
Reviews and Monographs 综述与专论

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
XXXX，XX（XX）：1~18

www.pibb.ac.cn

双特异抗体结构设计与应用*

张 丁 郑悦亭** 张 维**

（河南农业大学动物医学院，河南省兽医生物技术重点实验室，郑州 450046）

摘要 双特异抗体通过工程设计可以同时结合两个抗原或同一抗原的两个表位，目前广泛应用于肿瘤治疗等各个领域。双

特异抗体根据不同的作用机制可以设计不同的结构类型，其中包括具有Fc的 IgG样双特异抗体，Fc可以产生相应的免疫效

应以及影响体内药代动力学特征。对称 IgG样双特异抗体结构对称，对每个抗原结合都是二价的，不需要考虑重链配对问

题，易于生产，由于两个抗体可变区连接在同一条链，设计需要考虑抗体同时结合抗原的空间位阻效应。不对称 IgG样双

特异抗体两条Fc链不同，其携带的特异抗体识别不同的抗原或表位，因此结构设计灵活，设计需考虑重链配对和轻链配对

问题。非 IgG样双特异抗体不带Fc，体积分子质量小，具有较好的组织穿透能力，药代动力学清除快，结构设计灵活。目

前研究双特异抗体作用机制包括T细胞重新靶向，阻断导致疾病的双信号通路，阻断免疫检查点，结合两种分子形成复合

物等。双特异抗体在癌症治疗领域有着广泛的应用，除此之外也应用于自身免疫疾病、传染病、血液疾病和其他疾病，不

同结构设计的双特异抗体在不同的治疗领域具有不同的优势。本文对不同类型双特异抗体结构设计进行阐述，并进一步综

述其作用机制以及在治疗领域的应用。
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抗体是指机体由于抗原的刺激而产生的具有保

护作用的蛋白质。它（免疫球蛋白不仅仅只是抗

体）是一种由浆细胞分泌，被免疫系统用来鉴别与

中和外来物质如细菌、病毒等的大型Y形蛋白质，

仅被发现存在于脊椎动物的血液等体液中及其B细

胞的细胞膜表面。

单克隆抗体是由单一B细胞克隆产生的高度均

一、仅针对某一特定抗原表位的抗体［1］。可以采

用杂交瘤技术和噬菌体展示技术来制备，单克隆抗

体以其特异性强、纯度高、均一性好等优点，广泛

应用于酶联免疫吸附分析、放射免疫分析、免疫组

化和流式细胞术等技术，可用于各种抗原检测，包

括病原微生物抗原、肿瘤抗原的检测［2］。治疗性

单克隆抗体可以通过多种机制起作用，包括阻断靶

分子功能，诱导表达靶点细胞凋亡，或者调节信号

通路［3-4］。

双特异抗体近来在治疗应用上越来越受到关

注［5-7］，不同于单克隆抗体只结合一个抗原或者表

位，双特异抗体是一种工程抗体，通过工程设计双

特异抗体可以同时结合两个抗原或者同一抗原的两

个表位［8］，双特异抗体概念最早在 1960 年代提

出［9］，早期的研究工作主要集中在探索其在癌症

治 疗 领 域 的 潜 在 应 用 ， 第 一 个 双 特 异 抗 体

Catumaxomab于2009年4月在欧盟被批准用于治疗

腹腔内恶性腹水［10］，2014年，美国食品药品监督

管理局 （Food and Drug Administration，FDA） 批

准了首个双特异抗体 Blinatumomab，标志着这类

治疗药物进入了一个新时代［11］。

目前有多种上市双特异抗体和多种临床阶段以

及临床前阶段的双特异抗体在开发［8］，其作用机

制包括连接效应细胞与靶细胞，效应细胞包括T细

胞［12］ 和自然杀伤细胞 （natural killer cell， NK 

cell）［13］等免疫细胞，靶细胞一般为肿瘤细胞，通
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过双特异抗体激活免疫细胞攻击肿瘤细胞；另外一

些双特异抗体靶点为信号通路受体或配体，可以同

时抑制两个致病信号通路或者激活两个协同信

号［14-15］；另外通过抗体与药物偶联双特异抗体可以

携带药物或毒素到靶细胞，与单克隆抗体药物偶联

相比可以减少脱靶毒性［16-18］。双特异抗体在治疗领

域有着广泛的应用，在肿瘤治疗领域包括免疫细胞

重新定向肿瘤细胞，比如Blinatumomab靶向CD3×

CD19使T细胞重新定向治疗B细胞白血病［19］，另

外一些在肿瘤治疗中通过靶向信号通路，比如表皮

生长因子受体 （epidermal growth factor receptor，

EGFR） × 细 胞 间 充 质 上 皮 转 化 因 子 （cellular 

mesenchymal-epithelial transition factor，cMET） 双

抗，阻断肿瘤细胞的双重生长信号［20］；除了在肿

瘤治疗领域在自身免疫疾病治疗也在研究和应用，

比如 IL-17×IL-23双抗可以同时抑制两种促炎症因

子［21］；在治疗感染性疾病开发双特异抗体可以结

合病毒两个保守表位，防止病毒变异逃逸［22-25］；另

外在代谢疾病方面通过调节靶点，比如葡萄糖转运

蛋白 2 （glucose transporter 2，GLUT2） ×细胞毒性

T淋巴细胞抗原-4 （cytotoxic T lymphocyte antigen-

4，CTLA-4）双抗，改善糖尿病治疗［26］。除了治

疗疾病双特异抗体也应用于疾病诊断，如Diabody

由于具有较小的分子质量和较强的组织穿透能力，

设计肿瘤特异性靶点和通过标记可以用于诊断肿

瘤［27］。双特异抗体结构主要包括带Fc的双特异抗

体和不带Fc的双特异抗体［6］，两者的差异在于Fc

可以与免疫细胞受体结合介导抗体依赖细胞介导的

细 胞 毒 作 用 （antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity，ADCC）以及抗体依赖性细胞吞噬作

