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噬菌体展示技术及其在抗病毒药物发现中的应用

许世琦, 贺子涵, 陶炳灼, 秦 鑫*

(湖北文理学院基础医学院, 湖北 襄阳 441053)

摘要: 新冠肺炎的大暴发再次引起了人们对于病毒感染性疾病的关注, 研发抗病毒药物对于已知的和可能新出

现的病毒都具有重要意义。近年来, 多肽和蛋白质类药物正成为抗病毒药物研发领域的热点, 噬菌体展示技术作为

筛选发现多肽和蛋白类药物的有力工具也日益被学术界和工业界所关注。本文介绍了噬菌体展示技术的基本原

理, 对常用于抗病毒药物发现的噬菌体展示文库进行了总结, 对目前噬菌体文库来源的抗病毒药物的不足及其相关

改进策略进行了讨论, 并对噬菌体展示技术在抗病毒药物开发中的应用前景进行了展望。
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Phage display technology and its application in antivirals discovery
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Abstract: The COVID-19 outbreak has drawn attention to viral infectious diseases once again, and the

development of antiviral drugs for both known and potentially emerging viruses is of great significance. In recent

years, peptides and protein drugs are becoming a hot spot in the field of antiviral drug research and development.

Phage display technology, as a powerful tool for screening peptides and protein drugs, has been increasingly

concerned in the academic and industrial fields. The present review introduced the basic principle of phage display

technology, summarized phage display libraries often used in antiviral drug discovery and their applications,

discussed the challenges and future direction of antiviral drug research and development based on phage display

technology.
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从给美洲古代三大文明之一——阿兹特克文明造

成灾难性影响的天花到迄今为止严重威胁人类健康仍

然缺乏根治手段的艾滋病和乙型肝炎等疾病, 再到近

年来埃博拉病毒 (Ebola virus, EBOV)、严重急性呼吸

综合征冠状病毒 (severe acute respiratory syndrome

coronavirus, SARS-CoV)、中东呼吸综合征冠状病毒

(Middle east respiratory syndrome coronavirus, MERS-

CoV) 及新型冠状肺炎病毒 (severe acute respiratory

syndrome-coronavirus 2, SARS-CoV-2) 等引发的大规

模疫情, 历史上病毒感染性疾病对人生命与健康的威

胁从未停止[1]。虽然随着人类对传染性疾病认识的深

入、良好卫生习惯的建立、疫苗和各种抗病毒药物的发

展, 使得人类对病毒感染性疾病的控制力大大增强, 但

是由于新病毒不断出现, 已知病毒容易发生突变, 疫苗

接种覆盖率不足及抗病毒药物药效性不能满足临床需

要等问题的存在, 研发新型、高效抗病毒药物一直是学

术界和工业界持续关注的热点和重大课题。

抗病毒药物包括无机化合物、有机小分子、多肽和

抗体类药物等, 相较于无机化合物和有机小分子, 多肽
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和抗体类药物因为具有更高的特异性而备受关注, 正

