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·专论与综述·
噬菌体展示技术在血液肿瘤诊断治疗中的应用 *

王 沂 张春明 郝建秀 宋娜玲 刘金剑 贺 欣 刘鉴峰 王德芝△

（中国医学科学院北京协和医学院放射医学研究所天津市分子核医学重点实验室 天津 300192）

摘要：血液肿瘤即造血系统的恶性肿瘤，是一种严重危害公共健康的疾病。目前，血液肿瘤诊断治疗的最理想方法就是分子特异

性诊断和靶向治疗，但该方法面临的最大困难就是分子靶点的选择。噬菌体展示技术是近十年发展起来的一种新的生物学技术，

具有高通量筛选、模拟天然表位、易于纯化、将蛋白功能与编码基因相统一等优点，广泛应用于功能性蛋白质和多肽的筛选、蛋白

质间的识别与相互作用、抗原表位的鉴定、基因工程抗体的筛选等多个分子生物学领域，非常适于理想靶点的选择。目前，噬菌体

文库技术在血液肿瘤诊治中的应用主要集中在噬菌体抗体文库和噬菌体随机肽库上。本文就噬菌体展示技术在血液肿瘤诊断治

疗中的研究成果做一总结分析，并对该技术在这一领域的应用前景进行展望。
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ABSTRACT: Hematopoietic malignancies are serious hazard to public health. Presently, the most ideal method in diagnosing and
treating hematopoietic malignancies is specific molecular diagnosis and targeted therapy. However, the most stubborn difficulty of this
method lies in the screening of molecular target. Phage display technology, a powerful approach developed in recent decade, has many
advantages, including high throughput screening, mimicking natural epitopes, easy purification, integrating protein function with its
coding gene, etc. Phage display technology is widely used in the area of molecular biology, such as screening of functional peptides and
proteins, the study of protein interactions, identification of antigens, screening of genetically engineered antibodies, etc, which is very fit
for the screening of ideal targets. At present, the application of this technology in hematopoietic malignancies diagnosis and therapy is
focus on phage antibody library and phage random peptide library. This article will introduce the research findings of phage display
technology in hematopoietic malignancies diagnosis and therapy, and look forward to the prospect of this technology in this area.
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1985 年，Smith G P[1]第一次将外源基因插入丝状噬菌体 f1
的基因Ⅲ中，使目的基因编码的多肽以融合蛋白的形式展示在

噬菌体表面，从而创建了噬菌体展示技术 (phage display tech-
nology)。噬菌体展示技术是一种研究蛋白质 - 蛋白质、蛋白质

-DNA 相互作用的高效方法。该技术的基本原理是将编码外源

多肽或蛋白质的基因克隆入噬菌体外壳蛋白结构基因的适当

位置，在阅读框正确且不影响其他外壳蛋白正常功能的情况

下，外源多肽或蛋白与外壳蛋白融合表达并组装展示在子代噬

菌体表面，且保持其相对独立的空间结构和生物学活性。肽库

与固相上的靶蛋白分子孵育后经过 3 至 5 轮的“吸附 - 洗脱 -
扩增”后，与靶分子特异结合的噬菌体得到高度富集。该技术具

有高通量筛选、模拟天然表位、易于纯化、将蛋白功能与编码基

因相统一等优点，广泛应用于功能性蛋白质和多肽的筛选、蛋
白质间的识别与相互作用、抗原表位的鉴定、基因工程抗体的

筛选等多个分子生物学领域。
血液肿瘤即造血系统的恶性肿瘤，是一种严重危害人类身

体健康的疾病。目前，血液肿瘤诊断治疗最理想的方法就是分

子特异性诊断和靶向治疗，因其具有特异性强、疗效显著、正常
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组织损伤少的优点，是当前肿瘤诊断治疗研究的热点，同时，该

