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综  述                                                               

抗体库的起源、发展及应用前景 

戴和平 
中国科学院水生生物研究所 淡水生态与生物技术国家重点实验室，武汉 430072 

摘  要: 抗体是高等动物特异性免疫应答反应所产生的免疫球蛋白，负责特异抗原的识别和清除。抗体不仅是机体抵

抗病原体入侵的强大武器，也是基础科学研究中用于特异性分子识别的专用工具。抗体分子的多样性导致了抗体库概

念的产生，让我们认识到每个高等生物个体都是一个天然的抗体库。在后基因组时代，为了适应各种“组学”研究，

特别是为了蛋白质组学研究的高通量技术需求，在噬菌体展示技术平台的基础上，构建了各种基因工程抗体库和抗体

替代物库。但现在越来越多的其他展示技术如核糖体展示、mRNA 展示等体外展示技术也被用于抗体库的研究，而且

表现出了相比于噬菌体展示更多的优势。以下根据目前最新发表的有关综述文章和研究论文，对抗体库的起源、发展

及应用前景给予粗略的描述，为读者提供最新的参考文献，通过分析目前存在的问题，论述了抗体库技术的应用前景

和发展趋势。 
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Genesis, development and application prospect of antibody  
library: a review 

Heping Dai 

State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China 

Abstract:  Antibodies are immunoglobulins specifically introduced by immunity response of high animals, with the responsibility 
for recognising and cleaning out specific antigens. Antibody is not only a powerful weapon against pathogen invasion in the 
organism, but also a tool for specific molecular recognition used in basic scientific research. The diversity of antibody molecules 
resulted in the concept of antibody library; each individual animal is a natural antibody library. In the post-genome era, in order to fit 
various “omics”, especially for proteomics requirement of high throughput technology, some gene engineering antibody libraries and 
antibody alternative libraries have been constructed based on phage display technology. Yet, more and more in vitro display systems 
such as ribosome display, mRNA display have been used for antibody library study, and that present more advantages than phage 
display. This mini review outlines the genesis, development and application prospect of antibody libraries according to the published 
reviews and research articles, and offers up to date development and application prospect of antibody library technology. 
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1  抗体库的起源及抗体库技术的发展 

自从 Susumu Tonegawa[1] (利根川进，日本学者) 

