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噬菌体抗体库筛选方法的研究进展
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［摘摇 要］摇 建立高效的筛选方法是噬菌体抗体库技术实际应用的主要瓶颈。人们对传统抗体库筛选方法（固相和液相淘筛
法）所涉及的抗原表位构象及筛选通量问题做了相应改进，并针对一些天然抗原难以体外制备、或为降低筛选的非特异性、或

为达到规模化筛选目的而发展了一些新型的筛选方法（细胞淘筛法、组织或体内淘筛法、选择感染法和自动化淘筛法），同时

对影响筛选效率的主要条件参数（封闭与洗脱条件，筛选轮数与严紧度）进行了优化研究。这些研究必将加速抗体库技术快

速规模化制备抗体的普及实现。
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摇 摇 噬菌体抗体库技术是抗体工程近十年来最突出的进
展之一。由于它既能在体外较好的模拟体内抗体的生成

过程（即多样性的 月 细胞群体、克隆选择和亲和力成熟），
又摒弃了传统杂交瘤技术及转基因鼠技术的繁杂，因此

被公认为是目前抗体制备的高效技术平台［员鄄圆］。然而，要

利用噬菌体抗体库技术快速得到理想抗体，一般受抗体

库的容量、多样性、筛选方法及条件参数 源 种因素的影
响［猿］。为此，近年来人们根据筛选目的和要求的不同，对

传统的筛选方法做了改进并建立了一些新型筛选方法和

优化的筛选条件参数。

员 传统筛选方法的改进

员援 员 摇 固相淘筛法
这是最常用也是最简单的筛选方法。一般是将纯化

的抗原包被酶标板或免疫试管等固相介质上或将其交联

制备成亲和层析柱来进行筛选。显然后者的筛选通量要

远远大于前者。值得注意的是，选择任何固定方法都必

须考虑到被固定抗原的构象完整性，因为有时抗原固定

后有些表位易发生改变，使筛选出的抗体难以识别天然

形式的抗原。这可利用已有的另一个针对该靶抗原的抗

体通过间接包被法来解决。而对于淘筛不纯的抗原分子

（如融合蛋白），或需要淘筛不同表位的新抗体时，可通过

在封闭液中加入过量的针对无关融合蛋白或无关表位的

抗体或其它结合分子预先进行饱和封闭来实现特异性淘

筛［源鄄缘］。

员援 圆 摇 液相淘筛法
液相淘筛法多采用将抗原标记生物素后在液相中利

用链亲和素磁珠借助磁场作用进行。该方法可以克服固

相介质包被抗原时引起的构象改变问题，但同时抗链亲

和素的噬菌体抗体也易被分离到。这可通过先用链亲和

素包被的磁珠预先消除抗体库中抗链亲和素的抗体来解

决［远］。液相淘筛法的优点：筛选效率高，增加了噬菌体颗

粒与抗原广泛接触的机率，能够把拷贝数较少或亲和力

较低的抗体克隆从库中有效分离出来；可根据抗体库的

库容、抗原相对分子质量及纯度等对筛选体系进行灵活

调整；可以在一定程度上预先确定所期望筛到抗体的亲

和力。液相淘筛法的缺点是筛选体系相对较为复杂，有

些抗原标记后表位易改变［苑］。
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圆摇 新发展的筛选方法

传统的淘筛法操作简单易行，但不足之处是必须有已知

的纯化抗原且筛选过程消耗的抗原量较多，有时筛选出的抗

体易出现非特异性结合，对于筛选高亲和力抗体的实际效果

