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抗体的研究方法与应用

⚫ 抗体的基础知识
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⚫ 抗体的研究方法
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第一节：抗体的基础知识



抗体的基本结构
抗原结合位点

链间双硫键

Fab
区域

可变
区域

恒定
区域Fc

区域

重链

轻
链

抗体的常见结构示意图

Ribbon结构图 Sphere结构图

抗体的电子显微镜图影

可变区域

可变区域

恒定区域

恒定区域

轻链

重链

抗体为Y-型结构的糖基化蛋白质
，有2条轻链和2条重链组成。抗体有
2个对称的抗原结合区（Fab），通
过CDRs和抗原结合。Fc区域是引发
细胞效应的重要部位，对抗体的功能
非常重要。

每个成人有40-100g抗体



抗体与抗原

多克隆抗体

抗原表位

抗原

抗体
单克隆抗体

抗体

抗原

多克隆抗体（结合多个抗原表位） 单克隆抗体（结合单个抗原表位）

抗体

抗原

抗原表位

互补位

抗体

抗原抗体结合抗原表面的一部分，
这个被抗体识别的部位称为表位。
一个抗原可以有很多个表位。和表
位对于的是抗体的互补位。

每个抗体只可以识别一种表位
，这种纯的抗体称为单克隆抗体。
很多种抗体的混合物，可以识别多
个表位，称为多克隆抗体。



抗体依靠可变区与抗原结合

Light Chain
(轻链)

Heavy Chain
(重链)

抗原

»

CRD是 构 成 互 补 位 的
关键；支架上的其它个别
氨基酸也参与抗原结合。
CRD和这些氨基酸共同构
成互补位。

抗体CRD的序列多变，
而其它区域的序列趋保守。



抗体的结合能力和抗原种类

⚫ 抗体的结合能力：亲和力和结合特异性

Trinitrotoluene (TNT)

多肽或蛋白 多糖 PEG等高分子 药物 小分子

⚫ 抗体对各种抗原分子都具有很好的结合能力

抗体Fab 抗原表位

特异性亲和力，KD

大部分药用抗体



抗体与机体免疫

首次
接种

再次
接种

血
清

抗
体

浓
度

首次免疫反应 第二次免疫反应

免疫系统接触抗原后会
在10天左右产生免疫反应，
机体首先产生IgM，然后生
产 IgG。 IgM反应快速但是
抗原亲和力较差。首次免疫
产生的抗体质量和滴度一般
都不高，所以需要第二次免
疫接种。第二次机体优化出
高质量IgG，并产生免疫记
忆，可维持数月，甚至记忆
终生。

常规抗体检测
试剂盒和测试
笔。

• 2滴血液或血清

• 20-30分钟孵育

检测机制：
lateral flow immunochromatography



第二节：抗体在科学研究中的应用



抗体已经大规模商业化

小鼠 兔 羊 荷兰猪 大鼠 鸡

⚫ 抗体种属

⚫ 多克隆与单克隆抗体

多克隆抗体是混合物，一般为免疫动物的血清提取物。

⚫ 价格便宜 ⚫ 灵敏度高 ⚫ 非特异性强
单克隆抗体是通过杂交瘤技术制备的纯化抗体。

⚫ 价格较贵 ⚫ 特异性强
⚫ 批次间重复性差

⚫ 重复性好

⚫ 抗体个性化定制

各种抗体公司均接受个性化定制抗体，价格数千到数万元，周期几个月到1年多。

√ √ √

>18000种 >10000种>30000种

赛默飞世尔科技 义翘神州科技Abcam公司

>20000种

⚫ 抗体试剂



商业化单克隆抗体的制备
杂交瘤技术

⚫ 骨髓瘤细胞让抗体分泌B细胞
可以无限增殖。

⚫ 每个B细胞只表达分泌一种抗
体。

⚫ B细胞存在于血液、淋巴、脾
脏中，脾脏最多。

⚫ 不同动物物种的抗体有种属区
别，表现在非CDR区域的氨基
酸序列不同。

抗原
多克隆抗体血清

脾脏
抗体分泌
B细胞

骨髓瘤细胞

PEG融合

融合细胞

杂交瘤细胞 (分选)
抗体表达

（一般为多肽片段）
纯化

多克隆抗体

单克隆抗体

纯化

单克隆代号



抗体应用：Western Blotting

一抗

HRP偶联的二抗

目标蛋白

HRP酶显影底物

检测光学信号

PVDF或者硝化纤维素膜

蛋白质通过疏水氨基酸非
共价吸附在PVDF或者硝化纤
维素膜上面，一抗识别目标蛋
白的表位，二抗识别一抗的种
属表位，二抗偶联的HRP催化
底物放光，CCD相机显影感光
胶片，实现检测。

