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噬菌体展示技术及其应用的研究进展 *
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摘要：噬菌体展示技术因其高效、实用、便捷的优势现已广泛应用于抗原表位分析、抗体制备、药物筛选、疫苗研制以及免疫学疾

病诊断、治疗等多方面的科学研究领域。现将近年来 PDT 的发展现状及其在生物科学领域中的应用进展综述如下。
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噬菌体展示技术(Phage Display Technique, PDT)是一种能

快速淘选出与靶分子特异性结合配体的高通量选择技术。自

1985 年 Smith 首次报道利用基因工程技术发明噬菌体展示技

术到 1990 年 Scott 等首次将随机序列肽与丝状噬菌体表面 G

蛋白融合展示，建立噬菌体展示随机肽库。至今，此项技术发展

较为成熟，已广泛应用于抗原表位的分析、单克隆抗体的制备、
药物筛选、疫苗研制以及免疫学疾病诊断、治疗等多方面的科

学研究领域[1]。
现将近年来 PDT 的发展现状，以及此项技术在生物科学

各领域的应用状况综述如下。

1 PDT 的原理

PDT 是一种以噬菌体为载体,将外源基因插入到噬菌体衣

壳蛋白(pⅢ或 pⅧ等)基因中,并组装出具有扩增能力且在噬菌

体表面无缺损表达这一外源性蛋白质或多肽的融合噬菌体的

选择技术。融合基因产物保持了相对独立的空间构象和生物学

活性。在展示过程中又可将展示的外源多肽或蛋白的遗传密码

信息整合到个体噬菌体的基因组中，使表达蛋白(表达型)与其

编码 DNA 序列(基因型)之间建立直接联系、完美结合，再通过

适当的淘选方法(亲和→洗脱→扩增→亲和，步骤依次循环)，最

终可使靶分子的多肽配体可结合序列得以快速鉴定，为生物科

学各领域的相关研究提供高效实用的便捷手段[2]。

2 噬菌体展示系统的分类

根据研制方法和应用目的，可将噬菌体展示系统分为：肽

库、抗体库和 cDNA 库；按展示系统的载体来看，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

噬菌体展示系统和 T7 噬菌体展示系统。
2.1 丝状噬菌体展示系统

丝状噬菌体表面展示系统主要包括大肠杆菌丝状噬菌体

M13、fd、f1 等，它们只有环状单链 DNA 结构，可编码 10 个蛋

白，衣壳蛋白 pⅧ、pⅢ为主要展示蛋白。pⅧ位于噬菌体颗粒的

两端，多在 N 末端或近 N 末端融合外源性序列，其拷贝数较

多，但分子较小，若展示肽段太大则会影响外壳的组装，使其失

去感染力。pⅢ位于噬菌体颗粒的一端，有 3～5 个拷贝，可在 N

末端、近 N 末端或 N 末端与 C 末端的柔性联合区融合外源序

列，对所展示外源性片段的大小无严格限制。但其拷贝数较少，

若所展示肽段过大(>100 氨基酸)，则会影响到 pⅢ与大肠杆菌

性纤毛的相互作用，使感染效率下降[3]。
2.2 λ 噬菌体展示系统

λ 噬菌体是具有线性双链 DNA 结构的克隆载体，外源序

列可被插入到其头部 gpD 蛋白的 N 末端或 C 末端，或尾部

gpV 蛋白羧基端的折叠区。λ 噬菌体在宿主细胞内完成组装，

无需将外源性多肽或蛋白分泌到细菌胞膜外，并且可展示一些

有活性的大分子蛋白(>100 kDa)、以及对宿主细胞有毒性作用

的蛋白。此外，λ 噬菌体的 gpD 蛋白可作为某些外源展示蛋白

的分子伴侣来保证融合蛋白在原核细胞中的正确折叠，故 λ 噬

菌体可显著提高真核蛋白的表达水平[4]。
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2.3 T4 噬菌体展示系统

