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Abstract
AIM: To humanize and optimize the single 
chain variable fragment (scFv) DM specific 
against hepatocellular carcinoma (HCC), and 
simultaneously to get humanized scFvs with 
high affinity and low immuogenicity. 

METHODS: The amino acid sequence and the 

model structure of scFv DM were investigated 
to identify murine framework residues that 
most likely contribute to the integrity of bind-
ing site. All the residues that were difficult to 
decide were included as human and murine al-
ternatives in the combinatorial library. The full-
length humanized scFv gene fragments were 
synthesized with splicing overlap extension-
polymerase chain reaction (SOE-PCR). Phage 
display technique was used to construct a 
humanized combinatorial library. Hepatocarci-
noma cell-specific scFvs were selected by pan-
ning with HCC cell line, and the specificity of 
those selected scFvs for HCC was detected by 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 
The relative affinities of phage antibodies of 
the positive clones and the primitive clone DM 
were measured by ELISA using thiocyanate 
elution. 

RESULTS: A humanized combinatorial library 
was constructed successfully, and the real con-
tent of the library was 4.77 × 105 and contained 
a total of 128 variant humanized DM consisting 
of 25 different heavy chains and 22 different light 
chains. Three selected positive clones HDM1, 
HDM2, and HDM3 were obtained after two 
rounds of panning and ELISA detection, and 
their relative affinities were 1.6, 1.2 and 2.2 mol/
L, respectively. 

CONCLUSION: Combinatorial library strategy 
is an effective and simple method for humaniza-
tion of antibodies. All of the selected positive 
clones, HDM1, HDM2 and HDM3, have high 
specificity and affinity against HCC as the primi-
tive clone DM. 

Key Words: Humanization; Combinatorial antibody 
library; Single chain variable fragment; Hepatocel-
lular carcinoma; Overlap extension-polymerase 
chain reaction; Thiocyanate elution; Enzyme 
linked immunosorbent assay; Phage display tech-
nique
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■背景资料
单链抗体(scFv)分
子质量小, 容易进
入病灶组织的周
围循环及在肾内
清除快; 缺少恒定
区(Fc段), 不与具
有Fc受体的非靶
细胞结合, 因此在
体内定位诊断时
背景低、图像清
晰, 在肿瘤的影像
分析、导向治疗
和新药设计等多
个领域具有广阔
的应用前景. 

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师, 上海市复旦大
学公共卫生中心
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摘要
目的: 对特异性抗肝癌单链抗体(single chain 
variable fragment, scFv)DM同步进行人源化和
优化, 以获得亲和力高和免疫原性低的人源化
抗肝癌单链抗体. 

方法: 通过分子结构和序列分析, 确定对抗原
结合位点的构象有重要影响的骨架区(FR)残
基, 把难以判断回复突变残基的人、鼠源副本
同时编入人源化抗体序列中; 通过重叠延伸
PCR技术合成人源化抗体全基因, 利用噬菌体
展示技术构建人源化组合抗体库; 通过肝癌
细胞筛选阳性克隆, ELISA方法测定各个克隆
抗原结合活性; 用硫氰酸盐洗脱法测定并比
较亲本抗体和人源化scFv的相对亲和力. 

结果: 成功构建人源化组合抗体库, 实际库容
4.77×105, 包含由25不同重链和22不同轻链组
成的128种人源化DM; 经过筛淘及ELISA鉴
定, 获得HDM1、HDM2和HDM3 3个阳性克
隆, 相对亲和力指数分别为HDM1 1.6 mol/L、
HDM2 1.2 mol/L和HDM3 2.2 mol/L. 

结论:  抗体库优化法是一个高效、简便的
人源化方法; 获得的3株阳性克隆H D M1、
HDM2、HDM3与亲本抗体DM同样具有良好
的抗原结合特异性和较高的亲和力.

