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摘要 PD-1/PD-L1免疫疗法的快速发展为肿瘤治疗开辟了新的方向,但如何进一步提升其抗肿瘤效能仍

面临诸多挑战。抗体药物偶联物(ADC)能够显著拓宽化疗药物的治疗窗口,协同激活免疫,但不同的药物

抗体偶联比(DAR)可能对其活性和稳定性等关键属性产生影响。目前,关于不同DAR值的新一代靶向

PD-L1
 

ADC的研究尚较为匮乏。本研究首次采用不同类型的抗PD-L1抗体,制备了不同DAR值的肿瘤微

环境响应型PD-L1
 

ADC,并进行了初步表征、活性评估及初步稳定性分析。研究结果表明,抗体类型和

DAR值显著影响PD-L1
 

ADC的活性和稳定性。新一代PD-L1
 

ADC的开发,需要综合考虑效能和成药性

等多种因素。本研究为新一代PD-L1
 

ADC的设计、开发及机制研究提供了基础数据和理论支持。
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Abstract The
 

rapid
 

development
 

of
 

PD-1/PD-L1
 

immune
 

checkpoint
 

inhibitors
 

has
 

revolutionized
 

cancer
 

therapy,
 

yet
 

challenges
 

persist
 

in
 

enhancing
 

their
 

therapeutic
 

efficacy.
 

Antibody-drug
 

conjugates
 

(ADC)
 

have
 

the
 

potential
 

to
 

significantly
 

expand
 

the
 

therapeutic
 

window
 

of
 

chemotherapy
 

agents
 

while
 

synergisti-
cally

 

activating
 

immune
 

responses.
 

However,
 

the
 

drug-antibody
 

ratio
 

(DAR)
 

may
 

affect
 

key
 

attributes
 

such
 

as
 

activity
 

and
 

stability.
 

To
 

date,
 

research
 

on
 

next-generation
 

PD-L1-targeted
 

ADC
 

with
 

varying
 

DAR
 

values
 

remains
 

limited.
 

In
 

this
 

study,
 

we
 

first
 

developed
 

tumor
 

microenvironment-responsive
 

PD-L1
 

ADC
 

with
 

different
 

DAR
 

values
 

using
 

various
 

anti-PD-L1
 

antibodies.These
 

conjugates
 

were
 

subjected
 

to
 

preliminary
 

characterization,
 

activity
 

evaluation,
 

and
 

stability
 

analysis.
 

Our
 

findings
 

demonstrate
 

that
 

both
 

the
 

antibody
 

type
 

and
 

DAR
 

significantly
 

influence
 

the
 

activity
 

and
 

stability
 

of
 

PD-L1
 

ADC.
 

The
 

de-
velopment

 

of
 

next-generation
 

PD-L1
 

ADC
 

requires
 

a
 

comprehensive
 

consideration
 

of
 

efficacy,
 

drugability,
 

and
 

other
 

factors.
 

This
 

study
 

provides
 

crucial
 

experimental
 

evidence
 

and
 

conceptual
 

frameworks
 

for
 

the
 

ra-
tional

 

design
 

and
 

mechanistic
 

exploration
 

of
 

PD-L1-targeted
 

ADC.
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0 引言

自1990年首个抗体偶联药物(ADC)临床应用报道,以及2000年首个ADC获批上市,ADC领域历经近

40年的发展,已有17种ADC获批上市,数百种ADC候选药物进入临床研究[1-2]。ADC的核心设计理念通

过“靶向递送+精准释放”突破传统化疗的治疗窗口限制,其技术革新主要体现在载荷迭代与连接子优化,近
年来高药物抗体偶联比(DAR)喜树碱类载荷以及定点偶联肿瘤微环境响应型连接子凭借其独特的杀伤机

