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[摘 要] 基于组合靶标的双特异性抗体能够识别相同或不同靶标上的两个或更多个表位。该领域经 

历了从最初开始关注双特异性抗体到美国食品药品监督管理局（Food and Drug Administration， FDA）批 

准BiTE（双特异性T细胞接合剂）疗法的渐进式演变，在过去二十多年中取得了巨大进步。得益于蛋白质 

工程技术的进步和大量的临床前研究投入，双特异性抗体不断被开发和优化，以提高其疗效并降低毒 

性。本文重点介绍了当前双特异性抗体在癌症治疗中的开发挑战、潜在解决方案以及未来方向。 
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癌症是最严重的疾病之一，对人类生命和健康构成 

重大威胁。美国2022年癌症统计报告显示，即使在治疗 

手段非常先进的时代，每天仍有近1 700人死于各种癌 

症。在癌症治疗中，肿瘤免疫疗法的免疫检查点抑制剂 

（Immune Checkpoint Inhibitor，ICI）、T细胞衔接器（T- 
Cell Engager，TCE）、抗体偶联药物（Antibody-Drug 
Conjugate，ADC）、肿瘤免疫细胞治疗等正日益受到重 

视。ICI虽然改善了某些患者的长期生存率和生活质 

量，然而许多患者在接受ICI治疗后反应有限、临床疗效 

不佳 [1]。TCE因在血液系统恶性肿瘤治疗中的成功而 

备受关注，然而由于实体瘤具有肿瘤异质性、免疫抑制 

性肿瘤微环境、免疫细胞浸润不足等特性导致其研发进 

展缓慢。ADC通过将单克隆抗体的选择特异性与化学 

药物分子的细胞毒性相结合，选择性地靶向癌细胞，同 

时最大限度地降低全身毒性，旨在提高肿瘤治疗窗。然 

而，ADC的开发依然面临着诸多挑战，包括确定合适的 

靶抗原，优化接头和连接子、确定有效载荷，以及管理耐 

药机制和副作用。 

近年来，基于组合靶标的双特异性抗体（Bispecific 
Antibody，BsAb）已成为肿瘤治疗的一种全新策略。双特 

异性抗体将两个或多个不同的抗原靶点结合在单个抗体 

分子中，有可能提高临床疗效和安全性，甚至达到1+1>2 

的效果。通过组合不同的靶标可以将其分为以下几大 

类：（1）效应细胞接合器。抗体的一端招募T细胞或NK细 

胞等免疫效应细胞，而另一端识别肿瘤相关抗原，实现效 

应细胞重定向至肿瘤组织以杀死肿瘤细胞。此外，效应 

T细胞等免疫细胞的活化诱导的细胞因子释放促进其他 

免疫细胞的募集，从而增强对肿瘤的免疫反应。（2）肿瘤 

靶向免疫调节剂。这些抗体同时靶向肿瘤抗原和免疫调 

节受体以激活肿瘤微环境（Tumor Micro Environment， 

TME）中的免疫反应，从而增强效应细胞的选择性杀伤 

并减少全身免疫激活的副作用。（3）双重免疫调节剂。 

将不同机制的免疫调节靶点组合在一起以实现重叠或协 

同的抗肿瘤作用。（4）双重肿瘤靶向抗体或ADC。这些 

抗体的作用机制包括通过靶向不同的致癌信号通路来抑 

制肿瘤增殖、转移和血管生成；靶向不同的肿瘤相关抗原 

或相同肿瘤抗原的不同表位，达到增强肿瘤特异性、避免 

肿瘤异质性造成的耐药以及介导更强的内吞等目的。 

（5）其他不同抗肿瘤机制组合的双功能分子等。本文将 

重点探讨组合靶标在恶性肿瘤中的发展以及通过组合靶 

标解决肿瘤抗原变化相关耐药机制的潜力。 

1 基于组合靶标的双特异性抗体的发展 

与其他形式的免疫疗法和靶向疗法不同，双特异性 
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抗体可以靶向多种靶标，独特的结构和多种设计可能性 

使其具有多种作用机制 [2]。（1）免疫细胞接合器桥接肿 

瘤细胞和免疫细胞，发挥直接杀伤作用：（i）双特异性抗 

体结合T细胞受体（T Cell Receptor，TCR）的分化簇3 
（Cluster of Differentiation 3，CD3）亚基和选定的肿瘤相 

关抗原，以促进两种细胞类型之间形成免疫突触从而激 

活T细胞，T细胞可释放穿孔素和颗粒酶来裂解肿瘤细 

胞。（ii）双特异性γδT 细胞接合剂同时结合Vγ9Vδ2受体 

和特定肿瘤相关抗原（Tumor-Associated Antigens，TAA） 

以激活T细胞、释放穿孔素和颗粒酶并裂解肿瘤细胞。 

（iii）双特异性自然杀伤（Natural Killer， NK）细胞接合剂 

同时结合CD16受体和特定TAA以激活NK细胞、释放穿 

孔素和颗粒酶并裂解肿瘤细胞。（2）靶向免疫检查点 

（Immune Checkpoint，ICP）抗体协同增效。（i）双重ICP 
阻断的双特异性抗体同时结合T细胞表面的淋巴细胞活 

化基因3（Lymphocyte Activation Gene 3，LAG3）和肿瘤 

或抗原呈递细胞上的程序性死亡配体1（Programmed 
Death-Ligand 1， PD-L1），扩增T细胞的活化，释放穿孔 

素和颗粒酶，裂解肿瘤细胞，降低LAG3表达。（ii）双特 

异性抗体与参与其他信号通路的分子同时靶向ICP。 

（3）肿瘤细胞双靶向性提高肿瘤选择性，减少对正常细 

胞的损害，从而减少系统性毒性。（i）双特异性抗体同时 

结合表皮生长因子受体（Epidermal Growth Factor 
Receptor，EGFR）和细胞间质上皮转换因子（cellular- 
Mesenchymal epithelial transition factor，c-Met），阻断配 

