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摘要：本研究开发了基于结构稳定性的抗体人源化设计流程，进一步提高了抗体人源化设计的效率，

减小了抗体药物引起的免疫原性。使用CDR移植方法，排除了移植导致的抗体VH和VL链内和链间结

合能过高的结构模板。使用人源化框架筛选方法排除了不同人源抗体VH和VL组合方式导致的抗体VH
和VL链内和链间结合能过高的组合类型。通过使用VH和VL的链内和链间结合能筛选出的人源化抗体

VH和VL组合类型，能有效预测实验结果。结果表明，基于VH和VL的链内和链间结合能的抗体人源

化方法可以辅助人源化抗体的筛选。
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Abstract: In this research, we report a computational antibody humanization pipeline based on the structural
stability of antibody. It increased the efficiency of antibody humanization and decreased the immunogenicity
of antibody drug. In this pipeline, CDR grafting excluded antibody structures which increase intra and inter
VH-VL binding energy. Human germline framework selection excluded human VH-VL combination which
increased intra and inter VH-VL binding energy. The resulted humanized antibodies are ranked and compared
to experimental dataset, which confirms the validity of humanized antibody design by intra and inter VH-VL
binding energy.
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在已经上市和正在研发的抗体药物中，人源

化抗体药物占据了很大的比例[1]。这些人源化抗体

主要是通过改造非人源抗体开发出来的。非人源

抗体通常会引起人体的免疫反应。这种抗体药物

免疫反应通常会引起药物的药代动力学变化、减

少药物的半衰期、降低药物的疗效，甚至带来副

作用[2]。为了减少非人源抗体引起的免疫反应，通

常会对抗体药物进行人源化设计[3]。通过移植非人

源抗体的互补决定区(complementarity determining
region，CDR)到人源框架上，可以保留抗体药物对

靶分子的识别作用，减小非人源抗体重链可变区

(variable heavy chain，VH)和轻链可变区(variable
light chain，VL)框架区域引起的免疫反应[4,5]。目

前常用的CDR移植方法主要有两种，分别是基于
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抗体文库的筛选方法[6]，以及基于计算机辅助抗体

