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摘  要 : 为了建立鉴定治疗性单克隆抗体识别蛋白质抗原表位的方法，选择程序死亡受体-1 (PD-1) 作为目的蛋

白。基于丙氨酸扫描策略，建立了定点突变技术和哺乳动物细胞表达系统相结合的抗原突变体快速表达方法，确

定了真核表达元件扩增和细胞转染表达的条件。共表达了 150 个 PD-1 蛋白突变体，鉴定了这些突变体与抗 PD-1

抗体帕博利珠单抗的结合能力。根据蛋白突变体与抗体的结合力并结合蛋白结构分析确定了帕博利珠单抗的抗原

表位，与已报道的基于晶体结构的抗原表位高度一致，表明本方法操作简单、准确性高，可用于治疗性单克隆抗

体的抗原表位作图。 

关键词 : 单克隆抗体，细胞程序死亡受体-1，定点突变，哺乳动物细胞，表位作图 

Identifying protein epitopes recognized by monoclonal 
antibodies 
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Shanghai Wuxi Biopharmaceuticals Co., Ltd., Shanghai 200131, China 

Abstract:  To establish a method for identifying protein epitopes recognized by therapeutic monoclonal antibodies, the 

programmed death receptor-1 (PD-1) was selected as the target protein. Based on the alanine scanning strategy, a rapid 

expression method of antigen mutants combining site-directed mutagenesis with mammalian cell expression system was 

established, the conditions for eukaryotic expression element amplification and cell transfection expression were established. 

150 PD-1 protein mutants were co-expressed, and the binding ability of these mutants to anti-PD-1 antibody Pembrolizumab 

was identified. The epitopes of Pembrolizumab were determined based on the binding ability of protein mutants to antibodies 

and combined with protein structure analysis, which was highly consistent with the reported crystal structure-based epitopes, 

indicating that this method is simple and accurate and can be used for epitope mapping of therapeutic monoclonal antibodies. 

Keywords:  monoclonal antibody, programmed cell death receptor-1, site-directed mutagenesis, mammalian cell, epitope mapping 

全球已有上百个治疗性单克隆抗体药物获批

上市，年销售额超千亿美元，药物靶点主要集中

在 细 胞 程 序 死 亡 受 体 -1 及 其 配 体 -1 

(PD-1/PD-L1)、白细胞分化抗原 20 (CD20)、人类

·生物技术与方法·
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表皮生长因子受体-2 (HER2)、血管内皮生长因子

