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在过去二十年癌症治疗抗体治疗药已革命。特异性结合肿瘤表面抗原抗体可能是有效治疗

药；但是，许多未修饰的抗体缺乏治疗活性。作为替代应用以抗体药物结合物(ADCs)方

式这些抗体成功地作为引导导弹输送效力细胞毒药物。ADCs 的成功依赖于四个因素—靶

点抗原，抗体，连接物，和有效载荷。通过美国食品药品监督管理局最近批准两个 ADCs

标志这些领域中巨大进展，布妥昔单抗[brentuximab vedotin](Adcetris®)和 ado-曲

妥珠单抗[trastuzumab]emtansine (Kadcyla®)。但是，对许多目前在临床前或临床开

发 ADCs 治疗窗仍狭窄而可能需要进一步改进增强这些 ADCs 的治疗潜能。ADCs 的生产

是一个领域其中需要改进因为当前方法产生异质性混合物可能包括0–8种药物种类每抗体

分子。位点特异性结合最近曾显示消除异质性，改进结合稳定性，和增宽治疗窗。在此，

我们综述和描述各种位点特异性结合策略目前被用于 ADCs 生产，包括使用工程化半胱氨

酸残基，非天然氨基酸，和酶学结合通过糖基转移酶 s 转谷氨酰胺酶。此外，我们还总结

http://protangzm28242.blogbus.com/logs/271726374.html
http://protangzm28242.blogbus.com/c3170412/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3929453/pdf/mabs-6-34.pdf


些方法中差别和强调至关重要的考虑 党构建下一代 ADC 治疗药。

引言

单克隆抗体(mAbs)由于其对靶抗原的高特异性和亲和力早已是在基础研究不可或缺的工具。对过去二十年，治疗性

mAbs 对宽广范围疾病，包括炎症疾病和癌症医学护理有重大影响。mAbs 的一个至关重要的特点是其高特异性和其

与结合靶抗原能力，标记它们为去除通过方法例如补体依赖细胞毒性(CDC)或抗体依赖细胞介导细胞毒性(ADCC)[1]。

抗 体 还 可 通 过 结 合 和 抑 制 靶 抗 原 的 功 能 传 授 治 疗 性 获 益 ， 如 曲 妥 珠 单 抗 (Herceptin®) ， 贝 伐 单 抗

[bevacizumab](Avastin®)，和西妥昔单抗[cetuximab](Erbitux®)[2]的情况。但是，抗体对肿瘤特异性抗原往往缺

乏治疗活性[3]。结合至细胞毒药物或放射性核素可能扩展 mAbs 的用途和改进其效力和有效性；从而抗体被用作靶

向和输送一个毒性有效载荷至选定疾病组织。这个方法是目前治疗性研究的主要重点。抗体曾被结合至若干细胞毒药

物，通过各种连接物化学和在体外和在异种移植物研究这些抗体药物结合物(ADCs)有选择地和潜在地杀死抗原–表达

肿瘤细胞的能力[4-6]。在临床已证实 ADCs 成功，而现在有两个这类药物在美国上市，ado-曲妥珠单抗 emtansine

(Kadcyla®)和布妥昔单抗(Adcetris®)。有超过30个 ADCs 目前正在进行临床研究，在未来可能更多结合物将被批准。

ADC 开发曾是迭代学习过程，ADCs 涉及从鼠类抗体被结合至标准化疗药物至完全人抗体结合至高效力细胞毒药物。

我们对 ADCs 了解比过去十年已实质上改进和我们现了解其成功开发需要许多至关重要的因素，包括靶抗原选择，抗

体，连接物，和有效载荷。最近见到进展的一个研究领域是结合化学。位点特异性结合的实施，其中结合只发生在工

程化半胱氨酸残基或非天然氨基酸例如，已导致 ADC 均质生产和改进 ADC 药代动力学(PK)性质。本综述将集中在位

点特异性结合的当前方法，以及我们对 ADCs 的当前和历史了解。

抗体-药物结合物

历史上 ADCs 的历史，为癌症治疗使用药物曾集中在靶向迅速地分裂的癌症细胞化疗。这些化疗药物包括叶酸和嘌呤

类似物(氨甲喋呤[methotrexate]，6-巯基嘌呤[6-mercaptopurine])，微管聚合抑制剂/促进剂(长春花生物碱，紫杉

烷类)和 DNA 损伤药物(蒽环类[anthracyclines]，氮芥 [nitrogen mustard])[7]。这些化合物靶向癌症细胞但还有机

体内其他正在分裂细胞，而患者接受治疗经受严重副作用大大限制给药剂量。治疗指数(最大耐受剂量/最小有效剂量)

