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缩 略 词 表 

 

英文缩写 英文全称 中文全称 
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                  导  师：刘红旗  研究员 

 

中文摘要 

  

【目的】随着病毒的进化、全球气温升高以及交通旅游业的发展，蚊媒传播的

病毒已经在全球范围内传播，对全球的公共卫生构成了很大的威胁。基孔肯雅病

毒（chikungunya virus, CHIKV）、登革病毒（dengue virus）和寨卡病毒（Zika virus, 

ZIKV）是目前自然界流行的三种主要蚊媒传播病毒，具有一些相似的特点，如：

都通过同一种媒介——白纹伊蚊和埃及伊蚊传播；诱导产生相似的免疫反应，包

括不同程度的炎症和免疫细胞激活；在疾病的早期阶段，引起的症状相似，往往

难以区分，无法及时使用特异性抗病毒药物来控制疾病的发展；流行病学研究还

发现，3 种病毒经常发生共感染。这些相似的特点给疾病的鉴别诊断和治疗带来

了巨大挑战。因此，本论文将目光凝聚于 CHKIV 和 ZIKV 上，基于序列已发表

的、具有高特异性的两株病毒的单克隆抗体，通过 FIT-Ig 双特异性抗体改造和表

达技术制备能同时中和 CHIKV、ZIKV 的重组抗体，为研发部分蚊媒病毒的治疗

方法和防控策略奠定一定的基础。 

【方法】（1）通过查阅文献和公共数据库，获取具有分别中和 CHIKV 和 ZIKV

活性的单克隆抗体 VL（轻链可变区）和 VH（重链可变区）基因序列，经人工

合成后克隆至合适的质粒载体以表达重组抗体。（2）构建重组抗体表达质粒的：

选取 5 株单克隆抗体 CHK152、CHK166、CHK263、CHK265、ZIKA1004 的 VL

和 VH 基因序列，通过 In-Fusion 方法将其分别克隆至含有 CL（轻链恒定区）和

CH（重链恒定区）的 CMVR、pMD2.G、pcDNA3.1 三种质粒载体，构建单抗和

基于 FIT-Ig 抗体平台的双特异性抗体表达质粒。（3）优化重组抗体表达条件：通

过 Western Blot 分析和确定最佳表达载体、最佳表达时间和最佳质粒配比。（4）

重组抗体的表达、纯化和鉴定：基于前面优化的条件，通过 CHO-S 悬浮细胞表
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达系统进行重组抗体的表达，然后通过 Protein A 介质进行亲和纯化以获得纯化

后的抗体，最后通过 Western Blot 和 SDS-PAGE 方法分析重组抗体及其纯度。（5）

重组抗体表征和功能分析：通过动态光散射（DLS）测量单抗和双抗的粒径大小；

通过 ELISA 方法测定单抗和双抗的抗原特异性结合力；通过真病毒或假病毒测

定单抗和双抗的中和活性；最后通过 ELISA 方法分析单抗和双抗的稳定性。 

【结果】（1）基于公共数据库的抗体序列和已发表文章的验证结果，我们筛选

后获得了 5 个单抗的轻重链可变区序列：CHK152、CHK166、CHK263、CHK265

和 ZIKA1004。（2）人工合成相应的基因片段后，通过 In-fusion 的方法将相应的

抗体基因片段克隆至表达载体 CMVR、pMD2.G、pcDNA3.1 中，经测序验证成

功构建了 30 个重组抗体表达质粒。（3）通过比较分析重组抗体的不同表达条件，

发现最佳表达载体为 CMVR，最佳表达时间为 96h，构建双抗的 3 个质粒（长链

质粒、短链 1 质粒和短链 2 质粒）的最佳配比为 1:1:1。基于优化的表达条件，

进一步筛选出能够高效表达的重组抗体质粒 CMVR-CHK265VH/VL 和

CMVR-ZIKA1004VH/VL 用于后续双特异性抗体研究。（4）通过 CHO-S 成功表

达了单抗 CHK265、ZIKA1004 和双抗 FIT(1004-265)， Western Blot 和 SDS-PAGE

分析结果表明，表达纯化获得的单抗 CHK265、ZIKA1004 和双抗 FIT(1004-265) 

纯度均在 80%以上，产量分别为 20mg/L、20mg/L 和 15mg/L。（5）通过动态光

散射（DLS）、ELISA、中和实验方法对重组抗体的表征和功能进行了分析。DLS

结果表明，获得的两株单抗 CHK265、ZIKA1004 以及双抗 FIT(1004-265)的粒径

大小符合预期。ELISA 分析重组抗体的抗原特异性结合力结果表明，获得的单抗

和双抗均能与相应的抗原特异性结合，ZIKV1004 单抗与文献报道的一致，不仅

能与 ZIKV 的抗原结合，还能够结合 DENV 的抗原；CHK265 单抗对 CHK-E2

抗原的特异性结合力为 1.6nM；FIT(1004-265)双抗对 CHK-E2 抗原、DENV-2/3

型抗原和 ZIKA-E 抗原都有结合。通过真病毒或假病毒中和实验分析结果表明，

单抗和双抗均有预期的中和活性，ZIKA1004单抗和FIT(1004-265)双抗对DENV2

型病毒的中和效价（IC50）分别为：80.12μM 和 78.65μM，对 DENV3 型病毒的

中和效价（IC50）分别为：20.36μM 和 28.66μM；ZIKA1004 单抗和 FIT(1004-265)

双抗对 ZIKV 的中和效价（IC50）分别为：30.28μM 和 25.84μM；CHK265 单抗

和 FIT(1004-265) 双抗对 CHIKV 假病毒均有一定中和效果，CHK265 单抗的中
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和效果高于 FIT(1004-265)。抗体稳定性分析表明，所获得的重组单抗和双抗均

有良好的稳定性，在不同条件处理：a) 4℃、25℃或 37℃放置三周；b) 反复冻

融 3 次；c) 4℃-40℃温度循环变化后，与抗原特异性结合力无显著差异。 

【结论】本论文研究初步制备了一个能够同时中和 CHIKV 和 ZIKV 两种常见

蚊媒病毒的双特异性抗体 FIT(1004-265)，为治疗难以鉴别诊断的部分蚊媒病毒

感染提供了另一种思路；同时也初步建立了抗病毒 FIT-Ig 双特异性抗体表达平

台，为快速制备其他具有中和活性的抗病毒双特异性抗体奠定了坚实的基础。 

 

关键词 基孔肯雅病毒；登革病毒；寨卡病毒；双特异性抗体；中和活性 
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Preparation of bispecific antibodies with neutralizing 

activities to CHIKV and ZIKV  

Postgraduate:Zhang Fengyuan 

Supervisor:Prof. Liu Hongqi 

 

ABSTRACT  

Objective (s): With the evolution of viruses, rising global temperatures, and the 

development of transportation and tourism, mosquito-borne viruses have spread 

globally, posing a significant threat to global public health. Chikungunya virus 

(CHIKV), dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) are the three major 

mosquito-borne viruses currently endemic in nature, and share some similar 

characteristics. For example, they are all transmitted by the same vector, Aedes 

aegypti. They induce similar immune responses, including varying degrees of 

inflammation and immune cell activation. They cause similar symptoms at the early 

stage of the disease, which are often difficult to differentiate and prevent the timely 

use of specific antiviral medications to control the progression of the disease.  

Epidemiologic studies have also found that co-infections of two or three kinds of 

viruses frequently occur. Thus, these similarities pose a great challenge to the 

differential diagnosis and treatment of the disease. Therefore, this thesis focuses on 

CHKIV and ZIKV. Based on monoclonal antibodies to the two strains of viruses 

whose sequences have been published with high specificity, recombinant antibodies 

capable of neutralizing both CHIKV and ZIKV are prepared by FIT-Ig bispecific 

antibody modification and expression technology, which will provide a certain 

foundation for the development of therapeutic methods and prevention and control 

strategies for some mosquito-borne viruses. 

Methods: (1) The gene sequences of monoclonal antibodies VL (light chain 

variable region) and VH (heavy chain variable region), which have activities of 
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neutralizing CHIKV and ZIKV respectively, were obtained through reviewing the 

literature and public databases, and were cloned into the suitable plasmid vectors to 

express recombinant antibodies after artificial synthesis. (2) Construction of 

recombinant antibody expression plasmids: The VL and VH gene sequences of five 

monoclonal antibodies CHK152, CHK166, CHK263, CHK265, and ZIKA1004 were 

selected, and cloned into CMVR, pMD2.G, which contains CL (light chain constant 

region) and CH (heavy chain constant region), respectively, by the In-Fusion method, 

G, and pcDNA3.1 plasmid vectors to construct monoclonal antibody and bispecific 

antibody expression plasmid based on FIT-Ig antibody platform. (3) Optimization of 

recombinant antibody expression conditions: the optimal expression vector, the 

optimal expression time and the optimal ratio of plasmids were determined by 

Western Blot analysis. (4) Expression, purification and identification of recombinant 

antibody: Based on the optimized conditions, recombinant antibody was expressed by 

CHO-S Suspension Cell Expression System, and then purified by Protein A medium 

to obtain the purified antibody, and finally the recombinant antibody and its purity 

were analyzed by Western Blot and SDS-PAGE. (5) Characterization and functional 

analysis of recombinant antibodies: Measure the particle size of monoclonal antibody 

and bispecific antibody by Dynamic Light Scattering (DLS); determine the 

antigen-binding affinity of monoclonal antibody and bispecific antibody by ELISA; 

determine the neutralizing activity of monoclonal antibody and bispecific antibody by 

authentic virus or pseudovirus; and finally analyze the stability of monoclonal 

antibody and bispecific antibody by ELISA.  

Results: (1) Based on the antibody sequences from public databases and the 

validation results from published articles, we obtained the sequences of the light and 

heavy chain variable regions for five monoclonal antibodies: CHK152, CHK166, 

CHK263, CHK265, and ZIKA1004 after screening. (2) After artificially synthesizing 

the corresponding gene fragments, we cloned the corresponding gene fragments of 

antibodies by the In-fusion approach into the expression vectors CMVR, pMD2.G and 

pcDNA3.1, and 30 recombinant antibody expression plasmids were successfully 
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constructed and confirmed by sequencing. (3) By comparing and analyzing the 

different expression conditions of recombinant antibody, we found that the optimal 

expression vector was CMVR, the optimal expression time was 96 h, and the optimal 

ratio of the three plasmids (long-chain plasmid, short-chain 1 plasmid, and short-chain 

2 plasmid) for constructing the double antibody was 1:1:1. Based on the optimized 

expression conditions, we further screened out the recombinant antibody plasmids 

that could be expressed efficiently, such as CMVR-CHK265VH/VL and 

CMVR-ZIK265VH/VL, and CMVR-ZIK265VH/VL. CMVR-CHK265VH/VL and 

CMVR-ZIKA1004VH/VL were further screened for highly efficient expression of 

recombinant antibody plasmids, which were used for subsequent bispecific antibody 

studies. (4) The monoclonal antibodies CHK265, ZIKA1004 and bispecific antibody 

FIT(1004-265) were successfully expressed by CHO-S cells. The results of Western 

blotting and SDS-PAGE analysis showed that the purities of monoclonal antibodies 

CHK265, ZIKA1004 and bis-antibody FIT(1004-265) were more than 80%, with the 

yields of 20 mg/L, 20 mg/L and 15 mg/L, respectively. (5) The characterization and 

functionality of the recombinant antibodies were analyzed by dynamic light scattering 

(DLS), ELISA, and neutralization assays.The DLS results showed that the particle 

sizes of the two monoclonal antibodies, CHK265 and ZIKA1004, as well as the 

bis-antibody, FIT(1004-265) were expected. ELISA analysis of the recombinant 

antibodies for their antigen-binding affinities showed that the mono- and 

bis-antibodies were able to bind specifically to the corresponding antigens. The 

ZIKV1004 mono-antibody was able to bind to the antigens of ZIKV and DENV, 

which is in agreement with those reported in the literature. The CHK265 

mono-antibody had a binding affinity of 1.6 nM for the CHK-E2 antigen; and the 

FIT(1004-265) bis-antibody was able to bind to the CHK-E2 antigen, the DENV-2/3 

type antigen, and the ZIKA-E antigen. The results of the neutralization assay by 

authentic virus or pseudovirus showed that both mono- and bis-antibodies had the 

expected neutralizing activity, and the neutralizing potency (IC50) of ZIKA1004 

mono- and FIT(1004-265) bispecific antibodies against DENV2 were 80.12 μM and 

78.65 μM, and against DENV3 were 20.36 μM and 28.66 μM, respectively. The 
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neutralizing potency (IC50) of ZIKA1004 monoclonal antibody and FIT(1004-265) 

bis-antibody against ZIKV was 30.28 μM and 25.84 μM, respectively; CHK265 

monoclonal antibody and FIT(1004-265) bispecific antibody had certain neutralizing 

activities against CHIKV pseudovirus, and the neutralizing activity of CHK265 

monoclonal antibody was higher than that of FIT(1004-265) bispecific antibody. 

FIT(1004-265). Antibody stability analysis showed that the recombinant monoclonal 

antibodies and bispecific antibody had good stability, and there was no significant 

difference in binding affinity to antigen after treatment under different conditions: a) 

at 4℃, 25℃ or 37℃ for three weeks; b) three times of repeated freezing and 

thawing; and c) temperature cycling changes from 4℃ to 40℃. 

Conclusion(s): In this dissertation, a bispecific antibody FIT(1004-265), which can 

simultaneously neutralize two common mosquito-borne viruses, CHIKV and ZIKV, 

was preliminarily prepared, which provides another way of thinking for the treatment 

of mosquito-borne viral infections that are difficult to be differentially diagnosed; 

meanwhile, an expression platform of antiviral FIT-Ig bispecific antibody was 

preliminarily established, which lays a solid foundation for the rapid preparation of 

other antiviral bispecific antibodies with neutralizing activity. It also laid a solid 

foundation for the rapid preparation of other antiviral bispecific antibodies with 

neutralizing activity. 

