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回答的关键问题

一．为什么要制备转人Ig基因小鼠？

二．转人Ig基因小鼠和转某抗体基因小鼠有什么区别？

三．为了实现转人Ig基因小鼠要做什么技术准备？

四．构建转人Ig基因小鼠的基本流程是什么？

五．如何鉴定转人Ig基因小鼠构建成功？



一、为什么
要制备转人
Ig基因小鼠？

基因工程抗体的难关：
 人源性或者人源化

 人源化之后的高亲和力

 人源化之后的高亲和力的基础上

的高功能性



一.为什么要制备转人Ig基因小鼠？

鼠单抗的人源化改造

在小鼠体内利用小鼠免疫系统

获得的高亲和力抗体在体外进

行人源化改造。



一.为什么要制备转人Ig基因小鼠？

抗体库技术

人源性抗体基因通过体外重

排，突变，和淘选，进行亲

和力成熟。



一.为什么要制备转人Ig基因小鼠？

抗体的亲和力和人源
化被分开进行

人源化鼠抗体

抗体库技术

抗体形成的过程被在体外简
约化，模拟化

人源化和亲和力
成熟相互干扰



一.为什么要制备转人Ig基因小鼠？

 转人Ig基因小鼠的定义：

利用小鼠作为模式生物进行转基因改造，使用人的Ig

基因替代小鼠的Ig基因，使小鼠的免疫系统活化的时

候，能够产生人源性的抗体。



转人Ig基因小鼠的设计目标：
实现抗体基因的人源性和抗体亲和力小鼠体内成熟的统一

一.为什么要制备转人Ig基因小鼠？

利用小鼠作为模式生物，生产完全人源性的，
高亲和力的，具有完整功能性的人抗体。

1.基因基础是完全人源的

2.免疫和抗体生成的过程是真实的

3.抗体是具有免疫记忆的，亲和力成熟的，可用于进一
步生物学抗体的制备的。



理想的转人Ig基因小鼠

IgM

IgG

IgD

IgA

IgE

1.亲和力成熟过
的

2.针对同一抗原
不同表位的

3.具有完整功能
性的

完全模拟了正常抗
体产生的过程



基于转人Ig基因小鼠的人源单克隆抗体

任何一种抗原免疫转基因
小鼠后，均可以获得各种类
型的免疫成熟的抗体。

结合单克隆抗体技术，均可
以持续，稳定，制备高质量
的人源单克隆抗体。



二、转人Ig基因小鼠和转某抗体基因小鼠有什么区别？

抗体生物反应器：

是指通过基因工程途径，将针对某一

抗原的特异性抗体基因导入动物体内，
通过大规模饲养生产抗体的方法的方法
生产抗体。

转某抗体基因小鼠=某

抗体的生物反应器生产



二.转人Ig基因小鼠和转某抗体基因小鼠有什么区别？

某

抗体基因的来源：
经过体内亲和力成
熟，体外人源化。
或者经过抗体库淘
选后获得的抗体基

因。
抗体的生产：抗体
由非免疫细胞生产



转某抗体基因小鼠的优缺点

1.效益好，效果持续；

2.下游操作简单，可
直接应用，生物安全

性高。

优点 缺点

1.只能产生针对一个
抗原一个表位的抗体；

2.制备成本高



2.转人Ig基因小鼠和转XX抗体基因小鼠有什么区别？

1.针对某一抗原某一
表位；

2.工程学的方法制
备抗体。

转某抗体基因小鼠 转人Ig基因小鼠

1.针对任何抗原任何
表位；

2.属于免疫学的方
法去制备抗体



三.为了实现转人Ig基因小鼠要做什么准备？

• 转人Ig基因小鼠的技术储备：

1. 了解Ig基因以及抗体成熟的相关机制

2. 如何实现人Ig基因的导入

3. 如何实现小鼠内源性Ig基因剔除

4. 如何进行转人Ig基因小鼠的构建

5. 如何对子代转基因鼠进行鉴定



抗体生成是一个过程



1.了解Ig基因以及抗体成熟的相关机制

抗体的生成不是简
单的基因表达！

一．抗原的提呈

二．MHC限制性

三．免疫记忆的形成

四．基因重排，高频突变等

带来的亲和力成熟

转人Ig小鼠构建目的是要保证人源
性抗体基因能在小鼠体内实现抗体
生成复杂的生物学过程。

产生这些复杂的生物学过程的基础是



抗体的基因的组成和结构

抗体的复杂功能，

是建立在具有庞大的

