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生物技术药物的免疫原性产生机制与控制策略
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摘 要：生物技术药物在肿瘤、自身免疫性疾病及其他复杂疾病的治疗中取得了日益显著的治疗效果。使用生物技术

药物进行治疗时存在免疫原性风险，导致药物疗效和治疗效果降低，甚至产生严重的不良反应。在保持生物技术药物药

代动力学特性和治疗效果的基础上，降低或去除其免疫原性成为药物开发过程的重要环节。了解驱动生物技术药物免

疫原性的复杂机制以及制定有效的策略降低免疫原性风险对于提高药物疗效和安全性至关重要。综述了生物技术药物

免疫原性产生机制的研究进展，讨论了影响免疫原性的因素，重点阐述了在药物开发过程中降低免疫原性的策略，以期

为生物技术药物的研发提供参考。
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Abstract：Biopharmaceuticals have achieved increasingly significant therapeutic effects in the treatment of tumors， autoimmune 
diseases and other complex diseases. However， there is a risk of immunogenicity when using biopharmaceuticals for treatment， 
which can reduce drug efficacy and affect treatment outcomes， even cause severe adverse reactions. Reducing or eliminating the 
immunogenicity of biopharmaceuticals on the basis of maintaining their pharmacokinetic properties and therapeutic efficacy has 
become an important aspect of the drug development process. Understanding the complex mechanisms driving the immunogenici‑
ty of biopharmaceuticals and developing effective strategies to reduce immunogenicity risks are crucial for improving drug effica‑
cy and safety. The article reviewed the development of mechanism of immunogenicity in biopharmaceuticals， discussed the fac‑
tors that affected immunogenicity and focused on strategies used to reduce immunogenicity in drug development， in order to pro‑
vide a reference for the research and development of biopharmaceuticals.
Key words：biopharmaceuticals； immunogenicity； anti‑drug antibody； chemical modification； aggregation

生物技术药物包括单克隆抗体、生长因子（如

促红细胞生成素）和细胞因子（如白细胞介素-2或

β-干扰素）等，广泛用于治疗多种慢性疾病和自身

免疫性疾病，例如癌症、类风湿性关节炎、炎症性

肠病和多发性硬化症等。生物技术药物区别于小

分子化学药物的一个重要特点是结构的高度复杂

性。小分子化学药在临床应用中因其潜在毒性面

临挑战，而生物技术药物可能在患者体内诱导体

液和细胞免疫反应，产生抗药物抗体（anti-drug 
antibody，ADA）。ADA 可诱发过敏反应，改变药
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物药代动力学特性，抑制药物与受体的靶向结合，