Keywords: Chikungunya virus; Dengue virus; Zika virus; Bispecific antibody; 

Neutralizing activity 
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制备具有中和活性的抗 CHIKV、ZIKV 双特异性抗体 

 

前  言 

 

1．蚊媒病毒的流行及研究 

蚊媒传播传染病是由蚊虫叮咬所引起的疾病，其中目前危害性较严重的蚊媒

传染病有基孔肯雅热、登革热以及寨卡热等[1]。由基孔肯雅热病毒（chikungunya 

virus, CHIKV）感染引起的基孔肯雅热，其特征是大多数患者出现的多关节痛、

高热、头痛、呕吐、肌痛和皮疹[3]。虽然急性发热期通常会在数日内消退，但多

发性关节痛通常会持续数周或数月，造成严重的经济和社会影响[4]。CHIKV 于

1953 年在非洲首次发现，并在非洲和东南亚以及南美洲流行，经常定期暴发[2]。

CHIKV 属于 Togaviridae 家族的甲病毒属，通过蚊子传播给人类。自 2004 年以

来，包括欧洲、中美洲、南美洲和北美等非流行地区在内的近 40 个国家观察到

的 CHIKV 感染发病率有所增加[5-8]。登革热是由蚊媒传播的登革病毒（dengue 

virus, DENV）感染引起的一种多种临床症状发热性疾病，包括高热、头痛、虚

弱、肌肉疼痛，有时还会伴有皮疹[9,10]。DENV 属于黄病毒科的黄病毒属，存在

4 种不同的血清型，分别是 DENV-1、DENV-2、DENV-3 和 DENV-4[11]。各种血

清型的循环是周期性的，不同的血清型会周期性地重新成为优势血清型[12]。因

此，尽管登革热的死亡率很低，但在地方性流行环境中，造成的卫生服务、经济

和资源负担仍然很大，且针对该病有效治疗方法的研发进展缓慢[13]。由寨卡病

毒（Zika virus, ZIKV）病毒感染引起的寨卡热，最常见的症状包括斑丘疹、轻度

发热、关节痛、非化脓性结膜炎、肌痛、头痛、眼眶后疼痛，以及较少见的呕吐

和水肿[16]。ZIKV 也属于蚊媒传播的黄病毒科黄病毒属成员，其结构呈现出包膜

和二十面体，基因组长度约为 11 kb，为单链正义 RNA [14]。寨卡病毒于 1947 年

首次在乌干达寨卡森林中的一只哨兵恒河猴身上被发现[15]。到目前为止，尚无

针对寨卡病毒感染的特异性治疗方法。单纯性疾病的治疗包括休息、补液以及对

发热和关节炎的对症治疗。 

由此可见，这三种虫媒病毒主要临床表现均为发热、头痛以及关节痛[17,18]。

特别是在感染初期，两者几乎无任何可以区分的临床特征[19]。这三种病毒经常
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出现共感染现象[20,21]。如果不及时干预治疗，合并感染就有可能出现致命的后果

[22]。目前针对单一病毒感染尚无特效抗病毒药物以及理想疫苗，而针对病毒共

感染的研究也只停留在检测试剂盒的开发上，因此对于这些病毒共感染的干预研

究迫在眉睫[23,24]。在 CHIKV 的中和活性单克隆抗体研究中，需要针对的是三种

CHIKV 基因型的感染，其中大部分单抗针对的是 E1 和 E2 结构蛋白，目前已有

30 多个 CHIKV 单克隆抗体被证明具有中和活性，其中 CHK152、CHK166、

CHK263、CHK265 是最具保护性的单克隆抗体，这些抗体的基因组序列则成为

CHIKV 单抗的研究关键；ZIKV 与 DENV 均属于黄病毒，文献记载两种病毒共

感染的患者体内引发了针对 ZIKV 和 DENV 的有效交叉中和抗体，并分离并表

征出多种抗体：MZ4、MZ1、MZ2、MZ20、MZ24、MZ54、MZ56，其中 MZ4

（又称 ZIKA1004）在实验中保护小鼠免受病毒血症和 ZIKV 或 DENV-2 攻击

后的病毒传播。在有 DENV 经历的个体中接种疫苗可以增强预先存在的黄病毒

免疫力，并产生针对 ZIKV 和 DENV 的保护性反应。然而这些单抗研究仅仅是

针对单个病毒的感染，并不涉及两种或者更多病毒的共感染，本研究希望利用抗

体改造技术构建一个可以同时结合两种或更多蚊媒病毒的双特异性抗体平台

[25]。我们最终将关注点放在 FIT-Ig 抗体改造技术上，希望通过制备此类双抗，

为该疾病的治疗提供一定的参考[26]。  

 

2．双特异性抗体平台的应用 

双特异性抗体的概念最早诞生于 1960 年，当时被认为是一种治疗癌症的新

思路，随着技术的不断发展，在杂交瘤技术的应用中成功制备出双特异性抗体。

此后双抗的应用越来越受到关注[27-31]。迄今为止，开发具有明确结构、组成、生

化、功能和药理学特性的双特异性抗体的方法越来越多[32-35]。目前已知的双抗制

备平台已超过 100 个，除广泛应用于癌症、炎症以外，也逐渐应用在病毒免疫治

疗方面[36-39]。接下来我们重点介绍以下 4 种主流的双抗制备平台，以选择最优者。 

（1） TrioMabs 平台： 

TrioMabs 意为保持 IgG 样形状的三功能双特异性抗体，其来源是将两种产

生不同单克隆抗体的细胞系进行融合，期间介导这两种不同单抗的重链和轻链自

由配对[40]。此种方法的优点是产生的预期功能性双抗同时包含两种抗体的轻重

链并且无人工修饰，保留了蛋白生成过程中的天然构象；缺点是本身由于在配对
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过程中随机结合，则会产生各种非功能性抗体，不利于后续的纯化。Catumaxomab

是 2009 年获得欧洲药品管理批准，用于治疗恶性腹水的全球第一个上市的双特

异性抗体。该抗体便是这种三功能双特异性抗体[41]。 

（2） KiH-Ig 平台： 

KiH 全称为“Knobs-into-Holes”（杵臼结构），此种方法基于上述的 TrioMabs

技术，原理是将双抗重链上 CH3 区的氨基酸进行突变，从而在空间上分别形成

“Knobs”型与“Holes”型结构，利用“KiH”结构的空间位阻效应促进重链异

源二聚化。其优点是利用该方法可将轻重链的正确装配率从野生型的 57%提高到

92%，大大提升了产量和后期的纯化工作；但缺点是突变后的抗体分子稳定性不

如天然抗体，经常需要引入链间二硫键稳定抗体结构[42,43]。CD4-IgG 免疫粘附素

则是通过该平台产生，具体方法是将一条重链的 CH3 结构域的 T366Y 进行突变

形成较大氨基酸来获得“杵”结构；将另一重链的 CH3 结构域的 Y407T 进行突

变形成较小氨基酸来获得“臼”结构[44-48]。 

（3） DVD-Ig 平台： 

DVD-Ig 是一种双特异性四价 IgG 样分子，是一种通过短肽连接器结合两种

现有抗体的有效方法，具体是将一个 IgG 的 VH 结构域和 VL 结构域分别融合到

另一个 IgG 的重链和轻链上，形成所谓的双可变结构域抗体（DVD-Ig）。最初生

成的 DVD-Ig 用于靶向 IL-12 和 IL-18[49]。这种形式已被应用于组合多种特异性

抗体[50]。该方法的优点是可以通过分子生物学技术对抗体序列进行改造从而获

得预期的双抗，但在结构上存在一定的弊端：当结合位点位于内部时，由于空间

位阻的影响从而导致特异性结合力的显著降低，尽管在其结构中添加柔性肽来减

少空间位阻的影响，但理论上仍然存在特异性结合力降低的可能性[51]。但这并

不妨碍 DVD-Ig 成为主流的双抗制备技术，抗 EGFR 和抗 ErbB3 DVD-Ig 蛋白便

是如此，表皮生长因子受体（EGFR）和酪氨酸蛋白激酶 3（ErbB3）是癌症治疗

中两个公认的靶标，这两个受体与其他受体之间存在明显的串扰，而这种 DVD-Ig

蛋白则可以同时维持两种亲本抗体结合的功能[52-54]。另一个例子是 ABT-165，这

是一种靶向 DLL4 和 VEGF 的双可变域免疫球蛋白 (DVD-Ig)，所有获批的抗血

管生成药物主要抑制 VEGF 通路，而 Delta 样配体 4 (DLL4)已被确定为不依赖

VEGF 的血管生成和肿瘤起始细胞(TIC)存活的潜在药物靶标，目前 ABT-165 已

在临床前模型中显示出卓越的疗效和良好的安全性[55-57]。 
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（4） FIT-Ig 平台 

FIT-Ig 全称为 “Fabs-In-Tandem-Ig”，是一项新型的双特异性抗体的技术平

台，该技术平台能够通过简单的分子生物学手段将两个抗体串联在一起形成双

抗，该双抗同时具备了两个原始抗体的功能，拥有双重活性和产业化优势[26]。

FIT-Ig平台相较于DVD-Ig平台的优点是无空间位阻的影响和Fab结构域的改变，

相较于 TrioMabs 平台和 KiH-Ig 平台的优点是易于抗体表达后续的纯化。已有研

究利用 FIT-Ig 平台生成治疗病毒的双抗——ZIKA（FIT-1）：寨卡病毒（ZIKV）

是一种蚊媒黄病毒，可导致严重的后遗症。该实验研究分离出均具有中和活性的

人单克隆抗体 ZIKA185 与 ZKA190。其中 ZKA190 在核磁共振和冷冻电子显微

镜下显示与 E 蛋白 DIII 区域上暴露的表位结合，而 ZIKA185 与 E 蛋白 DII 区域

上暴露的表位结合。将两株单抗通过 FIT-Ig 改造为 ZIKA（FIT-1），经验证，FIT-1

强有力地阻止了病毒逃逸，保证了其作为 ZIKV 免疫疗法的发展[58]。 

最终比较后我们选择 FIT-Ig 来进行后续抗体改造实验，双特异性抗体制备平

台的比较见图 1。 

 

图 1 双特异性抗体制备平台的比较 

 

3 本论文的研究目的和意义 

目前，由蚊媒介导的 CHIKV、DENV 和 ZIKV 这三种病毒经常出现共感染

现象，如果不及时干预治疗，则可能造成致命的后果。然而这三种病毒导致的疾

病表征观察中，均出现发热、头痛以及关节痛等相似症状，不利于早期的诊断治

疗。目前市场上尚未出现靶向的特效抗病毒药物。随着双特异性抗体技术的发展，

其应用领域已逐渐从最初的癌症治疗、炎症治疗等扩展至病毒免疫治疗。 

本研究将目光凝聚于CHIKV和ZIKV上，我们尝试通过改造已知的CHIKV、
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ZIKV 中和抗体，构建可以同时结合两种病毒的双特异性抗体。相较于单抗的联

合免疫治疗，双抗具有两个主要优势：一是节省成本，包括生产和临床治疗中的

成本；二是减轻机体负担，因为人的机体对于外来物质均有一定程度的免疫反应，

相较于一个双抗，同时使用两个单抗在理论上可能会更加影响机体。因此，我们

希望通过抗体改造技术，构建一个可以同时结合两种病毒的双特异性抗体平台，

为促进此类疾病的治疗提供一些有意义的帮助，以期对双特异性抗体在治疗病毒

方面提供一定的参考。 

 

4 本论文的研究思路 

为了获得具有较好中和活性的双特异性抗体，我们首先通过查阅文献和公共

平台获取具有较好中和活性的单克隆抗体轻重链可变区基因序列，经人工化学合

成相应基因片段后，选择合适的载体构建能够在真核表达系统中高效表达的抗体

重组质粒。其次，通过 FIT-Ig 技术，改造单克隆抗体轻重链可变区基因序列，构

建能够在真核表达系统中高效表达的双特异性抗体 FIT(A-B)重组质粒。接下来，

对抗体表达系统进行优化，包括：表达载体、转染比例和表达时间，以获得最优

的表达条件。然后，通过亲和方法纯化表达的单抗和双抗，并通过 SDS-PAGE、

Western Blot 和 DLS 分析纯化后抗体分子大小。最后验证抗体的生物学活性：（1）

以相应的病原蛋白作为包被抗原，通过 ELISA 定性和定量分析纯化后的单抗、

双抗的抗原特异性结合力；（2）利用真病毒或假病毒进行中和实验，通过细胞病

变或荧光素酶活性分析抗体的中和活性；（3）通过 ELISA 检测不同温度处理后

抗体特异性结合力的变化，从而分析抗体的稳定性。该研究思路见图 2。 

 

图 2 论文研究思路 
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材料与方法 

 

1 实验材料 

1.1 抗体基因序列 

本研究用于表达的 CHK152VL、CHK152VH、CHK166VL、CHK166VH、

CHK263VL、CHK263VH、CHK265VL、CHK265VH 基因序列来源于已被证明

对 CHIKV 具有高中和活性的单克隆抗体文献（Pal P, Dowd K A, Brien J D, et al. 

