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Progress of phage antibody library technique and

its application prospect in aquaculture

ZHANG Jin-yong, WU Ying-song, WANG Jian-guo

( I nstitute of Hydrobiology , Chinese Academy of Sciences , Wuhan � 430072, China)

Abstract: Phage display antibody library has been proven to be a powerful technique used in development of

ant ibodies. Since it was established in 1990, the technology has made enormous improvement and played more and

more important role in basic research of biology, immunology, oncology, protein engineering, ligand-receptor

studies and proteomics among others in last two decades while there is no report about the application of it in

aquaculture so far. It is a success implication of phage display technique in antibody engineering in which antibodies

or antibody f ragments are displayed on the surface of filamentous bacteriophage by genetic fusion to a coat protein of

phage. Cooperating w ith the effective screening technique, aff inity panning, these form the principle of phage

display ant ibody library. The most characteristic of it is a direct physical link between phenotype and genotype. So,

the technology makes it practicable to improve characteristic of selected antibodies by genetic manipulation. In the

present work, the background, principle and advantages of the powerful tool over traditional hybridroma technolgy

are summarized. In addition, several key problems possible to face in the course of application of the technology,

including improving the diversity of library , augmentation of library size, generation of high aff inity antibody and

effective screening of specif ic antibody were dissertated. At last the possible implication prospect of phage display

ant ibody technique in aquaculture was discussed, especially in elucidating the immune system of fish and producing

large amount ant ibodies with important diagnost ic and therapeutic value in fish diseases.
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� � 近十多年来,随着分子生物学(包括基因工程、蛋白质

工程)的飞速发展及人们对生物免疫系统认识的不断深入,

抗体技术已从细胞工程抗体(杂交瘤技术)进入了分子重组

抗体即基因工程抗体时代。噬菌体抗体库 ( phage display
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antibody library technique)作为现今最流行的体外筛选功能

