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摘要    朊病毒病与阿尔茨海默病具有蛋白质异常折叠的共同特征, 患者均有痴呆的症状, 

但前者具有传染性, 而后者没有. 这引起人们的研究兴趣, 从不同角度开展了二者的比较研

究. 近年来, 靶向其关键蛋白 PrP 和 Aβ的免疫治疗研究进展很快. 本文结合实际研究工作, 

着眼于治疗性抗体的疾病靶向性和构象特异性等主要特征, 综述了针对 PrP 和 Aβ治疗性抗

体研究中的新视点和新策略, 以期为探索这两种疾病的共同机制及治疗方法提供参考. 
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朊病毒病(Prion disease)与阿尔茨海默病(Alzhei- 

mer’s diseases, AD)是两种典型的由蛋白质异常折叠、

聚集所致的神经退行性疾病, 属于“构象病”的范畴. 

其与人类健康和公共卫生密切相关, 除了朊病毒病

具有感染性以外, 二者在许多方面具有一定的相似

性. 近年来, 构象表位相关抗体在这类疾病的治疗和

预防中显示了巨大的潜力. 自 1975 年, Köhler 与

Milstein[1]发明单克隆抗体(monoclonal antibody, MAb, 

简称单抗)以来, 此项技术已经在很大程度上趋于成

熟和稳定, 同时分子生物学与基因工程发展迅速, 人

们修饰和操作单抗的能力极大增强. 由于抗体识别

抗原的高度特异性和空间结构依赖性, 其逐渐成为

“构象”相关疾病诊断、治疗以及发病机制研究的重要

工具.  

1999年, Schenk等人[2]首次报道了Aβ靶向的AD

免疫治疗. 此后, 朊病毒病免疫治疗也引起重视. 本

文主要结合本实验室的一些工作, 对靶向于 PrP 和

Aβ的新型治疗性抗体的种类、特性、研究和应用中

的新策略及新思路等进行综述.  

1  研究的新视点 

1.1  疾病/功能靶向性抗体 

针对这两种疾病关键蛋白(PrP 和 Aβ)的抗体研

究理念已经从最早的“拿到单抗”发展到“功能明确、 

并且具有特异用途的抗体”. 例如, 一般看来, Aβ42

和 Aβ40 特异性的抗体具有预防 AD 的作用, 而泛 Aβ
抗体则具有治疗 AD 的作用. 在 Prion 和 AD 领域, 越

来越多的单抗被用于早期诊断或被动免疫治疗研究, 

人们也非常期望能够从不断的临床试验中发现有价

值的新抗体.  

1.2  构象特异性抗体 

蛋白质的聚集和构象转变是 Prion 和 AD 的核心

事件, 以α螺旋含量减少以及β折叠含量增加为特征. 

可溶性低分子量蛋白多聚体, 能够提供较多的由空
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间构象形成的抗原决定基, 从而倾向于诱导产生构

象特异性抗体. 对于淀粉样蛋白, 构象依赖性抗原决

定基一般主要通过以下两种机制产生: (1) 分子内空

间构象; (2) 分子间空间构象.  

虽然泛 PrP 单抗(Pan anti-PrP MAb)的种类有很

多, 但是 PrPSc特异性单抗却是解密 Prion不可缺少的

关键工具. 常规鉴定 PrPSc 的方法通常需要用蛋白酶

K 把 PrPC消化殆尽, 然后用广谱 PrP单抗检测保留下

来的具有蛋白酶抗性的 PrPSc. 如果利用 PrPSc 特异的

抗体 , 则不需要对样本进行预处理 , 就可以区分

PrPSc 和 PrPC 两种异构体. 同时, PrPSc 特异的抗体也

具有预防和治疗 Prion 疾病的重要意义.  

PrPSc 特异的单克隆抗体具有中和朊病毒的治疗

性应用潜力. Serbec 等人[3~5]于 2004 年报道了以 PrP

的 C 端α-螺旋区多肽(即 P1 肽段 CITQYERESQAYY 

214~226 位氨基酸)免疫后筛选到的 PrPSc 特异的单克

隆抗体 V5B2. Horiuchi 等人[6]报道了一种可以区别

PrPSc 和 PrPC 的构象表位特异性单克隆抗体. 他们采

用另外一种形式的抗原, 即鼠脑中纯化的 Obihiro 株

朊病毒来免疫 Prnp−/−小鼠, 得到只识别 PrPSc 而不识

别 PrPC 的单克隆抗体 6H10. 实验表明, 6H10 识别蛋

白酶 K 处理过的 PrPSc, 不识别 3 mol/L 以上盐酸胍

(GdnHCl)处理过的 PrPSc和重组小鼠 PrP (recombinant 

mouse PrP, rMoPrP); 6H10 识别非变性状态下的组织

印迹, 不识别变性后的组织. 表位分析发现, PrP蛋白

的 C 末端可能与构象表位有关. V5B2 和 6H10 都是

PrPSc 特异的单克隆抗体, 但是二者免疫原分别是多

肽和组织提取的蛋白质成分. 分析这两种单抗的表

位, 发现它们均和 PrP 的 C 末端相关. 如果预计获得

构象特异性的单抗, 那么通常需要使用容易形成优

势构象表位的抗原形式, 并且选用的抗原形式不限

于多肽.  

