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新型抗体偶联药物607-LDM的制备及抗肿瘤活性研究
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摘要: 抗体偶联药物 (antibody-drug conjugates, ADCs) 是目前肿瘤治疗药物中最重要的种类之一。人表皮生长

因子受体 2 (human epidermal growth factor receptor 2, HER2) 特异性高表达于乳腺癌和卵巢癌等多种实体肿瘤, 已

被证实是ADC的理想靶点。力达霉素 (lidamycin, LDM) 是中国医学科学院医药生物技术研究所自主研发的强效

烯二炔抗肿瘤抗生素, 其分子具有可拆分和重建的特点, 适于用作ADC的“弹头”药物。本研究利用LDM的分子特

点, 采用特殊“定点偶联”技术, 制备药物抗体比 (drug-to-antibody ratio, DAR) 为 2的抗HER2抗体 607与力达霉素的

ADC 607-LDM, 并研究其抗肿瘤活性, 结果表明: 607-LDM在体外对人卵巢癌SKOV3和乳腺癌BT-474细胞有强烈

杀伤活性, 还可诱导二者发生细胞凋亡和G2/M期阻滞。在 SKOV3裸鼠移植模型中 (动物实验符合中国实验动物

护理和使用准则, 并经中国医学科学院医药生物技术研究所实验动物伦理委员会批准), 1.0 mg·kg-1 607-LDM尾静

脉注射 1次, 抑瘤率为 72.4%, 显著强于单独抗体组 (30.2%)、LDM最大耐受剂量组 (50.6%) 及二者联用组 (50.1%)。

本研究构建的新型ADC药物607-LDM有望成为治疗HER2阳性肿瘤的候选药物。
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Abstract: Antibody-drug conjugates (ADCs) are one of the most important classes of anticancer therapeutics.

Human epidermal growth factor receptor-2 (HER2), which is highly expressed in many types of aggressive cancers

including breast and ovarian cancer, has been approved as an ideal target for ADCs. Lidamycin (LDM), developed

by Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical Sciences, is an enediyne-containing antibiotic

with potent anti-tumor activity. LDM is a promising payload for ADCs. In the present research, using a special

site-directed conjugating technology, we made a novel ADC (607-LDM) with a drug-to-antibody ratio (DAR) of

2 and composed of the anti-HER2 antibody 607 and LDM. The new ADC exhibited potent antitumor activity

against human ovarian cancer SKOV3 and breast cancer BT-474 cells. It also induced apoptosis and G2/M arrest.

In nude mice with SKOV3 xenografts and a tumor volume of 150-200 mm3, a single intravenous injection 607-

LDM at 1 mg·kg-1 induced tumor growth inhibition of 72.4%, which was significant compared to either LDM

(50.6%) or antibody (30.2%) treatment alone, or both in combination (50.1%, P < 0.05). All animal experiments
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were performed in accord with National Regulations and approved by the Animal Experiments Ethical Committee

of College of Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical Sciences. The novel ADC de‐

signed in this study, 607-LDM, is a promising candidate for the treatment of HER2-positive cancers.

Key words: antibody-drug conjugate; human epidermal growth factor receptor 2; lidamycin; ovarian cancer;

breast cancer; anti-tumor activity

抗体偶联药物 (antibody-drug conjugates, ADCs)

