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[摘 要] 目的：构建基于靶点人源化小鼠的程序性死亡受体-1（PD-1）/细胞毒性T淋巴细胞抗原-4（CTLA-4）双特异性抗体（BsAb）

并对BsAb及其 IgG1亚型进行抗癌活性评价和探讨其潜在的作用机制。方法：构建和扩增并纯化不同结构及抗体亚型的PD-1/CTLA-4

抗体BsAb1、BsAb2和BsAb3，对纯化BsAb进行靶点亲和力检测，采用荧光素酶报告基因实验和FCM检测抗体的生物学活性。基

于B-hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4人源化小鼠的MC38-hPD-L1结肠癌细胞移植瘤模型对BsAb进行体内药效评估，并通过移植瘤组织

中肿瘤浸润淋巴细胞（TIL）分析PD-1/CTLA-4抗体的作用机制。结果：成功制备的BsAb1、BsAb2及BsAb3对靶点PD-1和CTLA-4均

有较强的特异性亲和力、对靶点通路均有不同程度的阻滞活性，均明显抑制移植瘤的生长（P<0.05或P<0.01）。IgG1亚型BsAb

体内药效更优（P<0.01），TIL分析发现BsAb2-IgG1明显增加了CTL百分率（P<0.05），显著降低了肿瘤浸润Treg细胞百分率（P<0.01），

使肿瘤免疫微环境更有利于杀伤肿瘤细胞；增强ADCC活性的Fc突变体亚型BsAb2-SI则不能进一步提高抗肿瘤活性。结论：具
有Fc效应功能的 IgG1亚型的PD-1/CTLA-4抗体体内抗癌药效更优，因其可以更好地清除TIL中的Treg细胞。
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[Abstract] Objective: To construct programmed death-1 (PD-1)/cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) bispecific antibody

(BsAb) based on the target humanized mice, evaluate the anticancer activity of BsAb and its IgG1 isotype and investigate its potential

working mechanism. Methods: Different formats and isotypes of PD-1/CTLA-4 antibodies BsAb1, BsAb2 and BsAb3 were

constructed, expanded and purified. The target affinity of purified BsAbs were tested by surface plasmon resonance (SPR), and the

biological activity of antibodies were tested by luciferase reporter gene assay and FCM. The efficacy of BsAbs was evaluated in vivo

based on the MC38-hPD-L1 colon carcinoma cell transplant tumor model in humanized B-hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4 mice. The

working mechanism of PD-1/CTLA-4 BsAbs in transplant tumor tissues was investigated by tumor-infiltrating lymphocyte (TIL)

analysis. Results: Successfully prepared BsAb1, BsAb2, and BsAb3 all demonstrated relatively strong specific affinity to checkpoint

targets PD-1 and CTLA-4, showed different levels of blocker efficacy to target pathways, and significantly suppressed the growth of

transplant tumors (P<0.05 or P<0.01). BsAb with IgG1 isotype was more potent in vivo than other isotypes (P<0.01). Tumor-infiltrating

lymphocyte analysis revealed that BsAb2-IgG1 significantly increased the percentage of cytotoxic T lymphocytes (CTLs) (P<0.05)

and significantly decreased the percentage of tumor-infiltrating regulatory T (Treg) cells (P<0.01), thus making the tumor immune

microenvironment more conducive in killing tumor cells. However, the ADCC-enhanced Fc mutation isotype of BsAb2-SI can not

further improve anti-tumor activity. Conclusion: The IgG1 PD-1/CTLA-4 antibody with Fc effector function has more potent in vivo

anticancer efficacy, because it can better remove Treg cells in tumor-infiltrating lymphocytes.
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细胞毒性T淋巴细胞抗原-4（CTLA-4）是T细胞上

