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　　摘要　目前单克隆抗体大多数是鼠源的 ,在临床重复给药的治疗过程中有许多副作用。 由于

技术限制 ,最好的解决方法就是研制人源化抗体 ,以代替鼠源单抗用于临床。本文概述了几种常用

的异源单抗人源化的方法。
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　　百年前抗体被动免疫的创立开辟了疾病

治疗的新途径 , 1975年单克隆抗体 (以下简

称单抗 )技术的问世加速了这一治疗方法的

广泛应用。但鼠源单抗应用于人体治疗时存

在许多问题: 首先 ,虽然鼠源单抗能特异识别

抗原 ,但在人体中常不能有效激活补体和 Fc

受体相关的效应系统 ;其次 ,鼠源单抗用于人

体时常被人免疫系统所识别 ,产生人抗鼠抗

体 ( HAM A);再次 ,外源抗体在人体循环系

统中很快被清除。因此 ,根据抗体结构与功能

之间的联系 ,在保持原单抗对特异抗原表位

的高亲和力的基础上对其进行体外人源化改

造 ,减少异源抗体的免疫原性成为改进单抗

治疗的重点。目前报道的人源化方法主要有:

嵌合、表面重塑 ( resurfacing )、重构 ( reshap-

ing )以及链替换 ( chain shuff ling )。

嵌合抗体

　　 Morrison等
[1 ]从杂交瘤细胞中获得抗

体 V区 cDN A,克隆到重组了人抗体 C区的

载体中 ,转化哺乳动物细胞表达出人鼠嵌合

抗体。 改造后的抗体保留了原单抗特异结合

抗原的 V区 ,去除了非人源序列 ( C区 ) ;但

由于其整个 V区都是异源的 ,所以嵌合抗体

的异源性还很明显 ,解决 HAM A的效果并

不理想。嵌合抗体完整地保留了异源单抗的

V区 ,最大限度地保持了其亲和活性 ,可作进

一步改造的亲和力参照体 ,也是进一步提高

补体活化及细胞毒作用等的基础对照。

表面重塑

　　通常认为 ,抗原上的抗原决定簇应具残

基的运动性和溶剂的可及性 ,多集中在抗原

表面 ,因此可推测异源抗体在人体内引起免

疫反应的主要抗原决定簇应是该抗体的表面

上溶液可及的残基。 免疫球蛋白 Fv区中表

面可及残基 ( SAR)通常是指 30%氨基酸暴

露在溶液中的区段 [2 ]。 Pedersen等
[2 ]对 12个

株、鼠单抗的 V区晶体结构进行了比对 ,找

到顺序校正后的 45个 SAR,其中 98%不同 ,

具有明显的物种特异倾向性。 Padlan等 [3 ]对

非人源抗体的 Fv SAR中与人抗体明显不同

的区域进行了相应的替换 ,建立了表面重塑

法。该方法的原则是仅替换与人抗体 SAR差

别明显的区域 ,在维持抗体活性并兼顾减少

异源性基础上选用与人抗体表面残基相似的

氨基酸替换 ;另外 ,所替换的区段不应过多 ,

对于影响侧链大小、电荷、疏水性 ,或可能形

成氢键从而影响到抗体互补决定区 ( CDR)

构象的残基尽量不替换。但也有相反的理论

认为 ,内部的残基会因为抗原在递呈过程中

的加工暴露出来 ,表现出免疫原性。 虽然如
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此 ,至今还没有表面重塑的人源化抗体在体