阐明了产生抗体多样性的分子机制，获得了 1987 年

的诺贝尔医学奖后，人们逐渐意识到每个高等生物

个体实际上就是一个抗体库。一般哺乳动物的抗体

基本单体结构是由两条重链和两条轻链组成，每条

重链或轻链又是由可变区和恒定区组成。编码抗体

可变区的 V基因和恒定区的 C基因位于染色体 DNA

中的不同区域，在淋巴细胞的分化过程中，这些抗

体基因片段能在染色体基因组内进行重排，形成各

种各样的抗体重链或轻链基因，然后转录并翻译成

完整的抗体重链和轻链。据估计，在小鼠中，经由

基因重排、随机组合和体细胞突变所产生的抗体多

样性可以达到 109~1011。这些多样性的抗体组合存

在于每一个个体中，这就是抗体库 基本的来源[2]。 

每一种 B 淋巴细胞只携带一种抗体基因，没有

经历特异抗原刺激的 B 淋巴细胞处于静息状态。只

有当外源抗原与特异性 B 细胞受体相互结合，启动

一系列信号传导和代谢变化后，才能导致特异性 B

细胞增殖和分化，产生分泌型 B 细胞，分泌特异抗

体，同时也产生记忆 B 细胞，持续保留，以备在二

次免疫应答时，快速产生特异性抗体。 

传统的多克隆抗体的制备技术，是将动物个体

作为现成的抗体库，通过纯化的抗原，诱导特异性

B 淋巴细胞的增殖，产生大量的特异识别抗原的特

异性抗体。由于一个抗原可能存在不止一个抗原决

定簇 (4~6 个氨基酸组成一个抗原决定簇)，因此该

抗原所诱导的特异性 B 细胞可能是由不同种类的 B

细胞组成的细胞群，所产生的抗体可能不是一种，

而是多种可以识别该抗原上不同抗原决定簇的多种

抗体，所以这种抗体称为多克隆抗体。 

单克隆抗体的制备技术，是将特异抗原免疫后

的小鼠 B 淋巴细胞从动物体内取出来，再与人类肿

瘤细胞融合，然后分离单细胞株，用 ELISA 方法鉴

定分泌特异结合抗体的单克隆杂交瘤细胞，从而获

得单克隆抗体细胞株。单克隆抗体技术的优势是将

抗体库从动物体内取出，在离体状态下操作，是现

代抗体库技术的前奏。 

基因工程抗体库的构建，是在 1985 年噬菌体展

示技术[3]建立之后的 1990 年开始的[4]。噬菌体展示

技术的 大优点是将外源蛋白的基因型和表达型有

机地结合在一个噬菌体上，使得目的蛋白及其基因

可以通过与固相化的配体相互作用而得到选择，通

过再次感染大肠杆菌而得以扩增。目前噬菌体展示

技术已成功地应用于各种抗体库的构建，该技术可

以不经过动物免疫，直接从动物的脾脏、外周血和

骨髓中提取淋巴细胞的 mRNA，转录成 cDNA，再

用专门设计的引物，利用 PCR 技术，将编码抗体的

可变部分的基因扩增出来，与编码噬菌体外壳蛋白

P3 的基因偶联，以融合蛋白质的形式在噬菌体表面

展示，如此而构建高容量的噬菌体展示抗体文库。

其特异抗体的选择模拟了自然免疫系统，用固相化

的抗原从噬菌体展示抗体文库中选择特异性亲和吸

附的噬菌体抗体，然后将特异性吸附的噬菌体再感

染大肠杆菌，得以扩增。这样，经过几轮吸附-洗脱-

扩增的亲和选择过程，特异性亲和吸附的噬菌体抗

体就会得到大大的富集，达到从抗体库中分离出来

的目的。噬菌体展示抗体库技术明显优于单克隆抗

体杂交瘤技术，使特异性单克隆抗体的获取更方便、

更省时省力；可被高通量自动化操作，也可被工厂

化生产，被认为是 具有发展潜力的、可与蛋白质

组学配套、为抗体芯片制备提供充足抗体资源的技

术。噬菌体展示技术现在已扩展到细胞表面展示技

术，如细菌、酵母、人细胞等的表面展示。还有

小单位的展示系统，如 mRNA 展示、DNA 展示系

统等，都是将一个蛋白的基因型和表达型直接地连

为一体。由于这类展示系统靠体外转录和翻译系统
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进行蛋白表达，靠 PCR 技术对目的抗体基因进行扩

增，不需要宿主细胞，所以克服了宿主细胞的局限

性，可以使抗体库的多样性达到 1012~1014。这些不

同的展示系统可以统称为分子展示，在 Gröwall 和

Ståhl 综述[5]中有较详细的描述，本文不再赘述。表

1 是对目前主要用于抗体库构建的各种分子展示系

统的简单归纳，并没有完全包括所有的展示系统。 
 
表 1  各种分子展示系统 
Table 1  Various molecular display system 

Molecular display 
systems Expressing hosts References

Phage display Escherichia coli [6] 
Escherichia coli surface 
display Escherichia coli [7] 

Staphylococcal surface 
display Staphylococcus [8] 

Yeast display Saccharomyces 
cerevisiae [9] 

Human cell display HEK 293T cell  [10] 

Ribosomal display Cell free system [11] 

mRNA display Cell free system [12], [13] 

DNA display Cell free system [14] 

Covalent DNA display Cell free systm [15] 

Microbead display Artificial synthetics [16], [17] 
 

