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［摘要］本文主要阐述双特异性抗体的概念、类型、构建及制备方法，双特异性抗体介导的肿瘤杀伤机制，以

及利用双特异性抗体治疗肿瘤的临床前和临床试验研究的最新进展。
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双特异性抗体( bispecific antibody，BsAb) 可以同

时特异性结合两个不同的抗原，由于其特异性和双功

能性，在肿瘤免疫治疗中的作用越来越重要。本文主

要就 BsAb 的概念、类型、构建及制备方法，BsAb 介导

的肿瘤杀伤机制，以及利用 BsAb 治疗肿瘤的临床前

和临床试验研究的最新进展进行综述。

1 BsAb 的概念、类型及制备方法

BsAb 是含有两种不同的抗原结合域的免疫球蛋

白分子，自然状态下不存在，只能通过人工方法制备。
以往 BsAb 的制备方法有杂交瘤法、化学交联法等，基

因工程抗体技术的发展为 BsAb 的研制奠定了基础。
杂交瘤细胞是由 B 细胞和骨髓瘤细胞融合形成

的可以产生特异性单克隆抗体的永生化细胞系。两种

杂交瘤细胞进一步杂交形成的杂交瘤细胞可以在同一

细胞内产生两种不同的轻重链。在同一个细胞内两种

轻重链可以随机组装，产生 BsAb 分子及一系列无功

能的 单 特 异 性 分 子。组 装 成 BsAb 的 概 率 仅 有

1 /10［1］。因此，要得到单纯的 BsAb，需要精细的纯化

步骤，如连续使用两个亲和层析柱［2］。第一个在欧盟

被批准用于治疗恶性腹水的 BsAb catumaxomab 就是

由杂交瘤技术生产的，表明用这种方法生产临床治疗

用的 BsAb 是可行的［3］。
化学交联法是将两种抗体或抗体片段进行交联来

用于生产 BsAb［4］。最初使用氧化重组方法进行化学

交联，现在主要使用异型或同型双功能交联剂［5］。异

型双功能交联剂对两种不同的活性基团进行交联。例

如氨基和巯基基团。N-琥珀酰-3-2-联硫基吡啶-丙酸

盐［N- succinimidyl- 3- ( 2- pyridyldithio ) propionate，

SPDP］先和第 1 个抗体分子的氨基发挥作用，然后再

和第 2 个分子的自由巯基作用，引入巯基。使用这种

异型双功能交联剂的过程中，会遇到的问题是，一个抗
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体分子或抗体片段拥有大量的氨基或羧基基团，会导

致交联抗体的不均一性［6］。同型双功能交联剂可以

避免这种问题，如二巯基二硝基苯甲酸［5，5'-dithiobis
( nitrobenzoic acid) ，DTNB］和正苯二马来酰亚胺( o-

phenylenedimaleimide，o-PDM) ，已广泛应用于交联两

个来源于不同抗体的 Fab 片段来制备 BsAb。用胃蛋

白酶消化全抗体分子，再温和还原剩余铰链区的二硫

键，就会形成 F( ab )̀ 分子。Fab 分子用上述两种交联

剂进行两步孵育，共价连接即成为双特异性 F( ab )̀ 2
分子［7］。两种交联剂的作用有所不同，DTNB 主要用

于形成二硫键，而 o-PDM 则用于形成稳定的硫醚键。
一些由化学交联法制备的 BsAb 已经进入临床试验［8］。

杂交瘤法生产 BsAb 来源可靠，但由于轻、重链随

机配对组装可产生多种抗体分子形式，使得 BsAb 的

生产和纯化都变得非常困难。化学交联法交联蛋白酶

消化的 Fab 片断制备出的 BsAb 分子，虽然成分较均

一，但费时费力且产量很低。而基因工程抗体技术则

可以克服上述缺点。
基因工程抗体技术生产出了一系列不同类型的

BsAb。串联单链 BsAb 是将两个单链抗体片段( scFv)

