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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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Considerations on nonclinical studies for immunotoxicity of monoclonal 
antibodies 
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Abstract: Most monoclonal antibodies (mAbs) can induce immune responses. For immunomodulatory mAbs, immunotoxicity is the 
major toxicity. This article summarizes the characteristics of immunotoxicity, the factors associated with immunotoxicity, and the 
general considerations of nonclinical studies and evaluations. Before the clinical trials, comprehensive nonclinical studies on 
immunotoxicityshould be step by step conductedbased on mAbs’ characteristics. If needed, some additional studies should be 
conducted. Attention should be paid to combination of in vivo and in vitro studies, combination of animal species and humanex vivo 
cells, and multiple approaches for studies. 
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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[1-2]。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。 
1  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[3]。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 DNA 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 hERG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 QT 间期延长的体外心脏安全药理

学试验[3]。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 Fc 段与免疫效

应细胞和（或）补体相互作用的可能性[3-4]。 
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 （ cytokine release 
syndrome，CRS）、输液反应、肿瘤溶解症等[1, 2, 4, 5]。

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 CRS。
过敏反应一般由抗药 IgE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 IgE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 CRS 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 3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[4]。 
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 Fab 相关、与 Fc
相关以及与产品相关的免疫毒性[4-5]。 
1.1  与 Fab相关的免疫毒性 

与 Fab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 CD28
单抗、抗 CD30 单抗）、免疫检查点抑制剂（如抗

CTL4 单抗、抗 PD1单抗、抗 PD-L1 单抗）、嵌合

抗原受体T细胞相关单抗引起的免疫系统激活可以

导致急性 CRS、输液反应或过敏反应，以及假性变

态反应[4-5]。 
1.2  与 Fc相关的免疫毒性 

与 Fc相关的免疫毒性是指 Fc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

Fab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 NK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 NK细胞、巨噬细胞产生抗体依赖的细

胞介导的细胞毒作用（antibody-dependent cellular 
cytotoxicity，ADCC），抗体依赖性细胞吞噬作用

（antibody-dependent cell phagocytosis，ADCP）效应，

或通过补体活化产生补体依赖的细胞毒作用

（complement-dependent cytotoxicity，CDC）效应，

ADCC、ADCP和 CDC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 Fc 效应功能。IgG 亚型是

Fc效应功能主要的决定因素[4-5]。有 4种 IgG亚型，

IgG1、IgG2、IgG3和 IgG4，其中 IgG1、IgG2和 IgG4
与 FcRn相互作用，因此在人体的半衰期较长。IgG3
对 FcRn具有低亲和力，IgG3抗体的半衰期较短，

因此，一般不采用 IgG3亚型。IgG1、IgG2和 IgG4
与免疫效应细胞，如 NK 细胞，吞噬细胞的

FcγRs(FcγRIIIA/CD16、FcγRIIA/CD32A)和补体 C1q
的结合能力不同，因此诱导 ADCC、ADCP和 CDC
的能力不同。IgG1和 IgG3与所有的 FcγRs 和补体

结合，从而具有最大的 Fc效应功能。IgG4和 IgG2
与 FcγRs 不结合或弱结合，没有或具有微弱的效应

功能。IgG2具有很弱的补体活性，而 IgG4没有补

体活性。研发者应根据适应症的需要选取合适的

IgG 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 ADCC、
ADCP和 CDC效应，理论上应选用 IgG4或者 IgG2
亚型。但是，IgG4具有不稳定的铰链区，可导致半

抗体的产生，这些半抗体的 Fab臂在体内有可能与

内源性 IgG4发生交换。IgG2具有二硫键（S-S）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 IgG2和 IgG4，而选用经改造后 Fc效应功

能丧失或变弱的 IgG1亚型[4]。不过，目前上市或在

研的大部分免疫调节单抗采用 IgG2 或 IgG4 亚型

（如抗 PD1 单抗 nivolumab 和 pembrolizumab，抗

IL17A 单抗 ixekizumab，以及抗 PCSK 单抗

evolocumab）。 
1.3  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 IgE-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[1, 2, 6]。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/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 DNA、细菌污染

物）、制剂（如蛋白质和化学药物/部分之间的结合物）

以及配方（辅料）和产品包装（容器、塞子）[1-2]。 
2  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：（1）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 Fc 功能；（2）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，Fc
效应功能和免疫原性潜能；（3）在药理学相关种属

中进行体内研究。 
2.1  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。 
2.1.1  靶向/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[4-5]。 
单抗与免疫靶点的亲合力和免疫药理学活性

可通过体外/离体试验来评价，评价内容包括免疫细

胞抑制/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[4-5]。 
2.1.2  Fc 功能  如上所述，Fc 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 Fc 功能检测。可以在无细胞系统中

使用 BIAcore对 IgG的 Fc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 ADCC 和 ADCP 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 ADCC测定，免疫效应细胞通

常采用经白介素（IL）-2活化后高水平表达FcγRIIIA
的原代人 NK细胞或 NK细胞系。T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。ADCP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。CDC可以通过免疫检测直

接评估补体 C1q 与 Fc 段的结合能力，使用固定相

固定的 IgG来捕获C1q并用荧光标记的抗C1q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 ADCC试验类似的检测方式来进

行细胞毒性检测[4-5]。 
2.1.3  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。TGN1412
（抗 CD28单抗）在英国进行的 I期临床试验中出现

严重的 CRS[7]。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 CRS 进行临床前风险识

别和临床风险监控。欧洲药物管理局（EMA）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 CRS，
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[8]。美国食品药品管理局（FDA）的回

顾性分析结果显示，32个免疫激动机制的生物制品

中（包含 5 个双特异性抗体），28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[9]。 



  Drug Evaluation Research  第 40卷 第 9期  2017年 9月 

     

• 1251 • 

如上所述，单抗可通过 Fab臂介导的靶向/非靶

向作用或者 Fc 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/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/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[4-5]。由于大量

细胞群（如溶瘤综合症）的凋亡/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[4-5]。 
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/非靶向、Fc 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 T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[10-11]。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 IL-2、IL-8、
IL-6、IFN-γ 和 TNF-α 是基本的观察指标[10-11]。 
2.1.4  免疫原性  抗药抗体（anti-drug antibody，
ADA）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ADA的生成，还要关注ADA相关的免疫毒性，

如 IgE-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

（major histocompatibility complex，MHC）II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（dendritic cells，DC）细胞成

熟和活化的影响[3]。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 CD+T细胞，

因此可以用人抗原提呈细胞和T细胞检测T细胞激

活以评价蛋白多肽药物的免疫原性。经过多轮体外

T 细胞激活或启动，刺激克隆扩增，再用酶联免疫

斑点试验（ enzyme-linked immunospot assay，
ELISPOT）法检测单细胞细胞因子产生，以反映 T
细胞的激活[12]。 
2.2  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，FDA、人用药品注册技术要求国际协调会

（international conference on harmonization，ICH）分

别在 2002年和 2005年发布了免疫毒性指导原则。

在 ICH S6、ICH M3指导原则中参考 ICH S8指导原

则对免疫毒性进行了较少篇幅的提及。尽管 ICH S8
和 FDA 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[4, 6, 13]。 
ICH S8 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）[13]。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 B细胞去除或者 T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/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 Fc 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 T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 4周或 13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 T细胞依赖性

（T cell dependent antibody response，TDAR）[6, 13]。如

果在 4周和 13周试验中观察到免疫抑制，在 26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 2个抗体的比较研究[2-3]。 
2.3  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（minimum anticipated biologic effect level，
MABLE）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。 
3  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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