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噬菌体展示肽库技术及其在农药残留免疫 

分析中的研究进展 

华修德, 施海燕, 王鸣华* 

(南京农业大学植物保护学院, 南京  210095) 

摘  要: 噬菌体展示技术是一种特殊的基因工程重组表达技术, 已经作为一种强大的工具运用在不同的研究

中, 包括筛选抗体和酶的配体、筛选小分子的受体、基因工程抗体等。免疫分析作为农药残留快速筛查技术被

广泛研究, 利用抗体从噬菌体展示肽库中淘选竞争物, 可以加快异源免疫分析方法的建立; 利用抗原抗体复合

物从噬菌体展示肽库中淘选抗免疫复合体多肽, 可建立非竞争免疫分析方法, 丰富农药的免疫分析模式。本文

从噬菌体展示技术的原理、噬菌体展示肽库的构建和噬菌体展示肽库的筛选方面概述了噬菌体展示肽库技术; 

从模拟表位筛选、抗免疫复合体筛选和新免疫分析方法方面阐述了噬菌体展示肽库技术在农药等小分子免疫

分析中的应用; 并对噬菌体展示肽库技术的研究和应用前景进行了展望。 
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Phage display peptide library technology and its research progress in 
immunoassay of pesticide residue 
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ABSTRACT: Phage display technology (PDT) is a unique genetic engineering recombinant expression 

technology, which is a powerful tool for a variety of applications, including antibody engineering and the 

isolation of peptide ligands for antibodies and enzymes and peptide receptors for small molecules. 

Immunoassay had been widely studied as a rapid screening technique for pesticide residue, isolation of 

competitor from phage display peptide library by using antibody could accelerate the development of 

heterologous immunoassay; isolation of anti-immunocomplex peptide from phage display peptide library by 

using antigen-antibody complexes could develop noncompetitive immunoassay, and enriched immunoassay 

model for pesticide. This review concisely summarized phage display peptide library technology from the 

principle of phage display technology, the construction of phage display peptide library and screening of phage 

display peptide library. Appling phage display peptide library technology in immunoassay for pesticides and 

other small molecules were elaborated from screening of mimicking epitope, screening of anti-immunocomplex 

and the new immunoassays. Furthermore, this review presented insights for the study and application prospect 
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of the phage display peptide library technology. 
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1  引  言 

