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噬菌体展示技术在肿瘤诊断和治疗中的应用

阳艳丽王自正

·实验核医学·

【摘要】噬菌体体内展示技术的出现，使器官靶向性多肽的筛选、器官特异性血管分子作图成

为可能。更值得注意的是，通过动物体内的筛选，鉴定出了一系列肿瘤相关分子标志物的特异性

多肽配体，为肿瘤的诊断、肿瘤药物的输送以及肿瘤血管性基因治疗等提供了靶向性分子。最近，

人们又成功地将此技术应用于肿瘤患者，并鉴定出与肿瘤特异性结合的多肽模序。
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【Abstract】Phage display is possible to screening targeted peptides，mapping organ—speci6c vascular

molecule because of in vivo phage display．It is more remarkable that a variety of peptide ligands 8pecific fbr

tumo卜associated makers is identi6ed，which supplied targeted molecules fbr tumor diagnosis，delivery of tumor

dmgs and tumor Vascular gene therapy．Recently，people succeed in applying the technoIogy to tulnor patients

and identifying peptide motifs binding to tumor specific￡lUy．
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噬菌体展示技术是一项将外源的重组肽、蛋白

质包括抗体片段融合到噬菌体颗粒衣壳蛋白上的基

因技术，其主要优点在于：①能够筛选包含数亿个

肽或蛋白的文库，得到具有某种特性的、单一的肽

或蛋白；②噬菌体文库将展示的肽或蛋白的表型与

编码该分子的基因型联系在一起，当筛选到某一特

定的肽或蛋白后，能通过感染大肠杆菌而扩增该目

的分子。

1噬菌体载体

目前，应用最广的噬菌体载体是丝状噬菌体家

族(包含M13、fd和f1)中的M13。M13病毒颗

粒上的5种衣壳蛋白都被用来展示外源分子，最常

见的方式是将外源肽融合在pⅢ或pⅧ的氨基端，

也有研究者将外源蛋白插入到pⅦ和pⅨ的氨基端

或者插入到pⅥ、人工合成的pⅧ和pⅢ的羧基端。
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2噬菌体文库

根据噬菌体展示的外源分子的不同，将其分为

3类：多肽文库、抗体文库和cDNA文库。本文重

点阐述多肽文库和抗体文库及其应用。

2．1多肽文库

组合多肽文库是最早产生的噬菌体多肽文库，

其展示的多肽是由人工合成的核苷酸随机编码。随

后为了提高多肽的亲和力，在此基础上又弓l入了结

构限制性文库，即在展示多肽的两侧各引入一个半

胱氨酸残基，使之形成一个含二硫键的环形结构；

另一种限制性文库是将随机多肽插入其他折叠结构

或结构域的环形结构中，使随机多肽的结构受限

制，因此又被称为结构域文库。

2．2抗体文库

小分子抗体片段最早被用于构建抗体文库，即

将抗体的单链可变区片段(single chain variable

region fragment，scFv)或抗原结合片段(antigen．

binding fragment，Fab)表达于噬菌体表面。其中，

免疫文库来源于免疫的供体B细胞(一般来源于
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脾)的抗体基因。非免疫文库包括天然和合成文库