从而降低药物药效［1-3］。早期的胰岛素产品仅单

次或几次注射即可检测到ADA，并伴随一些致命

的过敏反应。由于第一代胰岛素产品来自牛和

猪，从动物中提取纯化的蛋白质不同于天然人类

产物的分子结构，因此其免疫原性高。当胰岛素

原、C端肽、胰高血糖素和生长激素抑制素等杂质

去除后，猪来源胰岛素制剂的免疫原性显著下降，

这表明生物技术药物与人类同源性的差异并不是

免疫原性的唯一决定因素。目前，越来越多的单

克隆抗体被开发应用于免疫系统疾病和不同类型

的肿瘤治疗中［4］。早期的治疗性单克隆抗体来源

于小鼠，但由于 ADA 具有高生成率，其临床应用

受到限制。随着重组DNA技术的进步，目前已开

发出嵌合、人源化和全人源抗体。尽管免疫原性

显著降低，但仍然可以观察到阿达木单抗等全人

源抗体能够产生 ADA［5-6］ 。生物技术药物的免疫

原性直接影响药物的疗效和安全性，成为许多患

者继续治疗的限制因素。深入了解触发免疫原性

反应的分子机制，将影响免疫原性的主要因素控

制在一定范围内以确保生物技术药物的质量，有

助于提高生物技术药物的安全性［7-10］。本文综述

了诱发生物技术药物免疫原性的复杂机制，讨论

了影响免疫原性的因素，重点介绍了生物技术药

物开发过程中用于降低免疫原性的策略，以期为

生物技术药物的研发提供参考。

1　免疫原性产生的机制

1.1　ADA产生的免疫机制

生物技术药物可能通过诱导免疫反应产生

ADA，通常不会产生严重的临床反应，但在某些

情况下，可能出现严重的过敏反应、降低药物疗效

以及诱导自体免疫。ADA 可以通过 T 细胞依赖

（T cell-dependent，Td）和非T细胞依赖（T cell-inde‑
pendent，Ti）2 种途径产生，如图 1 所示。在 Td 途

径中，T细胞被抗原识别激活，通过主要组织相容

性复合体Ⅱ（major histocompatibility complex，MHC）
由抗原呈递细胞（antigen-presenting cells，APCs）呈

递，活化的 T 细胞刺激 B 细胞产生 ADA［11-12］。此

外，Td途径产生的ADA会对外源性药物产生持久

的高抗体滴度反应。

图1　生物技术药物激发的T细胞依赖性和非T细胞依赖性途径的免疫原性反应

Fig. 1　T cell-dependent and independent pathway involved in an immunogenic response of biopharmaceuticals
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Ti 途径产生的 ADA 涉及多价抗原与 B 细胞

受体（B cell receptor，BCR）结合和诱导受体聚集。

生物技术药物的聚集体出现重复的免疫表位可导

致BCR聚集，引起B细胞活化并导致 Ti反应。生

物技术药物也可以被人外周血来源的树突状细胞

（dendritic cell，DC）吞噬，并迁移到脾脏。在脾边

缘区，DC向B细胞呈递药物抗原。在这一机制中

由于没有 T 细胞的参与，因此产生的 ADA 是 IgM
亚型或低亲和力的 IgG［13-14］。来自危险信号（Toll
样受体 TLRs）或抗原特异性 T辅助细胞（Th）的额