的一种穿膜受体[1]，能竞争性地结合抗原提呈细胞上的

B7配体，从而抑制T细胞的活化[2]。程序性死亡受体-1

（PD-1）是一种Ⅰ型穿膜蛋白 [3]，当PD-1与其配体（PD-L1）

相互作用时，T细胞受体（TCR）信号转导受到干扰，进

而抑制 T 细胞的活化[4-5]。双特异性抗体（bispecific

antibody，BsAb）是能够同时靶向2个不同抗原或同一

个抗原不同表位的抗体[6-7]，其能桥联肿瘤细胞与免疫

细胞，增强免疫细胞的杀伤功能[8]；也能激活或抑制同

一靶细胞的多条信号通路，达到增强杀伤靶细胞的目

的[9]。PD-1/CTLA-4 抗体作为最早开发的抗体靶点组

合，已有多款药物进入临床阶段。BsAb1单药治疗在晚

期肾细胞癌患者中表现出抗肿瘤活性，目前处于临

床Ⅱ期；BsAb2 目前处于临床Ⅰ期，拟用于治疗实

体瘤；BsAb3 已获批上市，用于治疗宫颈癌。BsAb

的潜能受靶点组合、结构、结合表位及价态等多种

因素所影响。本研究构建了 3 种处于临床试验阶

段且结构不同的 PD-1/CTLA-4 抗体，鉴定其功能活

性；通过改变其亚型后，进行肿瘤浸润淋巴细胞（tumor

infiltrating lymphocyte，TIL）分析，探讨不同结构及亚型

对PD-1/CTLA-4 抗体功能活性的影响，为PD-1/CTLA-4

抗体及其他BsAb开发的亚型及结构选择提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 细胞、实验动物及主要试剂

