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单克隆抗体人源化技术研究进展

涂少华 陶嵘 沈江帆

【摘要】 随着分子生物学技术的发展，应用 DNA 重组技术、抗体库技术及转基因技术对鼠

源性单抗进行人源化改造，先后出现了嵌合抗体、互补决定区移植抗体和全人源抗体，它们从不

同角度克服了鼠源性单抗临床应用的不足，为单克隆抗体在临床诊断及治疗中的应用带来了新的

曙光，该文对单克隆抗体人源化技术的研究进展作一综述。
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揖Abstract】 With the development of molecular biology, people can humanize mouse monoclonal
antibody with DNA recombination, antibody library and transgenic technology which developed antibody
techniques from chimeric and grafted antibody to fully human antibody. The humanized monoclonal anti鄄
bodies overcome the clinical shortage of mouse monoclonal antibody from different angles, also bring a new
dawn to the diagnosis and treatment of human disease. This article will summarize the progress on the hu鄄
manization of mouse monoclonal antibody.
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·综述·

单克隆抗体（monoclonal antibody，McAb）在疾

病的预防、诊断及治疗方面显示出重要的作用。

1975 年，K觟hler 和 Milstein[1]共同创立了杂交瘤技

术，首次获得了人工制备的 McAb，然而，由该方

法制备的 McAb 存在以下缺陷：淤由于其为鼠源

性，被人免疫系统识别后可产生人抗鼠抗体（hu鄄
man anti鄄mouse antibody，HAMA）；于鼠源性 McAb
不能有效激活人补体和 Fc 受体相关的效应系统，

且在体内的半衰期较短[2]。为了克服上述缺陷，利

用基因工程技术对鼠源性 McAb 进行了不同程度的

人源化，产生了各种人源化抗体。

McAb 的人源化研究主要经历了 3 个发展阶

段：将鼠源性 McAb 的可变区和人抗体的恒定区组

装合成人鄄鼠嵌合抗体（human鄄mouse chimeric anti鄄
body）；仅保留鼠源性 McAb 可变区中与抗原结合

的互补决定区（complementarity鄄determining region，
CDR），制备 CDR 移植抗体（grafted antibody）或改

型抗体（reshaped antibody）；利用抗体库及转基因

技术制备全人源抗体（fully human antibody）[3]。

1 嵌合抗体（chimeric antibody）

利用 DNA 重组技术将鼠 McAb 的轻、重链可

变区基因插入含有人抗体的恒定区表达载体中，转

化哺乳动物细胞表达出人鄄鼠嵌合抗体。1984 年首

次应用上述方法重组制备了抗半抗原磷酸胆碱的全

分子人鄄鼠嵌合抗体[4]。
1.1 嵌合抗体的种类

嵌合抗体主要有 3 种应用形式：嵌合免疫球

蛋白 G、嵌合 Fab 和嵌合 F（ab’）2。嵌合免疫球蛋

白 G 因含有人抗体的 Fc 段，能介导补体及细胞对

靶抗原的杀伤和吞噬作用，但因鼠源性成分较多，

免疫原性大且组织穿透力差 [5]；嵌合 Fab 和嵌合

F（ab’）2 抗体分子小、穿透力强，可充当小分子载

体用于放射免疫显像及放射免疫治疗。

1援2 嵌合抗体的优缺点

嵌合抗体的优点包括：淤在人体内的半衰期

长，免疫原性低，与抗原结合的特异性和亲和力
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强，能参与人体免疫反应；于可根据需要更换免疫