体诱导的磷酸化，促进对下游信号级联的抑制，并刺激 

受体降解。（ii）双表位的双特异性抗体结合同一靶标上 

的两个不同表位可增强抗原抗体内吞。 

相比单靶标特异性抗体，组合靶标具有多种优势： 

（1）将特定的免疫效应细胞重定向到邻近的肿瘤细胞以 

增强肿瘤杀伤力，这是联合单克隆抗体策略无法实现 

的；（2）通过与两种不同的细胞表面抗原而不是一种抗 

原相互作用来潜在地提高肿瘤结合特异性；（3）与联合 

疗法中基于单一抗体的药物开发相比，提供了在开发、 

生产临床试验和监管审查方面降低成本的机会；（4）同 

时阻断在发病机制中发挥独特或重叠功能的两个不同 

途径。 

因此，通过合理的靶标组合开发双特异性抗体药物 

在解决现有大分子抗体药物所面临的问题和挑战方面 

具备极大的潜力。 

1.1 血液系统恶性肿瘤中的靶标组合 

双特异性抗体疗法彻底改变了血液系统恶性肿瘤 

的治疗。2021年统计数据显示 [3]：血液瘤中双特异性抗 

体疗法集中于不同的靶点（图1），主要包括分化簇19 

（Cluster of Differentiation 19，CD19）、分化簇20（Cluster of 
Differentiation 20，CD20）、B细胞成熟抗原（B-Cell 
Maturation Antigen，BCMA）、分化簇123（Cluster of 
Differentiation 123，CD123）和分化簇33（Cluster of 
Differentiation 33，CD33）等，其中以TAA与CD3靶点组成 

双特异性TCE为主，只有少数以TAA和CD16A靶点组成 

双特异性自然杀伤细胞衔接器（Natural Killer Cell 
Engager， NKCE），PD-1和细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4 
（Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4，CTLA4） 

等其他靶点组成的双特异性抗体仅占极小部分。目前血 

液瘤中已有多种利用CD3和TAA组合靶标的双特异性抗 

体获批上市：靶标为CD19的针对微小残留病（Minimal 
Residual Disease，MRD）可检测的首次缓解期及复发和/ 
或难治性B细胞急性淋巴细胞白血病（B-cell  Acute 
Lymphoblastic Leukemia，B-ALL）的blinatumomab；靶标 

为BCMA的针对复发/难治性多发性骨髓瘤的elranatamab 
和teclistamab；靶标为GPRC5D的针对多发性骨髓瘤 

（Multiple Myeloma，MM）的talquetamab；以及靶标为 

C D 2 0 的 针 对 滤 泡 性 淋 巴 瘤 和 大 B 细 胞 淋 巴 瘤 的  

mosunetuzumab、epcoritamab和glofitamab。每种产品都 

利用T细胞重定向策略，通过结合效应细胞上的CD3，将 

免疫细胞靶向肿瘤相关抗原。 

蛋白酶抑制剂、免疫调节药物和抗CD38单克隆抗体 

的引入显著改善了多发性骨髓瘤患者的预后 [4]，但高危 

疾病和不良细胞遗传学特征的患者通常对这些治疗无反 

应。这类患者通常被称为“三重难治性”，生存预后较 

差 [5]。在这方面，双特异性抗体已成为MM治疗领域，尤 

其是三重难治性MM治疗领域的一个极具潜力的疗法拓 

展。Teclistamab是一种靶向BCMA和CD3的抗体，已经 

获批用于治疗复发难治性MM [6]。MajesTEC-1临床试验 

表明：在平均14.1 个月的随访期间，在165名患者中， 

teclistamab的总体缓解率（Overall Response Rate，ORR） 

为63.0%，其中39.4%达到完全缓解 [7]。Talquetamab靶向 

G P R C 5 D 和 C D 3 ， 已 获 批 用 于 治 疗 多 发 性 骨 髓 瘤 。  

MonumenTAL-1的临床试验表明，每两周给药一次的患 

者ORR为74%，其中57%的患者达到非常好的部分缓解 

（Very Good Partial Response，VGPR）或更高 [8]。 

前体B-ALL的特征是骨髓和外周血中B系前体细胞 

的恶性增殖 [9]。虽然随着有效化疗方案和挽救疗法的 

发展，成人和儿童B-ALL患者的生存率有所提高，但仍 

约有10%的患者会发展为难治性疾病，即使在获得初步 

缓解后也存在很大的复发风险，因此需要新的治疗方案 

来改善生存结果并促进MRD清除 [10]。Blinatumomab是 

靶向CD19和CD3的抗体，在一项临床2期试验中，78% 
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（88/113）的B-ALL患者达到完全MRD反应。与MRD无 