构象特异性的 Aβ靶向性抗体也具有治疗 AD 的

潜力. Lambert 等人[7]利用一种叫 ADDLs(Aβ derived 

diffusible ligands)的 Aβ寡聚体为抗原免疫动物, 制备

得到一系列具有空间构象敏感性的 NU 系列单克隆

抗体. NU 抗体能够区分 AD 病人与正常人脑组织可

溶性抽提物. 这种抗体识别 Aβ寡聚体和纤维而不是

单体, 同时能够阻止 ADDLs 黏附在突触上面, 并且

抑制 ADDLs 诱导的细胞毒性和氧化应激损伤. NU 抗

体特异性结合 ADDLs 并阻断其细胞毒性的实验数据

支持构象特异性抗体的说法. 另外, NAB61 特异性识

别 Aβ40 寡聚体, 其治疗潜力表现在改善转基因小鼠

的学习记忆能力[8].  

辨别构象特异性抗体的方法是综合性的: (1) 结

合 SDS-PAGE 和非变性蛋白电泳免疫印迹结果; (2) 

分析斑点印迹的动态变化情况; (3) 竞争 ELISA 和表

位分析等. Lambert 等人结合以上方法为判定构象特

异性抗体提供了经验. 首先通过免疫斑点印迹筛选

分泌抗体的阳性克隆, 然后再结合变性和非变性蛋

白电泳后免疫印迹来确定识别的特异性. 他们分别

在 0 s, 30 s, 60 s, 10 min, 30 min, 1 h和 2 h的不同时间

点分别从寡聚体的体外制备系统中取等质量的样品

进行斑点印迹检测, 结果表明用构象依赖性抗体 W8, 

W9, W20 和 WC2 等可以显示随时间而不断增强的信

号, 而 4G8 抗体则不能检测到这些. 分析原因发现, 

ADDLs 体外制备系统中其含量随时间延长而增加, 

构象选择性抗体可以检测出这种变化; 4G8 仅仅识别

线性表位, 则未能识别这种构象表位的增加[9].  

1.3  抗独特型抗体 

抗独特型抗体(Ab2)是一套特殊的可以与抗体的

独特型结合, 即特异性识别抗体可变区的抗体. Ab2

可以分为 3组, 即Ab2α, β和γ, 其中Ab2β识别的表位

在抗原结合区, 因此又把 Ab2β称作是抗原决定簇在

体内的“内影像”. 抗独特型抗体通常用于以下情形, 

即保护性抗原是感染、有毒、难于分离或纯化的物质.  

近期研究利用 PrPSc 特异的单克隆抗体 V5B2 全

抗体、以及 V5B2 的 Fab 片段和匙孔血蓝蛋白(keyhole 

limpet hemocyanin, KLH)偶联-V5B2-Fab 片段分别免

疫小鼠和鸡通过同种(syngeneic)和异种(xenogeneic)

实验系统来制备多克隆和单克隆抗体[10]. 结果表明, 

V5B2-Fab 片段产生抗独特型抗体(5D12 和 4F8)的效

果最佳. 这两株 Ab2β抗体与 V5B2 结合的亲和力较

高, 同时能够以剂量依赖的方式竞争性抑制免疫原

P1 与 V5B2 结合. 结构生物学分子对接(molecular 

docking)分析提示, 抗独特型抗体的空间结构与 PrPSc

非常接近, 从结构或功能上看, 能够起到模拟抗原的

作用.  

因此, 免疫原的选择是诱导具有抗原竞争作用

的 Ab2 的重要步骤. Hanoux 等人[11]也证实了这一看

法. 他们尝试采用两种不同的抗原制备人 PrP(hPrP)

单抗 SAF61 的 Ab2: (1) 一段化学合成的含有 17 个氨

基酸的多肽, 这段多肽涵盖SAF61轻链CDR3区域的

680 
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氨基酸序列, 与 PrP 的立体结构相反;  (2) SAF61 全

抗体. 结果表明只有后者免疫后产生的 Ab2 竞争性

结合 hPrP, 发挥抗原“内影像”的作用.  