关键词: 人源化; 单链抗体; 组合抗体库; 肝癌; 重叠

延伸PCR; 硫氰酸盐洗脱法; 酶联免疫吸附试验; 噬

菌体展示技术
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0  引言

肝癌是一种常见的恶性肿瘤, 起病隐匿, 进展快, 
转移早, 预后差, 目前临床早期诊治仍较难. 单
链抗体(single chain variable fragment, scFv)分子

质量小, 容易进入病灶组织的周围循环及在肾

内清除快; 缺少恒定区(Fc段), 不与具有Fc受体

的非靶细胞结合, 因此在体内定位诊断时背景

低、图像清晰[1], 在肿瘤的影像分析[2]、导向治

疗[3-4]和新药设计[5]等多个领域具有广阔的应用

前景. 但由于鼠源性抗体会诱导人体产生针对

鼠源性蛋白的人抗鼠抗体(HAMA), 影响治疗效

果, 又可能诱发过敏反应, 鼠源性抗体必须经过

人源化改造方可应用于临床[6-7]. 我们在2001年

构建成鼠抗人肝癌噬菌体scFv库[8]后, 成功利用

噬菌体抗体库技术成功筛选出特异性抗肝癌单

链抗体HscFv 4-16(GenBank登录号: DQ640759), 
并在体外进行亲和力成熟改造, 获得具有高亲

和力抗肝癌scFv DM[9-10]. 现采用组合抗体库优

化法[11]的人源化策略对scFv DM进行人源化改

造, 以获得特异性强、亲和力高、免疫原性低

的人源化抗肝癌scFv, 为肝癌的导向诊断和治疗

提供新手段和新方法.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞特异性单链抗体DM的核苷

酸序列由本课题组提供; 同源蛋白分析借助基

因数据库(EMBL+GenBank+DDBJ), 参考蛋白

的结构坐标来源于蛋白质晶体结构数据库(the 
Protein Data Bank, PDB); 所有分子模建、能量

优化均在Sgi图形工作站上, 采用Accelrys公司

的Insight lI 98商用软件包完成; 高保真Pyrobest 
DNA聚合酶、SfiⅠ内切酶、NotⅠ内切酶均购

自TaKaRa公司; Lingation High DNA连接酶购

自ToYoBo公司; 凝胶回收试剂盒、质粒提取

试剂盒、DNA片段纯化试剂盒均购自Omega
公司; 大肠杆菌TG1、大肠杆菌HB2151、载体

pCANTAB 5E、辅助噬菌体M13K07和HRP标记

抗M13 mAb均购自Amershan公司; 人肝癌细胞

株(Bel-7402, HepG2, SMMC7721)和正常人胎肝

细胞株(L-02)由本室保存, 购自武汉大学中国典

型培养物保藏中心. 引物由上海英骏生物技术

公司合成.
1 . 2  方 法  通过 I g B l a s t 搜索基因数据库

(EMBL+GenBank+DDBJ+Kabat Database)[12], 确
定与DM单链抗体FR同源性最高的人VH和VL
胚系基因序列[13]. 将鼠源抗体CDR插入到已选

择好的人FR, 然后检查FR序列, 确定鼠、人序

列之间不同的氨基酸残基. 采用同源模建方法

模建鼠源单链抗体DM的三维结构[14], 按文献

[15-16]结合分析抗体结构和鼠源抗体FR重要残

基, 评价每个不同残基对抗原结合的重要性, 对
应该回复突变的残基做出判断. 最后将难以确

定对抗原结合的重要性残基的鼠源、人源副本

均编入人源化抗体序列.
1.2.1 人源化抗肝癌噬菌体单链抗体全基因的

合成: 分别将重链和轻链拆分为大小约60 bp的
寡核苷酸序列, 片段之间重叠约20 bp, 采用重

叠延伸PCR(splicing overlapping extension-PCR, 
SOE-PCR)方法[17-18]合成scFv. (1)轻、重链寡核

■研发前沿
近年来对肝癌单
克隆抗体在肝癌
检测诊断及导向
治疗的深入研究, 
为肝癌的诊疗带
来了新的前景. 但
鼠源性抗体, 作为
异种蛋白应用于
人体有很强的免
疫原性, 临床反复
多次用药, 会使人
体内产生人抗小
鼠抗体(HAMA), 
可使临床疗效减
弱甚至消失, 或诱
发过敏反应, 临床
应用受限.
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苷酸链引物1-9(表1)各5 pmol与0.25 μL Pyrobest
高保真DNA聚合酶进行PCR反应(50 μL). PCR
反应程序设置: 94℃ 30 s, 58℃ 45 s, 72℃ 60 s, 
32个循环后, 72℃ 10 min. 凝胶电泳检测并回收

