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摘要：在过去的 20 年中，噬菌体抗体库筛选技术被广泛的应用于抗体筛选、疾病治疗，临床诊断以及基础研究之中。在该技术的

应用过程中，快速有效的筛选出最适合的单克隆抗体并进行可靠和高效的数据管理和分析是十分重要的。文中总结了近年来噬

菌体抗体库的高通量筛选方法并且对数据管理做了简要介绍。
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噬菌体展示技术于 1985 年由 Smith 提出[1]，McCafferty 等

人在此基础上发展出噬菌体抗体展示技术[2]，即将编码抗体分

子片段的基因与噬菌体外壳蛋白基因末端融合，使表达的抗体

展示在噬菌体颗粒表面，再经过抗原抗体的特异性结合筛选，

最后从抗体库中钓取得到目的噬菌体抗体克隆。挑选出来的克

隆同时包含了编码该抗体的基因，可以进行 DNA 测序。噬菌体

抗体库技术从根本上改变了传统的单抗制备流程，第一个利用

噬菌体抗体库技术生产的抗体药物阿达木单抗（Humira）己通

过美国食品与药品管理局（FDA，2002 年）及欧洲医药管理局

（EMEA，2003 年）批准上市。如今，全世界上百家研究机构正致

力于将抗体库技术应用于制备全人源抗体，癌症治疗，微生物

学以及蛋白组学等领域的研究当中[3]。
抗体库技术的成功应用离不开抗体库筛选技术。总的来说

噬菌体抗体库的筛选包括 2 个部分：第一部分是淘洗（Pan-
ning），即从库中经过几轮吸附、洗脱、扩增后富集到与抗原特

异性结合的携带抗体基因的菌株；第二部分是筛选（Screen-
ing），即从上一步获得的菌株中挑选单克隆进行特异性和亲和

力的鉴定，以期获得高特异性单克隆。整个筛选过程耗时、工作

量巨大。鉴于此，实现噬菌体抗体库的高通量筛选至关重要。而

抗体库筛选的最终目的是快速的找出目的克隆，这依赖于建立

可信的数据管理以及分析方法。因此本文将对目前出现的噬菌

体抗体库筛选和数据管理方法做出总结和简要介绍。

1 噬菌体抗体库的淘洗

1.1 固相淘洗

自从噬菌体抗体库问世以来，固相淘洗已成为一项常规技

术（图 1）。最早的办法是用酶标板包被抗原，后经改进利用免

疫管可显著增加包被抗原的面积，增加抗原抗体接触的机会[4,

5]。Han 等人利用固相淘洗，经过 4 轮，筛选得到了抗 EGFRv Ⅲ

的特异性噬菌体单链抗体[6]。
通过降低抗原包被密度，增强洗脱强度可以得到高亲和力

的抗体；相反，采用高密度的抗原包被，降低洗脱强度可以保证

低拷贝数的抗体不丢失[8]。另外为了提高淘洗效率，还可以对传

统的固相淘洗方法进行改进，例如 Bracci 等人用纯化的烟碱乙

酰胆碱受体与噬菌体抗体竞争性结合金环蛇毒素 α，筛选出抗

蛇毒的 scFv 抗体[9]。选择感染性噬菌体技术（SIP），利用宿主细

胞洗脱噬菌体，将噬菌体感染力的恢复与蛋白间的相互作用偶

联起来，简化了筛选过程，降低了本底，有效提高了筛选效率

[10]。Raats 等人为了检测体内的半抗原，用抗皮质醇抗体作为抗

原，筛选出在体内可以与皮质醇抗体结合的噬菌体抗体[11]。
固相淘洗是目前最简单也是最经典的淘洗方法，但是这种

淘洗方法需要大量的纯化或重组抗原，因此在某些方面其应用

受到限制。
1.2 液相淘洗

与固相淘洗相比，液相淘洗使得抗原与抗体的接触更加充

分。液相淘洗在液相反应体系中进行，可以先将抗原与生物素
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图 1 固相淘洗基本流程[7]

Fig. 1 Methods of the solid phase panning protocol

图 2 用链亲和素的磁珠和生物素化的抗原进行抗体库的淘洗[3]