人源化的筛选方法[7]。

抗体文库筛选方法的基本原理是通过克隆非

人源抗体的CDR序列到人源抗体框架文库中，表

达CDR移植的人源VH和VL抗体，从中筛选出能与

靶分子结合的抗体。该方法的优点是可以直接大

规模筛选出与靶分子结合的人源化抗体；其缺点

是实验工作量大，需要大规模鉴定出具有亲和力

的人源化抗体，实验成本和人力成本高，成功率

低。Jones等[8]将鼠源抗体的CDR移植到人源抗体

上，使人源抗体获得鼠源抗体识别靶蛋白的能

力，这些人源化抗体由于CDR边界氨基酸发生改

变，导致人源化抗体与靶蛋白的亲和力下降。为

了恢复人源化抗体的亲和力，Foote等[9]通过突变

CDR周围的氨基酸，提高了人源化抗体识别靶蛋

白的能力。为了筛选到高亲和力的人源化抗体，

Wu等[10]同时突变了CDR和周围的氨基酸，获得了

比鼠源抗体亲和力高出500倍的人源化抗体。后来

的实验进一步证实，抗体的CDR和框架区域具有

很高的可塑性，同时突变CDR和框架区的氨基酸

可以得到高亲和力的人源化抗体[11]。为了增加氨

基酸突变位点，提高筛选通量和实验效率，Elter
等 [ 1 2 ]在突变细胞筛选环节加入了高通量测序方

法，减少了克隆鉴定有效抗体的实验工作量。

计算机辅助抗体人源化的基本原理是通过非

人源抗体序列相似性筛选人源VH和VL框架序列，

构建人源化抗体结构模型，计算人源化抗体结构

稳定性，筛选VH和VL组合类型，实验验证人源化

抗体与靶分子的亲和力。该方法的优点是通过大

量计算排除了结构不稳定的人源化抗体，实验只

需验证少数的VH和VL组合类型。比如，通过突变

鼠源抗体的框架区域序列，提高鼠源抗体的人源

化序列比例，可以得到近似人源的高亲和力抗

体[13]。该研究表明，保持VH和VL框架区域的部分

鼠源特性，有利于保持鼠源抗体的靶蛋白识别能

力。为了保持鼠源抗体VH和VL框架区域的相对空

间位置，Bujotzek等[14]通过机器学习的方法筛选

VH和VL的组合方式，结果表明，保持人源抗体

VH和VL相对空间位置与鼠源抗体一致，有利于保

持CDR的空间构象不变，从而保持抗体与靶蛋白

的亲和力。比较鼠源抗体与人源化抗体的CDR空

间构象，结果表明，有效的人源化抗体与鼠源抗

体具有相似的CDR构象，人源化失败的抗体的

CDR构象与鼠源抗体不同[15]。因此，现有的计算

方法主要通过最大限度保持CDR构象，提高鼠源

抗体框架区域的人源化比例，从而减少人源化抗

体引起的免疫原性[16]。

本研究通过结构模拟，实现抗体CDR移植和

框架区域人源化；对人源化的抗体进行结构优

化，计算VH和VL的链内和链间结合能；比较不同

人源VH和VL组合类型的链内和链间结合能，从中

筛选能量最优的组合类型。本研究提出了一种基

于结构稳定性的抗体人源化筛选方法，减少了实

验的工作量，加速了抗体人源化过程。

1 材料与方法

1.1 抗体可变区结构和序列数据库

从IMGT[17]下载抗体结构数据，对每个抗体结

构进行处理。(1)检查抗体VH和VL结构域完整性；

(2)对缺失侧链的抗体进行结构建模；(3)计算VH和
VL链内和链间结合能，过滤掉链内和链间结合能

过大的抗体；(4)统计VH和VL序列相同的抗体，筛

选链内和链间结合能最低的抗体作为该VH和VL序
列组合的代表性抗体，识别VH和VL序列的CDR区
域并进行标记。

1.2 人源抗体框架序列数据库

从IMGT[17]下载抗体序列数据库，从中筛选出

人源抗体VH和VL序列，识别VH和VL序列的框架

区域并进行标记。

1.3 抗体CDR移植和人源化框架筛选

如图1所示，程序自动定义出VH和VL序列的

CDR区域序列，根据抗体序列同源性从抗体结构

数据库中筛选出同源结构，进行结构建模，包括

CDR序列移植、CDR结构建模。计算抗体结构稳

定性，根据抗体结构稳定性进行排序，筛选排名

靠前的CDR移植抗体。通过CDR移植抗体的序

列，搜索人源VH和VL序列数据库，筛选序列同源

性排名靠前的人源框架。将人源抗体框架序列移

植到CDR移植后抗体上，进行主链和侧链结构优

化，计算结构稳定性。根据人源化抗体结构稳定

性进行排序，筛选出排名靠前的人源化抗体结

构。软件名为CDRGraft，具体方法如下所示。
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输入的抗体VH和VL序列被程序自动识别出

CDR区域序列，然后根据序列同源性从抗体结构

数据中筛选出排名靠前的抗体结构，进行CDR序
列移植，CDR结构建模。根据移植后的抗体结构

稳定性，筛选出排名靠前的CDR移植后抗体。根

据这些移植后抗体的序列同源性，从人源抗体VH
和VL序列数据库中筛选出同源性排名靠前的人源

化框架。将人源VH和VL框架序列移植到CDR移植

后抗体结构上，计算抗体结构稳定性，根据稳定

性进行排序，输出排名靠前的人源化抗体序列。

1.3.1 抗体主链构象模拟

抗体的主链构象可以通过几何约束依赖的逆

向运动学方法进行计算[18-20]。通过固定键长、键

角，允许二面角变化，减少了主链的构象空间。

在周围环境的约束下，可以选择出能量较低的构

象。如图2所示，从主链的初始构象出发，可以构

建出6R的逆向运动学单元，这些逆向运动学单元

相互嵌套形成了分层迭代的6R问题，从而可以计

算出抗体主链的构象空间。

N、CA和C原子是参与逆向运动学求解的主链

原子。第一层共有8个原子，红色的原子在求解过

程中保持位置不变，这些原子的位置在其余各层

求解过程中都作为约束原子，其二面角保持不

变。在第一层中，左侧的三个原子可以定义为

ArmL坐标系，右侧的三个原子可以定义为ArmR坐
标系，中间的原子可以定义为ArmM坐标系。左右

两侧的四个原子可以定义为ArmB坐标系。使用这

种方法可以定义其余各层的坐标系统。

每一层的6R逆向运动学问题可以用下式1
表示：

( ) ( )ArmL ArmM ArmR f ArmB, , = (1)1
0 1

1
0 1

1
0 1 1

1
0

符号0→1表示主链的构象从初始状态转换到

图1 抗体人源化计算流程
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新的状态。如下式2和式3所示，使用该方法可以