逐渐在药物市场占据主导地位, 尤其是 2020年 11月,

美国、俄罗斯和印度分别批准 4种抗体类药物用于治

疗新冠肺炎[2]。噬菌体展示技术是发现多肽和抗体类

药物的有力工具, 一些噬菌体展示文库来源的分子已

经进入药物市场或正在开展临床研究, 而且随着噬菌

体展示技术知识产权到期, 利用该技术研发抗病毒药

物会更加便捷, 可以预见在不久的将来会有越来越多

噬菌体展示技术来源的药物造福于病毒感染性患者。

本文对噬菌体展示技术的原理和筛选过程进行了介

绍, 对抗病毒药物研发领域常用的噬菌体展示文库及

其在抗病毒药物发现中的作用进行了综述, 并对增强

该技术来源的抗病毒药物活性的策略进行了总结, 在

此基础上, 探讨了基于噬菌体展示技术的抗病毒药物

研发领域面临的挑战和未来发展的方向。

1 噬菌体展示技术的基本原理

1.1 噬菌体展示文库的构建

噬菌体展示技术起源于George P. Smith 1985年将

外源多肽展示于单链噬菌体表面的研究[3], 其原理是

将编码外源多肽或蛋白的DNA序列插入编码噬菌体

衣壳蛋白的基因中, 从而将外源多肽或蛋白展示于噬

菌体表面[4]。随着科技的发展, 包括多肽、抗体、抗体

片段和 cDNA 在内的多种分子均可展示于噬菌体表

面, 由于该技术通过在DNA水平上方便快捷的构建和

测序, 实现了在蛋白水平上多样化的展示和高通量筛

选, 因而成为基础研究领域和药物研发领域中的有力

工具。2018年 George P. Smith和 Gregory P. Winter教

授因在“多肽及抗体的噬菌体展示”技术方面的开创性

工作获得诺贝尔化学奖。

可用于噬菌体表面展示的噬菌体载体很多, 如丝

状噬菌体、T4噬菌体和 λ噬菌体等。与丝状噬菌体相

比 , T4 噬菌体和 λ噬菌体作为展示载体有一些优点 :

① 两者均为烈性噬菌体, 通过裂解宿主菌得以释放,

这样一些难以穿过细菌细胞膜的蛋白就可以展示于噬

菌体表面, 而丝状噬菌体展示的蛋白必须是一些能够

穿越细菌细胞膜的蛋白, 因为对于丝状噬菌体而言, 其

衣壳蛋白的组装是在细菌的周质腔中完成的, 被展示

在衣壳蛋白上的外源蛋白必须穿越细菌的细胞膜到达

周质腔; ② T4噬菌体和 λ噬菌体可以用于展示高拷贝

的外源蛋白, 而且对外源蛋白大小的限制较小; ③ T4

噬菌体和 λ噬菌体可以比较方便地将外源蛋白展示于

C端。虽然如此, 丝状噬菌体展示系统依然是构建噬

菌体展示文库的首选载体。这是因为: 首先, 由于 T4

噬菌体和 λ噬菌体展示的蛋白是在细菌的细胞内完成

的, 细胞内还原性的环境导致被展示的外源蛋白无法

形成二硫键, 这样就提高了蛋白错误折叠的可能。而

丝状噬菌体展示外源蛋白的组装是在周质腔中完成

的, 周质腔中氧化性的环境为二硫键的形成提供了条

件, 从而保证了外源蛋白折叠的准确性; 其次, T4噬菌

体和 λ噬菌体的基因组大而复杂, 操作麻烦, 而丝状噬

菌体的基因组较小, 操作方便; 此外, T4噬菌体和 λ噬

菌体展示系统必须进行DNA亚克隆才能在蛋白水平

上进行分析。正是由于这些原因, 丝状噬菌体展示系

统仍然是目前最常用、发展最快的展示系统。如已广

泛应用于基础研究和临床研究领域、由NEB和MoBitec

GmbH公司开发的商品化的 7肽库、12肽库、环 7肽库

等均属于丝状噬菌体展示系统[5]。

1.2 噬菌体展示文库的筛选

从噬菌体展示文库中筛选获得阳性噬菌体的过程

被称为生物淘洗 (biopanning), 生物淘洗可以分为体外

生物淘洗和体内生物淘洗。当靶蛋白或靶细胞易于获

得时, 人们常采用体外生物淘洗法。该方法的基本流

程为将靶蛋白或靶细胞固定在固相载体上, 然后加入

噬菌体展示文库。与靶蛋白或靶细胞特异性结合的阳

性噬菌体被捕获于固相载体上, 而不能结合的噬菌体

则被洗去。用洗脱液将阳性噬菌体洗脱并感染大肠杆

菌进行扩增, 扩增纯化后的噬菌体可投入下一轮循环

(图1)。通常3～4轮生物淘洗之后, 即可获得特异性识

别靶标蛋白或靶标细胞的阳性噬菌体。通过对阳性噬

菌体DNA的测序, 即可分析出噬菌体展示的多肽或者

抗体的种类。当靶蛋白难于获得或者不明确时, 通常

采用体内淘洗, 该方法是直接将噬菌体展示文库以尾

静脉注射入模型动物体内, 通过心脏灌注洗去未结合

的噬菌体, 然后分离目标器官或组织, 匀浆后感染大肠

杆菌进行扩增并进入下一轮生物淘洗 (图 1)。相较于

体外淘洗, 体内淘洗最大的优点是靶蛋白可保持其天

然构象, 这样获得的能够特异性识别靶器官或组织的

分子具有更高的准确性[5]。

2 噬菌体展示技术在抗病毒药物发现中的应用

根据展示对象的不同, 噬菌体展示文库可以分为

噬菌体展示随机多肽文库、噬菌体展示抗体文库和噬

菌体展示支架蛋白文库等, 这些文库在抗病毒药物研

发领域均显示出良好的应用前景。

2.1 噬菌体展示随机多肽文库

作为有机化合物, 多肽和许多有机小分子一样具

有组织和器官渗透性高的优点, 同时其又比一般有机

小分子的特异性高。相较于抗体类的大分子, 多肽还

具有成本低、免疫原性低、生物活性高、稳定性高等优

点, 因此噬菌体展示随机多肽库是抗病毒药物研究领

域中最常用的文库之一。多个研究团队已分别用噬菌
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体展示 7肽库和 12肽库对多种病毒进行了生物淘洗,

