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基因工程抗体的获 得

何明亮 李载平

( I归国科学院上海生化所、 中国科学院上海生命科学联合开放实验室 200031) 

、 抗体结构和抗体基因

.1.抗体结构

抗体分为五类， 即 19G、 19M、 19A 、 19D

和 19E，其理化性质各不相同， 在 体内的比

例 、 分布及代谢速率也很不一样。 19G 是最重

要的血清免疫球蛋白，分为四种亚型: 19G 1 

是主要的亚型(占 19G 总蛊-的 67 % )，其次是

19G2 、 19G3 ， 19G4 o 19A 是主要 的分泌型

19 ， 分为 19A1 ， 19A2 两个亚型。 19M 是一

五聚体分子，由 10 条 H 链、 10 条 L 链丰I:t-条

J 链通过二硫键连接而成。 它是一个多价

体。 在 B 细胞膜上的 19M 作为抗原 受体与 B

细胞成熟、 分化有关。

抗体均具 19G 的基本四链结构z 两条相

同的重链(H)和轻链 (L) ， 链间以 二 硫键相连

(图 1 )。分子头部的两个抗原结合片 段 (Fab )

通过"绞链区"与抗体的效应物结合区 Fc 相连 。

肤链的 N-端多变，分别称为 VH 和 VL，它们

参与抗原的识别与结合。在 VH 和 VL 上各有

(F.b'h 

CO).K 

A~~_j_二~

? 
图 1 IJ、 鼠 IgG 分子基本结构

Ig 分子由两条相同的轻链(L)和两条相同的重链

组成， 每条链由 N-端 V 区 (VL 或 VH)和 C- 端 C 区

(CL 或 CH )组成， V 区氨基酸对抗原发生反应，集中

体现予三个互补决定区 CDR1 ， CDR2 和 CDR3 ， V 区

其余部分称为支架区 ， FR 1 ， FR2 , FR3 和 FR 4 , 
C 区有多种效应物功能。
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三个Fij主区(HV )或称立补决定区( CDR ) 。 在