两种，前者由没有经过免疫的供体B细胞的抗体

基因产生；后者是将抗体v基因和人工合成的D、

J基因片段融合而成，又称为“single pot”文库。

3筛选策略

3．1体外筛选

最经典的体外筛选策略是将靶分子吸附并固定

在某一物质表面，如醋酸纤维膜、聚偏二氟乙烯膜

或聚苯乙烯膜等，然后加人重组噬菌体，洗去没有

与靶分子结合的噬菌体，再将与靶分子结合的噬菌

体感染大肠杆菌进行扩增，得到的扩增产物用于下

一轮筛选。

3．2体内筛选

噬菌体的体内筛选是将噬菌体文库静脉注射人

实验动物体内，根据需要循环一定的时间后，处死

动物并收获目的脏器，将与该脏器组织特异性结合

的噬菌体通过感染大肠杆菌进行扩增，产物进行下

一轮循环。

体内筛选与体外筛选相比具有显著的优点：①

分离的噬菌体多肽在体内选择性定靶于“完整”的

目的靶分子，克服了某些细胞表面分子在体外缺失

导致的筛选失败；②大量噬菌体可以识别普遍存在

的血浆和细胞表面蛋白，而在体内筛选过程中可以

利用心脏灌注将这些噬菌体清除；③能够筛选到稳

定的多肽，因为只有在血液中稳定的多肽才能到达

靶点并与靶分子结合；④筛选得到的噬菌体多肽对

于新受体的功能分析有重要作用，同时它筛选得到

的组织血管特异性多肽有可能作为新靶向药物的候

选分子⋯。

研究者已经成功地利用噬菌体文库进行体内筛

选，获得针对不同靶分子的特异性多肽配体。

4噬菌体展示在肿瘤诊断和治疗中的应用

人们试图利用噬菌体文库鉴定结合于肿瘤细胞

膜蛋白、肿瘤新生血管内皮细胞表面分子或肿瘤细

胞的特异性配体。以下几种方式可以用于筛选与细

胞表面分子特异结合的多肽或抗体片段：①用膜蛋

白可溶性细胞外结构域、免疫黏附结构或蛋白磷脂

体进行筛选；②用培养的完整细胞进行筛选；③静

脉注射噬菌体多肽文库或抗体文库进行体内筛选；

④用分离的完整器官进行筛选[2】。分离到的特异性

多肽或抗体片段与放射性核素、荧光素等分子连

接，可以应用于肿瘤的显像、诊断和治疗。

4．1肿瘤的显像、诊断和监视

4．1．1肿瘤的显像

人们利用从噬菌体文库中分离得到的肿瘤细胞

或血管内皮细胞特异性多肽或抗体片段耦联放射性

核素、荧光素等分子，对肿瘤进行显像、诊断和监

视，其中与整联蛋白特异结合的多肽能够对肿瘤的

新生血管进行显像。

zitzmann等【3j利用噬菌体展示技术筛选前列腺

特异性膜抗原阴性的细胞株DU．145，分离得到

DuP—l(一种特异性结合于前列腺肿瘤细胞的多

肽)，并将131I标记的DuP．1静脉注射人皮下移植

Du．145和PC一3前列腺肿瘤的裸鼠，结果显示该肽

在两种小鼠每克肿瘤组织的积聚分别达到注射剂量

的5％和7％，且体内灌注不易将其洗脱下来，并

且观察到小鼠前列腺肿瘤模型中肿瘤的放射性强度

较正常前列腺组织高达300％。

4．1．2肿瘤的血管靶向性诊断

肿瘤血管由于表达独特的分子标志物，使其不

论在结构上还是功能上都与正常组织的血管不同，

另外，大量资料显示，来自不同组织、不同类型的

肿瘤，甚至在单一肿瘤中，血管的结构和功能都存

在很大的异质性，因此越来越多的显像剂指向了肿

瘤新生血管内皮细胞。

weller等【4]将肿瘤血管内皮细胞特异性三肽

RRL(Arg．Arg-Leu)与超声对比微气囊(ultrasound con—

trast microbubbles)相连，进行肿瘤血管生成的超声

成像；在皮下携带克隆C或PC．3肿瘤的小鼠静脉

注射RRL．微气囊后，超声成像显示三肽RRL在两

种肿瘤中的造影增强显著，而对照心肌中仅有轻微

的造影增强，并且肿瘤的声波强度明显高于心脏。

另外，Valadon等【5】利用构建的噬菌粒抗体文库筛

选小鼠肺血管内皮细胞，得到6个与抗体Tx3．83

高度同源的序列，为了消除静脉注射噬菌体后被肝

脏吸收，研究小组将抗体TX3．83的scFv与鼠的

Fc 11段融合成scFv—Fc融合蛋白并标记上放射性

核素，从小鼠尾静脉注射后通过1闪烁平面显像

很直观地看到scFv—Fc融合蛋白靶向定位于鼠的

肺脏。
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4．1．3肿瘤的时期特异性(stage．speeific)监视