2  抗体筛选的新策略 

2.1  免疫原选择与设计 

免疫原的分子结构在很大程度上决定了抗体筛

选方法的选择. 通常根据拟获得抗体的功能表位来

选择与设计免疫原或者抗体库的饵蛋白. 目前已经

突破传统的多肽免疫原形式, 将修饰的多肽、蛋白

质、蛋白聚集物、标本抽提物和特定病原体等作为免

疫原的选择范畴. 这种设计方式突出了疾病靶向, 大

大提高了获得功能表位的几率.  

PrP 或 Aβ的多肽片段、重组蛋白、特定聚合物

(PrPSc 或 ADDLs)以及病人或模型动物脑组织抽提物

都有可能作为免疫原或饵蛋白. 例如, 使用 ADDLs

作为免疫原, 通过杂交瘤技术已经筛选获得一系列

Aβ寡聚体特异的单克隆抗体 NU 系列. 许多非经典

形式免疫原的效果很好， 利用纯化的 PrPSc 也已经筛

选到空间构象依赖的、PrPSc 特异性单抗.  

2.2  筛选谱的应用 

建议单抗(尤其是构象选择性单抗)筛选和结果

评判尽量结合多种方法, 避免漏选特殊的抗体. 常规

使用的间接 ELISA 多适用于线形表位单抗检测, 通

常把吸光值(A)读数偏低的克隆删除. 这种在 ELISA

检测中效果不好的抗体, 很可能涵盖了构象表位的

因素. 如果筛选构象表位的抗体, 推荐使用免疫/竞

争斑点印迹做初步筛选, 使用间接免疫荧光和非还

原胶电泳免疫印迹做进一步确证.  

3  抗体药物应用 

在该领域, 已经有很多基于抗体的免疫治疗方

法具有较好的靶向性, 甚至已经发展到各期临床试

验(表 1). 将已被验证具有治疗潜力的分别针对 PrP

或 AD 的单抗总结, 如表 2 和 3.  

表 1  基于抗体的 AD 免疫治疗方法
a) 

名称/发起单位 表位 临床试验情况 

Bapineuzumab(AAB-001, ELN115727), 人源化抗体/JANSSEN  AβN 末端 Ⅲ期临床试验 

Solanezumab(LY2062430)人源化的抗 Aβ单抗 m266/美国礼来公司(Eli Lilly and Company) Aβ16-23 Ⅲ期临床试验 

静脉免疫球蛋白(Intravenous immunoglobulins, IVIg)/美国百特公司 Baxter Healthcare Corporation / Ⅲ期临床试验 

PF-04360365/辉瑞(Pfizer) / Ⅱ期临床试验 

CAD106/诺华(Novartis) / Ⅱ期临床试验 

GSK933776A/葛兰素史克 GlaxoSmithKline / Ⅰ期临床试验 

a) http://www.clinicaltrails.gov 

表 2  靶向 PrP 的治疗性抗体 

特异性 
抗体 免疫原 表位 

PrPC PrPSc 

抗 Prion 

活性 
文献 

V5B2 PrP214~226  / / / [3~5] 

6H10 被感染的脑组织 / − + 有 [6] 

6H4 / 144~152 + + 有 [12] 

D13/D18(Fab) / 95~103/132~156 + −/+(非变性/变性) 有 [13] 

SAF34/SAF61 瘙痒因子相关纤维 59~89/144~152 + / 有 [14] 

110/31C6/44B1/72 纯化 PrPSc 和重组 PrP 59~89/143~149/构象/构象 + −/+ 有 [15] 

Sha31 感染 263K 株的仓鼠脑组织抽提物 145~152 + + 有 [16] 

3S9/2H9 重组人 PrP122~230; 重组仓鼠 PrP125~234 141~161 + + 有 [17] 

8B4/8H4 / 37~44/175~185 + + 有 [18,19] 

ICSM18/35 不同折叠状态的重组人 PrP 146~159/96~109 + + 有 [20] 

6D11 感染 139A 株的 CD1 小鼠脑组织抽提物 93~109 + + 有 [21] 

15B3 重组牛 PrP 12~148, 162~170, 214~226 − + / [22] 
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表 3  靶向 Aβ的治疗性抗体 

抗体 免疫原 表位 特异性 抗 AD 活性 文献 

m266 / Aβ13~28 单体、寡聚体、纤维 有 [23] 

6E10 / Aβ3~8 单体、寡聚体、纤维 有 [24] 

3D6/10D5 Aβ多肽片段 Aβ1~15/Aβ3~7 单体、寡聚体、纤维 有 [23] 

NU 抗体 ADDLs / Aβ42 寡聚体 有 [7] 

Nab61 Aβ40 寡聚体 / Aβ40 寡聚体 有 [8] 

抗-Aβ1~11 (Aβ1~11)2-PADRE / 单体、寡聚体、纤维  [25] 

抗-Aβ42 寡聚体(单链抗体) 噬菌体库 / 寡聚体 有 [9] 

 
近年来, 在抗体药物应用的研发领域, 基因工程

抗体技术日臻完善. 人们利用嵌合抗体、改型(com- 
plementarity determining region, CDR 移植)或表面重

塑抗体和抗体库等技术, 遵循保持抗体亲和力和特

异性、降低抗体的免疫原性等原则, 从改变抗体识别

价、增强靶向性以及调节细胞杀伤作用等方面不断发

展新的基因工程抗体.  