欠佳。围绕这些问题，近年来发展了一些新型的筛选方法。

圆援 员摇 细胞淘筛法
应用单层生长、或黏附、或悬浮的完整细胞对噬菌体抗

体库进行直接淘筛，可筛选到细胞表面特定的标志物（抗原

蛋白）的特异性抗体［愿］。一般而言，这种方法特别适用于针

对难以表达或纯化的膜抗原筛选。理论上讲，先用正常或对

照细胞吸附非特异性抗体，再用靶细胞对抗体库进行亲和筛

选是可行的。这样不仅可省去了纯化抗原的繁琐操作，而且

有利于保持靶抗原的天然构象。但由于细胞表面特定抗原

的密度较低，在选择中靶抗原浓度有可能低于抗体库中任意

抗体的亲和力常数。即便当抗原浓度足以满足任意抗体的

结合和挽救，细胞表面其它蛋白或大量糖链分子所引起的空

间位阻也会阻碍特异性噬菌体抗体的富集。尽管如此，基于

不同类型细胞的消减淘筛法（先阴性选择，后阳性选择），或

基于靶细胞流式或磁珠分离的共选择淘洗法（阴性和阳性选

择同时进行），在分离针对细胞表面上公认肿瘤特异抗原的

抗体方面也有成功的报道［怨鄄员园］。另外，近年有报道利用有些

抗体与细胞表面抗原结合后形成的复合物能被高效内化的

特点，通过洗脱后裂解靶细胞可筛选到细胞内化型抗

体［员员鄄员圆］。由于筛选到的必定是针对膜抗原的内化型抗体，这

对于肿瘤的靶向治疗（如应用免疫脂质体）非常重要。

圆援 圆摇 组织或体内淘筛法
针对一些在体内生理环境中存在的复杂蛋白，或难以

在体外进行表达的某些抗原蛋白，体内筛选方法极大增

加了从抗体库中筛选出其特异性抗体的机会［员猿］。该方法

是将低剂量放射标记的噬菌体抗体库直接静脉注入到动

物体内，然后收集动物体内的靶器官或组织，用低 孕匀 值
的甘氨酸洗脱特异结合的噬菌体，并感染大肠杆菌后进

行可溶性表达，表达产物与相应的靶器官组织切片再进

行免疫检测，以获得具有实际亲和性的特异抗体。体内

筛选的方法一般适用于分离组织（如肿瘤内皮细胞）特异

性标志物的抗体。体内淘筛法有如下几个优点：可分离

到选择性聚集在人们感兴趣的“完整”天然构象靶分子上

的噬菌体抗体；存在一种内在的封闭步骤，即非特异结合

的噬菌体抗体被广泛存在的血浆及正常细胞表面的蛋白

所清除；某些分离到的噬菌体抗体可用于新受体的功能

分析（如其可与表达在特定组织中的血管内皮受体特异

性结合）而用于鉴定新的药靶分子［员圆］。

圆援 猿 摇 选择感染法
传统筛选方法中，基因重组噬菌体中会有野生型的 责

Ⅲ蛋白存在，因此重组噬菌体仍具有感染能力，这样在筛
选后扩增时，特异性和非特异性的噬菌体均可进入宿主

菌增殖。选择感染法将筛选和扩增合并为一步，只有特

异性的噬菌体才能感染宿主菌并扩增，而非特异性噬菌

体则不能［员源］。这样不仅简化筛选步骤，而且大大提高了

筛选效率。具体方法有两种：一是将噬菌体所有外壳 孕Ⅲ
蛋白的 晕 端用所展示的抗体片段取代，使其丧失感染能
力，再将待筛选的靶抗原分子同 孕Ⅲ蛋白的 晕 端相连作为
筛选的探针。只有特异结合活性的噬菌体才能与融合靶

抗原相结合，这样使特异性噬菌体重新具有了 孕Ⅲ蛋白的
晕 端，从而恢复感染能力。二是将待筛选的抗原分子融合
在大肠杆菌的 云 菌毛上，这样 云 菌毛失去了介导感染的
能力，只有特异性的噬菌体抗体可与修饰了 云 菌毛结合，
从而恢复 云 菌毛介导感染的能力，使特异性噬菌体进入
细胞内繁殖。该方法非特异性本底较低，提高了筛选系

