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噬菌体展示技术在药物研发中的应用 
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摘要: 噬菌体展示技术利用丝状噬菌体展示蛋白和多肽, 从大量变异体中提取所需性质的多肽或蛋白。通过
噬菌体展示库技术筛选并获得的抗体片段或多肽, 在诊断和治疗中发挥着重要的作用。本文简要介绍噬菌体展
示技术原理, 主要结合噬菌体展示技术在单抗开发、抗原微生物疫苗研发及多肽类药物中的应用, 综述噬菌体展
示技术在对肿瘤、自身免疫等多种人类疾病诊断及治疗中的重要作用。 
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Abstract: Phage display technology utilizes filamentous phage display proteins and polypeptides to extract      

a desired polypeptide or protein from a large number of variants.  The antibody fragments screened and        
obtained by phage display library technology play an important role in disease diagnosis and treatment.  This 
article briefly introduces the principles of phage display technology, summarizes the development of monoclonal 
antibodies, the development of antigenic microbial vaccines, and the application of peptide drugs.  This review 
highlights the importance of phage display technology in the diagnosis and treatment of various human diseases 
such as cancer and autoimmune diseases etc. 
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 噬菌体展示技术 (phage display technology) 利
用基因工程手段将外源基因片段插入噬菌体特定蛋

白基因, 通过噬菌体表达外源基因编码的蛋白或多
肽, 保持重组融合蛋白的相对空间结构和生物学活
性并呈现于噬菌体表面[1]。构建多样噬菌体库与靶蛋

白共同孵育, 经生物淘洗去除非靶蛋白结合型噬菌
体株, 通过 3～5轮收集、扩增及富集获得高亲和力、
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高特异性的噬菌体克隆株, 采用基因测序鉴定这些
噬菌体克隆编码的蛋白序列可用于进一步研究[1]。噬

菌体展示技术紧密相连表型与基因型, 通过结合重
组蛋白识别抗原能力与噬菌体扩增能力形成一项高

效表达及筛选体系, 在单克隆抗体研发、肿瘤特异性
多肽等生物技术领域展现令人期待的应用前景[1, 2]。

本文通过噬菌体展示技术、噬菌体抗体库及多肽库构

建及相关技术进展, 综述噬菌体展示技术在单克隆
抗体研发、肿瘤特异性多肽筛选及对抗病原微生物疫

苗等方面的重要作用。 
1  噬菌体展示技术原理 

噬菌体展示系统主要包括丝状噬菌体、T7 噬菌
体、T4噬菌体与 λ噬菌体展示系统, 其中丝状噬菌体
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展示系统应用最为广泛。非溶源性丝状噬菌体由 5
个外壳蛋白包裹单链环状 DNA 组成, 能够在宿主菌
中繁殖表达但不破坏宿主菌。Smith[3]在丝状噬菌体

分子生物学研究基础上于 20世纪 80年代提出噬菌体
展示技术。80年代末期, 英美学者同时创建噬菌体抗
体库技术。90年代初, McCafferty等[4]利用噬菌体展

示技术成功获得与抗原结合抗体片段, 进一步完善
噬菌体抗体库筛选技术。丝状噬菌体具有独特的性状, 
主要类型包括 M13、f1 和 fd 噬菌体。3 种噬菌体核
苷酸序列同源性超过 98%, 基因组组织形式类似, 同
时形成的病毒颗粒大小及性状相近。含有一个单链闭

环 DNA 分子丝状噬菌体基因组由约 6 400 个核苷酸
组成, 基因 VIII蛋白是噬菌体颗粒的主要结构蛋白。
噬菌体共计约 2 700 个形态亚单位, 这些亚单位包裹
病毒基因组, 形成管状丝状病毒颗粒。丝状噬菌体不
在细胞内部组装噬菌体颗粒。基因 V蛋白-DNA复合
物 (正链) 移动到细菌细胞膜时, 基因 V蛋白从正链
脱落, 与出现在被感染细胞膜上的病毒基因组组合
形成丝状噬菌体颗粒。被包装的单链 DNA在大小上
没有严格限制。被噬菌体感染细菌不发生裂解并能够

继续缓慢生长, 丝状噬菌体与宿主菌同时进行复制。
同一细胞能够产生大量病毒颗粒, 经累积可获得滴
度超过 1×1012 pfu·mL−1噬菌体库。 

丝状噬菌体适宜外源重组蛋白表达。F'因子编码
的性纤毛在病毒颗粒感染时发挥重要作用, 只有具
有性纤毛的菌株才能被病毒颗粒感染。次要衣壳蛋白

是基因 III 表达产物, 存在于病毒颗粒丝杆末端。它
参与细菌性纤毛末端吸附病毒颗粒过程。丝状噬菌体

pⅢ蛋白和 pⅧ蛋白处通常用于展示外源性重组蛋
白。pⅢ蛋白存在于丝状噬菌体尾端, 外源重组蛋白
能够融合在 pⅢ蛋白中间部位或 N端。如果重组蛋白
融合于 N端, 则重组噬菌体丧失感染性, 需辅助噬菌
体表达完整 pⅢ蛋白使其重获感染性。病毒的主要外
壳蛋白 pⅧ位于丝状噬菌体两侧, 通常 N端能够融合
五肽。重组更长肽链或蛋白会影响噬菌体装配并导致

