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噬菌体抗体库技术及其研究进展
杨乃姊詹金彪 *

(浙江大学医学院生物化学与遗传学系，杭州1 310058)

摘要 噬菌体抗体库技术将噬茵体展示技术与 PCR技术相结合 在噬菌体表面成功表达抗

体可变区基因，从而得到多样性噬菌体抗体集合。 目 前，噬菌体抗体库技术逐渐成为获得人源性抗

体的主要手段之一， 已有多林来源于噬菌体抗体库技术的单克隆抗体应用 于临床。 现就噬菌体抗

体库构建、筛选及应用作一综述。

关键词 噬菌体抗体库;噬菌体展示

自 1975 年 Köhler 和 Milstein创立淋巴细胞杂交

瘤技术至今，单克隆抗体的研究方兴未艾，单抗可以

应用于疾病诊断与治疗等多个领域。早期应用于人

类疾病治疗的主要是鼠源性单抗，但是鼠单抗通常半

衰期短川且作为异源蛋白会引起人体免疫反应，产生

人抗鼠抗体[2] ， 不能很好的发挥其生物学功能，因此

在临床应用中受到限制;后来，在鼠单抗基础上，改

造形成了嵌合式抗体和人源化抗体，但两者应用于人

体依旧存在免疫原性[3]; 目前，人们正致力于人源性

单克隆抗体的研究，主要采用噬菌体展示技术和转基

因技术， 由此产生的多株抗体已经应用于临床，如

2006 年美国最先批准了人源性单克隆抗体 Panit ­

umumab (商品名 Vectibix)用于转移性结肠直肠癌的

临床治疗[4] 。

1 989 年英国剑桥 Winter 小组与 Scripps 研究所

Lemer 小组创造性地采用 PCR 方法克隆机体全部抗

体基因， 并重组于原核表达载体中 [5 ] ; 第二年，

McCafferty 等[6]将该技术与噬菌体展示技术(phage

display)结合起来，在噬菌体表面成功表达抗体可变区

基因，构建了噬菌体抗体库。噬菌体抗体库可以对

各种抗原进行高通量筛选， 且可快速获得抗体片段，并

易于改造， 因而获得广泛应用。据统计，应用于临

床的单克隆抗体中，约有30%来源于噬菌体抗体库技
术[ 7] 。

1 噬菌体展示技术及噬菌体抗体库技术概

述
噬菌体展示技术最初由 Srnith[8] 于 1985 年创建，

噬菌体作为一种表达载体将多肤展示于噬菌体外

壳。基本原理是通过将外源DNA克隆到噬菌体的基

因组中， 使外源 DNA 编码的肤段与噬菌体外壳蛋白

形成融合蛋白 ， 从而伸展到噬菌体表面。再采用与

固定配体相互作用的亲和筛选方法， 可以富集得到能

表达某种特异肤序列的噬菌体。 噬菌体(phage)和噬

菌粒(phagernid)都可作为表达载体来展示抗体或其他

蛋白 。 噬菌粒携带表达 gIII外壳的基因、克隆位点

及噬菌体包装信号，并由辅助噬菌体(如 M13K07 或

VCS-MI3 )提供完成包装所需的结构蛋白。含有完

整噬菌体基因组的丝状噬菌体常用来构建肤库，而噬

菌粒能够展示大量重组蛋白质，更易于产生可溶性蛋

白，同时自身不易受异源基因影响， 因此在噬菌体抗

体库构建中占据主导地位[9] 。

抗体片段首次由 McCafferty 等[6]在噬菌体表面

成功展示，他们采用PCR方法扩增出完整的抗体可变

区基因， 将多样性的可变区基因与表达载体(如噬菌

体或噬菌粒载体)相连后，转化宿主细胞，并最终表达

到噬菌体表面，从而得到多样性噬菌体抗体集合，即

噬菌体抗体库。此后产生的抗体库均是在上述方法

的基础上构建而成，图 l 展示了人源性噬菌体抗体库

的构建过程[6.10] 。 将构建好的噬菌体抗体库与目的

抗原、细胞或组织共同温育， 通过 "吸附.洗脱­

扩增"的淘筛过程(panning) ， 可筛选出特异性抗

体。噬菌体不但可以将外源基因编码的多肤或蛋白

质呈现于噬菌体表面，而且能够在大肠杆菌系统中进

行扩增，因此噬菌体抗体库将基因型和表型统一于一

体，将选择能力与扩增能力偶联起来，具有强大的筛
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选功能，加速了抗体技术的发展 。

