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抗体药物偶联物设计与制备关键点控制 
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摘  要：抗体药物偶联物（ADC）将单克隆抗体的靶向性与细胞毒性药物的杀伤力相结合，已成为肿瘤治疗领域的重大突破

之一。历经多轮技术迭代，ADC 在疗效与安全性上实现了跨越式提升，但设计优化与制备质控的复杂性仍制约其产业化转

化与临床应用。系统梳理 ADC 技术迭代历程，从设计阶段的多环节协同控制、制备过程的质量管控 2 大核心维度，剖析靶

点匹配、偶联工艺、质控标准等关键技术要点，深入探讨当前 ADC 研发面临的实体瘤穿透瓶颈、耐药性及产业化成本等核

心挑战，并对人工智能（AI）辅助设计、新型偶联技术及个性化 ADC 的发展前景进行展望，以期为 ADC 的研发提供全面

的技术参考与前瞻性视角，为 ADC 药物的高效研发与规范化生产提供参考。 
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Abstract: Antibody-drug conjugates (ADCs), which combine the targeting specificity of monoclonal antibodies with the potent 

lethality of cytotoxic drugs, have emerged as a major breakthrough in cancer therapy. Through generations of technological evolution, 

ADCs have achieved significant improvements in both efficacy and safety. However, the inherent complexities in design optimization, 

manufacturing, and quality control continue to pose challenges for their broader industrial translation and clinical application. This 

review provides a systematic review of the evolution of ADC technology. It analyzes critical technical aspects from two core 

perspectives: The coordinated control across multiple design stages and the quality management throughout the manufacturing process. 

Key elements examined include target selection, conjugation strategies, and established quality control standards. The article further 

delves into the central challenges currently facing ADC development, such as limited penetration into solid tumors, the emergence of 

drug resistance, and the high costs associated with industrial-scale production. Finally, it offers a forward-looking perspective on 

emerging trends, including AI-aided rational design, novel conjugation platforms, and the potential for personalized ADC therapies. 

This comprehensive analysis aims to serve as both a technical reference and a strategic outlook, providing insights to facilitate the 

efficient development and standardized production of next-generation ADC therapeutics. 
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抗体药物偶联物（ADC）通过将单克隆抗体的

靶向特异性与小分子细胞毒素的强大杀伤力相融

合，已成为现代肿瘤精准治疗的重要策略。截至
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2026 年 1 月，已有 12 款 ADC 获得美国食品药品

监督管理局（FDA）的批准，其在乳腺癌、尿路上

皮癌及血液系统恶性肿瘤中展现出极具变革性的
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临床疗效[1]。然而，在 ADC 临床适应证全面拓展的

背景下，该领域正面临着来自化学、制造与控制方

面的挑战。ADC 是由大分子抗体、小分子毒素及连

接子构成的三元超分子系统，这种结构决定了其在

工业化放大过程中极易产生异质性。据统计，大量

临床阶段的 ADC 候选药物因治疗指数狭窄、不可

预测的脱靶毒性或批次间质量一致性欠佳而未能

成功上市。传统基于“终点取样、离线分析”的质

量控制模式，已难以满足新一代复杂 ADC 产品高

频、高精度的多属性监控需求[2]。 

面对行业痛点，FDA 于 2024 年 3 月重磅发布

了《ADC 临床药理学考量指南》，首次从法规层面强

制要求将 ADC 视为“多组分系统”，并对完整抗体、

游离毒素、偶联物的动态监测提出了极高标准[3]。同

年，中国国家药品监督管理局（NMPA）发布了《抗

体药物偶联物药学研究与评价技术指导原则》，对

ADC 的药物抗体比（DAR）分布、工艺杂质控制及

分析方法桥接设定了严苛的标准[4]。此外，国际人

用药品注册技术协调会（ICH）发布的 ICH Q14《分

析方法开发》指南的全面实施，标志着分析质量源

于设计（AQbD）理念已深度重塑 ADC 的全生命周

期管理[5]。 

在此背景下，本文立足分析、质控与监管指导

的视角，深度解析 ADC 从第 1 代至第 4 代的演进

脉络，尤其是在线液相色谱-质谱联用（LC-MS）等

过程分析技术如何打破传统反应釜的监控黑箱方

面，讨论了 ADC 设计阶段和制备过程的关键点控

制，以及体外功能评价的策略，以期为应对日益严

格的监管要求，以及加速下一代智能集约化ADC制

造提供兼具科学深度与合规前瞻性的理论支撑。 

1  基于工艺属性与分析科学的ADC技术迭代途径 

ADC 技术的代际更迭，表面上是细胞毒性载荷

与连接子化学的演化，其本质则是一部克服大分子

异质性、提升规模化制造可控性，以及革新实时分

析监测手段的工业演进史。随着行业向高均一性与

复杂结构迈进，分析技术的极限分辨率直接定义了

新一代 ADC 工艺的设计策略。 

1.1  第 1 代与第 2 代 ADC：随机偶联的异质性与

质量控制 

早期的 ADC 开发（以第 1 代卡奇霉素类和第

2 代奥瑞他汀类/美登素类为代表）普遍采用基于抗

体表面天然赖氨酸或链间二硫键还原生成的半胱

氨酸进行非特异性随机偶联。从大分子组装与工艺

属性角度来看，这种缺乏空间位阻和反应位点控制

的策略，导致 ADC 产物异质性高，其最终产物的

DAR 值通常呈现 0～8 的宽泛泊松分布，包含大量

未偶联的裸抗体以及极易引发蛋白高聚与脱靶毒

性的超高载药量物质。在这一阶段，工艺控制面临

的最大瓶颈是过程分析工具的滞后。制造工厂高度

依赖离线的紫外-可见分光光度法（UV-Vis）与传统

疏水作用色谱（HIC）进行偶联反应监控[2]。由于样

品前处理与离线分析往往需要数小时甚至数天，工

艺人员无法在反应釜内实时获取偶联动力学数据，

导致反应终点的判定沦为经验试错，极大地增加了

批次间质量属性的漂移风险，这也是早期多款 ADC

折戟临床后期的核心制造与控制原因。 

1.2  第 3 代 ADC：定点偶联技术与拓扑异构酶抑

制剂的分析协同 

为突破异质性瓶颈，第 3 代 ADC 全面迈向了

“定点偶联”与高均一性时代。这一阶段的代表性

技术包括通过基因工程引入非天然氨基酸或未配

对半胱氨酸（如 THIOMAB 技术），以及基于酶催

化（如转谷氨酰胺酶）的连接策略。近年来，无痕

亲和肽介导的定点偶联技术（如 AJICAP 技术）取

得了显著突破，其利用特定亲和试剂将毒素精准引

导至抗体 Fc 段特定位点，实现了高度一致的均一

性，且无需对抗体序列进行复杂的基因改造。此外，

基于抗体天然糖基化位点重塑的 GlycoConnect 技

术，通过内切糖苷酶修剪与点击化学的结合，进一

步优化了 ADC 的体内稳定性和药动学特征。 

在载荷方面，以德曲妥珠单抗（T-DXd）和戈

沙妥珠单抗（SG）为代表的 ADC 引入了 DNA 拓

扑异构酶 I 抑制剂（如 DXd 和 SN-38），在乳腺癌

等实体瘤中取得了突破性疗效。值得注意的是，T-

DXd 成功刷新了传统认知，实现了高达 8 的同质化

高 DAR 值，这对分析科学提出了空前挑战。高均

一性大分子的表征不再局限于简单的平均 DAR 值

测算，而是需要利用高分辨液质联用技术（LC-

HRMS）深入解析载药分布与极微量的工艺相关杂

质，分析技术的升级成为保障第 3 代 ADC 高治疗

指数的前提。 

1.3  第 4 代及下一代 ADC：双载荷、双特异性与

复杂架构的工艺挑战 

为了应对日益严峻的肿瘤异质性与单药耐药

性问题，ADC 的分子设计正在向第 4 代及“下一

代”多功能复杂架构演进。当前的前沿焦点主要集
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中在双特异性 ADC（BsADCs）与双载荷 ADC（Dual-

