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摘要：杂交瘤技术使鼠源单克隆抗体被广泛用于人类疾病的诊断和研究，建立了治疗性抗体的第一个里程碑。随着生物

学技术的发展和抗体基因结构的阐明，应用ＤＮＡ重组技术和抗体库技术对鼠单抗进行人源化改造，先后出现了嵌合抗体、人

源化抗体和全人抗体，它们从不同角度克服了鼠单抗临床应用的不足，使抗体制备技术进入了一个全新的时代。

关键词：单克隆抗体；鼠源性单抗；人源性单抗

中图分类号：Ｓ８５９．７９＋７　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１２）０１－００６７－０４

　　１９７５年 Ｋｏｅｈｌｅｒ和 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ创 立 了 体 外 杂 交

瘤技 术（Ｋｏｈｌｅｒ等，１９７５），得 到 了 鼠 源 性 单 克 隆 抗

体，开始了 多 克 隆 抗 体 走 向 单 克 隆 抗 体 的 新 时 代。
与多克隆抗体相比，单 克 隆 抗 体 具 有无可比拟的优

越性，它具有特异性高、效价高、纯度高、理化性状均

一、重复性强、成本低并可大量生产等优点。鼠源性

单抗应用于人类有较强的免疫原性，但主要缺陷是诱

发人抗鼠抗体（ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＡＭＡ）
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反应，其次是鼠单抗不能有效地激活人体的生物效

应功能，因 此 限 制 了 其 临 床 应 用（Ｄｈａｒ等，２００４）。
减少或避免 ＨＡＭＡ反应并提高疗效的主要途径是

鼠源性单抗人源化，随着对各类抗体结构和氨基酸

序列及其变异的种属和功能之间关系的深入了解，
而能够利用抗体工程技术对抗体结构进行改造（胡

春艳等，２００８）。抗体的应用经历了非人源抗体、人

鼠嵌合抗体、人源化抗体，最终到制备全人源单抗的

转基因小鼠和噬菌体展示文库等不同的阶段。

１　鼠源性单抗

自单克隆抗体制备技术问世以来，制备单抗的

一般程序基本相同，从超免疫的供体中即抗原免疫

的小鼠获取脾细胞，再与骨髓瘤细胞融合，
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个细胞进行 克 隆，培 养 出 能 分 泌 单 抗 的 克 隆 细 胞。
目前生产的单抗大多是鼠源性的，但其在临床应用