PCR产物. (2)扩增P1-2, P3-4, P6-7, P8-9: 将P1和
P2, P3和P4, P6和P7, P8和P9 PCR产物等摩尔混

合, 加入上下游引物, 98℃ 10 s, 63℃ 60 s, 6个循

环后, 98℃ 30 s, 63℃ 45 s, 72℃ 90 s, 32个循环

后, 72℃ 10 min. (3)扩增重链(P1-2-3-4)和轻链

(P6-7-8-9): PCR设置同上一轮反应. (4) 将重链, 
Linker(P5), 轻链PCR产物等摩尔混合, 按相同反

应条件进行重叠延伸PCR反应. (5)在PCR产物加

上酶切位点, PCR反应条件: 95℃ 5 min, 94℃ 30 
s, 63℃ 45 s, 72℃ 90 s, 32个循环后, 72℃ 10 min. 
凝胶电泳检测并回收基因片段 ,  产物纯化后 
备用.
1.2.2 抗肝癌噬菌体scFv的人源化组合抗体库的

构建: 将scFv PCR产物予SfiⅠ、NotⅠ双酶切后, 
按scFv基因与载体pCANTAB 5E 3∶1的摩尔比

进行连接. pCANTAB 5E-scFv经电穿孔转化入

电感受态大肠杆菌TG1. 用SOBAG(含100 g/L
的氨苄青霉素)平板筛选并测定库容量. 随机挑

取10个克隆接种培养, 次日抽提质粒DNA, 以质

粒DNA为模板进行PCR反应检测, 测目的基因

插入率. 再进一步以其中一个质粒DNA为模板, 

分别取F1up/R2down, F1up/R4down, F1up/R6, 
F3up/R9down, F1up/R8, F1up/R9down为引物, 进
行PCR扩增. 对噬菌体突变库进行2轮“挽救-吸
附-洗脱-扩增”富集筛选. 从最后1轮洗脱的噬

菌体抗体库中挑选共90个克隆制备噬菌体抗体. 
以肝癌细胞(浓度为108/L)包被ELISA板, 正常

肝细胞作为阴性对照, 经1 g/L BSA封闭后加入

待测噬菌体抗体上清, 同时设3个复孔; 然后以 
1∶5000 HRP标记的抗M13为Ⅱ抗, 孵育, 洗涤

后OPD底物显色, 标本A 490值大于阴性对照2倍
以上者为阳性将阳性克隆送上海英骏生物技术

有限公司进行scFv基因序列测定, 采用S1, S6测
序引物进行测序. 
1.2.3 人源化抗肝癌scFv的分泌表达: 3个阳性克

隆表达的噬菌体抗体10 μL加到400 μL对数生

长期的HB2151细胞400 μL中, 37℃振荡培养30 
min; 将每个克隆的培养物接种于SOBAG-N平

板上, 30℃培养过夜. 挑单菌落, 接种2×YT-AG
中, 30℃培养过夜; 将过夜培养菌加入2×YT-AG
中, 30℃培养1 h. 离心, 去上清, 加入50 mL 2×
YT-AI(I为终浓度1 mmol/L IPTG), 30℃培养16 h. 
离心15 min, 取上清, 即为含诱导表达的抗肝癌

scFv抗体片段的培养上清, 置4℃保存备用[19]. 
1.2.4 相对亲和力测定: 参照文献[20-21]的方

法, 将肝癌细胞(Bel-7402, HepG2, SMMC7721)

表 1 引物序列表

     
引物名称                                                                        引物序列

F1

R1

F2

R2

F3

R3

F4

R4

F5

R5

F6

R6

F7

R7

F8

R8

F9

R9

测序引物S1

测序引物S6

5'<atggcccaggtg(a/c)agctggtgcagtctggggctgag gtg aag aag cct ggg gcc tca gtg a>3'

5'<acttgtggagatgtatccagaagccttgcaggagaccttcactgaggccccaggcttc>3'

5'<gga tac atc tcc aca agt tat gat ata gac tgg gtg cga cag gcc cct gga caaggg c>3'

5'<agtactcccctctccaggaaaaatccatccaatccactcaagcccttgtccaggggcc>3'

5'<ttt cct gga gag ggg agt act gaa tac aat gag aag ttc aag ggc aggg(c/t)c acc ctg  a>3'

