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20 世纪 90 年代初，John McCafferty 和 Sir. Greg-
ory Winter 开发了一种被称为噬菌体抗体展示的体

外抗体筛选技术，该技术不依赖于体内的免疫反

应，可用于发现针对几乎所有类型抗原及单个靶点

噬菌体抗体展示技术及其在抗新冠病毒抗体发现中的 
应用

王加利  和似琦  康子茜  王建勋
（北京中医药大学生命科学学院，北京  102400）

摘 要 ： 噬菌体抗体展示技术是第一个也是目前应用最广泛的体外抗体筛选技术，可用于发现治疗各种疾病的全人源抗体。

虽然存在不同的抗体发现方法，但噬菌体抗体展示技术已成为发现和优化靶标特异性单克隆抗体不可或缺的工具。研究人员可通

过在丝状噬菌体上创建组合抗体库，从而在几周内获得抗原特异性抗体。在当前冠状病毒病（COVID-19）大流行的情况下，对中

和抗体的研究激励着研究人员寻找出抗 SARS-CoV-2 的候选治疗药物。通过对噬菌体抗体库的筛选，目前已有许多不同的 SARS-

CoV-2 中和抗体被发现。因此，本文综述了噬菌体抗体展示技术的原理，抗体库的构建、分类及淘选流程，并对其优点及局限性

进行了讨论。此外，还总结了利用该技术发现抗 SARS-CoV-2 中和抗体的最新进展。旨为今后该技术在抗体发现中的应用提供理论

支持。
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Antibody Phage Display Technology and Its Application in the 
Discovery of Anti-SARS-CoV-2 Antibodies
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Abstract: Phage antibody display technology is the first and most widely used of the in vitro antibody screening technologies，which 

enable the discovery of human antibodies for therapeutic applications associated with all kinds of diseases. Different antibody discovery 

approaches exist，but phage antibody display technology has become an indispensable tool for the discovery and optimization of target-specific 

monoclonal antibodies. The researchers can create combinatorial antibody libraries on filamentous phage to be utilized for generating antigen 

specific antibodies in a matter of weeks. In the current situation of pandemic of Coronavirus disease（COVID-19），the research for neutralizing 

antibodies is motivating the researchers to find therapeutic candidates against SARS-CoV-2. By panning phage antibody libraries，many 

different SARS-CoV-2 neutralizing antibodies have been found at present. Therefore，we summarize the principles of phage antibody display 

technology，and the construction，classification and panning process of phage antibody library，also discuss the advantages and limitations. 

Furthermore，we summarize the recent advances in the use of this technology for discovering neutralizing antibody against SARS-CoV-2. It is 

aimed to provide the theoretical support for the application of this technology in antibody discovery in the coming years.
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多表位的抗体，已被证明是一种强大的用于发现全

人源抗体的技术平台。2018 年 10 月，Sir Gregory P. 
Winter 因开发了此项技术获得诺贝尔化学奖。该技

术主要通过在丝状噬菌体上构建抗体组合表达库来

筛选抗原特异性单克隆抗体［1］。由于单克隆抗体分

子量（150 kD）较大，在噬菌体表面展示具有一定

的挑战性。因此，在噬菌体上展示的抗体多为保留

亲和性的较小的抗体片段，如单链可变片段（single-
chain fragment variable，scFv）、抗原结合片段（fragment 
antigen binding，Fab） 和 单 域 抗 体（single domain 
antibody，sdAb）。 这 些 抗 体 片 段 具 有 较 小 的 尺 寸

