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1975 年, 免疫学家 Georges Kohler 和 César Milstein[1]

将免疫过后的小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合, 形成的杂交

瘤细胞既可产生抗体, 又可无限增殖, 从而创立了具有划

时代意义的杂交瘤技术(hybridoma technology). 他们也因

此获得了 1984 年诺贝尔生理学或医学奖. 从此, 人们可通

过细胞工程在体外定向制备并分离出已知抗原特异性的

单克隆抗体(monoclonal antibody).  

1  单克隆抗体的发现史 

抗体由 B 淋巴细胞产生, 可以特异性结合病原抗原并

阻断病原侵染. 抗体的发现源于抗毒素血清. 1890 年, von 

Behring 和 Kitasato[2]发现, 被白喉或破伤风毒素免疫的动

物血清中具有中和毒素的物质, 他们引入“抗体”一词来泛

指抗毒素物质. 在医学实践中, 抗血清一直被用于传染病

的被动免疫疗法或者检测工具. 然而, 由于血清抗体的多

克隆性及效价不稳定, 这些方法的效果不一, 还常受到过

敏反应和血液传播病原体风险增加等问题的限制.  

杂交瘤技术的发展赋予了抗体在临床应用中划时代

的意义. 与多克隆抗血清相比, 单克隆抗体识别抗原的高

度特异性大大降低了非特异的交叉反应. 单克隆抗体可以

发挥的生物学功能主要有[3]: (1) 中和抗原作用; (2) 调理

细胞吞噬作用 ; (3) 介导细胞毒作用 (antibody-dependent 

cellular cytotoxicity, ADCC); (4) 激活补体作用. 但依据识

别抗原特点及自身性质的不同, 单克隆抗体发挥作用的主

要机制有明显差异.  

杂交瘤技术的基础是细胞融合技术. 1958 年, 日本学

者冈田善雄(Okada)发现仙台病毒具有触发细胞融合的效

应. 1974 年, 加拿大学者高国楠创立了聚乙二醇(PEG)化学

融合法. Kohler 和 Milstein 在这些技术基础上发明了杂交

瘤技术. 这个方法克服了无法在体外连续培养原代 B 淋巴

细胞的障碍, 使其获得了持续增殖的能力. 实现此技术的

另 一 关 键 是 利 用 缺 乏 次 黄 嘌 呤 磷 酸 核 糖 基 转 移 酶

(hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase, HPRT)的

骨髓瘤细胞系作为融合细胞对象. 这种突变骨髓瘤细胞在

HAT 选择性培养基中会发生凋亡, 而被融合的正常免疫细 
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胞提供的 HPRT 可以使杂交瘤细胞在 HAT 培养基中存活, 

故可以被筛选出来 [4]. 然后 , 通过检测培养上清抗体 , 可

以筛查出分泌抗原特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞. 杂交

瘤技术的问世为淋巴细胞的克隆选择学说提供了强有力

的证据, 人们可以获得大量对单一抗原决定簇具有特异性

的纯化抗体, 这不仅解释了抗体产生的生物学问题, 也是

抗体生产的重大技术革命.  

2  单克隆抗体技术的发展 

自小鼠杂交瘤技术诞生以来, 单克隆抗体技术在过去

45 年间取得了长足的发展. 其中, 最显著的是多种各具特

色的抗体筛选技术的出现, 为制备单克隆抗体提供了更多

的选择. 此外, 强烈的临床需求还催动了更高效的以人源

抗体为目标的单克隆技术的发展. 以下重点对这两个方向

进行介绍.  