5'<ctccatgtaggctgtgctgatggac(t/g) tgtctac(a/g)(c/a) tcagggtg(g/a)ccctgcccttgaac>3'  

5'<agc aca gcc tac atg gag ctg a(c/g)(t/c)agg ctg aga tct gac gac acg gccgtg tat t>3'

5'<ccacaagtcaaagtagagcctatagtagtcccctctcgcacagaaatacacggccgtgt>3'

5'<ctc tac ttt gac ttg tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gtc tct tca ggt ggaggc g>3'

5'<gatgtcagatccgccaccgccagagccacctccgcctgaaccgcctccacctgaagag>3'

5'<ggt ggc gga tct gac atc gag ttg acc cag tct cca gcc acc ctg tct ttg tctcca gg>3'

5'<tgt act tga gct ggc act gca gg(t/a) gag ggt ggc tct ttc ccc tgg aga caaaga cag g>3'

5'<agt gcc agc tca agt aca cgt tac ata tat tgg tac caa cag aaa cct  ggc caggct c>3'

5'<agccacgttggatgtgtcatagatgaggagcctgggagcctggccaggtttctgttggt>3'

5'<tat gac aca tcc aac gtg gct cct ggc(g /a)tc cca ttt agg ttc agt ggcagt ggg tct g>3'

5'<ttcaggctctaggctgctgatggtgagagtataagatgtcccagacccactgccactga>3'

5'<agc agc cta gag cct gaa gat ttt gcc gtt tat tac tgt cag gag cgg agt ggttat c>3'

5'<tcgtttgatctccagcttggtccctccgccgaacgtgtacggataaccactccgctcct>3'

5'-caa cgt gaa aaa att att cgc-3' 

5'-gta aat gaa ttt tct gta tga gg-3'

■相关报道
截至2007年 ,  12
个人源化抗体被
批准上市.  1986
年Jones et al 首次
采用CDR移植技
术, 将鼠源抗体的
CDR移植到人的
重链FR上 ,  使免
疫原性降低为原
来的10%, 开创了
真正意义的人源
化抗体-改形抗体
(RAb). 
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加入96孔培养板, 培养24 h; 0.5 g/L戊二醛固定, 
PBS/20 g/L脱脂牛奶封闭后加入抗体, 每个阳

性克隆或原始克隆各加9个孔; 再加入不同浓度

硫氰酸铵, 浓度依次为0、0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5、3.0、3.5、4.0 mol/L, 各孔内加入1∶5000 
HRP标记抗M13 mAb. 孵育, 洗涤后OPD底物显

色. 以未加硫氰酸铵溶液孔的A值为100%, A值

降低50%时所对应的硫氰酸铵溶液的浓度, 即为

此抗体的相对亲和力指数.

2  结果

2.1 人源化抗肝癌噬菌体单链抗体全基因的合

成 (1)通过分析抗体结构和鼠源抗体FR重要残

基, 将人、鼠VH和VL的FR序列的20个和23个
不同残基, 划分为28个人源化残基、8个回复突

变残基和7个难以确定残基; (2)将人源化单链抗

体序列拆分为F1-9和R1-9共18个大小约60 bp, 
以F1/R1, F2/R2, F3/R3, F4/R4, F5/R5, F6/R6, F7/
R7, F8/R8, F9/R9互为引物和模板, 经过首轮重

叠延伸PCR, 获得大小约为100 bp的片段(图1); 
(3)经过第2轮重叠延伸PCR, 将P1和P2, P3和P4, 

P6和P7, P8和P9拼接, 获得大小约为180 bp的
片段(图2); (4)经过第3轮重叠延伸PCR, 将P1-2
和P3-4, P6-7和P8-9拼接, 获得P1-2-3-4(重链)、
P6-7-8-9片段(轻链), 大小约340 bp(图3); (5)经过

第4轮重叠延伸PCR, 将P1-2-3-4、P5、P6-7-8-9
片段拼接为P1-9, 大小约750 bp, 与理论值相符

(图4).
2.2 抗肝癌噬菌体scFv人源化组合抗体库的构

建 转化的细菌在含有氨苄青霉素的平板上均

生长良好, 基因插入率为90%. 再进一步以其

中一个质粒DNA为模板, 分别取F1up/R2down, 
F1up/R4down, F1up/R6, F3up/R9down, F1up/R8, 
F1up/R9down为引物, 进行PCR扩增, 获得PCR
产物P1-2, P1-4, P1-6, P3-9, P1-8, P1-9, 经15 g/L
琼脂糖凝胶电泳, 结果显示条带与理论值200、, 
360、520、600、680、770 bp基本一致(图5). 将
其中4个克隆的质粒DNA送上海英骏公司测序, 
序列正确. PCR鉴定和测序结果证明人源化组