是由单克隆抗体与小分子细胞毒药物通过特定连接子

(linker) 共价连接而成的新型肿瘤靶向药物。抗体作

为靶向载体运送细胞毒药物即“效应分子”或“弹头”至

肿瘤部位后, 与肿瘤细胞表面抗原特异性结合, 经内吞

到达溶酶体, 然后释放细胞毒药物杀伤肿瘤细胞。因此,

与传统化疗药物相比, ADC可显著改善治疗指数, 减

少对正常组织的毒副作用[1]。近年来, 随着单克隆抗

体技术的发展, 以及新型毒素、连接子和肿瘤靶标的发

现, ADCs药物发展迅速, FDA仅在 2019年就批准了 3

种ADCs上市, 截至目前, 已有 8个抗体偶联药物先后

获得 FDA批准上市[2]。ADCs在临床应用中体现了很

好的安全性和有效性, 已成为肿瘤靶向治疗领域的研

究热点和重要发展方向。当前, 全球已有超过 100个

ADC新药处于临床试验的不同阶段[3], 预计在未来 5

年内将有多个ADC药物获批上市[1]。但是, 目前已上

市或在研的ADC药物“弹头”的种类非常有限, 绝大多

数采用微管抑制剂美登素或海兔毒素 (monomethyl

auristatin E, MMAE) 衍生物, 但这类药物依赖于细胞

的快速分裂, 对在复发和耐药中起关键作用的休眠的

肿瘤细胞无影响, 并且易发生耐药。因此, 寻找与上述

药物作用机制不同的新型ADC“弹头”尤为重要。由于

肿瘤细胞表面抗原数量有限 (每个细胞表面 5×103～

1×106个抗原), 并且每个抗体偶联的药物分子数有限

(平均 3.5～4个), 最后通过ADC输送并到达肿瘤细胞

的药物分子数很低, 因此“弹头”分子必须有极强的毒

性。这也被认为是采用氨甲喋呤、紫杉醇和蒽环类抗

生素等毒性一般的传统化疗药物作为“弹头”的ADC

临床试验失败的主要原因[4]。

力达霉素 (lidamycin, LDM) 是从我国湖北潜江县

土壤分离得到的一株放线菌分泌的肽类代谢产物, 是一

种强效抗肿瘤抗生素。其结构为一条含 110个氨基酸

的辅基蛋白 (apoprotein of LDM, LDP, 10 500 Da) 和一

个九元环烯二炔发色团 (active enediyne chromophore

of LDM, AE, 843 Da) 组成, AE是LDM活性成分, LDP

起稳定和保护发色团作用, 二者在体外可进行拆分和重

建, 重建后的分子与天然力达霉素的活性相同[5]。LDM

具有高效杀伤肿瘤细胞作用, 克隆形成实验显示其对

肿瘤细胞的半数抑制浓度 (IC50) 在 10-17～10-16 mol·L-1

之间, 比多柔比星和丝裂霉素等传统化疗药物强10 000

倍以上 , 是迄今发现活性最强的肽类抗生素之一[6]。

LDM和卡奇霉素 (calicheamicin) 同属烯二炔家族, 目

前已有两种以卡奇霉素为“弹头”的ADC (Besponsa和

Mylotarg) 被批准上市, 因此, 以LDM作为“弹头”构建

ADC极具发展潜力。

HER2是具有酪氨酸蛋白激酶活性的跨膜蛋白, 由

胞内的蛋白酪氨酸激酶区、单链跨膜区和胞外的抗体

结合区 3部分组成, 是人表皮生长因子受体 (epidermal

growth factor receptor, EGFR) 家族成员之一, 参与细胞

分化、黏附及运动等重要生理过程[7,8]。HER2可与同

家族受体HER3、HER4发生异源二聚化从而增强二者

与特异性配体的亲和能力, 促进酪氨酸残基磷酸化, 从

而介导细胞增殖和肿瘤发生[9]。目前, HER2在乳腺癌

中的表达与功能已研究得比较透彻, 15%～30%的乳腺

癌会发生HER2基因扩增或过表达, 正常乳腺组织中

低表达或不表达, 其高表达与乳腺癌发生发展密切相

关, 是重要的临床预后标志物。除乳腺癌以外, HER2

在卵巢癌、结直肠癌、非小细胞肺癌、子宫内膜癌、膀胱

癌和头颈癌等多种肿瘤中也有部分高表达。HER2高

表达与肿瘤患者不良预后以及耐药性密切相关, 是判

断肿瘤恶性程度的独立预后指标[10-14]。HER2已被证

实是肿瘤治疗的理想靶标。

607为三生国健药业 (上海) 股份有限公司制备的

抗HER2抗体, 为曲妥珠单抗生物类似药, 本研究尝试

以 607为载体, 以力达霉素为“弹头”, 根据 LDM可拆

分和重建的分子特点, 采用DNA重组和分子重建相结

合的特殊“定点偶联”技术 , 制备靶向 HER2 的新型

ADC 607-LDM并研究其抗肿瘤活性, 为肿瘤靶向治疗

提供潜在的候选药物。

材料与方法

实验材料和试剂 人HER2重组蛋白购自北京义

翘神州科技股份有限公司, MTT购于 Sigma公司, BD

MatrigelTM Basement Membrane Matrix 购于北京兰博

利德生物科技有限公司 ; 蛋白分子量标准、Annexin

V-FITC凋亡检测试剂盒、凋亡周期检测试剂盒等购于
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Cell Signaling Technology公司; 辣根过氧化物酶 (HRP)