还有一种类似于酵母双杂交模式的抗体库技

术，称为胞内抗体库，其抗体的表达和筛选在细胞

内进行。首先通过基因操作，将目的抗原与一种蛋

白的 DNA结合域融合，将其 cDNA转入酵母细胞中，

以此作为钓饵；另一方面，将这种蛋白的激活域与

抗体库的单链抗体融合，将其 cDNA 也转入酵母细

胞中。当抗体库中某个抗体可以与目标抗原相结合

时，就会导致该细胞成活，进而导致该特异性识别

抗体得到表达和纯化。因为胞内抗体 (Intrabody) 的

筛选是在细胞内进行的，所以保证了所获得的抗体

都具有生物功能[18]。 

2  抗体库的种类 

在临床大量使用的多克隆抗体和单克隆抗体多

为免疫球蛋白 IgG1 形式，其完整天然抗体是由 2 条

重链和 2 条轻链所组成，分子量约为 150 kDa。由于

分子量较大，在一些方面的应用受到了限制，如较

低的组织穿透性 (肿瘤)，或者无法与某些小裂隙中

的分子表面结合 (HIV 包膜糖蛋白) 等。抗体的可变

部分是特异识别抗原的结构域，只占完整抗体的一

小部分，抗体工程就是利用基因工程技术，将编码

抗体的这一小部分基因克隆，其优势之一是可以制

造小分子量的抗体，以解决天然抗体无法解决的问

题。目前分子展示抗体库的类型主要是由鼠源、人

源或骆驼等其他动物来源的抗体片段组成，如单链

抗体 (Single chain fragment of variable，ScFv)，是

由一个柔软的小肽连接重链和轻链的可变区，组成

一个单链多肽，分子量约在 28 kDa 左右；再就是 Fab

抗体，主要由重链和轻链的可变区和部分恒定区组

成，分子量约 54 kDa 左右；还有单独重链或单独轻

链的可变区，分子量约 15 kDa 等等。这些抗体片段

具有与天然抗体一样的抗原识别特异性，一样的亲

合力 (Affinity)，但是由于它们都是单价位与抗原结

合，因此它们与抗原的亲合结合力 (Avidity) 比天然

抗体弱。通过基因工程技术，实现了两价至多价的

小抗体片段组合体；或将抗体的恒定区 Fc 片段与小

分子抗体可变区片段连接，使鼠源的抗体人源化，

恢复其协同体内其他免疫分子和细胞清除外源抗原

的能力，并提高其稳定性，这方面的研究综述可参

考文献[19]和[20]。 

有的抗体库来源于经特异抗原免疫过的动物，

这样的抗体库中具有大量已经诱导的特异性抗体，

可有效地针对目的抗原选择高亲和力的特异性抗

体。但是其局限性也是显而易见的，这样的抗体库

的应用范围比较窄，必须针对不同的抗原构建不同

的抗体库。为了扩大抗体库的使用范围，有的抗体

库来源于非免疫过的动物。一般而言，构建天然抗

体库需要从未经特异性免疫过动物的骨髓干细胞、

外周血淋巴细胞和脾脏 B 细胞中获取抗体可变区的

mRNA[21]。因为在骨髓中分化成熟的 B 淋巴细胞在

进入外周血前，已经通过某种机制，将能识别自身

抗原的 B 淋巴细胞杀死，从而避免自身免疫疾病的
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发生 [2]。为了提供抗体的多样性，避免某些抗体的