一抗：

比如鼠抗HER2抗体

二抗：

比如兔抗鼠抗体

PVDF膜
有机疏水膜，
甲醇预处理，
吸附性强

0.20微米孔径 (<20K Da)
0.45微米孔径

Nitrocellulose 
(硝化纤维素)膜

水溶性膜，无
需预处理，吸
附性略差

0.20微米孔径 (<20K Da)
0.45微米孔径

对细胞裂解液或者组织裂解液中某一种蛋白质进行定量检测。

Western blot胶片



抗体应用：Western Blotting操作步骤

转膜
利用电压，将蛋白质从胶中
转入有机膜上面

免疫孵育

抗原蛋白

一抗

二抗

HRP酶

化学发光底物反应

化学发光成像仪

成像

Western blotting
条带

转 膜 方 法

湿法转膜

半干法转膜

总流程：1.5~2天



抗体应用：Western Blotting应用举例
举例：Western blotting 检测不同细胞系中tubulin的表达量

细胞
名称

分子量

内参对照

调节曝光时间
增强条带信号
强度

5秒钟

15秒钟

30秒钟

非特异性杂条带

目标条带

根据条带所
处的分子量
大小、位置
分析鉴定。

常见问题



抗体应用：Western Blotting显影新技术

Bio-Rad ChemiDoc

Li-Cor近红外荧光扫描仪
近红外荧光，低背景干扰，

非常高的灵敏度。

高 灵 敏 冷 冻
CCD 相 机 直 接 对
化学发光条带成像
，不需要洗胶片。

CCD相机

荧光信号可直接转换为黑白信号



抗体应用：Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Direct ELISA           Indirect ELISA           Sandwich ELISA      Competitive ELISA      

最标准
的ELISA应用方式

⚫ 应用最广泛
⚫ 检测限低
⚫ 重复性好
⚫ 抗干扰强

ELISA也是蛋白质的检查手段，比western blotting法要快、要准确。在化验实验
室应用较多。

(直接ELISA) (间接ELISA) (三明治ELISA) (竞争性ELISA)



