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摘要：利用基因工程技术改造抗体能使人们成功获得各种新型的小分子抗体。其中，单链抗体具有高特异性、高亲和力、高

组织渗透性、稳定性优异、低免疫原性、易制备及可大规模生产等优点。单链抗体目前已被广泛应用于药物开发、疾病治疗

等领域。该文综述了单链抗体的新研究进展及其在医学中的应用。

关键词：单链抗体；表达系统；基因工程抗体

中图分类号：Ｒ３９２．１　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１００１２４７８（２０２４）０６０５３００６

　　作为基因工程抗体，单链抗体最早是在骆驼科
动物的血清中发现的。１９８８年，Ｂｉｒｄ和 Ｈｕｓｔｏｎ成
功在体外制备了第一个单链抗体［１］。目前，单链抗
体多以多聚体形式、多价形式作为一种新型的重组
蛋白类药物被广泛研究。

１　单链抗体简介

１．１　单链抗体的结构与分类　单链抗体，即单链
抗体可变区片段（ｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎａｎｔｉｂｏｄｙｆｒａｇｍｅｎｔ
ｖａｒｉａｂｌｅ，ｓｃＦｖ），由抗体重链可变区（ｖａｒｉａｂｌｅｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ，ＶＨ）和轻链可变区（ｖａｒｉａｂｌｅｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，

ＶＬ）通过连接肽（Ｌｉｎｋｅｒ）连接而成［２］。单链抗体的
相对分子质量约２５０００，具有单个抗原结合位点。
单链抗体一般可分为单价单链抗体、单链抗体多聚
体以及双特异性单链抗体［３４］。

ｓｃＦｖ与其全抗体一样，对抗原保持特异性和
亲和力，由于其相对分子质量较小，它们显示出了
卓越的穿透组织的能力和组织内扩散力，其速度约
是全抗体的６倍；但它们的抗原亲和力与母体抗体
相比往往较低，并且显示出较低的稳定性。

１．２　单链抗体的表达　ｓｃＦｖ的ＶＨ和ＶＬ结构域通
过多肽序列连接在一起，可以作为单一的蛋白进行
表达，简单易行。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。因此，单链抗
体表达系统的选择尤为重要［５］。目前临床上ｓｃＦｖ表

达体系多为大肠杆菌、哺乳动物细胞和酵母细胞等，
不同的单链抗体表达体系简介与对比见表１。

１．２．１　大肠杆菌表达系统　大肠杆菌被认为是大
规模生产重组蛋白的快速且经济的表达系统［６］。大
肠杆菌体系具有背景清晰，增殖迅速，营养需求简
单、经济，蛋白表达水平高及转化过程快速简便等
优点，是目前生物技术药物最为常用的表达系
统［７］，如抗人表皮生长因子受体２的单链抗体Ｐｅｒ
ｔｕｚｕｍａｂｓｃＦｖ（帕妥珠单抗），其本身具有一定细胞
毒性，如以可溶性形式表达，会极大影响蛋白产
量，因此，利用大肠杆菌以包涵体形式表达，可以
有效防止蛋白对细胞产生的损伤，提高蛋白产量，
还能有效防止目的蛋白被细胞内蛋白酶降解。因
此，将大肠杆菌作为表达系统，以包涵体的形式表
达，能够极大地提高蛋白表达量，并且减少产物的
降解［８］。此外，Ｍａｈｇｏｕｂ等［９］在大肠杆菌周质空间

内对能够识别 ＭＣＦ７乳腺癌细胞系的ｓｃＦｖ进行表
达，所获得产物杂蛋白含量极低，十分有利于产物
的分离与纯化。尽管大肠杆菌表达系统有着无可替
代的优势，但其应用仍存在一些局限性，如缺乏翻
译后修饰功能、包涵体的形成、密码子偏置、产生
代谢负担（醋酸酯积累）和蛋白质产物降解等［１０］。
其中，克服包涵体的形成主要有以下几种方法：借
助信号肽进行胞外表达、在低温／低诱导物浓度下
表达蛋白、与可溶性增强标签融合及与分子伴侣共
表达。２０２１年，Ｎｇｈｉａ等［１１］使用大肠杆菌生产高溶

解度的ｓｃＦｖ，通过改变溶氧量以及补料分批培养条
件有效地抑制了包涵体的形成。２０２２年，Ｂｅｈｒａｖａｎ
等［１２］在亲本菌株大肠杆菌ＢＷ２５１１３（ＤＥ３）中过表
达编码葡萄糖激酶的ＧＬＫ基因，恢复了重组大肠
杆菌菌株的生长能力，提高了ｓｃＦｖ的产量。
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表１　ｓｃＦｖ表达系统简介

