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噬菌体展示体内筛选技术及其应用进展

俞杨王自正

【摘要】 噬茵体展示技术是将高度多样性的多肽或蛋白展示于噬菌体衣壳蛋白表面的一项技

术。这一技术将展示分子的基因型和表型联系在一起，极大地方便了多肽或蛋白分子的功能性筛

选。从噬菌体展示文库中筛选出的多肽或蛋白具有高度的特异性和极强的亲和力，在生物医学基

础研究和临床诊断治疗中具有重要的应用价值。随着噬菌体展示技术的不断发展，已将其用于活

体的体内筛选。体内筛选技术发挥了高通量筛选的特点，能够在活体水平研究血管表面的分子表

达状况，分析不同器官血管表面分子的表达差异，从而为临床靶向性诊断和治疗提供实验依据。
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【Abstract】Phage dispIay technology is a kind of method which display peptides or proteins of hi曲

diveI_sity on the surfhce of phage coat pmtein多．This technology e8tablish a linkage between genotype and

phenotype，whjcJ】makes functional screen of peptides or proteins convenient．Peptides 0r pmteins screeJ】ed

f而m phage display lib捌ry have hi曲叩ecificity and strong撒nity，and play an important roles in basic

research and clinical diagnosis and tller印y．Witll tlle devel叩ment of phage display，it has been used in the

in vivo selection．It has characteristics of h远h throughput selection so that“can reveal molecular profiles

and the differences of啪lecular pmfiles expressed on the Vascular surface of di嗣ferent organs．Studies of in

vivo selection can provide expedmental evjdences for the呦伊ting diagno幽and tberapy．
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l噬茵体展示技术要点

噬菌体展示技术(phage display technology，

PDT)是以经过改建的噬菌体为载体，将外源基因

插入噬菌体衣壳蛋白基因Ⅲ或Ⅷ区，从而使表达的

外源性多肽或蛋白质与噬菌体衣壳蛋白一起融合表

达在噬菌体的表面，并使表达产物保持良好的空间

构象，由此提供了可用于亲和筛选的噬菌体多肽或

蛋白，通过测定插入噬菌体的DNA序列，即可明

确所表达的外源肽或蛋白质的氨基酸序列。任何多

肽或蛋白只要能够分泌到细胞周质腔均可通过衣壳

蛋白被表达在噬菌体表面，构成多样性丰富(>109)

的噬菌体展示文库。

PDT由Smith[1】在从事噬菌体生物学和分子生
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物学十多年研究的基础上首先于1985年在

“Science”报道，并率先提出选用丝状噬菌体

(filamentous bacteriophage)构建噬菌体表达载体。

随后又有人用M13和噬菌体f1构建表达载体。

M13、f1均属大肠杆菌丝状噬菌体，其特性相似，

基因组均为单链环状DNA，这种噬菌体既能够感

染宿主菌，又不杀伤宿主菌；既可以在雄性大肠杆

菌内稳定地增殖，又可以向菌体外分泌大量的噬菌

体颗粒。现已阐明，衣壳蛋白印Ⅲ和鳃Ⅷ均含有

可引导其到宿主菌内膜的信号肽，到达宿主菌内膜

后信号肽被剪切，印Ⅲ和gpⅧ两种蛋白随着噬菌

体的分泌形成成熟的衣壳蛋白。目前通常利用在

gpⅢ蛋白基因区引入外源肽或蛋白基因，通过定点

突变在gpⅢ序列区引人适宜的酶切克隆位点，从

而获得新的噬菌体表达载体。

目前，噬菌体展示的功能多肽或蛋白的种类主

要有化学合成的随机多肽、天然的cDNA表达多
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肽、抗体片段和某些特殊的蛋白质。而用于展示的

