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摘要

抗程序性细胞死亡蛋白-1（programmed cell death protein-1，PD-1）/程序性细胞死亡配体-1（programmed
cell death ligand-1，PD-L1）单克隆抗体的免疫疗法已成为治疗肺癌、肠癌和黑色素瘤等多种癌症的常规
方法。PD-1/PD-L1信号通路在肿瘤微环境中可抑制T细胞活化，使其成为一个热门的抗癌靶点。野生型
（wild type, WT）PD-1胞外结构域由于亲和力低而难以阻断PD-1/PD-L1复合物的形成。本文利用三维
（3D）晶体复合结构分析了 PD-1 与 PD-L1 或 PD-L2 的相互作用。文中还报道了 PD-1 与其临床抗体
Opdivo结合模式的理论研究。通过对PD-1及其配体（即PD-L1和PD-L2）或抗体Opdivo的理论结合分
析，建立了PD-1的一个小库容量、表位定向的哺乳动物细胞文库。经过三轮细胞分选，筛选出对PD-L1
有较高亲和力的PD-1突变体463（亲和力较野生型PD-1提高近3个数量级）。它对PD-1具有抑制作用，
可阻止PD-1与PD-L1形成复合物，这与商品化的抗PD-L1抗体 atezolizumab (ATE)的作用相似。突变体
463的半数有效浓度（median effective concentration, EC50）为 0.031 μg⋅mL−1，而ATE的EC50为 0.063 μg⋅
mL−1，两者均明显低于野生型PD-1的EC50（2.571 μg⋅mL−1）。在MC38转基因小鼠模型中，463可有效逆
转PD-1对T细胞活化的抑制作用，而且10 mg⋅kg−1的463突变体蛋白对肿瘤生长的抑制率约为75%，与同
等剂量下ATE的抑制活性相似。更有趣的是，低剂量的463（2 mg⋅kg−1）显示出比10 mg⋅kg−1的野生型PD-
1更好的抑瘤效果。这项工作提供了一种高亲和力诱骗分子463，其体内外活性较天然PD-1分子有明显
提高，因此，它有可能成为靶向PD-1/PD-L1治疗相关肿瘤的良好选择。
© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher

Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

淋巴细胞活性通常由抑制性、刺激性和共刺激性信号

通路调节。在T淋巴细胞中，负调节信号和正调节信号之

间的平衡决定了T细胞对反应肽或主要组织相容性复合物

（MHC）的反应[1]。癌症“抗原”被细胞毒性T淋巴细胞

上的T细胞受体（T cell receptor, TCR）识别，在许多情

况下，激发免疫系统对癌症的内源性反应[2]。然而，癌

细胞通常利用免疫抑制信号逃避免疫监视[3]。例如，免

疫检查点信号通路 PD-1以及其配体之一 PD-L1可阻断T

细胞活化进而造成免疫功能障碍[4]。PD-1/PD-L2 以及

PD-L1/CD80 同样可以对T细胞产生抑制信号。正常情况

下，PD-1/PD-L1信号通路阻碍大量T细胞活化并维持对

自身抗原产生免疫耐受[5]。然而，在如淋巴瘤、黑色素

瘤、肺癌以及乳腺癌等多种癌症中，PD-L1通常是过量表

达，并与T淋巴细胞表面PD-1分子作用阻止肿瘤微环境
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中T淋巴细胞抗肿瘤活性[6‒10]。PD-1通过其胞内结构域

