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摘　要：肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC) 免疫疗法中最常用的是 IgG 单克隆抗体 (monoclonal antibodies, 
mAbs)，其具有血清半衰期长、稳定性高、靶向能力强等优点。单克隆抗体药物在临床取得的重大进展推

动了各种新型治疗性抗体的发展，例如抗体 - 药物偶联物、放射性核素标记抗体、小分子抗体、双特异性

细胞激动剂、免疫细胞因子、免疫毒素以及免疫促凋亡分子等。近年来抗体的小型化和多功能化是在复杂

肿瘤微环境中治疗 HCC 的富有临床潜力的策略。该文总结了各种类型的新型抗体的结构、作用机制及其在

HCC 免疫治疗中的研究进展，并对其应用前景进行展望。
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Research progress in hepatocellular carcinoma immunotherapy based on 
antibody derivatives
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Abstract: The most commonly used monoclonal antibody in hepatocellular carcinoma immunotherapy is IgG, 
because of its long serum half-life, high stability, and strong targeted ability. The popularization of IgG mAbs in the 
clinical application has promoted the development of various novel types of therapeutic antibodies, such as 
antibody-drug conjugates, radionuclide-labeled antibodies, small molecular antibodies, bispecific T/NK cell 
engagers, immunocytokines, immunotoxins, and immunoproapoptotic molecules. In recent years, miniaturised and 
multi-functional antibodies have been a flexible and feasible strategy to treat HCC in a complex tumor environment. 
In this review, we summarized the structure, and action mechanism of various types of novel antibodies, and their 
research progress in HCC immunotherapy, and looked forward to their application prospects.
Key words: hepatocellular carcinoma; antibody derivatives; small molecule antibody; bispecific T/NK cell 
engagers; immunocytokines

肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC) 是最

常见的肝脏恶性肿瘤，根据全球癌症流行病学数据

库 GLOBOCAN 2020 统计，HCC 是全球第六大最

常见癌症，也是导致癌症相关死亡的第三大原因 [1]，

并且预后很差。近年来，肿瘤免疫治疗以其较高的

安全性和有效性，成为继手术、放疗、化疗三大传

统治疗手段之后的又一种有希望的选择。在肿瘤免

疫治疗中，抗体药物有着举足轻重的地位，临床应

用最多的是单克隆抗体药物。单克隆抗体被喻为“神

奇的子弹”，通过与肿瘤靶标结合后直接诱导抗体
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依赖性细胞毒性 (antibody-dependent cellular cytotoxicity, 
ADCC)、补体依赖性细胞毒性 (complement-dependent 
cytotoxicity, CDC) 和 ( 或 ) 抗体依赖性细胞吞噬作

用 (antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP)
来介导其功能 [2]，从而抑制癌细胞活性并消除癌细

胞。单克隆抗体在临床的成功应用，推动了各种类

型的抗体衍生物的开发，例如抗体 - 药物偶联物，

其使用连接器将细胞毒性药物偶联到单克隆抗体

上，从而选择性攻击和杀死肿瘤细胞，对正常组织

毒性较小 [3]。其次，放射性核素标记的抗体在肿瘤

免疫治疗中呈现出诊疗一体化的优势。此外，根据

与抗体融合成分的不同，还可分为抗体 - 细胞因子 /
毒素 / 促凋亡分子等新型融合蛋白，从而具有靶向

功能并且降低全身性不良反应。尽管 IgG 单克隆抗

体是目前 HCC 临床治疗中应用广泛的一类肿瘤靶

向药物，但某些缺点限制了其在临床上的进一步推

广，例如渗透性差、Fc 介导的免疫系统旁路激活 [4]

等。抗体工程的发展促进了不同类型的小分子抗体

如 Fab、F(ab′)2、VHH、scFv 以及双 / 三特异性 T/
NK 细胞激动剂的出现，这些小分子抗体通常保留

亲本抗体的抗原特异性，但比亲本抗体具有更好的

组织渗透性、耐受性以及较少的与 Fc 相关的不良

反应 [5]，可以弥补单抗类药物的不足，补充现有的

治疗方式，具有巨大的应用潜力。新型工程抗体旨

在利用传统单抗的靶向性实现药物精准治疗，降低

全身毒性，或者诱导免疫细胞对特定癌细胞启动免

疫应答，发挥免疫系统的内在力量 ( 图 1)。本文主

要就各种类型的新型治疗性抗体的结构、作用机制

及其在 HCC 免疫治疗中的研究进展进行综述，并

对新型抗体的发展前景作出展望。

1　IgG抗体衍生物介导的抗HCC免疫治疗

1.1　抗体-药物偶联物

抗体 - 药物偶联物 (antibody–drug conjugates, ADCs)

图1  新型治疗性抗体抗肝细胞癌免疫治疗机制示意图
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的概念最早由德国科学家 / 医生“保罗·埃利希”

提出，他明确表示使用带有抗体的细胞毒性药物可

提高靶向特异性 [6]。ADC 由三个主要组件构成：用

于定点递送的单克隆抗体、细胞毒性药物以及连接

器 [4]。当与肿瘤细胞上的靶抗原结合后，ADC 可通

过受体介导的内吞作用将细胞毒性药物传递到靶细

胞的胞质内，并在溶酶体降解期间将毒性药物释放

出来，以破坏 DNA 或其他方式抑制癌细胞分裂从

而杀死癌细胞 [7]。目前用于构建治疗 HCC 的 ADC
的毒性药物主要分为两种类型：第一种是微管蛋白

抑制剂，通过抑制微管蛋白聚合，触发 G2/M 期细

胞周期阻滞和随后的癌细胞凋亡，包括单甲基氨基

蛋白 E (monomethyl auristatin E, MMAE)[8]、单甲基

氨基蛋白 F (monomethyl auristatin F, MMAF)[9] 和梅

坦新衍生物 (derivative of maytansine, DM)[10] ；第二

种毒性药物是 DNA 抑制剂，包括阿霉素 (DOX)[11]、

杜卡霉素 (SA)[12] 和吡咯苯二氮卓 (PBD)[13] 等，它

们能够结合 DNA 双螺旋结构中的微小凹槽，随之

进行 DNA 切割、DNA 烷基化或中断 DNA 复制导

致细胞死亡 [7]。与微管蛋白抑制剂相比，DNA 抑

制剂作用时间更长、所需剂量更低、疗效更好，成

为构建 ADC 的优先选择 [14] ( 表 1)。最近，针对 HCC
在内的晚期实体瘤的 ADC 临床试验 (NCT05293496、
NCT05263479、NCT05060276) 正在积极开展中 ( 表
2)。然而，单克隆抗体的分子量较大，影响其在

