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摘要: 本文综述了噬菌体展示技术的研究现状和发展趋势, 着重描述了噬菌体展示技术的筛选方法

及其在生命科学研究领域的广泛应用, 结合目前我国天牛防治存在的问题,分析了噬菌体展示技术

在天牛防治技术研究中的应用潜力。
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噬菌体展示技术( phage display)是一种将外源的多肽或蛋白质与特定噬菌体衣壳蛋白融

合并展示于噬菌体表面的技术[ 1]。把展示于噬菌体上的多肽或蛋白质作为配体,通过 吸附-

洗脱- 扩增 的重复过程,可从噬菌体展示库中筛选出与给定受体特异结合的多肽或蛋白质。

这项技术的突出优点是[ 2] : ( 1) 能使特异结合的噬菌体通过多轮筛选得到富集; ( 2)通过测定

噬菌体的 DNA序列对融合表达的多肽或蛋白质进行鉴定。利用随机噬菌体展示技术即可对

一般的受体如抗体、酶、激素、凝聚素及非蛋白分子等进行筛选, 也可对细胞, 甚至对生物活体

的某一组织或器官(癌组织、肾、心脏)进行筛选[ 2 4]。这一技术也为天牛的防治提供了新的思

路,如果能够从随机噬菌体展示库中筛选出与天牛肠道表皮细胞或消化酶专一性结合并能干

扰其正常消化功能的多肽,可将这些多肽制成生物杀虫剂或将其相应的 DNA片段转入林木树

种,获得抗虫转基因植株,从而为控制天牛提供新的途径。

1 噬菌体展示技术的原理、产生与发展

这项技术的原理主要是将编码蛋白质或多肽的 DNA 片段插入到噬菌体外壳蛋白基因的

适当位置上,外源基因将随着外壳蛋白的表达而表达, 这样在成熟噬菌体的表面就携带了外源

DNA片段所编码的多肽或蛋白质[ 1]。

丝状噬菌体展示系统是研究最早、发展最完善的展示系统[ 5]。丝状噬菌体中的Ff类噬菌

体是最常用的噬菌体展示载体,如 f1、fd和 M13[ 6, 7]。丝状噬菌体的基因组编码 10个蛋白,与

噬菌体展示有关的主要是次要外壳蛋白p!、p ∀ 和主要外壳蛋白p# [ 8, 9]。p !可在N端、近N

端或 C端融合外源多肽或蛋白质,而 p #一般是在N端和近N端融合外源序列。T4噬菌体和

噬菌体也可作为噬菌体展示的载体[ 5, 10, 11]。但目前这两套系统本身还不太完善, 有待进一

步研究。
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1985年, Smith
[ 7]
首次报道了将外源多肽掺入到丝状噬菌体的次要外壳蛋白 p ! 的方法,

同时证明表达在噬菌体表面的多肽能够通过抗体识别而进行亲和筛选。Parmley 和 Smith[ 12]用

生物素标记的配体对噬菌体外源多肽进行了淘选,并利用链霉亲和素捕获配体与噬菌体复合

物。Scott 等[ 13 15]三个研究小组分别成功构建了自己的随机六肽噬菌体库。Bass[ 16]等在噬菌

体展示中引入了噬菌粒, 简化了 DNA重组操作。从此,这一研究领域便得到迅速的发展, 并广

泛应用于生命科学研究的不同领域,如抗原决定簇的定位、人工制备抗体、确定激素或受体的

结合序列或酶的底物序列、筛选受体的激活剂或拮抗剂或酶的抑制剂,开发多肽药物[ 17 20] ,

甚至可用于筛选非多肽结合蛋白(如链霉亲和素)或非蛋白分子(如 DNA)的多肽结合序列[ 21] ;

该技术在诊断试剂和疫苗设计等领域也有着潜在的应用价值[ 17]。

2 噬菌体展示库及其筛选方法

2. 1 噬菌体展示库

噬菌体展示实验可概括为建库和筛选两步[ 2]。首先,通过人工合成、cDNA法、DNaseI随机

水解法等来制备各种序列不一的核苷酸片段,将其克隆于载体(噬菌体或噬菌粒)中,然后通过

感染大肠杆菌, 使其分泌出融合表达外源片段的噬菌体, 称为建库。由随机合成、序列各异的

外源DNA片段重组到不同的噬菌粒中, 便形成随机多肽噬菌体库 ( RPL, random pept ide li

brary)。一般的 RPL 可展示 6 38个氨基酸的肽[ 22]。目前, 可以从许多生物试剂公司购买到各

种随机多肽噬菌体库,如 Biolabs公司销售7或12个氨基酸的随机多肽噬菌体库。依据外源融

合多肽的构象是否被限定,多肽噬菌体展示库可分为两类
[ 23]

