
引用:潘志远,任雨乐,徐进,等.
 

基于高低亲和力抗犬
 

PD-L1
 

抗体与肿瘤微环境响应性连接子的抗体偶联药物制备及初步性

能评估[J].
 

聊城大学学报(自然科学版),2026,39
 

(1):94-105.
Citation:PAN

 

Zhiyuan,REN
 

Yule,XU
 

Jin,ZHU
 

Weifan,ZHUANG
 

Huangzhen,GAO
 

Tianyu,CHEN
 

Yi,GUO
 

Menghui,LIU
 

Tao,WANG
 

Chenguang,QIAN
 

Weizhu,HOU
 

Sheng,JI
 

Lusha,LI
 

Jun,SUN
 

Ziqiao,WANG
 

Xuekun,XIE
 

Lei,ZHANG
 

Dap-
eng,GUO

 

Huaizu,GUO
 

Qingcheng.
 

Preparation
 

and
 

preliminary
 

evaluation
 

of
 

antibody-drug
 

conjugates
 

targeting
 

canine
 

PD-
L1

 

using
 

high/low
 

affinity
 

anti-PD-L1
 

antibodies
 

and
 

tumor
 

microenvironment-responsive
 

linkers[J].
 

Journal
 

of
 

Liaocheng
 

U-
niversity

 

(Natural
 

Science
 

Edition),2026,39(1):94-105.
文章编号 1672-6634(2026)01-0094-12 DOI 10.19728/j.issn1672-6634.2025030005
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摘要 免疫检查点阻断疗法在人类肿瘤治疗中取得了突破性进展,然而犬类肿瘤免疫治疗药物的开发仍面

临重大挑战。随着宠物市场的崛起以及宠物医疗技术的发展,针对犬类肿瘤的抗体偶联药物(ADC)的需求

愈加迫切。然而,目前针对犬类程序性死亡受体配体1(PD-L1)靶点的ADC研究尚处于起步阶段,耐药性

和疗效不足问题亟待进一步探索,特别是不同抗体类型及药物抗体偶联比(DAR)对新型ADC的影响。本

研究首次制备了两种靶向犬PD-L1的新型ADC,采用高/低亲和力抗犬类PD-L1抗体(A单抗与T单抗)、
肿瘤微环境响应型连接子以及新一代拓扑异构酶I抑制剂Dxd,并通过控制偶联参数,实现了不同DAR值

ADCs的制备。经过初步鉴定后,本研究对不同DAR值的两种ADCs进行了初步表征、稳定性分析、结合活

性及细胞杀伤性能评估。结果显示,两种抗体ADCs各DAR值控制良好,均具有良好的成药性,DAR值和

抗体类型对于ADCs的稳定性和活性均具有一定影响,高低亲和力抗体均具有一定的杀伤性能,且随着

DAR值增加,杀伤性能增强。本研究为犬类肿瘤PD-L1
 

ADC的开发打下了基础,并为后续的犬源化ADC
开发提供了候选药物。
关键词 抗体药物偶联物;犬类肿瘤;免疫疗法;程序性死亡受体配体1;药物抗体偶联比
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Abstract Immune
 

checkpoint
 

blockade
 

therapies
 

have
 

made
 

groundbreaking
 

progress
 

in
 

human
 

cancer
 

treatment,
 

but
 

the
 

development
 

of
 

immunotherapeutic
 

drugs
 

for
 

canine
 

tumors
 

remains
 

a
 

significant
 

chal-
lenge.

 

With
 

the
 

rise
 

of
 

the
 

pet
 

market
 

and
 

advancements
 

in
 

veterinary
 

medical
 

technology,
 

the
 

demand
 

for
 

antibody-drug
 

conjugates
 

(ADCs)
 

targeting
 

canine
 

tumors
 

is
 

growing.
 

