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􀦋􀦋研究进展

从鼠源到全人源单克隆抗体制备技术
及改造策略的研究进展
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　 　 【摘要】 　 单克隆抗体（单抗）因其专一性、高效价、低耐药性等显著优势，已成为生物制药业行业发展最快的

领域之一，并成功用于治疗多种癌症、自身免疫病和其他疾病等。 从最初的鼠源性单抗发展至现今的全人源单抗，
新的制备技术不断涌现，如单细胞分选和测序技术等。 同时，通过改变全人源单抗的糖基化水平、优化单抗亲和力

成熟技术等，有助于进一步提高其稳定性、亲和力。 目前，全人源单抗的疗效和安全性仍受到行业关注，也面临很

多挑战，如何平衡在降低其免疫原性的同时，进一步提高其亲和力等，仍寄希望于新的技术或策略。
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　 　 抗体是 Ｂ 淋巴细胞经抗原刺激而增殖分化为浆

细胞后所产生的一种糖蛋白，主要介导体液免疫。 单

一 Ｂ 淋巴细胞系只产生针对一种特异性抗原决定簇

的抗 体， 即 单 克 隆 抗 体 （简 称 单 抗， ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
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ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｍＡｂｓ） ［１］。 单抗具有结构均一、纯度高、特
异性强、效价高、交叉反应少、制备成本低等优点。 其

生物学功能主要有［２］：（１）与抗原结合后募集免疫分

子，如 补 体 介 导 的 细 胞 毒 性 作 用 （ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＣＤＣ）、抗体依赖的细胞介导的

细 胞 毒 作 用 （ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）等；（２）阻断配体 － 受体相互作用

或引发细胞内信号通路，如诱导凋亡，这种机制主要

依赖于其与抗原（配体或受体）结合功能。 当前，４０
多种单抗已被批准使用于临床治疗自身免疫性疾病、
肿瘤和移植等，且有大量的单抗正在研发［３］。

１　 全人源单抗的制备技术

１􀆰 １　 人源化小鼠

１９７５ 年 Ｋｏｈｌｅｒ 和 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ［４］通过小鼠杂交瘤技

术获得了单抗。 鼠源单抗会诱发患者机体的免疫

应答，使其被快速清除，故治疗效果较差。 人源性

单抗可减少鼠基因序列引起的免疫反应，提高治疗

的效能及安全性［５］。 随后开启了人源化单抗制备

的历史。 １９７７ 年，Ａｂｇｅｎｉｘ 公司（美国）使用转基因

技术制备出含人免疫球蛋白基因的转基因小鼠

（ＸｅｎｏＭｏｕｓｅ） ［６］。 ２００１ 年，Ｋａｒｐａｓ 等［７］ 从人多发性

骨髓瘤细胞中筛选出一株细胞株，其能在体外保持

稳定的扩增能力，被命名为 Ｋａｒｐａｓ７０７ 细胞，拟用于

融合人 Ｂ 细胞，进而制备全人源单抗，但至今相关

报道甚少。 全人源单抗作为一个新兴技术正处于

上升期，受到国内外医药领域研究者广泛关注［８］。
据报道，与抗体库平台技术相比，转基因小鼠平台

技术在开发全人源抗体中更具优势，成为目前最具

有优势的抗体药物研发平台。 Ｍｅｄａｒｅｘ 公司（隶属

于百时美施贵宝） 的 ＨｕＭＡｂ⁃ＭｏｕｓｅＴＭ 与 Ａｂｇｅｎｉｘ
公司（隶属于安进）的 ＸｅｎｏＭｏｕｓｅ 技术是目前最为

成熟的转基因小鼠技术。 在此基础上，Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ 的

科学家设计了 ＶｅｌｏｃＩｍｍｕｎｅＴＭ ｍｏｕｓｅ 技术平台进行

抗体药物的筛选，并且在此平台上进一步构建了

“共有轻链小鼠” （ ｃｏｍｍｏｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｍｏｕｓｅ），利用

这种小鼠产生的抗体的亲和力较高［９］。 但产生全

人源单抗的转基因小鼠的研发周期长，需要投入巨

额的研发基金，迄今为止国内的转基因小鼠核心技

术平台较少。 目前，已有数种全人源单抗制备技

术［１０］。 与此同时，针对治疗性单抗的改造可增强其

治疗的安全性和有效性，如优化单抗亲和力成熟、
改变单抗糖基化水平等。
１􀆰 ２　 噬菌体展示技术

１９８５ 年，Ｓｍｉｔｈ［１１］ 第一次将外源基因插入丝状

噬菌体 ｆ１ 的基因 ＩＩＩ，使目的基因编码的多肽以融合

蛋白的形式展示在噬菌体表面，创建了噬菌体展示

技术。 随后，Ｓｃｏｔｔ 等［１２］提出表面展示系统，Ｃｈｉｓｗｅｌｌ
等［１３］在此基础上提出了噬菌体展示系统。 此后 ３０
年间， 研 究 者 们 在 微 流 体 噬 菌 体 展 示 技 术