用 （antibody-dependent cellular phagocytosis，

ADCP），另外Fc可以激活补体，双特异抗体由于

Fc分子质量以及可以与受体结合影响其在体内半

衰期［28-29］。本文主要介绍不同双抗体设计结构特

点，也对双特异抗体作用机制以及应用进展综述。

1　Fc在抗体中的功能

目前双特异抗体设计有很多不同结构形式，目

前主要根据其结构是否含有 IgG 抗体的 Fc 区域划

分为两类，一类是包含 Fc 的 IgG 样双特异抗体，

另一类是不包含Fc的非 IgG样双特异抗体［30-31］。

抗体 Fc 在重链 C 端恒定区，在同种类型抗体

中高度保守，其氨基酸序列和糖基化模式的细微变

化会影响其生物学功能。Fc区域通过与免疫细胞

受体或可溶性免疫成分结合产生免疫效应。它招募

巨噬细胞、NK细胞和中性粒细胞等效应细胞，这

些细胞表达Fc受体（FcR），识别与抗原结合的抗

体的Fc结构域。这种接触触发了免疫机制，如吞

噬和细胞毒性。例如，IgG 抗体与巨噬细胞上的

Fcγ受体结合，增强病原体清除，而NK细胞利用

FcγRIIIa 启动ADCC效应，这是抗病毒防御和癌症

免疫治疗的关键机制；抗体的 Fc 区域连接了适应

性免疫和补体系统，当抗体的Fab段与病原体表面

的抗原特异结合后，抗体的Fc区域发生构象改变，

暴露出能与补体系统中C1复合物结合的位点，启

动经典补体途径［32］。

糖基化通过调节受体亲和力和下游信号转导，

进一步优化了 Fc 段的功能。唾液酸化的 IgG 优先

与抑制性的FcγRIIb受体结合，从而抑制免疫激活，

这 是 静 脉 注 射 用 免 疫 球 蛋 白 （intravenous 

immunoglobulin，IVIG）治疗自身免疫性疾病的作

用机制［33］。相比之下，岩藻糖缺失的 IgG 增强了

与 FcγRIIIa 受体的结合，放大 ADCC 效应，这一

特性在针对癌细胞的单克隆抗体疗法中得到了应

用［34］。这些依赖于聚糖的修饰突显了Fc段相互作

用在精确调节免疫反应方面的动态调控机制。IgG 

D297是具有保守的N糖基化位点，其会影响抗体

稳定性，受体结合能力和效应功能，人 IgG1 和

IgG3缺少N糖基化影响结合FcγRI和FcγRII，突变

N297 会影响抗体对蛋白酶敏感性和补体激活

能力［35］。

Fc除了产生上述免疫效应之外，带有Fc抗体

的特点是其在体内的系统清除缓慢，且终末消除半

衰期长，这主要取决于它们与新生儿 Fc 受体

（neonatal Fc receptor，FcRn）介导的再循环途径结

合并通过该途径再循环的能力。FcRn介导的再循

环机制包括 IgG和白蛋白非特异性地通过胞饮作用

进入细胞，在酸性内体中与FcRn结合，随后在中

性pH条件下再循环回到细胞表面［36］。由于具有Fc

的抗体具有较大分子质量 （如 IgG 分子质量 150 

ku）影响其组织穿透能力，尤其是对于实体肿瘤，

而 不 带 Fc 的 单 链 可 变 区 片 段 （single chain 

fragment variable，scFv）分子质量约 25 ku左右具

有更好的组织穿透能力。

在双特异抗体设计中是否带有 Fc片段需要根

据应用综合考虑。该双特异抗体是否需要Fc片段

介导的受体效应、补体效应等免疫效应，以及 Fc

对抗体在体内保留周期和组织穿透的影响。另外
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Fc片段也会影响双特异抗体的组装和纯化，目前

发展的一些技术对Fc片段进行改造，比如设计电

荷作用、空间位阻作用可以显著提高带 Fc的双特

异抗体的组装效率。

2　对称IgG样双特异抗体

带Fc片段的双特异抗体根据两条重链Fc的对

称性可以分为对称的和非对称的 IgG 样双特异抗

体，对称的带有Fc的双特异抗体结合每一种抗原

或表位是双价的，在生成上由于带Fc的两条链相

同不用考虑错配问题，从而简化了生成和纯化过

程，另外两条相同的天然Fc链形成的配对之间可

以形成二硫键具有更稳定的结构，同时Fc上氨基

酸糖基化修饰是天然状态，不影响 ADCC 效应和

补 体 依 赖 的 细 胞 毒 性 （complement dependent 

cytotoxicity，CDC）。由于两个抗体可变区连接在

同一条重链或者轻链，很多设计需要考虑抗体同时

结合抗原的空间位阻效应，因而会影响双特异抗体

设计的灵活性。不同对称 IgG样双特异抗体设计如

图1所示。

2.1　双可变区免疫球蛋白

双可变区免疫球蛋白被称为 DVD-Ig™分子，

最早由Wu等［37］于 2007年描述。与传统的 IgG一

样，DVD-Ig™分子由两条重链和两条轻链组成。然

而，与 IgG不同的是，DVD-Ig™分子的重链和轻链

都含有一个额外的可变结构域 （variable domain，

VD），通过现有单克隆抗体（monoclonal antibody，

mAb） 的重链可变区 （variable heavy chain，VH）

和轻链可变区 （variable light chain，VL） 的 N 端

连接子序列连接。因此，当重链和轻链结合时，生

成的DVD-Ig™分子包含4个抗原识别位点。最外层

或N端可变区称为VD1，最内层可变区称为VD2；

VD2 靠近 C 端 CH1 或轻链恒定区（constant region 

of light chain，CL）。该方法制造的抗体可以特异

性地结合两种抗原或者同一抗原两种表位。由于连

接了第二个抗体可变结构域，其分子质量比传统

IgG大 50 ku左右，具有较长的体内半衰期和清除

时间，在生产工艺上，CHO重组表达DVD-Ig™与
重组表达 IgG抗体产量相当，并且抗体可以组装成

四价双特异性结构形式，这种均一形式的DVD-Ig

™分子有利于规模化生产和下游纯化。通过该方法

生产的 DVD-Ig™分子抗 IL-12 和 IL-18 对两种抗原

均具有结合活性。DVD-Ig™分子在抗原选择上需要

考虑其中一个VD结合一个抗原对另一个VD结合

另一个抗原的影响，抗原的大小需要考虑，通常结

合较大抗原的VD在N端或外层，结合较小抗原的

VD在内层或靠近C端CH1或CL，比如在 IL-12和

IL-18的DVD-Ig™分子中，抗 IL-18的VD在N端设

计可以降低 VD 对 IL-12 的结合能力 2~5 倍。还需

要考虑N端VD和C端VD的连接，通常选用不形

成固定折叠形式的肽链来连接，连接肽链长度越长

越能减少 2个VD结合抗原的空间位阻，但是也要

考虑连接肽链的体内免疫原性以及肽链越长越容易

被体内酶降解［38］。

研 究 从 新 型 冠 状 病 毒 感 染 （corona virus 

disease 2019，COVID-19）康复者或疫苗接种者分

离了 9 种抗体构建了 18 种 DVD-Ig™结构的双特异

抗体，筛选到一个DVD-Ig™与刺突S1亚基结合能

力强，对不同的严重急性呼吸综合征冠状病毒 2

（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2， 

SARS-CoV-2）变异株具有广谱结合能力，该双特

异性抗体可以与受体结合区域 （receptor binding 

region， RBD）的结合，并阻止了人血管紧张素转

化 酶 2 （human angiotensin-converting enzyme 2，

hACE2）与RBD的结合。该方法开发的双特异抗

体有望开发成治疗和预防正在进化的SARS-CoV-2

的候选药物［39］。

2.2　IgG连接Fab
通过不同方式的 IgG连接另一抗体的Fab可以

形成对称双特异抗体。其中串联 Fab 免疫球蛋白

（FIT-Ig™）结构最初于 2017 年被描述［40］。这种独

特的设计提供了一种对称的四价 IgG 样双特异性

分子，其两组重链可变区VH/轻链可变区VL对能

正确结合，其中两个 Fab 片段以交叉的方式直接融

合，无需任何突变，也无需使用肽接头。FIT-Ig™
可以利用基本的分子生物学技术，由两种现有的单

克隆抗体制备而成，在哺乳动物细胞中具有高表达

水平，并且可以使用标准方法轻松纯化至均质状

态，无需进行大量优化。FIT-Ig™ 分子展现出良好

的类药性质、体外和体内功能，以及适用于商业开

发的生产效率。一个 FIT-Ig™ 分子的构建及初步表

征的实例，研究了抗 cMet×EGFR的FIT-Ig™抑制人

非小细胞肺癌细胞系（NCI-H292）中肝细胞生长

因子（hepatocyte growth factor，HGF）诱导的蛋白

激酶 B （protein kinase B， PKB /AKT） 磷酸化的

能力。该分子对磷酸化AKT表现出强大的抑制作

用，其半抑制浓度值（IC50）处于亚纳摩尔水平。

此外，cMet×EGFR FIT-Ig™ 抑制了 80% 的 AKT 磷
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酸化，而 EGFR 和 cMet 单抗的组合仅抑制了 60%