2.1  抗体筛选技术的发展 

2.1.1  噬菌体展示技术 

噬菌体展示技术作为第一种可以高通量筛选对特定

病原体反应抗体的创新方法, 其主要技术流程包括: 从被

免疫或感染后的人体外周血单个核细胞(peripheral blood 

mononuclear cell, PBMC)提取细胞总 RNA, 并反转录成

cDNA; 通过聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, 

PCR)扩增抗体重链可变区(VH)和轻链可变区(VL)基因片
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段, 随后将扩增的基因片段随机克隆形成组合文库; 将组

合文库导入丝状噬菌体(filamentous bacteriophage)与外膜

蛋白融合表达; 用固相化抗原直接、高效地筛选出表达特

异性好、亲和力强的抗体基因序列[5], 经体外加工形成全

人源抗体. 这个技术为抗体定向演化提供了全新策略, 从

根本上改变了传统杂交瘤技术制备流程, 一次筛选可获得

针对同一抗原不同表位的多种抗体, 缩短了实验周期并增

加了稳定性. 因此, 噬菌体展示技术于 2018 年被授予诺贝

尔化学奖[6,7]. 但该技术也有明显缺点: 它对抗体蛋白的修

饰和折叠与人体细胞差别很大, 一定程度上影响了抗体的

亲和力 [8]. 因此, 噬菌体展示技术获得的抗体往往还需要

人工优化.  

2.1.2  酵母展示技术 
酵母展示技术实现了从原核表达系统到真核表达系

统的进步. 酵母菌具有折叠酶、分子伴侣、内质网等, 在

蛋白质的折叠和分泌机制方面与高等哺乳动物相似, 基于

此建立起来的酵母表面展示技术可用于展示糖基化和二

硫键异构化等修饰的真核生物蛋白质, 有助于提高展示抗

体的稳定性和抗原结合能力. 并且, 利用流式细胞技术还

能对表达抗体的酵母颗粒进行分选, 达到高效、快速的筛

选和分离[9]. 不过酵母的蛋白质修饰系统与人体依然有不

小的差异, 这对抗体功能仍存在一定影响[10].  

2.1.3  哺乳动物细胞展示技术 
中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞是

目前用于真核基因表达的最成功的哺乳动物细胞 , 在生

物工程上被广泛应用. 与噬菌体展示技术相比, 外源蛋白

更易在 CHO 细胞中合成并分泌到培养基; 重组蛋白能够

正确折叠、修饰、组装多亚基蛋白, 并且其理化性质、生

物学性质几乎与天然蛋白相似 [11], 这在生物技术的发展

中具有很高的应用价值. 但外源基因在 CHO 表达系统中

的表达效率比在酵母展示系统中低且重组蛋白的生产成

本较高.  

2.1.4  核糖体展示技术 
核糖体展示技术由 Plückthun 实验室[12]于 1997 年建立. 

该技术通过 PCR 扩增淋巴细胞 cDNA 中的 VH 和 VL 基因

并引入体外表达元件方式构建文库, 然后在体外无细胞体

系中转录和翻译. 由于构建模板时 3′端序列不含有终止密

码子, 因此体外翻译时核糖体停留于 mRNA 的 3′端, 使文

库基因的翻译产物展示在核糖体表面, 形成“蛋白质-核糖

体-mRNA”三元复合物. 最后用靶抗原反复筛选复合物、分

离 mRNA、逆转录富集目的基因[13], 从而获得特异性的单

克隆抗体序列. 与其他展示技术相比, 核糖体展示具有建

库简单、库容量大、分子多样性强、筛选方法简便、无须

选择压力, 还可通过引入突变和重组技术来提高靶标蛋白

的亲和力等优点, 是一种筛选大型文库和进化抗体强有力

的方法. 如何进一步提高该系统的稳定性, 防止 mRNA 降

解, 则是该技术需要解决的关键问题.  

2.1.5  单细胞抗体基因扩增技术 
2008 年, Tiller 等人[14]发明了一种从人外周血单个核

细胞快速制备单克隆抗体的方法. 其主要过程包括: 经流

式分选出抗原特异性单个 B 细胞, 单细胞 RT-PCR 与巢式

PCR 组合获取抗体重链和轻链的可变区基因信息, 将这些

基因克隆并在真核系统中表达. 单个 B 细胞的分离可以分

别通过“随机分选”或者“抗原特异性分选”两种途径进行[14]. 

“随机选择”的主要方法有基于显微操作的细胞分选、流式

细胞分选技术等. “抗原特异性分选”的主要方法有抗原包

被的磁珠分离、荧光包被的抗原多参数流式细胞分选等. 

