源地喜马拉雅旱獭血清分别与不同鼠疫噬菌体中和作用鼠疫疫源地喜马拉雅旱獭血清分别与不同鼠疫噬菌体中和作用2424 hh后的试验验证结果后的试验验证结果

FigFig.. 11 The part of validation results on the neutralization experimentThe part of validation results on the neutralization experiment 2424 hours betweenhours between 44 phage andphage and 847847 serums from Qinghai-Tibet plaserums from Qinghai-Tibet pla⁃⁃
teau natural plague foci by microplate method independentlyteau natural plague foci by microplate method independently
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