哺乳动物细胞 CHO-S 购自 Thermo 公司，CHO-

K1-αAPC-hPD-L1 细胞、Raji- αAPC-CD80/86 细胞、

Jurkat-Luc-hPD-1 细胞、Jurkat-Luc-hCTLA-4 细胞、

Jurkat-hCTLA-4 细胞均购自 Promega 公司，人源化

的小鼠MC38结肠癌细胞由百奥赛图（北京）医药科

技股份有限公司培养提供。

B-hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4 人源化小鼠购自百

奥赛图江苏基因生物技术有限公司 [动物合格证号

码：SCXK（苏）2021-0003]，实验操作符合实验动物

伦理原则。

ExpiCHOTM Expression Medium、ExpiFectamineTM

CHO转染试剂盒、OptiPRO培养基、PRMI 1640培养

基均购自美国Gibco公司，hPD-1-His及hCTLA-4-His

抗原均购自Acros公司，荧光素酶Bio-Lite Luciferase

Assay System购自美国Vazyme公司，流式抗体R-PE-

Anti-Mouse IgG-Fc、Anti-hIgG-Fc-Alexa Fluor 647 均

购自美国 Jackson公司，IgG1 Isotype、帕博利珠单抗

（pabolizumab）及伊匹木单抗（ipilimumab）均由百奥

赛图（北京）医药科技股份有限公司提供。

1.2 BsAb的构建

由通用生物（安徽）股份有限公司合成 3 个

PD-1/CTLA-4抗体序列。BsAb1 基因序列来源于

专利CN 109152835A ，BsAb2 基因序列来源于专

利 CN 111212658A ，BsAb3 基 因 序 列 来 源 于 专

利 CN 106967172B。抗体的轻链及重链基因分别构

建至pcDNA3.1表达载体。

BsAb1、BsAb2、BsAb3 为采用没有 Fc 效应功能

的抗体亚型，将 BsAb1 和 BsAb2 分别更换为野生

IgG1亚型，命名为BsAb1-IgG1和BsAb2-IgG1。在野

生 IgG1亚型的基础上将BsAb2突变为ADCC增强亚

型（S293D、I332E），命名为BsAb2-SI。

1.3 转染、扩增及其纯化

转 染 当 天 ，用 37 ℃ 预 热 的 新 鲜 培 养 基

ExpiCHOTM Expression Medium将CHO-S细胞稀释到

密度为 6×106个/mL；取 7.68 mL OptiPRO，加入 80 μg

抗体表达质粒，混匀后加入 320 μL ExpiFectamineTM

CHO 转 染 试 剂 ，轻 轻 吹 混 匀 后 迅 速 将

ExpiFectamineTM CHO-DNA复合物加入CHO-S细胞

中，将细胞置于36.5 ℃、8%CO2震荡摇床培养箱中培

养，2 h后加入ExpiCHOTM Expression Medium培养基

（含按照 1∶100稀释的青霉素和链霉素）继续培养。

转染后第 2天加入 24 mL ExpiCHOTM Feed和 600 μL

ExpiFectamineTM CHO Enhancer，在培养箱中继续培

养。转染后7 d收取细胞上清液，采用Protein A亲和

层析法纯化。Protein A亲和层析柱用平衡缓冲液平

衡 5个柱体积，以 2 mL/min流速上样，平衡液平衡层

析柱，洗脱缓冲液洗脱杂质，平衡层析柱，通过7个柱

体积洗脱缓冲液洗脱抗体；超滤管浓缩，计算其浓度

并分装，在-80 ℃条件下保存。

1.4 表面等离子体共振法检测纯化BsAb的亲和力

采用分子互作仪Biacore 8K对纯化抗体进行亲和

力检测，用Protein A芯片传感器分别捕获BsAb1、BsAb2

及BsAb3作为配体，以不同浓度的重组人hPD-1-His和

重组人hCTLA-4-His抗原作为分析物。使用 Protein A

芯片在10 μL/min的流速下捕获BsAb1、BsAb2及BsAb3

50 s，再以30 μL/min的流速使BsAb1、BsAb2及BsAb3

与hPD-1-His及 hCTLA-4-His 抗原结合 180 s，解离

400 s，得到亲和力曲线。通过分析软件进行数据分析，

使用1∶1结合模型对结合、解离曲线进行拟合，获得亲

和力动力学数据。

1.5 荧光素酶报告基因实验检测BsAb阻断PD-1/PD-L1

及CTLA-4/CD80/CD86的生物活性

将靶细胞CHO-K1-αAPC-hPD-L1（4×105个/mL）

接种于96孔板中，37 ℃培养箱培养12 h。去掉96孔

板中的培养基，用RPMI 1640培养基稀释待测抗体后

加入相应孔中，同时加入效应细胞 Jurkat-Luc-hPD-1

（1×106个/mL）；将96孔板置于37℃培养箱中培养 6 h
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后，室温中处理 5 min，向 96孔板中加入荧光素酶底

