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单克隆抗体非临床免疫毒性研究的考虑要点=
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摘  要：大多数单克隆抗体可诱导免疫反应，免疫毒性是免疫调节类单克隆抗体主要担心的毒性反应。本文总结了单克隆抗

体的免疫毒性特征、免疫毒性的相关因素，非临床免疫毒性研究与评价的考虑要点。建议在临床前研究阶段应根据单克隆抗

体的作用特征，对药物的免疫毒性进行逐步分层研究，当需要追加试验时，应追加研究；还应体内外研究相结合，动物种属

和人体离体细胞相结合，多途径进行研究。=
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大多数单克隆抗体（简称单抗）可诱导不必要

的免疫反应，这种免疫反应较为复杂，除了抗药抗

体形成的体液免疫应答之外，免疫细胞活化或抑制

都可能产生潜在的免疫毒性xNJOz。抗药抗体的产生可

能改变药物的药动学、药效，以及可能引起自身免

疫疾病、过敏反应等典型的免疫毒性。免疫应答抑

制能够导致机体对感染因子或肿瘤细胞的抵抗力下

降。免疫应答增强或激发能够导致过敏反应、或者

细胞因子释放综合征。随着单抗，尤其是具有免疫

调节作用的单抗在肿瘤和自身免疫疾病领域的广泛

应用，在药物进入临床试验前对免疫毒性进行识别

就变得越来越重要。临床前免疫毒性风险识别、安

全范围定量数据是临床起始剂量拟定、临床剂量爬

坡、临床风险控制的关键支持性数据。本文主要阐

述单抗的免疫毒性特点，影响免疫毒性的因素，以

及非临床免疫毒性研究与评价的关注点。=
N= =单抗的免疫毒性特征=

单抗具有高度特异性的药理作用、代谢明确、

不会生成中间体或有毒代谢物xPz。单抗分布通常局

限在细胞外，因此其潜在的脱靶毒性较低。单抗不

能进入细胞质或者细胞核、不能与 akA 发生直接

作用，因此没有直接的遗传毒性。与小分子化合物

不同，单抗与 Übod通道或其他离子通道细胞发生

相互作用的可能性较低。因此不需要进行体外遗传

毒性试验和评估 nq 间期延长的体外心脏安全药理

学试验xPz。由于特异性高，单抗的毒性主要来源于

因抑制或激活靶抗原而放大的药理作用。在非治疗

部位产生毒性的可能性取决于靶向结合的药理作用=
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（激活与抑制），靶抗原的分布、表达水平，靶抗原