, 即构象限定的多肽噬菌体展示

库,和构象不限定的多肽噬菌体展示库。由于外源融合多肽是以单拷贝或多拷贝形式表达于

噬菌体外壳上, 所以可相应地分为单价多肽噬菌体展示和多价多肽噬菌体展示。将用来筛选

各种生物分子配体的多肽噬菌体展示库称为配体噬菌体展示库[ 5]。这些配体包括抗体、凝集

素、酶、核酸、受体等。用于研究酶的底物专一性的噬菌体展示称为底物噬菌体展示[ 19]。

2. 2 筛选方法

从随机噬菌体库中筛选出与受体结合的噬菌体多肽, 称为筛库。噬菌体展示技术最初只

用于体外筛选。Pasqualini等[ 3]首次报道了将随机多肽噬菌体库注入小鼠循环系统获得了专

一结合心、肝等器官的多肽。Arap[ 4]报道了直接从小鼠活体内筛选出专一与癌组织微血管结

合的多肽, 提供了直接将药物投至癌组织的方法,增加疗效的同时, 降低了药物的副作用。这

些研究成果显示了该技术直接用于体内筛选的巨大潜力。

体外筛选时,首先把受体包被到固体或液体的支持物上,然后将噬菌体展示库与固定化的

受体作用,冲洗除去未吸附的噬菌体,再用洗脱液分离出被吸附的噬菌体。洗脱的噬菌体通过

侵染宿主细胞进行扩增。重复 3 4 轮上述筛选过程,便可获得与受体特异结合的噬菌体多

肽[ 1]。体内筛选则通过静脉注射或取食等方法使噬菌体展示库与生物体的某一器官或组织作

用。筛选、扩增程序与体外筛选相同。

无论采取何种筛选方法, 都是根据噬菌体多肽与受体的亲和吸附而进行的。一般情况下,

被筛选的噬菌体只是原噬菌体展示库的很小一部分,为了尽可能筛选出与受体有亲和性的多

肽或蛋白,必须确保最初用于筛选的噬菌体库含有足够多的随机多肽。
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3 噬菌体展示技术的应用

3. 1 单克隆抗体的生产

噬菌体展示技术建立之初是用于抗体的生产
[ 24]
。噬菌体抗体库的优点除了筛选简便外,

更在于它避开了抗原免疫途径,可直接利用已知抗原筛选出含相应抗体基因的噬菌体。这在

抗原分子量小、免疫原性差及抗原量少的抗体生产中具有明显的优点。这一技术也为人源性

单克隆抗体的制备提供了有效的手段
[ 25]

,国内已经开展这方面的研究
[ 26, 27]