（15-50 kD），往往具有更好的药代动力学和药效学

特性。与多克隆抗体和单克隆抗体相比，基于噬菌

体展示技术的重组抗体片段生产速度更快，程序更

自动化，且减少了对实验动物的利用。首个获美国

食品药品管理局（FDA）批准上市的全人源抗肿瘤

坏死因子 -α（anti-tumor necrosis factor-α，TNF-α）单

克隆抗体阿达木单抗即通过该技术发现。截至 2020

年，共有 70 多个通过噬菌体抗体展示技术发现的单

克隆抗体进入临床研究，其中 14 个已经获得批准［2］。

重症急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2） 引

起 的 2019 冠 状 病 毒 病（Coronavirus Disease 2019，

COVID-19）仍在全球肆虐，成为目前最受关注的

突发传染性疾病。截至 2021 年 6 月 21 日，已有 
178 503 429 例确诊病例，其中死亡 3 872 457 例。（数

据 来 源 ：https ：//covid19.who.int/）。 自 新 冠 病 毒 爆

发以来，国内外多家研究机构和企业对其开展了流

行病学和药理学研究，其中包括治疗和预防 SARS-
CoV-2 疫苗和抗体药物的研究。虽然目前已有多种

疫苗成功上市，但这些疫苗的保护率均无法达到

100%，因此中和抗体的研究十分必要。并且相比新

冠疫苗，中和抗体疗法具有预防和治疗的双重作用。

噬菌体抗体展示技术已被广泛用于发现抗病毒感染

的中和抗体，如流感［3］、麻疹［4］和狂犬病［5］等。

在此次疫情中，研究人员也同样通过该技术筛选抗

新冠病毒中和抗体。目前已有多个研究团队获得该

中和抗体，并进入临床前研究阶段。

本文阐述了噬菌体抗体展示技术的基本原理，

抗体库的构建、分类及淘筛流程，同时对该技术的

优势及局限性进行了分析。另外，总结了自新冠肺

炎爆发以来，噬菌体抗体展示技术在研发新冠病毒

中和抗体研究中的应用情况。

1 噬菌体抗体展示技术原理

噬菌体抗体展示技术通过将抗体基因序列插入

到噬菌体外壳蛋白结构基因中，使抗体与噬菌体的

外壳蛋白形成融合蛋白，并随着子代噬菌体的重新

组装展示在噬菌体表面，同时又可以保持相对的空间

结构和生物活性。该技术的突破性贡献在于建立体

外抗体功能和其对应的遗传信息的直接联系，其核

心是基于噬菌体的生物学特征。T4、T7、λ，以及丝

状 M13 噬菌体均可用于噬菌体展示，其中 M13 噬菌

体在噬菌体抗体展示技术中应用最广泛［6］。

1.1 M13丝状噬菌体

M13 丝状噬菌体是一种圆柱形病毒粒子，包含

一个环状单链 DNA 分子（6 407 个碱基对），由 9 个

基因组成，编码 5 种衣壳蛋白（pIII、pVIII、pVI、

pVII 和 pIX）以及 6 个组装和复制蛋白［7-8］。主要衣

壳蛋白 pVIII 以 2 700 个拷贝在 DNA 周围形成一个

管状结构，呈重叠的螺旋排列。而其他 4 种次要衣

壳蛋白均有 5 个拷贝，pVII 和 pIX 位于衣壳的一端，

pIII 和 pVI 位于衣壳的另一端。大多数噬菌体抗体

展示系统都是将抗体序列融合到 pIII 衣壳蛋白的 N

端，这是由于 pIII 蛋白结构的灵活性和它在不丧失

其功能的情况下展示大蛋白的能力［9］。

1.2 M13噬菌体展示系统

在早期的研究中，抗体基因被直接克隆到丝

状噬菌体基因组中。由于每个噬菌体通常包含 5 个

G3P 拷贝，所以使用噬菌体载体会出现抗体 -G3P 融

合蛋白的多价展示。尽管这样的多价展示系统会干

扰 pIII-F 菌毛的相互作用，从而对噬菌体侵染性和

抗体库多样性产生负面影响［10］。但使用噬菌体系统

的主要问题是克隆大量外源性 DNA 到噬菌体基因组

可能产生的有害影响，如遗传不稳定等［11］。为了避

免这些问题，具有单价展示特性的噬菌粒载体系统

现已被广泛应用于噬菌体抗体展示技术中。

噬 菌 粒（phagemid） 包 含 3 个 关 键 元 素 ：（1）

用于质粒筛选和扩增的抗生素标记 ；（2）抗体 - G3P

融合蛋白的编码基因 ；（3）启动滚环复制产生 ss-
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DNA 的 M13 复制起点。在没有其他噬菌体蛋白的情