反应者相比，完全MRD反应者的总生存期（Overal l  
Survival， OS）（38.9个月vs12.5个月；p=0.002）更长 [11]。 

非霍奇金淋巴瘤（Non-Hodgkin Lymphoma，NHL） 

涵盖多种淋巴组织增生性肿瘤，其进展程度各不相同。 

在众多NHL亚型中，惰性滤泡性淋巴瘤和弥漫大B细胞 

淋巴瘤（Diffuse Large B-Cell Lymphoma，DLBCL）最常 

见 [12]。虽然抗CD20单克隆抗体rituximab的引入显著改 

善了B细胞NHL的预后。但是相当多的患者会发展为复 

发和/或难治性疾病，对常规化疗无反应 [13]；因此，需要 

新的治疗策略。Epcoritamab靶向CD20和CD3，获批用 

于治疗滤泡性淋巴瘤和弥漫大B细胞淋巴瘤。一项 

Epcore NHL-1的临床研究表明，在接受了皮下注射 

epcoritamab的人群中，ORR为82.0%，完全缓解率为 

62.5%。Glofitamab是靶向CD20和CD3的抗体，已经获 

批用于弥漫大B细胞淋巴瘤，在一项针对复发或难治性 

弥漫大B细胞淋巴瘤的临床2期试验中，经过glofitamab 
治疗的155例患者，39%的患者达到完全缓解。共计52% 
的患者达到客观缓解 [14]。 

急性髓性白血病（Acute Myeloid Leukemia， AML） 

的特征是未成熟白血病细胞浸润骨髓并在外周血中积 

聚。过去几十年，AML的生存率和预后并未大幅改 

善 [15]。化疗后进行同种异体干细胞移植是AML的标准 

治疗方法，但许多患者会出现复发或难治性疾病 [16]。T 
细胞介导的免疫疗法，提供了一种针对化疗耐药性AML 
肿瘤细胞的新方法。然而，由于缺乏合适的肿瘤相关抗 

原，AML抗体疗法的发展面临挑战 [17]。AML的理想靶 

标应在白血病细胞（包括最原始的白血病干细胞）中高 

表达，但在正常造血细胞和其他非造血组织中不表达。 

在AML中，白血病细胞和正常造血细胞的抗原表达模式 

往往存在显著重叠。这种重叠预示着造血系统可能出 

现靶向非肿瘤毒性，并可能导致血细胞长期减少，包括 

严重的中性粒细胞减少有可能导致危及生命的并发症。 

目前，AML免疫疗法最常用的靶点是CD33和CD123。 

针对这些抗原的T细胞重定向双特异性抗体均处于临床 

和临床前开发阶段。APVO436是靶向CD123和CD3的 

双特异性抗体，目前处于临床2期，在一项与维奈克拉和 

阿扎胞苷联用的临床试验中，其完全缓解以及血液学未 

完全恢复的完全缓解率为50%（7/14） [18]。 

1.2 实体瘤中的靶标组合 

与血液系统恶性肿瘤相比，用于治疗实体瘤的双特 

异性抗体涉及更多靶标的组合以及多种作用机制。虽 

图1 双特异性抗体在血液系统恶性肿瘤中的靶标组合 [3] 

Fig.1 Target Combinations of Bispecific Antibodies in Hematological Malignancies [3]  
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然T细胞重定向BsAb和抗原交联BsAb均在研究中，但在 

实体瘤中后者研究相对更多。肿瘤相关抗原靶标组合 

多 种 多 样 ， 从 单 一 靶 标 （ 如 人 表 皮 生 长 因 子 受 体 2  
（Human Epidermal Growth Factor Receptor 2，HER2）/ 
HER2、c-Met/c-Met和δ样蛋白3（Delta-Like Ligand 3， 