方法也面临着一些问题，其中最大的困难就是分子靶点的选

择，好的靶点应该能够特异表达在肿瘤细胞而正常细胞完全没

有表达。噬菌体展示技术具有多样性、易于人源化、可以多层次

筛选等特点，非常适于理想靶点的选择。目前，噬菌体文库技术

在血液肿瘤诊治中的应用主要集中在噬菌体抗体文库和噬菌

体随机肽库上。

1 噬菌体抗体文库在血液肿瘤诊治中的应用

噬菌体抗体文库是将体外克隆的抗体基因片段表达在噬

菌体表面，并用抗原筛选获得特异的单克隆噬菌体抗体。利用

这一技术可以从患者甚至正常人外周血淋巴细胞筛选出完全

人源化的高亲和力抗体，避免了人类免疫的伦理问题，在多种

疾病尤其是肿瘤的诊断与治疗方面有其独特的优越性。其在血

液肿瘤诊治中的应用主要体现在治疗性抗体的筛选和血液肿

瘤特异抗原的反向鉴定上。
1.1 筛选治疗性抗体

治疗性抗体是可以用来治疗疾病的抗体,因此也称它们为

抗体药物，是靶向治疗中最常用的一种工具。目前，噬菌体抗体

文库技术在抗血液肿瘤治疗性抗体筛选中的应用主要体现在

以下几点。
1.1.1 构建免疫毒素 免疫毒素是一类抗肿瘤单抗和生物毒素

蛋白偶联的分子。可利用抗体与肿瘤细胞的特异性结合将毒素

蛋白导向和攻击肿瘤细胞，故被形象地称为 " 生物导弹 "。噬菌

体抗体文库能够高效提升抗体的亲和力，从而保证免疫毒素的

高度特异性。Stein C[2]等通过噬菌体抗体文库技术获得了高亲

和力的鼠源 CD123 单链抗体，将该抗体分别与绿脓杆菌外毒

素 A 和 CD16 单链抗体连接，构建成为免疫毒素和双功能抗

体，在体外实验中对急性髓细胞白血病 （acute myelocytic
leukemia，AML）来源的细胞系显示出了良好的杀伤活性。
1.1.2 筛选具有直接抑瘤活性的抗体 免疫毒素中的抗体部分