况下，噬菌粒会像质粒一样进行扩增。为了制备展

示抗体 - G3P 融合蛋白的功能性噬菌体，携带噬菌

粒载体的大肠杆菌必须被辅助噬菌体感染。辅助噬

菌体包含完整的 M13 基因组，具有编码衣壳生成、

噬菌体装配、染色体复制和出芽所需的所有噬菌体

蛋白。最常用的辅助噬菌体是 M13KO7，它是 M13

的衍生物［12］。由于辅助噬菌体的野生型 pIII 基因的

表达水平优于噬菌粒编码的 pIII- 抗体融合基因，所

以 90% 的子代噬菌体没有展示抗体 - G3P 融合蛋白，

而且绝大多数携带抗体 - G3P 融合蛋白的噬菌体均

为单价展示［13］。目前利用超级辅助噬菌体可以将噬

菌粒载体系统的抗体展示水平恢复到与噬菌体载体

系统相同的水平［14］。然而，在构建噬菌体抗体库中

单价展示依然是最受欢迎的展示系统，因为它允许

选择更高亲和力的抗体［15］。

2 噬菌体抗体库

基于噬菌体抗体展示技术原理，研究人员通常

在丝状噬菌体上构建抗体库来筛选抗原特异性单克

隆抗体。

2.1 噬菌体抗体库的构建

噬菌体抗体库的构建包括 ：（1）提取 B 细胞

mRNA（可来源于免疫或未免疫的人或动物），（2）

用随机引物将 RNA 逆转录为 cDNA，（3）设计合适

的引物从 cDNA 文库中 PCR 扩增得到抗体 V 片段基

因，（4）将基因克隆至噬菌粒载体中，（5）噬菌粒

电转 TG1 感受态细胞，（6）用辅助噬菌体感染对数

期 TG1 细胞，扩增纯化得到噬菌体抗体库。

成功构建一个大型多样化的噬菌体抗体库的关

键在于 ：（1）PCR 扩增出多样化的抗体基因组合库 ；

（2）抗体基因片段与噬菌粒载体的高效连接 ；（3）

制备超高效率的电转感受态，提高电转效率［16］。噬

菌体抗体库质量评价的最佳标准是能否从中筛选出

具有研究价值的抗体。

2.2 噬菌体抗体库分类

噬菌体展示抗体库可以根据获得的抗体基因来

源进行分类，主要包括 ：天然文库，免疫文库，半

合成和全合成文库。

天然文库，也被称为通用文库，是由未免疫的

健康人或动物的外周血淋巴细胞、脾脏和骨髓细胞

中 B 细胞的 IgM mRNA 构建。由于天然文库的抗体

基因来源于未免疫者，所以该文库中的抗体不偏向

于任何特定的靶标，可用于分离针对所有类型抗原

的抗体，也包括非免疫原性、疏水靶点和毒性抗原

的抗体［17］。但从天然文库获得的抗体因在体内的亲

和力不够成熟，往往较免疫库抗体的亲和力弱［18］。

通常为了建立一个高度多样化的天然噬菌体抗体文

库，研究人员会使用大量来自不同种族的抗体基因，

并在文库构建过程中最大限度地提高抗体基因扩增

的效率［19］。从实用的角度来看，天然库是开发抗体

的首选文库，因为它可以针对多种疾病循环利用。

免疫文库是由免疫的人或动物的血细胞样本中

IgG 基因的 mRNA 构建。由于 VH 和 VL 基因片段

在体内经历了自然的亲和力成熟过程，这些抗体往

往比从类似大小的天然文库中分离的抗体具有更高

的亲和力［20］。免疫文库的规模通常相对较小，但可

通过从多个个体或宿主动物中获取免疫球蛋白基因，

来进一步提高抗体库的库容和多样性。免疫库的缺

点是需要免疫，且有时引起的免疫反应是不可预测

的或不正确的。而且，由于伦理问题、高成本和繁

琐的程序等原因，我们不可能为每种疾病建立免疫

库，因此构建天然文库成为研究者的另一种选择［21］。

在医学研究中，免疫库常用于分离抗感染性疾病的

抗体以及针对癌症靶点的抗体［22-23］。

半合成抗体库由天然抗体序列和合成抗体序列

组合构建。被报道的半合成库多通过人工合成随机

化 CDR3，再与胚系可变区基因（CDR1 和 CDR2）

组合，然后在体外模拟 V（D）J 重组构建［24］。在

全合成抗体库中，抗体基因的全部序列均由人工合

成。半合成库和全合成库增加了抗体基因的多样

性，且不受人抗体基因种类的限制，具有极大的发

展优势［25］。但因抗体基因序列是人工随机合成的，

可能会导致部分克隆没有生物学活性［26］。半合成

文库和全合成文库是筛选针对自身抗原抗体的首选 
文库［27］。

2.3 噬菌体抗体库的抗体片段形式

自 1990 年以来，不同的抗体形式已被用于构建

噬菌体抗体展示文库。由于大肠杆菌在折叠和分泌
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复杂的抗体时存在很强的偏倚，所以在大肠杆菌中

