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前 　 　 言

抗体是机体防御系统的重要分子 ，用于识别和清除外来入侵物 。 为了尽可能

地与各种外来物发生相互作用 ，免疫系统需要产生无数种特异性的抗体分子 。 不

同抗体的全套遗传信息被储存在淋巴系统的 B 细胞中 。 １９７５ 年杂交瘤技术问世 ，
人们能够制备具有很好特异性的单克隆抗体 ，但这些抗体在用于人类疾病治疗时 ，
由于单抗的异源性 ，会产生人抗鼠抗体反应（HAMA） ，同时由于抗体分子大 ，较难

穿透血管屏障达到靶部位 ，而且抗体本身的效应功能有限 ，往往不能达到预期的杀

伤靶细胞的目的 。
在过去的十多年中 ，分子生物学的进展大大促进了抗体片段的基因操作 ———

重组 、鉴定 、连接 。 重组抗体的基因操作不仅加深了人们对免疫球蛋白结构和功能

的理解 ，而且通过基因融合 、基因突变 、重组基因表达发展了大量可用于研究 、诊断

和治疗的工程抗体 ，特别是加速了人源化抗体和人源抗体的开发 ，同时通过基因操

作可以获得常规技术不能得到的抗体形式 ，使之更适合于治疗和体内诊断 。 到

２００４ 年初经美国 FDA 批准的抗体药物已有 １７ 种 ，其中 ８０ ％ 是重组抗体 。 目前正

在进行临床试验的抗体药物有几百种 ，因此重组抗体作为药物有很广阔的前景 。
本书介绍了当前重组抗体研究领域中的主要技术及发展趋势 ，包括抗体基因

克隆 ，抗体库构建和筛选 ，抗体人源化改造和稳定性改造 ，抗体亲和力成熟 ，抗体效

应功能提高及与抗体分析 、鉴定等相关的技术 ，如抗原表位分析 、抗体结构模建 、抗
体标记等 ，使人们对重组抗体的认识进一步深入 。 由于参与本书编写的人员较多 ，
各部分在风格上不尽统一 ，有时同一目标可以用不同的方法 ，本书尽量采用常用可

行的方法 ，有些地方为了方法的连续性 ，难免有些重复 。 我们的初衷是想提供一本

既有一定理论 ，又有较强操作性的书 ，但重组抗体技术发展十分迅速 ，概念 、理论和

方法都在不断更新 ，难免有所遗漏 。
本书在编写过程中得到了很多同志的支持和帮助 ，在此表示衷心感谢 。 感谢

华夏英才基金资助本书的出版 ，感谢冯健男教授 、秦卫松博士和郝付因在插图的收

集和全书的审校上所做的大量工作 。 由于编者水平所限 ，本书可能存在疏漏和错

误之处 ，恳切希望读者和同道们指正 。

作 　 者
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绪 　 　 论

抗体是体液免疫应答的主要效应分子 ，存在于血液和组织液中 。 它们能特异

性结合或识别入侵的病原微生物 ，因此构成机体防御系统的重要组成部分 。 具有

抗体活性或化学结构上与抗体相似的球蛋白称为免疫球蛋白 （immunoglobulin ，
Ig） 。 抗体属于蛋白质 ，它具有蛋白质的一般性质 ，即不耐热 ，能被多种蛋白酶水

解 ，蛋白质变性剂亦能使抗体失活 。

图 ０ １ 　 抗体分子结构

第一节 　抗体分子的结构与功能

一 、抗体分子的基本结构

　 　 所有抗体分子都有相似的结构 ，都由两条相同的重链（heavy chain ， H 链）和
两条相同的轻链（ligh t chain ， L 链）组成 ４ 条肽链的对称结构 ，轻 、重链链内和链

间分别借助二硫键相连（图 ０ １） 。 轻链分子质量约 ２５kDa ，而重链分子质量为

５０kDa 左右 。 轻链有两个型 ：kappa （κ）链和 lambda （λ）链 。 一个抗体分子只能具

有两型轻链中的一种 ，它们的比例在不同物种是不同的 ，小鼠抗体的 κ／λ 是 ２０／１ ，
而人抗体中该比例为 ２／１ 。 重链有五类 ：μ 、δ 、γ 、α 、ε 链 。 五类重链决定了抗体的类

别（class） ：Ig M 、IgD 、IgG 、Ig A 和 IgE 。 其中有些类别还可再分亚类 ，例如 ，人 IgG
有四个亚类 ：Ig G１ 、IgG２ 、IgG３ 和 Ig G４ ； IgA 有两个亚类 ：IgA１ 和 Ig A２ 。 小鼠 IgG
也有四个亚类 ：Ig G１ 、IgG２ a 、Ig G２ b 和 IgG３ 。
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二 、抗体分子的精细结构

分析抗体分子的氨基酸序列后发现 ：肽链在氨基端序列变化很大 ，而其余部分

变化不大 ，因此 ，将变化大的区域称为轻链或重链可变区 ，它们占轻链的 １／２ 、重链

的 １／４ ；肽链上变化不大的区域称为轻链或重链恒定区 ，恒定区占轻链的 １／２ 、重链

的 ３／４（图 ０ １） 。 它们的氨基酸数量 、种类 、排列顺序及含糖量都比较恒定 ，同一

物种 、同一类别的 Ig 恒定区氨基酸只有少数差别 ，但不同物种或不同类别的 Ig 则

差别很大 。 可变区与抗原识别有关 ，决定抗体识别的特异性 ，而恒定区参与免疫应

答 ，具有许多重要的生物学功能 。
轻 、重链可变区分别由 １１０ 个左右氨基酸组成 ，其中有些区域的氨基酸残基变

化较可变区的其他部位更大 ，如轻链第 ２４ ～ ３４ 、５０ ～ ５６ 、８９ ～ ９７ 位和重链第 ３１ ～
３５ 、５０ ～ ６５ 、９５ ～ １０２ 位 。 这些区域称为高变区（hypervariable region ， HVR） ，由
于高变区是抗体与抗原表位直接接触的部位 ，因此又称为互补决定区 （comple
mentarity determining region ，CDR） 。 可变区中的非高变区 ，其氨基酸组成与序列

变化相对较少 ，这些氨基酸残基组成可变区稳定的立体结构 ，即框架结构或支架结构

（framework region ， FR） ，它们夹持着 CDR ，可变区的 ３ 个 CDR 分别被 FR１ 、FR２ 、
FR３ 、FR４ 隔开 。 根据 Kabat 库的资料 ，抗体分子各区段的氨基酸编号见表０ １ 。

表 0 1 　 抗体分子轻 、重链可变区氨基酸顺序的编号

V 区 F R１ CDR１ FR２ CDR２ FR３ CDR３ FR４

H １ ～ ３０ ３１ ～ ３５ ３６ ～ ４９ ５０ ～ ６５ ６６ ～ ９４ ９５ ～ １０２ １０３ ～ １１３

L １ ～ ２３ ２４ ～ ３４ ３５ ～ ４９ ５０ ～ ５６ ５７ ～ ８８ ８９ ～ ９７ ９８ ～ １０７

抗体的 ４ 条肽链中 ，不管是可变区还是恒定区都由折叠的球状结构域 （do
main）组成 ，每个结构域约由 １１０ 个氨基酸残基组成 。 除了可变区外 ，IgG 、IgA 、
IgD 的重链恒定区均由 ３ 个球状结构域组成 ，分别为 CH１ 、CH ２ 、CH３ ；IgM 和 IgE
重链恒定区由 ４ 个球状结构域组成 ，即多一个 CH４ 。 各结构域的功能不同 ，一般