基因数据支持的基础

上的。



带着以下观点，进入课程学习：

 带着以下观点，进入课程学习：

1. 抗体基因是一群功能丰富，结构复杂多变的巨大

基因。

2. 转人Ig基因动物的构建，需要将与抗体生成，抗

体类别转化，抗体亲和力成熟相关的所有基因进

行有效的功能协调。

3. 不仅要将抗体基因转入，还需要抗体基因在受体

动物体内实现完整的功能性。

 基因工程抗体和转基因动物的区别：

 基因工程抗体提取的是抗体基因的

mRNA

编码所有抗体基因的外显子和内含

子的总和。

一些与抗体表达相关的辅助基因的

导入，也将有助于人抗体在鼠体内的生

成。



2.构建一只转人Ig基因小鼠至少需要
转入以下的编码基因：

2.1 Ig亲和力成熟和类别转换需要的所有基因：

 不同类型的重链和轻链，如α、δ、ε、γ和 μ，对应 IgA、 IgD、 IgE、

IgG 和 IgM 五种抗 体。轻链分 :κ或λ型。多为κ抗体。

以实现抗体的亲和力成熟和类别转换





2.1 Ig亲和
力成熟和类
别转换需要
的所有基因：

 可变区：

 免疫球蛋白重链(IgH)基因中的 VH，DH 与 JH 多样

性的可变区基因片段;

 恒定区：

 为 B 细胞发育和初始免疫反应传递信号的重链恒定

区 Cμ 基因（IgM）;

 发生二次免疫应答必需的至少一个重链恒定区 Cγ 基

因(IgG)，对免疫反应精细调控

 和更广泛初始免疫反应(B细胞分化)起重要作用的重

链恒定区Cδ 基因(IgD)



2.2 构建一只转人Ig基因小鼠所需的非编码序列：

例如： 基因重排需要的基因：
 基因片段两侧的保守序列——重组信号序

列（rearrangement signal 

sequence,RSS)

帮助抗体产生免疫记忆及亲和力成

熟



例如： 转换区（switch 

region）：

对抗体基因进行复杂调控的
顺式作用元件，包括但是不限于内含

子与增强子，以及各种顺式作用元件。

构建一只转人Ig基因小鼠所需的非编码序列：



：

MHC Ⅰ ,MHC Ⅱ等。

有效的抗原提呈

 举例：免疫相关基因：

抗原提呈所需的组织相

容性基因：



MHC 主要组织相关性抗原（HLA)

HLA复合体位于第6号染色体短

臂上大约4000kb范围内，由一

群密切连锁的基因组成。

多基因性 :基因复合体由多个紧

密相邻的基因座位组成，其编码

产物具有相同或相似的功能。

4000kb范围内，由一群密切连

锁的基因组成。HLA复合体是迄

今已知的人体最复杂的基因体系。



3.总结：抗体功能基因组成

免疫相关基因：
1. 不同类型的重链和轻链，如H，λ，κ，

μ，γ等。与类别转换和亲和力成熟相
关的区域。

2. 主要的组织相容性复合物，如MHCⅠ、
Ⅱ；

3. CD抗原，如CD7,CD23,CD89,CD59

等等。

4. 其他基因，如协同刺激因子B7/CD28

等等

○ 关注这些基因与宿主小鼠免疫体系的兼容
性；

与免疫成熟相关的精细免疫调控
所需的顺式作用元件
 内含子及下游增强子原件

 转换区调控序列

 外显子两端保守序列

○ 免疫相关调控基因

● 指导抗体基因片段进行转座重排的基因

● 指导产生记忆免疫细胞的基因



四、自身Ig基因敲
除小鼠的构建

mIg -/-



1.构建自身Ig

基因剔除小鼠
的原因

小鼠内源性Ig基

因的存在，将导致

在抗原刺激的时候，

优先产生鼠源性抗

体。

为了让小鼠的免疫系统充分动员生产人抗体，

因此必须抑制内源性鼠抗体的生成。

通过基因打靶技术，精确，干净地抑制内源性

Ig基因的表达。



2..利用基因打靶技术剔除小鼠内源性Ig基因

在同源重组基础上，利用正反向双筛的方法
获得正确重组的细胞克隆。



2.利用ES细胞培养技术扩大培养阳性细胞

在同源重组基础上，利用正反向
双筛的方法获得正确重组的细胞克
隆，可通过ES细胞培养增殖。

 用于鉴定（RT-PCR,原位杂交)