用噬菌体体内展示技术可筛选肿瘤血管的时

期特异性血管内皮细胞表面标志物。Hoffman等[q

利用含7个氨基酸序列的环肽文库筛选诱导发

生表皮肿瘤的K14一HPVl6转基因小鼠，分离得到3

个多肽，其中，含9个氨基酸序列的CSRPRRSEC

仅识别发育异常的皮肤组织的新生血管系统，含5

个氨基酸序列的CGKRK和CDTRL则优先结合肿

瘤的新生血管系统，仅少量结合于癌变前的异常皮

肤组织新生血管，不结合正常皮肤和其他组织，因

此得出在皮肤肿瘤发生过程中，恶化前和恶性肿瘤

的新生血管之间存在差异的结论。在另一个类似的

实验中，Joyce等【7J证明了在发生胰腺癌的RIP—Ta92

转基因小鼠模型中，肿瘤血管存在不同的特异性分

子标志物，并通过筛选暴露于脉管系统的细胞，尤

其是内皮细胞、周皮细胞和肿瘤细胞，得到分别结

合于正常血管、恶化前血管和肿瘤血管的特异性多

肽，说明在肿瘤的发生过程中血管也处于不同的特

异阶段。噬菌体体内筛选技术能鉴别时期特异性肿

瘤和寻找器官特异性血管编码(zip eodes)，为将来

研究肿瘤新生血管进程的发病机制打下了基础，并

为肿瘤的放射性核素显像尤其是早期诊断和定位，

以及化学治疗药物的输送提供靶向性分子。

4．2肿瘤的免疫治疗

4．2．1 scFv的抗肿瘤作用

目前，scFv依赖其分子质量小以及更强的肿

瘤穿透性、迅速的血浆清除率而成为新一代抗肿瘤

分子。scFv的典型抗肿瘤方式是先通过scFv噬菌

体文库筛选到肿瘤细胞表面特异性分子，然后将获

得的肿瘤特异性scFv耦联药物或毒素发挥靶向肿

瘤的杀伤作用。例如，将抗细胞分化抗原cD30的

scFv与假单胞菌外毒素融合治疗霍奇金淋巴瘤，

在小鼠模型上观察到很好的抗肿瘤疗效f8】。

4．2．2双特异抗体的抗肿瘤作用

另一种用于肿瘤免疫治疗的抗体是具有双重特

异性的抗体，即两个针对不同靶分子的scFv通过

亮氨酸拉链或可变接头连接形成的二聚体。该抗体

具有理想的结构、较小的毒性，并降低了抗体纯化

和亲和力成熟的要求；能迅速从循环中被清除，因

此其肿瘤／血液比率远远超过单克隆抗体。实验证

明，双特异性抗体能在裸鼠体内表达相关抗原的肿

瘤异种移植物中持续存在[9】。

双特异抗体的抗肿瘤作用可以通过招募淋巴细

胞或其他细胞毒性细胞对肿瘤细胞进行杀伤。

Asano等[10】将筛选到的抗表皮生长因子受体和抗细

胞分化抗原cD3的双特异性抗体Ex3通过嫁接的

方式人源化成hEx3，观察到其与T淋巴细胞激活

的杀伤细胞和白细胞介素2连接后能延长结肠癌裸

鼠的生存期。Adams等【9】通过将双特异抗体耦联

放射性核素对肿瘤进行放射免疫导向治疗：将发射

p射线的9呷(半衰期为64 h)与特异性靶向人类肿

瘤相关抗原HER2／neu的双特异抗体C6．5K．Ⅳ耦

联，观察到该化合物在MDA．361／DYT2人类乳腺癌

异种移植裸鼠模型中具有持续的抗肿瘤生长作用。

4．3肿瘤脉管系统靶向性治疗

4．3．1肿瘤血管的靶向治疗

抗肿瘤血管生成治疗因其具有独特的优势而受

到人们的关注：①即使仅破坏一段微血管壁的少量

血管内皮的情况下，也能使依赖它的大量肿瘤细胞

坏死；②与肿瘤细胞相比，肿瘤脉管系统的细胞实

质上是正常的细胞，而且具有更稳定的遗传性，因

此对药物产生获得性耐药的可能性也较小⋯】。

NGR(Asn—Gly—Arg)是通过体内筛选鉴定的、与

小鼠和人类肿瘤血管内皮细胞氨基肽酶N选择性

结合的三肽，Cumis等f12】将此三肽与人肿瘤坏死

因子融合，观察到其抗肿瘤活性高于单独使用肿瘤

坏死因子。

4．3．2淋巴系统为靶点的肿瘤治疗

已经证实瘤体中存在大量的淋巴系统，并带有

特异性的分子标志，且肿瘤的淋巴组织可以通过表

达淋巴管生成、生长因子而促进肿瘤的转移，因此

肿瘤的淋巴系统也有可能成为抗肿瘤的靶点。

Laakkonen等【13】利用噬菌体多肽文库筛选MDA．MB一

435小鼠乳腺癌异种移植物，分离得到结合于肿瘤

淋巴管内皮细胞的、含9个氨基酸序列的环形多肽

LvP．1，观察到荧光素标记的LyP一1积聚于肿瘤淋

巴管内皮细胞胞核以及肿瘤细胞胞核，并观察到它

的抗肿瘤活性。

4．4基因治疗

有效的基因治疗基于载体能在体内将诊断基因

特异性地输送至靶分子而使非特异性吸收毒性降至

最小。与动物病毒相比，丝状噬菌体缺失了感染动
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物细胞的特性，使噬菌体在寻靶的过程中不需要再

消除它天然的趋向性，而且即使产生了非特异性内

摄，噬菌体蛋白和复制的噬菌体产物也不太可能出

现在动物细胞中；其次，细菌培养悬液中能够得到

高滴度的噬菌体载体并进行大规模的纯化，因此获

得噬菌体载体相对而言比较简便和经济[14】，这些优

点使得噬菌体载体在基因治疗中越来越受到人们的

关注。

5噬茵体展示技术的应用前景

考虑到人类肿瘤异种移植物模型中多肽的靶向

作用在肿瘤患者身上可能并不存在，2002年美国

食品与药品管理局对噬菌体展示技术能否应用于人

类做了临床前研究，实验证明，连续的体内筛选，

小鼠对噬菌体的耐受性很好，因此批准将噬菌体展

示技术应用于人体的试验【15]。

Arap等【16]首先利用噬菌体展示技术对1例肿

瘤患者进行筛选，并分析了来自该患者不同器官的

近50 000个三肽模序，结果显示这些三肽对不同

器官的血管靶向性是非随机的。随后，Kmg等旧进

行了类似的试验，他们分别用噬菌体随机多肽文库

和scFv文库对8例处于癌症Ⅳ期的肿瘤患者进行

筛选。这是第一次在肿瘤患者体内进行连续的噬菌

体筛选、鉴定肿瘤靶向性配体的研究，虽然没用鉴

别出肿瘤特异性多肽物质，却证明了噬菌体展示技

术在肿瘤患者体内进行肿瘤特异性配体筛选的可行

性，并为将来这种技术进一步应用于肿瘤患者打下

了基础。

[2]

[3]

[4]
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