HCC 等实体瘤组织中的扩散和分布，这可能是限制

ADC 发挥作用的一个重要原因。因此，使用分子

量更小、穿透性更强的抗原结合片段作为靶向载体

是一种可行的策略。例如，Wu 等 [15] 用抗癌胚抗原

5T4 的纳米抗体 n501 与 SN38 构建了一种新型 ADC 
( 命名为 UdADC)，研究发现 UdADC 的穿透深度

远优于传统单抗ADC，并能在肿瘤中更有效地累积，

而传统单抗 ADC 则多停留在肿瘤的浅表面，因此

UdADC 表现了更高效的抗肿瘤活性。此外，Fan
等 [16] 用两种靶向 EGFR 的纳米抗体与 MMAE 偶联

制备了一款多价、双识别表位的纳米抗体偶联药物，

它可更有效地将小分子药物递送进入肿瘤细胞内部

发挥作用，这些有希望的平台为开发抗 HCC 纳米

抗体 ADC 带来了启发。

1.2　抗体-放射性核素

放射免疫疗法 (radioimmunotherapy, RIT) 是一

种应用治疗性放射核素标记的抗体介导的靶向治疗

策略，可以使核素特异性地攻击高表达相关抗原的

肿瘤细胞 [17]。利卡汀 (131I-metuximab, 131 碘 - 美妥昔

单抗 ) 注射液是中国自主研发的一种新型靶向药物，

是由 131I 标记的抗 CD147 单克隆抗体，2005 年利

卡汀被我国国家食品药品监督管理局批准用于治疗

HCC[18]。随后开展的临床研究证明利卡汀治疗能显

著延长 HCC 肝移植术后患者的生存时间；或将利

卡汀联合传统抗 HCC 疗法，也可适当延长晚期 HCC
患者的生命 [18-20]。

近年来，放射免疫疗法在肿瘤治疗中呈现出诊

疗一体化的优势。最近，Martins 等 [21] 合成的新型

放射治疗探针 177Lu-DOTA-EB-TMTP1 ( 一种新型的

肿瘤归巢肽 ) 获得了广泛关注，该靶向治疗药物也  
为今后指明了方向。通过使用不同的放射免疫结合

物进行诊断 / 监测成像和治疗，可以提高 HCC 的

早诊率，提高分期的准确性，以此进行更有针对性

的治疗。目前，有望用于 HCC 诊疗的同时具有成

像和治疗功能的核素包括 131I、64Cu、177Lu、125I、
188Re、47Sc，因为它们的辐射能量和辐射距离，以

及半衰期都较为适中 [21-25]。此外，比起全长抗体，

抗体片段因为分子量小、穿透性强、亲和力高等优

势，近年来已成为放射免疫诊断和治疗的理想靶标。

例如，Guan 等 [26] 用 131I-GPC3 scFv 进行放射免疫

成像，观察到抗体能特异性地聚集到 HCC 肿瘤部

位，具有良好的靶向性。Huang 等 [27] 的研究结果

也显示 131I-VEGFR2 Fab (131I-FA8H1) 治疗后的 HCC
肿瘤发生广泛坏死。然而，放射免疫疗法仍然存在

一些挑战。其一是为了实现对肿瘤周围健康组织的

最小毒性，临床实践中应对患者进行个体化剂量测

定，使用基于 MIRD 的平面 /SPECT 成像的剂量测

定仍然是最传统和最优选的方法之一 [28]。其次，使

用粒子发射器获得治疗性放射核素的过程会产生多

个衰变副产物，这些副产物可能会脱靶，从而有可

能导致骨髓抑制，使患者出现不同程度的中性粒细

胞减少，如何规避是今后需考虑的问题 [29]。此外，

研究中的监测时间无法完全评估放射性肾病和其他

毒性，临床活动中应密切监测肾功能情况，及时调

整治疗剂量；今后的研究应侧重于减少辐射剂量来

降低放射性核素的肾毒性风险，包括充分的水合作

用、肾脏保护剂以及核素的结构修饰等 [28]。

1.3　抗体-核酸偶联物

核酸类药物 ( 包括 siRNAs 和寡核苷酸 ) 可基

于碱基互补原理对表达相关蛋白的基因进行调节，

而非与靶抗原结合，避免了传统小分子化疗药物面

临的不可成药靶点的限制问题。然而核酸药物的递

送是研发难点之一，将核酸与特异性抗体偶联使其
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能够靶向特定的癌细胞可大大提高疗效并降低毒

性 [30]。TAC-001 是一种由强效的 T-CpG 与 CD22 抗体

结合的抗体寡核苷酸偶联物 (antibody-oligonucleotide 
conjugates, AOC)，通过与 CD22 结合将 T-CpG 递送

给 B 细胞，进而导致 TAC-001 的内化以及 TLR9 信

号、B 细胞激活，产生一系列免疫反应。目前正在

进行临床试验评估 TAC-001 治疗晚期或转移性实

体瘤患者的安全性、药代动力学和初步抗肿瘤活

性 (NCT05399654)。已有报道证实 CpG 寡核苷酸

联合抗 4-1BB 抗体可显著延缓 HCC 生长 [31]，今后

可进一步研究抗 4-1BB 抗体 -CpG 寡核苷酸偶联物

的抗 HCC 作用。此外，免疫检查点抑制剂 (immune 
checkpoint inhibitor, ICI) 是当前晚期肝癌治疗中最

有前景的疗法之一。PD-1/PD-L1抑制剂 (Nivolumab、
Pembroli- zumab 和 Camrelizumab) 已获批用于晚期

HCC 的二线治疗，但 ICI 单药疗效有限，有研究开

始开发 ARC (antibody-siRNA conjugates, ARC) 来操

纵免疫靶点以进行抗癌免疫治疗。最近，Wang 等 [32]