 用于保存

 用于移植

优势：
外源基因整合情况的可控性高。
可预先在细胞水平检测外源基因的拷贝数、

定位、表达的水平及插入的稳定性。
外源基因导入ES细胞的方法多样，细胞鉴

定及筛选方便。

内源性鼠抗体基因跨度大，具有大量的启动子和调控元
件，需要多位点多次进行基因编辑，才能有效敲除内源
性鼠抗体基因的功能。
因此适于体外基因工程操作的胚胎干细胞，是转基因的
首选。



3.阳性ES导入囊胚后构建嵌合体子代小鼠，并经过杂交获得相应的纯系子代



自身Ig基因剔除小鼠的构建全流程

内源性Ig基因剔除



4.基于ES细胞的嵌合体生物：

所得个体为嵌合体



组织和器官的细胞由含有两个或两个以上基因型构建而成的完整个体，称为基因

嵌合体（chimaera）或嵌合体动物。

4.1基于ES细胞的嵌合体动物

免疫学上的涵义则指一个机体身上有两种或两种以上染色体组成不同的细胞系
同时存在，彼此能够耐受，不产生排斥反应，相互间处在嵌合状态。



把ES细胞或EG细胞注入胚泡，使其与正常胚胎结合在一起，并参与宿主胚胎

的发育，则可形成嵌合体动物的各种组织和器官。

转基因动物子代一部分组织器官源自正常胚胎；一部分组织器官源自经过基

因改造的ES细胞和自身胚胎的杂合细胞。

嵌合体的转基因动物



杂合子和嵌合体动物的区别

杂合子:生物只有一套基因组，基因组中有两套基因，一套来
自父亲，一套来自母亲

+

灰鼠



杂合子和嵌合体动物的区别

嵌合子:生物体内有两种来源的细胞，也就是两套完全不一样的
基因组，一种来自ES，一种来自囊胚。

+

黑鼠来
源的ES

白鼠来源的囊胚

花鼠



杂合子和嵌合体动物的区别

嵌合子生物所有的器官都可能由两种细胞组成，也可能只
有部分器官是两种细胞组成。

但是白细胞和黑细胞之间并没有遗传物质的交换



从嵌和动物到转基因动物，还需要进一步的种系建立



4.2 嵌合体小鼠的鉴定和转基因小鼠建系

嵌合体小鼠的构建：

供体：主要是来源于129系灰色小鼠或者是Babc系小白鼠

受体：主要是C57BL/6系的黑色小鼠。

一旦形成了嵌和小鼠，可以通过子代小鼠的外貌特征予以判断

毛色，眼睛的颜色等。
譬如129/C57BL/6嵌和，
可以生成经典的黑灰条纹
小鼠。



经典的黑灰条纹



4.2 嵌合体小鼠的鉴定和转基因小鼠建系

嵌合体小鼠的构建只是转基因小鼠
种系建立的第一步：

1.嵌合体小鼠的构建成功只能说明外
源基因已经导入了小鼠体内。

2.需要通过回交来证明外源基因已经导入了生殖细胞

嵌合体小鼠与C57（黑）回交

灰色毛皮是显性基因，如果子
代为灰色小鼠说明外源基因已
经导入了生殖细胞。



knockout纯合子小鼠的构建：

第一步：
嵌合体小鼠与受体小鼠回交

第二步：
杂合子F1代自交

第三步：
纯合子F2代反复自交建
立种系

建立在转基因整合到
生殖细胞的基础上



4.3 基于ES细胞的体
细胞核移植

集合了ES细胞和卵细胞的
双重优点：
 ES细胞：

○ 可体外扩增，提供大量可供实验的供体细

胞

● 可进行细胞学操作，可鉴定外援基因的整合情况

（是否正确插入，拷贝数多少，插入的位置等等）

 受精卵细胞：

○ 直接生成转基因动物，不经历嵌合体过程。 基于ES细胞的细胞核移植，由于ES存在多向

潜能性，因此体细胞移植的成活率和外源基因

的整合效果，明显好于一般的体细胞移植。



一．将构建好的敲除Ig基因的ES细

胞核分离出来

二．将受精卵的细胞核剔除

三．将ES细胞的细胞核导入无核

受精卵形成新的细胞（细胞核移

植）

四．将受精卵导入代孕母鼠

五．产生子代

4.3 基于ES
细胞的体细
胞核移植



自身Ig基因剔除小鼠的构建的总结

 自身Ig基因剔除小鼠的构建的技术

基础

 基因打靶技术

 ES细胞培养技术

 ES细胞囊胚移植技术

自身Ig基因剔除小鼠的构建的原理和目

标

在ES细胞可以在体外基因工程操作和

大规模扩增的基础上，通过基因打靶技

术多位点多次敲除小鼠自身Ig基因，在