Development of a highly protective combination monoclonal antibody therapy against 

Chikungunya virus[J]. PLoS pathogens, 2013, 9(4): e1003312.）；ZIKA1004VL、

ZIKA1004VH 基因序列来源于 ZIKA 研究文献（Dussupt V, Sankhala R S, 

Gromowski G D, et al. Potent Zika and dengue cross-neutralizing antibodies induced 

by Zika vaccination in a dengue-experienced donor[J]. Nature medicine, 2020, 26(2): 

228-235.）。 

 

1.2 哺乳动物细胞 

CHO-S 细胞(由中国医学科学院医学生物学研究所孙明老师课题组惠赠)； 

HEK-293T 细胞（实验室自存）。 

 

1.3 感受态细胞 

大肠杆菌感受态细胞（Escherichia coli  DH5a，目录号：Cat#G6016）。 

 

1.4 表达载体 

CMVR 载体（由中国医学科学院医学生物学研究所孙明老师课题组惠赠）； 

pMD2.G 载体（实验室自存）； 

pcDNA3.1 载体（实验室自存）。 

 

1.5 主要实验试剂 
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表 1. 主要实验试剂 

试剂 生产厂商 货号 

DMEM 液体培养基 CORNING 10-013-CVRC 

胎牛血清 GIBCO 10091-148 

青链霉素 Biological Industries 03-031-1B 

180kDa 蛋白电泳 Marker ThermoFisher 26616 

BCA 法蛋白定量分析试剂盒 ThermoFisher 23227 

5×Tris-甘氨酸蛋白电泳缓冲液 Biosharp BL603B 

TMB 显色液 博奥龙生物科技有限公司 BF06007-1 

BSA MP Biomedicals 公司 180728 

无菌 PBS 缓冲液 Solarbio 公司 B8291 

Tween 20 Amresco 公司 0777 

Glycine 美国 VWR 公司 0407C280 

TRIS 美国 VWR 公司 77-86-1 

Acrylamide, 40% solution 默克有限公司 V900848 

TEMED 

CHK-E2 重组蛋白 

DENV-Ⅰ型重组蛋白 

DENV-Ⅱ型重组蛋白 

DENV-Ⅲ型重组蛋白 

DENV-Ⅳ型重组蛋白 

ZIKA-E 重组蛋白 

无内毒素质粒小提中量试剂盒 

Gibco™FreeStyle™ MAX 试剂 

Opti-MEM 减血清培养基 

HRP 标记山羊抗人 IgG（H+L） 

考马斯亮蓝染色液 

rProtien A Beads 

美国 VWR 公司 

Sino Biological 公司 

Sino Biological 公司 

Sino Biological 公司 

Sino Biological 公司 

Sino Biological 公司 

Sino Biological 公司 

TIANGEN 

ThermoFisher 

GIBCO  

碧云天 

金斯瑞生物科技有限公司 

Solarbio 公司                 

A80900761 

40440-V08B 

40531-V08B 

40471-V08B 

40531-V08H1 

40533-V08B2 

40543-V08B4 

DP118-02 

16447100 

31985-070 

A0201 

M00625R 

R8290 
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1.6 主要仪器及耗材 

 

表 2. 主要仪器及耗材 

名称 生产厂商 货号 

生物安全柜 

动态光散射仪 

赛默飞世尔科技 

Malvern 

1300MSC 

ZEN3600 

超净工作台 

PCR 仪器 

核酸电泳系统 

无菌无酶低吸附盒装吸头 

高精度酶免系统 

洗板机 

微孔板恒温振荡器 

精度 pH 计 

凝胶成像系统 

台式恒温摇床 

高速离心机 

核酸蛋白检测仪 

苏州安泰空气技术公司 

北京东胜创新生物科技 

美国 BIO-RAD 公司 

武汉赛维尔生物科技 

帝肯(上海)贸易有限公司 

美国伯腾仪器有限公司 

杭州奥盛仪器有限公司 

德国梅特勒托利多公司 

日本 UVP 公司 

上海雯泉仪器有限公司 

贝克曼库尔特有限公司 

上海琪特有限公司 

SW-CJ2F 

ETC-811 

1645050 

TP-1000-C 

1208007652 

50TS 

MB100-4A 

FE20K 

B110296 

MQD-B3R 

JHY01B02 

QT98 

 

2 实验方法 

2.1 双特异性抗体 FIT(A-B)的构建策略 

FIT (A-B) 分子由单克隆抗 A 和 B 组成；长链的组成是单克隆抗体 A 的轻

链（VLA-CL）直接串联融合到单克隆抗体 B 的重链（VHB-CH1-CH2-CH3）的 

N 端。另外两条短链，即短链 1(VHA-CH1)和短链 2(VLB-CL），在哺乳动物细

胞中与长链共同表达，从而分泌出类似 IgG 的分子，保留了两个亲代 mAbs 的

活性。构建策略见图 3。 
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图 3  基于 FIT（A-B）平台构建双特异性抗体策略 

 

注：a) FIT (A-B)分子由单克隆抗体 A 和 B 组成；长链的组成是单克隆抗体 A 的轻链

（VLA-CL）直接串联融合到单克隆抗体 B 的重链（VHB-CH1-CH2-CH3）的 N 端。

另外两条短链，即短链 1（VHA-CH1）和短链 2（VLB-CL），在哺乳动物细胞中与长

链共同表达，从而分泌出类似 IgG 的分子，保留了两个亲代 mAb 的活性。b) 设计基因

构建体。在哺乳动物细胞中瞬时表达抗体设计的编码全长 IgG 和双特异性 FIT-Ig 的基因

构建体示意图。Kozak 序列和 TGA 用红色标出。SP: 信号肽；TGA: 终止密码子。 
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2.2 获取理想的单克隆抗体序列 

根据上述所述数据库和文献获取序列，再由苏州金唯智生物科技有限公司合

成并插入载体。 

 

2.3 重组抗体表达质粒的构建 

2.3.1 单抗表达质粒的构建 

2.3.1.1 设计引物 

通过 Snapgene 软件设计引物序列，将单抗轻重链可变区序列作为目的基因

通过引物分别结合到 CMVR-H、CMVR-L 质粒载体上，构建能够进行转染表达

的重组质粒。以单抗 CHK152 为例，引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成，名称以及碱基序列如下： 

CMVR-H(R)-F:   GCGTCGACCAAGGGCCCATC 

CMVR-H(R)-R:   GGAATGTACACCGGTTGCAG 

CHK-152-VH-F:  ACCGGTGTACATTCCATGGGATGGAGCTGT 

CHK-152-VH-R:  GCCCTTGGTCGACGCTGAGGAGACGGTGAC   

CMVR-L(R)-F:   CGTACGGTGGCTGCACCATC 

CMVR-L(R)-R:   TGAATGTACACCGGTTGCAG 

CHK-152-VL-F:  ACCGGTGTACATTCAATGGAGACAGACACA 

CHK-152-VL-R:  TGCAGCCACCGTACGTTTGATTTCCAGCTT 

2.3.1.2 获取目的基因以及线性化载体 

（1）从-20℃ 冰箱取出 PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase（宝日生物工程有限

公司，Cat# R045Q）、相关引物、质粒和无酶水置于冰上解冻。 

（2）依据表 3-6 所示的 PCR 体系，依次加入解冻后的试剂和引物，加完后振荡

混匀再瞬时离心。 

表 3. CHK152VH 目的基因扩增 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

CHK-152-VH-F 10μM 1μL 10μmol 

CHK-152-VH-R 10μM 1μL 10μmol 

pUC57-152VH 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  
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表 4. CHK152VL 目的基因扩增 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

CHK-152-VL-F 10μM 1μL 10μmol 

CHK-152-VL-R 10μM 1μL 10μmol 

PUC57-152VL 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  

 

表 5. CMVR-H 载体线性化 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

CMVR-H(R)-F 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-H(R)-R 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-H 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  

 

表 6. CMVR-L 载体线性化 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

CMVR-L(R)-F 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-L(R)-R 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-L 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  

（3）依据表 7 所示的 PCR 程序，将 PCR 体系置于 PCR 仪器中进行扩增。 

表 7. PCR 扩增程序 

步骤 温度 时间 

1 98 ℃ 2min 

2 98 ℃ 10sec 

3 55 ℃ 15sec 

4 72℃ --sec（5s/1kb） 

5 重复步骤 2~4 共 35 个循环 

6 72 ℃ 5min 
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（4）完成 PCR 扩增后向 25μLPCR 产物中加入 5μL 10×Loading Bμffer 振荡混匀，

再瞬时离心。配制 0.8%琼脂糖凝胶，取 PCR 产物进行电泳，电泳后挖取含目的

基因的胶块，利用 Mini BEST Agarose Gel 试剂盒提取凝胶中的目的基因，测定

核酸浓度后备用。  

2.3.1.3 融合克隆——目的基因与线性化载体的连接 

依据 In-Fusion HD Cloning Kit 说明书，线性化载体与目的基因按照适当比例

进行连接。根据测定的回收片段的浓度和长度，按照本公司网站公式计算所需用

量。按照表 8、9 依次加入各组分后用枪头轻轻吹打混匀体系，随后瞬时离心。

连接体系置于 50℃ 恒温连接 15min。连接完成后，按照 DH5α 细胞说明书操作，

取 3-5μL 连接体系转化 50μLDH5α 感受态细胞，取适量菌液涂布至 LB-卡那霉素

（50 μg/ml）固体培养基，置于 37℃培养 14-16h。 

 

表 8. 线性化 CMVR-H 与 CHK152VH 连接体系（10μl） 

组分 浓度 体积  

In-Fusion HD Enzyme Premix 5× 2μL  

线性化 CMVR-H（5500bp） 30ng/μl 4μl  

CHK152VH（417bp） 50ng/μl 1μl  

无酶水  3μL  

 

 

表 9. 线性化 CMVR-L 与 CHK152VL 连接体系（10μl） 

组分 浓度 体积  

In-Fusion HD Enzyme Premix 5× 2μL  

线性化 CMVR-L（5000bp） 30ng/μl 4μl  

CHK152VL（393bp） 35ng/μl 1.5μl  

无酶水  2.5μL  
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2.3.1.4 菌液 PCR 鉴定 

挑取 3 个克隆菌落分别至 1ml LB-卡那霉素(50 μg/ml)液体培养基中，37℃，

220rpm/min 培养 4-6h。按照表 3、表 4 所含目的基因 PCR 体系配制，其中 PCR

模板用菌液替代且取 1μl 即可，振荡混匀后瞬时离心。再按照表 8PCR 程序进行

PCR 扩增。PCR 完成后的产物进行 0.8%琼脂糖凝胶电泳，凝胶经 UVP 紫外仪

捕获图像，鉴定 CHK152VH、CHK152VL 目的条带。 

2.3.1.5 基因测序鉴定 

取菌液 PCR 鉴定阳性的菌液，联系生工生物工程(上海)股份有限公司测序部

进行 DNA 测序鉴定。 

2.3.1.6 菌种保存 

    鉴定正确的菌液与 50%甘油以 1:1 混合，分装 1.5mlEP 管，于-80℃ 保存。 

 

小结：单抗表达质粒构建方法均按照上述步骤进行，因此省略 CHK166、

CHK265、ZIKA1004 等单抗的构建过程。 

 

2.3.2 双特异性抗体 FIT(1004-265)表达质粒的构建 

2.3.2.1 设计引物 

通过 Snapgene 软件设计引物序列，通过如前所述的 FIT(A-B)双特异性抗体

改造方法，在表达单抗的质粒 CMVR-265VH、CMVR-265VL、CMVR-1004VH、

CMVR-1004VL 的序列基础上进行改造，构建出 CMVR(265-1004)LONG、

CMVR(265-1004)SHORT、CMVR-265VL 三质粒系统来表达所期望的双特异性抗

体。引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，名称以及碱基序列如下： 

265-1004(R)-F：CAGATTCAGCTGGTGCAGAG 

265-1004(R)-R：GGAATGTACACCGGTTGCAG 

265-1004long-F：ACCGGTGTACATTCCCAGCCTGTGCTGACT 

265-1004long-R：CACCAGCTGAATCTGGCATTCTCCTCTGTT 

ZIKA-1004-VH-F:   ACCGGTGTACATTCCCAGGTGCATCTGCAG 

CMVR△CH2CH3-R：AGCAGATCTGGATCCTCATCAAACTTTCTTGTCCAC 

CMVR(STYX)-F：GGATCCAGATCTGCTGTGCC 

CMVR-H(R)-R:   GGAATGTACACCGGTTGCAG 
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2.3.2.2 获取目的基因以及线性化载体 

（1）从-20℃冰箱取出 PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase（宝日生物工程有限公

司，Cat#R045Q） 、相关引物、质粒和无酶水置于冰上解冻。 

（2）依据表 10、11 所示的 PCR 体系扩增 CMVR(265-1004)SHORT 的目的基因

以及线性化载体，依据表 12、13 所示的 PCR 体系扩增 CMVR(265-1004)LONG

的目的基因以及线性化载体。之后依次加入解冻后的试剂和引物，加完后振荡混

匀再瞬时离心。 

表 10. 目的基因扩增 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

ZIKA-1004-VH-F 10μM 1μL 10μmol 

CMVR△CH2CH3-R  10μM 1μL 10μmol 

CMVR-1004VH 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  

 

表 11. 载体线性化 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

CMVR(STYX)-F 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-H(R)-R 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-1004VH 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  

 

表 12. CMVR(265-1004)LONG 目的基因扩增 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

265-1004long-F 10μM 1μL 10μmol 

265-1004long-R 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-1004VL 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  
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表 13. CMVR(265-1004)LONG 载体线性化 PCR 反应体系（25μl） 

组分 浓度 体积 总量 

PrimeSTAR ® Max DNA Polymerase 2× 12.5μL 1× 

265-1004(R)-F 10μM 1μL 10μmol 

265-1004(R)-R 10μM 1μL 10μmol 

CMVR-265VH 100ng/μl 1μL 100ng 

无酶水  补至 25μL  

 

（3）依据上述表 7 所示的 PCR 程序，将 PCR 体系置于 PCR 仪器中进行扩增。 

（4）完成 PCR 扩增后向 25μLPCR 产物中加入 5μL 10×Loading Bμffer 振荡混匀，

再瞬时离心。配制 0.8%琼脂糖凝胶，取 PCR 产物进行电泳，电泳后挖取含目的

基因的胶块，利用 Mini BEST Agarose Gel 试剂盒提取凝胶中的目的基因，测定

核酸浓度后备用。  

2.3.2.3 融合克隆——目的基因与线性化载体的连接 

依据 In-Fusion HD Cloning Kit 说明书，线性化载体与目的基因按照适当比例

进行连接。根据测定的回收片段的浓度和长度，按照本公司网站公式计算所需用

量。按照表 14、15 依次加入各组分后用枪头轻轻吹打混匀体系，随后瞬时离心。

连接体系置于 50℃ 恒温连接 15min。连接完成后，按照 DH5α 细胞说明书操作，

取 3-5μL 连接体系转化 50μLDH5α 感受态细胞，取适量菌液涂布至 LB-卡那霉素

(50 μg/ml)固体培养基，置于 37℃ 培养 14-16h。 

 

