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摘要 

本計畫之目的在於找尋一些能模擬奈瑟氏腦膜炎球菌  (Neisseria 

meningitidis, NM)免疫優勢抗原決定位(immunodominant epitopes)之胜肽，作

為進一步疫苗研發的基礎。為了達到此目的，本研究以 NM之 B-及 Y-群菌

注射小鼠製備單株抗體。經以西方轉漬分析，發現我們製的的單株抗體所

能辨認的抗原幾乎包括所有的表面抗原在內，含莢膜多醣、外膜蛋白、含

脂多醣及線毛。此一結果顯示此等抗體之抗原表位頗有發展成疫苗之價

值。其次，利用純化之抗體在噬菌體展示庫中進行親和性選拔及免疫篩選

的結果，以獲得能與抗體結合的重組噬菌體。此等重組噬菌體之活性亦已

經由抑制型免疫酵素分析加以確認。至今，我們已為三株單株抗體找到能

專一結合的重組噬菌體。而利用此等重組噬菌體當作疫苗的可行性將於第

三年計畫中加以評估。 

 

 

 

 

關鍵詞：奈瑟氏腦膜炎雙球菌、單源抗體、噬菌體展示技術、抗原表位、

胜肽疫苗 

 

 

 3



Abstract 
The ultimate goal of this project is to identify peptides that mimick the 

immunodominant epitopes of the Neisseria meningitidis (NM) to be used as the 

basis for development of the peptide vaccine for NM.  To achieve this goal, 

monoclonal antibodies (mAbs) specific for NM were generated from serogrup 

B- and Y- immunized mice.  Western blot analyses revealed that the 

specificities of the mAbs generated in this study almost cover all surface 

antigens including capsular polysaccharide, outer membrane proteins, 

lipopolysaccharide, and pilus indicating that the epitopes of these antibodies are 

of valuable in vaccine development. Affinity selection of phage display random 

peptide libraries with the purified antibodies followed by plaque 

immunoscreening, recombinant phages (phagotopes) bound to antibody have 

been obtained.  The specificity of individual phagotopes was confirmed by 

inhibition ELISA.  Up to date, specific phagotopes have been obtained for 

three monoclonal antibodies.  The possibility of using these phagotopes as a 

vaccine will be investigated in the project of the third year. 

 

Keyword: Neisseria meningitides, monoclonal antibodies, phage display, epitope, 

and peptide vaccine. 
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一、 前言 

奈瑟氏腦膜炎球菌(Neisseria meningitidis, NM)為具有莢膜的格蘭氏陰

性菌。根據莢膜多醣的化學組成與抗原性可分為 13血清型(serotype)，其中

血清群 A、B、C、Y及W-135五群為人類病源菌，可引起致命的腦脊髓膜

炎及敗血症，是造成第三世界國家高死亡率的主要因子(1)。雖然在工業化

的國家，腦膜炎球菌引起的病例不多；其中有 50%以上是 B群菌感染所致，

但在今日交通發達且旅遊興盛天涯若比鄰的時代，腦膜炎球菌感染可能造

成的流行性或區域性腦脊髓膜炎，仍是目前亟待解決的一個全球性的健康

問題(2, 3)。例如：2000年因前往沙烏地阿拉伯朝聖而受腦膜炎球菌感染的

病例，到當年 5月 12日為止就有 390件，其中有 71人死亡(國際疫情報導)。

根據WHO報告，1990-1997年亞洲地區每年均有上萬個病例；其中中國大

陸在 1993-1997年間的病例數，分別為 5000、5863、5771、5730及 4751。

台灣的流行性腦脊髓膜炎歷年來均只有 B型及W135型，2001年卻發現有

A、C及 Y型病例。 

奈瑟氏腦膜炎球菌的的表面抗原有莢膜多醣 (CPS, capsule 

polysaccharide)、外膜蛋白、脂肪多醣(LPS, lipopolysaccharide, 即內毒素)

與線毛(pilus)四種(4)。 這些抗原均具備成為疫苗的可能性。唯因 CPS是在

菌的最外圍，且與菌的致病力有關，因此成為首要的疫苗候選者。腦膜炎

球菌的疫苗研發史超過 80年，已經有抗血清群 A、C、Y與 W135的 CPS

多醣疫苗可供使用(3)。由於 B群奈瑟氏腦膜炎球菌(GBM)的 CPS在人類引

發免疫反應的能力很弱(5)，只能得到結合力非常弱的抗體反應，嚴重的阻

礙其疫苗的研發進度，目前尚未有優良疫苗上市。 

疫苗的設計除了考慮其效力外，同時要考慮其安全性。基於這兩點的
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考量，在疫苗的設計上，近年來以抗原模擬分子為疫苗是一個相當引人注