（ｍｉｃｒｏflｕｉｄｉｃ⁃ｂａｓｅｄ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ）的基础上进行进

一步研究开发，使其具有简单、高效和低廉的优

点［１４］。 噬菌体展示技术用于单抗的制备，仅需获得

免疫球蛋白的基因序列，即可制备相应的抗体片

段［１５］；因此，可快速筛选单抗，避免了传统杂交瘤方

法的限制性和周期长等问题。 根据使用的噬菌体

类型不同，噬菌体展示系统被分为：丝状（Ｍ１３）噬菌

体展示系统［１６］、Ｔ７ 噬菌体展示系统［１７］、ｌａｍｂｄａ［１８］

或 Ｔ４［１９］噬菌体展示系统。 目前，噬菌体抗体库技

术已经十分成熟，可筛选出高特异性、亲和力强的

抗体基因序列，进而制备全人源抗体。 如雅培公司

研发的抗肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）全人单抗 Ｈｕｍｉｒａ（修
乐美），用于治疗关节炎等［１０］。
１􀆰 ３　 酵母展示技术

１９９７ 年，Ｂｏｄｅｒ 与 Ｗｉｔｔｒｕｐ［２０］首次建立酵母展示

系统，并且用遗传学方法改进酵母菌株。 酵母展示

技术提高了细胞表面蛋白结合的亲和力和稳定性，
最先使用于抗体的亲和力成熟［２０ － ２１］。 与噬菌体相

比，酵母的颗粒足够大，以致其可以使用流式细胞

技术和荧光激活细胞分选进行筛选和分离［２２］。 大

多数酵母细胞表面展示系统运用经典的糖基磷脂

酰肌醇（ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，ＧＰＩ）锚定蛋白、
凝集素和絮凝剂［２３］。 酵母展示系统常被用于 ｓｃＦｖ
库、Ｆａｂ 库、ＩｇＧ 库及 ＺＺ 结构域等抗体库的构建［２４］。
１􀆰 ４　 哺乳动物细胞表面展示技术

哺乳动物细胞是表达具有天然活性蛋白的重

要宿主，Ａｋａｍａｔｓｕ 等［２５］利用哺乳动物细胞进行抗体

的展示及筛选，从而获得特异性抗体。 中国仓鼠卵

巢（Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｏｖａｒｙ， ＣＨＯ）细胞是用于真核基

因表达的最成功的哺乳动物细胞，是目前在生物工

程上广泛使用的哺乳动物细胞［２６］。 与噬菌体展示

技术相比，外源蛋白更易在 ＣＨＯ 细胞中合成并且分

泌到培养基；重组蛋白能够正确折叠、修饰、组装多

亚基蛋白并且其理化性质、生物学性质几乎与天然

蛋白相似［２７］。 但外源基因在 ＣＨＯ 表达系统中比在

酵母展示系统中的表达效率低且重组蛋白的生产

成本高，故通过改进 ＣＨＯ 细胞表达技术，如调控表

达技术、优化载体和基因、改造宿主细胞等，从而提

高外源基因的表达效率，这在生物技术的发展中具

有很高的应用价值［２８］。

９２５
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１􀆰 ５　 单个 Ｂ 细胞分选技术

近年，单个细胞分选技术引起广泛关注。 Ｈｕ
等［２９］用 ＣＤ１９、ＩｇＧ 和 ＨＡ 特异性 ＢＣＲ 标记联合筛

选抗原特异性记忆 Ｂ 细胞，该技术有效地增加了高

亲和力抗原特异性全人源单抗的获取。 Ｓｍｉｔｈ 等［３０］

发现了一种快速制备全人源单抗的方法，即将单细

胞 ＲＴ⁃ＰＣＲ 与嵌套式 ＰＣＲ 组合获取抗体的基因信

息。 与噬菌体展示相比，该方法可提高抗体的有效

性和产量。 目前，基于该技术已制备出抗流感、抗
炭疽病毒和抗肺炎球菌全人源抗体。 另外，Ｎｏｇａｌｅｓ⁃
Ｇａｄｅａ 等［３１］运用一种更简单、可直接制备全人源单

