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摘 要：抗体药物经历了多克隆抗体、单克隆抗体及基因工程抗体三个阶段，随着人类对抗体药物的不断深入研究，出

现了多克隆抗体技术、杂交瘤抗体技术、抗体文库展示技术以及转基因小鼠技术等多种抗体筛选技术。抗体药物具有非

常大的发展前景，针对各种抗体药物筛选技术的特点进行整理归纳，并讨论了抗体药物研发面临的挑战，以期为后续抗

体技术的发展提供参考。
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Abstract：Antibody drugs have gone through three stages： polyclonal antibody， monoclonal antibody and genetically engineered 
antibody. With the continuous deepening of human research on antibody drugs， a variety of antibody screening technologies have 
emerged， such as polyclonal antibody technology， hybridoma antibody technology， antibody library display technology and trans⁃
genic mouse technology. Antibody drugs have a very large development prospect. The article summarized the characteristics of 
various antibody drug screening technologies， and discussed the challenges faced by antibody drug research and development， in 
order to provide reference for the subsequent development of antibody technology.
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抗体药物因其特异性强、靶向性好、治疗效果

显著等优点，在生物药领域占据着举足轻重的地

位。目前，抗体药物已经成为全球医药产业中发

展最快、最具有治疗前景的领域之一［1］。近年来，

全球获批的抗体药物数量逐年增加，市场占有率

也显著上升。截至 2023年，已有超过 160种抗体

疗法获监管机构批准上市，其中全人源化抗体药

物所占的比例日益增大［2-3］。综述归纳整理了多

种抗体筛选技术的原理与优劣势，并对抗体药物

技术未来发展的挑战进行展望。

1　抗体研发技术的发展历程

抗体筛选技术主要经历了四个阶段：抗血清

多克隆抗体技术、杂交瘤单克隆抗体技术、鼠源抗

体人源化技术和全人源化抗体技术。1890年，德
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国科学家 Behring 和 Kitasato［4］通过将白喉毒素免

疫动物，获得了包含可以中和白喉毒素的抗血清，

这一成果被称为抗血清多克隆抗体。然而，由于

多克隆抗体实际上是多种特异性抗体的混合体，

因此难以鉴定其中每一种抗体的具体特性，这极

大地限制了其在临床上的应用。此外，多克隆抗

体还存在特异性差、批次间差异大、制备受动物限

制等缺点。随着科学技术的发展，在20世纪70年

代，人类通过将抗原免疫后的小鼠纯系 B 细胞与

肿瘤细胞融合，构建了第一株 B 细胞杂交瘤细胞

株，这是单克隆抗体技术的重要里程碑［5-7］。鼠源

杂交瘤技术以其工艺相对成熟、制备的单抗纯度

高、成本较低等优势迅速崭露头角，但该技术也存

在操作烦琐、周期长以及抗体为鼠源无法直接应

用于临床研究等局限性。

由于鼠源抗体免疫原性强，会产生人抗小鼠抗

体（human anti-mouse antibody， HAMA）反应［8-9］，

因此需要对鼠源抗体进行人源化改造，降低鼠源

序列。鼠源抗体人源化技术包括人鼠嵌合和人源

化抗体技术。其中，人鼠嵌合抗体技术通过将鼠

源抗体的可变区基因与人源抗体恒定区基因融合

表达，使得人源序列在抗体中占比达到 70%，从而

极大降低了HAMA反应的发生［10］。这种技术路线

相对简单，且能保持抗体完整性。然而，由于嵌合

抗体中仍含有部分鼠源序列，其可能引发的免疫反

应并未完全消除，且获得的抗体活性较低。为了进

一步优化人源化抗体，研究人员在人鼠嵌合抗体的

基础上进行改造，发展出了人源化抗体技术。该技

术通过抗体重构［11-12］或框架区重构［13］的方式进一

步减少鼠源序列的含量，尽管仍然保留约 10%的

鼠源序列，但相比嵌合抗体已有显著改进。然而，

由于结构上的微调，人源化抗体的亲和力可能不如

原始的鼠源单抗。全人源化抗体完全由人源基因

编码，理论上达到 100%人源化，更有利于在临床

治疗中应用［14］。因此，全人源化抗体技术是目前

应用最广泛、最具有发展潜力的抗体筛选技术［15］。

2　目前主流的抗体研发技术

单克隆抗体药物已成为主流的抗体药物，广

泛应用于临床治疗中，其中以全人源化抗体的使

用最为广泛。目前，最常用的全人源化抗体技术

包括抗体文库展示技术、转基因小鼠技术、单个B

细胞抗体技术和人工智能辅助药物开发技术等。

2.1　抗体文库展示技术

根据抗体文库使用的不同载体，将抗体库技

术分为噬菌体展示技术（phage display technique， 
PDT）、核糖体展示技术（ribosome display technolo⁃
gy， RDT）、mRNA展示技术（mRNA display technolo⁃
gy， mRNA-DT）、酵母表面展示技术（yeast surface 
display technology， YSDT）及哺乳动物细胞展示技