噬菌体种类除了经典的丝状噬菌体，还有T4和-17

等裂解性噬菌体。与丝状噬菌体相比，裂解性噬菌

体通过裂解宿主细胞而释放到培养液中，因此尤其

适合对宿主细胞具有毒性的蛋白的展示。随着PDT

的应用发展，证明其在功能性筛选方面具有重要的

应用价值。而且由于文库中多肽序列丰富的多样性

(>109)，这一筛选过程是高通量筛选，由此得到的

具有高度特异性和极强亲和力的多肽或蛋白在生物

医学基础研究和临床诊断与治疗中具有重要的应用

价值皿3】。

2体内筛选是PDT的重要进展

利用PDT所进行的筛选早期集中在离体筛选，

即选用纯化的靶蛋白进行筛选，然而这种筛选策略

存在一定的局限性，体外表达、纯化所得的靶蛋白

在空间结构和生物学功能上都可能与机体内的天然

状态有很大的差异，可能导致分子间识别的差异，

所以，一部分研究者希望通过体内筛选的策略更好

地模拟在整体状态下的多肽和血管表面分子之间的

相互作用【锏。在离体筛选中筛选的靶蛋白往往是

已知蛋白，而体内筛选技术有可能发现新的血管表

面表达分子，并借助特异性结合多肽客观地评价体

内血管表面的分子表达水平。在血管蛋白质组学的

研究领域中，已经将噬菌体体内筛选技术作为一种

有重要价值的新方法[5，曰。离体筛选得到的特异性

结合多肽在体内存在应用上的困难，主要是体内血

液中的蛋白酶和其他蛋白成分有可能干扰筛选所得

的多肽配体的稳定性和结合能力，而体内筛选在筛

选过程中就施以体内的选择压力，从而为得到具有

潜在的临床价值的多肽配体奠定基础。这种多肽配

体可以作为示踪剂和药物的靶向性载体将核素、化

疗药物或具有治疗作用的基因片段转运到病变局

部，或本身就具有生物学效应而作为药物有效地应

用于临床疾病的诊断和治疗，这种血管靶向性诊断

和治疗的策略可以应用于恶性肿瘤和心血管疾病等

与血管相关性病变中，从而强化局部显像和治疗作

用，降低全身的非特异性摄取和不良反应mu。以

上的工作绝不是孤立的，在同一个研究中往往互相

联系，密不可分。

体内筛选所使用的噬菌体展示文库中，以化学

合成的随机多肽文库应用得最为广泛，主要是因为

与抗体药物相比，多肽具有下列优点：①与重组技

术的产业化生产工艺相比，多肽筛选、合成和修饰

的成本较低；②以单位质量计算具有明显的高生物

学活性；③在室温下比抗体更稳定；④不容易产生
免疫排异，不良反应小；⑤具有很强的器官和实体

瘤穿透性【3．121。因此可以认为，多肽配体更容易过

渡到体内血管相关性疾病的靶向诊断和治疗。而

且，化学合成的多肽文库可以打破天然多肽的限

制，在分子识别的过程中具有更高的效率。

3体内筛选的应用进展和在核医学中的应用前景

噬菌体体内筛选时往往将噬菌体文库从外周循

环注射人机体内部，循环一定时间后通过手术获取

目的脏器，再分离出与目的脏器的供血血管特异性

结合的克隆感染大肠杆菌进行扩增，经过2～3轮

的筛选后特异性结合的噬菌体克隆得到富集，再由

测序得到其氨基酸序列并进行后续研究工作【埘。噬

菌体体内筛选技术的生物学基础在于机体血管表面

特异性分子的表达，因此这一技术对血管分子生物

学和血管蛋白质组学的发展具有重要的意义，不仅

有助于基础研究的探索发展，还有可能得到具有药

物前景的前体物质。

K010nin等【14]从遗传性肥胖小鼠体内筛选出与

白色脂肪组织的微血管内皮特异性结合的噬菌体多

肽，将其作为载体把诱导凋亡的药物带到局部血管

可使其发生凋亡，白色脂肪组织明显萎缩，肥胖小

鼠的体质量下降且未出现明显的不良反应，并成功

地利用层析的方法找到了结合的靶分子prohibitin，．

证实其确实在白色脂肪组织的微血管内皮特异性表

达。根据这个结果，研究人员提出了“血管密码”