其丧失感染力。在辅助噬菌体提供 pⅧ蛋白前提下, 
pⅧ蛋白 N 端能够融合更长的多肽片段甚至抗体片
段。此外, 丝状噬菌体 pⅣ蛋白的 C端亦可作为外源
蛋白的融合位点, 多用于外源蛋白 C 端结构区域功
能研究。常用的辅助噬菌体均属于丝状噬菌体, 主要
包括含全长基因 III M13K07、R408、VCSM13等, 及
基因 III 删除或缺陷辅助噬菌体等。M13K07 是丝状
噬菌体 M13的突变体, 而 VCSM13则是 M13K07 的
突变体。 

噬菌粒仅保存噬菌体部分遗传信息, 因此噬菌
体库构建及筛选过程中, 宿主细胞的噬菌粒 DNA 复
制和包装中所需的蛋白酶与外壳蛋白均由辅助噬菌

体提供[5]。实际应用过程中, 在辅助噬菌体确保有效
感染细菌前提下, 自身需维持低包装效率才能优先
包装噬菌体基因组信息。目前, 噬菌体展示技术广泛
应用于药物研发的多个领域。本文将着重阐述噬菌体

展示技术在单抗开发、多肽类药物发现及抗原微生物

疫苗研发等领域的研究进展。 
2  噬菌体展示技术在治疗性单克隆抗体开发中的应
用 

单克隆抗体 (mAbs) 在诊断和治疗领域发挥着
重要的作用。到目前为止, 欧美已有超过 350个治疗
性单抗应用于临床研究[6], 超过 50 多个抗体已被批
准进行销售[7]。开发具有高亲和力和特异性的新型抗

体是目前研究人员面临的挑战。2002年, 阿达木单抗 
(adalimumab) 作为第一个通过噬菌体展示开发的单
克隆抗体获得美国食品药品监督管理局批准。此后, 
尽管以人源化转基因动物免疫为代表的新抗体开发

技术不断涌现, 噬菌体展示技术仍然占据人源化单
克隆抗体研发的主导地位[2]。免疫动物或表面展示是

目前单抗开发常用的两种方法。免疫动物接种在抗体

研发中曾发挥重要的作用, 但是针对有毒抗原及半
抗原的单克隆抗体制备呈现明显缺陷和不足。不同于

其他抗体制备手段, 噬菌体抗体展示是一种独立于
免疫系统的体外筛选技术。目前常用的技术包括英国

剑桥大学Winter研究小组[8]研发的 PHEN1载体构建
scFv 系统筛选 scFv 片段, 以及美国 Scripps 研究所
Lerner课题组[9]研发的 pComb3载体构建 Fab系统筛
选 Fab 片段。Fab 片段及 scFv 片段均为噬菌体表面
展示常见类型, Fab系统可以在大肠杆菌中表达。表 1
汇总目前通过噬菌体抗体库开发抗体所使用的展示

系统以及抗体适应症等[2, 10, 11]。 
噬菌体抗体库是抗体基因经噬菌体展示后形成

的多样噬菌体库。噬菌体抗体库的质量主要通过库容

量 (size) 及多样性 (diversity) 决定。理论上库容达
到 1×107即可识别超过 99%  的抗原决定簇。但是, 为
获得高亲和力抗体, 噬菌体抗体库在保证多样性前
提下还需要尽可能增大库容。噬菌体表面展示的抗体

片段数量代表库容大小, 而展示片段的多样性则代
表抗体库多样性。噬菌体抗体库库容越大, 筛选获得
的抗体亲和力越高。然而, 噬菌粒的转化效率对噬菌
体的库容具有重要影响。研究发现, 即使使用库容为
1×1013的噬菌体库进行建库, 由于较低的细菌转化效 
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Table 1  Phage display-derived antibodies and antibody conjugates evaluated in clinical studies, including those approved by FDA or 
EMA 

Development name  
& trade name 

Target 
Phage display library  

type and format 
Phage display 

technology 
Highest develop-

ment phase 
Indication (s) 

studied 
Adalimumab (D2E7) & 
Humira® 

Tumor necrosis factor (TNF) Humanization by 
guided selection, scFv  

CAT FDA approved 
2002 

Rheumatoid arthritis 

Anetumab ravatansine 
(MF-T/Bay 86-1903,  
conjugate BAY 94-9343)  