ES细胞上实现小鼠自身Ig基因的剔除，

并通过囊胚移植的方式建立转基因小鼠

。



五、 人Ig基因的导入



1.获取分散的抗体基因

基因文库

人第14号染色体基因组文库 IgH基因

人第2号染色体基因组文库 Igκ基因

人第22号染色体基因组文库 Igλ基因

人类基因组库

用印章法将基因文
库转移到杂交膜上

将针对目的基因的
探针与基因文库相
结合

针对目的基因
的探针

目的基因
克隆出现
杂交信号

基因文库

抗体基因分散存储在染色体基因
文库中，呈现分散和片段化的情
况。
需要使用探针将所需的抗体片段
钓取克隆出来。



转基因和基因工程抗体钓取抗体基因的区别：

基因工程抗体：

 靶标：RNA

 内容：针对某一抗原表位的

抗体基因（不含内含子）

 钓取方法：基于多重引物的

RT-PCR

转基因抗体：
 靶标：DNA（基因组）

 内容：免疫细胞内天然抗体的存在形

式，包括Ig编码序列（内含子，外显

子），免疫调控序列等等。

 钓取方法：基于探针的大片段钓取



2.如何构建转基因
片段

形成有完全功能的抗体，需

要大量的基因信息，包括抗体

的合成，抗体类别的转换，抗

体亲和力的变化等等。

通过整理和拼接构建处于胚系构型(germline configuration)的人Ig基因：



2. 转基因片段的导入方法

 2.1 1985年基因小位点法(miniloci)；

 将Ig基因片段V/D/J/C（去除内含子）人工地缀合

在一起（25kb)；

 获得一系列能够产生Igμ的转基因小鼠。

 仅仅用于对可变区重要片段的克隆，主要用于VDJ重

排的验证。

 此实验奠定了转人Ig基因小鼠产生人抗体的基础。

 2.2 1991年PI噬菌体载体法

 应用PI噬菌体为载体，可承载稍大DNA

片段；

 可有效防止其断裂．能够有效响应抗原

的刺激；

 产生重排的抗体，但是产生的抗体质量

尚未达到大规模免疫的需要。(100kb）



噬菌体法 Ig基因导入的效果：

抗体基因表达、轻重链组装、等位基因排斥、
类型转换．以及基因重排、体细胞突
变、亲和力成熟等，抗体水平可以达到小鼠的生理水平。

产生嵌合抗体

抗体亲和力不足

02

01

导入效果

重组技术的限制，无法完整导入基因座，

使得人抗体的多样性不够。

小鼠体内的抗体基因没有灭活或者灭活不

充分。

加强大片段的导入，
更完整基因信息的

提供。
基于同源重组的内
源性鼠Ig基因的敲除



噬菌体法代表动物：HuMAb-Mouse TM 

人重链基因座由一个200kb 

的 DNA 片段组成，包含 4 个
功能性 VH 片段、15 个 D 片
段、6 个 J片段以及 μ，γ1 编
码外显子及二者相应的转变
区，同时还带有一个 Jμ 内含
子的增强子以及大鼠 3＇重
链增强子

轻链基因座由一个 230 kb 的
DNA 片段组成，包含 4 个功
能性 Vκ 片段、5 个 J 片段、
1 个 Cκ外显子以及内含子及
下游增强子元件。

自身Ig基因剔除小鼠

显微注射

受精卵

最终双转基因/双突
变小鼠能够表述人 IgM，
并且能够发生抗体类型
转换及体细胞突变过程，
产生 IgGκ。

已经有多个基于该平台的抗体获得FDA批准上市



2.3基于YAC酵母染色体的转基因小鼠

YAC 文库装载的 DNA 片段的大小一般可达 200-

500kb，有的可达 1Mb 以上，甚至达到 2Mb

YAC 文库装载的基因不是连续的，完整的；

抗体基因往往被分割在多个YAC克隆上，需要进行相应的整理和拼接

YAC 文库往往需要进行亚克隆才能具有穿梭功能以及同源重组的功能



2.3. 1YAC为基础的大片段的转移； 酵母细胞

酵母人工
染色体

酵母自身
染色体

携带Ig基因的酵母人工
染色体



裂解酵母细胞，收集染色体

电转移

脂质体

微细胞转移

将抗体基因导入靶细胞

2.3. 1 YAC为基础的大片段的转移；

鉴定（原位杂交，测序，
SOUTHERTN BLOT ，
NORTHERN BLOT)