农药等小分子污染物的残留危害越来越引起世界范

围的关注, 农药残留污染控制的前提与基础是建立有效的

残留检测技术体系。完善的农药残留检测体系应包括快速

筛查技术作为初筛工具和以标准检测技术作为具有法律效

力的定性定量确证工具。液相色谱法、气相色谱法、色谱-

质谱连用法等作为农药的标准检测技术已经成功用于农药

残留的检测[1–4]。相比色谱分析方法, 免疫分析技术具有简

便、快速、低成本和能够同时对多个样品进行检测的特点, 

并作为农药残留快速筛查技术被广泛研究[5,6]。 

由于农药等小分子化学品为单抗原决定簇分析物 , 

整个分子只能和一个抗体结合, 所以通常选择竞争模式来

建立免疫分析方法。在竞争模式的免疫分析方法中, 必须

存在一个经过标记的竞争物, 通常是将半抗原与蛋白、酶

或荧光物等连接制备获得[7]。根据竞争物与免疫抗原结构

的同异, 可以将分析方法分为同源和异源免疫分析, 异源

免疫分析的敏感性要远远优于同源免疫分析。但是系列异

源半抗原的化学合成及半抗原与蛋白、酶或荧光物等的连

接需要很大的工作量。从噬菌体展示肽库中淘选竞争物, 

可以加快异源免疫分析方法的建立; 从噬菌体展示肽库中

淘选抗免疫复合体多肽, 可建立非竞争免疫分析方法, 丰

富小分子化学品的免疫分析模式。本文概述了噬菌体展示

技术的原理、噬菌体展示肽库的构建、筛选, 着重介绍了

噬菌体展示肽库技术在农药等小分子化合物免疫分析中的

应用, 并对其前景进行了展望, 以期促进噬菌体展示肽库

技术在农药残留分析中的研究及应用。 

2  噬菌体展示技术的基本原理 

从噬菌体展示技术第一次报道至今[8], 其已经作为一

种强大的工具运用在不同的研究中, 包括筛选抗体和酶的

配体[9,10]、筛选小分子的受体[11,12]、基因工程抗体[13,14]等。

噬菌体展示技术的原理是将多肽或蛋白质的编码基因或目

的基因片段克隆入噬菌体外壳蛋白结构基因的适当位置, 

在阅读框正确且不影响其他外壳蛋白正常功能的情况下, 

使外源多肽或蛋白与外壳蛋白融合表达, 融合蛋白随子代

噬菌体的重新组装而展示在噬菌体表面。被展示的多肽或

蛋白可以保持相对独立的空间结构和生物活性, 以利于靶

标分子的识别和结合。通过反复亲和淘选和扩增, 可直接

获得能够与靶标分子结合的噬菌体展示多肽或蛋白质, 并

可分离出带有目的基因的噬菌体。 

3  噬菌体展示肽库的构建 

噬菌体展示随机多肽库的构建主要应用 M13 噬菌体

展示系统。M13噬菌体是 E. coli专一性丝状噬菌体, 由蛋

白质外壳及其包被的环状单链 DNA 组成, 通过接触性丝

感染 E. coli。M13全基因组包含 11个基因, 其中 5个编码

衣壳蛋白即 p3、p6、p7、p8和 p9蛋白, 目前主要应用 p3

和 p8蛋白介导的展示系统。此外, 已有一些展示系统和肽

库被商品化, 如 NEB公司(new england biolabs, Inc.)的 Ph.D. 

Peptide Display Cloning System、Ph.D.-7TM Peptide Library、

Ph.D.-12TM Peptide Library和 Ph.D.-C7CTM Peptide Library。 

p3蛋白位于噬菌体的一端, 每一个噬菌体有 3~5个拷

贝, 分子质量为 4.2 kD, 球形或线形, 406 个氨基酸残基, 

分为 3 个结构域 N1、N2 和 CT。p3 蛋白介导噬菌体感染

过程起始于 p3蛋白之 N2结构域先结合到菌毛顶端, 随后

N1 结构域与宿主细菌细胞周质空间的 TolA 蛋白相结合
[15]。在 p3 蛋白的两个位点(N1 结构域和 CT 结构域)上均

可实现外源蛋白的融合展示。将外源基因与 p3蛋白基因融

合, 在噬菌体装配过程中展示在噬菌体表面。由于是多价

展示, 含有多个结合位点, 不容易筛选到高亲合力的展示

噬菌体, 还极大地影响了噬菌体的感染能力。在使用噬菌

粒作为表达载体时, 噬菌体表面仅表达一个外源性蛋白分

子, 有利于高亲和力配体或受体的淘选, 故在构建展示文

库时常使用 p3蛋白为载体来筛选高亲合力的配体[16]。 

p8蛋白是M13噬菌体的主要外壳蛋白, 约有 2700个

拷贝, 分子质量为 5.2 kD, 由 50个氨基酸组成。其 C端埋

藏在核心, N端暴露在噬菌体颗粒表面。外源蛋白片段可与

p8 蛋白的 N 端融合展示, 拷贝数可达到 2700 个, 但是 p8

蛋白不能与多于 6~8 个氨基酸的多肽融合, 较长的多肽融

合会影响噬菌体本身的包装及感染性。p8展示系统可用来

筛选亲和力较低的配体[17]。 

4  噬菌体展示肽库的筛选 

噬菌体肽库的筛选一般采用生物筛选技术(biopanning), 

又称为生物淘洗, 即从噬菌体随机肽库中筛选出所需的噬

菌体展示多肽的过程。目前, 靶分子通常为纯化的抗体、

受体、多肽或酶等。根据靶分子所处状态不同, 可将筛选

方法分为固相筛选法[18,19]、液相筛选法[20]、全细胞筛选法
[21]和体内筛选法[22]等。 

固相筛选法和液相筛选法是最常用的筛选方法, 两

者的主要区别在靶分子的固定化。固相筛选和标准的酶联
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免疫吸附法(ELISA)类似, 直接将靶分子包被到酶标板。该