很难实现生产全长 IgG。因此，目前在噬菌体表面

展示的均为抗体片段，如单链可变片段（scFv）、抗

原结合片段（Fab）和单域抗体（sdAb）。

scFv 是由抗体轻链可变区（VL）和重链可变区

（VH）通过 10-25 个氨基酸组成的短而灵活的甘氨

酸连接肽（linker）连接而成的单一肽链［28］。由于

单链抗体体积小，其可以与隐蔽的或空间受限的抗

原表位结合［29］。单链抗体在非目标组织滞留时间短

且半衰期短，使其可应用于成像、药物靶向输送［30］、

放射性核苷酸［31］以及毒素［32］等应用中。Fabs 由

抗体的整个轻链和位于链 N 端的两个区域（VH 和

CH1）组成。噬菌体外壳蛋白上显示的 Fab 抗体片

段具有较高的结构稳定性，并且很容易转换为完整

的 IgG 抗体，并不会影响其结合活性［33］。重组抗

体片段的另一种常见形式为单域抗体（sdAbs），也

被称为纳米抗体，其来源于骆驼和鲨鱼体内重链抗

体（HCAbs）的可变区。由于其分子量小（~ 12-15 
kD），在溶解度、稳定性和靶标可及性方面表现出

一些优势［34］。

从噬菌体抗体库中筛选的抗体片段可以直接用

于各种应用，也可以根据需要工程转换成其他不同

的形式，如全长单克隆抗体 IgG、多价抗体、多特

异性抗体以及免疫偶联物［35］。

3 特异性抗体的淘选

从噬菌体抗体库中获得抗原特异性抗体需要经

过生物淘选（biopanning）。淘选所用抗原可以是不

同的形式，如纯化的蛋白、合成的多肽、组织或全

细胞［36］。通常体外淘选需要将目标抗原固定在固体

表面，如磁珠、聚苯乙烯管或板。但当纯化蛋白较

难获得或其在固体表面附着可能发生构象改变时，

也可以在溶液中进行淘选，如使用含蛋白 G/A、链

霉亲和素的磁珠。包被好抗原后，需使用封闭液封

闭固体表面的剩余位点，如 BSA、牛奶或酪蛋白，

以防止非特异性噬菌体结合到表面［37］。当加入噬菌

体抗体库与固定的抗原相互作用后，大量的未结合

或弱结合噬菌体必须通过严格的洗涤去除。随后，

结合的噬菌体可通过胰蛋白酶酶解或其他洗脱方法

（如稀酸或稀碱）洗脱［13］。然后重新感染大肠杆菌，

加入辅助噬菌体后扩增形成一个次级噬菌体抗体库，

用于下一轮淘选。通常经过 3-5 轮淘选，文库中展

示抗原特异性抗体的噬菌体达到显著富集。完成生

物淘选的阳性噬菌体文库通过感染 TG1 细胞后挑选

单克隆，然后利用噬菌体 ELISA 法进行高通量筛选。

得到的阳性克隆通过测序可获得抗体基因序列，以

便对其进行下一步的基因工程改造。例如，阳性克

隆的单链抗体基因可以被重新克隆到细菌表达载体

中用于大规模生产，或者通过将可变区插入到含有

抗体恒定区的表达载体中来重组成完整的单抗［38］。

最优淘选策略取决于许多参数，包括目标抗原

浓度、抗原固定表面的类型、库的质量以及结合和

洗涤条件［39］。因为操纵洗涤条件可以控制结合特性，

所以为了分离出高亲和力的噬菌体抗体，每轮生物

淘选的洗涤强度都应逐渐增加［40］。另外还可使用不

同的洗涤条件，如改变 pH 值或与游离抗原竞争等。

生物淘选过程的另一个重点是抗原浓度，一般随着

淘选次数的增加，抗原浓度应该逐渐降低。总之，

通过灵活调节淘选压力，我们可以从噬菌体文库中

得到更多或者亲和力更强或者有某种特性的抗体。

4 噬菌体抗体展示技术的优点和局限性

噬菌体抗体展示技术不论是作为抗体发现的有

力工具，还是作为抗体工程改造中的筛选工具，都

有着传统技术无可替代的优势。其优势主要体现在

以下几个方面 ：（1）该技术对人或动物的 B 细胞抗

体基因库进行体外建库筛选，避免了免疫和细胞融

合等步骤，大大缩短了实验周期。且从构建的人源

抗体库中可直接获得全人源抗体，免去了抗体人源

化过程。（2）通过严格控制体外淘选条件可预先设

计抗体特性，包括抗原表位特异性［41］，甚至构象特

异性［42］和种间交叉反应等［43］。（3）可被用于发现

具有细微构象差异的靶标抗体，典型的例子是针对

阿尔茨海默病肽聚集体的抗体和针对马尔堡病毒的

纳米抗体［44-45］。（4）可通过随机致突变技术，链置

换或 PCR 错配等改变抗体亲和力，模拟抗体体内亲

和力成熟过程，筛选出亲和力更高的抗体［46］。（5）

使用大肠杆菌原核表达系统使该技术在成本效益和

可扩展性方面优于其他真核展示方法，如酵母或哺

乳动物细胞展示。
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噬菌体抗体展示技术的局限性包括以下几点 ：