制成为临床开发的主流[1]。当前ADC药物的研发主要集中在HER2、EGFR、Trop2等成熟靶点[3],但免疫

检查点(如PD-L1)因其独特的生物学特性逐渐成为新兴研究热点[4]。

PD-L1靶点表达具有典型的时空异质性,除胞膜表达外,在外泌体,细胞质以及细胞间隙均存在分布,
其动态表达受多重机制调控[5]。受限于该复杂的表达模式以及多重免疫逃逸机制,传统抗PD-L1单抗临床

响应率受限,促使研究者探索多种新型联合策略,协同激活免疫。其中,化疗药物可通过破坏肿瘤基质屏障

增强免疫检查点抑制剂疗效,在多种肿瘤,如非小细胞肺癌、小细胞肺癌和三阴性乳腺癌(PD-L1阳性)等中

已成功临床应用[6]。然而,抗PD-L1单抗联合白蛋白紫杉醇或紫杉醇的临床疗效差异提示,简单的药物联

用有时难以实现协同效应优化[6]。这为ADC技术提供了机遇,通过靶向递送一定剂量的高效载荷,同时增

强免疫微环境调控,可能突破现有治疗瓶颈。

649  聊城大学学报(自然科学版) 第1卷



近年来PD-L1
 

ADC研究初现端倪,酸响应性PD-L1-Dox
 

ADC将多柔比星的EC50从4
 

�mol/L降至1.25
 

�mol/L,提示ADC的靶向增效潜力[7];采用经典的二肽连接子偶联单甲基澳瑞他汀E(MMAE)的PD-L1
 

ADC,具有较优的稳定性和可内吞性,EC50达nmol/L水平,但其骨髓抑制与神经毒性等毒副作用提示载荷

及连接子选择需平衡效价与安全性[8-9]。随着依喜替康衍生物(Dxd)载荷及新型连接子的应用,凭借温和毒

性、亲水性与旁观者效应等优势,在曲妥珠单抗ADC中展现出高DAR值下的良好耐受性[10-11],为抗PD-L1
单抗、多抗等ADC的开发提供了思路。

ADC的开发需系统性考量抗体特性,Atezolizumab(Tecentriq)相较于 Avelumab(Bavenciq)、

Durvalumab(Imfinzi)等抗PD-L1抗体,具有更优的内吞效率,这对依赖溶酶体酶切的ADC尤为重要[8],值
得注意的是,不同的抗体或工程化改造均可能显著影响ADC性能———糖基化修饰可改变亲水性,而铰链区

柔性序列改变或者Fc突变影响维持稳定性的同时改变Fc功能效应[12]。不同的抗体以及DAR值等均可能

对其活性,稳定性等关键属性产生影响。目前,关于不同PD-L1抗体及DAR值的新一代靶向PD-L1
 

ADC
的研究尚较为匮乏。

本研究采用非糖基化的Atezolizumab(Ab1)与创新的抗人PD-L1人源化抗体T0004(Ab2,IgG1)作为

抗PD-L1模型抗体,结合肿瘤微环境响应型连接子(酶响应)与Dxd载荷,制备了不同DAR值的肿瘤微环

境响应型PD-L1
 

ADC,随后对新型PD-L1
 

ADC进行初步表征、活性评估及初步稳定性分析。揭示了PD-L1
 

ADC中抗体类型与DAR值对药物理化性质、体外活性及稳定性的影响,为新一代免疫检查点靶向ADC的

设计提供理论依据与实践指导。

1 材料与方法
 

1.1 设备

AKTA
 

Avant
 

25层析系统(GE
 

Healthcare);Powerpac电泳系统及Gel
 

DocTM
 

EZ
 

Imager凝胶成像系

统(Bio-Rad);FACSCantoTM
 

II流式细胞仪(BD);SpectraMax
 

M5酶标仪(Molecular
 

Devices);差示扫描量

热仪(Malvern
 

MicroCal
 

VP-Capillary);Maurice蛋白分析系统(Bio-Techne
 

brand);紫外分光光度计(Evo-
lution

 

300)