方法操作简单, 筛选出阳性克隆的几率高, 但需要纯化大

量的靶蛋白纯品。液相筛选法将靶分子用生物素标记后在

液相中利用链亲和素磁珠借助磁场的作用进行多肽噬菌体

筛选。其优点是增加了噬菌体颗粒与靶分子接触的几率, 

提高了筛选效率, 但是液相筛选获得的克隆特异性较差。

固相筛选和液相筛选的过程都由“吸附—洗脱—扩增”三个

部分组成, 一般经过 3~5 轮的“吸附—洗脱—扩增”筛选, 

含有特异性多肽的噬菌体即得到高度富集。 

在筛选农药等小分子模拟表位中, 为了使筛选到的

模拟表位可以用于建立较高敏感性的免疫分析方法, 通常

采用梯度浓度的分析物进行洗脱。在第一轮淘选中使用较

高浓度的分析物进行洗脱, 使第一轮筛选得到较多的克隆, 

这样可以保证后几轮的筛选所投入的噬菌体含有较多种类

的肽序列。后几轮淘选中用于洗脱的分析物浓度逐渐降低, 

以便获得的多肽可以用于建立高敏感性竞争模式的免疫分

析方法。在筛选抗农药等小分子免疫复合体多肽时, 为了

使筛选到的多肽具有较高的亲和性, 通常采用梯度浓度靶

标分子的方法。在第一轮淘选中加入高浓度的靶分子, 延

长靶分子与噬菌体作用时间, 筛选得到较多的克隆。后几

轮的目的主要是富集亲和性高的多肽, 可以通过梯度降低

靶分子浓度来达到此目的。 

5  噬菌体展示肽库在农药等小分子化合物免疫

分析中的应用 

随着噬菌体展示肽库技术的不断改进和完善, 其在

生命科学的众多领域得到了广泛应用。在农药等小分子免

疫分析中的应用主要表现在模拟表位筛选、抗免疫复合体

筛选及基于噬菌体展示多肽的特点建立的新免疫分析方法。 

5.1  模拟表位筛选 

利用抗体对噬菌体展示随机多肽库进行生物淘选 , 

可筛选出能够和抗体结合的噬菌体展示多肽。由于筛选出

的多肽连接在噬菌体外壳蛋白上, 并且抗 M13 噬菌体的

二抗已商品化, 所以筛选出的噬菌体展示多肽不需要与

蛋白、酶或荧光物等连接, 可直接用作竞争物建立异源竞

争免疫分析。目前, 已有研究者成功地从噬菌体展示多肽

库中淘选出能够用作小分子化合物竞争物的噬菌体展示

多肽[23–25]。但是, 该技术在农药及农药代谢物上的研究较

少, Cardozo等[26]筛选了除草剂阿特拉津(Atrazine)和草灭

达(Molinate)的模拟表位。Kim 等[27]筛选了拟除虫菊酯类

杀虫剂的两种代谢物的模拟表位, 研究结果显示利用噬

菌体展示模拟表位建立的异源 ELISA 的敏感性比同源

ELISA提高了 100倍; Hua等[28]筛选了有机磷农药的模拟

表位, 研究显示噬菌体 ELSIA 的敏感性比化学合成异源

ELSIA 提高了 1 倍。这些研究结果说明噬菌体展示多肽

模拟表位在建立异源免疫分析时具有很高的应用价值。与

化学合成竞争物相比 , 从噬菌体展示随机多肽库中淘选

模拟表位具有操作简单和易于建立高敏感性免疫分析方

法的特点。同时, 噬菌体展示模拟表位还具有无毒、容易

大量制备和纯化的优点, 该优点在生物毒素模拟表位研

究上显得更有价值[29–31]。 

在之前的研究中, 研究者们也对所获得的噬菌体展

示多肽的序列进行了分析, 如 Kim等[27]从环形 8肽噬菌体

展示库中淘选获得了 7种不同序列的拟除虫菊酯类杀虫剂

代谢物 t-DCCA(t-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2- dimethylcyclopro- 