CH１ 是遗传标志所在区 ，CH２ 是补体结合位点所在区 ，CH ３ 能与细胞表面的 Fc 受

体结合 ，行使抗体的功能 。 各类人免疫球蛋白的特性见表 ０ ２ 。
在重链 CH １ 尾部和 CH２ 头部 ，位于 ２０９ ～ ２４０ 位 ，有一个约 ３０ 个氨基酸残基

组成的柔性的铰链区（hinge region） ，其中脯氨酸含量较高 ，并有 ２ ～ ５ 个链间二硫

键 。 铰链区的主要功能是调节抗体可变区上抗原结合部位与相应的抗原表位匹

配 ，促进抗原 抗体结合 ，此外也有利于 Ig 分子构象变化 ，暴露补体结合位点 。 至

此 ，完整抗体分子结构如图 ０ １ 所示 。
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表 0 2 　 各类人免疫球蛋白的特性

Ig 类别
分子质量

／kDa
正常血清

水平

／（m g／ml）
体内半

寿期 ／天

激活经典

补体途径

通过

胎盘

成熟 B
细胞膜上

结合吞噬

细胞的

Fc 受体

黏膜

转运

诱导肥大

细胞脱

颗粒

IgG １ １５０ ９ ．０ ２３ ＋ ＋ － ＋ ＋ － －

IgG ２ １５０ ３ ．０ ２３ ＋ ／ － ＋ ／ － － ＋ ／ － － －

IgG ３ １５０ １ ．０ ８ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － －

IgG ４ １５０ ０ ．５ ２３ － ＋ － ＋ － －

IgA １ １５０ ～ ６００ ３ ．０ ６ － － － － ＋ ＋ －

IgA ２ １５０ ～ ６００ ０ ．５ ６ － － － － ＋ ＋ －

Ig M ９００ １ ．５ ５ ＋ ＋ ＋ － ＋ ？ ＋ －

IgE １９０ ０ ．０００３ ２ ．５ － － － － － ＋

IgD １５０ ０ ．０３ ３ － － ＋ － － －

在研究抗体分子结构的过程中发现有些部位很容易被蛋白酶水解 。 已知木瓜

蛋白酶在一定条件下可将 IgG 裂解成 ３ 个单独的片段 ，其中 ２ 个片段完全相同 ，分
子质量约 ４５kDa ，由带轻链的重链 V HCH １ 片段组成 ，这些片段仍具有结合抗原

的能力 ，称为抗原结合片段（即 Fab） 。 第三个片段含有 γ 重链的 CH ２ 和 CH ３ ，该
片段由于较易被结晶 ，因此称为结晶片段（即 Fc） 。 用胃蛋白酶代替木瓜蛋白酶裂

解 IgG 分子 ，在 CH２ 区域被切断 ，产生一个大片段和一些小片段 。 大片段由两个

Fab 和连接的铰链区组成 ，是双价的 ，能同时结合两个表位 ，因而能起沉淀和凝集

反应 。

图 ０ ２ 　 β 片层结构

免疫球蛋白多肽链来回折叠成多股 ，属于 β 折叠结构 ，其走向与分子结构的长轴平行 ，相邻的两条 β 链为

反向平行 ，形成 β 片层 ，β 链间由氢键相连 ，氨基酸侧基垂直于片层平面

三 、抗体分子的立体构型

各类 Ig 的 X 射线晶体衍射分析显示 ，其分子的折叠基本相似 。 免疫球蛋白的

结构域折叠成一种特有的紧密的结构称为免疫球蛋白折叠 （ immunoglobulin
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f old） 。 这种结构由两个 β 折叠片层（βsheet）组成 ，每个片层含有反向平行的 β
链 ，它们由不同长度的 lo op 相连 ，片层内部的 β 链通过氢键将一个链上的氨基与

相邻链的羧基相连 ，此外亲水性氨基酸与疏水性氨基酸交替排列于片层平面的垂

直方向 。 疏水性氨基酸向内 ，亲水性氨基酸向外 。 两个 β 片层间通过疏水相互作

用和二硫键稳定（图 ０ ２ 和图 ０ ３） 。

图 ０ ３ 　 免疫球蛋白轻链可变区和恒定区的折叠图

每个结构域由两个 β 片层经链内疏水相互作用和二硫键联系在一起 。 组成每个片层的 β 链显示不同灰

度的颜色 。 其中高变区为 CDR１ 、CDR２ 、CDR３（图上半部） ，β 片层打开后的单个 β 链和连接环 （ j oin ing
l oop）间的关系显示在图的下半部分 ，可见 ，可变区较恒定区多两条 β 链

四 、抗体分子介导的效应功能

当外来的病原微生物入侵机体 ，机体产生相应的抗体 ，只有在少数情况下抗体

与抗原结合后 ，可对机体直接提供保护作用 ，如中和毒素或病毒 。 前者是通过阻断

毒素与敏感宿主细胞表面的受体结合 ，或封闭毒素的活性部位 ，使其不能发挥毒性

作用 ；后者是阻止病毒吸附于易感靶细胞上 ，而降低病毒的传染性 。 但大多数情况

下需要调动机体的效应功能去清除和杀死病原体 ，一般当抗体的可变区结合抗原

时 ，重链恒定区与其他蛋白质 、细胞或组织相互作用 ，产生体液反应的效应功能 ，并
非所有类型的抗体都有同样的效应功能 。 抗体分子介导的效应功能大都是通过

Fc 段引起的 ，因此它与抗体的类及亚类有关 。 现将抗体的主要效应功能做一

介绍 。
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（一） 调理作用（opsonization）
IgG 类抗体与颗粒性抗原（如细菌）结合后 ，其 Fc 段与吞噬细胞 ，如巨噬细胞 、

嗜中性粒细胞表面的 Fc 受体（FcR）结合 ，促进吞噬细胞对抗原的吞噬作用 。 单个

FcR 和单个抗体的 Fc 相互作用是非常弱的 ，几个抗体的 Fc 与同一个靶细胞同时

结合 ，则产生非常强的相互作用 ，引发一系列信号通路的激活 ，使抗原 抗体复合物

被吞噬 。

（二） 激活补体

人类的 IgM 和大部分 IgG 抗体亚类（IgG１ 、IgG２ 、IgG ３ ）能通过经典途径激活

补体 ，在 IgG 中结合补体的能力依次为 IgG３ ＞ IgG１ ＞ IgG２ ＞ IgG４ ，实际上后两者

激活补体的能力很弱 。 抗体只有与抗原结合成复合物后才能有效地激活补体 ，当
抗原抗体结合后 ，抗体铰链区发生构型改变 ，使 Fc 段的补体结合部位暴露 ，补体成

分 C１ 与之结合 ，并被激活 ，导致补体其他成分 ，如 C１r 、C１ s 、C４ 、C２ 的连续激活 ，形
成具有酶活性的 C３ 转化酶 ，后者进一步酶解 C３ 并形成 C５ 转化酶 ，裂解 C５ ，然后