物避光处理5 min，放入96孔板后采用发光检测仪检

测荧光信号。依据相对光单位（relative light unit，

RLU）和最终检测浓度的对应关系建立相应的量效

曲线图。

荧光素酶报告基因检测BsAb对CTLA-4/CD80/86

体外阻断活性。将靶细胞 Raji-αAPC-CD80/86（4×106

个/mL）接种于96孔板中，用RPMI 1640培养基稀释待

测抗体后加入相应孔中，同时加入效应细胞Jurkat-Luc-

hCTLA-4（密度为4×106个/mL），将96孔板置于37 ℃培

养箱培养 6 h，室温中处理 5 min，向 96 孔板中加入

75 μL荧光素酶底物避光处理5 min，置入96孔板发光

检测仪检测荧光信号。依据RLU和最终检测浓度的对

应关系建立相应的量效曲线图。

1.6 FCM 检测 BsAb 对 B7-1 重组蛋白与 Jurkat-

hCTLA-4细胞结合的阻断能力

选取冻存的 Jurkat-hCTLA-4细胞并复苏，将检测

抗体用 PBS按 3倍倍比稀释 10个浓度梯度，抗体的

最高质量浓度为 60 μg/mL，将细胞、检测抗体、终质

量浓度为 0.2 μg/mL的B7-1配体加入 96孔板中，在

4 ℃的条件下作用 30 min，清洗 2 次后，每孔加入

50 μL R-PE-Anti-Mouse IgG-Fc（1∶500稀释）和Anti-

hIgG-Fc-Alexa Fluor 647（1∶5 000 稀释），4 ℃条件

下处理15 min。清洗2次后，上机检测。

1.7 基于 B-hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4 小鼠的 MC38-

hPD-L1结肠癌模型的建立及药效试验

分别在6~8周龄的hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4人源

化小鼠背部接种 5×105 个 MC38-hPD-L1细胞，待肿

瘤体积（肿瘤体积=0.5×长径×短径 2）达到 300 mm3

时，按照随机表法将其随机分为 11组（每组 6 只）。

分组当天按体质量10 μL/g腹腔注射一次相应浓度

的抗体，其中以 PBS 为阴性对照组，帕博利珠单抗

（抗PD-1抗体）为阳性对照组。每周给药 2次，同时

测量小鼠体质量及肿瘤体积。共给药 4 次，观察

1周后采用CO2吸入法安乐死小鼠，将小鼠尸体装入

垃圾袋交于医疗垃圾处理部门进行无害化处理。按照

公式“[1-（Ti-T0）/（Vi-V0）]×100%”计算肿瘤生长抑

制率（tumor growth inhibition rate，TGI）。公式中，Ti：

治疗组在给药第 i 天的肿瘤体积均值；T0：治疗组

在给药第0 天的肿瘤体积均值；Vi：对照组在给药

第 i天的肿瘤体积均值；V0：对照组在给药第 0天

的肿瘤体积均值。

1.8 FCM检测BsAb及其IgG1亚型对MC38-hPD-L1

结肠癌移植瘤组织中TIL的影响

基于B-hPD-1/hPD-L1/hCTLA-4人源化小鼠建立

结肠癌模型，待肿瘤达到180~220 mm³时随机分组，在

分组当天、第4天及第7天各组分别注射BsAb2、BsAb2-

IgG1、BsAb2-SI，共给药3次；末次给药后第3天取肿瘤

组织进行TIL分析。将肿瘤组织剪碎，加入Miltenyi

Tumor Dissociation Kit 的消化酶，置于 GentleMACS

Octo dissociator组织处理仪中制备成单细胞悬液；计数，

离心5 min后，根据细胞密度进行重悬。对细胞进行FCM

染色标记及上机检测分析。

1.9 统计学处理

采用 GraphPad Prism 7 统计学软件对实验数据

进行分析。呈正态分布的计量数据以 x̄±s 表示；在体

外阻断实验中，原始数据统计分析采用 One-way

ANOVA；在药效实验中，多组间及多组的两组间数据

比较采用 Student t检验；在 TIL 分析中，两组间数

