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噬菌体展示技术鉴定软物质肽适体的研究进展
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摘　要：噬菌体展示是筛选高亲和性短肽适体的有效技术，其最初主要用于鉴定蛋白质的适体，但目前该

技术被越来越多地用于鉴定选择性结合多种高亲和性底物的适体，这些底物包括天然聚合物、合成聚合物

以及各种有机小分子。经此鉴定出的肽适体具有强选择性、高亲和性结合目的底物的能力，且可调节与底

物界面间的相互作用。现在对利用噬菌体展示技术鉴定出的与软物质底物结合的不同肽适体进行综述。
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Abstract: Phage display is an effective technology for the selection of short peptide ligands with high affinity. 
While it was originally used for the identification of ligands to proteins, phage display technology nowadays has 
been also increasingly applied to identify ligands that selectively bind with high affinity to a broad range of other 
substrates including natural and biological polymers as well as a variety of low molecular weight organic molecules. 
The peptide ligands have strong selectivity, high affinity to bind to the substrate of interest, and facilitates 
interactions at materials interfaces.This article provided an overview of the identified different peptide ligands that 
bind to these soft matter targets by using phage display technology. 
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受到自然界生化过程中高度特异性适体与底物

相互作用的启发，噬菌体展示技术被用于鉴定与目

标底物高亲和性和选择性结合的短肽序列已有超过

30 年的时间 [1-2]。1985 年，Smith [3] 首次成功实现

该技术后，噬菌体展示已经发展为一种筛选无数生

物底物 ( 酶 [4-6]、毒素 [7-8]、受体 [9-10] 和结构蛋白 [11-12])
的天然或新型肽适体的有效方法。通过表位作图法

已证明噬菌体展示技术能够十分有效地鉴定蛋白质

结合位点 [13-15]。尽管噬菌体展示技术最初主要用于

鉴定生物基质肽配体方面，但迄今为止该技术的应

用范围已显著扩大。目前噬菌体展示技术被越来越

多地用于鉴定与固体底物结合的短肽序列 [16-17]，这

些固体底物包括金属 [18-19]、陶瓷 [20-23]、碳基材料 [24-25]、

合成或天然聚合物 [26] 以及有机小分子 [27] 等。这些

短肽可与生物分子、合成聚合物底物或纳米颗粒缀

合使底物选择性功能化，或调节底物表面性能。未

来噬菌体展示技术在传感器开发 [28-29]、模板矿化 [30-32]

等研究方面具有广阔的应用前景。同时，利用该技

术鉴定与软物质表面高亲和性和选择性结合的短肽

序列具有无限潜能。本文以举例方式对已利用噬菌

体展示技术鉴定出的软物质肽配体进行综述。
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1　鉴定软物质肽配体的研究进展