(VEGF) 和肿瘤坏死因子 -α (TNF-α) 等热门靶    

点[1]。由于目前经临床验证有效的靶点相对有限，

针对这些靶点的治疗性单抗的数量要远远超过靶

点的数量，很容易出现多个抗体针对同一个靶点

的现象[2–3]，而同一靶点的抗原表位对于抗体的活

性、功能、疗效和安全性均密切相关，比如靶向

CD20 的利妥昔单抗、奥法木单抗、奥瑞珠单抗和

阿妥珠单抗在抗原表位、功能或适应症上均有不

同的表现[4]。因此，抗原表位的鉴定和选择对于

治疗性单抗差异化研发从而满足生物学功能和临

床需求尤为重要。本研究以 PD-1 为靶点，基于丙

氨酸扫描策略，建立了定点突变技术和哺乳动物

细胞表达系统相结合的抗原突变体快速表达方

法。共表达了 150 个 PD-1 蛋白突变体，鉴定了这

些突变体与人源化抗 PD-1 单克隆抗体帕博利珠

单抗(Pembrolizumab，商品名：可瑞达) 的结合能

力，并结合 PD-1 蛋白结构进一步分析确定了抗原

表位。与已报道的 PD-1 蛋白和帕博利珠单抗共结

晶的晶体结构显示的抗原表位高度一致。这种快

速鉴定抗体识别蛋白质抗原表位的方法，为差异

化治疗性单抗的筛选、鉴定和成药性评估提供了

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

快 速 定 点 突 变 试 剂 盒 购 自 Agilent 

Technologies 公司；Phusion 高保真 DNA 聚合酶

购自 NEB 公司；PCR 清洁回收试剂盒购自 Axygen

公司；FreeStyle 293F 细胞和 293fectin 转染试剂

均购自 Life Technologies 公司；His 标签 PD-1 蛋

白购自 Sino Biological 公司；HRP 标记的抗 His

抗体购自 Rockland Immunochemical 公司；TMB

底物显色试剂盒购自 KPL 公司；帕博利珠单抗购

自默沙东公司。含有 His 标签的 PD-1 胞外区片段

的 pcDNA 真核表达质粒由本单位构建；引物合成

和基因测序由 Life Technologies 公司或金唯智生

物公司完成。 

1.2  真核表达元件的扩增 

根据定点突变试剂盒的说明设计突变引物，

以含有 His 标签的 PD-1 胞外区片段 (UniProt 登

录号：Q15116，1–170 位氨基酸) 的真核表达质

粒为模板进行第一轮 PCR 扩增，PCR 条件为：

95 ℃预变性 2 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

65 ℃ 4 min，30 个循环；最后 65 ℃延伸 10 min。

PCR 扩增完成后加入 DpnⅠ酶消化经甲基化修饰

的模板质粒，获得含有突变位点的环状单链。然

后以此为模板，使用真核表达载体 CMV 启动子

前的上游引物和 poly (A) 尾巴后的下游引物，加

入 DNA 聚合酶等反应混合物进行第二轮 PCR 扩

增，PCR 条件为：98 ℃预变性 3 min；98 ℃ 15 s，

54 ℃–64 ℃ 45 s，72 ℃ 2 min，30 个循环；最

后 72 ℃延伸 10 min。使用 PCR 清洁回收试剂盒

回收获得含有 CMV 启动子、Kozak 序列、信号肽、

PD-1 胞外区或突变体片段、His 标签和 poly (A) 尾

巴组成的真核表达元件片段[5]。 

1.3  哺乳动物细胞表达蛋白突变体 

将 FreeStyle 293F 细胞按每孔 1×106/mL 的密

度接种到 24 孔板或 96 孔深孔板中，然后用

Opti-MEM 培养基稀释 PCR 产物至终体积 50 μL

并与终体积 50 μL 转染试剂/Opti-MEM 培养基混

合物 (含 2 μL 293fectin) 混合静置 20 min 后加入

准备好的细胞中，于 37 ℃细胞培养摇床中 8% 

CO2、220 r/min 培养 4–5 d 后，收集细胞上清。 

1.4  蛋白突变体的表达水平检测 

分别使用 Dot blotting 法和 ELISA 法进行蛋

白表达水平的定性和定量。Dot blotting 法的步骤

为：将 100 μL 细胞上清按序点于硝酸纤维素膜

上，然后将膜置于 5%脱脂奶粉封闭液中室温孵育

1 h，洗涤后加入 HRP 标记的抗 His 标签的抗体

室温孵育 1 h，然后加入 5 mL 新鲜配置的荧光显

色剂后曝光显影。竞争 ELISA 法的步骤为：包

被 250 ng/mL 含 His 标签的 PD-1 蛋白于 96 孔酶



 
 

李栋/鉴定单克隆抗体识别蛋白质抗原表位方法的建立 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2445