报告了一种新型光响应抗体(aPD-L1)-siRNA (siPD-L1)
偶联物 (PARC) 平台，该平台可与癌细胞上的 PD-L1
特异性结合，引起免疫细胞活性的恢复。内吞后，

从 ARC 释放的 siPD-L1 转移到细胞质中以降解

PD-L1 mRNA，阻止了细胞内 PD-L1 的连续产生以

进一步增强抗癌免疫力。

1.4　抗体导向酶催化前体药

抗体导向酶催化前体药疗法 (antibody directed 
enzyme prodrug therapy, ADEPT) 是一种先进的抗肿

瘤策略：利用肿瘤特异性抗体作为载体与前药专一

性活化酶偶联，可以使全身给药的无毒前药仅在肿

瘤组织内转化为活性抗癌药物，达到局部高浓度，

从而克服了常规化疗的缺点，例如肿瘤中药物浓度

不足、全身毒性、缺乏对肿瘤细胞的选择性 [33]。近

年来开发的一些 ADEPT 平台有望成为治疗 HCC 的

候选物，例如，Rosini 等 [33] 通过融合识别纤连蛋

表2  新型抗体治疗HCC的相关临床试验

药物名称	 NCT编号	 靶点	 抗体形式	 试验人数	 阶段

MGC018	 NCT05293496	 B7-H3	 IgG-杜卡霉素	 258	 I
HS-20089 NCT05263479	 B7-H4	 IgG-Topli	 177	 Ia/Ib
STI-3258 NCT05060276 Trop2 IgG-SN38   30 IB
hRS7-SN38 NCT01631552	 Trop2	 IgG-SN38	 515	 I/II
利卡汀	 NCT00819650	 HAb18G/CD147 131I IgG	 200	 II
利卡汀+TACE	 NCT00829465	 HAb18G/CD147 131I IgG	 400	 IV
利卡汀+CIK	 NCT01758679	 HAb18G/CD147 131I IgG	 120	 IV
CSR02-Fab-TF NCT04601428	 PLVAP	 Fab-TF	   43	 I
CAR-GPC3-T NCT03084380	 GPC3	 scFv	   20	 I
CAR-GPC3-T NCT03198546	 GPC3	 scFv	   30	 I
CAR-GPC3-T NCT03302403	 GPC3	 scFv	   18	 /
CAR-OX40-T NCT04952272	 OX40	 scFv	   50	 I
L19-IL2 NCT01058538	 ED-B	 scFv-cytokine	   33	 I/II
恩伐福利单抗	 NCT05213221	 PD-L1	 VHH-Fc	   39	 II
恩伐福利单抗	 NCT05024214	 PD-L1	 VHH-Fc	 170	 Ib/II
Bintrafusp Alfa NCT04457778	 PD-L1+TGF-β RII	 IgG-cytokine	   35	 I
Bintrafusp Alfa NCT03436563	 PD-L1+TGF-β RII	 IgG-cytokine	   74 Ib/II
Bintrafusp Alfa	 NCT02517398 PD-L1+ TGF-β RII	 IgG-cytokine	 600 I
KN046 NCT04601610 PD-L1+CTLA-4 BsAb   70 Ib/II
AK104 NCT04728321	 PD-1+CTLA-4	 BsAb	   75 II
AK104	 NCT04444167	 PD-1+CTLA-4	 BsAb	   30 Ib/II
KN046	 NCT04542837	 PD-L1+CTLA-4	 BsAb	   55 II
XmAb®20717	 NCT03517488	 PD-1+CTLA-4	 BsAb	 154 I
XmAb®22841	 NCT03849469	 LAG3+CTLA-4	 BsAb	 242 I
XmAb®23104	 NCT03752398	 PD-1+ICOS	 BsAb	 234 I
注：杜卡霉素: duocarmycin, DNA烷化剂；TOP1i：拓扑异构酶1抑制剂；SN38: 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin, 7-乙基-10-
羟基喜树碱，伊立替康活性代谢产物；TGF-β RII: transforming growth factor beta receptor 2, 转化生长因子β受体2；ICOS: 
inducible T-cell costimulatory, 诱导性T细胞共刺激分子
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白 ED-A ( 高表达于肿瘤新生血管 ) 的 F8 抗体和产