对这些药物是小，导致一个狭窄治疗窗(图1)。为克服药物开发这个障碍和改进治疗性指数，研究人员转向 ADCs。

ADCs 的承诺是可选择性地输送毒性化合物至疾病组织，一种概念首先在1900s 年代早期被 Paul Ehrlich 描述为“神

奇子弹”[8]。但是，ADC 开发不简单和在1980年代和1990s 年代早期面临若干挑战。几个早期意向在 ADC 开发包

括 KS1/4抗体-氨甲喋呤结合物对非小细胞肺癌和 BR96抗体-多柔比星[doxorubicin]结合物为转移乳癌[9,10]。两个

药物都在临床评价，单尽管定位于肿瘤，结合物显示小或无治疗性获益[11,12]。对这些早期结合物的失败主要原因

可能是靶抗原选择差。被靶向 KS1和 BR96抗原最初被选定因为它们伴随癌症细胞表达，但两个抗原也在正常组织表

达，导致毒性[11,13]。限制这些结合物成功其他因子是使用或嵌合或鼠类抗体，它可引发一种免疫原性反应，和使

用较低效力药物。

Wyeth 和 Celltech 对这些早期 ADCs 改进与开发吉妥珠单抗奥唑米星[gemtuzumab ozogamicin](Mylotarg®)，

一种抗-CD33结合物为急性粒性白血病 (AML)治疗。吉妥珠单抗奥唑米星掺入一个高效力卡奇霉素 [calicheamicin]

衍生物有助于改进疗效和一个人源化抗体限制免疫原性[14]，但 mAb 药物连接物是不稳定和在48 h 中释放50%结合

药物。虽然吉妥珠单抗奥唑米星在临床证实有前途活性和被授权在2000年被美国食品药品监督管理局 (FDA)加速批

准，该药物随后一线标准医护联用临床数据提出担忧安全性和临床获益以后从市场撤出[15,16]。



来自上述初始 ADC 计划学习到的经验教训被掺入至开发和设计第二代 ADCs，而这些的两个，布妥昔单抗和 ado-曲

妥珠单抗 emtansine，显示令人印象深刻临床疗效和安全性，和最近被 FDA 批准。布妥昔单抗，由 Seattle Genetics

与 Millennium/Takeda 合伙开发为间变性大细胞淋巴瘤和霍奇金淋巴瘤的治疗，化学上偶联一个抗-CD30嵌合抗体

与高效力抗有丝分裂药， monomethyl auristatin E(MMAE)通 过 蛋 白酶可裂解的连接 [17] 。 Ado-曲 妥 珠 单抗

emtansine，由 Genentech 与 ImmunoGen 的 ADC 连接物-药物技术开发，靶向人表皮生长因子受体2(Her2)-阳性

乳癌和一个抗-Her2抗体(曲妥珠单抗)与细胞毒药物美登素[maytansine(DM1)]通过一个稳定连接物组合 [18]。这些

和其他 ADCs 开发得到的知识已导致更好了解 ADCs 功能和其临床性能的方式。

图1. ADCs 扩展治疗窗。与传统化疗癌症治疗比较 ADC 治疗药可能增加疗效和减低毒性。选择输送药物至癌症细胞

增加药物达到肿瘤剂量百分率，从而降低最小有效剂量(MED)。增加最大耐受剂量(MTD)，而由于开拓靶向输送较少

药物达到正常，非-靶组织。一起考虑，通过使用 ADCs 改善治疗窗。

ADC 功能和作用机制

ADCs 被设计以靶依赖方式杀死癌症细胞和在这个过程第一步是抗体与其抗原结合。肿瘤抗原必须位于细胞表面所有

可被循环抗体接近。ADC 结合时，整个抗原-ADC 复合物通过受体-介导内吞被内化(图2)。这个过程一般地发生当一

个配体结合在细胞表面受体和启动一个级联事件，包括衔接蛋白[adaptins]和网格蛋白[clathrin]的招募，细胞质膜

向内出芽，早期内涵体[endosomes]的形成，和最后转运至晚内涵体和溶酶体[19]。一旦在溶酶体内，ADCs 被裂解

和释放游离细胞毒药物至细胞，导致细胞死亡。细胞死亡的作用机制可能根据所用细胞毒类型变化(如，微管蛋白聚

合抑制剂例如美登素类和 auristatins 破坏细胞分裂， DNA 相互作用药物 DNA 损伤例如加里刹霉素[calcheamicins]