标板上 4 ℃过夜，然后加入 2% BSA 封闭液室温孵

育 1 h，再加入预先混合的已知浓度 (4 000 ng/mL

为起始浓度，4 倍梯度稀释) 的含有 His 标签的

PD-1 蛋白与 1︰5 000 稀释的 HRP 标记的抗 His

标签的抗体混合液，室温孵育 1–2 h 后，加入 TMB

底物显色液显色 10 min 后，加入 2 mol/L 盐酸溶

液终止反应后于酶标仪上读取 450 nm 波长吸光

度值绘制标准曲线。PD-1 蛋白突变体上清液 5 倍

稀释后与 1︰5 000 稀释的 HRP 标记的抗 His 标签

的抗体混合后，加入已包被 His 标签的 PD-1 蛋白

的 96 孔酶标板上，经孵育、洗涤、显色、终止步

骤后读取吸光度值，然后根据标准曲线计算出

PD-1 蛋白突变体的表达量。 

1.5  蛋白突变体与抗体结合能力检测 

使用 ELISA 法进行 PD-1 突变体与抗 PD-1

抗体结合能力的检测。将 2 μg/mL 的帕博利珠单

抗包被于 96 孔酶标板中，加入 2% BSA 封闭液，

室温孵育 1 h，然后加入含有 10 ng/mL 的 PD-1

蛋白或 PD-1 蛋白突变体上清液室温孵育 1–2 h，

洗涤后加入 HRP 标记的抗 His 标签的抗体室温孵

育 1–2 h 后，加入 TMB 底物显色试剂室温显色

10 min，加入 2 mol/L 盐酸溶液终止反应，于酶标

仪上读取 450 nm 波长吸光度值，将帕博利珠单抗

和 PD-1 蛋白突变体结合后的吸光度值除以帕博

利珠单抗和 PD-1 蛋白结合后的吸光度值，计算出

相对结合力。 

1.6  抗原表位分析 

使用 Pymol 软件在蛋白结构上进一步分析相

对结合力较低的突变位点，去除突变后会影响

PD-1 蛋白结构稳定性的氨基酸位点，从而确定帕

博利珠单抗的抗原表位，绘制空间结构表位图。 

2  结果与分析 

2.1  真核表达元件扩增方法的确立 

为了确定最佳的扩增参数，首先以含有 His

标签的 PD-1 胞外区片段的真核表达质粒为模板，

用第二轮 PCR 的 CMV 启动子前的上游引物和

poly(A) 尾巴后的下游引物在不同的退火温度条

件 (54 ℃–64 ℃) 下扩增目的片段，1%琼脂糖凝

胶电泳结果显示低退火温度扩增目的条带 (图 1

中黑色箭头所示) 的效率更高且杂带较少 (图 1)，

最终选择 56.3 ℃作为第二轮 PCR 反应的退火

温度。 

为了减少第一轮 PCR扩增完成后的琼脂糖凝

胶回收或 PCR 产物清洁回收步骤，将第 80 位的

丙氨酸进行无义突变，密码子由 GCC 突变为

GCA。第一轮 PCR 扩增后不进行 PCR 产物的回

收，摸索不同体积的 PCR 产物直接进行第二轮

PCR扩增。结果显示第一轮 PCR产物的体积越小，

扩增目的条带 (图 2A 中黑色箭头所示) 越特异

杂带越少 (图 2A)，PCR 产物测序结果显示突变

成功 (图 2B)。最终选择 0.1 μL 作为第二轮 PCR

的模板用量。 

2.2  真核表达蛋白突变体方法的确立 

为了确定用于转染最合适的 PCR 产物量，将

不同体积的未纯化的第二轮 PCR产物和纯化后第

二轮 PCR 产物转染 293F 细胞，细胞表达上清使用

Dot blotting 法进行检测 (图 3)，研究发现未纯化 
 
 

 
 
 

图 1  不同退火温度扩增目的片段的 1%琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 1  1% agarose gel electrophoresis of target 
fragments amplified at different annealing temperatures. 
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图 2  PCR 扩增目的片段的鉴定 (A：不同模板量扩增目的片段的 1%琼脂糖凝胶电泳；B：突变前后 DNA 测序

结果比对) 
Fig. 2  Identification of target fragment amplified by PCR. (A) 1% agarose gel electrophoresis of target fragments 
amplified with different template volume. (B) Comparison of DNA sequencing results before and after mutation. 
 

 

 
图 3  不同 PCR 产物转染细胞上清 Dot blotting 图 
Fig. 3  Dot blotting analysis of supernatant of cells 
transfected with different PCR products. 
 
的 PCR产物表达水平较低且转染后的细胞成活率

很低，而纯化的 PCR 产物能够在细胞中表达，因

此选择纯化 PCR 产物用于细胞转染。 

由于 Dot blotting 仅能用于蛋白定性，本研究

利用 His 标签 PD-1 蛋白和 His 标签蛋白突变体可

以竞争结合抗 His抗体的特性，建立了竞争 ELISA

的方法用于目的蛋白的定量。首先检测了不同稀

释比例 (1︰1 250，1︰5 000，1︰20 000) 的 HRP

标记的抗 His 标签的抗体与包被于酶标板上梯度

稀释(4 000 ng/mL 为起点，4 倍稀释) 的 His 标签

PD-1 蛋白的结合能力，根据结果选择 1︰5 000

作为 HRP 标记的抗 His 标签的抗体的稀释比例，

其 EC80 值约为 250 ng/mL。因此，在竞争 ELISA

中包被 250 ng/mL 的 PD-1 蛋白，随后将梯度稀释

(4 000 ng/mL 为起点，4 倍稀释)的 His 标签 PD-1

蛋白与 1︰5 000 稀释的 HRP 标记的抗 His 标签的

抗体预先混合后加入包被 PD-1 蛋白的酶标板中。

由于固定在酶标板上和游离在溶液中的 His 标签

PD-1 蛋白会竞争结合抗 His 标签抗体，游离的蛋

白浓度越高，则与固定在酶标板上的 PD-1 蛋白结

合的抗体越少，加入底物显色读数值越低，由此

获得定量的标准曲线 (图 4A)，用于 His 标签 PD-1

蛋白突变体的定量。将第 80 位氨基酸无义突变的

PCR 产物纯化后转染 293F 细胞后分别于 2–5 d 收

集细胞上清进行定量，结果显示转染后第 4–5 天

的表达水平相对较高 (图 4B)，因此，选择转染后

第 4 天收集细胞上清。 

2.3  蛋白突变体与抗体结合力的检测 

将 PD-1 胞外区 (21–170 位氨基酸) 中的丙 
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图 4  细胞上清中目的蛋白定量方法的建立及定量 
Fig. 4  Establishment and quantification of target protein in cell supernatant. (A) Standard curve of the quantification 
method by competitive ELISA. (B) Expression amount of the target protein in the cell supernatant on different days. 
 