启动抑制，信号级联放大，该结构域包含一个开关基序以

激活蛋白酪氨酸磷酸酶（SH2-containing protein tyrosine

phosphatase, SHP）并干扰TCR激活信号和一个免疫受体

酪氨酸抑制基序[11]。PD-1/PD-L1抑制T细胞增殖、细胞

因子释放以及细胞毒性，进而导致肿瘤中T淋巴细胞耗竭

和（或）凋亡[12]。因此，PD-1/PD-L1信号通路已被确定

为肿瘤免疫治疗的关键分子，多种抗PD-1/PD-L1抗体药

物已被批准进入市场，如Keytruda/pembrolizumab、Opdi‐

vo/nivolumab和Tecentriq/atezolizumab (ATE)。这些药物已

经被证明无论在癌症晚期还是转移期均具有广泛的抗癌效

应[13‒17]。已经证实，在临床上大量的癌症患者对抗PD-

1/PD-L1免疫治疗有长期反应[14]。得益于临床上突出的

疗效，2014年美国食品药品监督管理局（FDA）加速批

准了pembrolizumab和nivolumab † [18‒19]。最近，有证据

表明，在转移性黑色素瘤的治疗中，抗PD-1抗体比传统

化疗更有效[20‒22]。Nivolumab在转移性鳞状非小细胞肺

癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）患者中也显示出

令人满意的临床结果。它已被证明是近 15年以来总生存

率‡（OS）明显优于传统治疗的单一免疫治疗药物。抗体

阻断PD-1/PD-L1信号转导，逆转肿瘤中的免疫抑制状态，

进而激活T淋巴细胞以达到次优疗效；此外，传统抗体通

过自然杀伤细胞（natural killer cell, NK）或巨噬细胞的细

胞毒性免疫反应[例如，抗体依赖的细胞介导的细胞毒性

（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC）]或

抗体依赖的细胞介导的吞噬作用（acoustic doppler current

profiler, ADCP）发挥免疫功能[23]。此外，抗 PD-1抗体

阻断PD-1与其配体（PD-L1或PD-L2）结合，而抗PD-L1

抗体阻断 PD-1/PD-L1 或 PD-L1/CD80 信号通路 [24‒25]。

与大多数研究中在阻断PD-1/PD-L1通路时使用的单克隆

抗体类似，PD-1的胞外域可以作为竞争性拮抗药物。PD-

1 胞外域比单克隆抗体（其分子质量约为 150 kDa）小，

分子质量约为30 kDa，因此更容易进入肿瘤区域。然而，

野生型PD-1以低亲和力（约10−6 mol∙L−1）与PD-L1结合

[26]；因此，野生型PD-1很难阻断PD-1/PD-L1的抑制信

号。此前，我们尝试建立一个表位定向的哺乳动物细胞展

示文库，并获得了一种新型的抗人PD-1抗体[27]。因此，

我们考虑了通过体外亲和力成熟的高亲和力PD-1突变体

是否可以像抗体一样表现出令人满意的抗肿瘤效应。因

此，基于PD-1与PD-L1结合的关键残基，我们建立了一

