
中国农业大学学报  2025，30（10）：230⁃240
Journal of China Agricultural University http：∥zgnydxxb. ijournals. cn

小分子单克隆抗体筛选技术的研究进展
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摘 要  在痕量小分子化合物检测中，单克隆抗体的快速高效筛选是提高检测灵敏度的关键。传统杂交瘤技术和

噬菌体展示技术因筛选周期长，阳性克隆率低，难以满足快速检测的迫切需求。相比之下，单 B 细胞技术的出现为

小分子单克隆抗体筛选提供了更高效的解决方案。本文系统分析了 3 种主流抗体筛选技术（杂交瘤、噬菌体展示和

单 B 细胞技术）的机制差异，并重点探讨了单 B 细胞技术在小分子单克隆抗体筛选中的应用进展。针对记忆 B 细胞

（Memory B cells， MBCs），通常采用荧光激活细胞分选结合抗原探针标记实现高效分选；针对缺乏表面结合表位

的抗体分泌细胞（Antibody-secreting cells， ASCs），通过微流控芯片结合分泌抗体-抗原荧光成像实现无标记细胞

分选，显著提升抗体筛选效率。综上，单 B 细胞技术在缩短抗体开发周期、保留天然亲和力以及实现跨物种抗体开

发中都展现出显著优势。未来技术突破需聚焦低成本高通量微流控芯片的开发，构建深度学习驱动的智能化抗体

筛选体系，为食品安全检测提供高特异性、高亲和力的抗体工具，推动抗体工程技术迈向精准化与智能化新阶段。
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Abstract In the detection of trace small molecule compounds， the rapid and efficient screening of monoclonal 

antibodies is the key to improve the detection sensitivity.  Traditional hybridoma techniques and phage display 

techniques are difficult to meet the urgent need for rapid detection due to their long screening cycles and low 

positive clone rates.  In contrast， the emergence of single B-cell technology provides a more efficient solution 

for the screening of small molecule monoclonal antibodies.  This article systematically analyzes the mechanistic 

differences among three mainstream antibody screening technologies （hybridoma， phage display， and single 

B-cell technology）， focusing on advancements in single B-cell technology for small-molecule monoclonal 

antibody screening.  For memory B cells （MBCs）， fluorescence-activated cell sorting combined with antigen 
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probe labeling enables efficient selection.  For antibody-secreting cells （ASCs） lacking surface binding epitopes， 

label-free cell sorting is achieved through microfluidic chips integrated with secreted antibody-antigen 

fluorescence imaging， significantly enhancing antibody screening efficiency.  In summary， single B-cell 

technology demonstrates significant advantages in shortening the antibody development cycles， preserving 

natural affinity， and enabling cross-species antibody development.  Future technological breakthroughs should 

focus on developing low-cost， high-throughput microfluidic chips and constructing deep learning-driven 

intelligent antibody screening systems to provide highly specific and high-affinity antibodies tools for food safety 

detection， propelling antibody engineering technology into a new era of precision and intelligence.

Keywords single B cell technology； traditional hybridoma technology； phage display technology； small-

molecule compounds； monoclonal antibody

小分子化合物的痕量检测在农业、食品安全、

环境监测及医学诊断等领域均具有重要意义。单

克隆抗体（Monoclonal antibodies， mAbs）作为分子

识别领域的精准“生物探针”，在小分子化合物的免

疫检测领域始终发挥不可替代的作用。其凭借与

抗原表位的特异性结合能力，可实现对复杂基质中

痕量小分子靶标（如抗生素、农药、兽药、环境污染

物及重金属等，分子量<1 000 ku）的超灵敏检测，

已 成 为 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（Enzyme-linked 
immunosorbent assay， ELISA）、侧 流 免 疫 层 析