的AKT磷酸化［41］。

另 一 种 IgG 连 接 另 一 抗 体 的 Fab 称 为

REGULGENT™，在一条抗体重链上可以在N端或

C端设计连接子连接第二个抗体的重链可变区VH

和恒定区CH1，该抗体由两个Fab结构域组成，并

使用了一条通用轻链。重链片段编码了抗原结合决

定簇。由于使用了相同的轻链，REGULGENT™的
设计和生产较为简单，不会出现不对称双特异性抗

体中常见的重链和轻链错配现象。在细胞培养和低

pH条件下的应激处理过程中，REGULGENT™表现

出 高 表 达 和 低 聚 集 的 特 性 。 实 验 表 明 ，

REGULGENT™分子具有较高的构象稳定性。表面

等离子体共振数据显示，REGULGENT™能够同时

结合两种抗原，并且对这两种抗原表现出高亲和

力。总之，REGULGENT™的对称双特异性抗体形

式赋予了其理想的类似 IgG的物理化学性质，因此

使其成为商业开发的极佳候选药物［42］。

2.3　Fc上串联scFv或单域的纳米抗体

另外具有相似对称结构的抗体可以在 Fc上串

联 scFv 或单域纳米抗体 （single-domain antibody，

VHH），通过基于甘氨酸-丝氨酸接头连接而成的单

链融合体，scFv和VHH单独编码，从而能够产生

双特异、三特异抗体分子，通过相同的 Fc 配对，

对每个抗原或表位结合都是双价的，如果VHH或

scFv编码抗体识别相同抗原或表位，可以产生四价

或六价抗体，这种不同价位的抗体可以根据对靶抗

原结合亲和力需要灵活设计［43］。使用该方法开发

的 程序性死亡受体配体 1 （programmed death-

ligand 1，PD-L1） ×EGFR 对称型双特异性抗体，

这种类似 IgG 的六价双特异抗体，命名为 IgTT-

1E，能够同时结合 EGFR和PD-L1抗原，抑制表皮

生长因子（epidermal growth factor， EGF）介导的

细 胞 增 殖 ， 有 效 阻 断 程 序 性 死 亡 受 体 1

（programmed death-1，PD-1） /PD-L1 的相互作用，

IgTT-1E 在两种不同的人源化小鼠模型中均显示出

强大的治疗效果，肿瘤生长得到控制，同时 CD8+ 

T 细胞的比例显著增加［44］。

2.4　scFv或单域抗体融合IgG
通过将 scFv融合到 IgG轻链的C端，从而构建

出一种 IgG-scFv 双功能抗体。当这种双特异性抗

体在哺乳动物细胞中表达，并通过一步法蛋白A层

析进行纯化后，它保留了每个结合结构域的亲本亲

和力，展现出类似 IgG的稳定性，并且在体内表现

出类似 IgG的肿瘤靶向性和血液清除特性。IgG的

轻链可以用一个 scFv 进行延伸，而不影响 IgG 的

功能和稳定性，这种 scFv 在轻链 C 端融合对比在

重链或轻链N端融合可以有效的降低双特异抗体结

合抗原的空间位阻，从而对抗原的结合更具有灵活

性。由于 scFv 重链可变区和轻链可变区通过肽链

连接，通过该方法构建的双特异抗体只有一对相同

的轻链，不存在重链轻链错配情况［45］。

Fig.1　different designs of Symmetrical IgG-like bispecific antibodies
图1　不同设计的对称IgG样双特异抗体

另一个抗体可变区， 单域纳米抗体，DVD：双可变区 （dual variable domain），FIT：串联Fab （Fabs in tandem），VHH：单域抗体

（single-domain antibody），scFv：单链可变区片段 （single chain Fragment variable），Ig：免疫球蛋白 （immunoglobulin）；REGULGENT、

IgTT-1E为抗体平台名。
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通过 10 个氨基酸的柔性连接子将单域抗体

VHH融合到 IgG支架上，从而形成副产物极少的

双特异性抗体。研究了对称型 αPD-L1×αHER2 抗

体分子几何结构如何影响抗体的生产、稳定性、抗

原结合以及与 CD16a 的结合，为了促进良好的表

达、较高的生物物理稳定性以及保持对两种抗原的

有效结合，单域抗体与重链的融合通常优于与轻链

的融合。通过将单域抗体融合到 IgG可以获得没有

重链轻链错配并且稳定的单体形式的对称双特异抗

体，可以作为双特异抗体开发的良好平台［46-47］。

3　非对称IgG样双特异抗体

针对不同的双特异抗体治疗靶点和原理不同，

其对抗原结合抗体价位和结构要求不同。不对称的

带有Fc的双特异抗体两条Fc链不同，其携带的特

异抗体识别不同的抗原或表位。非对称 IgG样双特

异抗体具有Fc，可以发挥Fc的免疫功能。由于非

对称 IgG样双特异抗体每一个抗原结合可变区位于

不同链上，所以设计灵活，一般对每个抗原的结合

不相互影响。但是非对称 IgG样双特异抗体重链间

结合以及重链与轻链的结合具有多种组合形式，除

了目标双特异抗体还可以形成多种副产物，所以在

设计上需要考虑重链配对问题以及重链和轻链的配

对问题，以及下游纯化方案。非对称 IgG样双特异

抗体结构设计如图2所示。

3.1　解决重链配对的设计

两条不同的Fc链组装方式有三种情况，即两

种相同的 Fc 组装方式和一种相异的 Fc 组装方式，

这样会产生很多相同Fc组装的副产物，增加了生

成和纯化的难度。为提高相异Fc组装产物的比例，

在Fc上有不同的设计，电荷相互作用、空间位阻

以及片段取代来降低相同 Fc组装副产物；另外利

用不同物种Fc结合蛋白A情况不同方便目标双特

异抗体纯化；利用 IgG4 存在天然的 Fab 链交换解

决异源Fc组装。

3.1.1　四源杂交瘤产生不同物种配对双特异抗体

每个杂交瘤细胞可以表达一种特异性的单克隆

抗体，将两个或两种表达不同抗体的杂交瘤融合称

作四源杂交瘤或Quadroma，四源杂交瘤会表达来

自双亲细胞的免疫球蛋白重链和轻链［48］。通过组

装可形成亲本免疫球蛋白和杂交免疫球蛋白。两种

不同重链和两种不同轻链的随机组装，理论上可产

生 10种不同的分子构型，而其中只有一种是有功

能的双特异性抗体。由于该技术产生的具有功能的

双特异抗体只占不同抗体类型的一部分，其产率难

以预测，并且下游分离目标双特异抗体困难。通过

融合小鼠和大鼠杂交瘤细胞系，开发出了嵌合四源

杂交瘤技术。由于大鼠小鼠重链和轻链之间存在较

大差异，所以重链和轻链配对方式不是随机的，具

Fig.2　The design of asymmetric bispecific antibody
图2　不对称双特异抗体设计

（a）解决重链间配对设计；（b）  解决重链与轻链间配对设计； 旋钮入孔KiH结构， IgA和IgG链交换， 位点突变， TCR恒定结

构域；KIH：旋钮入孔（Knob into Hole），SEEDbody：链交换工程抗体（strand exchange engineered domain antibody），Quadroma：四源杂

交瘤，FAST：净电力链组装（Four chain Assembly by electrostatic Steering Technology），Duet-Mab：；XmAb、Duobody、CrossMab、Duet-

Mab、WuXiBody均为抗体平台名。
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有物种限制性偏好，由此提高了正确配对的双特异