内实验中引起 HAM A产生反应的报道
[4 ]。

重构抗体

　　重构抗体是由异源抗体中与抗原结合相

关的残基与人抗体重新拼接构建的。

　　抗原结合位点的重构

　　 CDR移植　将异源单抗上六个 CDR通

过 PCR等方法克隆到人抗体相应的框架区

( FR)上构建成新抗体。 与嵌合抗体相比 ,

CDR移植进一步减少了抗体中异源序列的

含量 ,降低了抗体异源性。目前该方法是人源

化单抗最常用、最基本的方法 ,很多 CDR移

植抗体在临床实验中取得了较好效果
[5, 6 ]
。

　　部分 CDR移植　通过突变、 X射线分

析、三维结构的模拟以及 CDR移植抗体的

应用 ,证实外源 CDR仍具有潜在免疫原性 ,

会引起动物及人体抗独特型 ( anti-Id)免疫反

应 ,因此在 CDR移植中应减少不必要 CDR

的引入
[7 ]
。 同时 , Iw ahashi等

[ 8]
通过对 CC49

单抗的研究发现部分 CDR(重链的 CDR1、

CDR3及轻链的 CDR3)是抗原结合所必须

的 ,而其他 CDR的作用较小。 根据对 CDR

性质的研究进行部分 CDR移植 ,找出抗体

中结合抗原必须的 CDR,并将这些 CDR移

植到人抗体 FR上 ,可比经典 CDR移植抗体

的免疫原性更小。

　　 SDR转移　用 X射线晶体衍射检测不

同物种抗体与抗原结合的特征后 ,发现并不是

整个 CDR都参与与抗原的特异性识别、结

合 ,而是由一些特定的区域 (特定决定区 ,

SDR)执行该功能 ,据此提出了 SDR转移法:

将异源抗体中与抗原结合密切相关的 SDR等

少数残基移植到人抗体相应位置上。其涉及的

序列包括: CDR中暴露在外与抗原结合密切

相关的 SDR残基 ;维持抗体 V区四级结构的

相关残基 (稳定 CDR回折和结合位点的正确

构象 ) ;轻、重链的第 71位氨基酸 ( L71和

H71,与 CDR之间的联系有关 ) ;抗体 N-末端

的残基 (与抗原 -抗体结合相关 [9, 10 ] )。 SDR的

确定可依据对抗原 -抗体复合物的分析 ,也可

根据与已知近似复合物的类比或分子结构模

拟 ,还可依据 SDR常位于抗体高变区的特点

推测一些序列或结构高变的位点作为转移的

对象。在蛋白质数据库中已可获知一些抗原 -

抗体复合物的原子坐标 ,分析这些数据后认为

轻链的 SDR多定位于 27d和 34、 50和 55、 89

和 96;重链的 SDR多定位于 31和 35b、 50和

58、 95和 101
[ 10, 11 ]

。用诸如偶氮苯胂酸盐特异

替换 [7 ]、密码子扫描诱变 [ 12]、体外扫描饱和诱

变 [ 13 ]、抗地高辛单链 Fv确证实验等验证选定

SDR的功能。选择人抗体 FR时建议使用种

系序列 ,但 HCDR3情况较特殊 ,它源于 V-D-

J重排 ,无法直接从种系序列中获得 ,可以其

重排模板 V H区为来源。

　　 FR重构

　　 FR的选择　人抗体 FR区可以是人体

序列 ,人体保守序列或人体种系序列 [14 ]。 在

保持 CDR正确折叠 , VH、 VL正确包装 ,抗原

-抗体结合活性 ,减少抗原决定簇的基础上 ,

人源化中选择 FR的方法通常有如下几种:

　　 ( 1) 一致化法:该法不考虑原抗体 FR

的序列 ,用统一的人抗体 FR作人源化模板 ,

如人抗体中一致性较好的第Ⅰ亚类 VLκ链

(V LκⅠ )和第Ⅲ亚类 VH链 ( VHⅢ ) ,所得抗体

框架部分在人体中最常见 ,异源性很小 ,并已

证实 V LκⅠ-VHⅢ FR的设计可在大肠杆菌及

真核系统中高效表达
[15 ]
。

　　 ( 2) 最佳同源法: 通过序列比对、序列分

析或分子模拟在不同亚型人抗体 FR序列中

找出与原抗体 FR相似的亚型 ;再从该亚型

已知抗体中找出与原抗体 FR序列、空间结

构相似的人抗体 FR作为移植的框架 [8, 14, 16 ]。

此法选出的人抗体 FR与鼠 FR的差别很

小 ,保持了 V区结构 ,从而对抗原结合位点

的影响也小。

　　虽然上述两种方法看起来差异很大 ,但
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Ko lbinger
[17 ]
通过实验比较 ,结果认为它们的