外信号可导致亲和力成熟、类别转换和更有效的

IgG应答。额外信号或危险信号可由生物技术药

物中的杂质和与之相关的疾病炎症环境提供。尽

管每种途径是不同的，但它们之间存在相互作

用。负载抗原的边缘区B细胞（来自Ti通路）可以

通过向T细胞呈递生物技术药物来发挥APC的功

能，这是Td和Ti通路如何相互作用和协同的一个

例子。ADA-生物药免疫复合物（由对生物药的初

次免疫反应产生的 ADA）的存在可以激活初始 B
细胞进行二次应答。由于 ADA-生物药复合物的

形成，提升了B细胞对生物药的摄取，针对不同于

初次应答的表位诱导产生Td抗体［15］。

1.2　抗原的加工和呈递

抗原加工和递呈过程作为免疫原性关键驱动

因素尚未得到充分认识，值得深入研究。生物技

术药物的抗原加工和呈递由抗原呈递细胞、巨噬

细胞和 B 细胞完成，主要涉及抗原捕获和抗原呈

递两个关键过程。

抗原加工的第一步是获取细胞外抗原，APC

通过吞噬作用和受体介导的内吞作用使抗原内

化［16］。生物技术药物的注射部位决定参与抗原捕

获的APC类型。随着药物注射到皮下，未成熟的

树突状细胞通过表皮吞噬及 MHC Ⅱ途径加工药

物。抗原捕获之后进行抗原加工和多肽-MHC复

合物的形成。抗原呈递的质量取决于多肽-MHC
复合物，而多肽-MHC 复合物的稳定性和免疫原

性应答之间存在直接关系［17］。APC通过T细胞受

体识别细胞表面的MHC Ⅱ类复合体，并通过T细

胞表面的共刺激受体CD28与APC上的B7共刺激

分子结合来激活T细胞。生物技术药物引起免疫

原性的因素可诱导共刺激分子在 APC 上表达。

药物制剂配方中辅料的降解产物可增加 DC表面

共刺激分子的表达［18］。由于制剂配方中的降解产

物或疾病相关炎症引起的氧自由基的存在，可作

为信号上调DC表面共刺激分子的表达。

耐受性是一种防止免疫细胞对自身抗原产生

反应的机制。与体内内源性物质相似的生物技术

药物引起的反应可能与免疫耐受被破坏有关。生

物技术药物中存在的杂质，如内毒素或宿主

DNA，可作为危险信号激活细胞体内的免疫反

应。外源T细胞表位与自身抗原结合的存在也可

以打破对自身抗原的耐受。

2　影响免疫原性的因素

ADA的产生是由多种因素导致的（表 1）［19-23］，

包括生物技术药物的固有特性、药物制剂特性和

患者特征。

2.1　药物因素

生物技术药物本身的属性，如蛋白质序列、外

源或内源性表位的存在以及影响药物降解、抗原

位点暴露和溶解度的糖基化程度，都可以导致患

者产生 ADA。与中国仓鼠卵巢（chinese hamster 
ovary，CHO）细胞表达的产品相比，大肠杆菌表达

的干扰素产品具有更高的免疫原性，这与缺乏糖

基化有关。影响免疫原性的其他药物相关因素包

表1　影响生物技术药物免疫原性的因素

Table 1　Factors affecting the immunogenicity of biopharmaceuticals
药物因素

天然蛋白与治疗性蛋白的分子结构、氨基酸序列差异（人源化程度）

治疗性蛋白聚集

治疗性蛋白修饰-氧化、脱酰胺、糖基化

杂质、制剂组分、佐剂

剂型

生产过程

患者因素

疾病类型（免疫介导/非免疫介导的疾病）

年龄

与其他药物同用

剂量

治疗频率

给药途径
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括配方、储存、下游加工和杂质水平。这些因素的

重要性可以在不同生产基地生产的干扰素产品的

抗原性差异中找到证据。改变干扰素的配方和储

存已被证明可降低免疫原性［24］。

2.2　患者因素

在患者体内，免疫系统差异、治疗的药物、疾

病适应症、治疗目标以外疾病的干扰以及给药途

径或方案都可能影响ADA的产生及其临床后果。

生物技术药物治疗和患者的独特特征之间的相互

作用会影响治疗的安全性和有效性。因此，定制

生物技术药物对患者个体的治疗方案是个性化医

疗的一个关键方面。由于患者的个体差异，单抗

靶点的数量影响生物技术药物的免疫原性，其中

一个例子是巨噬细胞产生的肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor α，TNFα）与阿达木单抗之间的相互

作用［25］。阿达木单抗治疗前 TNFα水平较低的患

者与较高者相比，治疗后产生 ADA 的频率更

高［26］。这种差异可能是在 TNFα 含量低的患者

中，存在过量的未结合阿达木单抗触发免疫反应，

然而那些初始 TNFα水平较高的患者能结合更多

的阿达木单抗分子，从而降低触发免疫反应和

ADA产生的机率［27］。

3　降低免疫原性的策略

3.1　设计低免疫原性生物技术药物

基于生物信息学和人工智能技术，使用相关

计算机软件可优化生物技术药物的氨基酸序列，

预测免疫原性。对药物进行降低免疫原性改造，

其中最常用的两种是免疫表位数据库（Immune 
Epitope Database，IEDB）和基本局部比对搜索工

具 （Basic Local Alignment Search Tool， 
BLAST）［28-29］。IEDB 用于预测蛋白质序列内潜在

的免疫原性威胁，在药物开发的早期进行干预和

设计［30］。IEDB包含已知的 T细胞和 B细胞表位，

并提供多种工具和算法，这些生物信息学工具为

生物技术药物的开发提供了多方面信息，有助于

预测药物的T细胞和B细胞表位［31-32］。

为消除潜在的 T 细胞和 B 细胞表位，常用的

设计具有低免疫原性风险的生物技术药物的两种

方法是合理设计和定向进化。合理设计是在了解

蛋白质结构、功能及与其他免疫系统分子相互作

用的基础上，对蛋白类药物的序列和修饰进行精

确设计。定向进化是在实验室环境中模拟自然进

化的迭代过程。该方法通过随机诱变、重组的方

式产生大量的变异体，然后使用高通量筛选来鉴

定具有所需特性（如免疫原性降低）的变异体。通

过合理的药物分子设计，已对人促红细胞生成素

（erythropoietin，EPO）、人 类 生 长 激 素（human 
growth hormone，hGH）、艾米珠单抗（emicizumab）
和 β 干扰素（interferon-β，IFN-β）进行降免疫原性