包括禽传染性支气管炎病毒 (IBV)、登革热病毒血清

型 2 (DENV-2)、罗氏沼虾结节病毒 (MrNv)、日本脑炎

病毒 (JEV)、猪繁殖与呼吸系统疾病综合征病毒

(PRRSV)、猪流行性腹泻病毒 (PEDV)、传染性胃肠炎

病毒 (TGE)、传染性鲑鱼贫血病毒 (ISAV)、牛短命热病

毒 (BEFV)、B型流感病毒和水貂肠炎病毒 (MEV)[6-17]。

Cao 等[18]以抗 PEDV 刺突蛋白 S 的抗体 MAb-5E12 为

靶蛋白, 从噬菌体展示12肽库中获得3个特异性与MAb-

5E12结合的肽 (LMQINPTYYQLM、WSFNPSTYTIAG

和HDFVADMYQLAQ)。3个肽与天然S1蛋白的比对

显示 , 其与 S1 蛋白中一个假定的线性抗原表位

(201MQYVYTPTYYML212) 具有高度的相似性。其中

两个肽序列 (LMQINPTYYQLM和WSFNPSTYTIAG)

具有共同的基序“PxxY”, 这两个多肽可以和细胞表面

的受体结合, 阻断病毒与细胞的吸附。虽然MAb-5E12

对PEDV没有中和活性, 但是两个MAb-5E12识别的肽

(LMQINPTYYQLM和WSFNPSTYTIAG) 在体外可通

过抑制PEDV对细胞表面受体的吸附显著降低病毒的

产生。肽比抗体小, 具有与细胞表面受体更好的结合

能力从而具有更好的病毒抑制活性。Lü等[19]则以基

因型 1a的HCV衣壳蛋白E2为靶分子对 7肽库进行了

淘洗。阻断实验表明, 淘洗获得的 7肽 (WPWHNHR)

可以阻断基因型 1b和 2a对 Huh7.5细胞的入侵, 提示

该肽在抗HCV方面具有潜在的应用前景, 而且其不受

HCV基因型的限制。大量研究表明, 来自噬菌体展示

多肽文库的多肽在与病毒高亲和力结合和阻断病毒活

性方面表现优异 , 有可能发展成为潜在的抗病毒药

物 (表1)[6,20-25]。

2.2 噬菌体展示抗体库

目前, 常用的噬菌体展示抗体文库主要为噬菌体

展示抗体片段文库, 包括噬菌体展示Fab抗体文库、噬

菌体展示 ScFv文库和噬菌体展示 nanobodies文库等。

根据获得抗体或者抗体片段的基因来源, 又可将其分

Figure 1 The biopanning process in vivo and in vitro. Phages specifically bound to targeted molecules, cells or organs can be obtained by

in vitro and in vivo biopanning. The unbound phages are washed away and the bound phages are eluted and amplified in bacterial. The purified

bound phages are put into the next round of biopanning. After 3-4 rounds of biopanning, the polypeptides or antibodies presented by the

bound phages can be deduced from DNA sequencing and analysis

Table 1 Application of phage display peptide libraries in antiviral drug research. JEV: Japanese encephalitis virus; HCV: Hepatitis C virus;

H9N2 and H1N1: Avian influenza virus subtypes; WNV: West Nile virus; HIV-1: Human immunodeficiency virus 1; HBV: Hepatitis B

virus; NA: Not available

Peptide sequence

SENRKVPFYSHS

ACFPWGNQWCGGK

CNDFRSKTC

CDVIALLACHLNT

ITFEDLLDYYGP

KHMHWHPPALNT

RAVWRHSVATPSHSV

Virus

JEV

HCV

H9N2

WNV

HIV-1

HBV

H1N1

Targeted antigen

Domain III of envelope protein

RNA-dependent RNA polymerase, NS5B

Intact virus

Envelope protein, E

Capsid domain of Gag polyprotein

PreS1 protein

Neu5Ac

Binding affinity

6.06×10-6 mol·L-1 (Kd)

34 μmol·L-1 (Kd)

NA

6 μmol·L-1 (Kd)

15.0 ± 7.2 μmol·L-1 (Kd)

7.21×104 ± 4.15×104 (L·mol-1) (Ka)

0.41 μmol·L-1 (Kd)

Inhibitory activity

(IC50/μmol·L-1)

-1

8.82

48

2.60 ± 0.01

NA

NA

6.5

Ref.