性抗体分子技术,它的出现被誉为功能抗体研究史上伟大

的变革,抗体工程的研究成为现代生命科学、生物医学领域

的一大热点, 被认为是 21 世纪的阳光产业[ 1]。事实上, 噬

菌体抗体库技术已作为一个技术平台在基础理论研究、医

学、病害检测和药物生产等方面发挥越来越重要的作用,引

起了众多国内外学者及生物技术公司的极大重视[ 2- 4]。

众所周知, 鼠源单克隆抗体 ( monoclonal antibody,

McAb)在水产动物病害检测与防治等方面具有重要的作

用。另外,鱼类尤其是软骨鱼类, 作为生物进化史中最早具

备较完全免疫功能的有颌类动物, 对阐明哺乳动物的免疫

系统进化有十分重要的意义,历来作为重要模型材料受到

免疫进化学者的高度重视
[ 5, 6]
。因此, 阐明鱼类免疫系统

结构及其功能有十分重要的理论价值, 而单克隆抗体是人

们认识免疫系统及其功能, 尤其是在分子水平上的重要工

具。故而, 作者认为噬菌体抗体技术应用于水产领域将对

认识鱼类乃至整个有颌类生物免疫系统的发生、发展及功

能等方面将产生积极的推动作用,在另一方面 ,其有利于大

量制备(筛选)大量在水产动物病害检测与防治中具有重要

价值的抗体或抗体分子, 以满足生产实践及基础研究。本

文综述了近十几年来国内外噬菌体抗体库及相关技术研

究,并展望了噬菌体抗体库技术在水产领域的应用前景。

1 � 技术原理

噬菌体抗体库技术的发展得益于噬菌体表面展示技术

( phage display techniques) [ 7,8]的发展及人们对动物及人体免

疫系统认识的逐步深入, 尤其是对免疫球蛋白编码基因的

组成、结构、分化等的了解[ 9] , 使得人们可以设计出可扩增

全套免疫球蛋白基因的通用引物( universal primers)。简单

的说,噬菌体抗体库技术其实质就是将分子克隆技术引入

抗体工程再加上一套行之有效的筛选系统,即通过� 亲和-

吸附- 洗脱�的方式筛选特异性抗体或抗体分子的技术,是

噬菌体表面呈现技术在基因工程领域的成功应用。表面展

示技术( surface display)是一项利用分子重组技术将外源分

子编码基因与展示体外膜蛋白编码基因重组并融合表达以

达到将外源分子展示于展示体外膜的技术[ 7]。迄今,人们

已发展了多种体外展示系统,如细菌展示系统、酵母细胞展

示系统、核糖体展示系统、噬菌体展示系统等[ 10] , 从理论上

说,只要能将外源基因与展示体跨膜蛋白融合表达,并维持

外源分子的正确空间构象都可以作为展示载体。单就噬菌

体展示系统而言就有 M13 噬菌体展示系统、MS2 噬菌体展

示系统、P4 噬菌体展示系统、�噬菌体展示系统、T7 噬菌体

展示系统、T4 噬菌体展示系统的多种展示系统[ 11]。目前,

在噬菌体抗体库的构建中使用的较多的 M13 噬菌体展示

系统即单链丝状噬菌体展示系统。

成熟的免疫系统中前 B 细胞群在分化中, 免疫球蛋白

( Immunoglobulin, Ig)编码基因将发生多种重排组合而形成

有巨大潜在多样性的初级全套免疫球蛋白基因库 ( Ig

Repertoire) ,在抗原的选择压力下,部分 B 细胞克隆在一系

列精细调节( fine- tuned)作用下发生亲和力成熟及体细胞突

变而产生针对某一特异抗原决定簇的抗体分泌细胞库。免

疫球蛋白编码基因的 5� 端前导序列 ( 5�-Leader suquence) ,

可变区框架区 ( FR1, FR2, FR3, FR4) , 绞链区 ( J) , 恒定区

( C)存在一定的保守性。正是基于对免疫系统的深刻认识

为噬菌体抗体库技术的发展奠定了理论基础[ 8]。噬菌体抗

体库的构建就是将编码抗体的全套基因插入噬菌体编码外

壳蛋白基因,抗体基因与噬菌体外壳蛋白基因连接后以融

合蛋白形式表达于噬菌体表面, 再利用抗原与抗体相互作

用,通过亲和筛选( affintiy screening )得到特异性抗体分子或

片断。迄今已有数以千计的完整抗体分子、单链抗体

( single chain variable fragment, scfv)、Fab、单域抗体等从构建

的天然抗体文库 ( native antibody library ) 或免疫抗体文库

( immunized antibody library)中成功筛选出
[ 12,13]

。M13 噬菌

体有五种外壳蛋白, 包括次要外壳蛋白 P�、P� , P � , P�

和主要衣壳蛋白 P� , 它们在噬菌体抗体库的构建中各有

优势,但较常用的是 P�、P�。P�拷贝数少 (平均每个噬

菌体只有五个拷贝)而有利于分离高亲和力的抗体, 而 P�

含量丰富(平均每个噬菌体拷贝数达 2700~ 3000) , 故有利

于表达高效价抗体, 但有实验证实通过 P� 多价展示 Fab

片断并非普遍存在, 对于某些抗体基因不能实现多价展

示[ 15]。

2 � 噬菌体抗体库的构建及筛选

噬菌体抗体库构建的实质是表达文库的构建。这里以

噬粒( phagemid)为载体构建单链噬菌体抗体文库 ( single

chain antibody phage display library)为例, 详细介绍噬菌体抗

体库的构建及筛选流程。与构建其它文库一样, 首先需要

从靶细胞分离出全套抗体基因, 模板来源主要有杂交瘤细

胞、体外免疫的细胞、致敏及非致敏的 B 淋巴细胞(包括骨

髓、外周血、病灶局部引流淋巴结、扁桃体或经过免疫的脾

细胞等)及未经免疫的动物淋巴细胞[ 1]。目前普遍采用从

靶细胞分离总 RNA,纯化 mRNA, 利用 RT- PCR 技术得到

一个免疫球蛋白编码基因的 cDNA文库( repertoire) , 再用互

补于抗体编码基因重链( VH)和轻链( VL)保守区的特异性

引物, PCR扩增出全套抗体相应区基因[ 8]。需要指出的是,

要真正扩增所有抗体编码基因并非易事。直到 1989 年才

由 Orlandi等首次设计出用于扩增全套抗体可变区基因的

�通用引物� ( universal primers) [ 14] , 而这组引物只能扩增出

90%左右的抗体基因。目前, 人们已根据积累的物种免疫

球蛋白编码基因设计出一系列的引物用于扩增相应物种的

抗体基因,现已发展有多个不同物种的抗体及其编码基因

的数据库供设计所需, 使用得最多的是 Kabat 数据库。然

后,将重链可变区产物和轻链可变区产物用一连接肽编码

基因通过重叠延伸拼接法( gene splicing by overlap extexsion,
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SOE) [ 16]组装成单链抗体( single chain antibody , scfv ) , 纯化