However,
 

research
 

on
 

ADCs
 

targe-
ting

 

canine
 

Programmed
 

Death-Ligand
 

1
 

(PD-L1)is
 

still
 

in
 

its
 

infancy,
 

with
 

issues
 

such
 

as
 

drug
 

resistance
 

and
 

insufficient
 

therapeutic
 

efficacy
 

requiring
 

further
 

exploration,
 

particularly
 

the
 

impact
 

of
 

different
 

anti-
body

 

types
 

and
 

drug-to-antibody
 

ratio
 

(DAR)
 

on
 

novel
 

ADC
 

performance.
 

This
 

study
 

pioneers
 

the
 

prepa-
ration

 

of
 

two
 

novel
 

canine
 

PD-L1-targeting
 

ADCs
 

by
 

integrating
 

high/low-affinity
 

anti-canine
 

PD-L1
 

mon-
oclonal

 

antibodies
 

(A-mAb
 

and
 

T-mAb),
 

tumor
 

microenvironment-responsive
 

linkers,
 

and
 

the
 

next-gen-
eration

 

topoisomerase
 

I
 

inhibitor
 

Dxd.
 

Through
 

controlled
 

conjugation
 

parameters,
 

ADCs
 

with
 

distinct
 

DAR
 

values
 

were
 

successfully
 

prepared.
 

Subsequent
 

characterization,
 

stability
 

analysis,
 

binding
 

activity,
 

and
 

cytotoxicity
 

evaluation
 

revealed
 

that
 

both
 

ADCs
 

exhibited
 

well-controlled
 

DAR
 

values
 

and
 

favorable
 

developability.
 

DAR
 

values
 

and
 

antibody
 

types
 

influenced
 

ADC
 

stability
 

and
 

activity,
 

while
 

both
 

high-
 

and
 

low-affinity
 

antibodies
 

demonstrated
 

dose-dependent
 

cytotoxicity
 

that
 

intensified
 

with
 

increasing
 

DAR
 

val-
ues.

 

This
 

study
 

lays
 

the
 

foundation
 

for
 

developing
 

PD-L1-targeting
 

ADCs
 

for
 

canine
 

tumors
 

and
 

provides
 

candidate
 

drugs
 

for
 

future
 

caninized
 

ADC
 

development.
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0 引言

程序性死亡配体1(CD274,PD-L1)作为免疫逃逸的关键调控因子,在人类肿瘤治疗中已展现出显著临

床价值[1-2]。通过阻断PD-L1与PD-1的相互作用,免疫检查点抑制剂可有效恢复T细胞对肿瘤的杀伤功

能,这一机制已在多种实体瘤中取得突破性进展[3-4]。为解决单一免疫检查点抑制剂的效能不足难题,一系
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列新型免疫检查点抑制剂或组合疗法等相继被开发,为肿瘤治疗带来了新的希望[5-7]。
当今社会,宠物犬已经成为人类不可或缺的伙伴,且在人类生活中扮演着重要角色。随宠物犬数量的增

加,相关产业也快速发展[8]。得益于经济水平的提高犬类医疗设施的完善,大多数犬类疾病都得到了有效治

疗。然而,犬类肿瘤依然是一个严峻的问题[9]。据统计,癌症已经成为犬类死亡的首要原因,其发病率与死

亡率远高于人类(一岁以上犬类肿瘤致死率高达30%)[10]。现有治疗手段(如手术、化疗)常伴随严重副作用

且难以根治[11]。因此,开发高效、低毒的犬类肿瘤靶向药物迫在眉睫。尽管,宠物医疗市场的快速增长(预计

2034年市场规模达11.8亿美元)[12],但犬类免疫治疗研究仍然滞后[13],亟待新的治疗策略和靶向药物的创新。
抗体偶联药物(Antibody-Drug

 