抗体的比例［49］。由于大鼠抗体重链不能与蛋白A

结合进行纯化，双特异抗体含有一条小鼠重链，蛋

白A纯化可以在pH5.8洗脱，含有两条小鼠重链的

亲本抗体可以在pH3.5洗脱。这一特性可以通过蛋

白 A 亲 和 方 便 的 纯 化 双 特 异 抗 体 产 物 。

Catumaxomab（EpCAM×CD3）于2009年成为首个

上市的 IgG样双特异性抗体，用于恶性腹水患者的

腹腔内治疗。Catumaxomab通过四源杂交瘤技术产

生，由小鼠 IgG2a和大鼠 IgG2b组成［50］。

3.1.2　Fc设计空间结合结构

Fc在同源二聚体结合的界面上通过位点突变，

其中一条Fc设计凸起结构，另一条Fc对应位置设

计凹陷结构，这样相同的Fc链会产生互斥，而相

异的两条Fc链则可以配对相结合。利用该思路设

计了“旋钮入孔”（Knob-into-Holes，KiH）抗体，

“旋钮入孔”最初是由克里克在1952年提出的，作

为氨基酸侧链在相邻 α 螺旋之间堆积的模型［51］，

首先通过用抗 CD4 的 IgG 的 CH3 结构域中的一个

较大的酪氨基酸替换一个小的苏氨基酸来获得一个

“旋钮”变体，即CD4-IgG T366Y。该旋钮被设计

用于插入人源抗CD3抗体CH3结构域的“孔”，该

抗体的“孔”是通过用较小的残基 Y407T 替换大

残基而产生的。这两种不同的重链与抗 CD3 轻链

共同表达，双特异抗体产率可达 92%［52］。利用该

方法产生的抗体对每个抗原结合是单价的，这种抗

体不会引起同种抗原聚集，由于单价降低了对靶抗

原的亲和力可以潜在降低对非靶组织的毒性，同样

可以结合两种抗原，具有双特异抗体的普遍特性。

这种策略产生的双特异抗体可以在不同的蛋白质表

达体系中生产，包括哺乳动物细胞系统，细菌表达

系统以及无细胞体系［53-54］。

为进一步为提高旋钮入孔Fc异源二聚体产率，

通过建模，在 Knob 重链再引入 S354Y 突变，在

Hole 重链再引入 Q347E 突变，构建双特异抗体，

在蛋白A纯化的抗CD20×CD3的双特异抗体从50%

提 高 到 93.8%， 抗 体 保 持 了 Fab 和 Fc 区 域 的

活性［55］。

3.1.3　利用Fab链交换设计

生物体内一些抗体可以通过Fab链交换形成天

然的双特异抗体。IgG4分子结构通过Fab交换形成

天然双特异抗体［56-57］，Labrijn等［58］通过分析和筛

选的方法，在 IgG1 CH3寻找可以提高异源聚合稳

定性和降低同源聚合稳定性的突变位点，在其中一

条链上突变F405L，另一条链上突变K409R。首先

产生 CH3 携带相应突变的两种不同特异性的完整

单克隆抗体分子，之后在还原条件下通过Fab交换

形成双特异抗体分子。因为是通过单克隆抗体重新

组合Fab，所以这种方式产生的双特异抗体具有正

确的重链轻链配对。另外在重链CH3仅有2个点突

变，该方法产生的抗体更接近天然抗体［59-60］。

Genmab公司发展该技术平台Duobody用于产生双

特异抗体［61］，一些抗体已经上市和临床研究［62-64］。

3.1.4　IgG和IgA链交换工程设计

二价 IgG 依赖于其重链的体内二聚化，由其

CH3结构域介导聚合。通过设计链交换工程结构域

（strand exchange engineered domain， SEED）  CH3

异源二聚体，开发了异源二聚体 Fc 平台。人 IgG

和 IgA的CH3结构域的衍生物产生互补的人SEED 

CH3异源二聚体，由人 IgA和 IgG的CH3序列的交

替片段组成。由此产生的一对SEED CH3结构域在

哺乳动物细胞中表达时优先结合形成异源二聚体。

通过该方法产生的双特异抗体在NS/0细胞中高水

平表达，经重组蛋白A树脂纯化，在溶液中表现良

好。当静脉注射给小鼠时，双特异抗体的药代动力

学表现出较长的血清半衰期延长，这是类似含 Fc

免疫融合和 IgG1对照组的典型特征［65-66］。

3.1.5　Fc电荷改造

XmAb®双特异性平台，用于有效开发含有异

二聚体Fc区域的双特异抗体和多种形式的Fc融合

物。通过Fc链突变改变其等电点，这样同源Fc和

异源Fc聚合形成不同的等电点，设计专门纯化异

源二聚Fc的溶液和纯化条件。

首先对Fc进行等电点改造，预期改造之后Fc

形成异源二聚体与形成同源二聚体等电点有明显差

异。因为改变等电点的是Fc而不是Fv，所以这种

设计方案可以用于同样的离子交换纯化方案来纯

化。设计考虑避开 Fc 结合 FCγ 受体、C1q、FcRn

和结合蛋白 A 区域，同时引入突变点之后不影响

Fc 结构和免疫原性，在低等电点 Fc 中引入了

N208D、Q295E、N384D、Q418E和N421D，在高

等电点Fc中引入了E357Q。

在等电点改造基础上，进一步改造 Fc结合界

面促进形成异源二聚体，在低等电点 Fc 上引入

L368D 和 K370S，在高等电点 Fc 上引入 E357Q 和

S364K，通过结构分析这些突变破坏了原来同源二

聚体之间的分子间的盐键和电荷引力并且引入了电

荷斥力，从而降低了同源二聚体的形成，而在异源
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二聚体之间引入盐键和电荷吸引力更有利于形成异