目的策略，尤其是對有毒或不易純化或抗原力弱的抗原，例如：LPS 與多

醣類 (6)。雖然 anti-idiotype能模擬抗原引發抗體反應(7)，但其製備非常不

易。另一方面因為噬菌體展示技術的發展，大大的提高抗原決定位圖譜定

位(epitope mapping) 的效率。目前以胜肽模擬醣抗原的相關研究很多(6)，

其中包括腦膜炎球菌多醣(8)、III 型 B 群鏈球菌多醣(Type III group B 

streptococcal polysaccharide) (9) 以及痢疾桿菌 (Shigella. flexneri) 的

lipopolysaccharide (10)。 

 

    噬菌體展示技術是一種基因表現產物與親和選擇(affinity selection)結

合的技術。它是將外源 DNA與噬菌體外套蛋白基因透過接頭(linker)相連，

進而使外源 DNA主導之產物與外套蛋白融合，並展示在噬菌體表面(11)；

當把一組隨機編碼序列插入噬菌體載體進行表現及展示時，其總體即稱為

噬菌體展示胜肽庫(peptide library)(12)。在噬菌體胜肽庫中每一個噬菌體粒

子只展示一種序列的外源胜肽，不同噬菌體粒子展示不同的外源胜肽，這

些胜肽依其氨基酸序列之差異而產生不同結構，可以模擬與抗體結合之抗

原決定位或接受體(receptor) 之結合體(ligand)，因此稱為 mimitopes (13)。

噬菌體胜肽庫可作為研究分子與分子作用時的〝多功能〞胜肽提供者。利

用已知的選擇體進行親和選擇，不但能定出線性(14)或構形抗原決定位

(15)，甚且能模擬非蛋白性質之結合體，包括 streptavidin (11)、醣類(16)、

DNA(17)及抗生素結合體(18)。 

 

本計畫的最終目標是找出具有模擬 NM 表面抗原之免疫優勢抗原決定

位(immunodominant epitopes)之胜肽，作為疫苗研發的基礎。本年度計畫主

要是製備更多辨識 NM 表面抗原之抗體，以及利用這些抗體由噬菌體展示
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胜肽庫中找出模擬抗原表位之胜肽。 

 

 

二、 材料與方法 

實驗菌株：本計畫使用的奈瑟氏腦膜炎雙球菌包括 GBM 39 株、W135

型兩株、C型(GCM)一株及 Y型(GYM) 六株。 

製備單源抗體：將 108 CFU菌經加熱或福馬林處理後的 NM注射入 4-5

週齡小鼠之腹腔，在第七天與第十三天分別以同劑量追加。不同時間由

尾巴採血，收集血清，以 GYM全菌進行 ELISA，檢測各免疫小鼠對 GYM

的反應情形。取血清中抗GYM抗體力價高的小鼠脾臟細胞與Sp2/0-Ag14

骨髓瘤細胞融合。以 GYM-ELISA 篩選分泌 GYM 抗體的融合細胞。融

合瘤細胞的單源化是將細胞培養在含有 0.3% 的 soft agarose 的細胞培

養基，詳細步驟可參閱(19)。 

NM-ELISA：以全菌為抗原進行ELISA主要是根據Abdillahi 與 Poolman 

(20)的方法進行。進行步驟如下： 將 NM 懸浮於磷酸緩衝生理液(PBS, 

phosphate buffer saline) (pH 7.2) (OD620 = 0.1 – 0.15)以 56oC加熱 30分鐘

後保存於 4oC，備用；將 100 µl熱處理後的菌液放入 96-孔盤置於 37oC，

直到蒸乾；於每孔中加入 150 µl的 blocking solution (5% nonfat milk in 

PBS)，放置 2小時；以磷酸緩衝生理液 沖洗三次後，於每孔中加入 100 

µl不同稀釋倍數的血清，放置 2小時；以磷酸緩衝生理液沖洗三次後，

於每孔中加入 100 µl 的 alkaline phosphatase conjugated anti-mouse 

antibodies，放置 2 小時；以磷酸緩衝生理液 沖洗三次後，於每孔中加

入 100 µl 呈色試劑(p-nitrophenyl phosphate substrate)，避光反應一小時

後加入 20 µl 之 5N NaOH終止反應，立即測定其在 405 nm 的吸光值。 
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Western blot 分析 ：將 108 CFU菌直接以SDS-PAGE的 sample buffer 裂