YAC法代表动物：Xenomouse 小鼠

重链包含34个V区基因、所有
的重链D区和J区，以及Cγ 2

、Cu和Cδ基因，共66个功能
基因；（1020kb）

轻链包含1 8个V区基因、所
有的5个J区，Cκ基因，共32

个功能基因(800kb)

自身Ig基因剔除小鼠

显微注射

受精卵

该品系小鼠经免疫
后可以产生高亲和力的
全人IgG K和
IgG λ，比例为60：40。

XenoMouse@小鼠基因非常稳定，是目前应用最广
的人抗体转基因小鼠

全部人Igℷ基因



2.3.2 YAC为基础的转基因小鼠的构建； Xenomouse 小鼠

利用YAC 转入220kb  Igч基因片段

IgM

350 μg/ml

无抗体类别转换
效价较低

利用YAC 转入220kb  Igч基因片段
入自身Ig基因敲除的小鼠

IgM

700 μg/ml

IgG

600 μg/ml

抗体类别转换
抗体效价明显增高

利用YAC 转入Vκ800kb和
VH1020kb  Ig基因片段入自身Ig

基因敲除的小鼠
66种V区，所有的D区，所有的J

区以及Cμ和Cγ

IgM

50 μg/ml

无抗体类别转换
效价显著增高

二次免疫

IgG

2000 μg/ml
免疫记忆



2.3.3  Xenomouse 小鼠带来的启示

1.YAC转人Ig基因小鼠完全可以实现抗体基因的导入，重排，抗体类型转化，亲和力成熟，以及人源化
抗体的制备。

2.导入的Ig基因片段越大，涵盖范围越广，人Ig产量就越高，产生的抗体类型就越多，亲和力就越高。

2.3.4 YAC技术的不足之处

容量依旧不足，人IgH较完整的基因片段应该包括恒定区和全部的可变区，大约覆盖最少
IgH1.5Mb;人Igκ2.0Mb， Ig λ1Mb；需要将多个小YAC重叠连接才能覆盖较大的抗体基因。

嵌合染色体带来不必要（酵母）的序列插入

YAC带来的缺失（deletion）和基因重排（rearrangement） 的现象。

3.自身Ig基因剔除小鼠将为人Ig基因在小鼠体内功能性表达提供基础。



大片段完整基因簇的导入（未经
重排的完整lgH和Igк完整基因座，
IgH1.5Mb;人Igκ2.0Mb）

减少酵母染色体污染以及
YAC带来的缺失（deletion） 和
基因重排（rearrangement） 的
现象。

2.4  人类人工染色体
Human artificial chromosome（HAC）

巨大的人工染色体在宿主有丝分裂的时候易于丢失，
尤其是Igк片段经常性损失。
可通过与较稳定的YAC转基因小鼠杂交来获得尽可
能多的Ig胚系基因。

TC mousTM



2.5 微细胞介导的转染色体技术
（MMGT） TC mouse

人工染色体

原生质微细胞抗体基因

宿主细胞

原生质融合

X
XX X

ES细胞
XX

X



人类人工染色体代表性小鼠：TC mousTM

TC mousTM

人类重链基因座的染色
体片段(IgH，约1．5Mb

人类轻链基因座的染色
体片段(IgG k，约2 Mb)

产生的IgM和IgA含有鼠源的
J区，所以并不是真正意义上
的全人源的转基因小鼠。该
品系小鼠由于转入的人类IgG 

K染色体片段欠稳定。

人类人工染色体导入的片段更大，可以进行完整基因座位的转移，但是大片段
转移可能会带来染色质的不稳定。



TC mousTM

HuMAb-Mouse TM 

杂交

KM Mouse TM

包含了 TC Mouse TM 的
IgH 与 HuMAb-Mouse TM 

的 Igκ 基因，

整合了 TC Mouse TM

IgH 的多样性与HuMAb-

Mouse TM Igκ 的稳定性，
能产生大部分的 Ig 亚类
(IgG1 ～ IgG4 以及 IgA)

基于转染色体技术，TC小鼠携带完整的人
免疫球蛋白IgH和Igk基因座（IgH 1.5Mb；

Igk 2Mb；Igλ 1Mb）
独立的转染色体在小鼠进行有丝分裂与减

数分裂的过程中会丢失基因片段

Igk的稳定性

转染色体技术



3.转基因小鼠制备技术的三大技术体系的总结：

基于这 3 代技术所获得的转基因

小鼠之间可以互相杂交育种，从而

获得新的具有更多优良性状的转基

因小鼠

一．微基因座（小位点法，

PI噬菌体转座法）

二．人工染色体技术

（YAC,BAC,HAC)