氨酸突变为甘氨酸，其余氨基酸用丙氨酸逐一替

代，构建系列突变体。与传统质粒转染相比，本

方法减少了大肠杆菌转化、挑克隆、质粒抽提鉴

定等步骤，在通量上可实现数量级的提高，仅通

过两轮 PCR 即可批量扩增获得真核表达元件片

段。应用本方法共构建表达了 150 个蛋白理论分

子量约为 17.6 kDa 单点突变的 PD-1 蛋白突变体，

同时表达了 7 个含有丙氨酸密码子无义突变的

PD-1 蛋白用于系统评估和阳性对照。真核表达元

件片段转染 293F 细胞 4 d 后收集上清液，根据竞

争 ELISA 法定量标准曲线显示的线性区间和第

80 位氨基酸的定量结果 (图 4)，将上清液进行 5 倍

稀释后进行定量。最终使每个蛋白突变体的吸光

度值均位于线性区间中，从而保证同批次蛋白上

清定量的准确性和可比性。使用 ELISA 法检测了

2 μg/mL 抗 PD-1 抗体帕博利珠单抗和 10 ng/mL

蛋白突变体的结合能力，根据 PD-1 蛋白突变体与

PD-1 蛋白分别和帕博利珠单抗结合后在 450 nm

波长的吸光度值的比值计算出 PD-1 蛋白突变体

的相对结合力 (图 5)。数值越低说明特定位点的

氨基酸对蛋白结构的稳定或与抗体结合的影响越

大。结果显示有 25 个氨基酸位点的突变后与帕博

利珠单抗的结合能力下降了 25%以上，表明这些

氨基酸位点可作用于维持蛋白结构的稳定或直接

与抗体的结合相关。 

 
 

图 5  PD-1 突变体与帕博利珠单抗的相对结合力 
Fig. 5  Relative binding ability of PD-1 mutants to 
Pembrolizumab. 

 

2.4  抗原表位作图与分析 

为了鉴定帕博利珠单抗的抗原表位，在 PD-1

蛋白结构 (PDB 蛋白数据库：4ZQK、5GGS) 上

进一步分析了与抗体结合力下降的氨基酸位点，

结合蛋白溶剂可及表面区域 (SASA) 分析[6]，排

除了维持蛋白结构稳定性的位点，如形成蛋白内

二硫键的 C123，包埋在蛋白内部支撑蛋白空间结

构的 F52、M108、V110、A113、D117、L142、

V144 和支撑蛋白局部结构的 P39、D92 等氨基酸，

最终鉴定帕博利珠单抗的抗原表位为 N66、K78、 
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图 6  帕博利珠单抗的抗原表位 (黄色标记氨基酸) 
Fig. 6  Epitope (labeled on yellow) of Pembrolizumab. 

 