个包含数百万个PD-1突变体的表位特异性细胞表面展示

文库，并从中筛选出亲和力更高的PD-1突变体。以获得

比野生型PD-1功能更好的突变体分子。

2. 材料和方法

2.1. 试剂

人PD-1、PD-L1、CD80和人/鼠PD -L2购自SinoBio‐

logical公司（货号：10377-H02H、10084-H02H和 10698-

H02H）。别藻蓝蛋白（APC）偶联物（如 PD-1）和生物

素偶联物（如PD-1、PD-L1和PD-L2）由中国嘉轩生物科

技有限公司制备。干扰素（IFN）-γ检测试剂盒购自美国

BioLegend公司，抗PD1抗体Opdivo和抗PD-L1抗体ATE

均在本实验室根据专利DNA序列制备。MIL50是我们实

验室制备的抗蓖麻毒单克隆抗体。链霉亲和素-辣根过氧

化物酶（HRP）、链霉亲和素-APC、同种型对照人免疫球

蛋白G（IgG）（货号：02-7102）和山羊抗人 IgG（H+L）

二抗（HRP 偶联；货号：#A18805）购自美国 Invitrogen

公司。DMEM 培养基（货号：11965-092）、DMEM-F12

培养基（货号：C11330500BT）和胎牛血清（FBS；货

号：10438-034）购自美国Thermo Fisher公司。ExpiCHO

表达系统购自美国Thermo Fisher公司（货号：A29133）。

具有表面膜展示功能的哺乳动物细胞文库质粒 pFRT-FT‐

MK和携带完整 Ig结构的质粒 pFRT-IgG1K，由本实验室

构建[27]。以上两种载体均购自 Invitrgene公司的pcDNA5⁄

FRT载体（货号：V601020），并连接Flp-InTM系统。该载

体包含Flp重组目标（FRT）特征序列。FLP重组酶（flip‐

pase, FLP）可以将质粒切割并插入在基因组中具有相同特

征序列的特定位点。所有其他试剂均以分析级从商业来源

获得。

2.2. 细胞培养

将 PD-L1 基因转染到 CHO-K1 细胞（美国 ATCC 公

司）中，成功构建CHO-K1‒PD-L1细胞。人胚肾上皮细

胞 293T购自美国ATCC公司，MC38（鼠PD-L1敲除，人

PD-L1敲入小鼠）购自上海南方模式生物科技股份有限公

司；CHO-Flp-In™细胞在DMEM/F12培养基中培养，培养

基中添加 100 units⋅mL−1青霉素、100 units⋅mL−1链霉素、

100 μg⋅mL−1博来霉素（zeocin）和10%热灭活FBS。293T

细胞在添加10%热灭活FBS、100 units⋅mL−1青霉素和100

units⋅mL−1链霉素的 DMEM 培养基中培养。细胞培养在

37°C、5%二氧化碳（CO2）的孵箱（美国Thermo公司）。

† http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm436534. htm.
‡ http://www.fda.gov/Drugs/InformationOnDrugs/ApprovedDrugs/ucm436566. htm.