Conjugate,ADC)通过精准递送细胞毒素至肿瘤微环境,在人类癌症治

疗中已实现革命性突破[14-16]。以PD-L1为靶点的ADC凭借其“靶向杀伤”与“免疫激活”的双重效应,展现

出独特优势[17-18]。其中,新一代拓扑异构酶I抑制剂Dxd因其高活性、低毒性及强旁观者效应备受关

注[19-22],其亲水性连接子不仅可提升药物抗体偶联比(Drug-to-Antibody
 

Ratio,DAR),还能通过水解后非带

电结构穿透邻近低抗原肿瘤细胞,显著扩大杀伤范围[23-26]。然而,目前全球包括已获批的17种ADC均针

对人类适应症,犬类新一代PD-L1
 

ADC的研究仍属空白。
犬类PD-L1与人PD-L1的同源性以及靶向抗体的交叉反应性为跨物种疗法开发提供了潜在路径[27]。

研究表明,阿替利珠单抗(Atezolizumab)[28]可有效阻断犬外周血单个核细胞(PMBC)的PD-L1信号通

路[29],提示利用交叉抗体进行靶向犬PD-L1
 

ADC制备具有可行性。然而,犬类ADC开发仍面临两大核心

挑战:其一,抗体亲和力与DAR值对药物稳定性及疗效的影响尚未明确;其二,传统连接子是否适配犬类肿

瘤微环境的特异性生理特征还有待研究。
基于此,本团队从已有的抗人PD-L1抗体中筛选出系列与犬类PD-L1具有交叉反应性的抗体,并选取

两株高低亲和力抗体用于犬类肿瘤PD-L1抗体的初步开发。考虑到DAR值和连接子可能对药物效能的影

响,团队采用了新一代肿瘤微环境响应型连接子及Dxd毒素[30],并通过优化偶联工艺实现了DAR值的精

准调控。最终,制备了两类高低亲和力的犬类PD-L1
 

ADC,并为每类抗体制备了不同DAR值的样品。通过

系统评估不同DAR值ADCs的理化性质、结合活性及体外杀伤效能,本研究旨在揭示抗体类型与DAR值

对犬类ADC功能的影响,并为后续犬源化ADC的临床转化提供理论依据和潜在候选分子。

1 实验材料和方法

1.1 实验设备

本研究所用主要仪器包括:AKTA
 

avant
 

25层析系统(Cytiva,美国)、ACQUTY
 

BioAccord
 

LC-MS超

高效液相液质联用仪(Waters,美国)、FACS
 

Canto
 

II流式细胞仪(BD,美国)、Powerpac电泳仪及Gel
 

DocTM
 

EZ
 

Imager凝胶成像系统(Bio-Rad,美国)、超高效液相色谱系统UPLC(Waters,美国)、Evolution
 

300紫外

分光光度计(ThermoFisher
 

Scientific,美国)、SpetcraMax
 

M5酶标仪(Molecular
 

Devices,美国)、Biacore
 

T200
表面等离子共振仪器(GE

 

Healthcare,美国)、MICROCAL
 

VP-CAPILLARY
 

DSC仪器(Malvern,美国)。
1.2 实验材料

C4反相色谱柱(Waters,ACQUITY
 

UPLC
 

Protein
 

BEH
 

C4
 

(1.7
 

μm,2.1×50
 

mm,美国);分子排阻色

谱柱(Waters,ACQUITY
 

UPLCⒸProtein
 

BEH
 

SEC
 

Colimn,200
 

nm,1.7
 

μm,4.6
 

mm ×150
 

mm,美国)。
关键试剂包括:抗犬类PD-L1高亲和力A单抗及低亲和力T单抗(上海张江生物技术有限公司)、Deruxte-
can,Dxd-Linker复合物(MCE,美国)、组织蛋白酶B(MCE,美国)、三(2-羧乙基)膦盐酸盐(Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphine,TCEP,分析纯)(上海阿拉丁生化科技股份有限公司)、Mabcapture-R重组耐碱蛋白A层

析介质(上海迈泰君奥生物技术有限公司)、Series
 

S
 

Sensor
 

Chip
 

CM5(Cytiva)、Cell
 

Counting
 

Kit-8(CCK-
8)试剂盒(GLPBIO)、RPMI1640/DMEM培养基(上海张江生物技术有限公司)等。缓冲体系采用pH

 

