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基于基因突变的基因工程抗体亲和力成熟研究
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摘　 要： 基因工程重组抗体可通过对基因序列的分析、修饰与修改，从而改进抗体特性。 对基于基因突变的基因工程抗

体亲和力成熟的方法进行总结，主要包括小分子有机物－抗体相互作用机制分析、抗体序列数据库及计算机模拟技术，以
及新兴的分子模拟与对接技术。
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　 　 随着基因工程技术的不断发展，通过 ＤＮＡ 重

组技术获得抗体的基因片段，将重组抗体的基因

转入原核或真核表达系统中在适当条件下表达，
已获得一系列基因工程重组抗体。 基因工程重组

抗体是继多克隆抗体和单克隆抗体之后的第三代

抗体。 其在基因水平上的操作非常灵活。 可对基

因序列进行分析、修饰和加工以改进抗体特性或

赋予抗体新的特性，突破以往仅局限于半抗原分

子设计的限制。 针对基因工程抗体亲和力普遍较

低；半衰期短，易从血中清除；缺乏 Ｆｃ 片段，只能

中和抗原，而不能激活补体系统和介导细胞免

疫等缺点，人们希望通过基因工程抗体的灵活

性，将抗体进行定向的改造，达到优化抗体的

目的。
近年来，利用信息技术剖析生命现象的本质

成为生命科学工作者所关注的焦点，也由此产生

了一门计算机技术与生物学技术相结合的新兴学

科———生物信息学。 要实现基因工程抗体的定向

进化需要充分利用计算机模拟、Ｘ 射线衍射（Ｘ⁃
ｒａｙ）、多维核磁共振（ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌ ＮＭＲ ｓｐｅｃ⁃
ｔｒｏｓｃｏｐｙ）等结构测定技术，通过生物信息学手段

分析小分子有机物与抗体相互作用机制，在此基

础上对抗体的基因序列进行修饰、改造，从而达到

改进基因工程抗体的目的。
基因工程抗体要进行体外抗体亲和力成熟，

就必须对体内抗体亲和力成熟原理有深入认识，
模拟亲和力成熟过程中体内存在的变化，促使基

因工 程 抗 体 的 体 外 进 化， 才 是 解 决 问 题 的

关键［１］。



１　 小分子有机物—抗体相互作用机制
分析

　 　 随着抗体信息学的广泛开展，现已经有几种

专门针对抗体序列进行分析的数据库及分析工

具，如 Ｋａｂａｔ 数据库、ＮＣＢＩ 数据库里的 Ｉｍｍｕｎｏ⁃
ｇｌｏｂｉｎ ＢＬＡＳＴ （ ＩｇＢｌａｓｔ ）、 ＶＢＡＳＥ 数据库， 以及

ＩＭＧＴ 数据库等。 研究者可在获得抗体序列的基

础上，利用这些数据库及相应的分析工具进行序

列比对以及其他特征的分析。 与此同时，在计算

机模拟平台上，研究抗原和抗体的相互作用机制，
特别小分子有机物和相应的抗体的相互作用机制

已经受到了相当大的关注［２～４］。 近年来，借助同

源模建（ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ）及 Ｘ 射线衍射手段

获取抗体模型，并利用分子动力学、定点突变等技

术已经对多种小分子有机物和相应抗体的相互作

用机制进行了详细的研究（见表 １） ［５～１３］，揭示了

小分子有机物和相应抗体的相互作用本质。
抗原与抗体间的特异性结合，可用“模板学

说”或“锁与钥匙学说”来描述［１４，１５］。 通过分子生

物学与 Ｘ 射线衍射、多维核磁共振（ＮＭＲ）等相结

合的大分子结构测定技术，许多抗体大分子或者

抗体－抗原复合物的三维结构己被测定［１６，１７］。 而

对已知一级结构的抗体分子，可采用理论方法、分
子模拟方法（如同源蛋白模建方法）预测其三维

结构［１８］。 目前应用较多的在线同源模建工作站

有 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ、 ｗｅｂ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｍｏｄｅｌ 和

Ｒｏｓｅｔｔａ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｍｏｄｅｌ ｓｅｒｖｅｒ 等。 获得抗体模型