方面还存在着很大的弊端，主要是鼠源单抗 与 ＮＫ
等免疫细胞表面Ｆｃ段受体亲和力弱，产生的抗体依

赖性细胞介 导 的 细 胞 毒 作 用（ＡＤＣＣ）较 弱，而 且 它

与补体成分结合能力低，对肿瘤细胞的杀伤能力较

弱，并且鼠源性抗体在人血循环中的半衰期短，它发

挥ＡＤＣＣ作用的时间较短；其次鼠单克隆抗体还具

有免疫原性，易引起宿主过敏反应（Ｇａｌｕｎ等，２００７；

Ｍａｖｒｏｍａｔｉｓ等，２００３）。这 样 一 方 面 降 低 了 单 抗 的

效价，另一方面又会给病人带来严重的后果，因此鼠

源性单克隆抗体还应改善才能应用于临床。

２　嵌合抗体

２０世纪８０年代中期开始研制的第一代人源化

抗体，即简单的嵌合抗体，是用人源基因代替鼠源单

抗的恒定区。这样构建的嵌合抗体不仅保留了抗原

抗体结合的特异性，又大大降低了鼠源单抗的免疫

原性。美罗华（Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）作为第 一 个 用 于 肿 瘤 治

疗的基因工程抗体，就是由鼠可变区和人恒定区组

成的嵌合抗体。但由于嵌合抗体可变区（Ｖ）约占整

个抗体的３０％，鼠 源 性 抗 体 Ｖ区 中 的 框 架 区（ＦＲ）
仍残 留 一 定 的 免 疫 原 性，可 诱 发 ＨＡＭＡ 反 应

（Ｌｅｏｎａｒｄ等，２００４）。灵 长 目 源 抗 体 也 是 一 类 嵌 合

抗体，通过免疫短尾猿猴产生。由于短尾猿猴抗体

的可变区几乎与人可变区无差异，这类嵌合抗体不

需要 作 任 何 改 变，而 不 致 发 生 抗 体 反 应（Ｄａｌｌ等，

２００５）。Ｆａｂ和Ｆ（ａｂ’）２嵌合抗体的制备原理是将

功能性抗体轻、重 链 可 变 区 基 因 分 别 与 人 抗 体 的κ
链和重链ＣＨ１恒定区基因进行重组，克隆到表达载

体中，构 建 成 鼠－人 嵌 合 的Ｆａｂ基 因 表 达 载 体，再

转入宿 主 细 胞 表 达。天 然 抗 体 分 子 重 链 ＣＨ１和

ＣＨ２之间的一段铰链区结构，其中的２个Ｃｙｓ残基

可以生成二硫键，将２条重链紧密地共价结合在一

起（崔 银 珠 等，２００１）在Ｆａｂ的 Ｃ端 额 外 连 接 一 个

Ｃｙｓ残基组成Ｆａｂ’，其 表 达 产 物 中 有 痕 量 蛋 白，是

以二聚体Ｆ（ａｂ’）２的形式出现的。

３　人源化抗体

由于嵌合抗体异源性仍然很大，因此需要对鼠

源抗体进行人源化改造，进一步人源化的方法很多，
主要是 重 构 抗 体 和 表 面 重 塑 技 术（Ｔｓｕｒｕｓｈｉｔａ等，

２００４）。重构抗体就是互补决定区（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉ－
ｔｙ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ，ＣＤＲ）移植，将鼠抗体的ＣＤＲ
移植到 人 抗 体 的 相 应 部 位，这 样 人 源 化 程 度 可 达

９０％以上，目前该方法是人源化单抗最常用、最基本

的方法。而表面重塑技术，即将鼠抗体框架区表面

氨基酸 的 残 基（ｓｕｒｆａｃｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ，ＳＡＲ）
进行人源化 改 造。该 方 法 是 仅 替 换 与 人 抗 体ＳＡＲ
差别明显的区域，在维持抗体活性并兼顾减少异源

