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英文缩略词表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

CoV coronavirus 冠状病毒 

SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2 

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒
2 

SARS-CoV severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 

MERS-CoV middle east respiratory syndrome 

coronavirus 

中东呼吸系统综合征冠状病毒 

COVID-19 coronavirus disease 2019 新型冠状病毒肺炎 

kb kilobase 千碱基对 

kDa kilodalton 千道尔顿 

ORF open reading frame 开放阅读框 

NSP non-structural protein 非结构蛋白 

S spike protein 刺突蛋白 

M membrane protein 膜蛋白 

E envelope protein 包膜蛋白 

N nucleocapsid protein 核衣壳蛋白 

RBD receptor binding domain 受体结合域 

NTD N-terminal domain N端结构域 

ACE2 angiotensin-converting enzyme 2 血管紧张素转化酶2 

TMPRSS2 transmembrane protease serine 2 跨膜丝氨酸蛋白酶2 

FP fusion peptide 融合肽 

HR heptad repeat region 七肽重复序列 

TM transmembrane 跨膜 

IC intracellular 胞质 

IL interleukin 白介素 

TNF-α tumor necrosis factor α 肿瘤坏死因子 

PRR pattern recognition receptor 模式识别受体 

WHO World Health Organization 世界卫生组织 

rRNA ribosomal RNA 核糖体RNA 

IFN interferons 干扰素 

RdRp RNA-dependent RNA polymerase RNA依赖的RNA聚合酶 

VOC variant of concern 值得关注的变异株 

VOI variant of interest 关注变异株 

VUM variant under monitoring 需进一步监测的变异株 

PBMC peripheralblood mononuclear cell 外周血单个核细胞 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

NBS newborn bovine serum 新生牛血清 

mAb monoclonal antibody 单克隆抗体 

nAb neutralizing antibody 中和抗体 

cDNA complementary DNA 互补DNA 

PCR polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

IgG immunoglobulin G 免疫球蛋白G 

CDR complementarity determining region 互补决定区 

FR framework region 骨架区 

CH constant region of heavy chain 重链恒定区 

CL constant region of light chain 轻链恒定区 

VH variable region of heavy chain 重链可变区 

VL variable region of light chain 轻链可变区 

BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 
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PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

WB Western Blot 蛋白质印迹实验 

DB Dot Blot 蛋白质斑点杂交实验 

ELISA enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 

CE capillary electrophoresis 毛细管电泳 

iCIEF imaging capillary isoelectric focusing 

electrophoresis 

成像毛细管等电聚焦电泳 

pI isoelectric point 等电点 

PBS phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 

HRP horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

DMSO dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

EC50 50% effective concentration 半数有效浓度 

IC50 50% inhibitory concentration 半数抑制浓度 

MNT micro-neutralization test 微量细胞中和法 

PRNT plaque reduction neutralization test 蚀斑减少中和试验 

RLU Relative light unit 相对光单位 
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鼠源抗 SARS-CoV-2 单克隆抗体的人源化改造及鉴定 

摘要 

2019 年 12 月，由严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2（severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）引发的人类新型冠状病毒肺炎（coronavirus disease 

2019，COVID-19）疫情暴发，并迅速波及全球，严重危害了人类身体健康和全球经济

发展。随着疫情的不断反复，抗疫形势严峻。本课题旨在对前期通过杂交瘤技术筛选获

得的抗SARS-CoV-2鼠源单抗 20D8进行人源化改造，并对改造后的抗体进行功能鉴定，

以期为 SARS-CoV-2 治疗性抗体药物的研发奠定一定基础。 

本课题首先提取杂交瘤细胞 20D8 总 RNA，反转录成 cDNA 后，设计特异性引物，

钓取鼠源单抗重/轻链可变区序列；然后将鼠源单抗重/轻链可变区序列和人单抗 IgG1/κ

的恒定区序列进行拼接，分别加上相应的信号肽和酶切位点等，合成至 KS001 表达载体，

构建重组质粒后，瞬转 Expi293F 细胞表达嵌合单抗 ch20D8；再对 ch20D8 抗体进行体

外功能鉴定，并进一步在 K18-hACE2 转基因小鼠体内进行药效学评价。结果显示，嵌

合改造后的 ch20D8 亲和力几乎未下降，ch20D8 对原型株受体结合域（receptor binding 

domain，RBD）结合活性半数有效浓度（50% effective concentration，EC50）为 2.848 ng/mL，

阻断原型株 RBD 与血管紧张素转化酶 2（angiotensin-converting enzyme 2，ACE2）结合

的半数抑制浓度（50% inhibitory concentration，IC50）为 156.8 ng/mL，对原型株假病毒

中和活性 IC50 为 1.504 ng/mL，对其他变异株也具有较强的结合活性、阻断活性和中和

活性；小鼠体内药效学评价结果表明，ch20D8 对感染 B.1.617.2 变异株活病毒的

K18-hACE2 小鼠具有较好的保护效果。以上结果证明了钓取的鼠源单抗可变区序列的

正确性，且鼠源抗体嵌合改造成功。 

为进一步降低抗体鼠源成分，采用互补决定区（complementarity determining region，

CDR）移植技术及回复突变技术对鼠源单抗 20D8 进行人源化改造，并对改造后的抗体

进行功能鉴定。首先，构建人源化组合突变 Fab 文库，并对文库进行筛选，得到具有高

亲和力且回复突变位点少的 Fab 克隆；然后，将筛选到的 Fab 克隆插入到已含抗体恒定

区（IgG1/κ）序列的 pcDNA3.4 载体中，构建完整的重/轻链重组质粒后，瞬转 Expi293F
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细胞表达人源化单抗 h20D8；再对 h20D8 进行一系列的鉴定，包括理化及生物学活性的

鉴定。理化鉴定结果显示，h20D8 重/轻链大小与理论分子量基本一致，纯度较高，等电

点（isoelectric point，pI）为 7.928~8.716。生物学活性鉴定结果显示，h20D8 对原型株

RBD结合活性EC50为 3.641 ng/mL，阻断原型株RBD和ACE2结合的 IC50为 227.6 ng/mL，

对原型株假病毒和活病毒中和活性 IC50 分别为 2.874 ng/mL 和 14.46 ng/mL，对其他变异

株也具有较强的结合活性、阻断活性和中和活性。与 ch20D8 相比，h20D8 结合活性、

阻断活性和中和活性几乎未下降，人源化改造成功。 

综上，本课题钓取了鼠源单抗 20D8 可变区序列，并成功对其进行了人源化改造，

改造后的 h20D8 单抗亲和力及生物学活性几乎未下降，对原型株、B.1.1.7、B.1.351、P.1

和 B.1.617.2 变异株均具有强中和活性，这为后续开发广谱、高效的 SARS-CoV-2 治疗

性抗体药物奠定了基础。 

关键词：SARS-CoV-2；单克隆抗体；嵌合改造；人源化改造；中和活性；变异株 
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Humanized modification and identification of murine monoclonal 

antibody against SARS-CoV-2 

Abstract 

In December 2019, the outbreak of COVID-19, caused by SARS-CoV-2, quickly spread 

to the world, seriously jeopardizing human health and global economic development. As the 

epidemic continues to recur, the situation is grim. The purpose of this project is to humanize 

the murine monoclonal antibody 20D8 against SARS-COV-2 obtained by hybridoma 

screening in the early stage, and functional identification of antibodies was performed, in 

order to lay a certain foundation for the development of SARS-CoV-2 therapeutic antibody 

drugs. 

In this project, total RNA 20D8 of hybridoma cells was firstly extracted and reversely 

transcribed into cDNA, and specific primers were designed to obtain the variable region 

sequences of heavy/light chain of murine monoclonal antibodies. Then, the variable region 

sequences of heavy/light chain of murine monoclonal antibody and the constant region 

sequences of humanized monoclonal antibody IgG1/κ were splicted, and corresponding signal 

peptides and restriction sites were added, respectively, to construct recombinant plasmid into 

KS001 expression vector. The recombinant plasmid was constructed, and the chimeric 

antibody ch20D8 was expressed in Expi293F cells. The functional identification of antibodies 

was performed in vitro, and the pharmacodynamics of ch20D8 was evaluated in K18-hACE2 

transgenic mice. The results showed that the affinity of ch20D8 hardly decreased after 

chimeric modification. The EC50 of ch20D8 against RBD (prototype strain) was 2.848 ng/mL, 

the IC50 of ch20D8 against RBD (prototype strain) and ACE2 was 156.8 ng/mL, and the IC50 

of ch20D8 against pseudovirus (prototype strain) was 1.504 ng/mL. It also had strong binding, 

blocking and neutralizing activities against other mutant strains. The results of 

pharmacodynamic evaluation in mice showed that ch20D8 had a good protective effect on 

K18-hACE2 mice infected with live virus (B.1.617.2 strain). The above results proved the 
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correctness of the variable region sequence of the obtained murine monoclonal antibody and 

the chimeric modification of murine monoclonal antibody was successful. 

In order to further reduce the components of murine monoclonal antibody, CDR 

transplantation technique and reverse-mutation technique were used to humanize murine 

monoclonal antibody 20D8, and functional identification of antibodies was performed. First, a 

humanized combined mutation Fab library was constructed and screened to obtain Fab clones 

with high affinity and few reverting mutation sites. Then, the Fab clones were inserted into 

pcDNA3.4 vector containing the antibody constant region (IgG1/κ) sequence to construct the 

complete heavy/light chain recombinant plasmid. The plasmid was transfected into Expi293F 

cells to express humanized monoclonal antibody h20D8. Then a series of identification of 

h20D8, including physicochemical and biological activity identification. Physicochemical 

identification results showed that the heavy/light chain size of h20D8 was basically consistent 

with the theoretical molecular weight, with high purity and isoelectric point of 7.928~8.716. 

Biological activity identification results showed that the EC50 of h20D8 against RBD 

(prototype strain) was 3.641 ng/mL, the IC50 of h20D8 against RBD (prototype strain) and 

ACE2 was 227.6 ng/mL, and the IC50 of neutralizing activity against pseudovirus and live 

virus (prototype strain) were 2.874 ng/mL and 14.46 ng/mL, respectively, and they also 

showed strong binding, blocking and neutralizing activity against other mutant strains. 

Compared with ch20D8, the binding activity, blocking activity and neutralizing activity of 

h20D8 almost did not decrease, and the humanized modification was successful. 

In conclusion, the variable region sequence of murine monoclonal antibody 20D8 was 

obtained in this project, and the humanized modification was successfully carried out. The 

affinity and biological activity of the modified h20D8 monoclonal antibody almost did not 

decrease, and it had strong neutralizing activity against the prototype strain, B.1.1.7, B.1.351, 

P.1 and B.1.617.2 mutants. This laid a foundation for the subsequent development of 

broad-spectrum and highly effective SARS-CoV-2 therapeutic antibody drugs. 

Key Word: SARS-CoV-2; Monoclonal antibody; Chimeric modification; Humanized 
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modification; Neutralizing activity; mutant 
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前言 

1 SARS-CoV-2 概述 

 冠状病毒 1.1

冠状病毒（coronavirus，CoV）是一种有包膜的 RNA 病毒，其基因组大小约为 26~32 

kb，含有已知 RNA 病毒中最大的基因组[1]，因其包膜上有向四周伸出的突起，状如花

冠而命名[2]，包括 4 个属（α，β，γ 和 δ）[3]，在自然界中广泛存在，能够感染鸟类、哺

乳动物及人类等多个物种。人类致病性冠状病毒主要有 7 种，主要引起呼吸系统感染[4]。

其中，严重急性呼吸系统综合征冠状病毒（severe acute respiratory syndrome coronavirus，

SARS-CoV）和中东呼吸系统综合征冠状病毒（middle east respiratory syndrome 

coronavirus，MERS-CoV）均为高致病性的冠状病毒，它们分别于 2002 年和 2012 年引

发人类重大呼吸系统疾病[5]。2019 年 12 月，严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2（severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）的出现，引发了全球范围内病毒

性肺炎的暴发[6]。在短短 20 年间，CoV 已经引发了 3 次严重的呼吸系统疾病爆发，截

至 2022 年 5 月 16 日，这 3 种 CoV 均已被列入 WHO 高威胁清单。 

 SARS-CoV-2 基因组 1.2

SARS-CoV-2 基因组大小约 29.8 kb
[7]

 （见图 1.1），为有包膜的单股正链 RNA 病毒，

而且是已知的基因组最大的 RNA 病毒[8]。基因组序列和其他 CoV 的基因组序列相似性

极高，与 SARS-CoV 和 MERS-CoV 的序列一致性分别约为 79%和 50%
[6, 9]。基因组结构

与其他 β 冠状病毒相似，包含两个侧翼非翻译区、一个编码多聚蛋白的长开放阅读框

（open reading frame，ORF）。长 ORF 至少包含 12 个小的 ORF，编码至少 27 种蛋白质。

位于 5’端的两个 ORF 较长（ORF1a 和 ORF1b，约占整个 ORF 的三分之二），主要编

码与病毒复制相关的一些非结构蛋白（non-structural protein，NSP）。其编码产生的 2 条

多聚蛋白（pp1a 和 pp1b），会被病毒编码的木瓜样蛋白酶、主蛋白酶和 3C 样蛋白酶水

解产生 16 个 NSP（NSP.1~NSP.16）[10, 11]。位于 3’端的 ORF，约占整个 ORF 的三分之
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一，主要编码 4 种病毒结构蛋白：刺突蛋白（spike protein，S 蛋白）、膜蛋白（membrane 

protein，M 蛋白）、包膜蛋白（envelope protein，E 蛋白）和核衣壳蛋白（nucleocapsid protein，

N 蛋白）（见图 1.1）[12]。 

 

图 1.1 SARS-CoV-2 基本结构和基因组结构 

Fig1.1 Basic structure and genome structure of SARS-CoV-2 

注：图 A 为 SARS-CoV-2 基本结构；图 B 为 SARS-CoV-2 基因组结构。 

SARS-CoV-2 编码产生的病毒相关蛋白质中，S 蛋白是介导病毒进入细胞的关键蛋

白[13]。S 蛋白是一类有大量糖基化修饰的同源三聚体蛋白，是病毒表面重要的标志蛋白，

每个 S 蛋白包括 S1 和 S2 两个功能不同的亚基。S1 包含一个信号肽、N 端结构域

（N-terminal domain，NTD）和受体结合域（receptor-binding domain，RBD），RBD 可

以特异性和人血管紧张素转化酶 2（ngiotensin-converting enzyme 2，ACE2）受体结合。

S2 包含一个融合肽（fusion peptide，FP）、2 个七肽重复序列（heptad repeat region，HR）

HR1 和 HR2，一个跨膜（transmembrane，TM）结构域以及一个胞质（intracellular，IC）

结构域，介导膜融合[10]。同时 S1 和 S2 中间存在一个多碱基剪切位点，细胞的组织蛋白

酶 L 和跨膜丝氨酸蛋白酶 2（transmembrane protease serine 2，TMPRSS2）通过酶切作

用可以对该位点进行剪切，然后病毒便能够入侵宿主细胞。 

 SARS-CoV-2 的感染症状和免疫反应 1.3
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SARS-CoV-2 对全世界的人口、卫生和政府呈现出前所未有的挑战，成为全球公共