本文将依次介绍已经通过噬菌体展示技术鉴定

出与合成聚合物、有机小分子和天然聚合物底物结

合的肽配体。噬菌体展示技术的第一次应用实例可

以追溯到 1985 年用于对合成聚合物底物肽配体的

研究 [3]，其应用于有机小分子合成软物质底物、天

然聚合物底物配体的鉴定陆续被报道。

1.1　合成聚合物肽适体的研究进展

本文所讨论的 3 类底物中，大部分已被报道的

是使用噬菌体展示技术来鉴定合成聚合物的肽适

体。表 1 列出部分被鉴定的不同底物肽适体的序列

与选择条件。

1995 年，Adey 等 [33] 首次发现与聚苯乙烯 (PS)
和聚氯乙烯 (PVC) 表面结合的肽序列。同年，

Caparon 等 [34] 在寻找链霉亲和素结合配体时，发现

了一组“滋扰肽”，即共识序列 WHWWXW，该序

列源于与 PVC 底物结合的噬菌体。自此，许多富

含色氨酸的多肽序列，如 WXW 或 WXXW 等逐渐

被发现。Sanghvi 等 [35] 利用噬菌体展示技术鉴定出

导电掺氯聚吡咯 (PPyCl) 表面的肽适体。这些肽适

体与细胞黏附序列 GRGDS 融合，可促进细胞黏附

到 PPyCl 底物上。在过去的十年里，聚甲基丙烯酸

甲酯 (PMMA) [36]、α- 聚 (L- 丙交酯 ) (α-PLLA) [37]、

含偶氮苯的聚甲基丙烯酸酯 [38-39]、聚 (2- 甲氧基 -5-
丙氧基磺酸酯 -1,4- 苯基亚乙烯基 ) (mpsPPV) [40]、

聚 ( 亚苯基亚乙烯基 ) (PPV) [40] 的肽适体相继被鉴

定。以上研究均表明，聚合物的立构规整性、体系

结构性、结晶性以及其侧链功能基团的构象都可以

导致不同肽的富集，从而鉴定出某聚合物的肽适体。

同时，以无规结构和间同结构的 PMMA 作为底物

进行噬菌体展示技术，分离出了完全不同的肽序列。

Matsuno 等 [37] 研究显示，对于选择性结合表面，具

有最高亲和性的肽其表观结合常数比该肽对其他表

面的结合常数高 6~10 倍。他们鉴定出的 α-PLLA
肽适体为 QLMHDYR 序列，而该序列对 β-PLLA
的亲和力十分低，这表明了肽适体的强专一性。2017
年，噬菌体展示鉴定的合成聚合物肽适体不仅仅用

来单独介导底物表面固定化，还用来合成属性可调

表1  噬菌体展示技术鉴定肽适体的合成聚合物底物

目的底物 肽适体序列 选择条件

PS SSRLAYDHYFPSWRSYIFW 孵育：1011 噬菌体/mL + 0.1% PBS + 0.1% BSA (pH 7.4)；
      洗涤：5 × PBS；洗脱：50 mmol/L Gly HCl (pH 2.0)；循环数：1
PVC MQSWYYHWGGGETFPIR 孵育：1011 噬菌体/mL + 0.1% PBS + 0.1% BSA (pH 7.4)；
      洗涤：5 × PBS；洗脱：50 mmol/L Gly HCl (pH 2.0)；循环数：1
PPyCl THRTSTLDYFVI 孵育：噬菌体 + 0.1% TBST (pH 7.5)；洗涤：3 × 0.1% TBST；
      洗脱：Gly HCl (pH 2.2)；循环数：5
it-PMMA ELWRPTRQLQKYPSARRHLSFTLHLSPA 孵育：4 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：5 × 0.1% TBST；
      洗脱：500 mmol/L Gly HCl (pH 2.2)；循环数：5
st-PMMA HKPDANRHPVHPHRLPPWQRQHPRWHTP 孵育：4 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：5 × 0.1% TBST；
      洗脱：500 mmol/L Gly HCl (pH 2.2)；循环数：5
st-PS YLTMPTPFSWEAFAGETRARLGETQCAA 孵育：3.3 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：5 × 0.1% TBST；
      洗脱：500 mmol/L Gly HCl (pH2.2)；循环数：4
α-PLLA QLMHDYRLSQSLTR-RACSKDAANTLRSP 孵育：4 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：3 × TBS；
      洗脱：100 mmol/L Gly HCl (pH 2.2)+ 1 mg/mL BSA；循环数：4
mpsPPV HNAYWHWPPSMTHWDPFSLSAYFP 孵育：3.3 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：0.1% TBST + 
      4 × PBS；洗脱：100 mmol/L Gly HCl (pH 2.2)；循环数：5
PPV HTDWRLGTWHHS (hyperbranched PPV)； 孵育：3.3 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：0.1% TBST +
     ELWSIDTSAHRK (linear PPV)     4 × PBS；洗脱：100 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 1 mg/mL BSA；

      循环数：5
PDMS LSNNNLRLQPRANF 孵育：噬菌体 + 0.1%~0.5% TBST (pH 7.5)；洗涤：3 × 0.1% TBST； 
      洗脱：Gly HCl (pH 2.2)；循环数：3
##α-PLLA，α-聚L-丙交酯；BSA，牛血清白蛋白；it，全同立构；mpsPPV，聚2-甲氧基-5-丙氧基磺酸盐-1,4-亚苯基亚乙烯