1.2 材料

G25脱盐柱(Cytiva);TSKgel
 

Phenyl-5PW(7.5
 

mm×75
 

mm)疏水色谱柱(TOSOH);ACQUITY
 

UP-
LC

 

BEH
 

30
 

nm
 

C4
 

1.7
 

�m,
 

2.1
 

×
 

50
 

mm反向色谱柱(Waters);ACQUITY
 

UPLC􀆿Protein
 

BEH
 

SEC
 

Column,
 

20
 

nm,1.7
 

�m,4.6
 

mmⅹ150
 

mm分子排阻色谱柱(Waters);
 

ciEF
 

Cartridge(Maurice);二甲基

亚砜(阿拉丁);Dxd
 

(MCE公司);重组人PD-L1胞外域-Fc融合蛋白、Ab1、T0004(上海张江生物技术有限

公司);羊抗人HRP抗体(Solarbio);吐温20(Sigma);牛血清白蛋白(翊圣生物);细胞培养基、胰蛋白酶(上
海迈泰君奥生物技术有限公司);A431细胞、MC38(本实验室保藏)、CCK-8细胞增殖试剂盒(碧云天)

1.3 ADC制备

1.3.1 抗体还原与偶联。抗体还原与偶联。取Ab1和Ab2各2
 

mg,分别置于1.5
 

mL离心管中(n=4/
组);加入20倍摩尔浓度的三(2-羧乙基)膦(TCEP)(50

 

mmol/L
 

PB稀释),37
 

℃还原2
 

h;补充300
 

�L
 

PB
缓冲液及200

 

�L
 

DMSO后,按预设摩尔比(药物∶抗体=1∶4至1∶15)加入Dxd;37
 

℃偶联4~5
 

h后,经

G25脱盐柱纯化(流速0.5
 

mL/min)。

1.3.2 DAR值控制。通过调节抗体/载荷摩尔比获得不同DAR值ADC。Ab1组:DAR2(1∶4)、DAR4(1
∶6)、DAR6(1∶10)、DAR8(1∶15);Ab2组:同上梯度设置。

1.3.3 DAR值检测。采用UV初步对ADC的DAR值进行确认。采用SEC双波长(紫外280
 

nm峰面

积/370
 

nm峰面积)检测法对ADC的DAR值进行监控。

1.4 分析方法

1.4.1 理化分析。UV(紫外可见光谱法):将ADC浓度稀释至0.2
 

mg/mL,吸取1
 

mL待测样品于光程为

1
 

cm的石英皿中,设置280
 

nm、370
 

nm两个吸收波长进行检测,公式
 

1
 

进行计算。
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SEC-HPLC
 

(体积排阻色谱法):ACQUITY
 

SEC色谱柱(20
 

nm),流动相为含30%异丙醇的200
 

mmol/L
 

PB(pH
 

6.8),流速0.2
 

mL/min,双波长检测(280/370
 

nm);

SDS-PAGE:12%分离胶,考马斯亮蓝染色,成像分析片段分布;

iCIEF(全柱成像毛细管等电聚焦电泳):在ciEF
 

Cartridge上建立3~10的pH梯度,上样50
 

�g,预聚

焦电压1
 

500
 

V,10
 

min,聚焦电压3
 

000
 

V,25
 

min;

HIC-HPLC
 

(疏水色谱层析法):TSKgel
 

Phenyl-5PW柱,梯度洗脱(1.5
 

mol/L硫酸铵→200
 

mmol/L
 

Tris-HCl+30%异丙醇,0.3
 

mol/L
 

硫酸铵),1
 

mL/min,20
 

min[13];
热稳定性:差示扫描量热法(DSC)分析(0.4

 

mg/mL,10~100
 

℃扫描,速率80
 

℃/h),MicroCal
 

Analy-
sis

 