pane-1- carboxylic acid)的模拟表位, 其中 3种具有SWLXXFXX 

(X为随机氨基酸)序列特征, 其他四种为随机序列。Hua 等
[28]从环形 8肽噬菌体展示库中淘选获得了 4种不同序列的

有机磷类农药的模拟表位, 都含有 PWPXRP(X 为随机氨

基酸)序列特征。利用不同序列模拟表位建立的竞争免疫分

析的敏感性存在差异, 证明噬菌体展示多肽模拟表位序列

中含有核心氨基酸, 非核心氨基酸能够影响分析方法的敏

感性。但是, 只从序列比对上对噬菌体展示多肽进行研究, 

不能够为多肽的结构优化提供指导, 从而也限制了噬菌体

展示肽库技术在农药等小分子免疫分析中的应用。农药等

小分子模拟表位的研究报道总结见表 1。 

5.2  抗免疫复合体筛选 

非竞争分析模式一般需要抗原含有两个或两个以上

不重叠抗原决定簇, 但是绝大多数农药与抗体结合之后都

会被抗体的结合位点包裹起来, 不能直接被第二种抗体所

识别, 因此无法建立非竞争分析模式。但是, 也有研究者们

利用一些新颖的技术或手段建立了小分子化合物的非竞争

免疫分析, 并且显示非竞争性免疫分析具有更好的敏感性

和特异性。所采用的方法有制备抗免疫复合体抗体[39,40]、

开放夹心分析法(open sandwich assay)[41,42]和筛选抗免疫

复合体噬菌体展示多肽[43,44]。随着噬菌体展示技术的发展, 

筛选抗免疫复合体噬菌体展示多肽的方法将会越来越多的

运用于小分子非竞争免疫分析中。 

利用抗体抗原结合物对噬菌体展示随机多肽库进行

生物淘选, 可筛选出能够与抗原抗体结合物特异性结合的

噬菌体展示多肽 , 可用于建立非竞争免疫分析方法。如

González-Techera 等[10]利用抗原抗体复合物筛选噬菌体展

示多肽库的策略, 获得了抗体阿特拉津和草灭达两种免疫

复合体的噬菌体展示多肽, 研究结果显示敏感性提高了一

个数量级以上, 对一些类似物的交叉反应显著降低; Inaba

等[45]用赤霉素(gibberellins)抗体抗原复合物在噬菌体库中

筛选出了能够特异性抗赤霉素免疫复合体的噬菌体, 并建

立了赤霉素的非竞争免疫分析方法, 分析结果表明该方法

的敏感性要好于竞争分析 ;  Kim 等 [ 44 ]利用溴化二苯醚

(brominated diphenyl ether)多克隆抗体抗原复合物在噬菌

体库中筛选到了特异性抗溴化二苯醚免疫复合体的噬菌体, 

并建立了间接非竞争酶联免疫分析, 其敏感性要高于同源 
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间接竞争酶联免疫分析 1400 倍; Dong 等[46]筛选获得了能

够与孔雀绿抗原抗体复合物结合的噬菌体展示多肽, 建立

的非竞争 ELISA比竞争 ELISA的敏感性提高了 16倍。虽

然非竞争分析模式具有优势, 但是该技术还处于研发初期

阶段, 在建立该分析方法中存在的最大挑战是抗免疫复合

体多肽的筛选。如果能够提高抗免疫复合体多肽筛选的成

功率, 将会大大促进农药等小分子化合物非竞争免疫分析

的发展。农药等小分子抗免疫复合体的研究报道总结见表 2。 

表 1  农药与其他小分子模拟表位噬菌体展示多肽 
Table 1  Phage-borne peptidomimetics of pesticides and other small molecules 

靶标物名称 载体与展示系统 肽库 多肽序列 分析方法 参考文献

阿特拉津 

M13, P3 Ph.D.-8 LSWDWLGR* ELISA 

[26] pAFF2, P3 

Ph.D.-C8C** GAPERLSY* ELISA 

Ph.D.-C9C MGALRWLPN* ELISA 

Ph.D.-C10C WHVGFWNERL* ELISA 

Ph.D.-C12C RVDHLIWDPLGR* ELISA 

p8V2, P8 Ph.D.-11 RVPRECMSILI* ELISA 

草灭达 

pAFF/mBAP, P3 Ph.D.-C8C KGLHMWFN* ELISA, electrochemical immunosensor [32,33] 

pAFF2, P3 

Ph.D.-C8C SSMGQWAK* ELISA 

[26] 

Ph.D.-C9C DSSLWFTWE ELISA 

Ph.D.-C10C WEGDMWLNVH ELISA 

Ph.D.-C12C LGFEYGGWSKHD ELISA 

p8V2, P8 Ph.D.-11 HPWEDRQSAFL* ELISA 

拟除虫菊酯代谢物
DCCA-glycine 

pAFF/MBP, P3 Ph.D.-C8C SWLNHFID* ELISA [27] 

拟除虫菊酯代谢物
3-PBA 

pAFF/MBP, P3 Ph.D.-C8C TYVWGPLW* 
ELISA, real-time PCR, chemiluminescence 

ELISA, quantitative PrPCR 
[27] 

四溴联苯醚 M13KE, P3 

Ph.D.-7 WNNWQPQ ELISA 

[34] Ph.D.-C7C WNNWQPQ ELISA 

Ph.D.-12 GVSRKEILRAQG* ELISA 

有机磷类农药 M13KE, P3 Ph.D.-C8C SPPWPPRP* 
ELISA, immuno-loop-mediated isothermal 

amplification assay 
[28,35] 

玉米烯酮 M13KE, P3 Ph.D.-7 DAVILLM* ELISA [36] 

黄曲霉毒素 B1 
M13, P8 

Ph.D.-14, Cys-4 ANTWCYVDECMRIA* ELISA 
[24] 

Ph.D.-16, Cys-6 EGTICPMDIKGCNQTP* ELISA 

M13KE, P3 Ph.D.-7 HPSDPRH* ELISA [37] 