表 14. CMVR(265-1004)SHORT 连接体系（10μl） 

组分 浓度 体积  

In-Fusion HD Enzyme Premix 5× 2μL  

CMVR(265-1004)SHORT 线性化载体 42ng/μl 3.5μl  

CMVR(265-1004) SHORT 目的基因 35ng/μl 1.5μl  

无酶水  3μL  
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表 15. CMVR(265-1004)LONG 连接体系（10μl） 

组分 浓度 体积  

In-Fusion HD Enzyme Premix 5× 2μL  

CMVR(265-1004)LONG 线性化载体 70ng/μl 1μl  

CMVR(265-1004) LONG 目的基因 10ng/μl 5μl  

无酶水  2μL  

 

2.3.2.4 菌液 PCR 鉴定 

挑取 3 个克隆菌落分别至 1ml LB-卡那霉素(50 μg/ml)液体培养基中，37℃，

220rpm/min 培养 4-6h。按照表 10、12 所含目的基因 PCR 体系配制，其中 PCR

模板用菌液替代且取 1μl 即可，振荡混匀后瞬时离心。再按照表 7 PCR 程序进行

PCR 扩增。PCR 完成后的产物进行 0.8%琼脂糖凝胶电泳，凝胶经 UVP 紫外仪

捕获图像，鉴定预期目的条带。 

2.3.2.5 基因测序鉴定 

取菌液 PCR 鉴定阳性的菌液，联系生工生物工程(上海)股份有限公司测序部

进行 DNA 测序鉴定。 

2.3.2.6 菌种保存 

鉴定正确的菌液与 50%甘油以 1:1 混合，分装 1.5mlEP 管，于-80℃ 保存。 

注：此次质粒构建过程中 CMVR-265VL 不做改变，但仍为双抗三质粒系统

中其一。 

 

为了提高后续蛋白表达的成功率以及选择表达效率较优的重组质粒，我们同

时构建了备选的不同载体重组质粒，构建方法如上所述，质粒命名如下：

CMVR(152-1004)LONG 、 CMVR(152-1004)SHORT 、 PMD2.G-152VL 、

PMD2.G-152VH 、 pMD2.G-166VL 、 pMD2.G-166VH 、 pMD2.G-1004VL 、

pMD2.G-1004VH 、 pMD2.G(152-1004)LONG 、 pMD2.G(152-1004)SHORT 、

pcDNA3.1-152VL、pcDNA3.1-152VH、pcDNA3.1-166VL、pcDNA3.1-166VH、

pcDNA3.1-1004VL 、 pcDNA3.1-1004VH 、 pcDNA3.1(152-1004)LONG 、

pcDNA3.1(152-1004)SHORT。 
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2.4 重组抗体表达条件的优化  

2.4.1 重组抗体表达质粒的扩增提取 

2.4.1.1 提前过夜摇菌(含有目的质粒的甘油菌液)，试剂盒：无内毒素小提中量试

剂盒（北京天根生化科技有限公司，货号 Cat# DP118）。 

2.4.1.2 溶液 P1 使用前加入 RNaseA（试剂盒提供），混匀，在 4℃ 冰箱保存； 

2.4.1.3 漂洗液 PW 加入指定体积的无水乙醇； 

2.4.1.4 将过夜培养的菌液加入离心管，12000rpm 离心 1min，尽量吸除上清； 

2.4.1.5 向含有细菌沉淀的离心管中加入 500μl 溶液 P1，使用移液枪吹打悬浮细

菌沉淀； 

2.4.1.6 向上述离心管中加入溶液 P2 500μl，温和地上下翻转 6-8 次，使菌体充分

裂解（不宜超过 5min）； 

2.4.1.7 向上述离心管中加入溶液 P4 500μl，立即温和地上下翻转 6-8 次使液体充

分混匀，直到出现紧实的白色絮状沉淀，然后室温放置 10-20min，12000rpm 离

心 20min，将沉淀离至离心管底部（注意 P4 加入后要立即混匀，避免产生局部

沉淀，如果上清还有小块白色沉淀，可延长离心时间）； 

2.4.1.8 将上一步离心得到的上清液加入过滤柱 CS 当中，过滤柱 CS 移至收集管，

12000rpm 离心 2min，将滤液收集到干净的 2ml 离心管中； 

2.4.1.9 向滤液中加入 0.3 倍滤液体积量的异丙醇（多加易导致 RNA 污染），上

下颠倒混匀； 

2.4.1.10 将吸附柱放入收集管，然后加入 500μl 平衡液 BL，12000rpm 离心 1min，

倒掉废液，将吸附柱重新放回收集管中； 

2.4.1.11 将混合液加到已活化的吸附柱 CP4 当中； 

2.4.1.12 室温 12000rpm 离心 1min，弃废液，将吸附柱放回收集管； 

2.4.1.13 向吸附柱 CP4 中加入 500μl 去蛋白液 PD，12000rpm 离心 1min，弃废液，

将吸附柱放回收集管； 

2.4.1.14 向吸附柱 CP4 加入 600μl 漂洗液 PW，12000rpm 离心 1min，弃废液，将

吸附柱放回收集管（加入漂洗液 PW 后，室温静置 5min，更有助于去除杂质）； 

2.4.1.15 向吸附柱 CP4 加入 600μl 漂洗液 PW，12000rpm 离心 1min，弃废液，将

吸附柱放回收集管； 
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2.4.1.16 将吸附柱 CP4 放回收集管中，12000rpm 离心 2min，去除吸附柱中残余

的漂洗液； 

2.4.1.17 打开吸附柱 CP4 的盖子，室温放置 5min，彻底晾干吸附膜中残留的漂洗

液； 

2.4.1.18 提前将洗脱缓冲液 TB 放入 65℃水浴锅预热； 

2.4.1.19 将吸附柱 CP4 置于干净的 1.5ml 离心管中，向吸附膜中央悬空滴加 150μl

洗脱缓冲液 TB，室温静置 2min，12000rpm 离心 1min，将离心得到的质粒溶液

收集到离心管中； 

2.4.1.20 分光光度计检测质粒浓度，送上海生工生物测序。 

 

2.4.2 重组抗体在 293T-17 贴壁细胞中的表达 

2.4.2.1 转染前准备 

提前一天将长满的 293T-17 细胞（细胞来自 pro-cell 公司，细胞代次：13；

以下简称 293T 细胞）,按照每孔 1x106 个细胞的比例传至六孔板（体积：2ml/孔），

使其 24h 后细胞密度达到 70%-80%； 

2.4.2.2 转染操作 

2.4.2.2.1 以六孔板配置为例，配置转染复合物体系（参照《Lipofectamine™ 3000 

试剂实验方案》厂家：thermofisher 公司，目录号：L3000015） 

2.4.2.2.2 接种细胞至 70–80% 汇合度时转染； 

2.4.2.2.3 使用 Opti-MEM™ 培养基（125μl）（产家：thermofisher 公司；目录号：

11058021）稀释 Lipofectamine™ 3000 试剂 (5μl )——充分混匀； 

2.4.2.2.4 使用 Opti-MEM™ 培养基（125μl）稀释 DNA（2.5μg），制备 DNA 预

混液，然后添加 P3000™ 试剂（5μl）——充分混匀，完成后静置 3min； 

注：这里的 DNA(2.5μg)为转染质粒的总量，由于该实验的目的是表达单克隆抗

体以及双特异性抗体，转染系统为双质粒系统（表达单抗）以及三质粒系统（表

达双抗），故要求的总量为 2.5μg 即可。转染质粒以及比例方案如下表所示 
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表 16. 转染质粒以及比例方案 

质粒名称 比例（2.5ug 总量） 

CMVR-152VH:CMVR-152VL 

CMVR-166VH:CMVR-166VL 

CMVR-263VH:CMVR-263VL 

CMVR-265VH:CMVR-265VL 

CMVR-1004VH:CMVR-1004VL 

pMD2.G-152VH:pMD2.G -152VL 

pMD2.G -166VH:pMD2.G -166VL 

pMD2.G -1004VH:pMD2.G -1004VL 

pcDNA3.1-152VH:pCDNA3.1 -152VL 

pcDNA3.1 -166VH:pCDNA3.1 -166VL 

pcDNA3.1 -1004VH:pCDNA3.1 -1004VL 

CMVR 系列 FIT(1004-152) LONG:SHORT1:SHORT2 

CMVR 系列 FIT(1004-152) LONG:SHORT1:SHORT2 

CMVR 系列 FIT(1004-152) LONG:SHORT1:SHORT2 

CMVR 系列 FIT(1004-152) LONG:SHORT1:SHORT2 

pMD2.G 系列 FIT(1004-152)LONG:SHORT1:SHORT2 

pcDNA3.1 系列 FIT(1004-152)LONG:SHORT1:SHORT2 

CMVR 系列 FIT(1004-265)LONG:SHORT1:SHORT2 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1:1 

1:2:2 

1:3:3 

1:4:4 

1:1:1 

1:1:1 

1:1:1 

 

2.4.2.2.5 在已稀释的 Lipofectamine™ 3000 试剂中加入稀释的 DNA (1:1 比例)； 

2.4.2.2.6 于恒温培养箱 21°C 孵育 10–15 分钟； 

2.4.2.2.7 加入 DNA- 脂质复合物(250μl)至六孔板细胞中（分不同的点，一滴一

滴地加，边加边 上下左右十字混匀）； 

2.4.2.2.8 加入转染复合物后，37°C、5%CO2 培养 24-96h。在相应的时间点，收

获细胞和上清进行蛋白表达鉴定。 

注：本实验进行了收样时间的优化，故而在 12h、24h、48h、72h、96h、120h、

144h、168h 均进行收样，以便后续实验筛选最优。 
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2.4.3 重组抗体 Western blotting 分析 

2.4.3.1 细胞上清与沉淀处理 

上清处理：用细胞刮子，将细胞连带培养液全部刮下来，转移至 1.5mlEP 管，于

1000g 离心 5min，将上清转移至新管。 

沉淀处理：细胞沉淀用预冷的 PBS 悬浮，于 1000g 离心 5min，去上清，用适当

体积的 RIPA 悬浮细胞后（一般 100μl）；置于冰上 30min，用适当功能的超声

处理打碎 DNA；于 4°C 和 10000rcf 离心 10min,（提前开离心机预冷），将离心

后的上淸转移至另一 1.5ml 的 EP 管。 

2.4.3.2 Western blotting 

2.4.3.2.1 WB 胶的制备——选择试剂盒《One-Step PAGE Gel Fast Preparation Kit 

(10%)》（公司：诺唯赞，目录号：E303-01） 

2.4.3.2.1.1 以制备一块 0.75/1.0/1.5 mm 的 mini 胶为例。  

 

表 17. 下层胶配方 

凝胶厚度        ResolverA   ResolverB   APS   

0.75mm           2.0ml 2.0ml 40ul 

1.0mm 2.7ml 2.7ml 60ul 

1.5mm 4.0ml 4.0ml 80ul 

 

表 18. 上层胶配方 

凝胶厚度        StackerA   StackerB   APS   

0.75mm           0.5ml 0.5ml 10ul 

1.0mm 0.75ml 0.75ml 15ul 

1.5mm 1.0ml 1.0ml 20ul 

 

2.4.3.2.1.2 各组分在使用前请颠倒混匀 6 - 8 次； 

2.4.3.2.1.3 下层胶配制：取等体积 Resolver A 和 Resolver B，各 2.0/2.7/4.0 ml，

混匀； 

2.4.3.2.1.4 上层胶配制：取等体积 Stacker A 和 Stacker B，各 0.5/0.75/1.0 ml，混

匀； 
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2.4.3.2.1.5 向下层胶的混合溶液中加入 40/60/80 μl 的 APS，立即充分混匀，然后

注入制胶玻璃板中，使液面距短玻璃板上沿约 1.5 cm； 

2.4.3.2.1.6 向上层胶的混合溶液中加入 10/15/20 μl 的 APS，立即充分混匀，无需

等待下层胶凝固，即可将混匀后的溶液轻缓注入制胶玻璃板中，轻轻 插入梳齿； 

2.4.3.2.1.7 待胶凝固后(室温约 15 min)，拔去梳齿即可用于电泳。推荐电泳电压

为 150 - 200 V，待溴酚蓝指示剂达到底部边缘时，即可停止电泳。 

2.4.3.2.2 加样：小心拔出梳子，加入电泳液密封，取等体积（20μl/孔，50μg）已

处理的样品上样； 

2.4.3.2.2 上样顺序：根据具体实验内容而定，结果部分展示； 

2.4.3.2.3 电泳电压以及时间：80V30min；150V45min。 

2.4.3.2.4 转膜（产家：Bio-Rad 公司；Trans-Blot® Turbo™ 全能型蛋白转印系统）：

取下电泳结束后的凝胶，切除浓缩胶部分。先利用甲醇浸泡 PVDF 膜 30s 左右，

取上 7 层，下 7 层滤纸用转膜液浸泡，以滤纸-PVDF 膜-胶-滤纸自下往上铺盖，

注意不要产生气泡；转膜程序设置为 2.5A，10Min； 

2.4.3.2.5 蛋白封闭：配制 5%的脱脂奶封闭液（0.5g 脱脂奶粉加入到 10ml PBST

溶液中）， 容器中加入 10ml 封闭液，将切好的膜浸泡在封闭液中。置于水平摇

床上，转速 45rpm，室温封闭 1h； 

2.4.3.2.6 一抗孵育：用 PBST 配制 2.5% BSA，根据 1:1000 的比例稀释一抗，并

按 1:1000 的比例加入叠氮钠（防止长菌，一抗循环使用），封闭结束后，4℃过

夜孵育一抗，孵育结束后，将一抗回收至原 15ml 管。用 PBST 洗涤一抗，每次

10min，洗 3 次； 

注：由于本课题验证的蛋白为抗体，所以免去一抗孵育过程，直接进行二抗孵育 

2.4.3.2.7 二抗孵育：含 2.5%脱脂牛奶的 PBST 为溶剂稀释二抗，稀释比例 1000:1

（厂家：碧云天，CatNo.A2010, goat anti-human IgG（H+L））；   

2.4.3.2.8 二抗孵育结束后，用 PBST 洗涤二抗，每次 10min，洗 3 次； 

2.4.3.2.9 显色:按照 1:1 比例配制显色液，混匀，取适量体积铺满 PVDF 膜，避光

孵育 5min, 沥干 PVDF 膜表面的显色液，置于凝胶成像系统中，自动曝光模式

拍摄照片显色。 
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2.5 重组抗体的大量表达、纯化和鉴定 