三．基于微细胞转染色体

法



三种转 Ig基因小鼠的共同特点

一．为了开发全人源的抗体药物，在上世纪90年代，随着转基因基因的发展，多个生物技

术公司成功构建了转入人抗体基因的小鼠（如XenoMouse®, HuMAb® Mouse,  KM™ 

mouse  和Kymouse™ 等）。其中前三种转基因小鼠的构建尽管这些转人抗体基因小鼠

在构建的细节上有些不同，但这些小鼠都具有一些共同特征，包括：

1.通过敲除JH和 /或CH基因，小鼠内源性重链基因位点（ locus）被灭活。

2.通过敲除JK和 /或CK基因，小鼠内源性kappa轻链基因位点（ locus）被灭活。但小鼠

的Lambda轻链基因位点依然保留。

3.人抗体重链基因，包括主要的VH基因，所有的D基因和JH ，Cμ基因， Cδ基因，和

至少一个 Cγ 基因，以及相应的表达调控元件，被成功的转入小鼠基因组。

4.人抗体kappa轻链基因，包括主要的Vk基因，所有的Jk基因和CK基因，以及相应表达

调控元件，被成功的转入小鼠基因组。



4.基于转人Ig基因小鼠技
术的嵌合抗体的制备



XenoMouse 与 HuMAb-Mouse TM 技术可

在小鼠免疫后通过杂交瘤制备全人源单抗用

于前期的药物研究；生产完整的四链二价抗

体

免疫方法制备抗体通量小；价格昂贵



两个新问题：

转基因小鼠抗体是否可

以工程化生产？

是否可以利用转基因小

鼠制备小分子抗体？



4.1 VelocImmune TM mouse

大约3Mb的完整小鼠IgH与Igk基因
被删除；

然后利用同源重组技术将携带人基
因组DNA的BACs原位插入功能结
构区域；

靶向插入之后，大约1.0Mb DNA

的人 VH-DH-JH与大约0.5Mb DNA

的Vk-Jk的基因被导入小鼠。下游为
完整的内源性小鼠恒定区与顺式调
控元件的编码区；

VelocImmune TM

mouse

人抗体可变区

鼠抗体恒定区



4.1.1反向嵌合抗体的优点：

 导入的片段小于之前的转基因小鼠

 保持了鼠源性的恒定区和FC段

 鼠源性恒定区参与免疫信号传导

 鼠源性恒定区参与B细胞与其他免疫

细胞的相互作用。



反向嵌合抗体可能遇到人鼠嵌合抗体同样
的问题。
人源性可变区和鼠源性恒定共同构成的抗
体在进行人源化改造的时候，导致抗体空
间构象变化，降低抗体效能。

Fd=人源性重链VH+CH1+鼠源性铰链区

完全人源性轻链

鼠源性FC+

抗体基因重链的结构远比轻
链复杂，
而且在维持抗体空间构架上
的作用更大。

形成反向嵌合抗体，提取Fd与轻链之后，可以去除绝大部分鼠源性部分，获得较好的人源性抗体进行
基因工程生产。



4.1.3 基于VelocImmune TM 

mouse的工程化抗体生产

建立免疫文库 ：

 可以通过多次加强免疫建立针对特异

性抗原的免疫反应

 可以通过抗体库技术快速淘选特异性

的抗体

 具有动物免疫和抗体库技术的双重优

点



5.基于转基因小鼠的TCR疗法

 TCR是识别细胞内靶抗原并激活细胞免疫的基础。



5.1 TCR疗法的原理

TCR通过识别特定的主要

组织相容性复合体（Major 

histocompatibility 

complexes，MHC）和其

呈递的胞内多肽形成的复

合物（MHC-antigen-

peptide，MAP），并结合

T细胞上的CD3募集T细

胞，以实现肿瘤杀伤作

用。

antigen



5.2 TCR抗体与现有抗体的区别

相比于CAR-T：

CAR只能与细胞表面上的抗

原结合，可用靶标是非常少；

而TCR可以靶向胞内抗原，

在靶点选择的数量上可能是

CAR-T药物以及T细胞抗体

药物（TCE）的9-10倍。



5.2 基于转基因小鼠的TCR制备

TCR对相应抗原的亲和力通常很低，造成了

肿瘤细胞的免疫逃逸。

小鼠的免疫系统与人类极为相似,但小鼠许多肿

瘤抗原的蛋白质序列与人类不同，因而为诱导

和分离高活性肿瘤抗原特异性T细胞提供了条件。



5.2.1HLA/RenMabTM小鼠的构建

人TCR α 转基因鼠
HLA-A2(HLA,human 

leukoeyte antigen人类
白细胞抗原)转基因鼠

人TCRβ 转基因鼠
Db/β2m基因敲除鼠

(HHDII品系)交配

TCR α/β Db-/-/β2m-/-

H L A / R e n M a b T M小鼠



HLA/RenMabTM小鼠是通过转基因技术将HLA基因引入RenMabTM小鼠

体内得到的转基因动物

 HLA/RenMabTM小鼠其特点主要体现在以下几个

方面：

 RenMabTM小鼠的免疫系统发育正常。

 HLA基因在小鼠体内发挥着抗原呈递的作用，使得

HLA/RenMabTM小鼠能够模拟人类免疫系统的部

分功能。

 HLA/RenMabTM小鼠在器官发育上与野生型小鼠

保持一致，具有较高的生理稳定性。

总的来说，HLA/RenMabTM小鼠具有正常的免疫系

统发育、稳定的生理特性和特殊的遗传背景，使其在

免疫学研究和药物研发等领域具有独特的优势和应用

价值。



5.2.2  基于HLA/RenMabTM小鼠的TCR筛选

Beacon单细胞光导系统通过光信号的发射和接收来确定抗体的存在及其与靶细
胞的相互作用。它利用荧光共振能量转移原理，能够准确评估抗体的性能，包括
亲和力、内化能力、稳定性等关键参数。