此外, 近年来快速发展的单细胞测序技术使得研究人员能

够更低成本、更大规模地获得 B 细胞抗体基因. 同时, 细

胞微阵列芯片、显微雕刻技术 [15]和免疫斑点阵列芯片技

术[16]也为高通量筛选单克隆抗体分泌细胞提供了条件. 与

各种抗体展示技术相比 , 单细胞抗体基因扩增技术能快

速、直接地获得人源抗体, 特别适合在突发传染病等情况

下发现有保护性的单克隆抗体.   

2.2  人源抗体技术的发展 

2.2.1  嵌合抗体和人源化抗体 
由于通过小鼠杂交瘤技术制备的单克隆抗体是非人

源性的 , 应用于人体不可避免地会引起人抗鼠抗体反应 , 

导致药物疗效降低 , 或者引起过敏反应 , 甚至威胁生命 , 

限制了单克隆抗体的临床应用 [17]. 为了克服这种缺陷, 20

世纪 80 年代中期, 研究者们寻求以基因工程技术对鼠源

性单克隆抗体进行改造优化 , 尝试对其进行人源化处理 . 

如将鼠源抗体可变区与人抗体恒定区拼接而形成“嵌合抗

体 ”, 或将鼠抗体可变区的互补决定区 (complementarity 

determining region, CDR)与人抗体的互补决定区互换构成

“人源化抗体”[18]. “嵌合抗体”的人源程度可达 60%, “人源

化抗体”可达 90%~95%. 这虽然在极大程度上保持亲本抗

体的特异性和亲和力, 但仍不是真正意义上的人源抗体[5], 

仍无法完全避免进入人体后发生排斥反应或超敏反应.     

2.2.2  抗体基因人源化小鼠 
虽然各种抗体展示与筛选技术为制备人源单克隆抗

体提供了选择, 但是由于展示文库多样性不足或者抗原使

用等方面因素的限制, 获得理想抗体特别是高亲和力单克

隆抗体的效率仍然偏低. 直接由人 B 细胞构建抗体基因人

源化小鼠, 并通过自然筛选过程产生高亲和力人源抗体是

正在发展中的技术变革, 有望成为最具优势的抗体药物研

发平台. 该技术需要将小鼠抗体基因替换成相应人抗体基

因, 并且通过正常的抗体基因重排与克隆选择过程发育出

表达人源抗体的 B 细胞. 目前, 构建这种人源化小鼠的基

本方法是[19]在鼠胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)中

进行同源重组使得鼠原有抗体基因缺失, 破坏其免疫系统, 

再通过显微注射、逆转录病毒载体、酵母人工染色体系统

或者精子介导外源 DNA 转移等技术将重建的人源抗体胚
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系基因位点转入小鼠体内, 最终由杂交瘤技术或者抗体库

技 术 筛 选 出 靶 向 的 单 克 隆 抗 体 . HuMAb-Mouse 与

XenoMouse 是目前最为成熟的转基因小鼠技术平台[20]. 由

于人源化小鼠的抗体是在体内产生, 经历正常发育和成熟

过程, 其产生的抗体相对于其他技术具有较高的靶结合亲

和力. 但是, 该技术尚存在不足之处, 包括由于仅导入部

分人源基因引起的抗体多样性低, 对小分子化合物免疫原

性较弱, 不适合针对生物毒素等对机体有害的人源抗体的

制备以及所制备的抗体含有鼠糖基化修饰等[21].  

3  单克隆抗体药物的发展 

自 1986 年全球首个单克隆抗体药物上市以来, 美国

食品和药物管理局(Food and Drug Administration, FDA)共

批准了 79 种单抗药物[22]. 在发展过程中, 单克隆抗体药物

经历了鼠源性抗体、嵌合抗体、人源化抗体、全人源抗体

四个阶段. 其应用范围也扩增到对肿瘤、自身免疫病和感

染等疾病的治疗中.  

3.1  单克隆抗体药物的人源化过程 

OKT3 是鼠源性单抗, 其靶点为 T 细胞表面的 CD3 分

子, 被认为可以干扰 T 细胞的活化. 但是, 注射 OKT3 后却

引起类流感症状、肺水肿、中枢神经系统并发症等副作用. 