从主链的初始构象计算出其他各层的可能构象

空间。

( ) ( )ArmL ArmM ArmR f ArmB, , = (2)2
0 1

2
0 1

2
0 1 1

2
0

( ) ( )ArmL ArmM ArmR f ArmB, , = (3)m m m m
0 1 0 1 0 1 1 0

上式中m表示第m层，0表示初始构象，1表示

所有从初始构象解出的子构象。所有的第1轮构象

成为第2轮构象的输入构象，可以表示为1→2 。由

此可以推导出第j–1轮构象是第j轮构象的输入构象

(式4)。

( ) ( )ArmL ArmM ArmR f ArmB, , = (4)i
j j

i
j j

i
j j

i
j1 1 1 1 1

上式中，i表示第i层，j表示第j轮构象。如果

构像在前面的计算中已经出现，则在该轮计算中

被舍弃，如果该构象与周围原子发生碰撞则该构

象被舍弃[21]。所有保留的构象可以进行侧链模拟

和能量计算。

1.3.2 抗体侧链构象模拟

抗体的主链构象确定的情况下，侧链的构象

可以通过侧链转子库中的侧链二面角进行构

建[22]。每个侧链与主链的相互作用能量可以表示

为范德华相互作用和静电相互作用，如果侧链原

子与主链发生碰撞则侧链构象被舍弃。如果没有

提供侧链构象，则会产生连续的侧链构象。不同

残基之间的侧链可以发生相互作用。通过计算侧链

之间的两两相互作用能，使用DEE(dead -end
elimination)方法消除那些相互作用能过高的侧链构

象[23]，然后通过branch-and-terminate方法计算出全

局能量最小的构象[24]。

对于侧链模拟后的主链构象，非共价重原子

之间的距离小于2.0 Å则被舍弃，否则用于计算相

互作用能量。如果相互作用能量大于0，则主链构

象被舍弃。最后，所有保留的抗体构象用于后续

分析。这些有序产生的抗体构象组成了抗体的构

象转换空间。计算每个抗体构象的链内和链间结

合能，从中筛选出能量最低的抗体构象。

1.3.3 抗体CDR移植方法

根据输入的抗体序列与抗体结构数据库的序

列同源性，选择序列相似性排名靠前的抗体结构

进行CDR结构移植。根据CDR序列相似性可以分

为：(1)无插入或者删除的CDR序列移植，该类型

CDR直接使用原始CDR主链构象作为主链模拟的

起始构象，进行CDR构象空间搜索；(2)对于存在

插入或者删除的CDR序列移植，需要对CDR进行

结构重建，然后进行CDR构象空间搜索。计算

CDR的结合能，筛选结合能最低的构象作为CDR
移植后抗体的构象，并计算CDR移植后抗体的VH
和VL链内和链间结合能。根据结合能对CDR移植

图2 分层的逆向运动学方法
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后抗体进行排序，筛选出稳定性靠前的抗体结构。

1.3.4 抗体人源化框架筛选

使用CDR移植后抗体的序列搜索人源VH和

VL序列数据库，筛选出序列同源性排名靠前的人

源抗体序列。突变CDR移植后抗体的框架序列，

使之与人源抗体VH和VL的框架序列一致。通过主

链模拟和侧链模拟方法优化人源化抗体结构，计

算VH和VL结构域的链内和链间结合能，排除那些

链内和链间结合能大于给定阈值的人源化抗体。

根据人源化抗体的链内和链间结合能进行排序，

筛选出排名靠前的人源化抗体结构。

1.4 计算人源化抗体链内和链间结合能

选择结构数据库中的人源化抗体计算VH和VL
的链内和链间结合能。如表1所示，3个人源化抗

体结构1AD9、3L7F、5F3H的可变区用于计算链内

和链间结合能。

1.5 计算非人源抗体链内和链间结合能

如表2所示，选择结构数据库中的非人源抗体

计算VH和VL链内和链间结合能。使用同源建模的

方法，突变非人源抗体VH和VL的框架序列(保持

抗体的CDR区域序列不变)，使其与表1中的人源

VH和VL的框架序列一致；突变非人源抗体1AE6
的框架序列，使其与表1中的1AD9一致；突变

3L7E的框架序列，使其与表1中的3L7F一致；突变

5F3B的框架序列，使其与表1中的5F3H一致。然

后，对同源结构模型进行优化，计算VH和VL链内

和链间结合能。

1.6 计算其他非人源抗体链内和链间结合能

如表3所示，选择结构数据库中的其他非人源

抗体计算VH和VL链内和链间结合能。突变其他非

表1 人源化抗体结构的VH和VL序列

PDBID 链 人源化抗体序列

1AD9 1AD9H EIQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDYYINWMRQAPGQGLEWIGWIDPGSGNTKYNEKFK-
GRATLTVDTSTNTAYMELSSLRSEDTAFYFCAREKTTYYYAMDYWGQGTLVTVSS

1AD9L DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRSSKSLLHSNGDTFLYWFQQKPGKAPKLLMYRMSNLASGVPSRFSGSGSG-
TEFTLTISSLQPDDFATYYCMQHLEYPFTFGQGTKVEVK

3L7F 3L7FH QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLSTYGMGVGWIRQPPGKALEWLAHIWWDDVKRYNPALKSRL-
TISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARMGSDYDVWFDYWGQGTLVTVSS

3L7FL EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKSISKYLAWYQQKPGQAPRLLIYSGSTLQSGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLE-
PEDFAVYYCQQHNEYPYTFGQGTKLEIK

5F3H 5F3HH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSGGSYTSYPDSVKGRF-
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKQDYAMNYWGQGTLVTVSS

5F3HL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTL-
TISSLNPEDFATYYCQQHYSTPWTFGGGTKVEIK

注：加粗和下划线部分代表抗体的CDR序列

表2 非人源抗体结构的VH和VL序列

PDBID 链 非人源抗体结构序列

1AE6 1AE6H QIQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYINWMKQKPGQGLEWIGWIDPGSGNTKYNEKFKGKATLTVDTSS-
STAYMQLSSLTSEDTAVYFCAREKTTYYYAMDYWGQGTSVTVSA

1AE6L DIVMTQAAPSVPVTPGESLSISCRSSKSLLHSNGDTFLYWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSG-
TAFTLRVSRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLELK

3L7E 3L7EH QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTYGMGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDVKRYNPALKSRL-
TISKDTSGSQVFLKIASVDTSDTATYYCARMGSDYDVWFDYWGQGTLVTVSA

3L7EL DVQITQSPSYLAASPGETITLNCRASKSISKYLAWYQEKPGKTNKLLIYSGSTLQSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLE-
PEDFAMYFCQQHNEYPYTFGGGTKLEIK

5F3B 5F3BH EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGSYTSYPDSVKGRFTISRD-
NAKNTLYLQMSSLRSEDTAMYYCARQDYAMNYWGQGTLVTVSS

5F3BL DIEMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWYQQKPGQSPKLLLYSASYRYTGVPDRFTGSGSGTDFTF-
TISSVNAEDLAVYYCQQHYSTPWTFGGGTKVEIK

注：加粗和下划线部分代表抗体的CDR序列
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人源抗体的CDR区域序列，使其与表2中的非人源

抗体CDR区域序列一致。突变其他非人源抗体

1MJJ的CDR区域序列，使其与表2中的1AE6一
致，突变3L5W的CDR区域序列，使其与表2中的

3L7E一致，突变5XS7的CDR区域序列，使其与表

2中的5F3B一致。使用同源建模的方法，突变其他

非人源抗体的VH和VL框架序列，使其与表1中的

人源VH和VL框架序列一致，对同源结构模型进行

优化，计算VH和VL链内和链间结合能。

1.7 使用人源抗体结构筛选人源VH和VL组合

使用表1中的人源化抗体的VH和VL序列搜索

人源抗体序列数据库，筛选出序列相似性排名前

10的人源框架序列(表4)，进行两两组合，构建同

源结构模型，计算VH和VL链内和链间结合能，筛

选出排名前9的VH和VL组合类型。

1.8 使用非人源抗体结构筛选人源VH和VL组合

使用表2所示的非人源抗体结构为模板，对表

4中的人源VH和VL组合类型进行同源建模。对非

人源抗体模板的框架序列进行突变，使其与人源

VH和VL框架序列一致，保持抗体CDR区域序列不

变。对突变后的抗体结构进行主链和侧链结构优

化。计算抗体的VH和VL链内和链间结合能，筛选

出排名前9的人源VH和VL组合类型。

1.9 使用其他非人源抗体结构筛选人源VH和VL
组合

使用表3所示的其他非人源抗体结构为模板对

表4中的人源VH和VL组合类型进行同源建模。对

其他非人源抗体模板的框架序列进行突变，使其

与人源VH和VL框架序列一致。突变抗体CDR序
列，使其与表2所示的抗体CDR序列一致。对同源

结构模型进行主链和侧链结构优化，计算VH和VL
链内和链间结合能，筛选出排名前9的人源VH和

VL组合类型。

2 结果

2.1 人源化抗体链内和链间结合能

计算表1中的人源化抗体的链内和链间结合能

可以发现，这些人源化抗体的VH和VL结构域链内

结合能数值范围在–500~–625 kcal/mol之间，VH和
VL结构域之间的链间结合能范围在– 49~ –55 kcal/mol
之间(表5)。
2.2 非人源抗体链内和链间结合能

计算表2中的非人源抗体的人源化结构模型的

VH和VL链内和链间结合能可以发现，这些非

人源抗体的人源化结构模型VH和VL链内结合能

在–500 ~ –625 kcal/mol之间，VH和VL链间结合能

在–45 ~ –55 kcal/mol之间(表6)。比较表5和表6可以

发现，人源化结构模型的VH和VL链内和链间结合

能大于IMGT数据库中抗体结构的VH和VL链内和

链间结合能。由此推断，IMGT数据库中的抗体结

构更稳定。

2.3 其他非人源抗体链内和链间结合能

计算表3中的其他非人源抗体的人源化结构模

型的VH和VL链内和链间结合能可以发现，其他非

表3 其他非人源抗体结构的VH和VL序列

PDBID 链 其他非人源抗体结构序列

1MJJ 1MJJH QVQLQQPGAELVKPGASVKLSCKAS[GYTFTDYY]INWVKQRPGQGLEWIGN[IDPGSGNT]HYNEKFKN-
KATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSDDSAVYYC[AREKTTYYYAMDY]WGQGTLVTVSA

1MJJL DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSS[KSLLHSNGDTF]LYWFLQRPGQSPQLLIY[RMS]NLASGVPDRFSGSGSG-
TAFTLRISRVEAEDVGVYYC[MQHLEYPFT]FGAGTKLELK

3L5W 3L5WH QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFS[GFSLSTYGMG]VGWIRQPSGKGLEWLAH[IWWDDVK]RYNPALKSRL-
TISKDTSGSQVFLKIASVDTSDTATYYC[ARMGSDYDVWFDY]WGQGTLVTVSA

3L5WL DVQITQSPSYLAASPGETITLNCRAS[KSISKY]LAWYQEKPGKTNKLLIY[SGS]TLQSGIPSRFSGSGSGTDFTLTIS-
SLEPEDFAMYFC[QQHNEYPYT]FGGGTKLEIK