卫生热点，严重地影响了全球人类健康、社会生活方式以及经济发展。病毒在人体内的

潜伏期是 2~14 天，时间长短主要与患者的年龄和免疫系统强弱有关。患者临床常见症

状为发烧、干咳、咯痰、呼吸困难、咽喉疼痛和头痛等[14]，有些患者还会出现腹泻和呕

吐等胃肠道症状[15]；其中，发烧和干咳是最常见的首发症状[16]。人体感染病毒后会引发

COVID-19，大多数患者症状较轻，与普通流感没有什么差别，但也有少数重型或危重

型患者会出现急性呼吸窘迫综合征、肾脏和胰腺急性损伤、胃肠道腹泻和恶心、鼻腔发

炎失去嗅觉、心脏衰竭和眼睛结膜炎等症状，最终引发系统性多器官衰竭而死亡[17]。 

SARS-CoV-2 入侵宿主后会引起一系列的先天和适应性免疫反应，先天免疫反应是

抗病毒感染的第一道防线。病毒入侵细胞后，细胞首先通过模式识别受体（pattern 

recognition receptor，PRR）、Toll 样受体或视黄酸诱导基因 I 样受体识别病毒复制过程中

产生的单链 RNA 和双链 RNA。当 RNA 被这些受体识别后，PRR 被激活并通过下游信

号级联触发细胞因子的分泌。其中，I/III 型干扰素（interferons，IFN）被认为是抗病毒

防御最重要的，其他促炎性肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、白介素-1

（interleukin 1，IL-1）、IL-6 和 IL-18 也被释放，这些细胞因子共同在靶细胞中诱导抗病

毒免疫程序并增强[18]。由于 IFN 途径是病毒感染的主要屏障，CoV 已经进化出多种机

制来抑制 IFN 的诱导和信号转导。通常，CoV 可以通过主动隔离病毒核酸和破坏关键调

控因子，或以其他方式干扰 IFN 系统来逃避 IFN 途径[19]。事实上，重症和危重症

COVID-19 患者 IFN-I 信号显著受损，导致持续性的病毒血症，并进一步导致 TNF-α 和

IL-6 表达上调加剧炎症反应[20]。病毒感染人体后还会引发 B 细胞和 T 细胞的免疫反应。

感染后会在短时间内产生病毒特异性 IgM、IgA 和 IgG 中和抗体（neutralizing antibody，

nAb），由此引发体液免疫反应，快速清除病毒并防止病毒再感染；细胞免疫中，CD4
+
T

细胞帮助 B 细胞产生抗体并协调其他免疫细胞的反应，而 CD8
+
T 细胞杀死被感染的细

胞以减轻病毒负担[18]。尽管机体的免疫系统会协同以对抗病毒感染，但是由于病毒的不

断进化变异和逃逸以及个体免疫能力的有限性，导致疫情仍在持续。据 WHO 数据显示，

截至 2022 年 5 月 16 日，已造成 5.19 亿确诊病例，并导致至少 626 万例死亡病例[21]，

COVID-19 已形成全球大流行，人类对疫情的关注仍需继续。 
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 SARS-CoV-2 的感染及复制机制 1.4

SARS-CoV-2 的入侵首先是病毒 S 蛋白上的 RBD 和靶细胞上相关受体相互作用以

及宿主蛋白酶对 S 蛋白的启动[22]（SARS-CoV-2 复制周期示意图见图 1.2）。SARS-CoV-2

主要通过核内体或者溶酶体途径依赖蛋白质水解作用进入细胞[23]。SARS-CoV-2 的 S 蛋

白与靶细胞表面的 ACE2 一旦相互结合，S 蛋白上 S1 和 S2 亚基中间的多碱基剪切位点

便被 TMPRSS2 剪切并激活。S2 亚基的 FP 和 TM 分别嵌入在细胞膜和病毒外壳中，随

后形成六聚物发夹结构，细胞与病毒之间的空间距离缩短，加速了膜融合[24]。 

病毒与细胞发生膜融合后，病毒基因组被释放到细胞质中，开始翻译病毒蛋白质。

其中 NSP 和 RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RNA-dependent RNA polymerases，RdRps）形

成复制复合物，负责合成全长负链基因组 RNA。RNA 复制完成后，S、M、E 和 N 蛋白

也被翻译合成。N 蛋白与基因组 RNA 结合，而 S、M 和 E 蛋白被整合到内质网膜上，

并进一步运送到内质网-高尔基体中间区室中与 N 蛋白和病毒基因组进行组装，再进一

步运送到细胞表面并通过胞吐作用释放，形成新的子代病毒[25]。 

 

图 1.2 SARS-CoV-2 复制周期示意图[24]
 

Fig1.2 Schematic diagram of replication cycle of SARS-CoV-2 

 SARS-CoV-2 突变机制和变异株 1.5
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 SARS-CoV-2 的突变机制 1.5.1

逆转录是病毒复制过程中必不可少的过程，SARS-CoV-2 是 RNA 病毒，而 RNA 病

毒在逆转录过程中涉及到的低保真性的 RdRps 是病毒高突变率的重要原因之一。由于

RdRps 在逆转录合成 cDNA 的过程中缺少校正功能，合成的 cDNA 出错率较高，所以单

链 RNA 病毒较之于双链 DNA 病毒更容易发生基因组突变[26]。 

此外宿主细胞内多种因子可以直接编辑SARS-CoV-2基因组并进而影响该病原体基

因组进化。例如作用于 RNA 的腺苷脱氨酶可以将腺嘌呤脱氨为肌苷，肌苷可与胞嘧啶

配对；活性氧化物可以将鸟嘌呤氧化为氧鸟嘌呤，氧鸟嘌呤可与腺嘌呤配对等[27]。而且，

SARS-CoV-2 病毒复制过程中较大的 RNA 基因组允许通过突变对基因组进行额外的修

饰，从而增加了种内变异、种间“宿主跳跃”和 SARS-CoV-2 在适当条件下出现的可能

性[1, 28]。 

不过，有研究表明，在病毒物种多样性、毒性和进化之间有一种微妙的平衡。RNA

病毒复制的低保真度，导致病毒的多样性，但低复制保真度允许 RNA 病毒适应不同的

复制环境和选择压力，也会导致病毒灭绝[29]。CoV 在复制过程中具有校对机制，如非结

构蛋白 NSP14 在 CoV 中高度保守，其 3’-5’外切酶校对功能可能是扩大和维持如此

大的基因组复制保真性的关键因素[30]。 

 SARS-CoV-2 变异株 1.5.2

据WHO统计，截至 2022年 5月 16日，有 5种值得关注的变异株（variant of concern，

VOC）[31]，分别是①Alpha 变异株，2020 年 9 月首次出现于英国，其 S 蛋白主要携带

N501Y 和 D614G 等突变位点，与早期流行毒株相比，致死性超过 30%
[32]；②Beta 变异

株，2020 年 5 月首次出现于南非，其 S 蛋白主要携带 N501Y、E484K、K417N 和 D614G

等突变位点，与早期流行毒株相比，传播能力增强约 25%
[33]；③Gamma 变异株，2020

年 11 月首次出现于巴西，其 S 蛋白主要携带 N501Y、E484K、K417T 和 D614G 等突变

位点，与早期流行毒株相比，传播能力增强约 38%
[33]；④Delta 变异株，2020 年 10 月

首次发现于印度，其 S 蛋白主要携带 L452R、T478K、D614G 和 P681R 等突变位点，

与早期流行毒株相比，传播能力增强约 97%
[33]；⑤Omicron 变异株，2021 年 11 月首次
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发现于南非，其 S 蛋白有 30 多处突变，存在于 RBD 区域的突变就多达 15 处，是 RBD

中突变最多的，这些突变导致了很大程度的病毒逃逸和抗体失效，且随着疫情的持续，

Omicron 已取代 Delta 成为 COVID-19 大流行的主要危险变异株。 

此外，截至 2022 年 5 月 16 日，WHO 还定义了 8 种关注变异株（variant of interest，

VOI），分别是 Epsilon、Zeta、Eta、Theta、Iota、Kappa、Lambda 和 Mu 变异株，它们

具有预测或已知会影响病毒特征（如传播性、疾病严重程度、免疫逃逸、诊断或治疗逃

逸）的基因变化和被确定在多个国家引起重大社区传播或多个 COVID-19 聚集性病例，

随着时间的推移，相对流行率不断上升，病例数量也在增加，或产生其他明显的流行病

学影响，对全球公共卫生构成了新出现的风险。WHO 还定义了 2 种需进一步监测的变

异株（variant under monitoring，VUM），分别是 B.1.640 和 XD 变异株，它们被怀疑会

影响病毒特征，有可能会在未来造成风险，需要加强监测[31]。 

2 针对 SARS-CoV-2 的治疗方法 

鉴于疫情的紧迫性，各国都在探索不同的治疗策略，主要有：①小分子抗病毒药物。

如 3C 样蛋白酶抑制剂可以抑制病毒 RNA 翻译出来的多肽链成为 RNA 聚合酶，是阻断

病毒复制的重要途径。美国辉瑞公司的小分子口服新冠特效药 Paxlovid，在临床研究中

可使 COVID-19 患者的住院率或死亡风险降低 89%
[34]。②康复者血浆。康复者血浆含有

特异性抗SARS-CoV-2的免疫球蛋白，可以对病毒起到中和作用，使患者获得被动免疫，

从而起到治疗作用。DUAN
[35]等使用康复者血浆治疗 COVID-19 危重症患者，起到了良

好的效果。③单克隆抗体。单克隆抗体是由 B 细胞产生的具有高度均一性和特异性，仅

针对某一特定抗原表位的抗体，具备中和活性的单克隆抗体具有靶点明确、特异性好、

安全性高、便于大规模制备等优势，因此成为新冠疫情防控研究的热点。目前，国内外

已有多种单抗上市，如腾盛博药医药技术有限公司的 BRⅡ-196/BRⅡ-198 组合单抗[36]和

美国再生元制药公司的 REGN-COV
[37]分别在中国和日本获批上市。④细胞疗法。间充

质干细胞可以抑制免疫系统过度激活，产生炎性细胞因子来调节免疫系统，并促进病毒

感染后肺部内源性修复和再生机制。赵春华团队的实验证明静脉移植骨髓间充质干细胞

治疗 COVID-19 肺炎的安全有效性，特别是对于危重症患者疗效显著[38]。 
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3 SARS-CoV-2 中和抗体筛选技术 

鼠杂交瘤细胞融合技术较为传统，通过病毒抗原蛋白免疫 BALB/c 小鼠，激发小鼠

免疫系统产生抗体，然后取脾脏 B 细胞和同系骨髓瘤细胞在体外发生融合，筛选出具有

强结合活性或阻断活性的细胞株制备抗体。鼠源单抗亲和力高，但鼠源性成分易引起人

抗鼠抗体反应，需对其进行改造以降低免疫原性。本课题中鼠源单抗 20D8 即采用该技

术筛选获得。 

噬菌体展示技术利用人和其他动物的 B 细胞进行体外建库并筛选与抗原特异性结

合的抗体[39]，该技术将基因表达产物和亲和选择相结合，具有周期短、筛选容量大、可

发酵大量生产、方法简单等优点，是一种基于定向进化的高通量筛选技术，被广泛应用

于高亲和力抗体的筛选工作。本实验室 2B11 单抗即采用该技术筛选获得[40]，目前，正

在开展Ⅰ期临床试验。 

单个 B 细胞分选技术可以直接以康复病人的外周血单个核细胞（peripheralblood 

mononuclear cell，PBMC）作为起始材料，从中分离 B 细胞，然后结合流式细胞分选技

术，筛选出分泌目标抗体的 B 细胞，再通过分子生物手段获取抗体基因。该技术具有高

通量和高特异性等优点，且得到的抗体保留了基因多样性和重/轻链的天然配对。美国礼

来制药公司的 LY-CoV555
[41]、上海君实生物医药科技股份有限公司的 JS016

[42]和腾盛博

药医药技术有限公司的 BRⅡ-196/BRⅡ-198
[36]就是采用该技术筛选获得。 

转基因小鼠技术是通过同源重组的方法，用人的抗体基因来代替相应的鼠抗体生成

基因，制备转基因小鼠，小鼠受抗原刺激后，选择人的抗体基因片段并活化 B 细胞分泌

全人源抗体。该技术具备周期短和抗体亲和力高的优势。美国再生元制药公司就是联合

转基因小鼠技术和单个 B 细胞分选技术，筛选获得 RGEN-COV 抗体[37]。 

4 SARS-CoV-2 中和抗体药物研究进展 

疫情持续期间，国内外一直致力于中和抗体药物的研发，多家抗体药物已获批上市

或处于临床研究阶段（见表 1.1）。如腾盛博药医药技术有限公司的 BRⅡ-196/BRⅡ-198

组合单抗、美国再生元制药公司的 REGN-COV（REGN10933/REGN10987 组合单抗）[37]
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和韩国 Celltrion 公司的 CT-P59
[43]分别在中国、日本和欧盟获批上市。在国外，美国礼

来制药公司的 LY-CoV555
[44]

/LY-CoV016
[45]、美国 Vir 制药公司和英国葛兰素史克（GSK）

公司联合开发的 VIR-7831
[46]以及英国阿斯利康的 AZD7442（AZD8895/AZD1061 组合

单抗）[47]等中和单抗均处于Ⅲ期临床阶段，且已取得美国 FDA 的紧急使用授权。在国

内，上海君实生物医药科技股份有限公司的 JS016 和 JS026
[45]、神州细胞工程有限公司

的 SCTA01
[48]、北京大学与丹序生物制药有限公司合作的 DXP-593 和 DXP-604

[49]、绿

叶制药集团有限公司的 LY-Cov Mab
[50]、迈威生物科技股份有限公司的 MW33

[51]、复宏

汉霖生物技术有限公司的 HLX70、济民可信集团有限公司的 JMB2002
[52]、和铂医药有

限责任公司的 ABBV-47D11 和本实验室的 2B11
[40]等，均已处于临床研究阶段。 

表 1.1 已批准或处于临床阶段的抗 SARS-CoV-2 单抗药物 

Tab 1.1 Approved or clinically advanced anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibody drugs 

抗体名称 抗体类型 研发机构 靶点 研发阶段 

REGN-COV 

（REGN10999/REGN10987） 

全人源组合
单抗 

美国再生元制药公司 RBD 

FDA 颁发 EUA 

欧盟、日本获批
上市 

LY-CoV555/LY-CoV016 
全人源组合
单抗 

美国礼来制药公司/上海君
实生物医药科技股份有限
公司 

RBD FDA 颁发 EUA 

VIR-7831 全人源单抗 
美国 Vir 制药公司/英国葛
兰素史克（GSK）公司 

RBD 
FDA 颁发 EUA 

欧盟营销授权 

AZD7442

（AZD8895/AZD1061） 

全人源组合
单抗 

英国阿斯利康/ 

美国范德堡大学 
RBD FDA 颁发 EUA 

CT-P59 全人源单抗 韩国 Celltrion 公司 RBD 欧盟获批上市 

TY027 全人源单抗 新加坡 Tychan 公司 RBD 临床Ⅲ期 

STI-1499 全人源单抗 
美国 Sorrento Therapeutics

公司 
RBD 临床Ⅰ期 

SAB-185 全人源单抗 美国 SAB 公司 RBD 临床Ⅰ期 

BRⅡ-196/BRⅡ-198 
全人源组合
单抗 

腾盛博药医药技术有限公
司/清华大学 

RBD NMPA 获批上市 

JS016 全人源单抗 上海君实生物医药科技股
份有限公司 

RBD 
临床Ⅲ期 

JS026 全人源单抗 临床Ⅰ期 

SCTA01 全人源单抗 神州细胞工程有限公司 RBD 临床Ⅱ/Ⅲ期 

DXP-593/DXP-604 
全人源组合
单抗 

北京大学/丹序生物制药有
限公司 

RBD 临床 II 期 

LY-Cov Mab 全人源单抗 绿叶制药集团有限公司 RBD 临床Ⅱ期 

MW33 全人源单抗 
迈威生物科技股份有限公
司 

RBD 临床Ⅱ期 

HLX70 全人源单抗 
复宏汉霖生物技术有限公
司 

RBD 临床Ⅰ期 

JMB2002 全人源单抗 济民可信集团有限公司 RBD 临床Ⅰ期 

ABBV-47D11 全人源单抗 和铂医药有限责任公司 RBD 临床Ⅰ期 

2B11 全人源单抗 
武汉生物制品研究所有限
责任公司 

RBD 临床Ⅰ期 
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5 SARS-CoV-2 中和抗体功能评价 