A81、F82、P83、D85、S87、P89、I126 和L128 (图 6)。

从结构上看，帕博利珠单抗与 PD-L1 竞争结合

PD-1，其亲和力主要依赖于与人 PD-1 的无结构

C’环的结合，而小鼠 PD-1 对应位置是 β-折叠，

从而揭示了帕博利珠单抗可以与人 PD-1 结合，但

与小鼠 PD-1 没有交叉反应的原因。 

为了验证本研究抗原表位作图结果的准确

性，在帕博利珠单抗和 PD-1 蛋白复合物晶体结构 

(PDB 蛋白数据库：5GGS) 上进一步分析了帕博

利珠单抗与抗原表位氨基酸的相互作用 (图 7)，

结果显示 PD-1 抗原表位 (黄色标记的氨基酸) 通

过形成氢键和范德华力等方式与帕博利珠单抗重

链可变区 CDR1 的 Y33、Y35，CDR2 的 N52、

N55，CDR3 的 R99、Y101、R102、F103 以及轻

链可变区 CDR1 的 S32、Y34、Y36，CDR2 的 Y53、

Y57，CDR3 的 L98 相互作用，该结果完全涵盖在

Lee 等[7]报道的帕博利珠单抗和 PD-1 蛋白相互作

用的氨基酸中。将本研究鉴定出的抗原表位与已

经报道的基于晶体结构解析的抗原表位进行对

比，发现不同机构对帕博利珠单抗和 PD-1 蛋白复

合物结晶解析出的抗原表位[7–11]略有差异，本研

究鉴定出的抗原表位与已报道晶体结构解析的抗

原表位高度一致 (表 1)。 

3  讨论 

抗原表位作图主要包括 X-射线晶体衍射、肽

段扫描、噬菌体肽库展示、丙氨酸扫描和生物信

息学预测等方法[12]。其中 X-射线晶体衍射可以根

据解析的晶体结构分析得知抗体和抗原结合线性

表位和构象表位，但是这种方法对于蛋白质量和

实验技术要求均高，同时结晶晶体的质量和结构

解析的结果也存在一定差异，如已报道的帕博利

珠单抗与 PD-1 蛋白的晶体结构解析[7–11]。肽扫描

技术通过合成重叠短肽检测与抗体的结合，该方

法合成肽的成本高，且对线性表位的识别更有效，

存在会丢失构象表位的问题。噬菌体肽库展示技

术能够从噬菌体递呈的肽库中筛选出能够和抗体

结合的线性表位和构象型表位，但该方法需要对

噬菌体短肽库进行筛选和富集，操作相对复杂且

实验周期较长。丙氨酸扫描技术通过定点突变氨

基酸以检测特定氨基酸与抗体结合能力的改变，  

 

 

 
图 7  帕博利珠单抗与 PD-1 抗原相互作用位点 
Fig. 7  The interaction sites between Pembrolizumab and PD-1. 
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表 1  本研究鉴定帕博利珠单抗抗原表位与已报道的抗原表位对比 
Table 1  Comparison of the epitopes of Pembrolizumab identified in this study with the epitopes reported 

PD-1 residues This study Lee et al.[7] Horita et al.[8] Fessas et al.[9] Na et al.[10] Tan et al.[11] 

S60   ● ●   

E61   ●    

S62  ●  ●   

F63  ●     

V64  ● ● ● ● ● 

N66 ● ● ● ● ● ● 

Y68  ● ●   ● 

Q75  ● ● ●  ● 

T76  ● ● ● ● ● 

D77  ●  ● ●  

K78 ● ● ● ● ● ● 

A81 ● ●  ●   

F82 ● ●  ●   

P83 ● ● ● ● ● ● 

E84  ● ● ●  ● 

D85 ● ● ● ● ● ● 

R86  ● ● ● ● ● 

S87 ● ● ● ● ● ● 

Q88  ● ● ● ● ● 

P89 ● ● ● ● ● ● 

G90  ● ● ●   

R99  ● ●    

I126 ● ●  ●   

L128 ● ● ● ●   

A129  ●  ●   

P130   ●    

K131  ● ● ●   

A132  ● ● ●   

I134  ●  ●   

E136   ●    

 
通常去除氨基酸侧链上的活性基团，将其置换成

体积小且侧链上无其他功能团的丙氨酸，该方法

可以鉴定线性表位和构象表位，但操作步骤较多，

在通量上受限。 

晶体结构可以解析抗原与抗体接触界面所有

的氨基酸残基，但不能反应出每个氨基酸残基与

抗体的结合能力，而丙氨酸扫描可通过将特定氨

基酸突变为丙氨酸并检查结合丢失，可发现与抗

体相互作用重要的氨基酸位点。然而有些非表面

区域的丙氨酸置换会导致抗原结构不稳定，这也

可能影响抗体的结合，可以通过蛋白结构分析排

除维持蛋白结构稳定性的氨基酸。本研究基于丙

氨酸扫描策略，建立了定点突变技术和哺乳动物

细胞表达系统相结合的抗原突变体快速表达方

法，在操作上不同于传统定点突变将 PCR 产物转

化大肠杆菌、挑克隆、摇菌和抽提质粒等步骤[13]，

仅通过两轮 PCR 扩增获得真核表达元件，经 PCR

清洁回收后直接用于真核细胞转染，可批量制备
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上百个接近蛋白天然构象的突变体。本研究共表

达了 150 个 PD-1 蛋白突变体，并利用竞争 ELISA

法的原理开发出细胞上清中目的蛋白定量的方法

进行蛋白定量。然后检测了 PD-1 蛋白突变体与抗

PD-1 抗体帕博利珠单抗的结合能力，结合蛋白结

构排除了维持蛋白结构稳定性的氨基酸，最终确

定了抗原表位，与已报道的基于晶体结构解析出

的高度一致，显示出本研究建立方法的准确性和

可靠性，可进行抗体表位鉴定，用于差异化治疗性

抗体的发现[5,14]。 
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