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本期论文主要涵盖医药生物技术相关的综述及研究论文，主要包括细菌

CRISPR-Cas 系统的综合应用、mRNA 疫苗翻译效率、利用动物细胞高表达

重链抗体可变区抗体、抗体药物中双/多特异抗体的差异化研发策略、抗体

技术在食源性致病菌快速检测中应用、肿瘤治疗中的生物标志物、活细菌载

体、人工智能时代下的蛋白质从头设计、靶向识别新型冠状病毒上刺突蛋白

S1 亚基的嵌合型 E3 泛素连接酶的设计与功能验证、流感病毒 Mosaic-HA1
的表达和分枝杆菌不同生长周期磷酸化蛋白质定量表达比较研究等。特别对

以上内容进行简要推介。 
 

司书毅 《生物工程学报》编委 

(中国医学科学院医药生物技术研究所，北京 100050) 

 

细菌 CRISPR-Cas 系统的综合

应用 

胡祐等 [1]重点介绍了细菌的 CRISPR-Cas

系统凭借高特异性锚定靶核酸和高活性反式切

割能力，有望成为特异性好、灵敏度高的信号

报告系统。可视化检测是通过肉眼即可判断结

果，无需依赖高能光源及复杂的光学检测系统，

可极大程度上简化核酸发展即时检测(point of 

care testing, POCT)系统。CRISPR-Cas 系统酶促

底物显色法检测中常用的酶包括以辣根过氧化

物酶、脱氧核酶等为代表的过氧化物酶和半乳

糖苷酶。除基于比色法实现可视化检测外，颗

粒散射光谱特征的变化同样可以实现肉眼直接

观察分析。AuNPs 具有优异的表面等离子共振

特征，关联 AuNPs 的聚集状态与靶序列的有无

即可实现可视化检测。CRISPR-Cas 系统与可视

化技术相结合，不仅可以提升可视化检测的特

异性，同时可大幅降低核酸检测对实验室基础

设施、精密仪器及专业人员的依赖程度，实现

真正意义上的不依赖于设备的 POCT 核酸检

测。陈姿亦等[2]利用 CRISPR/Cas9 技术构建了

维甲酸诱导基因 I (RIG-I)基因敲除的 HEK293

细胞，旨在揭示 RIG-I 基因敲除对 I 型干扰素信

号通路中关键因子的影响。研究成功构建了 2 株

稳定敲除 RIG-I 基因的 HEK293 细胞株(S1 和

S3)，RIG-I 在 S1 和 S3 中的基因转录水平和蛋

白质表达水平均显著低于野生型细胞(P<0.05)。

S1 和 S3 细胞株的 MDA5 和 IFNβ1 基因转录水

平和 S3 细胞株的 NF-κB(p65)蛋白质水平显著

低于野生细胞株(P<0.05)；细胞免疫荧光分析结

果表明，poly I:C 转染细胞后，与野生型相比，

S1 细胞株核外存在较多的 NF-κB(p65)蛋白。此

外，poly I:C 转染细胞 48 h 后，显著降低了野

·导  读· 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

II 

生型和 S1 细胞株的活力(P<0.05)，但是不影响

S3 细胞株的活力。该研究通过 CRISPR/Cas9 系

统成功构建了 2 株 RIG-I 基因敲除的 HEK293

细胞，为进一步研究 I 型干扰素信号通路的机

制提供了稳定的细胞模型。 

mRNA 疫苗设计 

2023 年诺贝尔生理学或医学奖授予匈牙利

科学家 Katalin Karikó 和美国科学家 Drew 

Weissman，以表彰他们在核苷基修饰方面的发

现，这些发现使针对新冠感染的信使 RNA 

(mRNA)疫苗的开发成为可能。近年来快速发展

的 mRNA 疫苗免疫技术，可将体外转录 (in 

vitro-transcription)的 mRNA 包装并递送进入细

胞，这些 mRNA 在细胞内翻译表达成抗原，从

而刺激机体产生免疫反应。该技术可以实现更

加高效的疫苗研发，成为快速应对新发传染病

的新型有效方法之一。如新型冠状病毒感染

(COVID-19)的致病病毒是严重急性呼吸综合征

冠状病毒 2 (SARS-CoV-2)，其基因组序列公布于

2020 年 1 月，而据此研发的 mRNA 疫苗 2020 年

3 月就已率先进入人体临床试验，2020 年 12 月