2.5.1 重组抗体在 CHO-S 悬浮细胞中的表达 

转染试剂：Freestyle 试剂（厂家：赛默飞世尔科技；目录号：16447100） 

注：转染从贴壁细胞更换为悬浮细胞，是因为悬浮细胞表达量性价比更高，

更利于后续纯化，转染过程参照试剂说明书，转染总量固定，单抗比例 1:1，双

抗比例 1:1:1。 

 

2.5.2 重组抗体的纯化 

2.5.2.1 实验材料准备 

注：提前一天准备好所有的试剂和检查仪器是否正常 

2.5.2.1.1 rProtein A beads 填料（厂家：Solarbio，货号：R8290） 

2.5.2.1.2 Buffer 准备  

2.5.2.1.2.1 洗脱 Buffer：0.1M 甘氨酸，pH3.0 ； 

2.5.2.1.2.2 中和 Buffer：1MTris-HCl，pH8.5； 

2.5.2.1.2.3 结合/洗杂 Buffer：0.15MNaCl，20mMNa2HPO4，pH7.0； 

2.5.2.1.2.4 所用水和 Buffer 在使用之前建议用 0.22μm 或 0.45μm 滤膜过滤； 

2.5.2.1.3 恒流泵：LongerPump 公司，货号 BT100-2J（纯化时，转速为 6rpm）； 

2.5.2.1.4 核酸蛋白检测仪：上海 QiTe 公司，货号 QT98； 

2.5.2.1.5 容量大小合适的层析柱、EP 管、50ml 离心管等 

2.5.2.2 样品准备 

2.5.2.2.1 细胞悬液于 4800rpm、4℃、离心 30 分钟； 

2.5.2.2.2 将离心后的上清转移至新管；用 0.45μm 的滤器过滤细胞上清至新管； 

2.5.2.2.3 颠倒混匀 beads 后，按待纯化液：beads=2000:1 的体积，取 beads 加入

到待纯化液中，(如：200ml 待纯化液中加 100ul 的混匀的 beads 悬液)，然后再

待纯化液：结合/洗杂 Buffer=10:1 的体积加入结合/洗杂 Buffer 以调节离子强度

和 pH 值（如：100ml 待纯化液中加 10ml 的结合/洗杂 Buffer）； 

2.5.2.2.4 放置摇床 4℃ 于 50rpm 孵育 1.5-2h（至少孵 1 小时）； 

2.5.2.3 样品纯化 

2.5.2.3.1 根据 beads 的载量和待纯化上清中蛋白的量估算所需 beads 的体积，由
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于 beads 是保存在等体积的 20%乙醇 PBS 中，因此，计算柱体积时，应该按 2

倍体积的 beads 悬液来取，如：2ml 的柱体积应该取 4ml 混匀的 beads 悬液； 

2.5.2.3.2 装柱：1）将 beads 悬液混匀后，取计算好体积的 beads 加入到适当大小

的柱子中，通过重力的作用让保存液流穿；2）用 5 倍柱体积的结合/洗杂 Buffer 

进行平衡（流速：6rpm）； 

2.5.2.3.3 通过蠕动泵以 6rpm 的流速将样本加到平衡好的柱子中（为了保证

rProtein A Beads 能最大限度地吸附目的蛋白抗体，可重复操作一次），收集流

出液； 

2.5.2.3.4 使用 10-15 倍柱体积的结合/洗杂 Buffer 进行清洗（去除非特异性吸附

的杂蛋白），收集洗杂液； 

2.5.2.3.5 使用 5 倍柱体积的洗脱 Buffer，收集洗脱液（即目的蛋白组分）：以

（800μl/EP 管）为单位，洗脱过程中以峰值进行洗脱液收集，共收集 10 管，收

集后应立即用中和液中和至 PH7.0 左右； 

2.5.2.3.6 依次使用 3 倍柱体积的结合/洗杂 Buffer 和 5 倍柱体积的去离子水平

衡柱子，最后再用 5 倍柱体积的 20%的乙醇平衡，然后保存在等体积的 20%乙

醇 PBS 中，置于 4℃ 保存，防止填料被细菌污染； 

 

2.5.3 重组抗体的纯度分析  

注：纯化后样品同 WB 样品上样操作一致，待电泳结束后直接进行考染液

过夜孵育，次日洗脱，等待结果。 

 

2.6 重组抗体的表征与功能分析 

2.6.1 重组抗体的大小分析 

用 PBS 将各纯化后抗体稀释至浓度为 10uM，吸取 800μl 加入到 Zetasizer Nano 

ZS（马尔文）的比色皿中，通过动态光散射检测各抗体的粒径大小。 

2.6.2 重组抗体的特异性结合力分析 

2.6.2.1 实验材料 

2.6.2.1.1 仪器：96 孔酶标板、移液枪、加样槽、酶标仪、洗板仪、恒温振荡器； 

2.6.2.1.2 待检测样品（一抗）：已制备纯化的单抗以及双抗； 
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2.6.2.1.3 包被抗原：CHK-E2 抗原、DENV1/2/3/4 型抗原、ZIKA-E 抗原（相关信

息表 2 附上）； 

2.6.2.1.4 酶标二抗：goat anti-human IgG（H+L）（与上述 WB 二抗一致） 

2.6.2.2 溶液以及溶液配置 

2.6.2.2.1 包被稀释液（0.05M 碳酸盐缓冲液 pH9.6）：Na2CO3 0.795g, NaHCO3 

1.465g, 溶于 500ml 蒸馏水中（pH 计测量溶液 pH 正好为 9.6） 

2.6.2.2.2 洗液（PBST）：1L PBS 中加入 500 μl Tween-20 混匀 

2.6.2.2.3 封闭液：含有 5%脱脂奶粉的 PBST 

2.6.2.2.4 抗体稀释液：含有 1%BSA 的 PBST  

2.6.2.2.5 显色液：博奥龙 TMB 单组分显色液（Cat:BF06007） 

2.6.2.2.6 显色终止液（0.3M 硫酸）：8.15ml H2SO4＋500ml 蒸馏水 

2.6.2.3 实验步骤 

2.6.2.3.1 包被抗原 

本实验包被抗原量均为 0.5μg/ml，取定量抗原与定量包被稀释液混匀，100μl/

孔；包被完毕后，4℃ 过夜； 

2.6.2.3.2 洗板 

设定洗板机程序为洗板 3 次，每次 300 μL/孔 PBST 洗液洗涤酶标板，最后

一次洗板后，将板在纸巾上轻拍酶标板去除残余液体； 

2.6.2.3.3 封闭 

酶标板中加入封闭液 200μL/孔，用封板膜封住板在 37℃ 恒温振荡器中

200rpm 孵育 1h； 

2.6.2.3.4 洗板 

步骤同 2.7.1.3.2 

2.6.2.3.5 添加一抗 

方法：酶标板中加入用抗体稀释液稀释好的待检血清 100 μL/孔，用封板膜

封住板在 37℃ 恒温振荡器 200rpm 中孵育 1h； 

注：由于本实验初次检测抗体功能，稀释倍数没有明确要求，只能在不浪费样品

的前提下进行探索，具体稀释倍数以及方法描述于结果部分，此处不多赘述； 

2.6.2.3.6 洗板 
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步骤同 2.7.1.3.2 

2.6.2.3.7 添加二抗 

本次检测采用二抗为辣根过氧化物酶标记的抗人 IgG（与上述 WB 二抗一

致），用抗体稀释液做 250:1 稀释（现用现配），100μl/孔；酶标板用封板膜封

住在 37℃ 恒温振荡器中 200rpm 孵育 1 小时； 

2.6.2.3.8 洗板 

步骤同 2.7.1.3.2 

2.6.2.3.9 显色 

酶标板中加入 100 μL/孔 TMB 溶液，37℃ 恒温振荡器中孵育 15 分钟； 

2.6.2.3.10 终止 

酶标板中加入 100 μL/孔 0.3M H2SO4 终止显示； 

2.6.2.3.11 读板 

终止后 5 分钟之内检测, 在酶标仪上检测 OD450。 

 

2.6.3 重组抗体的中和活性分析 

2.6.3.1 DENV1 型/2 型/3 型的中和活性测定 

2.6.3.1.1 通过病毒滴度测定实验可得 DENV1 型：TCID50=102.5/ml；DENV2 型：

TCID50=102.5/ml；DENV3 型：TCID50=105.5/ml； 

2.6.3.1.2 用 DMEM 不完全培养基稀释抗体 ZIKA1004 与 FIT(1004-265)，每株抗

体最终稀释 8 个浓度梯度（分别为 200μM、100μM、50μM、25μM、12.5μM、6.25μM、

3.125μM、1.5625μM），每个浓度梯度 50μl；用 DMEM 不完全培养基稀释病毒

液，稀释度根据 TCID50 值计算，在此选择 10TCID50 作为稀释倍数（由于病毒稀

释的总体积为 50μl，后续形成病毒-抗体复合物的终体积为 100μl，因此在本身稀

释阶段则需要考虑到浓缩 2 倍）； 

2.6.3.1.3 将 50μl DENV1/2/3 型病毒稀释液加入到 50μl 的抗体稀释液中。此时抗

体与病毒液总体积为 100μl,混合液中抗体的终浓度分别为 100μM、50μM、25μM、

12.5μM、6.25μM、3.125μM、1.5625μM、0.78125μM； 

2.6.3.1.4 接种 2 个复孔，以便后续分析统计；取培养瓶里的 vero-E6 细胞，经胰

酶消化后，加适量的完全培养基中和胰酶，计数得到总的细胞数量，离心后，根
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据细胞总量用适量的 4%FBS 培养基悬浮细胞，使得细胞浓度为 2×105 个/ml； 

2.6.3.1.5 向加了病毒-抗体复合物的 96 孔板的每孔中加入 100μl 细胞，将培养板

置于 CO2 培养箱，培养温度 37℃，从 48h 起，每隔 24h 取出培养板，显微镜下

观察细胞病变。一般需要观察 5-7 天； 

2.6.3.1.6 时间结束后，对其进行结晶紫染色，首先吸弃 96 孔板中剩余的培养液，

每孔加入 100μl 结晶紫-1%甲醛复合液，静置 30min 后用水温和冲洗（以冲掉以

坏死脱落的细胞）；随后采用 1%冰醋酸进行溶解，在 570nm 处测定其 OD 值； 

保护率=（测试抗体孔 OD 值-病毒感染孔 OD 值）/（正常对照孔 OD 值-病毒感

染孔 OD 值）×100% 

2.6.3.2 基孔肯雅假病毒的微中和测定 

2.6.3.2.1 通过荧光素酶检测分析 CHIKV 假病毒，通过荧光值分析用 DMEM 不

完全培养基将其稀释 8 倍以用作中和实验； 

2.6.3.2.2 用 DMEM 不完全培养基稀释抗体 CHK265 与 FIT(1004-265)，每株抗体

最终稀释 8 个浓度梯度（分别为 200μM、100μM、50μM、25μM、12.5μM、6.25μM、

3.125μM、1.5625μM），每个浓度梯度 50μl； 

2.6.3.2.3 将 50μl 假病毒稀释液加入到 50μl 的抗体稀释液中。此时抗体与假病毒

液总体积为 100ul,混合液中抗体的终浓度分别为 100μM、50μM、25μM、12.5μM、

6.25μM、3.125μM、1.5625μM、0.78125μM； 

2.6.3.2.4 接种 2 个复孔，以便后续分析统计；取培养瓶里的 293T-17 细胞，经胰

酶消化后，加适量的完全培养基中和胰酶，计数得到总的细胞数量，离心后，根

据细胞总量用适量的 4%FBS 培养基悬浮细胞，使得细胞浓度为 5×105 个/ml； 

2.6.3.2.5 向加了假病毒-抗体复合物的 96 孔板的每孔中加入 100μl 细胞，将培养

板置于 CO2 培养箱，培养温度 37℃，48h 后进行荧光素酶检测；  

2.6.3.2.6 提前将荧光素酶试剂取出平衡至室温，将 A/B 液混合后充分溶解混匀

再使用；调试酶标仪，设置好检测程序，检测无孔板时的荧光素酶背景读值； 细

胞培养 48 h 后，吸弃上清，然后加入 120μl Bright-GloTM 荧光素酶检测试剂，

室温避光反应 2min 后，反复吹打，转移 100μl 液体至白板中，酶标仪读取荧光

值；  

2.6.3.2.7 实验结果计算：中和抑制率（Neutralization activity，%）=（无抗体阴
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性对照组发光值－样品组发光值）/无抗体阴性对照组发光值×100%，Graphpad 

软件绘制中和抑制率曲线，选择非线性拟合，系统计算出 ID50 的值即为抗体的

中和效价。 

2.6.3.3 ZIKV 的中和活性测定 

2.6.3.3.1 通过病毒滴度测定实验计算，将原病毒液稀释 5 倍以用作中和实验； 

2.6.3.3.2 用 DMEM 不完全培养基稀释抗体 ZIKA1004 与 FIT(1004-265)，每株抗

体最终稀释 8 个浓度梯度（分别为 200μM、100μM、50μM、25μM、12.5μM、6.25μM、

3.125μM、1.5625μM），每个浓度梯度 50ul；  

2.6.3.3.3 将 50μl ZIKA 病毒稀释液加入到 50μl 的抗体稀释液中。此时抗体与病毒

液总体积为 100ul,混合液中抗体的终浓度分别为 100μM、50μM、25μM、12.5μM、

6.25μM、3.125μM、1.5625μM、0.78125μM； 

2.6.3.3.4 接种 2 个复孔，以便后续分析统计；取培养瓶里的 vero-E6 细胞，经胰

酶消化后，加适量的完全培养基中和胰酶，计数得到总的细胞数量，离心后，根

据细胞总量用适量的 4%FBS 培养基悬浮细胞，使得细胞浓度为 2×105 个/ml； 

2.6.3.3.5 向加了病毒-抗体复合物的 96 孔板的每孔中加入 100μl 细胞，将培养板

置于 CO2 培养箱，培养温度 37℃，72h 取出培养板，显微镜下观察细胞病变; 