（1）与基于细胞的抗体制备技术相比，噬菌体抗体

库的筛选过程比较繁琐［47］。（2）该技术无法控制生

物淘选过程中的富集程度，这导致一些克隆在生物

淘选过程中占主导地位，从而在淘选结束时只有少

数阳性克隆。（3）在构建的抗体库中，抗体可变重

链（VH）和可变轻链（VL）基因通过 PCR 随机重组，

虽然增加了库的多样性，但也破坏了抗体分子的天

然状态，使其稳定性难以保证。（4）噬菌体抗体展

示过程必须经过细菌转化、噬菌体包装，这大大限

制了所建抗体库的库容和多样性。

5 在抗新冠病毒抗体发现中的应用

SARS-CoV-2 属 于 冠 状 病 毒 科 β 冠 状 病 毒 属，

是一种单链 RNA 包膜病毒，可通过表面的刺突蛋

白（S 蛋白）与宿主细胞受体血管紧张素转换酶 -2
（angiotensin converting enzyme-2，ACE-2）结合进入

细胞［48］。S 蛋白包含 S1 和 S2 两个亚基，其中 S1

亚基 C- 端区的受体结合域（receptor binding domain，

RBD）主要负责与宿主细胞受体结合，是目前筛选

新冠中和抗体的主要靶点［49］。目前，国内外多家研

究机构和企业正在加快推进新冠病毒中和抗体药物

的开发。噬菌体抗体展示技术在筛选抗病毒感染抗

体方面有其独特的优越性，在此次疫情中也发挥了

其强大的功能。

中国科学院生物物理研究所的研究人员利用重

组 RBD 蛋白免疫的小鼠外周淋巴细胞的 RNA 构建

了一个 Fab 噬菌体抗体库，然后以 RBD 作为靶点对

抗体库进行筛选，筛选出与 RBD 特异性结合的抗体

（H014）后对其进行人源化，通过新冠病毒假病毒

和真病毒中和试验测试其中和活性分别为 3 nmol/L

和 38 nmol/L［50］。匹兹堡大学的研究者同样以 SARS-
CoV-2 RBD 蛋白为筛选靶点，6 d 内从 8 个天然噬菌

体展示抗体文库（Fab、scFv 和 VH 文库）中筛选出

多个全人源单克隆抗体。其中，IgG1 ab1 对 SARS-
CoV-2 活病毒有很好的中和效果，IC50 约为 200 ng/

mL。在 hACE2 转基因小鼠的动物试验中，也展示了

抑制病毒感染的能力，在预先注射中和抗体之后，5

只小鼠中只有一只被新冠病毒所感染［51］。秦成峰课

题组通过构建新冠病毒免疫 Fab 噬箘体抗体库，筛

选出一种对活病毒中和效价可达 0.22 nmol/L 的高效

中和抗体 HB27。值得注意的是，HB27 也可以防止

SARS-CoV-2 膜融合。在两个已建立的小鼠模型中，

单剂量的 HB27 对 SARS-CoV-2 具有有效的保护作用，

且 10 倍有效剂量的 HB27 在恒河猴中并未发生明显

不良反应。目前该抗体已经在中国和美国进入临床

研究，是一种很有前途的抗 COVID-19 免疫疗法的

候选药物［52］。Parray 等［53］从天然人源半合成噬菌

体抗体库中筛选出对新冠 RBD 具有高亲和力的单链

抗体片段 II62，并将其进一步设计成另外两种抗体

形式，scFv- Fc 和 IgG1。在不同的检测系统中，3 种