目前已有多种技术和方法来筛选抗 SARS-CoV-2 的中和抗体，在进入临床试验前，

需要对中和抗体的功能进行全面的鉴定。抗 SARS-CoV-2 单抗的功能鉴定包括体外和体

内两方面。 

抗体的体外功能鉴定主要包括结合活性、阻断活性、亲和力及中和活性等。结合活

性和阻断活性可利用酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）

进行检测，亲和力和阻断活性可利用流式竞争法和表面等离子共振技术（surface plasmon 

resonance technology，SPR）进行快速高通量分析。中和活性常采用微量细胞中和法

（micro-neutralization test，MNT）和蚀斑减少中和试验（plaque reduction and neutralization 

test，PRNT）等活病毒感染抑制试验进行评价。由于活病毒操作对生物安全实验室要求

高，许多实验室采用假病毒来代替活病毒，进行中和活性的鉴定。 

体内验证要求能够模拟病毒感染人体的机理，所以找出理想的动物模型是评价中和

抗体药效的关键因素。啮齿类动物在 COVID-19 研究中应用广泛，小鼠作为科学研究中

常用物种，与人类基因组高度同源，易于进行基因改造，应用更加普遍。SARS-CoV-2

以细胞表面 ACE2 为受体，但是 SARS-CoV-2 无法与小鼠细胞表面 mACE2 相结合，因

此，能够表达 hACE2 蛋白的小鼠才可以作为合适的 SARS-CoV-2 模型。其中，Ad5-hACE2

致敏小鼠、叙利亚金黄仓鼠和 hACE2 转基因小鼠均是常用的 SARS-CoV-2 动物感染保

护模型[53-55]，中和抗体体内药效的评价选用最多的为 hACE2 转基因小鼠模型。 

6 课题研究内容、目的和意义 

本所前期通过杂交瘤技术筛选获得一株抗 SARS-CoV-2 的鼠源单抗 20D8，对多种

变异株具有强中和活性，本课题目的为对其进行人源化改造，并对改造后的抗体进行全

面的功能鉴定，为开发广谱、高效的治疗性抗体药物奠定基础。 
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技术路线 
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第一章 鼠源抗 SARS-CoV-2 单克隆抗体的嵌合改造及鉴定 

 实验材料 1.1

 细胞、病毒及动物 1.1.1

杂交瘤细胞 20D8 由本所病毒性疫苗研究一室制备并保存；Expi293F 细胞由本实验

室保存；E.coli DH5α 感受态细胞购自日本 Takara 公司；Huh-7 细胞购自中国食品药品

检定研究院；SARS-CoV-2 B.1.617.2 变异株活病毒由本所 P3 实验室保藏；K18-hACE2

小鼠购自江苏集萃药康生物科技有限公司。 

 表达载体 1.1.2

KS001 表达载体，由本实验室保存，见图 1.1。 

 

图 1.1 KS001 表达载体图谱 

Fig1.1. KS001 expression vector map 

 主要仪器 1.1.3

主要仪器 型号 生产厂家 

大容量低温高速离心机 J6-MI 美国Beckman Coulter公司 

化学发光检测仪 EnSight HH3400 美国PerkinElmer公司 

洗板机 

酶标仪 

50TS12 

216888 
美国BioTek公司 

蛋白电泳仪 PowerPac Basic 美国Bio-RAD公司 

台式高速冷冻离心机 5417R 德国Eppendorf公司 
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电动移液器 4430000018 

超低温冰箱 

超微量紫外分光光度计 

PCR仪 

细菌摇床 

Model 702 

Nanodrop ND1000 

4375786 

SHKE6000-8CE 

美国Thermo Fisher Scientific公司 

pH计 PB-30L 德国Sartorius公司 

倒置显微镜 Primovert 德国Carl Zeiss公司 

分析天平 ML204/02 瑞士 Metter Toledo 公司 

CO2细胞培养箱 RS Biotech 韩国Galaxy公司 

CO2摇床 KuhnerSHAKERX 上海比奥实业发展有限公司 

全自动细胞分析仪 Countastar Altair 上海睿钰生物科技有限公司 

4℃冰箱 BCD-220TCK 合肥晶弘电器有限公司 

超净工作台 

生物安全柜 

SW-CJ-2FD 

BSC-1604 Ⅱ B2 
江苏苏净集团有限公司 

桌面可调转速型小离心机 Super Mini Dancer 生工生物工程（上海）股份有限公司 

微波炉 G8023YSL-V1 格兰仕集团 

核酸电泳仪 

凝胶成像分析仪 

DYY-6C 

WD-9413A 
北京市六一仪器厂 

制冰机 FIM-2156 江苏弗格森制冷设备有限公司 

脉动真空高压灭菌器 XG1.D 山东新华医疗器械股份有限公司 

干式恒温器 MK200-2 杭州奥盛仪器有限公司 

电热恒温水槽 CU-600 武汉恒丰中欣生物科技发展有限公司 

电子天平 UTP-313 上海花湖电器有限公司 

小型涡旋仪 VM-96A 国药集团化学试剂有限公司 

全自动核酸提取仪 Stream SP96 广州达安基因股份有限公司 

实时荧光定量PCR仪 QuantStudio5 美国ABI公司 

 主要试剂与耗材 1.1.4

主要试剂与耗材 货号 生物公司 

DMEM 高糖培养基 SH30243.01 美国Cytiva公司 

15 mL 离心管 

50 mL 离心管 

430790 

430829 
美国Corning公司 

FBS 

RPMI 1640 培养基 

ExpiFectamine™ 293 转染试剂盒 

Expi293™表达培养基 

Opti-MEM™ I 减血清培养基 

0.25%Trypsin-EDTA 

10099-141C 

11875-085 

A14524 

A14351-01 

31985-070 

25200-056 

美国 Gibco 公司 

TMB 显色底物 555214 美国 BD 公司 

荧光素底物 

白色不透明 96 孔酶标板 

6066769 

6005680 
美国 PerkinElmer 公司 

QuickCut™ Xbal I 

QuickCut™ Not I 
QuickCut™ Hind Ⅲ 

QuickCut™ EcoR Ⅰ 

QuickCut™ Sal I 
CutSmart Buffer 

R0145S 

R3189L 

R3104S 

R3101S 

R0138T 

B7204S 

美国New England Biolabs公司 

超滤浓缩管（30 kDa） UFC903096 美国Millipore公司 

胰化蛋白胨 

酵母提取物 

Pierce
®
 BCA 蛋白定量分析试剂盒 

LP0042 

LP0021 

VL313750 

美国Thermo Fisher Scientific公司 
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HRP 标记的羊抗人 IgG-Fc 

HRP Anti-6×His tag
®抗体 

2047-05 

ab1187 
英国Abcam公司 

DMSO 

台盼蓝染色液 

磷酸 

甘氨酸 

D5859 

TB154 

43801 

410225 

美国Sigma公司 

RNA 提取试剂盒 

SMARTer RACE 5'/3'反转录试剂盒 

10×loading buffer（核酸电泳用） 

9186 

634860 

KA2201A 

日本Takara公司 

琼脂粉 111860 法国Biowest公司 

Protein A 磁珠 

磁力架 

L00695 

L00723 
南京金斯瑞生物科技有限公司 

无水乙醇 

异丙醇 

咪唑 

KH2PO4 

Tween-20 

无水 Na2CO3 

浓硫酸（98%） 

10009218 

80109218 

30104916 

10017618 

30189328 

10019260 

10021618 

国药集团化学试剂有限公司 

TAE 溶液（50×） ST716 上海碧云天生物技术有限公司 

Gold View 核酸染料 20100611 北京赛百盛基因技术有限公司 

DL2000 DNA marker 

DL8000 DNA marker 

BDIT0039 

BDIT0041 
北京博奥龙免疫技术有限公司 

ddH2O 

PBS 粉末 

B541017 

B40100-0005 
生物工程（上海）股份有限公司 

氨苄青霉素 RT501 天根生物科技（北京）有限公司 

NaCl 20200412 江苏省勤奋药业有限公司 

质粒提取试剂盒 DC202-01 南京诺唯赞生物科技股份有限公司 

枸橼酸钠 

枸橼酸 

NaOH 

HCl 

H43020205 

F20050005 

100920201014 

F20050003 

湖南尔康制药股份有限公司 

NaHCO3 H20153211 新兴凌云医药化工有限公司 

NaH2PO4·H2O 201601106 湖南九典制药有限公司 

酶标板 AT4225210529 厦门市云鹏科技发展有限公司 

KC1 H12020003 天津海光药业股份有限公司 

BSA 粉末 YH（B）-0500 北京元亨圣马生物科技有限公司 

重组 WT RBD-His 蛋白 

重组 B.1.1.7 RBD-His 蛋白 

重组 B.1.351 RBD-His 蛋白 

重组 P.1 RBD-His 蛋白 

重组 B.1.617.2 RBD-His 蛋白 

ACE2-Fc 蛋白 

40592-V08H 

40592-V02H1 

40592-V08H85 

40592-V08H86 

40592-V08H90 

10108-H02H 

北京义翘神州科技股份有限公司 

SARS-CoV-2 WT 假病毒 

SARS-CoV-2 B.1.1.7 假病毒 

SARS-CoV-2 B.1.351 假病毒 

SARS-CoV-2 P.1 假病毒 

SARS-CoV-2 B.1.617.2 假病毒 

80033 

80043 

80044 

80045 

80048 

北京天坛药物生物技术开发公司 

达安核酸提取或纯化试剂盒 

达安新型冠状病毒2019-nCoV核酸
检测试剂盒 

DA0621 

DA0992 广州达安基因股份有限公司 

注：重组 RBD-His 蛋白中，WT RBD 代表 SARS-CoV-2 原型株 RBD 蛋白，即没有任何突变的 RBD 蛋白；B.1.1.7 

RBD 包含有 N501Y 单点突变；B.1.351 RBD 包含有 K417N，E484K 和 N501Y 等多点突变；P.1 RBD 包含有 K417T，

E484K 和 N501Y 等多点突变；B.1.617.2 RBD 包含有 L452R 和 T478K 等多点突变；SARS-CoV-2 WT 假病毒代表原
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型株假病毒，SARS-CoV-2 B.1.1.7、P.1 和 B.1.617.2 假病毒为含有 S 蛋白上所有突变位点的突变株假病毒；SARS-CoV-2 

B.1.351 假病毒为 S 蛋白上含有 501Y.V2 突变位点的突变株假病毒。 

 主要溶液的配制 1.1.5

 细胞培养相关培养基的配制 1.1.5.1

(1) RPMI 1640 完全培养基：将 FBS 和 RPMI 1640 按照 1：9 比例混匀，配制含有 10%FBS

的 RPMI 1640 完全培养基，置于 4℃冰箱，备用。 

(2) DMEM 高糖完全培养基：将 FBS 和 DMEM 高糖培养基按照 1：9 比例混匀，配制

含有 10%FBS 的 DMEM 完全培养基，置于 4℃冰箱，备用。 

 鼠源单抗序列钓取相关溶液的配制 1.1.5.2

(1) 1×PBS：取一袋 1×PBS 粉末，溶解于 1 L 纯水中，并将 pH 调至 7.4，使用 0.22 µm

滤膜过滤，后同。 

(2) 1×TAE 电泳缓冲液：量取 20 mL TAE 溶液（50×），加入 980 mL 纯水，混匀。 

 细菌培养相关培养基的配制 1.1.5.3

(1) LB 液体培养基：称取 10.0 g 胰化蛋白胨、5.0 g 酵母提取物和 10.0 g NaCl，溶解于

1 L 纯水中，并将 pH 调至 7.2，置于高压灭菌锅中进行灭菌处理。 

(2) LB 固体培养基：称取 10.0 g 胰化蛋白胨、5.0 g 酵母提取物、10.0 g NaCl 和 15.0 g

琼脂粉，溶解于 1 L 纯水中，并将 pH 调至 7.2，置于高压灭菌锅中进行灭菌处理。 

(3) LB 平板：LB 固体培养基灭菌完成后，待温度降至 40℃左右，加入适量 100 mg/mL

氨苄青霉素，调整其浓度为 100 µg/mL，然后倒入平板内，平铺平板底部，待其自然凝

固后，加盖贴封膜，置于 4℃冰箱倒置保存。 

 Protein A 磁珠纯化相关溶液的配制 1.1.5.4

(1) PBST 平衡液：取一袋 1×PBS 粉末，溶解于 1 L 纯水中，加入 1 mL Tween-20。 

(2) 洗脱液：称取 7.5 g 甘氨酸溶解于 1 L 纯水中，并将 pH 调至 2.5。 

(3) 磁珠保存液：将无水乙醇和纯水按照 1:4 比例混匀。 

 ELISA 相关溶液的配制 1.1.5.5

(1) 包被液：称取 1.6 g Na2CO3、2.9 g NaHCO3 溶解于 1 L 纯水中，并将 pH 调至 9.6。 

(2) PBST 洗涤液：称取 80.0 g NaC1、14.2 g Na2HPO4·H2O、2.0 g KC1 和 2.0 g KH2PO4
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溶解于 10 L 纯水中，并将 pH 调至 7.4，然后加入 5 mL Tween20 并搅拌均匀。 

(3) 封闭液/抗体稀释液：称取 1.0 g BSA 粉末，溶解于 100 mL PBST 中，配置成 1%BSA

（W/V）溶液，现用现配。 

(4) 显色液：将显色液盒中 A 组分和 B 组分按照 1：1 比例混匀，避光，现用现配。 

(5) 终止液：量取 891.5 mL 纯水，逐滴加入 108.5 mL 98%浓硫酸，混匀。 

 实验方法 1.2

 杂交瘤细胞的复苏及传代 1.2.1

 细胞复溶：从液氮罐中取出杂交瘤细胞 20D8，迅速放入 37℃温水浴中，待细胞1.2.1.1

溶解后，立即加入到 10 mL 10%FBS 的 RPMI 1640 完全培养基中。 

 细胞离心：将细胞悬液在 1000 r/min 离心 5 min。 1.2.1.2

 调整密度并培养：弃上清，使用少量培养基将细胞沉淀混匀并计数，根据计数1.2.1.3

结果将细胞调整到 1×10
5 

cells/mL，置于平皿中，然后在 37℃、5%CO2 的培养箱中培养。 

 细胞传代：根据细胞生长情况，待其汇合度达到 80%以上，按 1：6 比例对细胞1.2.1.4

进行传代。 

 杂交瘤细胞的冻存保种 1.2.2

 处理细胞：将传代 2~3 次后的对数生长期细胞吹打混匀，并取少量细胞进行计1.2.2.1

数，剩余细胞 1000 r/min 离心 5 min。 

 配冻存液：将 DMSO 和 FBS 按照 1：9 比例混匀。 1.2.2.2

 细胞冻存：离心后细胞去上清，根据计数结果取适量冻存液重悬细胞沉淀，调1.2.2.3

整细胞密度为 2×10
6 

cells/mL，以每管 1 mL 加入到标记好的冻存管中，迅速放入泡沫盒

中，置于-70℃冰箱冷冻过夜，第二天转入液氮罐。 

 杂交瘤细胞总 RNA 提取 1.2.3

 细胞离心：待杂交瘤细胞 20D8 汇合度达到 80%以上，将细胞悬液 3 000 r/min1.2.3.1

离心 5 min，弃上清；取适量 PBS 重悬细胞，3 000 r/min 离心 5 min，弃上清，在台面
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上轻敲离心管底部使细胞沉淀松散均匀。 