在正常生理过程中的作用以及单抗 cc 段与免疫效

应细胞和（或）补体相互作用的可能性xPJQz。=
单抗的免疫毒性在临床上主要表现为细胞或

组织损伤、感染或肿瘤、自身免疫性疾病、过敏反

应、细胞因子释放 综合征 （ cyíokáne= reäe~se=
syndrome，Cop）、输液反应、肿瘤溶解症等xNI=OI=QI=Rz。

输液反应和过敏反应是一组相关症状的临床通用

术语，通常包括过敏反应、假性变态反应和 Cop。
过敏反应一般由抗药 fgb抗体介导，需要事先暴露

于药物，因而第一次输液时不会发生，除非在罕见

的病例中，患者有预先存在的与药物有交叉反应的

抗体。假性变态过敏反应为非 fgb介导的过敏反应，

该反应可能由直接的细胞免疫和补体激活介导。假

性变态过敏反应和 Cop 主要在药物第一次输液时

发生，但在随后的给药中也可能发生。这 P种类型

免疫介导的输液反应的症状重叠，如果没有额外研

究的话，很难识别xQz。=
总体上来说，从毒性的发生机制或相关因素可

以将单抗的免疫毒性大致分为与 c~b 相关、与 cc
相关以及与产品相关的免疫毒性xQJRz。=
NKN= =与 cab相关的免疫毒性=

与 c~b相关的免疫毒性通常发生在具有免疫调

节作用的单抗。免疫毒性通常来自于放大的靶向免

疫药理作用，以及非靶向或者与预期的药理作用相

关的非预期效应。免疫调节效应是此类单抗临床疗

效所需的免疫药理作用，当对免疫靶细胞或者免疫

途径产生永久或不可逆改变时就发展为免疫毒性。

当药物对靶细胞附近的非靶免疫细胞产生激活或

者抑制作用时也会产生免疫毒性。如，长时间使用

抑制免疫系统的单抗可能会增加患者感染细菌、病

毒、真菌和寄生虫的机率，或者增加病毒导致的癌

症（如淋巴瘤）的风险。免疫激发类单抗（如抗 CaOU
单抗、抗 CaPM 单抗）、免疫检查点抑制剂（如抗

CqiQ 单抗、抗 maN单抗、抗 maJiN 单抗）、嵌合

抗原受体q细胞相关单抗引起的免疫系统激活可以

导致急性 Cop、输液反应或过敏反应，以及假性变

态反应xQJRz。=
NKO= =与 cc相关的免疫毒性=

与 cc相关的免疫毒性是指 cc段与 FcγRs 相互

作用介导的免疫不良反应。大致的作用机制包括：

与 FcγRs 相互作用导致靶受体聚集，靶受体聚集使

c~b相关的药理学作用放大（免疫活化或抑制）；直

接激活带有 FcγRs 的细胞（如 kh细胞、血小板、

巨噬细胞），从而导致细胞因子释放；或者激活带

有 FcγRs 的 kh细胞、巨噬细胞产生抗体依赖的细

胞介导的细胞毒作用（~níábodyJdeéendení= ceääuä~r=