CDR 侧抖址很少发生变化的支 架区 (FR ) 。支

架区以自-折迭形成桶状的三 1 11 ] 治结构支撑着

6 个 CDR 形成的。-环(自-LOOP ) 。 自一折逃片层

边过二MI键与另 - -片层才副主。因此 CDR 在序

列和构象上发士i二很大变化也不会影响支架区的

掏象卢布二抗体的合)&i1缸中 ， 备千结向 l或独立

折叠j:í:行使生物学习J能。

2. 抗体基因

抗体基因可变区和J '1豆豆区是分开的。小鼠

儿轻链由前导顺序 (L ) 纠，J码大约 20 个氨基酸的

信号肤。 V儿编码 1- ， 7 氨基酸 p 连接片 断 J

编码可变 l豆最后 13 个氨基酸， C儿编 Ti!b 恒定

区。 K 轻链由几百个 VI(基因 ， 5 个 JI(和 1

个 0< 组成。重链基国也存在一个基因家族，

由恒定区基因(每种免疫球蛋白和亚 型都有一

个。共 8 个)， 1 个 VH 基 因家族， 4 个 JH

片段和一个多样性片段 (D 片段 ， 它为 3一1 3

氨基酸和 CDR 3 大部分编码)组成。与 CH 基

因联结的是|咐带的外显子 M，它与膜结合的

免疫球蛋白的产生有关。 CH 基因有 一个终止

密码子， 结果产生分泌型的免疫球蛋白。 如果

这个密码子被拼接出 ， 片段阅读便产生了膜结

合的抗体。这些基因片段 (V ， D , J )是不连续

的 ， 在细胞分化和成熟过程中重组、 易位 、 重

排和突变。个体产生抗体的所有可变区基因在

种一一-系中都能遗传 ， V 基因家族中高变区

(CDR ) 比骨架区 (FR )变化更多， 在 选择压力

下将，创造出旦多的特性。新的 V 基因可以.illl

过复制之后产生突变 、 转换和重组。 从而形成

抗体的多样性。

二 、 基 因工程抗体的获得

人们按照标准程序生产了各种针对蛋白

质、 多糖 、 |交酸和 l 半 J/LU~的具有单一抗原决定

族的单组分抗休。已广泛应J+]于免疫学、 生物

化学 、 临床诊断和某些特殊情况下的治疗。但

泣，杂交瘤议木生产单克隆抗休在~ illl] 备丰11应用

上都有其本身无法克服的困难。 鼠杂交瘤产生

的单抗 ， 由于其抗原性， 在体内免疫治疗时-会

引起严重的免疫反应 ， 而又很难或不可能生产

人杂交脑单抗用于体内的免疫治疗。

1 .抗体基因的获得

抗体( IgG )是 Y 型结构，其头部的臂与抗

ß~结合。 分子柄部与效应物按触以激发其清除

抗原的功能。这样的分子结构，使有结合抗原

功能的结构城 Fv 、 Fa b JA- 段和|效应功能的

结向域 Fc J斗 -段 ， 可以作为片段分开使用 ， 或

者在抗体间进行交换[I J O V 区 }Jí'迭的支架结构

支撑着结合抗原的。-环 ， 可以使我们将抗体结

合位点从一种抗体移到另一种抗体分子上。这

些结构特征使人们设计出了一系列抗体: 包括

完整的抗体、 边过效应机fljlJ破坏病原体和肿瘤

细胞的抗体、抗原结合片段、 抗原结合片段与

川R 放大，

藐得 VH 和 VL

VII 与 VL

配对接配

VHa ?/ VLII? V Ila.VLa 

筛选出与抗原专}性
蜡古的抗体

A 

未匾仰的 I 

lE~基因片段寸主

D"A 噩扫t→十-1 V !ol J ←-←-I1II11Il币lITlTTTl1L 1 
... - →一一-1 罪i属于 B- 细胞的

C I VH 基因库

机 细胞 '"川中 LV lDl fillHHl1l11~ j "', 

克隘的 』一一V-J-←→ ! 从 VH 基因片段合成
V H 基因片段 τ--一二ι_ \ v 基因库

唱如'^^"户__ I 
o J )口

图 2 抗体V基因的分离

A. 从杂交瘤细胞株， 人或 动物的杂交瘤细胞以
及直接从人或动物 B-细胞巾获得 V 基因。

B. PCR 放在 VH 基因的模式图。

引自 <<N a t ur巳 >> 1991 ， by winter , G & M i1stein 
C ) 。
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毒素结合的免疫毒素'以及与同位素标记， 用于

