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肤文库在 I 细胞和 B 细胞表位中的应用

高学良钱吴

(华东师范大学生命科学学院 上海 200062) 

肤文库技术是从 20 世纪 80 年代发展起来

的一种分子生物学技术。 根据构建肤库的方法

可分为化学合成肤库和噬菌体肤库两大类。 所

谓肤文库是指一定长度的随机序列肤的组合，

如一个包含所有 lS 个氨基酸长度的肤文库理

论上其分子多样性要达到 20 1 5 。 当然由于技术

上的原因目前分子多样性最多 只能达到

108斗。肤文库技术就是用目标分子通过亲和
筛选从库中得到与其相结合的肤分子，测序后

得到其编码序列。当前肤文库技术在基础理论

研究和实际应用开发中都有着广泛的用途，例

如用于研究大分子间相互作用的分子基础、筛

选某些物质的特异性结合肤、寻找酶的抑制剂

以及与受体结合的配体等 。

化学合成肤库川是利用多种化学合成的

方法构建的含有大量不同短肤的肤库 。 特点是

王海珍

(上海师范大学生物学系 上海 200234)

构成肤库的组分除 L氨基酸外，还可以应用 D­

氨基酸或 L与 0-氨基酸的混合物，合成中还可

以引人非天然氨基酸和其他小分子，大大扩大

了肤库的应用范围，为基础研究和药物筛选提

供了强有力的工具。 噬菌体肤库技术[2 ] 是将

大量随机合成的肤段与噬菌体外壳蛋白融合表

达而展示于噬菌体表面，从而组成了每个噬菌

体表面都表达有一种外源肤段的随机肤文库。

通过亲和淘选 (panning) ， 得到与特定靶分子结

合的噬菌体肤，具有快速、有效、操作简便等特

点，大大简化了蛋白质表达的筛选和鉴定 。 表

达肤库的长度 也已由最初的 6 肤发展到 1 2 肤，

甚至 38 肤 。

肤文库技术最早是用于筛选单克隆抗体高

亲和力的肤段。 近年来，利用肤文库技术对

MHC(主要组织相容性复合体， m ajor h istocom-
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patibility compl ex)结合的肤序列以及对 T 细胞