cyíoíoñácáíy，AaCC），抗体依赖性细胞吞噬作用

（~níábodyJdeéendení=ceää=éÜ~gocyíosás，AaCm）效应，

或通过补体活化产生补体依赖的细胞毒作用

（coméäemeníJdeéendení=cyíoíoñácáíy，CaC）效应，

AaCC、AaCm和 CaC效应介导靶细胞裂解后可能

导致细胞因子释放。=
无论研发者还是监管机构在评价单抗的免疫

毒性时，均应重点关注 cc 效应功能。fgd 亚型是

cc效应功能主要的决定因素xQJRz。有 Q种 fgd亚型，

fgdN、fgdO、fgdP和 fgdQ，其中 fgdN、fgdO和 fgdQ
与 ccon相互作用，因此在人体的半衰期较长。fgdP
对 ccon具有低亲和力，fgdP抗体的半衰期较短，

因此，一般不采用 fgdP亚型。fgdN、fgdO和 fgdQ
与免疫效应细胞，如 kh 细胞，吞噬细胞的

FcγRs(FcγRIIIA/CD16、FcγRIIA/CD32A)和补体 CNq
的结合能力不同，因此诱导 AaCC、AaCm和 CaC
的能力不同。fgdN和 fgdP与所有的 FcγRs 和补体

结合，从而具有最大的 cc效应功能。fgdQ和 fgdO
与 FcγRs 不结合或弱结合，没有或具有微弱的效应

功能。fgdO具有很弱的补体活性，而 fgdQ没有补

体活性。研发者应根据适应症的需要选取合适的

fgd 亚型，对于用于免疫疾病治疗，以及通过作用

于免疫细胞用于肿瘤治疗的单抗，应避免 AaCC、
AaCm和 CaC效应，理论上应选用 fgdQ或者 fgdO
亚型。但是，fgdQ具有不稳定的铰链区，可导致半

抗体的产生，这些半抗体的 c~b臂在体内有可能与

内源性 fgdQ发生交换。fgdO具有二硫键（pJp）重

排导致异构体和二聚体形成的问题。因此，有研究

者不选用 fgdO和 fgdQ，而选用经改造后 cc效应功

能丧失或变弱的 fgdN亚型xQz。不过，目前上市或在

研的大部分免疫调节单抗采用 fgdO 或 fgdQ 亚型

（如抗 maN 单抗 návoäum~b 和 éembroäázum~b，抗

fiNTA 单抗 áñekázum~b，以及抗 mCph 单抗

evoäocum~b）。=
NKP= =与产品相关的免疫毒性=

一般是指抗药抗体介导的不良反应。抗药抗体

介导的不良反应一般为 fgbJ介导的过敏反应，免疫

复合物疾病如血管炎、肾小球肾炎，内源性蛋白交

叉反应或诱导自身免疫疾病xNI=OI=Sz。单抗免疫原性影
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响因素除了患者因素外，主要来自于产品，影响免