2 噬菌体抗体库构建的研究进展

2.1 抗体库中展示抗体片段的选择

因为噬菌体可以有效的表达异二聚体的抗原结

合区片段(Fab) 、 单链可变区片段(scFv) 、 二硫键稳

定性抗体(dsFv)及双价抗体(diabody)，所以建库之前

应依据实际需要选择所需表达的抗体片段，并据此选

择相应的建库策略。 相对于免疫球蛋白 ， Fab 和 scFv

等小分子片段结构简单(不存在 Fc段)，易于穿过血管

壁和组织屏障， 有利于对肿瘤等疾病的治疗;并且能

够快速在原核生物中表达，从而降低生产成本[7]，迄

今所报道的抗体库主要应用 Fab 和 scFv。其中 scFv

具有在细菌内易于合成且耐受性好等优点，因此在建

库初期占主导地位;而 Fab 更加稳定， 易于进行结构

改造且细菌内表达产物多为有功能的抗体片段等优

点而得到迅速发展[ 11 . 1 2 1 0 Fab 和 scFv 的主要特点见

表 1，根据文献[1 21做适当修改 。

电量』飞飞

2.2 高质量抗体库的构建

构建高质量抗体库是获得目标抗体的重要途

径。高质量抗体库应具备以下几个特征[71. 一是库中

抗体分子应具有丰富的多样性， 并能表达有功能的抗

体分子，使随后的筛选及大量生产成为可能; 二是抗

体库中获得的目标抗体要便于及时进行基因工程改

造，使产生的抗体作为治疗药物具有低免疫原性;最

后，建库及筛选抗体方法要简便 。

Human B-cells from naive 
。r immune donors 

• rrmblYJf 

电iI.亏每
↓ G…叫and

cloning or stepwise clon ing 

lmmune, naïve 
or synthetic 

antibody library 
ofhuman Fab 

fragments 

F ig.l Construction of a human antibody library displayed on phage [10J 

Table 1 The characteristic of scFv and Fab [1 2J 

scFv Fab 

Easy to synthesis and better to lerated by bacteria More di ffic ult to synthesis in bacteria 

Less likely to be degraded More likely to be degraded 

Can form dimmers (diabodies) No dimerisaton 

Single protein molecule Two protein molecules 

Introduce into (Gl Y4Serh linker No linker need 

Less stable and lower repeatability More stab le 

A fraction of expressed scFv can be non-functional Most fraction of expressed Fab tend to be functional 

DNA insert about 750 bp DNA insert>l 500 bp 
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噬菌体抗体库的发展经历了免疫抗体库(immune 体 。 筛选过程包括两步:第一步是初步筛选，也称做

antibody library) 、 天然抗体库(naïve antibody library) 

及合成抗体库(synthetic antibody library)三代[叭期间

研究人员一直努力优化建库方法[忡1 8] 0 Sblattero 等[ 14]

设计了一系列引物，能够扩增出当时己知的人全部抗

体可变区基因， 之后他们采用包含两个非同源loxP 位

点的单一噬菌粒作为载体， 感染能够表达 Cre 重组蛋

白酶的细菌，获得容量为 3x10 11 的多样性抗体库， 并

且所有的重组子均能表达功能性抗体[巴] ; Rojas 等[ 1 6]

通过选用 32 种不同来源的人淋巴细胞以及一系列复

合引物并进行分步扩增来提高库的多样性; Rondot等

[17]通过改造辅助噬菌体使 scFv 片段在噬菌体表面表

达量有了大幅度提高; Pavoni等[ 1 8]报道了一个新型的

噬菌粒载体一一pKM19，提高了抗体库中 scFv 片段

的筛选效率，并且降低了抗体表达过程中的生物偏爱

性。此外， 多家公司构建了抗体库并将其商业化，如

BioInvent 公司 的 n-CoDeRTM-Fab 抗体库(www.