在亲和力和特异性较高的鼠源单抗的基础上构

建抗 PrP 的治疗性单链抗体 (single chain variable 

fragment, scFv), 近年报道较多[26~28]. 这类抗体一般

具有特异结合或抑制 PrP 在细胞内聚集的功能. 另有

报道[29], 通过抗体库技术筛选到识别人淋巴细胞瘤

表面 PrP 的单链抗体, 通过流式细胞仪检测呈现出直

观的特异信号. 如果将这种抗体和标记技术结合, 或

者进行组织特异性表达等都很有希望为 Prion 发病机

制或预防治疗研究提供新型技术手段.  

Meli等多个研究小组[30~32]报道了靶向Aβ寡聚体

的 scFv. 这些抗体通常具有空间构象敏感性, 特异性

识别一定分子量范围的寡聚体, 而不识别单体或者

成熟的纤维结构. 这种抗原-抗体结合的差异性, 一

方面表明了这些抗体的高度特异性, 另一方面说明

Aβ寡聚体和纤维存在三维结构的差异. 应用具有构

象选择性的抗 Aβ单链抗体, 有望进一步解析 Aβ体内/ 

细胞内的代谢动力学以及结构并带来 AD 防治的重

要意义[33,34]. 

4  本实验室研究情况和展望 

本实验室具有多年抗体研究的基础, 并已经获得

多株抗 PrP[35]和抗 Aβ单抗[36]. 其中, 有一些具有治疗

作用而另一些具有鉴别诊断作用. 例如, 单抗 A8[34]主

要结合 16~25 kD 的 Aβ寡聚体, 具有中和 Aβ寡聚体细

胞毒性, 抑制纤维成熟和改善 AD 模型小鼠学习记忆

能力的作用, 有一定的应用前景, 已经完成人源化改

造. 此外, 还应用噬菌体展示技术从健康人抗体库中筛

选到抗 Aβ的单链抗体[37], 为进一步获得治疗性抗 Aβ
寡聚体的基因工程抗体奠定基础. 同时, 逐步开始建立

外周血或脑脊液 AD 相关生物标记物(Biomarker)的检

测系统, 用于治疗效果的监测与评价[38].  

综上所述, 获得预防及治疗作用是抗 PrP 及 Aβ

抗体药物研究的目标, 而空间构象表位选择性则是

其特色. 最近 10 多年来, 构象特异性抗体研究进展

较快, 不断有新的设计出现, 为神经退行性疾病的诊

断和治疗提供了新的思路. 从已经获得的资料来看, 

构象性抗体更有利于疾病预防和早期治疗.  

并且, 据报道已经有同时识别多种可溶性寡聚

体的抗体产生[39], 这类抗体的治疗作用也将进一步

明确. 这就为解决“构象病”的共同机制和治疗方法

提供依据. 因此, 鼓励研发具有新表位(或构象表位)

的抗体药物. 为了发现这类疾病诊断和治疗的新靶

点, 必须结合生物大分子超微形态学和结构生物学

的知识技能, 实现分子对接, 为其提供数据; 结合分

子生物学和现代生物信息学分析技术, 完成分子建

模, 预测基因工程抗体改造和优化的方案; 结合细胞

信号转导和抗体阻断技术, 发现 PrP/Aβ以外的新的

靶分子; 结合各类(基因、蛋白及代谢)组学技术和免

疫学分析原理, 开发实用可行的体液检测方法, 为这

类疾病生前监测带来新的突破.  

此前, 中国第一个基因重组人源化单克隆抗体

药物——  泰欣生, 人源化程度达 95%, 主要针对肿瘤

组织过度表达的表皮生长因子受体, 为中国重组抗

体药物发展提供了一定的经验[40,41]. 中国抗 Prion 和

抗 AD 抗体药物研究虽然尚处于起步阶段, 但是应正
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确面对机遇与挑战, 全力以赴, 加强抗体药物的源头

创新, 提高抗体中下游关键技术, 为缩小与国际水平

的差距, 最终获得自主知识产权的理想抗体药物而

不断努力.  
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