T4 噬菌体基因组由线性双链 DNA 组成，SOC(Small outer

capsid protein)和 HOC (Highly antigenic outer capsid protein)是

T4 噬菌体表面的两个非必需衣壳蛋白，对称分布于噬菌体二

十面体的表面，拷贝数高，系统容量大。外源性多肽或蛋白可分

别与 SOC 位点的 C 末端和 HOC 位点的 N 末端融合而展示于

噬菌体的表面。T4 噬菌体在宿主细胞内组装，无需通过分泌途

径，因而可展示的多肽或蛋白质的范围广，尤其包括那些不易

被大肠杆菌分泌的蛋白。此外，SOC 具有与噬菌体表面专一结

合的能力，还可用体外组装的方法实现展示，但由于其采用的

是 C 末端融合，影响了对蛋白质 N 末端功能的研究，故在某些

蛋白质的生物学研究中受到限制[5]。
2.4 T7 噬菌体展示系统

T7 噬菌体基因组为线形的双链 DNA 结构，衣壳蛋白通常

有两种形式，10A 和 10B。10B 是在 10A 的氨基酸翻译框中产

生的，约占衣壳蛋白的十分之一。噬菌体的功能性衣壳区可单

独由 10A，10B，或由两者以一定比例构成存在于噬菌体的表

面，可容纳多种展示蛋白的变异体，即使插入片段中含有终止

密码子，同样也可被展示表达。此外，T7 噬菌体表面可以低、
中、高拷贝来表达不同分子量的各种蛋白质，高拷贝数展示适

用于低亲合力的结合域，低拷贝数展示则适用于高亲和力结合

域。与丝状噬菌体、λ 噬菌体展示系统相比，本系统具有稳定性

高、复制周期短、克隆效率高、操作和储存方便等优点[6]。

3 噬菌体展示系统的应用

根据不同的研究目的，选择优化性的 PDT，目前已被广泛

应用于多种研究领域。
3.1 抗原表位分析

目前多以单克隆抗体或能特异性识别蛋白某一表位的抗

体替代物作为包被淘选的靶分子，加入噬菌体随机多肽文库充

分孵育结合，经 3～4 轮的循环淘选后，将感染宿主菌的噬菌体

经亲和性 ELISA 检测，对所淘选的阳性克隆通过 DNA 测列分

析，鉴定噬菌体所携带的外源肽序列，从而得知该单克隆抗体

或抗体替代物所结合或模拟的抗原表位。
运用此项技术特异性鉴别信号分子配体的表位或模拟表

位，对于分析蛋白 - 蛋白间的相互作用、细胞间信号转导、酶的

特异性等方面的相关研究有重要意义[7]。现已成功实现了诸如

对人类免疫缺陷病毒 gp120 蛋白的模拟表位序列、人类嗜 T 淋

巴细胞病毒 I 相关脊髓病脑脊液中免疫球蛋白 G 的抗原表位

的分析研究等[8-9]。
3.2 药物淘选

噬菌体展示随机肽库可有效鉴定或模拟出某些有特异性

作用蛋白的多肽序列，为研制针对某些疾病有特异性治疗作用

的生物新药提供了重要理论支持；

利用改进型 PDT 淘选出的全人源性单克隆药物 Adalimu-

mab (Humira)，去除了异类种属的免疫原性，可定向作用于人类

TNF-α(tumor necrosis factor-α)，阻断其参与炎性效应，目前已

作为特异性药物广泛应用于临床中、重度风湿性关节炎，关节

型幼年特发性关节炎，克罗恩病，斑块型银屑病，强直性脊椎炎

等疾病[10]。抗癌药物 Panitumumab (Vectibix)，可特异性作用于

人表皮生长因子受体 IgG2 (anti-human epidermal growth fact-

or receptor IgG2)，在癌症临床治疗中发挥重要作用[11]。血浆缓

激肽释放酶抑制剂 Ecallantide (DX-88)，在治疗遗传性血管水

肿，阻止开放体外循环心胸手术时的血液流失具有重要价值[12]。
3.3 抗体制备

抗体制备的原理是将抗体或抗体片段 (Fab、Fv 或 scFv)基

因通过与噬菌体衣壳蛋白基因连接，以融合蛋白的形式展示于

噬菌体的表面。产物抗体既具有识别抗原的能力，又改进了天

然抗体亲和力低的弊端。利用 PDT 获得的特异性、高亲和性人

源性抗狂犬病毒单链抗体的 Fab 片段可顺利通过血脑屏障，克

服了免疫球蛋白等其他被动免疫制剂引起过敏反应和传播血

液性疾病的危险，为特异性抗体的制备奠定基础[13]。抗 HIV-1