抗体应用：Sandwich ELISA

c
Sandwich ELISA 检测方式

Sandwich
结构

标准Sandwich            Sandwich+indirect       Sandwich+Streptavidin

加
Stop buffer
前

加
Stop buffer

后

捕获抗体

侦测抗体

链亲和素

显色反应

无色
蓝色



抗体应用：Sandwich ELISA

R&D公司的ELISA试剂盒为例

Human VEGF DuoSet ELISA

• Capture Antibody

• Detection Antibody

• Recombinant Standard

• Streptavidin-HRP

辅助材料

• 可拆卸96孔板
• TMB酶底物
• Stop solution (2M H2SO4)
• 缓冲液

VEGF标准曲线

可拆卸抗体吸附板



抗体应用：Sandwich ELISA操作步骤

固定捕获抗体 加入样品 加入侦测抗体 加入HRP二抗 加入底物显色

光吸收读数

12通道
排枪 8通道

排枪

ELISA储液槽
排枪加样 ELISA自动洗板机

总流程：
5~6小时



抗原的浓度信号

抗体应用：Bead based Immunoassay (ELISA类似）

可以高通量检测几十种抗原（常用于cytokine的检测）

检测步骤： 结果显示方式：

小
珠
大
小
或
者
荧
光
强
度

加
入
抗
原

加
入
二
抗

流式分析



抗体应用：免疫共沉淀 Immunoprecipiation

Flag tag和免疫共沉淀

磁珠

细胞裂解液

上清液

免疫沉淀

免疫共沉淀特别
适用于当抗体特异性
差，检测不灵敏时；
或者目标蛋白含量非
常低，需要富集后检
测时。



第三节：抗体作为药物的应用方式



抗体药物

• 复杂的三维结构

• 4条肽链

• 糖基化

• 复杂且数量多的双硫键

• 轻重链配对的对称结构

抗体结构非常复杂，生产制备比较困难，

对工艺和制剂配方要求高。作为药物的成本非

常高，常常每个疗程需要花费数万美元。

N297的糖基化

铰链区

Fab区

效应区

双硫键

可变区抗原

抗原

抗体的双硫键分布图



抗体的药动学优势

Fc与抗体的血中长循环，
以及抗体的组织穿透性有很大
关系。

• 抗体和白蛋白都可以和FcRn结合，
实现再回收。

• 人抗体（IgG）血中半衰期21天

• 小鼠抗体（IgG1）血中半衰期6-8

天

• 白蛋白血中循环半衰期为20天

• 鼠源抗体在人体半衰期1天

• 普通大分子量蛋白半衰期几个小时

J Control Release. 2015 Aug 10;211:144-62

FcRn的抗体回收机制

抗体的长效循环优势可以

大大降低给药频率。一般每星

期甚至每月注射一次。 由于抗体与的结合是敏感型的形式，抗体通过胞饮作用进入细胞，
在酸性的内涵体中，抗体与结合，介导抗体回到细胞外，在胞外中性条
件下，与解离。这样避免了其他血液中蛋白通过胞饮作用进入细胞内被
溶酶体降解的命运，从而达到长效目的，半衰期长达几周。

Nature Reviews Immunology, 2007, 7, 715–725



抗体药物的治疗原理

Antib Ther. 2018 Jun; 1(1): 1–5.

抗原中和
毒素递送

T细胞/NK细胞效应

补体效应

ADCC效应

Fc效应

CAR-T疗法

补体攻击

免疫毒素

靶细胞 (肿瘤）

中和抗原活性杀死靶细胞

激
活
效
应
细
胞
杀
死
靶
细
胞

靶
向
递
送
毒
素
杀
死
靶
细
胞



ADCC效应和补体(CDC)效应

靶细胞溶解

ADCC: Antibody-dependent cellular cytotoxicity

效应细胞的Fc受体与IgG的Fc区域结合，

效应细胞就会释放细胞因子（如IFN-γ）和细

胞毒性颗粒，包括穿孔素和颗粒酶，进入靶细

胞触发细胞凋亡。

CDC: Complement-dependent cytotoxicity

C1q结合抗体Fc区域激活补体途径，这个生

化途径使细胞膜形成一10nm左右的“孔”，导

致目标细胞因为渗透压无法维持而肿胀破裂。

靶 细 胞



抗体药物：抗体人源化

HAMA反应：人抗鼠抗体反应 Human anti-mouse antibody (HAMA)

第一个鼠源抗体muromonab在1980s上市使用，医生发现有50%的
病人后期对抗体治疗没有反应。

异源性抗体的副作用：

⚫ 抗体的快速清除

⚫ 更弱的肿瘤穿透性

⚫ 超敏反应，比如HAMA反应

Genetch公司于1997年开发的人鼠嵌合抗体Rituximab
才部分解决了这个问题。全人源抗体是未来发展方向。

鼠源 嵌合

鼠源性：

鼠源抗体 人源抗体嵌合抗体 人源化抗体



抗体药物：抗体人源化方法

CDR移植技术

CDR移植抗体是第二代人源化抗体， CDR移植抗体是研究者们在嵌合抗体的基础
上进一步用人源框架区（FR区）替代鼠源框架区，仅保留了3个鼠源性CDR，其他全
部为人源结构，人源性可达90%以上。