统的灵敏性（可达 员园 耀 员 倍），适合于从大容量文库中筛
选出特异的重组抗体，不足之处是系统建立较为复

杂［员缘］。

圆援 源 摇 自动化淘筛
以上筛选方法大多针对单个靶抗原。对于近年来蛋

白质组研究中需要快速规模化制备大量不同的抗体，上

述筛选方法的抗体制备效率是远远不够的（这主要是由

于有些蛋白难以原核表达而不能大规模提供筛选的靶抗

原）。另外，与淘筛过程相比，对富集到克隆的选择鉴定

过程仍是一项大量、繁杂和费时的工作，当样品量增加或

筛选靶标呈规模化时尤其如此。尽管现在还没有针对整

个基因组表达产物的高通量筛选平台，但对于基于 耘蕴陨杂粤
的传统选择鉴定过程，现已有一些基于膜或芯片的商业

化设备可用于快速高通量的筛选［员远鄄员苑］。另外，结合规模

化蛋白标签表达技术，针对大量不同抗原蛋白的抗体的

高通量筛选现已成为可能［员愿］。

猿摇 筛选条件参数的优化

无论采用哪种筛选方法，没有最优化的筛选条件参数，

在实际筛选过程中也难以达到高效的筛选效率。近年来国

内外不同实验室主要对以下条件参数做了优化。

猿援 员摇 封闭与洗脱条件
抗体库被辅助噬菌体挽救后，实际上仅有部分噬菌体抗

体可以被展示出来，且非特异性地结合在基质或抗原上是难

以避免的。因此，选择合适的封闭液封闭非特异结合位点相

当重要。常用的封闭试剂有脱脂奶粉、明胶、牛血清白蛋白

及酪蛋白。这其中，封闭液中添加吐温 圆园 也能帮助减少非
特异性噬菌体结合；在筛选抗体库过程中，洗脱条件依具体

情况而定。最常用的洗脱方法是用酸性溶液（如 匀悦陨或甘氨
酸缓冲液），或碱性溶液（如三乙胺）非特异地洗脱结合的噬

菌体抗体。也可用过量的抗原或抗体以“竞争性筛选”的方

式进行特异性洗脱。还可通过蛋白酶切割构建在抗体和 早猿责
间的蛋白酶切割位点来提高洗脱的特异性，或用 阅栽栽破坏抗
原与生物素间连接的二硫键来提高洗脱特异性。有时为避

免酸性或碱性洗脱液对结合噬菌体的可能损伤，还可利用噬

菌体与宿主菌间的亲和性用宿主菌进行直接洗脱，这样可把
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洗脱与感染合而为一。

猿援 圆摇 筛选的轮数与严紧度
噬菌体抗体库的筛选轮数受制于库容量及库中抗体基

因的多样性。当抗体库的库容较小且多样性较差时，即使进

行多轮筛选也较难得到理想的目的抗体。实际需要的筛选

轮数常无法事先预测，因为具体筛选方法的实际富集效率与

抗体库中目标抗体的相对亲和力对筛选所需轮数影响很大。

库中抗体克隆间的亲和力相差越大，富集效率（即筛选前和

筛选后结合噬菌体与非结合噬菌体比率，一般每轮 缘 耀 员 园园园
倍不等）越高，所需的筛选轮数就越少［远］。另外，在实际筛选

过程中，筛选效率也受噬菌体种类、固相介质表面的抗原密

度（或溶液中抗原的浓度）和清洗时间三种因素的影响。噬

菌体种类的影响目前研究较少，而后两种因素被认为对筛选

的严紧度有很大的影响。当筛选较小的抗体库（员园苑 耀 员园愿）
时，在前几轮采用中等的严紧度有利于避免高亲和力或低表

达克隆的丢失，而对于库容较大的库则可采用较高的严紧度

来快速富集亲和力高的克隆。另外，为获得更高亲和力新抗

体而采用添加已有竞争抗体或抗原竞争结合物的 燥枣枣鄄则葬贼藻 筛
选法，则需要较多的筛选轮数。

源摇 展摇 望

自噬菌体抗体库技术建立以来，这一技术为单克隆抗

体的快速规模化制备开辟了一条全新的途径。国内外的

一些实验室先后建立了一批不同性质的抗体库，克隆到

一些特异性人单抗如抗 匀月泽粤早，栽晕云鄄α，匀陨灾 和某些肿瘤
相关抗原的抗体，有些已进入到相关疾病治疗的临床前

应用阶段［员］，在自身免疫病、多种癌症、变态反应及感染

性疾病的抗体靶向生物治疗方面也得到了广泛地应用。

不仅如此，噬菌体抗体库技术在抗体人源化、亲和力提

高、蛋白质与蛋白质相互作用、蛋白质结构和功能等方面

也显示出独特的应用潜力。

尽管噬菌体抗体库技术使单克隆抗体的制备变得简

单易行，但目前还没有广泛普及并进入临床应用。目前

面临的挑战是，如何最大限度减少非特异性结合的同时，

最大程度地富集到特异性好、亲和力高的新抗体。相比

而言，筛选方法仍是制约这一革命性技术普及的最主要

瓶颈。随着国内外各实验室对筛选方法的不断发展和改

进，噬菌体抗体库技术必将给生物医学研究及人类疾病

的诊治带来深远的影响。
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