生ROS的酶DAAO生成了嵌合蛋白F8 (scFv)-DAAO- 
Q144R，并在荷瘤小鼠中 (CT26 和 U87) 证实其优

越的抗肿瘤活性，且未产生额外毒性。由于血管生

成几乎是所有肿瘤的特征，因此该平台可能适用于

治疗 HCC 在内的不同类型的恶性肿瘤。其次，寻

找有潜力的酶对 ADEPT 的成功至关重要。葡糖苷

酶也称为羧肽酶 G2 (carboxypeptidase G2, CPG2)，
是 ADEPT 常使用的酶，但其应用受免疫原性和易

被血液中的蛋白酶降解限制，AlQahtani 等 [34] 通过

聚乙二醇 (PEG) 化和与 HAS ( 人血清白蛋白 ) 融合

产生了两种稳定且免疫原性较低的 CPG2 变体。因

此，通过 PEG 化或通过与 HSA 基因融合来修饰

CPG2 酶是一种有前途的策略，可以使这些分子在

ADEPT 中发挥最佳作用，然而目前这两种分子还

没有用于抗 HCC 的研究。今后关于 ADEPT 在 HCC
中的研究应侧重于发掘更多新抗原以开发针对 HCC
的特异性抗体，其次是改造有潜力的酶治疗剂以解

决免疫原性和稳定性等问题。

1.5　TCRm抗体

传统的 mAb 疗法依赖于特定的细胞表面分子

或可溶性分子作为靶标，而大多数癌症相关蛋白位

于细胞内，这些是传统 mAb 无法识别的 [35]。细胞

内蛋白质可被蛋白酶体降解形成短肽，其中一些通

过主要组织相容性 I 类 (MHC-I) 复合物呈递在细胞

表面，从而被 CD8+ T 细胞上的 T 细胞受体 (TCR)
识别 [36]。但是这个过程受到 TCR 与 pMHC 低结合

率的限制，开发对 pMHC 具有更高亲和力的 T 细

胞受体模拟 (T-cell receptor mimic, TCRm) 抗体是一

种有希望的新兴策略。TCRm 保留了 mAb 的优点

如稳定、高产、生产系统完善，可以通过免疫动物

和杂交瘤技术或通过体外展示技术 ( 例如噬菌体和

酵母展示 ) 生产 [37]。此外，找到合适的靶点是开发

抗 HCC TCRm 抗体的基础，根据来源不同主要分

为两类：第一类是 TAAs ( 肿瘤相关抗原 )，其中当

前研究最广的是异常过表达的自身抗原 AFP。最近，

Liu等 [38]设计了一种高度特异性的AFP TCRm抗体，

临床前研究显示其可有效杀伤 AFP 阳性癌细胞，一

名转移性 HCC 患者在治疗 9 个月后完全缓解，并

最终有机会进行肝移植，显示了 TCRm 抗体治疗

HCC 的潜力。第二类是 TSAs ( 肿瘤特异性抗原，

也叫新抗原 )，包括致癌病毒抗原 ( 比如 HBV 肽 )
和突变抗原 [39]，但是 HBV 抗原也在被感染的肝细

胞中表达，因此不能忽视 TCRm 抗体治疗带来的肝

损伤风险；而近年来发现的一些公共突变抗原 ( 如

p53、KRAS 和 NeoAgs)[40- 41] 在多种实体瘤中高表达，

成为治疗 HCC 有潜力的靶点。

TCRm 抗体有望通过靶向胞内抗原来治疗

HCC，但是其应用于临床仍然面临挑战。pMHC 抗

原的低水平表达可能是 TCRm 抗体功效和亲和力的

主要障碍，克服这一障碍的策略是增强 TCRm 抗体

的效力 ( 增强 Fc 结构域功能 )，例如诱导免疫效应

细胞介导的 ADCC、CDC 和 ADCP[35]。此外，可以

将 TCRm 抗体与细胞毒性药物 [42]、治疗性核素 [35]

偶联，或者构建 BsAb[43] 来增强效力。今后 TCRm
抗体的研究方向将侧重于发现 HCC 特异性新抗原，

并克服 TCRm 抗体应用于临床的困难，包括抗原呈

递不足、缺乏 MHC 内在化以及与其他表位的交叉

反应。

2　抗体片段介导的抗HCC免疫治疗

2.1　Fab
Fab 由 VL、CL 和 VH、CH1 结构域组成，相

对分子质量约 55 kDa。Fab 抗体由于分子量小、稳

定性高、靶向性强、组织渗透性好等优势，并且缺

乏 Fc 结构域，可以规避与 Fc 相关的不良反应。近

年来不少研究使用 Fab 抗体作为递送药物的靶向载

体，通过与治疗药物偶联既延长自身半衰期也能将

药物精准递送至肿瘤部位。例如，Wang 等 [44] 开发

出一种针对 HCC 肿瘤血管上高表达的蛋白 —— 浆

囊泡相关蛋白(plasmalemmal vesicle associated protein, 
PLVAP) 的抗体 CSR02，然后将该抗体的 Fab 部分

与组织因子 (tissure factor, TF，一种启动凝血级联

反应的正常人蛋白 ) 融合得到一种新的重组蛋白

CSR02-Fab-TF。其目的是剥夺 HCC 的血液供应，

导致肿瘤死亡，而正常肝脏的血供不受影响。临床

前研究表明，输注 CSR02-Fab-TF 可导致 HCC 肿瘤

组织坏死，目前该融合蛋白已进入 I 期临床试验

(NCT04601428) 评估疗效。由于 Fab 只有一个抗原

结合结构域，因此对其靶标的亲和力有所降低。这

种缺点在 F(ab')2 中不存在，F(ab′)2 由 2 个 Fab 及铰

链区组成，保留了抗原结合的高亲和力。相同的是，

这两种抗体片段都缺乏 Fc 段，显著降低了它们的

半衰期，从而降低了它们的脱靶毒性，同时也缺乏

Fc 介导的功能 [45]。因此，这种形式更适合传递药物，

而不是诱导肿瘤杀伤，通过与细胞毒性药物、核素、

细胞因子等有效载荷偶联可以充分发挥它们在 HCC
免疫治疗中的优势 [45-47]。
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2.2　scFv
scFv 即单链可变片段 (single-chain variable fragment, 

scFv)，是由分离的 VH 和 VL 结构域构建，并通过

柔性肽连接体连接而成的小分子蛋白，分子量约为

25 kDa，远远小于全长单克隆抗体且保留了亲本抗

体的特异性高抗原结合力。例如，细胞周期蛋白

D1 (cyclin D1) 特异性 scFv 抗体可特异性结合 HCC
中高表达的 cyclin D1，显著抑制 HepG2 细胞生长

和增殖 [48]。然而，单链抗体稳定性差，其单独存在

时有自发高聚集倾向从而显示出高免疫原性 [7]。通

过将 scFv 多聚化如二价二聚体 [49]、三价二聚体 [50]、

四价二聚体 [51] 以及构建微型抗体 (scFv-CH3 结构

域的二聚体，缺乏与 Fc 受体相互作用的 CH2 结构

域 )[52]，或者与细胞因子 [53]、溶瘤病毒 [54]、人 IgG1 
Fc 结构域 [55] 等融合，以及构建多特异性抗体 ( 可
靶向多种肿瘤抗原或肿瘤细胞上的不同抗原表