表达体系 表达方式 优点 缺点 适用范围

大肠杆菌 细胞质内的包涵体 产量高 需变性复性，复性过程中

产物有损失

对大肠杆菌有毒性或者有蛋白水

解酶不稳定性的ｓｃＦｖ

细胞质内的可溶性表达 具有抗原结合活性，无需

变性复性

产量不高，人工操作过程

长，不易优化

小规模生产的ｓｃＦｖ

分泌到大肠杆菌周质空间 杂蛋白较少，易纯化 分泌作用较难控制 通过Ｅ．ｃｏｌｉ的外膜蛋白等信号

肽使ｓｃＦｖ分泌到周质空间

分泌到细胞外培养基 减少产物的降解，蛋白质

得到快速检测和纯化

产量不高，影响因素较多 部分情况下可通过该机制获取分

泌到细胞外的ｓｃＦｖ

哺乳动物 细胞内外分泌表达 指导蛋白质的正确折叠 工艺繁琐，影响因素较多 表达糖基化蛋白的ｓｃＦｖ

酵母 细胞内外分泌表达 成本低，效益高 分泌效率低，不适用于高

密度培养

有需要的临床研究和工业化生产

植物系统 细胞内外分泌表达 蛋白质折叠正确，减少内

毒素的污染

生产周期长，影响（调控）

因素不可控

糖蛋白的亚细胞定位，抑制植物

糖基转运等

１．２．２　哺乳动物细胞表达系统　哺乳动物细胞表
达系统的优势包括蛋白质的正确折叠、恰当的翻译
后修饰和重组蛋白质在正确位点上的糖基化，这些
对于ｓｃＦｖ的活性与稳定性非常重要。近几十年来，
中国仓鼠卵巢（Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｏｖａｒｙ，ＣＨＯ）细胞
已成为生产重组治疗性蛋白的主要标准表达平

台［１３］，例如安徽智飞龙科马生物制药有限公司生
产的新冠疫苗和人源化抗ＰＤ１单克隆抗体卡瑞利
珠等均由ＣＨＯ细胞表达平台生产。在ｓｃＦｖ的表达
方面，叶迎春等［１４］成功利用ＣＨＯＫ１细胞表达了
抗人ＩＬ３３单链抗体，并且具有较高的表达水平。

Ｋｒｅｂｓ等［１５］将靶向ＣＤ７的ｓｃＦｖ与免疫毒素融合，
并利用ＣＨＯ细胞对该重组免疫毒素进行表达，避
免了大肠杆菌包涵体表达的繁琐分离纯化步骤，简
化了重组免疫毒素的开发过程。然而，哺乳动物细
胞表达系统依然存在缺点，如细胞生长速度慢、产
品产量低、病毒污染风险高以及生产成本高等，因
此对于该表达系统的优化与探索仍在继续。

１．２．３　酵母表达系统　酵母表达系统兼具原核表
达系统与真核表达系统的优点，产量高的同时，还
能够确保目的蛋白的正确折叠和翻译后修饰。该表
达系统特别适用于抗体片段的生产，避免了哺乳动
物细胞表达系统的高成本问题［１６］。此外，其表达产
物不含有毒性热原质以及潜在的致癌性因素和核酸

污染［１７１８］。因此，合理优化发酵条件，能够极大提
高单链抗体的产量和质量。目前，最常用的酵母表
达系统是毕赤酵母和啤酒酵母［１９］。ＭｏｎｔｏｌｉｕＧａｙａ
等［２０］利用毕赤酵母对具有糖基化修饰的阿尔兹海

默病治疗型单链抗体ｓｃＦｖｈ３Ｄ６开展表达，确保了

抗体的正确折叠，避免了内毒素的污染。Ｚａｈｒｌ
等［２１］研究发现，毕赤酵母特别适合用于重组蛋白
的表达，通过加入分子伴侣，能使重组蛋白的分泌
量增加４倍。而啤酒酵母相对于毕赤酵母，由于内
质网的错误折叠和加工外源蛋白的能力较弱等因

素，限制了其在外源性蛋白表达中的应用。

１．２．４　植物表达系统　植物表达系统具有不携带
动物病毒、内毒素污染少、成本低、易于大规模生
产、产量易控和能正确进行蛋白质翻译后修饰等优
点，成为新兴的生物药物表达系统。目前，已经有