再次率先获得世界卫生组织 (World Health 

Organization, WHO)的紧急使用推荐，响应速度

前所未有。刘涛等 [3]强调了针对 SARS-CoV-2

的 mRNA 疫苗的快速研发使用，最核心和关键

的因素就是数十年的相关研究积累，例如抗原的

快速设计得益于先前对中东呼吸综合征冠状病

毒(MERS-CoV)和严重急性呼吸综合征冠状病

毒(SARS-CoV)的研究，疫苗的快速产品化得益

于脂质纳米颗粒封装递送 mRNA 方面的研究。

当安全有效的 mRNA 封装递送技术实现通用化

和工业化后，mRNA 疫苗研发的瓶颈变为抗原

的快速设计。其中，首先是如何确定最有效的

抗原，然后是如何设计编码抗原的 mRNA 序列，

使其满足序列稳定和高效翻译表达的要求。抗

原的确定受制于新发病毒及其致病机制，只能

借助先前对原型病毒的研究积累，或者依赖最

新的分子病理研究结果。而在 mRNA 序列设计

方面，可以根据以往对 mRNA 稳定性和翻译表

达机制的研究，通过总结和针对性深入研究而

得到优化设计原则，以实现计算机辅助的快速

设计。 

抗体药物的制备、研发与应用 

重链抗体可变区抗体 (variable domain of 

heavy-chain antibody, VHH)是重链抗体的可变

结构域，负责与靶标的结合。与传统抗体相比，

VHH 的分子量更小、结构更简单，而且通常没

有糖基化，具有良好的耐热性，能在不同的酸碱

条件下保持其结构和功能。因此，越来越多基

于 VHH 的应用得到发展，如肿瘤和传染病的治

疗、生物标志物检测、分子成像等。在 2019 冠

状病毒病大流行期间，研究人员已经分离出数

百个用于中和严重急性呼吸综合征冠状病毒  

2 型的 VHH[4]。 

细菌、酵母、真菌、昆虫细胞和哺乳动物

细胞都能够表达 VHH。其中，大肠杆菌是 VHH

最常用的表达宿主，但大肠杆菌表达系统存在

产量低或可能形成无功能的包涵体等问题。哺

乳动物细胞是生产抗体的最佳表达系统，悬浮适

应型重组中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, 

CHO)细胞系用于生产人类治疗性抗体已有

几十年的历史。与重组 CHO 细胞株相比，人胚
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胎肾 293 (human embryonic kidney 293, HEK293)

细胞因其高转染效率和优秀的外源蛋白质生产

能力常被用于基因的瞬时表达 (transient gene 

expression, TGE)，更适用于抗体开发的早期阶

段。谭书桢等[5]以 Expi293F 细胞为表达宿主，选

择 ORF 作为优化对象，通过筛选 SP 和优化密

码子使多种 VHH 的产量远高于大肠杆菌的一般

产量，且 VHH 活性良好，为哺乳动物细胞大规

模生产 VHH 提供了可借鉴的经验。 

双/多特异性抗体可以结合 2 个或 2 个以上

不同抗原或者同一抗原的 2 个或 2 个以上不同

的表位，克服了单克隆抗体的局限性，增加了

药物的多重靶向性、选择性和功能性，从而具

有更佳的治疗安全性和有效性，已逐渐成为新

一代有效的治疗手段。截至 2024 年 3 月，全球

共获批准 13 款双特异性抗体药物上市，2023 年

全球双特异性抗体药物市场规模超 88 亿美元。

随着基因工程技术的发展和产业的成熟，双/多

特异性抗体药物研究数量不断增加，应用范围

也在不断拓展，为满足临床需求和创造临床价

值奠定了基础。目前全球双/多特异性抗体已经

开展了上千项研究，主要集中在肿瘤领域，多

数处于早期临床试验阶段，且以 T 细胞重定向、

程序性细胞死亡蛋白 1 (PD-1)及其配体 PD-L1

组合双特异性抗体为主。因此，在研究和开发

双 /多特异性抗体药物时要采用差异化药物研

发的策略，从尚未被满足的临床需求出发，选

择合适的适应症，根据疾病的致病机理和靶点

生物学机制选择合理的靶点组合和结构形式，

提高药物的有效性、安全性和可成药性，从而在

日益激烈的市场竞争中占据有利地位。李栋 [6]