Mesothelin Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Lung neoplasms, pancreatic 
cancer, mesothelioma, 
mesothelin positive 

Avelumab Programmed death-ligand 1 (PD-L1)  Naive, Fab Dyax Phase Ⅲ Triple negative breast  
neoplasms 

BAY1093884 Tissue factor pathway inhibitor (TFPI)  Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅰ Hemophilia 

BAY1129980 C4.4a Synthetic, scFv BioInvent Phase Ⅰ Advanced solid tumors, 
neoplasms 

BAY1179470 Fibroblast growth factor  
receptor 2 (FGFR2) 

Synthetic, scFv BioInvent Phase Ⅰ Advanced solid tumors, 
neoplasms 

BAY1213790 FXIa Naive, Fab Dyax Phase Ⅰ Arterial thrombosis;  
venous thrombosis,  
knee arthroplasty, total 

Belimumab & Benlysta® B-lymphocyte stimulator (BLyS) Naive, scFv CAT FDA approved 
2011 

Systemic lupus  
erythematosus 

Bertilimumab (iCo-008/ 
CT-213) 

Eotaxin-1 (CCL-11) Naive, scFv CAT Phase Ⅱ Pemphigoid, bullous,  
ulcerative colitis 

BHQ880 Dickkopf-1 (DKK1) Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Smoldering multiple  
myeloma 

BI-1206 (6G11) FcgRIIB (CD32B) Synthetic, scFv BioInvent Phase Ⅱ B-cell lymphoma, chronic 
lymphocytic leukaemia 

BI 836845 Insulin-like growth factor I and II 
(IGF-I, IGF-II) 

Naive, Fab MorphoSys Phase Ⅰ Non-small cell lung cancer 
(NSCLC) 

Bimagrumab (BYM338) Activin A receptor type IIB 
(ACVR2B) 

Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅲ Sporadic inclusion body 
myositis 

BPS804 (MOR05813) Sclerostin Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Osteoporosis,  
hypophosphatasia 

Briakinumab (ABT874) Interleukin 12/13 Naive, scFv CAT Phase Ⅲ 
 

Moderate to severe plaque 
psoriasis 

Carlumab (CNTO-888) Chemokine (C-C motif) ligand 2 
(CCL2) 

Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Prostate cancer 

Cixutumumab (IMCA12) Insulin-like growth factor-1 receptor 
(IGF-1R) 

Naive, Fab Dyax Phase Ⅱ Different cancer types 

Cirutuzumab Receptor tyrosine kinase like orphan 
receptor (ROR1) 

Naive, Fab 
 

 Phase Ⅱ Chronic lymphocytic  
leukemia, small  
lymphocytic lymphoma, 
mantle-cell lymphoma 

CNTO-3175 Toll-like receptor 3 (TLR-3) Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅰ Asthma 

CNTO-6785 Interleukin 17A (IL17A) Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Chronic obstructive  
pulmonary disease 

Darleukin (L-19-IL2) Extra-domain Bof fibronectin Semi-synthetic, scfv ‘Pini’ library Phase Ⅲ Malignant melanoma 

Dekavil (F8-IL10) Extra-domain A of fibronectin Semi-synthetic, scfv ETH-2 Phase Ⅱ Rheumatoid arthritis 

Drozitumab (Apomab, 
PRO95780) 

TRAIL receptor 2 (TRAIL-R2) ND, scFv Genentech Phase Ⅱ Non-hodgkin's lymphoma, 
NSCLC 

Elgemtumab (LJM716, 
NOV6) 

ERRB3 (HER3) Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Head and neck squamous 
cell carcinoma 

Fibromun (L19-TNF) Anti-EDB human antibody  
L19 fused to human TNF 

Semi-synthetic, scfv “Pini” library Phase Ⅲ Malignant melanoma 

Fresolimumab (GC1008) Transforming growth factor β  
(TGFβ) 

Naive, scfv CAT Phase Ⅱ Primary brain tumors,  
metastatic breast cancer 

Foravirumab (CL184, 
CR4098) 

Rabiesvirus, glycoprotein Immune, scfv Crucell Phase Ⅱ Rabies 

Ganitumab (AMG479) Insulin-like growth factor receptor 
(IGF-1R) 

Naive, Fab Dyax Phase Ⅲ Metastatic ewing sarcoma 

Gantenerumab (R1450) Amyloid fibrils Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅲ Alzheimer's disease 

Guselkumab 
(CNTO1959) 

P19 subuntit of interleukin 23 Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅲ Pustular psoriasis, arthritis, 
psoriatic 

IMC-3C5 (LY3022856) Vascular endothelial growth factor 
receptor-3 (VEGFR-3) 

Naive, Fab Dyax Phase Ⅰ Neoplasms 
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     Continued    

Development name  
& trade name 

Target 
Phage display library  

type and format 
Phage display 

technology 
Highest develop-

ment phase 
Indication (s) 

studied 
Lanadelumab (DX-2930) Kalikrein Naive, Fab Dyax Phase Ⅲ Hereditary angioedema 