标记山羊抗人 IgG二抗购自北京中杉金桥生物技术公

司; 抗HER2抗体 607重组表达载体、融合蛋白重组表

达载体 pTT由三生国健药业 (上海) 股份有限公司保

存, LDP表达载体由中国医学科学院医药生物技术研

究所保存。

HER2 高表达的人卵巢癌细胞系 SKOV3 和人乳

腺癌细胞系 BT474、HEK293E 细胞由三生国健药业

(上海) 股份有限公司保存; 7～9周龄雌性BALB/c裸

鼠 , 18～20 g, 购自北京安凯毅博生物技术有限公司,

动物许可证号: SCXK (京) 2012-0009。动物实验符合

中国实验动物护理和使用准则, 并经中国医学科学院

医药生物技术研究所实验动物伦理委员会批准。

融合蛋白607-LDP构建表达及纯化 采用PCR技

术将融合蛋白 607-LDP [607-(G4S)3-LDP] 基因克隆至

PTT5表达载体, 转化大肠杆菌 DH5α进行扩增, 然后

提取质粒, 经测序鉴定序列无误后瞬时转染HEK293E

细胞, 经无血清培养后收集上清, 采用 Protein A亲和

柱进行纯化 , 获得 607 抗体和融合蛋白 607-LDP。将

纯化后的抗体通过 SDS-PAGE凝胶电泳和HPLC法检

测抗体的纯度, 并用BCA试剂盒 (标准品为牛血清免

疫球蛋白BGG) 测定抗体的浓度。

ELISA法检测融合蛋白 607-LDP与重组人HER2

抗原的亲和活性 96孔板包被重组人HER2抗原, 每

孔 1 μg, 并用 2% BSA 4 ℃孵育过夜。PBST洗 3次, 加

入 10倍梯度稀释的 607-LDP或 607, 浓度分别为 100、

10、1、0.1、0.01、0.001 和 0.000 1 nmol·L-1, 37 ℃孵育

1 h。PBST 洗 3 次 , 加入 HRP 标记的山羊抗人 IgG 二

抗, 37 ℃孵育 1 h, PBST洗 3次, 避光条件下加入TMB

底物溶液进行显色反应, 避光孵育 15 min, 加入浓度为

2 mol·L-1 H2SO4终止反应, 用酶标仪测定光吸收值A450。

融合蛋白607-LDP与发色团AE组装 采用HPLC

分离LDM发色团, 色谱柱为 (Jupiter5U C4, 1 500 mm×

100 mm), 流动相为水-乙腈-三氟乙酸 = 78%∶22%∶

0.05%, 350 nm检测吸收值, 收集AE, 将AE与607-LDP

蛋白按 3∶1分子比混合, 4 ℃避光搅拌 14 h, 过夜组装

后用 50 000 MW 超滤管超滤 , 除去游离的 AE, 反相

HPLC (C4, 300 A) 在 350 nm处检测吸收值, 制作浓度/

峰面积的标准曲线, 计算组装效率, 得到组装后的强化

融合蛋白607-LDM。

MTT 法检测 607-LDM 对肿瘤细胞杀伤抑制作

用 将对数生长的 HER2 高表达的人卵巢癌 SKOV3

和人乳腺癌BT474肿瘤细胞经 0.25%的胰蛋白酶消化

后, 制成适当浓度的单细胞悬液, 计数, 稀释成适宜浓

度铺板, 37%、5% CO2培养箱培养 24 h, 待细胞贴壁生

长后, 加入不同浓度梯度的药物培养 48 h。然后每孔

加入 MTT 溶液 10 μL (10 mg·mL-1) 培养 4 h, 弃上清 ,