 细胞裂解：在 343.0 μL buffer RL 中加入 7.0 μL 50×DTT solution，配制细胞裂解1.2.3.2

液；将细胞裂解液加入到上述细胞沉淀中重悬细胞，室温静置 2 min，待细胞完全裂解。 

 去除 DNA：将 gDNA Eraser Spin Column 安放到 2 mL Collection Tube 上，并将1.2.3.3

上述裂解液缓慢转移到 gDNA Eraser Spin Column 中，12 000 r/min 离心 1 min。 

 吸附 RNA：将得到的滤液按 1：1 体积比加入无菌的 70%乙醇溶液，快速混匀，1.2.3.4

并立即将上述混合液全部转入到放置在 2 mL Collection Tube 上的 RNA Spin Column 中，

12 000 r/min 离心 1 min，弃滤液。 

 洗涤：在 RNA Spin Column 中加入 500.0 μL buffer RWA，12 000 r/min 离心 30 s，1.2.3.5

弃滤液；然后在 RNA Spin Column 中加入 600.0 μL buffer RWB（预先加入 70 mL 乙醇），

12 000 r/min 离心 30 s，弃滤液。 

 DNase I 消化：取 5.0 μL 10×DNase I Buffer、4.0 μL Recombinant DNase I 和 41.0 1.2.3.6

μL RNase free dH2O 到新的 1.5 mL RNase Free Tube 中，混匀，配制 DNase I 反应液；将

反应液缓慢滴在 RNA Spin Column 膜中央，室温静置 15 min。 

 洗涤：向 RNA Spin Column 膜中央加入 350.0 μL buffer RWB，12 000 r/min 离心1.2.3.7

30 s，弃滤出液；重复洗涤一次；将 RNA Spin Column 重新放置于 Collection Tube 中，

12 000 r/min 离心 2 min。 

 洗脱 RNA：将 RNA Spin Column 放置到新的 1.5 mL RNase Free Collection Tube1.2.3.8

上，并在 RNA Spin Column 膜中央加入 50.0 μL RNase Free dH2O，室温静置 5 min，12 000 

r/min 离心 2 min 洗脱 RNA；将洗脱液重新加入到 RNA Spin Column 膜中央，室温静置

5 min 后，12 000 r/min 离心 2 min，收集洗脱液。 

 测 RNA 浓度：取少量洗脱液，使用 Nanodrop 超微量紫外分光光度计测定 RNA1.2.3.9

浓度及 OD260/OD280 值。 

 RNA 产物琼脂糖凝胶电泳 1.2.4

 配胶：称取 1.2 g 琼脂糖，加入 60 mL 1×TAE 电泳缓冲液，微波炉煮沸至琼脂糖1.2.4.1

完全溶解，并加入 2.0 μL Gold View 核酸染料，搅拌均匀，然后倒入插有齿梳的模具内，
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水平放置，待冷却凝固后即配制成质量分数为 2%的琼脂糖凝胶。 

 点样：取 2 μg RNA 加入适量 10×loading buffer 混匀，进行点样，并点样 8.0 μL 1.2.4.2

DL2000 DNA marker。 

 电泳：接通电源，90 V 恒压电泳，直至胶指示剂到胶的中下部，停止电泳，并1.2.4.3

对结果进行分析。 

 RNA 反转录合成第一链 cDNA 1.2.5

 取 PCR 管，依次加入 1.0 μL 上述 RNA 产物、1.0 μL 5’-CDS Primer A 和 9.0 μL1.2.5.1

注射用水，混匀。 

 将上述步骤中的反应液置于 PCR 仪中，72℃孵育 3 min，然后降温至 42℃孵育1.2.5.2

2 min，快速将 PCR 管置于冰上冷却，14 000 r/min 离心 10 s。 

 在上述反应液中加入 1.0 μL SMARTer II A Oligonucleotide，备用。 1.2.5.3

 另取 PCR 管，依次加入 4.0 μL 5×First-Stand Buffer、0.5 μL 100 mM DTT 和 1.0 μL 1.2.5.4

20 mM dNTPs，轻轻混匀；然后，依次加入 0.5 μL 40 U/μL RNase Inhibitor 和 2.0 μL 100 

U SMARTScribe Reverse Transcriptase，混匀配制 5’RACE-cDNA合成所需的Master Mix。 

 将上述步骤中配制好的 Master Mix 缓慢加入到步骤 1.2.5.3 的反应液中，轻轻混1.2.5.5

匀并离心。 

 将 PCR 管置于 PCR 仪中 42℃孵育 90 min，然后升温至 72℃孵育 10 min。 1.2.5.6

 孵育完成后，加入 80.0 μL Tricine-EDTA buffer 稀释第一链 cDNA 产物。 1.2.5.7

 PCR 扩增鼠源单抗重/轻链可变区序列 1.2.6

 引物设计： 1.2.6.1

表 1.1 鼠源单抗 3’ RACE PCR 特异性引物 

Tab1.1 3’ RACE PCR specific primer of murine mAb 

引物名称 引物序列（5’-3’） 

prime1-H AATTTTCTTGTCCACCTTGGTGC 

prime2-H GAAGTCCAGCTGCAGCAATCGGGCGCCGAG 

prime3-L ATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAATGGG 

prime4-L GATATTGTGCTGACCCAATCGCCAGCTTCC 

 配制 PCR Master Mix 反应液：取 PCR 管，依次加入 15.5 μL PCR-Grade H2O、1.2.6.2
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25.0 μL 2×SeqAmp Buffer 和 1.0 μL SeqAmp DNA Polymerase，并轻轻混匀。 

 配制 PCR 反应液：在上述反应液中，按下表依次加入下列试剂，配制 PCR 反应1.2.6.3

液。 

表 1.2 PCR 反应液 

Tab1.2 PCR reaction solution 

重链  轻链 

试剂 体积（μL）  试剂 体积（μL） 

PCR Master Mix 41.5  PCR Master Mix 41.5 

5’ RACE-Ready cDNA 2.5  5’ RACE-Ready cDNA 2.5 

10×UPM 5.0  10×UPM 5.0 

prime1-H or prime2-H (10 μM) 1.0  prime3-L or prime4-L (10 μM) 1.0 

注：prime1-H 和 prime3-L 需配对使用，prime2-H 和 prime4-L 需配对使用。 

 PCR 反应：按照 94℃ 30 s、68℃ 30 s 和 72℃ 2 min 进行 25 个 PCR 循环，然后1.2.6.4

4℃保存。 

 电泳：对 PCR 产物进行电泳验证。 1.2.6.5

 测序：对电泳验证正确的 PCR 产物进行测序验证。 1.2.6.6

 序列比对、分析及质粒合成 1.2.7

将测序结果在 IMGT 网站（https://www.imgt.org/IMGT_vquest/analysis）上比对，并

标出骨架区（framework region，FR）和互补决定区（complementarity decision region，

CDR）。然后将正确的鼠源单抗重/轻链可变区序列和人单抗 IgG1/κ 恒定区序列进行拼接，

再加上相应的信号肽和酶切位点，合成至 KS001 表达载体，构建重组质粒 KS001-ch20D8。 

 质粒转化 E.coli DH5α感受态细胞 1.2.8

 转化：取 20 µL E.coli DH5α 感受态细胞，加入 2 µL 100 ng/µL 质粒并轻轻混匀，1.2.8.1

冰浴 10 min。 

 涂布：将上述菌液滴在 LB 固体琼脂培养基（含 100 µg/mL 氨苄青霉素）平板上，1.2.8.2

均匀涂布后静置 3~5 min，直至菌液被完全吸收；然后将平板倒置于 37℃培养箱中培养

过夜。 

 培养细菌：挑取单一菌落于 300 mL LB 液体培养基（含 100 µg/mL 氨苄青霉素）1.2.8.3
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中，然后置于 37℃培养箱中培养，200 r/min 培养 16~20 h。 

 

 提取质粒 1.2.9

 收获菌液：将菌液转移到离心罐中，3 500 r/min 离心 30 min。 1.2.9.1

 重悬：弃上清，加入 15 mL Buffer P1（提前加入 RNase A）重悬菌液，吹打混1.2.9.2

匀。 

 裂解：向上述菌悬液中加入 15 mL Buffer P2，轻轻颠倒混匀 6~8 次，室温放置1.2.9.3

3~5 min。 

 中和：向上述菌悬液中加入 15 mL Buffer P4，轻轻颠倒混匀 6~8 次让溶液彻底1.2.9.4

中和 Buffer P2。 

 离心：将上述液体 3 500 r/min 离心 15 min，小心弃掉上层漂浮的白色絮状物并1.2.9.5

吸取中层澄清液体到新 50 mL 离心管中。 

 去内毒素：加入 0.1 倍体积的内毒素清除剂，颠倒混匀，冰上放置 5 min，直至1.2.9.6

溶液由浑浊变得清明透亮；37℃放置 15~25 min，溶液很快又变浑浊，颠倒混匀，3 500 

r/min 离心 20 min。 

 吸附：离心后液体分为 2 层，将含 DNA 的上层水相小心转移到新管，并加入1.2.9.7

0.5 倍体积的异丙醇，充分混匀，分多次转入吸附柱膜中央，10 000 r/min 离心 1 min，

弃废液。 

 洗涤：加入 10 mL 漂洗液 PW（提前加入无水乙醇），8 000 r/min 离心 30 s，弃1.2.9.8

废液，重复 1 次；将吸附柱放回空收集管，12 000 r/min 离心 3 min，取出吸附柱，室温

放置 3~5 min。 

 洗脱：将吸附柱放入新离心管中，在膜中央部位加 1 mL 无菌水，室温放置 3 min，1.2.9.9

12 000 r/min 离心 3 min，洗脱质粒，重复 1 次。 

 浓度测定：吸取少量洗脱液，使用 Nanodrop 超微量紫外分光光度计测定浓度及1.2.9.10

OD260/OD280 值。 

 质粒的酶切验证 1.2.10
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 酶切体系如下： 1.2.10.1

表 1.3 质粒酶切验证体系 

Tab1.3 The validation system of plasmid digestion  

试剂 
双酶切 

单酶切 
重链 轻链 

QuickCut™ Xbal I 1.0 µL - - 

QuickCut™ Not I 1.0 µL - - 

QuickCut™ Hind Ⅲ - 1.0 µL - 

QuickCut™ EcoR Ⅰ - 1.0 µL - 

QuickCut™ Sal I - - 1.0 µL 

CutSmart Buffer 3.0 μL 3.0 μL 3.0 μL 

KS001-ch20D8 质粒 1.0 µg 1.0 µg 1.0 µg 

RNase Free H2O 补至 25.0 µL 补至 25.0 µL 补至 25.0 µL 

 酶切：将上述溶液 37℃水浴 1 h 进行酶切。 1.2.10.2

 电泳：对酶切产物进行电泳验证。 1.2.10.3

 ch20D8 单抗大量制备 1.2.11

 复苏细胞：从液氮罐中取出 Expi293F 细胞，迅速放入 37℃温水浴中，待细胞溶1.2.11.1

解后，立即加入到 30 mL Expi293
™表达培养基中并混匀，取少量细胞进行计数，细胞活

率应高于 90%，然后将其置于 37℃，8%CO2，85%湿度和 125 r/min 的细胞摇床中进行培

养。 

 细胞传代：待细胞密度长至 3×106 cells/mL，放大培养至 150 mL；继续等待细胞密1.2.11.2

度长至 4×106 cells/mL，瞬转当天补加 50 mL Expi293
™表达培养基调整细胞密度为 3×10

6 

cells/mL。 

 稀释质粒：吸取 12 mL Opti-MEM™ I 减血清培养基到 50 mL 无菌离心管中，然1.2.11.3

后加入 200 µg KS001-ch20D8 质粒，轻轻混匀。 

 稀释 293 转染试剂：吸取 11.2 mL Opti-MEM™ I 减血清培养基到新的 50 mL 无1.2.11.4

菌离心管中，然后加入 640 µL 293 转染试剂，混匀，静置 5 min。 

 脂质体复合物的形成：将 293 转染试剂和质粒混匀，静置 15 min。 1.2.11.5

 脂质体复合物转入细胞：将上述脂质体复合物缓慢加入细胞中，放置到细胞摇1.2.11.6

床中培养。 

 补加转染增强剂：培养 18~22 h 后，补加 1.2 mL 转染增强剂 1 和 12 mL 转染增1.2.11.7

强剂 2，放置到细胞摇床中培养。 
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 收集上清：培养第 3 d 开始计数，每天记录细胞活率，待活率降到 70%以下，1.2.11.8

将细胞悬液进行 3 500 r/min 离心 30 min，收集上清液，待纯化。 

 Protein A 磁珠纯化 ch20D8 单抗 1.2.12

 磁珠准备：取 140 μL 磁珠悬液放入离心管中，用磁力架吸附磁珠，弃上清，然1.2.12.1

后加入 2 mL 平衡液洗涤磁珠，重复 2 次，再加入 200 μL 平衡液重悬磁珠。 

 样品孵育：将磁珠加入到 40 mL 细胞上清中，置于转速为 120 r/min 的摇床中，1.2.12.2

室温孵育 2 h。 

 洗涤：孵育后弃上清，PBS 洗涤磁珠，重复 2 次；再使用 1 mL ddH2O 洗涤磁珠，1.2.12.3

弃上清。 

 洗脱：加入 500 μL 洗脱液，静置 7 min；磁力架吸附磁珠，用移液器将上清转1.2.12.4

入干净的 EP 管中，重复 2 次。 

 回调 pH 及缓冲液置换：使用饱和的 Na2HPO4 将洗脱液 pH 调至 5.0，然后使用1.2.12.5

30 kDa 超滤浓缩管将蛋白离心置换到 PBS 溶液中，即得到纯化的 ch20D8 单抗。 

 磁珠回收：用 2 mL 平衡液洗涤磁珠，重复 2 次；加入 1 mL 0.1 M NaOH 重悬磁1.2.12.6

珠，浸泡 30 min，重复 1 次；再次用 5 mL 平衡液洗涤磁珠 2 次，最后用 20%乙醇重悬

磁珠，置于 4℃保存。 

 BCA 法测定 ch20D8 浓度 1.2.13

 稀释标准品：使用 PBS 对 BSA 标准品进行稀释，稀释后浓度依次为 200、40、1.2.13.1

20、10、5、2.5、1、0.5 μg/mL。 

 稀释抗体：使用 Nanodrop 超微量紫外分光光度计对 ch20D8 进行初步定量，然1.2.13.2

后将 ch20D8 稀释至 40 µg/mL 左右。 

 配制工作液：将试剂盒中的 MA、MB 和 MC 组分按照 25：24：1 比例配制成工1.2.13.3

作液。 

 转板：将稀释后的标准品和 ch20D8 以每孔 150 μL 依次加入到酶标板中，并设1.2.13.4

置复孔和空白对照。 

 加工作液：向上述每孔中分别加入 150 μL 配制好的工作液，轻轻混匀。 1.2.13.5
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 孵育：将板置于 37℃水浴箱中孵育 2 h。 1.2.13.6