5XS7 5XS7H EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAAS[GFTFSSYA]MSWVRQTPEKRLELVAH[ISSGGSYT]YYPDTVKGRFTISRD-
NAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYC[ARQDYAMNY]WGQGTTLTVSS

5XS7L DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKAS[QDVSTA]VAWYQQRPGQSPKLLIY[SAS]YRYTGVPDRFTGSGSGTDFTF-
TISSVQAEDLAVYYC[QQHYSTPWT]FGGGTKLEIK

注：加粗和下划线部分代表抗体的CDR序列
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人源抗体的人源化结构模型VH和VL链内结合能

在–465 ~–625 kcal/mol之间，VH和VL链间结合能

在–33 ~–51 kcal/mol之间(表7)。比较表6和表7可以

发现，其他非人源抗体的人源化结构模型链内和

链间结合能更大。由此可知，同源建模过程损失

了部分抗体的结构稳定性。

2.4 人源抗体结构筛选人源VH和VL组合

使用表1中的人源抗体结构为模板，计算表4

中的人源VH和VL组合的链内和链间结合能，从中

筛选出排名靠前的人源VH和VL组合类型。例如，

以1AD9为抗体结构模板，两两组合10条人源VH和
VL序列，同源建模出人源抗体结构。经过结构优

化，计算出人源化抗体的VH和VL链内和链间结合

能，筛选出排名前9的VH和VL组合类型(表8)。VH
和VL组合类型1AD9H-1AD9L的VH链内结合能为

–620.885kcal/mol，VL链内结合能为–577.55 kcal/mol，
链间结合能为–53.3762 kcal/mol。在所有组合类型

中，1AD9H-1AD9L的综合排名第5，链间结合能

排名第1。如表9所示，以3L7F为模板，计算出人

源VH和VL链内和链间结合能。组合类型3L7FH-
3L7FL的VH链内结合能为–622.135 kcal/mol，VL
链内结合能为–524 .21 kca l /mol，链间结合能

表4 排名前10的人源抗体VH和VL
排名 1AD9 3L7F 5F3H

1 1AD9H 1AD9L 3L7FH 3L7FL 5F3HH 5F3HL

2 IGHV1-3*01 IGKV1-5*01 IGHV2-26*02-
IGHV2-26*01

IGKV3-11*01 IGHV3-23*03 IGKV1D-12*02-IGKV1D-
12*01-IGKV1-12*02-
IGKV1-12*01

3 IGHV1-18*04-
IGHV1-18*01

IGKV1-5*03 IGHV2-26*03 IGKV3D-7*01-
IGKV3/OR2-268*02-
IGKV3/OR2-268*01

IGHV3-23*05 IGKV1-6*02-IGKV1-6*01

4 IGHV1-69D*01-
IGHV1-69*13-
IGHV1-69*12-
IGHV1-69*01

IGKV1-5*02 IGHV2-5*02 IGKV3D-11*03 IGHV3-23*04 IGKV1D-13*02-IGKV1D-
13*01-IGKV1-13*02

5 IGHV1-69*05 IGKV1-17*01 IGHV2-5*01 IGKV3D-11*01 IGHV3-23D*01-
IGHV3-23*01

IGKV1D-39*01-IGKV1-
39*01

6 IGHV1-69*16 IGKV1-16*01 IGHV2-5*09 IGKV3D-11*02 IGHV3-53*02 IGKV1-39*02

7 IGHV1-69*15 IGKV1-NL1*01 IGHV2-5*06-
IGHV2-5*05

IGKV3-11*02 IGHV3-23*02 IGKV1-NL1*01

8 IGHV1-69*11 IGKV1-17*03 IGHV2-5*04 IGKV3D-20*02 IGHV3-66*04-
IGHV3-66*02-
IGHV3-66*01

IGKV1-5*01

9 IGHV1-69*17 IGKV1-9*01 IGHV2-5*08 IGKV3-20*01 IGHV3-66*03 IGKV1-5*03

10 IGHV1-69*14-
IGHV1-69*06

IGKV1-17*02 IGHV2/OR16-
5*01

IGKV3D-15*01-
IGKV3-15*01

IGHV3-53*01 IGKV1-27*01

表5 人源化抗体VH和VL链内和链间结合能

PDBID VH链内结合能

(kcal/mol)
VL链内结合能

(kcal/mol)
VH和VL链间结合能

(kcal/mol)

1AD9 –620.885 –577.55 –53.3762

3L7F –622.135 –524.21 –52.9754

5F3H –584.2 –529.795 –49.1272

表6 非人源化抗体VH和VL链内和链间结合能

PDBID VH链内结合能

(kcal/mol)
VL链内结合

能(kcal/mol)
VH和VL链间结

合能(kcal/mol)

1AE6 –573.325 –502.99 –46.0465

3L7E –580.055 –552.54 –51.168

5F3B –624.54 –543.245 –49.0268

表7 其他非人源抗体VH和VL链内和链间结合能

PDBID VH链内结合能

(kcal/mol)
VL链内结合

能(kcal/mol)

VH和VL链间

结合能(kcal/
mol)