每孔加入二甲基亚砜 150 μL, 室温震荡 10 min, 酶标仪

测定 570 nm处的吸光值 (A570)。实验设置无药对照组

和无细胞空白对照组, 按照公式计算细胞存活率并算

出 IC50值: 细胞存活率 = (加药组 A570值-空白对照组

A570值)/(对照组A570值-空白对照组A570值)×100%。

Annexin V-FITC/PI 双染结合流式细胞仪检测

607-LDM诱导肿瘤细胞凋亡作用 将对数生长期的

SKOV3和BT474细胞计数后稀释成适宜浓度铺6孔板,

24 h后给药, 继续培养 24 h, 然后小心收集细胞培养液

到离心管内备用。0.25%胰蛋白酶消化细胞, 终止消化

后细胞悬液与前面收集的上清液混合, 1 000 r·min-1离

心 5 min, 弃上清, 然后加入冰浴预冷的 PBS洗涤 2次,

冰浴备用。

加入预先配置好的 Annexin V 结合缓冲液, 制成

细胞数为每毫升 1×106个的细胞悬液, 取出细胞悬液

100 μL加入到新的EP管中, 向细胞悬液中加入Annexin

V-FITC结合物5 μL, 再加入碘化丙啶 (propidium iodide,

PI) 溶液5 μL, 室温下避光放置15 min, 加入1×Annexin

V结合缓冲液 400 μL, 用 200目滤网过滤样品后冰浴

避光存放, 待流式细胞仪加样检测 (具体参照Annexin

V-FITC凋亡检测试剂盒说明处理)。

PI染色结合流式细胞仪检测 607-LDM诱导肿瘤

细胞周期调节作用 细胞处理部分同凋亡检测, 向洗

涤后冰浴备用的细胞团中加入冰浴预冷的 70%乙醇

制成细胞悬液, 4 ℃固定 24 h, 3 000 r·min-1离心 5 min,

弃上清, 残留约 50 μL左右的 70%乙醇, 避免吸走细胞

沉淀, 轻轻弹击离心管管底松散细胞, 加入配置好的碘

化丙啶染色液 (具体步骤参照凋亡周期检测试剂盒说

明), 37 ℃避光温育 30 min, 用 200目滤网过滤, 流式细

胞仪于488 nm激发波长检测。

607-LDM 对裸鼠 SKOV-3 移植瘤模型的抑瘤作

用 采用人卵巢癌SKOV3裸鼠移植模型评价抗体偶联

药物 607-LDM的体内抗肿瘤疗效。选取雌性BALB/c

裸鼠, 7～9周龄, 体重 18～20 g, 每只接种 7×106个细胞

和等体积混合基质胶 (Matrigel) 的悬液 200 μL至右侧

腋窝皮下。待瘤体积达150～200 mm3时, 将小鼠按照肿

瘤大小和体重随机分组, 使组间肿瘤大小平均值接近、各

组体重平均值接近, 每组6只, 共8组。尾静脉注射给药,

给药方案: 607 (1.0和 5.0 mg·kg-1), LDM (0.05 mg·kg-1),

607 (1.0 mg·kg-1) + LDM (0.05 mg·kg-1), 607-LDM (0.6、

0.8和 1.0 mg·kg-1), 给药 1次, 对照组不做处理。实验

期间, 密切观察肿瘤生长和小鼠体重的变化, 每隔 2～

3天测量肿瘤直径 (长径和短径) 和小鼠体重。根据公
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式V = ab2/2计算肿瘤体积 (a: 肿瘤长径; b: 肿瘤短径),