1721



2.3. 计算机辅助设计PD-1文库

人PD-1与PD-L1结合的理论三维（3D）结构使用 In‐

sightII（2005版，Molecular Simulations，美国）构建，并

使用模块Discover和Discover_3进行优化。非键合截止值

为10 Å (1 Å = 0.1 nm)，原子电荷和非键合参数为默认值。

与距离相关的介电常数用于真空计算。分别使用最速下降

（2000步）和共轭梯度（5000步）方法最小化模型。根据

PD-1和PD-L1复合物的理论结构，预测PD-1/PD-L1相互

识别的潜在氨基酸位点。为了证明理论预测的正确性，将

参与识别PD-1的PD-L1的关键氨基酸替换为丙氨酸，以

验证PD-L1和PD-1作用的关键位点。在验证模型正确的

情况下，我们设计了一系列PD-1突变。我们用残基取代

了PD-1的PD-L1作用位点，这些残基具有与PD-1相似的

碳链主链，但侧链更长，与PD-L1结合更紧密。为保证理

论文库质量，PD-1和PD-L2的3D复合结构、PD-1及其临

床抗体Opdivo也采用相同的理论方法进行了研究。

2.4. 流式细胞术

本实验全程需在冰上进行。将细胞（5 × 105个）洗

涤，重悬在测定缓冲液[含 2% FBS 的磷酸盐缓冲盐水

（PBS）]中，然后与蛋白质（如PD-L1-生物素）或抗体在

冰上孵育 30 min。如有必要，洗涤后将细胞与APC偶联

的链霉亲和素孵育，使用BD荧光激活细胞分选（FACS）

CaliburTM（美国）测定。使用BD CellQuest Pro软件（美

国）分析细胞荧光密度。

2.5. PD-1库的设计与构建

根据计算机辅助设计， PD-1 上的 5 个突变位点

（M1~M5）可能是与PD-L1结合的关键位点，首先通过丙

氨酸替换并进行全基因合成，质粒转染入细胞并展示在

293T细胞表面。PD-1上的特定氨基酸取代以及突变前后

与PD-L1结合的自由能结果见表1。PD-1突变体与PD-L1

结合的FACS数据检测用于确定突变区域的重要性，选择

PD-1的 13个关键位点并替换 1~3种具有增强PD-1与PD-

L1结合潜力的氨基酸（表 2）。最终产生了一个小数量级

的PD-1靶向文库。我们使用重叠聚合酶链反应（overlap-

PCR）合成文库基因，将它们亚克隆到 pFRT-FTMK载体

中，然后将文库质粒转染到CHO-Flp-InTM细胞中。

2.6. 流式细胞仪分选

从加压筛选细胞库中收集 5×107个细胞，并重悬于

1 mL 含有 2% 胎牛血清的 PBS 中。然后加入 2 μg⋅mL−1

PD-L1-biotin，4 ℃孵育 30 min，洗液清洗一遍后加入

APC偶联的链霉亲和素，在相同条件下进行孵育和洗涤。

野生型 PD-1 细胞设置为对照组。分析荧光数据，使用

FACS Aria III 流式细胞仪对结合能力较强的细胞进行分

选。对 PD-1突变基因进行测序、亚克隆并利用 Flp-FRT

哺乳动物细胞系统对突变蛋白进行表达[27]。

2.7. 酶联免疫吸附测定

酶联免疫吸附测定（ELISA）板包被 1 μg⋅mL−1蛋白

（如PD-1）4 °C包被过夜，然后在含有 1%牛血清白蛋白

（BSA）、0.05%吐温-20的PBS中，37 °C封闭1 h。然后加

入蛋白质（如PD-L1-biotin）。洗涤后，加入辣根过氧化物

酶缀合的链霉亲和素，在室温孵育 1 h。使用四甲基联苯

胺（TMB）底物（货号：00-4201-56；美国 Invitrogen 公

司）观察结合信号，并使用ELISA读数器在 450 nm处测

量吸光度。

2.8. Biacore

表面等离子体共振实验在 25 °C下使用Biacore T200

机器进行，HBS-EP 作为运行缓冲液（货号：BR-1003-

99；美国GE Healthcare公司）。本实验使用胺基偶联试剂

盒（货号：BR-1001-88；美国GE Healthcare公司）在 pH

5.0的条件下将PD-L1或PD-L2偶联到CM5芯片上。将一

系列稀释的 PD-1 突变体（从 3.125 nmol ⋅L−1 到 50 nmol ⋅
L−1）以 30 μL⋅min−1的速度通过两个流动池，以记录结合

期（120 s）。解离阶段监测 1200 s，并通过用HBS-EP替

表1 PD-1与PD-L1相互作用的特定氨基酸替代丙氨酸，以及基于计算机辅助设计的交互能量计算

PD-1 mutant

PD-1 M1

PD-1 M2

PD-1 M3

PD-1 M4

PD-1 M5

Key residues in PD-1 interact with PD-L1

Asn66Tyr68

Asn74Gln75Thr76Asp77Lys78

Tyr45Glu46Asp48Asn49

Ile126Leu128Lys131Ile134Glu136

Glu84Asp85Arg86Ser87Gln88

Interaction energy between PD-1 and

PD-L1 before PD-1 mutant (kJ)

‒218.96

‒218.96

‒218.96

‒218.96

‒218.96

Interaction energy between PD-1 and PD-L1

after Ala replacement in PD-1 (kJ)

‒108.29

‒98.31

‒215.38

‒94.29

‒106.83

Asn: asparagine; Tyr: tyrosine; Gln: glutamine; Thr: threonine; Asp: aspartic acid; Lys: lysine; Glu: glutamic acid; Ile: isoleucine; Leu: leucine; Arg: argi‐

nine; Ser: serine.
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换样品溶液来触发。减去在参考流动池（第一个流动池）