据比较采用单因素方差分析 One-way ANOVA 和

Dunnett t 检验。以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建3种BsAb

不同结构的 3 种 PD-1/CTLA-4 抗体如图 1A 所

示，BsAb1为非对称结构，结合价态为单价结合，重链

采用 knob into hole 突变防止错配；BsAb2 为对称型

IgG-ScFv结构，结合价态为双价结合，在CTLA-4单

抗的C端融合抗 PD-1抗体的单链可变区 ScFv结构

域；BsAb3 同样采用对称型的 IgG-ScFv 结构，与

BsAb2的区别为BsAb3是在PD-1单抗的C端融合抗

CTLA-4的单链可变区ScFv结构域。通过CHO表达

生产并使用 Protein A 纯化，其理论分子量分别为

147 000、197 000、199 000；更换亚型后表达纯化的抗

体理论分子量与母本相同；SDS-PAGE检测结果（图

1B）显示，BsAb1、BsAb2、BsAb3 在非还原条件下

的分子量分别为 135 000~180 000、245 000 左右、

180 000~245 000，其 突 变 后 BsAb1-IgG1、BsAb2-

IgG1、BsAb2-SI的分子量分别为135 000~180 000 、

245 000 左右、180 000~245 000。结果表明，成功构

建并表达出与预期分子量相符的BsAb。

2.2 新构建 BsAb 可特异性结合重组人CTLA-4及

PD-1蛋白

表面等离子体共振法检测结果（表1）显示，其中

BsAb1、BsAb2和BsAb3与重组人CTLA-4结合的KD

值 分 别 为 3.88×10-9、1.54×10-8 和 6.22×10-9 mol/L；

BsAb1、BsAb2和BsAb3与重组人PD-1结合的KD值

分别为 6.23×10-9、1.00×10-8和 1.06×10-8 mol/L。结果

表明，成功构建的BsAb均能够与PD-1和CTLA-4特

异性地结合，其中BsAb1与CTLA-4及 PD-1的亲和

力相对最高。
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2.3 BsAb1、BsAb2、BsAb3均能在体外阻断PD-1/PD-L1

通路而BsAb2具有相对更强的CTLA-4/CD80/86通路

阻断活性

荧光素酶报告基因法检测结果（图 2A）表明，

BsAb1、BsAb2、BsAb3 均可以阻断 PD-1/PD-L1 信号

通路，展现出剂量依赖性的 NFAT 信号激活活性；

BsAb2具有阻断CTLA-4/CD80/86相互作用的活性，

而BsAb1、BsAb3对CTLA-4/CD80/86有较弱的阻断

作用。FCM检测结果（图 2B）显示，BsAb2能够有效

阻断CTLA-4与B7的结合，BsAb1、BsAb3对CTLA-4

与B7的阻断作用较弱，此结果与荧光素酶报告基因

实验检测结果一致。结果表明，3种BsAb均具有在

体外阻断 PD-1/PD-L1 信号通路的生物活性，其中

BsAb2 阻断 CTLA-4/CD80/86 相互作用的活性相对

BsAb1及BsAb3更强，但3种BsAb激活NFAT信号强

度的RLU值均低于阳性对照帕博利珠单抗及伊匹木

单抗（抗CTLA-4抗体）。

A：抗体结构图，红色为PD-1轻链，蓝色为PD-1重链，黄色为CTLA-4轻链，绿色为CTLA-4重链；B：抗体纯化结果

图1 PD-1/CTLA-4抗体结构示意图及纯化效果

表1 BsAb与CTLA-4或PD-1蛋白结合的亲和力

样 品

BsAb1

BsAb2

BsAb3

BsAb1

BsAb2

BsAb3

分析抗体

hCTLA-4-His

hCTLA-4-His

hCTLA-4-His

hPD-1-His

hPD-1-His

hPD-1-His

Ka/[（mol/L)-1·s-1]