改造［33］。目前，降免疫原性改造过程通常涉及使

用计算机法来预测和分析潜在的表位，然后通过

位点定向诱变来修饰这些表位，并测试生成变体

的结合亲和力、特异性、稳定性和免疫原性［34-35］。

合理设计抗体的计算机方法已成功应用于降低重

组活化凝血因子Ⅶ （rFⅦa）变体 vatreptacog alfa
（VA）的免疫原性。该重组蛋白旨在为具有Ⅷ或

Ⅸ因子抑制剂的血友病患者提供更高的促凝血活

性［36］。临床试验显示，VA变体导致一些患者出现

ADA，造成该产品停产。为了降低 rFⅦa 类似物

的免疫原性，开发了一种免疫原性计算机预测方

法（rational immunogenicity determination，RID），可

应用于减少T细胞表位而不改变保守序列的氨基

酸取代，因此这些氨基酸取代可能具有重要的功

能。体外免疫原性试验和凝血酶生成试验表明，

重新设计的蛋白在不影响生物活性的情况下降低

了T细胞反应。这种降免疫原性的改造策略为减

少生物技术药物的免疫原性风险提供了一种有效

的方法。

当去除 T细胞或B细胞表位可能影响生物技

术药物的功能时，可以使用表位屏蔽法掩盖药物

的部分抗原片段。糖基化不仅可调节抗体依赖细

胞介导的细胞毒作用（antibody-dependent cell-me‑
diated cytotoxicity，ADCC）和补体依赖的细胞毒作

用（complement dependent cytotoxicity，CDC），也能

改变药物的免疫原性。单抗可以在Fc区（通常在

天冬酰胺 297位）和 IgG Fab区进行 n-糖基化或 o-

糖基化改造［37］。有研究表明，甘露糖糖基化能增

强治疗性蛋白的免疫原性，因此降低甘露糖含量

可能会降低其免疫原性［38］。聚乙二醇化可以将聚

乙二醇聚合物连接到蛋白药物上，以保护抗原表

位免受免疫系统的识别［39］。与未经修饰的蛋白药

物相比，聚乙二醇化的蛋白药物具有更长的半衰

期、更好的水溶性和更低的免疫原性［40］。然而，潜

在的缺点包括生物活性降低、性质改变、聚乙二醇
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在器官中的积累以及抗聚乙二醇抗体的产生。这

