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噬菌体展示技术是由美国 Missouri 大学

Smith G P 等[1]于 1985 年首先建立起来的一种新

的生物技术. 它是以噬菌体为载体 , 将编码外源

蛋白或多肽的基因片段定向插入到噬菌体的外壳

蛋白基因区, 使外源蛋白或多肽通过与噬菌体外

壳蛋白融合而表达并展示于噬菌体表面, 被展示

的蛋白或多肽可保持相对独立的空间结构和生物

活性, 进而通过亲和富集等方法筛选表达特异蛋

白或多肽的噬菌体. 常用的噬菌体展示系统主要

有丝状噬菌体展示系统、λ噬菌体展示系统、T4
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摘 要:噬菌体展示技术是将编码外源蛋白或多肽的基因片段定向插入到噬菌体的外壳蛋白基因区 , 使外源蛋

白或多肽通过与噬菌体外壳蛋白融合而表达并展示于噬菌体表面 ,进而筛选表达特异蛋白或多肽的噬菌体 , 已

发展成为生物学后基因组时代一个强有力的实验技术. 噬菌体展示文库的筛选是其关键环节. 为了提高筛选

效率 ,许多研究者对传统的筛选技术进行了改进 , 如选择性感染噬菌体、迟延感染性噬菌体、以 DNA为基础的

筛选方法、亲合力捕获和反复筛选和封闭筛选法等 , 用于筛选的靶标也越来越具有多样性 , 使得这一技术有了

更加广阔的发展前景.
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Abstract: Phage display technique involves the introduction of exogenous peptide or protein sequences into

a location in the genome of the phage capsid proteins. The encoded peptides are displayed on the phage

surface as a fusion product with one of the phage coat proteins. And then it was used for biopanning phages

which contains expressed proteins or peptides. This technique has been becoming a biology postgenome

powerful experiment technique. It’s key step is biopanning of phage display libraries. In order to enhance

the efficiency of biopanning, improvement have been made to traditional biopanning techniques. Various

targets are used, for example, selectively-infection phage, delayed infectively panning, DNA-based selec-

tion, selection by avidity capture, interactive panning and blocking, and so on, which make the techniques

have a broader development prospects.
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噬菌体展示系统和 T7 噬菌体展示系统. 目前该

技术已发展成为生物学后基因组时代一个强有力

的实验技术, 在生命科学的不同研究领域得到广

泛应用 . 构建一个高质量的噬菌体展示文库以

后,更为重要的是对该文库的筛选或淘洗过程,为

了提高筛选效率, 许多研究者对传统的筛选技术

进行了改进, 而且用于筛选的靶标也越来越具有

多样性,使得这一技术有了更加广阔的发展前景.

1 以单一蛋白质为靶标的筛选法

以蛋白质为靶标筛选, 能直接反映出相互作

用的两个蛋白质之间氨基酸残基的特性, 是一种

最为常见的筛选方式. 如利用特异性的单抗为筛

选靶标 [2], 筛选多肽或蛋白质的应用已经相当成

熟, 为在未知条件下分离与靶标结合的多肽或蛋

白质提供了广泛的应用前景. 其他的功能蛋白也

可以作为筛选靶标 [3], 如以受体蛋白分子作为靶

标,筛选出特异性配体等,由于这种蛋白在体内能

与多种蛋白质相互作用, 因此能筛选到多种与之

结合的多肽序列, 为研究蛋白质之间的相互作用

提供了有效手段.

2 以复合分子为靶标的筛选法

以纯化的分子为筛选靶标,虽然具有直接、简

便的优势,但当筛选对象所处环境复杂、纯化困难

时 , 则只能利用复合分子(如某些疾病的血清)作

为靶标进行筛选. Ozawa M等以新城疫抗血清作

为筛选靶标 ,筛选出了 3 个特异性目标多肽 [4]. 但

以复合分子作为靶标, 其主要缺点是由于其成分

复杂,很难筛选到特异性强的目标多肽或抗体.