（Lateral flow immunoassay， LFIA）等免疫分析技术

的核心试剂。在生物医学领域，mAbs 更是疾病诊

断、靶向治疗及机制研究的基石，近 20 年来，凭借其

高特异性、高灵敏度和批次均一性等优势，mAbs 在
肿瘤靶向治疗和自身免疫疾病领域取得突破性进

展。截至 2021 年 6 月，美国食品药品监督管理局

（Food and Drug Administration， FDA）已 批 准       
104 种治疗性单克隆抗体上市［1］。我国在政策支持

下也实现了抗体药物的跨越式发展［2］，不仅关键技

术环节的创新能力显著提升，产业化体系也更趋完

善，为小分子化合物的快速、灵敏检测提供了技术

支撑。

随着抗体工程技术的迭代，针对小分子化合物

检测的单克隆抗体制备策略呈现多元化发展。传

统杂交瘤技术作为单抗制备的奠基性技术，通过脾

B 淋巴细胞与骨髓瘤细胞融合实现抗体的永生化分

泌，但其长达 4~6 个月的制备周期、低效的亚克隆

筛选流程以及依赖于啮齿类骨髓瘤细胞，严重限制

了跨物种抗体开发。并且受小分子结构类似物和

载体蛋白表位的干扰，易导致抗体的交叉反应，从

而影响检测特异性。为突破这一瓶颈，噬菌体展示

技术通过体外构建 1011 容量的抗体文库，结合固相

生物淘选策略，实现了跨物种高亲和力抗体的筛

选，例如针对广谱抗菌作用的氟喹诺酮类药物抗体

的开发，使检测灵敏度提高近 10 倍［3］。然而，该技

术依赖原核表达系统，可能导致抗体糖基化修饰缺

失，且文库构建成本高昂，难以满足小分子抗体的

大规模制备需求。近年来，单 B 细胞技术凭借其精

准靶向性成为研究热点，通过荧光激活细胞分选或

微流控芯片捕获抗原特异性单 B 细胞，直接扩增抗

体基因以获取目标抗体。该技术保留了天然配对

的重链/轻链基因，较传统杂交瘤技术和噬菌体展

示技术更具靶向性。值得注意的是，筛选策略的差

异直接影响抗体亲和力及表达水平。本文综述了

传统杂交瘤技术、噬菌体展示技术、单 B 细胞技术    
3 种主流单克隆抗体筛选技术的优劣势，并重点探

讨了单 B 细胞技术在小分子单克隆抗体筛选中的应

用进展。单 B 细胞技术凭借其高通量筛选能力、天

然抗体配对优势以及对复杂靶点的适应性，正在逐

步成为小分子抗体开发的核心工具。尽管其在技

术成本与标准化流程上仍需优化，但随着微流控芯

片、单细胞测序等技术的整合，该技术有望在更多

领域展现其独特价值。本文旨在推动小分子抗体

的高效、精准与快速开发，并为相关研究提供理论

指导。

1　传统杂交瘤技术

由于 B 淋巴细胞难以长期体外培养，抗原特异

性抗体的筛选研究长期面临技术瓶颈。 1975 年，

Köhler 与 Milstein［4］开创性地提出杂交瘤技术，通过

融合骨髓瘤细胞的无限增殖能力与抗原激活 B 淋巴

细胞的抗体分泌功能，实现了融合细胞的体外永生

化，这一突破为小分子单克隆抗体的规模化生产奠

定了技术基础。该技术标准化流程包括：1）人工设
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计 半 抗 原 与 免 疫 原 制 备 ；2）动 物 免 疫（通 常 为

BALB/c小鼠，免疫周期 7~8 周）；3）细胞融合（化学

融合［5］、电融合［6］或仙台病毒介导融合［7］）；4）HAT
选择性培养清除未融合 HGPRT–骨髓瘤细胞［8］；5）
2~3 轮有限稀释法结合 ELISA 筛选单克隆杂交