性基础上选 用 与 人 抗 体 表 面 残 基 相 似 的 氨 基 酸 替

换。

４　人源性抗体

虽然人源化抗体解决了鼠抗体的免疫原性等问

题，但生产人源化抗体仍有很大的困难；人源化过程

需大量繁复、昂贵的电脑模拟，需取代不同的氨基酸

以恢复选择性和亲和力，工作量非常大，并且它总还

含有少量鼠源性成分（林芸等，２００１）。完全的人源

性抗体才是用于治疗的理想抗体，目前它主要通过

３种途径来研制：噬菌体抗体库技术、核糖体展示技

术和转基因小鼠制备人源性抗体。

４．１　噬菌体抗体库技术　噬菌体抗体库技术是迄

今发展最成熟、应用最广泛的抗体库技术。其基本

原理是将蛋白质分子或肽段的基因克隆到丝状噬菌

体的基因组ＤＮＡ中，与 噬 菌 体 的 外 壳 蛋 白 形 成 融

合蛋白，从而使该异源分子呈现于噬菌体表面。通

过这种方式，形成了一个收藏上亿个以体外方式制

得的不同抗体的基因数据库，使从任何真实的抗原

中迅速分离高度相似的同族抗体成为可能（Ｒｏｂｅｒｔｏ
等，２００２；Ｈｉｇｏ－Ｍｏｒｉｇｕｃｈｉ等，２００４）。分 离 得 到 的

抗体可用于制备完全人源化的单克隆抗体产品。随

着噬菌体表面展示技术的成熟与不断应用，其肽库

的构建及筛选技术得到迅速发展和推广，已广泛应

用于包括基 因 定 位、分 子 识 别、疫 苗 设 计 等 许 多 领

域。但该技术也存在一定的局限性，如库容量的有

限性、密码子 的 偏 爱 性、氨 基 酸 的 修 饰 受 宿 主 限 制

等，而且该技术依赖于细胞内基因的表达，所以一些

对细胞有毒性的分子很难得到有效的表达。按噬菌

体抗体库技术融合了丝状噬菌体展示和抗体组合文

库技术。基本技术路线为：应用供体外周血或组织

分离单个核细胞，抽取ＲＮＡ，ＰＣＲ扩增出编码抗体

基因片段，经酶切后导入噬菌体、转化感受态细胞，
制备噬菌体建立噬菌体组合文库。再通过“吸附—
洗脱—扩增”的富集过程，筛选得到特异性的抗体基

因。利用此技术，外源蛋白或多肽的基因与噬菌体

外壳蛋白的基因融合，外源表达产物在噬菌体的表

面，从而实现编码基因及相应的表达产物在统一体

系中的完美结合。
目前已构建的噬菌体抗体有两种类型：免疫抗

体库和非免疫抗体库（罗萍，２００４）。免疫抗体库的
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抗体基因来自经疫苗注射、微生物感染、肿瘤、自身

免疫等途径免疫过的个体，这些个体的淋巴经抗原

选择和亲和力成熟，在较小的库容量即可筛选到针

对特定抗原的高亲和力的抗体，也可从羊、鸡、兔等

免疫动物中获得抗体。但免疫抗体库在针对自身抗

原、抗原性较 弱 及 有 毒 性 的 抗 原 时，制 备 抗 体 较 困

难。非免疫抗体库包括３类：天然抗体库、半合成抗

体库和全合成抗体库。天然抗体库的抗体基因来自

于未经免疫的个体，可用于筛选多种抗原，但较小的

库容只能得到中等亲和力的抗体。半合成抗体库则

是由人工合成随机化的Ｖ－ＣＤＲ３序列；全合成抗体

库则是半合成抗体可变区序列全部人工合成。合成

和半合成抗体的库容大，但亲和力较低，人工合成的

免疫原性ＣＤＲ３也可能增加抗体的免疫原性（Ｈｉｇｏ－
Ｍｏｒｉｇｕｃｈｉ等，２００４）。

作为迄今发展最成熟、应用最广泛的抗体库技

术，噬菌体抗体库具有以下特点：①最大的特点是实

现了基因型和表型的统一；②表达的是完全人源的

抗体，且主要以活性片段ｓｃＦｖ、Ｆａｂ等形式表达，组

织穿透性和 抗 原 结 合 性 都 比 完 整 抗 体 具 有 明 显 优

势；③经过多次“吸附—洗脱—扩增”的富集过程，可
以筛选得到特异性的抗体基因；④筛选容量大，杂交

瘤技术的筛选能力一般在上千克隆以内，而采用抗

体库技术可以达到１０６以上的克隆；⑤用途广泛，利

用噬菌体展示技术筛选出的抗体具有特异性高、容

易保存、生产周期短、易于大批量生产等特点，在大

规模的工艺化生产中显示出明显优势。

４．２　核糖 体 展 示 技 术（ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｔｅｃｈｎｏｌｏ－
ｇｙ）　该技术将基因 型 和 表 型 联 系 在 一 起，编 码 蛋