Launcher软件进行数据分析。

1.4.2 功能活性检测。结合活性:将重组人PD-L1胞外域-Fc融合蛋白稀释至0.01
 

�g/mL,100
 

�L每孔

包被,37
 

℃水浴2
 

h;封闭过夜;待测样品初始浓度稀释至1.25
 

�g/mL后3倍比稀释8个梯度,每孔100
 

�

L,3复孔,37
 

℃水浴2
 

h;洗板5~7次;羊抗人HRP抗体稀释8
 

000倍,每孔100
 

�L加入洗好的酶标板中,

37
 

℃水浴2
 

h;50
 

�L显色液避光孵育5
 

min,50
 

�L终止液终止,Molecular
 

Devices酶标仪,450
 

nm扫描波

长,630
 

nm参比波长进行扫描读数,Graph
 

Pad软件进行数据分析;
流式细胞法检测细胞表面抗原:0.25%的胰酶消化细胞,PBS洗涤3~5次,抗PD-L1抗体加入到细胞

悬液中,孵育30
 

min,PBS洗涤3~5次,流式细胞仪进行检测,FACSDiva
 

Software进行数据分析;
细胞毒性检测:CCK-8法测定A431/MC38细胞存活率(72

 

h处理,n=3重复),Molecular
 

Devices酶标

仪检测波长450
 

nm,参比波长600
 

nm读数,Graph
 

pad软件进行数据分析。

1.5 2~8
 

℃初步稳定性评估

Ab1组:DAR2、DAR4、DAR6、DAR8;Ab2组:同上梯度设置;每种DAR值ADC浓度稀释至1
 

mg/mL
且重复4组,分别避光保存于2~8

 

℃,在0、20、40、60
 

d时间点取样检测。

2 结果与讨论

2.1 PD-L1
 

ADC制备及初步鉴定

2.1.1 不同DAR值PD-L1
 

ADC制备。在本研究中,我们采用巯基偶联法进行ADC制备〔图1(a)〕。通过

TCEP还原抗PD-L1抗体(Ab1、Ab2)链间二硫键,暴露出游离巯基位点。将肿瘤微环境响应型连接子-Dxd
定向偶联至这些位点[8]。通过调节药物/抗体摩尔比以及反应条件,成功制备了DAR值梯度约为0(仅含连

接子)、2、4、6、8的PD-L1
 

ADC
 

(Abs1、Abs2)(表
 

1)[14]。
表1 PD-L1

 

ADC
 

DAR值

Tab.
 

1 DAR
 

Values
 

of
 

PD-L1
 

ADC

稳定性实验0天 稳定性实验60天

抗体 SEC法 UV法 SEC
 

法

R 值 DAR R 值 DAR R 值 DAR

Abs1-0 0.00 0.0 0.0 0.0 0.00 0.0
Abs1-2 0.26 3.4 0.18 2.3 0.26 3.4
Abs1-4 0.35 4.8 0.29 4.0 0.34 4.6
Abs1-6 0.48 7.0 0.4 5.8 0.49 7.2
Abs1-8 0.57 8.6 0.54 8.1 0.53 7.9
Abs2-0 0.00 0.0 0.0 0.0 0.00 0.0
Abs2-2 0.28 3.7 0.24 3.2 0.28 3.7
Abs2-4 0.34 4.6 0.28 3.8 0.33 4.5
Abs2-6 0.49 7.1 0.45 6.5 0.48 7.0
Abs2-8 0.57 8.7 0.55 8.4 0.53 7.9

公式
SEC法:DAR

 

=
 

(2
 

042-R*234
 

900)/
 

(R*6
 

650-19
 

000);R 为峰面积之比

UV法:DAR
 

=
 

(2
 

042-R*234
 

900)/
 

(R*6
 

650-19
 

000);R 为吸光值之比
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  弱酸性环境可以减少抗体类药物的降解,益于ADC的稳定性[15-16]。制备好的不同DAR值PD-L1
 