过量存在，必须选用未免疫过的动物，并将其骨髓

中的 B 淋巴细胞也要提取出来，才能保证抗体的多

样性。天然抗体库的库容量需要达到 109~1010 以上，

才能保证抗体的多样性在理论意义上满足各种抗

原特异性抗体的淘选，因此天然抗体库构建的工作

量很大，但是应用范围较广泛。大容量天然抗体库

特别适用于一些用传统多克隆和单克隆抗体技术

无法获取的抗体，比如识别高度物种保守的蛋白序

列的抗体，或识别有毒抗原的抗体，或仅识别不同

连接键、而氨基酸序列完全相同的抗原结合位点，

等等。大容量天然抗体库结合高通量技术，在蛋白

质组学研究领域具有强大的应用前景 [22]。抗体-抗

原结合的特异性取决于结合区域的空间构象，主要

与抗体重链和轻链的可变区中的 3 个互补决定区 

(Complementarity determining region，CDR) 环状结

构的氨基酸序列有关。将 CDR 区的编码基因序列进

行计算机设计，对其进行随机突变，但是保留 CDR

区外的框架结构不变，可以大大提高抗体库的多样

性，这种通过人工操作增加抗体多样性所构建的抗

体库称为人工合成抗体库[20,23]。 

目前，出现了各种各样非免疫球蛋白的抗体替

代物。这些抗体替代物在一级结构上与抗体分子完

全不同，但在框架结构上与抗体可变区有相似结构

特点。通过计算机设计，在保证框架结构不变的基

础上，对某一特定的蛋白分子表面区域的氨基酸组

成进行随机化组合，从而构建类似于抗体库的框架

蛋白 (Scaffold proteins) 文库[24]，并将其展示在噬

菌体表面，用于筛选特异性识别各种抗原的蛋白结

合体。这些框架蛋白来源广泛，有的来自原核细菌，

有的来自人类，虽然它们的一级结构完全不同，但

它们通常都具有以下特点：1) 蛋白稳定性高，能耐

受高温和高浓度变性剂的影响，室温中长期保存不

变性；2) 蛋白分子小，具有很好的渗透性和迁移性；

3) 蛋白可溶性高，能够在大肠杆菌中以高产量表

达，造价低廉。框架蛋白文库的研究在欧美发展迅

速，特别是在欧洲，几十种框架蛋白文库已被成功

构建。一些特异识别癌细胞的框架蛋白从框架蛋白

文库中得到了成功地分离，并通过了临床实验，应

用于癌症的诊断和药物导航，有的已经实现了商

品化。但在中国，新型框架蛋白文库的构建几乎

为零。表 2 列举了一些框架蛋白。综述文献[24-26]

对框架蛋白有较为详细的叙述。 
 
表 2  框架蛋白举例 
Table 2  Examples of protein scaffolds 

Name Scaffolds/resources Amino acid 
numbers 

References/ 
companies 

Adnectin Fibronectin/human 94 [26-27]/Adnexus 
herapeutics 

Affibody ProteinA/bacterial 58 [28]/Affibody AB

Anticalin Lipocalin 
(BBP)/human/insect 160−180 [29]8/Pieris 

Proteolab 

Aptamer ThioredoxA/bacterial 108 [30]/Aptanomics

Avimer A-domain/human n×<40 [31]/Amgen 

Darpin  Ankyrin 
repeat/designed 67+n×33 [32]/Molecular 

Partners 

Kunitz 
domain APPI/human 58 [33-34]/Dyax 

PDZ  Ras-binding AF-6 <100 [35-36]/BioTech 
Studio LLC 

Knottin EETI-II, 
AGRP/human/plant 30 [38-39]/NascaCell

Affilin  γB-crystallin/ 
ubiquitin/human 198 [40]/Scil Proteins

 
另外一种抗体替代物是 RNA/DNA 适配子 

(Aptamer)[41]。这是一种人工合成的 RNA 或 DNA 随

机序列片段，这些随机序列可以形成无数种构象，

RNA/DNA 适配子文库的多样性可以达到 1015。

RNA/DNA 适配子库可以展示在微珠上，对小分子

化合物和大分子蛋白质等其他分子可以通过反复的

吸附、洗脱、PCR 扩增过程，从文库中筛选到特

异识别的适配子。与蛋白类抗体库技术相比，适配

子库有更多的优点。首先，适配子与抗体一样具有

特异性识别分子的能力和高亲合力，但它的选择

和分离完全不需要生物宿主；适配子的选择和生

产完全是在体外操作和化学合成，不受生物条件

限制，因此结果的重复性更好； 后，适配子比抗

体耐高温，因此稳定性更好。有关适配子的应用在
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文献综述[41-42]中有详细的叙述，可以参考。 

3  抗体库的应用现状和问题 

抗体库技术模拟并简化了天然抗体库的特异性

抗体的产生过程，使得抗体选择可以根据人类的需

要，在体外操作，通过特异性抗体选择策略的不断

优化和抗体工程设计，赋予了抗体在天然状态下不

可能具备的新功能。分子展示抗体库或抗体替代物

文库主要应用于如下一些方面：1) 作为分子诊断工

具，应用于微生物病原体、癌症生物标志物的检测，

生命科学研究中的分子识别。2) 组成微阵列芯片，

更新了免疫诊断的模式，使诊断水平上升到蛋白质

组学的高度；3) 作为特异性亲合吸附的分子工具，

将其与细胞毒性药物或标识物偶联，应用于药物导

航和体内示踪诊断；4) 作为空间构象的识别体，应

用于稳定或区别不同构象的目的蛋白；5) 作为具有

中和病原体和毒素效应的抗体，应用于治疗病毒感

染 和 解 毒 ； 6) 将 小 分 子 的 抗 体 引 入 细 胞 内 

(Intrabody)，发挥分子调节的功能，应用于 HIV、癌

症、神经退化性疾病和器官移植等治疗中；7) 作为

亲合吸附材料，偶联在层析柱上，用于分离和纯化

目的蛋白；等等。这些应用领域都在相关综述[43-47]