payload ADCs）。然而，这种分子复杂性的指数级上

升，对底层制造工艺提出了极限挑战。多步正交反应

与复杂大分子骨架的组装，使得传统的间歇式生产

极易导致有毒物质残留或蛋白聚集。因此，高度集约

化的“一锅法”应运而生，而确保此类复杂工艺不

失控的关键，完全依赖于下一代实时分析监测系统。 

1.4  驱动工艺迭代的核心分析技术：在线 LC-MS

与过程分析技术的应用 

随着 ICH Q14 等法规对“分析 AQbD”的推

动，过程分析技术（PAT）正在重塑 ADC 的制造工

艺[5]。PAT 的核心在于将分析设备直接嵌入生产流

中，实现对关键质量属性的秒级反馈与闭环自动干

预。在 ADC 复杂的生物偶联尤其是浆料反应体系

中，极强的有机溶剂背景与未溶解的疏水性毒素会

对光谱检测造成严重干扰。针对这一检测瓶颈，近

期的分析化学研究取得了诸多突破。 

1.4.1  在线多属性高通量疏水作用色谱-质谱联用

（HIC-MS）平台  传统 HIC 由于使用高浓度硫酸

铵，导致严重的质谱离子抑制，无法实现液质直连。

最新研究开发了基于酒石酸铵体系的在线 HIC-MS

系统，在保持与传统盐类相当分离度的同时，实现

了完美的质谱兼容性[6-7]。该 PAT 方法仅需 10 min

即可完成 1 次实时采样循环，同步追踪 DAR、载药

量分布（DLD）及游离药物-连接子（DL）浓度。通

过这一技术首次发现疏水性 DL 的溶解速率才是复

杂浆料偶联反应的真正限速因素，借助实时反馈优

化参数，成功将工业级反应耗时缩短了 90%[6]。 

1.4.2  在线液相色谱-串联质谱技术（LC-MS/MS）

与傅里叶变换离子回旋共振（FTICR）质谱技术  在

高分辨结构确证端，研究人员利用在线 LC-MS/MS

联合 FTICR 质谱平台，能够在极短时间内完成还原

态 ADC 的快速解析。通过精确控制的碰撞诱导解

离，该系统能够在简易前处理的前提下，实时提供

ADC 亚基级别的碎片信息，为单克隆抗体结构完整

性及定点偶联保真度提供了强大的监控策略[8]。 

2  设计阶段的关键点控制 

ADC 的设计是一个高度复杂、多变量优化的过

程。抗体、细胞毒性药物、连接子作为 3 个核心组

分的选择和优化，直接决定了 ADC 的靶向性、体

内稳定性、药物释放效率和最终的治疗效果[9]。 

2.1  靶点与抗体的的匹配 

2.1.1  靶点的选择与生物学特性  ADC 的核心目

标是提升抗肿瘤药物的治疗指数，通过将细胞毒性

药物特异性递送至表达目标抗原的细胞，从而最大

程度降低其在全身的暴露及非靶毒性 [9]。理想的

ADC 靶点应在肿瘤细胞表面高表达，而在正常组织

中表达极低或不表达，以最大程度降低脱靶毒性。

定量研究表明，肿瘤细胞表面抗原表达量达到或超

过 1×104分子/细胞时，通常被视作 ADC 有效治疗

的关键阈值。靶点表达量越高，进入肿瘤细胞的

ADC 及其释放的有效载荷就越多，进而增强细胞杀

伤的效应[10]。例如，HER2 靶点在多种癌症中过表

达，并具备高效的受体介导内吞能力，因而成为

ADC 研发中的重要靶点[11]。 

肿瘤内部组织抗原表达异质性是 ADC 治疗面

临的重大挑战。由于肿瘤内不同癌细胞的抗原表达

水平存在差异，部分细胞高表达，而另一些低表达

或不表达，导致 ADC 难以实现对全部肿瘤细胞的

有效杀伤，抗原阴性亚群可能因此存活并引发耐药

与复发[12-13]。研究表明，当靶抗原在肿瘤细胞群中

的表达变异系数（CV）≥15%时，低表达或不表达

抗原的肿瘤细胞逃脱 ADC 杀伤作用的风险显著增

加，可能影响治疗效果或病情发展[14]。因此，选择

在肿瘤细胞中表达均一性高的靶点至关重要。为了

应对肿瘤异质性，具有旁观者效应的 ADC 日益受

到关注。该类 ADC 通过释放具有膜渗透性的有效

载荷，不仅能杀死靶抗原阳性（Ag+）的细胞，还可

扩散至邻近的抗原阴性（Ag−）细胞，从而对异质性

肿瘤细胞群产生更广泛的杀伤作用，在一定程度上

弥补了靶点表达不均一的局限性，拓宽了 ADC 的

治疗潜力[15]。 

理想的 ADC 靶点不仅需要在肿瘤细胞表面高

表达，还需要具备高效的受体介导内吞能力，以确保

ADC-抗原复合物进入细胞后能够顺利通过内体-溶

酶体途径有效释放小分子细胞毒性载荷。在靶点筛

选阶段，常利用高通量内吞分析技术（如 pHrodo 荧

光探针）来实时评估抗体的内化速率与效率[16]。此

外，靶点抗原在细胞表面的脱落是另一个不可忽视

的评估指标。通常情况下，脱落到血液循环中的可

溶性抗原会充当诱饵受体，提前结合并中和ADC药

物。这不仅会降低到达肿瘤部位的有效药物浓度，

还可能引发潜在的脱靶毒性。然而，相关的动力学

模型研究指出，抗原脱落具有双面性：在特定实体

瘤致密的微环境中，适度脱落的抗原可能作为药物

的细胞外储库，反而有助于缓冲结合位点屏障效
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应，从而促进高亲和力大分子药物在肿瘤内部的均

