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摘 要
:
噬菌体杭体是继多克隆扰体

、

单克隆杭体之后 兴起的第 3 代基因工程扰体
.

噬 菌体杭体序技术是杭体

基因文序技术和噬 蔺体表面展示技 术相结合形成的一 项渐技术与方法
,

在生物科学领城极具潜力
.

现主要鱿

近年 来该技术在杭体基 因扩增
、

杭体库的构建
、

筛选方法等方 面 的进展进行综述
.
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抗体 (A nti bo d y)是由抗原诱导的能够与抗原 用 白喉外毒素注射动物后
,

就发现血清中含有很

发生特异性结合的免疫球蛋白 (Im m un og lob ul in
,

多抗菌或与疾病相关的因子
,

如溶菌素
、

类风湿因

Ig )
,

免疫球蛋白是一种多功能区域蛋 白
,

是最复 子等
,

统称为抗体 (也称抗血清多克隆抗体 )l ” ;第

杂的分子之一 抗体分子作为机体防卫系统的重 二代为单克隆抗体 (Mon oc lon al Ant ibod y
,

MA b)
,

要组成部分
,

以其特有的基因结构和重排形成的 第一株单克隆抗体由德国学 者 K o lil e r 和英国学

多样性
,

可以高亲和力与各种不同的特异性抗原 者 M血tei nl Z I于 70 年代中期利用细胞融合技术首

结合
,

为机体提供了有效的保护
.

抗体技术发展 次成功制备而得
,

它在诊断
、

治疗
、

预防和蛋白质

经历 了 3 个阶段
,

第 一代为抗血清多克隆抗体 提纯等方面都显示了重要作用
.
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创了基因工程抗体技术
,

标志着第三代抗体
—基因工程抗体的诞生

‘3 1
.

基因工程抗体包括 3

种
,

即嵌合抗体
、

改形抗体和抗体库技术制备的抗

体
.

其中前两者为部分人源化抗体
,

而抗体库技

术可以制备出全人源化抗体
.

抗体库技术中目前

研究 较 热 的是 单链 抗 体 (si
n g le eha in va ri ab le

fra gm en t
,

Sc Fv ) 库
,

即用基因克隆技术将全套抗

体重链和轻链可变区基因克隆出来
,

重组到原核

表达载体
,

通过在大肠杆菌直接表达有功能的抗

体分子片段
,

筛选特异性的可变区基因
.

目前
,

抗

体工程领域最突出的进展就是噬菌体抗体库技术

的建立
.

该技术的出现开创 了一条简便快捷的基

因工程抗体生产路线
,

为人源抗体的制备提供了

新途径
,

是抗体工程史上的里程碑
.

1 噬菌体抗体库技术

1
.

1 噬菌体展示技术的原理

Sm ith 等
14 】于 19 8 5 年首次报道 T 将 及

。R l核

酸内切酶基因克隆到丝状噬菌体 fd 外壳蛋白基因

(n l) 中与外壳蛋 白融合表达并展示在噬菌体表面

上
,

宣告了噬菌体展示技术的诞生
.

噬菌体展示

技术 (p ha罗 d isp l叮 te e hn o lo盯 )是以噬菌体核酸为

载体
,

将外源性基因插人噬菌体衣壳蛋白基因中
,

编码多肤的 DN A 片段与噬菌体表面蛋白的编码

基因融合后
,

以融合蛋 白的形式表达出多肚序列
,

并随该衣壳蛋白定位于噬菌体的表面
‘5 1

.

该技术

的基础是把外源多肤或蛋白和噬菌体的某种外壳

蛋白融合表达于噬菌体表面
,

一方面
,

外源多肤或

蛋 白被展示于噬菌体表面
,

具有空间上的可接近

性 ;另一方面
,

噬菌体壳内具有外源多肤或蛋白的

编码序列
,

由此建立了表型和基因型的联系
,

可进

行大规模的有效筛选 16]
.

噬菌体展示技术不但可

以用来筛选针对几乎任何靶标的亲和性多肤
,

而

且能够用来分析蛋白质间相互作用
.

1
.

2 噬菌体展示系统

噬菌体展示系统有噬菌体氨基端展示系统和

梭基端展示系统
.

目前常用的噬菌体氨基端展示

系统主要是丝状噬菌体 M 13
、

fd
、

fl
.

丝状噬菌体

有 5 种衣壳蛋 白
,

主要衣壳蛋白 p恤在野生型丝

状噬菌体中大约有 2 70 0 个拷贝
,

其它如 Pl ll 等

次要衣壳蛋白
,

只有 3 一 5 个拷贝 川
.