[6]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]
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为天然文库、免疫文库、半合成和全合成文库等。天然

文库构建自健康供体B细胞的 IgM mRNA, 由于该文

库中的抗体不偏向于任何特定的抗原, 可以针对多种

疾病, 常常是进行药物筛选的首选文库; 免疫文库构建

自免疫供体B细胞的 IgG mRNA, 其克服了天然文库

中抗体亲和力不够成熟的缺点, 主要用于筛选获得针

对特定免疫原的抗体; 半合成抗体库构建自天然抗体

序列和合成抗体序列的组合, 其多样性更高, 常用于筛

选针对自身抗原的抗体[26,27]。利用噬菌体展示抗体文

库已经发现了多种病毒的抑制性候选药物 (表2)[28-37]。

2.2.1 噬菌体展示 Fab 抗体文库 抗原结合片段

(antigen-binding fragment, Fab) 是抗体结构中可以与

抗原结合的区域, 其含有1个可变区 (V区) 和1个恒定

区 (C1), V区含有 3个互补决定结构域 (CDR) (图 2)。

Schofield等[28]从 1只感染了 5种肝炎病毒 (A 到 E) 的

黑猩猩的骨髓构建了噬菌体展示Fab文库。通过对巴

基斯坦菌株 SAR-55 (SAR-55 ORF2) 重组戊型肝炎病

毒 (HEV) ORF2蛋白的筛选, 得到了与 SAR-55 ORF2

特异性结合的HEV#4和HEV#31单链抗体, Kd值分别

为 1.7和 4.5 nmol·L-1。分别将HEV#4和HEV#31单链

抗体及无关对照单链抗体和HEV SAR-55株孵育后感

染恒河猴 (Macaca mulatta) 以测定HEV#4和HEV#31

的中和活性。研究表明, HEV预先和HEV#4或HEV#

31 孵育后不能使恒河猴产生感染 , 而对照组中则有

4只恒河猴发生了HEV感染。

2.2.2 噬菌体展示ScFv文库 单链抗体可变区 (single-

chain variable fragment, ScFv, 以下都称为单链抗体), 是

由抗体重链可变区 (heavy chain variable domain, VH)

和轻链可变区 (light chain variable domain, VL) 通过一

个 10～25个氨基酸组成的柔性短肽 (linker) 连接而成,

是最小的重组抗体形式 (约27 kDa) (图2)[38]。各种合成

和天然的噬菌体展示 ScFv文库已被构建并用于抗病

毒药物的开发[39-42]。Van Audenhove 等[43]以 EBOV 的

VP35蛋白为靶分子, 对噬菌体展示 ScFv文库进行了

生物淘洗, VP35是一个双链RNA结合蛋白, 也是病毒

RNA聚合酶复合体的共因子, 其通过阻断干扰素 (inter‐

feron, IFN) 介导的抗病毒活性抑制宿主的免疫反应。将

表达抗VP35 ScFv的质粒转染入表达 IFN-β和 EBOV

VP35蛋白的A549细胞以评价生物淘洗获得的 ScFv

活性。被检测的 5 种 ScFv中的两种 F9和 E1能够通

过与VP35蛋白结合, 解除VP35对 IFN抗病毒活性的

抑制。Zhao等[44]利用狂犬病毒疫苗免疫供者外周血

Table 2 Application of phage display antibody libraries in antiviral drug research. HEV: Hepatitis E virus; SARS-CoV-2: Severe acute

respiratory syndrome coronavirus-2; EBOV: Ebola virus; HCMV: Human cytomegalovirus; RBD: Receptor-binding domain; Fab: Antibody-

binding fragment; VH: Variable domain of heavy chain; VHH: Variable heavy chain of HCAb; HeV: Hendra virus