匀渗透与分布[17]。因此，针对特定抗原的内吞动力

学与脱落特性进行精细评估，是决定 ADC 分子早

期设计成败的关键。 

2.1.2  抗体的筛选与工程化改造  抗体的初始选择

与核心步骤在于筛选出与靶点具有合适亲和力的抗

体克隆。通过体外展示技术（如噬菌体展示）或杂交

瘤平台，获得一系列针对靶点、具有不同结合强度的

抗体克隆。抗体亲和力需要适度，低纳摩尔级别［如

解离常数（KD）值在 1～10 nmol·L−1内］最为合适，

因为过高的亲和力（如 KD＜0.1 nmol·L−1）可能导致

“结合屏障”效应，即抗体分子在与肿瘤组织边缘

的靶点高密度结合后，会严重阻碍药物进一步向肿

瘤深部扩散和渗透，从而影响对内部肿瘤细胞的杀

伤效果。此外，过高亲和力也可能加剧抗体与低水

平表达靶点的正常组织发生结合的风险。 

ADC 的内吞速率是决定有效载荷递送效率的关

键参数，因此筛选具有强效内化能力的抗体克隆十分

关键，也成为了 ADC 抗体最独特、最关键的优化方

向。研究表明，ADC 的内吞半衰期通常在 6～14 h，

内吞速率≥0.05 h⁻1（对应内吞半衰期≤13.86 h）的

靶点可确保 ADC 快速、有效地完成内吞过程，进

而在溶酶体中高效释放细胞毒性药物[18]。内吞速率

与抗体结合亲和力之间存在复杂关系。尽管高亲和

力抗体通常具有更高的内吞潜力，但可能引发药物

在肿瘤外周细胞中因迅速内吞而发生降解，导致瘤

内穿透深度受限。因此，选择具备“适中”亲和力与

快速内吞特性的抗体-靶点组合，有助于药物在肿瘤

积累、组织穿透以及细胞内递送效率之间的平衡[19]。 

免疫原性控制同样是 ADC 开发的核心挑战，

因此抗体人源化是 ADC 开发中的重要策略[20]。通

过互补决定区移植或表面重塑等技术，可以实现

90%～95%的人源化水平 [21]。高人源化指数（＞

90%）是确保 ADC 长期安全性和有效性的重要质

量属性。此外，抗体骨架的选择和修饰直接决定了

ADC 的体内行为与免疫原性。免疫球蛋白 G1

（IgG1）因其显著的血浆半衰期优势与强大的免疫

激活能力，成为最广泛应用的抗体骨架[22]。基于此，

抗体 Fc 区的糖基化修饰尤为重要，深刻影响其效

应功能，如抗体依赖性细胞介导的细胞毒性

（ADCC）和吞噬作用（ADCP）[23]。其中，去岩藻

糖基化，即去除 Fc 区 N-连接聚糖上的 α-1,6-岩藻

糖，能显著提升 IgG1 与效应细胞表面 FcγRIIIa

（CD16a）受体的亲和力[23]。这种增强作用可有效促

进自然杀伤（NK）细胞介导的 ADCC 和巨噬细胞

介导的 ADCP，从而在 ADC 传统的细胞毒性杀伤

机制之外，引入额外的免疫系统抗肿瘤途径。 

2.2  连接子与细胞毒性药物的组合设计 

细胞毒性药物的有效载荷与连接子的组合是

ADC 药物毒性、药动学和治疗窗口的关键决定因

素[9]。二者的选择需要达成一种精妙的平衡状态，

以充分保证药物在人体内部可以维持应有的稳定

性，且在肿瘤细胞内部实现有效释放的效果。 

2.2.1  连接子稳定性-裂解平衡  理想的连接子需

在血液循环中保持高度稳定，以防止有效载荷提前

释放造成全身毒性；当在 ADC 成功进入靶细胞并

转运至溶酶体等胞内区室后，连接子又必须能够高

效裂解，以释放具有生物活性的细胞毒性药物。为

实现这一平衡，连接子在血清中的半衰期通常不应

低于 72 h，从而确保 ADC 有足够时间靶向肿瘤病

灶并被有效蓄积[24]。例如，经典的琥珀酰亚胺-4-(N-

马来酰亚胺甲基)环己烷-1-羧酸酯（SMCC）连接子

在小鼠血浆中 120 h 后仍保留 38%，而采用 SMCC

连接子的恩美曲妥珠单抗（T-DM1）在小鼠体内 7 d

后 DAR 仅下降 29%，这充分说明连接子的稳定性

对体内药动学具有重要影响[25]。相反，当 ADC 被

内吞并进入溶酶体后，连接子应在酸性环境或溶酶体

酶（如组织蛋白酶 B）作用下迅速裂解，以释放有效

载荷。理想的溶酶体裂解半衰期应短于 2 h，从而保

障有效载荷快速释放并发挥细胞毒性作用[26]。Valine-

Citrulline-PABC（ValCitPABC）连接子系统在人血清

中表现出良好的稳定性，同时可在溶酶体酶存在下高

效裂解[27]。这种兼具稳定性与可裂解特性的设计，正

是 ADC 能够成功递送有效载荷关键所在。 

连接子-有效载荷复合物的极性是影响 ADC 药

动学和生物学行为的关键理化参数，通常用脂水分

配系数（lgD7.4）值评价。理想情况下，连接子-有效

载荷整体的 lgD7.4 值应不高于 3[28]。过高的 lgD7.4值

可能导致 ADC 聚集，从而降低其在血浆中的溶解

度和稳定性，并加速体内清除，增加脱靶毒性[22]。

另一方面，适当的亲脂性有助于释放后的有效载荷

穿透细胞膜，进而发挥旁观者效应。因此，在连接

子设计中，需要平衡亲脂性与亲水性，以确保其在

循环中保持稳定，同时使有效载荷能够有效扩散并

发挥作用。 

2.2.2  有效载荷的效力与旁观者效应  在ADC中，
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有效载荷犹如“弹头”一般，直接决定其抗肿瘤活

性。旁观者效应是 ADC 独特的优势之一，有助于

克服肿瘤异质性带来的治疗挑战。 

ADC 的有效载荷须具有极强的细胞毒性，通常

其半数抑制浓度（IC50）值需小于 100 pmol·L−1[29]。

由于即使高效能 ADC，能够进入肿瘤细胞内部的药

物分子数量仍然有限，因此有效载荷的细胞膜渗透

性至关重要。具有 lgD₇.₄值在 0～2 内适度亲脂性的

有效载荷在释放后能够穿透细胞膜，扩散至邻近肿

瘤细胞，从而克服肿瘤抗原表达异质性导致的治疗

局限。例如，拓扑异构酶 I 抑制剂 DXd、SN-38 和

有丝分裂抑制剂甲基澳瑞他汀 E（MMAE），均因良

好的膜渗透性而表现出显著的旁观者效应[30-31]。相

反，高极性化合物［如微管蛋白聚合抑制剂甲基澳

瑞他汀 F（MMAF）］则难以穿透细胞膜，旁观者效

应甚微。 

ADC 的有效载荷多源于传统化疗药物，主要可

分为微管抑制剂以及 DNA 损伤剂 2 大类。微管抑

制剂（如奥瑞他汀类和美登素类）是通过干扰细胞

骨架功能与有丝分裂进程杀伤细胞[32]。DNA 损伤

剂［如拓扑异构酶抑制剂和吡咯苯并二氮杂卓类

（PBDs）］则通过破坏 DNA 结构诱导细胞凋亡[33]。

对于设计为具有旁观者效应的非极性有效载荷，需

通过双通路验证明确其作用机制，以确认其真实的

细胞杀伤途径。为克服肿瘤耐药性并提升疗效，新

一代 ADC 探索的双载荷 ADC 将 2 种不同作用机制

的有效载荷（例如 DNA 损伤剂和微管抑制剂）连

接到同一抗体之上[34]。通过同时靶向肿瘤细胞的多

个关键通路协同抗肿瘤，疗效提升的同时，显著降

低耐药性发生的机率。 

2.2.3  抗体-连接子-有效载荷的协同匹配性评估  

ADC 的整体性能依赖抗体、连接子、有效载荷三模

块的协同适配，需通过系统性验证评估跨模块兼容

性，避免单一模块优化导致整体性能下降。协同匹

配性评估首先关注偶联反应的兼容性，需确保连接

子与抗体的偶联位点结合稳定，且偶联反应不影响

抗体的靶向性与内吞能力，同时不改变有效载荷的

生物活性。例如，位点特异性偶联需选择合适的偶

联位点，避免影响抗体 Fab 段的抗原结合能力或 Fc

段的效应功能。其次需评估三模块组合后的药动学

兼容性，抗体的半衰期、连接子的稳定性及有效载

荷的代谢速率需相互匹配，确保 ADC 在体内有足

够的循环时间富集于肿瘤部位，同时有效载荷释放

后能有效发挥作用并快速代谢，减少蓄积毒性。此

外，还需验证模块组合后的物理化学稳定性，如避

免偶联后 ADC 分子聚集，确保在储存与体内循环

过程中保持结构完整。通过体外细胞毒性实验、动

物模型药动学实验及稳定性测试，可全面评估三模

块的协同匹配性，为 ADC 设计优化提供依据。 

2.3  针对耐药机制的分子设计策略 

尽管 ADC 药物通过结合单克隆抗体的靶向特

异性与小分子有效载荷的高效杀伤力，在以乳腺癌、

尿路上皮癌为代表的肿瘤治疗中取得了成功，但其

长期临床疗效常受到原发性或获得性耐药的严重制

约。ADC 的耐药机制是一个多维度的复杂生物学过

程，涵盖了从肿瘤细胞表面抗原识别、药物-抗体复

合物的内吞、细胞内囊泡转运、连接子裂解，直至

有效载荷发挥作用的各个信号传导节点。新一代

ADC 的设计策略已全面转向克服这些微观限制因

素，力求在药物结构设计的源头瓦解肿瘤的逃逸机

制[35]。 

第 1 项核心耐药机制源于靶抗原的下调与肿瘤

细胞的异质性分布。长期暴露于 ADC 药物环境会

引发肿瘤细胞的适应性进化，它们通过基因突变、

表观遗传沉默或受体表面脱落等方式降低靶抗原

的表达水平，甚至发生抗原结构变异，从而直接剥

夺 ADC 的结合位点[36]。靶抗原丢失是导致 ADC 治

疗失败的首要驱动力[37]。为了在设计阶段应对这一

挑战，双特异性 ADC 和多特异性 ADC 的研发在稳

步推进。此类创新大分子能够同时靶向肿瘤细胞表

面的 2 个不同抗原，或同一抗原的 2 个不同非重叠

表位（如双表位靶向策略）。这种双重锚定机制在单

一抗原表达发生下调或丢失时，仍能通过另一受体

途径确保复合物的有效内吞，极大提升了治疗的容

错率。此外，针对肿瘤异质性，优化载荷的旁观者效

应成为标准设计。通过采用极性适中、膜穿透力强的

有效载荷搭配特异性可裂解连接子，释放的游离毒

素在杀伤初级靶细胞后，能够穿过细胞膜进入周围

缺乏靶抗原的旁观细胞，形成区域性杀伤网络，从而

在宏观上消除肿瘤异质性带来的耐药盲区[35]。 

第 2 项显著的耐药机制是由药物外排泵的异常

上调引起的有效载荷失效。由于多数第 1 代和第 2

代 ADC 搭载的传统细胞毒性载荷（如微管蛋白抑

制剂 MMAE）具有高度的疏水性质，它们天然成为

了细胞膜上 ABC 转运蛋白家族（尤其是 P-糖蛋白，

即 MDR1/ABCB1）的极佳底物。肿瘤细胞在受到药



第 49 卷第 8 期  2026 年 8 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No.8  August 2026 