3 以细胞为靶标的筛选法

细胞表面是一个复杂的生物体系, 分布着大

量的信号分子, 这些信号分子反映了细胞的特性

及所处的功能状态. 人们固然可以纯化这些分子

以作为筛选靶标, 但对纯化困难或表达量少的受

体等分子 , 这种方法就显得力不从心. 而且许多

受体需要完整的细胞膜, 或与细胞膜上的其他亚

单位形成复合物才能发挥作用. 因此 , 为了真实

地模拟体内环境,全细胞筛选应运而生,并且得到

了广泛应用. 这种筛选方式无须事先知道有关受

体的信息, 这对表面经常发生改变的肿瘤细胞的

筛选更为有利. Mazzuccbelli L筛选到一些能与中

性粒细胞( PMN)特异性结合的短肽 , 这些短肽能

诱导 PMN内钙的增加,将对研究信号转导途径有

一定的帮助[5]. Kassner P D等在研究中描述了另

一种筛选细胞配体的方法, 它是建立在受体介导

的内吞作用基础上, 在巨细胞病毒启动子的控制

下 , 将报告基因如 GFP, β半乳糖苷酶插到噬菌

体载体中,通过基因的表达来筛选配体[6].

4 以组织或器官为靶标的筛选法

以分子或细胞为靶标进行的筛选都是体外筛

选. Pasqualini R等首次报道了在体内进行的针对

靶器官进行的噬菌体展示肽的筛选[7]. 他们将噬

菌体展示肽库注射到小鼠的尾静脉, 数分钟后处

死小鼠 ,收集各器官的噬菌体 , 在体外扩增后 , 再

注射给小鼠,以进行下一轮筛选,采用这种体内淘

洗筛选的方法, 筛选到脑组织和肾组织特异性的

靶向肽,将脑组织特异的靶向肽与红细胞交联,能

使这种红细胞定向到脑组织. 此后 , Akita N等将

展示文库注射入患有胃癌的小鼠腹腔内, 筛选出

可用于治疗胃癌的 KLP 基序( SWKLPPS) [8]. 这种

体内筛选的模式对研究组织特异性给药系统具有

潜在的应用价值.

5 以 DNA为基础的筛选法

以往的噬菌体展示文库筛选方法都是建立在

抗原-抗体反应即蛋白质相互作用的基础上的,它

们的敏感性和特异性会影响筛选的结果[9]. 为提

高筛选的敏感性和特异性 , Bartoli F 等在他们的

研究中建立了一种以 DNA为基础的筛选机制[10],其

依据是在噬菌体展示系统中每一种蛋白都与其编

码的核苷酸序列有关, 而且每一个噬菌体中的核

苷酸序列都是唯一的. 因此 , 可以通过鉴定核苷

酸序列来得到特异的短肽结合序列, 从而提高筛

选的敏感性和特异性, 提高了临床诊断的特异性

和灵敏度.

6 反复淘洗和封闭筛选法

这种方法是在传统淘洗方法的基础上, 用多

种不同的肽库反复淘洗, 在每种肽库淘洗得到一

个固有序列后, 即用含有该序列的已知蛋白分子

将结合位点封闭 , 再用另一种肽库进行筛选 .

Messmer B T 利用 7 肽库、12 肽库和环 7 肽库对

脐血血清进行筛选,得到 3种特异性结合的短肽,

其中一个是纤维蛋白的结合序列, 另两个是补体

结合序列[11]. 该法常用于多表位筛选. 但局限性在

88



第 4 期

于每轮筛选后需事先确定一种封闭蛋白才能进

行下一轮筛选.

7 选择性感染噬菌体筛选法

传统的筛选系统中基因重组的噬菌体仍有

野生型的 geneIII 蛋白存在 , 因此 , 重组噬菌体具

有感染能力. 这导致了在筛选后的扩增时 , 特异

性和非特异性的噬菌体均可以进入宿主菌增殖.

选择性感染噬菌体筛选系统以噬菌体感染宿主

菌的机理为基础. 噬菌体感染 E.coli 细胞是通过

Fpilus(伞毛 )介导 , 噬菌体外壳 pIII 蛋白 N 端参

与噬菌体穿过细胞膜和同 F pilus 的结合 , 两者

在感染过程中缺一不可. 选择性感染噬菌体筛选

系统把筛选和扩增合并为一步 , 只有特异性的噬

菌体才能感染宿主菌扩增 , 而非特异性噬菌体却

不能 , 这样不仅简化了筛选步骤 , 而且大幅度地

提高了筛选效率[12].