Fig. 2 Panning of a phage antibody library using streptavidin magnetic

beads and biotinylated antigen

相连，再将其固定在包被有链亲和素的磁珠上，然后对噬菌体

抗体库进行洗脱[3](图 2）。或者将生物素化的抗原先与噬菌体抗

体库相互作用，然后加入偶联有链亲和素的磁珠，富集能与抗

原结合的噬菌体抗体。液相淘洗同样可以通过递减包被抗原的

浓度筛选得到亲和力较高的抗体，也可以根据抗原抗体结合的

动力学原理，生物素化抗原与抗体库中的特异性噬菌体抗体结

合充分并达到饱和后，用数十至数百倍的未生物素化的游离抗

原将亲和力较低的抗体解离下来，从而获得亲和力高的抗体

[12]。对于在液相中不稳定的膜蛋白抗原，例如 CXCR4，Xu 等人

将其包被在磁珠表面，再在其外面裹被一个脂质双分子层，形

成蛋白脂质体，保证其天然构象。通过这样的方法，他们从天然

人源抗体库中筛选出来一系列 CXCR4 抗体，用于 CXCR4 抗

原的异质性以及功能性的研究[13]。
1.3 基于细胞的淘洗

当抗原的表达量低，免疫原性弱时，用固定化抗原的淘洗

方法难以胜任。而且固相淘洗中包被的抗原不能保持天然构

象，因而不适于对膜抗原或细胞表面抗原的淘洗，而用表达这

些抗原的完整细胞进行淘洗则可以避免构象改变引起的问题。
除完整细胞外，细胞膜制备物以及组织切片上的抗原蛋白都可

以维持天然构象，因此,这些材料也可以作为淘洗细胞表面抗

原的靶材料[14]。
对于在细胞培养板上生长的贴壁细胞，噬菌体抗体库的结

合、洗涤和洗脱与常规的固相淘洗相似。对于悬浮细胞的分选，

则可以将噬菌体与待淘洗的细胞混合孵育，经低速或差速离心

将结合有噬菌体的细胞分离到有机相回收。对于标记了的靶细

胞，还可以同时加入负选择细胞来淘洗，经流式细胞仪（FACS）
[15]或磁激活细胞分离术（MACS）[16]的方法把标记了的靶细胞分

选出来。在对噬菌体 Fab 抗体库淘洗时，可以用传统的嗜菌斑

转移（plaque lift assay）或改良的捕获转移方法（capture lift）[17]进

行淘洗和鉴定，这类基于硝酸纤维素膜的淘洗方法操作简单，

无需富集过程，可一次完成，但受平板上克隆密度的限制，每个
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100mm 培养皿的分辨力为 500pfu，因此用这种方法淘洗大容