6.0
磷酸盐缓冲液(PB)及HEPES溶液(Sigma,分析纯)。
1.3 细胞系

犬乳腺肿瘤细胞系(PETCC2478)和犬头部隆突性皮肤纤维瘤细胞系(PETCC2477)均由公益组织

PETCC(全球宠物培养物保藏中心)提供。A549为人PD-L1阳性肿瘤细胞系和MC38(鼠源结肠癌细胞系)
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均由上海迈泰君奥生物技术有限公司提供。

1.4 方法

1.4.1 ADC制备、表征及稳定性分析。(1)
 

抗体还原与偶联:用移液器量取1
 

mg
 

A单抗和T单抗,按抗体

TCEP
 

1∶20的摩尔比即14
 

μL加入10
 

mM
 

TCEP,然后用50
 

mM
 

PB将还原体系补至500
 

μL,
 

37
 

℃
 

300
 

rpm振荡1.5
 

h。取7.2
 

μL
 

Deruxtecan(抗体药物摩尔比1∶20),加入反应体系,混匀后37
 

℃
 

300
 

rpm振

荡6
 

h即得ADC(结构见图1)。采用G25脱盐柱脱盐至pH
 

6.0
 

的PB缓冲液用于后续实验。通过调节偶

联参数(药物/抗体摩尔比、反应时间)获得DAR值为2、4、6、8的ADC样品,详细条件见表1。

图1 抗PD-L1
 

ADC结构示意图

Fig.1 Structural
 

diagrams
 

of
 

two
 

different
 

anti-PD-L1
 

ADC

  (2)
 

DAR值检测:使用紫外分光光度法进行

DAR值测定。基于抗体在280
 

nm的特征吸收峰和

连接子药物复合物在370
 

nm处的特定吸收特征,将
待测ADC样品用PB缓冲液稀释至0.5~1.0

 

mg/
mL浓度范围,分别记录280

 

nm(A280)和370
 

nm
(A370)处的吸光值。根据Beer-Lambert定律建立

的双波长定量模型,通过式(1)计算DAR值[31]

 

表1 不同DAR值抗犬PD-L1
 

ADC偶联工艺参数优化

Tab.1 Optimization
 

of
 

conjugation
 

parameters
 

for
 

anti-canine
PD-L1

 

ADCs
 

with
 

varied
 

DAR
 

values

抗体/药物/(mol·mol-1) 偶联时间/h DAR

1∶4 4 2

1∶6 4 4

1∶10 5 6

1∶15 6 8

DAR
 

=
 [A280-ADCεAb-370-A370-ADCεAb-280/(εD-280εAb-370-εD-370εAb-280)]
[A280-ADCεD-370-A370-ADCεD-280/(εAb-280εD-370-εAb-370εD-370)]

, (1)

其中εAb370= 

2042:抗体在370nm处的摩尔消光系数;εAb280=234900:抗体在280nm处的摩尔消光系数;εD280=6650:
药物复合物在280

 

nm处的摩尔消光系数;εD370=19000:药物复合物在370
 

nm处的摩尔消光系数。
(3)

 

质谱分析(LC-MS):采用ACQUITY
 

UPLC
 

Protein
 

BEH
 

C4色谱柱,80
 

℃柱温下进行梯度洗脱

(0.1%甲酸水溶液/0.1%甲酸乙腈溶液,B相10%~95%,12
 

min),正离子全扫描模式(m/z
 

400~7000),
通过UNIFI软件进行去卷积分析(分子量误差±50ppm)。

(4)
 

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析:非还原电泳采用10%分离胶,还原电泳采用12%分

离胶。样品稀释至1
 

μg
 

/mL,每孔上样2
 

μg,
 

电泳条件为100
 

V,20
 

min后200
 

V,45
 

min。考马斯亮蓝染

色后,使用Image
 

Lab软件分析条带。
(5)

 