仅仅起导向作用，本身并不具有生物学功能，但一些针对肿瘤

细胞表面特定抗原的抗体无需同细胞毒药物偶联就能直接发

挥杀伤和抑制肿瘤的功能。这类抗体所针对的抗原都是一些肿

瘤细胞表面特有的或高表达的对肿瘤细胞生存必须的分子，通

常是一些重要细胞因子或营养物质的受体，治疗性抗体与其结

合后阻断或者模仿其配体作用，导致肿瘤细胞程序性死亡。通

过噬菌体抗体库技术，可以一次性获得多株针对靶分子的抗

体，再从这些抗体中筛选出具有生物学活性的抗体株。
Zhu Z 等[3]利用噬菌体抗体文库技术筛选出多株针对血管

生长因子受体 2（VEGFR2）的嵌合抗体，能够在体外显著抑制

VEGF 诱导的白血病细胞的增殖。Crépin R[4]等通过噬菌体抗

体文库构建并筛选出抗转铁蛋白受体的高亲和力单链抗体，该

抗体能显著抑制多种血液肿瘤细胞系及红白血病小鼠体内肿

瘤细胞的增殖，非常适合于高转铁蛋白受体类型肿瘤的治疗，

尤其是急性淋巴系和髓系白血病。Secchiero P[5]等构建了抗肿

瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）-R2 的单链抗体，结合

TRAIL-R2 后，能够模仿 TRAIL 的作用，诱导白血病细胞的凋

亡，在多种白血病细胞系体外实验中显示出了很好的抗瘤活

性。
1.1.3 筛选免疫调节性治疗抗体 一些治疗性抗体并不直接针

对肿瘤细胞，而是作用调控免疫细胞，由免疫细胞发挥抑制杀

伤肿瘤的作用。多种血液肿瘤的发生发展过程中都会出现 Th1
细胞向 Th2 细胞的转变。McWhirter JR[6]等用原代慢性淋巴细

胞白血病（CLL）患者的肿瘤细胞免疫兔的噬菌体抗体文库筛

选出了与免疫抑制分子 CD200 特异结合的抗体,该抗体能够有

效防止 B-CLL 患者肿瘤细胞引起的 Th1 细胞水平下降，重新

提高 Th1 细胞的水平并恢复其细胞毒效应。
1.1.4 全细胞筛选治疗性抗体 早期噬菌体文库来源抗体, 均由

固相纯化抗原筛选得到。在对肿瘤抗原和受体等膜蛋白的筛选

中，保持其天然构象至关重要，因此常规的固相筛选难以胜任，

而以表达这些抗原的完整细胞进行筛选则可以避免构象改变

引起的问题。采用噬菌体抗体库技术以血液肿瘤细胞系或病人

的肿瘤细胞做正向筛选，以正常人细胞做负向筛选，可以获得

针对肿瘤细胞特异诊断或治疗性的抗体。
Shadidi M 等 [7] 构建了针对早幼粒细胞白血病细胞系

HL-60 的单链抗体噬菌体展示文库，通过与人类胶质瘤细胞孵

育去除交叉反应的噬菌体，即所谓负向筛选，以 HL-60 细胞做

正向筛选，最终获得多株针对 HL-60 细胞的高特异性单链抗

体，其中一株单链抗体对 HL60 细胞增殖的抑制率达 90%。
1.2 通过噬菌体抗体库技术反向鉴定血液肿瘤特异抗原

通过全细胞筛选获得特异性抗体后，再结合亲和层析、色
谱分析等技术可以反向鉴定其抗原，从而获得肿瘤细胞特异性

表达的分子。Bakker AB 等[8,9]采用噬菌体展示技术结合流式细

胞术筛选出一株能够和 AML 患者肿瘤细胞特异反应的单链抗

体。反向鉴定发现其抗原是一种未知的跨膜糖蛋白 --C 型凝集

素样分子 1（CLL-1）。研究显示，92%的 AML 骨髓样本中有

CLL-1 的表达，而在正常 CD34(+)/CD38(-)造血干细胞和其它

组织则没有表达，因而可以作为 AML 的一个诊断标志物和潜

在治疗靶点。Geuijen CA 等[10]采用噬菌体抗体展示库的方法，

经过多株髓系来源细胞系和急性髓细胞白血病患者骨髓标本

的两轮筛选，获得了一组能够和髓系细胞特异结合的单链抗

体。对这些抗体的抗原表位进行免疫沉淀和质谱分析，鉴定出

了一系列的细胞表面抗原，其中包括多种未知蛋白。

2 通过噬菌体肽库筛选穿透肽并鉴定其配体

噬菌体肽库是由大量带有不同肽段的单个噬菌体组成的

重组噬菌体库。通过目标受体来筛选与其相互作用的噬菌体

肽，并分析所筛选到的肽的结构和序列，为蛋白质分子之间的

相互作用机理提供理论依据。
细胞膜穿透肽(cell penetrating peptide, CPP)是一类能以受

体依赖或非受体依赖方式介导胞吞作用的短肽[11]。CPP 的这一

特性使其成为一种有效的运输载体，不仅能够携带细胞毒药

物，而且能够向细胞内运送各种自身不能穿越细胞膜的大分子

生物活性物质，如 DNA、RNA 和多肽等，为生物治疗提供了一

个崭新的有力工具。噬菌体多肽文库技术是筛选 CPP 的最理

想方法，目前在血液肿瘤研究领域已经有多组报道。
Nishimura S 等[12]用急性 T 淋巴细胞白血病细胞系 Molt-4

对一个随机噬菌体展示肽库进行筛选，分离出了一株表达

CAYHRLRRC 氨基酸序列的噬菌体。这个肽段包括一段淋巴

细 胞 归 巢 基 序 (Cys-Ala-Tyr) 和 一 段 细 胞 穿 透 基 序

(Arg-Leu-Arg-Arg)。该噬菌体能够以能量和温度依赖的方式与
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多种白血病、淋巴瘤细胞系及病人来源标本发生高亲和力结合