外源多肤或

蛋白基因直接插人噬菌体外壳蛋 白 p姗和 p ln 基

因的 3
’

端中
,

使外源多肤 / 蛋白和噬菌体 p恤和

Pl ll 蛋 白的氨基端融合表达
.

但 垦在某些情 况

下
,

外源蛋 白和噬菌体外壳蛋白氨基端的融合是

不合适的
.

当要研究的蛋白质相互作用要求有 自

由赦基端时
,

氨基端噬菌体展示系统便不能够使

用
,

因为此时外源蛋白是不存在 自由的梭基端
.

氨基端噬菌体展示系统也同样不适用于
c DNA 库

表达产物的展示
,

这是由于 。DN A 的 3
’

端不翻译

区存在许多终止密码子
,

另外
,

部分胞内蛋白用

丝状噬菌体氨基端展示时会千扰融合蛋白从细胞

质向细菌周质内的转运
,

而狡基端展示系统则可

以避开上述问题
.

到目前为止
,

人们已经开发了

几种噬菌体竣基端展示系统
.

如 人户 竣基端展

示系统
、

T4 噬菌体淡基端展示系统和 ^ 噬菌体 D

蛋白展示系统等
,

对这些梭基展示系统郭强 I8] 曾

作过详细的描述
.

但近年来最受研究者欢迎的狡

基端展示 系统是 竹 噬菌体竣基展示系统
.

这主

要是 因为 T7 噬菌体有其独特 的优点
:
复制周期

短
,

细胞质蛋白组装
,

操作和储存方便
,

克隆效率

高
,

稳定性好
,

且淘洗方便
.

Jo s e ph e a s tillo l, ]
等于

2 0 01 年使用 竹 噬菌体展示的多肤从 M 13 噬菌体

抗 体文 库 中 成功 筛选 出了 特 异性 单链 抗 体 ;

Hazn id H o u shm an d f, l 等 2 0 0 3 年构建 了 T7 噬菌体

H C V c D N A 展示文库
,

并发现了 H CV 氮
一

末端与

肠 蛋白可以结合
.

2 噬菌体抗体文库的构建

2
.

1 构建噬菌体抗体文库的技术路线

噬菌体抗体库技术是建立在噬菌体展示技术

的基础之上的
,

即将抗体基因插人噬菌体外壳蛋

白基因中
,

以融合蛋白的形式展示于噬菌体表面
.

噬菌体抗体库技术的出现是以 3 项实验技术为基

础的 : 一是 R T
~

PC R 技术的发展 ; 二是抗体基因片

段在大肠杆菌的功能性表达的成功 ; 三是噬菌体

展示技术 (pha ge di sP lay )的出现
.

在此 3 项技术

的基础上
,

噬菌体抗体库技术的操作路线变得非

常的简便
.

其路线是
: 首先用 PC R 方法扩增抗体

全套可变区基因
,

将扩增产物重组到噬菌体载体

中
,

并通过与丝状噬菌体的外壳蛋白形成融合蛋

白
,

把单链抗体展示在噬菌体表面
,

扩大培养即获

得噬菌体抗体文库
.

2
.

2 单链抗体

Fv
是抗体分子 中保留抗原结合部位的最小

功能片段
,

由免疫球蛋白的轻链可变区 (V
L

)和重

链可变区 (V
。) 组成

,

二者以非共价键结合在一

起
,

分子质量约为完整抗体分子的 1 / 6
,

具有单一
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抗原结合位点
.

将 y仔和 VL 基因用一段适当的

寡聚核昔酸 (接头
,

li nk er )连起来
,

使之表达为单

一的肚链
,

称为单链抗体 (Sc Fv)
.

Sc Fv
具有许多

优点 I’0] :
l) 具有与原亲本抗体相同的特异性 ; 2)

半衰期短
,

血循环和正常组织清除快 ; 3) 分子小
,

肿瘤穿透能力强
,

sc Fv 能均匀分布于肿瘤
,

而完

整抗体分子则主要聚集于接近血管部分 ; 4) 避免

了 Fc 段引起的非特异性细胞毒性及免疫原性 ; 5)

易于基因操作和基因工程大量生产
.

Li n ke r 在维持单链抗体的空间构像中起重要

作用
’川

,

单链抗体的空间构像对于单链抗体的亲

和力至关重要
.

其长度及性质应不干扰 V
。

和 V
L

的立体折叠
,

并且不对抗原结合部位造成妨碍
.