瘤［9］；6）体内诱生法生产抗体，如图 1 所示。基于该

技术，已成功开发出针对糠氨酸［10］、莫能菌素［11］和

桔霉素［12］等环境污染物的单克隆抗体，实现了小分

子的残留检测。尽管该技术凭借成熟的工艺流程

和高纯度抗体生产能力在小分子抗体开发中占据

重要地位，但核心环节中的有限稀释法面临制备周

期冗长、阳性克隆筛选效率低、高亲和力克隆易丢

失的技术瓶颈。

为此，研究者开发了多维杂交瘤筛选创新策略：

1）采用半固体甲基纤维素培养基的物理屏障特性，结

合自动化成像系统实现单克隆原位可视化筛选，显著

提升了杂交瘤细胞的阳性克隆率［13］；2）通过生物素化

抗原与链霉亲和素-荧光探针复合物放大信号标记膜

表面受体，高效分选阳性杂交瘤细胞［14］；3）借助集成

化微流控平台（如 CellenOneTM）同步完成细胞培养、

ELISA检测及单克隆提取，将筛选周期缩短至 72 h［15］；

4）利用单细胞分泌组纳米阱阵列定量单个杂交瘤抗

体分泌量，定向筛选高产克隆［16］。

然而，传统杂交瘤技术仍受限于啮齿类动物的

免疫体系，且在缺乏永生化融合伴侣细胞的物种中

适用性受限，严重制约了跨物种抗体的开发效率。

因此，亟需构建一种跨物种兼容的新型抗体开发策

略以突破现有技术局限。

2　噬菌体展示技术

1985 年，Smith［17］通过将外源蛋白片段与噬菌

体衣壳蛋白基因融合表达，成功实现了外源蛋白在

噬菌体表面的定向展示（图 2），标志着噬菌体展示

技术的诞生。该技术的核心在于将蛋白质表型（抗

体结合能力）与其基因型（抗体编码序列）直接关

联。随着技术的迭代升级，当前已发展出基于微流

控芯片的高通量生物淘选系统，单次筛选通量可达   
1011 个克隆，显著提升了抗原特异性抗体的筛选效

率［18］。在基于噬菌体展示的小分子单克隆抗体技

术 领 域 ，多 项 研 究 展 现 了 该 技 术 的 创 新 潜 力 。

Zhao 等［19］通过构建抗玉米赤霉烯酮单链抗体库，结

合磁性免疫复合体识别策略，成功建立了非竞争检

测体系，使检测灵敏度较传统竞争法提升 112 倍。

González-Techera 等［20］则充分发挥该技术基因型 -

表型联动的核心优势，采用特异性环肽替代传统抗

免疫复合体抗体，开发出一种新型非竞争性小分子

检测平台，在单克隆抗体体系中实现检测信号的放

大。值得关注的是，基于纳米抗体的筛选技术也取

得了重要进展，有研究以羊驼为实验对象，经过多

轮亲和淘选，成功获得了黄曲霉毒素特异性纳米抗

体［21］，向妍［22］同样利用该方法成功筛选出 3 株靶向

苯并［a］芘的高亲和力纳米抗体序列，其热稳定优于

传统单抗，为复杂基质中小分子污染物的精准检测

提供参考。

噬菌体展示技术凭借高建库容量（较传统杂交

瘤技术高 5~6 个数量级）和突破免疫耐受的体外筛

选特性，在弱免疫原性或高毒性抗原的抗体制备中

展现出独特优势，并能将制备周期缩短至数周。该

技术催生了首个全人源单抗 Adalimumab（2021 年

销售额 207 亿美元）的里程碑药物［23］，并通过与单细

图 1　杂交瘤技术筛选单克隆抗体流程图

Fig. 1　Hybridoma technology screening process for monoclonal antibodies
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胞测序［24］、深度突变扫描［25］等技术融合，推动了蛋

白质互作网络与抗体进化机制的深入研究。然而，

该技术在小分子抗体制备中存在显著局限性，由于

小分子通常需偶联载体蛋白以增强免疫原性，但偶

联位点的随机性易导致关键表位被掩蔽，影响抗体

识别特异性，并且高亲和力抗体在固相筛选过程中

易丢失且稀有克隆富集困难进一步降低筛选效率。

此外，小分子抗体的开发需要优先保留天然重链/
轻链配对，而 scFv/Fab 文库中重链/轻链的非天然

随机组合往往会破坏抗体结构的完整性，降低亲和

力。尽管微流控-NGS 联用等创新方案正不断提升

筛选精度，未来或将实现抗体亲和力成熟的体外智

能优化，但当前技术仍需克服小分子靶点的表位识

别单一、载体干扰及文库多样性控制等挑战。

3　单 B细胞抗体技术

单 B 细胞技术作为一种新型抗体筛选技术，通

过 直 接 捕 获 天 然 配 对 的 B 细 胞 受 体（B-cell 
receptor， BCR）基因，有效克服了传统杂交瘤技术

因缺乏融合伴侣细胞导致跨物种兼容性不足的问

题，同时避免了噬菌体展示技术中重链/轻链的随

机组合产生非天然配对的缺陷。其核心优势体现

在以下三方面：1）跨物种兼容性，可直接从兔、羊驼

或人源 B 细胞中分离抗原特异性抗体，突破啮齿类

模型的限制；2）保留天然重链/轻链配对，通过单细

胞 RT-PCR 获得单细胞水平 V（D）J 基因全长序列

信息；3）显著缩短抗体开发周期。可在 2~3 周内获

得天然配对的完整抗体，且阳性克隆捕获率较传统

方法提升 10 倍以上［26］。该技术基于 B 细胞激活后

的生物学特性，当 BCR 识别抗原后，启动克隆扩增、

亲 和 力 成 熟 及 抗 体 类 别 转 换 等 关 键 生 物 学 过

程［27-28］，最终分化为记忆 B 细胞（Memory B cells， 
MBCs）和抗体分泌细胞（Antibody-secreting cells， 
ASCs），其中，MBCs 通过生发中心外途径在二次抗