抗体均对 SARS-CoV-2 RBD 和 S 蛋白具有较高的结

合活性。

纳米抗体（Nanobodies，Nbs）体积较小（13-

15 kD），具有优良的物理和化学性能，可雾化吸

入，直接应用于感染部位，且生物利用度高，患者

依从性高。它在治疗呼吸道病毒方面具有非常吸引

人的潜力［54］。近年来，它们对呼吸道病原体的应

用研究也在加速。例如，使用纳米抗体对抗 MERS-
CoV［55］、H1N1［56］、H5N1［57］、流感［58］ 等。因此，

通过噬菌体抗体展示技术开发高效的抗新冠病毒

纳米抗体成为许多科研工作者的研究方向。Wrapp

等［59］使用 SARS-CoV-1 和 MERS-CoV S 蛋白对骆驼

进行免疫，构建了一个驼源噬菌体纳米抗体库，通

过两轮淘选获得多个抗 S 蛋白的纳米抗体，其中包

括 VHH-72。他们还发现 VHH72 对 SARS-CoV-1 和

SARS-CoV-2 S 蛋白存在交叉反应，且将 VHH72 转

化为二价人 IgG Fc 融合体后能更有效地中和 SARS-
CoV-2 假病毒 S 蛋白，IC50 约为 0.2 μg/mL。此外，

Huo 等［60］利用 SARS-CoV-2 RBD 作为筛选靶标，从

羊驼天然噬菌体纳米抗体库中分离出两个纳米抗

体，H11-D4 和 H11-H4。 它 们 结 合 RBD（KD 分 别

为 39 和 12 nmol/L）并在体外阻断 S 蛋白与 ACE2

的结合。这两种抗体与 Fc 融合后均能中和 SARS-
CoV-2 活病毒，H11-H4 的中和活性为 4-6 nmol/L，

而 H11-D4 的中和活性为 18 nmol/L。Hanke 等［61］用

SARS-CoV-2 S1-Fc 和 RBD 蛋白免疫羊驼，通过对构

建的噬菌体纳米抗体库进行连续两轮的淘选后，结

合 ELISA 实验筛选出纳米抗体 Ty1。他们发现 Ty1

对 SARS-CoV-2 假病毒的中和作用可达 0.77 μg/mL（54 
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nmol/L），而 Ty1-Fc 有效中和作用可进一步提高到

约 12 ng/mL。低温电镜的结构显示，Ty1 可以与“向

上”或“向下”构象的 RBD 结合，并在空间上阻

碍 RBD- ACE2 的结合。同样，上海罗奇生物医学科

技有限公司使用 SARS-CoV-2 RBD 蛋白免疫骆驼后，

从构建的噬菌体纳米抗体库中鉴定出 381 个与 RBD

特异性结合的 Nbs，其中 Nb11-59 对 SARS-CoV-2 真

病毒具有较强中和活性，约为 0.55 μg/mL［62］。Dong

等［63］从两个羊驼 VHH 文库（天然和合成）中发现

了 80 多 种 针 对 SARS-CoV-2 S1 蛋 白 的 VHH 抗 体，

其中 19 种可阻止 S/ACE2 的结合。为了分析不同

VHH 抗体的协同效应，他们构建了双特异性 VHH-
Fc 抗体，该抗体对 SARS-CoV-2 RBD 的结合和 S/ACE2 
的阻断明显强于单价 VHH-Fc 抗体。其他研究人