包膜糖蛋白的单链抗体可专一性作用于被 HIV-1 感染并表达

有 gp120 的淋巴细胞，对 HIV 的临床防治意义重大[8]。
3.4 疫苗的制备

PDT 凭借多种优势已在多个领域的疫苗研制工程中得到

展现。PDT 载体可展示具有多个保护作用的抗原决定簇，易于

构建多价疫苗；展示产物具有生物体自身的天然构象，易于被

免疫系统识别，诱导抗原 - 抗体免疫反应；疫苗纯化简便、经济

性高。利用肽库特异性识别的乙肝病毒包膜蛋白的模拟表位

(HBVsAg)在鼠的实验中证实了其免疫原性，这为后期其他病

毒性疾病相关疫苗的研制与应用提供重要的可行性策略[14]。
3.5 疾病诊断与治疗

噬菌体展示抗体拥有与天然抗体一样特异性识别抗原的

能力，又比天然抗体具有较高的亲和性，且热稳定性更佳，使得

其在疾病的免疫学诊断与治疗中拥有广泛应用前景。此外，展

示抗体还可通过生物素化标记技术的融合表达,直接展示出抗

体 - 生物素、抗体 - 荧光蛋白、抗体 - 酶或抗体 -MBD(Metal

Binding Domain, MBD. 金属离子结合域)等，有效避免了化学

物质标记对抗体本身活性的损害。其中,抗体 -MBD 既便于纯

化,又可定量标记多种金属离子,这在免疫影像学诊断中具有较

高的实用价值[15]。
随着 PDT 以及其他各项生物技术的发展，靶向性生物制

剂对疾病的鉴定和治疗具有潜在广泛的应用价值。在肿瘤疾病

的诊断与治疗中，抗体靶向治疗日趋扮演不可或缺的角色。利

用传统单抗技术制备的鼠源性单抗存在分子量大、穿透性差、
亲和性低以及可能引起异源性免疫反应等弊端，而运用 PDT

易于构建 scFv 基因，能大量生产高亲和性的人源性单抗，拓展

了临床应用的局限性[16]。在神经系统疾病 Parkinson 病的研究

中，利用 PDT 淘选获得的两种不同 scFvs 片段的抗体，可特异

识别并阻断 Lewy body 中 α-synuclein 的聚合，为该疾病的早期

诊断与治疗提供帮助[17]。此外，利用 PDT 淘选的多聚唾液酸

(PSA)的模拟糖蛋白在促进小鼠脊髓损伤后的功能恢复中有较

高的潜在价值[18]。
3.6 生物信息的传递

在研究蛋白 - 蛋白间的相互作用时，PDT 作为合成多肽或

蛋白的一种特殊工具，其构建的文库滴度可达 1012，可对千万

种蛋白同时进行分析。此外，PDT 结合运用蛋白质的水解作用

可筛选出既含有稳定折叠区域，又能与靶分子有特异结合能力

的多肽或蛋白片段，理论上适用于任何蛋白。应用这种方法已
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经成功鉴定出多个重要大分子，如生长激素受体、胰岛素受体、
胰岛素样生长因子受体和 TNF-α受体的激动剂和拮抗剂等[19]。

在蛋白 -DNA 的研究中，运用 PDT 可筛选出一种具有某

特定结构域的蛋白，这种结构域能与 DNA 相结合，使得蛋白

-DNA 间建立直接的信号联系。Cys2/His2 锌指环就是一种常见

的可识别、结合 DNA 序列的特殊结构域，这种含锌的小肽结构

物具有基因调控性，可与蛋白的转录调控区域结合，调控相关

基因表达。现已利用 PDT 筛选出了多种可被特殊 DNA 序列识

别结合的结构域，构建了许多含有“锌指环”结构的多肽文库，

并以此来设计、调控某特定基因的表达 [20]。可见，PDT 筛选

DNA 模拟肽，为探索 DNA 结合蛋白的研究提供强大实用工

具。

4 结语

自发明 25 年以来，PDT 以其独特的实用性优势极大地推

动了生物医学研究的进步发展，特别是在对蛋白质的研究与应

用方面显示了强大的实用价值。PDT 有效实现了基因型和表达

型的体外转换，使研究者在基因表达与分子克隆的平台中，较

准确地实现对蛋白质空间构象的体外控制，从而可获得具有良

好生物学活性的表达产物。
随着该项技术的逐步改进与创新，以及与其他生物信息技

术、生物芯片技术的有机结合，势必将在生物学研究领域得到

更广阔的开拓、发展与应用。
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