CDR移植

人源序列

鼠源序列
CDR

Chimeric

由于FR上面的个别氨基酸有可能也参与抗原结合，CDR移植后的人源化抗体有可能抗原结
合能力会变弱。

抗体人源化序列：



抗体药物：人源化的重要性
0%同源 67%同源 90%同源 100%同源

抗体人源化对活性的影响。

⚫ 人源化后抗体易和人的FcRn受
体结合，提高回收，降低清除
率，延长血中半衰期，降低给
药次数；

⚫ 降低产生免疫反应的几率，更
容易重复给药；

⚫ 抗体的Fc效应增强，包括补体
效应和细胞毒效应，生理活性
更强

鼠源抗体的Fc和人的Fc受体结合差，鼠源抗体在人体内半衰期仅为12小时左右，而鼠源抗
体在小鼠体内半衰期可达3天以上。

人的抗体，即人源抗体，和小鼠的Fc受体有一定结合能力，在小鼠内半衰期可达2天以上，
但是仍小于在人体内的半衰期，人源抗体在人体内血中半衰期可达一个星期以上。



抗体药物：抗体-药物偶联技术

抗体
连接子 化学毒素

靶向性 毒理活性

由重组单克隆抗体（mAb）通过合成接头共价结合细胞毒
性化学物质（称为弹头）组成，不仅具有高度细胞毒性的小分子
药物的抗肿瘤效力，也结合了mAb的高选择性，稳定性和有利的
药代动力学特征。

抗体-药物偶联物（ADC）有三个重要部件组成：单克隆抗
体、连接子和化学毒素弹头。

⚫ 抗体主要提供高度靶向性，并利用其Fc域提供一个长循环
的药代动力学优势。
⚫ 连接子链接药物，决定链接的选择性，化学药物释放方式
⚫ 化学毒素是对抗体的杀细胞效果的增强，往往选择强毒性
化合物，起主要的杀癌细胞效果。

附表.FDA已批准的抗体药物偶练物，更多的在临床试验



抗体药物：抗体-药物偶联技术

SGN-35 ，Brentuximab Vedotin (trade name Adcetris, Seattle Genetics)

参考文献： Chem. Sci., 2016, 7, 2954-2963

150 kDa分子量

16个双硫键

多位点偶联

分子热稳定性

连接子特异性

PAB重排

Cathepsin B
酶解 (溶酶体)

抗体-药物的释药机制：

约在30-90分钟内完成药物释放

ADC主要通过化学毒素的毒性来杀死肿瘤细胞，所以药物释放非常关键。



抗体药物：抗体-药物偶联物治疗机制

扩散到
其它细胞

抑制
微管

结合受体

内吞

内体

溶酶体内体晚期

受体循环回收

游离药物

抗体-药物偶联物在靶细胞内溶酶体帮助下释放药物，杀死靶细胞

细胞膜

杀死
细胞



抗体药物：双特异性抗体

（１）同时结合两个不同的抗原表位

（２）同时靶向肿瘤细胞与效应细胞

传统抗体
双特异性抗体

抗原A 抗原B 双特异性抗体是指能同时特异性结合两种抗
原或两个表位的抗体分子。

两种基本作用模式：

双特异性抗体的应用场景：

Nature Reviews Drug Discovery，18, 585–608 (2019)

桥连细胞 阻断受体 桥连激活受体



抗体药物：双特异性抗体举例

• Catumaxomab 是 bispecific T-cell

engaging (BiTE) antibody，一端结合肿

瘤抗原EpCAm，，另一端也结合T细胞的

CD3， Fc结合CD16A（效应细胞表面Fc

受体），增强ADCC效应。

凝 血 因 子 Ⅷa 同 时 结 合
FIXa和FX激活，激活凝
血途径

双 特 异 性 抗 体
Emicizumab 模 拟 FVIIIa
的功能，实现激活凝血
途径的功能。

• Emicizumab模拟凝血因子Ⅷa

，桥连FIXa和FX受体，用于A型

血友病的出血预防治疗，年销售

额10亿美元。

Emicizumab的受体桥连效应

刺激

抗体



抗体药物：双特异性抗体构建方法
• 常规方法（Quadromas），即杂交-杂交瘤技术（Hybrid-hybridoma Technology）

四杂交瘤（Quadroma）技术诞生于1983年，融合2种杂交瘤细胞可制备双特异性抗体。

• 四杂交瘤细胞分泌的抗体组合模式

四杂交瘤细胞可以分泌生成4个

抗体组件(2种轻链和两种重链)，总

有16种可能的组装模式。其中有6种

是重复的，包括期望的双特异性抗

体，所以总共有10种可能。目标抗

体的总产率是12.5%（6.25%×2）。

所有组装模式中仅有目标抗体有双

特异性。
12.5%



抗体药物：双特异性抗体的构建技术

• Knob in Hole 技术

• CrossMab技术

Biopharmaceutical Processing, Chapter 41 - Process Design for Bispecific Antibodies