位 )[56]，可以明显改善 scFv易聚集、半衰期短的不足。

例如，抗 EpCAM scFv 与假单胞菌外毒素 a (ETA)
融合的单链抗体药物 Vicinium (Sesen Biotech) 已获

批用于治疗膀胱癌 [7]。尽管存在一些不足，但目前

scFv 在临床上仍然占主导地位，约有十种 scFv 产

品获 FDA 批准和 80 多项临床试验正在进行，开发

基于 scFv 的工程药物在 HCC 治疗方面依然很有

必要 [57]。

此外，设计分泌 scFv 的 CAR-T 细胞用于治疗

HCC 目前研究火热。Huang 等 [58] 采用抗 c-Met scFv
构建的 CAR-T 细胞在体外有效清除了 c-Met 阳性

的 HCC 细胞，并导致 HCC 异种移植肿瘤消退。类

似地，目前关于 CAR-T 细胞疗法单独或联合传统

治疗手段治疗HCC的相关临床试验 (NCT03198546、
NCT03084380) 正在积极开展中，疗效尚不清楚。

为了进一步提高 CAR 的功能，Pang 等 [59] 在传统

CAR-T 细胞的基础上，使用抗 GPC3 scFv 构建了

分泌 IL-7 和 CCL19 ( 简称 7 × 19) 的 CAR-T 细胞，

实验结果显示：7 × 19 CAR-T 细胞抑制 HCC 生长

的能力显著强于传统 CAR-T 细胞。随后他们开展

的 I 期临床试验 (NCT03198546) 显示，一例晚期

HCC 患者经 7 × 19 CAR-T 细胞瘤内注射治疗后，

体内的肿瘤细胞在 30 d 后完全消失，显示了分泌型

CAR-T 细胞治疗 HCC 等实体瘤的巨大潜力。然而，

CAR-T 细胞疗法也存在副作用和局限性，比如细胞

因子释放综合征 (cytokine release syndrome, CRS)、
神经毒性和移植物抗宿主病 (GVHD)，通过使用

NK 细胞作为效应细胞可以规避这些不良反应 [60]。

例如，Leivas 等 [61] 比较了 NKG2D-CAR-NK 细胞

和 CD45RA-CAR-T 细胞在多发性骨髓瘤 (multiple 
myeloma, MM) 中的疗效，相比之下，自体 NKG2D- 
CAR-NK 细胞显示出更加强烈的癌细胞毒性，并且

在荷瘤小鼠中完全抑制了 MM 的生长，没有观察到

上述毒副作用。尽管 CAR-NK 细胞疗法的疗效已

经在血液恶性肿瘤方面进行了临床测试，据我们所

知，目前还没有相关临床试验来评估 CAR-NK 细

胞在 HCC 治疗中的疗效，但是一些临床前研究已

经初步显示了基于 CAR-NK 的治疗策略在 HCC 免

疫疗法中的光明前景 [62-65]。

2.3　VHH
VHH又叫单域抗体 (single domain antibody, sdAb)、

纳米抗体 (nanobody, Nb)，来源于驼科动物表达的

仅由重链组成的异常抗体上的抗原结合区域。VHH
分子量在 15 kDa 左右，是目前世界上已知的抗原

结合的最小单位。VHH 具有分子量小、渗透性强、

抗原亲和力高、生产程序简单等优点，在 HCC 治

疗方面优势显著。最近，恩伐福利单抗 ( 恩维

达 ®,Envafolimab) 获批用于 HCC 等晚期实体瘤治

疗，成为国内首个获批的单域靶向抗体，开创了皮

下注射给药治疗癌症的先河 [66]。恩伐福利单抗是由

PD-L1 Nb 与人类免疫球蛋白 Fc 片段融合而成的新

型蛋白，由于缺乏轻链，恩伐福利单抗的分子量比

完整的单克隆抗体小，且更易溶解，更迅速地穿透

组织。Papadopoulos 等 [67] 开展的 I 期临床试验结果

显示：予患者皮下注射 Envafolimab，平均有效半

衰期可达 23 d，未报告剂量毒性或注射部位反应，

在晚期实体瘤患者体内具有持久的抗肿瘤活性。此

外，近年来新出现的 VHH 包括针对 HCC 肿瘤特

异性靶点的抗 GPC3 Nb[68]，针对肿瘤微环境的抗

PD-1 Nb[69]、抗 CTLA-4 Nb[70] 等，临床前研究表明

使用这些基于纳米抗体的治疗策略有望改善传统单

抗在 HCC 组织中穿透力不强的缺点。

以往研究通常把 scFv 用作 CARs 的抗原靶向

结构域，然而，最近许多研究证实，基于纳米抗体

的 CAR-T/NK 细胞疗法与 scFv 作为肿瘤靶向抗体

时具有类似的功能 [71]。Li 等 [72] 筛选出一种 PD-L1
的特异性纳米抗体 B2,并使用 B2 构建了针对 PD-L1
的 CAR-T 细胞，临床前实验证明，PD-L1 CAR (B2) 
T 细胞能特异性裂解 HCC 细胞，并阻止了肿瘤转移。

此外，PD-L1 CAR (B2) T 细胞与靶向 GPC3 的 CAR-T
联合治疗，可使小鼠 HCC 消退。为了进一步提高

抗原结合亲和力和在肿瘤部位的富集，目前基于
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纳米抗体的研究正朝着二价 [73]、多价 [74]、多特异

性 [75-77] 和修饰纳米抗体 [78] 的方向前进。

3　双、三特异性细胞激动剂介导的抗HCC免

疫疗法

3.1　双/三特异性T细胞激动剂

传统的双特异性 T 细胞激动剂 (bispecific T cell 
engager, BiTE) 通常是由两个异质性 scFv 组成的双

特异性抗体，通过分别结合 T 细胞激活受体 ( 如
CD3、CD28) 和肿瘤细胞的表面抗原，从而特异性

地将 T 细胞与肿瘤细胞连接起来并介导免疫突触的

形成 [79]。BiTE 消除了 MHC-TCR 识别的必要性，

可直接激活T细胞依赖性的肿瘤细胞杀伤 [80]。例如，

临床前实验表明抗 GPC3 × CD3 BiTE 可有效介导 T
细胞对 GPC3 阳性肝癌细胞的特异性杀伤 [81]。为了

进一步增强抗肿瘤作用，将 BiTE 与传统 HCC 化疗

药物联合 [82]，或使用两种不同的 BiTE 协同激活 T
细胞 [83]，临床前研究均表明联合治疗组的抗 HCC
效果显著优于其单一治疗组。

尽管 BiTE 可以有效地重定向 T 细胞对抗

HCC，并显示出强大的抗肿瘤作用。然而，血清半

衰期短 ( 血清中约 2 h) 一直是阻碍其临床应用的主

要障碍之一 [84]，因此通过各种方式改造 BiTE 以延

长其半衰期，或者改变给药方式来延长 BiTE 的作

用时间，是 BiTE 治疗成功的关键，尤其是对 BiTE
缺乏反应的 HCC 等实体癌。最近，开发基于 BiTE
的多价双特异性抗体 [85]、将 BiTE 与白蛋白结构域