通过一个柔性多肽连接而成。这种结构还可以通过继

续增加 scFv 的数量，串联为三特异性三元抗体以至多

特异性多元抗体［9］。微型 BsAb ( diabodies) 是由两个

抗体( 如 A 抗体和 B 抗体) 的可变区组成的异源二聚

体，这种组合可以是 VHA-VLB 和 VHB-VLA 组合，也

可以是 VLA-VHB 和 VLB-VHA 的组合。每条链单独

就可以结合一个抗原，两条链连接到一起就组成一个

可以结合两个抗原的 BsAb［10］。还有一大部分基因工

程重组 BsAb 是 IgG 样分子结构。最常见的形式是将

一个抗体分子的特异性抗原结合域融合到另一个抗体

分子轻、重链的 N 端或 C 端。如 DVD-Ig，它是将一个

抗体分子的 VH 和 VL 分别通过 linker 结构连接到另

一个全抗体的 VH 和 VL 的 N 端，两个亲本抗体具有

不同的抗原结合特异性［11］。因此，组成的四价抗体具

有双特异性。DVD-Ig 是一个完全对称的抗体分子。
另一种类型的 BsAb 是不对称的，它就是运用“杵臼

( knobs-into-holes) 技术”和“交叉技术( crossover) ”构

建的 crossmab，通过将一侧重链 CH3 特定位置上分子

质量较小的氨基酸突变为分子质量较大的氨基酸，引

入“knob”突变，将另一侧重链 CH3 特定位置上 3 个分

子质量较大的氨基酸分别突变为分子质量较小的 3 个

氨基酸，引入“hole”突变，通过“杵臼”结构使得来源

于两个不同亲本抗体的重链形成稳定的异源二聚体。
为避免轻、重链间仍存在一些随机组合，再利用“交叉

技术”将 CH1 和 CL 区交换形成 crossmab 的结构，避

免了表达过程中的无意义组合; 然后分别在两条重链

上再引入两个半胱氨酸残基，和相应轻链上的半胱氨

酸残基形成稳定的二硫键，使得 crossmab 结构更为稳

定［12］。另外，还有 IgG-scFv、taFv-Fc、双特异性三价分

子、双特异性四价分子等多种形式的 BsAb［13］。

2 BsAb 介导的肿瘤杀伤机制

2． 1 介导细胞毒作用

大部分 BsAb 都设计用于将细胞毒性效应细胞重

定向到疾病发展过程中具有重要作用的靶细胞( 例如

肿瘤细胞) 上。对肿瘤细胞，选择可以识别并靶向肿

瘤表面相关抗原的单克隆抗体作为亲本抗体; 对细胞

毒性效应细胞，则是选择靶向细胞毒性效应细胞激活

分子的单克隆抗体作为亲本抗体。用这两类亲本抗体

制备成可同时靶向肿瘤细胞和效应细胞的 BsAb，可将

效应细胞重定向到肿瘤细胞上。虽然第一代单克隆抗

体也具有招募免疫细胞的功能，但由于其 Fc 结构域可

能不加以区别地同时结合到激活性 Fcγ受体和抑制性

Fcγ受体上，其招募免疫细胞效能不足［14］。相比之

下，BsAb 的优点在于，同一抗体分子上有两个抗原结

合位点，可以分别识别不同抗原，一个抗原结合域可以

特异性地结合 T 细胞或 NK 细胞表面抗原 ( 分别为

CD3 和 CD16) ，另一个抗原结合域可以结合肿瘤细胞

表面抗原，如 CD19、CD20 和 HEＲ2、癌胚抗原 CEA、上
皮细胞黏附分子 EpCAM 等，从而将 T 细胞和 NK 细胞

带到肿瘤细胞附近，对肿瘤细胞进行杀伤［15］。
2． 2 介导或阻断细胞信号转导

通过 BsAb 与细胞表面受体或配体的相互作用，

可以诱导或阻断信号转导，导致细胞生长停滞或凋亡。
Gupta 等［16］使用可同时靶向 CD20 和 CD74 的 BsAb
HexAb，以套细胞淋巴瘤( MCL) 原代细胞和白血病及

淋巴瘤细胞系为实验对象，获得了比单独或联合使用

亲本单克隆抗体更强的杀伤恶性细胞的作用。在探索

各种癌症靶向治疗的过程中，BsAb 还常被用于通过靶

向表皮生长因子受体 EGFＲ 和表皮生长因子受体家族

的 ErbB2 /HEＲ2 来阻断肿瘤细胞的增殖信号转导。可

同时 靶 向 ErbB2 和 ErbB3 的 双 特 异 性 单 链 抗 体

( bsscfv) ，选择性结合 ErbB2 /ErbB3 双阳性细胞的灵

敏性比结合单阳性细胞的灵敏性增强［17］。临床前研

究表明，BsAb 的抗肿瘤活性决定于 ErbB2 的过表达水

平［18］。血 管 内 皮 生 长 因 子 ( VEGF ) ［19］ 及 其 受 体

( VEGFＲ) ［20］在肿瘤血管新生、肿瘤的生长和转移过

程中起重要作用。Lu 等［21］设计构建了靶向 VEGFＲ2
两个不同表位的 scFvs 结构的 BsAb，和亲本 scFv 相
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比，双特异性 scFvs 抗体分子的亲和力增加而解离率

