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单链抗体的研究进展
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摘要：单链抗体即单链抗体可变区片段（single-chain antibody variable fragment，or ScFv）是由抗体重链可变区和轻链可变区通过一
段 10-25个氨基酸的连接肽连接而成，其分子质量小，穿透力强，特异性好，免疫原性低，在免疫学和医学方面得到了广泛应用。本
文就单链抗体的结构设计、展示系统、表达和应用方面做一综述。
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ABSTRACT: The single-chain antibody (single-chain antibody variable fragment，or ScFv ) is made up of the variable region of the

heavy and light chains, which are connected together by a polypeptide linker of typically 10-25 amino acid residues in length. The advan-
tages of ScFv are the small size of molecular mass, higher affinity for target antigens, and imposing minimal antigenicity in recipient
hosts. So the single-chain antibody had been widely applied in immunology and medical field. In this paper, the molecular design of sin-
gle-chain antibodies, display systems, expression, and applications were reviewed.
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单链抗体由抗体重链可变区和轻链可变区通过一段连接
肽连接而成，易于构建和表达、分子质量小、穿透力强、特异性
好、免疫原性低，是目前报道最多的基因工程抗体。本文就单链
抗体的结构设计、展示系统、表达以及在细胞内抗体和构建单
链抗体融合蛋白方面的应用做一综述。

1 单链抗体的结构设计

单链抗体（Single-chain antibody）即单链抗体可变区片段
（Single-chain antibody variable fragment，or ScFv）由抗体重链可
变区（VH）和轻链可变区（VL）通过一段连接肽（Linker）连接而
成[1]，分子量为 27000-30000Da，是亲代抗体全部抗原结合特异
性的最小功能结构单位。VH和 VL的取向既可以是 VH-Link-
er-VL也可以是 VL-Linker-VH，两种方式都不影响 ScFv的特
异性，但 VH-Linker-VL比 VL-Linker-VH的亲和力高 10倍以
上，而 VL-Linker-VH 比 VH-Linker-VL 的表达量高 20 倍。
Linker的设计至关重要，不能干扰 VH和 VL的空间构象，不能
对抗原结合部位造成阻碍，不引起分子动力学改变，尽可能减
少蛋白酶攻击及防止 ScFv聚集[2]，通常为 10-25个氨基酸残基
组成，最广泛应用的 Linker为重复出现的四个甘氨酸和一个丝
氨酸 [3]。但是一般情况下重链可变区和轻链可变区用一段
Linker连接后，抗体的构象会受到影响，特异性有所改变。

2 单链抗体的展示系统

单链抗体的制备可以通过多种展示系统来实现，利用噬菌

体展示，核糖体展示，酵母表面展示等展示方法都可以得到理
想的单链抗体。
2.1 噬菌体展示

噬菌体展示（Phase display）是应用最广泛的单链抗体选择
方法，其原理是将单链抗体的基因片段插入丝状噬菌体基因
组，使之与丝状噬菌体外壳蛋白编码基因相融合，从而将功能
性单链抗体表达于噬菌体颗粒的表面[4]，然后通过固相或液相
筛选法进行筛选。固相筛选法是噬菌体抗体与固相化的抗原一
起孵育，表达有靶抗原单链抗体的噬菌体颗粒就会结合于固
相，洗去未结合的游离噬菌体颗粒，将结合于固相的噬菌体解
离下来，感染宿主菌进行扩增，然后再重复这一 "吸附 -洗涤 -
洗脱 -扩增 "的富集过程，可以使特异性的噬菌体得到千倍乃
至 109倍的富集[5]。固相筛选法可靠易行，所获抗体特异性高，
但是固相化抗原过程可能会导致抗原构象的改变，使某些自身
抗原决定簇消失和一些新抗原决定簇产生，并且筛选过程中抗
原消耗量较大。液相筛选法是将抗原标记生物素后在液相中利
用链亲和素磁珠借助磁场的作用进行噬菌体单链抗体筛选，液
相筛选法可更好地保持抗原的天然构象，可通过精确调节抗原
的浓度筛选到高亲和力的单链抗体，但是液相筛选法对抗原有
较高的要求，无法应用于抗原不确定或抗原纯度不高等状况，
获得的抗体特异性不够理想。噬菌体展示单链抗体中最常用的
噬菌体为 M13和 fd[6]，因为受到细菌转化效率的影响，噬菌体
展示单链抗体库的库容一般仅为 1×106-1×1011。
2.2 核糖体展示