表面结构的研究都取得了突破性进展。 对 T

细胞表面结构的认识及其结合肤的确定 ，将有

助于设计新的疫苗及从免疫学上寻找治疗肿瘤

的新途径 。 目前，肤文库技术在免疫学研究领

域的应用主要有四个方面 :首先，用于确定与抗

体 、B 细胞以及 T 细胞高亲和性结合的抗原表

位;其次，可确定与疫苗免疫性相关的碱基序

列;第三，能够进一步地了解 TCR(T 细胞受

体，T cell receptor ) 与 M日C 的相互作用 ;第四，

能够找到新的免疫识别规律。

一、肤文库技术用于确定抗原表位

对抗原表位的定位 (epitope mapping) 原先

大都是通过对抗原先进行物理化学的降解和修

饰，或者通过合成一系列不同长度的抗原肤段，

再与相关抗体结合后筛选出活性片段，最后测

序得到的 。 这些方法非常费时费力 。 肤文库技

术的使用大大简化了这个过程。

1.肤文库技术用于研究蛋白质抗原的表

{立

1986 年 Geysen 等 [3]用针头法构建了八肤

文库，研究抗口蹄疫病毒单克隆抗体识别的抗

原表位结构。 从中筛选出了一个能与该抗体特

异性结合的八肤，发现它们与天然的抗原表位

序列不同，是天然抗原表位的类似物，他将此八

肤称为抗原的模拟表位或表位模拟物。 199 1

年 Lam[ 4 ] 构建了"一珠一肤" (one- bead , one­

peptide) 的肤文库，Lam 将该方法首次运用于测

定抗日内啡肤单克隆抗体识别的抗原表位 ，从

中筛选出了几种与该单克隆抗体有很高亲和力

的含肤树脂珠。 这些实验证明固相合成的肤库

能够快速地制备大量随机肤 ，并有效地筛选到

目标肤 。

1 99 1 年 Houghten [ 5 ] 利用重复方法向建液

相肤库:将固相合成的肤库从连接的固体支持

物上解离出来，在榕液中进行筛选。 这样建立

的肤库不受空间位阻的限制，因而适用于所有

的待测序列 。 并筛选出一系列抑制效果不同的

流感病毒血凝素单抗 19B10 的模拟表位 ， 这进

一步表明合成肤库用于抗原表位分析的精细程

度和有效性。

1996 年 Appel [6] 构建了多样性为 5 X 107 

的六肤库 ， 用一种抗乙肝病毒的单抗对该库进

行筛选，从中筛选出了两个与该单抗高亲和性

结合的六肤，当把这两个肤段合并成一个后，发

现其亲 和力要比天然蛋白质抗原高 50 倍。

1997 年另一位科学家 Kramer[ 7 ] 通过点合成法

(spot synthesi s ) 建立了肤文库，从中找到五个

都能被单抗 CB4-1 (识别 HIV-l 的 p24 )所识别

的肤，这五个肤的氨基酸序列完全不相关。 运

用文-射线晶体衍射技术对抗体表面进行扫描，

发现这些 肤段与抗体结合在同 一个部位。

P缸k[ 8]从患有 Graves ' 疾病的病人身上分离出

一个特异性 [gG 抗体，他从建立的六肤文库中

筛选到了能抑制该 [gG 抗体结合的六肤。 进

一步的结果表明，该六肤与抗体结合后能够抑

制由 [gG 引发的 cAMP 合成的作用，这进一步

说明单克隆抗体能与不同结构的序列结合。

利用噬菌体表面展示技术构建的随机肤库

也可以应用于抗体识别的抗原表位( antigen 

epitopes) 的定位。 用结合配体的抗体替代天然

受体分子作为筛选分子，有其特殊应用价值。

对碱性纤维母细胞生长因子 (bFGF)研究表明

用噬菌体随机肤库技术筛选特异性抗体与抗

原、受体与配体的结合部位是完全可能的 。

2 . 肤文库技术用于研究非蛋白质抗原的

表位

肤文库技术能否模拟非蛋白质抗原的结构

仍然不很清楚。免疫学家们猜想发生交叉反应

的抗原应具有相似的结构，因为它们都能为抗

体识别 。 应用噬菌体展示技术，发现抗糖类抗

体的几个基序 (motifs) 大部分由芳香族残基构

成，这些区域通常只有较低的亲和力和较小的

专一性 [9 ] 。 最新研究表明， Pinilla[ lO ] 从一个由

0-氨基酸构成的六 Hì文库中筛选出具有较高亲

和力 (Ka = 40μm ) 的 N-乙毗葡萄糖肢的模拟

物。 筛选出来的序列 yryyg(小写字母代表 0-
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氨基酸)与糖类抗原只有较小的同源性。 这说

明这个六肤与单抗发生的反应是不同于天然抗

原与单抗的反应。 从该六肤与单抗作用的位点

分析来看 ， 3 位上的酷氨酸具有高度特异性，它

是糖中是基的模拟物。 另外肤段模拟物中高度

特异性的精氨酸与单抗重链可变区的 CDR2区

的天冬氨酸能发生盐桥反应。

肤文库技术在研究抗体的特殊序列方面具

有两大优点:第一 ，不必预先知道该序列的有关

信息 ;第二 ， 同一个肤文库适用于研究任何单克

隆抗体，包括不同亲和力的一系列单抗，甚至一

种单抗的不同序列 。

二、肤文库技术用于 MHC

分子结构的研究

MHC 分子既能在细胞内与不同来惊的肤

段结合，也能在细胞质膜上与这些肤段结合，形

成 MHC 复合物 。 MHC 复合物是 T 淋巴细胞

表面 TCR 的特异性配体。 MHC 1 类分子由两

个亚单位构成(重链和轻链) ，它与蛋白质抗原

的结合位点在重链上 ， 一般结合的肤段有 8

10 个氨基酸 ， 结合区域通常是闭合的，这样可

以阻止更长的肤段与该区域的结合 ; 而 MHC

E 类分子可与 10 - 25 个氨基酸长度的肤段相

结合 。 肤段与 MHC 分子结合的机理对开发新

的疫苗以及研究 T 细胞介导的免疫治疗有重

大的意义。 目前已经利用肤文库技术对不同的

MHC 分子进行了研究。 1997 年 Davenport[ 11 ] 

从随机肤文库中筛选出了可结合 HLA-A2，­

B8 ， -B53 重链的合成肤段，与自然结合的多肤

进行 比较，发现两者的氨基酸顺序并不完全一

样，这可能与自然结合的多肤需经过转运和加

工过程，从而导致某些氨基酸顺序发生改变有

关。 在对小鼠 MHC 1 类分子 的 研究 中 发

现[ l 2] ，人工合成的多肤与自然结合的多肤有相

似的氨基酸残基。 对人的 MHC 1I 类分子( 如:

DRB 势 。 LOl 分子 ; HLA-DRl ) 的结构最早是 由

Fleckenstei n 运用肤库技术弄清楚的，他从构建

的十一肤库 中筛选到 HLA-DR L 的最适配体。

运用肤文库技术研究 MHC 1I 类分子的最大优

点就在于库中合成肤段的长度和浓度是确定

的，而天然结合的肤段由于与 E 类分子结合的

长度不同，使得对结合肤的筛选工作变得很复

杂。

三、肤文库技术用 于 T 细胞

表位的研究

T 细胞肩负着细胞免疫的功能 ， 在过去的

二十年中，免疫学家们极想了解 T 细胞识别抗

原的机理。 研究表 明， T 细胞在识别上有极大

地灵活性 ( 同一个 TCR 可与多个氨基酸序列相

配 ) [ l 3 ] ，尽管对 T 细胞的研究取得了一些成就 ，

但许多问题仍有待解决 ， 例如，传染病疫苗的开

发、各种肿瘤细胞以及自身免疫病靶抗原的研

究，如何降低自体免疫中的免疫反应以及如何

在肿瘤治疗中加强免疫反应等等 ， 这些问题的

解决都有待于对 T 细胞识别进行更深入地研

究。

原先一直认为 T 细胞识别是特异性的，它

只识别一个特定的抗原肤。 运用肤文库技术证

明这种严格的搭配观点并不正确 [ 1 4 ] 。 在 T 细

胞识别过程中，最大的限制因素是抗原肤必须

有一个合适的 MHC 分子与之相结合，以便形

成一个能与 TCR 分子相结合的双分子复合物

即配体。 起初，运用生化分析的方法，采用高压

液相色谱技术 (HPLC ) 从 分子 中 洗脱 出 与

MHC结合的多肤序列，再运用微量测序技术分

析肤段构成。 这种方法对实验仪器的要求特别

高，由于仪器问题，很容易出现偏差 。 肤文库技

术的产生克服了这些缺点 。 至今为止，巳 利用

肤文库技术确定 了 大量的 T 细胞表位。 T 细

胞激活 以后 出现分化增殖， 其 中 一类为识别

MHC 1 类分子呈递 的 内 惊性抗原的 T 细胞

(MHC 1 类限制性的 T 细胞 ) ， 由 于具有较高

的抗原亲和力 ，且 h机{C 1 类分子结合区域只

结合较短的多肤 ( 8 - LO 个 氨基酸) ， 因 此研究

I 类限制性的 T 细胞不需要构建很复杂的肤

文库 ，在此基础上 ， L 999 年 Munz[ l 引 进行了改
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进，根据从 HLA-A2， -A3 分离 出的肤段资料，

合成了一个只与位点结合的肤文库，大大降低

了肤文库的复杂性。 这种方法建立起来的肤文

库只含有 25 000 - 3S 000 个肤段，从中筛选出

目标肤段的概率要高得多。 总的来讲，对于具

有高亲和性的 MHC 1 类限制性的细胞，肤文

库技术是一个非常有用的工具。 另一类为识别

MHC II 类分子呈递的外源性抗原的 T 细胞

(MHC II 类限制性 T 细胞) 。 应用肤文库技术

研究这类 T 细胞有些困难。 主要有两个原因 :

第一， II 类限制性 T 细胞的亲和力比 I 类限制

性 T 细胞要小得多;第二 ，与 E 类分子结合的

肤段要长得多。 这样，一方面，随着肤文库中肤

段长度的增加，库中总的肤段数量也大大增加 ，

这就降低了单个肤段的浓度，也就增加了肤段

与 T 细胞结合的难度;另一方面，较低的亲和

力也使得结合更为困难。 尽管如此，近来仍有

不少科学家利用肤文库技术对 E 类限制性 T

细胞做了研究。 1997 年 Hiemstra 首先使用肤

文库技术对 H 类限制性 T 细胞克隆进行了研

究。 他采用珠连法 (bead-bound) ，建立了 十四

肤文库，从中找到了目标肤段，确定了其表位抗

原。 1998 年 Hiemstra[ 16 l利用合成肤文库技术

模拟 T 细胞表位识别肤，最终找到了 3 个既是

E 类限制性的肤段，又是 T 细胞特异性识别的

模拟抗原肤。 而 Hemmer 等人则运用随机合成

十一肤文库的方法，得到了这种 H 类限制性的

模拟肤抗原。

四、小结

肤文库技术在确定抗体和 T 细胞高亲和

性配体方面的成功应用说明 ，肤文库技术是分

析免疫物质、免疫发生部位等问题的非常有效

的工具。 使用肤文库技术筛选未知l 的与疾病有

关的抗体、MCH 分子、TCR 的配体是设计治疗

传染性疾病疫苗的关键步骤。 对新抗原的确定

不仅有助于了解疾病的发生过程，而且有助于

对这些疾病进行早期诊断、治疗及预防。虽然

肤文库技术目前还很不成熟，但这项技术进一

步的研究将有助于对免疫物质结构更深入的了

-解 ，在研究细胞生物学、新药开发方面有着巨大

的应用潜力 。

摘要

对于抗体和 T 细胞结构及其配体的认识

是研究免疫反应机理以及预防人类疾病必不可

少的条件，同时还有助于疫苗的研究以及治疗

各种传染性疾病和肿瘤。 近几年来，随着肤文

库技术的应用，对 8 细胞和 T 细胞精细结构的

认识取得了突破性进展。 肤文库技术包括合成

Jlt库和噬菌体库技术，两者各有特点，已成为研

究免疫活性分子精细结构非常有力的工具。
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