DLL3）/DLL3（双互补位BsAb））到两种不同靶标的组合 

（如VEGF/PD-1、PD-1/CTLA4或EGFR/c-Met等）。这些 

BsAb的作用机制主要在于靶向两种细胞信号通路，从而 

增强对恶性肿瘤细胞的抑制作用或对免疫细胞的刺激 

作用。Antonarelli等 [19]于2021年统计的实体瘤双特异 

性抗体涉及靶点如图2所示：弧线两端连接的靶点代表 

存在两个靶点的双靶向性双特异性抗体，弧线越粗代表 

两个靶点组合双特异性抗体的数目越多。其中主要为 

CD3和TAA靶向的免疫细胞衔接器（还包括少量CD28、 

CD64等与TAA靶向的免疫细胞衔接器），其次为PD-1、 

PD-L1、CTLA-4和LAG3等互相之间以及与其他靶点之 

间组合的免疫检查点抑制剂。 

Amivantamab是一种人源化抗EGFR/c-Met双特异 

性抗体。EGFR激活突变的非小细胞肺癌（Non-Small 
Cell Lung Cancer，NSCLC）患者通常会因EGFR位点突 

变（T790M）和/或c-Met通路激活而对酪氨酸激酶抑制剂 

产生耐药性。因此，同时阻断EGFR和c-Met信号通路， 

可抑制原发性/继发性EGFR突变和c-Met通路，并比单一 

受体结合抗体联用更有效抑制磷酸化ERK和磷酸化 

AKT [20]。Amivantamab已被批准用于治疗携带EGFR基 

因外显子20插入的NSCLC患者，这些患者在接受铂类化 

疗期间或之后病情出现进展。值得注意的是，由于现有 

的EGFR抑制剂尚未证明对NSCLC患者的EGFR外显子 

20突变具有令人满意的临床活性，而amivantamab能够 

解决这一尚未满足的临床需求 [21]。基于CHRYSALIS 
研究（NCT02609776）的初步结果表明 [22]：其中81名携 

带EGFR外显子20插入的NSCLC患者接受amivantamab 
治疗后，ORR为40%（95%置信区间（Confidence Interval， 

CI），29%~51%），中位缓解持续时间为11.1个月（95%CI， 

6.9至无法估计）。在45名amivantamab与拉泽替尼联合 

用药的EGFR突变（外显子19缺失或L858R突变）且未接 

受化疗的NSCLC患者中，ORR为36%（95%CI，22% 
~51%），中位无进展生存期（Progress Free Survival，PFS） 

为4.9个月（95%CI，3.7~9.7） [23]。 

Zanidatamab是一种人源化双互补表位抗体，可同时 

结合HER2上的两个非重叠结构域 [24]。Zanidatamab目 

前正在研究用于治疗表达HER2的实体瘤，包括胆道癌 

（Biliary Tract Cancer， BTC）。在HERIZON-BTC-01二期 

临床试验中，zanidatamab单药治疗在80例经治HER2阳 

性BTC患者中展现出良好的抗肿瘤活性。确认的客观 

缓解率为41.3%，且疗效迅速持久，安全性可控。这项三 

图2 实体瘤已开展临床试验的双特异性抗体药物的靶标组合与类型 [19]。ICE即免疫细胞衔接器（Immune Cell Engager） 
Fig.2 Chord Diagram Showing Interactions amongst BsAbs Utilized in Clinical Trials against Solid Tumors [19]. ICE Means Immune Cell 
Engager  
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期临床试验评估了zanidatamab联合标准治疗（Standard 
of Care，SOC）疗法与单独SOC疗法在HER2阳性晚期/转 

移性BTC一线治疗中的疗效 [25]。 

BL-B01D1是一种靶向EGFR与HER3的双特异性 

ADC药物，由于对EGFR抑制剂的获得性耐药部分源于 

激活HER3信号通路以有效绕过EGFR的抑制 [26]。BL- 
B 0 1 D 1 在 一 项 针 对 实 体 瘤 患 者 的 临 床 1 期 试 验  

NCT05194982中，在174例接受疗效评估的患者中，中位 

随访时间为6.9个月（四分位距（Interquartile Range，IQR） 

4.5~8.9），60例（34%；95%CI 27%~42%）患者获得客观缓 

解 [27]。 

Tarlatamab是一种靶向DLL3和CD3的双特异性抗 

体。2024年5月美国食品药品监督管理局加速批准 

tarlatamab用于治疗在铂类化疗期间或之后出现进展的 

小细胞肺癌（Small Cell Lung Cancer， SCLC）患者，使其 

成为首个获批用于治疗主要实体瘤的TCE，也是治疗广 

泛期SCLC的首个治疗选择 [28]。此项批准基于DeLLphi- 
301二期临床试验数据，接受10毫克tarlatamab治疗的患 

者客观缓解率为40%（97.5%CI，29%~52%），而接受100毫 

克tarlatamab治疗的患者客观缓解率为32%（97.5%CI， 

21%~44%）。10毫克组58%的患者对tarlatamab的缓解持 

续至少6个月，100毫克组这一比例为61% [29]。 

Cadonilimab是全球首个获批上市的PD-1/CTLA-4双 

特异性抗体新药，于2022年6月在我国获批用于治疗既往 

接 受 含 铂 化 疗 治 疗 失 败 的 复 发 或 转 移 性 宫 颈 癌 。  

COMPASSION-16临床试验旨在评估cadonilimab联合一 

线标准化疗治疗持续性、复发性或转移性宫颈癌的疗效。 

结果显示，cadonilimab组和安慰剂组的中位无进展生存 

期分别为12.7个月（95%CI 11.6~16.1）和8.1个月（7.7~9.6） 

（风险比（Hazard Ratio，HR） 0.62（95%CI 0.49~0.80），p < 
0.0001）；cadonilimab组的中位总生存期未达到（27.0个月 