５０多种单链抗体能够通过植物表达系统获得，利
用转基因植物大规模生产与开发抗体药物，有着极
其可观的前景［２２２３］。Ｋｏｐｅｒｔｅｋｈ等［２４］研究发现，本
氏烟草毛根非常适用于ｓｃＦｖ的表达，其产量是全
抗体的２倍。Ｌｏｎｏｃｅ等［２５］利用本氏烟草毛根培养

物，成功获得基于利妥昔单抗的ｓｃＦｖ，研究发现，
添加植物生长调节剂后，抗体在培养皿中的分泌量
增加了约２８倍。２０２２年，ＭａｒíｎＶｉｅｇａｓ等［２６］将

ｓｃＦｖ与短链疏水类弹性蛋白（ｅｌａｓｔｉｎｌｉｋｅｐｏｌｙｐｅｐ
ｔｉｄｅ，ＥＬＰ）标签融合，在本氏烟草中成功获得融合
蛋白。这项研究首次展示了植物表达系统在生产低
产量蛋白方面的优势与实用性。然而，植物表达系
统仍存在缺陷，限制了其在大规模生产中的应用，
如生产周期长、影响（调控）因素不稳定等。

１．２．５　昆虫表达系统　昆虫细胞表达系统是常用
的外源蛋白表达系统之一，与原核表达系统相比，
它能够进行更复杂的翻译后修饰；表达哺乳动物来
源的蛋白质时，更易获得可溶性蛋白［２７］。昆虫细胞
表达系统常用的有果蝇表达系统和昆虫杆状病毒
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表达载体系统。其中，昆虫杆状病毒表达系统能够
承载较大的外源基因，得到的重组病毒易于筛选，
具有完备的翻译后加工修饰系统和高效表达外源基

因的能力［２８］，与果蝇表达系统相比，其生产周期更

短、便利性更强［２９］。２０２１年，Ｅｂｉｈａｒａ等［３０］成功利

用家蚕杆状病毒表达系统生产了针对ＳＡＲＳＣｏＶ
２的ＣＲ３０２２抗体的ｓｃＦｖ。该系统表达的ｓｃＦｖ与哺
乳动物表达系统产生的ｓｃＦｖ具有几乎相同的抗原
亲和力。这提示我们，家蚕杆状病毒表达系统可能
是表达急需诊断、治疗试剂的新发传染病相关蛋白
的优良表达系统［３０］。

２　单链抗体在医学中的应用

２．１　单链抗体在神经系统疾病中的应用　蛋白质
的错误折叠会导致一些神经系统疾病的发生，如阿
尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森病
（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）和亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ＇ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）等，利用抗体清除异常折叠蛋白质聚
集体是目前神经系统疾病免疫治疗的主要策略，但
血脑屏障的存在限制了全抗体药物的应用。ｓｃＦｖ
相对分子质量较小，相比于全抗体，能更好地透过
血脑屏障，更易接近致病蛋白质，在神经系统疾病
的治疗中有着重要的作用。此外，ｓｃＦｖ还可以与脂
质体一起构建转运系统，通过受体介导的胞吞转运
作用透过血脑屏障，将药物递送至病灶部位［３１］。

ＡＤ是一种最为常见的神经系统退行性疾病，β
淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）与高度磷酸化
的微管结合蛋白 Ｔａｕ蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｔａｕ，ｐ
Ｔａｕ）是其主要的致病物质。ｓｃＦｖ分子量较小，能够
更好地靠近、更高效率地封闭脑中致病物质。此
外，ｓｃＦｖ不含有抗体Ｆｃ片段，降低了引起脑部炎
症反应的可能。因此，ｓｃＦｖ在ＡＤ的治疗方面有着
独特的优势。２０１９年，何平等［３２］设计了一种新型

单链抗体（Ｄｉａｂ），其能够阻止 Ａβ的产生，同时促
进Ａβ的降解；其在体内试验结果表明，Ｄｉａｂ的治
疗能够提高模型小鼠的存活率，是具有潜力的 ＡＤ
治疗候选药物。２０２２年，Ｚｈａｎｇ等［３３］设计了一种新

型的ＡＤ免疫疗法，研究人员利用腺相关病毒在小
鼠脑中表达靶向ｐＴａｕ的ｓｃＦｖ，为ｓｃＦｖ在 ＡＤ治
疗中的应用提供了新思路。

ＰＤ在中老年人群中十分常见［３４］。研究表明，α
突触核蛋白是导致大脑中多巴胺能神经元进行性丢

失的主要致病物质［３５］。Ｓｐｅｎｃｅｒ等［３６］通过融合抗寡

聚体α突触核蛋白的ｓｃＦｖ与载脂蛋白Ｂ的低密度
脂蛋白受体结合域融合，制备了一种新型单链抗
体，实验结果显示，其增强了单链抗体的血脑屏障
穿透能力，并减少了致病性α突触核蛋白在神经元
的积聚。２０２２年，Ｆａｓｓｌｅｒ等［３７］设计了一种同时靶