疫原性的产品相关因素包括：来源（表达构建体）

和活性物质的性质（结构同源性，翻译后修饰）、

结构修饰（如聚乙二醇化、融合蛋白、双特异性抗

体、蛋白质与化学药物L部分之间的结合物）、产品

相关（如降解产物、杂质、聚合物）和生产过程相

关的杂质（宿主细胞蛋白、脂质或 akA、细菌污染

物）、制剂（如蛋白质和化学药物L部分之间的结合物）

以及配方（辅料）和产品包装（容器、塞子）xNJOz。=
O= =单抗非临床免疫毒性研究的总体设计=

为了最大限度识别潜在的免疫毒性风险，应在

临床前基于药物的结构特点、药理作用、免疫学效

应、拟定的适应症、给药方案，设计并进行评价免

疫毒性的试验。通过这些研究来选择疗效好、不良

反应小的候选药物，并确定临床试验的安全给药方

案，包括拟定首次临床试验的起始剂量（对于免疫

激动剂和有严重急性作用的单抗尤其重要）。对于

具有免疫调节作用的单抗，由于免疫毒性常与预期

的免疫药理相互关联，相互作用，因此，这类单抗

的免疫毒性需与免疫药理相结合进行综合评价。总

体上来说，单抗的免疫毒性非临床评价按照层级包

括以下内容：（N）从分子结构，基于常识或者生物

信息学进行评估，该评估一般在药物分子初期的结

构设计和筛选时进行，评估内容包括脱靶作用、免

疫原性以及 cc 功能；（O）采用人或动物细胞、组

织进行体外或离体研究以评估靶向和脱靶结合，cc
效应功能和免疫原性潜能；（P）在药理学相关种属

中进行体内研究。=
OKN= =体外免疫毒性研究=

将体外、体内研究数据结合可以更好地理解单

抗预期的免疫药理学和潜在免疫毒性，以及判断潜

在的免疫毒性是否能被毒理学试验种属预测。=
OKNKN= =靶向L非靶向作用= =对于免疫调节类单抗，免

疫毒性可能来自于靶向作用，当作用于多效免疫功

能的靶器官，产生放大或延迟的，治疗不需要的调

节作用时就会产生免疫毒性。除了靶向作用，对免

疫靶细胞附近的免疫细胞或非免疫细胞的作用也

可造成免疫毒性xQJRz。=
单抗与免疫靶点的亲合力和免疫药理学活性

可通过体外L离体试验来评价，评价内容包括免疫细

胞抑制L激活、消耗或者细胞因子的产生。在临床相

关的细胞试验中，应获得完整的免疫效应剂量反应

曲线。在评估免疫药效的同时应考虑评估潜在的非

预期免疫效应，如验证一个拮抗作用的单抗没有激

动性，或验证受体阻断单抗是否造成免疫细胞消

耗。应考虑同时进行人和动物细胞体外试验，并进

行比较，可以帮助了解人类相关的免疫药理学是否

能在毒理学动物种属（食蟹猴或者啮齿动物）中完

全表现出来，判断是否有些人类的潜在免疫毒性无

法通过动物进行预测，需要通过人源细胞进行体外

试验或早期临床试验来进行评估xQJRz。=
OKNKO= = cc 功能= =如上所述，cc 可通过与 FcγRs 结

合介导细胞因子释放等免疫不良反应。临床前应通

过体外试验对 cc 功能检测。可以在无细胞系统中

使用 _fAcore对 fgd的 cc段与重组人 FcγRs（如活

化 FcγRIIIA 和 FcγRIIA 以及抑制性 FcγRIIB）的亲

和力进行检测。通常需在细胞水平进一步进行验

证，对于 AaCC 和 AaCm 细胞试验，靶细胞选择

取决于靶抗原的表达，可以考虑采用转染过表达靶

抗原的细胞系。对于 AaCC测定，免疫效应细胞通

常采用经白介素（fi）JO活化后高水平表达FcγRIIIA
的原代人 kh细胞或 kh细胞系。q细胞系经修饰

以表达 FcγRIIIA 并转入报告基因结构，也可用于评

估效应子活化程度。AaCm可以在全血或外周血单

核细胞培养物中通过流式细胞方法进行评估，可以

对细胞群进行绝对定量。CaC可以通过免疫检测直

接评估补体 CNq 与 cc 段的结合能力，使用固定相

固定的 fgd来捕获CNq并用荧光标记的抗CNq抗体

进行检测。更常见的是，将表达靶抗原的细胞系或

原代细胞与不同浓度的人补体和单抗受试物一起

孵育，之后使用与 AaCC试验类似的检测方式来进

行细胞毒性检测xQJRz。=
OKNKP= =细胞因子释放试验= =细胞因子释放综合征

是免疫激发类单抗普遍的免疫毒性反应。qdkNQNO
（抗 CaOU单抗）在英国进行的 f期临床试验中出现

严重的 CopxTz。这一严重的临床事件后，研究者和

监管机构开始高度重视对 Cop 进行临床前风险识

别和临床风险监控。欧洲药物管理局（bjA）发布

的指导原则建议不能过于依赖临床前动物体内试

验，啮齿类和非人灵长类动物可能不会表现 Cop，
完整的安全性评价需要整合所有可用的体内和体

外试验数据xUz。美国食品药品管理局（caA）的回

顾性分析结果显示，PO个免疫激动机制的生物制品

中（包含 R 个双特异性抗体），OU个进行了独立的

体外人全血单核细胞或人外周血单核细胞细胞因

子释放试验xVz。=
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如上所述，单抗可通过 c~b臂介导的靶向L非靶