尺寸排阻色谱测二聚体(SEC):色谱柱为ACQUITY
 

UPLCⒸProtein
 

BEH
 

SEC
 

Colimn,200
 

nm,

1.7
 

μm,4.6
 

mm×150
 

mm,流动相为含15%异丙醇的200
 

mmol/L磷酸盐缓冲液,流速:0.2
 

mL/min;检测

波长280
 

nm。数据由Epower3软件处理分析。
(6)

 

差示扫描量热法(DSC):将DAR值为0、2、4、6、8的ADC稀释至0.8
 

mg/mL的浓度,以PBS作为

空白对照,扫描范围10~100
 

℃(升温速率80
 

℃/h)。数据经MicroCal
 

Analysis
 

Launcher软件分析。

1.4.2 肿瘤微环境响应性连结子释放机制分析。取DAR值为8的ADC,分别置换到50
 

mmol/L醋酸盐
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缓冲液和pH为7.35的PBS中,其中醋酸模拟弱酸性环境,PBS模拟常规血液环境。醋酸盐缓冲液加入

5
 

μg/mL的组织蛋白酶B,PBS溶液不加酶同处理,37
 

℃水浴酶切4
 

h。水浴完离心取上清进行质谱亚单位

检测,检测参数同上。
1.4.3 重组犬类PD-L1蛋白制备。基于NCBI数据库犬PD-L1序列,通过密码子优化构建pL101表达载

体,HindIII/NheI双酶切位点载体构建,与小鼠Fc片段融合表达,采用ExpiCHO-Sh瞬时表达系统转染14
天后,经Mabcapture-R蛋白A亲和层析纯化,最终获得可溶性犬PD-L1-Fc融合蛋白。
1.4.4 抗体及ADC功能评估。(1)

 

细胞结合试验:将犬PD-L1蛋白(10μg/mL,1.4.2步骤制备)包被于

酶标板(pH
 

9.6碳酸盐缓冲液,37
 

℃
 

1.5
 

h),封闭后依次加入梯度稀释抗体(初始浓度50μg/mL,2倍比稀

释,10个稀释度)、HRP标记二抗及显色液,酶标仪测定450/630
 

nm吸光值。数据由SoftMax
 

Pro
 

6.3采

集,GraphPad
 

Prism分析。(2)
 

表面等离子共振(SPR)亲和力检测:在CM5传感芯片固定500
 

RU犬PD-
L1蛋白,以HBS-EP为缓冲液,根据亲和力不同,采用多循环(A单抗)和单循环(T单抗)模式进行动力学分

析,数据经 Biacore
 

T200
 

Evaluation
 

Software拟合获得 KD 值。(3)
 

流式检测:将 PETCC2478和

PETCC2477细胞(1.5×106/mL),与梯度浓度抗体共孵育(45
 

min,避光),洗涤后加入FITC标记二抗(45
 

min,冰浴),流式细胞仪检测,FACSDiva
 

Software软件分析。(4)
 

细胞毒性实验:将肿瘤细胞(5×103/孔)
与梯度浓度ADC共培养72

 

h,CCK-8法测定450
 

nm吸光值,通过GraphPad
 

Prism计算IC50值。

2 结果与讨论

2.1 ADC的制备、初步表征及稳定性分析

本研究采用新一代肿瘤微环境响应性连结子,将新型拓扑异构酶I抑制剂Dxd与抗犬PD-L1单抗进行

偶联,成功制备了DAR值0~8的系列抗犬PD-L1
 

ADC(A单抗ADC分别命名为A,A-2,A-4,A-6,A-8;T
单抗ADC分别命名为T,T-2,T-4,T-6,T-8),肿瘤微环境响应型连接子的特异性裂解依赖于特异性蛋白

酶。相较于传统的ADC的载药量限制[19],本研究通过工艺优化获得高DAR值ADC,结合肿瘤微环境响应

性连接子,可能显著提升对肿瘤微环境的渗透杀伤能力[32-33],展现了强的旁观者效应。
表2 ADC

 