9.87×104

1.01×105

9.96×104

6.00×104

2.23×104

9.69×103

Kd/（s-1）

3.83×10-4

1.56×10-3

6.20×10-4

3.74×10-4

2.23×10-4

1.03×10-4

KD/（mol/L）

3.88×10-9

1.54×10-8

6.22×10-9

6.23×10-9

1.00×10-8

1.06×10-8

Ka：结合常数（association constant）；kd：解离常数（dissociation

constant）；KD：亲和力常数（affinity constant）

2.4 新构建BsAb抑制B-hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4小鼠

结肠癌细胞移植瘤的生长

小鼠体内药效实验结果表明，在低剂量给药的

条件下（图 3A和 3B），BsAb1的TGI为 76.9%，BsAb2

的TGI为 70.0%，BsAb3的TGI为 18.3%；在高剂量给

药的条件下（图3B），BsAb1的TGI为 93.7%（P<0.05），

BsAb2 的 TGI 为 130.5%（P<0.01），BsAb3 的 TGI 为

46.3%。结果说明，3种BsAb均具有不同程度的抑制

肿瘤生长的作用。

*P<0.05, **P<0.01

A：荧光素酶报告基因实验检测BsAb对PD-1和CTLA-4的阻断活性；B：FCM检测BsAb对CTLA-4的阻断活性

图2 新构建BsAb对PD-1/CTLA-4信号通路的阻断活性

2.5 BsAb的IgG亚型对小鼠结肠癌移植瘤生长的影响

将BsAb1更换为 IgG1亚型，BsAb2更换为 IgG1

亚型和增强ADCC活性的 IgG1-SI亚型，通过体内药

效验证实验结果（图3C和3D）发现，在剂量为1 mg/kg

给 药 时 ，BsAb1-IgG1 的 TGI 为 88.7%（P<0.05），

BsAb1的 TGI为 10.1%，BsAb2-IgG1的 TGI为 88.3%
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（P<0.01），BsAb2 的 TGI 为 36.9%，BsAb2-SI 的 TGI

为 1.5%。在剂量为 5 mg/kg 给药时，BsAb1-IgG1 的

TGI 为 133.8%（P<0.01），BsAb1 的 TGI 为 111.0%

（P<0.01），BsAb2-IgG1 的 TGI 为 132.4%（P<0.01），

BsAb2的TGI为110.0%（P<0.01），BsAb2-SI的TGI为

32.2%。结果显示，在BsAb2中，BsAb1-IgG1较无Fc

效应功能的 BsAb1 展现出了更好的抑制肿瘤活性

（图 3C）；在BsAb2中，同样发现BsAb2-IgG1的药效

最好，无Fc效应功能的BsAb2次之，而增强ADCC活

性的BsAb2-SI反而最差（图3D）。

上述实验结果表明，3种BsAb均具有不同程度

的抑制小鼠结肠癌细胞移植瘤生长的活性，如将

BsAb亚型更换至 IgG1时，抑制肿瘤活性得到进一步

的增强。

2.6 IgG1亚型BsAb可更好地清除TIL中的Treg细胞

FCM对小鼠结肠癌细胞移植癌组织中TIL分析

结果（图 4）显示，与PBS组比较，BsAb2组和BsAb2-

IgG1 组 CTL 百分率显著升高（P<0.05 或 P<0.01），

BsAb2-IgG1 可显著升高 Th 细胞百分率（P<0.01）并

能显著降低 Treg 细胞的比例（P<0.01），从而引起

CTL/Treg的比值增大（P<0.01），使肿瘤免疫微环境

更有利于杀伤肿瘤细胞；而增强 ADCC 活性的

BsAb2-SI组的CTL、Treg细胞百分率均无明显变化

（均P>0.05）。结果表明，更换BsAb亚型为 IgG1较无

Fc效应功能的抗体亚型能增加TIL中CTL百分率并

降低Treg细胞百分率，但进一步增强ADCC活性的

SI亚型则对免疫细胞亚群的变化无显著影响。

*P<0.05, **P<0.01

A：BsAb1~BsAb3低剂量给药后肿瘤生长趋势图；B：BsAb1~BsAb3高剂量给药后肿瘤生长趋势图；

C：BsAb1不同亚型给药后肿瘤生长趋势图；D：BsAb2不同亚型给药后肿瘤生长趋势图

图3 BsAb及其 IgG1亚型对B-hPD-1-hPD-L1-hCTLA-4小鼠结肠癌细胞移植瘤生长的影响

与PBS组比较，*P<0.05, **P<0.01

图4 BsAb及其 IgG1亚型对结肠癌移植瘤组织中CTL（（A）及其Th细胞（B）、Treg细胞（C）和CTL/Treg细胞比值（D）的影响
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3 讨 论