源二聚体。改造的 Fc 链在 HEK293E 细胞系中表

达，蛋白A纯化获得了95.1%的Fc异源二聚体［67］。

在双特异抗体纯化方面，另外一个策略是对蛋

白A结合位点突变，H435R引入一个 Fc链消除了

该链对蛋白A的结合，在抗体纯化时，H435R形成

的同源二聚体不结合蛋白A，而野生型结合蛋白A

最强，异源二聚体结合蛋白A能力适中，通过对蛋

白质结合能力不同而纯化异源二聚体［68］。

3.2　解决重链与轻链配对的设计

抗体重链和轻链配对依靠重链CH1与轻链CL

之间的界面以及VH和VL之间的界面结合，由于

双特异抗体两条轻链和两条重链在结合界面上没有

明显差异，所以会形成重链和轻链的随机配对。为

解决重链轻链配对问题有不同的设计。Duetmab在

CH1-CL 间设计不同的二硫键［69］；Crossmab 设计

VH、VL以及CH1、CL互换［70］；FAST-Ig™在重链

轻链配对上引入电荷作用［71-72］；WuXiBody设计T 

细 胞 受 体 （T cell receptor， TCR） 替 换 CH1、

CL［73-74］。

3.2.1　DuetMab：CH1-CL之间二硫键工程

DuetMab在对单价双特异 IgG抗体设计上，解

决正确的重链和轻链配对的复杂性而进行的新型设

计。该平台使用旋孔（KiH）技术实现 2条不同重

链的异二聚化，并通过用工程二硫键取代CH1-CL

界面中的天然二硫键来提高同源重链和轻链配对的

效 率 。 利 用 Cetuximab 单 抗 （抗 EGFR） 和

Trastuzumab 单抗 （抗 HER2） 两对抗体，以及抗

CD40 和抗 CD70 抗体，实验证明了 DuetMab 抗体

可以以高度纯化和活性的形式产生，并首次表明单

价双特异性 IgG可以在同一细胞上同时结合两种抗

原。这一特性弥补了单价带来的亲和力损失，并提

高了对目标细胞的选择性［69］。

3.2.2　 CrossMab：通过 VH、 VL 以及 CH1、 CL

互换

双特异抗体涉及两条轻链和两条重链组装的问

题，轻链错配的发生是由于异二聚化界面在重链可

变区 VH 和轻链可变区 VL 之间以及重链恒定区

CH1和轻链恒定区CL结构域之间的分子结构在抗

体的两个臂上是相同的。通过抗体一条臂上重排重

链和轻链结构域，使抗体两条臂产生差异，从而消

除轻链错配问题。

这种设计的双特异抗体，在一边，保留重链1

和轻链1不变。在另一边，设计新的“重”链2由

Fc 和轻链 （CL 和 VL） 部分组成，而新设计的

“轻”链 2则使用重链结构域的Fab （CH1和VH）。

由于设计的重链序列现在在轻链和重链结构域之间

交叉，使用术语“交叉”来描述这种结构域交换，

并使用术语“CrossMab”来描述基于该技术的抗

体。用KiH法实现了这两条重链的异二聚化。作为

这种域重排的结果，交叉侧新的“轻”链2仅由重

链结构域组成；因此，它不能与原始重链 1组装。

另一方面，未修饰侧的原轻链1不能与交叉侧的新

“重”链 2相互作用，因为双方都含有相同的轻链

异二聚化界面，它们不相互作用。因此，获得了双

特异性抗体，在两个 Fab 中都具有正确的轻/重链

配对，并且与原始 IgG 几乎没有偏差。在这个

“CrossMab-Fab”中，链交叉应用于含有两个异源

二聚化界面（VH-VL和CH1-CL）的抗体部分。然

而，两臂轻链与重链结合的差异也可以通过交换这

些异源二聚化对中的一个来实现。VH被VL取代，

反之亦然，导致“CrossMab-VH-VL”；CH1 和 CL

的交换导致“CrossMab-CH1-CL”。总的来说，这

种设计获得了三种不同的CrossMab形式。这种方

法是通用的，因为它可以应用于任何两种现有抗

体，而无需进一步优化单个蛋白质序列［70］。

3.2.3　FAST-Ig™ ：通过重链轻链配对电荷设计

为解决重链轻链正确配对问题FAST-Ig™ 技术

在重链VH、CH1区域以及VL、CL区域引入电荷，

通过电荷引入可以形成重链和轻链之间的电荷作用

力，从而形成特异的重链和轻链配对。研究显示，

这种 CH1/CL 界面工程改造的抗体变体实现了超过

95%的正确重链轻链配对效率，并且具有良好的药

理学特性和可开发性。晶体结构分析表明，这种设

计并未影响Fab的整体结构。

在 Fc区域引入电荷作用力比KiH结构在酸性

条件下更稳定，FAST-Ig™也适用于工业生产的稳

定的中国仓鼠卵巢（CHO）细胞系，并且可以用

于不同亚类 IgG的重链轻链配对。因此，它可以广

泛应用于临床前和临床的各种双特异性抗体［71-72］。

3.2.4　WuXiBody：TCR取代CH1/CL

WuXiBody是药明生物开发的一种双特异性抗

体平台。其关键特点在于用TCR取代了一个亲本

抗体的 CH1/CL 区域，这可防止非同源重链和轻链

之间发生错误配对。此外，在不对称的WuXiBody

分子中，重链异源二聚化是通过 KiH 技术来促进

的。尽管KiH策略在提高异源二聚体形成方面取得

了巨大成功，但仍会有低水平的同源二聚体产生，
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WuXiBody中TCR恒定区具有相对较低的等电点，

所以WuXiBody具有比常规抗体更低的等电点，可

以通过离子交换层析分离区分非TCR副产物（包

括半抗体或者同型聚合分子）。因此导入TCR恒定

区不但促进重链轻链正确配对而且促进产物

纯化［73-74］。

4　非IgG样双特异抗体

不带Fc片段的双特异抗体特点，没有Fc片段，

体积分子质量小，药代动力学清除快，从肾脏排泄

清除，不会象 IgG 抗体那样直接参与 Fc 受体或激

活补体系统，治疗效果依赖他们同时结合两个特定

靶标能力。非 IgG样双特异抗体主要形式包括以下

几种。a. 化学连接抗原结合片段（fragment antigen 

binding， Fab）：两个不同抗体 Fab 通过化学方式

连接；b. scFv 串联和双特异 T 细胞接合子； c. 

Diabody：不同抗体 VH-VL 串联再相互配对，和

Diabody 增加二硫键设计的双亲和重靶向 （dual 

affinity re-targeting， DART） 形式；d. 纳米抗体：

源自骆驼科动物的单域抗体，可以设计成双特异或

多特异形式。各种设计的非 IgG样双特异抗体如图

3所示。

4.1　Fab形式双特异抗体

Fab 包含重链可变区 VH 和重链恒定区 CH1，

以及轻链可变区VL和轻链恒定区CL， Fab串联形

式的双特异抗体也需要解决重链轻链错配问题，通

过重新设计重链和轻链结合界面［75］，这种重新设

计的重链和轻链结合界面具有特有的空间结合结构

和电荷作用，使其与野生型重链和轻链结合界面区

分开，从而避免了重链轻链错配问题。制备了一种

EGFR×CD3 串联 Fab 蛋白，其形式与串联 scFv 类

似。研究表明，与基于 scFv的双特异性抗体相比，

基于 Fab 的双特异性抗体具有更优越的生物物理

性质［76］。

4.2　scFv串联和双特异T细胞接合子

scFv称为抗体单链可变区片段，由重链可变区

VH和轻链可变区VL通过短的柔性多肽连接，在

scFv基础的双特异抗体中两个可以结合不同抗原的

scFv 通常串联在一起。由于 scFv 对比全长抗体具

有较小的分子质量，scFv形式的双特异抗体具有较

好的肿瘤和组织穿透能力［77-78］。

其中一种类型的 scFv 双特异抗体设计称为双

特 异 T 细 胞 接 合 器 （bispecific T-cell engager， 

BiTE），这些分子由两个 scFv组成，通过一个短而

灵活的接头连接。一个 scFv 与癌细胞上的肿瘤相

关抗原结合，而另一个 scFv 与 T 细胞上的 CD3 受

体结合，有效的桥接两种细胞类型并将T细胞的细

胞毒性重定向到肿瘤细胞［79］。该方法开发的双特

异抗体广泛应用于肿瘤治疗和临床研究［80-81］。

4.3　不同抗体VH连接VL的Diabody和DART形式

通过串联 scFv 形成的双特异抗体在很多方面

取得成功，但该策略仍存在局限性，包括以“非天

Fig.3　The different design forms of non-IgG-like bispecific antibodies
图3　不同设计形式的非IgG样双特异抗体

另一个抗体可变区， 单域纳米抗体，Fab： 抗原结合片段（fragment antigen binding），scFv： 单链可变区片段（single chain 

fragment variable），VHH：单域抗体（single-domain antibody），DART：双亲和重靶向（dual affinity Re-targeting），Diabody： 双体抗体。PIBB Onlin
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然”方式连接可变区（V区）的连接序列所带来的