后的单链抗体基因经限制性内切酶酶切后插入经同样酶切

的适当噬粒, 再将重组的表达载体导入宿主菌, 经辅助噬

菌体感染离心取上清, 加入 PEG 沉淀并收集噬菌体颗粒,

即构建出原始的噬菌体单链抗体库。用固相化的抗原经几

轮� 吸附- 洗脱- 富集�就可以得到表达有针对筛选抗原的

特异性单链抗体的噬菌体。由于噬粒载体本身在抗体基因

与衣壳蛋白基因之间插入了一个琥珀( amber)突变密码子

TAG ,这样使得单链抗体能在琥珀抑制型宿主菌以融合蛋

白形式表达,而在非琥珀抑制型宿主菌内表达分泌型抗体。

另外,在抗体基因末端引入了筛选标志, 使表达的抗体能得

到有效的分离纯化。目前用于噬菌体抗体库构建的表达载

体已十分丰富,人们可以根据自身情况自由选择。由于噬

粒兼具噬菌体与质粒的双重功能, 是噬菌体抗体库构建的

首先载体。目前,使用较多的噬粒包括: Winter 小组开发的

PIT2 载体, 该载体本身已携带连接肽编码基因, 从而克服

了在 VH 与 VL 装配时由于多轮 PCR 而产生的文库偏向

性,并有利于在亲和力改造中如链更替等类似的操作[ 17] ;

张卫国等[ 18]设计的噬粒也是采用这种方式。但作者认为

如此这样需要多次酶切、连接、转化, 而在不能保证酶切及

连接效率的情况下对构建大容量库容的抗体库是不利的;

另外还有 D�bel等[ 19]开发的 pSEX 系列家族表达噬粒, 美

国 Scripps 研究所开发的 pComb3 噬粒系列[ 20]。商业化的

噬粒有 Amersham pharmacia 的 pCANTAB5E, Strategene 的

SurfZAP噬粒系列等。

3 � 噬菌体抗体库的特点

噬菌体抗体库技术自诞生之日起,就受到广泛关注,显

示出无可比拟的优势。主要体现以下方面, ( 1)绕过了动物

免疫,可模拟天然抗体库, 不但使得人们能够获得一些机体

无法产生的抗体,如毒物抗体、自身抗体等, 而且避免了有

关人道主义问题;解决了单克隆抗体生产中细胞系单一而

只能产生少数几种起源的单克隆抗体的问题; ( 2)与杂交瘤

技术相比, 简单易行, 事实上只是常规的分子操作,将抗体

作为一种蛋白进行高效表达并有效筛选的过程; 绕过了细

胞融合这一费时费力的过程;克服了杂交瘤细胞的不稳定

性,并克服了随机组合文库的随机性强、库容量大,筛选效

率低的缺点; ( 3)由噬菌体抗体得到的小分子抗体如 scfv、

Fab等具有通透性好, 易于达到靶部位, 在体内循环的半衰

期短、易清除等特点, 是靶向治疗的良好载体; ( 4)抗体表型

和基因型一致,筛出特异性抗体后, 通过测定插入到噬菌体

基因序列,可以直接推倒出抗体的氨基酸序列 ,这对于研究

抗体空间构象有重要的意义;另外得到的抗体基因序列可

以为实现原核高效表达、真核表达等提供基因来源,有利于

抗体的大规模工业化生产; 并且可以利用分子操作使抗体

基因与其它功能性分子编码基因重组而表达出具有多功能

或多价的功能性分子,也可对抗体基因进行改造,如基因突

变( gene mutation)或链交换( chain shuffling)以增加抗体的特

异性、亲和力等。总之, 噬菌体抗体库技术将单克隆抗体的

生产引入了基因工程时代, 这本身就是一个飞跃,我们认为

分子克隆技术引入抗体工程这一设计事实上只受想象及能

够产生正确折叠蛋白产物的表达系统的限制。

4 � 噬菌体抗体库应用中的几个重要问题

4. 1 � 影响抗体库多样性的因素
从理论上说, 从未经免疫的动物的淋巴细胞构建的�天

然抗体库�应该能筛选出针对任一种抗原的特异性抗体,但

在实际上所得到的多样性远远低于理论值。抗体库多样性

受引物设计、酶切位点的选择、酶切效率、连接效率、转化效

率等因素的影响。目前, 已有多种引物组合用于鼠源或人

源噬菌体抗体库的构建。Winter研究组近年来设计的扩增

鼠源抗体可变区基因引物能扩增出绝大部分抗体基因, 其

组成包括 4 对恒定区互补引物, 15 对重链 FR1 区互补引

物, 4 对重链 J区互补引物, 8对 kappa 轻链 FRI 互补引物, 3

对轻链 J 区互补引物, 1对 lammbda 轻链FR1 区互补引物和

2对 lamada轻链 J 区引物[ 17]。Welschof等[ 21]从免疫球蛋白

的氨基酸序列入手设计出了一套更全面的扩增人抗体可变

区的引物。引物中引入的酶切位点必须是所有免疫球蛋白

编码基因中缺乏的或罕见的, 并要有足够的保护碱基,以减

少酶切时切断抗体基因而降低库的多样性, 提高酶切效率;