至无法估计），安慰剂组为22.8个月（17.6~29.0）（HR 0.64 
（0.48~0.86），p=0.0011） [30]。 

Ivonescimab是靶向PD1与VEGF的双特异性抗体，于 

2024年5月在我国获批用于非小细胞肺癌。HARMONi-2 
是一项ivonescimab与pembrolizumab对比治疗PD-L1阳性 

非小细胞肺癌的临床3期试验。在879名接受筛查的患者 

中，398名（45%）被随机分配接受ivonescimab（n=198）或 

pembrolizumab（n=200）治疗。在预设的中期分析中， 

ivonescimab组的中位PFS显著长于pembrolizumab组（11.1 
个月 vs 5.8个月） [31]。 

2 双重TAA靶向抗体 

双重TAA靶向抗体是双特异性抗体的一个亚类，具 

有多种优势，包括提高肿瘤选择性、协同调节肿瘤细胞 

中的两种功能通路、避免耐药性以及免疫逃逸。如图3A 
所示，双重TAA靶向抗体提升对肿瘤的选择性：单TAA 
靶向抗体通常无法明确区分携带相同靶抗原的恶性细 

胞和健康细胞，这可能导致靶向非肿瘤毒性。双重TAA 
靶向抗体对两个不同靶标抗体亲和力的适当微调可以 

导致对肿瘤的特异性增强，同时减少与治疗相关的副作 

用。如图3B所示，双重TAA靶向抗体协同调控两种信号 

通路：同时针对肿瘤细胞上表达的两种受体的抗体能够 

同时调节两种不同的信号通路，发挥协同作用，而单 

TAA靶向抗体仅能调控一种靶点信号通路。如图3C所 

示，双重TAA靶向抗体降低药物耐药风险：单TAA靶向 

抗体治疗癌症等疾病总是有引起耐药性的风险，特别是 

通过抗原突变、下调或脱落等肿瘤逃逸机制，而双重 

TAA靶向抗体在其中一个靶点发生耐药的情况下另一 

个靶点依然可以发挥杀死肿瘤细胞的作用，因此更有助 

于降低耐药风险。如图3D所示，双重TAA靶向抗体降低 

药物免疫逃逸风险：肿瘤可以通过PD-1/L1或CD47/ 
SIRP-α信号通路逃逸免疫监视，PD-1/L1靶向抗体虽然 

表现出了持久的临床获益和长期缓解，但仅少部分人群 

获益；CD47在人体细胞上普遍表达，靶向CD47的药物存 

在严重贫血和血小板减少症等副作用的风险。因此，相 

比单TAA靶向抗体，具备能够阻断免疫检查点信号通路 

的双重TAA靶向抗体可以更好地解决免疫逃逸问题 [32]。 

2.1 单靶向TCE药物开发中遇到的挑战以及双重TAA 
靶向抗体的优势 

CD3双特异性抗体是癌症免疫治疗领域的一种新 

兴治疗方式，通过同时结合肿瘤细胞上表达的TAA和T 
细胞上的CD3发挥作用 [33]。CD3双特异性抗体通过交 

联这两种细胞类型形成免疫突触，类似于天然TCR/肽— 
主要组织相容性复合体复合物。这种免疫突触的形成 

会导致T细胞活化，从而分泌能够杀死肿瘤细胞的炎性 

细胞因子和细胞溶解分子。CD3双特异性抗体的优势 

在于任何T细胞都可以作为效应细胞，无论TCR特异性 

如何。对于这些CD3双特异性抗体，TCR信号传导不再 

需要TCR的抗原结合域参与，而是直接通过CD3启 

动 [34]。因此，CD3双特异性抗体可以利用所有可用的T 
细胞，而不仅限于肿瘤特异性T细胞。尽管其临床疗效 

已得到证实，但仍有一部分患者对TCE治疗存在耐药性 

（如原发性耐药），或在TCE治疗过程中出现耐药性（如 

获得性耐药或治疗诱导性耐药）。靶向抗原在正常组织 

中的表达会导致靶向—非肿瘤毒性，增加细胞因子释放 

并造成正常组织损伤，从而限制治疗窗口并限制临床获 

益。应用于实体瘤TCE的开发更加复杂和兼具挑战性， 
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这归因于缺乏肿瘤高度特异性抗原、更高的肿瘤异质性 

以及更具免疫抑制性的TME [35]。 

2.1.1 单靶向TCE药物开发中遇到的挑战 

在实体肿瘤中，抗原异质性是由于克隆进化、表观遗 

传修饰和来自肿瘤微环境的选择性压力而产生的。这导 

致不同肿瘤细胞亚群的抗原表达存在差异，一些细胞表 

达高水平的靶抗原，而另一些细胞则表达低水平或不表 

达，从而导致免疫逃逸和治疗耐药性。相比之下，虽然由 

于血液系统恶性肿瘤的克隆来源，其恶性细胞间的抗原 

表达通常更为均一；然而，动态抗原调节、抗原脱落以及 

免疫压力驱动的抗原表达缺失仍然可能发生，从而影响 

TCE和其他靶向免疫疗法的疗效。基因变异（包括基因 

突变）是导致肿瘤抗原丢失的已知机制。对于成人和儿 

童复发性或难治性B-ALL的治疗而言，对blinatumomab的 

耐药性是一个临床挑战，并且通常与CD19抗原表达的缺 

失或影响结合表位的突变有关。对11个blinatumomab治 

疗后复发样本的流式细胞术分析显示，7个为CD19阴性， 

在CD19阴性样本中，发现了8个CD19突变，包括移码插 

入/缺失（n=4）、无义突变（n=1）、剪接位点SNV（n=2）和编 

码框内缺失（n=1）。此外，CD19外显子2的部分缺失会丢 

失抗体识别的结合区域，导致blinatumomab不再识别 

CD19 [36]。 

CD20表达缺失是B细胞恶性肿瘤患者接受靶向 

CD20的TCE治疗后出现耐药的机制之一。全外显子组测 

序揭示，在接受mosunetuzumab  [37，38]、odronextamab [39]和 

glofitamab [40]治疗后复发的患者中，存在多种基因组突 

变，由于移码突变和截短突变导致CD20表达缺失，错义 

突变（C167G和K175E）位于抗CD20靶向治疗的表位。这 

些突变阻碍了TCE结合及后续活性。对接受针对BCMA 
和GPRC5D的TCE治疗的骨髓瘤细胞进行全基因组测序， 

结果表明，肿瘤坏死因子受体超家族成员17（TNFRSF17） 

基因（编码BCMA蛋白）和GPRC5D的遗传失活是一种常 

见 的 内 在 耐 药 机 制 。 在 一 组 接 受 B C M A 靶 向 T C E  
（teclistamab、elranatamab）治疗的复发难治性多发性骨髓 

瘤患者中，1名复发患者存在TNFRSF17基因的双等位基 

因缺失，5名患者存在BCMA胞外结构域的非截短、错义 

突变或框内缺失 [41，42]。对接受talquetamab治疗的患者肿 

瘤活检进行测序分析显示，4例耐药病例中，其双等位基 

因GPRC5D失活是由于纯合缺失或单等位基因缺失伴突 

变（1个移码插入缺失、1个错义突变和2个无义突变）所 

致 [43]。 

许多肿瘤相关抗原在体内会被各种蛋白酶切割脱 

落，以游离形式在外周循环系统中滞留。MUC16在高级 

别浆液性卵巢癌中几乎普遍表达，但是患者体内存在高 

浓度的脱落的循环MUC16抗原，大多数基于抗体的抗 

MUC16抗体临床治疗都针对MUC16的脱落部分，这可 

能会限制其作为靶向免疫治疗的特异性 [44]。 

2.1.2 双重TAA靶向抗体可解决抗原表达丢失、下调和 

突变等导致的耐药性 

与传统单靶向TAA的TCE相比，双靶向TAA的TCE 

图3 双重TAA靶向抗体与单TAA靶向抗体的机制比较 [32] 