原暴露时快速分化为高亲和力 ASCs［29-30］，为高效抗

体筛选提供了生物学基础。根据 IMGT 数据库中

物种特异性 V（D）J 基因序列信息，在 V 基因的前导

区设计上游引物，恒定区保守区设计下游引物，通

过巢式或半巢式 PCR 扩增低丰度单细胞的 V（D）J
全长序列。结合哺乳动物细胞真核表达系统，可高

效表达并纯化高纯度全长单克隆抗体。尽管单 B 细

胞技术在小分子抗体开发中展现显著优势，其广泛

应用仍受限于高筛选成本和对专用仪器的依赖。

未来需聚焦低成本微流控芯片的开发，以及自动化

高通量筛选系统的集成，以推动技术全流程智能

化，为食品安全检测提供更高效的抗体开发工具。

3. 1　荧光激活细胞分选

荧光激活细胞分选（Fluorescence-activated cell 

图 2　噬菌体展示技术筛选单克隆抗体的流程图

Fig. 2　Phage display technology screening process for monoclonal antibodies
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sorting， FACS）基于荧光标记抗原与 BCR 的特异性

结合，实现对抗原特异性记忆B细胞的精准分选，分选

原理如图 3所示。其标准化流程包括：1）荧光标记的

靶抗原与 MBCs共孵育；2）多色激光流式细胞仪检测

抗原-BCR 复合物信号；3）液滴静电偏转分选目标细

胞；4）单细胞 RT-PCR 扩增抗体重链/轻链可变区基

因；5）重组抗体表达与功能验证［31-32］。该技术在细胞

富集、筛选后再培养等方面展现出显著优势，能够满

足高通量、高细胞活性和多参数信息提取的细胞分选

需求［33］。例如，Starkie等［34］通过物种特异性表面标志

物的多参数流式分选策略，实现了抗原特异性记忆 B
细胞的精准分选，从而显著提升了兔源单克隆抗体的

跨物种开发效率。然而，该技术依赖膜表面标志物的

间接识别模式存在灵敏度限制［35］，难以直接分选缺乏

表面标记的抗体分泌细胞（如兔浆细胞和部分杂交瘤

细胞标志物）。针对这一挑战，Kurosawa等［36］基于ASCs
具有活跃抗体分泌功能的特性，创新性地开发了内质

网示踪染料（ER-Tracker）联合荧光标记抗原的双信

号策略，实现了对目标 ASCs的精准分选。此外，新兴

无标记成像技术通过定量相位成像解析细胞折射率

差异或采用时间拉伸光谱技术（每秒百万帧成像速率）

实现亚细胞结构动态追踪，显著提升稀有细胞识别精

度［37］。对此 Li等［15］进一步结合共聚焦激光扫描显微

镜，通过三维空间定位实现了小分子半抗原特异性杂

交瘤细胞的高精度挑选，大大提高了单克隆抗体的筛

选效率。尽管面临技术挑战，FACS 技术仍凭借其高

通量、高纯度分选能力，在B细胞研究领域保持不可替

代的地位，是当前 B 细胞亚群筛选不可或缺的工具。

3. 2　微流控技术

20世纪末，Harrison等［38］提出的微全分析系统以

微通道为结构特征，开创了微芯片技术的新纪元。该

技术依托于微流控芯片，实现了对微量液体的精细控

制，并能与多种检测手段联合使用。相较于荧光激活

细胞分选，微流控技术展现出若干关键优势：1）采用

密封式系统，有效防止外界污染；2）高精度显微成像

能够在操作过程中减少细胞的损伤，适用于需要保持

细胞活力的应用场景；3）以极低的样本与试剂消耗完

成高精度流体管理任务。此外，微流控芯片可灵活设

计，能选择和组合多种单细胞分析、分选方案，实现高

通量并行分析，动态监测单细胞变化，其体积小便于

集成，易于实现自动化，更易普及和推广［39-40］。2002年，

Unger等［41］在 Science上发表了关于利用微流控芯片

实现大规模集成的微阀和微泵技术的研究，这项工作

让学术界认识到微流控芯片不再局限于分析化学领

域，而是展现出更广泛的价值和潜力。目前微流控技

术已经广泛用于细胞分选和单细胞分析，为稀有细胞

图 3　单 B细胞荧光激活细胞分选的原理图

Fig. 3　Principle schematic of fluorescence-activated cell sorting for single B cells
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的获取和单细胞水平上的免疫分析方法的建立提供