Lexatumumab 
(HGSETR2) 

TRAIL-R2 Naive, scfv CAT Phase Ⅰ Gastroesophageal junction 
adenocarcinoma 

Mapatumumab 
(HGSETR1) 

TNF-related apoptosis, inducing 
ligand receptor 1 (TRAIL-1) 

Naive, scfv CAT Phase Ⅱ Hepatocellular, multiple 
myeloma, NSCLC 

Mavrilimumab 
(GAM3001) 

Granulocytemacrophage-colony 
stimulating factor receptor (GM-CSF)  

Naive, scfv CAT Phase Ⅱ Rheumatoid arthritis 

MEDI4212 IgE Naive, scfv CAT Phase Ⅰ Allergic asthma, atopic 
dermatitis 

MEDI9447 Cluster of differentiation-73 (CD73)  Naive, scfv CAT Phase Ⅱ Carcinoma, NSCLC,  
ovarian cancer 

MOR103 (MOR04357, 
GSK3196365) 

Granulocyte macrophage-colony 
stimulating factor receptor (GM-CSF)  

Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Rheumatoid arthritis,  
multiple sclerosis 

MOR202 CD38 Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Multiple myeloma 

Namilumab (MT203) Granulocyte macrophage-colony 
stimulating factor receptor 
(GM-CSF) 

Humanization by 
guided selection, naive 
(rat CDR3 in human 
VH), scFv 

Micromet Phase Ⅱ Plaque psoriasis,  
rheumatoid arthritis 

Necitumumab (IMC11F8) 
Portrazza® 

Epidermal growth factor receptor 
(EGFR) 

Naive, Fab Dyax FDA approved 
2015 

Squamous NSCLC 

NI-0501 Interferon-gamma Naive, scfv CAT Phase Ⅲ Primary haemophagocytic 
lymphohistiocytosis 

Opicinumab (BIIB033) Leucine rich repeat and  
immunoglobin-like domain- 
containing protein 1 (LINGO1) 

Naive, Fab Dyax Phase Ⅱ Multiple sclerosis, acute 
optic neuritis 

Oriticumab (BI-204/ 
MLDL1278A)  

Oxidized low-density lipoprotein 
(oxLDL) 

Synthetic, scfv BioInvent Phase Ⅱ Atherosclerosis 
 

Radretumab (L19I, 
L19SIP) 

Extra-domain Bof fibronectin Semin-synthetic, scfv “Pini”library Phase Ⅱ Brain metastases from solid 
tumors 

Ramucirumab (IMC121B) 
Cyramaza® 

Vascular endothelial growth factor 
receptor 2 (VEGFR2) 

Naive, Fab Dyax FDA approved 
2014 

Gastric cancer, NSCLC 

Ranibizumab 
Lucentis® 

Vascular growth factor A (VEGFA) Affinity maturation of 
bevacizumab by phage 
display 

Genentech FDA approved 
2006 

Macular degeneration 

Raxibacumab 
Abthrax® 

Protective (PA) Naive, scfv CAT FDA approved 
2012 

Anthrax 

PC-mAb (M99-B05) Phosphorylcholine Naive, Fab Dyax Phase Ⅱ Arterial inflammation,  
cardiovascular diseases 

Seribantumab (MM121) Epidermal growth factor receptor 3 
(ErbB3) 

Naive, Fab Dyax Phase Ⅱ Metastatic breast cancer,  
ER positive, Her2 negative 
breast cancer patients 

Tanibirumab (TTAC0001) Vascular endothelial growth factor 
receptor 2 (VEGFR-2) 

Naive, scfv PharmAbcine Phase Ⅱ Recurrent glioblastoma 

Tarextumab (OMP59R5) Notch 2/3 Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Pancreatic cancer,  
small cell lung cancer 

Tleukin (F16-IL2)  Extra-domain A1 of tenascin-C Semi-synthetic, scfv ETH-2 Phase Ⅱb Merkel cell carcinoma,  
solid tumour, breast cancer 

Tesidolumab (LFG316) Complement C5 Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅱ Paroxysmal nocturnal  
hemoglobinuria,  
geographic atrophy 

Tralokinumab 
(CAT354/BAK1.1) 

Interleukin 13 Naive, scFv  
BAK1 scFv affinity  
maturation by phage 
display 

CAT Phase Ⅲ  
(currently  
terminated) 

Inadequately controlled 
asthma 

Utomilumab 
(PF05082566) 

4-1BB (CD137, TNFRSF9) Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅲ Diffuse large B-Cell  
lymphoma 

Vantictumab (OMP18R5) Frizzled family receptor 7 (Fzd7) Synthetic, Fab 
 

MorphoSys Phase Ⅰ Metastatic breast cancer, 
solid tumors 

VAY-736 B-cell-activating factor receptor 
(BAFF-R) 