这与诱发 IL-2、γ-干扰素、TNF 等炎性因子急性释放的细

胞因子风暴有关, 因此治疗效果并不理想[23], 使得单抗药

物的市场发展一度陷入低潮[24]. 直到 1997 年, 另一个被用

于治疗 B 细胞淋巴瘤的单克隆抗体药物利妥昔(Rituximab)

上市[25]. 利妥昔是一种由鼠源抗体可变区与人抗体恒定区

拼接而形成“嵌合抗体”, 其靶点为 B 细胞表面的跨膜蛋白

CD20, 后者也表达于 B 细胞来源的淋巴瘤、白血病等肿瘤

细胞以及参与免疫疾病和炎症疾病的 B 细胞中[26], 因此成

为治疗淋巴癌、白血病和某些自身免疫病的靶点. 利妥昔

单抗的上市和良好的临床疗效改善了单克隆抗体产业发

展低迷的态势.  

1998 年 , 用于预防感染呼吸道合胞病毒(respiratory 

syncytial virus, RSV)引起高危婴儿严重下呼吸道感染的单

克隆抗体帕利珠(Palivizumab)上市 [18]. 帕利珠是将鼠抗体

可变区的互补决定区与人抗体的互补决定区互换构成的

“人源化抗体”[27], 其靶点为 RSV 表面的 F 糖蛋白, 可干扰

F 糖蛋白介导的 RSV 与细胞的膜融合过程[28]. 在帕利珠出

现之前 , RSV 疾病的预防依赖于一种叫作 RespiGam(或

RSV-IGIV)的多克隆血清制剂. 这种多克隆制剂的比活性

较低, 需要使用相对大剂量的血清抗体制剂. 帕利珠降低

了向婴儿提供治疗剂量所需的体积, 并通过避免混合血清

的副作用改善了 RSV 的治疗[29].  

2002 年, 阿达木(Adalimumab)出现, 它是全球首个全

人源化单抗, 用于治疗类风湿性关节炎(rheumatoid arthri-

tis, RA). 阿达木的靶点为肿瘤坏死因子 TNF-α[30,31]. 研究

发现, 促炎细胞因子 TNF-α、IL-1 和 IL-6 的过度产生是导

致关节滑膜慢性炎症的关键因素, 而阻断 TNF-α 即可明显

缓解整个炎症反应 [32]. 在阿达木单抗的全人源化过程中, 

噬菌体展示抗体文库技术发挥着重要的支持作用. 利用噬

菌体展示的巨大的抗体组合库, 研究人员对抗 TNF-α 的动

物抗体进行改造, 实现了对抗 TNF-α 抗体的全人源化[33].  

利妥昔、帕利珠和阿达木等代表性单抗在自身免疫病、

病毒性疾病和癌症治疗方面的成功应用是对市场的极大

鼓舞. 伴随着新技术的发展与广阔的市场需求空间, 单抗

药物迎来了蓬勃发展的时期.  

3.2  抗肿瘤单克隆抗体药物的发展 

抗肿瘤单克隆抗体药物根据靶点可以分为直接靶向

肿瘤抗原与靶向免疫抑制分子两大类. 前者的代表药物是

1998 年基因泰克(Genetech)公司上市的曲妥珠(Herceptin). 

曲妥珠靶向人表皮生长因子受体家族成员 HER2(human 

epidermal growth factor receptor-2), 被用于治疗 HER2阳性

的乳腺癌. 其作用机理是通过阻断 HER2 信号通路, 抑制

肿瘤生长. 基因泰克公司另一种抗肿瘤单克隆抗体药物是

贝伐珠 (Bevacizumab), 它的靶点是血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF), 被用于治疗结

肠癌[34]. 贝伐珠可特异性结合 VEGF, 抑制其刺激细胞膜

上的 VEGF 受体和肿瘤血管生成, 从而抑制肿瘤生长[35].  