了契机。同时微流控芯片技术根据其分隔细胞的载

体不同，形成了微液滴、微孔和微坝等微结构的微流

控单细胞操控体系。

3. 2. 1　液滴微流控技术

液滴微流控技术是基于油水不混溶性特性，

利用油相包裹含细胞的水相，并借助微通道内流

体动力学剪切力作用将细胞悬浮液离散化为单分

散的微液滴，图 4 展示了 3 种典型液滴生成通道结

构。每个液滴视为一个独立微反应器，从而实现

单细胞包裹和分离。有研究表明该技术的试剂消

耗量可降至传统方法的 1/100 以下，同时液滴生成

通量可达到每秒 103~104 个［42-43］。凭借单细胞隔

离、并行化处理及超低样本需求等优势，该技术已

成为单细胞转录组测序、酶活性筛选及稀有细胞

分选的核心技术平台［44］。 Hosokawa 等［45］开发了

一种多通道液滴融合系统，实现了单细胞全基因

组 扩 增 与 测 序 文 库 制 备 的 全 流 程 集 成 。

Ali Khorshidi 等［46］将荧光寿命成像显微术与液滴

微流控结合，通过实时监测 HEK293T 细胞凋亡过

程中线粒体膜电位变化，极大地提高了分析效率。

Sesen 等［47］提出了一种双模式（明场与荧光场）细

胞成像的液滴微流控 -单细胞分选技术，通过高速

摄像头对流动液滴进行实时图像采集与分析，成

功 将 目 标 细 胞 的 分 选 纯 度 提 升 到 85%。 Yang
等［48］创新性地将酶联荧光信号放大系统整合至液

滴平台，实现了低丰度细胞表面标记物的单细胞

定量分析。液滴微流控技术以高通量、低消耗和

单细胞解析能力，在抗体开发中展现出显著优势，

尤其在快速筛选和动态监测方面表现突出。但其

仍面临两大核心挑战：1）液滴空载率较高，且多细

胞包裹率随细胞浓度升高呈指数增长；2）液滴破

裂后细胞丢失率高，难以实现长时程单细胞行为

连续观测。针对上述问题，近期有研究提出 "细胞

自包裹 "策略［49］：利用 CD45 抗体修饰的磁珠与 B
细胞表面抗原特异性结合，使细胞 -磁珠复合体直

接作为液滴成核位点，显著提升有效包裹率，并实

现了磁控式液滴的定向回收。

3. 2. 2　微孔阵列技术

微孔阵列技术以芯片上装载的数以万计个微

孔作为分隔细胞的载体，基于泊松分布原理随机分

配细胞，并结合离心和显微成像技术直接观察单细

胞占位，最终实现单细胞的精准捕获，如图 5 所示。

该技术将细胞孵育与检测集成于同一芯片上，简化

了分选流程［50-51］。此外，可以通过优化微孔的形状、

材质，或借助离心辅助等外力操作将细胞限制在微

孔中，可进一步提高单细胞的捕获效率。例如，

Yoshimura 等［52］开发的聚苯乙烯微孔阵列芯片包含

3 万个微孔，实现了小鼠脾淋巴细胞 80% 的单细胞

捕获率；Park 等［53］通过离心优化将单细胞捕获率提

升至 90% 以上；商业化平台如 BD RhapsodyTM（整

合 mRNA 捕获磁珠）和 CellCelectorTM（纳米孔阵列

与荧光定位），进一步推动了该技术的标准化，基于

CellCelectorTM 平台，Li 等［54］实现了兔脾脏淋巴细胞

中单个抗体分泌细胞的可视化捕获，通过筛选分泌

莱克多巴胺特异性抗体的 ASCs，成功获得高亲和

力兔源单克隆抗体。凸显了该技术在稀有细胞分

选中的优势，并突破了兔骨髓瘤细胞使用受限的难

（a）T 型结构；（b）流动聚焦结构；（c）共轴聚焦结构。

（a） T-junction structure； （b） Flow-focusing structure； （c） Coaxial focusing structure.
图 4　3种常见微流控液滴生成通道的结构