基于HLA/RenMabTM小鼠的TCR筛选的优点

使其精准识别MHC-

antigen-pep-tide(MAP)表
位并产生针对胞内抗原的
全人抗体序列

基于RenMice小鼠深度改造，
保证序列多样性，高亲和力和高特异性

依托于Beacon技术的快速抗
体发现和高通量序列分析，
极大的缩短了抗体发现周期



5.2.3  基于TCR的免疫细胞疗法

TCRm-bsAb

TCRm-CAR

TCRm-BiTE



5.3 类TCR抗体技术

TCR样抗体（TCR-like antibodies）：基于

TCR识别抗原的能力，构建的基因工程抗体

。

TCR样抗体，也被称为TCR模拟（TCRm）抗

体或TCR-like抗体，是一类能识别肿瘤细胞

表面多肽/MHC复合物的特殊抗体。这类抗

体模拟了T细胞受体（TCR）的功能，能够识

别并结合肿瘤表面的pMHC复合物，进而发

挥对肿瘤细胞的检测和杀伤作用。



• 自体TCR-T往往成本高
昂，制备复杂，并且部
分患者不适宜单采，导
致这一方法可及性较差。

• 对于一些适应症比如慢
性感染，TCR-T也并不
适用，可能会在回输后
大量扩增，迅速杀伤肝
脏细胞，导致爆发性肝
衰竭。

TCRm弥补了TCR-T细胞治疗的一些局限性：



基于天然天然TCR增强的与效应子片段（nM水平亲和力）偶联成双特异性的分子，用于肿瘤治疗，传染病

治疗，以及免疫性疾病的靶向性抑制。



六、转基因的实施和
转基因小鼠种系的构
建



一、基于受精卵的转Ig基因动物的构建



显微注射法：

一、基于受精卵的转Ig基因动物的构建

直接用注射的方式将Ig基因注射入受精卵的细胞核内



1.显微注射法 ：

定义：

用显微注射仪将外源基因
直接注射入实验动物受精
卵中，外源基因整合到
DNA中，或者可以稳定
遗传，从而得到转基因动
物。

优点：导入速度快，直观，对DNA大小无限制，
不需要载体，整合效率较高，它可以直接获得纯
系。

缺点：需要贵重精密仪器，技术操作较难，一

次只能操作一个细胞，并且外源基因的整合位

点和整合的拷贝数都无法控制。



2.受精卵接收显微注射制备转基因动物的技术路线



1.  显微注射DNA的制备与纯化

2.  鼠的种类、安置与饲养

3.  超排卵与取卵

4.  显微注射

5.  卵的转移

6.  转基因鼠系的建立

3.实验程序：



针对受精卵制备的转基因小鼠

（1）.互交得到转基因纯合子小鼠

（2）.回交至少10代建立纯系转基因小鼠

Fo♂ × Fo♀ →F1

4.通过繁育建立转基因小鼠品系

×



5. 转人Ig基因鼠的产生和鉴定

5.1 构建成功的转Ig基因小鼠需要构建四种纯系子代



通过回交后杂交的方法建立纯系转基因小鼠

重链敲除 轻链敲除 人IgH敲入 人Igκ敲入



5.2 转人Ig基因小鼠品系的建立流程



• 鼠A（MH（+）ML（-）），鼠B（MH（-）ML（+））

鼠C（HH（+） MH（+） L（+））鼠D（HL（+） MH（+） L（+））

纯合子的构建模式

A×B=鼠E （MH（-）ML（-）） C×D=鼠F （HH（+） HL（+） MH（+） L（+））

第二代：

第一代：

第三代：

鼠E×F=鼠G（HH（+） HL（+） MH（-） L（-））



5.3 转人Ig基因小鼠技术流程

获取人Ig基因：构建人Ig的YAC文库及筛选

小鼠胚胎干细胞培养

小鼠内源性Ig基因的敲除 获得完整人Ig-YACs克隆