核糖体展示(Ribosome display)是一种无细胞的体外选择
单链抗体的有效方法，将每个新生的单链抗体和其 mRNA连
接起来形成单链抗体 -核糖体 -mRNA的复合体，随后与固相
化的抗原分子相互作用，与抗原有高亲和力单链抗体的 mRNA
得到富集，此 mRNA通过反转录 PCR就可以得到扩增[7]。在核
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糖体展示中，如果 PCR中用没有读码校正功能的 DNA多聚酶
时就会产生基因突变，筛选过程就可以增加蛋白质的多样性。
因为核糖体展示不受细菌转化效率的制约，其库容可以达到
1×1011-1×1013，且亲和力成熟容易，展示速度快，可以合成对
体内表达系统有毒的分子，体外转录、翻译和筛选易行，大大缩
短了实验周期，具有省时省力、方便快速的特点[8]。
2.3 酵母表面展示

将表达的重组蛋白连接到酵母细胞壁上的方法叫做酵母
表面展示（Yeast surface display,YSD）。酵母表面展示是筛选和
工程化抗体以增加抗体特异性和亲和力的有力工具。酵母表面
展示可以对抗体亲和力进行鉴定，也可以使抗体亲和力得到极
大提高，并且能使单链抗体亲和突变。展示的蛋白可以在酵母
细胞的内质网中得到正确的折叠，可以更好地利用内质网伴侣
分子和质量控制体系。酵母展示系统被广泛应用在细胞表面抗
原的筛选、基因定位、cDNA库的筛选、细胞黏附分子工程化等
方面。但是酵母转化效率低，仅为细菌的 1/10000，酵母表面展
示的库容只有 1×107 -1×109，产量也会相应的降低，因而筛选
到抗体的种类会受到限制。

3 单链抗体的表达

功能性单链抗体的表达依赖于有效的转录、翻译和正确的
折叠和重折叠，这依赖于单链抗体的内在的属性和单链抗体与
表达系统的相互作用。目前单链抗体应用的限制性因素是无法
制备大量的活性蛋白，没有一种万能的表达系统可以表达所有
的单链抗体，所以表达系统的选择尤为重要，要基于每一种单
链抗体的分子结构来选择一种合适的表达宿主。
3.1 单链抗体在大肠杆菌中的表达

单链抗体最常用的表达受体为大肠杆菌，因为大肠杆菌作
为表达受体表达具有生长速度快，易于操作，转化和转导效率
高，可以在短时间内大规模的生产单链抗体，便于纯化分析和
应用[9,10]。虽然大肠杆菌缺乏糖基化功能，但这并不影响单链抗
体的表达，因为单链抗体分子没有抗体的恒定区片段，不需要
糖基化来增加它的生物活性。

单链抗体在大肠杆菌中的表达有四种方式，第一种是细胞
质内的包涵体表达[11]，这种表达方式产量高，但是包涵体形式
的分子要通过后续的体外重折叠来形成有生物活性的分子，重
折叠中变性和复性损失很大。如果所要表达的单链抗体对大肠
杆菌有毒性或者对蛋白水解酶不稳定则使用包涵体表达方式
较好。第二种是细胞质内的可溶性表达[12]，细胞质是还原性的
细胞微环境，单链抗体直接表达在细胞质内导致形成不溶性的
包涵体，但是通过分子生物学的手段如在基因水平进行操作[13]，
增加适当的折叠伴侣或者改变细菌细胞质内物理化学环境，单
链抗体就可以在细胞质内的还原性环境中形成正确折叠的蛋
白。第三种是分泌到大肠杆菌的周质空间[14]，使用适当的信号
肽使单链抗体分泌到周质空间，常用的信号肽一般为来自 E.
coli的外膜蛋白 A(ompA)、周质腔蛋白如碱性磷酸酶(phoA)以
及果胶酸盐裂解酶(pelB)等，周质空间具有氧化性的细胞微环
境，对二硫键的形成具有很大的帮助，周质空间表达的单链抗
体通过渗透压休克等方式破坏细胞的外膜就可以得到分离，且
因为杂蛋白较少所以纯化比较容易。但是周质空间分泌不能总
是保证得到可溶且有功能的产物，当表达量超过周质腔处理能
力时，仍以包涵体形式表达，需要建立更高效的可溶性表达系