开始通过 C６ 、C７ 、C８ 、C９ 的序贯结合形成攻膜复合体（membrane at tack complex ，
MAC） 。 补体激活后产生多种生物效应 ：细胞裂解 、免疫黏附及调理作用 、促进炎

症反应和免疫调节作用 。

（三） 抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用（antibody dependent cell
mediated cyt otoxicity ， ADCC）

　 　 抗体与靶细胞表面的抗原结合后 ，可通过其 Fc 段与巨噬细胞和 NK 细胞 、中

性粒细胞等细胞膜上带有 FcγR 的杀伤细胞相结合 ，由 FcγR 传递激活信号 ，通过

这些激活的细胞释放 TNF 、IFN γ 等细胞因子 ，促进对靶细胞的杀伤作用 。 其中

以 NK 细胞为主 ，它带有 FcγRIII ，这是一种低亲和力受体 ，只能与结合于细胞表

面抗原的 IgG 结合 ，不能结合循环中的单体 IgG 。

第二节 　抗体多样性产生的分子机制

人和小鼠编码抗体重链和 κ 、λ 轻链的基因位于不同的染色体上 ，见表 ０ ３ 。

表 0 3 　 人和小鼠抗体基因的染色体定位

基因 重链 κ 轻链 λ 轻链

人 １４q３２ ２p１２ ２２q１１
鼠 １２ F１ ６c２ １６
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一 、重链基因组 、κ 轻链基因组和 λ 轻链基因组结构

人重链基因组包括 ：先导序列基因（ leader sequence ，L） 、可变区基因（variab le
region ，V H ） 、多样性基因（diver sit y ，D） 、连接基因 （ joining ，J H）和恒定区基因

（constant re gion ，CH） 。 它们之间被非编码的 DNA 隔开（图 ０ ４） 。 每个 V H 基

因片段的 ５′端有两个 L 基因 ，它们分别编码先导肽 N 端约 １５ 或 １６ 个氨基酸和 C
端 ４ 个氨基酸 。 先导肽的主要功能是引导重链穿越内质网 ，进入内质网腔 ，穿膜后

先导肽被酶水解 。 人重链基因组中有百余个 V H 基因片段 ，共分 ７ 个亚群 ，其中

无功能的假基因 （pseudogene）占 １／２ ～ ２／３ ；具有可读框 （ open reading f rame ，
ORF）能进行重排 、转录和表达的功能性 V H 基因片段约 ５０ 个左右 。 人的 D 基因

片段接在 V H 基因片段之后 ，在 J H 基因群的 ５′端 ，其特点是序列和长度多变 。 D
基因片段编码 ５ ～ ９ 个氨基酸 ，人类约有 ３０ 个功能性 D 基因片段 。 Ig 基因重排时

DH 与 J H 首先重组 ，再进行 V HD HJ H 重组 。 V HDH 连接处 、D 基因片段及

D HJ H 连接处编码的肽段构成 V H 的 CDR３ 。 人类有 ９ 个 J H 基因片段 ，其中 ３
个为假基因 ，６ 个是有功能的 ，编码 １５ ～ １７ 个氨基酸 ，构成 V H 的 FR４ 。 恒定区基

因片段位于 J H 基因的 ３′端 ，但它们之间有约 １０００ 多个碱基的间隔 ，其中有增强

子等调控元件 。 人类有 １１ 个恒定区基因 ，其中 ２ 个为假基因 ，９ 个功能性 C 基因 ，
从 ５′端起为 μ 、δ、γ３ 、γ１ 、α１ 、γ２ 、γ４ 、ε及 α２ 。 除 δ基因外 ，其他 ８ 个基因的 ５′端都有

一段非编码的特殊序列 ，称为转换区（ switch region ，S） ，S 区是重组酶识别的部

位 ，在 Ig 的类别转换中起重要作用 。 每个恒定区基因由 ４ ～ ６ 个外显子组成 ，它们

分别编码相应的恒定区功能域 。
人类 κ 轻链基因组由 ３ 个分离的基因片段组成 ，即 Vκ 、Jκ 和 Cκ 基因 （图

０ ４） 。 Vκ 基因编码 κ 轻链可变区 １ ～ ９５ 位氨基酸 ，在基因组上约有 ８０ 个左右 ，
其中约 ４０ ～ ５０ 个 Vκ 基因是有功能的 。 Jκ基因片段有 ５ 个 ，恒定区 Cκ 基因为 １
个 。 Vκ 与 Jκ 基因片段重组后编码 κ 链可变区 ，其中第 ２６ ～ ３２ 、４８ ～ ５５ 位氨基酸

为 CDR１ 及 CDR２ 区 ，Vκ 与 Jκ 基因连接处编码 CDR３ 。 Jκ与 Cκ 基因间也有增强

子序列 。
人类 λ 轻链也有 ３ 个基因编码 ，即 Vλ 、Jλ和 Cλ（图 ０ ４） 。 λ 轻链基因的结构

与 κ 链不同 ，具有多个 Cλ恒定区基因 ，每个 Cλ基因有其自己的 J 基因片段 ，形成

JC 结构 ，Jλ和 Cλ 之间有插入序列 ，这种 JλCλ 结构共 ７ 个 ，其中 ４ 个有转录功

能 。 根据测序结果发现有百余个 Vλ 基因 ，但只有 ３０ 多个为功能性基因 ，共分 １０
个亚群 ，其余均为假基因 。 Vλ 与 Jλ 重组后形成有功能的 λ 轻链基因 ，它们编码的

功能区与 Vκ 相似 ，有 CDR１ 、CDR２ 及 CDR３ 。
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图 ０ ４ 　 人 Ig 重链 、轻链基因结构

二 、抗体基因片段的重排及其机制

所有细胞的胚系基因组中都有 Ig 基因 ，但只有骨髓干细胞向 B 淋巴细胞方向

分化成熟时 ，才发生免疫球蛋白基因的重排 ，使在不同染色体上的 、由非编码序列

隔开的 V 、D 、J 基因片段组合在一起 ，成为有功能的基因 ，编码抗体的不同功

能域 。

（一） 可变区基因重排

在 B 细胞发育过程中重链可变区基因首先重排 ，然后是轻链可变区基因 。 最

后每个 B 细胞只含有一个功能性重链可变区 DNA 序列和一个轻链可变区 DNA
序列 ，每个这样的 B 细胞产生一种特异性抗体 。 重链可变区基因重排包括两个独

立的过程 ，首先是 D J 重排 ，一个 D 基因片段与一个 J H 基因连接起来 ，然后进行

VDJ 重排（图 ０ ５） ，重排的基因编码完整的重链可变区 。
轻链可变区基因由 VJ 重排完成 ，任何一个 Vκ 或 Vλ 基因与某个 Jκ 或 Jλ 基

因经基因重排连在一起 ，成为有功能的可变区基因（图 ０ ５） ，编码轻链可变区 。

（二） 可变区基因重排的机制

免疫球蛋白基因重排是通过一组酶的催化作用而完成 ，这一过程包括 ：识别重

组信号 、切断以及修复 DNA 等 。 在每个胚系 V 、D 和 J 基因片段的两侧存在独特

的重组信号序列（recombination signal sequence ，RSS） 。 V 基因的 ３′端 、J 基因的
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图 ０ ５ 　 免疫球蛋白重 、轻链基因重排