Fig.3 Mechanisms of Bispecific Dual TAA-targeting Antibodies Compared to Monospecific Antibodies [32]  
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可防止因选择压力导致的抗原丢失而导致的肿瘤逃逸， 

并可能克服肿瘤细胞中预先存在的克隆异质性。双 

TAA靶向的T细胞重定向抗体对B-NHL细胞进行双抗原 

识别，有可能在异质细胞群存在的情况下最大限度地根 

除肿瘤。为了避免单靶向治疗时CD19或CD20的丢失， 

CMG1A46作为TCE同时靶向CD19和CD20，目前处于临 

床1/2期。体外实验中能够诱导同时表达CD19和CD20 
的细胞以及单阳性细胞的强效裂解；体内实验中表现出 

优于CD20 TCE的效力 [45]。JNJ-80948543是一款同时靶 

向CD79b和CD20的TCE。JNJ-80948543对表达单个 

TAA的肿瘤细胞具有细胞毒性，但对双阳性细胞的效力 

增强1 000倍以上，在体内实验中，可阻止DLBCL异种移 

植瘤的生长 [46]。目前，JNJ-80948543正在针对NHL和B- 
CLL患者进行临床1期试验。 

JNJ-79635322是通过T细胞重定向双重靶向BCMA 
和GPRC5D的新一代TCE，旨在通过T细胞重定向靶向两 

种多发性骨髓瘤抗原来克服肿瘤异质性和获得性耐药， 

从而进一步改善临床疗效。在一项针对复发/难治性多发 

性骨髓瘤患者进行的首次人体研究中（NCT05652335）， 

总体ORR为73%（66%≥VGPR）（n=124），其中100 mg每4 
周 给 药 一 次 的 人 群 中 O R R 为 8 6 % （ 7 5 % ≥ V G P R ）  