Synthetic, Fab MorphoSys Phase Ⅲ Autoimmune hepatitis 

Guselkumab  
Tremfya® 

P19 subuntit of interleukin 23  
synthetic 

MorphoSys, Fab  Morphosys FDA approved 
2017 

Pustular psoriasis 
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率也能造成库容大大降低[12]。最近的研究通过强力

电穿孔、组合感染及 Cre-Lox介导重组等方法增加噬
菌体库的多样性。 

根据噬菌体库的来源, 抗体库主要包括免疫库
和合成抗体库。基于抗体基因序列来源, 抗体库又可
分为天然库、半合成库和全合成库。合成库亦可根据

受体框架、CDR 区多样性起源及构建库所用技术进
行分类。理论上库容达到 1×108的合成抗体库就可筛

选到抗原所有可能的抗体片段。天然库是通过未经     
免疫的动物或人来源的外周血淋巴细胞、骨髓或脾脏

细胞, 分离获得 B细胞 IgM mRNA的 V基因。第一
个天然库是通过 2个健康人外周血淋巴细胞建立[13]。

进一步的研究中, 通过更多捐献者淋巴细胞基因进
行组合扩充[14, 15], 或采用天然库与合成库进行组合
扩大库容的同时增加抗体片段的多样性[16, 17]。半合    
成库不仅包含天然多样性, 同时通过计算机辅助设
计针对性增加抗体基因的多样性[18−20]。Hoogenboom
和Winter[19]通过组合 49个不同种系的基因片段制备
半合成抗体库。这个 scFv抗体库主要通过可变区 VH
序列和单链 Vλ3 轻链序列获得, 同时通过 CDR-H3
区域随机突变 5～8 个氨基酸进一步增加抗体库的多
样性。全合成抗体库通常将种系 V 基因片段随机插
入到 CDR区组装, 再通过装配 V、D/J基因片段合成
构建抗体库[19]。噬菌体抗体库结合肿瘤细胞体外筛

选及体内富集是获得肿瘤特异性抗体的重要模式 
(图 1)[21]。最近研究发现, 双特异性抗体 (BsAb) 能
够通过两个结合位点可与同一抗原或两个不同抗原

的两个不同抗原表位结合[22]。不同抗体轻重链之间

在单一宿主细胞内存在配对问题。利用这种特性进行

BsAb 研发, 在噬菌体展示特异性抗人表皮因子受体
蛋白 (HER2) 及血管内皮生长因子 (VEGF) 抗体研
究中, 展示所获抗体不仅保持与原HER2抗原保持高
亲和性, 同时识别第二抗原 VEGF[23, 24]。 

随着噬菌体展示技术广泛应用, 多个单克隆抗体
已经应用于临床疾病治疗。这些抗体包括抗肿瘤坏死

因子 TNF抗体 adalimumab (Humira)、抗 TNFSF13B 
抗体 belimumab (Benlysta)、抗上皮生长因子受体
EGFR抗体 necitumumab  (Portrazza)、抗血管内皮生
长因子 VEGF 抗体 ranibizumab  (Lucentis)等[2]。单

克隆抗体噬菌体展示技术专利过期或接近过期 (欧
洲专利 EP0440147、EP0774511、EP0589877; 美国专
利 US5969108、US6172197、US6806079) 也将促进
更多采用噬菌体展示技术研发的单克隆抗体进入临

床。噬菌体展示技术相较于酵母细胞展示或哺乳细胞

展示, 不仅有库容大 (>1×1010)、效力强、表达系统
稳定、扩展性强、筛选周期短及费用低等特点, 同时
可直接使用抗原表达细胞进行筛选的优势。结合动物

免疫库的制备, 噬菌体展示技术可以根据不同的目
的灵活进行针对特定抗原的抗体筛选及优化, 或针
对不同抗原的单克隆抗体筛选[2]。 
 

 
Figure 1  The sequential selection process of tumor-homing 
antibodies.  During the ex vivo selection, the phage repertoire      
is pre-enriched by mixing with freshly excised tumors.  The 
resulting enriched phage pools were injected into tumor-xenograft 
mice during the in vivo selection.  The diversity of phage pools 
decreased, but the specificity for tumor enhanced from ex vivo 
selection to the in vivo selection 
 

单克隆抗体研发过程中常需要抗体亲和力成熟

解决抗体亲和力偏低等类似问题, 噬菌体展示技术
常用于体外抗体亲和力成熟。体内抗体亲和力成熟是

在体液免疫作用下抗体亲和力逐渐增强的现象, 包
括抗体基因重排、体细胞突变及体液免疫 3个步骤。
抗体基因重排是抗体亲和力成熟的分子基础。B细胞
分化过程中其可变区基因在外周发生高频超突变 , 
克隆选择保存下亲和力高的克隆, 其中一部分转变
为记忆细胞。抗体再次刺激记忆细胞时, 重新启动高
频突变, 导致高频突变的体细胞数目增多, 同时抗体
亲和力增高。 