５′端和 D 基因的两侧都有 RSS 信号 ，每个 RSS 包括一个七核苷酸的七聚体（hep
tamer）和一个富含 AT 的九核苷酸的九聚体 （nanomer ） ，其序列分别为 ［CA
CAGTG］和［ACAAAAACC］ ，七聚体和九聚体之间是一段非保守序列 ，即 １２bp
或 ２３bp 的间隔序列（ spacer） 。 插入的 １２bp 和 ２３bp 序列分别相当于 DNA 螺旋的

一个回转和两个回转 ，所以也称它们为 oneturn 和 tw oturn［图 ０ ６（a）］ 。 这种

“七聚体 间隔序列 九聚体”的结构就称为重组信号序列 。 在重组酶作用下 ，带有

１２bp 间隔序列 RSS 的基因片段只能与带有 ２３bp 间隔序列的片段相结合 ，这种现

象称为“１２２３”规则 ，它保证了片段的正确连接 。
在重链 V H 片段 ３′端和 J H 片段 ５′端都具有带 ２３bp 间隔序列的 RSS ，而 D H

片段 ５′和 ３′端都是带 １２bp 间隔序列的 RSS［图 ０ ６（b）］ 。 根据“１２２３”规则 ，V H
片段不能与 J H 片段相连 ，因此其顺序为 D HJ H 相连 ，然后 V H 与已连接好的

D HJ H 相连 ，最后形成 V HD HJ H 连接形式 。 对于轻链 V L 片段 ，Vκ 基因 ３′端
带有 １２bp 间隔序列的 RSS ，而 Jκ基因 ５′端带有 ２３bp 间隔序列的 RSS ，因此只能

Vκ 与 Jκ 相连 。 在 λ 轻链中则相反 ，Vλ 基因 ３′端带有 ２３bp 间隔序列的 RSS ，而
Jλ基因 ５′端带有 １２bp 间隔序列的 RSS ，结果只能 Vλ 基因与 Jλ 基因相连 （图
０ ６b） 。

V（D）J 重组发生在 RSS 和编码序列之间 ，由重组酶催化 。 １９９０ 年 David
Baltimore 首次报道了两个重组激活基因（ recombination activa ting gene ， RAG）
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图 ０ ６ 　 重组信号序列的组成和定位

（a） 重组信号序列的组成 ——— “七聚体 间隔序列 九聚体”结构 ；

（b） 重组信号序列在免疫球蛋白胚系 DN A 上的定位

R AG１和 R AG２ ，它们编码的蛋白质介导了抗体可变区基因重排 。 此外 ，还有不需

要模板就能将核苷酸加到 DNA 单链断端的末端脱氧核苷酸转移酶（ T dT 酶） ，以
及帮助修复 DNA 双链断端的多种酶 。 因此 ，可变区基因片段的重组是由一系列

重组酶参与的多步骤过程（图 ０ ７） 。
在 VJ 连接时 ，首先信号序列 RSS 被重组酶识别 ，将两个 RSS 和与其相邻的

编码序列（即基因片段）拉近 ，然后基因片段和七聚体之间被切断 ，从而使两个基因

片段能相连 。 如果双方识别序列的位置方向是相对的 ，则中间多余的序列就与七

聚体相连形成一个环 ，然后被切除［图 ０ ７（a）］ ，称为删除连接模式 。 大多数是这

种情况 ，如果双方的识别序列是在同一侧 ，则通过倒转（ inversion）的方式相连接 ，
也称为倒转连接模式 ，中间多余的序列仍保留［图 ０ ７（b）］ 。

三 、抗体的类别转换及其机制

抗原刺激 B 细胞后 ，发生重链 DNA 重排 ，由此产生的 V HD HJ H 可与任何

一个 C H 基因片段联合 。 但在 B 细胞发生过程中 ，膜上最先表达的是 Ig M ，以后
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图 ０ ７ 　 免疫球蛋白基因片段重组的模式图

（a） 删除连接模式 ；（ b） 倒转连接模式

共表达 IgM 和 IgD ，在抗原激活 B 细胞后 ，膜上表达和分泌的 Ig 类型会转换成

IgG 、IgA 、IgE 等其他类别或亚类 。 这种现象称为类别转换（class switch）或同种

型转换（iso type switch） 。 这种现象只与重链恒定区有关 ，因此不影响抗体的特异

性 ，但抗体的类别不同 ，其生物效应也不同 。 类别转换过程中 ，在编码 C基因的 ５′
端的内含子中 ，除了 Cδ基因外 ，都有一段重复性 DNA 序列称为转换区 。 这段重

复序列在不同的 C 基因是不同的 ，但都含有［GAGCT］和［GGGGT］序列 。 在类别

转换时 ，例如 ，从 Cμ 转换为 Cγ１ 时 ，Sμ 和 Sγ１ 发生重组 ，位于其间的 Cμ 、Cδ基因

形成环状物后被切除（circula r excision） ，从 Cγ 转换成 Cε 时 ，Cγ１ 到 Cε基因形成

环状物被切除（图 ０ ８） 。 在 B 细胞中这种类别转换可以不止一次 ，从而表达另一
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图 ０ ８ 　 免疫球蛋白类别转换示意图

种 Ig 类别 。
在 B 细胞发育过程中 ，从单表达 Ig M 到共表达 Ig M 、IgD 并不发生基因水平

的重组 ，而是不同的转录加工方式 。 一种方式是只转录到 μ 外显子 ，产生 μ 重链 ；
另一种方式是转录终止在 δ 外显子 ，产生的转录物包括 μ 和 δ 。 在 RNA 加工时切

去 μ 外显子部分 ，因而只表达 δ 链 。
各种类型的 Ig 都有膜型和分泌型两种 ，膜型 Ig 由胞外区 、穿膜区和胞内区组

成 ，可作为 B 细胞膜上的抗原受体 。 表达在膜上的 Ig 都是单体形式 ，分泌型 Ig 有

多聚体形式 。 两种形式的 Ig 也是在转录加工中造成的 。 在编码 C 区的最后一个

外显子之后 ，还有两个外显子 ，即 SC 和 MC ，它们分别编码分泌型 Ig 的羧基端和

膜型 Ig 的穿膜区 、胞内区 。 通过 RNA 水平上的加工分别表达两种形式的 Ig 。

四 、抗体的等位基因排斥现象

B 细胞像所有的体细胞一样是二倍体 ，含有来自父母的两条染色体 ，但它只能

表达来自一条染色体的重链和一条染色体的轻链 。 对于一个特定的 B 细胞 ，其两

个同源染色体上编码重链或轻链的两个等位基因 ，其中之一得到表达 ，另一个就不

再表达 。 这一现象称为等位基因排斥 ，保证了对抗原的特异性 。 图 ０ ９ 是小鼠等

位基因排斥模式图 ，一旦发生重链基因重排 ，如 μ 基因 ，则 μ 蛋白产物就防止了另

一个重链等位基因的重排 ，继而开始轻链基因重排 。 小鼠的 κ 轻链基因重排在 λ
基因之前 ；在人类 ，一旦有效的重链基因重排发生 ，κ或 λ 基因中的一个出现重排 ，
产生的完整免疫球蛋白分子就抑制轻链基因的继续重排 。 如果一个等位基因发生