合抗体库的构建成功, 实际库容为4.77×105. 从
构建的抗肝癌噬菌体scFv人源化组合库中随机

挑选出90个克隆, 经ELISA鉴定, 有24个克隆的

A 490值高于阴性对照的A 490值2倍以上, 提示这24
个单克隆菌株是能特异性结合肝癌细胞的阳性 
克隆.
2.3 阳性克隆测序结果 23个特异性抗肝癌人源

M    1   2    3   4    5    6    7   8   9

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

图 1 P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8和P9的PCR产物. M: 

marker; 1: P1; 2: P2; 3: P3; 4: P4; 5: P5; 6: P6; 7: P7; 8: P8; 9: 

P9.

M      1    2     3    4

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

图 2 P1-2、P3-4、P6-7和P8-9 PCR产物. M: marker; 1: 

P1-2; 2: P3-4; 3: P6-7; 4: P8-9.

 1     M     2 

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

图  3  P 1 - 2 - 3 - 4 、
P6-7-8-9片段PCR产物. 1: 

P1-2-3-4; M: marker; 2: 

P6-7-8-9. 

■创新盘点
本研究通过不同
的人源化策略将
抗体进行人源化
改造, 可明显降低
甚至完全消除抗
体的免疫原性. 

M       1

1500 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

图 4 P1-9 PCR产
物. M: marker ;  1 : 

P1-9.
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化scFv的基因序列被成功测出, 获得3个不同的

基因序列, 分别命名为HDM1、HDM2、HDM3. 
借助NCBI的BL2seq, 将3条基因序列与亲本抗

体scFvDM序列比对, 结果提示人源化后VH骨架

区的同源性由原来的76%提高到91%, VL骨架区

的同源性从79%提高到83%. 将3条人源化抗体

的骨架区氨基酸序列作比较结果见表2.
2.4 相对亲和力测定 以硫氰酸盐洗脱法对亲

本scFv DM及3株阳性克隆HDM1、HDM2、
HDM3的可溶性抗体进行相对亲和力测定. 亲本

scFv DM可溶性抗体对应的NH4SCN浓度即相

对亲和力指数为3.0 mol/L, HDM1为1.6 mol/L, 
HDM2为1.2 mol/L,  HDM3为2.2 mol/L(图6). 
HDM1、HDM2和HDM3的相对亲和力指数分

别为亲本抗体的0.54、0.40和0.74.