（n=36） [47]。这一疗效尽管治疗人群相对有限，但已展示 

出相比已经获批上市的单靶向TCE（如靶向BCMA的 

teclistamab在MajesTEC-1的临床试验中接受每周终剂量 

1.5 mg/kg R/R MM的ORR为61.8%（VGPR=29.1%） 

（n=110） [48]，或靶向GPRC5D的talquetamab在一项 

MMY1001（MonumenTAL-1）的临床试验中接受每周 

0.4 mg/kg药物人群中的ORR为73%（VGPR=22%） 

（n=100））显著更优的临床响应率 [49]。 

2.2 单靶向ADC药物开发中遇到的挑战以及双重TAA 
靶向抗体的优势 

ADC已成为一类很有前途的癌症治疗药物。ADC 
由肿瘤靶向性的单克隆抗体和通过化学接头连接的强效 

细胞毒性有效载荷组成。这种分子设计将抗体的肿瘤特 

异性和长半衰期与抗肿瘤药物的高细胞毒性效力相结 

合，使药物富集到肿瘤细胞发挥作用。与传统小分子化 

疗药物相比，ADC降低了小分子药物的系统毒性，增强抗 

肿瘤疗效，从而改善临床获益。迄今为止，已有多种ADC 
获批上市。在过去几年中，随着ADC在多种肿瘤中的临 

床突破，人们对ADC这种药物形式的兴趣水平呈指数级 

增长。尽管ADC领域取得了重大进展，但这些药物在难 

治性癌症患者中的临床潜力往往受到各种因素的限制。 

2.2.1 单靶向ADC药物开发中遇到的挑战 

单靶向治疗可降低肿瘤细胞靶抗原的表达并诱导肿 

瘤细胞耐受性。例如，在HER2阳性乳腺癌患者中，经过 

多线抗HER2治疗后，HER2的肿瘤表达水平会降低。T- 
DM1是临床批准的针对HER2的ADC。虽然HER2表达水 

平与疗效呈正相关 [50]，但在T-DM1耐药细胞系中发现 

HER2表达降低 [51，52]。外周血中靶向抗原的存在可能会 

通过消耗ADC来限制其渗透到肿瘤部位。在AML患者 

血液中CD33抗原水平的升高会消耗Mylotarg（一种靶向 

CD33的ADC药物），限制其向骨髓的渗透，导致与骨髓 

AML母细胞的最大结合水平降低。因此，外周血中AML 
母细胞（CD33过表达细胞）较多的患者对Mylotarg治疗的 

疗效较差 [53]。在B细胞淋巴瘤细胞分泌的外泌体中检测 

到了CD20。这些细胞外CD20分子可以结合并消耗抗 

CD20抗体，从而消除CD20靶向治疗的疗效 [54]。ADC中 

的抗体与肿瘤表面的靶向受体结合对其抗肿瘤活性至关 

重要。截短的HER2受体p95HER2已被证明会导致曲妥 

珠单抗耐药性 [55]。尽管缺乏曲妥珠单抗靶向的胞外结 

构域，截短的HER2受体仍然拥有通过分子间二硫键形成 

同型二聚体所必需的片段，从而促进乳腺癌进展 [56]。 

肿瘤内和肿瘤间异质性是导致治疗效果不佳的主 

要障碍。抗原表达异质性越高，复发率越高，生存率越 

低 [57]。在乳腺癌患者中，治疗前HER2异质性的存在 

（HER2异质性定义为ERBB2扩增区域占肿瘤细胞总数 

的5%~50%，或FISH检测出HER2阴性区域）与治疗反应 

呈负相关。在10%（16/157）的可评估病例中检测到 

HER2异质性。非异质性亚组的病理完全缓解率为 

55%，异质性亚组的病理完全缓解率为0% [58，59]。 

2.2.2 双重TAA靶向ADC抗体可提升药物治疗安全窗、 

克服肿瘤异质性 

ADC药物作为近年来蓬勃发展的一种药物形式，依 

然面临内化不良、脱靶毒性和耐药性等问题带来的临床 

挑战。与靶向单一肿瘤抗原的ADC不同，双重TAA靶向 

ADC可以同时靶向两种抗原。这种双重靶向模式可以 

提高ADC递送的精准度，确保其到达癌组织而非其他正 

常组织，并且可以帮助ADC克服肿瘤异质性的挑战。双 

重TAA靶向ADC的一个显著优势是其能够提高癌症治 

疗的治疗指数，通过将细胞毒药物直接递送至肿瘤部 

位，双重TAA靶向ADC可以在靶向部位达到更高的药物 

浓度，同时最大限度地减少药物对健康组织的暴露。这 

种靶向药物递送降低了全身毒性的风险，并提高了治疗 

的整体安全性。肿瘤通常由具有不同抗原表达谱的多 

样化细胞群组成，因此难以用单一药物疗法靶向所有恶 

性细胞。通过靶向两种不同的抗原，双重TAA靶向ADC 
可以更有效地靶向并杀死异质性肿瘤中更广泛的癌细 

胞。此外，靶向两种不同的肿瘤抗原具有预防或克服潜 
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在耐药性的潜力。即使其中一个靶点被肿瘤（或其相关 