综述了双 /多特异性抗体药物的研发阶段和适

应症、靶点组合、结构形式、作用机制，并探

讨了双 /多特异性抗体药物研发的关键点和差

异化研发策略。 

食源性致病菌是导致食品安全问题的重要

因素之一，对国民健康造成严重危害，实现对

食源性致病菌的快速检测是目前防治食源性疾

病的关键策略。抗体具有高特异性、高灵敏度

的优势，是食源性致病菌关键特异性识别元件

的首选。全美淋等[7]介绍了不同种类的抗体及

其特点，以及不同抗体技术在食源性致病菌快

速检测中的应用，并提出抗体技术与其他食源

性致病菌检测方法的联用可以有效提升检测效

果。最后，对目前的研究现状与潜在问题进行

了分析与总结，对食源性致病菌快速检测技术

的发展提供了理论依据与实践思路。 

肿瘤治疗的生物标志物与细菌

载体 

恶性肿瘤治疗仍然是当前临床医学的一大

难题。前列腺特异性抗原(prostate specific antigen, 

PSA)检测、前列腺活检、磁共振成像等检测方

法被广泛用于前列腺癌筛查，但特异性低且成

本和风险均较高。因此，亟需开发特异性高、

成本低、易于获取且稳定可靠的生物标志物，

并以此为基础建立新型前列腺癌无创筛查和诊

断方法。近年来，科学家陆续鉴定了前列腺特

异性抗原前体(proPSA)等蛋白质类前列腺癌生

物标志物，循环肿瘤 DNA (ctDNA)等核酸类前

列腺癌生物标志物并开发了四激肽释放酶组合

(four-kallikrein panel, 4K)等多标志物联合检测

方法。初子斌等[8]综述了前列腺癌生物标志物

与联合检测方法用于前列腺癌诊断和预后评估
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的最新进展，并对不同的生物标志物和联合检