量抗体库难度很大，也无法控制淘洗过程的严谨性，更适合用

于经淘洗后的筛选。
目前已有文献报道利用细胞淘洗得到与细胞表面受体结

合的噬菌体抗体[18]，但细胞淘洗确实存在一定难度，主要表现

为非特异性大、背景值高、淘洗过程中特异性配体损失等问题。
由于细胞膜表面成分极其复杂，有许多蛋白、糖类、脂类结构，

非特异性噬菌体抗体结合到细胞的几率大，且膜表面抗原密度

很低，给抗体筛选带来了一定困难，很难获得针对某一抗原的

单链抗体。与纯化抗原的固相淘洗相比，细胞淘洗富集较慢，但

如果淘洗轮次过多，又很容易丢失稀有的特异性噬菌体抗体。
针对以上问题，Sui 等人联合应用探针筛选法（Pathfinder）和回

步筛选法（Step-back），成功的从天然人源抗体库中筛选得到了

CXCR4 抗体[19]。尽管这样，提高细胞淘洗的特异性和选择性依

然是亟待解决的问题。
1.4 动物体内的淘洗

由于许多活体细胞难以在体外培养，而且体外培养可能改

变细胞的膜分子特性，体外观察到的噬菌体抗体的特异性在体

内可能就不明显或者不存在，因此体内淘洗具有特殊的意义。
完整的单克隆抗体因为分子量较大，并且容易引起免疫反

应，所以不适用于体内淘洗。最常用的方法是通过尾静脉注射

小分子噬菌体抗体库[20]，依靠血液循环将抗体传递至全身，经

一段时间循环后，非特异结合的分子会逐渐随循环被稀释而最

终清除，分离不同的组织器官的血管上皮组织，洗脱噬菌体后

扩增即可获得组织特异性的抗体。Johns 等在小鼠胸腺内筛选

出针对内皮细胞的特异性噬菌体抗体[21]。
因为淘洗在体内进行，所以无法对非特异位点进行封闭，

此外，血液流动对噬菌体与血管上皮细胞的结合与贮留影响复

杂，对某些特定的器官而言，抗体库的结合时间过短，多样性优

势不能充分体现，导致结果的随意性强。Valadon P 等人先以分

离的上皮细胞免疫小鼠，构建免疫抗体库后，再以固定化细胞

膜的方法对抗体库进行淘洗，集成了体内免疫和体外筛选的优

点，既可以借助负选择对噬菌体库进行预清除，也可以通过优

化孵育和洗涤条件来提高选择的特异性[22]。
1.5 功能性抗体的淘洗

在抗体库的淘洗过程中，如果能够引入功能性筛选，使获

得的噬菌体抗体同时具有很高的特异性和生物活性，将大大提

高抗体库的筛选效率。抗体库的功能性筛选需要根据不同目

标，体设计不同的筛选策略。一般选择细胞裂解物、固定化细胞

或者活细胞作为抗原材料。例如筛选可内化的噬菌体抗体，

Poul 等人利用细胞淘洗的方法，在保证噬菌体感染能力的同时

让细胞吞噬特异性噬菌体颗粒，收集细胞，再释放出噬菌体颗

粒。利用这种功能性淘洗的方法可以避免不可内化的噬菌体颗

粒干扰[23]。在筛选针对某一功能表位的抗体时，首先要对该表

位进行充分的考察，最好能够得到纯化的位点多肽作为抗原，

进行抗体库筛选。Huang 等人利用纯化的 LFA-1 结构域 I 高亲

和力构象（HA）作为抗原进行筛选，得到能够结合 HA，但不能

结合 LA，具有阻断 LFA-1 介导的粘附作用的抗体 AL-57[24]。
1.6 双特异性抗体的淘洗

双特异性抗体含有两个不同的特异性抗原结合位点，它能

在靶细胞与功能分子（细胞）之间架起桥梁，产生导向性的效应

功能。McGuinness 等人最先应用噬菌体抗体库技术获得了双

特异性抗体，他们先将 phOx 抗体基因的可变区与 Dig 抗体基

因的可变区整合，构建了双特异性抗体库，再用 phOx 抗原和

Dig 抗原对抗体库进行筛选，最后得到高亲和力的 phOx/Dig 抗

体[25]。Korn 等人利用固相淘洗技术，从双特异性抗体库中筛选