融合 [86] 在延长半衰期方面效果显著。另一方面，

改变传统的静脉给药方式也是一种可行的策略，例

如，Khalique 等 [87] 用麻疹病毒 (measles virus, MV)
构建了表达 BiTE 的新型溶瘤病毒 MV-BiTE，通过

瘤内注射的方式治疗原发性结肠癌小鼠，与静脉注

射 MV-BiTE 相比，瘤内注射增加了药物局部浓度

并减少全身暴露，直到治疗后 48 h，肿瘤内仍能检

测到 BiTE mRNA 表达。为了实现 BiTE 在体内持

续供应，同时规避其潜在毒性，Zhang 等 [84] 构建了

远红光 (far-red light,FRL) 反应性转基因系统来调控

工程细胞的 BiTE 产生，可做到按需生产和分泌。

然而，如何使细胞系稳定表达 BiTE 产物，以及体

内植入细胞的长期存活，都是今后需考虑改进的方

向。此外，抗体免疫原性也是限制 BiTE 临床应用

的一个重要原因，近年来的研究通过使用纳米抗体

来构建 BiTE[86] 为双特异性靶向系统带来了新的希

望 , 因为纳米抗体分子量比 scFv 更小，免疫原性

也更低。

为防止传统单靶向 T 细胞激动剂的选择压力

导致的抗原丢失而造成肿瘤逃逸，并通过提高肿瘤

选择性减少非靶向副作用，由此产生了三特异性 T
细胞激动剂 (trispecific T cell engager, TriTE)。Tapia-
Galisteo 等 [88] 将抗人 EpCAM VHH 和抗人 EGFR 
VHH 分别融合到抗人 CD3 scFv 的 N 端和 C 端，构

建了针对两种不同 TAA 的 TriTE (A × O × E)，用于

结直肠癌的靶向治疗。结果表明 A × O × E 能使表

达 EGFR 和 ( 或 ) EpCAM 的癌细胞特异性裂解，而

它对单阳性靶细胞的杀伤效率较低，导致潜在的肿

瘤特异性增强，并可能有助于克服抗原异质性。而

异质性被认为是 HCC 治疗失败的主要原因 [89]，因

此，具有双重识别功能的 TriTE 有望成为防止 HCC
肿瘤抗原逃逸的保障。此外，HCC 的肿瘤微环境高

度抑制和复杂，近年来免疫检查点 ( 尤其是 PD-L1)
抑制剂在 HCC 临床治疗中取得重大突破，构建针

对免疫检查点 ( 如 PD-1、PD-L1 和 LAG-3) 的 TriTE
临床前研究都显现出良好的应用前景，有望进一步

向临床转化 [90-91]。

3.2　双/三特异性NK细胞激动剂

NK 细胞是先天性淋巴细胞家族的典型成员，

不需要预先致敏就能激活，主要用于抵御微生物 /

病毒感染和肿瘤进展 [92]。双特异性 NK 细胞激动剂

(bispecific NK cell engager, BiKE) 的结构与 BiTE 类

似，通过分别靶向 NK 细胞激活受体 ( 如 CD16、
NKp30、NKp46 和 NKG2D) 和肿瘤抗原，在二者之

间建立细胞溶解桥或突触来驱动针对肿瘤靶点的

定向细胞毒性，并增强 NK 细胞的扩增、存活和启

动 [79]。例如，Wang 等 [93] 用抗 GPC3 Fab 和抗 CD16 
VHH 构建的 BiKE，命名为 GPC3-S-Fab，能够有

效招募 NK 细胞特异性结合并杀死 GPC3 阳性肝癌

细胞。

尽管 BiKE 可以增强 NK 细胞的激活，但不能

维持它们的生存。为了消除这一不足，Zheng 等 [94]

用抗 B7-H3 scFv、IL-15 和抗 CD16 VHH 设计了一个

三特异性 NK 细胞激动剂 (trispecific killer cell engagers, 
TriKE) 平台 ( 称为 Cam1615B7H3)，其中 IL-15 可以

刺激 NK 细胞继续存活和增殖，进一步促进 NK 细

胞对肿瘤细胞的杀伤。研究发现 Cam1615-B7H3 对

HCC 在内的多种 B7-H3 阳性实体瘤细胞显示出有

效和特异的 NK 细胞诱导的杀伤，同时在卵巢癌

CDX 模型中也证明了这一点。Li 等 [95] 用抗 PD-L1-
VHH 和抗 CD16a-VHH 以及 IL15/IL-15Rα 构建了
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针对 PD-L1 阳性肿瘤的新型 TriKE 平台 PD-L1-CD16a- 
IL15，并验证了该平台能够有效驱动 NK 细胞特异

性杀伤 PD-L1 过表达的癌细胞。Kaminski 等 [96] 用

抗 TEM8 scFv、IL-15 和抗 CD16 Nb 构建的针对

TEM8 ( 一种在肿瘤基质细胞选择性上调的表面抗

原 ) 的 TriKE 平台 cam1615TEM8 临床前实验显示

cam1615TEM8 介导的 NK 细胞疗法在抑制肿瘤生

长、血管生成方面效果显著。以上研究表明，这些

现有的 TriKE 平台能够有效驱动 NK 细胞特异性杀

伤过表达特定抗原的癌细胞，且未观察到毒性，充

分发挥了机体的先天性免疫功能，并且以上平台针

对的抗原在 HCC 等多种实体瘤中都存在高度表达，

今后可进一步验证其对抗 HCC 的效力。

3.3　肿瘤微环境特异性激活双特异性抗体

为了克服肿瘤外毒性，研究者开始利用肿瘤微

环境 ( 如低 pH、低氧、特定蛋白酶等 ) 来开发条件

活性双特异性 T 细胞激动剂 [97]。此类药物只有抵

达肿瘤微环境才被激活，从而避免正常组织毒性。

例如目前已进入临床研究的 COBRATM (Conditional 
Bispecific Redirected Activation) 平台，它的分子结

构为 aEGFR sdAb––aCD3 VH––aCD3 VL––aEGFR sdAb– 
酶解接头 –inactive VL––inactive VH––aHSA sdAb。其