 读板并分析：孵育完成后，在 570 nm 波长处用酶标仪读取 A570 nm 值，结果进行1.2.13.7

四参数拟合标准曲线，并依据标准曲线方程计算 ch20D8 浓度。 

 ELISA 检测 ch20D8 结合活性 1.2.14

 包被：用包被液将重组 RBD-His 蛋白稀释到 1 µg/mL，按每孔 100 µL 加入到酶1.2.14.1

标板中，置于 4℃冰箱过夜。 

 洗板：第 2 天弃酶标板内液体，每孔加入 350 µL 洗涤液，用洗板机进行 5 次洗1.2.14.2

板并拍干板内液体。 

 封闭：将 1%BSA 溶液按每孔 200 µL 加入到上述酶标板中，37℃封闭 2 h。 1.2.14.3

 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.14.4

 孵育一抗：在 EP 管中将 ch20D8 稀释到 5 000 ng/mL（抗体对不同变异株的结合1.2.14.5

能力不同，起始浓度会有所调整），并使用 1%BSA 进行 4 倍系列连续稀释，共 10 个梯

度；将稀释好的 ch20D8 按每孔 100 µL 依次加入酶标板内，同时设置空白对照，所有孔

均设复孔，37℃孵育 1 h。 

 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.14.6

 孵育二抗：将 HRP 标记的 10 000 倍稀释的山羊抗人 IgG 作为二抗，按每孔 100 1.2.14.7

µL 加入到上述酶标板内，37℃孵育 1 h。 

 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.14.8

 显色：将显色液 A 和显色液 B 按 1：1 比例混匀，按每孔 100 µL 加入到上述酶1.2.14.9

标板内，37℃避光显色 15 min。 

1.2.14.10 终止并读数分析：将 2 M 的 H2SO4按每孔 50 µL加入到上述酶标板内进行终止，

在 450 nm 波长处用酶标仪读取 A450 nm 值，结果进行四参数对数拟合并确定半数有效浓

度（50% effective concentration，EC50）。 

 ELISA 检测 ch20D8 阻断活性 1.2.15

 包被：用包被液将 ACE2-Fc 稀释到 2 µg/mL，按每孔 100 µL 加入到酶标板中，1.2.15.1

置于 4℃冰箱过夜。 
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 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.15.2

 封闭：同 1.2.14.3。 1.2.15.3

 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.15.4

 孵育抗体和竞争性 RBD-His 蛋白混合物：在 EP 管中将 ch20D8 稀释到 100 000 1.2.15.5

ng/mL（抗体阻断不同变异株 RBD 和 ACE2 结合的能力不同，起始浓度会有所调整），

并使用 1%BSA 进行 4 倍系列连续稀释，共 10 个梯度；将稀释好的 ch20D8 按每孔 50 µL

依次加入酶标板内，再迅速加入 50 µL 2 倍饱和浓度的竞争性 RBD-His 蛋白到酶标板内，

同时设置不加抗体的阳性对照和空白对照，所有孔均设复孔，37℃孵育 1 h。 

 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.15.6

 孵育二抗：将 HRP 标记的 15 000 倍稀释的抗 His 抗体作为二抗，按每孔 100 µL1.2.15.7

加入到上述酶标板内，37℃孵育 1 h。 

 洗板：同 1.2.14.2。 1.2.15.8

 显色：同 1.2.14.9。 1.2.15.9

1.2.15.10 终止并读数分析：终止和读数同 1.2.14.10，结果进行四参数对数拟合并确定半

数抑制浓度（50% inhibitory concentration，IC50）。 

 ch20D8 对假病毒的中和活性检测 1.2.16

 抗体稀释：在 EP 管中将 ch20D8 稀释到 1 μg/mL（抗体对不同变异株的中和能1.2.16.1

力不同，起始浓度会有所调整），并使用 10%FBS 的 DMEM 高糖培养基进行 3 倍系列连

续稀释，共 9 个梯度。 

 假病毒稀释：用 10%FBS 的 DMEM 高糖培养基将 SARS-CoV-2 假病毒稀释到工1.2.16.2

作浓度（1.3×10
4
 TCID50/mL）。 

 中和并转板：将 ch20D8 和假病毒等体积混匀，然后按照每孔 100 µL 依次加入1.2.16.3

到白色不透明 96 孔酶标板内，同时设细胞对照和不加抗体的病毒对照，所有孔均设复

孔，37℃孵育 1 h。 

 加细胞并孵育：待 Huh-7 细胞长到 80~90%汇合度时，使用胰酶对细胞进行消化，1.2.16.4

然后加入适量 10%FBS 的 DMEM 高糖培养基终止消化，并取少量细胞进行计数并调整
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细胞密度为 2×10
5
 cells/mL，然后按照 100 μL/孔加入到假病毒和抗体混合物中，置于培

养箱内培养 23~25 h。 

 读数：取出 96 孔板，每孔吸弃 100 μL 上清，加入 100 μL 荧光素底物进行裂解，1.2.16.5

反应 2 min，然后使用化学发光检测仪读取相对光单位（relative light unit，RLU）。 

 结 果 分 析 ： 根 据 公 式 计 算 中 和 抑 制 率 ， 公 式 为 抑 制 率1.2.16.6

=(1 −
待测样品的 RLU均值−细胞对照组的 RLU均值

病毒对照组的 RLU均值−细胞对照组的 RLU均值
) × 100%，结果进行四参数对数拟合并确定

IC50。 

 小鼠体内药效学评价 1.2.17

 分组：将 6~8 周龄的 K18-hACE2 小鼠分为 4 组，分别为预防组、12 h 治疗组、1.2.17.1

24 h 治疗组以及 PBS 对照组。 

 攻毒及给药：用 200 CCID50 剂量的 B.1.617.2 变异株活病毒经鼻内接种小鼠；预1.2.17.2

防组在攻毒前 24 h 腹腔注射 ch20D8（15 mg/kg），12 h 和 24 h 治疗组分别在攻毒后 12 h

和 24 h 腹腔注射 ch20D8（15 mg/kg），对照组在攻毒后 12 h 注射 PBS。 

 体重记录及临床症状分析：对照组小鼠全部死亡前连续每天记录感染后存活小1.2.17.3

鼠的体重、临床症状及死亡情况，对照组小鼠全部死亡后实验终止，处理抗体组全部小

鼠。 

 病毒 RNA 水平测定：将小鼠全部解剖，收集肺部和脑部组织，称重后制备匀浆1.2.17.4

样本，参考 Steward 等[56]的方法和达安核酸提取或纯化试剂盒说明书，使用全自动核酸

提取仪自动提取核酸；然后，参考 Pan 等[40]的方法和达安新型冠状病毒 2019-nCoV 核

酸检测试剂盒说明书，通过一步法 RT-PCR 检测 SARS-CoV-2 病毒 ORF1ab 基因和 N 基

因 RNA 水平；结果采用 t 检验进行统计学分析，P<0.05 表示具有统计学差异，P<0.01

表示统计学差异显著。 

 实验结果 1.3

 杂交瘤细胞 RNA 产物 1.3.1

真核生物总 RNA 中核糖体 RNA（ribosomal RNA，rRNA）占 90%以上，而 rRNA
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主要由 28S、18S 和 5.8S 组成，且分子量 28S>18S>5.8S
[57]。杂交瘤细胞 20D8 总 RNA

提取后，RNA 产物电泳结果见图 1.2。结果显示，28S 和 18S 条带清晰无杂带，且二者

比值约 2：1，5.8S 条带较浅，说明提取的 RNA 为完整 RNA。 

 

图 1.2 RNA 产物电泳结果 

Fig1.2 Electrophoresis results of RNA products 

注：图中 M1 为 DL 2 000 DNA marker，1 为 RNA 产物。 

 鼠源单抗重/轻链 PCR 产物 1.3.2

PCR 产物电泳结果见图 1.3。结果显示，使用特异性引物 prime1-H 和 prime3-L 未

能扩增出重/轻链可变区序列，使用特异性引物 prime2-H 和 prime4-L 成功扩增出重/轻链

可变区序列。重/轻链在约 800 bp 大小处均有明显条带，说明鼠源单抗重/轻链可变区序

列扩增成功。 

 
图 1.3 PCR 产物电泳结果 

Fig1.3 Electrophoresis results of PCR products 

注：图中 M1 为 DL 2 000 的 DNA marker，1 和 2 为使用 prime1-H 和 prime2-H 进行重链可变区 PCR 的产物，3

和 4 为使用 prime3-L 和 prime4-L 进行轻链可变区 PCR 的产物。 
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 鼠源单抗重/轻链序列比对及分析 1.3.3

将重/轻链可变区 PCR 产物测序结果在 IMGT 网站上比对。重链可变区开放阅读框

分析见附图 1，DNA 和氨基酸序列分析见附图 2，核苷酸序列同源性分析和同源性比对

分析分别见附表 1 和附图 3；轻链可变区开放阅读框分析见附图 4，DNA 和氨基酸序列

分析见附图 5，核苷酸序列同源性分析和同源性比对分析分别见附表 2 和附图 6。鼠源

单抗重链可变区全长 354 bp，共编码 118 个氨基酸，轻链可变区全长 339 bp，共编码 113

个氨基酸。 

成功构建了质粒 KS001-ch20D8。插入的重/轻链全长 DNA 和氨基酸序列分别见附

图 7 和附图 8。ch20D8 重链全长 1383 bp，共编码 461 个氨基酸，轻链全长 720 bp，共

编码 240 个氨基酸。 

 质粒的酶切验证 1.3.4

质粒酶切后电泳结果见图 1.4。结果显示，使用 Sal Ⅰ单酶切后，得到的条带为 11 000 

bp 左右，与预期相符；使用 Xbal Ⅰ和 Not Ⅰ双酶切后，得到的条带分别为 10 000 bp 和 1 300 

bp 左右，与预期相符；使用 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ双酶切后，得到的条带分别为 10 000 bp

和 750 bp 左右，与预期相符；KS001-ch20D8 质粒提取成功。 

 

图 1.4 质粒酶切后电泳结果 

Fig1.4 Electrophoresis results after plasmid digestion 

注：图中 M1 为 DL8 000 DNA marker，1 为 Sal Ⅰ单酶切后的质粒，2 为 Xbal Ⅰ和 Not Ⅰ双酶切后质粒，3 为 Hind Ⅲ

和 EcoR Ⅰ双酶切后质粒，4 为未酶切的对照质粒。 
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 BCA 法测定 ch20D8 浓度 1.3.5

BCA 法测定 ch20D8 浓度拟合的标准曲线见图 1.5，方程为 y=
1.914−0.09421

（1+𝑥/57.79）
1.412 +

0.09421，相关系数 R
2
=0.9984，根据方程计算得到 ch20D8 浓度为 1 214.28 µg/mL。 

 
图 1.5 BCA 法测定 ch20D8 浓度的标准曲线 

Fig1.5 Standard curve for ch20D8 concentration determination by BCA method 

 ELISA 检测 ch20D8 结合活性和阻断活性 1.3.6

ch20D8 对 RBD 结合活性的拟合曲线和 EC50见图 1.6A，阻断 RBD 和 ACE2 结合的

拟合曲线和 IC50 见图 1.6B。ch20D8 对原型株 RBD 结合活性 EC50为 2.848 ng/mL，对

B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株 RBD 的结合能力与原型株相当；ch20D8 阻断

原型株 RBD 和 ACE2 结合的 IC50 为 156.8 ng/mL，阻断 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2

变异株 RBD 和 ACE2 结合能力与原型株相当。 

 
图 1.6 ch20D8 结合活性和阻断活性拟合曲线 

Fig1.6. Fitting curve of binding activity and blocking activity of ch20D8 

注：图 A 和 B 分别为 ch20D8 结合活性和阻断活性拟合曲线，图中拟合曲线的相关系数 R2均>0.99。 

 ch20D8 对假病毒的中和活性检测 1.3.7

ch20D8 对假病毒的中和活性拟合曲线和 IC50见图 1.7。ch20D8 对原型株假病毒中

和活性 IC50 为 1.504 ng/mL，对 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株假病毒的中和
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活性与原型株相当。 

 
图 1.7 ch20D8 假病毒中和活性拟合曲线 

Fig1.7 Fitting curve of neutralization activity of ch20D8 against pseudovirus 

注：图中拟合曲线的相关系数 R2 均>0.95。 

 小鼠体内药效学评价 1.3.8

小鼠体内药效学评价实验中，分组及给药示意图见图 1.8，生存曲线见图 1.9，体重

变化曲线见图 1.10。对照组小鼠攻毒后第 4 天死亡 1 只，体重下降了 18.0%，第 5 天全

部死亡，整组体重平均下降了 20.5%；预防组和 12 h 治疗组小鼠全部存活且状态良好，

未有明显的症状，预防组体重平均下降了 0.6%，12 h 治疗组体重平均下降了 9.1%；24 h

治疗组第 5 天，小鼠死亡 1 只，体重下降了 22.6%，剩余小鼠体重平均下降 10.2%。 

 

图 1.8 小鼠分组及给药示意图 

Fig1.8 Schematic diagram of grouping and administration of mice 
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图 1.9 小鼠生存曲线图 

Fig1.9 Survival curves of mice 

 

图 1.10 小鼠体重变化曲线图 

Fig1.10 Curve of weight change in mice 

小鼠肺部及脑部组织病毒RNA水平测定结果见图1.11。肺部组织中，对照组ORF1ab

基因 RNA 均值为 7.6 lg copies/mL，N 基因 RNA 均值为 8.1 lg copies/mL，预防组、12 h

和 24 h 治疗组 ORF1ab 基因 RNA 均值分别为 4.1 lg copies/mL、5.2 lg copies/mL 和 5.3 lg 

copies/mL，N基因RNA均值分别为 4.3 lg copies/mL、5.6 lg copies/mL和 5.8 lg copies/mL。

脑部组织中，对照组 ORF1ab 基因 RNA 均值为 9.2 lg copies/mL，N 基因 RNA 均值为

10.2 lg copies/mL，预防组、12 h 和 24 h 治疗组 ORF1ab 基因 RNA 均值分别为 4.3 lg 

copies/mL、6.6 lg copies/mL和 7.4 lg copies/mL，N基因RNA均值分别为 5.7 lg copies/mL、

8.0 lg copies/mL 和 8.9 lg copies/mL。无论 ORF1ab 基因还是 N 基因 RNA，对照组病毒

RNA 均值明显高于其他组（P<0.05），预防组病毒 RNA 均值低于治疗组，12 h 治疗组

病毒 RNA 均值低于 24 h 治疗组；同一组内，肺部病毒 RNA 均值均低于脑部病毒 RNA

均值。 
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图 1.11 小鼠肺部及脑部组织病毒 RNA 水平测定结果 

Fig1.11 Determination of viral RNA levels in lung and brain tissues of mice 

注：图 A 为 SARS-CoV-2 ORF1ab 基因 RNA 水平，图 B 为 N 基因 RNA 水平；结果采用 t 检验进行统计学分析，

*P<0.05，**P<0.005，***P<0.001；图中水平虚线表示定量限，ORF1ab 基因定量限为 2.6 lg copies/mL，N 基因定量

限为 2.7 lg copies/mL。 

通过对小鼠体重变化、临床症状、死亡情况的监测及肺部/脑部组织病毒 RNA 水平

的测定，表明 ch20D8 对感染 B.1.617.2 变异株活病毒的 K18-hACE2 小鼠具有较好的保

护效果。 

 本章小结 1.4

(1) 成功提取杂交瘤细胞 20D8 总 RNA，将 RNA 反转录合成第一链 cDNA 后，通过特

异性引物成功扩增出鼠源单抗重/轻链可变区系列并进行测序。测序结果显示为正确的鼠

源单抗可变区序列，鼠源单抗重/轻链可变区序列钓取成功。 

(2) 将鼠源单抗重/轻链可变区序列和人单抗 IgG1/κ 的恒定区序列进行拼接，成功构建

了重组质粒 KS001-ch20D8。 

(3) 使用阳离子脂质体法将质粒成功瞬转 Expi293F 细胞，并进行了抗体表达；使用

Protein A 磁珠成功纯化得到 ch20D8 单抗，并测定 ch20D8 的浓度为 1 214.28 µg/mL。 

(4) ch20D8 体外功能评价中，使用 ELISA 检测 ch20D8 的结合活性和阻断活性。ch20D8

对原型株 RBD 结合活性 EC50 为 2.848 ng/mL，对 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变