ADC初步保存弱酸性缓冲液[17],以此条件样品进行后续初步表征以及稳定性评估。

2.1.2 DAR值测定。我们首先采用UV法进行DAR值测定,测定结果见表
 

1,各样本基本符合预期。为

了进一步准确测定ADC的DAR值,同时避免可能的游离药物影响,我们采用SEC结合双波长检测技术进

行了DAR值检测。抗体在280
 

nm处具有最大吸收值,而Dxd在紫外370
 

nm处具有最大吸收值。通过分

别在目标波长下测量相应的峰面积,并将其代入公式1进行计算,即可获得相应的DAR值

DAR
 

=
 

(εAb370 -
 

R·εAb280)/
 

(R·εD280-εD370), (1)

其中R=A370A280
,εAb370= 

2
 

042:抗体在370
 

nm处的摩尔消光系数;εAb280=234 

900:抗体在280
 

nm处的摩尔消光系

数;εD280=6 

650:药物Dxd在280
 

nm处的摩尔消光系数;εD370=19 

000:药物Dxd在370
 

nm处的摩尔消光系数;

R:ADC在紫外370
 

nm处吸收峰面积与280
 

nm处吸收峰面积的比值。
实验结果表明,两种抗体(Ab1和Ab2)的ADC均符合预期的DAR值梯度[18]。这表明该制备工艺能

够有效控制DAR值的均匀性和准确性,为后续的活性评估和稳定性分析提供了可靠的基础。

2.1.3 SDS-PAGE初步鉴定。为了进一步鉴定ADC的制备质量,我们对偶ADC进行了SDS-PAGE分

析。结果显示,两种抗体在偶联药物后并未表现出明显的聚集,图1(b)。通过电泳条带分析发现,低DAR
值ADC的巯基未被Dxd完全占据,去除还原剂后,游离巯基被重新氧化成二硫键。因此,在非还原电泳中,
随着DAR值的减少,抗体二硫键逐渐恢复,完整抗体的条带随DAR值的减少而逐渐增多。同时,在还原电

泳中,电泳条带从左到右逐渐升高,这与DAR值的增加趋势一致。

  注:(a)
 

抗PD-L1
 

ADC结构示意图;(b)
 

Abs1、Abs2
 

不同DAR值电泳图。

图1 PD-L1
 

ADC制备及初步鉴定

Fig.1 Preparation
 

and
 

SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

PD-L1
 

ADC

此外,电泳结果还表明ADC无明显降解现象[19]。这一结果进一步验证了我们的制备工艺能够有效维

持ADC的完整性和稳定性。
本研究通过巯基偶联法成功制备了不同DAR值的PD-L1

 

ADC,并对其进行了初步鉴定。DAR值测定

和SDS-PAGE分析结果均表明,制备工艺能够有效控制ADC的DAR值均匀性及其完整性。这些结果为

进一步的活性评估和稳定性分析提供了坚实的基础。

2.2 PD-L1
 

ADC的初步表征

2.2.1 pI分析。通过等电聚焦电泳分析发现,Ab2的等电点(pI)集中在9.0附近,图2(a),显著高于Ab1
的8.7,表明两者在表面电荷分布上存在差异。偶联Dxd后,Ab1的pI随DAR值升高从8.7逐渐降低至

8.1~8.5区间,而Ab2偶联物的pI仅轻微下降(DAR=8时为8.9,DAR=2时为9.1)。这一现象提示,

Dxd的负电荷基团(如羧酸基团)可影响ADC
 

pI,但不同的抗体影响程度不一。值得注意的是,抗体pI>9
时易与带负电荷的容器表面发生静电吸附,导致不可逆聚集[10],因此需要考虑合适的制剂缓冲液保存

ADC。相对于抗体,各DAR值ADC均呈现一定的pI异质性特性增加,说明药物偶联对于ADC电荷异质

性有一定影响。同时,高DAR(DAR=6/8)和低DAR(DAR=2/4)之间也存在一定的差异,且高DAR之间

具有一定的相似性,说明药物偶联对于电荷异质性具有一定影响,而随着偶联的饱和,电荷异质性趋于稳定。
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    注:(a)
 

等电点检测图谱;(b)
 