无效重排 ，则另一个等位基因就开始重排 。
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图 ０ ９ 　 小鼠等位基因排斥模式

五 、抗体多样性产生的机制

抗体多样性的原因除了自然界中存在千变万化的抗原分子及其表位 ，造成不

同特异性的抗体外 ，还有以下几种造成抗体多样性的机制 。

（一） 组合引起的多样性

主要是两种组合 ，即 V 区基因片段的组合和轻 、重链之间的组合 。 由于胚系

Ig 基因库中有数以百计的 V 基因 ，以及众多的 D 基因 、J 基因和 C 基因 。 在基因

重排过程中 ，这些基因间存在极端多样性组合的可能 。 以人类重链可变区基因来

说 ，如果有功能的 V H 基因片段为 ５１ 个 ，DH 基因片段 ２７ 个 ，J H 基因片段 ６ 个 ，
则可能的排列组合是 ：５１ × ２７ × ６ ＝ ８２６２ 种 ，表明有 ８２６２ 种重链可变区基因 。 人

的 κ 轻链约有 ４０ 个功能性 Vκ 基因片段 ，５ 个 Jκ基因片段 ，这样就有 ２００ 种不同

的 κ 轻链可变区基因 。 对 λ 轻链而言 ，约有 ３０ 个 Vλ 基因片段和 ４ 个 Jλ 基因片

段 ，组合成 １２０ 种不同的 λ 轻链基因 。 加起来轻链可变区基因就有 ３２０ 种 。 轻 、重
链之间的组合为 ８２６２ × ３２０ ＝ ２ ６４３ ８４０ ，约为 ２ ．６ × １０６ 种不同特异性的抗体基

因 。 实际上抗体的基因数略小于计算值 ，因为并不是所有的基因片段被使用的概

率都一样 ，也不是所有 V H 都可以与 V L 匹配 。
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（二） 连接引起的多样性

在重排过程中 ，Ig 重链与轻链中 V 、D 、J 基因片段的连接位点可有一定的变

异范围 ，有插入或缺失核苷酸的情况发生 ，从而造成新的顺序 ，增加了编码产物的

多样性 ，也称为连接引起的多样性 。 一种情况是在基因重排过程中 ，在基因片段和

七聚体之间切断时 ，两个片段的断端各自连接形成发卡结构 ，再被限制酶随机切

开 ，形成单链 DNA 末端 。 由于该 DNA 在双链时是互补的 ，从而形成了回文结构

（palindrome）的核苷酸序列 ，称为 P 核苷酸（P nucleotide） 。 以后又通过 DNA 修

补 ，恢复双链并将断裂处连接 ，而此回文序列被保留在可变区的序列中［图 ０ １０
（a）］ 。 另一种情况是通过末端转移酶（ Td T 酶）将核苷酸加到发卡切断后的断端 ，
然后通过 DNA 修复将断端连接起来 。 这些加入的核苷酸称为 N核苷酸（N nu
cleo tide） ，它们是非模板编码的［图 ０ １０（b）］ ，因此该区域称为 N 区（N region） 。
由于加入的核苷酸数是随机的 ，有可能破坏原有的可读框架 ，从而导致无效重排 ，
大约有 ２／３ 的重排是无效的 。

图 ０ １０ 　 在连接时加入 P核苷酸和 N核苷酸

（三） 体细胞高频突变引起的多样性

体细胞高频突变是在已重排的可变区基因中发生 ，而不是在胚系基因中发生 。
体细胞高频突变往往发生在抗原刺激后 ，而且只在次级淋巴器官的生发中心 ，主要

是点突变 。 这种点突变的分布并非完全随机 ，有热点位置 。 体细胞高频突变的频

率约 ：每代每个碱基为 １０ － ３ ，比自发突变频率高 １０ 万倍 。 轻 、重链可变区基因加

起来约 ６００bp ，根据上述突变频率 ，细胞每分裂一两次 ，就会引入 １ 个突变 。 突变

后有些抗体分子的亲和力会高于原先的抗体分子 ，因此 ，在抗原刺激后发生体细胞
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高频突变 ，引起亲和力提高 ，也称为抗体亲和力成熟现象（af finity maturation） 。
由于上述各种机制造成抗体多样性 ，产生巨大数量的不同的抗体 ，估计抗体的

多样性可达 １０１ ４ ，足以识别各种各样的抗原 。

第三节 　重组抗体的发展概况

２０ 世纪 ７０ 年代中期 B 淋巴细胞杂交瘤技术问世 ，由此制备出的单克隆抗体

是抗单个抗原决定簇的抗体 ，具有高度的特异性和均一性 ，且能大量制备 ，从而为

抗体的研究和应用带来了突破 。 以抗体为载体耦联放射性同位素 、毒素和药物的

导向药物或“生物导弹”风靡全球 。 经过近十余年的研究和临床试验 ，人们发现这

些“导弹”药物离真正的应用还有一段距离 。 抗体的临床应用结果反映出单克隆抗

体药物存在的一些问题 ，主要有 ： ① 鼠源性抗体用于人体后产生人抗鼠抗体

（HAMA 反应） ；② 由于鼠单抗是异源蛋白 ，在体内很快被清除 ；③ 由于抗体相对

分子质量较大 ，抗体分子到达靶部位的量不足 ；④ 抗体本身的效应功能不强等 ，使
抗体治疗的效果不理想 。 但随着人们对抗体基因结构与功能的深入了解和分子生

物学技术的发展及向各学科渗透 ，应用 DNA 重组和蛋白质工程技术可以按人们

的意愿在基因水平上对抗体分子进行切割 、拼接或修饰 ，重新组装成新型抗体分

子 ，并可赋予抗体分子新的生物学活性 。 因此基因工程抗体比天然抗体具有更广

阔的应用前景 。

一 、鼠抗体人源化及人源抗体制备技术

针对鼠抗体用于人体后产生 HAMA 反应 ，影响靶向性和疗效 ，以及异源蛋白

在人体内被很快清除的问题 。 利用分子生物学手段和技术进行鼠抗体人源化 。 目

前人源化的方法有多种 ，最早的人 鼠嵌合抗体就是将鼠抗体可变区基因与人抗体

恒定区基因相连后得到的融合蛋白 。 它完整地保留了亲本鼠单抗的特异性和亲和

力 ，同时大大降低了鼠单抗的异源性 。 已被美国 FDA 批准的抗 CD２０ 抗体 Ritux
imab（IDECC２B８）就是一个人 鼠嵌合抗体 。 将鼠抗体高变区的 ３ 个 CDR 移植到