Ig-YACs克隆ES细胞/胚胎的导入

含人Ig-YACs的细胞移入小鼠胚胎

纯合小鼠的产生和鉴定

纯合小鼠制备特异性完全人源化抗体



6. 子代鼠的鉴定

看外貌：如果是用ES细胞制备的小

鼠，那么根据供体小鼠和受体小鼠外

貌上的差异进行筛选。



6. 子代鼠的鉴定

6.1 外源基因导入和内源基
因剔除的效果鉴定的时间节
点：

时机：

○ ES细胞导入之前

○ 鼠胚胎导入之前

○ 幼鼠

6.2 检测靶标：

 DNA

 RNA

 完整细胞



6.3 子代鼠的鉴定方法

1、PCR结合测序

（部分片段或者完整片段）

2、核酸杂交技术

（基于碱基互补配对）

Southern杂交

Northern杂交

原位杂交



序列测定

高通量测序可以对插入的片段的

质量提供更快更多的评价

确认插入的外源基因的正确和
完整



Southern杂交

是southern于1975年创建用以鉴定DNA中

某一特定的基因片段的技术，也称为

Southern印迹（Southern Blot）。

通过标记的探针DNA

与靶DNA结合，检测

目的基因的存在及大

小。



Northern杂交

也称为Northern印迹

（Northern Blot），用以检

测某一特定的RNA（通常是

mRNA）片段的存在及表达

量。

因与DNA的杂交（Southern 杂交）相对

应，故被趣称为Northern杂交。



原位杂交

细胞或染色体的原位杂交，用于基因定位。

确定插入的粗略位置，排除基因组外整合



6.4 子代鼠的鉴定的结论

 通过上述方法

 可以评价：

1. 是否得到转基因鼠

2. 外源基因是否完整

3. 外源基因插入的拷贝数

4. 染色体基因打靶的效果



6.4 子代鼠的鉴定的结论

生产性能的鉴定（所生产的抗体质量的鉴定）
IL-8抗原：

1. 抗体效价：1X10 9M.

2. 抗体类型： IgM, IgG(以及各种抗体亚类 )BCR（是否免疫器官和免疫细胞都表达人源

性的BCR）

3. 抗体效能：体外阻断 IL-8对中性粒细胞的激活作用

① 体内抑制 IL -8刺激产生的炎症反应

② 适合作为炎症疾病抑制剂



转人Ig基因小鼠与其他人源化或者人源性抗体的优势与缺点对比：

优势

1.所生产的抗体的功效是最好的

小鼠识别抗原和免疫动员的体系是完整的。
体内生成抗体，经历正常的装配和成熟过程，保证抗体
具有较高的亲和力和特异性。
一旦形成良好的转人Ig基因小鼠种系，再制备抗体相对
快速。

2.可生产均有完整功能的人源性抗体

包含恒定区

3.可生成不同类型的人源性抗体

具有抗体类别转换的能力，可生成IgM，IgA等多聚体抗
体

劣势

1.小鼠种系构建困难

小鼠免疫系统和人Ig基因的融合性问题，
庞大的人Ig基因稳定导入的问题。
转基因动物的稳定性问题。

2.免疫耐受

小鼠与人亲缘性关系很近，人源性抗原难
以产生强烈的免疫反应。

3.鼠源性抗体的干扰问题

稳定彻底底敲除鼠源性Ig.

4.无法进行毒性抗原的免疫。





Thanks谢谢！
复习：

 名 词 解 释 ：

 同 源 重 组

 胚 胎 干 细 胞

 H O L I D A Y  结 构

 基 因 打 靶

 Y A C 染 色 体 技 术

 简 述

 同 源 同 组 的 正 反 向 筛 选

 同 源 重 组 嵌 合 体 动 物 的 制 备 流 程

 转 基 因 小 鼠 的 鉴 定 步 骤 和 方 法