酶切时要适当加大用量以最大限度的提高酶切效率。重组

载体的转化, 应尽可能使用电转化, 提高转化效率。此外

PCR 偏向性的存在对扩增低丰度的基因也是一个亟需克服

的问题。所幸的是,一些更先进技术的应用为最大限度的

增加库容和多样性提供了条件, Soderlind 等[22]将伴侣蛋白

和噬菌体载体共表达的方法可提高噬菌体的包装效率达 2

个数量级。Tsurushita[ 23]等利用轻、重链在胞内定点重组技

术构建了一超大容量抗体库。此外, 体外基因突变、链更替

法、错配 PCR技术等都有助于提高库容,增大库的多样性。

4. 2 � 高亲和力抗体的获得
建库目的是为了筛选出特异性、高亲和力的抗体,而抗

体亲和力的大小是决定能否成功筛选的关键, 这在筛选天

然抗体库中尤为突出。据统计, 大库容筛选出的亲和力要

比小库容高很多, 库容与亲和力存在一定的比例关系。由

于未经免疫的淋巴细胞未经历抗体亲和力成熟和体细胞突

变等过程,得到的只是一个原始� 库� ( repertoire) , 筛出的抗

体亲和 力较 低。体 外对 抗原 决定 簇 ( complementary

determined region, CDR)及附近框架区的某些位点进行定点

突变和随机突变或链更替 ( chain shuffling)可以达到体外提

高抗体亲和力的目的[ 24- 26]。张卫国等[ 18]另辟蹊径途境,

在建库时利用经设计的特异性引物直接以靶细胞基因组

DNA 为模板,扩增得到全套抗体可变区基因, 建立了鼠源

天然抗体库。这一方法避免了繁琐的 RNA 抽提及 RT-

PCR过程而大大简化了建库过程。但作者认为, 由于
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mRNA 水平上的剪切与修饰对抗体亲和力的成熟有着重要