基；PBS，磷酸盐缓冲盐溶液；PDMS，聚二甲基硅氧烷；PMMA，聚甲基丙烯酸甲酯；PPV，聚亚苯基亚乙烯基；PPyCl，
掺氯聚吡咯；PS，聚苯乙烯；PVC，聚氯乙烯；st，间规立构；TBS，Tris-HCl缓冲盐溶液；0.1% TBST，Tris-HCl缓冲盐溶

液中加入0.1% tween20。
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软物质凝胶中 [43-44]，鉴定有机小分子肽适体对设计

具有理想结构和物理化学性质的凝胶至关重要。利

用噬菌体展示技术鉴定选择性结合有机小分子的肽

适体，可调节荧光团的荧光强度、选择性检测爆炸

物和多环烃以及底物表面图案化。有机小分子可直

接以固晶的形式固定在球形珠上或平面基底上，用

作噬菌体展示的底物 [45]。表 2 总结了在噬菌体展示

中用作靶标底物的多种有机小分子，并列出了已经

鉴定出的相应肽适体。

最初，Rozinov 和 Nolan [46] 使用多种荧光基团，

如 Texas Red、Oregon Green 514 和荧光素作为底物

来鉴定肽适体。他们将已鉴定出的噬菌体进行定点

诱变克隆，然后再进一步分选出与各自靶标底物选

择性结合的噬菌体，由此得到的新序列与最初鉴定

出的序列相比，其对有机小分子具有更高的亲和力。

实验证明，这些新序列与荧光团 ( 特别是 Texas 

的合成聚合物表面 [41]。Ejima 等 [42] 已鉴定出水溶

性聚 (2- 甲氧基 -5- 丙氧基磺酸酯 -1,4- 亚苯基亚乙

烯基 ) (mpsPPV) 的肽适体。他们发现，在水溶液中

这类肽与 mpsPPV 的结合会引起荧光强度的变化，

即荧光强度会随着肽量的增加而增强。在水溶液中

加入嗜热菌蛋白酶 ( 一种降解肽的酶 ) 后荧光消失，

证明以上结论的正确性。此外，Chen 等 [38] 证明，

通过 UV 照射将偶氮苯基团的构象从顺式转化为反

式后，利用噬菌体展示鉴定出已结合到有顺式构象

偶氮苯基团的 PMMA 基底上的肽适体会立即脱落。

Swaminathan 和 Cui [40] 确定了环氧树脂和聚二甲基

硅氧烷 (PDMS) 的肽适体，并提出肽适体在各自底

物某些特定区域的微结构区上，其高亲和选择性结

合位点会增加。

1.2　有机小分子肽适体的研究进展

研究表明，有机小分子越来越多地应用于合成

表2  噬菌体展示技术鉴定肽适体的有机小分子底物

目的底物 肽适体序列 选择条件

Texas Red KHVQYWTQMFYSKPVQYWTQMFYT 孵育：6.0 × 1010 噬菌体/mL + 0.1% TBST (pH 7.4)；洗涤：0.1%
      TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 1 mg/mL BSA；

      循环数：3~4
Oregon Green514 HGWDYYWDWTAWHEWEYYWDETAW 孵育：6.0 × 1010 噬菌体/mL + 0.1% TBST (pH7.4)；洗涤：0.1%
      TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) +1 mg/mL BSA；

      循环数：3~4
荧光素 YPNEFDWWDYYY 孵育：6.0 × 1010 噬菌体/mL + 0.1% TBST (pH7.4)；洗涤：0.1%
      TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 1 mg/mL BSA；

      循环数：3~4
三硝基甲苯 WHWQRPLMPVSI 孵育：3.9 × 109 噬菌体/mL + 0.1% TBST + 1 mg/mL BSA；

      洗涤：10 × 0.1% TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) +
      1 mg/mL BSA；循环数：3~4
2,4-二硝基甲苯 HPNFSKYILHQR 孵育：3.9 × 109 噬菌体/mL + 0.1% TBST + 1 mg/mL BSA；