DAR
 

值确认

Tab.2 ADC
 

determination
 

of
 

DAR
 

values
 

for
 

anti-canine
 

PD-L1
 

ADCs

系列
UV法(吸光值)

280
 

nm 370
 

nm
DAR 质谱法(加权峰积%) DAR

A-2 0.47 0.15 4.70 452.80 4.50

A-4 0.69 0.31 6.60 651.40 6.50

A-6 0.50 0.23 6.80 720.20 7.20

A-8 0.40 0.23 8.50 787.80 7.90

T-2 0.51 0.12 3.40 240.20 2.40

T-4 0.50 0.17 5.00 560.40 5.60

T-6 0.32 0.15 6.90 666.20 6.70

T-8 0.43 0.23 7.80 750.30 7.50

  为确保不同DAR值的ADC具有良好的可比性,本团队在工艺控制中,充分还原了链间二硫键,确保偶

联位置具有一定的随机性,从而排除了偶联位点偏差对后续功能比较的干扰。通过紫外光谱法和质谱分析

(表2,图2)对DAR值进行了验证,结果表明各ADC的载药量符合设计预期。值得注意的是,质谱结果显

示,低DAR(<4)值样品呈现明显的轻重链异质性,随着DAR值增加,游离的链间巯基逐渐被偶联,而呈现

更高的均一性,这和团队设计的工艺预期相符,为不同DAR值之间的可比性提供了保障。
高DAR值的ADC有着更好的均一性,所以团队使用DAR值为8的ADC进行肿瘤微环境连接子特异

性切割实验,实验结果(图3)显示肿瘤微环境连接子在模拟酶环境下被部分切割,而在PBS等接近血液环境

中不会释放毒素,因此可以在增加疗效的基础上,减少了ADC的脱靶毒性及对机体的毒副作用。其潜在机

制为,肿瘤微环境响应型连接子通过特异性酶解实现精准药物释放,减少非靶向毒性及脱靶耐药风险;强旁

观者效应可有效杀伤邻近低抗原或耐药性肿瘤细胞,突破抗原异质性限制,同时改善免疫微环境,协同激活
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免疫[34-35]。
为进一步验证工艺的可靠性,避免偶联过程影响抗体的纯度,团队进一步进行了SEC与SDS-PAGE分

析,结果显示(图4),所有DAR值ADC样品的聚体含量均低于3%,证明偶联过程未显著破坏抗体结构完

整性,低DAR值样品的偶联异质性并未对纯度产生显著影响。非还原电泳显示分子量随DAR值增加,二
硫键逐渐被占据,分子量分布趋于均一。还原电泳结果则显示,随着DAR值增加,两种抗体重链条带有一

定的分子量增加趋势,符合理论预期。所有DAR值ADC均呈现大小均一的上下两个条带,说明偶联过程

未造成共价聚体的生成。初步表征结果显示各DAR值ADC符合预期,均具有较好的纯度。
为了验证各DAR值ADC进一步的成药性,以及偶联和抗体因素对ADC的热稳定性影响,团队进行了

DSC分析(图5,表3),分析结果揭示了抗体类型与DAR值对ADC构象稳定性有双重影响。不管是高亲和

力的A抗体还是低亲和力的T抗体,不同DAR值的偶联均导致Tm和Tm
 

Onset相较未偶联抗体有所下

降。而且随着DAR增高,偶联均一性的提升,特别是在DAR
 

8时,相对于低DAR值,两抗体均表现出Tm
 

Onset显著提升。而其在T抗体上,T-8,DAR值也显著提升。说明新型连接子的偶联,高DAR值未造成

ADC的稳定性风险。不同抗体对于结构稳定性的影响也不同。A抗体虽然比T抗体在未偶联状态下,具
有更高的Tm以及Tm

 