Antibody fragment

Fab
Fab
Fab
Fab
Fab
Fab
VH
VH
Fab
VHH

Virus

HEV
SARS-CoV-2
EBOV
HIV-1
HCMV
Marburg virus
SARS-CoV-2
SARS-CoV-2
HeV
SARS-CoV-2

Targeted antigen

Putative capsid protein, ORF2
RBD
Envelope glycoprotein (GP)
Envelope glycoprotein (gp140)
Glycoprotein B
VP35 protein
S1 subunit of spike protein
RBD
Envelope glycoprotein, G
RBD

Binding affinity

(Kd/ nmol·L-1)
1.7
1.5

NA
1.4
9.3

4.9 ± 1
3.70 ± 0.09

19
28
21.6

Inhibitory activity (IC50)

NA
NA
1 μmol·L-1

8 μg·mL-1

NA
NA
2.6 μg·mL-1

0.65 μg·mL-1

4.9 μg·mL-1

0.55 μg·mL-1

Ref.

[28]
[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]

Figure 2 Schematic representation of antibodies and antibody fragments. IgG1: Immunoglobulin G1; HCAb: Heavy chain-only antibody;

Fc: Crystallizable fragment; ScFv: Single-chain variable fragment; CH1-CH2-CH3: Constant domains of heavy chain; CL: Constant domain

of light chain; VL: Variable domain of light chain. Adapted from Ref. 2 with permission. Copyright © MDPI open access journals
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淋巴细胞构建了噬菌体展示 ScFv文库。以狂犬病毒

Gp蛋白线性中和表位为靶分子对文库进行筛选, 获得

了具有中和活性的两个 ScFv: T166和 F21。斑块还原

中和实验表明, T166和 F21能够抑制 3种不同狂犬病

毒株 (CVS-II、CQ92和SBD) 侵染Vero细胞。

2.2.3 噬菌体展示nanobodies文库 纳米抗体 (nano‐

bodies) 是指骆驼科动物 (如羊驼、骆驼等) 体内一种天

然缺失轻链的抗体——重链抗体 (heavy chain anti‐

body, HCAb) 的 Fab段。由于缺少轻链 , HCAb的 Fab

段其实为重链上唯一的可变结构域 , 即所谓的 VHH

(图 2)[45], 其分子质量和体积均远远小于普通抗体的

Fab段, 因此被称为纳米抗体。和传统抗体相比, 纳米

抗体具有分子质量小和高稳定的特点; 同时和同样具

有小尺寸优势的Fab和ScFvs相比, 纳米抗体具有结构

更稳定、溶解性更高和在微生物表达系统中产率更高

的优点, 因此广泛应用于抗体药研究领域中[46]。

Tarr等[47]以HCV E2糖蛋白免疫的羊驼血细胞为基

础, 构建了噬菌体展示VHH文库。以E2蛋白为靶分子,

对该文库进行淘洗获得了纳米体DO3。DO3特异性识

别E2蛋白上与细胞受体 (CD81) 结合的区域, 并与多种

中和HCV E2单克隆抗体的表位重叠。DO3可以中和大

部分原代HCV分离株, 其 IC50值为 1～10 μg·mL-1。此

外, 纳米体DO3能够抑制HCV的细胞间传播, 这一点

是一些中和抗体所不及的。DO3 的分子质量较小

(15 kDa) 以及其与E2蛋白独特的结合模式可能是其表

现优异的原因。

2.3 噬菌体展示支架蛋白文库

和缺少构象的线性多肽以及只能模拟单一 β转角

的环肽相比, 支架蛋白质因为具有确定的构象而具有

更高的亲和力和特异性。因此, 近年来各种噬菌体展

示支架蛋白文库引起了人们的关注。

锚蛋白重复序列是一种含有 33个氨基酸残基的

肽段, 在自然界 400种以上的蛋白质中都发现了这段

重复序列[48]。锚蛋白重复序列蛋白 (designed ankyrin

repeat proteins, DARPins) 是由紧密排列的重复结构域

组成的, 通常由 4个重复结构域组成。DARPins因为

具有稳定性高、溶解性好及易于在细菌中表达等优点

而被用于构建噬菌体展示支架蛋白文库[49]。Nangola

等[50]以HIV-1 Gag前体的基质域 (MA) 和衣壳域 (CA)