员也尝试设计多价、多特异性 Nbs 来中和 SARS-
CoV-2。如 Koenig 等［64］利用 SARS-CoV-2 RBD 和福

尔马林灭活的 SARS-CoV-2 免疫羊驼，通过对噬菌

体纳米抗体库的淘选，发现了 4 种 Nbs（VHHs E、

U、V 和 W）能有效中和 SARS-CoV-2 真病毒和假病

毒。这 4 个 Nbs 结合 RBD 上两个不同的表位。他们

设计了多种二价、三价和多特异性的 Nbs，结果发

现，VHH EEE（三价抗体）中和 SARS-CoV-2 假病

毒的活性最高，IC50 约为 0.52 nmol/L。以上报道显

示出了对 SARS-CoV-2 具有中和作用的 Nbs 作为抗

COVID-19 潜在疗法的潜力。基于噬菌体抗体展示技

术发现靶向 SARS-CoV-2 刺突蛋白抗体的临床前研

究如表 1 所示。

6 结论与展望

噬菌体抗体展示技术是最早也是应用最广泛的

体外抗体筛选技术，其无论是作为抗体发现的源头

技术，还是作为抗体工程中抗体特性改造中的筛选

工具，都有着无可替代的优势和多领域的应用。大

量临床开发中的噬菌体展示衍生抗体证明了这种体

外筛选技术在发现治疗性抗体方面的价值。一个庞

大的多样性噬菌体抗体库，在短时间内可筛选出大

量针对各种抗原的重组抗体。而且它不需要通过免

疫就能分离出针对多种类型抗原的人类抗体，这

使它与转基因小鼠技术、抗体人源化技术和单个 B

细胞技术一起成为发现人类治疗性抗体的主要平

台［65］。过去由于噬菌体展示技术的商业应用仅限于

少数拥有其技术专利的公司，导致其发展受限。但

近年来，随着欧洲和美国的大部分噬菌体展示技术

专利已经过期，促使该技术在抗体药物研发等领域

得到了广泛应用。许多研究机构、初创企业和工业

实验室都在不断对噬菌体抗体文库的设计、构建和

筛选进行优化。由于其独特的优势，相信该技术在

表 1 噬菌体展示来源的靶向 SARS-CoV-2 刺突蛋白抗体的临床前研究

Table 1 Preclinical studies of phage display-derived antibodies targeting the spike protein of SARS-CoV-2 

抗体名称

Antibody description

噬菌体抗体库

Phage antibody library

靶抗原

Target antigen

抗体类型

Antibody format

中和活性

Neutralization activity

参考文献

Reference

H014 免疫 Fab 文库 RBD 人源化 Fab 假病毒 3 nmol/L

活病毒 38 nmol/L

［50］

IgG1 ab1 天然 Fab、scFv、VH 文库 RBD IgG1 活病毒 200 ng/mL ［51］

HB27 免疫 Fab 文库 RBD IgG1 活病毒 0.22 nmol/L ［52］

II62 天然半合成 scFv 文库 RBD scFv、scFv- Fc、IgG1 — ［53］

VHH-72 免疫 VHH 文库 S VHH-Fc 假病毒 0.2 μg/mL ［59］

H11-D4、H11-H4 天然 VHH 文库 RBD VHH-Fc 活病毒 18 nmol/L（H11-D4）、4-6 nmol/L

（H11-H4）

［60］

Ty1 免疫 VHH 文库 RBD VHH、VHH-Fc 假病毒 0.77 μg/mL（Ty1）

12 ng/mL（Ty1-Fc）

［61］

Nb11-59 免疫 VHH 文库 RBD VHH 活病毒 0.55 μg/mL ［62］

双特异性 VHH 天然和合成 VHH 文库 S1 VHH-Fc — ［63］

VHH EEE 免疫 VHH 文库 RBD 三价 VHH 假病毒 0.52 nmol/L ［64］

注 ：“—”为文献未涉及

Note ：“—” refers to not mentioned in the literature
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今后单抗的研发和生产中会愈发地受到重视。

在抗击新冠疫情的疗法开发方面，中和抗体的

开发一直是研发的重心之一。因为其可与疫苗一起

形成双重防御性的治疗和保护作用。通过噬菌体抗

体展示技术，不少研究者发现了对 SARS-CoV-2 中

和活性较好的抗体，其中以纳米抗体居多。鉴于纳

米抗体较稳定、具有容易表达和折叠的特性，有些

研究者利用它们构建多价或多特异性分子，大大提

高了对 SARS-CoV-2 的中和活性。虽然纳米抗体可

雾化吸入，直接应用于感染部位，但我们还需要通

过进一步的研究来评估开发基于纳米抗体的吸入药

物治疗 COVID-19 的可行性。另外，有研究者认为

噬菌体抗体展示技术在分离针对多种 SARS 相关冠

状病毒或 SARS-CoV-2 多种变异 / 突变体的交叉反应

抗体方面比其他筛选策略具有优势［66］。总之，噬菌

体抗体展示技术作为一个多功能强大的抗体筛选平

台，为发现和设计新的具有更好药代动力学特性、

安全性和有效性的重组抗体分子提供了巨大的机会。
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