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噬菌体展示( Phage display)最早是由 George开始于 1985年[ 1]。最先构建的噬菌体多

肽或抗体展示文库则始于 1990年[ 2, 3]。由此,噬菌体展示技术进入了一个飞速发展的时

期。噬菌体展示的基本概念是将外源蛋白质或多肽的基因表达产物与噬菌体衣壳蛋白融

合,并在其表面展示,同时将其遗传密码信息整合到个体噬菌体的基因组中。这个技术的

最大优点是直接将可现的表达型与其基因型联系在一起,再利用其配体的特异性亲和力,

将所感兴趣的蛋白质或多肽挑选出来。由此建立的噬菌体文库的滴度可达到 106 � 1012。

10年来,噬菌体展示技术被用于抗体的制备、多肽及蛋白质和酶的制备。特别是近几年

来,该技术被作为一种新工具用于多肽和蛋白质药物的发现与研制、蛋白质�蛋白质的相
互作用及蛋白质�DNA相互作用的研究、蛋白质结构和功能的研究以及基因治疗药物的定
向传递等多方面的研究。

随着噬菌体展示技术的进一步发展,其优越性被越来越多的实验室所认识,使得该技

术的使用范围不断扩展,也使该技术得以不断的完善和发展。在噬菌体表面展示技术的

基础上,目前已衍生出杆状病毒和一些动物病毒表面展示技术, 酵母表面展示技术等。最

近又报道一种新的、不依赖于宿主细胞,完全在体外展示的技术。从 Medline收录的论文

第 26卷 � 第 4 期 水 生 生 物 学 报 Vol . 26 , No . 4

2 0 0 2 年 7 月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA July , 2 0 0 2�



摘要可以看到, 以� Phage�和� Display�为关键词搜索到的论文的篇数从 90年代初到本世纪

初呈指数上升的趋势。本文将较详细地介绍噬菌体展示技术的基本原理和方法, 将该技

术的优点尽可能多的展示给读者。

1 � 基本原理与扩展

早期的基因表达文库属非展示系统,是将 DNA 片段连接于噬菌体或质粒表达载体

上,然后转入大肠杆菌中,通过对大量的菌落或噬菌斑的筛选, 将能产生具有生物活性蛋

白质的单个菌落或噬菌斑分离出来。用这种方法构建的文库局限在 106 个重组子以下,

且因受细胞培养皿大小和数量的局限,需要大量的人力物力去获得足够的单克隆。有别

于非展示系统, 展示系统是将所克隆的基因与其所编码的蛋白质以某种方式有机的结合

在一起,并使其基因表达产物在表面展示。由此建立的展示文库可通过淘选( Panning)而

不是筛选(Screening)过程,将所需要的重组基因分离出来。所谓淘选, 是将展示文库作为

流动相,而将与欲选择的重组基因产物有特异性亲和力的靶分子固定在一个固相载体上,

洗去不能与固定相特异结合的文库的大部分成员,将特异结合的成员洗脱下来,再进一步

扩增,进入下一轮淘选。由于与固定相有特异结合力的蛋白质与其编码基因是结合在一

起的,如此反复数轮淘选,即可将无用的基因去掉而将有用的基因富集并分离出来。噬菌

体展示技术是目前应用得最为广泛的分子展示技术, 是利用细菌的病毒, 如丝状噬菌体

M13作为载体,将基因和基因产物有机的结合起来。由此衍生的其他展示系统的基本原

理都是一样的, 只是载体和宿主细胞不同而已,分别介绍如下。

2 � 噬菌体展示系统

2�1 � 单链丝状噬菌体展示系统
单链丝状噬菌体展示系统是利用了 M13 噬菌体独特的生命周期及其所表达的几个

噬菌体蛋白质。丝状噬菌体M13大约895nm 长, 9nm直径。它的单键 DNA基因组由 6407

个核苷酸残基组成, 编码 10种不同的蛋白质, 并被包装于约有 2700 � 3000个拷贝数的基

因8蛋白质(g8p)的蛋白衣壳内。M13的尾部有一种 3 � 5个拷贝的蛋白质, 其编码基因

为基因3,称其为 g3p。

不像其他大多数的噬菌体,M13在感染大肠杆菌后, 并不引起宿主细胞的裂解, 而是

使宿主细胞稳定地分泌出噬菌体颗粒。当M13的 g3p接触到雄性大肠杆菌的F 纤毛时而

引发感染。当噬菌体进入细胞时,衣壳蛋白被除去, 并存留在内膜上。宿主 DNA 复制系

统将噬菌体的单链 DNA转变为质粒状的双链 DNA, 这种双链 DNA基因组被复制,然后进

入环状复制形式而产生可包装于噬菌体颗粒中的单链 DNA。质粒状的双链 DNA 也可以

作为膜板,转录成噬菌体蛋白的mRNA。g8p和 g3p的引导序列将这些蛋白直接运输到细

菌的细胞内膜。新合成的单链噬菌体 DNA 在穿过内膜时被包装为成熟的噬菌体颗粒。

成熟的噬菌体在穿过宿主细胞壁时并不引起宿主细胞的裂解, 因此 M13噬菌体可被不断

地产生,直到对细胞有害的 g3p产物大量积累以及细胞本身的废物累积过多而引起细胞

死亡为止。将外源基因与噬菌体的 g3p或 g8p基因融合,在 g3p或 g8p表达和噬菌体包装

的过程中,使外源基因产物在噬菌体表面展示, 通过和固相化的靶分子的相互作用, 将所
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要的基因分离出来。由于 g3p或 g8p的拷贝数不同, 可根据需要, 将外源基因与 g3p或

g8p的基因融合,获得 1 � 5(与 g3p融合)或超过 100(与 g8p融合)个拷贝数的表面展示融

合蛋白,但与 g8p融合的蛋白分子量不能太大。当展示在噬菌体 g3p的外源基因产物与

固相化的靶分子特异性结合时,也同时使噬菌体结合在一起,因此可以将噬菌体上含有的

大量拷贝的 g8p的酶标抗体作为检测工具。

将噬菌体和质粒载体的优点结合在一起的杂交载体为噬菌粒。噬菌粒带有 M13(单

链)和质粒(双链)的复制起始位点, 能像质粒一样复制, 或者在辅助噬菌体如M13K07的

帮助下,装配成重组噬菌体颗粒。虽然噬菌粒带有 M13 的复制起始位点, 但它缺乏噬菌

体蛋白的基因而难以产生完整的噬菌体。而辅助噬菌体能提供将单链噬菌体 DNA复制

并包装成完整噬菌体颗粒所需的蛋白质。由于M13K07辅助噬菌体含有一个低效的复制

起始点,噬菌粒 DNA能更有效地复制,因此新产生的大量的噬菌体 DNA为噬菌粒 DNA,

在缺乏噬菌粒竞争的条件下, K07起始复制子也能复制辅助噬菌体的基因组。噬菌粒含

有氨卞抗性基因,而M13K07含有卡那霉毒抗性基因,使被感染的细胞能从未被感染的细

胞中挑选出来。被辅助噬菌体 M13K07感染后的宿主细胞能在含有氨卞和卡那霉素的培

养基中生长,噬菌体展示系统就是基于噬菌粒和M13K07的相互作用之上的。

2�2 � �噬菌体展示系统
�噬菌体是最早使用的克隆载体,此后它在分子克隆中始终起着重要的作用。�噬菌

体展示系统是将外源肽或蛋白质与 �噬菌体的主要尾部蛋白 PV或 �噬菌体头部组装的

必需蛋白�D蛋白融合而被展示的[ 4]。�噬菌体的基因组是一长度约 50kb的双链 DNA分

子。在 �噬菌体颗粒内,该 DNA为一线形双链分子,其末端为长 12个核苷酸的互补单链

(粘端)。当�噬菌体进入宿主细胞后,其粘端通过碱基配对而结合,形成环状分子。宿主

体内的 DNA连接酶很快将其切口封闭而形成闭环 DNA, 在感染早期充当转录模板。在裂

解性生长过程中,环状病毒DNA分子被复制了许多倍,�噬菌体基因产物大量合成, 并组

装成子代�噬菌体颗粒。最终宿主细胞裂解, 释放出许多感染性病毒颗粒。在溶源性生

长过程中,�噬菌体基因组通过位点专一重组整合入宿主 DNA分子中,随宿主细胞 DNA

复制并转入子代。与丝状噬菌体比较而言,�噬菌体是在宿主细胞内组装而不必通过分

泌途径,因此它可展示的肽或蛋白质范围较广, 尤其适合展示那些不能被 E� coli 分泌的
复杂蛋白质。成熟的 �噬菌体颗粒是两个结构单位, 即头部和尾部组成。D蛋白是 �噬