术（mammalian cell display technology， MCDT）等，

其中噬菌体展示技术应用较广泛。

抗体文库展示技术以其操作简单、可以获得

全人源化抗体，以及支持高通量筛选等优势，在抗

体药物研发中占据重要地位。然而，这项技术也

面临一些挑战。首先，库容量可能成为限制因素，

影响着筛选的全面性和准确性。其次，并非所有

抗体基因都能在文库中成功表达，可能需要通过

优化技术来提高表达效率。此外，抗体库的储存

和运输也存在一定困难，需要特殊的条件和技术

来确保抗体的活性和稳定性。再者，文库中的重

链与轻链可能存在非天然配对情况，这可能影响

抗体的特异性和亲和力。最后，由于筛选过程中

可能存在偏差，有时容易筛选到非特异性抗体，因

此需要通过严格的筛选和验证步骤来避免。

噬菌体展示技术由 George Smith 首次提出，

并获得了诺贝尔化学奖［16］。该技术是以噬菌体为

载体，通过将外源抗体基因插入到噬菌体的衣壳

蛋白基因中，使抗体能够在噬菌体表面得以展

示。随后，经过多轮吸附、洗脱和扩增的精细操

作，筛选出目的抗体［17］（图1）。核糖体展示技术是

利用多聚酶链式反应（polymerase chain reaction， 
PCR）扩增目的基因文库，使翻译产物展示在核糖

体表面，形成“mRNA-蛋白质-核糖体”三聚体复合

物，加入抗原筛选抗体［17］。mRNA展示技术是将蛋

白质与其编码 mRNA 共价连接形成 mRNA-蛋白

质融合体的技术，其翻译出的蛋白质与 mRNA 连

接［17-19］。酵母细胞表面展示技术以酵母作为载

体，将外源基因融合表达到酵母细胞表面进行筛

选的全细胞展示平台［20］。哺乳动物细胞展示技术

是将重组基因导入到哺乳动物细胞，通过细胞分

选与富集筛选出目的抗体的技术［21］。目前，还没

有完全开发出一种通用且有效的抗体库展示系

统，使该系统能够整合两种或多种方法的优势，以

弥补各自不足，从而快速且高效地获得人源化抗
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体。针对这一挑战，相关研究团队融合了噬菌体

展示技术与哺乳动物细胞展示技术的精髓，克服

了传统平台的局限性，筛选并制备出了具有高亲

和力的抗TIM-3全人源 IgG抗体［22］。

2.2　转基因小鼠技术

转基因小鼠技术是指将优化后的人抗体基因

导入免疫缺陷小鼠的基因组中，抗原免疫后分泌

的抗体均由人抗体基因编码，通过进行B细胞杂交

瘤细胞培养获得全人源化单克隆抗体［23-24］（图2）。
转基因小鼠技术的发展历经了三代重要变

革。第一代技术始于 1989年，由Brüggemann等［25］

将编码人 IgG 基因导入小鼠体内，然而这一阶段

的调控及重排多样性受到限制。随后，第二代技

术应运而生，它将完整的人 IgG 基因分批次导入

小鼠体内，从而增加了抗体重排的选择性，但导入

的基因片段在一定程度上也影响了抗体的亲和

力。第三代技术仅将人 IgG基因的可变区V（vari⁃
able）、多样性区 D（diversity）和连接区 J（joining）
这三个关键区域替换至小鼠 IgG 基因的相应位

置［26］。这一革命性的改变使得人源化抗体转基因

小鼠平台能够产生全人源化的抗体，这些抗体不

仅亲和力高，而且免疫反应的风险低。然而，这一技

术平台也面临着如免疫耐受性问题、技术门槛较

高以及不能排除鼠源抗体产生的潜在挑战。

利用转基因小鼠技术获得的全人源化抗体，

降低了在人体内发生不良反应和免疫排斥的风

险，其已逐渐成为抗体药物研发及临床疾病预防

和治疗应用的主流生物药。在全球新型冠状病毒

感染（corona virus disease 2019， COVID-19）流行

初期，其展现出极高的发病率和死亡率，病毒中和

抗体被认为是预防和治疗此类病原体感染极有前

景的策略［27-28］。利用K18-hACE2转基因小鼠模型

进行体内中和试验研究，不仅验证了 MD65 抗体

在治疗新型冠状病毒感染方面的潜在保护作用，

还首次证明了人源化单克隆抗体作为治疗严重及

致命性 COVID-19感染模型的挽救性治疗手段的

重要价值［29］。

耐药性细菌的控制是当前感染病学中最大的

挑战之一。有科研团队利用人类免疫组库转基因

小鼠（Kymouse平台小鼠）开发针对耐药性细菌的

图1　抗体文库展示技术示意图（以噬菌体为例）[17]