球蛋白恒定区基因的类别、型或亚型，从而改变抗

体的类别、型或亚型。其缺点包括：嵌合抗体仍保

留着 30%左右的鼠源序列，可引起不同程度的人

抗鼠免疫反应，提示有必要进一步降低其鼠源性。

2 CDR移植抗体

由于鼠源性抗体可变区中的骨架区仍残留一定

的免疫原性，为了最大限度地减少鼠源成分，用人

骨架区替代鼠骨架区可形成更为完全的人源化抗

体，即在此抗体中除了 CDR 是鼠源以外，其余全

部是人源结构。这一类型的抗体被称为 CDR 移植

抗体或改型抗体，包括完全 CDR 移植、部分 CDR
移植和特异决定区 （specific determining region，
SDR）移植抗体。

2援1 完全 CDR 移植抗体

将异源性 McAb 上的 6 个 CDR 通过 PCR 等方

法克隆到人抗体相应的骨架区上构建成新的抗体，

这一类型的抗体被称为完全 CDR 移植抗体[6]。这种

移植仅 9%的序列来源于鼠 McAb，最大限度地降

低了异源性[7-8]。
2援2 部分 CDR 移植抗体

研究发现，轻链的 CDR1、CDR2 和重链的

CDR3 对保证抗体与抗原的特异性结合至关重要，

其余 3 个 CDR 的作用则较低[9]。因此，只将抗体结

合抗原必须的 CDR 移植到人抗体的骨架区上即能

获得对人免疫原性更小的抗体，这类抗体被称为部

分 CDR 移植抗体。

2援3 SDR 移植抗体

正如并非所有的 CDR 在抗原鄄抗体反应中具有

同样的重要作用，X 射线晶体衍射实验提示具体到

一个 CDR 中，不是所有的蛋白分子都参与了抗原

的特异性识别。执行抗原识别的 CDR 中的一些特

定区域被称为 SDR，由此又产生了 SDR 移植抗体。

这类抗体是将 McAb 中与抗原结合密切相关的 SDR
等少数残基移植到人抗体的相关部位，从而进一步

提高了抗体的人源化水平。

2援4 移植抗体的构建方法

根据目前的研究，抗体轻链的 SDR 多位于

27d、34、50、55、89、96 位残基，而重链的 SDR
多位于 31、35b、50、58、95、101 位残基[10]。基

于上述两种策略，部分 CDR 移植、SDR 移植的构

建方法主要包括：淤模板替换；于表面重塑；盂补

偿变换；榆定位保留[11-12]。
2援5 CDR 移植抗体的优缺点

CDR 移植抗体的优点包括：与嵌合抗体相比，

其免疫原性更低，与抗原结合的特异性和亲和性更

好，能更好地参与人体免疫反应。其缺点包括：

CDR 移植抗体仍保留着 10%左右的鼠源序列，仍

可引起不同程度的人抗鼠免疫反应。

上述方法构建的人源化抗体仍具有 10%~30%
的异源蛋白，在临床应用中还是受到不同程度地限

制，因而有待于进一步研制免疫源性更小的抗

体———全人源单抗。

3 全人源单抗

全人源单抗是指单抗的基因序列完全来源于人

抗体基因序列，是诊断及治疗性抗体的发展趋势。

目前生产全人源单抗的技术已比较成熟，主要包括

抗体库技术和基因工程小鼠技术[13]。
3.1 抗体库技术

抗体库技术最大的优点是使 McAb 的制备可在

体外模拟抗体的生成，达到不经免疫和细胞杂交融

合制备特异、稳定抗体的目的，因此成为研制全人

源单抗的有效、可靠手段[14-16]。抗体库技术主要包

括噬菌体抗体库技术、合成抗体库技术和核糖体体

外展示技术。

3.1.1 噬菌体抗体库技术

噬菌体抗体库技术的出现开创了一条简便快速

的基因工程抗体生产路线，为人源化抗体的制备提

供了新途径。1985 年，Smith[17]第一次将外源基因

插入丝状噬菌体 f1 的基因芋中，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，从而

创建了噬菌体展示技术。

该技术的基本路线是用 PCR 扩增人抗体全套可

变区基因，重组到噬菌体载体中，并通过与单链噬

菌体外壳蛋白形成融合蛋白，使 Fab、单链 Fv 抗体

及二硫链稳定性 Fv 抗体等形式的小分子人源抗体

表达在噬菌体表面，形成噬菌体抗体库，采用亲和

层析筛选出特异性噬菌体抗体。1989 年，美国

Lerner 实验室首次应用噬菌体表面展示技术构建了

噬菌体抗体库[18]。Vitaliti 等[19]利用噬菌体抗体库技

术制备了抗血管内皮生长因子的单链 Fv 抗体，能

明显减慢肿瘤的生长。何小鹃等[20]和朱建高等[21]利
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用该技术成功构建了大肠癌噬菌体抗体库和鼻咽癌