应用噬菌体抗体库展示时, VH 与 VL 基因随机
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重排模拟抗体体内亲和力成熟的过程, 在此过程中
体细胞超突变是限制基础库选择的主要原因。体外    
亲和力成熟存在多种不同方法, 其中较为常用的方
法是增加抗体多样性及增加选择压力[1]。抗体亲和力

增加的方法主要包括非靶向性多样性和靶向性多样

性。非靶向多样性增加是通过如 mutD5 等突变大肠
杆菌菌株或错配 PCR 来实现[1, 25, 26]。实施过程中在     
抗体骨架的保守区中引入缺失突变, 改变抗体效度, 
展示构建更大抗体库进而鉴别高亲和力抗体。PCR
错配技术与噬菌体展示技术的结合能够改善潜在抗

体亲和性降低及特异性丧失的问题。到目前为止, 利
用 PCR 错配技术和突变大肠杆菌菌株已改良了大量
的单克隆抗体。Hawkins等[27]研究发现, 利用大肠杆
菌突变 mutD5 能够改善特异性抗体 phOx 的亲和力, 
同时使用错配 PCR 和噬菌体展示技术能够提高抗原
特异性抗体的亲和力约 4.5倍。非靶向性多样性的另
一种常用技术是链改组技术。这种技术将抗体其中    
一条轻链或重链固定不变用以保持抗体的特异性。同

时, 通过将另一条链突变后重新与固定链配对, 反复
多次进行链改组和亲和力筛选能够获得更高亲和力

的抗体[28]。研究发现, 对于>1 kb DNA基因序列可选
用 DNA重组结合噬菌体展示技术的方法。定向 CDR
重组技术是典型靶向多样性增加亲和力的方法。这    
种技术主要通过在抗体 CDR区中引入多种突变或经
过设计的 DNA 序列, 再结合抗体库技术筛选以提高
抗体亲和力。然而, 这种方法不能精确解析各 CDR
区突变作用。在分选高亲和力的 FVs、Fabs及重组抗
体时, 首选热点突变来提高亲和力。在此基础上, 结
合噬菌体库展示技术可诱导抗体亲和力成熟; 利用
硅片模型结合噬菌体展示技术, 可避免噬菌体技术
库容低的缺点。最近研究发现, 通过 CDR 诱变技术
能够提高抗体对 HIV 的诊断标志物 P24 抗原亲和力
约 5.7 倍[29]。Watanable 等[30]构建非免疫可变区噬菌

体展示库, 在目标抗原存在的前提下考察片段复合
物稳定性进行筛选。构建抗体 VH 片段噬菌体展示    
库, 与可溶性 VL片段蛋白及生物素标记的抗原混合
后, 稳定三复合物通过 streptavidin 标记磁珠进行富集
及筛选。筛选过程中, 分离与 VH突变体具有协同作
用的 VL 突变体, 能够促使抗体亲和性成熟。Sanada
等[31]采用这种方法成功增加抗 EGFR 抗体 528 的亲
和力。在此基础上, 改进实验方法将可溶性 FV 片段
添置在可被噬菌体库展示的 VL片段上。获得新的抗
EGFR抗体亲和力与亲本抗体 528相当。这种靶向多
样性方法能够实现对抗体VL片段的改造及抗体亲和

成熟。单克隆抗体在成像和疾病治疗领域逐渐展示出

重要作用, 这也促进研究人员通过采用类似噬菌体
展示技术等手段研发新型单克隆抗体的重要原因。 
3  噬菌体展示技术在多肽类药物研究中的应用 

多肽是在激素、神经递质、细胞因子、抗原和生

长因子中参与多种生物过程的生物活性因子[32]。因

此, 在肿瘤学、内分泌学、泌尿学和产科等多个医学
领域, 多肽被广泛地应用于治疗和诊断试剂[33]。目前, 
市场上已有超过 60 种多肽药物被批准, 约 140 个新
型治疗肽处于临床研究[34]。目前, 已有多个噬菌体展
示技术来源多肽获准上市[35]。美国安进公司获准上

市的 romiplostim 作为血小板生成素受体配基用于治
疗特发性血小板减少性紫癜。日本武田公司获准上市

的 peginesatide 作为促红细胞生成素类似物治疗慢性
肾病。然而, 多肽存在体内酶促反应快、半衰期短等
缺陷。目前主要通过 PEG 修饰、糖基化和蛋白质结
合来改善肽类药物的药代动力学和药效学特性[1, 2]。 

