
单克隆抗体（monoclonal antibody，mAb，简称单

抗）是由B细胞产生的、由两条相同的轻链和两条相

同的重链组成的Y形结构蛋白。其中抗原结合片段

（antigen binding fragments，Fab）由一条重链和一条

轻链的 6个互补决定区（complementarity⁃determin⁃
ing region，CDR）组成。Fab段决定了抗体结合抗原

的特异性和亲和力；单抗的恒定区（Fc）通过结合细

胞表面Fc受体来发挥抗体依赖的细胞介导的细胞

毒性作用（antibody⁃dependent cell⁃mediated cytotoxi⁃
city，ADCC）、补体依赖的细胞毒性作用（comple⁃

ment dependent cytotoxicity，CDC）等功能。目前，治

疗性单抗已成为癌症、自身免疫性疾病、传染病等

多种疾病的主要治疗方式，其研发重要性日益明

显。由于人抗鼠（human antimouse antibody，HAMA）
反应的存在，抑制了鼠单抗的临床应用，因此涌现

了一系列抗体工程技术，如抗体人源化、噬菌体展

示、转基因小鼠、单细胞PCR等技术，可以实现鼠单

抗人源化改造以及亲和力提高，或者直接筛选制备

人源化/全人抗体，加速了单抗的临床转化和应用。

本文将对治疗性抗体药物研发技术进行述评。

1 抗体人源化改造

全人、人源化和鼠源抗体分别占临床应用单抗
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的 51%、46%和 3%，可见人源化和全人单抗已经成