免疫检查点(immune checkpoint)分子是抗肿瘤免疫发

挥负性调节的因子. 代表性的有细胞毒性 T 淋巴细胞抗原- 

4(cytotoxic T lymphocyte antigen-4, CTLA-4)和程序性细胞

死亡受体 -1 及其配体 (programmed death 1/programmed 

death ligand 1, PD-1/PD-L1)等. 伊匹木(Ipilimumab)是一种

CTLA-4 的人源单克隆抗体, 也是第一种被批准的免疫检

查点抑制剂. 最初的研究认为, CTLA-4 通过阻断 T 细胞共

刺激分子 CD28 与抗原递呈细胞的 CD80 和 CD86 结合, 从

而抑制 T 细胞活化[36], 其抗体可抑制该结合作用, 从而增

强 T 淋巴细胞的杀伤功能. 2011 年 3 月, 伊匹木被 FDA 批

准用于治疗晚期黑色素瘤[37]. 近期的研究认为, 该抗体是

通过清除 Treg 细胞来解除对肿瘤的免疫抑制[38]. PD-1 也

是 B7/CD28 共刺激受体家族的成员 . PD-1 结合其配体

PD-L1[39]可诱发细胞凋亡, 使得 T 淋巴细胞增殖得到抑制, 

从而维持自身免疫平衡. 肿瘤细胞可高表达 PD-L1, 抑制

T 细胞的活化和增殖, 实现免疫逃逸[40~43]. 2005 年, 研究

人员发现抗体阻断 PD-L1 或者 PD-1 途径均可以提高抗肿

瘤免疫反应[44]. 2012 年, 抗 PD-1 抗体首次临床试验结果发

表[45]. 2014 年, 首个抗 PD-1 单克隆抗体药物派姆(Pembro- 

lizumab)上市, 作为高表达 PD-L1 肺癌的一线治疗药物[46]. 

目前, 已有 5 种抗 PD-1/PD-L1 类单克隆抗体药物上市, 被

广泛用于肺癌、黑色素瘤、乳腺癌、淋巴瘤、头颈癌等的
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治疗[47]. 2013 年, 肿瘤免疫疗法被 Science 评为当年的科学

突破之首[48]. 2018 年, 阻断 CTLA-4 与 PD-1 通路的肿瘤免

疫疗法荣获该年的诺贝尔生理学或医学奖.  

3.3  抗感染单克隆抗体药物的发展 

随着单个 B 细胞抗体克隆技术的发展, 越来越多的对

抗病原体的单克隆抗体被从感染过相关疾病或者接种过

疫苗的人体中分离得到, 为治疗 HIV、埃博拉等感染性疾

病带来了希望. 其中, HIV-1 的广谱中和抗体(bnAbs)是从

一些 HIV 感染后能长期保存低病毒血症的 “精英患

者”(elite controller)的 PBMC 中分离得到, 能结合 HIV 病毒

上与感染相关抗原上的保守表位. 典型的代表有 VRC01, 

其中和表位是 HIV-1 表面 gp120 蛋白上的 CD4 分子结合位

点, 可干扰 HIV-1 对 CD4+ T 淋巴细胞的识别. 另外一个

bnAb 10-1074 的中和表位是以 gp120 蛋白 V3 上高度保守

的 N332 糖基, 以及 V3 基部氨基酸和邻近糖基组成的构象

性表位. 这个抗体中和 HIV-1 的详细机制仍未知, 但可能

与抗体结合 Env 后阻碍 Env 与 CD4 分子的结合有关[49,50]. 

在 2015~2017 年 , 初步临床试验结果显示 , 注射这些

bnAbs 的患者都出现了明显的病毒血症被抑制的现象, 且

抗体的安全性良好[51,52].  

除了慢性感染, 单克隆抗体药物在突发性传染病治疗

中的作用也受到了越来越多的重视. 2019 年 5 和 9 月, FDA

分别将孤儿药资格(orphan drug designation, ODD)和突破性

药物资格(breakthrough therapy designation, BTD)授予给了

一种可用于治疗埃博拉感染的单抗——mAb114. 这株单抗

是从一名埃博拉感染幸存者体内分离得到的. mAb114 的中

和位点为埃博拉病毒表面包膜糖蛋白(glycoprotein, GP)上的

受体结合区域, 可阻碍 GP 介导的病毒与靶细胞的受体识别

与内吞过程[53], 在体外研究中可介导 ADCC, 并且能够保护

至少感染埃博拉病毒 5 d 的非人类灵长动物[54,55]. 在 2018

年伊始的临床三期研究中[56], 研究人员发现, mAb114 和另

外一种单抗混合物 REGN-EB3 能显著降低 28 d 的病死率. 