8 延迟感染性筛选法

Benhar I 等将细菌表面展示技术与噬菌体

表面展示技术相结合 , 并利用前者展现在大肠埃

希菌细胞膜上的抗原或目的蛋白 , 用于捕获展示

于噬菌体上的抗体或多肽 , 这种筛选方法就是延

迟感染性筛选法[13]. 这一新方法利用细菌表面展

示系统中细菌外膜蛋白 A的多用性的优点 ,将目

的蛋白的编码序列融合到杂交的外膜蛋白 A来

实现表面展示. 它的优点是筛选的细菌与噬菌体

繁殖的环境相同, 即噬菌体识别曾用来产生噬菌

体的细菌表面抗原位点,并与之结合,完成了噬菌

体的繁殖与筛选, 并且延迟感染性筛选适合于稀

有克隆在文库中的有效筛选.

9 双层膜筛选法

在构建重组噬菌体时,在外源 DNA与噬菌体

gIII 的结合处插入一个终止子 , 当转入含校正基

因菌株时 ,终止子被读通 , 产生融合蛋白 , 而当转

入不含校正基因菌株时, 表达可溶性外源蛋白于

细胞膜间隙 , 最终进入培养基质中. 针对后者 ,

Skerra A等建立了双层膜筛选系统. 第一种膜为

亲水性多孔膜 , 这种膜对蛋白质的结合能力很

小 , 孔径能让蛋白质分子自由通过 , 但细胞不能

通过 ;第二种膜为憎水性膜 , 膜表面包被目标蛋

白(抗体或抗原). 两种膜分别覆盖在固体培养基

上 , 细胞在第一种膜上培养一段时间后 , 将这层

膜转移至第二层膜上培养 , 分泌的可溶性蛋白透

过第一层膜 , 与第二层膜上的目标蛋白结合 , 然

后再用已知的抗原或抗体筛选. 这种方法避免了

筛选可溶性蛋白通常遇到的细胞碎片的干扰 , 提

高了筛选效率 , 但该法仅适用于较小的抗体库

(不大于 100 000克隆)[12].

10 亲和力捕获筛选法

这是 Ruud M T等报道的一种结合噬菌体展

示和点阵扫描技术的高效筛选方法, 其主要原理

是基于多价相互作用形成的稳定复合物之间的高

亲和力[14]. 主要用于受体-配体对的亲和筛选. 在

这种方法中,将受体多价展示在噬菌体表面,而其

配体则以一种多聚体融合蛋白的形式共表达. 因

此,共价结合的受体-配体对在噬菌体表面形成了

多价的高亲和力反应复合体. 这样 , 包含有这个

复合体的噬菌体通过其 GST部位被捕获至固相

支持物上, 被筛选的噬菌体通过铺平板和进行双

抗筛选后 , 再进行点阵分析 , 共价结合的受体-配

体对就可以检测出来.

11 去筛选法

该方法筛选过程是先在制备的重组噬菌体溶

液中加入具有交叉反应的另一种抗原, 对抗体库

中具有强烈交叉反应的抗体进行封闭, 随后再用

目的抗原对封闭后的抗体库进行富集, 从而极大

地提高了从抗体库中筛选出高特异性抗体的效

率. 该法在筛选高特异性抗体时被广泛应用[15].

12 宿主菌直接洗脱的筛选法

经典筛选过程中, 亲和性结合的噬菌体先洗

脱于溶液中再感染宿主 , 洗脱一般利用 pH 的变

化在酸性或碱性溶液中进行, 这可能对噬菌体造

成损害 , 洗脱时间也受到限制. 利用噬菌体与宿

主之间的亲和性可以直接用宿主菌洗脱, 以避免

对筛选的不利影响, 并且将洗脱与感染合并为一

步[16]. Wind T等用对数生长期的宿主菌直接洗脱

的方法,从半合成的 scFv文库中筛选出了 7 种目

标噬菌体,随后又与化学洗脱法做平行比较,结果

显示宿主菌直接洗脱法效果优于化学洗脱法[17].

噬菌体展示技术将特定分子的基因型和表型

统一在同一噬菌体颗粒中, 再利用其配体的特异

亲和力, 将表达有特定蛋白质或多肽的噬菌体挑

选出来进行进一步研究, 而这一技术的关键是最
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大限度的减少非特异性噬菌体结合, 筛选出高特

异性的噬菌体, 因而筛选方法的改进是该技术发

展的限速步骤和动力, 目前选择性感染噬菌体筛

选法、以细胞和 DNA为基础的筛选方法不断走向

完善是该技术发展的方向.
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