组成的融合蛋白为靶分子对噬菌体展示DARPins文库进

行筛选, 获得特异性针对HIV-1的锚蛋白AnkGAG1D4

(Kd: ～l µmol·L-1), 该蛋白包含 3个锚蛋白重复序列, 能

够特异性与 Gag 结合。在 SupTI 细胞表达外源性

AnkGAG1D4能够降低HIV-1对该细胞的侵染。进一

步的研究表明 , AnkGAG1D4 的抗病毒作用发生在

HIV-1生命周期的整合后阶段, 包括干扰 Gag蛋白的

组装和出芽。

3 提高噬菌体展示文库来源抗病毒药物活性的策略

3.1 多价表达

病毒与宿主细胞的结合是通过多个病毒表面外壳

蛋白与宿主细胞表面多个受体同时结合而实现的, 噬

菌体展示文库获得的常常是针对某一个分子的多肽

(单价多肽), 其可能无法有效阻断病毒与宿主间的相

互作用。为了克服这一问题, 在噬菌体展示文库进行

筛选的基础上, 人们提出了构建多价多肽以增强多肽

抗病毒活性的策略。构建多价多肽可以通过化学偶联

的方法也可以通过基因工程的方法。

Hall等[51]将噬菌体展示库来源的 2个靶向引起汉

坦病毒肺综合征的无名病毒 (Sin Nombre virus, SNV)

的环状肽CLVRNLAWC和CQATTARNC以化学偶联

的方式共同连接在二氧化硅纳米颗粒上。研究结果显

示 , 相对于单独的 CLVRNLAWC 和 CQATTARNC,

CLVRNLAWC 和 CQATTARNC 的偶联有效提高了对

SNV病毒的抑制活性。

Zhou 等 [52]从噬菌体呈现 12 肽库中获得了靶向

橙斑石斑鱼神经坏死病毒 (OGNNV) 的 12 肽 12C

(LHWDFQSWVPLL), 并将 12C 和麦芽糖结合蛋白

(MBP) 进行融合表达以增强 12C的溶解性。为了提高

12C 与 OGNNV的结合能力, 其将 12C进行串联表达,

即将 3份 12C与 MBP进行融合表达生成 MBP-T12C。

研究表明MBP-T12C与OGNNV的亲和性是单个 12C

的 9倍。而且体外实验表明 400 μg·mL-1 MBP-T12C蛋

白可有效抑制OGNNV感染SB成纤维细胞。

3.2 骨架修饰

多肽被内源性蛋白酶的快速降解导致了其生物利

用度低, 对多肽骨架进行修饰可以克服这一问题。

细胞中的氨基酸除了甘氨酸外主要为 L 型氨基

酸, 细胞中蛋白酶的主要成分也是L型氨基酸, 如果把

L型氨基酸换为D型氨基酸, 则就可以免遭蛋白酶的

降解。Liu 等[53]以 PRRSV 的 RNA 依赖 RNA 聚合酶

(NSP9) 蛋白为靶点对噬菌体展示 12肽库进行了生物

淘洗, 获得了阳性多肽 P9。其分别合成了 L型 P9和D

型 P9, 并研究二者在抑制 PRRSV 感染 MARC-145 细

胞中的作用, 实验结果显示D型P9具有比L型P9更高的

抗病毒活性, 其 IC50值分别为16.12和56.47 μmol·L-1。

3.3 完全抗体的转换

噬菌体展示文库来源的抗体片段因为存在稳定性

和溶解性低、半衰期短等缺点从而可能降低其体内外

的中和活性。为了克服这一问题, 人们提出了在从噬

菌体展示文库获得目的抗体片段的基础上, 将其转换
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为完全抗体的策略, 这样一方面利用了噬菌体展示文

