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噬菌体肤库技术

未忠玉

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 200031) 

80 年代中期， George P. Smith[IJ在前人对

丝状噬菌体分子生物学研究的基础上首先提出

了噬菌体展示技术 (Phage Display) ，其核心就

是将蛋白质分子的表型和基因型巧妙地结合于

丝状噬菌体这样一个便于对其进行一系列生化

和遗传操作的载体上，从而大大简化了蛋白质

分子表达库的筛选和鉴定。基于这一优点，噬菌

体库技术从出现到目前已经在现代生物学的诸

多领域中得到非常广泛的应用。

噬菌体肤库技术作为噬菌体展示技术的一

个非常重要的分支，其原理就是通过把大量的

随机肤段与丝状噬菌体的外壳蛋白 (PVIIl或

PIII) 融合表达而被组装展示于噬菌体颗粒的

表面，从而组成每个噬菌体都带有一个不同肤

段的重组噬菌体库，然后用目标蛋白来筛选与

之相互作用的噬菌体肤，通过分析所筛到的噬

菌体肤的结构和序列，为蛋白质分子之间 (如抗

原与抗体，受体与配体，酶与底物)的相互作用

机理提供依据，因而，这一技术在免疫学、细胞

生物学和药物开发等领域中越来越受到重视。

、噬菌体肤库技术在

免疫学 中的应用

噬菌体肤库技术最初在免疫学中的应用是

被用于抗原决定簇的定位 (Epitope mappi ng) , 

而此前对抗原决定簇的定位研究大都通过测定

经过对抗原进行物理化学的降解修饰所得片段

或合成的一系列来源于抗原的肤段与相关抗体

的结合活性而得到的。显然，这些方法都比较费

时费力。噬菌体肤库技术的引入则大大简化了

这一过程。具体而言就是通过将抗原的基因片

段进行随机降解然后与丝状噬菌体的外壳蛋白

基因融合表达而构成一个展示于噬菌体表面的

表位库 (Epitope library ) ，继而用抗原特异的抗

体来进行筛选，然后分析所得的能与特异抗体

结合的噬菌体肤的序列，再经过与抗原序列相

比较也就得到了抗原决定簇的定位。如

Wang[4J等人成功地利用这一方法对蓝舌病毒

的外壳蛋白 VP5 的抗原决定簇进行了定位研

究。然而，在很多情况下，人们并不知道疾病的

致病原，而且，也很难得到病原体特异的单克隆

抗体，这也就限制了这一技术的应用。 Folgo

ri [11.21J等人首先提出应用病人的阳性血清中的

多抗就可以从噬菌体随机肤库中分离得到病原

特异的噬菌体模拟肤，而且他们利用受乙肝病

毒感染的病人的阳性血清中的多抗成功地验证

了这一方法的可行性。同样在这一工作中，他们

将得到的能与阳性血清特异结合的噬菌体肤免

疫小鼠后所得的抗体与血清中抗体有交叉反

应，同时也证实了这些噬菌体肤具有用作疫苗
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的潜在价值。 Lundin[7]等人也从噬菌体肤库中