上获得的响应来校正整体折射率差异。每个循环后，传感

器表面用 10 mmol⋅L−1甘氨酸-HCl（pH 2.1）短暂处理再

生。利用 Biacore T200 评估软件（美国 GE Healthcare 公

司）使用1:1结合模型记录和分析结合动力学。以野生型

PD-1为对照，溶剂（样品缓冲液）为阴性对照。根据V-

基线扣除背景以获得动力学曲线并计算解离常数

（KD值）。

2.9. 小鼠肿瘤异种模型

12~14周龄雌性转基因小鼠C57BL/6J（鼠 PD-1敲除

小鼠，人PD-1敲入小鼠）购自上海南方模式生物科技股

份有限公司，置于顶部具有过滤器的笼子（每笼子5只小

鼠）中，于特定无病原体（SPF）级别实验室饲养，喂食

经过消毒的食物和水。在研究期间使用小鼠时，我们遵循

《动物研究：体内实验报告（ARRIVE）指南》†。我们在

研究过程中按照替换、减少和优化的“3R”原则观察动

物伦理；小鼠的使用或治疗严格符合研究动物的护理和使

用指南，并经北京药理毒理研究所动物伦理委员会批准。

在我们注射癌细胞之前，一周内每天检查小鼠状态是否正

常。然后，在MC38细胞系的基础上进行基因工程改造，

用人PD-L1分子原位替换小鼠PD-L1基因，简称为MC38

(hPD-L1)。将上述细胞培养至对数生长期，然后每只小鼠

静脉注射 1×106个MC38 (hPD-L1)细胞。大约一周后，当

肿瘤体积达到 80 mm3时，给小鼠腹腔注射抗PD-L1抗体

ATE、野生型 PD-1、PD-1突变体 463或同种型对照（抗

蓖麻毒蛋白抗体MIL50）。每周观察小鼠两次，以测量小

鼠体重和肿瘤大小，持续4周。实验结束后，采用氯胺酮

麻醉后颈椎脱臼法处死小鼠；并使用深度冷冻确认死亡。

2.10. 统计分析

通过 t检验或重复测量单因素方差分析（ANOVA）和

图基事后检验法进行统计分析。体内差异通过双向方差分

析和Bonferroni事后检验进行分析。用正常线性混合效应

模型测试剂量递增实验的显著性。当p < 0.05时，具有显

著性差异。

3. 结果

3.1. PD-1与PD-L1结合的表位叠加

我们使用同源建模、分子对接和动态模拟的方法，分

别对PD-1及其配体PD-L1、PD-L2与抗PD-1抗体Opdivo

的理论结构进行了建模。利用PD-1和PD-L1的3D复合物

结构，初步构建了亲和力成熟的文库。为保证文库质量，

从理论上分析了PD-1与PD-L2、PD-1与Opdivo的结合模

式。利用PD-L2和Opdivo鉴定PD-1的结合方式和关键残

基，优化亲和成熟文库，预测重要残基。如图 1（a）所

示，PD-1和PD-L1相互作用的关键氨基酸位点用不同颜

色的棒状结构表示。

将表达PD-1突变体的细胞（M1~M5）与生物素偶联

的 PD-L1一起孵育，然后与APC偶联的链霉亲和素通用

二抗一起孵育。M1、M2、M4和M5突变位点氨基酸被证

实对于PD-1与PD-L1的结合很重要，因为它们的替换会

导致 PD-1 与 PD-L1 的结合显著减少或完全丧失 [图 1

（b）]。基于图 1（b）所示的 FACS 数据，优化了 PD-1/

PD-L1 复合物的结构。发现 PD-1 上的重要残基 N74、

A81、E84、R86、S87、G90、Q91、L122、S127、A129、

V64、R69和A132，如果发生突变，有可能提高 PD-1与

PD-L1结合的亲和力。

3.2. 具有表位特异性细胞文库的高亲和力PD-1突变体的

定向进化

野生型PD-1与PD-L1之间的亲和力较低，因此在癌

症微环境中很难起到阻断PD-1/PD-L1结合的目的。而高

亲和力的PD-1突变体可以作为一种潜在的诱饵药物阻止

† https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines.

表2 设计高亲和力PD-1突变，构建小库容量细胞文库

Key amino acid

Val64

Arg69

Asn74

Ala81

Glu84

Arg86

Ser87

Gly90

Gln91

Leu122

Ser127

Ala129

Ala132

Alternative amino acid replacement

(free energy ≤ ‒119 kJ)

His, Ile, Leu

Glu

Gly, Ser

Val, Leu, Ile

Gln, Asp

His, Tyr

Asn

Ala, Val, Leu

Tyr, Phe

Ile, Gln

Tyr, Phe

Gly

Val, Leu, Ile

Merger codon

AWS

RRS

RRC

VYC

SAS

YRC

ARC

SBC

YWS

MWS

THC

GSC

BYC

M = A/C, R = A/G, W = A/T, S = G/C, Y= C/T, V = A/G/C, H = A/C/T,

and B = G/C/T represents the merger of several bases. In theory, the

frequency of each base in the synthesis process is equal.