菌体头部组装必需的蛋白,也称装饰蛋白,分子量为 11KD,有 405个拷贝。在�噬菌体头

部组装过程中, 当 DNA进入头部以后, D蛋白附着于衣壳外侧, 将噬菌体头部固定。当噬

菌体基因组小于野生型基因组的 82%时, 它可以在缺少 D 蛋白的情况下完成组装, 故 D

蛋白可作为外源序列融合的载体, 这种展示一般为 N端展示。D蛋白展示的体外组装途

径是将D融合蛋白结合到�D- 噬菌体表面。体内组装途径是将含 D融合基因的质粒转

化入�D
-
溶源的 E�coli 菌株中,从而弥补溶源菌所缺的D蛋白,通过热诱导被组装, 或利

用噬菌体 P1的 Cre�LoxP定点重组系统将外源基因整合到 �噬菌体基因组中。这种方法
是在具有 Cre重组酶的 E� coli 细胞中导入含 D融合基因和LoxP 重组位点的质粒, 然后用

含LoxP 位点的�D- 噬菌体感染。在感染过程中, Cre 重组酶使质粒的 LoxP 位点与噬菌体

基因组的 LoxP位点重组,从而使质粒 DNA 整合,并表达相应的蛋白质进行装配。�噬菌
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体的主要尾部蛋白 PV也可以供外源序列的插入。�噬菌体基因 V编码的主要尾部蛋白

形成管状结构, 由32个盘状结构组成, 每个盘状结构又由 6个 PV亚单位组成。PV 分子

量为 25�8KD,由 246个氨基酸残基组成,在衣壳表面有 192个拷贝。PV 有两个折叠区, C

端的折叠区是病毒的非功能区,可供外源序列插入或替换。

2�3 � T4噬菌体展示系统
T4噬菌体展示系统是将外源肽或蛋白质与 T4噬菌体的小衣壳蛋白 SOC的C端融合

而被展示[ 5]。T4噬菌体的基因组为双链 DNA, 分子量为 1�2 � 108。完整的T4噬菌体由

头部, 尾部和尾纤毛三部分组成。与 �噬菌体一样, T4噬菌体也有裂解生长过程和溶源

生长过程。SOC是一个分子量为 9KD的小蛋白,是T4衣壳组装非必需的,而且不论是在

体内还是体外, 它都具有与成熟的衣壳表面特定位点高亲和力的专一结合的能力,其拷贝

数约为 960/衣壳或 104/多聚头部。利用一个阳性选择载体将融合有外源序列的 SOC融

合基因同源整合入缺失 SOC的T4基因组中,选择恢复溶菌酶生长不依赖性的噬菌体,即

可将外源肽或蛋白质展示于噬菌体表面。该系统容量大(至少 35KD的蛋白质) , 拷贝数

高,故在完整结构域或蛋白质的免疫学展示、蛋白质与蛋白质相互作用的研究与生物工程

学等方面有相当大的应用潜力,其缺点是高价展示不适合高亲和力配体筛选。也有将外

源蛋白与T4噬菌体的次要纤维蛋白( Fibritin)的 C末端融合而被展示的报道。

3 � 真核细胞病毒展示系统

3�1 � 杆状病毒展示系统
杆状病毒是一种带有囊膜的动物病毒, 它主要致病于无脊椎动物和昆虫。杆状病毒

具有一个大环状双链 DNA 基因组,其分子量在 80kb 至 180kb 范围内,其转录、DNA 复制

以及核衣壳的装配都是在宿主细胞内进行的。根据感染周期的差异, 可将杆状病毒分为

两种表现型:第一种表现型的感染周期为出芽病毒( BV) , BV形成于核衣壳穿过质膜进入

细胞外空间时。第二种表现型的感染周期为包涵体病毒 ( ODV, occlusion�derived virus) ,
ODV发生于感染后期,当核衣壳在细胞核内被囊膜包被时。虽然 BV和 ODV的核衣壳结