CrossMab

Fab域交换

V域交换
CH1域交换

• Two-in-One技术

可变
区同
时对
两个
抗原
都有
结合
能力

新构建技术降低错配概率。



抗体药物：骆驼抗体

容忍极端温度和pH值

识别难识别抗原

组织穿透能力

生物利用度

从hcAb到单域抗体（nanobody）

特色：两个CDR加一个长的CDR3

sdAb

Medical Microbiology and Immunology 198(3):157-74

传统抗体 重链抗体

IgG类抗体
骆驼的HcAb抗体 鲨鱼的

IgNAR抗体

长铰链亚型
短铰链亚型

IgG                            HcAb   

驼抗有
加长的
CDR3
，增强
抗原结
合能力



第四节：抗体的研究方法



抗体的发现与筛选方法
噬菌体展示技术

转基因动物技术

B细胞的单细胞分析技术

B细胞增殖技术

转基因动物的制备技术具
有较高的技术壁垒。

抗体库技术的门槛相对较低
，筛选的抗体质量很难保证

发展初级阶段

发展初级阶段

Antibody Therapeutics, 2018, Vol. 1, No. 1 1–5



噬菌体通过5个触角接触细菌

噬菌体展示技术
Phase Display （噬菌体展示技术）

噬菌体的生命周期

噬菌体

⚫ 噬菌体是细菌的病毒，对人没有
健康影响

⚫ 噬菌体繁殖周期很短，平均30分
钟

⚫ 噬菌体个体很小 (100nm)，可
有大的库容量

⚫ 噬菌体的触角可基因重组，加入
一定大小的外源蛋白



2-3轮
循环展示

抗原固定在容器
表面作为诱饵

高亲和力噬菌体结合
抗原并吸附在容器表面

感染细菌
放大噬菌体库

再生库

Helper phage

克隆挑选

克隆验证

重组

(1010-1012个体)
原生噬菌体库

2018年诺贝尔化学奖

噬菌体展示流程

展示scFv

展示Fab

⚫ 噬菌体展示
和库的富集



抗体研究：Kd test

⚫ BiaCore SPR检测

解离常数（dissociation constant, KD），即抗体亲和力，它体现了抗体分子和
抗原表位结合的能力。

A: antigen (抗原）
B: antibody (抗体)

样品孔道

金表面

SPR
响
应
曲
线

结合

解离平衡

再生



抗体研究：Kd test

⚫ BiaCore SPR检测

同时监测 Kinetics and affinity 仅监测 affinity 连续梯度曲线

相同的KD值，但不同
的Kinetics。也就是说不
同的Kon和Koff 。 Kon和Koff

是抗体非常重要的两个参
数，决定抗体的性能。

Kinetics 即 Kon和 Koff



Biacore CM5 chip

$600/5 chips

4 channel/chip

Biacore T100 SPR仪

抗体研究：Kd test

Chip上的4孔道

高分子表面偶联活化基团

阀门开

阀门关

最常见的CM5芯片

各种表面修饰的Biacore芯片



抗体研究：Kd test

⚫ ITC检测 等温滴定量热法

优点：

⚫ 不需要偶联反应

⚫ 小分子配体也有信号

缺点：

⚫ 灵敏度低，需要大量样品

⚫ 花费大量时间优化参数条件Malvern MicroCal VP-ITC

通过测量抗体和抗原结合时释放的热量
来检测Kd值。



抗体研究：Kd test

⚫ BLI检测 Biolayer interferometry (BLI)

抗原结合后引起厚度的
变化，从而测量波长的
变化。

和SPR方法类似，只是
检测原理不一样。

Forte Bio公司的Octet system



抗体研究：热稳定性测定

Differential scanning calorimetry (DSC) 测定抗体的热稳定性

热分析仪

用于预测抗体的稳定性，特别是长期稳定性。

化学修饰后的抗体热稳定性降低



抗体研究：抗体毛细管电泳

毛细管电泳代替SDS-PAGE