和 duocarmycins) [20]。当药物被释放至肿瘤环境癌症周边细胞也可能被杀死通过所谓旁观者效应过程细胞死亡

[21]。对有作用的 ADCs，肿瘤细胞必须内侧和周围达到游离毒性药物的阈值水平。因子影响是否符合这个阈值，和

从而决定一个 ADC 的成功，包括靶点肿瘤抗原，抗体，连接物和细胞毒药物(图3)。



ADCs 的解剖学

如早期所述肿瘤抗原是重要性，理想肿瘤抗原必须位于细胞表面允许 ADC 结合。肿瘤和正常组织间抗原最好表达不

同，在癌症细胞中表达增加。在正常组织表达抗原可能增强结合物被组织摄取，导致毒性和降低对肿瘤可供利用结合

物的剂量。肿瘤抗原另一个重要特征是 ADC 结合能够内化。ADC-抗原复合物通过受体介导内吞内化，接着 ADC 在

溶酶体内分解，导致最优游离药物释放和有效杀死细胞。该内吞将发生不保证对所有细胞表面抗原，而内化的速率可

能变动从迅速至零。最小 ADC 再循环至细胞表面和对最大释放毒性游离药物至细胞也需要增强内化抗原/ADC 输送

至溶酶体。因此，理想的应是细胞表面表达肿瘤抗原，在癌症组织中高度上调， ADC 结合内化，和能释放细胞毒药

物在细胞内侧[22]。

图2.通过 ADCs 细胞毒药物输送至癌症细胞。ADC 的单克隆抗体组分选择性地结合至细胞表面肿瘤抗原，导致 ADC-

抗原复合物通过受体介导内吞过程内化。ADC-抗原复合物然后转送至溶酶体隔室和被降解，在细胞内侧释放活性细

胞毒药物。依赖于药物作用机制游离药物通过或微管聚合抑制作用或 DNA 结合/损伤致细胞死亡。

抗体特异性，亲和力，和药代动力学另一个至关重要的因子影响 ADC 成功是抗体本身。即使完美肿瘤抗原不能靶向

如被选定抗体不含有几个至关重要属性。抗体对肿瘤抗原的高特异性是必不可少的。一个抗体与其他抗原交叉反应或

显示一般非-特异性结合可能被正常组织不可预知的和在高量摄取，导致 ADC 在到达肿瘤前毒性和去除 /消除二者

[5,11,13]。为有效摄取至靶细胞抗体还必须与靶点抗原以高亲和力结合(Kd < 10 nM)和它应是免疫原性最小。针对



一个 ADC 安装的免疫反应，例如针对鼠类 ADC 人抗-小鼠抗体(HAMA)，重复周期治疗可预防[23]。重要还选择一个

有最佳 PK 性质抗体(较长半衰期与血浆中较慢清除率)[24]。最后，应注意到与抗体相关有些未知因子似乎促进 ADC

活性，如在一项研究中显示只有2/7与 CD22结合的抗体 结合物在体内有效，一种引人注目结果可能不单是由于 PK

性质所致[25]。

连接物选择和细胞内药物释放

肿瘤抗原鉴定后和开发抗体下一步是选择一个适宜连接物/细胞毒性药物。可以预料，药物在 ADC 活性和特征中起主

要作用。可能不太直观的是抗体和药物间连接物也非常重要。一个理想连接物应在循环血中稳定，但允许迅速肿瘤细

胞内释放活性游离药物。如连接物在血中不稳定，药物将被丢失和 ADC 活性减低[15,26]。

当前正在评价连接物格式可被大致分类为两组：可裂解的连接物(酸不稳定连接物，蛋白酶可裂解的连接物，和二硫

键连接物)和非-可裂解的连接物。酸不稳定连接物被设计在血中遇到 pH 水平时稳定，但在溶酶体内低 pH 环境变成

不稳定和降解(如，吉妥珠单抗奥唑米星)。蛋白酶-可裂解的连接物也是被设计成在血/血浆中稳定，但在癌症细胞溶

酶体内迅速被溶酶体酶裂解释放游离药物。它们有溶酶体内部蛋白酶活性高水平的优点和包括被这些蛋白酶识别和裂

解的一个肽序列，如有一个被组织蛋白酶迅速的水解二肽 Val-Cit 连接(如，布妥昔单抗)。

细胞内部释放游离药物(如，抗-CD56-美登素结合物 IMGN-901)。在非-可裂解的类别中连接物提供在血中高稳定性，

但完全依赖内化，溶酶体输送，和 ADC 复合物的降解为释放活性药物和杀死癌症细胞 (如 ， ado 曲 妥珠单抗