异株 RBD 的结合能力与原型株相当；阻断原型株 RBD 和 ACE2 结合的 IC50 为 156.8 

ng/mL，阻断 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株 RBD 和 ACE2 结合能力与原型

株相当。假病毒中和实验中，ch20D8 对原型株假病毒中和活性 IC50为 1.504 ng/mL，对
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B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株假病毒的中和活性与原型株相当。 

(5) 小鼠体内药效学评价实验中，通过对小鼠体重、临床症状、死亡情况的监测以及肺

部/脑部组织病毒 RNA 水平的测定，表明 ch20D8 对感染 B.1.617.2 变异株活病毒的

K18-hACE2 小鼠具有较好的保护效果。 

 本章讨论 1.5

 鼠源单抗嵌合改造 1.5.1

目前，应用于临床的抗体主要为人源化抗体，鼠源单抗应用于临床会引发人抗鼠抗

体反应[58]，因此需要对其进行人源化改造。我们首先对鼠源单抗 20D8 进行嵌合改造，

主要目的为对钓取的鼠源单抗可变区序列进行验证。 

我们首先将改造后的抗体重 /轻链合成至 KS001 表达载体，构建了重组质粒

KS001-ch20D8。KS001 是一种哺乳动物表达载体，将抗体重链插入到 KS001 载体 Xbal Ⅰ

和 Not Ⅰ酶切位点之间，轻链插入到 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ酶切位点之间，重/轻链合成至同一

载体构建表达质粒，然后利用 KS001 的氨苄青霉素抗性筛选克隆并提取质粒，质粒转染

Expi293F 细胞时无需摸索重/轻链转染比例，避免了因重/轻链不匹配导致低表达率的问

题。本课题中大约每 10 mL 细胞上清即可表达 1 mg 抗体，表达量较高。 

经过嵌合改造后的抗体，在体外保留了亲本鼠源单抗对 SARS-CoV-2 RBD 蛋白的强

结合活性和阻断活性，以及对 SARS-CoV-2 假病毒的强中和活性；在体内，对感染

B.1.617.2 变异株活病毒的 K18-hACE2 小鼠具有较好的保护效果。以上结果表明，本课

题成功对鼠源单抗 20D8 进行了嵌合改造，证明了钓取的鼠源单抗可变区序列的正确性，

下一步将继续对其进行人源化改造。 

 动物模型 1.5.2

Ad5-hACE2 小鼠动物模型由腺病毒载体转导 hACE2 制备。通过外源性传递复制缺

陷腺病毒（Ad5-hACE2）到小鼠体中，使小鼠细胞成功表达 hACE2 蛋白，突破了小鼠

对于 SARS-CoV-2 的天然不致敏性，成功构建了 Ad5-hACE2 小鼠模型[59]。PAN 等[40]便

使用此非转基因小鼠模型对 2B11 抗体的体内疗效进行了评价。 



武汉生物制品研究所 2022 届硕士学位论文  

 

39 

相比于非转基因小鼠模型，转基因小鼠模型建模时间长，操作难度大。中国医学科

学院医学实验动物研究所、军事医学科学院北京微生物与流行病学研究所和中国科学院

武汉病毒所等都曾建立过 hACE2 转基因小鼠模型，这些小鼠感染 SARS-CoV-2 后均表

现出与 COVID-19 患者相似的临床表现，适用于研究 SARS-CoV-2 的发病机制、抗病毒

药物的药效学评价等[42, 55, 60]。本课题中我们使用 K18-hACE2 小鼠模型进行 ch20D8 抗

体的体内药效学评价，这种转基因小鼠模型在 SARS 流行期间构建，用于表达 hACE2

蛋白。鉴于 SARS-CoV-2 和 SARS-CoV 均以 hACE2 为受体，K18-hACE2 小鼠被

SARS-CoV-2 感染后，会引起剂量依赖性的致死性呼吸道疾病，其特征类似于人类严重

的 COVID-19
[61]。 

本课题中 B.1.617.2 变异株活病毒感染小鼠后，对照组小鼠体重下降最明显，预防

组体重几乎无下降，治疗组呈现给药越早小鼠体重下降幅度越小的趋势；肺部及脑部病

毒 RNA 水平测定结果显示，无论 ORF1ab 基因还是 N 基因 RNA，对照组病毒 RNA 均

值明显高于其他组，预防组病毒 RNA 均值低于治疗组，12 h 治疗组病毒 RNA 均值低于

24 h 治疗组，整体也表现出给药时间越早，保护效果越好的趋势。  
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第二章 鼠源抗 SARS-CoV-2 单克隆抗体的人源化改造及鉴定 

 实验材料 2.1

 细胞、抗体及病毒 2.1.1

Vero 细胞由本所 P3 实验室保存；抗 TNF-α 单克隆抗体参比品由本实验室保存；

SARS-CoV-2 原型株、B.1.351 和 B.1.1.529 变异株活病毒由本所 P3 实验室保藏。 

 表达载体 2.1.2

pcDNA3.4 表达载体，由本实验室保存，见图 2.1。 

 

图 2.1 pcDNA3.4 表达载体图谱 

Fig2.1 pcDNA3.4 expression vector map 

 主要仪器 2.1.3

主要仪器 型号 生产厂家 

毛细管电泳仪 PA800 plus 美国 SCIEX 公司 

成像毛细管等电聚焦电泳仪 iCE3 美国Proteinsimple公司 

Biacore 8K 8K 英国GE Healthcare公司 

荧光倒置显微镜 BDS500-FL 重庆奥特光学仪器 

SCG100 全自动蛋白层析仪 SCG100 苏州赛普仪器有限公司 

eBlot
TM

L1快速湿转仪 L00686 南京金斯瑞生物科技有限公司 

 主要试剂与耗材 2.1.4

主要试剂与耗材 货号 生物公司 

SDS MW Gel 

CIEF pI marker 试剂盒 

A30341 

A58481 
美国 SCIEX 公司 
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β-巯基乙醇 

碘乙酰胺 

M3148-100ML 

I6125 
德国 Sigma 公司 

PVDF 膜 ISEQ00010 美国 Millipore 公司 

甲基纤维素 

L-ARG 

IDA 

M0512 

11009 

220000 

德国 Sigma 公司 

Pharmalyte 3~10 17045601 英国 GE Healthcare 公司 

DAB 显色液 MK210 日本Takara公司 

DMEM 培养基 

双抗（青霉素-链霉素） 

11965-092 

15140122 
美国Gibco公司 

8%甲醛 P1112 北京索莱宝科技有限公司 

新生牛血清（NBS） 80230-6415 浙江天杭生物科技股份有限公司 

无水甲醇 80080418 国药集团化学试剂有限公司 

12%SDS-PAGE 电泳预制胶 

5×SDS 还原型 loading buffer 

Tri-MOPS 电泳缓冲液粉末 

预染蛋白 marker 

NC 膜 

eBlot L1 NC 膜平衡液（1×） 

eBlot L1 NC 膜转膜液（1×） 

M00667 

M00726C 

M00138 

M00624 

L00732C 

C91012106 

C91012106 

南京金斯瑞生物科技有限公司 

极速染色液 ATO00033 普健生物（武汉）科技有限公司 

HRP-山羊抗小鼠 IgG BF03001 北京博奥龙免疫技术有限公司 

 主要溶液的配制 2.1.5

 蛋白纯化相关溶液的配制 2.1.5.1

(1) 平衡液：称取 3.0 g Na2HPO4、0.5 g NaH2PO4·H2O 和 8.2 g NaCl，溶解于 1 L 纯水中，

并将 pH 调至 7.4。 

(2) 洗脱液：称取 2.7 g 枸橼酸盐、4.4 g 枸橼酸和 8.2 g NaCl，溶解于 1 L 纯水中，并将

pH 调至 3.4。 

(3) 0.1 M NaOH 溶液：称取 4.0 g NaOH，溶解于 1 L 纯水中，后同。 

 SDS-PAGE、Western Blot 及 Dot Blot 相关溶液的配制 2.1.5.2

(1) 电泳缓冲液：取一包电泳缓冲液粉末，溶解于 1 L 纯水中，颠倒混匀直至完全溶解。 

(2) PBST 洗涤液：取一包 PBS 粉末，溶解于 1 L 纯水中，然后加入 0.5 mL 的 Tween-20，

混匀。 

(3) 封闭液/抗体稀释液：称取 5.0 g 脱脂奶粉，溶解于 100 mL PBST 溶液中，配制成 5%

脱脂奶粉（W/V），现用现配。 

(4) DAB 显色液：取 1 mL 显色液 B，加入 1 滴显色液 A，混匀，避光，现用现配。 

 十二烷基硫酸钠毛细管电泳（sodium dodecyl sulfate capillary electrophoresis，2.1.5.3

CE-SDS）检测单抗纯度相关溶液配制 
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(1) 样品缓冲液：①先称取 5.6 g NaH2PO4·H2O，溶解于 200 mL 注射用水中；②称取 5.6 

g Na2HPO4，溶解于 200 mL 注射用水中；③取“①”溶液 68.5 mL 和“②”溶液 31.5 mL

混匀；④称取 1.0 g SDS，加入 20 mL“③”溶液，再加入注射用水 60 mL，将 pH 调至

6.5，补充注射用水至 100 mL。 

(2) 烷基化溶液：称取 37.0 mg 碘乙酰胺，溶解于 250 mL 注射用水中，避光，现用现配。 

(3) 0.1M HCl 溶液：量取 12 mol/L 的浓盐酸 833 μL，溶解于 100 mL 注射用水中。 

 成像毛细管等电聚焦电泳（imaging capillary isoelectric focusing electrophoresis，2.1.5.4

iCIEF）检测单抗等电点（isoelectric point，pI）相关溶液配制 

(1) 1%甲基纤维素溶液：称取 10.0 g 甲基纤维素，溶解于 1 L 注射用水中。 

(2) 0.5%甲基纤维素溶液：量取 100 mL 1%甲基纤维素溶液，加 100 mL 注射用水，混

匀。 

(3) 0.1%甲基纤维素溶液：量取 1%甲基纤维素溶液 10 mL，加 900 mL 注射用水，混匀。 

(4) 阳极电泳液：吸取 273 μL 磷酸，溶解于 50 mL 0.1%甲基纤维素溶液中。 

(5) 阴极电泳液：称取 0.4 g NaOH，溶解于 100 mL 0.1%甲基纤维素溶液中。 

(6) 阴极稳定剂：称取 0.9 g ARG，溶解于 10 mL 注射用水中。 

(7) 阳极稳定剂：称取 0.3 g IDA，溶解于 10 mL 注射用水中。 

 活病毒中和实验相关溶液配制 2.1.5.5

(1) 细胞生长液：将 DMEM 基础培养基、NBS 和双抗按照 89：10：1 比例混匀，配制

含有 10%NBS 和 1%双抗的 DMEM 完全培养基，置于 4℃冰箱，备用。 

(2) 抗体稀释液：将 DMEM 基础培养基、NBS 和双抗按照 96.5：2.5：1 比例混匀，配

制含有 2.5%NBS 和 1%双抗的 DMEM 完全培养基，置于 4℃冰箱，备用。 

(3) 病毒稀释液：将 DMEM 基础培养基和 NBS 按照 97.5：2.5 比例混匀，配制含有

2.5%NBS 的 DMEM 完全培养基，置于 4℃冰箱，备用。 

(4) 含 0.9%甲基纤维素的维持培养基：称取 9 g 甲基纤维素，加入 1 L DMEM 基础培养

基和 25 mL NBS，混匀，过滤除菌。 
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 人源化单抗的改造及质粒合成 2.2.1

 人源化组合突变文库的构建 2.2.1.1

将鼠源单抗重/轻链 CDR 区序列移植到人单抗 IgG1/κ 骨架上构建移植抗体，然后，

利用计算机同源建模，根据亲和力的变化设计回复突变位点并利用回复突变技术对 FR

区序列中关键氨基酸位点进行突变。再根据选择的突变位点设计相应的引物，并通过重

叠 PCR 将这些突变随机组合到含有功能蛋白（SASA）的文库中，构建人源化组合突变

Fab 文库。 

 人源化单抗的筛选 2.2.1.2

待文库中单个 Fab 克隆在 96 个深孔板中表达候选抗体细胞裂解液（包含融合 SASA

蛋白）后，对其分别进行针对 BSA（SASA 和 BSA 可紧密结合）和 S 蛋白的 ELISA，

对大肠杆菌在培养基中的表达和结合活性进行检测。挑选出与 BSA 和 S 蛋白结合活性

均较高的 11 个 Fab 克隆。 

 候选抗体亲和力排序 2.2.1.3

采用胺偶联法将 BSA 固定在传感器芯片上，将挑选出的 11 个 Fab-SASA 克隆分别

单独注射并被 BSA 捕获（捕获期）；平衡后，S 蛋白注射 120 秒（结合期）；然后运行缓

冲液注射 600 秒（解离期）。不同 Fab-SASA 克隆注射之前，要注意表面再生，直到分

析所有抗体。 

然后使用 Biacore 8K 评估软件，运用 1：1 相互作用模型拟合实验数据，获得

Fab-SASA 克隆的结合常数（ka）和解离常数（kd），并计算对应的平衡常数（KD）。将

抗体按其平衡常数进行排序，并将与 ch20D8 单抗具有相似或更高结合亲和力的克隆送

去测序。 

 候选抗体序列分析及质粒构建 2.2.1.4

根据亲和力排序和 DNA 测序结果，筛选出一个亲和力最高且回复突变位点最少的

Fab 克隆进行全长 IgG 的表达。将这株候选抗体重/轻链可变区序列和亲本鼠源单抗可变

区序列在 Clustal Omega 网站（https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/）上进行比对并对

结果进行分析。然后将这株候选抗体重/轻链可变区序列插入到已含抗体恒定区（IgG1/κ）

序列的 pcDNA3.4 载体中，构建完整的重/轻链人源化质粒 pcDNA3.4-H/L-h20D8。 

 实验方法 2.2

https://www.ebi.ac.uk/
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 质粒转化 E.coli DH5α 感受态细胞 2.2.2

方法同第一章 1.2.8。 

 提取质粒 2.2.3

方法同第一章 1.2.9。 

 h20D8 单抗的大量制备 2.2.4

方法同第一章 1.2.11。 

 Protein A 亲和层析纯化 h20D8 单抗 2.2.5

 装填柱料：将纳微填料颠倒至完全混匀，然后快速倒入柱中，静置 30 min 至填2.2.5.1

料完全沉淀，然后进行二次压柱。 

 平衡：使用配制好的平衡缓冲液冲洗柱子，以 2 mL/min 的流速冲洗至少 5 个柱2.2.5.2

体积，直至 UV、pH、电导率 3 条基线均水平。 

 上样：根据细胞上清的体积设置进样量，然后以 2 mL/min 的流速进样。 2.2.5.3

 洗涤：使用配制好的平衡缓冲液淋洗柱子，以 2 mL/min 的流速洗去未能特异性2.2.5.4

结合的杂质蛋白质，淋洗 5 个柱体积，直至 UV、pH、电导率 3 条基线均水平。 

 洗脱：使用配制好的枸橼酸缓冲液洗脱，以 2 mL/min 的流速洗脱 3 个柱体积，2.2.5.5

收集洗脱液。 

 柱再生：先后使用纯水、1M NaOH 和平衡缓冲液冲洗柱子，各冲洗 5 个柱体积，2.2.5.6

去除强结合性物质；再使用纯水冲洗 10 倍柱体积，并用 20%乙醇冲洗后保存。 

 回调 pH 及缓冲液置换：使用饱和的 Na2HPO4 将洗脱液 pH 调至 5.0，然后使用2.2.5.7

30 kDa 超滤浓缩管将蛋白离心置换到 PBS 溶液中，即得到纯化的人源化单抗 h20D8。 

 BCA 法测定 h20D8 浓度 2.2.6

方法同第一章 1.2.13。 

 h20D8 纯度及分子量检测 2.2.7
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 SDS-PAGE 检测 h20D8 纯度及分子量 2.2.7.1