库方便、快捷、高通量的优点, 另一方面又可以发挥全

长抗体稳定性好、半衰期长和中和活性强的优点。

Ohta 等 [32] 以 纯 化 的 人 巨 细 胞 病 毒 (human

cytomegalovirus, HCMV) 粒子和重组包膜糖蛋白B为

靶分子对噬菌体展示 Fab文库进行了生物淘洗, 获得

了3个阳性Fab (H05、H08和H14), 体外实验表明, 这3个

阳性Fab均没有中和活性, 但是当把 3个阳性Fab转换

为全长的 IgG1时, 在添加 5%豚鼠补体的情况下, 3个

完整人 IgG抗体均表现出了中和活性。

将噬菌体展示文库来源的 ScFvs和 Fab转化为完

整的 IgG抗体已被用于开发针对多种病毒的抗病毒药

物, 包括流感病毒、呼吸道合胞病毒 (respiratory syncytial

virus, RSV)、HIV-1、冠状病毒和委内瑞拉马脑炎病

毒 (Venezuelan equine encephalitis virus, VEEV)。如

MERS-CoV中和抗体是通过对由 40名健康志愿者外

周血单个核细胞构建的噬菌体展示 Fab 库筛选获得

的。将MERS-CoV刺突蛋白和结合亲和力最高的 3个

Fab (m336、m337和m338) 转化为 IgG1s后大大提高了

其亲和力, 并且 3种抗体均对MERS-CoV具有中和活

性, 其中m336在Vero细胞中表现出最强的抑制活性,

IC50为0.07 μg·mL-1。

3.4 跨膜能力的改进

从噬菌体展示文库获得的多肽和蛋白通常是亲

水性的, 如何顺利地通过细胞膜进入细胞以发挥抗病

毒活性是噬菌体展示文库来源的药物面临的一大挑

战。在这方面, 将噬菌体展示文库来源的药物与细胞

穿透肽 (cell-penetrating peptides, CPP) 等连接是常用

的策略。CPP 又称蛋白转导域 (protein transduction

domains, PTDs), 来源于果蝇触角同源结构域的第三

螺旋 (RQIKIWFQNRRMKWKK) 是一种介导抗病毒

药物穿过细胞膜的多肽[54]。Yang等[55]以HIV-1复制必

需的病毒粒子感染因子 (Vif蛋白) 为靶蛋白对噬菌体

展示肽库进行筛选, 在获得 2种阳性多肽的基础上, 将

多肽与 CPP 融合生成了 2 个融合多肽 (Ant-VMI7 和

Ant-VMI9)。体外实验结果显示, 50 μmol·L-1 Ant-VMI7

和 Ant-VMI9 融合肽能够抑制 H9 细胞中 HIV-1 的

复制。

除了RQIKIWFQNRRMKWKK之外, 来源于HIV-1

的Tat肽和多聚精氨酸都是广泛介导多肽或蛋白进入

细胞或细胞核的CPP。如Zhuang等[56]通过将Tat与噬

菌体展示 Fab库来源的针对HIV-1 Rev蛋白的融合构

建了 FabRev1-Tat, 研究显示 FabRev1-Tat 可以有效进

入 PBMC, 并对 3 种不同的 CCR5 分离株均有抑制作

用, IC50为0.09～0.44 μg·mL-1。

3.5 抗体亲和力成熟

如何提高抗体类抗病毒药物, 特别是小分子抗体

的亲和力一直是抗病毒药物研究领域需要解决的关键

问题, 这一问题对于噬菌体展示文库来源的抗体或抗

体片段而言同样备受关注。在噬菌体抗体展示技术

中, 重链可变区和轻链可变区基因的随机组合在一定

程度上模拟了抗体体内亲和力成熟的过程, 随着科学

技术的不断进步, 借助于各种突变技术和计算机模拟

等手段则可以进一步促进抗体亲和力的成熟。噬菌体

展示技术中常见的突变技术包括错配 PCR技术、定向

CDR重组技术、热点突变技术、链替换技术和利用大

肠杆菌高变株等。Huo等[57]通过 PCR诱导抗体CDR3

区域突变以促进抗体亲和力成熟, 获得了两个与SARS-

CoV-2亲和力更高的纳米体H11-H4和H11-D4, 这两种

纳米体的Fc融合物均显示出对SARS-CoV-2的中和活

性 (H11-H4为4～6 nmol·L-1, H11-D4为18 nmol·L-1)。

4 展望

噬菌体展示技术是药物发现领域中非常重要的研

究手段, 目前FDA已经批准了多个来源于此技术的多

肽类和抗体类药物用于治疗不同的疾病, 如遗传性血

管水肿、免疫性血小板减少性紫癜、类风湿性关节炎和

葡萄膜炎等[58-60]。这些药物在临床上的优异表现和市

场需求使噬菌体展示技术成为抗病毒药物发现领域备

受关注的技术之一。特别是在新冠肺炎暴发以来, 全

球多个研究小组已经分别以 SARS-CoV-2的刺突糖蛋