SEC检测图谱;(c)
 

疏水层析检测图谱。

图2 PD-L1
 

ADC初步表征

Fig.2 Preliminary
 

Characterization
 

of
 

PD-L1
 

ADC
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2.2.2 纯度分析。SDS-PAGE进行初步鉴定后,我们进一步进行了SEC纯度分析,结果显示,Abs2存在少

量聚体,如图2(b),并且二聚体的含量随DAR值的减少而增加,无糖基化修饰的Ab1不同DAR值ADC均

无明显二聚体。这一结果与初始假设相悖,Abs2相比Abs1表现出易聚集的倾向,说明抗体的亲疏水性不

是影响ADC偶联工艺聚集稳定性的决定因素[21]。这一发现为ADC工艺开发提供了新思路,除连接子及

DAR值相关的优化外,还可通过优化抗体调控ADC的聚集行为。

2.2.3 ADC异质性分析。两种抗体ADC呈现出不同的初始聚体含量,我们进一步对不同DAR值Abs1/

Abs2进行疏水异质性分析。木瓜蛋白酶处理可以呈现更多结构域疏水特性,酶切后疏水色谱分析显示,

Abs2整体出峰时间早于Abs1,说明Abs2整体疏水性要小于Abs1图2(c)。Abs2、Abs1疏水性差异的主

要原因可能是抗体的不同。
值得注意的是,不同DAR值的Abs1以及Abs2呈现出不同的峰型表现,特别是随着DAR值增加,

Abs2高疏水性峰比例逐渐增加,如图2(c),说明偶联的药物量是影响PD-L1
 

ADC疏水性的又一重要因素。
在疏水的特性表现上,Abs1和Abs2还存在差异,Abs1层析分离区域可观测的峰比例未呈现Abs2同样的

规律。由于Ab2抗体亲水性好于Ab1,Abs1更高DAR值的ADC可能由于更强的疏水性而结合在分析柱

上,未能在标准的HIC分析中有效分离。Ab1、Ab2可变区有较多氨基酸的差异,Ab2高变区含有更多的碱

性氨基酸,这可能是其亲水性差异的又一因素。这种随着DAR值增加,不同抗体疏水表现的差异也为抗体

工程化改造提供了方向,通过CDR区电荷优化可能突破DAR值对ADC疏水性及稳定性的限制。

2.3 不同DAR值PD-L1
 

ADC活性评估

2.3.1 结合活性。通过酶联免疫吸附试验(ELISA)可以评估不同DAR对于抗原结合能力的影响,如图3
(a)。结果显示,无论DAR值为0、2、4、6或8,Abs1和Abs2的EC50均稳定在亚nmol/L水平,与先前报道

(Atezolizumab-MMAE
 

EC50=0.9
 

nmol/L)相似[8]。这表明肿瘤微环境响应型连接子及Dxd载荷的引入未

显著改变抗体的CDR区构象或表位可及性,偶联后抗体对PD-L1的亲和力没有明显影响,两种抗体具有相

似的表现。同时,新型Abs2具有同类药物相似的结合活性,验证了Ab2作为ADC载体的可行性[16],这也

为后续进一步的开发评估打下了基础。
值得注意的是,高DAR值ADC仍能维持与裸抗相当的结合活性,提示载荷连接位点远离抗原结合域,

虽然为提升亲水性以及肿瘤微环境释放性能,对连接子进行了改造。该较长的连接子不影响抗体的结合域。
类似于经典HER2

 

ADC[22],这为后续PD-L1
 

ADC开发提供了重要参考。

2.3.2 细胞毒性。为明确DAR值对ADC生物学效能的影响,采用PD-L1阳性细胞以及PD-L1阴性细胞

系进行体外细胞杀伤实验,图3(b~d)。在PD-L1阳性细胞中,Abs1与Abs2的细胞毒性均随DAR值增加

细胞杀伤活性显著增强,Abs1
 

EC50:DAR=8时为0.4
 

�mol/L,DAR=2时为1.2
 

�mol/L;Abs2
 

EC50:

DAR=8时为0.3
 

�mol/L,DAR=2时为1.0
 

�mol/L,符合“旁观者效应”中高载药量提升杀伤效率的预

期[23]。两种ADC对PD-L1阴性细胞均无明显杀伤,证实其毒性依赖于PD-L1介导的内吞及肿瘤微环境响

应性药物释放。同时,DAR值在6~8之间,细胞毒性结果相似,说明DAR值和活性的关系并非简单的线

性,每一种ADC据需要形成最优的DAR,保证安全性有效性以及成药性特性统一。Abs2在DAR
 

8时EC50
(0.3

 

�mol/L)较Abs1(0.4
 

�mol/L)具有相似或稍强的杀伤效能,可能与抗体相关的差异相关,如结合表

位、Fc受体功能甚至非特异性杀伤等,虽然对于PD-L1阴性细胞未呈现特异性的杀伤性能,可以在一定程

度上排除一些相关差异因素,在后续的研究中还需进一步予以确认[24]。
与游离Dxd(EC50=6.9

 

�mol/L)相比,ADC的细胞毒性提升显著,如图3(d),这一增效幅度显著高于

传统ADC药物,凸显了肿瘤微环境响应型连接子与高活性载荷的协同优势。

2.4 PD-L1
 

ADC初步稳定性评估

ADC相比于经典抗体类药物具有更高的化学不稳定性[25],而ADC的稳定性是其成药性的核心指标之

一[26],尤其对于靶向免疫检查点的ADC而言,需平衡高DAR值带来的活性优势与潜在稳定性风险。因此,
在药物开发的早期阶段进行ADC初步稳定性评估至关重要。研究通过热力学稳定性分析和初步储存稳定

性评估,系统研究抗体类型与DAR值对PD-L1
 

ADC稳定性的影响,明确不同因素在ADC稳定性中的作用。
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  注:(a)
 

Abs1,Abs2,无关抗体结合活性;(b)
 

细胞系PD-L1表达流式检测图;(c)
 

Abs1,Abs2不同DAR值ADC杀伤A431细胞毒性

检测;(d)
 

不同DAR值ADC细胞毒性比对。

图3 不同DAR值PD-L1
 

ADC活性评估

Fig.3 Activity
 

Evaluation
 

of
 

PD-L1
 

ADC
 

with
 

Different
 

DAR
 

Values

2.4.1 热稳定性分析。
 

DSC是评估抗体类药物热稳定性的

重要工具[27],通过对不同DAR值Abs1、Abs2进行DSC分

析,结果显示(表2),与对照(DAR=0)相比,各DAR值PD-
L1

 

ADC的Tm
 

onset和Tm1均显著降低,表明药物偶联对

抗体的天然构象造成了一定的扰动,而且仅偶联连接子既可

以呈现这种扰动。然而,DAR值对热稳定性的影响呈现非线

性特征。在较低DAR值和较高DAR值之间,Tm
 

onset或

Tm1呈现一定差异,提示偶联的异质性还可能加剧低载药量

下的构象不稳定性。Abs1和Abs2之间也呈现出热稳定性

的差异。具体来说,Abs1和Abs2呈现出相似的Tm
 

onset,
但Abs1的Tm1略高,且高DAR

 

ADC具有稍高的Tm
 

on-
set或Tm1,这些结果突破传统低DAR值更稳定认知,表明

 

表2 不同DAR值PD-L1
 

ADC热稳定性分析

Tab.
 