些屏蔽方法可用于减轻药物和患者相关的免疫原

性风险，有助于生物技术药物逃避免疫监视，提高

治疗效果和延长半衰期，从而减少给药频率［41］。

然而，这些方法需要对每种生物技术药物进行详

细评估，否则有可能引入新的表位或降低最终产

品的功效。

3.2　控制关键质量属性

3.2.1　化学修饰　生物技术药物在发酵、纯化、过

滤分装和储存运输等生产过程中容易受到各种复

杂因素的影响，从而产生化学修饰。化学修饰包

括脱酰胺、氧化、异构化、羟基化、糖基化和蛋白质

的 C/N 端异质性［42-43］。单个氨基酸残基对化学修

饰的敏感性取决于邻近残基、蛋白的空间结构和

溶液条件（如温度、pH和离子强度）。化学修饰可

能导致蛋白类药物电荷的变化，使蛋白的结构发

生变化，形成新的共价交联［44］。

脱酰胺对几种生物技术药品免疫原性的影响

已有报道［45］。蛋白类药物在高温、高pH下加速脱

酰胺，并伴有一定程度的氧化、构象改变、降解和

聚集，具有严重的免疫原性风险。氧化作用作为

另一种主要的化学修饰也会降低蛋白类药物构象

的稳定性，并可能导致蛋白聚集。例如，人血清白

蛋白被羟基自由基氧化引起结构改变和暴露疏水

区域，导致免疫原性增加［46］。此外，可通过控制生

物技术药物的生产及储存条件，减轻光照、高温和

高pH等环境条件对药物化学修饰的影响，保证药

物在生产和储存运输过程中的稳定性。

3.2.2　聚集　生物技术药物的免疫原性通常与聚

体的形成有关［47-50］。聚体可以通过不同的机制产

生，某些氨基酸序列更容易聚集，糖基化、聚乙二

醇化和化学降解也会影响聚体的形成。聚体的产

生通常伴随着蛋白类药物结构的变化，产生新的

抗原表位或暴露现有的抗原表位，从而引起免疫

反应。由注射器产生的可溶性钨污染可导致重组

人促红细胞生成素的聚集，慢性肾衰竭患者使用

该产品后体内会产生中和抗体［51］。因此，在生物

技术药物研发过程中应尽可能早地将聚体含量最

小化。选择适当的细胞表达系统、在纯化工艺中

设计充分的聚体去除步骤并监测整个工艺过程中

聚体的含量，选择适当的制剂配方缓冲液和容器

以减少储存期间的聚集，这些都是去除聚体、降低

生物技术药物免疫原性的策略［52］。

3.2.3　宿主细胞蛋白质残留　为了解决宿主细胞

蛋白质残留（host cell protein residue，HCP）导致免

疫原性增加的问题，在生物技术药物生产的不同

阶段探索了几种方法。一种方法是采用基于

CRISPR/Cas9 的基因编辑技术进行细胞工程改

造，以减少或消除编码带有免疫原性的HCP基因

的表达［53］。通过靶向表达有免疫原性风险 HCP
的特定基因，如脂蛋白脂肪酶（lipoprotein lipase，
LPL），进行 CHO 细胞的定向改造，大量减少了此