同时, 接受 mAb114 和 REGN-EB3 治疗的埃博拉病毒感染

的早期患者, 最高生存率可达 90%. 2018年, N Engl J Med发

表文章[57]回顾了抗体在感染性疾病中的应用, 指出利用先

进抗体相关领域的研究进展, 促进快速、有策略地开发单克

隆抗体, 将为防治日益严重的感染性疾病威胁提供重要技

术支撑, 最终可能改变传染病流行进程.  

4  总结与展望 

综上, 单克隆抗体技术的出现和应用离不开科学认知

的进步和技术革新的支持. 在基础研究方面, 结构生物学

不断的进步使人们可以在近原子层面观测抗原抗体互作

的相关规律; 从有限基因组产生无限抗体多样性的分子机

理和规律也正逐步被揭开神秘面纱. 现如今, 基因编辑技

术的飞速发展使得研究者们能够“定向、定点”改造生物分

子, 针对单克隆抗体药物进行精确改造将满足人们对疾病

诊疗需求. 有理由相信, 单克隆抗体技术和药物在未来仍

将为科学研究和人类健康发展带来新的推动和突破.  
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Summary for “单克隆抗体的出现与发展” 

Advent and rise of monoclonal antibodies 
Xuejing Ma1†, Runhan Li1† & Baidong Hou1,2* 
1 College of Life Sciences, University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 
2 The Key Laboratory of Infection and Immunity, Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 
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* Corresponding author, E-mail: baidong_hou@ibp.ac.cn 

Antibody is naturally evolved, highly specific immune molecules that recognize and eliminate pathogenic and disease 
antigens. Since its discovery, antibody has been widely used in clinics for the treatment of infectious diseases or as diag-
nostic tools. However, due to the polyclonal nature of serum antibody and the inconsistency of antibody titers, the effi-
cacy of antibody therapies was severely compromised. Moreover, the potential hazards of anaphylaxis and the transmis-
sion of undetected blood-borne pathogens further hampered the clinical use of serum antibody.   

In 1975, a Nature paper by Georges Kohler and César Milstein reported how to generate monoclonal antibodies (mAb) 
with the hybridoma technology. This ground-breaking discovery not only provided experimental evidence for the clonal 
selection theory of lymphocyte development, but also made it possible to produce a large amount of antibody with highly 
defined antigen specificity, which formed the basis for the future clinical applications that led to the tremendous success-
es of mAb therapies in the last three decades.  

In honor of this important historical event in scientific discovery, we present a historical overview and summary of 
mAb development and clinical use. First, we briefly introduce the history of how the original mouse hybridoma technol-
ogies were developed. Next, we highlight two major technique advancements of mAb in the past forty-five years. The 
first is about the various techniques that can help in massive screening for mAb, such as those based on antibody display 
techniques using phage, yeast, mammalian cells, or ribosome, as well as the more recent single-cell techniques to obtain 
antibody genes directly from human blood cells or other samples. The second is about the techniques to develop human-
ized mAb, as well as the techniques to directly generate mAb of human origin using novel tools such as transgenic mice 
that harbor part of the human immunoglobulin genes and can develop lymphocytes express human antibodies. Last, this 
review focuses on the development of mAb drugs for clinic therapies. Exemplary cases are provided to illustrate the ef-
fort to develop the first successful mAb drug for human therapy and the gradual evolution of mAb drugs from murine to 
human origin. Moreover, mAb therapies for malignant tumors, the arguably most promising direction of mAb drug de-
velopment, including the mAb targeting the immune checkpoints are discussed. In light of the recent outbreak of the 
COVID-19 pandemic and the heated search for effective treatment, the development of mAb drugs for treating infectious 
diseases such as HIV and Ebola are also discussed. We believe these successes of mAb therapies herald an era in which 
the commercial development of mAb will continue to make even greater achievement.  

monoclonal antibody, hybridoma technology, antibody engineer, antibody therapy 
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