后，借助各种手段来阐明抗原抗体识别机制，可以

指导小分子有机物特异抗体的制备，如交叉反应

的避免和抗体亲和力的提高等。 Ｈｏｆｓｔｅｔｔｅｒ 等［１９］

分别将氨基酸异构体衍生化后得到的抗原注入动

物体内而培养出相应的抗氨基酸的抗体，再将得

到的对映异构体的抗体用来识别该氨基酸异构

体。 而在抗体亲和力的提高上，Ｓｃｏｔｔｉ 等［２０］ 通过

分析两个不同亲和力的抗苯基唑酮抗体的基因序

列，发现高亲和力抗体和低亲和力抗体的序列基

本相同，只存在 ９ 个氨基酸残基的差异，这些氨基

酸残基差异都位于抗体的重链区。 通过 Ｘ 射线

衍射对抗原与抗体结合体进行结构分析，发现表

面互补性提高使抗体获得了较高的亲和力，这意

味着表面互补性对抗体亲和力的成熟具有重要的

作用。

表 １　 抗体与小分子相互作用机制研究

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ．

小分子有机物 抗体 抗体结构信息获取 研究手段

二硝基苯 ＡＮ０２ Ｆａｂ ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｘ 射线衍射 分子动力模拟

异硫氰酸荧光素 ４Ｄ５Ｆｌｕ ｓｃＦｖ Ｘ 射线衍射 分子动力模拟

莠去津 Ｆａｂ ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｋ４１１Ｂ 同源模建 定点突变技术

雌二醇 ｓｃＦｖ Ｘ 射线衍射 定点突变技术

三硝基苯 ｓａｌｍｏｎ ｓｃＦｖ 同源模建 序列片段分析

ｐ⁃硝基苯基磷 ｍａｔｕｒｅ Ｆａｂ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ Ｘ 射线衍射 计算化学方法

异硫氰酸荧光素 ４⁃４⁃２０ｓｃＦｖ４Ｍ５．３ｓｃＦｖ Ｘ 射线衍射 定向进化

异硫氰酸荧光素 ＦＩＴＣ⁃ｓｃＦｖ 同源模建 热点残基分析

壬基苯酚聚乙氧基化物 ｓｃＦｖ 同源模建 定点突变技术

２　 基因工程抗体的亲和力成熟研究

抗体的亲和力一般用亲和常数 Ｋａ或者解离

常数 Ｋｄ来表示，可以反映抗原和抗体的结合程

度。 抗体亲和力成熟（ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ）
是指机体正常存在的一种免疫功能状态。 在体液

免疫中，再次应答所产生抗体的平均亲和力高于

初次免疫应答，这种现象称为抗体亲和力成熟。
这是由于抗体形成细胞本身的基因突变和抗原对

Ｂ 细胞克隆的选择性激活。 机体的这种功能状态

是长期进化和对外界环境不断适应的结果，对机

体防御和维持自身免疫监控有着十分重要的

意义［２１］。

１０４邓 龙，等：基于基因突变的基因工程抗体亲和力成熟研究



随着人们对体内抗体亲和力成熟的深入研

究，体外抗体亲和力成熟研究已经成为一个研究

热点。 由于抗体的成分绝大部分为蛋白质，因此

体外抗体亲和力成熟可归属于体外功能蛋白质分

子进化的范畴。 体外抗体亲和力成熟一般可以采

用随机突变编码可变区的基因片段的方法和定向

引入突变（ ｓｉｔｅ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）的方法及近

来研究比较热门的基于抗原结合位点结构调整的

方法。

２．１　 随机突变法

采用随机突变编码可变区的基因片段的方法

一般又有错配 ＰＣＲ 法（ｅｒｒｏｒ⁃ｐｒｏｎｅ ＰＣＲ）、ＤＮＡ 改

组法（ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）和链置换法（ｃｈａｉｎ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）
等。 错配 ＰＣＲ 法通过改变 ＰＣＲ 的条件，使目的