诊断和治疗的抗体。

(1)从杂交瘤细胞林中获得所需妥的 V

基因 从我们现有的能产生单抗的杂交瘤细胞

株中可以获得我们需要的 VH 和 VL 基因。古l

先我们从培养的杂交瘤细胞中提取总 mRNA ，

随后用逆转录酶合成 cDNA，利用 V 区 N 端

相对保守的特点，我们不I: N 端和1 恒定区 CH1

合成兼并的"通m"引物，经过 PCR 扩增，就

可以得到 VH 和 VL 基因 [ 2 )。

(2)从杂交瘤细胞或 B i{f_巴细 胞中获得 V

基因 为了获得能分泌高亲和力抗 体的杂交

瘤， 对动物进行免疫是必需的。在动物体内这

些抗体的产生分为两个阶段。第一阶段是产生

低亲和力抗体(IgM ， k == 10 5一10 7M- 1 ) 和第 二

阶段产生高亲和力的抗 体(lgG ， k == 10 8M - 勺 ，

它来源于第一阶段的抗体基因经过 体细胞 突

变，筛选得到。在这个过程中产生的记忆细胞

可以在抗原存在的情形下反复突变和筛择。突

变的频率大约是每个细胞内每碱基对. 10 - 3一3

X 1 0 - 4。杂交瘤的优点是富集了那些对抗原专

一性高的细胞，缺点是有些融合是不稳定的 ，在

随后的筛选中丢失了抗体产生的能力， 比如

人-鼠杂交瘤。而我们用"通用"引物经 PCR 放

大就能从单个杂交瘤细胞或单个成熟的 B 细胞

(不适合作融合)中直接拿到 V 基因(3) (图 2 )。

(3) 直接从人淋巴组织或外用 血中 获得 V

基因 尽管一些来源于动物 的抗体(特别是

小鼠 γ飞 大鼠 γ2b 同位异型) ，能够激 发人的

效应机制，但它们在人体有免疫原性而不能用

于治疗。将鼠抗体 V 区与人恒区连接制成嵌

合抗体[l] ，在临床上降低了免疫原性，但由于

使用了外源的 V 区框架，仍保留了部分抗原

性。因此直接从人体巾分离对抗原有高亲和力

和专一性抗体的 V 基因是非常必要的。我们

可以直接从人的外周血淋巴细胞和淋巴器宫中

获得 V 基因，构建组合文库，以制备纯人的

单克隆抗体。

2. 抗体表达

(1)利用骨髓痛或杂交癌表达抗休 早

在 80 年代初 ， 人们就开始尝试用大肠杆菌表

达抗休 ， 但并未 lí~衍斗刻的 ;在的效果。于是人们

开始使用转染'自髓拮i r;'(杂交府的办法表达抗

休 ， 这主要是利川」这些l哺乳动物细胞有高表达

内源性重链 、轻链正因 ; 税171吉化 、 lF.确的分子装

自己以及分泌抗体的能力。通常使用的表达载体

是 pSV 2 系列 ， 它含有一-个在核转苯电单位 : 一

个 SV 40 早期启动子 ， 的接信号和 poJyA 、添

加l信号以及两个筛选怀记 : ~f1lllBÎ黄喋岭-鸟 古:

酸核糖转移隅基因 (gpt ) 或者氨 j占粉i 苦转移

附古k因。磷酸钙转染11;别 'nffu'i~白细胞效率较

低， 通常用 电转或与细菌原生质体融合。最早

使用的骨髓瘤细胞株是 J 558 L ， 为能使新生

抗体分子正确装配 ， Ochi 等把重链和轻链基

肉同时加入到一个表达载体巾而获得成功[句'。

另一个办法是将轻链和1 11( '6.过分别克降到含有

neo 标记和 gpt 标记的载体中 ， 先转染一种质

粒， 分离稳定的转染细胞，再用另一个质粒转

染 [ 5)。另外一条途径是将坦链和轻链基因分别

克!在在有不同来源的细菌复制原点的表达截体

上， 然后将骨髓瘤细胞攻淋巴细胞进行原生质

体融合。 人们已将各种主链 C 基因克隆到表

达载体中 ， 因此一旦得到有价值的 V 基因，

马上就能获得具有各种同位异型的抗体(图 3 ) 

士完险、基因付/

;ι 
3\2322细胞中/

钱P

图 3 在哺乳动物细胞中表达抗体
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图 4 抗体片段在 E. Coli 中的功能性

表达

A. 分子设计， B, C. 遗传操作示意图 。
γ A : a-f，单价抗体片段

g-i ， 小抗体

j一1 ， 改造的小抗体
B: a. 胞质中直接表达

b. 胞质融合蛋白表达

c ， d. 分泌型融合蛋白表达

C: 分泌型功能性表达
a. Fab 片段
b.Fv 片段

c. ScFv 片段(VH 连接 VL)

d. ScFv 片段 (VL 连接 VH )

e-f， 双价抗体片段，并可以插入 其它有效

应功能的结构域。

(A, C: 引自 dmmunol.Rev . > ， 1992 , by 
Plückthun, B, 5 1 自 BiojTechnology ， 1991 , 
by Plückthun ) 