Fig. 4　Structural designs of three common microfluidic droplet-generating channels
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题，大大缩短了小分子兔单克隆抗体制备周期。但

相较于液滴微流控技术，微孔阵列的通量较低（1 万

~20 万细胞/芯片）。未来技术趋势应着眼于优化

微孔结构与多组学整合，提升细胞上样通量与功能

适用性，通过提高细胞通量，微孔阵列技术有望成

为最有前景的单 B 细胞分选技术之一。

3. 2. 3　微坝阵列技术

微坝阵列微流控芯片是基于流体动力学原理设

计与细胞尺寸匹配的微坝结构，在通道内形成局部低

剪切区，在层流剪切力下，尺寸与微坝不匹配的细胞

被排出，而匹配的目标细胞被选择性截留在微坝间隙

中［55］，通过“无细胞状态”与“细胞捕获状态”对比，突

出芯片功能差异（图 6）。饶成飞等［56］搭建了 3种具有

不同尺寸的微坝结构，通过计算流体力学模拟和优化

流体剪切力，有效分离出不同尺寸细胞。李涛［57］进一

步利用该技术从全血中富集靶细胞，有效排除了血液

中其他杂质的干扰。然而，该技术依赖细胞物理尺寸，

难以区分不同表面标志物的同尺寸细胞亚群（如记忆

B细胞与抗体分泌细胞），导致单 B细胞分选特异性受

限。未来可以将微坝的流体动力学预富集与微孔静

态单细胞分离相结合，构建尺寸筛选与功能验证的双

重系统，从而提升抗原特异性单 B 细胞的分选效率。

4　其他单克隆抗体筛选技术

4. 1　免疫磁珠分选技术（MACS）
MACS 是基于抗原 -抗体特异性结合原理［58］，

通过将超顺磁性纳米颗粒（直径 50~200 nm）表面

偶 联 特 异 性 抗 体 ，实 现 对 靶 细 胞 的 快 速 富 集 。

Magbanua 等［59］创新性地将 MACS 与 FACS 联用，

建立了两步细胞分选策略，首先利用 CD45 磁珠负

向筛选去除造血系单个核细胞，再以 EpCAM 磁珠

正 向 富 集 循 环 肿 瘤 细 胞（Circulating tumor cells， 
CTCs），最 终 分 选 获 得 73% 的 活 细 胞 群 。

Leyendeckers 等［60］采用类似策略，在甲状腺疾病患

者外周血中检测到甲状腺过氧化物酶特异性 IgG+

记忆 B 细胞（阳性率 65%），其分选成本仅为 FACS
的 1/5。尽管 MACS 对细胞损伤较小，但对低丰度

细胞分选效率有限，且磁珠脱落可能干扰下游单细

胞测序，因此 MACS 更适用于靶细胞的预富集或与

其他单细胞技术联用。

4. 2　酵母展示技术

酵母展示技术是一种真核表达系统的抗体工

程平台，该技术通过将抗体基因与酵母表面锚定蛋

白融合表达，实现了目标蛋白在酵母细胞壁的定向

展示与功能筛选。相较于噬菌体展示技术，其核心

优势在于真核生物的内质网-高尔基体系统可介导

图 5　微孔阵列芯片的单 B细胞分离示意图

Fig. 5　Schematic diagram of single B cells isolation using a microwell array chip

图 6　无细胞微坝阵列芯片结构（a）和捕获细胞后的微坝阵列芯片结构（b）

Fig. 6　Cell-free microdam array chip structure （a） and microdam array chip structure after cell capture （b）
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抗体的正确折叠及翻译后修饰（如糖基化），从而更

精准地模拟哺乳动物细胞表达的抗体构象，筛选具

有高亲和力和特异性的抗体或抗体片段。Fux 等［61］

利用酵母展示技术成功筛选出 LPS 特异性人类单

链 抗 体 片 段 可 变 片 段（Single chain fragment of 
variation， scFv），其中 2 种 scFv-Fc 融合蛋白在去除