因此
,

U n ke r 不应过短
,

至少应含有 10 个氨基酸
,

但亦不应过长
,

以免对抗原结合部位造成干扰
.

目前应用最多的一种肤段是由疏水性氨基酸甘氨

酸
、

丝氨酸组成的巧肤 (Gl 庐er )3
.

其中甘氨酸与抗

体的柔韧性有关
,

丝氨酸与抗体的溶解度相关 ‘川
.

因此
,

(Gl y4

Se
r )

,

能较好 的维持单链抗体的空间

构像
.

2
.

3 噬菌体单链抗体文库构建方法

目前
,

常用的单链抗体构建策略有两种
:

一种

是将重链基因和轻链基因通过不同的酶切位点先

后克隆人表达载体
,

载体本身自带连接肚基因序

列
.

这种方法操作步骤较 为复杂
,

抗体库 的多样

性易于在反复的克隆操作 中丢失
.

另一种是用重

叠 PCR 的方法先将重链和轻链可变区基因拼接
,

称为重 叠延伸拼接 法 (Sp lie in g by o v e rl ap e x te n -

sio
n ,

SOE) l” l ,

再通过罕见 的酶切位点克隆人表达

载体
.

笔者近年来采用 SO E 构建 了鸡 Sc Fv 文库
,

首先用 两对引物通 过 R T
一

PCR 分别扩增 鸡 饰
、

叭 基 因
,

再采用 SO E 将 VH
、

Li n ke r 、

叭基因连接

成 偏
+ Li nk e r + VL

.

结果显示
,

这种方法连接效率

较高
.

构建噬菌体单链抗体文库方法过程通常为
:

首先提取 B 淋巴细胞 (来自骨髓
、

外周血
、

扁桃体

或是动物脾脏等 )的总 R N A
,

通过 RT
一

PCR 扩增获

得全套抗体可变区基 因
.

抗体基因扩增的 5
’

端引

物通 常根据 成熟抗 体 V 区 外 显子 1 的框架 区

(FR I) 或前导区的保守序列设计
,

3
‘

端引物主要

依据抗体绞链区 (J区 )的保守序列设计
.

分别扩

增出抗体的 偏
、

叭基 因后
,

用 SOE
一

PCR 将 偏
、

几nk er
、

VL 基因连接形成 Sc Fv
.

再用两种内切 酶

分别对 Sc 凡 基因和噬菌体载体进行双酶切
,

将重

组 D N A 经体外包装后与宿主菌混合
,

裂解产物 即

为噬菌体单链抗体文库
.

3 噬菌体抗体文库的筛选

3
.

1 筛选方法

噬菌体抗体库技术模拟了机体免疫系统的选

择作用
,

展示在噬菌体表面的抗体能够在体外用

固相化抗原进行筛选
.

同时
,

由于噬菌体对大肠

杆菌的感染性
,

噬菌体抗体库技术能够使用淘选

的方式
,

为快速选择特异性抗体提供了简便而高

效的操作系统
.

从噬菌体抗体库 中筛选表达特异

性抗体咙菌体的常用方法主要有两种
: l) 将纯抗

原包被在固相介质上
,

如酶标板
、

免疫试管或亲和

层析柱
,

然后加人待筛选的噬菌体
,

洗去非亲和性

或低亲和性 的噬菌体
,

回收高亲和性的噬菌体 ; 2)

将抗原与生物素基因相连
,

再将其固定在包被有

Stre Pt av idi n 的顺磁珠上对噬菌体进行筛选 I’4 ]
.

小

分子纯抗原直接包被效果不佳
,

所以第二种方法

筛选效果更佳
。

两种方法包被后都要封闭空白位

点
.

封闭的主要 目的是减少噬菌体非特异性地吸

附在空白点
.

封闭剂 目前最常用的为牛血清白蛋

白 (BS A )和 (或 )脱脂牛奶
.

笔者曾经将纯抗原包

被在酶标板上
,

然后直接将 BSA 包被酶标板进行

筛选
,

仍可以得到相当大的噬菌体量
,

并且可以低

程度富集
.

这说 明我们采用 B SA 作为封闭剂
,

筛

选得到的噬菌体抗体可能不纯
.

对噬菌体这种很

强的非特异性吸附固相表面的能力
,

赵慧斌 1151 指

出在封闭剂中加人 0
.

05 % ‘ 0
.

1% 的吐温可减少

噬菌体这种非特异性吸附
.