构看上去一样, 但它们的囊膜的来源和组成是不同的。BV感染宿主细胞依赖于其主要囊

膜蛋白GP64EFP。已知Autographa californica multiple nuclear p olyhedrosis virus( AcMNPV)被广

泛应用于在昆虫细胞中表达外源蛋白质。该病毒全基因组序列已被测定,是杆状病毒家

族中的一员,属于 BV表现型。AcMNPV 囊膜的主要蛋白是一种糖蛋白, GP64。GP64的基

因编码一种 I型具有一 N端信号肽序列和 C端穿膜区域的膜融合糖蛋白。GP64蛋白在

病毒颗粒表面是以二硫键相连,似一三聚体, 由酸启动调节膜的融合,负责病毒进入细胞。

GP64的编码基因由早期和晚期启动子调节,这使得 GP64在感染的早期和晚期都出现在

细胞膜上。当核衣壳组装好以后,就会在 GP64集中的细胞质膜处穿膜出芽,完成最后的

囊膜包装。通过对 GP64蛋白结构的了解,可将 GP64分为与其单聚体构象有关的区域和

与膜融合有关的区域。这个结构特点使得GP64可发展成为一个很好的真核病毒展示系

统[ 6]。Mottershead等人是第一次成功地将荧光蛋白 GFP 等外源蛋白在杆状病毒囊膜表面

展示的研究小组。他们将外源蛋白基因插入到带有 GP64基因的表达质粒中, 使其与

GP64 N端融合,然后将其与野生型 AcMNPV 线形 DNA共转移进宿主细胞,使它们能同源
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重组。这种同源重组病毒具有两种 GP64的编码序列:一种是野生型的 GP64, 是病毒感染