概念，即某个体中不同脏器的血管内皮具有不同的

标志物。

人体体内筛选验证了动物实验的结果：Arap

等【1习将噬菌体随机多肽文库注射人人体后，收集

不同脏器的噬菌体多肽。经过测序和生物学信息分

析发现，不同脏器血管内皮分子结合的噬菌体多肽

的模序具有相当的差异性，提示人体血管腔并不是

表面分子分布均匀一致的管道，其表面分子的分布

与血管所供应的脏器有很强的相关陛，利用这一特
点，通过切断血供治疗某些脏器特异性的疾病，不

会出现严重的全身性不良反应。目前，Ruoslahti[-叼

的实验室已经发现“盘管密码，’在肿瘤的血管生成

和转移中也起到重要作用。

Arap等【l习根据随机多肽的序列比对找到了与
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白细胞介素．11同源的多肽，由此推测并证实了白

细胞介素．11的受体就是血管标志物。研究结果证

明，白细胞介素．11受体的确可以作为进展期前列

腺癌的血管表面标志物【期。由于筛选文库多采用人

工合成的随机多肽，在实际研究中通过随机序列比

对找出多肽结合的血管标志物的情况并不多见，有

时巧妙地应用不同类型的文库有助于解决这个问

题。Ruosla}lti[1q的实验室通过体内筛选获得与正

常乳腺血管结合的随机多肽，同时也可以识别乳腺

癌的血管，序列比对并未提示对应的标志物。他们

利用筛选组织构建了一个cDNA文库，再用这个文

库对结合多肽进行筛选，得到的结合克隆做序列比

对，结果发现了肿瘤血管标志物氨肽酶P【18】。

Laakkonen等t9】研究发现，噬菌体体内筛选技
术除了能用于研究血管表面分子表达情况，还可以

被用于淋巴管表面分子表达的研究。因为缺乏基底

层，淋巴管在肿瘤转移过程中的障碍比血管更小，

所以具有非常重要的作用。Laakkonen等1卅发现了
与肿瘤组织特异性结合的噬菌体多肽LyP．1，其不

与肿瘤血管共定位，而与肿瘤的淋巴管共定位。噬

菌体多肽LvP．1可以穿透细胞膜进入细胞核内，表

明其可以作为肿瘤靶向药物的载体。研究还证实，

噬菌体多肽LyP．1本身就具有抗肿瘤活性，可以通

过抑制淋巴管的生成而使肿瘤死亡[冽。

由于噬菌体展示技术在体内筛选中具有可观的

应用前景，而动物血管与人类存在差异，人类疾病

本身与人为构建的动物疾病模型也存在着区别，因

此有相当一部分研究者认为应该将此项技术广泛用

于人体内筛选，研究多肽在人体的定位情况和生物

学效应，从而为靶向性药物的发现提供线索【5'媳”，2”。

因此，体内筛选安全性的评价十分重要。Krag等㈣

对噬菌体展示技术应用于人体内筛选做了安全性分

析的临床研究，用噬菌体随机多肽文库和抗体单链

可变区片段文库对8例癌症Ⅳ期的患者(包括乳腺

癌，黑色素瘤和胰腺癌)进行了体内筛选，其中3

例患者做了连续筛选，观察结果无任何严重的不良

反应。研究表明，筛选到的噬菌体阳性克隆确实能

与肿瘤特异性结合，证明应用噬菌体展示技术进行

人体内筛选具有安全性，从而为此项技术广泛应用

于人体筛选研究奠定了基础。

体内筛选的噬菌体展示技术可以得到靶器官的

血管特异性小分子多肽，因此此项技术对于核医学

靶向性诊断和治疗的小分子多肽载体的开发具有重

要的应用前景3'&9'捌。目前，在核医学靶向性的多

肽载体中，最有代表性的就是利用噬菌体展示技术

筛选得到的精氨酸一甘氨酸．天冬氨酸(RGD)三肽序

列，该序列可以与血管内皮表面所表达的整合素结

合，被广泛用作核素载体强刎，而在体内筛选研究
中，动脉粥样斑块特异性结合的多肽被认为可以用

于早期的斑块显像m 1”。噬菌体体内筛选提供了一

个生物技术平台，可用于开发血管特异性的多肽探

针，而这些探针靶向性强、灵敏度高，可在标记核

素后作为放射性药物用于病变组织的显像和治疗。