水溶液中的内毒素方面表现出优于商业多克隆抗

体的效果，表明该技术在生产单克隆抗体分子方面

有很大潜力。但其建库成本较噬菌体展示较高，未

来通过 CRISPR 介导的体内突变技术或可大幅降低

文库构建成本。

5　抗体筛选技术的多维评估

表 1 系统性对比了杂交瘤技术、噬菌体展示与

单 B 细胞技术这三大主流单抗筛选技术的核心参

数。尽管 3 种技术均能筛选抗原特异性单克隆抗

体，但在时间成本、技术原理、抗体亲和力与应用场

景上存在显著差异。1）传统杂交瘤技术依托有限

稀释法进行亚克隆筛选，存在周期长、工作量大，跨

物种适应性低等局限，但仍可筛选到高亲和力抗

体，适用于稳定细胞系构建；2）噬菌体展示技术通

过体外构建 1010~1011的抗体库突破物种限制，但在

小分子抗体的亲和力优化上需要更多的淘选步骤，

且因重链/轻链随机组合导致亲和力损失；3）单 B 细

胞技术通过精准捕获天然配对抗体和高效开发流

程，解决了传统技术的核心难点。尽管面临成本与

自动化瓶颈，但其在跨物种适用性、稀有抗体发现

等方面的潜力，使其有望成为食品安全与精准医学

领域的核心工具。该技术实现路径呈现细胞表型

依赖性分化，其中 BCR 高表达的记忆 B 细胞适用

FACS，对于 BCR 低表达或缺失的抗体分泌细胞则

更适合微流控芯片耦合分泌抗体原位检测实现无

标记分选。值得关注的是，Dippong 等［62］通过半抗

原-辣根过氧化物酶偶联物作为信号放大体系，锚定

于杂交瘤细胞膜表面，成功突破传统杂交瘤技术对

小分子抗原的筛选瓶颈，证实跨技术融合创新的可

行性。因此在制定抗体筛选策略时，要综合考量目

标细胞表型特征（BCR 表达丰度和分泌活性）、分选

技术特异性参数（细胞通量、细胞纯度和细胞活率）

以及下游应用需求（高亲和力小分子抗体需保留天

然重轻链配对）这三大要素，构建适配性最优的抗

体筛选技术体系。

6　展  望

小分子单克隆抗体筛选技术因其在农药残留、

真菌毒素及环境污染物检测中的关键作用，已成为

食品安全与生物分析领域的研发热点。然而，从庞

大的异质性 B 淋巴细胞群体中筛选分泌目标抗体的

单个 B 细胞仍面临技术挑战。传统的有限稀释法虽

可获得高亲和力抗体，但有效克隆的占比低，且开

表 1　3种单抗筛选技术的参数对比

Table 1　Parameter comparison of 3 monoclonal antibody screening techniques

技术指标

Technical parameter

建库通量

Library construction 
throughput

制备周期

Production cycle
稀有克隆捕获率

Rare clone capture rate
天然 VH/VL 配对

Native VH/VL pairing
抗体亲和力

Antibody affinity
设备成本

Equipment cost

传统杂交瘤技术  
Traditional hybridoma technology

103~104

4~6 个月  

<0. 1%

保留  

高  

50 000~100 000

噬菌体展示

Phage display technology

1010~1011

4~6 周

0. 5%~2%

丢失  

相对较低

50 000~200 000

单 B 细胞技术

Single B cell technology

104~105

2~3 周

5%~15%

保留  

高  

500 000~1000 000
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发周期长达 4~6 个月，难以满足快速检测需求。荧

光激活细胞分选和微流控技术等单 B 细胞分选技术

通过精准捕获功能性 B 细胞，并结合单细胞 V（D）J
测序保留天然重链/轻链配对的优势，显著提升了

小分子抗体开发效率。然而，荧光激活细胞分选的

液滴偏转过程导致细胞活性降低，可能导致关键克

隆丢失，而微流控芯片虽能实现温和分选，但受限

于分选通量，并且无论是仪器本身还是配套芯片的

价格都较高，在一定程度上限制了大规模应用。针

对小分子半抗原免疫原性弱、需严格控制交叉反应

等核心难点，未来抗体筛选技术突破需聚焦于 3 个

方面：1）开发高细胞通量、低筛选成本且无损的功

能性 B 细胞分选技术平台；2）通过深度学习解析抗

原表位与抗体 CDR 区结合规律，构建完善的抗体筛

选体系；3）整合自动化设备，实现从半抗原设计到

高敏抗体筛选的全流程智能化，为痕量小分子污染

物的精准监测提供更高效的解决方案。
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