人抗体的相应部位 ，得到的人源化抗体称为重构抗体或改型抗体 ，其人源化程度超

过 ９０ ％ 。 但要保留亲本抗体的特性有一定困难 ，因为抗体与抗原结合时 ，虽然可

变区的 CDR 起很大作用 ，但抗体骨架区的结构也会通过与 CDR 相互作用影响分

子结构 ，因此成功的例子不多 。 近年来计算机模建技术的发展和蛋白质晶体结构

数据的不断增加 ，使表面氨基酸残基“人源化”技术有可能用于抗体的人源化改造 。
不同种属间免疫球蛋白的同源性极高 ，尽管它们的轻链属于不同型别 ，其 CDR 的

长度也不一致 ，但暴露于表面的氨基酸残基的位置和数量却很保守 。 这些表面残

基的组成模式在种系内相当保守 ，而种系之间互不相同 ，这种差异是免疫原性的来

·４１·



源 。 将鼠轻 、重链可变区组成的 Fv 段表面暴露的骨架区氨基酸残基中与人 Fv 不

同者改为人抗体中的氨基酸 ，使 Fv 的表面残基人源化 ，消除其免疫原性而不影响

Fv 的整体空间构象 ，从而保留其抗原结合部位的结构 。 表面残基人源化后的鼠单

抗保留了亲本抗体的特异性和亲和力 ，降低了免疫原性 。 Pro tein Design Lab 公司

的 CD３ 抗体 HuM２９１ 就是用类似方法进行人源化改造的抗体 。
２０ 世纪 ９０ 年代初 ，人们采用 PCR 方法克隆全套抗体重链和轻链可变区基

因 ，并将它们重组到原核载体上 ，通过大肠杆菌直接表达有功能的抗体分子片段 ，
再用抗原筛选与之结合的抗体克隆 。 这种抗体库技术使抗体的制备技术发生了质

的飞跃 。 继而人们又利用噬菌体表面展示技术将抗体基因与丝状噬菌体外壳蛋白

基因融合 ，使抗体片段表达于噬菌体表面 ，构建成噬菌体抗体库 ，用抗原筛选出表

达相应抗体的噬菌体克隆 ，经扩增可获得大量抗体 。 抗体库技术的明显优点是 ：
① 扩大了筛选容量 ，用杂交瘤技术一般筛选能力在上千个克隆以内 ，而抗体库可筛

选 １０６ 以上克隆 ，有利于获得一些稀有抗体 ；② 抗体库技术可直接克隆到抗体基

因 ，避免了杂交瘤分泌抗体不稳定而丢失的危险 ；③ 所得抗体基因可进一步进行改

造 ，以增加特异性和亲和力 。 利用噬菌体抗体库或合成抗体库技术人们可以直接

获得人源抗体 。 但由于不能完全解决经免疫的人 B 细胞来源 ，所得抗体往往亲和

力较低 。 在抗体库技术基础上 ，利用表位印模选择（epitope imprin ted selection） ，
也称作抗原导向选择技术 ，可以将鼠抗体转变为人抗体 。 该方法是将小鼠抗体重

链可变区或轻链可变区基因与人抗体轻链可变区基因文库或重链可变区基因文库

混合成为“鼠 人”抗体库 。 用抗原进行筛选 ，挑出有结合活性的克隆 ，该克隆由小

鼠抗体的重链基因与人抗体轻链基因组成或小鼠抗体轻链基因与人抗体重链基因

组成 。 再将由此得到的人轻链或重链可变区基因与另一条人抗体链（重链或轻链）
可变区基因文库混合 ，构成人抗体库 。 再次用抗原进行筛选 ，所得与抗原结合的抗

体克隆由人轻链 、重链可变区组成 ，由此可得到特异性和亲和力与亲本鼠单抗相同

的人单抗 。
随着基因敲除技术的成熟 ，人们可以将小鼠免疫球蛋白基因组敲除 （knock

out） ，将人免疫球蛋白基因组植入（knockin） 。 这样的人源化小鼠用抗原免疫后

就产生特异性人源抗体 ，而人抗体可直接从免疫动物的血清中纯化 ，或获得足够数

量对抗原特异的 B 细胞 ，用于制备单克隆抗体或进一步用噬菌体抗体库技术制备

出基因工程抗体 。

二 、改变抗体分子大小增强靶向性

抗体分子大小 、与抗原结合价数直接影响抗体的穿透性 、廓清率及在血池和靶

部位的比例 。 用分子生物学手段可以获得完整抗体和各种抗体片段 。 有一定应用

价值的抗体片段 ，例如 ，一个轻链可变区和一个重链可变区相连的单链抗体 scFv 、
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两个单链抗体相连的 diabody 、两个单链抗体通过类似铰链区的接头与恒定区

CH３ 相连的 minibody 。 一般情况下 ，抗体分子越小越容易通过血管壁 ，但在血液

中被清除的速度也快 。 完整抗体穿透性差 ，但在血液中的半衰期长 ，可达几十个小

时 。 diabody 和 minibody 则介于单链抗体和完整抗体之间 。 以抗体在靶部位与血

液中的比值（ T／B）而言 ，diabody 和 minibody 明显高于完整抗体和单链抗体 。 T／
B 比值的增高意味着抗体在靶部位浓度高 ，靶向性好 。 此外 ，由于 diabody 和

minibody 都是二价的抗体 ，它们与抗原的结合能力远高于单链抗体 ，目前认为是

较理想的免疫显像或治疗用抗体形式 。

三 、增强抗体效应功能

由于天然抗体主要是通过调理作用 、ADCC 或依赖补体的细胞毒效应起到杀

伤靶细胞的作用 。 因此 ，天然抗体的细胞毒效应有限 。 下列几种途径可以增加抗

体对靶细胞的杀伤 。

（一） 免疫结合物（immunoconjugate）
免疫结合物是以抗体或抗体片段为载体连接放射性核素 、药物或毒素构成 。

这些细胞毒性物质大大增强了抗体杀伤靶细胞的能力 。 抗体与放射性核素结合物

的主要优点是不需要内化 ，并且由于射线作用有一定范围 ，因此可以克服抗原的异

质性 ，而且可以根据需要选择相应的核素 ，进行免疫显像或治疗 。 抗体 药物结合

物也不需要内化 ，有些可以产生旁效应 ，而且效应谱和毒性谱较清楚 。 抗体 毒素

结合物也称免疫毒素 ，常用的毒素有白喉毒素 、蓖麻毒素 、相思豆毒素和假单孢杆

菌外毒素 ，它们的作用机制清楚 ，细胞毒效应强 。 上述免疫结合物中有些已被

FDA 批准成为药物 。

（二） 免疫细胞因子（immunocytokine）
免疫细胞因子是将抗体与细胞因子基因连接后表达的融合蛋白 ，抗体的特异

性与细胞因子的有效免疫刺激活性有机结合起来 。 免疫细胞因子没有常规化疗的

不良反应 。 因为它们的作用原理与化疗药物不同 ，后者主要是杀伤分裂细胞 ，因此

分裂快的正常细胞也受到损伤 。 而免疫细胞因子能识别肿瘤细胞上的特异性抗

原 ，因此避免了对其他组织细胞的伤害 。 通过细胞因子对免疫系统的激活 ，可以控

制肿瘤转移和杀灭残留病灶 。

（三） 双特异性抗体

双特异性抗体又称双功能抗体 ，是同一抗体的两个抗原结合部位分别针对两

个不同的抗原 ，在结构上是双价的 ，而与抗原结合的功能是单价的 。 双特异性抗体
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可以用化学交联 、细胞融合和基因工程等方法获得 。 由于它可以同时与两种抗原