为治疗性抗体研发的主流。人源化抗体具有免疫

原性低，体内半衰期长，有效诱导ADCC、CDC效应

等优点。早期的人源化技术是将鼠单抗的可变区

与人抗恒定区相连从而获得嵌合抗体。抗GP Ⅱb/
Ⅱa单抗Abciximab于 1994年被美国食品及药物管

理局（Food and Drug Administration，FDA）批准用于

抑制血小板聚集，成为第一个嵌合抗体药物，抗

CD20嵌合抗体利妥昔单抗于1997年被美国FDA批

准用于非霍奇金淋巴瘤患者，成为首个治疗肿瘤的

嵌合抗体。为了提高抗体人源化程度，CDR移植技

术应运而生，将除了CDR区以外的序列替换为人源

（如果鼠抗 FR框架中的某些氨基酸对维持抗原的

识别至关重要，那么这些残基也需要保留），进一步

降低免疫原性。1997年FDA批准了第一个人源化

单抗——抗 IL⁃2受体抗体Daclizumab，用于预防移

植排斥反应，而最著名的人源化抗体当属1998年获

批的抗HER2单抗Herceptin，从诞生以来连续登上

十大药物畅销榜。目前，通过X线晶体学、冷冻电子

显微镜和计算机辅助同源建模等方法可以分析抗

原⁃抗体复合物的结构，了解直接作用的关键残基，

从而指导抗体人源化改造［1］，许多网络服务平台可

以提供信息学和抗体结构数据库，为人抗框架区选

择、抗体建模等提供了技术支持［2］，多种量化单抗人

源化程度的工具，例如Abhinandan和Martin设计的

H⁃score、G⁃score、T20分析等，也可以清晰地将人类

序列和小鼠序列以及其他物种分离开来［3］。

2 噬菌体展示技术

噬菌体展示技术是基于噬菌体表面蛋白（如PⅢ
蛋白）的结构及包装特点，将外源抗体基因和外壳

蛋白融合表达并展示在鞭毛表面，实现靶抗原特异

性抗体的快速筛选。1985年，George P. Smith使用

重组DNA技术，将外源肽与噬菌体M13的外壳蛋白

PⅢ融合，在噬菌体表面展示肽。此后他创建了“抗

体选择性噬菌体载体”，能够从1×108库容噬菌体池中

筛选特异性抗体。噬菌体展示抗体的形式可以是单

链抗体（single chain antibody fragment，scFv）或Fab片
段，scFv由VH和VL组成，二者之间由一个短而灵活

的连接肽相连，而Fab具有相对较高的稳定性，其结

合能力与完整的 IgG抗体相当［4］。由于噬菌体颗粒

小、容易扩增和富集，溶解度高（1×1013pfu/mL），因此

可以实现抗体的大容量展示。由于在噬菌体展示技

术领域作出的卓越成就，George D. Smith与Gregory

P. Winter共同获得了2018年诺贝尔化学奖。

噬菌体展示文库的基因库可以从原始或免疫

人类或动物中获得，也可以使用随机CDR合成法构

建文库，只要库容足够大，都可以产生针对多种抗

原靶点的高亲和力抗体（亲和力达纳摩尔级）。目

前，几乎所有商业文库都是大容量非免疫库，从而

允许针对不同的抗原进行抗体筛选。FDA已经批

准了9种从噬菌体展示文库中获得的全人抗体。阿

达木单抗（Humira）由巴斯夫生物研究公司和剑桥

抗体技术公司开发，它不仅是第一个获得上市许可

的噬菌体库来源抗体（2002年获批），而且也是第一

个获得批准的全人单抗药物。阿达木单抗结合并

抑制肿瘤坏死因子α，被批准用于治疗炎症性疾病

如类风湿性关节炎等。阿达木单抗是世界上最畅

销的药物，2019年销售额为196亿美元；剑桥抗体技

术还研发了治疗系统性红斑狼疮的抗BLYS的全人

抗体，命名为 Belimumab（Benlysta，2011 年获批）；

Dyax公司拥有3.7×1010库容的天然Fab库，筛到了针

对表皮生长因子受体（epidermal growth factor recep⁃
tor，EGFR）、血管内皮细胞生长因子受体 2（vascular
endothelial growth factor 2，VEGFR2）、程序性死亡受

体配体1（programmed cell death⁃ligand 1，PD⁃L1）等靶

点的全人抗体Necitumumab（Portrazza）、Ramucirumab
（Cyramza）和Avelumab（Bavencio）；此外，Guselkumab
（Tremfya）是 Janssen 开发的 IL⁃23 全人抗体，来自

HuCAL抗体库。2017年，Guselkumab获得 FDA批

准，用于治疗银屑病。

3 转基因动物

转基因动物是全人抗体的又一重要来源，通过

对细胞系进行基因改造，将人类免疫球蛋白（Ig）基

因取代动物内源性 Ig基因，使这些动物在免疫后能

够合成人类抗体。首个转基因小鼠来源的全人抗

体 Panitumab是抗 EGFR抗体，于 2006年获得美国

FDA批准。目前来源于转基因小鼠的全人抗体药

物数量已达19种［5］。

1985年在转基因小鼠中产生人类抗体的想法

首次被提出，1994年首个人 Ig转基因小鼠株HuMab⁃
Mouse被构建，实现了人 IgH和 IgK在 Ig敲除小鼠中

的表达，但引入小鼠的人Ig基因组小于80 kb；1997年
更大的人 IgK（~700 kb）或 IgH（~1 Mb）酵母人工染

色体（yeast artificial chromosomes，YAC）被导入小

鼠，只表达人抗而不表达鼠抗。但由于缺乏小鼠恒

定区，抗体生成、Ig类别转换和体细胞超突变的效率
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仍然很低。

为了克服以上缺点，需要保留原鼠抗恒定区，从

而实现抗体亲和力成熟、发挥抗体介导的体内效应、

调节体细胞突变等［6-7］。2014年，利用Cre/loxP重组，

建立了直接插入小鼠Cμ和Cκ区上游的人VH⁃D⁃JH
和Vκ⁃Jκ的转基因小鼠KyMouse，可以进行体细胞超

突变，产生高亲和力的人鼠嵌合抗体；此外，利用细菌

人工染色体（Bacterial artificial chromosomes，BAC）组
装人 Ig基因，并连续微注射到小鼠胚胎干细胞（em⁃
bryoinc stem cells，ES）细胞中，构建了人 IgH和 IgL基

因靶向并取代小鼠IgH和IgL的Velocimune小鼠。

8家公司拥有转基因小鼠并实现了抗体药物开

发 ：Abgenix 公 司 的 XenoMouse、Medarex 公 司 的

HuMAbMouse、Ligand 公司的 OmniRat、Kymab 公司

的 KyMouse、Regeneron 公司的 Velocimune Mouse、
Harbour抗体公司H2L2 Mouse、Trianni 公司的Trianni
Mouse以及 Ablexis公司的AlivaMab等。2006年，第