限制，这会导致抗原识别能力和效力降低或改变。

此外，基于 scFv的构建体由于可变区与其他分子

的伙伴发生“结构域交换”，往往容易形成聚集

体。为解决现有双特异性分子在功能和结构上的局

限性，Diabody是由两条多肽链组成的二聚体。每

条链包含一个VH结构域，通过一个短链连接来自

不同抗体的VL结构域，连接链通常太短而无法在

同一链上的结构域之间配对。这迫使VH和VL结

构域与另一条链上的对应结构域配对，从而产生具

有两个抗原结合位点的双特异性分子，其分子质量

大约 50 ku。由于 Diabody 的结构形式，使得分子

质量很小，并且具有刚性易于结晶。与其他双特异

抗体相比，Diabody具有高亲和力、高稳定性、高

渗透性、低免疫原性和制备方便等优点，在诊断和

治疗方面具有广泛的应用潜力［82-83］。

两个Diabody可以通过灵活的肽接头串联形成

TandAb，这样每个抗原结合为二价，大大增强了

对抗原的亲和力，其分子质量超出了肾清除的阈

值，因此与较小的抗体结构相比，具有更长的半

衰期［84］。

在 Diabody 基础上开发了 DART 平台。DART

平台在Diabody基础上在重链可变区C端设计链间

二硫键，结构紧凑，非常适合在靶细胞和效应细胞

之间形成稳定的细胞间接触，在并行比较中表现出

比串联 scFv 有更大的效力［85-86］。这类双特异性分

子在体内的有效剂量比单克隆抗体通常使用的剂量

低许多倍［87］，并且已被证明具有临床效力和有效

性，具有可接受的安全性，如批准用于治疗复发或

难 治 性 B 细 胞 急 性 淋 巴 细 胞 白 血 病 （acute 

lymphoblastic leukemia， ALL） 的 Blinatumomab 

（CD19×CD3 BiTE）［88-89］。

4.4　纳米抗体及其它形式的双多特异抗体

骆驼科动物抗体只有重链没有轻链，来源于这

些抗体的的重链可变区称为 VHH 或者纳米抗体，

纳米抗体具有体积小、稳定性高的特点［90］。通过

串联纳米抗体可以制作双特异抗体，Li等［22］研究

了一种双特异性纳米抗体，该抗体能够同时结合单

个Omicron变体受体结构域上2个区域，该双特异

性抗体可通过吸入给药有效递送至肺部，在SARS-

CoV-2感染小鼠模型中表现出良好的中和广度和治

疗效果［22］。另外利用内含肽环化连接方法Hemmi

等［91］构建了一种环状连接的双特异性纳米抗体，

称之为环体抗体（Clobody），该环体抗体能够抵御

蛋白质水解作用，同时保留双特异性。

双特异抗体可以有多种连接方式，可以由Fab

与 scFv串联形成双特异抗体［92］，纳米抗体可以与

scFv串联形成双特异或多特异抗体，Tapia-Galisteo

等［93］ 设计了一种用于治疗结直肠癌 （colorectal 

cancer，CRC）的新型串联T细胞募集三特异性抗

体。这种构建体被称为三特异性 T 细胞衔接器

（trispecific T-cell engager， TriTE），由一个 CD3 特

异性 scFv组成，其两侧分别是抗EGFR和抗上皮细

胞 黏 附 分 子 （epithelial cell adhesion molecule， 

EpCAM）的单域重链抗体。

5　双特异抗体作用机制及应用领域

5.1　双特异抗体作用机制

双特异抗体基本功能是可以同时结合两个不同

的靶分子，这些靶分子可以是不同的抗原，或者不

同的表位，另外双特异抗体分子结构设计可以是对

称 IgG样结构、非对称 IgG样结构以及非 IgG样结

构，对于抗原的结合价位可以是单价，也可以是二

价甚至三价，这些不同的设计对比单克隆抗体大大

拓展了功能和应用范围［6］。

不同的双特异抗体通过不同的机制发挥治疗效

果，往往取决于其结构设计以及其结合的靶点。目

前应用和研究最广泛的机制之一是T细胞定向到肿

瘤细胞起到靶向治疗作用，双特异抗体可以与T细

胞上 CD3 结合同时与肿瘤相关抗原结合［94-95］。另

一种重要的机制设计阻断导致疾病进展的双信号通

路［96-97］，在癌症治疗中，双特异抗体抗体可以同

时靶向两种不同的受体酪氨酸激酶 （receptor 

tyrosine kinase ， RTK）或其配体，从而抑制肿瘤

生长并克服肿瘤的耐药机制［98］。另外一些双特异

抗体机制为阻断免疫检查点，癌症细胞同免疫检查

点分子作用抑制免疫细胞的攻击，通过双特异抗体

靶向两种不同的肿瘤免疫检查点分子，可以增强机

体的抗肿瘤反应［99-101］。有一类双特异抗体的设计

是结合两种蛋白质分子形成蛋白质复合物。其中一

个例子是Emicizumab［102］，它在凝血级联反应中桥

接因子 IXa和X， 在A型血友病患者因为缺失因子

VIII 而导致 IXa 和 X 无法结合［103-104］。其他机制包

括可溶性配体的中和，阻止它们与受体相互作

用［105］，作为辅助因子模拟促进生物过程。作用机

制的多功能性使双特异抗体能够针对广泛的治疗应

用进行设计，解决单一途径的干预措施可能不足应

对各种疾病的复杂性。一些双特异抗体作用机制如
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图4所示。