2.6.3.3.6 时间结束后，对其进行结晶紫染色，首先吸弃 96 孔板中剩余的培养液，

每孔加入 100μl 结晶紫-1%甲醛复合液，静置 30min 后用水温和冲洗（以冲掉以

坏死脱落的细胞）；随后采用 1%冰醋酸进行溶解，在 570nm 处测定其 OD 值； 

保护率=（测试抗体孔 OD 值-病毒感染孔 OD 值）/（正常对照孔 OD 值-病毒感

染孔 OD 值）×100% 

 

2.6.4 重组抗体的稳定性分析 

2.6.4.1 样品处理 

处理方法 1 为 4℃ 放置，持续时间分别为 D1/D3/D5; 

处理方法 2 为 25℃ 放置，持续时间分别为 D1/D3/D5; 

处理方法 3 为 37℃ 放置，持续时间分别为 D1/D3/D5; 

处理方法 4 为反复冻融，持续循环次数分别为 1/2/3； 

处理方法 5 为使用 PCR 仪（温度循环范围 4℃ -40℃ ，2h），持续循环次数

分别为 1/2/3； 
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2.6.4.2 处理后验证 

验证部分与上述 ELISA 检测部分一致，通过 ELISA 结果数据分析处理后样

品与初始样品的特异性结合力是否存在差异。 

 

2.7 统计学方法与分析 

所有图形和数据均使用 GraphPad Prism 8.0 软件（GraphPad，San Diego，CA）

生成和分析。结果以平均值和标准差（SD）表示，每个实验至少独立重复三次。

采用非参数单因素方差分析或 Student t 检验进行统计学分析。“ns”表示 p>0.05，

“*”代表 p<0.05，“**”代表 p<0.01，“***”代表 p<0.001，“****”代表 p<0.0001， 

p 的数值越小事实上表示两者之间的差异越大。 
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结  果 

 

1 重组抗体表达质粒的构建 

通过查阅文献和数据库，我们获得了 5 株分别对 CHIKV、DENV、ZIKV 三

个常见蚊媒病毒具有中和活性且序列已公开的单克隆抗体：CHK152、CHK166、

CHK263、CHK265、ZIKA1004。本论文将以这 5 个单克隆抗体序列为基础，开

展相关的研究。为此，我们首先基于 5 个单克隆抗体序列构建了一系列单克隆抗

体和双特异性抗体的表达质粒。 

 

1.1 单抗轻重链片段表达质粒载体的构建 

以单克隆抗体为例，将单抗轻重链通过 In-fusion 方法克隆至 CMVR、

pMD2.G、pcDNA3.1 载体。根据 In-fusion 方法的原理，使用 SnapGene 软件设计

引物，通过 PCR 扩增可以 In-fusion 克隆的单抗轻重链片段。琼脂糖凝胶电泳后，

纯化和回收 PCR 产物。CMVR、pMD2.G、pcDNA3.1 载体也通过设计引物和 PCR

扩增进行线性化（图 4A）。 

    将线性化后的载体与扩增获得的目的基因通过 In-fusion 方法连接，转化感

受态细胞，挑选单克隆菌落进行培养扩增后提取质粒。测序结果表明，5 个抗体

的轻重链成功克隆到 CMVR、pMD2.G、pcDNA3.1 载体，获得了 24 个单抗表达

质粒（表 19），代表性质粒图谱如图 4B 所示。 
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A 

  

 

B 

 

图 4 单抗轻重链片段表达质粒构建的代表性图 

注：A：1%琼脂糖凝胶电泳分析 PCR 扩增的基因片段和线性化载体；M：marker； 

B：以 pMD2.G 为骨架构建的 CHK152 单抗轻重链双质粒系统图谱。 

 

1.2 FIT-Ig 双抗轻重链片段表达质粒载体的构建 

结合 FIT(A-B)双特异性抗体改造方法，将 CHK152 与 ZIKA1004 单抗轻重

链通过 In-fusion 方法改造成组成 FIT-Ig 表达质粒的长链、短链 1 和短链 2 序列

并克隆至 CMVR、pMD2.G、pcDNA3.1 载体。根据 In-fusion 方法的原理，使用

SnapGene 软件设计引物，通过 PCR 扩增可以 In-fusion 克隆的目的基因和线性化

载体。将线性化后的载体与扩增获得的目的基因通过 In-fusion 方法连接，转化

感受态细胞,挑选单克隆菌落进行培养扩增后提取质粒。琼脂糖凝胶电泳分析构

建好的完整质粒（图 5A）。 

测序结果也表明，分别将改造后的基因序列成功克隆至 CMVR、pMD2.G、

pcDNA3.1 载体，获得了 15 个双抗表达质粒（表 19），代表性结果如图 5B。 
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A 

 

 

 

B 

 

 

图 5 双抗长短链片段表达质粒构建的代表性图    

注：A：1%琼脂糖凝胶电泳分析不同载体构建的双抗表达质粒；M：marker； 

B：以 pMD2.G 为骨架构建的 FIT(1004-152)的三质粒系统图谱。 

 

1.3 重组抗体表达质粒构建小结 

通过上述表达单抗和双抗的重组质粒构建方法，对本研究所构建的全部质粒

进行总结，汇总见下表 19。 
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表 19. 重组抗体表达质粒构建汇总表 

质粒名称 抗体名称 针对抗原 

CMVR-263VL 

CMVR-263VH 
CHK263 CHIKV-E2 抗原 

CMVR-265VL 

CMVR-265VH 
CHK265 CHIKV-E2 抗原 

CMVR-152VL 

CMVR-152VH 
CHK152 CHIKV-E2 抗原 

CMVR-166VL 

CMVR-166VH 
CHK166 CHIKV-E1 抗原 

CMVR-1004VL 

CMVR-1004VH 
ZIKA1004 ZIKA-E,DENV 抗原 

pMD2.G-152VL 

pMD2.G-152VH 
CHK152 CHIKV-E2 抗原 

pMD2.G-166VL 

pMD2.G-166VH 
CHK166 CHIKV-E1 抗原 

pMD2.G-1004VL 

pMD2.G-1004VH 
ZIKA1004 ZIKA-E,DENV 抗原 

pcDNA3.1-152VL 

pcDNA3.1-152VH 
CHK152 CHIKV-E2 抗原 

pcDNA3.1-166VL 

pcDNA3.1-166VH 
CHK166 CHIKV-E1 抗原 

pcDNA3.1-1004VL 

pcDNA3.1-1004VH 
ZIKA1004 ZIKA-E,DENV 抗原 

CMVR(152-1004)LONG 

CMVR(152-1004)SHORT1 

CMVR(152-1004)SHORT2/[CMVR-152

VL] 

 

FIT(152-1004) 

 

CHIKV-E2,ZIKA-E, 

DENV 抗原 
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 续表 19. 重组抗体表达质粒构建汇总表  

质粒名称                      抗体名称 针对抗原 

pMD2.G(152-1004)LONG 

pMD2.G(152-1004)SHORT1 

pMD2.G(152-1004)SHORT2/[pMD2.G-

152VL] 

 

FIT(152-1004) 

 

CHIKV-E2,ZIKA-E,

DENV 抗原 

pcDNA3.1(152-1004)LONG 

pcDNA3.1(152-1004)SHORT1 

pcDNA3.1(152-1004)SHORT2/[pcDNA3

.1-152VL] 

 

FIT(152-1004) 

 

CHIKV-E2,ZIKA-E,

DENV 抗原 

CMVR(263-1004)LONG 

CMVR(263-1004)SHORT1 

CMVR(263-1004)SHORT2/[CMVR-265

3L] 

 

FIT(263-1004) 

 

CHIKV-E2,ZIKA-E,

DENV 抗原 

CMVR(265-1004)LONG 

CMVR(265-1004)SHORT1 

CMVR(265-1004)SHORT2/[CMVR-265

VL] 

 

FIT(265-1004) 

 

CHIKV-E2,ZIKA-E,

DENV 抗原 

注：[ ]中代表的是同一重组质粒的不同命名。 

 

2 重组抗体表达的条件优化 

2.1 最佳重组抗体表达载体的确定 

为了确定最优抗体基因片段表达载体，本研究使用 CMVR、pMD2.G、

pcDNA3.1 三种不同的质粒载体进行比较。重组质粒转染 293T-17 细胞系 96h 后，

收集细胞上清以及细胞裂解物进行 WB 表达分析表明，三种不同载体之间存在

着表达量的差异（CMVR 载体与 pMD2.G 载体在单抗表达中相似，而在双抗表

达中 CMVR 载体更优），其中表达量较优的为 CMVR 质粒载体（图 6）。 
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A                                 B               

 

C 

 

 

图 6 不同载体表达单抗的比较 

注：A、B：Western-Blotting 分析图；SDS-PAGE 胶浓度 10%； M：marker；上样量均

为 20μl/lane，二抗为 goat anti-human IgG（H+L）； 

B：1:CMVR-FIT(1004-152); 2:pMD2.G-FIT(1004-152); 3:pcDNA3.1-FIT(1004-152)； 

C：为图 A 的灰度量化 Graphpad 软件分析结果。 

 

2.2 重组抗体表达的时间优化 

为了确定抗体表达的最佳收样时间，本研究在重组质粒转染 293T-17 细胞系

后的不同时间进行收样比较，在不同时间节点收集细胞上清进行 WB 表达分析

表明，不同时间收样存在着表达量的差异，其中表达量最佳的时间节点为 96h（图

7）。 
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A                                 B                      

 

C 

 

图 7 不同时间抗体表达的比较 

注：A、B：Western-Blotting 分析图；SDS-PAGE 胶浓度 10%； M：marker；上样量均

为 20μl/lane，二抗为 goat anti-human IgG（H+L）； 

C：为图 A 的灰度量化 Graphpad 软件分析结果。 

 

2.3 重组抗体轻重链表达质粒配比的优化 

单抗轻重链的质粒配比已从文献中知晓为 1:1 最优，然而 FIT-Ig 双抗的三质

粒系统长链、短链 1 和短链 2 的比例尚未知晓，为了确定抗体表达的最佳质粒配

比，本研究通过不同配比的重组质粒进行转染 293T-17 细胞系，96h 收样比较，

对细胞上清进行 WB 表达分析表明，不同质粒配比存在着表达量的差异，其中

表达量最佳的质粒配比为 1:1:1（图 8）。 
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A                                 B                       

 

C 

 

图 8 不同质粒配比表达双抗的比较 

 

注：A、B：Western-Blotting 图示；SDS-PAGE 胶浓度 10%；M：marker；上样量均为

20μl/lane，二抗为 goat anti-human IgG（H+L）；(A)还原状态，(B)非还原状态； 

C：为图 A 的灰度量化 Graphpad 软件分析结果。 

 

2.4 重组抗体表达条件优化小结 

总结：在重组抗体表达的条件优化实验中，最终确定出表达量相对较优载体、

最佳的收样时间以及最佳转染比例；接下来我们需要对表达的抗体进行纯化实

验，由于考虑到 FIT-Ig 双特异性抗体改造基于两种亲本单抗，为了便于纯化，我

们最终确定了两株表达量较优的单克隆抗体 CHK265 和 ZIKV1004，并基于这两

株亲本单抗构建出双特异性抗体 FIT(1004-265) ,后续实验均基于这三株抗体进

行验证。 
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3 重组抗体的大量表达、纯化和鉴定 

3.1 重组抗体在 CHO-S 悬浮细胞中的大量表达 

为了便于后续纯化，本研究将 293T-17 贴壁细胞系更换为 CHO-S 悬浮细胞。

转染过程参照试剂说明书，转染总量固定，单抗比例 1:1，双抗比例 1:1:1 

 

3.2 重组抗体的亲和纯化和 SDS-PAGE 分析 

本研究采用 ProteinA 介质进行 CHK265、ZIKA1004 和 FIT(1004-265)的纯化，

峰图见图 9A（ProteinA 介质能够与抗体 Fc 端特异性结合，FIT-Ig 双抗改造并不

存在 Fc 端的改变）。 

接下来通过 SDS-PAGE 分析纯化后样品，并同时添加 BSA（蛋白标准品）

进行浓度测量。条带预期大小已有相关文献报道（单抗重链大小约为 55KDa，

单抗轻链大小约为 25KDa，FIT-Ig 长链大小约为 75KDa，FIT-Ig 短链 1 和短链 2

大小约为 20-25KDa），SDS-PAGE 考染分析见图 9B，图中可见抗体纯度较高，

CHK265、ZIKA1004 和双抗 FIT(1004-265)均在 80%以上，产量分别为 20mg/L、

20mg/L 和 15mg/L。 

 

A                                    B 

 

图 9 重组抗体的纯化和分析 

 

注：A：纯化样本收集峰图；one-off sample：抗体表达上清的第一次上样；second sample：

相同抗体表达上清的第二次上样（目的为提高纯化柱吸附效率）；elution peak：目的蛋

白洗脱峰；  

B：SDS-PAGE 电泳和考马斯亮蓝染色分析抗体纯度；M：Marker；上样量 20μl/lane；

1-6: BSA（5-0.15μg），分别进行 2 倍倍比稀释；7: ZIKA1004；8-9: CHK265, 分别为两

次不同实验的样本；10-12: FIT(1004-265), 分别为 3 次不同实验的样本。 
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4 重组抗体的表征与功能分析 

4.1 重组抗体的大小分析 

为了验证单抗与双抗的表征是否存在差异，本研究通过 DLS（动态光散射）

方法测量抗体粒径。见图 10，结果表明：获得的两株单抗 CHK265 和 ZIKA1004

与双抗 FIT(1004-265)的粒径大小符合预期。 

 

 

 

图 10 单抗以及双特异性抗体的粒径分析 

注：通过 DLS 检测抗体的尺寸分布图，纵坐标为体积百分比。 

 