emtansine)。在细胞外间隙可能不释放药物和是不可能杀死邻近肿瘤细胞通过旁观者效应[27]。此外，优化连接物选

择依赖于选择的靶抗原。证实有 s 针对7个 B 细胞靶点 (CD19，CD20，CD21，CD22，CD79b，和 CD180)可裂解

的连接物 ADC 显示在体内疗效。相反，只有靶抗原 被内化和有效输送至溶酶体(CD22和 CD79b)显示有非-可裂解

的连接物在体内疗效[28]。在细胞中游离药物释放的特异性是所有连接物主要目标，而对控制高效力药物用于构建

ADCs 的毒性很重要。但是，对上述连接物 s 和连接物选择疗效和毒性间平衡作用变化将最终依赖实验确定正确连接

物，靶点抗原和想要有效载荷最优组合。



图3. 影响 ADC 治疗药至关重要的因子。ADCs 由一个细胞毒药物借助于一个选定连接物结合至一个单克隆抗体组成。

这些组分全部影响 ADC 性能和其优化对成功的结合物开发必不可少。

细胞毒药物

一个 ADC 的成功还依赖于使用最佳药物。被注射抗体定位于一个实体肿瘤的百分率是非常小(0.003–0.08%被注射剂

量每克肿瘤)；因此，毒性化合物有低于-纳摩尔浓度效力是可取的[29]。此外，药物为结合必须含适宜官能团和需要

在生理条件下稳定。目前正在用于构建 ADCs 药物一般分为两类：微管抑制剂和 DNA-损伤剂。英注意到其他药物例

如聚合酶 II 抑制剂，鹅膏蕈碱[α-amanitin]，也在研究中[30]。

微管抑制剂结合微管，微管不稳定化，和致 G2/M 期细胞停止。Auristatins 和美登素类是两类微管抑制剂是目前用

于 ADC 开发。MMAE 是一种高效力 auristatin(游离药物 IC50: 10-11-10-9 M)由 Seattle Genetics 开发和用于布妥

昔单抗，而 DM1是一种高效力美登素类(游离药物 IC50: 10-11–10-9 M)被 ImmunoGen 开发和用于 ado-曲妥珠单

抗 emtansine[23,31-34]。

DNA-损伤剂包括蒽环类，卡奇霉素，多卡米素类[duocarmycins]，和 pyrrolobenzodiazepines (PBDs)。所有这些

药物功能通过结合 DNA 的小沟和引起 DNA 直立断裂[stand scission]，烷化，或交联[cross-l inking]。细胞毒素是

高效力，有游离药物 IC50 <10-9 M，而 ADCs 掺入这些药物已在临床开拓，包括 inotuzumab ozogamicin，一种



Pfizer 开 发 的 抗 -CD22- 卡 奇 霉 素 结 合 物 ， 和 MDX-1203 ， 一 种 Bristol-Myers Squib. 开 发 的 抗

-CD70-duocarmycin[14,20,35-38]。

ADCs 从 BR96-多柔比星和 KS1/4-氨甲喋呤演变至目前上市的布妥昔单抗和 ado-曲妥珠单抗 emtansine 例证了在

ADC 领域许多科学家实质性努力和创新，和需要优化 ADCs 的所有组分，包括抗体，连接物，和有效载荷。ADC 的

成功开发依赖于疗效和毒性间微妙平衡的优化(靶点依赖和无关) (图4)。但是，工作还远未结束，而进一步发展对许

多未来 ADC 产品的成功必不可少。在 ADC 演变中当前研究的一个领域有助我们采取下一步骤是位点特异性结合。

图4. ADC 在体内代谢。一个 ADC 的治疗窗依赖于疗效和毒性之间的微妙平衡的优化。ADCs 的预期效果是靶点-依

赖性杀死肿瘤细胞靶点抗原高水平的表达(图 A)。靶点依赖性毒性和杀死表达靶点抗原低水平的正常细胞(B)，或通过

游离药物进入正常细胞靶点无关毒性(图 C)。游离药物可能通过在血浆中 ADC 降解代谢或通过不稳定的易变化连接

物释放游离药物，可能致副作用。.