的意义,故而此法对于筛选高亲和力抗体并不适用。

4. 3 � 特异性抗体的筛选
目前,使用最多的是固相化的酶联免疫吸附法( enzyme

linked immunosorbent assay, ELISA ) , 通过将抗原固相吸附

到酶标板上,几轮� 吸附- 洗脱- 富集�过程可使噬菌体富

集104 左右[ 27]。然而由于噬菌体密度过高导致噬菌体悬液

粘稠度增大等原因,淘选 ( biopanning)过程中的噬菌体分散

等,实际筛选过程中并顺利。Rondot等[ 28]发展了一新的被

称为超级噬菌体( hyperphage)的辅助噬菌体, 它是一种具备

野生型 P�蛋白表型, 但缺乏功能性的 P�蛋白编码基因的

特殊噬菌体,这意味着与抗体融合表达的 P �蛋白是噬菌

体包装中的唯一 P�蛋白,从而大大减少了辅助噬菌体 P�

蛋白的� 污染� ,提高了抗体分子在单一噬菌体表面的展示

效价,从而大大提高了筛选成功率。此外, 比 ELISA 更为

敏感的技术也应用到了噬菌体抗体库的筛选, 如微平衡传

感系统( microbalance sensor system, MSS) ,表面等离子共振

技术( surface plasmon resonance methods, SPR )的应用使得人

们能用更低浓度的抗原筛选出特异性的抗体[ 29] ,为抗稀有

抗原的单克隆抗体制备奠定了基础。与此同时, 人们通过

特定的富集抗原浓度的方法进行噬菌体抗体库的筛选, 如

先将用生物素标记的抗原在液体中反应, 再向反应体系中

加入带有抗生物素化蛋白的免疫磁珠, 通过生物素与磁珠

聚合而提高抗原的相对浓度而达到有效筛选的目的[ 30]。

近年来,有学者创立了一种更加方便快捷的噬菌体抗体库

筛选系统即抗体介 导感染系统[ 31] ( antibody mediated

infection) , 该系统利用目标抗原与噬菌体抗体结合,介导噬

菌体感染大肠杆菌,不能结合靶抗原的噬菌体不具有感染

力,因而经过培养菌液中的噬菌体绝大部分是与抗原相结

合的,从而达到有效富集的目的。

5 � 噬菌体抗体库技术在养殖领域的应用

噬菌体抗体库技术以无可比拟的技术优势和良好的应

用前景已在基础理论研究、病害防治、新型药物筛选等领域

得到了极为广泛的应用。但和任何一项新技术一样,由于

水产领域的研究相对滞后, 新技术应用到该领域总要经过

一个漫长的过程。结合水产领域的研究与实际需要,尤其

是对水产动物免疫系统的认识及水产动物病害检测、防治

面临的具体情况,作者认为噬菌体抗体库技术的引入将在

以下几个方面产生重要影响或起到积极的推动作用。( 1)

对阐明鱼类甚至整个高等脊椎动物免疫系统及其进化的意

义。我们知道软骨鱼类是脊椎动物的早期分支, 是最古老

的拥有真正意义的免疫球蛋白和 T 细胞受体 ( T- cell

receptor , TCR)分子的现存有颌类脊椎动物, 最早出现获得

性免疫反应 ( adaptive immune response) , 其在高等动物的免

疫系统发育研究中具有重要的意义[ 5,6]。研究表明, 鱼类

的免疫球蛋白超家族基因 ( immunoglobulin superfamily,

IgSF)与高等动物包括人有着一定的同源性, 如 Ig 折叠、重

排机制、基因序列及组成等,而单克隆抗体技术作为研究免

疫相关因子的重要手段发挥着无可替代的作用[ 32] , 但以前

我们大部分用的是通过杂交瘤技术制得的鼠源抗体, 这不

仅限制了大量鱼源单抗的获得, 而且要得到其编码基因用

于比较分析研究还需通过其它途径。噬菌体抗体库技术的

兴起,可使我们直接高通量的获得鱼源单抗(亲和力可以通

过分子操作进行体外改造) ,可以预见其在阐明鱼类自身免

疫系统的组成、发育及功能方面有重要意义,进而为探索更

高等动物免疫系统提供依据[ 33]。针对免疫相关细胞表面

受体的鱼源单抗不仅使得我们能在基因水平上加深对鱼类

免疫球蛋白编码基因组成及重排机制的认识, 也有利于我

们在鱼类发育过程中发现免疫球蛋白分泌细胞 ( Ig -

bearing cell)及 T 细胞等淋巴细胞的在鱼体的分布, 阐明鱼

类免疫细胞及器官的发育。此外, 由于不同种鱼类免疫球

蛋白相差较远,针对不同种养殖鱼类免疫球蛋白的抗体缺

乏已成为研究鱼类免疫系统面临的重要难题。众所周知,

用杂交瘤技术制备针对现有的鱼类抗体的单抗是不现实

的,噬菌体抗体库技术无疑在这方面有着巨大的应用前景。

( 2)对阐明�寄生虫� - 寄主的相互关系的意义。高密度水

产养殖的发展使得细菌、病毒、寄生虫等病原生物成为水产

养殖业日益突出的问题。人们在对� 寄生虫�与寄主免疫系

统的关系,如� 寄生虫�逃避寄主的免疫监视甚至引起寄主

的免疫耐受等还缺乏足够的认识。而利用噬菌体抗体库技

术,我们能获得大量针对� 寄生虫 - 寄主� 接触界面

( interface)及寄生虫表面膜蛋白等抗原表位的抗体, 利用这

些抗体我们能分析接触界面物质的起源, 是来自鱼体还是

�寄生虫� ,及� 寄生虫�如何通过改变表面蛋白或模拟宿主

自身物质而逃避宿主的免疫系统等机制。( 3)对水产动物

病害检测、防治研究的重大意义。单克隆抗体在水产动物

病害检测、防治中已得到广泛应用。但作者认为,鼠源单抗

在水产动物保护性方面同样存在一个免疫原性的问题, 但

水产动物自身起源细胞系的缺乏使得人们无法用杂交瘤技

术生产无免疫原性单抗, 而且杂交瘤技术的自身缺陷也不

能满足大量水产动物病害防治所需。噬菌体抗体库的出

现,绕过了细胞系的建立,为大量生产具有检测及保护性作

用的水产动物自身起源的单抗奠定了条件。另外,小分子

抗体的优势不论是作为携带靶向药物的� 弹头�还是本身在

保护性方面的作用都是鼠源完全单抗所不能做到的。

总之,噬菌体抗体库技术作为一项新兴的技术,必将在

水产动物的基础研究及实际应用中产生深远的影响。
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