1MJJ –476.5835 –525.58 –42.319

3L5W –613.485 –553.34 –50.4224

5XS7 –542.58 –465.632 –33.7364
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为–52.9754 kcal/mol，综合排名第6，链间结合能排

名第1。如表10所示，以5F3H为模板，计算出人源

VH和VL链内和链间结合能。组合类型5F3HH-

5F3HL的VH链内结合能为–584.2 kcal/mol，VL链
内结合能为–529.795 kcal/mol，链间结合能为–
49.1272 kcal/mol，综合排名第22，链间结合能排

表8 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为1AD9)
排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/mol)

1 IGHV1-3*01-1AD9L –632.03 –587.265 –52.1395

2 IGHV1-3*01-IGKV1-NL1*01 –636.68 –566.865 –51.4032

3 IGHV1-69*11-1AD9L –617.455 –585.245 –50.8565

4 IGHV1-69*15-1AD9L –617.455 –585.245 –50.8565

5 1AD9H-1AD9L –620.885 –577.55 –53.3762

6 IGHV1-69*05-1AD9L –609.145 –585.795 –50.3606

7 IGHV1-69*16-1AD9L –609.145 –585.795 –50.3606

8 1AD9H-IGKV1-NL1*01 –624.655 –567.66 –52.2981

9 IGHV1-69D*01-IGHV1-69*13-
IGHV1-69*12-IGHV1-69*01-
1AD9L

–607.555 –585.535 –50.4236

表9 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为3L7F)
排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/mol)

1 3L7FH-IGKV3D-20*02 –622.685 –534.225 –52.9509

2 3L7FH-IGKV3-11*02 –623.15 –532.41 –52.8501

3 3L7FH-IGKV3-11*01 –623.1 –532.7 –49.4023

4 3L7FH-IGKV3D-15*01-IGKV3-
15*01

–622.76 –530.85 –49.9812

5 3L7FH-IGKV3-20*01 –623.025 –527.495 –52.8499

6 3L7FH-3L7FL –622.135 –524.21 –52.9754

7 3L7FH-IGKV3D-7*01-IGKV3/OR2-
268*02-IGKV3/OR2-268*01

–622.955 –520.08 –50.3278

8 IGHV2-5*09-IGKV3D-20*02 –534.345 –537.82 –51.972

9 IGHV2-5*09-IGKV3-11*02 –534.225 –537.4 –52.1395

表10 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为5F3H)
排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/mol)

1 IGHV3-23*03-IGKV1-5*01 –594.215 –532.995 –49.6727

2 IGHV3-23*03-IGKV1-5*03 –594.215 –532.995 –49.6727

3 IGHV3-66*04-IGHV3-66*02-
IGHV3-66*01-IGKV1-5*01

–592.085 –533.11 –49.1262

4 IGHV3-66*04-IGHV3-66*02-
IGHV3-66*01-IGKV1-5*03

–592.085 –533.11 –49.1262

5 5F3HH-IGKV1-5*01 –589.84 –532.725 –49.9844

6 5F3HH-IGKV1-5*03 –589.84 –532.725 –49.9844

7 IGHV3-23*05-IGKV1-5*01 –589.975 –532.78 –49.4334

8 IGHV3-23*05-IGKV1-5*03 –589.975 –532.78 –49.4334

9 IGHV3-53*01-IGKV1-5*01 –588.515 –533.075 –49.2809

22 5F3HH-5F3HL –584.2 –529.795 –49.1272
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名第8。由此可见，采用IMGT数据库中抗体结构

为模板构建的人源抗体，可以用于计算VH和VL链
内和链间结合能，筛选出结构稳定的VH和VL组合

类型。

2.5 非人源抗体结构筛选人源VH和VL组合

以表2中的非人源抗体结构为模板，两两组合

表4中的人源VH和VL序列，构建人源抗体的同源

结构模型，计算出VH和VL的链内和链间结合能。

表11 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为1AE6)
排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/mol)

1 IGHV1-3*01-1AD9L –563.805 –523.56 –53.0664

2 1AD9H-IGKV1-5*01 –571.56 –516.19 –48.7873

3 1AD9H-IGKV1-5*03 –571.56 –516.19 –48.7873

4 1AD9H-IGKV1-5*02 –570.355 –514.805 –50.2803

5 IGHV1-3*01-IGKV1-5*01 –562.675 –516.805 –52.8156

6 IGHV1-3*01-IGKV1-5*03 –562.675 –516.805 –52.8156

7 1AD9H-IGKV1-17*02 –571.985 –513.115 –46.9193

8 1AD9H-IGKV1-17*01 –573.86 –511.315 –46.7637

9 IGHV1-3*01-IGKV1-5*02 –564.015 –515.83 –52.033

表12 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为3L7E)
排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/mol)