类HCP的表达。CRISPR/Cas9技术具有高靶向选

择性和成本效益，可以减少对细胞生长、存活或目

的产物表达不必要的 HCP。其他方法侧重于下

游处理和纯化步骤，例如亲和性沉淀、活性炭膜、

絮凝剂和各种类型的层析树脂等材料处理，正在

开发用于替代或改进现有纯化方法［54］。

3.3　上市药物降低免疫原性采取的策略

西妥昔单抗是一种鼠-人 IgG1嵌合单克隆抗

体，被批准用于治疗结直肠癌和头颈部鳞状细胞

癌。约 3%患者在首次接触西妥昔单抗后几分钟

内出现严重的超敏反应，某些地理区域可能出现

更高的过敏反应率（高达 33%）。大多数过敏患者

在开始治疗前就存在抗西妥昔单抗的 IgE 抗体，

这些抗体对 α-Gal 表位具有特异性，且与红肉过

敏反应中涉及的 IgE 抗体相关［55-56］。所有人都有

针对 α-Gal的 IgA、IgM 和 IgG抗体，约占循环免疫

球蛋白的 1%。Qian 等［57］证明 α-Gal 表位位于西

妥昔单抗的 Fab区。静脉注射和存在于 Fab区域

的α-Gal表位使得 IgE在肥大细胞上快速交联，这

可能解释了西妥昔单抗的快速免疫反应。用于生

产西妥昔单抗的小鼠细胞系 SP2/0表达 α-1，3-半

乳糖转移酶基因，该酶负责 α-Gal 表位的合成。

在生产治疗性单克隆抗体时，为防止末端α-Gal表
位基因序列掺入，可选择敲除小鼠细胞中的α-1，
3-半乳糖基转移酶基因或使用另一种表达系统，

例如CHO细胞不产生α-Gal表位糖型 ［58-59］。人类

可以合成N-乙酰神经氨糖酸（Neu5Ac），但与其他

哺乳动物不同，人类不能合成N-羟乙酰神经氨酸

（Neu5Gc）。因此，人类免疫系统将 Neu5Gc 识别

为外源物，对Neu5Gc表现出高水平的 IgA、IgM和

IgG抗体（高达循环免疫球蛋白［60］的 0.1%~0.2%）。

将含有Neu5Gc的产品注射到已有抗体的个体中，

导致免疫复合物形成，从而可能激活补体或影响

药物的半衰期。事实上，Gadheri 等［61］证实，注射
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抗Neu5Gc抗体后，小鼠对西妥昔单抗的清除率显

著提高。在另一项研究中，Maeda 等［62］在小鼠细

胞系生产的 3种商业单抗药物（西妥昔单抗、吉妥

珠单抗和英夫利昔单抗）中检测到Neu5Gc表位的

存在，而在CHO细胞系生产的2种单抗（贝伐单抗

和阿达木单抗）中则不存在 Neu5Gc表位。因此，

CHO细胞通常比产生 Neu5Gc的细胞系更适合单

克隆抗体的生产。值得注意的是，CHO细胞和人

类细胞一样，能够从含有动物源性物质的细胞培

养基中吸收Neu5Gc，并将糖表位代谢到分泌蛋白

中。因此，制造商可通过使用不含Neu5Gc的培养

基来防止其吸收，以消除最终产品中的Neu5Gc污
染。在大肠杆菌中生产重组人干扰素β（recombi‑
nant human interferon-β，rhIFNβ）时，缺乏糖基化

会导致 rhIFNβ-1b 的聚集体含量高（高达 60%），

并引发中和抗体的患者比例高 ［63］。除了使蛋白

质更易溶解外，糖基化部分还能覆盖抗原表位。

患者体内产生的抗重组人粒细胞刺激因子（re‑
combinant human granulocyte colong-stimulating fac‑
tor，rhGM-CSF）抗体与酵母和大肠杆菌中产生的

rhGM-CSF 具有交叉反应性，但与 CHO 细胞中产

生的 rhGM-CSF无交叉反应性。由于抗原位点被

掩盖，影响蛋白药物的治疗功能，使蛋白药物逃避

免疫系统的识别。

4　展望

生物技术药物被广泛用于治疗一些危及生命

和慢性消耗性疾病，给许多患者带来了良好的治

疗效果。然而，生物技术药物的安全性和有效性

可能因机体对药物产生免疫反应而受到严重损

害，从而限制其使用［64］。生物技术药物免疫原性

的不良反应包括药物过敏反应、清除率增加、抗体

与药物中和、生物功能丧失和与内源性蛋白的交

叉反应等。因此，需要在生物技术药物设计开发

和生产各阶段对可能产生的免疫原性进行监测和

控制。这些阶段包括生物技术药物的分子设计、

表达系统选择、上游培养、下游纯化和最终产品的

制剂形式开发［65］。采用计算机方法辅助进行生物

技术药物的分子设计，以去除有潜在免疫原性风

险的表位，有望前瞻性设计出低免疫原性的生物

技术药物［66］。聚集、化学修饰和HCP应在生物技

术药物工艺开发阶段进行有效控制，避免产品相

关因素造成的免疫原性风险。药物进入临床试验

阶段，应使用临床样本进行ADA检测来监测免疫

原性。严格观察ADA导致的临床反应，包括对药

代动力学、药效学的影响和可能引发的免疫反

应。未来的研究应侧重于提高计算机辅助生物技

术药物分子设计的准确性和工艺开发中降低免疫

原性的有效性。由于治疗方案、患者的遗传差异

和免疫状态会影响生物技术药物的免疫反应，因

此整合关键的遗传数据和临床反应信息对于在患

者个体水平上最小化 ADA 的产生至关重要。综

上，促进计算机信息学、实验室生物技术和临床监

测领域的协同发展将有助于这些创新策略用于提

高生物技术药物开发的高效性和安全性。
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