综上所述，体内筛选是噬菌体展示研究中的新

兴领域，由于其筛选方式有效地模拟了正常的生物

学状态，对认识血管的分子表达谱具有重要的价

值，而且其研究成果可以方便地过渡到临床诊断或

治疗药物的开发，因此近年来这一领域进展迅速。

以后的重点主要集中在正常与病变组织(尤其是肿

瘤等难治性疾病)血管表面分子表达差异的比较、

多肽结合受体的确定和以多肽为基础的合成药物的

体内靶向性及疗效的研究。随着唾菌体展示技术体

内筛选的进一步发展，此项技术必将作为血管生物学

基础研究和临床应用的重要工具，对生物医学的实践

及核医学靶向性诊断和治疗产生极富意义的影响。
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钠碘转运体基因介导的肿瘤放射性核素治疗研究

张俊刘增礼

【摘要1钠碘转运体(NIs)是一种跨膜糖蛋白，介导碘的主动摄取，使得放射性碘用于治疗不摄碘

的肿瘤成为可能。目前NIS基因已被成功转入多种肿瘤并表达出有功能的NIs蛋白，但治疗的效果

并不令人满意。为此，研究者们应用不同的方法进行了改进，并收到较好的效果。

【关键词】基因疗法；碘放射性同位素；肿瘤；钠碘转运体

【中图分类号】R817．5，R 730．5 【文献标识码】A 【文章编号】1673—4114(2008)0卜0008一04

Som啪iomde symporter gene·mediated ramOnucHde therapy of t岫。璐
ZHA翻G)耐，LlU Zen争话

(1．Dep们脚m旷№fe甜胁dici船，陇危Du Rop如’s日唧i越砒bu 22勋，D，饥inn；2．D印州靴m旷
肌c2eⅡr胁如溉tk＆co以蛳矗疵d融P删矿舶Dc^o埘‰妇ers慨|sw^Du 2J5∞t现i勰)

【Abstract】The sodium iodide symponer(NIs)is a transmembmne舀ycoprotein responsible for uptake of

iodide into cells．It has raised the possibility of
using radio-iodine for treatment“th08e tumors that cannot

accumulate iodide．The NIS gene has been transfeITed into a variety of tumors and induced NIS functional

expression successfully．HoweVer，the e珏bct of therapy is disappointing．Hence，many investigators apply

several diⅡbrent appmaches to their studies and obtain more ef绝ctive results．

【l【ey words】Gene therapy；Iodineradioisotopes；Neoplasms；sodium iodide synlporter

碘是人体必需的微量元素，主要用于甲状腺激

素的合成。在生理条件下，甲状腺内浓聚的碘相当

作者单位：1．225300，江苏省泰州市人民医院核医学科(张俊)

2．215004，苏州大学附属第二医院核医学科(刘增礼)

通讯作者：刘增礼(E-mail：liuzendi@126．com)

于其在血浆内浓度的20一40倍”。放射性碘可用于

测定甲状腺功能，诊断和治疗甲状腺机能亢进和甲

状腺癌。甲状腺内碘浓度的维持是通过甲状腺滤泡

细胞基底膜上的钠碘转运体(sodium iodide

symporter，NIS)实现的。1996年，大鼠NIS基因