如果一个骨髓瘤细胞株失去了合成轻链的

能力，将适当的轻链基因通过基因转染进该细

胞株，就会恢复轻链合成能力并分泌有抗原专

一性的抗体F 重链的情况也是如此，并且重链

是糖基化的。 当重链基因和轻链基因同时共转

染，则可以分泌出完整的、糖基化并正确装配

的具有抗原结合专一性的抗体分子。存在的问

A 题是表达水平低，轻链的表达尤其如此。

u 

(2 )抗体片段在大肠杆菌中的表达 大

肠杆菌没有糖基化功能， 因此主要用来表达有

抗原结合特性的 Fab、 Fv、 ScFv (Single ch ain 

Fv Fragment ) 等抗体片段(图4)，所有在大肠

杆菌中表达异源基因的操作程序都适合于表达

抗体的操作[6J 。 然而只有同时分泌两条链或使

用分泌单链的办法才能使抗休片段正确折迭成

天然的， 有功能的分子。

①直接在胞质中表达 表达抗 体最直

接的途径是在胞质中直接表达没有信号肤序列

的抗体片段。不同的抗体链，抗体片段和不同

的构成成分， 表达结果有很大的差异[气这主

要取决于翻译起始位点的设计，片段对蛋白水

解酶的敏感性和受休菌。通常的办法是高表

达，抗体片段以包含体的形式存在，可以防止

宿主对抗体片段的降解， 随后在体外对这些包

含体进行处理，包括复性、去掉 N-端甲酌甲硫

氨酸或甲硫氨酸， 而这些处理是非常复杂而又

不稳定的。 尽管目前已开始对重新折迭进行系

a 

b 

c 

d 

e 

f 
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统化研究， 但并不知道它是否应用。

②作为月色质融合蛋 白求达 将抗休) ', " 

段与大肠杆菌高表达的 Jl包质蛋白 N-端连接，

作为在体外容易裂解的融合蛋白表达可以解决

上述的一些问题， 这样可 以使翻译效率提高F

N-端部分可以帮助蛋白质在胞质内沉淀， 从

而避免了蛋白水解酶的攻击; 融合蛋白可在体

外精确裂解出所需要的 N-端 ， Baldwin 和 S­

chultz 将 VL 融合到 儿 I监菌体拟制因 子 CII 上

表达， 再将融合蛋白用凝血因子 Xaj海 解后 ，

再与来源于抗体的 VH 重组获得成功( 8 ) 0 010-

ckshuber 将 VH 和 VL 融合到 自-半乳糖tiτ酶基

因上。用 Xa 水解， 重新折选后再用半抗 原亲和

层析纯化了所需要的有功能的抗体片段( 9 ) 。 这

种策略适合表达体内不稳定 的单结构域， 例

如 : VH , Fc , CH1 等 。

c . 作 为分泌型融合蛋白表达 [' 10) 将 抗

体片段融合到一些分泌蛋白的 N-端或C- 端表

达可以得到分泌的含有这些抗体片段的融合蛋

白 (11)。可以将 VH、 VL 或 ScFv 与金黄色葡

萄球菌蛋白 A 的 N-端或溶血酶 A (hemolysin 

A) 的 C 端融合。融合位点 由 一 段可以用 Xa

裂解的序列相连， 蛋白 A 融合蛋白分泌在周

质，部分裂解外膜后进入培养基， 可以用 IgG

亲和层析纯化。 j容血酶 A 融合蛋白 分泌依赖

溶血酶的转运系统， 分泌到基质。

③有功能的分泌表达 在大肠杆 菌 1*'