降低。靶向 VEGFＲ2 和 VEGFＲ3 的 BsAb，可以阻断

VEGF 的激活并抑制 VEGF 诱导的内皮细胞迁移［22］。

同时靶向 EGF 和 IGF-1Ｒ 的 IgG 样 BsAb EI-04，是将

特异性靶向 IGF-1Ｒ 的 scFv 融合到靶向 EGFＲ 的特异

性 IgG 抗体的 C-末端。该抗体类型是一个双特异性

四价单链抗体 IgG 融合蛋白。EI-04 药代动力学特性

好，相比于单独使用亲本单克隆抗体或将两种亲本单

克隆抗体联合使用，EI-04 可更有效地阻断 EGFＲ 和

IGF-1Ｒ 磷酸化，从而阻断下游 Akt 和 EＲK 的激活，产

生更强的抑制肿瘤细胞生长和阻断肿瘤细胞周期的效

应［23］。将抗 VEGF 抗体分子的抗原结合域和抗 EGFＲ
抗体分子的抗原结合域分别融合到 IgG1 抗体重链和轻

链恒定区上，产生的重组人源化 BsAb DT-IgG 可同时靶

向 EGFＲ 和 VEGF，在裸鼠肿瘤异种移植模型中，该 DT-
IgG BsAb 显示出良好的药效学特性和抗肿瘤活性［24］。
2． 3 对抗肿瘤药物的导向作用

大量已研制出的 BsAb 也可以结合上药物、毒素、
酶及细胞因子等，这样既具有双重靶向作用又起到将

药物浓集于瘤组织周围，提高局部治疗浓度，减轻对正

常组织损伤的作用［25］。很多研究证明 BsAb 连接上化

疗药物、毒素或放射性核素，对肿瘤细胞有很强的杀伤

效应。例如，Corvalan 等［26］将靶向 CEA 的 BsAb 与长

春花生物碱或博莱霉素连接，注入荷瘤小鼠后，可使药

物明显浓集于肿瘤组织附近，而到达肝、肾、脾和骨髓

组织药物的量有所减少。使用连接化疗药物的 BsAb
与单独使用化疗药物相比，在达到同样疗效的情况下，

前者的用药量约为后者的 1 /1 000［27］。

3 BsAb 在肿瘤免疫治疗中的临床研究

目前，已在实验室中设计并生产出超过 40 种不同

的类型的 BsAb，但哪些类型的 BsAb 可以进入临床应

用仍难以预见。根据体外研究和动物实验结果，一些

BsAb 的Ⅰ期和Ⅱ期临床试验已经展开［28-29］。已发现

BsAb 在体内有生物活性的证据，包括降低血清中的肿

瘤抗原水平( 如前列腺特异性抗原) ，减少转移部位的

疼痛和皮肤转移的炎症反应等［30］。而在肿瘤部位观

察到的生物效应则表明一些类型的 BsAb 可有效地穿

透肿瘤组织。现阶段的临床试验仅限于“细胞因子风

暴”引发的毒性作用研究或 BsAb 复杂的药代动力学

研究［31］，它强调治疗性抗体在体内的稳定性和半衰期

长的重要性。此外，T 细胞重定向 BsAb 动员和活化 T
细胞及 NK 细胞的探索却遇到了阻碍，因此最近开始

专注于 BsAb 靶向骨髓效应细胞。BsAb 与生长因子

( 如 G-CSF /GM-CSF) 和细胞因子( 如 IFN-γ) 等在肿瘤

部位 联 合 使 用，导 致 越 来 越 多 髓 系 效 应 细 胞 的 活

化［32］。一些 BsAb 可促进肿瘤组织部位髓系效应细胞

的浸润。用 BsAb“武装”的髓系细胞对卵巢癌进行过

继治疗已经取得了令人鼓舞的结果［33］。

4 展 望

BsAb 药物发展所面临的主要困难，如生产效率低

和药代动力学性能差等，已经逐步被克服。各种 BsAb
类型的免疫原性问题需要进一步进行临床评价，或许

可以通过脱免疫的方法进行解决。已有几种 BsAb 目

前正在进 行 或 即 将 进 入 临 床 试 验［34］。而 一 些 新 的

BsAb 类型，例如 crossmab 和 DVD-Ig 也具有很好的发

展前景。在未来，BsAb 必将在肿瘤免疫治疗中发挥重

要的作用。而在筛选特异性肿瘤表面抗原、设计构建

结构更为简单稳定的 BsAb 类型、选择高效表达系统、
寻求更简化的生产步骤等方面仍需继续努力探索。
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