绘制肿瘤生长曲线并根据公式 [1-(终末体积给药组-初

始体积治疗组)/(终末体积对照组-初始体积对照组)]×100%计

算抑瘤率。

统计学方法 实验数据采用GraphPad Prism 5.0处

理, 表示为
-
x ± s。两组间的差异性比较采用Student's t

检验分析, P < 0.05认为有显著性差异。

结果

1 融合蛋白607-LDP纯度检测及亲和活性分析

采用SDS-PAGE对纯化后的融合蛋白 607-LDP进

行鉴定, 结果表明: 还原条件下 607重链分子质量约为

50 kDa, 607-LDP重链由于连接了 LDP (10 kDa) 分子

质量约 60 kDa, 二者轻链分子质量均约 25 kDa, 与理

论分子量相符 (图 1A)。通过 HPLC 高效液相色谱法

检测融合蛋白 607-LDP纯度, 纯度达到 98% 以上 (图

1B), 纯化后产量为 23 mg·L-1。ELISA 法检测融合蛋

白 607-LDP 及 607 抗体与 HER2 抗原的亲和活性 (图

1C), 607-LDP与抗原的亲和曲线与裸抗体 607基本一

致, 证明将 LDP融合在 607抗体重链C端并没有影响

其亲和活性。

2 融合蛋白607-LDP与LDM发色团AE的组装

LDM 由辅基蛋白 LDP 与活性发色团 AE 通过非

共价键连接构成, 当有机溶剂存在时, LDP与AE之间

的非共价键破坏, 二者分离。除去有机溶剂后, 二者可

重新组装, 且组装后产物活性与天然LDM相似, LDM

发色团AE在 340 nm波长处有特征吸收峰。采用有机

溶剂对LDM的辅基蛋白LDP与发色团AE进行拆分,

利用凝胶色谱柱分离AE, 再与融合蛋白 607-LDP进行

组装, 即获得ADC药物 607-LDM (图 2A)。图 2B表明

组装后的 607-LDM在 340 nm处有发色团的特征吸收

峰, 说明融合蛋白607-LDP和发色团AE组装成功。图

2C表示超滤后的蛋白溶液中不存在游离AE, 说明游离

AE已去除干净。在反向高效液相色谱 (RP-HPLC) 条

件下, 607-LDM可解离出融合蛋白 607-LDP和发色团

AE, 通过计算峰面积可检测 607-LDP和AE的组装效

率。检测成功组装ADC后的AE吸收峰面积是 113.2,

根据LDM浓度与AE吸收峰面积的标准曲线, 计算组

装效率为82%。

3 607-LDM对肿瘤细胞有强烈的杀伤作用

采用MTT法检测抗体偶联药物 607-LDM以及单

药 LDM 对肿瘤细胞生长的抑制作用。结果表明 ,

LDM单药对HER2阳性的 SKOV3和BT474有强烈的

杀伤作用 , IC50 值分别为 0.042 和 0.171 nmol·L-1; 而

607-LDM 的杀伤活性则强于 LDM 单药, 对上述两种

细胞的 IC50值分别为0.028和0.056 nmol·L-1 (图3)。

4 607-LDM可诱导肿瘤细胞凋亡

SKOV3 和 BT474 细胞经过 607-LDM 处理 24 h

Figure 2 Molecular reconstitution of 607-LDP and AE. A: Sche‐

matic structure of of 607-LDM; B: RP-HPLC analysis of 607-

LDM using a Vydac C4 300 A column at 340 nm; C: Analysis of

the residual free AE after ultrafiltration by RP-HPLC. AE: Active

enediyne chromophore of LDM

Figure 1 Analysis of purified fusion protein 607-LDP by SDS-PAGE (A), HPLC (B) and ELISA (C). Lane M: Protein marker; Lane 1:

607 under non-reducing condition; Lane 2: 607 under reducing condition; Lane 3: 607-LDP under non-reducing condition; Lane 4: 607-LDP

under reducing condition. 607: Anti-HER2 antibody; LDP: Apoprotein of lidamycin (LDM)
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后, Annexin V-FITC/PI双染结合流式细胞仪检测 607-