bioinvent. com) 、 Cambridge antibody technology 公

司的 CAT-scFv 抗体库(www.Cambridgeantibody .

com) 以及 MorphoSys 公司 的 HuCAL GOLD 抗体库

(www .morphosys.com) 。

3 噬菌体抗体库筛选的研究进展

多样性噬菌体抗体库的构建为筛选打下了良好

基础， 而选择合适的筛选方法则是获得高亲和力抗体

的关键环节 。 根据筛选靶标和筛选 目 的的不同，筛

选方法也各异， 但基本原理都是利用抗原抗体的免疫

学反应将构建好的噬菌体抗体库与靶标抗原结合，去

掉不结合的噬菌体。 去除方法有多种， 如酸洗脱法，

蛋白酶切法，抗原抗体竞争法等[1 0] 。 理论上一轮淘

洗就可以得到目的抗体，但通常存在非特异性结合，从

而限制了目 的抗体的富集程度，因此， 实际筛选过程

至少要经过 2-5 轮 。 有关 目 的抗原的选择，很重要

的两点: 一是体内正常细胞要尽可能少地表达该抗原，

这样抗体就能够区分异常细胞和正常细胞; 二是异常

细胞表达的抗原蛋白并不分泌到循环系统中 ， 否则抗

体就会结合可溶性抗原而非异常细胞上的抗原 [4] 。

Bradbury等[ 12]将筛选方法分为两类: 对己知抗原(如癌

胚抗原CEA)的筛选和对未知抗原(如细胞表面的未知

抗原)的筛选 。

3.1 噬菌体抗体库对己知抗原进行筛选

通过将疾病发生过程中相关重要蛋白质作为抗

原，与噬菌体抗体库结合，可以筛选出高亲和力的抗

淘筛(panning)，通常是将抗原包被在固相介质如酶标

板或亲和层析柱上，然后加入待筛选的噬菌体抗体库，

经过结合、 洗脱等过程，洗去无亲和力或(和)低亲和

力抗体，回收高亲和力噬菌体抗体。可以通过递减

抗原用量， 改变洗脱条件(如应用碱性溶液或酸性溶

液、蛋白酶消化法)，增加洗脱次数以及降低温育时

间等方法获得高亲和力抗体[.19] 。 由于第一步会筛选

到多株具有不同结合特性的抗体， 因此需要对每株抗

体特性分别进行验证，即进一步筛选。通常将淘筛

得到的抗体作为一抗，选取相应的抗体(如抗噬菌体

抗体 HRP-anti-M13 抗体)作为二抗，检测所得抗体的

特异性。 Buckler 等[却]将第二步筛选方法归纳为三大

类，包括基于膜技术、芯片技术及酶联免疫吸附

(ELISA)技术，并对三类筛选方法及如何分析收集到

的数据进行了介绍 。

上述方法以固相介质为基础，难以计算包被在介

质中的实际抗原含量。 而采用液相筛选法， 则能克

服上述问题。 液相筛选法将噬菌体抗体库与生物素

化的可溶性抗原混合反应， 再用链亲和素包被的磁珠

富集能与抗原结合的噬菌体抗体[1 9] 。 此外，选用液

相筛选法，能够降低 scFv 多聚体与抗原结合的影响，

从而获得特异性的 scFv 单体[2 1 ] 。

但是液相筛选也存在不足， 分离到的目的抗体同

时会混有抗链亲和素抗体[22] 因此在实验过程中需要

根据蛋白质的性质采用 固 、 液相结合的筛选方法，

才能得到高特异性的抗体 。

3.2 噬菌体抗体库对未知抗原进行筛选

绝大多数成功的抗体筛选选用的是性质明确的

纯化抗原， 但当遇到目标抗原无法纯化或纯化过程中

抗原性质遭到破坏(如某种特定的血浆膜蛋白)以及性

质不确定的抗原(如某些细胞表面未知抗原)等情况