      洗涤：10 × 0.1% TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 
      1 mg/mL BSA；循环数：3~4
辛基三甲氧基硅烷 SILPYPYHAIYPRHTTYSRFPQILAFNS 孵育：7.0 × 1011 噬菌/mL + 0.1% TBST；洗脱：200 mmol/L 
      Gly HCl (pH 2.2)；洗涤：6 × 0.05% PBST；循环数：6
多氯联苯 DSNKLSPELSFAADRT 孵育：1.7 × 1010 噬菌体/mL + 0.1% PBS；洗涤：6× 0.05% 
      PBST；洗脱：100 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 1 mg/mL 
      BSA + 0.1 mg/mL 酚红；循环数：4
噻虫嗪 ASTLPKAHIPPVTSALTPTPPQPQVPDA 孵育：1 × 1010 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：多次 × 0.1% 
      TBST；洗脱：100 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 1 Mol/L BSA；

      循环数：3
2,4-二硝基甲苯 DYAMSAISYDGGSKRDAVTPTSTTTS- 孵育：1.5 × 1013 scFV噬菌体/mL + TBS或0.2% TBST；
     YYNAMDV-TGSSSNIGSNSVTDDN-     洗涤：5 × TBS或0.2% TBST；洗脱：0.1 mL三乙胺-硼烷；

     QAAWDASLSG     循环数：4
萘 HFTFPQQQPPRPTLTDPAYRPHRYKL- 孵育：8.0 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；
     HISKDHI-YPTKNVDHMATFARG     洗涤：5 × 0.1% TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2)；
      循环数：5
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Red) 间的高度仿射作用，可用于调节该类有机小分

子的激发和发射光谱范围。多个研究小组已证明通

过噬菌体展示实现爆炸物鉴定，如 1,3,5- 三硝基苯

(TNB)、2,4- 二硝基甲苯 (DNT) 和 2,4,6- 三硝基甲

苯 (TNT) [47-48] 等常见爆炸物分子的选择性肽适体的

检测。Jaworski 等 [47] 已经鉴定出选择性识别 TNT
和 DNT 的序列。他们通过寡乙二醇将鉴定的肽共

价连接到金芯片上，然后用顶空分析法在气相中选

择性地检测到爆炸物成分。在另一项研究中，Na
等 [49] 从噬菌体文库中选择单链抗体可变片段 scFv，
将其转载到 M13 噬菌体上，实现了 DNT 肽适体的

鉴定。

利用噬菌体展示技术鉴定有机分子肽适体，除

检测爆炸物外，也可在遥感应用和表面图案化方面

发挥作用。如已鉴定出辛基三甲氧基硅烷 (OTMS)
的肽适体，并通过微接触印刷和影印技术在含硅的

OTMS 表面绘制图案。通过荧光检测表明与 OTMS
表面结合的噬菌体定位在表面固定微区中。Vodnik
等 [50] 分离出两种肽，可以选择性地识别两种不同

的多氯联苯 (PCBs)，研究表明多氯联苯是一类可以

在组织中积累的致癌物质。Wilke 等 [51] 鉴定出一种

萘选择性结合肽 (HFTFPQQQPPRP)，研究证明该

序列对包括蒽和芘在内的任何其他简单芳香烃没有

选择特异性。

1.3　天然聚合物肽适体的研究进展

噬菌体展示技术也应用于鉴定多糖、抗体、抗

原表位、核酸、蛋白质等肽适体。例如 Buzatti 等 [52]

