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全人源化单克隆抗体制备技术（转基因小鼠）

摘要：本文对全人源化单克隆抗体制备技术中的转基因小鼠技术进行概述和整理，主要内容包括转基因小鼠制备全

人单抗原理简介，优缺点的对比以及四种常用的实验方法介绍。

转基因小鼠制备全人单抗原理简介

转基因小鼠制备全人源抗体的实验原理是：在抗体生成过程不是从普通小鼠

开始，而是从鼠抗体生成基因被相应人基因所取代的小鼠开始。该方法要求

人的抗体基因片段在小鼠体内必须进行较为有效的重排与表达，并且这些片

段能与小鼠细胞的免疫系统信号机制相互作用，使得小鼠在受抗原刺激后，

这些人抗基因片段能被选择，表达并活化 B 细胞分泌人抗体。其基本方法是

采用在鼠胚胎干细胞（ES）中的同源重组来使得鼠原有基因缺失，再通过显

微注射等技术将重建的人源抗体胚系基因微位点转入小鼠体内，最终由 mAb

的杂交瘤分泌出全人序列的抗体。

优势与缺点对比

转基因小鼠制备全人源抗体的主要优点是，其功效要优于其他生产抗正常人体蛋白 mAb 技术。小鼠识别抗原和动

员抗该抗原的抗体系统仍保持完整，容易把人体蛋白识别为异物。而且，由于抗体是在体内产生，经历正常装配和

成熟过程，从而保证成品具有较高的靶结合亲和力。另一方面，用转基因小鼠生产候选 mAb 药物时间较短，费用

较低。

转基因小鼠技术目前主要存在以下几个问题。一是免疫耐受的问题， 虽然可以通过免疫佐剂的使用和免疫方法的

改进来提高免疫反应强度，但对于一些人类抗原仍然较难获得高亲和力抗体； 二是上述提到的存在鼠源抗体干扰

的问题； 三是存在对毒性抗原较难进行免疫等问题。
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常用的技术方法

1.原核显微注射法

该法又称 DNA 显微注射法，即通过显微操作仪将外源基因直接用

注射器注入受精卵，利用外源基因整合到 DNA 中，再通过胚胎移

植技术将转基因胚胎移植到代孕受体动物子宫中，经过体内发育

获得转基因动物。该方法的特点是外源基因的导入整合效率较高，

不需要载体，直接转移目的基因，目的基因的长度可达 200kb，

较少产生嵌合体等。它可以直接获得纯系，所以实验周期短。

然而该方法有一些缺点使其很难在大动物中广泛应用：(1)显微操作仪器昂贵；(2)技术操作复杂，要求经过专门训

练的技术人员操作仪器；(3)显微注射导入的外源基因在基因组中随机整合，可能导致内源性功能基因突变或者激活

一些致癌基因，无法调控外源基因在基因组中的整合数目(拷贝数)；(4)外源基因整合效率较低，构建转基因大动物

成本较高；(5)只能实现目的基因的整合，不能进行基因敲除研究。尽管如此，在体细胞核移植技术出现前，显微注

射法是被广泛使用和效果最好的转基因技术。

2.逆转录病毒载体法

逆转录病毒感染法是最早被用于制备转基因动物的方法。常用的病毒载体包括逆转录病毒载体和慢病毒载体。

该方法首先将目的基因片段克隆至病毒载体的长末端重复

序列(long terminal repeat，LTR)的下游，利用病毒系统

将含有目的基因的载体包装成高滴度的病毒颗粒，以该病

毒颗粒侵染动物受精卵或者胚胎， 也可以直接将胚胎与能

释放逆转录病毒的单层培养细胞共孵育以达到感染的目

的，通过病毒将外源目的基因插入整合到宿主基因组 DNA

http://www.detaibio.com/
mailto:Sales@DetaiBio.com


Tel: (025) 5889- 4959 www.DetaiBio.com Sales@DetaiBio.com

活性蛋白整体方案
Active Protein Solutions

中去。这种逆转录病毒被用重组 DNA 技术修饰后作为基因载体在应用中优于微注射法之处为：无需重排， 可在整

合点整合转移基因的单个拷贝；将胚胎置于高浓度病毒容器中， 或者与被感染的细胞体外共同培养， 或微注射鸡

胚盘里，整合有逆转录病毒的 DNA 的胚胎率高。但是逆转录病毒载体具有感染宿主较窄，产生嵌合体动物的概率

高等缺点，限制了其在转基因动物制备中的应用。随着病毒载体的发展，目前慢病毒载体逐渐成为病毒载体法的主

导方法。

与一般的逆转录病毒载体法相比，慢病毒载体法具有感染宿主范围广，可感染几乎所有类型的细胞(分裂细胞和非分

裂细胞)，一般对细胞的感染力可达 90%以上，具有较强的基因组整合能力。外源基因整合进入基因组织，可以稳

定遗传。2010 年，刘明军等利用慢病毒载体法制备转基因绵羊，对新生的 162 只羔羊进行检测，发现其中 92 只

为转基因羔羊，平均转基因效率高达 56.8%，显示出慢病毒法高效制备转基因动物的优势。但是慢病毒自身有潜在

的致癌性，安全性有待提高，病毒载体容量不够大，目前只能插入小于 10kb 的外源基因。

3.精子介导法

近年来利用精子作为外源基因的载体来建立转基因动物极为令人注目。其方法就是将成熟的精子与外源 DNA 进行

预培养之后， 使精子有能力携带外源 DNA 进入卵子中， 使之受精， 并使外源 DNA 整合于染色体中。精子携带

DNA 主要是通过三种途径来完成， 即将外源 DNA 与精子共孵育、电穿孔导入法和脂质体传染法。该方法简单、

方便， 依靠生理受精过程， 免去了原核的损伤。1989 年 Lavitrano 等首次利用小鼠附睾精子与 DNA 温育产生转

基因小鼠。转基因效率高达 30%， 外源基因稳定整合到生殖细胞中， 由此获得了转基因株系。所以这些引起了广

大科研工作者的极大兴趣， 以精子作为载体、针对不同动物品种的研究工作相继展开。

4.酵母人工染色体法

YAC 系统是 1987 年发展起来的。该技术主要是将未重排的人类免疫蛋白胚系基因，首先构建成酵母人工染色体

(yeast artificial chromosome，YAC)，并把其转人小鼠即可获得分泌人抗体的转基因鼠。Mendez 等采用改进的

细胞融合法：去掉含有 YAC 的酵母细胞壁，使其球状原生质与鼠胚干细胞(ES 融合)。然后把整合有目的基因的 ES

细胞导人小鼠囊胚，使之发育为嵌合体小鼠，再通过转基因鼠间反复交筛选，最终可获得分泌完全人抗体的小鼠。
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分别以人白细胞介素-8(IL-8)、表皮生长因子受体(EGFR)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和淋巴细胞表面抗原(CD4)等抗

原免疫该鼠，再取其脾细胞以杂交瘤技术与鼠骨髓瘤细胞融合。经筛选获得针对上述抗原的分泌高效价人抗体的杂

交瘤细胞株。该技术明显优于微基因重组法，所获抗体的亲和力显著提高。但由于大量 Ig 相邻基因片段的同源重

组过程复杂，以及包含所有 Ig 恒定区基因的 YAC 克隆困难，到目前还不可能把所有人 Ig 基因转入小鼠，故产生

的抗体类型有限，仅能产生 IgM 和 IgG2。
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人鼠嵌合单克隆抗体构建原则与实验案例
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