统。第四种是分泌到胞外培养基中[15]，通过外膜的泄漏或者由
于长时间的培养细胞膜的通透性增加直接把周质空间的单链
抗体分泌到培养基中 [16]，这样可以减少蛋白水解酶的降解作
用，培养基中的单链抗体比周质腔中的更加容易分离而且可以
得到快速的检测和纯化，但并不是所有的单链抗体均可通过该
机制分泌到胞外。
3.2 单链抗体在酵母中的表达

酵母表达系统结合了大肠杆菌和哺乳动物细胞的优点，产
量高，目标蛋白中消除了大肠杆菌表达系统中的毒性热源质以
及哺乳动物细胞表达系统中的潜在致癌性和病毒核酸的污
染[17]。酵母可以将单链抗体直接分泌到细胞质内或者分泌到胞
外培养基中。酵母表达系统已经建立起来了高细胞密度的发酵
技术，优化发酵条件比如培养基的组成、通气量、诱导组分、温
度来提高单链抗体的产量和质量[18]。进行密码子优化也可以提
高单链抗体在酵母中的表达量。酵母表达系统中最常用的是毕
赤酵母和啤酒酵母。毕赤酵母是一个甲醇营养型的酵母，可以
利用甲醇作为唯一的碳源来表达单链抗体[19]。它有一个强的，
严谨型调节启动子醇氧化酶 1（AOX1）[20]，偏爱氧化性生长条
件，这相对于啤酒酵母来说是一个生理状态优势，可以高密度
的培养。毕赤酵母相对于啤酒酵母而言显示出了低的糖基化水
平，然而这并不影响它产生功能性单链抗体的效率。
3.3 单链抗体在哺乳动物细胞中的表达

单链抗体的 DNA序列可以通过病毒载体或者特定的哺乳
动物表达载体转化到哺乳动物细胞内[21]。哺乳动物细胞拥有完
整的转录、翻译、翻译后修饰功能[22]，可以对抗体进行一系列复
杂的加工过程；哺乳动物细胞的内质网为抗体分子二硫键的形
成提供了氧化性的微环境，表达的抗体通常具有正确的折叠和
空间构象；哺乳动物细胞有完整的分泌途径，在单链抗体的
DNA序列框架区添加一个适当的定位信号，抗体就直接可以
运输到细胞的特定部位如细胞核、内质网、细胞质或者直接分
泌到胞外，从而实现抗体的分泌表达，为抗体的纯化提供了便
利。但是哺乳动物表达体系构建周期长，操作繁琐表达量相对
低，费用高，具有潜在的致癌性和病毒污染的危险，目前大规模
生产还受到限制。

4 单链抗体在生物医学中的应用

4.1 细胞内抗体
细胞内抗体是一种主要以单链抗体的形式在细胞内表达

并且定位于亚细胞区室如细胞核、细胞质或某些细胞器中，通
过靶向作用目标蛋白而发挥抑制功能[23]。细胞内抗体抑制的机
制主要有干扰蛋白质与蛋白质相互作用或蛋白质与 DNA相互
作用，将蛋白质从其原来的位置转移，与酶或其亚基的活性位
点相互作用。细胞内抗体主要应用有三个方面（1）抑制病毒复
制特别是 HIV-1的复制[24]，HIV-1有很多调节基因，这些基因
编码相应的调节蛋白，如 Tat，Rev，Nef，Vpr等，他们在 RNA转
录，蛋白质翻译，以及病毒颗粒从细胞膜释放等过程中发挥调
节作用，目前已经构建成功了细胞内抗 Tat 的单链抗体（an-
ti-Tat-ScFv）、抗 Rev单链抗体、抗 HIV-1gp120的单链抗体，这
些细胞内单链抗体在抑制 HIV病毒复制方面效果显著。（2）肿
瘤基因治疗，是将含抗癌相关蛋白的抗体基因转染细胞，细胞
表达的单链抗体与癌相关蛋白作用，间接抑制肿瘤的生长。（3）
表型敲除，在细胞内表达特定单链抗体分子阻断某内源蛋白的
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活性，用于研究靶蛋白的生物学功能，目前应用较多的是阻断
细胞表面特定受体的表达，阻断的部位多在粗面内质网，这是
由于抗体片段在粗面内质网比较稳定，且内质网的定位表达方
法比较明确。
4.2 构建单链抗体融合蛋白