并内吞入细胞，而与非白血病细胞则结合率很低，因而有可能

用于配体导向的抗白血病治疗。Karjalainen K 等[13]通过一个组

合噬菌体展示多肽库对人类白血病细胞进行筛选，分离出了一

段多肽基序，这段序列可以和不同的白血病细胞系和白血病病

人骨髓细胞表面的受体跨膜糖蛋白 Neuropilin-1 结合后内吞入

细胞。将该段氨基酸序列与一段前凋亡氨基酸序列融合后，显

示出显著的抗白血病细胞效应。进一步研究显示，Neuropilin-1
在多种白血病细胞系及白血病人骨髓细胞中存在高表达，提示

Neuropilin-1 可以作为一个配体导向治疗的靶标。S J覿ger 等[14]

采用噬菌体文库技术筛选出肽段 CPLDIDFYC，该肽段能够与

AML1/ETO 阳性 AML 来源细胞系发生特异性结合并介导内

吞作用。进一步研究证实该肽段以 α4β1 整合素作为受体，这

为高表达 α4β1 整合素的白血病患者治疗提供了方向。
B 细胞恶性肿瘤包括多种恶性淋巴瘤、慢性 B 淋巴细胞白

血病（B-CLL）和急性 B 淋巴细胞白血病（B-ALL）。其中大部分

的 B 系淋巴瘤、B-CLL 以及浆细胞恶性肿瘤患者的肿瘤细胞

分化程度较高，表达膜免疫球蛋白（mIg）。由于患者肿瘤细胞均

来源于一个恶性 B 细胞克隆，因而每名患者体内的肿瘤细胞膜

免疫球蛋白具有高度的同一性。又因为 B 细胞的 mIg 是基因

随机重排的产物，因此肿瘤细胞的 mIg 相对于其他患者的 mIg
或者正常 B 细胞的 mIg 具有很强独特性。这一方面提示 mIg
可能作为靶向治疗的一个很有前途的靶标，另一方面也提出了

挑战，就是针对每名患者都需要设计出独特的能够与其肿瘤细

胞 mIg 特异结合的导向抗体或多肽，也就是说要“个体化用

药”。噬菌体展示库技术具有操作方便、成本低、周期短的特点，

因而非常适于 B 系肿瘤细胞抗独特型抗体或导向多肽的制备。
Choi JH 等[15]用 B 细胞淋巴瘤细胞系 Raji 对一个九肽噬菌体文

库进行筛选，发现了序列 CTLPHLKMC 对 Raji 细胞有着超强

的亲和力，而与正常供者的 B 细胞和其他血液肿瘤来源的细胞

系则完全没有结合。质谱分析显示该段九肽可能与 Raji 表面的

mIg 的重链可变区结合，因此将该段九肽与生物毒素相偶联，

则有望成为专门杀伤 Raji 细胞的靶向药物。此外，Buhl L[16]等

从噬菌体展示随机肽库里分离出 CLL 患者 B 细胞 mIg 所针对

的配体肽段。这种方法有望用于 CLL 及其它 B 细胞来源肿瘤

的靶向治疗。
肿瘤的发生本质上是个别基因异常表达的结果，因此肿瘤

治疗的关键就是如何发现并消灭这些表达异常基因的肿瘤细

胞。而血液肿瘤不能像实体肿瘤那样通过外科手术切除，因而

更加迫切的需要一种能够鉴定、消灭肿瘤细胞的方法。噬菌体

文库技术高通量筛选、易于人源化、蛋白功能与编码基因相统

一等优点使之成为鉴定筛选靶点、靶向治疗的理想方法。尤其

适用于诊断和治疗瘤细胞表面标志在个体间变异极大的血液

肿瘤，比如说淋巴系恶性肿瘤，有望达到“个体化诊断和治疗”
的最高境界。通过噬菌体肽库筛选穿透肽更是噬菌体展示技术

应用上的一大进步，相比噬菌体抗体文库技术，前者完全商业

化，库容量更大、更加稳定，筛选出的穿透肽更短且生物活性明

显，有望成为噬菌体展示技术在血液肿瘤诊治方面研究的重

点。总之，目前噬茵体展示文库技术在血液肿瘤诊治中的应用

还处于研究阶段，要达到临床应用目的，尚需要一段时间。不过

在体外和体内实验中，噬菌体展示文库技术已经显现了良好的

应用前景。相信在不久的将来，噬茵体展示文库技术将应用于

临床，在血液肿瘤的诊断和治疗中发挥越来越重要的作用。
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