 样品处理：取纯化后的 h20D8 2 μg，与 5×SDS 还原型和非还原型 loading buffer（1）

按照 4：1 体积比混匀，100℃加热处理 10 min；同时，设置抗 TNF-α 单抗参比品作为

对照。 

 点样：将处理好的样品点样于 12%SDS-PAGE 预制胶，并点样 6 μL 预染蛋白（2）

marker。 

 电泳：接通电源，180 V 恒压电泳，直至预染蛋白 marker 条带充分分离，溴酚（3）

兰接近蛋白胶底部。 

 染色：取出凝胶，置于极速染色液中快速染色 2 min。 （4）

 脱色并分析：取出凝胶，置于纯水中脱色并对结果进行分析。 （5）

 CE-SDS 检测 h20D8 纯度 2.2.7.2

 还原或非还原样品制备：取 100 μg 样品，用样品缓冲液稀释至 95 μL，然后加（1）

入 5 μL β-巯基乙醇溶液或烷基化溶液，混匀，6 000 r/min 离心 1 min，70℃加热处理（还

原样品加热 15 min，非还原样品加热 5min），立即冷水浴 5 min，6 000 r/min 离心 1 min，

吸取 90 μL 到样品瓶中，待上机分析。 

 还原或非还原空白溶液制备：使用 PBS 溶液代替抗体，其余同上。 （2）

 上机检测并分析：每次运行前分别使用 0.1 M NaOH、0.1 M HCl、纯水和 SDS（3）

凝胶分离缓冲液冲洗系统；设置毛细管温度为 20℃，10 kV 反相极性电动进样时间为 30 

s，15 kV 下运行 50 min，运行过程中压力为 20 psi，分析波长为 220 nm，带宽为 10 nm，

参比波长为 350 nm，带宽为 10 nm，进样顺序依次为还原空白溶液、还原样品、非还原

空白溶液和非还原样品；设置完成后开始检测，并对结果进行分析。 

 仪器处理：检测完成后，先后使用清洗液及纯水清洗仪器，并对样品瓶进行清（4）

洗。 

 iCIEF 检测 h20D8 pI 2.2.8

 预混液配制：在 EP 管中依次加入 0.5 µL marker4.1 的 IEF 标志物、0.5 µL 2.2.8.1

marker10.0 的 IEF 标志物、4.0 µL Pharmalyte 3~10、1.5 µL 阳极稳定剂、1.5 µL 阴极稳
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定剂和 35.0 µL 1%甲基纤维素，混匀，配制总体积为 43 µL 的预混液，配制 2 份。 

 空白溶液和样品制备：取 43 µL 预混液，加入 57 µL 注射用水，得到 100 µL 的2.2.8.2

空白溶液；另取 43 µL 预混液，加入 20 µg 的 h20D8，注射用水补齐体积至 100 µL；将

上述液体 13 000 r/min 离心 3 min，取 90 μl 上清至样品瓶中。 

 上机检测并分析：设置自动进样器温度为 10℃，低电压 1 500 V 预聚焦 1 min，2.2.8.3

高电压 3 000 V 聚焦 4 min，进样持续时间为 90 s，设置进样顺序为先空白溶液后样品；

设置完成后开始检测，并对检测结果进行分析。 

 仪器处理：检测完成后，先后使用清洗液及纯水清洗仪器，并对样品瓶进行清2.2.8.4

洗。 

 h20D8 特异性检测 2.2.9

 Western Blot 检测 h20D8 特异性 2.2.9.1

(1) SDS-PAGE：取原型株 RBD 蛋白 2 µg，与 5×SDS 还原型 loading buffer 按 4：1 体积

比混匀，按照 2.2.7.1 的方法进行样品处理和 SDS-PAGE，电泳完成后，将蛋白胶置于纯

水中浸泡。 

(2) 平衡膜：取 0.22 µm 孔径的 NC 膜，剪成凝胶一般大小后，置于 NC 膜平衡液中浸

泡 1 min。 

(3) 转膜：按照从负极到正极的顺序（海绵-凝胶-NC 膜-海绵）组装转膜夹，确保每层

之间无气泡产生；然后将电转夹“FRONT”标志朝外置于转膜仪中，按下“START”

键开始转膜。 

(4) 封闭：转膜完成后，取出 NC 膜，将膜进行裁剪后置于槽内，加入封闭液至完全覆

盖膜，37℃封闭 2 h。 

(5) 洗膜：弃掉封闭液，使用 PBST 洗涤液洗膜 3 次，每次置于摇床上温和震荡 10 min。 

(6) 孵育一抗：弃掉洗涤液，阳性对照槽、样品槽和阴性对照槽中分别加入 3000 ng/mL

鼠源单抗20D8、人源化单抗h20D8和抗TNF-α单抗参比品；摇床上温和震荡2 min， 37℃

孵育 1 h。 

(7) 洗膜：同(5)。 
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(8) 孵育二抗：弃掉洗涤液，阳性对照槽内加入 HRP 标记的 2000 倍稀释的山羊抗鼠 IgG，

样品槽和阴性对照槽内加入 HRP 标记的 2000 倍稀释的山羊抗人 IgG-Fc；摇床上温和震

荡 2 min，37℃孵育 1 h。 

(9) 洗膜：同(5)。 

(10) 显色：配制 DAB 显色液，将膜内洗涤液弃掉，显色液缓慢滴到膜上，直至膜上出

现明显条带后清水漂洗并对结果进行分析。 

 Dot Blot 检测 h20D8 特异性 2.2.9.2

 膜激活：取 PVDF 膜，置于 100%甲醇溶液中浸泡 1 min 以激活膜。 （1）

 点样：取出 PVDF 膜，将 2 µg 原型株 RBD 蛋白点样于膜上成圆点状，然后水（2）

平放置直至膜完全风干。 

 封闭：加入封闭液至完全覆盖膜，37℃封闭 2 h。 （3）

 其他：封闭后方法同 2.2.9.1。 （4）

 ELISA 检测 h20D8 结合活性和阻断活性 2.2.10

方法同第一章 1.2.14 和 1.2.15。 

 h20D8 对假病毒的中和活性检测 2.2.11

方法同第一章 1.2.16。 

 PRNT 检测 h20D8 对活病毒的中和活性 2.2.12

 细胞准备：中和实验前一天，对长至 80~90%汇合度的 Vero 细胞进行消化处理，2.2.12.1

计数并调整细胞密度为 2×10
5
 cells/mL，然后按照每孔 1 mL 加入到 12 孔细胞培养板中，

置于 37℃培养箱内过夜。 

 抗体稀释：在 EP 管中将 h20D8 稀释到 500 ng/mL（抗体对不同变异株的中和能2.2.12.2

力不同，起始浓度会有所调整），然后转移 400 μL 到 24 孔板第一孔；分别在第 2~6 孔

中加入 300 μL 抗体稀释液，将第一孔混匀，吸 100 μL 至第 2 孔混匀，依此类推，直至

第 6 孔，第 6 孔弃 100 μL。 

 活病毒稀释：用病毒稀释液将病毒稀释至 600 PFU/mL。 2.2.12.3
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 中和：将稀释好的活病毒按照每孔 300 μL 加入到抗体稀释液中，混匀，同时设2.2.12.4

置不加抗体的空斑对照（设 4 个复孔），置于 37℃培养箱内中和 1 h。 

 混合物转板：弃去 Vero 细胞中培养基，将中和 1 h 后的抗体和病毒混合物按照2.2.12.5

每孔 0.5 mL 加入到细胞培养板中，置 37℃培养箱吸附 1 h。 

 细胞培养：弃去板内液体，每孔加入 900 μL 含 0.9%甲基纤维素的维持培养基，2.2.12.6

置 37℃培养箱中培养 3~4 天。 

 固定并染色：弃去细胞培养板中液体，按照每孔 1 mL 加入 8%甲醛固定液，室2.2.12.7

温固定 1 h；弃去固定液，用水润洗 3 次，按照每孔 300 μL 加入 0.5%结晶紫进行染色，

染色 10min 后，用水润洗 5 次并拍照。 

 结果分析：数出所有孔中出现的空斑数目，然后计算空斑对照孔（4 个复孔）空2.2.12.8

斑数目的平均值（X），将 h20D8 不同稀释度对应的空斑数目记为 M，按照抑制率=（1-M/X）

×100%的公式，计算不同稀释度抗体对病毒的抑制率，结果进行四参数对数拟合并确

定 IC50。 

 实验结果 2.3

 人源化单抗的筛选及亲和力排序 2.3.1

通过 ELISA 法挑选出与 BSA 和 S 蛋白结合活性均较高的 11 个 Fab 克隆后（命名

为 AHF13770~AHF13780），运用 SPR 技术对这些克隆以及 ch20D8 单抗、移植单抗、阴

性对照和空白对照进行亲和力检测，结合传感器曲线见图 2.2，结合动力学参数见表 2.1。

这 11 个 Fab 克隆上清液与 S 蛋白均可特异性结合，其中，AHF13772 与 S 蛋白的结合

常数（ka）为 1.47E+06/Ms
-1，解离常数（kd）为 1.66E-06/s

-1，对应的平衡常数（KD）

为 1.13E-12 M，KD 最小（KD 越小，亲和力越高），亲和力最高，且比 ch20D8 单抗的

亲和力更高（ch20D8 单抗 KD 为 9.12E-12 M）。测序结果也显示，AHF13772 重/轻链均

只有一个氨基酸突变，故选择 AHF13772 进行全长 IgG 的表达。 
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图 2.2 候选抗体及对照与 Biacore 8k 结合传感器曲线图 

Fig2.2 Binding sensor image of Biacore 8K for candidate antibody and control 

注：图中横坐标为时间，单位为秒（S），纵坐标为相对响应值。 

表 2.1 候选抗体及对照与 S 蛋白结合的动力学参数 

Tab2.1 Binding kinetic parameters of candidate antibody and control 

配体 分析物 ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) 亲和力排序 

AHF13770 S 蛋白 1.11E+06 1.18E-04 1.06E-10 8 

AHF13771 S 蛋白 1.49E+06 4.23E-06 2.85E-12 2 

AHF13772 S 蛋白 1.47E+06 1.66E-06 1.13E-12 1 

AHF13773 S 蛋白 1.47E+06 1.29E-05 8.75E-12 3 

AHF13774 S 蛋白 1.26E+06 1.36E-04 1.08E-10 10 

AHF13775 S 蛋白 1.21E+06 3.41E-05 2.82E-11 5 

AHF13776 S 蛋白 1.41E+06 4.82E-05 3.42E-11 6 

AHF13777 S 蛋白 1.28E+06 2.12E-05 1.66E-11 4 

AHF13778 S 蛋白 1.22E+06 1.18E-04 9.69E-11 7 

AHF13779 S 蛋白 1.13E+06 1.20E-04 1.06E-10 8 

AHF13780 S 蛋白 9.98E+05 2.17E-04 2.18E-10 11 

ch20D8 单抗 S 蛋白 1.46E+06 1.33E-05 9.12E-12 - 

移植单抗 S 蛋白 6.96E+05 2.90E-04 4.16E-10 - 

Blank S 蛋白 NA NA NA - 

阴性对照 S 蛋白 NA NA NA - 
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 质粒序列分析及比对 2.3.2

将候选抗体 AHF13772 重/轻链序列插入到已含抗体恒定区（IgG1/κ）序列的

pcDNA3.4 载体中，构建了完整的重/轻链人源化质粒 pcDNA3.4-H/L-h20D8。插入的重/

轻链全长 DNA 和氨基酸序列分别见附图 9 和附图 10。h20D8 重链可变区全长 1 401 bp，

共编码 467 个氨基酸，轻链可变区全长 720 bp，共编码 240 个氨基酸。 

将h20D8单抗和亲本鼠源单抗的可变区序列在Clustal Omega网站上进行序列比对，

重链可变区核苷酸序列和氨基酸序列比对分析见附图 11 和附图 12，轻链可变区核苷酸

序列和氨基酸序列比对分析见附图 13 和附图 14。虽然 h20D8 单抗和鼠源单抗重/轻链

CDR 区碱基序列不完全一致，但编码产生的氨基酸序列完全一致。 

 Protein A 亲和层析纯化人源化单抗 2.3.3

Protein A 亲和层析纯化 h20D8 的图谱见图 2.3。图中洗脱峰明显，说明 h20D8 和

Protein A 柱特异性结合并被成功洗脱。 

 

图 2.3 Protein A 亲和层析纯化 h20D8 图谱 

Fig2.3 Map of protein A affinity chromatography purification of h20D8 

注：图中箭头指示位置为洗脱峰。 

 h20D8 纯度及分子量检测 2.3.4

 SDS-PAGE 检测 h20D8 纯度及分子量 2.3.4.1

h20D8 的 SDS-PAGE 结果见图 2.4。h20D8 纯度较高，且重/轻链保持完整，大小与

理论分子量（轻链约 25 kDa，重链约 50 kDa）基本一致。 
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图 2.4 h20D8 SDS-PAGE 结果 

Fig2.4 SDS-PAGE result of h20D8 

注：图中 M 为预染蛋白 marker，1 和 2 分别为抗 TNF-α 单抗参比品还原和非还原状态下条带，3 和 4 分别为 h20D8

还原和非还原状态下条带。 

 CE-SDS 检测 h20D8 纯度 2.3.4.2

h20D8 还原和非还原状态下的 CE-SDS 结果分别见图 2.5 和图 2.6。还原状态下纯度

大于 97%，非还原状态下纯度大于 96%，纯度较高。 

 

图 2.5 还原状态下 h20D8 CE-SDS 结果 

Fig2.5 CE-SDS results of h20D8 in reduced state 
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图 2.6 非还原状态下 h20D8 CE-SDS 结果 

Fig2.6 CE-SDS results of h20D8 in non-reduced state 

 iCIEF 检测 h20D8 pI 2.3.5

iCIEF 检测 h20D8 pI 的图谱见图 2.7，h20D8 pI 为 7.928~8.716。 

 

图 2.7 iCIEF 检测 h20D8 pI 

Fig2.7 The pI of h20D8 was detected by iCIEF 

 Western Blot 和 Dot Blot 检测 h20D8 特异性 2.3.6

Western Blot 和 Dot Blot 检测 h20D8 特异性的结果分别见图 2.8 和 2.9。h20D8 可特

异性结合原型株 RBD 蛋白，且结合的是 RBD 线性表位。 
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图 2.8 h20D8 Western Blot 结果 

Fig2.8 Western Blot results of h20D8 

注：图中 A 为阳性对照（鼠源单抗 20D8），B 为样品 h20D8 单抗，C 为阴性对照（抗 TNF-α 单抗参比品）。 

 