抗的技术即，运用 ＥＢ 病毒感染人记忆 Ｂ 细胞同时

加入 Ｔｏｌｌ 样受体 ９（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ９，ＴＬＲ９）激动

剂的方法，制备全人源单抗：首先，分离外周血

ＰＢＭＣ，运用分选技术获得 Ｂ 细胞，再用 ＥＢ 病毒感

染使之永生化，在感染过程中加入 ＴＬＲ９ 激动剂激

活，持续培养后，筛选最优活性的 Ｂ 细胞，随后运用

ＰＣＲ 技术进行测序和克隆［３２］。
近年来，研究者们运用微流体 ＰＣＲ 和 ＤＮＡ 测序

技术可从大量细胞中分析单个细胞， Ｒａｍｓｋöｌｄ
等［３３ － ３４］开发出一种的 Ｓｍａｒｔ⁃Ｓｅｑ 基因测序法，可显著

改善转录组的覆盖范围，精确分析临床相关单细胞中

的基因表达情况。 基于此技术，Ｐｉｃｅｌｌｉ 等［３５］ 开发出

与 Ｓｍａｒｔ⁃ｓｅｑ 相比更经济、高效的 Ｓｍａｒｔ⁃ｓｅｑ２ 技术［３６］。
目前，单细胞抗体纳米孔（ＳＣＡＮ）技术是第一个

能够定量单个 Ｂ 细胞分泌抗体水平的技术，可直接检

测分泌的自身抗体，明确其抗原特异性和产生自身抗

体的细胞，具有高通量、高敏感性和高特异性。
Ｅｓｆａｎｄｉａｒｙ 等［３７］运用 ＳＣＡＮ 技术检测来自单个 Ｂ 细

胞的同型特异性抗 ＳＳＡ ／ Ｒｏ６０ 和抗 ＳＳＢ ／ Ｌａ 的自身抗

体，并可定量 Ｂ 细胞分泌两种抗体的水平。

２　 全人源单抗的改造策略

当前，市售治疗性单抗多属于 ＩｇＧ 类（ ＩｇＧ１ 和

某些 ＩｇＧ２ 和 ＩｇＧ４ 亚型）。 ＩｇＧ 其发挥功能主要依

赖 Ｆａｂ 段的抗体中和作用、Ｆｃ 介导的补体激活作用

（诱发补体依赖的细胞毒作用，ＣＤＣ）、活化的 ＦｃγＲ
（ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩａ、ＦｃγＲＩＩＩａ）诱导 ＡＤＣＣ 以及新生儿

Ｆｃ 受体（ＦｃＲｎ）介导的半衰期改变等。 人 ＩｇＧ 以重

链的差异（γ１、γ２、γ３、γ４）分为 ４ 个亚型：ＩｇＧ１（６０％
～ ７０％ ）、 ＩｇＧ２ （ １５％ ～ ２０％ ）、 ＩｇＧ３ （ ５％ ～
１０％ ）、ＩｇＧ４（４％ ～ ６％ ）。 目前，研究者们通过以