解，以 12.5% SDS-gel 分析後轉漬到硝化纖維濾膜 (nitrocellulose 

membrane)；以融合瘤細胞培養液為初級抗體，續與 AP-anti-mouse作用

後，以 BCIP/NBT呈色(21)。 

抗體活化補體媒介殺菌力分析：主要參考Quakyi等人(22)之方法在 96-孔

盤進行。依序於每孔中加入(a) 50 µl 抗體溶液、(b) 20 µl 人類補體、(c) 30 µl 

活的GBM (2 – 4 x 104 cfu/ml)，置於 37oC緩慢搖幌 30分鐘後，從每孔中取

出 50 µl塗在巧克力平板盤，將平板盤置於 37oC/5% CO2培養箱 18小時後，

計算平板上的菌落數。 

親和選擇：取適量重組噬菌體庫與抗體混合於室溫中作用兩小時後，加

入 1/5體積的 10% 死的金黃色葡萄球菌(Staphylococus aureus) 全菌，離

心後去除上清液，沉澱物以磷酸緩衝生理液沖洗三次，最後以 0.1 M 

glycine (pH 2) 將噬菌體由沉澱物分離，並以 Tris buffer中和。 

濾膜免疫篩選法：以重組噬菌體感染大腸桿菌(E. coli)後，加入 soft agar

後令其平舖在 LB 平板，於 37oC 培養一個晚上(約 13 小時)；將硝化纖

維濾膜小心的覆蓋在含有噬菌斑的平板上，靜置 15 – 20分鐘；將硝化

纖維濾膜小心的由平板移至含有阻斷緩衝液(Blocking buffer, 5% nonfat 

milk/PBS)的容器，室溫作用 60 分鐘後加入親和選擇時使用的抗體，室

溫作用 2 小時；將硝化纖維濾膜以磷酸緩衝生理液 泡洗後與 Alkaline 

phosphatase (AP)-anti-mouse於室溫作用一小時；將硝化纖維濾膜以 Tris 

buffer (pH 8) 泡洗後，以 BCIP/NBT進行呈色。 

抑制型 NM-ELISA：將根據 Abdillahi 與 Poolman (20)的方法以全菌為抗

原進行。基本步驟如下：將 NM懸浮於磷酸緩衝生理液 (pH 7.2) (OD620 

= 0.1 – 0.15)以 56oC加熱 30分鐘後保存於 4oC，備用；將 100 µl熱處理
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後的菌液放入 96-孔盤置於 37oC，直到蒸乾；於每孔中加入 150 µl 的 

blocking solution (5% nonfat milk in PBS)，放置室溫 2小時；以磷酸緩衝

生理液 沖洗三次後，於每孔中加入 100 µl與不同濃度噬菌體混合的定

量抗體溶液，放置室溫 2 小時；以磷酸緩衝生理液 沖洗三次後，於每

孔中加入 100 µl的 AP- anti-mouse antibodies，放置室溫 2小時；以磷酸

緩衝生理液 沖洗三次後，於每孔中加入 100 µl 呈色試劑(p-nitrophenyl 

phosphate substrate)，避光反應一小時後加入 20 µl 之 5N NaOH終止反

應，立即測定其在 405 nm 的吸光值。 

個別重組噬菌體展示胜肽序列分析：抽取個別噬菌體的單股去氧核糖核

酸(ssDNA, single strand DNA)，以 Sanger法進行核酸序列分析(21)，由

核酸序列轉譯出展示胜肽的胺基酸序列，進行排列比對分析。 

 

三、 結果 

一、 NM單源抗體的製備：分別以加熱處理後之GBM及GYM菌免疫小鼠，

取其脾臟細胞與Sp2/0細胞進行融合。在 GBM抗體的製備，前後共

進行了五次，脢免疫分析法(ELISA)分析各小孔的細胞培養液與GBM

的結合情形，初步篩選有近百個 wells成陽性反應；將各細胞保存

於液態氮。由於抗 GBM抗體可能與人類神經母細胞有交叉反應，首

先以脢免疫分析法測試細胞培養液與人類神經母細胞 IMR-32之結

合情形，再進行單株化。目前已經得到7株單源抗體，三株為IMR-32 

negative。在GYM抗體的製備方面，進行了一次融合反應，目前保

存了15個小孔的細胞，其中9株完成單株化。表一為單株化之融合

瘤細胞及抗體。 
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二、 抗體的抗原分析：初步以西方墨點 (Western blot)分析各抗體與免

