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噬菌体展示技术发展
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摘要：噬菌体表面展示技术是一种将外源蛋白或抗体可变区与噬菌体表面特定蛋白质融合并展示于其表面, 构建蛋白质或抗体

库,并从中筛选特异蛋白质或抗体的基因工程技术。随着该项技术的不断完善和发展,噬菌体展示技术已被广泛应用于生命科学

研究的不同领域,并显示了良好的应用前景。
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ABSTRACT: Phage display is a genetic engineering technique that combines the exogenous protein or alternative segment of
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With the development and improvement of this technology, Phage display technique has been widely applied to many fields of life
science and has exhibited favorable application prospect.
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噬菌体表面展示技术（Phage display），将特异性多肽与噬

菌体衣壳蛋白融合表达于噬菌体表面，被展示的多肽能保持相

对独立的空间结构，该技术结合体外筛选实现了对于蛋白质结

构及性质高效率的识别和优化,从而提供了高通量高效率的筛

选系统。在过去的 25 年里，噬菌体展示技术得到了迅速发展，

其应用领域已扩展至抗原表位筛选[1]、肿瘤的早期诊断[2]、靶向

治疗[3]、肿瘤疫苗的研制[4]、药物靶点的筛选[5]等。同时在构建噬

菌体抗体展示文库方面的广泛应用，使抗体库技术进入了新的

时代[6]。本文就噬菌体展示技术的研究进展及应用做一综述。

1 噬菌体展示技术原理

噬菌体（Bacteriophage）是一系列具有感染原核细胞以完

成自身复制的病毒。基于其基因和结构的单一性，噬菌体自被

发现以来便广泛服务于生命科学领域 [7]。噬菌体展示技术

(Phage display)是在噬菌体颗粒表面表达外源性多肽，从而获

得能与配体结合的特异性分子表位。具体方法是将外源 DNA
插入编码噬菌体衣壳蛋白的基因组中并表达，使目的多肽片段

与噬菌体衣壳蛋白形成融合蛋白, 分布在噬菌体表面。在此过

程中衣壳蛋白只是发挥对展示肽段的锚定作用，而对其结构无

影响；反之，外源多肽的表达同样不干扰噬菌体感染和扩增的

能力。最终实现了特异性分子在同一噬菌体颗粒内基因型与表

型的统一。以此为基础，结合基因重组技术，可收集大量由噬菌

体展示的 cDNA 编码蛋白或多肽从而构建噬菌体展示文库。
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

表达某种特异肽序列的噬菌体。

2 传统噬菌体展示技术

最早关于在噬菌体表面表达外源多肽的报道由 Smith.GP
等人于 1985 年发表[8]。噬菌体作为一种表达载体将多肽展示于

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 编码的肽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。噬菌体(phage)和噬粒(phagemid)
都可作为表达载体来展示抗体或其他蛋白。与较小的衣壳蛋白

p3（g Ⅲ基因表达产物）共同表达的融合蛋白通过丝状噬菌体

构建肽库（p3 方案）, 噬粒携带表达 g Ⅲ外壳的基因、克隆位点

及噬菌体包装信号, 并由辅助噬菌体提供完成包装所需的结构

蛋白产生可溶性蛋白, 展示大量重组蛋白质, 同时自身不易受

异源基因影响, 因此成为构建噬菌体抗体库的主要手段[9]。
与 p3 相比，p8（g VⅢ基因表达产物）同样可作为目的蛋白

的载体，两者最显著的差异在于衣壳蛋白不同的展示效价：在

每个噬菌体表面与 p3 融合展示的多肽最多可达到 5 个，而 p8
则支持数百甚至数千多肽的表达。另外，p8 方案允许较大蛋白

的展示。所以通过 p8 展示系统能够实现极大量的表达，但值得

强调的是，由于受到亲合力效应的影响，高密度的多肽 -p8 融

合体迫使部分被展示多肽的构象改变，在从高效价展示库筛选

目的配体时无法维持原有的结合力。故 p8 方案仅应用于特殊

情况，如全部噬菌体颗粒均作为配体[10]。

3 备择噬菌体展示技术
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以上展示技术中，多肽均需与 p3 或 p8 的 N- 末端融合表