发生反应 ，并使之交联 ，因而可介导标记物与靶抗原的结合 ，或使某种效应分子定

位于靶细胞 。 此外 ，又由于它与抗原结合的单价性 ，不易引起靶抗原的调变 ，从而

可提高抗体的某些生物学效应 。 双特异性抗体重链的可选择性使其 Fc 片段与 Fc
受体结合的能力明显减弱 ，减少了该抗体在体内的非特异性分布 ，双特异性抗体的

这些特性使它在诊断和治疗上有广泛的应用前景 。 目前作为治疗肿瘤用的双功能

抗体常采用抗肿瘤相关抗原（T AA）及抗 CD３ 或抗 TAA 及抗 CD１６ 。 这类双特异

性抗体在荷瘤动物模型中无论是抑瘤试验还是杀伤试验均获得良好结果 。 无论采

用何种免疫活性细胞的效应分子 ，其杀伤均无 MHC 限制 。 这为临床应用提供了

许多方便 。 目前已有一些双功能抗体在进行临床试验 。

（四） 细胞内抗体（in t rabody）
一般的抗体在细胞内合成后分泌到胞外 ，如果在抗体基因的 N 端或 C 端加入

引导序列就能使抗体表达定位在亚细胞部位 ，如胞质 、线粒体 、内质网或细胞核部

位 。 这种在细胞内合成并作用于细胞内组分的抗体称为细胞内抗体或内抗体 。 细

胞内抗体可以提供一种其他方法不能做到的研究分子功能的方法 。 它可以在细胞

内抑制病毒复制和抑制生长因子受体或癌蛋白表达 ，因此有作为基因治疗的应用

前景 。 研究较多的是用细胞内抗体抑制人类免疫缺陷病毒 １ 型 （HIV１）和抗

肿瘤 。
抗体作为治疗制剂最早用于病原微生物感染引起的疾病 ，现在已发展到抗肿

瘤 、抗移植排斥 、抗血栓形成及自身免疫性疾病的治疗等方面 。 理论上讲 ，任何一

种抗原都可以刺激机体产生相应的抗体 ，如果该抗原分子参与机体的生命活动或

疾病的发病过程 ，则相应抗体可通过中和 、拮抗 、封闭 、阻断等生物学效应起治疗作

用 。 从目前抗体临床应用的情况来看 ，抗体作为治疗制剂用量较大 ，因此提高抗体

表达量 ，降低生产成本等都是亟待解决的问题 。 此外 ，能否用小分子模拟抗体的作

用也是值得研究的方向 。
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第一章 　 抗体基因的克隆

第一节 　杂交瘤或脾细胞中抗体基因或片段的 PCR克隆

一 、基 本 原 理

　 　 抗体重链可变区（VH）和轻链可变区（VL）基因分别由 ４ 个相对保守的骨架区

（FR）和 ３ 个互补决定区（CDR）组成 。 FR 呈 β 片层结构 ，碱基组成和排列顺序较

保守 。 因此可从杂交瘤细胞或脾细胞提取 mRNA ，反转录成 cDNA ，根据 FR 碱基

组成设计 PCR 合成扩增 V H 和 V L 基因的寡核苷酸引物 ，以及寡核苷酸的 linker
序列以获得 V H 和 V L 基因 ，并以 linker 连接 VL 的 C 端和 VH 的 N 端或连接

V H 的 C 端与 VL 的 N 端 ，建成抗体基因或基因片段 。 linker 长度以 １２ ～ ２５ 个氨

基酸组成较合适 ，其作用是使 VH 或 VL 自由折叠 ，暴露抗原结合点 ，也可减少蛋

白酶的攻击 ，防止抗体聚集 。 lin ker 不影响抗体的二级结构 ，有助于恢复抗体的天

然结合力 ，具有良好的稳定性和活力 。
近年来 ，将噬菌体表面展示技术（phage display）应用于抗体筛选 ，可从周围血

淋巴细胞直接提取 mRNA ，绕过免疫和细胞杂交融合过程 ，从而可直接构建和筛

选抗体基因 。

二 、发 展 方 向

一旦可变区基因被克隆出来 ，抗体结构可被进一步工程化而产生具有较低免

疫原性 、提高亲和力和抗原特异性 ，以及稳定性增强的多种形式的抗体分子可变

区 。 单链抗体（scF v）是由 VH 和 VL 通过 linker 重组并表达而成的一种小分子抗

体 ，具有较好的抗原结合能力 ，且相对分子质量小 、穿透力强 、体内循环半衰期短及

免疫原性低等特性 。
在 scFv 基础上 ，现已发展了几种性能较好的小分子抗体 。 其中的双链抗体

（dsFv）是在轻链可变区和重链可变区适当部位各引入一个半胱氨酸 ，形成一个二

硫键固定的 Fv 段 ，其结合能力及稳定性均优于 scF v 。 二价小抗体（diabody）是将

scFv 中两个可变区的 linker 缩短 ，进而两个分子 VH 和 VL 之间形成双价小分子

抗体 ，其结合性能优于单价分子 。 双特异微型抗体是将两种不同特异性的可变区

基因交叉配对获得 ，具有制备简便 、稳定高效 、相对分子质量小的优点 。
由杂交瘤技术或天然免疫库构建的重组抗体其应用前提是功能性免疫球蛋白
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基因的可靠克隆 。 为实现这一目的 ，标准的噬菌体展示系统需要进一步的优化 ，包
括表达效率和载体稳定性的提高 ，抗体基因融合表达的严格控制 ，可变区基因进行

PCR 扩增的引物应用 ，抗体分子的装配策略 ，单个稀有限制性内切核酸酶切割后

的定向克隆 。 应用这一系统已成功获得在以前许多实验方法所不能获得的杂交瘤

细胞抗体基因的可变区结构 。
在抗体的构建中 ，在其 C 端可引入 cmyc 尾 、组氨酸尾和脂类标签等 ，以有利

于表达产物的检测和纯化 ；引入亮氨酸拉链 、半胱氨酸及 α 螺旋等结构 ，可用于构

建双价 scFv 分子 ；抗体基因与蛋白 A 、蛋白激酶 、免疫毒素及与其他抗体基因连

接 ，可构建具有新功能的杂合抗体基因 。

三 、方 法 要 领

表达 scF v 的噬菌体抗体库的构建可采用重叠延伸拼接法（splicing by over lap
ex ten sion ，SOE） ，用 PCR 将轻链和重链可变区基因进行组合 ，这样可减少一次重

组的过程 。 将抗原固相化后对抗体库进行 ３ ～ ５ 轮“吸附 洗脱 扩增” ，以富集特异

性噬菌体抗体 ；将最后一次富集到的噬菌体抗体感染细菌铺平皿 ，挑取部分集落制备

抗体 ，并用 ELISA 对其进行鉴定 ，以筛选特异性的噬菌体抗体 。 若将获得的克隆载

体切去 gIII 或 gVIII 后自连 ，转化细菌并进行培养 ，即可获得可溶性抗体片段 。

（一） 抗体基因克隆时设计的一般原则

１） 保持抗体分子的可溶性 。
２） 设计理想的 linker 序列 。 从理论上讲 ，理想的 linker 需保证 VH 和 VL 在

表达系统中能等摩尔地产生 ，不干扰 V H 和 VL 的自由折叠 ，并使抗原结合位点处

于适当构型 ，不引起分子动力学改变 ，尽可能减少蛋白酶攻击及防止 scF v 的聚集

等 。 目前最常用的 linker 序列是由 Hust on 等根据 X 射线晶体衍射分析的抗体可

变区结构 ，以及计算机辅助分析的结果设计的 ，是具刚性结构的 １５ 肽序列

（Gly４ Ser）３ 。 应用此序列许多研究者已构建成多种 scFv 基因 ，并表达出具有活性

的产物 。 此外 ，还可从已知三级结构的天然蛋白质获得的序列 ，如以轻链的折叠区

序列 、藻类蛋白序列等作为 linker 序列 。

（二） linker 设计的注意事项

linker 的设计对抗体分子的亲和力有重要影响 ，其长度和性质不应干扰 VH
和 VL 的立体折叠 ，并且不对抗原结合部位造成妨碍 。

1 linker的长度

linker 的长度必须以不干扰正常功能区结构或功能区间的接触为标准 。 lin
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ker 不应过短 ，至少应含 １０ 个氨基酸 ，过短可能干扰 V H 及 VL 的相互作用 ；但也