    

·2952· 

物压力后，会迅速上调这些外排泵的表达，将刚刚

在胞内释放的毒素重新泵出细胞外，导致细胞内实

际起效的药物浓度远低于致死浓度[35]。在当前的分

子设计优化中，新一代 ADC 的载荷选择正明确转

向非外排泵底物的新型化合物，如亲水性更强或空

间构型不匹配外排泵口袋的拓扑异构酶抑制剂（如

DXd 或 SN-38）。另一种策略是开发双载荷 ADC，

即在同一条抗体骨架上，通过正交偶联化学技术，

同时挂载 2 种作用机制完全独立的小分子毒素（例

如同时引发 DNA 损伤与阻断微管聚合）。这种设计

通过同时阻断多条关键生存信号通路，能够有效应

对由 PI3K/Akt/mTOR 等单一通路异常突变引发的

耐药[38]。 

第 3 项关键机制涉及内吞途径的改变与溶酶体

功能的障碍。ADC 在结合肿瘤表面抗原后，高度依

赖于受体介导的网格蛋白或小窝蛋白依赖性内吞

作用进入细胞，随后需在早期内体转运至晚期溶酶

体的酸性、富含组织蛋白酶的环境中完成裂解。耐

药肿瘤细胞常表现出细胞膜内陷动力学下降、内体

回收通路过度活跃，或溶酶体内部 pH 值异常升高，

导致依赖酸性环境或特定酶（如组织蛋白酶 B）裂

解的连接子失效[36]。针对此类障碍，设计策略强调

了连接子库的创新。研究人员正在引入不依赖于溶

酶体途径的裂解机制，例如利用肿瘤微环境（TME）

中特异性高表达的细胞外蛋白酶底物、酸性微环境

响应型聚合物，乃至采用外部光催化或生物正交反

应触发药物释放，彻底绕过内吞转运链条带来的不

确定性。 

最后，免疫微环境的调节与联合用药被视为

克服晚期耐药的终极策略。ADC 不仅仅是靶向化

疗的运载工具，其导致肿瘤细胞死亡的过程中可

诱导强烈的免疫原性细胞死亡，释放损伤相关分

子模式，从而激活树突状细胞和 T 淋巴细胞。根

据最新临床开发趋势，在设计临床试验和探索性

转化医学时，将 ADC 与免疫检查点抑制剂或特定

激酶抑制剂（如 GSK3 抑制剂）深度联合，能够

有效重塑免疫抑制性微环境，将“冷肿瘤”转化

为“热肿瘤”，通过放大宿主的系统性免疫反应来

消灭残存的耐药克隆[35]。 

2.4  突破实体瘤物理屏障与穿透动力学的设计策略 

传统 ADC 在血液系统恶性肿瘤（如淋巴瘤和

白血病）中展现出了显著的疗效，但在实体瘤中的

临床获益往往未达预期。其根源在于致密的实体瘤

微环境构成了一道难以逾越的物理阻滞网络。传统

ADC 主要基于完整的人源化 IgG1 框架构建，其相

对分子质量高达约 150 000。庞大的流体力学半径

使得这些大分子在通过紊乱且通透性较差的肿瘤

新生血管渗出后，在充满致密细胞外基质且组织间

液压异常升高的肿瘤间质中扩散极其缓慢。除了物

理排斥，结合位点屏障（BSB）是限制大分子 ADC

深入肿瘤核心的另一阻碍[39]。系统药理学定量模型

研究发现，当具有极高抗原亲和力（如低纳摩尔级

KD 值）的全尺寸 IgG-ADC 进入肿瘤外围时，会瞬

间且不可逆地与血管周边的第一层肿瘤细胞抗原

紧密结合并被快速内吞消耗。这种外围截留效应导

致 ADC 分子无法继续沿着浓度梯度向缺乏血供、

严重缺氧的肿瘤深层组织扩散，造成了外周药物浓

度过载而内部剂量严重不足的异质性分布，深部肿

瘤细胞因此逃避杀伤并成为后续复发的根源[39-40]。 

为了彻底打破上述两重屏障，ADC 分子的结构

进化成为了当前最为核心的突破方向，即从传统的全

长 IgG 全面扩展至相对分子质量在 1.5 000～80 000

的各类小型化抗体或蛋白质支架偶联物[41]。这些创

新形态被精准地划分为几个递进的层级。首先是源

自常规 IgG 的抗原结合片段（Fab，约 50 000）和单

链可变区片段（scFv，约 25 000）。去除庞大的 Fc

恒定区后，它们保留了特异性靶向能力，且 Fab 片段

重链与轻链间特有的二硫键为定点偶联提供了天然

的化学手柄，极大提高了产物均一性。其次是单域抗

体（sdAbs，或称纳米抗体）。这些源自骆驼科动物或

鲨鱼新抗原受体（VNARs）的微型蛋白仅由单一重链

可变区组成，相对分子质量低至 12 000～15 000。纳

米抗体极小的尺寸赋予了其与小分子化疗药物相

媲美的组织穿透速率，甚至能够突破立体位阻巨大

的隐蔽抗原表位口袋，这是传统全长抗体绝对无法

触及的区域。多项体内药动学实验证实，针对 EGFR

的纳米 ADC 在实体瘤深处的积累量显著超越了传

统对比药物。而在最前端的设计中，多肽与抗体模

拟支架［如设计锚蛋白重复蛋白 DARPins、基于金

黄色葡萄球菌蛋白 A 结构域的亲和蛋白 Affibodies、

基于人源 fibronectin type III domain（10Fn3）设计的

结合蛋白 Adnectins，相对分子质量在 6 000～15 

000］以及双环肽（1 500～2 000）正在被开发。极小

的分子体积不仅使得这些载体能够在肿瘤细胞间

隙中自由穿梭，其高度稳定的结构也适应更为苛刻

的化学偶联条件[41]。 
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在应用小型化策略提升穿透力的同时，设计阶