的内化分子机制）下调，细胞毒性有效载荷仍然可以通 

过第二个内化肿瘤抗原递送至肿瘤细胞。 

3 未来与展望 

尽管多靶点抗体尚处于起步阶段，但其靶向异质性 

细胞类型和肿瘤的空前优势已引发广泛关注，尤其是在 

先前单靶点疗法失败的情况下。丰富的科学原理支持 

开发双特异性抗体用于治疗癌症等疾病。与单靶标抗 

体相比，组合靶标抗体具有独特的优势，但双特异性抗 

体的开发也面临许多问题和挑战。需要对两个靶标的 

生物学机制进行充分研究，明确两个靶标组合的作用机 

制、剂量原理以及相比各个单靶标抗体产品和现有疗法 

的优势。多样化的形式和蛋白质工程策略使得BsAb的 

设计能够满足其作用机制，但也可能带来免疫原性、稳 

定 性 以 及 生 产 相 关 的 挑 战 ， 这 对 化 学 、 生 产 和 控 制  

（Chemistry， Manufacturing，and Control；CMC）和临床开 

发都提出了新的挑战。虽然选择TAA对于任何潜在疗 

法而言都是至关重要的考量因素，但多特异性抗体的独 

特性质使其复杂性成倍增加。 

3.1 组合靶标选择的考虑因素 

BsAb的靶点选择决定了其治疗效果、药代动力学 

特征及稳定性。如本文第1节所述，可以看到在靶点选 

择方面存在高度相似性，靶点选择的高度相似性不利于 

研究的丰富，并可能导致医疗资源的浪费。因此，在选 

择双特异性抗体开发靶点之前，进行全面的文献综述和 

市场调研至关重要。此外，可利用多组学技术以及大数 

据生信分析进行深度挖掘，协助靶标发现和组合：（1）筛 

选在肿瘤细胞表面高表达而在正常细胞不表达或低表 

达的蛋白分子，系统评估其表达丰度、在肿瘤组织表达 

阳性率、时间异质性、空间异质性以及在全身正常组织 

的表达分布，以确保双特异性抗体具有高度的特异性， 

减少对正常组织的损害。（2）分析靶点在信号传导通路 

中的作用，以确定它们是否能够通过双特异性抗体的阻 

断来抑制疾病进程。Choi等 [60]基于单细胞RNA测序 

（scRNA-seq）和空间转录组学（Spatial Transcriptomics， 

ST）数据开发了一个整合的细胞图谱，以计算“器官水平 

特异性”（癌症与匹配的正常组织之间的表达倍数变化） 

和“关键器官毒性”（关键器官中的平均靶标表达）。并 

且使用ST数据计算“肿瘤内靶标表达”和“微环境水平靶 

标特异性”，后者由靶标在恶性细胞中相对于正常细胞 

的表达定义。该平台可用于识别最佳靶点对，从而最大 

限度地提高双重TAA靶向ADC的疗效并最大限度地降 

低其全身毒性。靶点选定后进行彻底的验证至关重要， 

以确保它们能够与双特异性抗体有效相互作用，而不会 

带来意外的副作用。 

3.2 抗体可开发性的考虑因素 

与传统的单克隆抗体开发相比，将多个异质结合部 

分组合到单个分子中存在一定的风险，需要在可开发性 

计划中通过详细的临床前评估、序列筛选和改造来尽量 

降低这些风险。在人体中，天然抗体由四条多肽链组成， 

这些多肽链组成两条相同的轻链和两条相同的重链，抗 

体通过两个相同的抗原结合片段来识别抗原。随着蛋白 

质和抗体工程的发展，开发各种不同format的双特异性 

抗体成为可能，但同时双特异性抗体所需的抗体工艺和 

format的多样性也给CMC开发带来了额外的挑战。 

基于IgG的BsAb通常保留天然蛋白质的可结晶片 

段（Fragment crystallizable，Fc）区，可分为对称和不对称 

形式，这些BsAb可依赖特定的氨基酸突变来提升重链和 

轻链的正确配对效率，此外还可通过修饰和突变来改变 

Fc介导的功能或延长半衰期。BsAb与天然蛋白质的差 

异越大，越需要更谨慎全面的评估。虽然可通过引入特 

定氨基酸突变来解决轻链和重链错配问题，但是引入的 

突变有可能会增加抗体的免疫原性风险；可以通过引入 

的单链可变片段（single-chain variable Fragments，scFv） 

来规避轻链错配问题，但是scFv结构容易聚集，可能导 

致分子不具备最终治疗所需的溶解度和稳定性，此外抗 

体在体内聚集也可能带来免疫原性风险。对于序列本 

身带来的免疫原性风险，可以通过计算机模拟T细胞表 

位筛选和预测结合以及实验检测方法进行评估。目前 

已有一些商业平台和软件可用于筛选T细胞表位的抗体 

序列，以预测是否存在可能与人类白细胞抗原（Human 
Leucocyte Antigen，HLA）分子结合的序列。各种体外T 
细胞活化和增殖检测的实验方法也已被开发，越来越多 

地用于评估治疗性抗体候选物的免疫原性。针对scFv 
聚集问题，可以通过序列改造和筛选以及调整scFv内部 

的连接子linker来优化。 

BsAb在生产中依然可能产生不同形式的未正确配 

对的特异性杂质，这对许多分析和纯化方法提出了独特 

的挑战。这些形式特异性杂质的生物物理特性（如相对 

分子质量和等电点）有可能与所需的双特异性产品几乎 

相同，需要开发不同的分析检测方法和纯化方法。BsAb 
的蛋白表达水平一般低于其各自单抗部分，因此可能不 

适合高通量生产和可开发性评估，可通过对序列优化以 

及细胞株开发来尽可能解决。 

在BsAb的开发中，抗体多反应性（与带电或疏水蛋 

白质、膜或其他生理表面的非特异性结合）可能会改变 

抗体的功效、清除率和组织分布。这些不良影响也可能 
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带来脱靶毒性和免疫原性等方面的挑战。多反应性归 

因于不良的抗体表面特性，如抗体带正电、带负电和疏 

水的表面斑块等。当前已经开发出许多计算工具来预 

测多反应性。Boughter等 [61]利用一个包含超过1 000个 

多反应性和非多反应性抗体序列的数据库，创建了一个 

生物信息学流程来鉴定多反应性的关键影响因素。根 

据这些影响因素生成了一个能够超过75%准确率的识 

别多反应性抗体的工具。 

3.3 临床药理学的考虑因素 

BsAb独特的结构和作用机制在临床药理学方面提 

出了不同的挑战，但是目前还没有指南为临床药理学提 

供详细的考虑因素，包括最佳剂量选择。 

以TCE药物的临床开发为例，与传统化疗不同，临 

床上TCE的最高剂量和推荐临床2期剂量通常不以最大 

耐受剂量为指导，而是基于获益/风险状况的综合评估。 

这些不确定性给转化和临床药理学家带来了复杂的挑 

战。最常见的首次人体试验起始剂量选择方法是基于 

最小预期生物效应水平（Minimal Anticipated Biological 

Effect Level，MABEL）方法，将最敏感的体外活性（如T 

细胞活化、T细胞对靶细胞杀伤和细胞因子释放等）的 

10%有效浓度（Effective Concentration 10，EC 10）到EC 

50与基于预计的人体药代动力学的最大浓度（Cmax）相匹 

配。但是由于体外模型的生物学相关性和研究条件的 

变化，这种MABEL方法会导致非常低的起始剂量和大 

量的剂量递增步骤。定量系统药理学（Quantitative 

Systems Pharmacology，QSP）建模的优势在于它能够捕 

捉肿瘤细胞、抗体和T细胞三者之间形成的动态。QSP 

模型通常使用与传统MABEL方法相同的体外数据。然 

而，QSP模型的方法不是依靠体外实验和人类之间的暴 

露比较来确定起始剂量，而是估计不同TCE浓度和实验 

条件（E∶T或受体表达）下的肿瘤细胞、抗体和T细胞的 

形成，然后与肿瘤细胞杀伤或细胞因子释放联系起来。 

因此基于QSP建模的方法是克服临床前模型转化局限 

性的一个工具。 

综上，基于组合靶标的双特异性抗体拥有巨大的开 

发挑战与治疗潜力，我们热切期待未来的临床前研究和 

临床试验取得进一步进展。这些疗法的持续发展有望 

对人类恶性肿瘤的治疗产生重大影响，为患者和医护人 

员带来希望。 
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Progress and Prospects of Combined Targets in Macromolecular Drugs 

Yayuan Fu Qiong Wang Renhong Tang* 

State Key Laboratory of Neurology and Oncology Drug Development，Jiangsu Simcere Pharmaceutical Co.，Ltd.，Nanjing 210042，China 

Abstract Bispecific antibodies with combined targets can recognize two or more epitopes on the same or different targets. 
This field has undergone a gradual evolution from initial attention to bispecific antibodies to the approval of BiTE 
（bispecific T-cell engager） therapy by the U.S. Food and Drug Administration （FDA），achieving significant progress over 
the past two decades. Owing to advancements in protein engineering technologies and great efforts in preclinical research， 

bispecific antibodies have been continuously developed and optimized to improve their efficacy and to reduce toxicity. This 
article focuses on the current development challenges，potential solutions，and future directions of bispecific antibodies in 
anticancer therapy. 

Keywords bispecific antibody；antibody-drug conjugate；T cell engager；cancer immunotherapy  
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