效果相似 ,都可以很好地维持抗体的亲和力。

　　 FR改造　通常用表位作图法确定单抗

所结合的抗原的特定表位 ,以此为筛选依据

进行人源化改造 ,获得相应的人源单抗。

　　 ( 1) 回复突变: CDR是抗原结合的主要

相关位点 ,但多数情况下 FR对结合位点构

象的影响明显
[10 ]

,如 CDR临近残基 (结合位

点结构的主要维护者 )、V L-VH接触相关的残

基 (可影响整个 CDR的结构 ,并间接影响结

合位点的结构和功能 )、与构象变化有关的

FR残基。寻找 FR中重要残基的方法有: 规

范结构法、分子模拟 [19 ]、随机突变法 [10 ]、序列

分析以及直接法等 [4 ] ,此外对已知抗体三维

结构的分析也可提供一些重要 FR区的信

息。为获得高亲和力的人源化抗体 ,相关 FR

残基需回复为原鼠源氨基酸或其他作用相同

的人中可见的氨基酸。 目前在 CDR移植基

础上结合 FR回复突变已经成为最常用、最

有效的人源化方法 [14, 18 ]。

　　 ( 2) 与噬菌体展示技术相结合的 FR回

复突变: Rosok
[ 20]
、 M anuel

[ 21]
等将噬菌体展

示技术应用于 FR改造中: 根据已知实验结

果 ,确定 FR中通常影响抗体亲和力的氨基

酸 ,随机组合各种可能的突变后 ,用噬菌体展

示抗体的亲和力进行筛选 ,获得最高亲和力

的突变株。但在具体操作上有不同: Rosok是

在选择最优化的人抗体 FR的基础上 ,建立

表面暴露的残基突变体库 ;而 M anuel则按

共同序列法选择人抗体框架 ,然后对其中影

响抗体活性的残基建库。

　　 ( 3) 完善抗体生物学活性的相关 FR改

造:有研究表明 V区构象的变化会影响 Fc

区段的效应子功能及 Fc段与 Fcγ受体

( FcγR)的结合 ,在对人源化抗体的优化过程

中可尝试改变特定 FR残基来提高人源化后

抗体的 Fc段的功能。如对 IgM单抗 GM2人

源化优化过程中 ,分析表明 V L上 L60和

V H上的 H38、 H40三个位点的氨基酸影响

补体依赖性细胞毒作用 ( CDC) ,对该三位点

进行改造后不但提高了抗体的 CDC功能 ,其

抗体依赖性细胞毒作用 ( ADCC)也得到了明

显提高
[19 ]
。此外 , Landol fi等

[22 ]
在对抗人干

扰素 ( IFN)单抗人源化的过程中 ,发现 V区

与 C区的结构性连接对抗体生物学活性有

重要影响 ,优化与这种结构性连接相关的残

基后获得有效的抗 IFN人源化单抗。

　　 ( 4) 两步设计法: 上述方法人源化的抗

体中 FR区都会残留一些异源氨基酸 ,为了避

免这一缺憾 , Ono等
[ 23]
将 CDR转移、嵌合抗

体及 FR改造结合发展为两步设计法: 第一步

CDR移植 ,获得低免疫学活性、高亲和力及具

有抗体的其他生物学活性的人源化抗体 ;第二

步 ,进一步增强抗体人源性的基因工程操作。

在对多发性骨髓瘤表面抗原 HM 1. 24的鼠源

单抗人源化改造及优化中: 首先进行 CDR移

植 ,用最佳同源法比对 ,轻链以人抗体 REI,重

链的 FR1、 FR2和 FR3段以人抗体 HG3的

相应序列为框架 , FR4以人抗体 JH6的相应

序列为框架 ,移植后抗体的亲和力下降;为寻

找 FR中重要残基 ,将 VH用 PCR切割的方法

分为两段 ( FR1至 CDR2为一段 , CDR2至

FR4为一段 ) ,同样的分割原鼠单抗的 VH段 ,

将四个分割片段交叉嵌合 ,得到两种 V H段:

HM-RM H(人源化 V H上的 FR1至 CDR2

与鼠 V H上的 CDR2至 FR4连接 )和 M H-

RM H(鼠 V H上的 FR1至 CDR2与人源化的

V H上的 CDR2至 FR4连接 ) ,证实 HM -

RM H亲和力高 ,它与人源化的 V H只有 FR3

段是不同的 ,可见 FR3在维持抗体活性中起

重要作用 ;通过结构分析认为是 FR3中暴露

在外的第 73、 78位氨基酸起作用 ,回复突变后

抗体的亲和力恢复。但是抗体重链第 73和 78

位氨基酸仍为鼠的氨基酸。 第二步 ,通过序列

比对发现将突变后的序列与很多人抗体重链

只有第 67位氨基酸不同 ,实验证实该位氨基

酸对抗原结合没有不利影响后突变该位点 ,获

得了一个 FR完全来源于人并保持高亲和力
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的人源化单抗。

链替换

　　实验发现一些抗体中轻、重链 V区在结

合抗原中起的作用不同 ,对于作用较弱的链

进行链替换 ,同样可以获得高亲和力的抗体。

应用重链链替换 Park等
[24 ]
成功地人源化抗

乙型肝炎病毒 ( HBV )前 S1的单抗 ,所得抗

体保持了抗体活性 ,同时免疫原性明显降低。

　　近年来随着噬菌体展示技术的发展 ,用

噬菌体来完成链替换的筛选成为一种快速、

简便的方法。 Jespers等 [25 ]依靠噬菌体展示

技术完全选择性地人源化单抗:首先保留异

源单抗的轻 (重 )链 ,用特定的抗原体外筛选

它与人抗体重 (轻 )链抗体库组合成的杂合抗

体库 ,从中找到维持原抗体活性的人抗体重

(轻 )链 ;然后再以选出的重 (轻 )链为基础 ,同

样从人抗体轻 (重 )链库里筛选出合适的轻

(重 )链 ,并组合成具有原单抗活性的完全人

源化的单抗。但与 CDR移植相比 ,此方法不

确定性明显 ,且属一系列链替换反应 ,通常会

导致识别特异性的变化。

　　很多实验表明 LCDR3以及 V L上的细

小差别会影响抗体的特异性 ,可导致抗体结

合到同一抗原的其他表位上。Christoph
[ 26]将

上述展示筛选链替代的范围缩小到 CDR以

外的 FR,在 V基因展示库基础上建立了设

计组合 V区文库法 ,即保留异源 CDR(实验

中保留了 HCDR3和 LCDR3) ,其他部分从

人的噬菌体抗体库中筛选获得。 这种方法可

快速获得携带异源高变 CDR区的特异性高

亲和力抗体 ;并可同时获得多种突变株 ,以利

于后期治疗性应用 ,免疫原性筛选 ,及挑选适

于大量表达的单抗株。

　　在近年美国 FDA批准的新药中 ,工程

抗体占很大比例 ,目前已有 100多种人源化

单抗进行了临床试验 ,其中数十种抗体相关

新药得到了应用
[27 ]

,人源化方法还在不断发

展。综合、合理应用上述各种方法 ,提高抗体

亲和力 ,减低抗体异源性 ,同时兼顾抗体的免

疫学活化作用 ,针对不同的异源抗体选择合

适的人源化途径 ,构建更适于临床应用的人

源化抗体 ,将为新药的开发和一些顽固疾病

的治疗开辟蹊径。
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