中有活性的抗 CD3 的重链 / 轻链单链可变区 (scFv 
VH/VL)，通过可被 MMP 酶解的接头在 C 端连接无

活性的可变区片段 (VL/VH)，N 端连接肿瘤靶向单

域抗体 (sdAb)，并用抗人血清白蛋白 (HSA) sdAb
来延长半衰期，也有一些分子用无活性 Fc 结构域

代替 [97]。到了肿瘤局部，半抗体由肿瘤微环境的

MMP 酶解 VHi 与 VLi 之间的接头，暴露 CD3 抗体

的活性片段，通过抗体识别肿瘤，CD3 抗体活性片

段招募并激活 T 细胞，发挥抗肿瘤活性 [98]。Dettling
等 [99] 利用 COBRATM 平台技术设计的条件活性 T 细

胞激动剂 TAK-186，可诱导小鼠体内 EGFR 阳性实

体瘤的消退。今后可利用现有的平台技术设计治疗

HCC 的条件活性双特异性 T 细胞接合器。目前这

类药物面临的最大挑战之一是选择合适的蛋白水解

接头序列与合适的肿瘤靶向抗体偶联以用于合适的

临床适应症，因为过于敏感的肽接头可能导致药物

的非特异性激活，从而导致肿瘤外毒性；而过于严

格的序列将没有足够的功效，迫使更高和更长的剂

量，并可能诱导抗药物抗体反应 [97]。此外，也有研

究开发仅在低 pH 或高 ATP 肿瘤微环境中激活的双

特异性抗体来增强其特异性，为抗 HCC 治疗提供

了有希望的平台 [100-102]。

4　抗体-细胞因子/毒素/促凋亡分子融合蛋白

介导的抗HCC免疫疗法

4.1　抗体-细胞因子融合蛋白

细胞因子是第一种获批用于肿瘤免疫治疗的药

物类型。然而，细胞因子的一些固有特性极大地阻

碍了其治疗用途，如循环半衰期短、作用范围广、

靶向性弱以及剂量依赖性毒副作用导致的治疗窗

窄 [103]。因此，将细胞因子与抗体融合使之局限于

肿瘤部位是克服以上缺点的一种有效策略，利用抗

体作为靶向传递的载体，将细胞因子准确投递到相

应的肿瘤部位，避免游离细胞因子的全身毒性，这

种抗体 - 细胞因子融合蛋白被称为“免疫细胞因子

(immunocytokines, ICs)”[104-105]。

为了进一步增强抗肿瘤效果，免疫细胞因子的

结构已经得到了很大发展，并且还在不断升级中。

例如，De Luca 等 [106] 构建的基于 IL-2 和 TNF 的双

免疫细胞因子，临床试验发现其在 IIIB/C 期黑色

素瘤患者中可实现完全缓解。另外一种新型细胞因

子衍生物产品称为“细胞因子激动剂”(engager 
cytokines)，也就是分别由 BiTE 和 BiKE 发展而来的

TriTE 和 TriKE。这种设计的优点是，一个臂靶向

肿瘤抗原，一个臂与 T/NK 细胞受体结合，人为地

在 T/NK 细胞和肿瘤细胞之间形成免疫突触，交联

的细胞因子刺激 T/NK 细胞继续增殖存活和诱导更

大的细胞毒性 [103]。研究表明，HCC 通过多种机制

建立其复杂的免疫抑制性 TME，使其难以攻破，

而具有促炎作用的细胞因子可以抵消 TME 中的免

疫抑制，全身给药可以激活免疫系统，但是毒性太

大，因此，通过将细胞因子与抗体融合可综合两者

优势，使疗效和安全性提高，且广泛的抗体形式 ( 如
scFv、VHH、BiTE) 和丰富的细胞因子种类为设计

免疫细胞因子以治疗 HCC 提供了极大的灵活性 [45]。

4.2　抗体-毒素融合蛋白

抗 体 - 毒 素 融 合 蛋 白 也 称 为 免 疫 毒 素

(immunotoxins, Its)，是由抗原结合部分和毒素组成

的蛋白质指示化合物，可以特异性地与癌细胞结合，

并有效地诱导细胞死亡。所选毒素可以是细菌毒素，

如假单胞菌外毒素、白喉毒素或志贺毒素，也可以

是植物毒素，如蓖麻毒素、皂角蛋白和胶凝蛋白 [107]。

Hashemi Yeganeh 等 [108] 将不含结合域的截短白喉

毒素 (DT389) 与抗 GPC3 scFv (YP7) 融合成抗 HCC
的新型白喉免疫毒素 (DT389-YP7)。DT389-YP7 通

过诱导凋亡、阻滞细胞周期和抑制细胞运动等机制，
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显著抑制 HCC 细胞的生长。使用免疫毒素有许多