白的ＤＮＡ在体外进行转录与翻译，由于对ＤＮＡ进

行了 特 殊 的 加 工 与 修 饰，如 去 掉３′末 端 终 止 密 码

子。核糖体翻译到ｍＲＮＡ末端时，由于缺乏终止密

码子，停留在ｍＲＮＡ的３′末端不脱离，从而形成蛋

白质—核糖—ｍＲＮＡ三聚体，将目标蛋白特异性的

配基固相化，然后进行筛选，对筛选分离得到的复合

物进行分解，释放出的 ｍＲＮＡ进 行ＲＴ－ＰＣＲ，ＰＣＲ
产物进入下一轮循环，多次循环后可使目标蛋白及

其编 码 的 基 因 序 列 得 到 富 集 和 分 离（Ｇｒｏｏ等，

２００２）。目前抗体库技术还受两方面的因素影响：①
从未经免疫动物的抗体库获得的抗体亲和力不高；

②受外源基因转化率的限制，抗体库的库容不足以

涵盖某种动物的抗体多样性。大容量抗体库是获得

高亲和力抗体和针对稀有抗原抗体的关键。核糖体

展示技术避 开 了 上 述 不 足，可 制 备 大 容 量 抗 体 库。

该技术依赖于ｍＲＮＡ、核糖体和抗体蛋白（或多肽）
通过非共价结合形成三联复合体，在无细胞体系中

完成转录和翻译，实现了基因型和表型的偶联，翻译

出来的抗体可用抗原进行筛选，由于不经过体内转

化，构建的抗体库库容可达到甚至超过１０１１（Ｗｅｉｎ－
ｅｒ，２００６）。利用 核 糖 体 展 示 技 术 可 以 获 得 特 异 的、
高亲和力的抗体。总之，抗体库技术从根本上改变

了单抗的制备流程，成为众所瞩目的生物技术研究

及开发热点之一。２００４年，中国建成世界上第一个

针对ＳＡＲＳ的基因过程抗体库。

４．３　转基因小鼠（ｔｒａｎｓｇｅｎｅｔｉｃ　ｍｏｕｓｅ）　在转基因

动物方面，有几种不同的途径生产人抗体，其中一种

方法是将已产生一定免疫反应的供者或癌症患者的

淋巴细 胞 导 入 严 重 联 合 免 疫 缺 陷 小 鼠（ＳＣＩＤ）或

Ｔｒｉｍｅｒａ小鼠，取 鼠 脾 细 胞 与 人 骨 髓 瘤 细 胞 杂 交 就

可能获得分泌人抗体的杂交瘤。另一个生产人抗体

的途径是通过基因敲除技术，使小鼠自身的基因失

活，并导入新基因，创造出携带人抗体重轻链基因簇

的转基因小鼠（葛彦，２００４）。这种转人抗体基因小

鼠所携带的人ＤＮＡ片 段 具 有 完 备 的 功 能，可 以 有

效地进行同种型转换和亲和力成熟。任何靶抗原均

可被用来免疫该小鼠，使其产生高亲和力的人抗体

（吴永强等，２００８）。Ｔｏｍｉｚｕｋａ等（２０００）首先以染色

体为载体，成功培育了转染色体小鼠，并制备了高亲

和力的人抗体。日本某公司用基因工程技术，使小

鼠携带完整的人１４号染色体，该染色体包含全部人

抗体产生基因，但迄今尚无该技术生产的制品问世。

５　展望

单克隆抗体的这些特征使它成为未来治疗学上

研究的热点。在过去的３０年里，从鼠源性单抗到全

人源性抗体，单抗在制备技术上取得了较大的进展。
鼠源性单抗的免疫源性导致机体产生一系列的急性

反应，使药物的功效降低。全人单克隆抗体是制备

单克隆抗体的一种新技术。它减少了鼠基因序列及

抗抗体反应，提 高 了 单 克 隆 抗 体 的 功 效 和 安 全 性。
虽然单抗药物还存在一些尚未解决的问题，最突出

的问题是如何降低单抗的免疫原性，单抗的异源性

所引起的抗体反应，不但降低了单抗的效价，而且会

给患者带来严重的后果。但是随着抗体疗效不断提

高，生产工艺不断成熟，单抗类药物必将为全球疾病

患者带来更大的希望。因此，对异源性单抗进行改

造以及人源 性 单 抗 的 研 制 成 为 单 抗 研 究 的 重 要 方

向。相信在未来的几年里，全人源性单抗将作为一

种新的产物 更 多 地 用 于 疾 病 的 诊 断、治 疗 及 研 究。
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单克隆抗体已成为现代生物技术产业的支柱之一 ，
单克隆抗体药物在生物技术制药中占有重要地位，
并逐渐成为生物医药领域发展的主要方向。随着生

物技术的发展，单克隆抗体制备技术的不断完善，将
会研制出更 多 亲 和 力 更 高、疗 效 更 好、不 良 反 应 更

少、免疫原性更低的单克隆抗体，为医学界带来更大

希望。
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