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重组抗体技术简介

以编码抗体的基因作为起始材料，利用重组 DNA技术，在体外生产的抗体，超出了免

疫系统的限制。通过获得抗体的基因序列，构建表达载体，并将其转入至表达宿主中（如酵

母、哺乳动物细胞或细菌中）。利用这种方式，生产的抗体为重组抗体。

单抗的出现及其显菩的优越性（特异性高、蛋白类天然产物等特性）使其在疾病的研究、

诊断和治疗中得到广泛应用，但也受到人体的强烈排斥。重组抗体抗体的产生在一定程度上

解决了由于鼠单抗的异源性导致的排斥反应。

重组抗体药物包括传统鼠源性单克隆抗体的人源化和全人抗体。由于传统单抗诱发人抗

鼠抗体反应，在此基础上的人源化抗体和全人抗体技术逐步兴起。针对鼠抗体人源化以及全

人抗体构建和应用中的问题，改进抗体重组技术，缩小实验室成果和大规模生产要求的差距，

不断完善重组抗体药物体系十分必要。

研究方法

重组抗体是使用重组 DNA技术在体外构建，不受免疫系统限制而生产的单克隆抗体。

因其克服了杂交瘤单抗的诸多缺陷，而成为研究的热门。重组抗体的开发是一项困难又复杂

的任务。

重组抗体的开发主要可以通过三种途径：①通过噬菌体展示筛选；②已有杂交瘤细胞测

序；③直接 B细胞克隆。开发的目的不仅是为了获得抗体，而是可以测得抗体的基因序列，

以便后续的抗体生产和改造。

噬菌体展示技术是将 scFv单链抗体或 Fab展示于噬菌体表面的抗体库（Antibody

library）制备技术。抗体库结合固相化技术和高通量筛选，可以方便快捷地得到亲和力较高

的抗体，并对噬菌体进行测序以获得抗体序列。

对已有的杂交瘤细胞测序，也是快速获得抗体序列的方法之一。杂交瘤细胞染色体易丢

失，造成杂交瘤细胞退化，再次构建费时费力，通过对其测序，可以获得抗体基因序列，以

便长期保存，并随时生产。

B细胞克隆是另一种开发重组抗体的方法。噬菌体展示技术依赖于重链和轻链的体外重

组，产生和筛选在体内未发现的抗体。而直接 B细胞克隆则保留了原始的重链和轻链抗体

对。但是 B细胞克隆需要使用整个 B细胞进行开发，从新分化的 B细胞一直到完全分化的

B细胞（完全分化的B细胞是经过抗原刺激产生的浆细胞），而浆细胞仅占B细胞的 0.1-1.0%，

通过流式细胞术可以筛选获得分泌特异性抗体的浆细胞。
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抗体纯化