位点特异性结合

常规的 ADC 结合过程传统地，连接物-药物至一个抗体的结合发生在溶剂易接近的反应性氨基酸例如赖氨酸或从抗体

中链间二硫键还原衍生的半胱氨酸。赖氨酸结合导致0–8个结合物分子每抗体(图5)，而多肽作图曾确定结合发生在重

链和轻链二者在~20个不同赖氨酸残基(40个赖氨酸每 mAb)。因此，可能生成大于一百万个不同 ADC 种类[6,39-41]。

四个链间二硫键的还原后发生半胱氨酸结合，而结合从而限制至8个被暴露的巯基。连接物药物每抗体可能范围从0–8



个(图5)，生成超过100个不同的 ADC 种类[42]。在一个 ADC 混合物的异质性的多样性为2-倍因为这些 ADC 种类在

药物负荷和结合位点中不同。因此，每个种类可能有不同性质，可能导致在体内 PK 性质宽广范围。此外，可能挑战

ADC 生产 中批与批一致性和可能需要勤奋的制造能力。位点特异性结合，其中连接物 -药物 已知数量是始终

[consistently]结合至确定位点，是克服这些挑战一种途径[43,44]。异质性被缩小和 ADC 性质更可预测，从批至批

有一致结合物生产。药物-与-抗体比值(DAR)被精确地控制和可能被调整至各种连接物药物，生产或2-或4-DAR 位点

特异性 ADCs(表1)。从而，位点特异性结合对 ADC 药物开发是一个主要进展和这是毫不奇怪研究人员都集中若干方

法实现位点特异性结合。

通过工程化半胱氨酸残基位点特异性结合

氨基酸半胱氨酸含一个反应性巯基在许多蛋白结构和功能中起必不可少作用。长期以来通过半胱氨酸残基硫-反应性

探针与蛋白的结合为蛋白标记方法，而也被应用于生成 ADCs。如上所述，这个过程涉及链间二硫键的部分还原和导

致一个关于结合位点，药物数每个抗体，和链间二硫键完整数不同 ADCs 异质性混合物[42]。避免异质性的问题和维

持二硫键，可被工程化半胱氨酸残基至蛋白，但对这个方法仍有许多挑战。蛋白表面上工程化游离半胱氨酸残基可与

其他分子上半胱氨酸形成蛋白二聚体[45]。还有可能引入半胱氨酸与天然半胱氨酸残基分子内配对创建不适当二硫

键，导致二硫键移动[shuffl ing]和可能蛋白失活[46]。用为位点特异性结合半胱氨酸残基引入的成功依赖于选择适当

位点其半胱氨酸 -取代不改变蛋白结构或功能的能力。要做到这一点， Phage Elisa 发 展对反应性巯基的选择

(PHESELECTOR)通过引入反应性半胱氨酸残基至一个抗体-Fab(曲妥珠单抗-Fab 4D5)在各种位点，显示在噬菌体上

Fab，和筛选鉴定不干扰抗原结合的反应性半胱氨酸[47]。



图5.对 ADC 开发结合方法。ADC 用传统结合通过赖氨酸残基或链间二硫键还原生产导致药物与抗体比值 (DAR)和结

合位点位置两方面高异质性。位点特异性结合大大减低这个异质性。(A)赖氨酸结合导致 DAR 为0–8和潜在结合在~40

赖氨酸残基/mAb。(B)通过还原链间二硫键结合 导致 DAR 为0–8和潜在结合在8个半胱氨酸残基每 mAb。(C)利用两

个工程化半胱氨酸残基位点特异性结合导致 DAR 为0–2和结合在两个位点/mAb。如果需要通过工程化四个位点 DAR

可被加倍。图内显示数据是既往发表再绘图[40,41,43]。

研究为确定这个方法与全长 mAbs，结合一个细胞毒药物至一个抗 -MUC16 mAb 确定这个方法的通用性和有效性

[43]。根据 PHESELECTOR 分析结果，重链丙氨酸114(Kabat 编号 )被选择作为一种最适位点为半胱氨酸替代。与常

规的半胱氨酸结合不一样，其中药物被结合至抗体重链和轻链二者，利用工程化半胱氨酸位点结合只发生在重链在工

程化半胱氨酸残基，工程化巯基抗体(THIOMAB)结合物有大于92%含两个药物(图5)。根据这些结果，结合至工程化

半胱氨酸是既有效又特异性，尤其是与常规的半胱氨酸结合比较。重要的是，在这个位置半胱氨酸取代与原始抗

-MUC16抗体比较，不改变 HC-A114C 抗-MUC16THIOMAB 的抗原结合。这些结果是重要的因为它们证实发现的对