疫菌株縱蛋白之反應情形，結果 4-13-227或 18-205並未有明顯的

蛋白條帶出現，顯示這兩株抗體之抗原可能為多醣類。210-06抗體

主要辨識的蛋白位於分子量40-kDa左右；12-01辨識32-kDa蛋白，

54-07辨識17-kDa 蛋白；107-01在83-kDa附近有多條的反應帶；

172-33辨識的蛋白則位於 28-kDa左右(圖1)。進一步以純化的外

膜蛋白進行西方墨點分析，並以MALDI-TOF分析確定210-06的抗原

為PorA蛋白；12-01之抗原為PorB蛋白；172-33抗原則是Opa1蛋

白(感謝台大醫學院周綠蘋教授幫忙進行 MALDI-TOF分析)。4-7-3

抗體在 10-15kDa 之間則有一類似醣蛋白的反應條帶(圖 1)，IEF顯

示此蛋白pI介於9-10之間，根據此結果推測4-7-3之抗原可能為

pilin。  

三、 抗體純化：目前已經完成純化的抗體有GBM的4-13-227、4-7-3和

172-33，以及GYM抗體210-06及24-03。 

四、 抗體與其他 NM之交叉反應：以脢免疫分析法分析抗體與全菌結合

之最佳條件，再以此條件檢測各抗體與不同 NM之結合情形，結果

GBM抗體4-13-227及4-7-3對所有測試的NM都有結合情形;210-01

無法與GCM菌結合，在38株GBM中有11株可被210-06辦識;18-205

和大部分的 NM有交叉反應(表一)。 

五、 抗體活化補體媒介殺菌力測試: 初步以未純化濃縮之培養液測試

各抗體活化補體媒介殺菌力分析，結果 210-06的培養液在稀釋 27

倍仍具能將90%的GYM殺死；而4-13-227與4-7-3的細胞培養可能
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因抗體濃度太低，並未有顯著的殺菌力。為了確定各抗體活化補體

達到殺菌效果，以純化的抗體進行補體殺菌測試，結果結果顯示

210-06殺菌力最強，而 4-13-227與 4-7-3媒介補體殺菌力相當(表一)。 

六、 抗體之抗原表位分析：首先以純化抗體對噬菌體展示胜肽庫進行親

和選擇，再將被抗體分子吸附下來之重組噬菌體重新感染大腸桿菌

後，以平板培養形成溶菌斑，讓溶菌斑黏附於硝化纖維濾膜，以抗

體進行免疫篩選。初步得到 5個 210-06辨識的重組噬菌斑、兩個

172-33辨識的重組噬菌斑以及八個 4-7-3辨識的重組噬菌斑；其中5

個與210-06抗體結合之胜肽均為環狀構造，而4-7-3結合的 8個噬

菌斑經序列分析結果只含有三種序列。以抑制型脢免疫分析法分析

各重組噬菌體對210-01與純化之外膜蛋白的結合情形，結果均有明

顯的抑制效果(圖2)。以4-13-227對Ph.D-C7C、Ph.D-12以及由Dr. 

Smith (University of Missouri-Columbia)實驗室取得的胜肽庫進

行親和選擇，進一步已噬菌斑濾膜進行免疫篩選，並未得到任何呈

陽性反應的重組噬菌體，顯示這些胜肽庫中並未有模擬抗體

4-13-227之胜肽分子。由於以4-13-227對NM總蛋白進行西方墨點

分析並未有任何的免疫條帶產生，顯示 4-13-227的抗原可能醣分

子。另外以硫酸胺沉澱的 18-105 (IgA) 對噬菌體展示胜肽庫進行

Biopanning 後以噬菌斑免疫篩選，結果並未篩選到呈正反應的噬菌

斑。 

 

 

四、 討論 

本計畫以全菌為抗原進行免疫注射製備單源抗體，以脢免疫分析法篩
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選能與全菌結合的單源抗體。以西方墨點分析單源抗體的抗原種類顯示除