5.2　双特异抗体的主要医学应用

双特异抗体在癌症治疗领域有着广泛的应用，

除此之外也应用于自身免疫疾病、传染病和其他

疾病。

在癌症治疗中，双特异抗体被用于治疗血液系

统恶性肿瘤，包括白血病和淋巴瘤［11， 106］，通过重

新定向T细胞以杀伤肿瘤细胞。另外应用领域也扩

大到实体肿瘤的治疗，包括肺癌、乳腺癌和黑色素

瘤，它们可以靶向肿瘤特异性抗原并增强免疫

反应［80， 101， 107］。

除了肿瘤之外，一些研究双特异抗体应用于自

身免疫疾病治疗，如类风湿性关节炎和系统性红斑

狼 疮 ， 通 过 靶 向 特 异 免 疫 细 胞 或 炎 性 细 胞

因子［108-109］。

在治疗传染病领域，靶点包括病原体不同抗原

来降低病原体突变的免疫逃逸，同时双靶点的联合

作用增强治疗效果，在人类免疫缺陷病毒（human 

immunodeficiency virus， HIV）、SARS-CoV-2治疗

上显示出较好的效果［110-111］。

在眼科治疗方面，双特异抗体通过靶向血管生

长因子来治疗新生血管性老年相关的黄斑病和糖尿

病性黄斑水肿等疾病［112］。

在血液疾病方面，Emicizumab 在凝血级联反

应中桥接因子 IXa和X来治疗血友病［113］。一些双

特异抗体已经获得批上市（表1）。

5.3　不同结构设计双特异抗体在不同疾病治疗中

的优势及问题

前述不同双特异抗体结构设计分类为 IgG样双

特异抗体和非 IgG样双特异抗体，其主要差异在于

是否包含Fc结构，而Fc一方面可以引起ADCC效

应和补体效应等功能，另一方面带Fc结构的双特

异抗体在体内清除缓慢，终末半衰期长，在治疗上

减少给药次数和给药剂量，另外Fc增大了双特异

抗体分子质量，影响其组织穿透能力。IgG样双特

异抗体可以分为对称和非对称结构。对称 IgG样双

特异抗体结合每一种抗原或表位是双价的，在生成

上由于带Fc的两条链相同不用考虑错配问题，从

而简化了生成和纯化过程，由于两个抗体可变区连

接在同一条重链或者轻链，很多设计需要考虑抗体

同时结合抗原的空间位阻效应，因而会影响双特异

抗体设计的灵活性。不对称 IgG样双特异抗体两条

Fc链不同，其携带的特异抗体识别不同的抗原或

表位，设计灵活，一般对每个抗原的结合不相互影

响。设计上解决重链配对问题以及重链与轻链配对

问题的不同平台和方案已经在前面论述介绍。非

IgG 样双特异抗体没有 Fc 片段，没有 Fc 的 ADCC

效应和补体效应，体积和分子质量小，具有较强的

组织穿透能力，药代动力学清除快。不同结构设计

的双特异抗体具有不同的药效学特点，使其在不同

的疾病治疗领域具有不同的应用场景和不同的

优势。

在血液肿瘤治疗方面，非 IgG 样双特异抗体

Blinatumomab 2014 年美国获批上市用于治疗淋巴

细胞白血病，该抗体结构为抗 CD19×CD3 的 scFv

串联结构，该抗体的小分子结构能够高效的在血液

中将T细胞招募到表达CD19的白血病细胞旁，形

成免疫突触，高效激活T细胞杀伤肿瘤细胞。但是

该药具有极短的半衰期（约 2 h）要求患者必须通

过微型输液泵进行长达数周的持续静脉输注，极大

地影响了患者的生活质量［114］。为了克服半衰期短

的问题，IgG样双特异抗体也越来越多地应用于血

Fig.4　Action mechanism of bispecific antibodies
图4　双特异抗体作用机制

（a）  结合两种抗原或表位；（b）  重新定向效应细胞和靶细胞，双

特异抗体同时靶细胞和效应细胞表面抗原，使效应细胞重新靶向；

（c）  激活或抑制双信号通路，双特异抗体同时结合两个细胞表面

受体，引起细胞内两个信号通路的激活或抑制；（d）  双免疫检查

点抑制，双特异抗体同时结合两个免疫检查点分子阻断T细胞与肿

瘤细胞间的抑制信号，如程序性死亡受体1 （programmed death-1，

PD-1、细胞毒性T淋巴细胞相关抗原4 （cytotoxic T lymphocyte-

associated antigen-4， CTLA-4）、淋巴细胞活化基因3 （lymphocyte 

activation gene-3， LAG-3）、T细胞免疫球蛋白黏蛋白3 （T cell 

immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3， TIM3）； 

（e）  结合两个蛋白质并形成复合物。
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液 肿 瘤 。 例 如 ， 靶 向 CD20 和 CD3 的

Mosunetuzumab、 Epcoritamab、 Glofitamab 和

Odronextamab，它们都是非对称 IgG样抗体，具有

完整的 IgG结构，拥有更长的半衰期，允许间歇性

静脉给药，便利性显著提高。同时，可以通过对

Fc片段的改造来降低非特异性激活的风险。

实体瘤治疗方面一个主要考虑的问题是肿瘤的

渗透性，非 IgG样结构其小分子质量被认为更利于

穿透致密的肿瘤基质，到达肿瘤细胞。然而，其快

速的肾脏清除又限制了药物在肿瘤部位的累积，一

些研究工作通过改造非 IgG样结构来改变其药效学

和药代动力学特征。目前上市的非 IgG样结构双特

表1　全球已经上市的双特异抗体药物

Table 1　bispecific antibody drugs on market

商品名

Removab

Blincyto

Hemlibra

Rybrevant

Kimmtrak

Vabysmo

Lunsumio

开坦尼

Tecvayli

Nanozora

Epkinly

Columvi

Talvey

Elrexfio

Imdelltra

依达方

Ordspono

Ziihera

Bizengri

药物名称

Catumaxomab

Blinatumomab

Emicizumab

Amivantamab

Tebentafusp

Faricimab

Mosunetuzumab

Cadonilimab

Teclistamab

Ozoralizumab

Epcoritamab

Glofitamab

Talquetamab

Elranatamab

Tarlatamab

Ivonescimab

Odronextamab

Zanidatamab

Zenocutuzumab

靶点

CD3×EpCAM

CD3×CD19

X×IXa

EGFR×c-Met

gp100×CD3

Ang-2×VEGFA

CD3×CD20

PD-1×CTLA-4

CD3×BCMA

TNFα× HSA

CD3×CD20

CD3×CD20

CD3×GPRC5D

CD3×BCMA

CD3×DLL3

PD1×VEGF-A

CD3×CD20

HER2×HER2

HER2×HER3

结构特点及价位

非对称IgG样，四

源杂交瘤，1+1

非IgG样，scFv串

联，1+1

非对称IgG样，共

轻链，1+1

非对称IgG样，Du‐

obody，1+1

非Ig样，scFv-TCR

融合，1+1

非对称IgG样，

CrossMab，1+1

非对称IgG样，

KiH，1+1

对称IgG样，IgG-

scFv，2+2

非对称IgG样，Du‐

obody，1+1

非IgG样，VHH串

联，2+1

非对称IgG样，Du‐

obody，1+1

非对称IgG样，

CrossMab，2+1

非对称IgG样，Du‐

obody，1+1

非对称IgG样，修

饰IgG，1+1

非IgG样，Fc连接

scFv，1+1

对称IgG样，IgG-

scFv，2+2

非对称IgG样，1+1

非对称IgG样，

scFv取代1个Fab，

1+1

非对称IgG样，共

轻链，1+1

作用机制

T细胞靶向肿瘤

T细胞靶向肿瘤

形成蛋白复合物

双信号抑制

T细胞靶向肿瘤

双配体抑制

T细胞靶向肿瘤

双信号抑制

T细胞靶向肿瘤

配体抑制

T细胞靶向肿瘤

T细胞靶向肿瘤

T细胞靶向肿瘤

T细胞靶向肿瘤

T细胞靶向肿瘤

双信号抑制

T细胞靶向肿瘤

双信号抑制

双信号抑制

适应症

癌性腹水

淋巴细胞白血病

A型血友病

非小细胞肺癌

葡萄膜黑色素瘤

黄斑变性、水肿

滤泡性淋巴瘤

转移性宫颈癌

多发性骨髓瘤

类风湿性关节炎

大B细胞淋巴瘤

大B细胞淋巴瘤

多发性骨髓瘤

多发性骨髓瘤

小细胞肺癌

非小细胞肺癌

大B细胞淋巴瘤

HER2阳性胆管癌

非小细胞肺癌

获批时间

2009欧洲2017退市

2014美国

2017美国

2021美国

2022美国

2022美国

2022美国

2022中国

2022欧洲

2022日本

2023美国

2023美国

2023美国

2023美国

2024美国

2024中国

2024欧洲

2024美国

2024美国

研发公司

Trion

Amgen

Roche

Johnson

Immunocore

Roche

Roche

康方生物

Johnson

Taisho， Ablynx

Genmab， AbbVie

Roche

Johnson

Pfizer

Amgen

康方生物

Regeneron

Zymeworks，Jazz

Merus

资料来源FDA/EMA/NMPA，DrugBank（drugbank.com），Drugs（drugs.com），PubChem数据库，专利，以及制药公司网站
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异抗体 Tebentafusp 结合 gp100×CD3，分子结构为