基因片段在复制的过程中碱基对发生错误的配

对，从而引入突变。 Ｆｉｎｌａｙ 等［２２］ 以随机突变为基

础，联合运用错误倾向 ＰＣＲ、ＤＮＡ 重组等方法，使
亲和力提高了 １１０ 倍。 ＤＮＡ 改组法同样运用随

机突变的原理，在获得较大容量的功能蛋白质突

变体库的基础上，结合运用相应的快速富集筛选

方法（主要是以噬菌体表面展示为主的各种表面

展示技术） 对突变体进行筛选，最终得到进化的

功能蛋白质分子。 Ｋｉｍ 等［２３］ 结合噬菌体库展示

技术通过 ＤＮＡ 改组把抗体亲和力提高了 ９ 倍。
链置换则依据抗体可变区随机配对的原理，在抗

体的一条链保持不变的情况下，将另一条链进行

替换，之后从中筛选出高亲和力的抗体分子。
Ｈｕｒ 等［２４］运用链置换技术成功将一个天然抗体

的亲和力提高了 ３６ 倍，同时获得了抗体片段在大

肠杆菌中的可溶性表达。 总体来看，采用随机突

变编码可变区的基因片段的方法，随着研究人员

的不断改进，该技术有了长足的发展，但是此方法

始终有着盲目和随机性的缺点，使得在相关的研

究中对突变的结果较难把握。

２．２　 定向突变方法

采用定向引入突变的方法的前提是对基因及

表达的蛋白产物的三维结构和功能等方面的信息

有着较为透彻的了解。 研究表明，抗体的互补决

定区集中在一起形成一个特定的三维结构，其中

包含了一个和抗原结合的部位，同时互补决定区

突变的频率也最为频繁，通过对抗原抗体结合部

位的晶体结构的分析，在一定程度上可提示出哪

些特定部位的氨基酸残基可以优先突变来提高亲

和力。 近年来，借助计算机软件同源模建技术，在
模拟抗原抗体结合过程中的构象及能态的变化的

基础上有针对性地对互补决定区的基因进行突

变，已成为一个研究的热点。 Ａｋｉｋａｚｕ 等［２５］ 通过

对一株抗乙酰胆碱 Ｆａｂ 重链 ９５ 位上的酪氨酸进

行定点突变，替换成为甘氨酸之后，突变体亲和力

提高了 １００ 倍。 对于如何选取针对性的突变点，
丙氨酸扫描法（ ａｌａｎｉｎｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ） 具有一定的优

势。 丙氨酸扫描突变采用体外定向突变的策略，
通过改变密码子的序列，系统地将丙氨酸置换特

殊的氨基酸，然后通过测定抗原抗体解离速率是

否下降来确定可进一步优化的氨基酸（ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ
ｒｅｓｉｄｕｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ，ＯＲＳ），同时对它们进行随机

的突变，可筛选得到解离速率最低的氨基酸，最后

仅通过选定氨基酸的置换来提高抗体亲和

力［２６，２７］。 此方法目的明确，绕开了不好选择突变

频率的难题，同时避免了随机突变编码可变区基

因片段法随意性大的缺点。

２．３　 基于抗原结合位点结构调整的方法

通过对抗体亲和力成熟的深入研究，已发现

抗原结合位点处的氨基酸对抗体亲和力具有显著

的作用。 Ｌｉ 等［２８］ 首次运用 Ｘ 射线晶体衍射技

术，通过研究抗原－抗体结合的三维构象来研究

抗体亲和力成熟的过程，研究表明，抗原和抗体的

结合面积的加大在抗体亲和力成熟过程中并不出

现，而可能是抗原结合位点周围的一些氨基酸残

基的变化增加了疏水性作用力，从而使抗原和抗

体的结合更加紧密，互补性增强。 Ｃａｕｅｒｈｆｆ 等［２９］

的研究也表明，抗体亲和力成熟更重要的可能是

一些小结构的变化，尤其是分布在抗原结合部位

周围一些位点，而这些小的变化使得抗体和抗原

结合部位从构象上来说更加契合抗原的三维结

构，两者互补性更趋完善。 Ｙａｕ 等［３０］ 也发现热点

突变对亲和力提高可能是通过突变使得可变区的

可溶性和结构方面的物理特性产生了积极的影

响，这意味着如果能够充分了解抗体亲和力成熟

的过程中真实的结构水平和能量转化上的改变，
就能理性地提出对抗体亲和力体外成熟的可控策

略。 近年来，借助计算机模拟技术，通过同源模建

获取抗体模型，并分析抗原抗体结合活性位点，探
究抗原与抗体之间的相互作用，并对抗体的氨基

２０４ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



酸序列进行修改，提高抗体亲和力，已经成为一种

重要的手段［３１～３５］。

３　 展望

分子模拟和计算机辅助抗体进化是当前计算

机科学与生物学相结合研究的重要体现，目前该

技术运用主要表现在两个方面：一是用分子动力

学模拟方法对抗体进行动态的模拟，借助计算机

理论模型和数据库分析，直接从抗体的氨基酸序

列预测抗体三维结构以及动力学特征，通过计算

模拟抗原和抗体间的分子识别，了解抗体结构与

功能的关系；二是通过分子模拟技术充分计算抗

原抗体在结合过程中的能量变化，找出二者结合

的关键位点及重要的能量变化过程，借助抗体数

据库，通过对关键位点的氨基酸的调整，筛选出更

加合理的抗体构象，增强抗体的某种属性［３６～３８］。
抗体作为医药、食品安全领域等研究领域重

要的“原材料”，其重要性不言而喻。 但是，基因

工程抗体的广泛应用却受限于其抗原结合能力不

强的问题。 值得庆幸的是，基因工程抗体容易在

分子和基因水平上进行修饰和改造，这为体外进

行抗体亲和力成熟提供了可能。 另外体外提高抗

体亲和力的方法实际上都是模仿体内抗体的成熟

过程，随着分子模拟技术的发展，利用分子对接等

手段针对基因工程抗体的序列进行改造将为抗体

定向进化提供广阔的应用前景［３９～４２］。
通过分子模拟技术对基因工程抗体进行改造

仅仅是分子模拟技术运用的一个体现，作为交叉

学科的一项重要的技术，分子模拟技术在生物学、
物理学及材料学等交叉领域的发展仍旧需要我们

进一步研究和探索［４３］。
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