半胱氨酸结合最优位点也可用一个抗-HER2 Fab 和 PHESELECTOR 方法应用至全长抗体，而数据现显示这些位点对

位点特异性结合与其他 mAbs(曲 妥珠单抗 THIOMAB，抗 -CD22 THIOMAB，抗 -Steap1 THIOMAB 和抗 -TenB2

THIOMAB)工作良好[48-50]。

通过比较抗-MUC16药物结合物(ADCs)和 HC-A114C 工程化抗-MUC16 THIOMAB 药物结合物(TDCs)的传统治疗窗

接着强调位点特异性结合的重要性。比较两个结合物的疗效和尽管有减低药物负荷(~2药物每 TDC 相比~3.5药物每

ADC)，位点特异性 THIOMAB 结合物两者在体外和在体内研究是一样活性和有效，从而提供在半数药物剂量等同疗



效。有趣的是，工程化位点特异性 TDC 结合物在大鼠和食蟹猴毒性模型与传统传统 ADC 结合物比较也都较好耐受

[40,43] 与常规的 ADCs 比较动物给予抗-MUC16位点特异性 TDCs 显示减低肝和骨髓毒性。在一起考虑，上述 结

果显示位点特异性 TDCs 显示比常规的 ADCs 等同疗效和更大安全性和因此有改进治疗窗，进一步强调位点特异性结

合的获益[43]。

非天然氨基酸和硒半胱氨酸

对位点特异性结合第二个策略中心在用生物-正交反应性柄氨基酸的插入例如第21个氨基酸，硒半胱氨酸，和非天然

氨基酸，乙酰苯丙氨酸[acetylphenylalanine](pAcPhe)。为应用这些氨基酸曾开发两种方法和两者都利用终止密码

子，但一个掺入硒半胱氨酸(Sec)通过配对乳白密码子[opal stop codon]，即 UGA，用一个硒半胱氨酸(Sec)插入序

列和其他掺入 acetylphenylalanine 在琥珀终止密码子[amber stop codon]，UAG，利用一个 tRNA/氨酰 tRNA 合

成酶对[aminoacyltRNA synthetase pair]。

在第一种方法应用硒半胱氨酸，是非常相似于经典氨基酸，半胱氨酸，但在硫原子位置上含一个硒原子。硒酸基(盐

或酯)与硫醇基(盐或酯)相对物比较是一个更反应性亲核性，致使其中硒半胱氨酸被选定激活条件下它服从与亲电性化

合物结合。在哺乳动物中已知约25个含硒蛋白，包括蛋白例如谷胱甘肽过氧化物酶 [glutathione peroxidases]和

thioreductases[51]。在正常条件下，UGA 密码子对转录终止；但是，在存在硒半胱氨酸(Sec)插入序列 (SECIS) 位

于含硒蛋白的3' UTR，通过一个 mRNA 二级机构的形成和硒半胱氨酸(Sec)被插入在 UGA 密码子阻止终止[52]。通

过插入 UGA 密码子和一个 SECIS 在基因的3' 端硒半胱氨酸(Sec)插入可被工程化至非-Sec 编码基因。最近在 Sec 标

记和随后 mAbs 的位点特异性结合中用这个技术[53]。对位点特异性结合第二种方法利用非天然氨基酸，对乙酰苯丙

氨酸[p-acetylphenylalanine](pAcPhe)。pAcPhe 含一个酮基可选择性地结合至一个含烷氧基胺药物通过一个肟连

接。掺入 pAcPhe 至一个抗体，在所需的位置琥珀终止密码子被取代至抗体。然后抗体 cDNA 被共表达 co-expressed

与琥珀抑制因子[amber suppressor]tRNA 和适当地配对突变体 tRNA 合成酶。这个 tRNA 合成酶负荷 pAcPhe 至

或琥珀 tRNA 和从而 pAcPhe 在琥珀位点 UAG 被掺入至抗体[54,55]。为测试用位点特异性 ADC 结合这个概念的可

行性，琥珀终止密码子被在曲妥珠单抗全长抗-Her2 IgG 基因重链上一个丙氨酸残基(A114)取代，被鉴定的相同结合

位点和 THIOMABs 的工程化中描述。然后在有正确琥珀抑制转移核糖核酸[correct amber suppressor tRNA]/氨酰

基-RNA 合成酶对的一株中国仓鼠卵巢细胞株中被表达成功地生产含 pAcPhe 抗 -Her2 IgG。 A 连接物有一个烷氧