多肽噬菌体库展示大量不同蛋白肽模拟真实表

位, 这种技术在开发新型治疗多肽领域发挥着重要
作用。完全退化的寡核苷酸与噬菌体结构基因融合    
而成肽噬菌体库。迄今, 采用噬菌体展示技术已经成
功研发出多种多肽类药物。例如, 通过噬菌体展示肽
库发现的 nplate1 (romiplostim, AMG531) 是一种肽体 
(peptibody, 肽-Fc 融合蛋白) 能够用于治疗免疫血小
板减少症。Nplate1 是通过 4 份被识别的肽连接到      
Fc 片段形成融合蛋白延长体内半衰期[36]。AMG-386 
(trebananib) 也是通过类似的方式制备的肽体。
AMG-386 能抑制内皮细胞增殖及肿瘤生长, 目前作
为抗癌候选药物进行 III 期临床试验[37]。此外, 噬菌
体展示肽库分离获得的促红细胞生成素受体激动剂

CNTO 530能够用于治疗慢性肾病所致贫血。肽段连
接人 lgG4-Fc片段形成肽体能够获得更长的体内半衰
期[38]。具有酪氨酸激酶活性的 HER2在肿瘤发生发展
过程中发挥关键作用。Barati等[39]通过噬菌体展示库

获得 HER2 来源多肽 AE37 (li-key/HER-2/neu 776e 
T60), 同时将 AE37与 λ噬菌体 (λF7) 外壳蛋白 gpD
构建新型纳米颗粒融合肽。融合肽能够产生有效预防

和治疗 HER2阳性乳腺肿瘤的发展进程。 
最近噬菌体展示技术研究发现, 一些多肽类药

物具有多种药理生物学活性[34]。如具有抗菌活性的

多功能肽具有可同时促进创面愈合及激活免疫反应

的作用[34]。胰高血糖素类肽-1 (GLP-1) 受体激动剂    
相关多肽药物如 albiglutide, 目前作为除运动及饮食
控制之外帮助 2 型糖尿病患者控制血糖的重要辅助
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手段[34]。牛流行热病毒引发的牛列热 (BEF) 能够短
时间造成奶牛业的严重经济损失[40−42]。最近研究发

现 , 通过病毒特异 G1 肽蛋白的噬菌体展示肽库
T-mer 筛选发现抗病毒肽配体 T18 (HSIRYDF) 及
T25 (YSLRSDY)[43]。纯化 BEF病毒 G1 蛋白后并与
M13 来源 ph-7 噬菌体随机显示库共孵育, 针对病毒
特异 G1肽段进行 4轮富集后进行测序。研究者通过
ELISA 法鉴定阳性克隆形成的多肽, 分析肽配基与
BEF病毒特异肽 G1的亲和性, 明确病毒感染条件下
肽配基仍然保持与 G1 的结合活力。结果发现, 单独
使用 T18、T25或联合使用能有效抑制细胞病变斑块
的形成, 能够剂量依赖性抑制病毒 RNA 复制。这些
研究为病毒诊断及新型抗病毒药物提供有力的研究

工具。 
4  噬菌体展示技术在对抗病原微生物疫苗研发的应
用 

细菌、真菌、病毒和寄生虫所致传染病仍然是医

疗健康保障的潜在威胁。尽管目前已经研制出了多种

针对病原微生物的疫苗, 但在全世界范围内传染性疾
病仍是导致死亡的主要原因之一。噬菌体展示技术广

泛应用于宿主−病原体的相互作用检测、传染疾病标
志物诊断、抗病原微生物疫苗及抗体制备等。病原体

细胞表面抗原是疫苗研制过程中最合适的靶点, 这
些抗原往往直接影响病原菌分裂、复制及毒性[44, 45]。 

噬菌体展示技术在感染性疾病领域的应用方法主

要包括两种模式: 病原靶向噬菌体展示采用细胞复制
酶或宿主病原体病毒因子等特定分子靶点进行筛选; 
细胞筛选法则选择整个细菌细胞作为筛选靶点[1]。活

病原体的细胞筛选能够靶向天然状态的细胞表面蛋

白。这种筛选方法同样适用固相条件下靶抗原不稳定

的情况。最近的研究发现, 通过噬菌体展示技术成功
开发出多种针对病原微生物的诊断及治疗试剂。这些

病原微生物包括幽门螺杆菌[46]、金葡菌[47]、铜绿假

单胞菌[48]、利斯马尼亚[49]和空肠弯曲杆菌[50]等。 
幽门螺杆菌是导致胃炎和消化性溃疡的主要病

因。在细菌表面蛋白中, 脲酶作为胃黏膜黏附扩增因
子广泛存在所有幽门螺杆菌菌株。这种具有高度免    
疫原性的抗原是抗体和疫苗开发的理想靶点。研究    
者构建两个靶向脲酶抑制幽门螺杆菌活性的 scFvs, 
然后从两个肽库 (24肽库和 6肽库) 筛选能够靶向所
构建的 scFvs多肽, 这些多肽可以成为潜在的疫苗候
选物。筛选结果发现 2 个肽段能够模拟脲酶抗原表    
位 (TFLPQPRCSALLRYLSEDGVIVPS和YDFYWW), 
成为针对幽门螺杆菌的潜在疫苗候选物[51, 52]。 