向作用或者 cc 段与 FcγRs 相互作用而介导细胞因

子释放，或通过两者组合来实现。判断是否进行细

胞因子释放试验时，应考虑单抗是否与能产生细胞

因子L趋化因子的靶抗原细胞表面结合，或与免疫细

胞的 FcγRs 结合，或者与能够产生细胞因子L趋化因

子的其他细胞类型，如内皮细胞、成纤维细胞结合。

当药物具有很强的交联 FcγRs 的能力时，即使靶细

胞本身不产生细胞因子也应该考虑进行细胞因子

释放试验。将靶生物学和药物作用机制特征的所有

信息进行整合可以有助于识别细胞因子释放的可

能来源。尽管对于靶向可溶性分子的药物通常不分

析细胞因子释放，但存在一些例外，如当存在靶细

胞聚合体或者细胞膜上存在靶抗原变异体的情况

时，需要考虑进行细胞因子释放试验xQJRz。由于大量

细胞群（如溶瘤综合症）的凋亡L坏死引起的细胞因

子释放反应的体外预测是不可行的，因此目前的细

胞因子释放试验方法不能检测利妥昔单抗已知的

人细胞因子释放。通常它是相应药物的作用机制的

一部分，取决于体内因素如肿瘤负荷xQJRz。=
细胞因子释放试验方法的选择应基于细胞因

子释放机制进行，应根据上述靶向L非靶向、cc 效

应功能对可能的作用机制进行预测。如果 FcγRs 结
合是可能的机制，那么应在包含表达 FcγRs 的细胞

（如中性粒细胞和血小板）的全血细胞中进行试验，

试验中应加入补体。如果直接靶向 q细胞的单抗或

者靶聚集可能参与细胞因子释放，应采用外周血单

核细胞进行试验。如果靶抗原仅在疾病状态（如在

肿瘤细胞或活化的效应细胞或自发致病性细胞上）

表达或者如果细胞因子释放机制涉及在全血或者

外周血单核细胞中不存在的细胞类型之间的协作，

那么诸如肿瘤细胞、成纤维细胞、内皮细胞或在活

化时过度表达靶标的细胞系或原代细胞可以包含

在检测系统中xNMJNNz。除了试验系统的考虑，细胞因

子释放的动力学是试验分析的重要关注点，可减少

由于在错误的时间窗进行分析而导致假阴性的风

险。药物的研究应伴有对阳性对照的分析，阳性对

照应与受试单抗细胞因子释放预期的机制类似。细

胞因子的检测项目应与受试药临床安全性考虑密

切相关，无论采用哪种方法，一般来说 fiJO、fiJU、
fiJS、fckJγ 和 qkcJα 是基本的观察指标xNMJNNz。=
OKNKQ= =免疫原性= =抗药抗体（~níáJdrug= ~níábody，
AaA）对临床的影响主要是降低药效，但有时也会

造成严重的免疫毒性反应。在动物体内试验中除了

关注AaA的生成，还要关注AaA相关的免疫毒性，

如 fgbJ介导的过敏反应，或免疫复合物疾病（如血

管炎、肾小球肾炎）以及与内源性抗体交叉反应或

诱导自身免疫。但是，由于多数人源化抗体对于动

物种属是外源蛋白，动物体内免疫原性结果对于人

体免疫原性的预测性较差。因此，在抗体的早期研

发中可考虑采用生物信息学方法或者人源细胞对

单抗的免疫原性进行预测。这些评估主要针对免疫

识别和激活的关键免疫突触。生物信息学包括通过

计算模型来评估可能与人主要组织相容性复合物

（m~jor=Üásíocomé~íábáäáíy=coméäeñ，jeC）ff类分子

结合的单抗序列，单抗和杂质（聚集体、宿主细胞

蛋白）对树突状细胞（dendráíác=ceääs，aC）细胞成

熟和活化的影响xPz。采用人天然免疫细胞或者获得

性免疫细胞进行的体外分析能够帮助揭示细胞介

导的反应。持久的抗体产生需要刺激 CaHq细胞，

因此可以用人抗原提呈细胞和q细胞检测q细胞激

活以评价蛋白多肽药物的免疫原性。经过多轮体外

q 细胞激活或启动，刺激克隆扩增，再用酶联免疫

斑点试验（ enzymeJäánked= ámmunoséoí= ~ss~y，
bifpmlq）法检测单细胞细胞因子产生，以反映 q
细胞的激活xNOz。=
OKO= =体内免疫毒性研究=

目前我国没有发布免疫毒性相关指导原则。在

国际上，caA、人用药品注册技术要求国际协调会

（áníern~íáon~ä=conference=on=Ü~rmonáz~íáon，fCe）分

别在 OMMO年和 OMMR年发布了免疫毒性指导原则。

在 fCe=pS、fCe=jP指导原则中参考 fCe=pU指导原

则对免疫毒性进行了较少篇幅的提及。尽管 fCe=pU
和 caA 免疫毒性指导原则将生物制品排除在外，

但许多原则和策略也同样适用于单抗xQI=SI=NPz。=
fCe= pU 指导原则建议在一般毒性试验中观察

免疫终点。在有免疫毒性担心、需要追加试验时，

进行追加验证试验，如免疫功能试验或宿主防御试

验。这些追加试验的考虑因素包括：一般毒性试验

结果，药物的药理作用、用药人群、与已知免疫调

节剂结果的相似性，药物在免疫器官的分布，临床

已知结果。不管单抗是否具有免疫调节作用，所有

单抗的免疫毒性均应在一般毒性试验中评估。评价

内容包括：血液学白细胞分类计数（包括巨噬细

胞）、临床化学（球蛋白和白蛋白∶球蛋白比值），

器官质量（胸腺、脾脏、淋巴结）和组织病理学（淋
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巴器官和组织）xNPz。与小分子药物不同，由于单抗