4.2 重组抗体的抗原结合特异性分析 

为了验证纯化后的 CHK265 单抗、ZIKA1004 单抗以及 FIT(1004-265)双抗对

于抗原的特异性，本研究首先使用间接 ELISA 方法，包被定量的 CHK-E2 抗原、

DENV-2 型抗原、DENV4 型抗原以及 ZIKA-E 抗原，通过计算 OD 值，来定量分

析并且比较单抗以及双抗的特异性结合力。结果表明：获得的单抗和双抗均能与

相应的抗原特异性结合，ZIKV1004 单抗与文献报道的一致，能与 ZIKV、DENV

的抗原结合；CHK265 单抗对 CHK-E2 抗原的特异性结合力较强；FIT(1004-265)

双抗对 CHK-E2 抗原、DENV-2/3 型抗原和 ZIKA-E 抗原都有结合，见图 11。 
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 图 11  重组单抗以及双抗的抗原结合特异性 

 注：通过病毒特异抗原和 ELISA 分析抗体对抗原结合的特异性。 

 

接下来，为了确定纯化后的 CHK265 和 ZIKA1004 和 FIT(1004-265)的抗原

特异性结合力的大小，使用梯度 ELISA 方法定量分析。结果表明：ZIKA1004 单

抗对 ZIKA-E、DENV-型抗原的特异性结合力为 6.3nM；CHK265 单抗对 CHK-E2

抗原的特异性结合力为 1.6nM；FIT(1004-265)双抗对 CHK-E2 抗原、DENV-2/3

型抗原和 ZIKA-E 抗原的特异性结合力均较弱于两株亲本单抗，见图 12。 
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图 12  定量分析单抗以及双抗的抗原特异性结合力 

注：抗体经系列稀释后，通过病毒特异抗原和 ELISA 定量分析其抗原特异性结合力。 
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4.3 重组抗体的的中和活性分析 

在完成特异性结合力的分析之后，接下来进一步分析单抗以及双抗是否具有

中和亲本抗原的活性。我们分析了：1）ZIKA1004 单抗对 DENV1/2/3 型病毒、

ZIKA 病毒的中和活性；2）CHK265 单抗对 CHIKV 假病毒的中和活性；3）

FIT(1004-265)双抗对 DENV1/2/3 型病毒、ZIKA 病毒以及 CHIKV 假病毒的中和

活性。结果表明：单抗和双抗均有预期的中和活性，ZIKA1004 单抗和

FIT(1004-265)双抗对 DENV2 型病毒的中和效价（IC50）分别为：80.12μM 和

78.65μM，对 DENV3 型病毒的中和效价（IC50）分别为：20.36μM 和 28.66μM；

ZIKA1004单抗和 FIT(1004-265)双抗对ZIKV 的中和效价（IC50）分别为：30.28μM

和 25.84μM；CHK265 单抗和 FIT(1004-265) 双抗对 CHIKV 假病毒均有一定中

和效果，且 CHK265 单抗的中和效果高于 FIT(1004-265)，见图 13。 
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图 13  CHK265、ZIKA1004 以及 FIT(1004-265)的中和活性分析 

注：A、B、C 中的单抗 CHK265、ZIKA1004 以及双抗 FIT(1004-265)均为 8 个浓度梯度，

从 100μM 开始 2 倍系列倍比稀释； 

A 为 ZIKA1004 以及 FIT(1004-265)对 DENV2 型 3 型病毒的中和活性验证； 

B 为 CHK265 以及 FIT(1004-265)对 CHIKV 假病毒的中和活性验证； 

C 为 ZIKA1004 以及 FIT(1004-265)对 ZIKA 病毒的中和活性验证。 
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4.4 重组抗体的稳定性分析 

为了验证抗体的稳定性，本研究选择 ELISA 方法检测不同温度处理下抗体

的抗原特异性结合力来进行抗体稳定性分析（稳定性研究一般采用 ELISA、

Western blotting 和亲和性分析来评估生产和后续储存期间抗体的功能，其中

ELISA 方法最节约样本）。结果表明：所获得的重组单抗和双抗均有良好的稳定

性，在不同条件处理：a) 4℃、25℃或 37℃放置三周；b) 反复冻融 3 次；c) 4℃

-40℃温度循环变化后，与抗原特异性结合力无显著差异，见图 14。 

 

图 14 抗体稳定性分析 

注：左边列为三个单克隆抗体在 4℃、25℃或 37℃放置三周后的稳定性分析；中间

列为三个单克隆抗体经反复冻融 3 次（F/T1:冰冻/解冻一次）后的稳定性分析；右边列

为三个单克隆抗体经 4℃-40℃温度循环变化后（PCR1:PCR 程序处理一次）的稳定性

分析。图为 ELISA 方法检测后量化 Graphpad 软件分析结果；单抗 CHK265 检测抗原为

CHIKV-E2 抗原；单抗 ZIKA1004 检测抗原为 DENV2-E 抗原；双抗 FIT(1004-265)检测

抗原为 DENV2-E 抗原。SP: 标准纯化蛋白样品。 
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讨  论 

 

基孔肯雅病毒（CHIKV）、登革热病毒（DENV）和寨卡病毒（ZIKV）是医

学界三种较为重要的蚊媒病毒，均由伊蚊进行传播。除了传播媒介相似外，这三

种病毒引起的免疫反应也相似，感染人体后可引起高热、关节疼痛、炎症等症状。

起初在非洲以及部分热带地区传播，但是本世纪以来开始在全球多个纬度蔓延，

覆盖了包括中国西南部分地区在内的多个国家。目前这些病毒已导致数百万人感

染，数万人甚至更多人的死亡。并且在疾病的早期阶段，它们往往难以区分，因

此无法及时使用抗病毒药物来延缓疾病的发展。目前尚无特效抗病毒药物以及理

想疫苗。本论文将目光凝聚在 CHIKV 和 ZIKV 上，通过文献和数据库获得两株

病毒的亲本单抗序列，构建了一系列表达抗体载体，优化获得最佳表达条件，通

过 FIT-Ig 平台表达获得具有中和 CHIKV、ZIKV 的双特异性抗体，在验证中证

明此双抗对 DENV 也有一定的结合力和中和活性。 

双特异性抗体的概念最早诞生于 1960 年，当时被认为是一种治疗癌症的新

思路，随着技术的不断发展，在杂交瘤技术的应用中成功制备出双特异性抗体。

此后双抗的构建平台日益多样化，目前已知的平台超过 100 个，我们分析了 4

种主流的双抗制备平台，其中 TrioMabs 平台和 KiH-Ig 平台的优点是产生的预期

功能性双抗同时包含两种抗体的轻重链并且无人工修饰，保留了蛋白生成过程中

的天然构象；缺点是本身由于在配对过程中随机结合，则会产生各种非功能性抗

体，不利于后续的纯化；DVD-Ig 平台则是存在空间位阻的影响从而导致特异性

结合力的显著降低；而 FIT-Ig 平台能够通过简单的分子生物学手段将两个抗体串

联在一起形成双抗，该双抗同时具备了两个原始抗体的功能，可以通过 Fc 端与

ProteinA 介质结合进行纯化，更利于本研究的后续实验进展。 

综上所述，本研究选择 FIT-Ig 制备技术来构建所期望的双抗。由于考虑到

FIT-Ig 双特异性抗体改造基于两种亲本单抗，理论上要求亲本单抗的表达量相对

较高，以满足改造后双抗的表达量符合预期的要求。在此过程中，本研究确定了

两株表达量更为理想的单克隆抗体 CHK265 和 ZIKV1004，以及基于这两株亲本

单抗所构建的 FIT(1004-265) ,后续实验均基于这三株抗体进行验证。 

接下来在重组抗体表达的条件优化实验中，最终确定出最优的转染比例（单
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抗轻重链比例1：1；双抗长链、短链1以及短链2比例1：1：1）、收样时间（96h-120h）

以及表达量相对较高载体（CMVR 质粒载体）；此优化过程的最终目的是提高蛋

白表达量，便于后续纯化。而上述三种优化因素则是影响蛋白表达的关键因素。

其中 CMVR 质粒载体据文献报道也是表达抗体的常用载体。  

本研究采用 Protein A 介质进行抗体的纯化，因其能够与抗体 Fc 端特异性结

合。在单抗改造为 FIT-Ig 双抗的过程中并不涉及 Fc 端的改变，因此 Protein A 介

质可以对 CHK265、ZIKA1004 以及 FIT(1004-265)进行纯化，纯化后对其进行

SDS-PAGE 分析，获得预期的条带（单抗重链大小约为 55KDa，单抗轻链大小

约为 25KDa，FIT-Ig 长链大小约为 75KDa，FIT-Ig 短链 1 和短链 2 大小约为

20-25KDa）。 

最后在进行纯化后抗体的表征与功能性验证中，我们首先通过 DLS（动态

光散射）检测到单抗和双抗的粒径大小差异，再次确定双抗构建成功。 

然后，通过间接 ELISA 方法以及梯度 ELISA 方法验证纯化后的 CHK265 单

抗、ZIKA1004 单抗以及 FIT(1004-265)双抗与对应抗原的特异性结合力，该实验

结果中 ZIKA1004 单抗并非如文献报道的那样，可以同时结合 DENV1-4 型抗原，

这可能与抗体表达的策略不同和对应抗原的基因序列不同有关；此外

FIT(1004-265)双抗虽然同时具备两种亲本单抗的抗原特异性结合力，但是均低于

亲本单抗，我们分析认为双抗的基因序列改造所造成的复杂结果有可能会导致特

异性结合力的降低。 

更进一步验证单抗以及双抗是否具有中和亲本抗原的活性，该实验结果显示

相较于抗原特异性结合力的分析：ZIKA1004 对于 DENV-2 型、ZIKV 的抗原特

异性结合力均强于 FIT(1004-265)，而在中和验证中恰恰相反，这里我们认为中

和活性的结果可能还需进行大量验证，由于考虑到本研究纯化抗体的样本量，将

在后续进行相关方面的验证；在中和实验中，CHIKV 属于 P3 病原体，无操作权

限，因此我们选择了 CHIKV 假病毒进行中和分析，通过假病毒上携带的荧光标

签对荧光素酶活性进行分析，该实验结果部分在荧光数值上显示了抗体对于细胞

一定程度的保护率，但并未出现 IC50 值，同时结合阳性对照的保护率，我们分

析认为 CHIKV 假病毒与真毒仍存在一定的差异，可能导致 CHK265 单抗和

FIT(1004-265)双抗的保护效果降低。 

随后对单抗以及双抗抗体进行稳定性验证，通常评估生产和后续储存期间抗
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体功能的方法包括：ELISA、Western Blotting 和亲和性分析，由于考虑到纯化后

抗体样本的数量,我们选择了较为节约成本的 ELISA 方法进行了分析，数据证明

他们均具有良好的稳定性，与相关文献报道一致。 

    本论文研究初步制备了一个能够同时中和 CHIKV 和 ZIKV 两种常见蚊媒病

毒的双特异性抗体 FIT(1004-265)，此外本双抗在验证部分还显示对 DENV 有一

定的抗原特异性结合力和中和活性，为治疗难以鉴别诊断的部分蚊媒病毒感染提

供了另一种思路；同时也初步建立了抗病毒 FIT-Ig 双特异性抗体表达平台，为快

速制备其他具有中和活性的抗病毒双特异性抗体奠定了一定的基础。然而研究中

的不足之处在于虽然验证了抗体的特异性结合力、细胞层面的中和活性以及稳定

性，但中和活性分析与特异性结合力的结果未能保持一致，其中，特异性结合力

的分析与原文献报道一致，而中和活性分析还需进行更多的验证，比如动物的模

型验证以及抗体灵敏度的验证，否则无法全面评估抗体的中和活性。 
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结  论 

 

本研究通过查阅文献和数据库获取合适的单抗序列，利用 FIT-Ig 双特异性抗

体改造技术，成功表达以及纯化出 CHK265、ZIKA1004、FIT(1004-265)三株抗

体，并且对其进行了表达的优化以及功能性验证。本研究总结如下： 

1、 制备了能够表达具有中和活性的单抗以及双抗的一系列重组质粒，建立了基

因工程技术制备抗体的平台。 

2、 在重组抗体表达的条件优化实验中，最终确定出最优的转染比例（单抗轻重

链比例 1：1；双抗长链、短链 1 以及短链 2 比例 1：1：1）、收样时间（96h-120h）

以及表达量相对较高载体（CMVR 质粒载体）。 

3、 成功纯化出 CHK265、ZIKA1004、FIT(1004-265)三株抗体，并计算出表达纯

化的最佳产量。 

4、 通过 ELISA 方法验证，改造后的 FIT(1004-265)双抗同时具有两个亲本单抗

的抗原特异性结合力。 

5、 通过抗体-病毒复合物感染细胞实验以及假病毒的微中和荧光检测实验，证明

单抗 CHK265 具有对 CHIKV 的中和活性；单抗 ZIKA1004 具有对 DENV2/3

型病毒和 ZIKA 病毒的中和活性；双抗 FIT(1004-265)具有对 DENV2/3 型病

毒、ZIKA 病毒以及 CHIKV 的中和活性。 

6、 通过不同的处理方法验证两个亲本单抗以及改造后的双抗均具有良好的稳

定性。 

总而言之，本研究成功制备了一个能够同时中和 CHIKV、DENV、ZIKV 这

三种蚊媒病毒的双特异性抗体 FIT(1004-265)，为治疗难以诊断的蚊媒病毒提供

了另一种思路；同时也成功建立了治疗病毒感染的 FIT-Ig 双特异性抗体表达平

台，为快速制备其他具有中和活性的双抗奠定了坚实的基础。 
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综  述 

双特异性抗体的研究进展 

张峰源  综述，刘红旗  审校   

摘要 

随着基因工程抗体的快速发展，双特异性抗体技术也日趋成熟。双特异性抗

体能够同时结合两个以上不同的抗原表位，相较于单克隆抗体，可以大大提高免

疫治疗特性，具有独特的优势。双特异性抗体已经广泛应用于肿瘤以及病毒免疫

方面的治疗中。尤其是在肿瘤方面应用广泛，相较之下病毒免疫治疗方面的双特

异性抗体研究还有很大的潜力。本文通过论述目前成熟的双特异性抗体平台，分

别为用于肿瘤以及病毒免疫治疗的双特异性抗体药物开发与研究提供一定的参

考。 

关键词：双特异性抗体，肿瘤，病毒，免疫治疗 

 