白S蛋白 (spike glycoprotein, S potein)、S蛋白S1亚基的

受体结合域 (receptor binding domain, RBD) 及S蛋白的

受体——血管紧张素转换酶 2 (angiotensin converting

enzyme 2, ACE2) 为靶点对噬菌体展示文库进行了筛

选, 并且已经获得了多个靶向 SARS-CoV-2的重组中

和抗体[37,61-67]。噬菌体展示文库最大的特点之一在于

其库容的多样性、筛选的高通量和成本的低价性, 其库

容通常大于 1.0×109, 远远高于目前常用于筛选 SARS-

CoV-2 抑制剂的化合物库如 MDL 公司的化合物库

(MDL-CMC化合物库, 多样性约为 8.0×103)、NIH 分子

库 (多样性约 2.9×105) 和ChemBridge Corporation化合

库 (多样性约为 5.2×104), 可以预见随着人们对 SARS-

CoV-2结构和生命周期解析的进一步深入, 噬菌体展

示技术在新冠病毒药物筛选的各个方面, 如基于病毒

蛋白/酶的高通量筛选、基于细胞水平的表型筛选、基

于靶标相似性的精准药物设计、基于靶标的全新药物

设计等方面都将发挥巨大作用[68]。

除了筛选获得特异性抗病毒药物之外, 噬菌体展

示技术在筛选广谱抗病毒药物方面同样具有广阔的应

用前景。广谱抗病毒药物可作用于多种病毒或同一病
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毒的多种基因型, 具有一箭多雕的作用, 尤其对于应对

忽然大规模暴发的疫情具有重要的“备选药物库”作

用, 因而越来越受到抗病毒研究者的关注。以病毒复

制过程中通用的一些病毒蛋白 (如病毒聚合酶、病毒

包膜等) 和宿主蛋白 (如溶酶体、人腺苷三磷酸酶、宿

主激酶和Toll样受体等) 为靶点对噬菌体展示文库进

行筛选, 利用噬菌体展示文库组合多样性和筛选高通

量性的优势, 必将有助于加快广谱抗病毒药物的开发

进程[69]。

利用噬菌体展示技术获得的抗病毒药物主要以多

肽和抗体片段为主, 但是目前多肽和抗体片段在进入

临床应用中仍然面临很多挑战。如相对于完整的抗体

分子, 多肽和抗体片段具有对酶的抵抗力较差、口服生

物利用度低、血液半衰期短等缺点[70,71]。但是正如前

文所述, 研究者们正采用多种方法对噬菌体展示技术

来源的多肽和抗体片段进行优化。对多肽进行化学修

饰提高其对酶的抵抗性, 将筛选获得的抗体片段还原

为全长的抗体分子来提高其血清半衰期等。多肽类药

物被误认为具有成本高、药代动力学差和缺少口服生

物利用度的劣势, 这可能是影响多肽类药物市场前景

的重要原因。虽然多肽的大规模生产的确成本较高,

但是Otvos和Wade[72]强调研发具有活性药物成分的成

本只占据药物开发总成本很小一部分比例 (< 3%), 后

期高的临床成功率完全可以对这部分成本给予补偿。

此外, 多肽在进行了化学或者物理的修饰之后完全可

以用于不同的给药方式, 包括鼻饲或口服, 药物研发者

对这一点应该提高认识。另一方面, 虽然相对于抗体

的全长分子, 抗体片段具有很多优点, 如可以适用于新

的给药途径、可以靶向传统抗体无法靶向的表位、生产

成本低等, 但是目前药物市场上的抗体片段类药物很

少[73]。2019年, FDA批准 caplacizumab用于治疗获得

性血栓性血小板减少性紫癜, 这是FDA批准的第一个

单域抗体, 其在临床上优于传统抗体的表现不仅增加

了研发人员对这类药物的兴趣, 而且可以预见在不久

的将来, 这类药物将在药物市场上快速推广[70]。

除了前文所述的挑战之外, 多肽和抗体类药物的

广泛应用还面临一些其他难题, 如病毒突变引起的免

疫逃逸, 研发可以形成终身免疫力的疫苗等[74,75]。病

毒感染性疾病的一过性也是导致抗病毒药物在药物市

场吸引力低的原因。但是接种疫苗的覆盖率低以及目

前一些病毒尚缺乏有效疫苗的事实, 使得研发有效的

抗病毒药物仍然是十分必要的; 此外, 引发许多新发流

行性传染疾病的病毒都是在曾经流行过的病毒的基础

上变异而来, 与原来病毒具有很高的相似度, 持续做好

现有病毒的药物储备, 是预防新发流行性传染疾病的

有效措施之一。研究者期待在不久的将来, 噬菌体展

示技术来源的多肽和抗体类药物能够加速抗病毒药物

的研发从而造福人类。
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