所必需的; 另一种是融合蛋白的 GP64, 受 Polyhedrin 基因启动子的控制, 这种展示系统可

发展为真核展示文库、以及使杆状病毒具有感染新的宿主细胞的能力。

3�2 � 其他真核细胞病毒展示系统
杆状病毒并不是惟一用于外源多肽或蛋白质的真核展示系统,还有其他一些真核细

胞病毒也用于多肽或蛋白质的展示,如脊髓灰质炎病毒
[ 7]
,鼻病毒

[ 8]
, sindbis 病毒

[ 9]
, 反转

录病毒[ 10] ,以及植物病毒如烟草花叶病毒[ 11]和豆花叶病毒[ 12]。这里主要介绍反转录病

毒展示系统。

反转录病毒是一类很大的性质相似的病毒群,也称 RNA肿瘤病毒,可以在许多动物

中引起肿瘤。反转录病毒的基因组为双倍体,由两条 RNA正链构成。该类病毒粒子的结

构类似,其 RNA, gag 蛋白和反转录酶位于病毒粒子核心,外面包以被膜糖蛋白。C型鼠白

血病病毒( MuL V)是反转录病毒家族中的一员, 具有囊膜结构。它的囊膜结构上含有一

种球状能与细胞受体结合的表面蛋白 SU 和另一种具有 N端融合区的跨膜蛋白 TM。它

们以多肽单链的形式合成,再经蛋白水解成为成熟的囊膜复合体。MuL VSU的 N端具有

一保守的折叠区,是与受体结合的活性位点。SU的 C端具有一高度可变的区域, 这一区

域的缺失或插入外源多肽或蛋白质都不会影响病毒的感染周期,将这个区域作为外源多

肽或蛋白质的插入位点已成功地实现了外源蛋白在 MuL V 的表面展示[ 12]。

4 � 细菌表面展示系统

对属革兰氏阴性菌的大肠杆菌膜表面的蛋白结构及功能的研究结果表明, 与肽聚糖

相关的脂蛋白的 N末端,外膜脂蛋白和外膜蛋白 A( OMPA)以及 Tolq蛋白都具有表面展

示外源多肽或蛋白的潜力,并有成功的报道[ 13]。

对葡萄球菌、链球菌和肠球菌等各种革兰氏阳性菌的研究表明, 其细菌表面受体的 C

端区可以融合外源序列,如葡萄球菌 A蛋白( SpA) , 链球菌 M6蛋白和纤维结合素结合蛋

白。与大肠杆菌表面展示系统一样,革兰氏阳性菌的表面展示系统也是将插入有外源序

列的融合蛋白通过表达质粒载体来实现。

革兰氏阳性细菌表面展示系统比革兰氏阴性细菌展示系统有更大的优越性;第一,革

兰氏阳性细菌表面受体比革兰氏阴性细菌更能接受外源序列的插入。第二,革兰氏阴性

细菌表面展示系统的表面要穿过整个细胞质膜,需要膜上正确整合过程,而革兰氏阳性细

菌展示系统只需穿过单层膜就可实现理想的展示。第三,以细菌全细胞作为诊断或淘选,

实验操作中,因为革兰氏阳性细菌有较厚的细胞壁, 不易在各种实验操作中发生细胞裂

解。

细菌表面展示系统可以用于�全细胞抗体�的形成,进行各种诊断实验,还可替代噬菌

体表面展示技术,从文库中淘选特异性多肽或抗体。也可以发展成生物滤器,将某些化合

物的特异性配体展示在细菌表面来实现对所需化合物的特异性捕获, 还可将酶展示在细

菌表面来发展新的微生物催化剂, 用于特异性去毒,如废水处理等。

5 � 酵母表面展示系统

与原核细胞 E�coli 不同,酵母 S�cerevisiae 是真核细胞生物, 它具有与哺乳动物相同
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的蛋白质折叠和分泌系统。然而酵母与 E� coli 也有共同之处, 即非常易于培养, 其简单
的遗传单位比哺乳动物细胞更易于文库的建立和操作。因此, 酵母作为一个表面展示的