Onset,但随着偶联DAR值的提升,A-8和T-8具有类似的Tm和Tm
 

Onset,表明

T抗体在高DAR值偶联中表现出更大的优势。
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图2 基于质谱的ADC药物偶联效率验证高(上)/低(下)亲和力抗犬PD-L1抗体偶联Dxd后去卷积质谱图
Fig.2 Mass

 

spectrometry
 

validation
 

of
 

drug
 

conjugation
 

efficiency
 

deconvoluted
 

mass
 

spectra
 

of
 

high
 

(up)/low-affinity
 

(low)
anti-canine

 

PD-L1
 

antibodies
 

conjugated
 

with
 

Dxd

  注:A为DAR值为8的A单抗ADC,上为加酶酶切质谱图,下为不加酶酶切质谱图。

图3 基于质谱的ADC连接子毒素释放机制A单抗去卷积质谱图

Fig.3 Mass
 

spectrometry-based
 

analysis
 

of
 

ADC
 

linker
 

toxin
 

release
 

mechanism:

deconvoluted
 

mass
 

spectrogram
 

of
 

monoclonal
 

antibody
 

A
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  注:(a)
 

非还原/还原SDS-PAGE分析;
 

(b)
 

SEC-HPLC检测显示所有ADC聚体含量<3%。

图4 ADC初步表征

Fig.4 Preliminary
 

characterization
 

of
 

ADCs
 

  注:
 

ADC
 

0.8
 

mg/mL,10~100
 

℃,80
 

℃/h。

图5 DSC热稳定性分析

Fig.5 DSC
 

analysis
 

2.2 抗体及ADC靶向结合特性分析

为了评估抗体对于犬类PD-L1的靶向结合特性,
团队通过真核表达制备了犬类PD-L1蛋白,该系统能

够保留了PD-L1蛋白的糖基化翻译后修饰,这对其功

能至关重要[36-38]。为了确认ADC与犬类肿瘤PD-L1
的结合特异性[25,39-40],团队通过ELISA及SPR检测,
如图6(a~d),确认了高亲和力A抗体和犬类PD-L1
亲和力可达0.3

 

nmol/L级别,而 T抗体则与犬类

PD-L1的亲和力约为μM级别。值得注意的是,对于

犬类细胞膜上的PD-L1,高低亲和力的A抗体还是T
抗体,在一定浓度下,均能饱和结合图6(e)。这种表

面结合能力与溶液相检测结果的差异,可能源于:(1)
 

细胞膜表面PD-L1的构象异质性;(2)
 

T单抗对糖基

 

表3 基于DSC的抗犬PD-L1
 

ADC热力学稳定性分析

Tab.3 Thermodynamic
 

stability
 

analysis
 

of
 

anti-canine
PD-L1

 

ADCs
 

via
 

DSC

抗体 Tm
 

1/℃ Tm
 

Oneset/℃

A 84.45 76.85

A-2 81.80 52.52

A-4 81.08 54.17

A-6 80.27 56.35

A-8 80.05 58.15

T 79.02 67.18

T-2 64.98 55.59

T-4 65.65 55.14

T-6 65.73 52.10

T-8 77.30 57.63

化修饰表位的识别偏好;(3)
 

肿瘤微环境中辅助蛋白对表位暴露的调控作用。该现象提示在ADC功能评价

中需综合多维度结合检测数据。
本研究还分析了不同DAR值的偶联对抗体和PD-L1结合性能的影响,结果显示(表4),偶联对于PD-

L1的结合活性影响不明显。经过初步表征及靶向特性分析,为后续的活性评估提供了基础。
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2.3 体外抗肿瘤活性评价

CCK-8实验表明,如图7(a、b),ADC的细胞杀伤效能呈现明显的DAR值依赖性:DAR
 

6-8
 

ADC对

PETCC2478细胞的杀伤效能较DAR2-4显著提升。细胞杀伤结果显示,其中杀伤活性随DAR值的提升而

增加,且不受抗体类型和亲和力影响,两个抗体具有相似的DAR值依赖性表现。考虑到A抗体和T抗体

均和人PD-L1具有高亲和力,本研究进一步在人细胞系和鼠源细胞系中进行评估,结果具有类似性,如图7
(c)。值得注意的是,尽管T单抗和犬PD-L1溶液相亲和力较低,其DAR为