段必须进行精密的亲和力调控与药动学补偿。动力

学建模表明，为了最大化实体瘤的总暴露量，适度

降低靶向配体的亲和力（采用中等亲和力设计）反

而比追求极高亲和力更具优势。中等结合强度使得

抗体与周边细胞的结合处于动态可逆状态，减弱了

结合位点屏障，允许未被内吞的药物继续向内扩

散，从而实现整个肿瘤团块的均匀渗透。然而，相

对分子质量的大幅降低不可避免地带来了血浆半

衰期急剧缩短的代价。例如，某些未经修饰的 Fab

偶联物的半衰期仅为 2 h，远低于 IgG 的数周半衰

期。因此，工程化补偿策略不可或缺，如引入白蛋

白结合域（通过劫持内源性 FcRn 受体实现循环）、

进行聚乙二醇化修饰或增加流体力学体积的聚合

物融合，均是为了在极致的组织穿透能力与维持有

效血药浓度之间寻找完美的平衡点[40]。此外，联合

给药策略中，在注射 ADC 前预防性或同步使用未

偶联载荷的裸抗体进行短暂竞争性抑制，以预先饱

和血管周围的结合位点，同样被证明是一种无需修

改 ADC 分子实体即可有效克服位点屏障、促进药

物深层分布的创新方案[40]。 

3  制备过程的关键点控制 

ADC 的制备过程复杂，涉及抗体生产、纯化、

偶联以及最终产品的纯化和质量控制。每个环节关

键点的识别和控制，对于 ADC 产品的质量、均一

性和批次一致性是至关重要的。 

3.1  上游细胞培养与抗体表达 

实现抗体高效、稳定表达是 ADC 生产的起始

环节，也是关键环节，关系到后续的偶联效率和生

产成本。 

3.1.1  高表达细胞株筛选策略  高表达、高稳定性

细胞株的筛选是 ADC 上游制备的核心，直接决定

抗体产量、质量及生产成本。目前主流的宿主细胞

包括中国仓鼠卵巢（CHO）细胞、小鼠骨髓瘤（NS0）

细胞，其中 CHO 细胞因表达量高、糖基化修饰接

近人源、安全性良好，成为 ADC 抗体制备的首选。

高表达克隆筛选可通过基因工程改造（如优化启动

子、增强子序列，引入抗凋亡基因）提升抗体表达

量，结合有限稀释法、流式细胞术等技术筛选单克

隆细胞株[42]。为了获得表达量高、均一性强的抗体

生产细胞株，一般会运用多轮筛选策略。首先，借

助荧光激活细胞分选（FACS）进行初筛，富集高表

达细胞群。稳定性验证需进行长期传代培养（通常

50～60 代），检测各代次细胞的抗体表达量、抗体

纯度及糖基化修饰一致性，确保细胞株在规模化生

产过程中不发生表达量下降或表型漂移[43]。在细胞

培养过程中，低代谢副产物积累也是衡量工艺效率

的重要指标。代谢副产物（如乳酸）的积累应进行

严格控制。乳酸的过量积累会导致培养基酸化，细

胞生长和抗体生产会受到抑制，并可能影响抗体的

糖基化和产品质量。因此，需通过优化培养基组分、

补料策略和发酵条件将副产物水平维持在低水平。 

3.1.2  关键培养参数的实时监控  上游细胞培养

过程中，关键参数的实时监控与精准调控是保障抗

体质量批次一致性的核心。需监控的关键参数包括

物理参数（温度、pH 值、溶氧浓度、搅拌速度）、

化学参数（葡萄糖浓度、氨基酸浓度、乳酸、氨等

代谢产物浓度）及生物学参数（细胞密度、活率、

抗体表达量）。温度通常控制在 37 ℃，可通过温度

转换策略（后期降至 30～34 ℃）延长细胞存活时间

并提升抗体表达量；pH 值维持在 7.0～7.2，通过通

入 CO₂或添加酸碱调节剂调控；溶氧浓度根据细胞

代谢需求维持在 30%～50%空气饱和度。 

过程分析技术（PAT）在生物制药生产领域的作

用日益凸显，它凭借着对关键工艺参数展开实时、在

线或者近线的监测方式，实现了对生产过程的精确

监控[44]。采用灌流培养或分批补料培养模式，拉曼光

谱作为一种非破坏性的 PAT 工具，能够同时测量哺

乳动物细胞培养中的多种重要参数，包括葡萄糖、谷

氨酰胺、乳酸、谷氨酸和产品滴度[44]。通过拉曼光谱

在线监测谷氨酰胺等关键营养物质的消耗情况，可

以制定精确的补料策略，维持细胞的最佳生长状态

和生产效率，提高了批次间的一致性[44]。 

3.2  偶联工艺与下游纯化 

偶联工艺在 ADC 生产当中处于核心地位，其

对 DAR 的均一性以及产品所呈现出的复杂性起到

决定性作用。而高效的纯化工艺，能够切实确保最

终所产出产品具备应有的纯度以及安全性。 

在偶联反应工艺中，当前产业界正从传统的随

机偶联向定点偶联（如半胱氨酸烷基化或特定残基

修饰）转化，以提升产物的均一性与批次间重现性。

在反应的产业化放大阶段，必须借助实验设计和计

算流体力学模型来严格控制关键工艺参数（CPPs），

包括反应体系的 pH 值、温度、时间、共溶剂比例，

以及有效载荷的加料速率与反应罐的搅拌混合速

率等，以避免局部浓度过高导致的过度偶联或聚
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集。DAR 的均一性是 ADC 质量的关键属性，直接

影响其药动学、疗效和安全性[45]。为准确评估 DAR，

需要采用高分辨率的分析技术进行精确测定。目前

常用方法包括 HIC、MS 或与多角度光散射联用的尺

寸排阻色谱（SEC-MALS）。非变性尺寸排阻色谱-质

谱联用（native SEC-MS）技术已成为在线监测 ADC 

DAR 及药物载荷分布（DLD）的有力工具[46]。该系

统能够在非变性条件下对完整 ADC 分子进行天然

电喷雾质谱分析，保持非共价连接的完整性，从而实

现对 DAR 值及药物载荷分布的精确测定。通过在线

LC-MS 分析，可实时获取 DAR 数据，其结果与 HIC

等正交方法保持良好的一致性[47]。实时监测能力有

助于及时发现和纠正工艺偏差，确保每批次产品的

DAR 均符合预设标准，从而提高生产效率和产品质

量控制水平。保持 DAR 的高度均一性对于确保批次

间 ADC 产品的质量一致性至关重要，其微小变动均

可能显著改变药物体内行为[48]。 

在产业化纯化工艺阶段，主要依赖 2 项核心分离

技术。首先是切向流过滤（TFF）技术，主要用于置换

大体积反应缓冲液，并高效清除具有极高毒性风险的

游离小分子毒素及未反应的连接子。其次是 HIC。由

于挂载疏水性毒素会显著改变抗体局部的疏水表面

积，HIC 能够利用这些微小的理化差异，精准分离未

偶联的裸抗以及不同 DAR 值的 ADC 亚群（如分离

DAR2 与DAR4 物种）[49]。在HIC 纯化放大的工艺控

制中，洗脱液的盐浓度梯度、缓冲液 pH 值、树脂载量

及体积流量均是确保高分辨率分离的决定性参数。 

3.3  质量控制与放行标准 

ADC 产品的纯度关系到其安全性和有效性，因

此，严格控制杂质谱，制定明确的放行标准是 ADC

生产的关键环节。 

3.3.1  2023—2025 年 ADC 监管更新要点  近年

来，全球 ADC 监管法规持续更新，NMPA 以及 FDA

发布了一系列 ADC 相关的法律法规（表 1），重点

聚焦质量可控性、检测方法标准化及临床安全性评

估，为 ADC 研发生产提供明确指引。 

表 1  近年来 ADC 相关的法律法规 

Table 1  ADC-related laws and regulations in recent years 

法规以及指南名称 监管机构 颁布时间 

抗体偶联药物临床药理学研究技术指导原则 NMPA 2025-07 

EMA Guideline on Quality, Non-clinical and Clinical Requirements for Investigational 

Medicinal Products for Advanced Therapies in Clinical Trials 

EMA 2025-03 

人用抗体偶联药物制品总论 中国国家药典委员会 2025-03 

抗体偶联药物分段生产试点注册申报技术要求 NMPA 2024-11 

Clinical Pharmacology Considerations for Antibody-Drug Conjugates FDA 2024-03 

抗体偶联药物药学研究与评价技术指导原则 NMPA 2024-02 

抗体偶联药物非临床研究技术指导原则 NMPA 2023-09 

抗肿瘤抗体偶联药物临床研发技术指导原则 NMPA 2023-04 

国际监管层面，FDA 于 2024 年发布了《Clinical 

Pharmacology Considerations for Antibody-Drug 

Conjugates》，强调位点特异性偶联工艺的质量风险

管理，要求提供详细的偶联反应机制与批次一致性

数据；欧盟 EMA 则聚焦 ADC 杂质控制，明确游离

毒素残留限度需≤0.1%，并要求对连接子-毒素杂质

进行定性定量分析。此外，全球监管机构均强化了

分析方法验证要求，明确专属性、准确性、精密度

等核心参数的验收标准，如 DAR 测定方法需覆盖

0.5～2.5 DAR，游离毒素检测的基质效应校正需通

过固相萃取净化实现。中国方面，《中国药典》2025

年版新增 ADC 质量标准通则，强化关键质量属性

（CQA）控制，明确偶联位点异质性的定量要求，新

增糖谱分析项目（如唾液酸含量），并收紧宿主细胞

蛋白（HCP）残留限度（≤1.00×10−4）[50]。同时，

参考 ICH Q6B、FDA/EMA 指南，优化 ADC 生物活

性测定方法，要求体外细胞毒性试验与体内 PK/PD

数据关联分析，提升效价评估的准确性[22]。 

3.3.2  游离药物与连接子-药物杂质  游离药物和连

接子-药物杂质是 ADC 纯化与质控的重点，其残留

会显著增加脱靶毒性，需建立严格的控制体系[51]。由

于药物通常具有极强的细胞毒性，即使微量的游离

药物也可能导致严重的脱靶毒性，如骨髓抑制、肝

毒性或神经毒性[3]。 
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美国 FDA 在其《Comparability Protocols for 