2 Thermal
 

Stability
 

Analysis
 

of
 

PD-L1
 

ADC
 

with
 

Different
 

DAR
 

Values

ADC Tm
 

onset/℃ Tm
 

1/℃

Abs1-0 76.14 84.64

Abs1-2 54.11 82.04

Abs1-4 55.36 81.06

Abs1-6 56.48 80.40

Abs1-8 60.43 80.31

Abs2-0 66.71 79.00

Abs2-2 55.11 65.40

Abs2-4 56.82 65.54

Abs2-6 56.53 78.00

Abs2-8 56.93 77.71
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适度高DAR值可能通过提高结构均一性补偿偶联损伤[28-29]。
因此,在不同DAR值的Abs1与Abs2分析中,高DAR值的ADC未表现出热稳定性下降的趋势,且两

种ADC在热稳定性方面呈现相似性。该偶联策略和连接子可以支持较高DAR值PD-L1
 

ADC的制备,并
未对稳定性产生显著负面影响。

2.4.2 初步稳定性评估。
 

基本上所有的商业化ADC均为冻干制剂,为了进一步以较差的条件确认PD-L1
 

ADC的长期稳定性,我们将不同DAR值的PD-L1
 

ADC在弱酸性(目前ADC的平均制剂pH)缓冲液中,

2~8
 

℃下进行加速稳定性评估[30]。不同DAR值的PD-L1
 

ADC分别在0、20、40、60
 

d进行取样检测。

SDS-PAGE分析结果显示,2~8
 

℃存放60
 

d内,各DAR值的PD-L1
 

ADC均未出现明显降解,见图4(a)。

    注:(a)
 

SDS-PAGE分析;(b)
 

SEC聚体结果分析;(c)
 

结合活性比对。

图4 不同DAR值PD-L1
 

ADC初步稳定性评估

Fig.4 Preliminary
 

Stability
 

Evaluation
 

of
 

PD-L1
 

ADC
 

with
 

Different
 

DAR
 

Values

进一步通过SEC分析,随着存放时间的增加,分别对四个时间内不同DAR值的ADC进行SEC检测,
两种ADC聚体比例均保持在5%左右或以内,尽管Abs2初始二聚体高于Abs1,但高DAR值Abs2相比低

DAR值的Abs2的二聚体增长明显缓慢,这和DSC热稳定性分析的结果一致,明确了Ab2作为新型PD-L1
抗体支持新型PD-L1

 

ADC制备的优势,并且两种高DAR值的ADC在稳定性评估中均展现出良好的稳定

性,见图4(b)。
为验证ADC连接子的稳定性,我们进一步采用SEC双波长进行DAR值检测,结果显示DAR值变化
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不明显,特别是对于DAR=6的ADC(见表1)。此外,为验证存储期间不会对抗体的结合活性产生影响,我
们又对四个时间点的ADC进行ELISA检测,结果表明,不同DAR值的ADC在2~8

 

℃液体状态存储两个

月,不影响其结合活性,见图4(c)。
 

通过初步稳定性评估,我们发现ADC在未优化的基础缓冲液中,2~8
 

℃储存两个月以内,各DAR值

ADC的基本功能保持稳定,这为后续PD-L1
 

ADC的研究提供了基本的质量保证。

3 结论

本研究通过新一代连接子毒素巯基定点偶联技术,首次成功构建了基于糖基化和非糖基化PD-L1模型

抗体的肿瘤微环境响应型PD-L1
 

ADC。我们初步探讨了不同DAR值对ADC理化性质、体外活性及稳定

性的影响,为新一代PD-L1
 

ADC的设计和开发提供了重要的理论支持。
研究表明,DAR值与抗体类型以及连接子协同影响PD-L1

 

ADC效能及稳定性。特别是高DAR值

(DAR=6~8)的ADC兼具效能与稳定性优势,验证了“靶向递送-微环境响应释放”的协同增效机制。此

外,高DAR值ADC在热稳定性及储存稳定性方面表现更优,突破了传统上“低DAR更稳定”的认知,提示

适度高DAR值可通过结构均一性补偿偶联损伤,从而在疗效和稳定性之间实现良好的平衡。
综上所述,本研究为新一代PD-L1

 

ADC的设计、优化及后续开发提供了宝贵的理论依据,并为进一步

拓宽抗肿瘤治疗窗口与提高成药性提供了新的思路。
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