LDM 对肿瘤细胞的凋亡诱导作用 , 结果如图 4 所示 ,

分别得到早期凋亡 (右下象限)、中晚期凋亡 (右上象

限)、坏死 (左上象限)、以及活细胞 (左下象限) 的比例。

可以看出, 随着药物浓度的增大, 活细胞比例减少, 凋

亡细胞比例明显上升, 表明 607-LDM可呈浓度依赖性

诱导肿瘤细胞凋亡。

5 607-LDM可诱导肿瘤细胞G2/M期阻滞

PI染色结合流式细胞仪检测 607-LDM对细胞周

期的影响, 结果显示: 在 0.003、0.01和 0.03 nmol·L-1时,

607-LDM 可诱导 SKOV3 细胞 (图 5A) 和 BT474 细胞

(图5B) 明显的G2/M期阻滞, 且呈浓度依赖性。

6 抗体偶联药物 607-LDM对卵巢癌 SKOV3裸鼠移

植瘤的生长抑制作用

采用人卵巢癌 SKOV3裸鼠移植模型检测抗体偶

联药物 607-LDM的体内抗肿瘤疗效, 结果显示: 不同

剂量的 607-LDM给药组肿瘤生长速度均有明显不同

程度的减慢 , 且呈现剂量依赖性关系。607-LDM 在

0.6、0.8和 1.0 mg·kg-1剂量下对 SKOV3裸鼠移植瘤的

抑瘤率分别为 58.4%、67.3%和 72.4%, 而单独 607抗体

Figure 4 Apoptosis analysis of SKOV3 (A) and BT474 (B) cells treated with 607-LDM for 24 h via Annexin V-FITC/PI staining by flow

cytometry. Untreated cells were used as control

Figure 3 Cell viabilities of SKOV3 (A) and BT474 (B) cells treated with different concentration of 607-LDM and LDM for 48 h by MTT

Figure 5 607-LDM induced G2/M phase arrest in SKOV3 (A) and BT474 (B) cells treated with 0.003, 0.01 and 0.03 nmol·L-1 for 24 h
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在 1.0 和 5.0 mg·kg-1的抑瘤率分别为 30.2% 和 46.7%,