1 IGHV2-5*08-IGKV3D-20*02 –592.675 –557.79 –47.9664

2 IGHV2-5*08-3L7FL –591.1 –554.33 –50.4048

3 IGHV2-5*08-IGKV3-11*02 –592.775 –553.92 –48.2813

4 IGHV2-5*08-IGKV3-20*01 –592.655 –553.78 –48.0529

5 IGHV2-5*04-IGKV3D-20*02 –587.605 –557.455 –48.0891

6 IGHV2-5*01-IGKV3D-20*02 –586.38 –557.6 –48.1578

7 IGHV2-5*02-IGKV3D-20*02 –586.38 –557.6 –48.1578

8 IGHV2-5*08-IGKV3-11*01 –592.785 –551.235 –48.0565

9 IGHV2-5*04-IGKV3-11*02 –588.195 –554.85 –48.1239

表13 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为5F3B)
排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/mol)

1 IGHV3-53*01-5F3HL –635.005 –543.06 –47.9012

2 IGHV3-66*03-5F3HL –635.005 –543.06 –47.9012

3 IGHV3-66*04-IGHV3-66*02-
IGHV3-66*01-5F3HL

–634.26 –542.865 –48.038

4 IGHV3-23*03-5F3HL –633.075 –543.08 –48.9234

5 IGHV3-53*02-5F3HL –631.04 –543.06 –48.8344

6 IGHV3-23*03-IGKV1-5*01 –632.805 –542.15 –46.7451

7 IGHV3-23*03-IGKV1-5*03 –632.805 –542.15 –46.7451

8 IGHV3-66*04-IGHV3-66*02-
IGHV3-66*01-IGKV1-5*01

–633.58 –542.03 –45.8075

9 IGHV3-66*04-IGHV3-66*02-
IGHV3-66*01-IGKV1-5*03

–633.58 –542.03 –45.8075
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如表11所示，以1AE6为模板，计算VH和VL的链

内和链间结合能，排名第1的组合类型IGHV1-
3*01-1AD9L，VH链内结合能为–563.805kcal/mol，
VL链内结合能为–523.56 kcal/mol，链间结合能

为–53.0664 kcal/mol，该组合类型在表8中排名第

1。如表12所示，以3L7E为模板，计算VH和VL链
内和链间结合能，没有发现与表9一致的组合类

型，可以发现与表9一致的VH或者VL序列(标粗斜

体的基因型)。如表13所示，以5F3B为模板，计算

VH和VL链内和链间结合能，可以发现排名6~9的
组合类型在表10中均有出现。由此可见，采用非

人源抗体为模板构建的人源化抗体，可以用于计

算VH和VL链内和链间结合能，筛选出与IMGT数
据库中抗体结构相似的VH和VL组合类型。

2.6 其他非人源抗体结构筛选人源VH和VL组合

以表3中的非人源抗体结构为模板，两两组合

表4中的人源VH和VL序列，构建人源抗体的同源

结构模型，计算出VH和VL的链内和链间结合能。

如表14所示，以1MJJ为模板，计算VH和VL的链内

和链间结合能，排名第7的组合类型1AD9H-
1AD9L，VH链内结合能为–476.5835 kcal/mol，VL
链内结合能为–525.58 kcal/mol，链间结合能为

–42.319 kcal/mol，该组合类型在表8中排名第5。
如表15所示，以3L5W为模板，计算VH和VL的链

内和链间结合能，排名第4的组合类型3L7FH-
3L7FL，VH链内结合能为–613.485 kcal/mol，VL
链内结合能为–553.34 kcal/mol，链间结合能为

–50.4224 kcal/mol，该组合类型在表9中排名第6。
如表16所示，以5XS7为模板，计算VH和VL的链

内和链间结合能，没有发现与表10一致的组合类

型，可以发现与表10一致的VH或者VL序列(标粗

斜体的基因型)。由此可见，采用其他非人源抗体

为模板构建的人源化抗体，可以用于计算VH和VL
链内和链间结合能，筛选出与IMGT数据库中抗体

表14 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为1MJJ)

排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能

(kcal/mol)

1 IGHV1-3*01-1AD9L –478.9615 –524.525 –47.2008

2 IGHV1-3*01-IGKV1-5*02 –476.967 –521.98 –50.0913

3 IGHV1-3*01-IGKV1-16*01 –477.054 –522.43 –49.342

4 IGHV1-3*01-IGKV1-9*01 –475.377 –523.185 –48.7738

5 IGHV1-3*01-IGKV1-5*01 –476.9535 –520.045 –49.9078

6 IGHV1-3*01-IGKV1-5*03 –476.9535 –520.045 –49.9078

7 1AD9H-1AD9L –476.5835 –525.58 –42.319

8 1AD9H-IGKV1-9*01 –475.6875 –525.28 –41.6717

9 1AD9H-IGKV1-5*01 –475.487 –520.96 –46.0397

表15 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为3L5W)

排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol)VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能(kcal/
mol)