半衰期长，应观察停药后是否能恢复到正常，是否

存在长期不可逆转的免疫毒性作用，因此应设置充

分的恢复期来观察药物清除后的毒性反应。=
对于免疫调节类单抗，需验证除了免疫药理是

否对其他免疫系统具有影响，或者免疫影响的维持

时间是否超出了治疗的需求。需要在确认药理作

用，如 _细胞去除或者 q细胞激活的同时，识别与

药理作用相关的轻微或者非靶向的非预期免疫毒

性。正常动物在毒理学研究中可能只表现出低水平

反应，可能有补偿L冗余机制，可以掩盖真正药物作

用。免疫组织有改变时，应考虑进行免疫表型分析。

对于特异结合免疫细胞或者具有很强 cc 效应功能

的单抗应检测血清细胞因子，也应考虑检测急性期

蛋白、补体、凝血因子、离体淋巴细胞因子激活、

离体 q细胞的增殖。心电图评估可与细胞因子释放

取样同步进行，以评估细胞因子水平升高是否引起

心血管方面的改变。对于靶向免疫系统的单抗，即

使在预试验中没有免疫状态的改变，可考虑在相关

种属中进行的 Q周或 NP周一般毒性试验中设置卫星

组观察对免疫功能的影响，或者追加单独的研究观察

对免疫功能的影响，推荐的观察终点为 q细胞依赖性

（q=ceää=deéendení=~níábody=reséonse，qaAo）xSI=NPz。如

果在 Q周和 NP周试验中观察到免疫抑制，在 OS周
试验中应注意组织病理学观察淋巴增生疾病或者

肿瘤风险，可考虑检测单抗对内源性促癌病毒滴度

的影响，如检测猴中淋巴滤泡病毒的滴度。免疫抑

制剂阿巴西普在猴中可增加淋巴滤泡病毒的滴度，

在一只猴子中观察到淋巴瘤。但尚未有阿巴西普在

人体诱发淋巴瘤的报道。患者的免疫状态和病毒控

制机制可能与正常的毒理学动物不同。或者淋巴瘤

可能只在免疫抑制剂单抗长期暴露（多年）后才可

能发生。单抗除了免疫抑制或免疫激发外，还可以

引起自身免疫疾病或者过敏反应。自身免疫性疾病

发病率低，依赖于病人疾病状态、遗传、种族、年

龄、环境因素、免疫状况等，这是在动物模型很难

复制的。目前尚没有经过验证的自身免疫性疾病动

物模型和过敏性动物模型，但可以考虑采用动物模

型进行 O个抗体的比较研究xOJPz。=
OKP= =结果评价=

免疫毒性试验结果的评价应包括毒性反应的

特征、严重程度、频率、剂量相关性和可恢复性。

通常，对于某些潜在的免疫毒性在追加非临床试验

验证的同时，更应考虑在临床研究中进行控制。免

疫药理、免疫毒性数据有助于研究者了解什么免疫

药理作用是治疗需要的，什么风险属于免疫毒性。

可以有助于制定受试者纳入标准，指导联合用药。

对于免疫激发类单抗，由于毒性反应主要来自于免

疫毒性，靶向免疫药理反应、免疫毒性如细胞因子

释放等试验数据对于首次临床起始剂量的拟定非

常重要。此类单抗新药通常基于最低预期生物效应

剂量（mánámum= ~níácáé~íed= báoäogác= effecí= äeveä，
jA_ib）进行临床起始剂量的拟定，将拟定的起

始剂量与毒性反应剂量，如细胞因子释放剂量相

比，评估起始剂量的安全风险。=
P= =结语=

大多数单抗可诱导免疫反应，非药理所需的免

疫反应，可对机体造成免疫毒性。产生抗药抗体的

免疫原性，可能影响药物的疗效，也有可能产生免

疫毒性。免疫毒性主要为细胞或组织损伤、感染或

肿瘤、自身免疫性疾病、过敏反应、细胞因子风暴、

输液反应、肿瘤溶解症等。对于免疫调节类单抗，

免疫反应是药理作用，免疫毒性是主要的毒性反

应。应在临床前，基于药物作用特征，对药物的免

疫毒性进行逐步分层研究，当需要追加试验时，应

进行追加研究。应注意体内外研究相结合，动物种

属和人离体细胞相结合，多途径进行研究。=
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