分离到能够诱发针对 HIV- l 的免疫反应的噬

菌体肤，在研究抗 HIV 疫苗方面作了初步的尝

试，尽管 HIV 在逃避人体免疫系统的监控方面

有其特殊的一套机制，使得在对其疫苗的研制

过程中仍然存在一定的困难，但这一方法在研

制其他的疫苗的过程中仍然不失为一条很好的

途径。

另一方面，在人们对某一病原体一无所知

的情况下，利用病人的阳性血清从噬菌体肤库

中分离到的能与阳性血清中的多抗特异结合的

噬菌体肤，就可以用作对这一疾病的免疫诊断

试剂，这一点也在 Prezzi 等人口的对 HCV 的工

作中得到验证，而且，利用所得的噬菌体肤来开

发诊断 HCV 感染的试剂盒的工作正在进行之

中。

另外，受这一思路的启发，已经有人开始利

用这一技术开展对许多不明机理的免疫相关疾

病的研究。如 Cortese 等人[9]利用这一方法对

多发性硬化症 (mul tip le sclerosis) 的致病机理

进行了初步的探索，而 Mennuni 等人。"则成功

地利用糖尿病病人的血清从噬菌体肤库中分离

到新型的 I 型糖尿病特异的抗原决定簇。

二、噬菌体肤库技术在

细胞生物学的应用

现代细胞生物学发展到今天，很多的问题

都要上升到分子水平亦即从本质上来对其进行

阐述。信号传导作为当今细胞生物学的一个重

要的研究内容，越来越受到重视。而噬菌体肤库

技术作为一个研究蛋白质分子相互作用的重要

工具，在这一领域中也得到了很好的应用 。当

然，所谓的酵母双杂交系统及一些经典的生化

方法在研究信号通路中各个元件的相互作用时

已经很成功，然而这些方法只能定性地描述这

些信号元件的相互作用关系，而噬菌体肤库技

术在用来对信号元件相互作用进行精细结构分

析时，则有其独特的 优越性 。 如 Sparks 等

人 [3川.2.8.川8ι川.11 ]成功地应用这一技术对许多信号分子

如 Src ， Yes , Abl ,P53bp2 , Plcgamma ， Crk 等上

的 SH3 结构域的配体的结构特点进行了精确

的鉴定。 Gram 等人[1 5]也很好地利用噬菌体肤

库技术对 Grb2 上的 SH2 的结合配基的结构特

征进行了研究。

另外磷酸化与去磷酸化作为细胞内部尤其

在信号传递过程中许多分子事件的一种极为重

要的调控方式，其重要性也已成为细胞生物学

研究的热点。不难想象，如果能够从分子水平对

磷酸化与去磷酸化过程中的酶与底物相互作用

的结构特点及其专一性进行阐明，必将使人们

对许多复杂的细胞学行为有一个更深层次的理

解 。 Dentel 等人[14]成功地应用噬菌体肤库技术

对磷酸化酶的底物的结构特点及其专一性进行

了研究。

很显然，这一系列的分子水平的研究都将

从本质上逐步阐明细胞生物学的重要问题，从

而为人类最终揭示生命的奥秘奠定基础。

三、噬菌体肤库技术与药物设计

目前，许多细胞因子、生长激素的生物学功

能已经被阐明，而且这些细胞因子在用于对相

关疾病的治疗上已经取得了非常好的效果。然

而，许多细胞因子的大量获得仍然存在许多困

难，这也就限制了这些研究成果的推广应用。

Wrighton 等人[川成功地从噬菌体肤库中分离

出能与促红细胞生成素 EPO 的受体相结合并

且具有类似于 EPO 的生物学活性的噬菌体肤。

可想而知，这一结构简单而且易于获得的肤具

有极大的潜在的药物应用价值。另外，噬菌体肤

库技术在药物载体的筛选中也有成功的应用。

Arap 等人。可用噬菌体肤库在活体裸鼠内筛到

了能够与肿瘤细胞特异结合的噬菌体肤，而且

利用所筛到的肤作为药物的载体对接种在裸鼠

体内的肿瘤进行导向治疗取得了很好的效果。

利用同样的原理，从噬菌体肤库中分离到的噬

菌体肤也可以用作一些细胞因子、激素或酶的
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底物的拮抗剂[2·iOJZ] ，同时也就具有了潜在的