不应过长 ，以免对抗原结合部位造成干扰 。 一般采用 １５ 个氨基酸（Gly４ Ser）３ ５７ 樻
的 linker ，并已在许多 scF v 类似物及其融合蛋白中证实有效 ，当 linker 为 １０ ～ ２９
个氨基酸时 ，也可获得有活性的 scF v 。 同时这种 １５ 个氨基酸的 linker ，不仅可连

接 V 区的 C 端及 N 端 ，同时又可“拉紧”VH 及 VL 而不影响它们间的作用 。 VH 
VL 异构体 N 端与 C 端的距离达 ３５ 樻 ，VH VL 间 lin ker 的距离大约比一般抗体

的 Fv 长 ５ ～ １１ 樻 。 如果一个氨基酸单位长为 ３８ 樻 ，则大约 １０ 个氨基酸就可作为

一个最小的 linker 。
理想的 linker 长度也可参考有关的经验决定 。 研究表明 ，单链 T 细胞受体

（s TCR） scF v 构建时可采用 ２３ 个氨基酸的 linker ，以克服 MHC 的限制性而与荧

光素结合 ；或使用 ２５ 个氨基酸的 linker 连接 Vα 和 Vβ 功能区而构建成 ２C s TCR
scFv ；而用 ２９ 个氨基酸的 linker 同样可以构建具有活性的 Vαlinker Vβmyc ta g
融合蛋白 。 这些结果提示 s TCR 蛋白的构建似乎都参考了有关的经验 ，但其他免

疫球蛋白超家族结合功能区的构建可能与 scFv 的不同 ，它可能需要大量而不同长

度的 linker 及不同的顺序功能区 。 构建单链 MHC I 分子用 １５ 个氨基酸的 linker
连接可溶性 M HC I 分子的 α３ 功能区及 β２ 微球蛋白（β２ m） ，已成功建成 β２ m H 
２Dd 重链（α１ α２ α３ ） ，经转染 L 细胞可表达分泌有活性的单链 M HC I 分子 。 目前 ，
在有关免疫球蛋白超家族 scF v 的设计时 ，是否有其标准的 linker 及组成尚无定

论 ，但通过（Gly４ Ser）３ linker 在单链 MHC 及 T CRscF v 的成功应用 ，这为免疫球

蛋白超家族 scFv 的设计提供了有益的参考 。

2 linker不能干扰功能区的折叠

目前较常用的 linker 就符合这种要求 ，它既可避免抗体侧链大于丝氨酸的羟

甲基团 ，而且在没有与邻近 Fv 表面作用的侧链存在时 ，也有利于非结构构型的易

曲性 。 另外 ，根据细胞胞内酶功能区片段设计的长 linker ，其晶体结构也是高度易

曲的 。 通过分析多肽桥的晶体结构 ，新设计的亲水性 linker ，包含有甘氨酸 、丝氨

酸 、苏氨酸及带电残基 。 这些 linker 明显有助于与 V 区的相互作用而提高 scF v
的稳定性 ，但也可能减少 scF v 的产量 。 而且 linker 与邻近 V 区的作用过强也会

干扰功能区的构型而改变其结合的特性 。

3 linker与功能区的融合对空间效应或电荷的影响

scFv 结合位点可能与 V 区的顺序明显相关 。 V H VL 比 VL VH 的亲和力

高 １０ 倍以上 ，但 VLVH 的表达量比 VH VL 高 ２０ 倍 。
虽然 VH 及 VL 氨基酸残基都接近结合位点 ，但 VH 的 N 端更靠近折叠的

HCDR３ 环 。 根据多克隆抗体结合位点推测 ，在与抗原的相互结合上 ，VH 的作用

比 VL 大 ，所以 V H VL 的顺序可以减少对 scFv 结合位点的干扰 。 但是 ，有的 VL
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也可发挥同样甚至更为重要的抗原结合作用 。

4 scFv 及效应功能区间隔序列可能有助其双功能的体现

在融合蛋白的设计中 ，效应功能区与 scF v 间隔序列的易曲性对融合蛋白的活

性很重要 ，因为它具有在空间结构上固定末端的作用 。 linker 的活动受其长度及

链末端的限制 ，并限制其他空间阻碍结合的位点 。 如果效应区融合到 scF v 氨基末

端 ，间隔序列的设计就特别重要 。 因为该区非常接近结合位点 ，如 FBscFv 融合

蛋白 ，可选择一个合适的间隔序列使其融合的有效性得到提高 。 在 B３scFv 及

PE４０ 细胞毒素功能区间插入不同的间隔 ，可改变其各自的再折叠率及最终 scFv 
PE４０ 的产量 。 用铰链区作为间隔序列构建的 scFv zeta 融合蛋白 ，可表现出 c
erbB２ 结合活性 ；而未用铰链区的则无活性 。 这可能是由于铰链区富含脯氨酸 ，不
易形成二级结构 ，并有相当的易曲性及亲水性 ，易于在 E ．coli 中分泌表达出有功

能的 scFv 。

（三） 正确 PCR 引物的设计

1 引物设计原则

　 　 采用 RT PCR 法进行抗体基因克隆时 ，所设计的引物常可引起两端氨基酸序

列的变异 ，但多数情况下未发现对抗体特异性和亲和力的影响 。 用变性的引物进

行 PCR 扩增时 ，由于不匹配和错误 ，有可能导致点突变和缺失 ，产生无功能的抗体

或抗体的片段 。 因此 ，在进行引物设计时应尽可能保持亲本抗体可变区序列的完

整性和真实性 。
在 scFv 基因中的 V H 和 V L 是由 linker 连接在一起的 ，其连接的方向可为

V HV L 或 V LV H ，两种构建方式对抗体的特异性无明显影响 ，但可导致大肠杆

菌分泌表达的不同 。

2 以 VL（G4 S）3 VH方向组装小鼠 scFv 片段所需设计的 PCR 引物

１） 轻链反向引物 ：

５′端 　 S f i I 　 　 　 　 　 　 标签 　 　 ３′端

反向 t tact cgcg gcccagccg gccat g gcg gac tacaaaG
５′端 　 　 　 标签 　 　 　 　 　 轻链可变区 → 　 　 ３′端 d

LB１ g cca t gg cgg act acaaaGAY A T CCAGC TGAC T CA GCC ２

LB２ g cca t gg cgg act acaaaGAY A T T G T TC T CWCCCAG T C ４

LB３ g cca t gg cgg act acaaaGAY A T T G T GM T M ACT CAG T C ８

LB４ g cca t gg cgg act acaaaGAY A T T G T GY TRACACAG TC ８
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