Postapproval Changes to the Chemistry, 

Manufacturing, and Controls Information in an NDA, 

ANDA, or BLA》（简称 CMC 指南）草案中，已对

相关杂质的限度提出了严格要求，例如，建议游离

药物的含量（质量分数）应控制在≤0.5%[51]。虽然

FDA 尚未发布 ADC 专用的 CMC 指南，但 FDA 近

年来对高活性小分子杂质（如设定某些高毒性亚硝

胺类杂质的每日可接受摄入量低至 26.5 ng·d−1）的

严格监管原则，反映了对此类潜在高风险成分的极

度谨慎[52]。因此，在 ADC 生产中，实现游离药物、

连接子-药物杂质及其他相关杂质的最低化，是确保

临床用药安全的关键前提。 

为了准确检测和定量分析游离药物和连接子-药

物杂质，需要采用高分辨率、高特异性的分析方法。

尺寸排阻色谱-高效液相色谱-质谱联用（SEC-HPLC-

MS）是一种强大的二维分离定量技术，SEC 能够根

据分子大小分离蛋白质和多肽，将大分子 ADC 与小

分子杂质有效分离[53]。随后，质谱检测器能够对分离

后的组分进行精确的相对分子质量测定和定量分

析，从而识别并量化各种杂质[51]。这种联用技术提供

了高灵敏度和特异性，确保了对 ADC 复杂杂质谱的

全面表征，满足严格的质量控制要求。 

3.3.3  聚集/片段杂质  蛋白质聚集体和片段是生

物制品中普遍存在的杂质，对 ADC 的质量、安全

性和有效性构成显著风险[22]。由于偶联可能导致抗

体构象改变或疏水区域暴露，ADC 相较于其修饰的

母体抗体，往往表现出更高的聚集倾向。蛋白聚集

体（如二聚体及更高级的聚合物）不仅可能导致免

疫原性增加，还会改变药动学特性（如加速体内清

除）并降低药效[22]。片段杂质通常由蛋白质降解产

生，最直接的影响是削弱生物活性[54]。基于 AQbD

原则，ADC 尺寸变异体限度需依临床暴露量与工艺

能力逐案制定[55]。监管机构强调设立合理指标，但

并未强制执行统一的硬性标准[56]。这些阈值是基于

临床前和临床研究数据以及生产一致性数据确定

的，旨在确保患者安全和产品疗效。 

为了精确表征 ADC 产品中的聚集体和片段，

SEC-MALS 已成为关键的分析手段。该技术能够检

测摩尔质量在 200～1×109 g·moL−1，尺寸范围在

10～500 nm 的物质。SEC-MALS 系统通过 SEC 分

离分子后，MALS 检测器在多个角度测量光的散射

强度，从而在不依赖于校准曲线的情况下，直接、

绝对地测定洗脱组分的摩尔质量和均方根半径[57]。

这一技术优势使研究人员能够实时、准确地识别与

定量 ADC 样品中的聚集体与片段，全面评估其相

对分子质量分布与构象变化，从而及时发现并纠正

生产过程中出现的异常聚集或降解问题，确保终产

品的质量始终符合预设的严格放行标准。 

3.4  关键质量属性与关键工艺参数的精准映射与

全流程控制 

ICH 发布的核心药学质量指南集群，即 ICH 

Q8(R2)《药物研发》、Q9《质量风险管理》、Q10《制

药质量体系》及 Q11《原料药开发和制造》，现代

ADC 药物的开发必须严格遵循 QbD 的系统化科学

框架。QbD 框架并非事后检验，而是一种前置的预

测与干预体系。其第一步是确立目标产品质量概

况，即预期在临床上实现特定疗效与安全性所需的

所有质量特征集合。随后，通过广泛的先验知识与

风险评估矩阵，研发团队必须识别出关键质量属性

（CQA）。ICH Q8（R2）《药物研发》中 CQA 被严格

定义为“任何必须处于适当限制、范围或分布之内

的物理、化学、生物或微生物属性，以确保预期的

产品质量、安全性与有效性”。 

在 ADC 的复杂生产链条（如抗体发酵、小分

子合成、生物偶联反应、超滤纯化及无菌灌装）中，

每一个单元操作的输出质量在物理化学层面上均

被输入物料的关键材料属性和该操作过程中的关

键工艺参数（CPP）所决定。ICH Q8(R2)《药物研

发》中定义 CPP 为“其变异性会对 CQA 产生直接

影响，因此应予以严密监测或控制以确保工艺产生

所需质量的过程参数”。通过建立复杂的多元统计

学函数模型，制造方可以精确测绘出设计空间。

ICH Q8 对设计空间的定义为“已经证实能提供质

量保证的输入变量（物料属性）和工艺参数的多维

组合和相互作用”。在设计空间内进行生产参数的

常规调整不被视为变更，这为企业在产品全生命周

期内的持续改进和工艺优化提供了巨大的监管灵

活性。 

为了直观且详尽地展示 CQA-CPP 质控对应关

系，表 2 总结了二者的映射关系。该矩阵涵盖了

ADC 生物偶联与下游纯化工序中最具代表性的关

键质量属性，并将其与诱发这些属性变化的底层工

艺参数进行了科学关联。 

4  体外功能性评价 

在 ADC 设计和制备完成后，严格的体外功能性 
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表 2  ADC 生产过程核心 CQA-CPP 及风险影响对应关系 

Table 2  Correspondence between core CQA-CPP in ADC production process and risk impact 

CQA 临床疗效与安全性风险深度分析 
所属关键制造

工序 
CPP 

实时监测与过程控制

技术 

DAR 及 其

分布 

DAR 决定了 ADC 的整体效价。DAR 分布

过高（过度偶联）会导致分子疏水性剧

增，引起血浆清除率急剧上升并引发严

重的脱靶肝脏及骨髓毒性；DAR 过低则

导致未达有效致死剂量，引发耐药甚至

促使肿瘤进展，维持特定且窄范围的

DAR 是核心中的核心 

单抗还原、活化

及小分子生

物偶联反应 

毒素-连接子与抗体的摩尔

进料比、反应体系温度、反

应持续时间、还原剂/偶联

剂浓度、缓冲液 pH 值与离

子强度 

LC-HRMS、UV-Vis、

HIC 

偶 联 位 点

与 占 位

异质性 

偶联的具体氨基酸残基位置极大地影响

复合物的空间构型与连接子的血液循

环稳定性；非特异性偶联若发生在互补

决定区附近，将导致抗原结合亲和力大

幅下降；不均一的偶联位点会导致药动

学极其不可控 

定点偶联反应

或半胱氨酸 /

赖氨酸随机

偶联工序 

还原反应时间、化学修饰底

物浓度、酶催化偶联时的

特定酶活性及浓度、反应

环境的氧化还原电位 

中位自上而下质谱结

合质子转移电荷减

少 (PTCR)、底向上

肽图谱分析[58] 

游离小分子

毒素与相

关衍生物 

极其严重的安全红线，未共价偶联的游离

毒素会绕过靶向机制直接进入体循环，

引发包括中性粒细胞减少、血小板减少

及外周神经毒性在内的不可逆致死性

不良反应，彻底破坏治疗指数 

偶联反应后处

理、切向流过

滤、超滤/渗滤 

缓冲液置换体积、截留相对

分子质量选择、进液与截

留液跨膜压、洗脱液体积

流量与环境温度 

二维液相色谱联用四

极杆飞行时间质谱

（2D-LC/Q-TOF）实

现高灵敏度在线富

集与定性定量[59] 

高相对分子

质量聚集

体与碎片 

由于强疏水性毒素的大量挂载，ADC分子

极易发生折叠错乱与聚集；这些不溶性

微粒或可溶性多聚体不仅丧失药效，更

会激活免疫系统，导致抗药抗体的产

生，引发速发型过敏反应并加速药物体

内清除 

所有液相处理

步骤：搅拌、

纯化、冻融循

环、最终制剂

灌装 

搅拌剪切速率、溶液保持时

间、冷冻与解冻速率、溶液

pH 漂移、冻干工艺参数 

(如初级干燥温度与真空

度) 