下几个方面对单抗的疗效进行优化。
２􀆰 １　 亲和力成熟

通过优化单抗的亲和力，能相应地提高单抗的

有效性，减少其不良反应。 研究者将一些构建抗体

库的方法应用到抗体库技术中以便产生更大库容

量的突变抗体库，或模拟体内亲和力成熟的显著突

变或热点突变基因构建小容量库，从而筛选出高亲

和力的特异性抗体［２， ３８］。
２􀆰 ２　 糖基化修饰

糖基化修饰在抗体的功能调节中起着关键作

用［３９］。 大部分 ＩｇＧ 分子仅在每个 Ｆｃγ２ 区域 Ａｓｎ －
２９７ 存在一个保守的 Ｎ －糖基化修饰位点，约 ２０％在

ＩｇＧ 可变区有第二个 Ｎ － 糖基化位点，所有位点都位

于重链［４０］。 糖基化能够影响 Ｆｃ 段的结构和稳定性，
而 Ｆｃ 糖基化修饰能够调节 ＩｇＧ 的效应功能，包括

ＡＤＣＣ、ＣＤＣ 以及半衰期。 因此，ＩｇＧ 的 Ｆｃ 糖链对抗

体与各种受体的最佳结合、抗体对病原体的有效清

除，以及治疗性抗体的临床应用都是必不可少的［４１］。
正常人 ＩｇＧ 的 Ｆｃ 寡糖主要为核心岩藻糖基化

的复杂双天线型，多因为末端糖的半乳糖基化和唾

液酸化而产生异质性。 核心岩藻糖缺失可显著增

强 ＩｇＧ 的 ＡＤＣＣ，原因在于核心岩藻糖基化缺失的

抗体与 ＦｃγＲＩＩＩＡ 的亲和力显著增强［４２］。 但在一些

治疗应用上，减少或消除 ＡＤＣＣ 活性也是必要的。
Ｇｏｎｇ 等［４３］ 发现抗⁃ＣＤ２０ 单抗，ＩｇＧ４ 非岩藻糖基化

水平 ＜ ３０％ ，ＩｇＧ４ 抗体与其受体的结合力是最弱

的。 这表明，非岩藻糖基化 ＩｇＧ４ 能够降低其效应功

能，增加单抗的治疗效果。 末端半乳糖基化也显著

影响 ＩｇＧ 功能，半乳糖残基的缺失与类风湿性关节

炎的发病相关［４４］，Ｌｉｕ 等［４５］认为在单抗中较低水平

的末端半乳糖能够降低 ＣＤＣ 活性。 末端唾液酸化

在哺乳动物表达系统产生的单抗主要有两种类型：
Ｎ －乙酰神经氨酸（ＮｅｕＡｃ）和 Ｎ － 羟乙基神经氨酸

（ＮｅｕＡｃ）， 后者是人类唾液酸的形式。 Ｓｃａｌｌｏｎ 和

Ａｎｔｈｏｎｙ 等［４６ － ４７］ 发现提高 ＩｇＧ Ｆｃ 的唾液酸含量能

够降低 ＡＤＣＣ 的活性，使其与细胞表面抗原结合活

性降低。 此外，人类 ＩｇＧ 中还存在少量无岩藻糖 Ｆｃ
糖链（含或不含二等分乙酰葡糖胺）和少量高甘露

糖结构。 Ａｎｔｈｏｎｙ 等［４７］发现含有末端乙酰葡糖胺基

化的 ＩｇＧ 可与血清甘露糖结合蛋白结合并激活补

体。 Ｚｈｏｕ 等［４８］ 用甘露糖抑制剂（ ｋｉｆｕｎｅｎｓｉｎｅ）处理

ＣＨＯ 细胞，干预某血管瘤单抗糖链的合成，发现高

甘露醇处理可提高单抗的疗效。
２􀆰 ３　 Ｆｃ 受体改造

研究者发现 Ｆｃ 受体与多种抗体依赖性疾病相

关，是治疗性抗体药物在治疗过程中的关键靶点，
单抗的 Ｆｃ 段能够通过介导其效应功能提升其功

效［４９ － ５０］。 目前，市售治疗性单抗多为 ＩｇＧ１ 亚型，其

０３５
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Ｆｃ 段效应功能较高，然而，有着功能多样性的 ＩｇＧ１
同型和 ＩｇＧ 亚型通过增加稳定性，如将两种抗体同

型的氨基酸序列进行交换（ ｃｒｏｓｓ⁃ｉｓｏｔｙｐｅｓ），以提高

临床安全性，减少不良事件的发生［４３， ５１］。
在 ＩｇＧ 亚型中，虽然 ＩｇＧ４ 含量最少，但 ＩｇＧ４ 型

抗体最具生物学独特性［５２］，其铰链区独特的结构决

定其缺乏激活补体［５３］ 和结合 Ｆｃ 受体的能力［５４］，在
不需要 Ｆｃ 段效应功能的治疗性抗体开发方面是主要

选择，如自身免疫性疾病系统性红斑狼疮和类风湿性

关节炎等［５５］。 故用非岩藻糖基化 ＩｇＧ４ 同型抗体替

代 ＩｇＧ１ 亚型单抗，能够增加单抗的临床疗效［４３］。 但

Ｂｒｕｈｎｓ 等［５４］发现，ＩｇＧ４ 抗⁃ＣＤ２８ 抗体用于临床试验

时，在志愿者体内发现 ＩｇＧ４ 复合物与 ＦｃγＲＩＩＡ 及

ＦｃγＲＩＩＩＡ 结合的沉积物，可引起多器官功能障碍。 这

意味着，治疗性抗体也存在潜在的风险，需要针对性

的修饰或改造，以降低或避免这种风险。
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