向α突触核蛋白低聚物和预成型原纤维的单链抗体

ｓｃＦｖｓＭＢ０８，该抗体脑渗透效率高，能避免非特异
性炎症反应，能有效保护神经元，加速错误折叠的

α突触核蛋白的降解。

２．２　单链抗体在肿瘤疾病中的应用　近年来，

ｓｃＦｖ作为癌症诊断、治疗和基础研究的关键工具
被研究者广泛应用，并在多种癌症如食管癌、卵巢
癌、乳腺癌、咽癌、肺癌、胃癌、膀胱癌、直肠癌以
及前列腺癌等领域取得了长足的发展［３８］。

在癌症治疗方面，２００２年，第一株用于肿瘤免
疫治疗的ｓｃＦｖ（替伊莫单抗，Ｚｅｖａｌｉｎ）在美国成功
制备并应用于临床恶性肿瘤的导向治疗［３９］。２０２１
年，ｄｅＡｇｕｉａｒ等［４０］制备了一种抗成纤维细胞生长

因子２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，ＦＧＦ２）的ｓｃＦｖ，
具有很好的靶向免疫作用，其制剂可特异性识别

ＦＧＦ２并有效抑制肿瘤生长。２０２２年，石英贤等［４１］

制备了抗ｐ２１Ｒａｓ的单链抗体 Ｙ２３８ｓｃＦｖ和 Ｙ２５９
ｓｃＦｖ；２种单链抗体都能够与肿瘤细胞中的ｐ２１Ｒａｓ
蛋白相结合，不仅可用于评价良、恶性病变组织中

ｐ２１Ｒａｓ表达的差异，还为研究Ｒａｓ基因在细胞生
长调控和肿瘤转化中的作用提供了重要工具。单链
抗体还能够与化学药物偶联，用于靶向药物的制
备。２０２１年，Ｓｍｉｔｈ等［４２］将一种靶向癌胚抗原５Ｔ４
的单链抗体与药物澳瑞他汀Ｆ相偶联，获得了抗体
偶联药物ＡＳＮ００４；ＡＳＮ００４对５Ｔ４抗原展现出高
亲和力，可选择性地结合并内化到表达５Ｔ４的肿瘤
细胞中，其对多种实体瘤细胞系显示出强大的细胞
毒性，有潜力被应用于肺癌、乳腺癌和宫颈癌等的
治疗。

在癌症诊断方面，由于ｓｃＦｖ相对分子质量小，
组织穿透力强，清除速率快，其在疾病诊断与放射
显影方面有着独特的优势。放射性同位素标记的

ｓｃＦｖ能准确定位肿瘤病灶或一些特殊的肿瘤细胞，
能够在对正常细胞影响较小的情况下，辅助肿瘤的
诊断与分析，还能够用于肿瘤的放射性免疫治疗。

２０２１年，陆莹等［４３］将靶向表皮生长因子受体

（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的ｓｃＦｖ
与金磁纳米颗粒偶联，获得生物探针ｓｃＦｖＦｅ３Ｏ４／

·２３５· 现代免疫学２０２４，４４（６）



Ａｕ，其能够识别ＥＧＦＲ阳性的非小细胞肺癌细胞；
在全身注射后，利用核磁共振成像即可检测到这种
生物探针在肿瘤组织中的积累，帮助分析、定位肿
瘤细胞，为ＥＧＦＲ阳性非小细胞肺癌的非侵入性诊
断奠定基础。２０２２年，Ｓｈａｂａｎｉ等［４４］应用核糖体展

示技术，获得了靶向葡萄糖调节蛋白质７８（ｇｌｕｃｏｓｅ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）Ｃ 端的单链抗体。