图 2.9 h20D8 Dot Blot 结果 

Fig2.9 Dot Blot results of h20D8 

注：图中 A 为阳性对照（鼠源单抗 20D8），B 为样品 h20D8 单抗，C 为阴性对照（抗 TNF-α 单抗参比品）。 

 ELISA 检测 h20D8 结合活性和阻断活性 2.3.7

h20D8 对 RBD 结合活性的拟合曲线和 EC50见图 2.10A，阻断 RBD 和 ACE2 结合的

拟合曲线和 IC50 见图 2.10B。h20D8 对原型株 RBD 结合活性 EC50 为 3.641 ng/mL，对

B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株 RBD 的结合能力与原型株相当；h20D8 阻断

原型株 RBD 和 ACE2 结合的 IC50 为 227.6 ng/mL，阻断 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2

变异株 RBD 和 ACE2 结合能力与原型株相当。与 ch20D8 相比，h20D8 结合活性和阻断

活性几乎未下降。 

 
图 2.10 h20D8 结合活性和阻断活性拟合曲线 

Fig2.10 Fitting curve of binding activity and blocking activity of h20D8 

注：图 A 和 B 分别为 h20D8 的结合活性和阻断活性拟合曲线，图中拟合曲线的相关系数 R2均>0.99。 
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 h20D8 对假病毒的中和活性检测 2.3.8

h20D8 对假病毒中和活性的拟合曲线和 IC50 见图 2.11。h20D8 对原型株假病毒中和

活性 IC50 为 2.874 ng/mL，对 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株假病毒的中和活

性与原型株相当。与 ch20D8 相比，h20D8 对假病毒的中和活性几乎未下降。 

 

图 2.11 h20D8 假病毒中和活性拟合曲线 

Fig2.11 Fitting curve of neutralization activity of h20D8 against pseudovirus 

注：图中拟合曲线的相关系数 R2 均>0.95。 

 PRNT 检测 h20D8 对活病毒的中和活性 2.3.9

h20D8 对活病毒中和活性的拟合曲线和 IC50 见图 2.12。h20D8 对原型株活病毒中和

活性 IC50 为 14.46 ng/mL，对 B.1.351 变异株活病毒中和活性 IC50为 5.099 ng/mL。 

 
图 2.12 h20D8 活病毒中和活性拟合曲线 

Fig2.12 Fitting curve of neutralization activity of h20D8 against true virus 

注：图中拟合曲线的相关系数 R2 均>0.95。 

 本章小结 2.4

(1) 成功构建了人源化组合突变 Fab 文库，通过结合 ELISA 法筛选到 11 个 Fab 克隆，

然后通过 SPR 最终筛选出一个亲和力最高且回复突变位点最少的 Fab 克隆；将这株候选

抗体重/轻链序列成功插入到已含抗体恒定区（IgG1/κ）序列的 pcDNA3.4 载体中，构建

了完整的重/轻链人源化质粒 pcDNA3.4-H/L-h20D8，质粒转染 Expi293F 细胞，成功表
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达了 h20D8 抗体。 

(2) h20D8 理化鉴定结果显示，h20D8 重/轻链大小与理论分子量基本一致，纯度较高，

pI 为 7.928~8.716。 

(3) h20D8 结合活性和阻断活性检测结果显示，h20D8 对原型株 RBD 结合活性 EC50为

3.641 ng/mL，对 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株 RBD 的结合能力与原型株相

当；h20D8 阻断原型株 RBD 和 ACE2 结合的 IC50 为 227.6 ng/mL，阻断 B.1.1.7、B.1.351、

P.1 和 B.1.617.2 变异株 RBD 和 ACE2 结合能力与原型株相当。与 ch20D8 相比，h20D8

结合活性和阻断活性几乎未下降，人源化改造成功。 

(4) h20D8中和活性检测结果显示，h20D8对原型株假病毒中和活性 IC50为 2.874 ng/mL，

对 B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株假病毒的中和活性与原型株相当；h20D8

对原型株活病毒中和活性 IC50 为 14.46 ng/mL，对 B.1.351 变异株活病毒中和活性 IC50

为 5.099 ng/mL，即 h20D8 对以上 SARS-CoV-2 病毒株具有极高的中和活性。 

 本章讨论 2.5

 鼠源单抗人源化改造 2.5.1

鼠源单抗的嵌合改造在减少鼠源性成分的同时，又很大程度地保留了鼠源单抗的亲

和力，但是嵌合单抗仍含有 30%左右鼠源性成分，仍可诱发人抗鼠抗体反应[58]。通过嵌

合改造验证了鼠源单抗可变区序列的正确性之后，可对其继续进行人源化改造。 

人源化抗体主要有 CDR 移植抗体和 SDR 移植抗体，CDR 移植抗体将鼠源单抗上

的 CDR 移植到人抗体相应的 CDR 区[62]，再通过对 CDR 区附近可能影响可变区结构的

氨基酸残基进行替换来优化抗体。本课题通过 CDR 移植抗体技术和构建组合突变 Fab

文库的方法，成功筛选到一株亲和力最高且回复突变位点最少的 Fab 克隆，将此 Fab 克

隆成功连接至 pcDNA3.4 载体后，表达了全长 IgG 抗体，表达的抗体 CDR 区氨基酸序

列与亲本鼠源单抗 CDR 区序列完全一致。经鉴定，改造的 h20D8 单抗与鼠源单抗相比，

h20D8 单抗亲和力几乎未下降，且具有非常高的生物学活性（结合、阻断及中和活性）。 
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 病毒变异及免疫逃逸 2.5.2

SARS-CoV-2 的遗传多样化、遗传突变及基因高频重组都增加了该病毒扩大传播的

风险。在传播过程中，随着自然选择和药物作用的压力，病毒会不断发生变异，截至 2022

年 5 月 16 日，SARS-CoV-2 有 5 种 VOC（B.1.1.7、B.1.351、P.1、B.1.617.2 和 B.1.1.529）。

随着变异株的出现，不同药物对于 COVID-19 的治疗出现了不同程度的失效，已有体外

研究表明，对于 B.1.1.529 变异株，目前获批上市或处于临床研究中的单抗，除 Vir-7831、

DXP-604 和 BRⅡ-196/BRⅡ-198 组合单抗还保留有一定中和活性外，大部分单抗都呈现

出不同程度的失效[63-66]。本课题中 20D8 单抗对原型株、B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2

变异株均具有强中和活性，但是 B.1.1.529 变异株由于存在于 RBD 上的突变位点多达 15

个，导致 20D8 中和效力显著下降（结果未展示）。 

由于单抗的作用位点单一，在治疗过程中，病毒在选择压力下，易发生免疫逃逸。

可选择作用于不同位点且具有协同作用的单抗组成组合抗体，如 CR3014 和 CR3022 组

合单抗可以有效预防 SARS-CoV 逃逸[67]。本课题中 20D8 单抗单独使用，对原型株、

B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株均具有强中和活性，与本实验室识别其他表位

的抗体（D2）混合使用，可有效中和包括 B.1.1.529 在内的所有 VOC 假病毒（结果未展

示），具有较大的应用价值。 
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第三章 总结与展望 

 全文总结 3.1

3.1.1 本课题成功钓取了鼠源单抗重/轻链可变区序列，并成功构建了嵌合抗体表达质

粒 KS001-ch20D8，成功表达了嵌合单抗 ch20D8。 

3.1.2 ch20D8 体外生物学活性鉴定结果显示，ch20D8 对原型株、B.1.1.7、B.1.351、

P.1 和 B.1.617.2 变异株 RBD 均具有强结合活性；对原型株、B.1.1.7、B.1.351、P.1 和

B.1.617.2 变异株 RBD 和 ACE2 结合均具有强阻断活性；对原型株、B.1.1.7、B.1.351、

P.1 和 B.1.617.2 变异株假病毒均具有强中和活性。 

3.1.3 小鼠体内药效学评价实验中，通过对小鼠体重变化、临床症状、死亡情况的监

测及肺部/脑部组织病毒 RNA 水平的测定，表明 ch20D8 对感染 B.1.617.2 变异株活病毒

的 K18-hACE2 小鼠具有较好的保护效果。 

3.1.4 采用 CDR 移植技术及回复突变技术对鼠源单抗 20D8 进行了人源化改造，成功

构建了完整的重/轻链人源化质粒 pcDNA3.4-H/L-h20D8，并成功表达了 h20D8 抗体；

h20D8 重/轻链大小与理论分子量基本一致，纯度较高，pI 为 7.928~8.716，可特异性结

合原型株 RBD 蛋白。 

3.1.5 与 ch20D8 相比，h20D8 对原型株、B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2 变异株

RBD 结合活性和阻断活性几乎未下降；对原型株、B.1.1.7、B.1.351、P.1 和 B.1.617.2

变异株假病毒中和活性几乎未下降；h20D8 对原型株和 B.1.351 变异株活病毒具有非常

高的中和活性。以上结果表明，本课题成功对鼠源单抗 20D8 进行了人源化改造。 

 展望 3.2

抗 SARS-CoV-2 鼠源单抗 20D8 为具有强中和活性的单抗，本课题主要对其进行人

源化改造。通过抗体的人源化改造，一方面减少了鼠源性成分，降低了临床使用中可能

引起的人抗鼠抗体反应，另一方面保留了鼠源单抗的亲和力和强中和活性。但是由于

SARS-CoV-2 病毒的变异，不断有各种新冠单抗发生了不同程度的失效，本课题中 20D8

也被 B.1.1.529 变异株逃逸。 

将识别不同表位的单抗进行混合，是应对病毒免疫逃逸、提高抗体抗病毒广谱性的
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有效手段。我们将 20D8 与本实验室识别其他表位、且能中和 B.1.1.529 变异株的抗

SARS-CoV-2 单抗（D2）进行混合，可有效中和包括 B.1.1.529 变异株在内的所有 VOC。 

后续我们将构建稳定表达 h20D8 的 CHO 工程细胞株，并与 D2 等抗 SARS-CoV-2

单抗进行组合，以期开发更为广谱的抗 SARS-CoV-2 中和抗体药物，为我国新冠疫情的

防控作出应有的贡献！ 
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附录Ⅰ 图表说明 

 

附图 1 鼠源单抗重链可变区开放阅读框分析 
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附图 2 鼠源单抗重链可变区 DNA 和氨基酸序列分析 

附表 1 鼠源单抗重链可变区核苷酸序列同源性分析 

  Score Identity 

AC090843 Musmus IGHV1-18*01 F  1251 92.71% (267/288 nt) 

AC073565 Musmus IGHV1-26*01 F  1251 92.71% (267/288 nt) 

AC073565 Musmus IGHV1-22*01 F  1242 92.36% (266/288 nt) 

AC073565 Musmus IGHV1-34*01 F  1224 91.67% (264/288 nt) 

L17134 Musmus IGHV1-34*02 F  1206 90.97% (262/288 nt) 

https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=AC090843
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=AC073565
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=AC073565
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=AC073565
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=L17134
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附图 3 鼠源单抗重链可变区核苷酸序列同源性比对分析 
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附图 4 鼠源单抗轻链可变区开放阅读框分析 
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附图 5 鼠源单抗轻链可变区 DNA 和氨基酸序列分析 

附表 2 鼠源单抗轻链可变区核苷酸序列同源性分析 

  Score Identity 

AJ235948 Musmus IGKV8-30*01 F 1467 99.33% (295/297 nt) 

AJ235944 Musmus IGKV8-24*01 F 1278 92.26% (274/297 nt) 

Y15982 Musmus IGKV8-21*01 F 1269 91.92% (273/297 nt) 

Y15980 Musmus IGKV8-19*01 F 1260 91.58% (272/297 nt) 

L17135 Musmus IGKV8-28*02 F 1251 91.25% (271/297 nt) 

https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=AJ235948
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=AJ235944
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=Y15982
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=Y15980
https://www.imgt.org/ligmdb/view?id=L17135
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附图 6 鼠源单抗轻链可变区核苷酸序列同源性比对分析 
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ch20D8-H：Signal sequence-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4-Constant region-Stop codon 
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附图 7 ch20D8 单抗重链全长 DNA 和氨基酸序列 
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ch20D8-L：Signal peptide-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4-Constant region-Stop codon  

 

附图8 ch20D8单抗轻链全长DNA和氨基酸序列 



武汉生物制品研究所 2022 届硕士学位论文  

 

72 

h20D8-H：Signal sequence-VH-hIgG1CH -Stop codon 
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附图9 h20D8单抗重链全长DNA和氨基酸序列 
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h20D8-L：Signal sequence-VL-hlgκ CL-Stop codon 

 

附图10 h20D8单抗轻链全长DNA和氨基酸序列 



武汉生物制品研究所 2022 届硕士学位论文  

 

75 

 

附图 11 鼠源单抗和 h20D8 单抗重链可变区核苷酸序列比对分析 

 

附图 12 鼠源单抗和 h20D8 单抗重链可变区氨基酸序列比对分析 
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附图 13 鼠源单抗和 h20D8 单抗轻链可变区核苷酸序列比对分析 

 

附图 14 鼠源单抗和 h20D8 单抗轻链可变区氨基酸序列比对分析  
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附录Ⅱ 攻读学位期间发表论文目录 

1. 周建花,桂芳,张囡,敬兆飞,乐鑫,潘勇兵.2 周重复给予重组全人源抗新型冠状病毒单

克隆抗体 2B11 注射液未导致恒河猴出现毒性反应 [J].中国药理学与毒理学杂

志,2022,36(4):241-252. 

2. 周建花, 乐鑫, 潘勇兵. 抗呼吸道病毒单克隆抗体药物的研发进展 [J]. 中国生物制

品学杂志, 2022(已录用). 
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三年，记忆犹新。 

初来武汉，是 2019 年的 3 月份，这个城市到处弥漫着樱花的气息，车流不息，人

群不止，城市喧嚣而热闹，便被这个城市的美好深深吸引。奔着目的地来到武生所，内

心彷徨不安却又充满期待。在这里，我如愿通过了面试，顺利成为武生所的一员。从研

一的理论课学习到研二研三的课题选择、设计和完成，从理论到实践，我一步步成长和

进步，整个过程虽然充满了艰辛，却从未想过放弃。值此论文完稿之际，我想向武生所

以及所有帮助、支持和关心过我的老师、同学、家人和朋友们表示最诚挚的感谢！ 
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折，彷徨无助的时候，您都会给我指点迷津，把我拽入正轨，并不断给我信心和帮助。

您无私的辅导和渊博的学识让我的科研路不再无助，跌跌撞撞最终顺利毕业。非常庆幸

这三年能得到您的教诲，也很庆幸我能顺利留在武生所，未来在您的带领下继续工作。 

其次，感谢武生所段凯、李新国和王泽鋆等所领导，感谢科研开发部黄仕和经理、

杜洪桥经理和韩会珍老师等在三年的学习和生活中给与的关怀和帮助；感谢抗体研究室

张囡、端义坤和彭祥兵等老师，桂芳、詹珊珊、吴小丽、邓小杰、陈莹、唐杰、张雪逸

和黄嘉欣等师姐以及王炯、宋刚、敬兆飞、刘建邦、杨溢民、乐鑫、杜剑晖、师江龙和

孙文泽等师兄师弟在相关实验中提出的宝贵建议和给与的积极帮助；感谢新发传染病研

究室卢佳老师和张秋老师等在动物实验中提供的帮助；感谢三年研究生学习生活中的同

学们！ 

最后，特别感谢我的家人，尽管你们不在身边，却总在我遇到困难和挫折时，无条

件支持我，给与我鼓励和安慰；还要感谢邓涛同志，他总是在背后默默帮助我陪伴我，

让我相信自己，勇往直前；是你们无私的爱给了我信心和勇气，一路向前。 
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衷心感谢在座的每一位专家、领导、老师及同学，感谢你们抽出时间来参加我的毕

业答辩，并对我的论文予以指导。感恩这三年的时光，感恩遇到的每一个人，感恩一切，

让我有勇气走向社会，不断拼搏，挑战自我！ 
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