黄曲霉毒素混合物 M13KE, P3 Ph.D.-C8C YPHPWNPT* ELISA [31] 

脱氧雪腐酶镰刀菌

烯醇 
M13KE, P3 Ph.D.-7 SWGPFPF* ELISA [38] 

赭曲霉素 A M13KE, P3 Ph.D.-7 IRPMVDP* ELISA [25] 

注: *: 多肽序列未全部列出。 
**: 表示环状噬菌体展示多肽库, 即多肽序列两端各含有由一个半胱氨酸, 并形成二硫键。 
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表 2  农药与其他小分子抗免疫复合噬菌体展示体多肽 
Table 2  Anti-immunocomplex phage-borne peptide of pesticides and other small molecules 

靶标物名称 载体与展示系统 肽库 多肽序列 分析方法 参考文献

阿特拉津 p8V2, P8 Ph.D.-C8C** TPVRWFDM* ELISA, dipstick, [10] 

草灭达 p8V2, P8 

Ph.D.-C7C RSHWDTW ELISA [10] 

Ph.D.-C8C STWDTTGW* ELISA, dipstick, real-time PCR [10,47] 

异恶草酮 p8V2, P8 Ph.D.-C8C LEAPNIEG* ELISA [48] 

拟除虫菊酯代谢物 3-PBA pAFF/MBP, P3 Ph.D.-C8C FNGKDWLY 
ELISA, dipstick, magnetic 

bead-based ELISA, real-time PCR 
[43,47,49]

溴化二苯醚 p8V2, P8 
Ph.D.-C8C FGRDTIFEV ELISA 

[44] 
Ph.D.-C9C VHRDTIYEY* ELISA, dipstick 

四溴联苯醚 M13KE, P3 

Ph.D.-7 VKLNDLR ELISA 

[34] Ph.D.-C7C QELVRHL* ELISA 

Ph.D.-12 WSEYDIPTPQIP ELISA 

赤霉素 M13KE, P3 Ph.D.-12 ITIPLYALRSTA* ELISA [45] 

孔雀绿 M13KE, P3 Ph.D.-C8C LNHEFHLH* ELISA [46] 

注: *: 多肽序列未全部列出。 
**: 表示环状噬菌体展示多肽库，即多肽序列两端各含有由一个半胱氨酸，并形成二硫键。 

 

5.3  新免疫分析方法 

ELSIA 是免疫分析中最常用、有效的一种分析方法, 

大部分研究者们在噬菌体展示肽库筛选目的片段后都建立

了 ELISA, 但是一些研究者在获得目的片段后还尝试了一

些新的分析方法。如 Kim等[44]从环状 9肽库中筛选得到抗

四溴联苯醚(BDE-47)免疫复合体的多肽, 在建立 ELISA的

基础上还建立了纤维素试纸分析(dipstick assay)方法。研究

结果显示, 纤维素试纸分析的敏感性要低于 ELISA, 但是

检测时间要少于 ELISA。该方法适合少数样品的定性分析。

一些研究者利用噬菌体展示多肽含有核酸的特点, 以核酸

序列为信号标记物建立了免疫分析方法。如 Kim等[47]利用

噬菌体展示多肽建立了检测 3-苯氧基苯甲酸(3-PBA)的免

疫 PCR分析方法(immuno polymerase chain reaction); Hua

等[35]利用噬菌体展示多肽建立了检测有机磷农药的免疫

环等温扩增分析方法 (immuno loop-mediated isothermal 

amplification assay)。基于农药等小分子模拟表位和抗免疫

复合体建立的分析方法总结见表 1 和表 2。利用噬菌体展

示多肽的生物结构特点研发新的分析方法是噬菌体展示模

拟表位和抗免疫复合体的优势之一, 也是农药等小分子化

合物免疫分析的研究热点之一。 

6  前景展望 

噬菌体展示肽库技术凭借自身的独有优势和特点 , 

在农药等小分子免疫分析中的前景是不可限量的。借助噬

菌体展示肽库技术, 使获得模拟表位和抗免疫复合体具有

一定的可操作性, 丰富了农药等小分子免疫分析的分析模

式和分析方法。但作为一个不断完善、更新的新技术, 噬

菌体展示肽库技术也存在一定的局限性。例如大肠杆菌的

转化效率限制噬菌体展示随机肽库的库容量; 如何更快更

好的从噬菌体展示肽库中淘选所需要的多肽。目前研究者

正通过构建新的表达体系和新的淘选方法等措施来克服现

有的缺陷。 
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