测方法进行了深入的分析和比较。 

以细菌为基础的肿瘤治疗是一种有前景的

治疗策略。华婷婷等 [9]阐述了专性和兼性厌氧

菌可以选择性地在肿瘤组织中定殖，与正常组

织的分布比大于 1 000:1，通过竞争营养物质、

诱导肿瘤细胞凋亡和免疫激活等多种机制发挥

抗肿瘤作用，是递送抗肿瘤药物的良好载体。

以活细菌为载体递送抗肿瘤药物的系统生物相

容性好，通过化学工程以及生物工程的简单改

造，细菌就能够成为抗肿瘤药物的递送载体。

细菌可以将药物递送到传统方法难到达的深

度，具有靶向性强等特点。该文从底盘细菌的

选择、细菌负载药物策略、抗肿瘤药物递送应

用及其局限性等方面进行了详细阐述，并展望

了其未来的发展方向。 

在细菌作为肿瘤药物递送载体的应用中，

免疫原性发挥着双重作用。一方面，细菌的低

免疫原性减少机体免疫系统对细菌的识别，降

低潜在的炎症因子风暴风险，使得细菌能够高

效抵达肿瘤区域，实现药物的有效递送。另一

方面，细菌在肿瘤区域的免疫识别则能够触发

局部的抗肿瘤免疫反应，促进肿瘤免疫和细菌

的清除，这展现了其治疗潜力，但活细菌介导

药物的设计和开发对基础科学研究人员和监管

机构都提出了一些挑战。 

蛋白质的从头设计 

具有特定功能和特性的蛋白质在生物医

药、纳米材料等领域至关重要。蛋白质从头设

计能够定制序列以生成具有所需结构的、自然

界中未存在的蛋白质。近年来，随着人工智能

迅猛发展，深度学习生成模型逐渐成为强大工

具，许多功能性蛋白质的设计都达到了原子级

别的精度。刘南等[10]概述了蛋白质从头设计的

演进，着重介绍了其最新算法模型，并分析了

存在的问题，如设计成功率低、精度不足以及

对实验验证的依赖性，最后探讨了蛋白质设计

的未来趋势，旨在为研究者和从业者提供有益

参考。该文展望未来随着计算能力增强、算法

优化以及新一代高通量实验技术涌现，研究者

将获得更全面和更深入的生物数据。这将使 AI

模型的训练更充分，加深对生命过程的洞察，推

动设计更复杂精准的蛋白质，使得深度学习模型

能够更有效地处理复杂的生物数据。人工智能将

整合表观遗传学、转录组学和蛋白质组学等生物

信息，更准确地模拟生物分子交互，设计出具有

特定功能的蛋白质。此外，厘清深度学习模型的

“黑箱”机制，增强模型的精确性和计算过程的可

解释性，将提高药物设计在酶工程、合成生物学

以及蛋白工程等领域中的成功率。 

基于生物技术的病原微生物检

测、诊断与治疗策略 

SARS-CoV-2 侵染宿主的过程中，刺突(spike, 

S)蛋白起着至关重要的作用，其中 S1 亚基的受

体结合域(receptor binding domain, RBD)结构

域与宿主的血管紧张素转换酶 2 (angiotensin- 

converting enzyme 2, ACE2)受体结合，介导病

毒侵入宿主细胞。因此，降解 S1 是干预

SARS-CoV-2 侵染的可行策略。代艳等[11]开发

了一种针对 S1 的靶向降解工具，首先利用三质

粒慢病毒系统构建了稳定表达 S1 的 HEK 293

细胞系，发现在该细胞系中过表达线粒体 E3 泛
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素连接酶 1 (mitochondrial E3 ubiquitin protein 

ligase 1, MUL1)可以有效促进 S1 的泛素化修

饰，并加速其通过蛋白酶体降解过程。进一步

研究显示，MUL1 催化的 S1 的多泛素修饰主要

是以 K48 的侧链加成方式进行。此外，将特异

性靶向识别 S1 的小肽 LCB1 与 MUL1 偶联，构

建了嵌合型 E3 泛素连接酶 LCB1-MUL1。研究

发现，该嵌合酶活性依赖于 MUL1，并且相比

于 MUL1，LCB1-MUL1 表现出更高的催化效率，

将胞内 S1 的蛋白质半衰期从 12 h 缩短至 9 h。

该研究阐明了 MUL1 通过催化 S1 的泛素化修

饰并促进其通过蛋白酶体降解的机制，初步

验证了针对 S1 蛋白设计的靶向降解嵌合酶

LCB1-MUL1 的有效性。 

蛋白质磷酸化修饰在结核病致病菌——结

核分枝杆菌中扮演重要角色，有望成为抗结核

药的新靶点。徐丹洋等[12]以结核分枝杆菌近源

菌——分枝菌酸小杆菌为研究对象，分析其在

不同生长时期的磷酸化蛋白质；从分枝菌酸小

杆菌对数期和平台期样品中共鉴定并定量来自

385 个蛋白质的 573 个磷酸化肽段和 816 个磷

酸化位点，构建了分枝菌酸小杆菌不同生长期

的磷酸化蛋白质组数据集；进一步定量比较了

该菌在对数期和平台期显著差异表达的磷酸化

蛋白质，经选择性离子检测(selected ion monitor, 

SIM)验证了 68 个上调磷酸化蛋白质，主要参与

细胞增殖和蛋白质翻译等通路，69 个下调磷酸

化蛋白质，主要参与三羧酸循环的通路。差异

磷酸化蛋白质在细菌生长、增殖等重要生命活动

过程中显著富集，为分枝菌酸小杆菌和结核分枝

杆菌蛋白质磷酸化功能的揭示提供了蛋白质组

学数据支撑。 

流感病毒给全球公共卫生带来了严重威

胁，疫苗接种是预防流感及严重并发症的有效

手段。韩菲等[13]研究分析了北半球 2012–2022 年

间人类甲型流感病毒(Influenza A virus, IAV)流

行株血凝素(hemagglutinin, HA)中 HA1 亚基的

氨基酸突变趋势和抗原显性位点变化情况；基

于 WHO 公布的 2022 年北半球流感疫苗推荐株

A/Wisconsin/588/2019 (H1N1)和 A/Darwin/6/2021 

(H3N2)的 HA1 氨基酸序列，通过马赛克(mosaic)

遗传算法设计了 3 种 Mosaic-HA1 抗原并将其

在 293F 细胞中进行表达、纯化。将纯化后的

Mosaic-HA1 抗原与明矾佐剂以 1:1 的体积比混

合制备亚单位疫苗并免疫 BALB/c 小鼠评价免

疫效果；酶联免疫吸附试验表明 Mosaic-HA1

抗原能产生同时结合两种亚型 HA1 的 IgG，其

中结合 H3 蛋白、H1 蛋白的特异性效价 IgG 效

价分别达到 105、 103 以上，攻毒试验表明

Mosaic-HA1 能抵抗 H3N2 和 H1N1 流行毒株的

攻击。该研究通过对不同亚型 IAV 毒株 HA1 中

免疫显性位点进行重新组合，为多价亚单位流

感疫苗开发提供了新思路。 
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