宿主细胞,用于大量融合蛋白或多肽的展示, 具有噬菌体展示系统和原核细胞展示系统无

可比拟的优点。

选用酵母粘性受体蛋白作为表面展示的支架,用流动细胞计数器进行筛选,已成功地

获得表面展示单链抗体的酵母
[ 14]
。酵母具有两种有关的细胞表面受体蛋白, 一种为 a�凝

集素,另一种为 ��凝集素。它们的功能是通过具有�和 a单倍体细胞之间的粘性的调节,

使其融合为双倍体。��凝集素的 C端与细胞壁葡聚糖共价连结,而 a�凝集素的 C 端被用

作外源序列的插入区域。a�凝集素具有两个亚基, Aga1p亚基有 725个氨基酸残基,与细

胞壁�葡聚糖共价连结, 而Aga2p亚基有69个氨基酸残基,通过两个二硫键与Aga1p亚基

连结。天然 a�凝集素的结合活力位于Aga2p亚基的 C端, 这为外源蛋白在细胞外表面的

展示提供了一个有用的插入位点。其方法是先将外源序列插入 PCR扩增的Aga2p C端片

段中,再装入一个酵母穿梭质粒, 酶切使其成为线形 DNA,然后通过同源重组, 将插入序

列整合到酵母基因组中。

6 � 体外展示技术

噬菌体展示技术的核心是将展示蛋白质的表现型与其基因型有机的结合起来。之后

发展起来的其他展示技术都是以此为基础的,但它们都受限于载体本身和宿主细胞以及

基因转移的效率。近几年来, 一些体外展示技术发展起来,它们不需要将 DNA 转入细胞

内,其限制因素仅在于DNA文库的质量,它能加入到无细胞蛋白合成系统中, 这使得所构

建的文库在分子展示上的容量大大超过完整细胞和病毒, 往往可以达到 1014 � 1015[ 15]。

这是目前单位最小而容量又最大的展示系统。

共价展示技术是一种体外展示文库技术,它避免了由其他展示系统所具有的许多问

题和局限性。共价展示技术利用了 E�coli的噬菌体 P2的一个复制起始点蛋白的不寻常

的特点[ 16]。这个蛋白是由噬菌体的 A基因所编码,称为 P2A,是一个核酸内切酶。它通

过结合到噬菌体的起动子而启动其滚环式复制过程, 并在 DNA 上形成一个单链切口

(Nick)。在宿主细胞的复制机制下, 由P2A在 DNA链形成的 3� - OH, 被用作新生DNA链

合成的引物,而切口所暴露的另一端, 5� - 磷酸基团是发展共价展示技术的关键, 因为它

可以与 P2A活性中心的酪氨酸共价结合。P2A 的另一个性质是它所共价结合的 DNA正

是编码它本身的基因。将多肽库的基因与 P2A 基因融合,并在体外合成, 其产物也就与

编码自己的DNA序列结合在一起。共价展示技术的操作如下:制备一个 DNA文库, 每个

DNA分子含有P2A的编码序列,并与一外源多肽的编码序列融合在一起。这个DNA库在

体外 E� coliS30的细胞裂解液中进行转录与翻译。由于 P2A的特性,每个 DNA分子都与

自己编码的基因产物共价连接。这个 DNA�蛋白复合物的选择可以像噬菌体展示技术一
样,利用固相化的靶分子的亲和力,洗去不能结合的分子,然后将能结合的 DNA�蛋白复合
物洗脱下来。下一步可通过 PCR进行扩增, 或将其克隆到细菌宿主细胞中。

另外一种体外展示技术是多聚体展示技术[ 17] , 这个系统是以 DNA为模板转录和翻

译,在一定的控制条件下,使稳定的 mRNA- 核糖体- 多肽复合物能够分离出来, 利用固
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相化的靶分子将具有特异性亲和力的多聚体复合物选择出来, 再利用 EDTA 将复合物中

的mRNA解离下来,经过反转录 PCR扩增, 进入下一轮淘选。

还有一种体外展示技术是 RNA- 多肽融合系统[ 18] ,这个展示系统是利用嘌呤霉素分

子将mRNA分子和其所编码的多肽共价结合起来。嘌呤霉素是一种抗生素,它可以模仿

tRNA氨酰末端进入核糖体的A位点,与通过核糖体翻译生成的多肽形成一种酰胺键。在

RNA- 多肽融合系统中,嘌呤霉素与单链 DNA连接物的 3� 端连结,然后这个 DNA连接物

再与文库编码的 mRNA 3� 端连结。当 mRNA在体外翻译时, 核糖体到达mRNA和 DNA的

结合点并稳定下来, 嘌呤霉素进入核糖体 A位点, 并与所编码的多肽形成稳定的酰胺键。

一个mRNA- DNA- 嘌呤霉素分子文库可在体外翻译, 然后用固相化的靶分子将纯化的

RNA- 多肽复合物淘选出来, 像多聚体展示系统那样, 这个复合体可通过反转录 PCR得

到进一步的扩增。

7 � 文库修饰与淘选方法的设计

在展示技术的实际操作中,有时会出现分离不到可结合的噬菌体或只得到低亲和力

的噬菌体的问题, 这可以通过修饰原噬菌体展示文库, 构建第二文库的方式得以解

决
[ 19 � 21]

。如果问题是因为亲和力很低,但是又发现它具有一段保守序列,可将这一段序

列固定,而将周围的核苷酸重排。另一种方法是,如果只得到一个亲和力很低的多肽,可

根据这个多肽的基因序列,在合成寡核苷酸链, 按序加入每个核苷酸时, 加入少量的另外

三种核苷酸,这样就可获得每种只有一个氨基酸残基不同的多肽库。在更严格的条件下,

可从这种多肽库中找到亲和力很强的多肽。还有一种改善亲和力的方法是使这个多肽或

蛋白具有多价性,如将一个 6肽以 5个重复连成一体,获得一个 6肽的多价体。也有人将

8肽与噬菌体的每个 g8p衣壳蛋白融合,获得一个高密度表达的多肽库[ 22]。

与构建高滴度文库同样重要的是设计一个更巧妙的筛选方法。在一般情况下, 可通

过非常简单的固相化靶分子来进行淘选。但是也有如下缺点: 1� 靶分子必须是纯化的;
2�一些抗体不能与天然状态的蛋白抗原结合; 3� 由于功能性亲合力( Avidity)因素,很难
得到高亲合力的克隆; 4�很难区分具有同样亲和力的克隆。围绕上述问题, 也发展出了
一些新的筛选方法