1. 双特异性抗体 

 

1.1 双特异性抗体的发展 

双特异性抗体是一种能够同时对两种不同的抗原进行识别并与之结合的抗

体，因此可以发挥特殊的功能，因此在诊断和治疗中应用广泛[1,2]。自 1960 年，

Nisonoff 等将两个不同的抗体片段进行连接并证明可以募集两种不同的抗原，首

次提出双特异性抗体的概念[3]。随后，1975 年杂交瘤技术出现[4]，可以通过两种

产生抗体分子的杂交瘤细胞相融合而产生相对应的双特异性抗体[5,6]。然后，双

特异性抗体进行了迅速的发展，目前已有超过 100 多种不同的双特异性抗体平

台，这些平台使得具有明确结构、生物功能以及药理学特性的双特异性抗体的生

产成为可能[7,8]。 

 

1.2 双特异性抗体在肿瘤治疗方面的发展 

癌症是一种严重威胁着人们身体健康的疾病，传统的癌症治疗手段很难完全

治愈，甚至会引起癌症的复发与发展[9,10]。肿瘤免疫治疗是近年来兴起的一种新



    

 62 

型癌症治疗手段，而双特异性抗体则是这种具有广阔应用前景的新型抗肿瘤药物

[11,12]。在癌症治疗中，双特异性抗体能够与肿瘤细胞特异性的结合，从而提高其

对肿瘤的杀伤效果；将双特异性抗体与肿瘤细胞表面的两种抗原偶联，可以阻断

双信号途径，减少肿瘤耐药，从而提高其敏感性和特异性，因此，双特异性抗体

的应用前景更加广泛。 

1.3 双特异性抗体在病毒免疫治疗方面的发展 

病毒可导致许多人类疾病，包括常见的流感、水痘、疱疹以及严重的登革、

艾滋、埃博拉等[13]。其中有些病毒也是引发肿瘤的重要因素[14]。由于病毒可以

利用宿主细胞进行复制且容易发现突变，因此为抗病毒药物的设计造成很大困难

[15]。抗体类药物的优点是特异性高，安全性好，血清半衰期长，其中抗病毒单

抗（mAb）仅能作用于单一病毒表面抗原，而在很多病毒中，同种物种间或毒株

间存在着较高的序列变异，因此单克隆抗体并不会对同个病毒的所有株型都有效

果[16,17]。而同时具备“双靶”和“多靶”作用的双特异性抗体能够同时靶向非单

一的靶点，比如同一病毒的两个不同抗原表位，两个不同病毒的抗原表位以及病

毒抗原表位与 T 细胞表位等[7]。从理论上讲，该双特异性抗体还可以用于抗病毒

药物的研发，实现多途径的协同增效。 

 

2.双特异性抗体的结构类型 

双特异性抗体可以粗略地分成两种：一种是含有 Fc 片段的双特异性抗体，

另一种是不含有 Fc 片段的[18]。相较之下，保留 Fc 端的活性则仍存在抗体依赖

性细胞介导的细胞毒性 (ADCC)、补体依赖性细胞毒性 (CDC)和抗体依赖性细

胞吞噬作用(ADCP) [19-21]。并且因其粒径更大以及 Fc 受体介导的循环，其血清

半衰期一般更长。而无 Fc 片段的双特异性抗体由于体积小、易于制备、无需链

交反应等缺点，可以通过在真核细胞和原核细胞中同时表达两条多肽，从而实现

双特异性抗体的制备，并能够提高其组织渗透性能[22]。双特异性抗体是一种针

对多个抗原决定簇的药物，不同于 2 个或多个传统单抗联合疗法，具有单个分子

靶向多个表位的优势。在双特异性抗体研究中，双特异性抗体的设计方法各有优

劣，下面将对其进行详细的阐述。 
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2.1 C-C 融合双特异性抗体 

Wagner 等利用点击化学反应，将两种抗流感病毒的 IgG 抗体进行 C 端连

接，使其不需对抗体进行结构改造，并保留 Fc 受体结合能力，同时保持两种抗

体的活性，且对 H3N2 和 H1N1 流感病毒都表现出良好的特异性结合力。但是，

C-C 融合是否也有一定的免疫原性，有待于进一步的研究[23]。 

 

2.2 TrioMabs 

德国的 Fresenius 和 Trion 制药公司（Trion Pharma）共同研发了 TrioMabs

双特异性抗体技术平台[24]。TrioMabs 是一种双特异性的单抗，它可以同时识别 T

细胞表面的 CD3 和 T 细胞表面的抗原，Fc 段招募具有 Fc 受体的效应细胞，从

而激活 T 细胞的免疫反应，从而发挥抗肿瘤作用[25]。TrioMabs 因其兼具三种作

用：靶向肿瘤细胞，靶向 T 细胞，募集 Fc 受体的效应细胞，故又称为三功能

抗体。 

 

2.3 DART-IgG 抗体 

DART-IgG 抗体由两条 Fc 端组成，一个抗体的轻链可变区(VL)和另一个抗

体的重链可变区 (VH)之间以 Gly-Ser linker 相连于一条多肽链，另一条则含互

补可变区。DART 是由 2 条链异源二聚体形成的，可生成双特异性、四价单抗体。

在动物实验中，我们发现了一种新的抗流感病毒 DART-IgG，它对两个亲本单抗

均显示出较强的免疫保护作用。此外， DART IgG 对雪貂有 100%的免疫保护作

用。结论：DART-IgG 是一种有效的抗 H5N1 型 AIV 药物[26]。 

在肿瘤治疗方面，Flotetuzumab 是一种 DART 结构的双特异性抗体，以

CD123 及 CD3 为靶点，可诱导 T 细胞对急性髓性白血病细胞的杀伤。 

 

2.4 BiTE 

双特异性 T 细胞衔接器（BiTE）是一种不含有 Fc 段的双特异性抗体，通过

一条短肽将两条单链抗体（scFv）相连，只保留两个抗原位点，从而发挥其作用。

1995 年， Mack 等人成功研制出首个能靶向 T 细胞表面 CD3 和上皮细胞表面

17-1 A抗原的BiTE，能招募T细胞并活化T细胞，杀死肿瘤细胞[27]。Blinatumomab 
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(AMG103/MT103)是国际上第一个获批的 BiTE 用药，可与 ALL 病人异常增生

的 CD19 特异性结合，从而有效缓解 ALL 的发生[28]。 

 

2.5 Diabodies 

二价抗体二聚体（Diabodies）是一类由两条单链抗体（ScFv）构成的二价

抗体，通过一条短肽链将两条重链分开，仅能形成二聚体。研究显示，与亲本相

比，二聚物抗体具有接近 10 倍的亲和性[29]。 

 

2.6 CrossMab 

Asokan 等利用 CrossMab 技术，制备了一种不对称双特异性抗体，该抗体

可有效中和 206 种 HIV 病毒，且双特异性中和抗体在恒河猴体内表现出类似于

母体抗体的药动学特征[30]。Bournazos 等人也发现了针对 HIV-1 Env 的双特异性

抗体，IgG3 铰链区的长度及柔性使其能与 HIV-1 两个邻近的糖蛋白形成异源二

价结合，既提高了抗体的亲和性，又降低了靶标的活性。相对于未经改造的非对

称双特异性分子，含铰链区分子的抗病毒效果更好，同时也更具优势[31]。 

 

2.7 DVD-Ig 

由美国 AbbVie 公司开发的 DVD-Ig 结构是在抗体轻、重链可变区的 N 末

端，分别与另一抗体的轻、重链可变区相连，构成一种带有双重可变区抗原结合

位点的抗体，从而达到双重特异作用[32]。Tan 等通过对乙肝表面抗原（HBsAg）

的两个单抗进行了改造，得到了双特异性的 C4D2-BsAb，并对其进行了初步研

究。该结构使其对 HBV 的中和作用优于其亲本抗体，其作用机制可能为位阻效

应或引起 HBsAg 构象变化[33]。 

Shi 等研发出双特异性抗体 DVD-1A1D-2A10，其原理是通过 DVD-Ig 平台

将抗登革病毒单抗 1A1D-2 和 2A10G6 结合,其中的 1A1D-2 抗体可以与 E-DIII

结合，防止病毒粘附到细胞膜上，而 2A10G6 抗体可以与 E-DII 结合，防止病毒

与内涵体融合。双特异性抗体 DVD-1A1D-2A10 不仅保持了双亲抗体的结合能

力，而且在体内外也表现出较强的中和作用[34]。 
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2.8 Knobs-into-holes 

Genentech 公司开发的“杵-臼”双特异性抗体技术，其基本原理是：在亲本抗

体中，将某一抗体 CH3 区域 366 号位的小苏氨酸突变成更大的酪氨酸，同时将

另一抗体的 CH3 区域 407 号位酪氨酸突变为小苏氨酸，并在此基础上进一步通

过“杵臼结构”的空间互补作用，实现两种抗体在结构上的高效组装，从而达到“杵

-臼”型双特异性的目的[35]。JB Ridgway 等在这种方法中，首先通过在 CD4-IgG

免疫粘附素：T366Y 的 CH3 域中用较大的氨基酸替换小的氨基酸来获得“旋钮”

变体。该旋钮设计为插入人源化抗 CD3 抗体 CH3 域的“孔”中，该孔是通过用较

小的一个残基（Y407T）明智地替换而产生的。在这两个不同的重链与抗 CD3

轻链共同表达后，抗 CD3 / CD4-IgG 杂合体占蛋白 A 纯化蛋白池的 92％。相反，

在共表达后，其中重链包含野生型 CH3 结构域，仅回收了高达 57％的抗 CD3 / 

CD4-IgG 杂种。因此，多入孔工程促进了抗体/免疫粘附素杂合体以及可能的其

他包含 Fc 的双功能疗法的构建，包括双特异性免疫粘附素和双特异性抗体。 

 

2.9 FIT-Ig 

将来自 2 个亲本 mAb 的天然抗原结合片段（Fab 段）的完整结构以独特的

纵横交错的方向组合在一起，没有任何突变或肽接头，使其成为一种用于广泛应

用的双特异性生成的通用方法，该分子具有 2 组 VH/VL 对的正确结合，并且可

以通过基础分子生物学技术从 2 种现有的单克隆抗体中制备[36]。2017 年， Wang

等人首次报道了抗寨卡病毒（ZIKV）双特异性抗体 FIT-1，该研究基于能靶向该

病毒 E 蛋白 DII 结构域的单抗 ZIKA190 和 DIII 结构域的单抗 ZIKA185。FIT-1

不仅具有良好的体内外抗病毒活性，而且具有阻断病毒逃逸的能力，有望成为寨

卡疫苗的新型治疗手段[37]。 

 

2.10 HPs 

双特异性的抗体分子还可以被用来募集机体的免疫反应。据此， Hahn 等研

制出一种双特异性抗登革病毒复合物（HPs，Heteropolymers)，其原理是将灵长

类 E补体受体 1特异性的单克隆抗体与抗登革病毒单克隆抗体进行二硫键交联，

制备出一种既能与登革病毒结合又能同时识别人、猴的红血球及其对应的抗原。
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另外，对被感染的食蟹猴使用登革病毒特异型 HPs 后，还证明了其对登革病毒

血症的疗效[38,39]。 

 

3 双特异性抗体的研发趋势 

 

3.1 双特异性抗体在肿瘤免疫治疗中的研发趋势 

双特异性抗体能够实现对两种抗原的同时识别，其敏感性、特异性均优于单

抗，且能降低脱靶等不良反应，具有较好的抗肿瘤疗效。目前，双特异性抗体已

陆续上市，一些已进入临床研究阶段，如非小细胞肺癌，胃癌，非霍奇金淋巴瘤，

白血病等相关抗体药物[40]。双特异性抗体介导的双重靶向可实现两个特定靶标

在时空上的对接，有望成为一种新的治疗手段，但其走向临床尚存在诸多问题。

比如，世界上第一个双特异性单抗（Catumaxomab）能特异性地识别肿瘤上皮粘

附分子 EpCAM 及 T 细胞表面的 CD3 分子， Ⅱ / Ⅲ 期临床试验效果有效，但

是在受试者中却出现了因急性肝衰竭而导致的死亡[41]。因此，双特异性抗体药

物还有待于进一步的研究，以期降低毒副作用，取得更好的临床效果。 

 

3.2 双特异性抗体在病毒免疫治疗中的研发趋势 

双特异性和多特异性抗体的生物学活性是成药性研究中的关键科学问题，尤

其是免疫原性。一方面由于融合分子本身的特性，在特定的组合中会发生构象的

改变，进而对 IgG 免疫偶联物的药动学产生影响[42]。另一方面，由于双特异性

抗体本身具有大分子量，再加上它有可能聚合，因此存在免疫原性的危险[43]，

如果和免疫增强剂一起服用，则会引起机体产生较强的免疫力。总而言之双特异

性治疗性抗体的研发还需可靠的实验理论和依据推动此种药物进入临床试验甚

至治疗，并且希望相关领域进一步完善我国在免疫原性和药动学方面的研究。 

 

4 双特异性抗体总结 

迄今为止，已有大量双特异性抗体形式可用于研究以及生产，主要用于治疗

恶性肿瘤和炎症性疾病。同时研究强调，双特异性抗体也提供了许多可用于病毒

免疫治疗的功能和靶向机制。尽管存在潜在的局限性，但双特异性抗体工程仍然
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可用于提高病毒免疫疗法的有效性。由于单个表位在单独靶向时可能无法提供足

够的治疗益处，因此可以从双特异性分子的叠加性或协同效应中获得这些靶点的

显着治疗益处。此外，当利用 2 种特异性之一将第二种特异性递送至其靶位点时，

双特异性抗体工程也可能会开辟新的治疗场所。因此，将此类方法应用于其他病

毒和肿瘤方面来开发下一代疗法具有很大的潜力。 
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