医用价值 。

四、噬菌体肤库技术

的局 限及展望

虽然噬菌体肤库技术已经得到极为广泛的

应用.然而这一技术在纷繁复杂的现代生物学

研究课题面前仍然有其局限性 。

首先，噬菌体肤库中肤的多样性并不是完

全意义上的随机。其主要原因来源于如下几点。

其一，丝状噬菌体仍然是依靠原核生物(细

菌)作为宿主来进行复制和组装，因此任何一个

肤库的构建都首先要经历原核生物细胞内的层

层筛选.也就是说最后展示在噬菌体表面的肤

不能对宿主细胞有毒害作用.而且也不能影响

噬菌体的组装和穿膜成熟过程。 这一"自然"的

筛选过程也就降低了库的多样性 。

其二，噬菌体肤库的建库过程仍然依赖于

DNA 的转化，而目前最为有效的电转化效率也

只能达到 109 - 1010 /μg DNA 。

其三，本身噬菌体库的筛选过程也布一个

灵敏度问题，对于多样性高于 10 1 2的库 ，是很难

从中富集所要的噬菌体肤的[叫。

针对这一点 ，George P. SmÌth [ 1 9]提出了利

用亲和 力成熟这一过程来弥补这一缺陷。所谓

的亲和 力成熟是借用免疫学中的一个术语，即

通过模拟多次免疫反应过程中发生的体细胞突

变和克隆选择的过程来达到分离高特异性和高

亲和力噬菌体肤的 目 的。其基本原理就是在体

外通过对经过筛选得到的低亲和力的一个或多

个肤的序列中引入突变而构成一个突变体库，

然后用同样的目标蛋白对突变体库进行另外一

轮的筛选，这样多次的交替进行之后，最终得到

高亲和力的噬菌体肤 。

其次，肤本身结构的单一性也限制了它在

研究复杂的蛋白质分子之间相互作用的应用。

可以想象，单一的线性肤段是很难模拟结构复

杂的构象的。基于这一点，许多研究者通过加长

肤的技度[Z日，从而增加其结构的复杂性，或者

将肤段固定于一定的结构域内而赋予肤以一定

的构象，在一定程度上缓解了这一技术的局限

性

噬菌体展示技术最为成功的一点也就在于

找到了丝状噬菌体这样一个相对稳定而且便于

对其进行一系列的遗传和生化操作的遗传载

体。受这一思想的启发，许多研究者已经开始尝

试用其他的一些系统来代替丝状噬菌体作为载

体，希望能够超越目前的这一体系。例如 :λ 噬

菌体的组装成熟过程并不是通过跨膜装配进行

的，而是通过体内包装，然后裂解细菌而释放

的，因而对外源插入的蛋 白质分子的耐受性要

优于丝状噬菌体，目前已有人尝试用 λ 噬菌体

来取代丝状噬菌体作为载体问。另外，也有人尝

试用酵母的结构蛋白作为外源蛋白的插入载体

而构成重组酵母库，从而赋予表达的蛋白以真

核生物表达产物的特点。 尽管这一些思路值得

探索和改进，但噬菌体肤库技术本身不断的发

展和完善，在生物学的诸多研究领域中都会产

生更为广泛的影响。
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胚胎神经细胞的培养方法及应用

郝品高英茂管英俊份李盛芳

(山东医科大学组织胚胎学教研室 济南 25001 2) 

在发育神经生物学中 ，神经细胞的增殖、生

长和分化一直是该领域中的研究热点 。 原代培

养的胚胎神经细胞在生长发育方面与体内非常

相似，所以体外培养方法研究细胞因子等因素

对神经细胞的增殖 、 突起生长、识别、突触建立

和递质表型的影响 日 益受到重视。近些年来，培

养方法也在不断改进之中，例如无血清培养、条

件培养和联合培养等[1] 。

自 1907 年 Harrison [2 ]首先成功地用悬浮

培养方法在淋巴血凝块上培养了蛙胚神经管以

来，人们又采用悬液、旋转、集蔼、环流、旋面和

分散单层等方法进行培养都获得成功。但现在

最常用的还是分散单层培养方法。虽然在神经

管细胞培养中， 用 BrdU 免疫荧光方法可检测

到神经上皮细胞有一定分裂增生能力[町 ， 但是

大部分神经上皮细胞在离体后就开始进入分化

状态.取自胚胎晚期及出生后的神经元不再出

现有丝分裂，因此神经元的体外培养只能是原

代培养 (primary c ul ture) 。 要使神经元在体外

存活并维持一段时间，所要求的培养条件和技

术非常严格。

一、早期神经管细胞的

分离和纯化

神经细胞分离纯化的方法主要有:机械分

离、酶消化、密度梯度离心、细胞差速贴壁、核酸

合成拮抗和加入特异性生长因子等方法。材料

来源于 9-1 0 天胎龄的胎鼠，此时胚胎发育处

于神经管闭合期，神经管容易分离。

1.机械和酶消化分离法[川

在无菌条件下取出小 鼠饪振子宫 ， 用无

Ca 2+ _Mg 2+ Hanks 液反复冲洗，在解剖显微镜

下剪开子宫壁 ， 获得胚胎，而后用尖慑仔细剥

离，去除胎膜、视泡、心脏、肢芽，使神经管与周

围组织完全分离 。 也可先用 0.1%的胶原酶消

化 1 5min ，使神经管与周围间充质分开，这样可

使剥离更容易些 。 将剥离好的神经管剪成

1mm3 大小的组织块，贴壁培养。或是加入培养

液用 1ml 吸管反复吹打制成细胞悬液进行培

养，上述为机械分离法 。酶消化法就是将剥离好

的神经管收集入离心管中 ，加入 5ml 0 . 25%膜

蛋白酶中， 37它消化 15- 30min ，用 1m l 吸管轻

轻吹打 20 次，吹打过程中应避免气泡产生。尔

后加入同等体积培养液终止消化，离心 1000 转

/分， 10min ，用双层镜头纸或 200 目 尼龙网过

滤，并以台盼蓝检测死活细胞比例，将活细胞浓

度调至 (5-10) X 105 个/时，加入培养瓶或培

养皿 ， 5 %C02 和 95 %湿度的 37'C培养箱中培

· 挂在坊医学院组织胚胎学教研室。
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