LDM 最大耐受剂量 0.05 mg·kg-1 的抑瘤率为 50.6%,

607抗体 (1.0 mg·kg-1) 和LDM (0.05 mg·kg-1) 联合给药

组抑瘤率为 50.1% (图 6A)。与LDM (0.05 mg·kg-1) 或

607抗体 (1.0 mg·kg-1) 及二者联用相比, 607-LDM (1.0

mg·kg-1) 组抑瘤率 (72.4%) 有显著差异 (P < 0.05)。实

验期间上述各组裸鼠状态良好, 活动饮食正常且未出

现死亡, 给药组体重无明显下降 (图 6B)。上述结果说

明, 抗体偶联药物607-LDM相比单药LDM或607裸抗

及二者联合具有更好的抗肿瘤活性。

讨论

目前, 已有多种以HER2为靶点的抗肿瘤药物上

市, 包括抗体药物、抗体偶联药物和小分子酪氨酸激酶

抑制剂[15,16]。然而, 作为最易发生突变的蛋白酪氨酸

家族成员之一, HER2耐药型肿瘤相比野生型更易侵

袭和转移, 且恶性程度大。肿瘤对HER2抗体耐药的

主要原因是细胞通过减少抗体与HER2受体结合, 增

强可替代HER2的酪氨酸激酶受体家族下游通路的调

节及改变其他信号通路进而产生耐药[9]。T-DM1是曲

妥珠单抗与微管抑制剂类药物美登素衍生物DM1偶

联而成的ADC, 与单纯抗体药物不同的是, 它不依赖

HER2介导的下游通路调节, 而是利用单抗的靶向作

用将效应分子DM1运至肿瘤细胞内, 然后释放DM1,

从而发挥其抑制肿瘤细胞生长和促进凋亡等作用。因

此, T-DM1在很大程度上克服了由于仅依赖与 HER2

结合进而介导下游信号通路发挥抗肿瘤作用的单抗和

小分子酪氨酸激酶抑制剂药物的耐药问题。但是, 研

究表明 T-DM1也会出现耐药 , 主要原因是 DM1诱导

P-糖蛋白、多药耐药相关蛋白、乳腺癌抗性蛋白过表达

及微管蛋白突变等[17], 因此采用与微管抑制剂类药物

不同作用机制的强效细胞毒药物作为效应分子则有可

能克服现有药物 T-DM1 的耐药问题。与 DM1 不同 ,

作为烯二炔家族的新成员, LDM通过断裂DNA发挥

强效细胞毒作用, 是ADC的理想效应分子。本研究以

LDM 为弹头制备的新型抗 HER2 抗体 ADC 607-

LDM, 不仅为HER2阳性恶性肿瘤治疗提供了新的候

选药物分子, 还可能用于T-DM1耐药的肿瘤。

与传统的化学偶联方法不同, 本研究利用LDM分

子可组装和重建的分子特点, 采用一种特殊“定点偶

联”方法实现ADC药物的构建。首先, 利用基因工程

技术, 将LDM的辅基蛋白LDP通过连接肽融合到 607

抗体重链C端, 得到融合蛋白 607-LDP。然后, 通过有

机溶剂分离得到LDM的活性发色团AE, 利用分子组

装法将 AE与 607-LDP重新组装, 得到极具杀伤活性

且药物抗体比 (DAR) 理论上为 2 (抗体的 2条重链各

连接 1个 LDM分子) 的新型ADC药物 607-LDM。该

方法既有效避免了传统非定点化学偶联带来的药物结

合位置及数量的不可控、稳定性低和不均一等问题[18],

又克服了传统定点偶联技术复杂的抗体修饰和连接肽

的合成过程。此外, 本实验室已成功构建抗 CD30抗

体与 LDM 的 ADC anti-CD30-LDM[19], 证明经过基因

工程技术将LDM的辅基蛋白LDP通过连接肽连接于

抗体 VL可变区 N端是可行的, 且对于抗体亲和活性

和靶向性无影响。本研究采用了与前期工作不同的设

计, 将辅基蛋白LDP通过 (G4S)3连接于抗体重链C端,

以避免可能出现的抗体可变区连接 LDP影响其亲和

活性的问题。从理论上来讲, C末端融合异源蛋白可

能会影响抗体的抗体依赖的细胞介导的细胞毒效应,

但ADC的抗肿瘤功能主要由“弹头”药物实现。从实

验结果来看, 607-LDM对抗原阳性肿瘤细胞有强烈的

杀伤作用, 活性强于游离LDM, 因此C末端连接LDM

是可行的。本研究为以LDM为“弹头”的ADC药物提

供另一可行的连接位点, 该方法还具有可通过哺乳动

物细胞大量制备、操作简便和产品均一性好等优势。

本研究构建的新型靶向 HER2 的 ADC 药物 607-

Figure 6 In vivo antitumor efficacy of 607-LDM against SKOV3 cell xenograft tumors. A: The tumor growth curves of tumor-bearing

mice after injection with different doses of drugs; B: Body weight shifting in tumor bearing mice. The drugs were injected intravenously

once on day 0. n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05
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LDM, 具有良好的体内外抗肿瘤活性。MTT结果显示

抗体偶联药物 607-LDM 对 HER2 阳性的 SKOV-3 和

BT474细胞相比于单药 LDM具有更强的增殖抑制及

杀伤活性。在 SKOV-3移植瘤抑制实验中, 尾静脉注

射给药 1次, 607-LDM相比抗体或LDM单药及二者联

合组具有更好的抑瘤效果 (P < 0.05), 且各实验组动物

体重无明显下降, 因此, 607-LDM具有良好的体内外

抗肿瘤活性及安全性。以上结果说明, 607-LDM可作

为一种新型极具发展潜力的治疗HER2阳性恶性肿瘤

的候选抗体偶联药物。

作者贡献: 于群、翟小田完成了 607-LDM的体内外抗肿
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修改。
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