噬菌体展示技术也应用到金葡菌感染的诊断和

治疗。金葡菌感染是囊性纤维化儿童呼吸道常见感    
染[53]。这种病原菌往往为其他病原体如铜绿假单胞

菌提供黏附条件。临床治疗发现, 耐甲氧西林金葡菌
(MRSA) 的出现增加患者感染发病率和死亡率[54, 55]。

最近的研究发现多种控制这种病原体的肽疫苗。

RNAIII 促进金葡菌毒素合成, 而 RNAIII 的生成受
RAP (RNAIII activating protein) 控制。研究者从肽噬
菌体库 (PhD-12) 筛选获得能够模拟 RAP的肽段, 成
为免疫治疗的潜在候选先导物。肽段免疫小鼠后, 金
葡菌再次感染时小鼠可产生针对性的免疫应答[56]。相

同肽库筛选, 研究者发现金葡菌细胞壁肽聚糖 (PGN) 
的模拟肽。该模拟肽能有效引起二次免疫应答或记忆

性抗体反应对抗胸腺依赖性的抗原[57]。此外, 多肽噬
菌体库 (PhD-12) 来源的合成肽 (VPHNPGLISLQG) 
目前也成为诊断金葡菌感染的工具[58]。 

噬菌体展示也成功应用到铜绿假单胞菌疫苗鉴

定。铜绿假单胞菌是院内感染的主要原因, 在囊性纤
维化、烧伤、器官移植及角膜感染患者中有非常高的

致死率[59, 60]。绿脓杆菌耐药菌株传播是目前面临的    
主要问题。Beckmann等[61]采用囊性纤维化感染铜绿

假单胞菌患者血清, 通过九肽噬菌体文库 J404 筛选
获得多个针对绿脓杆菌具有免疫原性的疫苗候选物。

Yuan 等[62]通过多肽噬菌体展示库筛选获得合成多肽

Pc-EP能够模拟铜绿假单胞菌的假性膜蛋白 HmpA。
这段合成肽能够产生 IL-1β、IL-6、IL-17和 IFN-γ等
一系列炎性细胞因子对抗铜绿假单胞菌, 预防铜绿
假单胞菌所致角膜炎。 

弯曲杆菌 (C. jejuni) 是鸡传人并引起胃肠道感
染的常见原因。控制家禽饲养场的空肠弯曲菌数量能

够有效降低人类感染几率。构建对抗弯曲杆菌表面分

子的噬菌体展示文库 (f88-4/15mer), 筛选获得多个
具有抑制空肠弯曲菌功能的多肽先导物[50]。这些研

究工作促进多肽噬菌体展示成功应用人畜共患病的

防治。 
5  其他 

噬菌体展示技术还可以用于抗体酶 (abzymes和
catmabs) 研发[1]。抗体酶作为一种催化抗体能够抑    
制酶转化态或酶活中心。研究发现, 具有选择性蛋    
白激酶活性的抗体酶能够结合特定蛋白表位, 进而
抑制蛋白质相互作用。第一个抗体酶源自哮喘患者    
血清分离获得的具有蛋白酶活性抗血管活性肠肽 
(vasoactive intestinal peptide, VIP) 抗体酶, 具有迅速
水解 VIP蛋白的功能。抗体酶与化疗药物结合的抗体
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导向酶前药疗法 (antibody-directed abzyme prodrug 
therapy, ADAPT) 借助噬菌体展示技术, 可以确保抗
体一方面结合肿瘤抗原, 另外一方面能够催化释放
前药, 进而获得杀伤肿瘤细胞的目的。 
6  结语和展望 

噬菌体展示技术作为一种重要的筛选技术在生

物医药领域逐渐发挥重要的作用。目前, 通过噬菌体
展示技术获得的单克隆抗体及多肽药物正在进行临

床前和临床试验。抗体噬菌体展示库获得的初始抗   
体通常亲和力较低, 通过重组突变增加多样性并经
亲和力筛选可获得高亲和力的单克隆抗体。这种策   
略也是目前获得全人源抗体的常用方法。多肽噬菌   
体展示库除能够获得疾病模拟肽、酶抑制剂、受体激

动剂和拮抗剂外, 逐渐应用于半导体氧化物、稀有金
属鉴定和检测等领域。噬菌体展示库的来源、库容、

多样性及筛选步骤繁琐度仍是其广泛应用需要关注

的问题。噬菌体展示技术在抗体库构建及筛选、抗体

亲和力成熟、疫苗及多肽药物研发等领域发挥越来   
越重要的作用。 
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