基胺[alkoxy-amine]被附着至细胞毒药物，auristatin F，和然后结合至 pAcPhe 抗 -Her2 IgG。结合物 在体内有活

性和证实用非天然氨基酸生成位点特异性 ADCs 的可行性[56]。上述实例 pAcPhe 外，也在位点特异性结合利用相似

过程涉及匹配 tRNA/氨酰基 -RNA 合成酶对研究使用其他非天然氨基酸[57,58]。最近在体外转录和翻译方法为抗体

表达发展和可能为位点特异性非天然氨基酸的掺入制定[59]。



图6.位点特异性抗体结合物的应用。分子与单克隆抗体的位点特异性结合有宽广范围应用。 位点特异性结合减低结

合物异质性和改进稳定性和功能。在此代表若干可能抗体结合物和包括为癌症治疗抗体-药物结合物(ADCs)，为成像

放射核素-抗体结合物 (RACs)，抗体 -抗生素结合物 (AACs)与感染疾病斗争，和为成像和检测抗体荧光基团结合物

(AFCs)。

酶学结合: 糖基转移酶和转谷氨酰胺酶

在位点特异性结合中另一个策略正在开拓酶催化键形成的使用。两个平台，一个基于糖基转移酶和第二个基于转谷氨

酰胺酶，最近被开发和似乎有前途。糖基转移酶平台用一个突变体 糖基转移酶化学上附着活性糖部分至抗体上一个

糖基化位点。然后选择的分子可被结合至糖部分上的化学柄。在第二个平台中，转谷氨酰胺酶被用于在连接物/药物

间一个胺基上形成一个键和抗体上一个工程化谷氨酰胺残基。正在研究两个平台为生产 ADCs 和在下文更详细探讨。

糖基转移酶是涉及寡核苷酸合成中一个大蛋白家族和负责从一个被激活的糖核苷酸转移糖残基至一个糖接受体或糖

蛋白/脂质。已知几个糖基转移酶的结构和揭示糖供体特异性是由催化袋中少数氨基酸决定[60]。利用这个知识，糖

基转移酶的袋内残基被突变，B4Gal-T1，至破坏供体特异性和允许化学上反应性糖残基，2-酮-Gal 的转移 [61]。这

个技术允许转移化学上反应性糖至一个含糖基化位点的任何脂质或蛋白的能力。

人类 IgG 抗体含一个 N-糖基化位点在 Fc 片段的保守的 Asn-297处。聚糖附着至这个位点一般是复合物，但可能被

去糖基化下至 G0，一个糖基转移酶突变体能够转移 C2-酮 -Gal 有高效 [62]。然后 C2-酮 Gal 活性化学柄可被偶联至



有一个正交反应性基的生物分子。这个方法被成功地使用位点特异性结合对抗-Her2抗体，曲妥珠单抗，与 Alexa Fluor

488氨氧基乙酰胺和应是对位点特异性 ADC 生成一种可行的技术[62]。

第 二 个 平 台 利 用 转 谷 氨 酰 胺 酶 催 化 游 离 胺 基 和 一 个 谷 氨 酰 胺 侧 链 间 一 个 共 价 键 的 形 成 。 来 自 商 品 买 到 的

Streptoverticil l ium mobaraense(mTG)的转谷氨酰胺酶和已被广泛的使用作为一种 蛋白交联剂[63]。mTG 不识别

任何天然存在糖基化抗体 Fc 区内的谷氨酰胺残基，但的确识别一个“谷氨酰胺标记”可被工程化至一个抗体[64]。

谷氨酰胺标记，LLQG，是工程化至靶向表皮生长因子受体一个抗体的不变结构域不同位点。然后 mTG 被用于这些位

点结合物与荧光团或 monomethyl dolastatin 10 (MMAD)和发现有良好生物物理性质和高程度结合的几个位点。

mTG 还能够结合物至抗-Her2和抗-M1S1抗体上谷氨酰胺标记。一个抗-M1S1-vc-MMAD 结合物显示强在体外和在

体内活性，提示结合用这个方法不改变抗体结合或亲和力和证实这个方法在 ADCs 的位点特异性结合中的用途[65]。

此外糖基转移酶和转谷氨酰胺酶，为在蛋白标记使用曾开拓其他酶[66]。一个这类酶，甲酰甘氨酸生成酶，识别 CxPxR

序 列 和 氧 化 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 形 成 甲 酰 甘 氨 酸 ， 从 而 生 成 一 个 有 醛 标 记 蛋 白 。 然 后 醛 基 可 被 结 合 至 通 过