亲和层析是常见的重组蛋白纯化方法，利用蛋白质结构的特异性，可以与对应的专一分

子进行结合，并在特定条件下可以解离，只需一步就可以得到高纯度的蛋白，比如利用酶与

底物的结合、受体和配体的结合、抗体和抗原的结合等这些特异结合就可以纯化对应的酶、

受体、抗体等蛋白。还可以在重组蛋白表达时，加入标签，如 His、Flag、GST、HA、c-MyC、

GFP、SUMO、MBP、Awi等。

细菌亲和层析法，有些细菌能合成特异性识别并结合高等哺乳动物免疫球蛋白的蛋白质，

如蛋白 A、B、G和 L，其结合位点主要位于抗体分子的恒定区，只有极少数存在于可变区

内，因此这种方法较适用于分离重组抗体完整分子以及单价和双价 FAB片段，但对 FV或

scFV片段的分离无效。

抗体亲和层析法，以融合蛋白形式表达的抗体片段常可根据靶蛋白的特性选择合适的抗

体亲和层析柱进行分离。目前常用的靶蛋白如碱性磷酸单酯酶、过氧化物酶以及一些毒素蛋

白等均有相应的商品化抗体亲和层析介质，但是如果大肠杆菌本身也能合成这种靶蛋白或靶

蛋白的同源蛋白，则这种方法的特异性就会受到影响。为了克服这一困难，plG载体中的

Flg和 Myc TAG标签序列也可作为抗 Flag抗体和抗 Myc TAG抗体的靶序列，含有这些序

列的融合蛋白可经相应的抗体亲和层析柱进行分离。

抗原亲和层析，法如果与重组抗体或抗体片段相对应的特异性抗原容易获得，那么利用

这种抗原亲和层析柱分离表达产物是较好选择，不仅具有很高的选择性，而且还能从任何非

正确折叠的蛋白混合物中快速分离目标抗体或抗体片段。然而对于一些具有危害性的抗原

（如肿瘤抗原等），一般不宜采取这种方法分离用于体内的抗体片段。

配体亲和层析法，早期用于分离完整抗体分子的磷酸胆减亲和层析柱也可直接用来从大

肠杆菌蛋白粗提液中纯化重组 FAB、F V、SCFV 片段以及各种二价迷你抗体，其前提条件

是所有的重组抗体片段必须具有良好的折叠结构。由于重金属离子亲和层析介质价格低廉，

因此这种方法更适用于重组抗体片段的大规模生产。

相关问题

重组抗体的操作必须遵循两个基本原则：

保持抗体亲和力和特异性，尤其不能丧失抗体特异结合抗原的能力；

应当降低或消除抗体的免疫原性。

如何提高重组抗体的稳定性：
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优化洗脱条件，可以从高的 PH逐新降低；

纯化的样品要及时中和，甚至一边纯化一边中和；

纯化实验过程中样品低温制备和保存；

添加蛋白保护剂比如甘油、吐温；

抗体浓度较高时需要及时稀释，避免高浓度聚沉的风险。

同时，重组抗体的高效表达有赖于高效表达载体的构建、抗体基因序列的优化、抗体稳

定细胞株的筛选、表达宿主细胞的改造及细胞培养工艺的优化等。

哺乳体系表达细胞的选择：

CHO细胞即中国仓鼠卵巢细胞，是目前表达外源蛋白成功的细胞之一。该细胞属于成

纤维细胞，是一种非分泌型细胞自身很少分泌内源蛋白，因此有利于目的蛋白的纯化分离；

相较于其他细胞类型，CHO细胞能在化学成分限定和无血清悬浮培养中稳定生长，且基因

组信息明确，在人类致病病毒应答方面表现出合理的安全性，并能够表达与人相似的翻译后

修饰。重要优势之一是能够容易的得到基因改造的细胞。但因为糖基化模式与人类不完全相

同，导致 CHO细胞产生的重组蛋白在某些时候仍然表现出免疫原性。

HEK293细胞是真核蛋白表达常用的细胞之一，它具有以下优势：更快的生长速度，更

高的生长密度、转染效率高，表达后修饰更接近人体蛋白的结构，但可能会有潜在的人病毒

污染。

抗体免疫原性问题：

除了人源化改造及选择合适的表达系统以避免抗体分子恒定区和可变区序列及异常糖

基化引起的 HAHA外，给药方式、频率、剂量，疾病情况，病人的免疫状态，MHC的单体

型，抗体的特异性，抗原抗体复合物，抗体介导的补体激活，抗体与 Fc受体的结合以及炎

症与细胞因子的释放等也都会影响抗体的免疫原性

重组抗体亲和力问题：

这是重组抗体改造后抗体效应功能发挥的重要条件，也是目前存在的主要瓶颈之一。一

般来说，人源化抗体只能达到鼠源抗体结合能力的 33%~50%。同一种构建方法并不适用于

所有的抗体，因此在抗体分子表面修饰方面，需要结合分子预测和分子设计的内容多多积累

经验。

规模化培养问题：
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要确保通过动物细胞规模化培养生产的重组抗体的活性，需保证蛋白质折叠与二硫键的

正确形成。此外，还要完善灌流培养技术，解决涵盖 CHO（中国仓鼠卵巢细胞）、杂交瘤、

HEK293（人胚肾细胞）、VERO（非洲绿猴肾细胞）、和 BHK（金黄地鼠肾细胞）等工程

细胞大规模批次、流加、灌流培养中的关键问题。
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