SEC-HPLC 、动态光

散射 (DLS)、毛细

管 电 泳  (CE-

SDS)[60] 

未偶联抗体/ 

裸抗  

反应不完全的产物，在血液中，大量无毒

素负载的裸抗会与有效 ADC 竞争结合

肿瘤表面的抗原靶点，占据有限的结合

位点但无法诱导细胞死亡，发挥负面的

竞争性拮抗作用，削弱整体疗效 

生物偶联反应 连接子活化效率、反应物化

学计量精确度、混合罐内

流体力学均匀度、搅拌器

结构设计 

阳 离 子 交 换 色 谱

(CEX) 、 LC-HRMS

实时监测未修饰抗

体质量峰 

HCP 及细菌

内毒素 

生产过程带来的生物杂质，不仅会引起患

者强烈的非特异性发热、免疫反应，且

由于高毒性化合物设施通常为封闭隔

离系统，其微生物控制难度显著高于常

规生物制药 

细胞培养收获

液、蛋白A亲

和色谱、设备

在线清洗与灭

菌 (CIP/SIP) 

色谱柱吸附载量、洗脱与清

洗液的电导率/pH、无菌屏

障压差、消毒剂暴露时间

与温度 

酶联免疫吸附测定

(ELISA)、鲎试剂法

(LAL)、基于液质联

用的靶向 HCP 定量

分析 

评价是验证其生物活性、靶向能力和细胞杀伤效果

的关键步骤。这些评价不仅可确认 ADC 的预期功

能，也为后续的体内研究和临床开发提供重要参考。 

4.1  结合活性与表位确认 

ADC必须维持其母体抗体对靶抗原的高亲和力，

同时确保偶联过程不干扰抗体对抗原表位的识别。 

4.1.1  表面等离子体共振（SPR）和生物层干涉

（BLI）动力学测定  SPR 和 BLI 是 2 种广泛应用的

实时、无标记生物分子相互作用分析技术，用于精确

测定 ADC 与其靶抗原的结合动力学参数。这些参数

包括结合速率常数（kon，mol−1·L s−1）、解离速率常数

（koff，h−1）和平衡解离常数（KD，mol·L−1）[18]。对

于 ADC 而言，理想的结合亲和力通常要求 KD 值≤

1 nmol·L−1，这表示 ADC 可以高亲和力且特异性地
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结合靶抗原。同时，快速的结合速率（kon＝1×105～

5×105 mol−1·L s−1）可确保 ADC 能够迅速识别并结

合肿瘤细胞表面的抗原，从而提高靶向效率和细胞

内化效率[18]。这些动力学参数的精确测定对于筛选

和优化 ADC 候选药物至关重要。在 SPR/BLI 检测

ADC 结合动力学参数实验中，为确保所测信号的准

确性，通常借助双参比芯片或双通道参比消除非特

异性吸附、缓冲液效应和基线漂移等干扰。其中，

一个通道用于固定靶抗原并进行结合实验，而另一

个参比通道则不固定靶抗原或固定无关蛋白，用于

扣除背景信号，从而提高数据可靠性和准确性。 

4.1.2  竞争性 FACS 表位分组  偶联过程可能对抗

体的构象产生影响，进而改变其抗原结合表位或亲

和力。为了验证偶联后抗体表位的完整性，竞争性

FACS 表位分组是一种有效的检测方法[61]。该方法将

荧光标记的 ADC 与其未标记的母体抗体在 1∶1 的

摩尔比下竞争结合靶细胞上的抗原。如果偶联后的

ADC 能够有效竞争母体抗体对同一表位的结合，则

表明偶联过程未显著影响抗体的表位识别能力[61]。

通过流式细胞仪检测荧光信号的降低，可以定量评

估 ADC 的竞争结合能力，计算偶联后 ADC 的表位

保留率。通常，要求偶联后 ADC 的表位保留率≥

90%[61]，任何对抗原结合能力的损害都可能导致药

物效力下降或脱靶效应增加。 

4.2  内吞与溶酶体递送 

ADC 的有效性高度依赖于其被靶细胞内吞并

成功转运至溶酶体，并在溶酶体中释放有效载荷。 

4.2.1  pH 敏感染料实时内吞追踪  pH 敏感荧光染

料是实时追踪 ADC 内吞过程的强大工具。例如，

pH 响应型抗体染料（pHAb 染料）具有独特的 pH

响应特性（pHAb 染料的 pKa 为 6.2），即在细胞外

中性 pH 环境（pH＞7）下荧光信号极低，而一旦进

入细胞内酸性区室（如内体和溶酶体），其荧光强度

会显著增强 20 倍以上[62]。通过构建 pHAb-偶联抗

体，当与细胞膜上的抗原结合并被内吞后荧光信号

会随之增强，实现 ADC 内吞过程的实时可视化和

定量追踪。为了量化 ADC 的内吞速率，需要进行

时间尺度的内吞实验。通过在 0～4 h 的时间窗口

内，使用荧光显微镜或流式细胞仪持续记录 pHAb-

偶联 ADC 的荧光信号变化。基于这些时间尺度的

数据计算 ADC 的内吞半衰期。例如，对于恩美曲

妥珠单抗（TM-ADC），在 HER2 高表达细胞系中测

得的内吞半衰期为 6～14 h[18]。内吞半衰期数据的

测定有助于优化 ADC 的设计，以实现最佳的细胞

内递送。 

4.2.2  溶酶体共定位与有效载荷释放成像  ADC

在内吞后被转运到溶酶体中，通过酸性环境或溶酶

体酶的作用释放有效载荷，因此，在体外功能评价

中需要确认 ADC 是否可被递送至溶酶体，其中共

定位成像是一种常用的评估方法。这种方法通过同

时标记 ADC（例如使用荧光标记）和溶酶体（例如

使用 Lysotracker 或溶酶体特异性抗体），然后进行荧

光显微镜观察。皮尔逊相关系数（PCC）是衡量 2 种

荧光信号共定位程度的定量指标。当 PCC 值≥0.75

时即被认为是 ADC 成功递送并与溶酶体高度共定

位的指标，也是其发挥细胞毒性作用的前提[63]。直接

可视化有效载荷的释放是评估连接子裂解效率的

重要策略。氟化硼二吡-类荧光素（BODIPY-FL）是

一种绿色荧光染料，其荧光特性可用于构建荧光淬

灭 -恢复模型来追踪有效载荷释放 [64]。通过将

BODIPY-FL 偶联到有效载荷上，并设计使其在连

接状态下呈现荧光淬灭状态，而当在溶酶体中连接

子被裂解，BODIPY-FL-有效载荷的荧光信号便会

恢复。这种荧光淬灭-恢复模型允许研究人员在活

细胞中实时监测有效载荷的动态释放和空间尺度

的分布。 

4.3  细胞杀伤与旁观者效应 

ADC 的核心功能是高效杀伤肿瘤细胞，体外细

胞毒性评价时要充分考虑肿瘤的复杂性，并评估旁

观者效应。 

4.3.1  2D/3D 细胞毒性梯度  传统的 2D 单层细胞

培养模型虽然简便，但无法完全模拟体内肿瘤的微

环境，如细胞-细胞间相互作用、细胞外基质屏障和

氧气/营养物质梯度等复杂因素，而 3D 肿瘤球体模

型被认为是更接近体内肿瘤生理环境的体外模型，

能够更好地预测 ADC 在体内的疗效[65]。通过比较

ADC 在 2D 和 3D 模型中的 IC₅₀，可以评估其在更

复杂的肿瘤结构中的穿透性和杀伤效率。如果 2D 

IC₅₀与 3D IC₅₀的比值≤5 倍，则表明 ADC 具有良好

的肿瘤球体穿透能力，以及在体内 3D 环境中有效

细胞杀伤活性，较大的比值可能提示 ADC 在密集

肿瘤组织中的穿透受限，需要进一步优化[66]。为了

实现高通量、标准化地评估 ADC 在 3D 模型中的细

胞毒性，通常采用 96 孔球体微孔板进行同步培养

以形成均一的肿瘤球体，并可以在同一块板上同时

进行多个药物浓度和不同 ADC 药物的筛选[65]。这
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不仅提高了ADC体外功能评价的效率和可重复性，