Fig. 1　Antibody library display technology diagram (phage as an example)[17]

图2　转基因小鼠技术筛选人源化抗体示意图[24]

Fig. 2　Schematic diagram of transgenic mouse technology 
screening for humanized antibodies[24]
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保护性单克隆抗体，特别是针对碳青霉烯类耐药

的鲍曼不动杆菌，可以预防碳青霉烯耐药鲍曼不

动杆菌引起的感染，这对于未来的抗生素替代策略

具有重要意义［30］。此外，还可以利用人源化转基因

小鼠模拟人类免疫反应系统，通过构建人源化

（truly human X， TruHuX 或 THX）小鼠，THX 小鼠

发育了人类淋巴和髓系免疫系统，产生成熟的抗

菌和抗病毒中和抗体反应，为研究人类免疫系统

和开发人类疫苗和疗法提供了平台［31］。随着基因编

辑技术的发展，构建人源化抗体转基因小鼠平台的

精确度和效率得到了显著的提升，从而能够更快

地构建出特定的小鼠模型，加速药物研发的进程。

2.3　单个B细胞抗体技术

单个 B 细胞抗体技术即单细胞测序技术，该

技术利用每个B细胞只能产生一种特异性抗体的

原理，首先筛选出分泌特异性功能抗体的B细胞，

对其表达的抗体轻链和重链的基因序列进行克隆

和表达，从而获得特异性的单克隆抗体（图 3）［32］。

相较于传统的抗体制备技术，该技术操作更快速、

更高效、产量更高，且可以筛选出具有天然构象的

抗体，可用于抗感染性疾病治疗、抗肿瘤治疗、抗

自身免疫性疾病治疗、病原微生物相关抗原的抗

体开发及病毒跨种传播机制等研究。例如，在新

型病毒感染大流行时期，有研究团队使用单个 B
细胞抗体技术，成功开发了多种针对新型冠状病

毒——严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型

（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2， 
SARS-CoV2）的 SARS-CoV-2-受体结合域（SARS-

CoV-2-receptor binding domain，SARS-CoV-2-RBD）
表位的中和单克隆抗体；同时在活病毒试验中，这

些抗体能有效地阻断病毒进入宿主细胞，这对于

COVID-19的治疗和预防具有重要意义［33-34］。

单个B细胞抗体技术的筛选主要包括流式细

胞荧光分选技术和微流控技术两种平台。其中，

流式细胞荧光分选技术利用细胞分选平台分离单

个B细胞，对其进行培养、测序、克隆及筛选鉴定单

克隆抗体。该技术只需要少量的细胞就能够快速

筛选出特异性单抗，且产生的单抗保留重链与轻

链可变区的天然配对［35］。然而，这种方法获取的B
细胞无法进行功能验证，并且从B细胞获取抗体基

因再克隆至表达载体的过程耗时较长，从而限制

了筛选的通量。此外，流式细胞术分析中存在较

高的假阳性率，更为重要的是它要求抗原为可溶

性重组蛋白，因此对于表达纯化困难较大的靶点

而言，该技术难以直接适用。微流控技术是一个

集多种先进技术于一体的创新领域，其中主要包

括微流控液滴技术（microdroplet-based）、微流控纳

米孔技术（microfluidic nanowell-based）以及光驱动

微流控腔室技术（microfluidic chamber-based）。这

些微流控技术可以处理成千上万个B细胞，提高了

筛选的通量，同时借助微流控芯片，实现了细胞的

快速分选和功能验证，大大缩短了筛选时间。此

外，微流控系统能够精确控制细胞和试剂的流动，

确保了实验的重复性和准确性，且由于微流控技

术是在微小通道中进行的，能够有效减少试剂和

样本的消耗［33-34］。然而，微流控技术也存在一些不

图3　基于单个B细胞抗体技术筛选单克隆抗体的示意图[32]

Fig. 3　Schematic diagram of monoclonal antibody screening based on single B cell technique[32]
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足，例如微流控系统的构建和操作相对复杂，需要