ＧＲＰ７８在肿瘤细胞表面高表达，与肿瘤细胞的存
活、转移和化疗耐药有关。该研究为开发癌症诊断
和免疫治疗工具奠定了基础。

２．３　单链抗体在心血管疾病中的应用　ｓｃＦｖ在血
液中能够被快速清除，并有着良好的组织穿透性，
其在心血管疾病的治疗中有着不可替代的地位。

２０１６年，王俊宏等［４５］制备了靶向人ＣＲＰ的单链抗
体，研究表明，该抗体可以有效地治疗心血管栓
塞、心肌梗死以及脑血管栓塞。Ｈｅｍａｄｏｕ等［４６］在

兔动脉粥样硬化模型中利用体内噬菌体展示技术筛

选出了多种抗动脉粥样硬化的ｓｃＦｖ，并通过筛选获
得了高抗原反应性ｓｃＦｖ，该抗体在抗动脉粥样硬化
和其他涉及巨噬细胞病理性炎症的分子成像领域展

现出了良好的应用前景。

２．４　单链抗体在传染性疾病中的应用　目前单链
抗体已被广泛应用于流感、艾滋病等传染性疾病的
预防和治疗，尤其是在应对突发的烈性传染病中发
挥了重要作用［４７４９］。新型冠状病毒ＳＡＲＳＣｏＶ２的
爆发已对全球公共健康、社会发展等造成了严重的
影响。目前，全球有数百个关于ＳＡＲＳＣｏＶ２的抗
体研发项目正在开展，其中部分已进入临床研究阶
段［５０］。２０２１年，Ｋｉｍ等［５１］用噬菌体展示技术制备

了ＳＡＲＳＣｏＶ２核衣壳蛋白（ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，

ＮＰ）的特异性单链抗体，并将其与Ｆｃ段融合获得

ｓｃＦｖＦｃ。利用该抗体，团队成功建立了 ＳＡＲＳ
ＣｏＶ２ＮＰ特异性快速诊断方法，获得了经济、快
速、准确和使用便捷的ＣＯＶＩＤ１９诊断试剂。２０２２
年Ｇｅ等［５２］制备了ＳＡＲＳＣｏＶ２的Ｓ１蛋白高结合
敏感性抗体ＩｇＹ的单链抗体ＩｇＹｓｃＦｖ；该研究表
明，ＩｇＹｓｃＦｖ是开发针对人畜ＣＯＶＩＤ１９免疫检测
和被动免疫治疗的合适候选者。

艾滋病始终是严重威胁人类健康的公共卫生问

题。广谱中和抗体（ｂｒｏａｄｌｙｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ，

ｂＮＡｂ）能够在被动给药后预防人类免疫缺陷病毒
（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）的感染，是

ＨＩＶ被动免疫治疗研究的热点。２０２２年ｖａｎＤｏｒ

ｓｔｅｎ等［５３］研究指出，由于ｓｃＦｖ分子较小，能够更
好地向黏膜组织扩散，ｂＮＡｂ的ｓｃＦｖ针对无细胞
病毒传播展现了显著的广度和效力；与全抗体相
比，具有高组织渗透性、低免疫原性等优势，更适
于 ＨＩＶ被动免疫药物的开发。

３　单链抗体应用的局限性

经过了２０多年的发展，单链抗体技术取得了
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、稳定性较差和半衰期短等。首先，单
链抗体相对于其亲本单克隆抗体，亲和力可能会降
低１０～１０００倍，这成为它在免疫分析等应用中的
一个制约因素。目前，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。其次，单链抗体稳定性较
差，常常表现出聚集倾向。针对该问题，可以引入
二硫键，构建二硫键稳定性抗体（ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｓｔａｂｉ
ｌｉｚｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅ，ｄｓＦｖ）或者将其转化为抗
原结合片段（ａｎｔｉｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔ，Ｆａｂ）以进
一步增加其稳定性。第三，单链抗体的半衰期较
短，清除速度快，在临床应用中需要重复多次给
药，限制了其应用。其中，构建ｓｃＦｖ多聚体是其改
进方法之一，能够有效克服ｓｃＦｖ在体内清除过快
的问题。此外，２０２２年 Ｋｅｌｌｙ等［５４］利用新生儿Ｆｃ
受体结合肽成功延长单链抗体半衰期，并提高其跨
细胞移动能力，为单链抗体的改造提供了新思路。
除此之外，与全抗体类似，如何降低单链抗体的免
疫原性以及单链抗体的人源化依旧是研究的热点。

４　结语

在过去的二十多年中，单链抗体已经在各个领
域被人们广泛应用，其在科学研究和临床应用中已
有不可替代的地位。但由于其自身特点及局限性，
其应用转化还面临着很多问题，而且产业化开发也
仍有很多需要改进的方面。随着科学的发展、技术
的进步，相信在不久的将来，单链抗体存在的问题
能够得到解决，使其在医学、食品卫生和农业等领
域发挥更大的应用价值。
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