时，就不能采用以某种单一物质作为抗原进行筛选的

传统方法，而可以选取直接对细胞、组织或整体进

行筛选 。

3.2.1 对细胞筛选 由于细胞膜表面成分极其复

杂， 含有许多蛋白质、糖类、 脂类，因此非特异性

噬菌体抗体结合到细胞的几率更大。膜表面抗原密

度很低， 也给抗体筛选带来了一定困难，主要表现为

非特异性吸附、背景值高、 洗涤过程中特异性配体

损失 。 因此很难获得针对某一抗原的高特异性抗

体亏 为此，人们设计了递减筛选法[23]和竞争筛选

法[24，25]来去掉非特异性抗体， 二者原理都是采用抗原阴
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性细胞和抗原阳性细胞共同进行筛选。 前者是将不

同种细胞分别与抗体库温育后再筛选， 后者则是将多

种细胞混合后再与抗体库温育进行筛选。 对于后者，

为更好的回收目的细胞，人们采用流式细胞分选法[24)

和磁珠分选法I25]，即通过将阳性抗原细胞用荧光素或

生物素标记回收细胞。 Reiersen 等[26)打破了通过针

对抗体的特点来设计验证阳性克隆的传统方法，描述

了一种基于抗原本身的新验证方法。 他们首先将肿

瘤细胞与抗体库温育，然后采用磁珠法分离携带抗体

的肿瘤细胞，最后通过PCR法扩增细胞的保守基因来

验证抗体是否真正结合到细胞的表面 。 相对于传统

的 ELISA 法，该法具高敏感性，其关键在于含目标抗

原的细胞携带报告基因，如 β 肌动蛋白 。 Lipes 等[27)

用稳定的肿瘤细胞系对小鼠进行免疫，提取免疫鼠脾

脏细胞，构建对人 Toll 样受体 2 (hTLR2)的噬菌体抗

体库;将抗体库与原始的HEK细胞(hTLR2 阴性)温育

后，上清液与 hTLR2阳性HEK细胞进行温育筛选;与

此同时直接用抗体库与重组的 hTLR2 (体外表达)温

育;结果发现针对完整细胞筛选获得的抗体对重组

hTLR2 具有高亲和力但通过对抗重组 hTLR2 产生

的抗体则不能与细胞结合 即不能识别细胞表面

hTLR2 的天然构象。 该方法同样可应用于筛选对抗

其他细胞表面抗原的抗体 。

对于完整细胞的筛选，除利用细胞表面抗原筛选

法外，还存在细胞内化型抗体的筛选。 抗体可以通

过受体介导等方式内吞入细胞，洗脱结合在细胞表面

的抗体后，将细胞裂解，使内化的噬菌体抗体释放出

来，再进行扩增， 从而得到内化型抗体。与毒素、

脂质体、药物分子或 DNA 片段相连的内化型抗体，

在疾病的靶向治疗中具有很高的应用价值[28-30) 。

3.2.2 对非细胞结构筛选 对非细胞的筛选主要

有组织筛选和体内筛选。 组织筛选由于抗原进一步

复杂等局限性并未得到广泛应用; 当用于筛选的细胞

难以分离，或分离得到的细胞难以进行体外培养(如

血管内皮细胞)以及体外无法模拟体内分子相互作用

的微环境(如体内各种酶对抗体的分解作用)时，体内

筛选具有特殊意义[31 ) 0 体内筛选最初是由 Pasqualini

等[32)将噬菌体肤库注射荷瘤小鼠，从中筛选多肤;后

来 Johns 等[31)首先采用噬菌体抗体库来进行体内筛

选:他们将噬菌体抗体库尾静脉注射到小鼠体内 2 h

后，提取小鼠肝脏、心脏、胸腺等器官，获取各组

织样品后，经过四轮淘洗， 回收结合的噬菌体，诱导

表达后与胸腺组织作用，筛选得到对胸腺内皮的单链

·综述.