专业技术人员和设备支持，耗材和设备的成本较

高，更适合小规模筛选等。最重要的是，高通量筛

选对系统的集成度提出了更高要求，这无形中增

加了系统故障的风险和系统的复杂性［36］。

2.4　人工智能辅助药物开发技术

随着计算机技术的快速发展与大数据兴起，

人工智能（artificial intelligence， AI）在药物研发领

域迎来了新的发展机遇，在全球人工智能医疗市

场中药物研发占据的份额最大［37］。目前， AI在药

物研发领域主要聚焦于发现药物新靶点、优化药

物结构、筛选药物活性、药物再利用和临床前及临

床试验等多个阶段。AI 通过改变药物的设计和

开发过程，显著提高了精度、缩短了研发周期和降

低了研发成本，而且其高性能的算法和AI启用的

计算机辅助药物设计（computer-aided drug de⁃
sign， CADD）明显加快了药物筛选的步伐［37］。

AI设计的药物正在进入临床试验阶段，并显示

出了早期积极的研发成果。例如，Exscientia公司

宣布了其 AI开发的选择性 A2A受体拮抗剂 EXS-

21546Ⅰ期试验的初步结果，该药物已经进入实体

瘤患者的Ⅰb/Ⅱ期试验阶段［38］。此外，Jayatunga
等［39］发现AI设计的分子药物在临床试验阶段的成

功率高于历史行业平均水平，特别是在Ⅰ期临床试

验中，AI发现的分子成功率为 80%~90%，这表明

AI在设计和识别药物分子方面有很强大的作用［39］。

目前，基于AI手段的药物再利用策略是加速药物

发现的一种高效的途径，例如，在寻求COVID-19治
疗药物的过程中应用了AI的三类主要方法，包括

基于网络的模型、基于结构的方法和机器/深度学

习方法来快速筛选候选治疗药物［40］（图4）。同时，

AI在疫苗开发过程中也有重要的作用，包括加速抗

原选择、表位预测及佐剂识别等，人工智能驱动的

抗原选择与疫苗设计创新，彻底改变了免疫原开发

的过程［41］。AI和大数据的结合有望显著加快新药

的开发，但同时也面临着诸多挑战，比如高质量数

据库资源的缺乏、AI算法需要进一步完善、缺乏大

量的临床试验数据及解决科研成果保密问题等。

综上所述，抗体药物筛选技术随着科技的发

展出现了突飞猛进的飞跃，不同的抗体技术具有

不同的原理和特点，从而适应不同的抗体药物筛

选策略。选择合适的筛选技术更有利于进行快速

的药物筛选及临床试验，且能够缩短研发周期和

降低研发成本，更好地应用于人类疾病的预防和

治疗。表 1归纳比较了目前主流的抗体研发技术

的优点与不足。

图4　基于人工智能筛选治疗COVID-19候选药物的示意图[40]

Fig. 4　Schematic diagram of AI-based screening of drug candidates for COVID-19[40]
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3　展望

目前，抗体药物在全球生物药研发领域中占

据着举足轻重的地位，且随着抗体筛选技术的不

断革新，抗体药物在生物药市场的占有率已实现

了显著的提高。资料显示，1997年全球抗体疗法

市场的规模仅仅为0.3亿美元，而到了2021年已迅

速增至 1 860亿美元。据预测，到 2028年，全球抗

体药物市场规模将达到 4 450亿美元［2］，展现出了

极其广阔的发展前景与潜力。

全人源化抗体技术是目前主要应用的抗体药

物开发技术，主要包括抗体库展示技术、转基因小

鼠技术、单个 B 细胞抗体技术以及人工智能辅助

药物设计等。目前，尚缺乏一种既通用又高效的

抗体库展示系统，能够完美地将两种或多种展示

系统融合为一体。在抗体研发领域，转基因小鼠

技术的研发难度大、风险高，且产生的抗体和人体

天然抗体存在不完全一致的问题。另一方面，单

个 B 细胞抗体技术同样面临操作复杂、对特定设

备和专业知识需求高的挑战，且需要不断革新设

备与技术，以减轻筛选与功能验证的工作负担。

人工智能技术促进了计算机辅助药物设计的发

展，但是很多数据受知识产权的保护，很难把相关

数据全部整合在一起，而且AI模型在数据训练上

的有效性依赖于大量临床数据和元数据完善的数

据库［37］。此外，聊天生成性预训练转换模型（chat 
generative pretrained transformer， ChatGPT）的出现

和应用，使人类对AI在新药研发中的作用有了更

高的期待。综合来看，抗体药物已经展现出蓬勃

发展的趋势，随着生物技术的不断革新，人类将会

发现越来越多的新靶点，为生物药物的开发与临

床应用开拓更广阔的前景。
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