NISONOFF 等[10]在 1960 年首次提出了 BsAb 的

概念，MILSTEIN等[11]在1983年制备了首个具有完整

免疫球蛋白G（IgG）结构的BsAb。2009年，第1个治

疗性 BsAb 卡妥索单抗（catumaxomab，靶向 CD3 和

EpCAM）上市[12]；2014年，第 2 个 BsAb 药物博纳吐

单抗（blinatumomab，靶向 CD3 和 CD19）[13] 获批；

2017年，罗氏公司推出第 3个获批BsAb药物依米珠

单抗（emicizumab，靶向FIXa和FX）[14]；2022年，罗氏

公司法瑞西单抗（faricimab，靶向ANG-2和VEGF-A）

获批[15]，同年中国首个自主研发的BsAb卡度尼利单

抗（candonilimab，靶向PD-1和CTLA-4）获批[16]。

PD-1/CTLA-4抗体是 PD-1抗体中开发最早的，

多种药物已处于临床开发阶段，目前已在国内上市

了卡度尼利单抗[17]。选择CTLA-4靶点与PD-1靶点

进行组合开发 BsAb 的首要因素可能是基于这 2

个靶点的伊匹木单抗与纳武利尤单抗（nivolumab）

联用的协同有效性已得到临床验证 [18-19]。然而，

PD-1/CTLA-4抗体开发过程中抗体亚型的选择也存

在尚待解决的问题，CTLA-4单抗的开发常采用 IgG1

亚型，临床前研究其作用机制主要是通过Fc效应功

能介导的ADCC作用杀伤Treg细胞，进而发挥抗肿

瘤的作用[20-23]。PD-1单抗的开发则常采用弱Fc效应

功能的 IgG4亚型。临床上的PD-1/CTLA-4抗体均采

用无 Fc效应功能的亚型，可能考虑为避免对效应T

细胞的非特异性杀伤。采用无Fc效应功能的亚型也

会抑制CTLA-4抗体清除Treg细胞的功能。目前，临

床上尚无PD-1/CTLA-4抗体与单抗的头对头比较结

果，PD-1/CTLA-4抗体能否发挥2个靶点的协同增效

作用，尚需进一步观察。本研究基于靶点人源化

小鼠，对 3 个 BsAb，即 PD-1/CTLA-4 抗体进行了

体内药效评估，均展现出了不同程度的抑制肿瘤

的活性。

本研究观察了更换抗体亚型能否进一步提高

BsAb的抗肿瘤活性，以BsAb1和BsAb2为研究对象，

对不同抗体亚型进行体内药效评估，结果发现具有

Fc效应功能的 IgG1亚型体内药效更优。进一步通过

TIL 分析发现，IgG1 亚型可以更好地清除 TIL 中的

Treg细胞，引起CTL/Treg细胞的比值增大，使肿瘤免

疫微环境更有利于杀伤肿瘤细胞，而进一步增强

ADCC 的 Fc 突变体亚型则不能带来更好的药效获

益。本研究发现，通过对 PD-1/CTLA-4抗体亚型的

优化可以实现阻断PD-1信号通路的同时，通过Fc效

应功能发挥ADCC作用以实现对Treg细胞的清除，

进而更大程度地发挥CTLA-4抗体的功能。本研究

也有继续值得探索的地方，如增强 ADCC 亚型的

BsAb2抑制肿瘤活性降低是否可能由于半衰期降低

或对效应T细胞产生了负面影响；其他结构BsAb的

增强ADCC亚型能否进一步增强抑制肿瘤活性；在

其他肿瘤模型中是否具有类似的现象等。

BsAb的开发目前尚无统一程式化方式，相对单

抗更具有“个性化”。重要的是选取何种靶点组

合、结构及抗体亚型可以带来独特的生物学效应，

进而提高有效性和安全性，并保证了可开发性。

BsAb由于可以结合 2个靶点，或作用于不同的细

胞亚群，因此体外研究较难全面地反映 BsAb 的

实际作用机制。本研究建立基于靶点人源化小鼠

PD-1/CTLA-4的BsAb的体内药效评估体系，研究

了不同结构及亚型对 BsAb 功能活性的影响，对

PD-1/CTLA-4抗体及其他BsAb开发的亚型及结构选

择具有新的借鉴意义。
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