得到了抗 CEA 和 S11 的双特异性抗体[26]。

2 噬菌体抗体库的筛选

目的克隆通过几轮淘洗过后得到富集。接下来的工作是从

中挑取高亲和力的克隆。我们将这一步工作称为抗体库的筛

选。要从成千上万的克隆中找到高特异性，高活性的目的克隆，

需要我们控制筛选的轮数 （2-3 轮） 以及采用高通量的筛选方

法。目前高通量筛选方法可以大致分为三类：ELISA 筛选，基于

膜的筛选，微阵列筛选。
2.1 ELISA 筛选

自 70 年代初，Engvall 等人建立酶联免疫吸附分析方法

（Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）以来[27]，ELISA 方

法已被广泛地应用于医学检测与基础研究之中。目前，被人们

所熟悉的 " 标准 ELISA"，它基本未逃离经典的模式。80 年代以

来，学着们致力于提高 ELISA 敏感性的研究。例如将碱性磷酸

酶（AP）[28]或者绿色荧光蛋白（GFP）[29]与酶或荧光底物结合代

替传统的酶 - 抗体复合物，显示出比标准 ELISA 更好的检测效

果，敏感度可以提高 1000 倍[30]。
在抗体库筛选中，ELISA 筛选方法是过去十几年中最经典

的克隆筛选方法。经过 2-4 轮的抗原选择，1000 个克隆中通常

有 20-40%的概率筛选到目的克隆[31]。该方法适合于初步的抗

体亲和性筛选[32]。Sidhu 等人将抗体库与 100nM 的 VEGF 抗原

孵育，用标记过的 VEGF 抗原竞争性与噬菌体结合，当噬菌体

抗体与抗原结合能力较强时会产生较弱的检测信号。利用这种

竞争性 ELISA 筛选，他们从 68 株单克隆中筛选得到 5 株亲和

力较强的抗 VEGF scFv 抗体克隆[33]。
2.2 基于膜的筛选

膜依赖的单克隆筛选方法最早由 Milstein 等人应用于杂

交瘤的筛选[34]，后来经 Skerra 实验室[35]以及 Watkins 等人[36]得

到发展。其基本方法是：抗原包被硝酸纤维素膜，噬菌体感染宿

主菌平板，将处理过的硝酸纤维素膜覆盖在平板上，用标记过

的抗原与膜孵育显示目标抗体，同时用其他抗原孵育检测交叉

反应，对照平板相应位置挑取目的克隆[37]（图 3）。
目前该技术得到较多的应用。de Wildt 等人利用该技术通

过一轮筛选，从 8000 个单克隆中得到目的 scFv 片段[38]。在利用

细胞表面抗原筛选目标抗体中，Wu 等人利用膜筛选技术从人

源噬菌体抗体库中筛选得到抗肿瘤的特异性抗体 [39]。Giovan-
noni 等人从大容量抗体库中（大于 108）利用膜筛选技术，经反

复筛选，最后得到一株高亲和力的单克隆菌株[40]。
2.3 微阵列筛选（Microarray screening）

微阵列技术同样适用于抗体库的筛选。噬菌体抗体微阵列

技术是基于蛋白质微阵列技术基础之上发展起来的一项新的

抗体高通量筛选技术。将噬菌体按特定序列固定到芯片表面，
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图 3 基于膜的筛选方法[37]

Fig. 3 Capture-lift screening procedure

图 4 噬菌体抗体库筛选流程图[51]

Fig. 4 Antibody library phage screening work flow
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表 5 序列差异分析表