了抗體 4-13-223與 18-105沒有反應帶之外，其他抗體主要的抗原本質是蛋

白；其中 172-33、210-06及 12-01之抗原確定分別為 Opa1、PorA及 PorB。

全菌脢免疫分析法結果顯示 12-01 僅對免疫菌株有微弱的結合力，對其他

NM沒有任何的反應。此結果顯示作為免疫原的 GYM可能為 serotype 4 或

5，因為此二血清型的 PorB屬於 PorB3為 poorly accessible (22)。既然如此，

為什麼以全菌為免疫原可以得到辨識 PorB之抗體，推測可能因為加熱使得

原先不裸露的抗原外露而引發抗體反應。這類抗體雖然無法應用在疫苗研

發上，但可提供結構分析或分型之研究。 

本計畫以噬菌體展示胜肽庫為抗原表位來源進行抗原決定位圖譜定

位，目前採用的噬菌體展示胜肽庫主要是NEB (New england biolabratory, US)

出品的 PhD-12及 PhD-C7C。本計劃共進行了五株單源抗體之圖譜定位，目

前尚未找到模擬醣抗原之胜肽分子，可能是所使用的胜肽庫中沒有這類分

子存在。雖然由Dr. Smith (University of Missouri, Columbia)實驗室取

得了九種不同形式的胜肽庫，但仍未搜尋到能與抗體 4-13-227或 18-205結

合的重組噬菌體。此可能是因為 Dr. Smith所提供之展示庫是再增殖過以及

運送過程造成多樣性不如預期。 

NM的血清群主要是以莢膜多醣分類。全菌脢免疫分析法分析顯示抗體

4-13-227對所有測驗的NM有不同程度的結合能力，而18-205則對 90%的

測試菌株有反應；Western blot結果推測4-13-227及18-205之抗原應該為

莢膜多醣，綜合上述結果推測此二抗體所辨識莢膜多醣的位置應該是各血

清群相似的構造，若能找出其模擬胜肽，以此胜肽為基礎之疫苗可提供對

不同血清群之免疫力。 
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五、 結論與建議 

本年度計劃共對五株抗體以噬菌體展示技術進行抗原表位分析，由噬

菌體展示胜肽庫中找到與三株辨識蛋白抗原的抗體結合的重組噬菌體。為

了找到抗體 4-13-227與 18-205之抗原表位模擬胜肽，擬再採用展示長鏈胜

肽之展示庫進行後續研究。 
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Fig. 1.  SDS-PAGE analysis of outer membrane proteins isolated from GBM 

and GYM (a) and Western blots in which total protein of the immunogen (GYM 

or GBM) was probed with monoclonal antibodies (mAb) 210-01, 12-01, 54-07, 

107-01, 172-33 (b) and 4-7-3 (c), respectively.  Samples were analysis in 

12.5% (a and b) or 15% SDS-polyacrylamide gels. 
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Fig. 2.  The bindings of mAb 210-06 to the GYM outer membrane proteins and 

mAb 4-7-3 to heat-killed GBM were inhibited by 210-06-selected phages 

(phage-1 to phage-5) and 4-7-3-selected phages (phage-I and Phage-II), 

respectively.  A mAb 172-33-selected phage (phage-A) was used as a negative 

control.  The phages used in this assay was 1013 pfu. 
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Table 1.  General properties of monoclonal antibodies generated in this study  
ELISA  

Hybridoma 

 

Isotype GBM GW135M GCM GYM IMR-32

 

BC50 (µg/ml)a 

Anti-GBM        

4-13-227 IgG3 38/38 4/4 1/1 6/6 - ~6 

4-7-3 IgG3 38/38 4/4 1/1 6/6 - ~6 

5-1-7 IgM + NDb ND ND + ND 

5-4-48 IgM + ND ND ND + ND 

5-4-46 IgM + ND ND ND + ND 

5-4-48 IgM + ND ND ND + ND 

172-33 IgG2b 3/38 - - - - ND 

Anti-GYM        

210-06 IgG2a 11/38 4/4 - 6/6 - 0.03-0.04 

18-205 IgA 37/38 1/4 + 6/6 ND ND 

54-07 IgM 37/38 4/4 1/1 6/6 ND ND 

66-01 IgM ND ND ND + ND ND 

23-08 IgM ND ND ND + ND ND 

24-03 IgG3 ND ND ND + ND ND 

12-01 IgG1 0 0 0 1/6 ND ND 

107-01 IgG2b ND ND ND + ND ND 

79-07 ND ND ND ND + ND ND 
a BC50, concentration of monoclonal antibody that when incubated for 30 min with bacteril cells and 20% human 

complement yielded a 50% decrease in CFU compared to that without complement. 
b ND, not determined 
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