scFv 与 TCR 融合，使 T 细胞重靶向肿瘤用来治疗

葡萄膜黑色素瘤。Tarlatamab 结合CD3×DLL3，其

作用使T细胞重靶向肿瘤用来治疗小细胞肺癌，其

结构为Fc连接 scFv，这个Fc片段经过了特殊改造，

去除了其效应功能（如ADCC），从而避免了不必

要的免疫激活，其唯一目的是与新生儿 Fc 受体

（FcRn）结合。这种结合机制可以保护 Tarlatamab

不被机体快速清除，从而将其半衰期延长至大约1

周［115］。IgG样结构Fc区域保留具有较长的半衰期

和稳定性，一些 Fc工程改造增强ADCC效应，但

是其分子较大，肿瘤穿透相对较差。一些 IgG样双

特异抗体已经在临床应用，包括 Amivantamab、

Ivonescimab和Zenocutuzumab用于非小细胞肺癌治

疗，Cadonilimab 用于治疗转移性宫颈癌治疗，

Zanidatamab 用于 HER2 阳性胆管癌治疗 ，其作用

机制均为双信号抑制。

在自身免疫性疾病中，双特异抗体的目标是抑

制或调节异常的免疫反应，IgG样结构通过Fc片段

与抑制性FcγRIIb受体结合，同时其可变区结合自

身反应性B细胞表面的靶点，可以递送抑制信号，

从而“关闭”这些有害的B细胞。长半衰期对于需

要长期用药的慢性自身免疫病至关重要。在大多数

自免疾病治疗中，ADCC等杀伤效应是有害的，因

此通常需要对Fc片段进行改造，以消除其与激活

型Fcγ受体的结合能力。目前，已有多个针对银屑

病、系统性红斑狼疮等疾病的双特异抗体进入临床

研究阶段［109， 116］。

在传染性疾病治疗方面，可以针对病毒（如

HIV、流感病毒、新型冠状病毒）等易变异的病原

体，可以设计同时靶向两个不同保守表位的双特异

抗体，从而有效应对病毒突变，提供更广谱的保

护。也可以设计桥接免疫细胞清除感染细胞，利用

双特异抗体将NK细胞或T细胞招募到被病毒感染

的细胞旁，以清除病毒库（如 HIV 潜伏感染的细

胞）。结构选择方面对于急性感染的治疗或预防，

IgG 样结构的长半衰期和可能的效应功能 （如

ADCC） 是有益的。对于需要穿透特定组织屏障

（如血脑屏障）以清除中枢神经系统感染的场景，

非 IgG样的小分子结构可能更具优势。

6　结论和未来展望

双特异抗体在单克隆抗体基础上通过抗体工程

实现同时结合两种不同抗原或表位，这种功能拓展

了抗体的应用范围，在医疗领域的应用包括癌症、

自身免疫疾病以及传染病的治疗。

双特异抗体结构形式多样，包括 IgG样式和非

IgG样式，由于其结构具有 Fc或缺失 Fc从而影响

双特异抗体的分子质量，进而影响双特异抗体的药

代动力学以及药效学特征、组织渗透性，以及 Fc

具有的补体效应、ADCC 效应［32］。可以根据治疗

需要设计不同的抗体类型。在具有Fc的双特异抗

体中，对称型双特异抗体对每个抗原结合是二价

的，具有亲和力增强效应，在生产上不需要考虑重

链配对问题。另一类 IgG 样双特异抗体是非对称

的，非对称双特异抗体具有设计更加灵活，适用治

疗领域更加广泛，设计上需要考虑重链配对问题，

解决办法包括旋钮入孔结构，以及电荷作用解决异

源Fc配对问题。另外由于轻链和重链配对界面是

相似的，为了解决轻链重链错配问题，发展了一些

技术平台，包括Crossmab技术，交换重链轻链区

域，另外通过引入电荷以及重链轻链结合界面改造

工程来解决错配问题，WuXiBody通过引入TCR替

换CH1-CL来解决错配问题。另外在不对称 IgG样

抗体纯化方面也有一些挑战，其中一个技术是设计

IgG不同重链具有不同等电点，从而纯化出只有异

源二聚体的抗体。另外有设计利用 IgG与蛋白A结

合能力来纯化双特异抗体。

非 IgG 样双特异抗体由于不带 Fc 区域，可以

是 scFv 或 Fab、VHH 等多种形式的串联，形成多

种形式的双特异抗体。

双特异抗体作用机制同样是多种多样的，包括

免疫细胞的募集、多种信号通路的阻断、蛋白质复

合物的强制结合以及可溶性配体的中和。

与传统单克隆抗体相比，双特异抗体具有多项

优势，可以同时靶向多种疾病驱动因素，诱导协同

治疗并克服耐药机制。但是研究和临床应用仍然存

在挑战，包括潜在的免疫原性和制造过程的复

杂性［117］。

展望未来，双特异抗体领域有望持续增长和创

新，正在进行的研究侧重于开发具有更高稳定性的

治疗新形式，探索新的治疗靶点以及治疗靶点的组

合，研究双特异抗体与其它疗法联合治疗更广泛疾

病的潜力。抗体工程的不断进步和对疾病机制的更

深入理解推动双特异抗体治疗的发展，为更多疾病

提供有效治疗方案。
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Graphical abstract

Abstract　Bispecific antibodies, engineered to simultaneously bind two distinct antigens or two epitopes on the 

same antigen, are now widely utilized in tumor therapy and various other fields. Depending on their mechanisms 

of action, bispecific antibodies can be designed into diverse structural formats, including IgG-like bispecific 

antibodies containing an Fc region. The Fc region mediates immune effector functions by interacting with 

receptors on immune cells or soluble immune components. However, antibodies containing an Fc region have a 

relatively high molecular weight, which limits their tissue penetration. They also exhibit slow systemic clearance 

in vivo and possess pharmacokinetic characteristics marked by a long terminal elimination half-life. Symmetric 

IgG-like bispecific antibodies feature a symmetric structure and are bivalent for each target antigen. During 

production, since the two heavy chains carrying the Fc region are identical, issues related to chain mispairing do 

not arise, thereby simplifying the manufacturing and purification processes. Moreover, the pairing of two identical 
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natural Fc chains allows for correct disulfide bond formation, resulting in a more stable structure. Glycosylation of 

the Fc region remains in its natural state, preserving Fc-mediated functions. However, as the variable regions of 

the two antigen-binding sites are linked to the same heavy chain, the design must account for potential steric 

hindrance when the antibody binds both antigens simultaneously. In contrast, asymmetric IgG-like bispecific 

antibodies consist of two different heavy chains, each carrying antigen-binding domains that recognize distinct 

antigens or epitopes, offering greater structural design flexibility. Their development, however, requires 

addressing challenges related to heavy chain and light chain pairing. Strategies to prevent heavy chain mispairing 

include engineering the spatial configuration of the Fc region, facilitating Fab arm exchange, applying IgG-IgA 

chain exchange techniques, and introducing charge modifications in the Fc domain. To ensure correct light chain–

heavy chain pairing, approaches such as introducing electrostatic interactions or novel disulfide bonds between 

the chains, swapping the CH1 and CL domains, or replacing the CH1-CL module with a T-cell receptor-derived 

structure have been employed. Non-IgG-like bispecific antibodies lack an Fc region. They are characterized by 

their small size and low molecular weight, which confer enhanced tissue penetration, rapid systemic clearance, 

and high structural versatility. Unlike IgG-based formats, they do not bind Fc receptors or activate the 

complement system directly. Different bispecific antibodies exert therapeutic effects through distinct mechanisms, 

which are largely determined by their structural design and target specificity. Currently recognized mechanisms of 

action include T cell redirection, dual signaling pathway blockade, immune checkpoint inhibition, formation of 

ternary complexes by binding two molecules, neutralization of soluble ligands, and acting as cofactors to mimic or 

enhance biological processes. Bispecific antibodies are extensively applied in cancer therapy. Beyond oncology, 

they are also being developed for the treatment of autoimmune diseases, infectious diseases, hematological 

disorders, and other conditions. Different structural designs offer unique advantages across therapeutic areas. This 

article elaborates on the structural designs of various types of bispecific antibodies and reviews their mechanisms 

of action and applications in therapeutics.   
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