利用噬菌体展示库绘制出绵羊血矛线虫多克隆抗

体。本部分将以多糖 ( 如纤维素衍生物和几丁质 )
肽适体的鉴定作为噬菌体展示鉴定的标志性天然聚

合物肽适体进行列举介绍。这些肽适体及其相关信

息如表 3 所示。

Fukusaki 等 [53] 利用随机噬菌体文库鉴定得到

一种两端半胱氨酸残基通过二硫键连接而成的环状

肽序列 (CSRTTRTRC)，即几丁质肽适体。实验证明，

该短肽只有在环状构象时才能识别几丁质，还原为

线性衍生物后便不能识别。后来，Khousab 等 [54] 鉴

定出了一种线性几丁质肽配体，将其加入到 0.5%
的胶态几丁质水溶液中会形成多孔几丁质 - 肽网

络。这种生物相容性网络可作为组织工程的支架材

料。研究表明，多种纤维素衍生物可被用作识别肽

适体的靶向底物。Serizawa 等 [55] 使用微晶纤维素

作为底物确定了多种七肽适体。根据其氨基酸残基

组成分为两类：第一类是肽链第一位和第五位是碱

性氨基酸 (S,T,Y)，第七位是酸性氨基酸 (H,R,K) ；
第二类肽配体主要由脂肪族氨基酸残基组成。最初

这两类肽配体间的差异被认为是由于不同基团对结

晶结构和无定形结构域的亲和力不同所导致的，或

者不同肽与结晶纤维素互作模式不同。后来，Guo
等 [56] 发现了一种结晶纤维素的纳米晶须结合肽

(WHWTYYW)，其主要由芳香族氨基酸残基组成。

他们采用多种技术研究该肽的每个氨基酸残基对

纤维素纳米晶须 (CNW) 的作用状态，如噬菌体

ELISA、等温滴定量热法 (ITC)、荧光猝灭、核磁

表3  噬菌体展示技术鉴定肽适体的天然聚合物底物

目的底物 肽适体序列 选择条件

几丁质 CSRTTRTRC 孵育：1010 噬菌体/mL + PBS:EtOH 1:1；洗涤：15 × PBS:EtOH
      1:1；洗脱：PBS:EtOH 1:1 + 50 mg/mL  N-乙酰葡糖胺；

      循环数：5
纤维素 HAIYPRHSHTLSAKTQMTSPRYAGPYQH 孵育：5 × 109 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：5 × 0.1% TBST
      或5 × 0.1% TBST + 不同量的纤维二糖；洗脱：500 mmol/L 
      Gly HCl (pH 2.2)或0.1% TBST + 1 mg/mL BSA；循环数：5
碳黑 FHENWPSMPPPLMQWHLSWSPVPLPT 孵育：2 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST + 1 mg/mL BSA；

      洗涤：6 × 0.1% TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 
      1 mg/mL BSA；循环数：4
几丁质 EGKGVEAVGDGRGEVGEQEKARVG 孵育：1010 噬菌体/mL + 0.1% PBST；洗涤：5 × 0.1% TBST；
      洗脱：500 mmol/L Gly HCl (pH 2.0)；循环数：3
纤维素纳米晶须 WHWRAWYWHWTYYW 孵育：2 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST；洗涤：10 × 0.1%
      TBST；洗脱：未注明；循环数：3
纤维素 THKTSTQRRLLAKCCYVNVGSVFS 孵育：2 × 1011 噬菌体/mL + 0.1% TBST + 1 mg/mL BSA；

      洗涤：6 × 0.1% TBST；洗脱：200 mmol/L Gly HCl (pH 2.2) + 
      1 mg/mL  BSA；循环数：4
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共振 (NMR) 和建立分子模型。以上研究均表明肽