3  讨论

抗体人源化后亲和力常较原亲本抗体的明显减

弱, 可降低为亲本抗体的1/2-1/100[22]. 研究结果

显示, 其具有支持作用的FR的某些氨基酸残基

参与CDR的空间构象, 甚至直接与抗原相互作

用[23-24], 单纯将鼠源抗体的CDR移植到人抗体的

FR所获得的人源化抗体很难保持亲本抗体的亲

和力和特异性[25]. 学者常根据已发表的信息, 确
定FR中起关键作用的氨基酸, 通过逐次试着将

一些FR残基回复突变为鼠残基, 使抗体恢复亲

和力[26], 这样既繁琐, 效率也低. 我们采用抗体库

优化FR的策略对scFv进行人源化, 先通过分子

结构分析找出可能影响抗原结合部位立体结构

的骨架区残基, 将这些残基的鼠源副本和人源

副本同时组合到一个抗体库中, 构建人源化组

合抗体库, 借助噬菌体展示技术强大的筛选能

力寻找最佳组合, 确定哪些位置需要保留亲本

鼠源残基, 达到优化的作用. 本实验通过重叠延

伸PCR技术合成人源化抗体全基因, 并克隆到噬

菌粒载体pCANTAB 5E, 通过电穿孔转化到大肠

杆菌, 利用抗体库技术成功构建抗肝癌scFv人源

化组合抗体库, 库容4.77×105, 包含了由25不同

重链和22不同轻链组成的128种人源化DM. 
噬菌体展示技术的优越性在于具有极强的

筛选功能, 是一种极高效的表达、筛选体系. 噬
菌体抗体的抗体分子以融合蛋白的形式表达在

噬菌粒外膜上, 相当于体内B细胞的膜型表达, 
使我们能在体外模拟体内的抗原对特异性抗体

的克隆选择过程[6]. 通过与抗原的结合, 洗涤除

去不结合的噬菌体, 将结合于抗原的噬菌体洗

脱下来, 同时由于噬菌体对大肠杆菌的感染性, 
使噬菌体抗体库技术能够以淘洗的方式, 达到

富集的目的, 为快速选择特异性抗体提供了简

便而高效的筛选系统[18]. 一般每一轮的筛选可

富集50-1000倍[27], 因此我们按库容大小设计为

仅筛淘2次, 然后在最后1次筛淘后, 随机挑取90
克隆制备噬菌体抗体, 以肝癌细胞包被作固相

抗原, 通过ELISA鉴定出24个阳性克隆, 送去测

序, 获得3个克隆的序列. 以硫氰酸盐洗脱法对

亲本scFv DM及3株阳性克隆HDM1、HDM2、
HDM3的可溶性抗体进行相对亲和力测定. 亲本

scFv DM对应的NH4SCN浓度即相对亲和力指

数为3.0 mol/L, HDM1为1.6 mol/L, HDM2为1.2 
mol/L, HDM3为2.2 mol/L, 提示获得的3株阳性

克隆HDM1、HDM2、HDM3与亲本抗体DM同

样具有良好的抗原结合特异性和较高的亲和力. 
分析3个阳性克隆HDM1、HDM2、HDM3的氨

基酸序列发现, 3个克隆的轻链均包含了人抗体

残基SerL22, 重链H67, H70残基均为人抗体残

基, 分别是Val和Thr; 重链H73, H82A均为鼠抗

体残基, 分别是Lys和Thr; 3个克隆的H5和L58号
残基人、鼠残基都有, 提示H5和L58残基不是必

M     1       2       3       4       5       6 
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1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

图 5 重组子质粒DNA的PCR鉴定图. M: marker; 1: P1-2; 2: 
P1-4; 3: P1-6; 4: P3-9; 5: P1-8; 6: P1-9.

■应用要点
抗体库优化FR法
为实现人源化和
优化FR, 快速获
取高亲和力的人
源化抗体提供了
一种新手段. 
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NH4SCN浓度(mol/L)

图 6 硫氰酸盐洗脱法比较亲本克隆DM和阳性克隆HDM1, 
HDM2, HDM3相对亲和力.
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须回复突变残基. L22和H70残基的暴露度分别

为0.69、0.79, 属于大部分暴露残基; H5的暴露

度为0.82, 属暴露残基, 3个阳性克隆的L22, H70
都是人抗体残基, H5人、鼠残基都有, 表明L22, 
H5, H70均可人源化, 提示将暴露残基或大部分

暴露残基人源化, 对抗原抗体结合没有不利影

响, 与Padlan et al [28]的推论相符. H73, H82A均为

部分包埋残基, 3个阳性克隆的H73, H82A均为

鼠残基, 提示H73和H82A的重要性, 人源化可能

对抗原抗体的结合有影响. L58, H67均为包埋

残基, H67在3个阳性克隆中均为人抗体残基Val, 
L58在HDM3以人抗体残基I le出现, 在另两个

克隆中则为鼠抗体残基Val, 提示包埋残基L58, 
H67为可人源化残基. Rosok et al [29]的实验结果

也证明了在人源化时不是所有的包埋残基都必

须回复突变. 本实验借助抗体库对多样化抗体

的强大筛选能力, 通过筛选确定需保留的亲本

残基, 达到优化人源化抗体的目的. 
总之, 本实验通过抗体库优化法, 成功对抗

肝癌scFv DM进行人源化, 获得3株与亲本抗体

具有同样良好的抗原结合特异性和较高的亲和

力的阳性克隆, 并帮助判断必须回复突变的重

要残基, 证明抗体库优化法是一个高效、实用

的人源化方法, 可一步就实现人源化和优化FR
的目的, 为快速获取高亲和力的人源化抗体提

供了新手段.
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相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、影像学、

内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康复服务. (常务
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