达。然而，壳蛋白 p3 和 p8 在 N- 末端有引导肽序列，且融合体

必需正确的嵌入引导肽与成熟壳蛋白间阅读框架。这就造成了

展示文库构建的效率不高。对于某些情况，游离的 C- 末端可以

与特异性的靶蛋白相互作用。Crameri 和 Suter 报道了特异性的

3+3 展示系统，编码两种融合蛋白的噬粒载体 pJuFo 允许分别

与 N- 和 C- 末端亮氨酸拉链结构域融合展示的蛋白。这一方案

解决了原始文库低效表达的问题，但所需的过程却更加繁琐
[11]。Sidhu 将变异或合成的非必需衣壳蛋白混入野生型噬菌体

颗粒表面结构蛋白中，开发出了更加有效的多肽展示系统[12]。
丝状噬菌体载体的主要缺陷在于病毒装配时某些融合蛋

白无法穿过细胞膜，因而不能在衣壳表面表达。而 T7，T4，λ
噬菌体在被感染的细菌内装配并随细菌裂解释放子代颗粒。λ
噬菌体展示系统和 T4 噬菌展示体系统容量较大, 不易筛选高

亲和力配体; T7 噬菌体展示系统是是目前最为理想的展示系

统,因其载体容量大, 插入片段稳定,洗涤条件灵活, 生长周期短

而被广泛使用。Krumpe 报道了对比丝状噬菌体展示系统运用

T7 噬菌体在构建同等复杂程度的随机多肽文库时被展示序列

误差明显减少[13]。
用带有噬菌体复制起始点的质粒载体。融合体必需嵌入引

导肽与成熟壳蛋白间正确的阅读框架。噬粒载体同时具备质粒

和噬菌体的特征, 通常是高拷贝的, 并带有一个含有噬菌体

DNA 合成起始和结束及噬菌体颗粒形态发生基因间区。噬菌

粒需要辅助噬菌体 (helper phage) 来提供复制和包装所需的蛋

白酶和外壳蛋白。噬粒载体实现了中高分子量蛋白在丝状噬菌

体表面的展示，辅助噬菌体参与重组噬菌粒的超感染转化细

胞, 从而获得展示外源 DNA 片段编码的氨基酸序列的杂和噬

菌体颗粒[14]。同时提供天然和重组的 p3 或 p8 的噬粒载体，由

于它们较差的基因稳定性，常导致部分 DNA 的丢失，即便可以

大大简化病毒的扩增过程但仍然很少被应用[15]。

4 疏水性蛋白的展示

一般认为只有可溶性蛋白可以被噬菌体有效地展示。Ol-
szewski 运用 p8 展示系统成功表达了疏水性的 HIV-1 否定因

子 Nef（negative factor），并且经过特异性抗体证实展示的蛋白

具有 Nef 的全部生物学功能[16]。尽管使用细菌生产真核生物膜

蛋白的尝试往往是失败的，但近期的报道叙述了完整的人类小

窝蛋白 caveolin-1 和 HIV 跨膜蛋白 gp41 在噬菌体表面的成功

展示[17]。

5 运用无机材料的亲和筛选

大量复制的蛋白粘附于用来固定目标的支持物常常造成

了筛选的失败。Khoo 运用钛合金完成了大量重组多肽的淘洗，

使含有 KHK 重复序列的特异性多肽吸附于钛合金表面[18]。另

外，有研究发现个别多肽作为特异性细胞结合识别序列时，可

使细胞粘附于有磷灰石碱基的无机物表面，这种材料一般用于

制作固定骨组织的支架，另外，这些多肽介导细胞的粘附并最

终使细胞分化为骨样组织[19]。

6 纳米晶体

纳米晶体是现代电子设备的重要组成部分。经观察发现生

物大分子可以指导无机纳米晶体的形成，目前多项研究证实利

用蛋白作为工具可以从溶液中完成纳米结构材料的组装，并且

改变蛋白的浓度能够控制纳米晶体的形态[20]。Belcher 报道了调

整基因结构使丝状噬菌体自行组装成为微电极，将装配成的病

毒膜片溶解于钴的氯化物溶液中，利用钴的成核作用在噬菌体

衣壳表面形成氧化钴纳米晶体，从而作为微电池的阳极材料
[21]。

噬菌体展示技术简便、有效、易于控制的特点及基因型与

表型统一的优势使其具有较大应用潜力。被越来越广泛地应用

于研究蛋白质的相互作用、疫苗及新药的开发等方面。尽管仍

然有许多问题限制其广泛应用，如库容量的限制，较长的外源

肽段易随机折叠，氨基酸的修饰受宿主菌限制失等等。随着噬

菌体展示技术研究的不断深入,这些问题将逐一被解决并将它

的应用推向新的高峰。
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