通过重组 DNA技术将单链抗体基因与其它效应蛋白基因
融合在一起，经表达后可以得到具有单链抗体特性和所融合的
效应蛋白活性的单链抗体融合蛋白[25]。融合蛋白的应用主要有
四个方面：（1）单链抗体融合蛋白在诊断方面的应用，单链抗体
分子量小，能穿透血管壁进入组织中，不在肾脏积累，携带大剂
量放射核素在疾病的显像过程中比完整抗体效果好[26]，因此多
用于临床诊断。（2）单链抗体融合蛋白在治疗方面的应用，单链
抗体无抗体的 Fc段，，不能与靶细胞的 Fc受体相结合，减少了
抗体的非特异性结合更集中到达肿瘤等部位，因而被视为导向
药物的理想载体，目前已经广泛应用在肿瘤细胞、血栓溶解等
临床疾病的治疗中。通过重组技术将抗肿瘤相关的单链抗体与
毒性蛋白或细胞因子融合形成的重组毒素或免疫毒素可将细
胞杀伤效应引导到肿瘤部位。绿脓杆菌外毒素（PE）、蓖麻毒素、
白喉毒素及白介素 -2（IL-2）、肿瘤坏死因子（TNF）和干扰素
（INF）等是常用的毒素及细胞因子。（3）单链抗体融合蛋白在提
高单链抗体稳定性方面有一定作用[27]，单链抗体仅为完整抗体
的 1/6，分子小于肾清除率的阈值，上皮细胞内吞后被溶酶体降
解，所以血清半衰期较短。共价连接 PEG或者连接在天然存在
的半衰期较长的血清白蛋白或抗体恒定区片段都可以延长单
链抗体的半衰期。（4）单链抗体融合蛋白在提高单链抗体可溶
性表达方面也有一定作用 [28]，这种融合蛋白能促进二硫键的形
成，促进单链抗体蛋白定位在氧化性的周质空间，增加产物的
稳定性避免降解，或者融合蛋白起到分子伴侣的作用。在大肠
杆菌表达系统中普遍使用的融合蛋白有谷胱甘肽 -S-转移酶
（GST），硫氧还蛋白（TRX），麦芽糖结合蛋白（MBP）[29]。在酵母
表达系统中，绿色荧光蛋白（GFP）是一个普遍的融合配体，除
了提高可溶性外，GFP内在的标签功能可以快速的检测和鉴定
单链抗体[30]。在哺乳动物系统表达单链抗体时，融合细胞表面
信号分子有利于在细胞表面表达有活性的单链抗体。融合蛋白
的选择要考虑多方面的因素，要兼顾下游的纯化和最终的用
途。

5 单链抗体的不足与展望

单链抗体技术经过了 20多年的发展，取得了巨大的成就，
但是在应用中仍然存在一些问题，如亲和力较低，稳定性较差，
半衰期短等。（1）单链抗体相对于其亲本单克隆抗体，亲和力低
了 10-1000倍，这成为它在免疫分析等应用中的一个制约因
素，可以通过亲和力成熟对单链抗体的亲和力进行改进，或者
通过构建多价抗体来增加抗体的功能亲和性。（2）单链抗体稳
定性差，常常显示聚集倾向，尤其在 37℃时稳定性较差，可以
引入二硫键模拟天然状态来稳定其结构，可使 VH和 VL形成
稳定的异聚体 dsFv，再用相应载体系统进行构建。或者也可以
将 ScFV转化为 Fab做进一步的分析。（3）单链抗体分子质量
小，体内清除速度快，有时候达不到治疗或诊断的时间。针对这
一缺点，可以从多方面对 ScFv进行改造，增加其抗原结合力，
提高其亲和力，其中 ScFv多聚体是其改进形式之一，是通过将
ScFv连接肽缩短至 12个氨基酸以下构成的一种新型小分子

抗体，在体内应用时具有很多优势，克服了 ScFv在体内清除过
快的不足。但是，随着分子生物学、分子免疫学、单链抗体展示、
表达技术研究的深入，获得各种目的的单链抗体指日可待。
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