一种药物 Panitumumab被批准用于 RAS野生型转

移性结直肠癌；同样来源于XenoMouse平台的还有

2 种用于自身免疫性皮肤病的人抗：IL⁃17α抗体

Secukinumab以及 IL⁃17R抗体 Brodalumab，分别于

2015年和 2017年获得美国FDA批准用于银屑病治

疗；HuMabMouse开发的两种抗体 Ipilimumab（CTLA
⁃4抗体）和Nivolumab（PD⁃1抗体）被用于黑色素瘤

治疗，分别于2011年和2014年获批。其中Nivolumab
还于 2018 年被批准用于非小细胞肺癌；此外，

Ustekinumab与细胞因子如 IL⁃12和 IL⁃23的p40亚单

位结合，阻断促炎信号以减轻炎症，该药于2009年被

批准用于严重斑块状银屑病，2016年被批准用于克

罗恩病；Velocimune小鼠是第二代鼠恒定区嵌合的人

源化小鼠，辅助开发了 IL⁃4R抗体Dupilumab和 IL⁃6R
抗体Sarilumab，分别用于湿疹和类风湿性关节炎的

治疗，这两种药物均于2017年获得批准。有研究认

为在新型冠状病毒肺炎（coronavirus disease 2019，
COVID⁃19）治疗中 Sarilumab可能具有缓解由病毒

引起的炎症因子风暴的作用。此外，近来H2L2转

基因小鼠平台筛选出1株有效抵抗严重急性呼吸综

合征冠状病毒 2（severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2）感染的人源广谱抗体

47D11，靶向严重急性呼吸综合征病毒（severe acute
respiratory syndrome coronavirus，SARS⁃CoV）和SARS⁃
CoV⁃2受体结合区（receptor binding domain，RBD）的

保守表位，真毒细胞模型中 IC50值分别为0.19 μg/mL
和 0.57 μg/mL，提示可对二者同时发挥防治作用。

由于该抗体识别的表位不同于其他中和抗体，因此

有望参与形成组合抗体药物形成“鸡尾酒抗体”，发

挥协同抗病毒作用并避免表位逃逸［8］。

4 单B细胞抗体技术

使用传统的杂交瘤技术、抗体库或转基因小鼠

技术生产治疗性人类抗体往往需要长期的免疫程

序和多轮筛选，而单细胞抗体技术可以从外周血中

直接进行阳性细胞分选和抗体基因克隆，直接进入

哺乳动物细胞表达步骤，因此在突发传染病等紧急

情况下，单B细胞抗体技术的优势尤为明显。目前

针对炭疽杆菌、登革热、巨细胞病毒pp65抗原、轮状

病毒VP6、寨卡病毒NS1等靶点的抗体均有报道，多

个病毒单抗如人类免疫缺陷病毒（human immunode⁃
ficiency virus，HIV）包膜蛋白抗体以及抗呼吸道合

胞 体 病 毒（respiratory syncytial virus，RSV）抗 体

MEDI8897等均正在进行Ⅱ期临床试验。从流感病

毒免疫接种者浆细胞中获得的抗甲流血凝素（H）的

MHAA4549A已经完成了Ⅱ期临床试验［9］。埃博拉

病毒是一种高致死性病原体，人类感染后病死率

25%~90%，人抗mAb114是从扎伊尔埃博拉病毒感

染者记忆B细胞中筛出来的中和抗体，猕猴感染病

毒 5 d后给药还可以发挥保护效应［10］，该药物也已

经进入临床试验。在2020年新冠疫情期间，利用单

细胞PCR技术鉴定了3 160个抗原阳性的B细胞，从

中获得了 2株识别RBD表位的中和抗体CC6.29和

CC6.30，对SARS⁃CoV⁃2的中和 IC50值分别为2 ng/mL
和 1 ng/mL，仓鼠体内数据也证实了抗体的保护效

应［11］。有研究经单细胞分选获得了几十个亲和力达

到皮摩尔级的单抗，其中9种最有效的单抗中和效价

为7~99 μmol/L，都可结合SARS⁃CoV⁃2的RBD区，阻

断其与血管紧张素转换酶2的相互作用。其中2株
结合在RBD不同区域的非竞争性单抗REGN10987
和REGN10933有望组成抗体鸡尾酒，增强疗效［12］。

近十年来，通过单细胞PCR技术获取单抗变得

越来越有吸引力。然而，目前为止FDA还没有批准

此方法开发的抗体药物，但是结合下一代测序技术，

单细胞技术获取单抗应该可以成为一个强有力的抗

体研发工具。虽然该技术具有不可替代的优势，但仍

有许多瓶颈技术需要改进，例如抗原标记、引物设计、

高通量筛选等关键环节，值得关注和研究。

5 展 望

总体而言，治疗性抗体领域发展迅速，拥有巨大
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的发展潜力。目前，抗体药物的作用机制主要包括抗

体直接作用、ADCC/CDC、靶向免疫检查点分子进行

免疫调节、抑制受体⁃配体结合及调理作用等［13］。同

时，双特异性抗体、纳米抗体以及嵌合抗原受体T细

胞（chimeric antigen receptor T cell，CAR⁃T）等新型抗

体技术均被证实应用前景光明［14-15］。基于已有的单

抗研发技术，结合下一代测序技术、高通量筛选、抗体

恒定区改造技术［16］，借鉴新型支架蛋白、修饰抗体以

及抗体分子设计等经验，可以最大限度地提高抗体药

物的疗效和安全性，展现最优药效、药代及药理特性。
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