优点，包括副作用少、生产系统简单、可在微生物

宿主中表达和制备。然而，还有一些尚未解决的问

题限制了免疫毒素在临床上的应用。其一是免疫原

性，免疫毒素的蛋白质属性是导致免疫过敏反应和

抗药物抗体 (anti-drug antibodies, ADA) 产生的主要

原因 [109]。血管渗漏综合征 (vascular leak syndrome, 
VLS) 是免疫毒素的另一个主要副作用，发生这种

情况是由于毒素上具有一组基序，使免疫毒素有可

能附着在血管内皮细胞上，进而损伤内皮细胞使血

管通透性增加，引起液体和蛋白质外渗，导致间质

水肿，严重时可导致心、肺功能衰竭 [110]。最后是

肝毒性，由此导致一些临床试验终止。为了克服

ADA、VLS 和肝毒性，近年来逐渐出现了一些有希

望的策略，包括通过 B 或 T 细胞表位的缺失 /突变、

使用人源化抗体来降低毒素的免疫原性，其次是诱

导引起 VLS 的基序缺失 / 突变来防止其潜在毒

性 [107]，以及采用不含 Fc 结构域的小分子抗体或对

Fc 结构域进行特定突变可以预防肝毒性。

4.3　抗体-促凋亡分子融合蛋白

选择性诱导肿瘤细胞凋亡也是一种很有前途的

抗癌策略。免疫促凋亡分子 (immunoproapoptotic 
molecules) 不需要免疫细胞和细胞因子的参与，主

要由靶向性抗体、易位结构域和人类凋亡蛋白 ( 如
半胱天冬酶、颗粒酶 B) 组成 [111]。据研究报道，使

用内源性促凋亡分子如 caspase-3、caspase-6、颗粒

酶 B、TBID 以及凋亡诱导因子 (apoptosis-inducing 
factor, AIF) 代替毒素，可降低免疫毒素的免疫原性

及其相关副作用 [112]。例如，Wahl 等 [113] 将肿瘤坏

死因子相关凋亡诱导配体 (tumor necrosis factor–
related apoptosis-inducing ligand, TRAIL) 的重组三聚

体形式表达为一条单链 ( 命名为 scTRAIL)，然后用

抗 EGFR scFv 与 scTRAIL 融合，实验结果显示：

该融合蛋白 (αEGFR-scTRAIL) 选择性结合 EGFR
阳性 HCC 细胞并使之凋亡，没有对健康肝组织造

成损伤。

然而，免疫促凋亡分子的体内抗肿瘤活性可能

因缺乏足够的特异性、血浆中的渗透性差和半衰期

短受到影响 [114-115]。解决这些问题的对策是使免疫

凋亡分子在肿瘤部位积聚时间更长，浓度更高。在

最近几年，间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, 
MSCs) 作为肿瘤生物疗法的细胞载体已被深入研

究 [116]。Yan 等 [112] 采用 MSCs 用于生产和运送他们

设计的一种新型 γ- 脱氨基蛋白 (γ-seminoprotein, 
γ-SM) 靶向免疫促凋亡分子 SCFV-FDT-TBID，该工

程 MSC (MSC.SCFV-FDT-TBID) 将靶向 γ-SM 阳性

肿瘤细胞并释放融合蛋白诱导前列腺癌细胞凋亡。

小鼠体内实验表明，MSC.SCFV-FDT-TBID 显著抑

制 γ-SM 阳性肿瘤生长且没有毒副作用。总的来说，

使用小分子抗体作为免疫促凋亡分子的靶标以提高

其渗透性，以及将其与载体偶联使更高浓度的药物

在肿瘤局部富集是治疗 HCC 等实体瘤的主要策略。

表3  常见的用于构建抗体偶联物或新型抗体平台的HCC靶抗原

定位 靶点 构建的抗体偶联物或新型抗体平台

胞外 B7-H3 ADC (NCT05293496)、核素标记抗体、 CAR (CD70/B7-H3 scFv)-T、BiTE (B7-H3/CD3)、
      BiKE (B7-H3/CD16)、TriKE (B7-H3/IL-15/CD16) [94]

 GPC3 核素标记抗体[26]、CAR (GPC3 scFv)-T [59]、BiKE (GPC3/CD16) [93]、BiTE (GPC3/CD3) [81]、免疫毒素[108]

 PD-L1 ARC [32]、Fc融合抗体[66]、CAR (PD-L1 Nb) -T [72]、BsAb (Bintrafusp alfa)、TriKE (PD-L1-CD16a-IL15) [95]

 EGFR 核素标记抗体、免疫促凋亡分子[113]、肿瘤微环境特异性激活BiTE [99]

 c-Met ADC (NCT03398720)、CAR (c-Met scFv)-T [58]

 B7-H4 ADC (NCT05263479)
 CD147 ADC (Anti-CD147 ILs-DOX)、核素标记抗体[18]

 ED-A 抗体导向酶催化前体药[33]

 ED-B 免疫细胞因子 (NCT01058538)
 PD-1 BsAb (PD-1/CTLA-4)
 CTLA-4 BsAb (PD-1/CTLA-4)
胞内 AFP TCRm抗体平台[38]

 p53 TCRm抗体平台[40]

 KRAS TCRm抗体平台[40]

 NeoAgs TCRm抗体平台[41]

其他有潜力的靶点：LAG3；4-1BB；TEM8 (一种在肿瘤基质中高表达的表面抗原)等
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5　总结与展望

文中我们回顾了新型治疗性抗体在 HCC 免疫

治疗中的研究进展，主要包括抗体偶联物、TCRm
抗体、双 / 三特异性细胞激动剂、抗体片段 ( 如
Fab、F(ab′)2、scFv 和 VHH)、免疫细胞因子、免疫

毒素以及免疫促凋亡分子。随着工程技术的发展，

各种为满足临床需求的新型抗体被开发出来 ( 表 3)。
然而，大部分产品尚处于临床前阶段，仍需大量的

临床试验评估其疗效，探索最佳给药途径和最优剂

量。小型化和多功能化是目前抗体发展的两个主要

方向，在我们看来，积极探索新抗原、提高靶组织

的药物富集浓度、开发控释制剂以减少系统副作用，

同时激发先天性和适应性免疫细胞的协同抗肿瘤作

用以及研发诊治一体化的新方法有望进一步改善治

疗效果。虽说上述产品为 HCC 的治疗带来了新的

希望，但由于 HCC 是一种高异质性的恶性肿瘤，

复杂的 TME、缺乏独特的肿瘤抗原以及效应细胞

浸润不良等问题，单剂免疫治疗往往不能获得满意

的效果。此外，每种产品都有其独特的优势，同时

伴随着严重的剂量依赖性副作用 ( 表 4)，包括耐药、

细胞因子风暴等，因此，组合不同的免疫疗法或者

与经典治疗技术相结合是抗 HCC 治疗的重要途径。

如何联合其他治疗策略使有效性和安全性最大化，

如何根据患者情况制定个性化方案，是今后需考虑

的问题。
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