抗体(scFv)，并检测验证了其特异性。 最后他们还通

过免疫沉淀的方法获得了与单链抗体结合的两种抗

原， 一种仅仅在胸腺表达， 另一种在胸腺和血管周皮

均能表达;最近Villa等[33)利用体内筛选法获得对纤粘

连蛋白可变剪切额外结构域A (EDA)高亲和力的单克

隆抗体 。

4 噬菌体抗体库的应用

噬菌体抗体库在治疗性抗体的筛选过程中发挥重

要作用， 通过该技术产生的多株单克隆抗体已经应用于

临床，如 Adalimumab(商品名 Hurnira)和 Bevacizumab

(商品名 Avastin)分别广泛应用于类风湿性关节炎和

转移性结肠直肠癌的治疗[434]; 此外，通过噬菌体抗体

库技术还可以发现新的疾病标记物。 Karthe 等[30)筛

选到一株与丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白具高亲和力

的单链抗体，并发现其能进入细胞内 ， 降低核心蛋白

的表达水平，从而间接抑制了携带病毒细胞的生长，表

明该抗体可以作为抗HCV的候选; Goenaga等[35)采用

噬菌体抗体库技术获得了 6 株与肿瘤标记物一一铁

传递蛋白受体结合的单链抗体， 并通过免疫沉淀反应

与液 - 质联用技术(LC-MSIMS)识别出一种新的肿瘤

细胞抗原。噬菌体抗体库技术不仅在疾病诊断和治

疗中占据重要地位，也应用于其他领域， 如识别精子

细胞表面分子标记物， 从而对性别进行预先鉴定，其意

义在于不仅可以预防人类X染色体连锁的遗传性疾病，

且能加速畜牧业的育种发展[36) 。

5 小结与展望

单克隆抗体可以通过分子展示技术(包括噬菌体

展示技术 、 核糖体展示技术及细胞表面展示技术

等)、表达人源抗体的转基因 鼠技术以及鼠源单克

隆抗体人源化改造得来，但是噬菌体展示技术更加成

熟，因此大多数抗体库基于噬菌体展示建立起来。

噬菌体抗体库技术与后来发展起来的转基因鼠技术

是获得治疗性单克隆抗体的主要途径[川。在发展噬

菌体抗体库技术的同时，人们不断探索改造抗体的方

法: 如通过将筛选得到的抗体片段与化合物(如聚乙二

醇)偶合作用、与 Fc 段结合等方式增强抗体稳定

性、提高亲和力 [29 ， 3飞近年来，用抗体作为运载载

体的靶向治疗研究也取得了很大进展: 如将抗体与脂

质体相连，构成免疫脂质体，再连接细胞毒性药物，能

大幅度提高抗体对肿瘤细胞的亲和力和毒性[38] ; 将抗

体与毒素相连， 能显著抑制肿瘤细胞生长[4，39) 。将抗
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体与纳米颗粒结合， 在较低阔值的激光辐射情况下，就

能有效杀伤肿瘤细胞[40) 。 目前，由噬菌体抗体库技

术产生的多株抗体已经应用于临床，但研究者仍面临

如何获得高特异性、 高亲和力及低免疫原性抗体的

问题 。 此外， 怎样将改造后的抗体安全有效的用于

疾病诊断与治疗也需要不断探索 。 随着科学技术日

新月异的发展， 特别是噬菌体抗体库技术研究的不断

深入，这些问题将逐步得以解决，从而为疾病的临床

诊断、药物筛选、 新药开发等打下基础 。
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Progress in Phage-displayed Antibody Libraries 

Nai-D i Yang, Jin-B iao Z han* 

(Department of Biochemistry and Genetics, Schoo/ of Medicine, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China) 

Abstract T he technology of phage-displayed antibo dy lib rary is based on th e combination o f phage d isplay 

a nd PCR. B y u sin g the pha ge di splay, a n tibod ies can b e e x pressed on th e s urface of bacteriophage , and d iverse 

a ntibody library c an be cons tructed. It becomes one of main approaches to obtain h uma n antibodies , which have 

been u sed in clin ical diagno s is and therapy . In this article, w e s u mmarize th e progress in this filed , including the 

con struction, se lecting and screening as well a s application of phage a ntib ody libraries . 
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