hydrozino-Pictet-Spengler 化学选择的分子。这个技术似乎有前途和在位点特异性抗体标记中使用研究[67,68]。

位点特异性抗体结合物的应用

在许多应用 MAbs 是很有用处的范围从基础研究至疾病治疗。与 mAbs 结合物广泛各种分子能力曾进一步增加其功

能。传统结合是通过附着分子至抗体上反应性赖氨酸或半胱氨酸残基进行。但是，结合利用这些方法可能发生若干不

同位点和至不同程度，导致结合物种类的巨大异质性。已出现位点特异性结合作为减低异质性和改进抗体结合物一致

性和功能性方法。

目前研究下若干位点特异性结合方法和在前面几节详细描述五种方法。这些方法所有导致位点特异性结合，但方法间

存在几种差别，包括对抗体的遗传修饰要求，对结合使用的酶，和结合位点数和/或位置(表1)。

如上详细讨论，ADC 发展获益很大来自位点特异性结合因为在制造异质性和治疗窗增加的改进。最近，位点特异性

方法还曾允许深入研究如何结合位点修饰在体内 ADC 稳定性和治疗活性[50]。在这个研究中，使用工程化半胱氨酸

技术生成三种不同曲妥珠单抗 THIOMABs，一个有高度易接近的结合位点(Fc-S396C)，一个有部分地隐藏位点在一

个正性电荷环境 (LC-V205C)，而一个有部分地隐藏位点在一个中性环境 (HC-A114C)。细胞毒药物，monomethyl

auristatin E (MMAE)，被结合至三个曲妥珠单抗变种利用蛋白酶可裂解的连接物和被确定在体内治疗性疗效[50]。

尽管相似药物负荷和亲和力，三个变种显示不同治疗活性。这个变异活性是由于在体内连接物稳定性是结构中和结合

位点周围化学环境差异造成的。高溶剂-易接近的位点允许连接物-药物与白蛋白，半胱氨酸，或在血浆中还原谷胱甘

肽的马来酰亚胺交换。有最大治疗活性结合物在一个正性电荷环境含部分地隐藏巯基位点，允许琥珀酰亚胺环水解，

防止马来酰亚胺交换和改进结合物稳定性[50]。没有位点特异性结合这个重要发现也不会可能。

位点特异性结合的另一应用是生成放射性核素抗体结合物 (RACs)为使用作为治疗药或影像剂。目前有两个上市的

RACs，替伊莫单抗 ibritumomab tiuxetan(Zevalin®)和托西莫单抗[tositumomab](Bexxar®)，为治疗淋巴瘤，其

中放射性核素是通过抗-CD20 mAbs 靶向肿瘤[69]。两个这些分子是通过常规的结合生成，但它们和未来治疗性 RACs

将从使用位点特异性结合可能获益。在方法中也可能使用 RACs 例如免疫正电子发射断层扫描(ImmunoPET 或 iPET)，

在体内跟踪和定量抗体或为诊断目的。例如，工程化半胱氨酸残基被用于生成曲妥珠单抗 THIOMABs，随后用89Zr

标记。这些曲妥珠单抗 THIOMAB 89Zr RACs 然后被成功地用于在 ImmunoPET 实验追踪在体内结合物分布和肿瘤

摄取[70]。抗体也可结合至许多其他分子为研究和治疗药应用。当前抗体结合物包括抗体 RNA 结合物(ARCs)为干扰

siRNAs 的输送[71,72]，抗体抗生素结合物(AACs)靶向病原体[73,74]，抗体荧光体结合物(AFCs)为影像和实验室试

剂[50]，和蛋白抗体结合物(PACs)为 the 癌症治疗[75-77]。位点特异性结合可能被开拓为用这些结合物和将可能改



进其生产，稳定性，和均质性(图6)。对位点特异性结合方法学的发展已扩展 mAbs 的用途至许多令人激动未来应用，

确保对这些强有力分子在研究和治疗药的第一线显著位置。
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