Table 5 Segment diversity analysis

用微量点样仪将标记过的抗原与噬菌体抗体库结合发出特定

的信号，用相应的照相技术或激光扫面技术对信号进行检测，

最后通过相关软件分析挑选出目的克隆[41]。与传统的 ELISA 或

免疫印迹技术相比，微阵列技术具有高通量、使用样品少、重复

性好、可定量的特点[42]。Mendoza 等人最早成功的将微阵列技

术应用于蛋白质的筛选，他们用 4 个 6*6 微量点样头点样，生

成包括 144 个元素的阵列。这一新的处理方法允许对不同的样

品针对每一阵列进行多重筛选[43]。Pavlickova 等人利用微阵列

技术建立了一种快速简单的抗体筛选方法，这种方法不需要抗

体纯化以及修饰，可以直接从大肠杆菌表达的产物中筛选得到

目的克隆[44]。Angenendt 等人在此基础上发展出多重点样技术

（MIST），在一块芯片上实现多重分析。他们将此技术应用于噬

菌体抗体库的筛选，敏感度与 ELISA 方法不相上下，但步骤相

比 ELISA 简化很多[45]。Poetz 等人利用蛋白质微阵列技术可以

同时分析抗体亲和活性和表达水平，这种方法可以以惊人的速

度从大肠杆菌表达产物中筛选出目的抗体[46]。
尽管将蛋白质微阵列技术应用于噬菌体抗体库的筛选拥

有诸多优势，但其目前仍有许多技术问题还没有解决，例如携

带抗体的噬菌体在芯片基质表面固定的问题等。筛选适合的噬

菌体，并对其进行适当改造，使其更适于微阵列筛选条件，是一

种解决办法。

3 提高筛选灵敏度的方法

提高筛选和鉴定的灵敏度可以更有效的筛选出特异性强

的噬菌体抗体。例如将表面等离子共振(SPR)应用于抗原抗体

结合反应的检测，可以将筛选过程与检测过程结合起来，不仅

适用于微量的微阵列筛选[47]，也适用于大量的大肠杆菌表达粗

产物的高通量连续检测[48]。新的检测手段不断出现，例如基于

微臂（microcantelever）绑定的检测[49]，将特异性的生物分子绑

定在微臂表面，当分子间产生纳米作用力时，微臂发生弯曲，可

以通过光学信号进行分析。由于微臂的变动源于分子间自由能

的改变，因此这种技术可以用于蛋白质间结合反应的高通量检

测；声磁共振技术[50]，通过无线遥感系统反应生物分子间的结

合反应，可以用于蛋白质间的特异性结合反应的分析。这些技

术有希望在不久的将来应用于噬菌体抗体库的筛选。

4 数据管理

当我们需要从噬菌体抗体库中筛选多种抗体时，如何管理

在筛选过程中出现的大量数据是我们面临的挑战。虽然关于数

据管理方面的文献报道极其有限，但 Buckler DR 在 Dyax 公司

工作时的一些经验给我们提供了一些帮助[51]。
4.1 样品 ID

从平板中挑选的单克隆接种于 96 孔板上，称为 M 板

（Master plates）。确定板上每一个克隆的名称，例如可以用 96
孔板名称 + 克隆所在板中的位置 （M0001-A01） 作为克隆的

ID，这样可以跟踪每个克隆的去向。接下来挑取单克隆进行扩

增，进行 ELISA 检测亲和试验以及选择高亲和力的克隆进行

DNA 测序，所有 ELISA 和 DNA 测序产生的数据都应建立联

系，并与源克隆相对应（图 4）。

4.2 筛选数据的管理

噬菌体抗体库筛选过程中产生的数据需要一个信息管理

系统进行保存和分析。需要记录的数据包括数据产生的时间以

及类型等。例如，从平板中挑取的单克隆，需要记录它来源的抗

体库，筛选次数，吸附及洗脱条件，筛选效率。通过对以上数据

的分析，可以针对预筛选结果对筛选方法进行改进。数据库通

过比较目标信号强度与背景信号强度，可以从上千株克隆中快

速的挑选出目的克隆，进行下一轮筛选或者 DNA 测序。
4.3 测序数据的管理

获得 DNA 测序结果后，可以用 Phred 和 Phrap[52]分析程序

对抗体片段的重链以及轻链序列进行分析。对于没有达到预期

分数的序列做出标记，对于符合标准的序列自动上传到数据库

中。同时可以人工校对不符合标准的序列。核酸序列还可以被

翻译成氨基酸序列，进行框架区以及互补决定区（CDR）的分

析。例如，将具有相同序列片段的克隆分在一组，每出现一个新

的序列建立一个新的组，对于筛选出来的目的克隆序列片段单

独分为一组，这样就可以很容易的分析克隆的特异性。筛选出

来的序列还可以与抗体序列数据库进行比较，确定抗体所属家

族。
4.4 数据分析

数据管理的目的是方便数据分析。从抗体库中筛选出来的

大量克隆，我们很想知道他们的序列差异性。例如图 5 中，

Target ID 代表不同目的蛋白编号，表中数字代表存在差异的序

列个数（来源于前面的序列分组）。从表中可以看出，VHVL 组

共有 499 个序列存在差异。平均有 92%（VL/VHVL）的克隆 VL
片 段 与 其 他 成 员 不 同 ， 有 91%（H-CDR3/VHVL） 的 克 隆

H-CDR3 片段与其他成员不同。

5 结语
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抗体库筛选的方法多种多样，关于淘洗，需要针对不同抗

原的特性选择合适的淘洗方式。膜筛选和微阵列筛选是高通量

的筛选方法，而 ELISA 筛选具有稳定，方便的优点。数据管理

在抗体库筛选中非常重要，可以帮助我们从成千上万的克隆中

挑选出基因型和表型都符合要求的目的菌株。越来越多的药物

通过抗体库筛选的方法获得，筛选方法的不断改进和数据分析

软件的开发为快速、准确的获得目标抗体提供了保障。
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