。

3. 2 抗原表位图谱及模拟

尽管人们已建立了许多抗原决定簇定位的方法,如免疫复合物的 X射线衍射、重组蛋白

质的表达、聚合酶链式反应( PCR)、同源基因扫描和亲和基因表达等等[ 17]。但噬菌体展示为研

究抗原决定簇图谱提供简便而廉价的方法[ 13, 28]。由于该方法只须进行简单的微生物实验程

序,因此比需要对配体的多肽片段进行化学分析的图谱方法简便得多。

3. 3 蛋白质结合特性的研究

噬菌体展示技术可用于筛选蛋白质或酶的抑制剂、拮抗剂或调节剂等,对新型药物的设计

具有重要的意义。许正平等
[ 5]
运用该技术研究了蛋白酶CAPK的底物序列并筛选出它的抑制

剂。底物噬菌体展示库已成功的用于研究多种酶的底物专一性。Matthews等[ 19, 20]利用单价噬

菌体展示库研究了枯草杆菌蛋白酶和弗林蛋白酶的底物专一性。Westendorf等[ 29]利用随机十

五肽库研究了M 期蛋白激酶的底物专一性。

3. 4 非蛋白质物质的研究

噬菌体展示技术也为非蛋白质物质的功能研究提供了可能[ 30]。碳水化合物的化学合成

较困难,这影响了对其功能的研究,而噬菌体展示技术可模仿非肽类的物质,观察其功能结构。

YenChoo[ 31]从随机多肽库中筛选出与 DNA模板结合的多肽(锌指的某一区域) ,并对其结合特

性和调控功能进行了观察。

从上可见, 噬菌体展示技术虽然还处在不断完善的研究阶段,但它的优越性已在分子生物

学、蛋白质化学和免疫学中得到明显的体现, 在未来的理论研究与应用开发中有着巨大的潜

力。

4 噬菌体展示技术用于天牛防治技术研究的可行性分析

天牛( Anoplophora spp. )是我国林木的主要蛀干害虫, 广泛分布于我国辽宁、河北、河南、山

东、山西、陕西、甘肃等24个省市自治区
[ 32]
。在防治方法上, 已形成了一套以营林技术措施为

基础,物理机械防治、化学防治、生物防治、抗虫育种等多种措施配合使用的综合管理系

统[ 33 38]。这些防治方法长期以来在天牛的控制中起着积极作用, 但均具有一定的局限性[ 34]。

随着生物技术的兴起,人们已通过基因工程手段将外源抗虫基因导入植物获得抗虫林木品种,

但目前由于没有高效抗天牛的基因作为外源基因, 导致抗天牛基因工程没有太大进展。改进

和开发新的防治策略已成为林业科技工作者当前最重要的任务之一。

根据对数种有代表性的天牛幼虫消化道纤维素酶的研究,发现幼虫消化道内均有完整的

纤维素酶体系, 包括外切 1, 4 葡萄糖酶( C1酶)、内切 1, 4葡萄糖酶( Cx 酶)和 1, 4葡萄糖

苷酶, 而且这些纤维素酶均为其自身分泌的内源性酶[ 39 42]。因此, 如果能够找到与天牛肠道
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上皮细胞或纤维素消化酶专一性结合的多肽,就可为天牛的控制提供如下的途径: ( 1)多肽本

身即为消化道上皮细胞的毒性物质,例如,与细胞表面的受体结合后干扰了细胞正常的信号传

导; ( 2)多肽为纤维素消化酶高效结合的抑制剂, 抑制天牛的消化功能; ( 3)大量的多肽或经修

饰后的多肽与大分子蛋白质复合物可以封闭消化道表面,干扰其正常功能; ( 4)多肽作为 向

导 ,与酶抑制剂相连使之更有效地找到靶部位。上述多肽可制成生物制剂或将其相应的

DNA片段作为外源基因转入栽培树种, 在天牛成虫期喷洒制剂或孵化的幼虫取食转基因树种

时被杀死。实现上述途径的关键是如何筛选出这样的多肽。噬菌体展示系统为筛选这类多肽

提供了非常有效的手段。

图 1 用随机多肽噬菌体展示库筛选天牛肠道结合短肽流程图

图1以天牛活体、离体中肠以及消化酶 3种形式的受体为材料, 建立随机短肽噬菌体库筛

选系统。经过 2 3轮重复筛选, 使特异结合的多肽噬菌体得到大量富集。对筛选出的噬菌

体进行 DNA序列测定,鉴定结合多肽的氨基酸序列, 进而在大肠杆菌表达系统中进行表达以

鉴定这些多肽的功能,研究其对中肠的结合特性、对天牛生长发育的影响及其对消化酶活性的

抑制作用等。

中国林业科学研究院林业研究所生物技术室已经用随机七肽噬菌体库对天牛活体进行了

初步的筛选。在富集的噬菌体中发现了初步的特征氨基酸序列,目前正在做进一步的鉴定。

消化酶的随机多肽噬菌体筛选也在进行中。最终将特异结合的多肽制成生物杀虫剂或将其相

应的 DNA片段作为外源基因转入树种以获得抗虫转基因植株。高效抗天牛制剂和抗虫品种

的应用,为天牛的综合管理提供新的手段。
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The Prospects of the Phage Display Technique in the

Control of Longicorn Beetles
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Abstract: The current status and development of phage display technique are described and the potential

application of this technique to control longhorn beetles is outlined based on the analysis of the constraints

in the pest management at present in China.
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