[ 23]
。在纯化有困难时,如细胞膜蛋白是很难表达和纯化的一类蛋白,

可用完整细胞对多肽库进行淘选, 如尿激酶血纤维蛋白溶酶原活化受体的多肽拮抗剂,

MC�1的配体等的分离鉴定[ 24]。在以同样的方法分离凝血酶受体的配体时, 是用人血小

板细胞进行淘选,用已知的凝血酶受体的一个激动剂将结合的噬菌体洗脱下来。其中一

个噬菌体可从细胞膜抽提液中将凝血酶受体免疫沉淀下来, 其上所展示的多肽可抑制该

受体凝集血小板的活力[ 25]。

在不需了解完整细胞有关受体的任何信息时, 多肽库也可对细胞的结合和吸收进行

筛选。这种筛选可用于那些细胞表面蛋白组成复杂并经常改变的一类细胞, 如癌细胞。

用这种方法分离到一个 20肽,它不仅可与成纤维细胞结合,还可进入细胞内[ 26]。丝状噬

菌体衣壳蛋白 g8p有 150 � 300个拷贝数, 而尾部蛋白 g3p只有 3 � 5个拷贝数。将多肽或

蛋白与 g3p融合展示时,往往观察到这种噬菌体被细胞吸收进去的现象。而当将多肽或

蛋白与 g8p蛋白融合时,可观察到 10倍数量的噬菌体被吸收进细胞。用这种方法已筛选
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到人嗜中性 ( PMN) 细胞, Hep�2 人 Larynaed 癌细胞和 ECV304 内皮细胞等特异结合多

肽
[ 27 � 29]

。

另外还可对整个器官进行筛选,选择能特异结合的噬菌体。将两组噬菌体多肽库注

射到小鼠血管中,几分钟后, 杀死小鼠, 将其肾和脑分离, 匀浆, 其中的噬菌体再去感染

E�coli ,并得到扩增。经过几轮如此筛选,可得到一些有特异结合活性的多肽[ 30] , 如与脑

特异结合的多肽,其与脑的结合大于与肾结合的 4 � 9倍,反过来也一样。其中一个与脑

特异结合的多肽经合成后,发现其能阻止脑细胞对与之相应的噬菌体的吸收,这说明是噬

菌体上所展示的多肽有特异结合的选择性, 而不是噬菌体本身。用这种方法分离到了其

他一些器官的特异结合多肽, 如肺、皮肤、胰腺、肠、子宫、肾上腺和视网膜
[ 31]
。最近用这

种方法筛选到了专一识别肿瘤维管结构(Vasenlatne)的噬菌体[ 32] ,将其所展示的多肽与细

胞毒素或能引起细胞程序死亡的多肽 KLAKLAKKLAKLAK连接在一起, 可以减小肿瘤并

使其消失。最近报道了一种筛选进入细胞的噬菌体的新方法,将报告基因,如绿荧光蛋白

(GFP)和 ��半乳糖甘酶基因插入到噬菌体表达载体上, 在细胞肥大病毒启动子控制下,通
过分析报告基因的表达, 确定噬菌体是否进入了细胞[ 33]。

还有一种独特的筛选方法是以 DNA为基础, 改进噬菌体展示的特异性和灵敏度
[ 34]
。

这个过程包括 DNA的正、负筛选,将多肽库分别对两种不同的细胞库进行筛选。经过一

轮淘选,从细胞A 库中分离出一组单链 DNA,而从细胞 B库中分离出反向的具有生物素

片段的单链 DNA,将这两组单链DNA进行杂交,再用固相化的链亲合素纯化。在正筛选

中,将库 A中杂交上的单链 DNA 洗脱下来, 进入下一轮筛选; 在负筛选中, 将杂交上的

DNA去掉,而将不能结合上的库A单链DNA进行下一轮淘选。目前这种方法还未得到广

泛的应用。用选择性感染噬菌体技术( SIP) [ 35] ,可以从非固相化靶抗原中选到所要的单

链抗体。该技术是将 M13噬菌体感染必需的蛋白 g3p分成两段 N端和 C端, 使其丧失感

染活力。将C端片段与单链抗体融合,这样产生的抗体无感染活力。将 g3p的 N端片段

与可溶性抗原融合, 并与带 C端融合抗体的噬菌体混合,一旦有抗体�抗原结合反应发生,
噬菌体就恢复了感染的活力。这种方式的优点是在可溶性状态下,筛选到高亲和力的抗

体。
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