中得到了详细地叙述，供读者参考。 

从上述对抗体库应用的简述中可以看到，抗体

库技术结合抗体工程，有多种灵活机动的应用技巧

和广泛的应用范围，但到目前为止，抗体库技术的

应用潜力还远远没有发挥出来。比如，抗体库 大

的特点就是它的多样性和它的高通量，而目前大多

数的应用是将单个抗原从高容量的抗体库中淘选特

异性结合抗体。实际上，自然情况下的动物个体的

免疫系统是同时对环境出现的多种抗原作出平行反

应的，生物体有自己一套高效率的机制，可以同时

从抗体库中选择、扩增相应 B 细胞，制备出各种识

别外源物的抗体。而当用人工方法模拟这种高通量

选择方法时，困难还是很大的。因为目前的分子展

示抗体库的分离和选择过程涉及到抗原的固相化、

抗体-抗原结合、洗脱、扩增、鉴定等步骤，涉及到

大量的克隆子，需要进行平行操作。如何将多抗原

同时、平行地从抗体库中选择各自的特异性抗体，

是目前所面临的挑战。已有一些实验室在这方面作

出了开创性的工作[48-49]。一般采取两种策略，一是

将各种抗原固相化在 96 孔板、NC 膜，或芯片上，

借助自动化平行操作平台，对抗体库进行淘选；另

一种策略是，将各种抗原分别固相化在小磁珠上，

借助流式细胞仪对抗体库进行淘选。这方面的研究

进展可参考文献[25,50-52]。 

4  抗体库的应用前景和展望 

随着后基因组时代的发展，人们对生命现象的

了解已经不能满足于对一个生物分子的单独研究，

而是希望对生物整体的分子变化和响应进行研究，

因此将抗体库与蛋白质组建立一一对应的镜像关

系，发挥其高通量分子识别的作用越来越重要，由

此提出了亲和力蛋白质组学的概念[53]。所谓亲和力

蛋白质组学，是以亲和力为基础的抗体或抗体替代

物，作为工具应用于基础研究和药物开发以及诊断

学，主要包括蛋白质组学层面的蛋白质的高效纯化

方法，蛋白质表达谱的高通量检测以及蛋白质相互

作用网络的探测方法等。 

但是目前抗体库对高通量抗原的筛选技术的发

展困难很大。到目前为止，还只能是用几个抗原对

抗体库进行平行筛选[54-55]，远远没有解决将成百上

千个抗原同时对抗体库平行筛选的问题。这是因为

依赖于生物宿主的抗体库分子展示系统存在诸多影

响因素，比如宿主细胞个体存在生长速度的差异性，

蛋白质相互作用的非特异性结合，选择压力的偏向

性等都会使得筛选过程的阳性克隆鉴定面临海量的

单克隆个体，超出了目前高通量自动化操作平台的

能力。一般而言，一个抗原对抗体库的筛选将导致

200~1 000 个单克隆子的平行鉴定。作者认为，解决

抗体库高通量筛选的技术瓶颈的首要问题是解决生

物宿主的问题。生物宿主具有生命，受很多因素的
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限制，因此 好的办法就是绕开它。目前，无细胞

分子展示抗体库和 DNA/RNA 适配子库因为不依赖

于细胞生长，应该是重点选择的对象，而 DNA/RNA

适配子库完全是化学合成的，结合目前已经比较成

熟的 DNA 高通量测序技术，有可能是解决上述瓶颈

问题的突破口[56]。 

在我国，目前还没有一个具有自主创新的抗体

库构建成功的报道，对分子展示抗体库的应用与先

进国家相比差距也较大。作者个人认为，一种新型

抗体库的构建是要基于非常深厚的研究积累和条件

的，而目前各种抗体库的种类已经够多的了，我们

国家没有必要再花金钱和人力去新添一种抗体库，

而是应该将精力放在应用技术的创新上。比如，抗

体库筛选的高通量、自动化操作平台的改进或创新，

还有很大的发展空间[57]，通过我国生物科学、化学

和物理学科技人员的合作和努力，应该可以取得创

新性成果；另外，抗体库目前应用较多的是医疗领

域，特别突出的是癌症的生物标志物的检测和体内

示踪，而在环境污染的健康风险评价方面却应用得

很少，而这个研究领域也是需要对环境污染暴露的

生物和人体的整体分子响应进行高通量分析，抗体

库应该在这个领域大有作为。总之，抗体库的优势

和潜力要靠应用而发挥，抗体库的技术问题也要靠

应用而得到解决。 
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