抗独特性抗体库，并从中筛选出全人源单链抗体。

噬菌体抗体库技术具有明显的优点：不经免疫

和杂交、操作简单、筛选容量大、生产成本低等。

其缺点是：从非免疫抗体库获得的抗体亲和力不

高、受外源基因转化率的限制、抗体库的库容不足

以涵盖一些动物的抗体多样性等。因此，大容量抗

体库是获得高亲和力抗体的关键。

3.1.2 合成抗体库技术

Knappik 等[22]在 2000 年报道了第一个全合成抗

体库，基于对抗体结构和功能认识的深入，发现 7
个 VH 和 7 个 VL 基因家族覆盖了人类抗体多样性的

95%。据此设计的 14 个通用可变区序列作为构建

全合成抗体库的基本骨架，所有 CDR 都设计成很

容易置换的盒式结构，预留了构建多种抗体衍生物

所需元件的插入位点，并对序列的设计进行了优

化。在此基础上又采用三联核苷酸方法进行 CDR
的突变和随机化，保证了抗体的多样性。

3.1.3 核糖体体外展示技术

近年来，一种新的完全不依赖细胞的体外展示

技术日趋成熟，其文库容量不受细胞转染效率的影

响，文库的多样性和筛选效率得到很大的提高，显

示出诱人的应用前景。其基本原理是：首先利用

PCR 技术构建抗体的 DNA 文库（此文库无 3’末端

的终止密码子），再将此文库进行体外表达，由于

缺少 3’端终止密码子，在翻译到 mRNA 末端时，

mRNA 不会从核糖体上脱落下来从而形成“抗体蛋

白鄄核糖体鄄mRNA”三联复合体，使抗体展示在核

糖体的表面，翻译出来的抗体可用抗原进行筛选，由

于不经过体内转化，构建的抗体库库容超过 1011[23]。
利用该技术可以获得高亲和力的特异性抗体。核糖

体展示技术具有如下优点：建库快（一般 1~2 d）、
库容量大（1011~1015）、抗体的表达不依赖细胞、可

对半抗原等物质的抗体进行筛选。但也存在如下缺

点：体外表达系统的稳定性稍差、完整大分子抗体

还不能在核糖体上展示。总之，抗体库筛选技术改

变了单抗的制备流程，成为众所瞩目的生物技术及

开发热点之一。

3.2 基因工程小鼠技术

20 世纪末，转基因技术应用于人源单抗的制

备，可获得完整抗体分子和高亲和力的全人源抗

体，因此备受关注，且发展极为迅速。

3.2.1 转基因小鼠技术

1994 年，美国 Cell Genesys 公司和 Gerrpharm
公司几乎同时宣布了转基因小鼠作为生产全抗体的

载体的问世，其抗体生成过程是从鼠抗体生成基因

被相应的人基因所取代的小鼠开始的。转基因小鼠

制备的基本原理是：先将小鼠胚胎干细胞免疫球蛋

白基因敲除，再将人的免疫球蛋白基因片段导入，

然后将此干细胞植入假性受孕雌鼠子宫中，使其发

育成携带人免疫球蛋白基因的转基因小鼠，利用鼠

体内抗体亲和力自然成熟的机理，能产生一系列高

亲和力的全人源单抗。

转基因小鼠技术具有功效高、亲和力强等优

点。但也存在一些缺陷，如通过该技术生成的抗体

具有鼠糖基化模式。

3.2.2 转染色体小鼠技术

由于转基因小鼠不能携带完整的人抗体基因，

限制了一系列免疫球蛋白的制备。Tomizuka 等[24]首
先建立以染色体为载体的转染色体小鼠，且用该技

术制备了高亲和力的全人源单抗。该技术是基因工

程小鼠领域的新进展。

4 小分子抗体

完整抗体分子具有体积大（相对分子质量约为

150伊103）、组织穿透能力差等不足，促进了抗体分

子的小型化。小分子抗体具有组织穿透能力强、

免疫原性弱、结构稳定、制备简单和表达效率高

等优点，是基因工程中制备人源单抗的主要产物，

目前小分子抗体主要用于放射免疫显像或治疗等方

面[25]。其缺点是与抗原的结合力弱、半衰期短等。

小分子抗体主要包括：淤单价小分子抗体，如

Fab片段、Fv片段最小识别单位等；于多价小分子抗

体，如双链、三链抗体等；盂比利时 Ablynx公司甚

至还提出了纳米抗体的概念[26]，即只有一个重链可变

区组成的单域抗体，其相对分子质量只有单克隆抗体

的 1/10，是最小的具有完整功能的抗原结合片段。

5 人源化抗体的临床应用与发展前景

人源化抗体的研究在近 30 年得到了极大的发

展，应用范围也不断扩大。从疾病的体外诊断到疾

病的治疗，从恶性肿瘤治疗到移植免疫排斥，从自

身免疫性疾病到感染性疾病，人源化抗体都发挥着

重要的作用。人源性单抗在核医学领域中的应用主
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要集中在肿瘤的放射免疫显像及治疗中：放射性核

素与抗肿瘤人源性抗体偶联物能在体内对肿瘤进行

定位，并通过放射免疫显像技术用于肿瘤定位的诊

断；另一方面，偶联物对肿瘤的定位性能为肿瘤的

药物治疗提供了新的思路———生物导弹，它是以识

别肿瘤抗原的抗体为载体，与放射性核素连接而成

的抗体导向药物，能增强肿瘤药物的靶向性及对靶

细胞的杀伤能力，从而减少因放、化疗导致的正常

组织损伤。总之，抗体人源化技术自创立至今，经

历了一系列的发展与完善，从嵌合抗体到 CDR 移

植抗体，再发展到全人源抗体，在尽量保留与抗原

的高亲和力、高特异性结合能力的基础上降低了免

疫原性。特别是小分子抗体的制备，由于其分子量

小、免疫原性低、穿透性强，更易通过血管到达靶

标，是制备分子探针用于分子影像学诊断及治疗最

理想的单抗片段[27-28]。未来单克隆抗体将朝着人源

化、微型化、规模化及智能化的方向发展，进一步

克服鼠源单抗的临床应用缺陷，为人类疾病的诊断

及治疗创造了更美好的前景。
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