1 3L7FH-IGKV3-11*02 –610.075 –560.365 –54.1098

2 3L7FH-IGKV3-11*01 –609.355 –555.015 –55.5043

3 3L7FH-IGKV3D-20*02 –612.405 –556.7 –49.979

4 3L7FH-3L7FL –613.485 –553.34 –50.4224

5 3L7FH-IGKV3-20*01 –612.31 –551.26 –52.3325

6 IGHV2-5*09-IGKV3-11*02 –599.435 –561.195 –53.9434

7 IGHV2-5*01-IGKV3-11*02 –598.96 –561.09 –53.0765

8 IGHV2-5*02-IGKV3-11*02 –598.96 –561.09 –53.0765

9 IGHV2-5*04-IGKV3-11*02 –597.415 –561.205 –53.9548
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结构相似的VH和VL组合类型。

3 讨论

通过VH和VL序列搜索抗体结构数据库，筛选

序列相似性排名靠前的抗体结构模板进行CDR移
植，对CDR区域进行主链和侧链模拟，CDR区域

移植成功后，根据抗体序列搜索人源序列数据

库，筛选排名靠前的人源序列组合类型，突变抗

体框架序列，使其与人源序列一致，对框架区域

进行主链和侧链模拟，计算VH和VL结构域的链内

和链间结合能，筛选出排名靠前的人源序列组合

类型。从以上流程可以看出，我们引入了基于结

构稳定性的CDR移植和框架区域人源化方法。通

过基于结构的CDR移植方法，重建了非人源抗体

的CDR空间构象，排除了CDR移植后抗体VH和VL
链内和链间结合能过高的结构模板。通过基于结

构的框架区域人源化方法，重建了人源抗体的框

架区域空间构象，排除了框架区域人源化后抗体

VH和VL链内和链间结合能过高的组合类型。因

此，本研究采用的计算方法核心思想就是保证非

人源抗体的CDR空间构象在人源化以后变化

最小。

保持抗体CDR区域的空间构象不变，是CDR
移植的核心目标。为了达成这个目标，可以通过

突变CDR周围的氨基酸，减少影响CDR空间构象

的因素，或通过筛选VH和VL的组合类型，减少

VH和VL的相对空间构象变化，从而减少CDR空间

构象的变化。为了实现以上目标，研究人员首先

将非人源抗体的CDR序列移植到人源抗体文库

中，初步筛选出与靶分子具有一定亲和力的VH和
VL组合类型[25-27]。然后，通过突变CDR区域周围

的氨基酸，增加人源化抗体与靶分子的亲和

力[28]。在此基础上，提高VH和VL，以及CDR区域

的人源化序列比率[29,30]。上述实验步骤中，有两个

关键的技术瓶颈。第一个是从人源抗体文库中筛

选出具有一定活性的CDR移植VH和VL组合类型。

该步骤的实验量大，人力成本高，成功率低[31]。

为了减少实验工作量，研究者通常会使用序列同

源性对VH和VL组合类型进行初步筛选，然后通过

少量的实验工作从候选的VH和VL类型中筛选出具

有一定亲和力的人源框架[32]。研究表明，高序列

相似性并不会导致高结构相似性[33]。因此，从序

列相似性排名靠前的少量VH和VL组合类型中筛选

人源框架具有较高的失败率[34]。如何从大量的人

源序列组合类型中筛选出结构相似性排名靠前的

VH和VL序列组合类型，成为计算机辅助抗体人源

化设计的重要目标[7,35]。筛选VH和VL组合类型之

前，需要确保抗体模板的CDR空间结构保持稳

定。这些CDR空间结构稳定的抗体模板保证了筛

选到的VH和VL组合类型不会影响CDR的空间构

象。通常情况下，待预测抗体的CDR空间构象是

没有的[36]，如何通过非人源抗体的序列重建抗体

的CDR空间构象成为了重要的技术瓶颈[7]。

本研究基于结构稳定性的CDR移植和框架区

域人源化方法，解决了抗体人源化的两个重要的

技术瓶颈，从非人源抗体序列重建抗体的CDR空

表16 链内和链间结合能排名前9位的人源VH和VL组合类型(抗体结构模板为5XS7)

排名 VH和VL基因型 VH链内结合能(kcal/mol) VL链内结合能(kcal/mol) VH和VL链间结合能

(kcal/mol)

1 IGHV3-23*04-5F3HL –552.45 –464.9985 –36.4064

2 IGHV3-23D*01-IGHV3-23*01-5F3HL –551.525 –465.6155 –36.5693

3 IGHV3-23*05-5F3HL –550.71 –466.2215 –36.3889

4 IGHV3-23*02-5F3HL –550.395 –464.6275 –36.3646

5 IGHV3-53*01-5F3HL –548.72 –465.601 –36.9109

6 IGHV3-66*03-5F3HL –548.72 –465.601 –36.9109

7 IGHV3-66*04-IGHV3-66*02-IGHV3-
66*01-5F3HL

–547.765 –464.9785 –37.0653

8 IGHV3-53*02-5F3HL –547.575 –465.2645 –36.868

9 IGHV3-23*03-5F3HL –546.56 –466.0445 –36.8587
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间构象，以CDR空间构象为约束条件筛选人源VH
和VL组合类型。结果表明，该计算流程可以从大

量VH和VL组合类型中筛选出结构稳定的人源化抗

体，相较于传统的基于序列相似性方法，基于结

构稳定性的方法可以更好地捕捉到序列差异对抗

体稳定性的影响。实验验证的人源化抗体结构

1AD9、3L7F、5F3H[30,37,38]在预测结果中排名靠前

(表11~表16)，表明基于结构稳定性的抗体人源化

方法具有较高的准确性。
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