 

8
 

ADC仍展现出与A抗体

ADC相当的杀伤效果,这可能归因于:(1)抗原交联效应;(2)连接子裂解释放的游离Dxd通过旁观者效应

杀伤邻近低抗原细胞;(3)膜表面多价结合补了单一位点亲和力不足;(4)不同的内吞特性可能补偿亲和力的

不足。具体机制尚需进一步研究。基于T单抗在膜表面结合中的优势,其亲和力优化可通过抗体工程策略

实现,后续研究中,在抗体犬源化的过程中同步引入突变策略,系统性调节T单抗的亲和力与功能特性,可
进一步提升ADC的治疗指数[41-42]。同时,低亲和力抗体也有其潜在优势,T单抗(低亲和力)的膜表面结合

能力或可减少因高亲和力导致的“结合位点屏障效应”,从而改善穿透性。
对照实验证实,无关抗体ADC及低游离Dxd均未表现显著细胞毒性,证明杀伤作用具有靶向特异性。

ADC通过抗体靶向递送与Dxd的高效旁观者效应协同作用,解决了游离Dxd系统毒性高、肿瘤蓄积不足的

局限性,为犬类肿瘤治疗提供了更优策略。同时,这也说明不同的抗体对于ADC的活性具有一定的影响,
不同的亲和力并不是评估ADC性能的唯一可靠指标。

  注:(a)
 

A单抗ELISA结合曲线;
 

(b)
 

T单抗ELISA结合曲线;
 

(c)
 

A单抗SPR动力学分析Biacore
 

T200
 

Evaluation软件);
 

(d)
 

T单

抗SPR动力学分析(Biacore
 

T200
 

Evaluation软件);
 

(e)
 

流式细胞术验证膜表面结合(FACSDiva软件)。

图6 两种抗体与犬类PD-L1蛋白结合活性评价

Fig.6 Multidimensional
 

evaluation
 

of
 

targeting
 

efficacy
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  注:(a)
 

不同DAR值ADCs犬PD-L1阳性表达肿瘤细胞的的增殖抑制率;
 

(b)
 

不同DAR值ADCs对犬PD-L1阴性表达肿瘤

细胞的增殖抑制率;
 

(c)
 

ADCs对人源PD-L1阳性和鼠源PD-L1阴性肿瘤细胞的跨物种活性验证。

图7 抗犬PD-L1
 

ADC的体外细胞毒性评估

Fig.7 In
 

vitro
 

cytotoxicity
 

evaluation
 

of
 

anti-canine
 

PD-L1
 

ADCs

3 结论

本研究通过高低亲和力两种抗犬PD-L1抗体ADC的

制备,系统地探讨了DAR值和抗体类型对ADC稳定性和活

性的影响。首次证实了高DAR值新型PD-L1
 

ADC在犬类

肿瘤治疗中的可行性,其独特优势包括:(1)
 

肿瘤微环境响

应型连接子实现精准药物释放;(2)
 

Dxd的高效旁观者效应

突破抗原异质性限制;(3)
 

载药量调控可平衡稳定性与药

效。尽管T单抗的溶液相结合能力有待优化,但其膜表面活

性提示通过抗体工程(如表位优化、Fc改造)可进一步提升

治疗指数。这些发现为犬源化ADC的转化提供了重要理论

依据和技术路径。

表4 不同DAR值的ADC亲和力

Tab.4 Affinity
 

of
 

ADCs
 

with
 

different
 

DAR
 

values

抗体 亲和力/(mol·L-1)

A 2.79E-10
A-2 3.214E-10
A-4 2.860E-10
A-6 3.033E-10
A-8 3.150E-10
T 5.068E-5
T-2 1.813E-7
T-4 3.864E-7
T-6 2.138E-7
T-8 2.087E-7
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