同时表达、分泌出抗体的两条链而又不需要在

体外进行折迭，是一项非常有吸引力的工作。

Plückthum 等成功地表达获得了 Fv 和 Fab 片

段。首先需要在大肠杆菌内产生一个真核细胞

中抗体折迭和装配的通路。 在抗体产生细胞，

两条链均作为前体分别表达被转送到内质网

(ER)。经切去信号肤、蛋白质折迭 、 二硫键

形成， 重链和轻链装配成完整的抗体分子。 将

抗体分泌到 E. coli 周质的过程与上述过程相

似，而许多异源表达的分泌蛋白 当 被运输到

卫 . coli 周质中可以正确折迭。因此只耍注意

了以下几个关键步骤，表达的 Fv 或 Fab 就能

正确折迭并分泌 : (1) 两条链必需以化学计量

合成。为此 VL 丰11 VH 需置于同…操纵元下控

制，间个基因需放在同一个启动!子后而 ， 编码

区都放在 SD 序列的后面。 ( 2 )两条链必需被

转移到周质， 这可以把一条链融合到外膜蛋白

A(omPA) 上， 另一条链融合到碱性磷酸脂酶

( pho A)上; 或者将两条链融合到同一信号肤

上。 (3) 融合点在被断裂盯必需能产生正确的

N-~击。 ( 4) 二硫键正确形成j f:能装自己成开架

体。

大肠杆菌周质蛋白水解酶较少， 而抗体片

段能折迭成球状结构j或以及二硫链'正确形成，

有效防止了有功能的抗体片段的降解。 有时发

现大肠杆菌表达的异源蛋白泄漏到培养基中 ，

为了避免未成熟泄露， 可以使用可诱导的操纵

元 ( lac )表达抗体片段。 在低温培养 时不会发

生泄露，而提高损度， 很快细胞外膜渗透性增

加。功能抗体片段进入培养基， 可直接用

ELISA 识']7舌筛选。

实验证明 : 用这种方法制备的 Fab ， Fv 片

段的亲和力与将抗体经蛋白酶水解所得到 Fab

与半抗原反应有相同的化学计量。

(3) 抗休片 段在噬茵体中的表达 丝状

噬菌体衣壳蛋白由两种蛋白 构成， 由 2800 个

基因 VIII 编码的主要衣壳蛋白构成 外 壳的主

体，而在尾部有三个由基因 III 编码的蛋白 ，将
抗体基因插入到基因 III 的5仁端， 产生的抗体

融合蛋白被装配到噬菌体表面。这些 Fv , ScFv , 

Fab 片段保持天然的抗原结合能力。若在抗

体基因和基因 III 之间插入终止密码子，就 可

以得到可溶性抗体(12) 0 Kang 等将 Fab 片段与

M1 3 基因 VIII 隔合表达也获得了成功(13 ) 。

(4) 抗休库的制各 能产生不同抗体的

细胞库是非常大的(1 0 1 0 ， 1986)。但是在任何

给定的时间， 仅有限的细胞克隆 (10 7-10 8 )能

表达抗体。由于抗原的剌激下， 不断发生体细

胞突变， 因此体内的抗体库(repertoire )是一

个动态变化着的库。通过对不同发育时期的抗

体库进行比较、 研究，不仅能帮助我们了解免
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构建组合文库

抗原来和筛选
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d 筛选出的噬菌
体抗体的分析

i

①
 
图 5 噬菌体抗体的审j备

用噬菌体构建抗体组合文库

疫系统的分化 、 发育过程，还可以直接拿到有

实际应用价值的抗体。用噬菌体表达载体具有

独特的优越性 = 只要我们将抗原制成亲和层析

柱， 就可以直接筛到能表达该种抗原抗体的噬

菌体，再将该噬菌体培养就可以得到工程化抗

体(图 5 ) 0 McCafferty 等从 107 噬菌体中很方

便地拿到了单个具有抗原专一 性抗体的噬菌

体( 14J 。 最近 Zebedee 等人利用这种抗体库克隆

技术用儿噬菌体成功地表达了有极高价值的对

人乙肝病毒(adw 亚型)表雨抗原高度专一的纯

人的 Fab 功能抗体片段( 1 5J 。

5 . 抗体改造 至今已市IJ备了多种有潜

在价值的单克隆抗体，但由于免疫原性等原因

而不能广泛用于免疫治疗，一种有效的途径是

将这些来源于鼠的单克隆抗体进行改造，包括

制成 Fab、 Fv、 ScFv 、 ScFv 连结的免疫毒素、

放射标记的 ScFv、 与酶连结的 Fab、在 Fc 上

接上功能蛋白分子或者将 CDR 嫁接在人的 Fv

支架上， 最后接上人 Fc 而得到人源化抗 体

等。
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