更缩短了筛选和优化周期。 

4.3.2  Transwell 共培养模型评估旁观者效应  旁

观者效应是 ADC 的一个重要特性，它允许释放的

具细胞毒性的有效载荷扩散并杀伤邻近的抗原阴

性肿瘤细胞，从而克服肿瘤异质性[30-31]。Transwell

共培养模型是体外评估旁观者效应的常用方法[67]。

在该模型中，抗原阳性靶细胞和抗原阴性旁观者细

胞被一个具有 0.4 µm 孔径的 Transwell 膜隔开。这

种孔径允许小分子有效载荷自由扩散通过，但阻止

细胞通过，从而确保只有释放的药物才能作用于抗

原阴性细胞。通过监测抗原阴性细胞的存活率，可

以评估 ADC 旁观者效应的强度。通过计算旁观者

指数（BI）可以定量分析 ADC 的旁观者效应。该指

数通过比较 ADC 对抗原阴性细胞的 IC₅₀（IC₅₀_neg）

与对抗原阳性细胞的 IC₅₀（IC₅₀_pos）来得出［BI＝

(IC₅₀_neg－IC₅₀_pos)/IC₅₀_pos］[68]。BI 值越大，表明

旁观者效应越强，即释放的有效载荷对非靶向细胞

的杀伤能力越强。例如，膜渗透性强的有效载荷（如

MMAE）通常会产生显著的旁观者效应，而膜渗透性

差的有效载荷（如 MMAF）则不具备此效应[68]。BI

的测定有助于优化连接子和有效载荷的设计以适

应肿瘤异质性。 

4.4  高内涵成像（HCI）与人工智能（AI）辅助药

效解析 

HCI 结合 AI 技术为 ADC 的药效评价提供了前

所未有的深度和广度，实现了从单细胞水平到群体

水平的全面分析。 

4.4.1  多参数 HCI 面板设计  借助 HCI 可同时获

取和分析细胞的多个生物学参数，从而全面评估

ADC 的作用机制和药效。通过设计多参数 HCI 面

板，可以同时追踪 ADC 在细胞内的关键行为模式。

一个典型的 4 通道 HCI 面板可以包括：（1）Hoechst

（核）：用于标记细胞核，提供细胞计数和形态学信

息。（2）Lysotracker（溶酶体）：标记酸性细胞器（如

溶酶体），用于评估 ADC 的细胞内转运和溶酶体递

送效率。（3）切割型 Caspase-3（凋亡）：作为细胞

凋亡的关键标志物，用于定量评估细胞死亡的程

度。（4）BODIPY 载荷（释放）：如前所述，通过荧

光淬灭-恢复模型，用于直接可视化和量化有效载荷

在细胞内的释放。这种多参数分析能够提供比传统

单一终点检测更丰富的信息，有助于深入理解 ADC

的作用机制，例如，是否成功内吞、是否到达溶酶

体、有效载荷是否释放以及细胞是否发生凋亡。 

4.4.2  AI 模型训练与药效预测  HCI 产生的大量

复杂图像数据需要先进的计算方法进行分析。AI 和

机器学习（ML）模型，特别是深度学习（DL），在

解析这些图像数据和预测药物药效方面展现出巨

大潜力。迁移学习（TL）是一种高效的 AI 模型训

练策略，它利用在大规模图像数据集（如 ImageNet）

上预训练的卷积神经网络（CNN）模型，例如 VGG-

16，作为特征提取器[69]。通过冻结 VGG-16 的卷积

层权重，并在其基础上添加自定义的分类或回归

层，可以针对 ADC 药效评价的特定任务进行微调。

这种方法避免了从头训练模型的巨大计算成本和

数据需求。为了确保 AI 模型的鲁棒性和泛化能力，

训练数据集的规模至关重要，通常需要包含≥10 万

张单细胞图像[70]。大规模的训练数据能够让模型学

习到更丰富、更具代表性的细胞表型特征，从而提

高预测准确性。AI 模型在药效预测中的性能可以通

过多个指标进行评估：（1）分类准确度≥95%：对

于细胞表型分类任务（例如区分健康细胞、凋亡细

胞、坏死细胞等），基于 DL 的图像分类器在二分类

或多分类任务中准确率可达 95%以上，表明 AI 模

型能够高度可靠地识别和区分不同细胞状态[71]。这

为后续的药效评估提供了坚实的基础。（2）预测半

数有效浓度（EC₅₀）与实测值误差＜15%：在定量药

效预测方面，DL 模型可以从细胞形态学图像特征

中学习药物剂量-效应关系，其预测评分与实测药物

浓度呈强相关性，可用于基准剂量（BMD）表征及

EC₅₀类药效参数推断[72]。这种精确的预测能力可以

显著加速 ADC 候选药物的筛选和优化，减少传统

实验的耗时和成本，从而推动药物发现进程。AI 辅

助药效解析的引入，使得 ADC 研发能够从经验性

筛选转向数据驱动的理性设计，极大地提升了研发

效率和成功率[73]。 

5  结语与展望 

ADC 已成为靶向肿瘤治疗的重要支柱，其发展

历程是生物技术与药物化学深度融合的典范。从第

1 代产品的异质性挑战，到第 2 代和第 3 代通过位

点特异性偶联技术实现的高均一性，ADC 技术在靶

向精准性、药物递送效率和治疗安全性方面均取得

了显著突破。确保 ADC 最终质量与疗效的关键，

在于严格控制设计阶段的靶点选择、抗体工程化改

造、连接子与有效载荷的优化，以及制备过程中的

细胞培养、偶联工艺和杂质控制。同时，综合运用
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先进的体外功能评价体系，特别是结合 HCI 技术和

AI 辅助分析，为深入、系统地解析 ADC 的生物学

活性与药效机制提供了强大工具。 

5.1  AI 辅助 ADC 多模块协同设计 

AI/ML模型为ADC多模块协同设计提供了新路

径，有望突破传统设计的局限性[73]。AI 可通过整合

海量生物信息学数据、药物分子结构数据及临床试验

数据，构建预测模型，精准筛选最优靶点-抗体-连接

子-毒素组合。例如，通过 ML 预测抗体与靶点的结

合亲和力、内吞效率，优化抗体设计；基于 DL 模

型模拟连接子的稳定性与裂解特性，实现连接子与

肿瘤微环境的精准适配；通过定量构效关系模型预

测毒素的毒性强度与旁观者效应，平衡疗效与安全

性[74]。 

此外，借助 ML 模型对抗体序列特征进行免疫

信息学解析，可以预测潜在的 T 细胞表位和 B 细胞

表位，从而识别可能诱发免疫应答的热点区域[73]。

基于这些预测结果，研究人员能够开展理性工程化

突变，在不影响抗体功能和结合亲和力的前提下，

对免疫原性表位进行修饰或去除，从而降低抗体的

免疫原性风险[20]。FDA 已在相关指南中建议，可在

早期开发阶段使用免疫原性预测工具，以前瞻性地

评估并降低临床试验中的相关风险[75]。 

5.2  新型偶联技术与载荷的开发方向 

ADC 领域从经验驱动向数据驱动的理性设计

演进，新的技术概念和策略正在涌现。除了已经在

尝试的双载荷 ADC，可编程降解连接子是 ADC 领

域的另一个新兴概念，其中与蛋白水解靶向嵌合体

（PROTACs）技术融合所形成的降解剂-抗体偶联物

（DACs）尤为引人关注。PROTACs 是一种新型小分

子，通过招募 E3 泛素连接酶将目标蛋白泛素化，

从而诱导其通过蛋白酶体降解[76]。将 PROTACs 作

为有效载荷偶联至抗体上，使得 ADC 不仅可以实

现传统的细胞毒性杀伤，更增加了诱导特异性靶蛋

白降解的功能。DACs 的优势在于以亚化学计量方

式催化循环，有望实现更低的给药剂量和更宽的治

疗窗口。此外，通过直接清除致病蛋白，DAC 有望

克服传统小分子抑制剂的耐药性问题[76]。 

总而言之，ADC 领域正通过持续攻克技术瓶

颈，并积极探索新型系统或模式，推动肿瘤治疗向

更安全、更有效、更精准的方向发展。 
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