适体的亲和选择性是受到弯曲构象的影响，即第 5
位酪氨酸残基的 π 键与纤维素葡萄糖环的氢键产生

了 CH-π 堆积作用。后来，Qi 等 [57] 使用噬菌体展

示确定了纤维素和炭黑的肽配体，他们发现纤维素 -
肽适体 - 炭黑混合后，炭黑颗粒能够分散附着在纤

维素纸表面上，利用该技术鉴定的纤维素肽适体可

用于激光打印。

2　挑战

本文旨在表明运用噬菌体展示技术鉴定各种软

物质底物的肽适体的可行性，这些肽适体可以用来

促进细胞黏附到聚合物表面、调节有机分子或聚合

物的荧光、影响支架形成、选择性地检测爆炸物以

及应用在印刷中。但是，该技术的适用性和所鉴定

的软物质结合肽适体的使用可能面临一些挑战。

2.1　如何提高软物质结合肽的亲和力

与生物底物如酶和蛋白质不同，合成聚合物膜

或有机晶体通常不具有以非常高的亲和力被相应配

体结合的特定位点。所以，软物质结合肽的结合常

数通常在 104~106 L/mol 这样相对较低的范围内。在

实际应用上，必须要增强这些配体的结合强度，这

可以通过探索多价适体来实现。与单价适体相比，

多价适体有几个数量级的结合常数，这可以通过使

用存在目的肽配体作为支架设计出多价结构 ( 聚合

物、颗粒等 ) 来实现 [58]。比如，常使用的 M13 噬

菌体中每个肽段含有五个副本，这五个副本的存在

大大增加了该肽段与目的底物的结合常数。同时，

为克服噬菌体与肽序列产生亲缘性结合的影响，要

在最终亲和选择实验中，保证噬菌体展示平台只显

示单一多肽片段 [59]。

如何阐明通过噬菌体展示鉴定的肽的结合机制

也是挑战之一。近期的一些研究已经使用 NMR 技

术与计算模拟相结合探索结合在固体表面上的多肽

分子结构 [60]。然而，这些技术不适用于更复杂的

靶标，如结构不均匀的聚合物薄膜。这也说明了建

立明确的肽适体序列 - 底物属性关系是十分艰巨的

任务。

本文介绍的大部分例子都使用了市售的线性

7-/12-mer M13 噬菌体文库，除此之外，许多其他

的噬菌体展示形式，也可以用来筛选和鉴定与软质

底物结合的配体。例如与柔性线性序列相比，使用

展示构象受限的环状序列的噬菌体文库可以分离出

具有更高亲和力的环状肽结合剂。除肽噬菌体展示

外，还有其他可用于鉴定软物质肽适体的技术。例

如已经使用抗体噬菌体展示来鉴定与软物质底物结

合的短肽序列或大抗体 [61-62]。与短柔性肽相比，单

链可变片段 (scFv) 抗体噬菌体展示可以鉴定出具有

更高结合强度的软物质结合蛋白。例如，计算出的

最强的 DNT 结合抗体的结合常数 (108 L/mol) 比先

前通过肽噬菌体展示鉴定的 DNT 结合肽 (107 L/mol)
高一个数量级。然而，由于与短肽相比具有较低的

稳定性和较高的成本，所以在杂交缀合物中使用抗

体可能会是一种挑战。 
2.2　如何阐明软物质与肽的结合机制

本综述中引用的大多数噬菌体展示实验不产生

完全相同序列，但存在部分共有基序，它们不具有

相似的生化性质。如果分别分析序列中每个氨基酸

对相应底物的作用，还可能需要在亲和选择之后对

更多数量的克隆进行测序以鉴定未检测到的结合

物，虽然可以使用高通量测序技术，但这依然是十

分耗时的任务。此外，聚合物底物在结构上通常是

不均匀的，它们具有不同的立构规整度、结构和侧

链官能团，这更增加了结合机制的复杂性。同时，

这也表明了建立明确的肽配体序列 - 底物属性关系

是十分艰巨的任务。

3　结语

随着噬菌体展示技术应用范围的迅速扩大，其

已经发展为可以识别底物特异性肽适体的有效方

法，如合成或天然的底物，包括合成聚合物、有机

小分子以及天然大分子。这些肽配体为功能化和界

面化生物材料开辟了新的途径。尽管可以使用许多

实验技术定量评估噬菌体和肽与软物质底物的亲和

力，但精确的分子水平表征仍然不能完成。将先进

的分子建模、计算机模拟与磁共振、下一代测序等

技术相结合，可为日后明确噬菌体 - 肽适体与其底

物之间的相互作用铺平道路。
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