如何能更好的避免噬

菌体的非特异性吸附
,

还有待进一步探索
,

这对文

库的筛选及 EU SA 检测都至关重要
.

筛选的具体步骤包括
: l) 靶抗原吸附噬菌体

抗体 ; 2) 洗涤去除非特异性结合
,

收集与抗原结合

的噬菌体 ; 3) 感染大肠杆菌
,

使特异的噬菌体抗体

基因扩增
,

从而达到富集特异抗体基因的 目的
.

再进行下一轮筛选
.

一般经过 3 一 5 轮这样的筛

选可得到表达高亲和性的 目的抗体的克隆
.

用这

种方法
,

Sh ad 记i等 l’6 ] 20 01 年从合成的人噬菌体

单链抗体库中筛选到了抗 白血病 的人单链抗体 ;

K a
ng X PI ’7〕等构建了人 Fab 抗体库

,

并使用 SA R S

病毒筛选到了抗 SA R S 病毒的抗体
.

前述两种筛选技术的前提条件是目标抗体所

针对抗原的性质明确
,

能得到纯抗原
.

但对于无

法提纯的抗原
、

性质不确定 的抗原或在筛选过程
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的要求
.

因此
,

如何提高单链抗体在体内的表达
,

以及如何增强其稳定性和特异性等方面的问题
,

仍需作大量深人的研究
.
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中会失活的抗原
,

如癌细胞表面受体
、

某些膜 的内

在蛋白等
,

这两种筛选技术并不适用
.

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
,

建立了新的筛选系统
.

如双层膜筛选系统
、

选择性感染噬菌体筛选系统及用宿主菌直接洗脱

法
.

魏东芝 118 1 等对这些筛选系统做了综述
.

这

些新的筛选系统更适应以上情况的要求
,

将会成

为研究的另一个热点
.

3
.

2 筛选效率的检测

每一轮筛选都需要进行检测
,

以证实筛选的

有效性
.

这可通过以下 3 个测试指标得到答案
:

l) 感染的噬菌体数
.

它随筛选轮数的增加而增

加 ; 2) 抗体基因插人载体 的频率
.

由于噬菌体表

达的一个突出问题是外源基因的部分 或全部丢

失
,

因此有必要用 PCR 检测被洗脱的噬菌体感染

的宿主单克隆
,

通过测序进行分析 ; 3) 亲和性
.

随

机选择一些被洗脱 的噬菌体感染的宿主单克隆
,

用 E U SA 鉴定洗脱噬菌体的亲和性
.

EU SA 主要

用于后几轮的筛选
,

并可作为是否终止筛选的判

定依据
,

当大多数的克隆均呈阳性反应
,

便可结束

筛选
.

, ..J1.J

0-
山.L..压

r...‘r..L

[l2]Il3]

, ..J1..J勺..月

4弓
�
6

,月..月压.二�..‘r..‘rt

4 应用前景

利用抗体噬菌体展示技术构建和制备出的单

链抗体
,

与单克隆抗体相比
,

可降低甚至消除人体

对抗体的排斥反应 ;且其分子量较小
,

更有利于穿

透血管壁
,

进人病灶的核心部位 ; 还可以采用原核

细胞
、

真核细胞和植物等多种表达方式 l’9]
,

大量表

达抗体蛋 白
,

从而大大降低抗体的生产成本
.

此

外
,

Sc Fv 可作为载体与药物
、

同位素
、

毒素
、

酶等结

合
,

构建成双功能抗体用于肿瘤的导向治疗 tl ’1
.

目

前报道较多的是构建重组单链免疫毒素
,

是将单

链抗体基因与毒素基因相连
,

表达
sc
Fv 与毒素的

融合蛋白
,

利用抗体的特异性将毒素定位于靶部

位
,

发挥杀伤作用
【’”!

.

这种免疫毒素具有免疫原

性低
、

易于穿透肿瘤组织
、

分子稳定性好
、

靶向性

好等优势
,

在肿瘤的导向治疗中更具潜力
.

在基

因治疗方面单链抗体使用最多的应该是在免疫缺

陷病毒 H IV
一

I 的研究中120]
,

用 sc Fv 抗体在病毒生

命周期中通过阻断整合前和整合后抑制 H I V
一

I 的

复制已越来越受到人们的重视
,

并可望成为 A ID
s

基因治疗的有效手段
.

但 目前大多数单链抗体是

建立在动物模型和体外实验的基础上
,

单链抗体

在产量
、

亲和性
、

稳定性等方面尚未达到临床应用
[ 17 ]
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