Val: valine; Ala: alanine; Gly: glycine; Phe: phenylalanine; His: histidine.
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PD-1/PD-L1复合物的形成[图 2（a）]。基于 PD-1的结构

信息和关键位点，我们设计了每个氨基酸亲和力更高的突

变。但是在设计过程中，保留每个突变体中PD-L1重要的

识别表位。也就是说，突变体需要具有与野生型PD-1相

似的结构、物理及化学特征。因此，该文库是一个多样性

较小的文库，仅包含具有稳定表位的高亲和力的PD-1突

变序列。通过重叠PCR，扩增PD-1突变体的DNA序列。

电泳结果显示，DNA文库片段在琼脂糖凝胶中的转移条

带与理论条带大小相同，分子质量约为650 bp（见附录A

中的图S1）。并将突变序列通过常规分子生物学酶切、酶

连的方法插入载体pFRT-FTMK中。

为了确认文库的正确率和多样性，使用第二代测序方

法对质粒进行测序，并分析氨基酸序列中突变氨基酸的分

布（图 S2）。然后，将含各种 PD-1突变体的文库质粒转

染至CHO-Flp-InTM细胞并展示在细胞表面。使用三轮细

胞分选筛选高亲和力克隆[图 2（b）]。每轮细胞分选后，

都会获得与PD-L1结合强的克隆。三轮分选结束对突变序

列进行测序，共筛选出 29个单克隆。然后将突变序列基

因插入 pFRT-IgG1Fc载体，然后将重组质粒转染 293T细

胞，制备PD-1突变体Fc融合蛋白。收集、稀释转染细胞

的表达上清液，并与包被的PD-L1/PD-L2孵育，以与野生

型PD-1竞争。

ELISA检测显示了29个PD-1突变体以及野生型PD-1

与 PD-L1、PD-L2的结合能力（图 S3）。选择了下列 9个

图1. PD-1结合PD-L1表位分析。（a）PD-1与PD-L1复合物理论结构，绿色球棍代表PD-1参与识别的关键氨基酸位点，紫色球棍代表PD-L1上参与识

别PD-1的关键氨基酸位点。在PD-1与PD-L1之间被标注的氨基酸位点（绿色和紫色球棍）是二者相互作用的关键位点。（b）流式细胞术检测PD-L1
与293T细胞膜展示的野生型PD-1分子或者PD-1突变体结合活性。利用计算机结构对接确定PD-1识别的关键位点，并通过基因合成的方式对特定位

点进行丙氨酸替换获得突变体分子。转染突变体分子的细胞与生物素化的PD-L1分子进行孵育，以APC-链霉素作为二抗。突变体M1、M2、M4、
M5丢失了与PD-L1结合的活性，表明在突变体上的突变残基是PD-1识别PD-L1的关键位点。
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具有潜在强结合能力的突变体进行进一步拮抗鉴定：408、

431、407、410、446、411、463、506 和 576。这些突变

体可以与人PD-L1（图S4）、PD-L2（图S5）结合，具有

剂量依赖性。此外，它们可以抑制野生型PD-1与PD-L1、

PD-L2的结合[图S6（a）和（b）]，表明其可能作为一种

诱饵蛋白去阻断PD-1与PD-L1之间的信号传递。使用Bi‐

acore分析确认与 PD-L1、PD-L2具有最高亲和力的五个

PD-1突变体（表3）。

与野生型 PD-1（1.00×10−6 mol⋅L−1）[26]相比，它们

的亲和力常数范围从 1.28×10−6 mol⋅L−1到 2.06×10−9 mol⋅
L−1，表明这些突变体的结合能力更强。其中一个突变体

463 具有比其他突变体更小的解离常数（2.06×10−3 s−1）。

此外，五个突变体与 PD-L2 的亲和力常数在 2.67×10−8~

6.95×10−9 mol⋅L−1范围内，高于野生型PD-1。根据流式细

胞术数据，两种PD-1突变体463和506抑制了PD-1与PD-

L1表面结合。它们都显示出比野生型PD-1更好的抑制活

性，并且与ATE具有相似甚至更好的效果[图 S6（c）]。

我们建立了两者的稳定细胞系；然而，在ExpiCHO表达

系统中 506的表达水平远低于 463，因此我们选择 463进

一步研究。

463 以剂量依赖性方式与人 PD-L1 结合，EC50值为

0.031 μg ⋅mL−1，低于野生型 PD-1（2.571 μg ⋅mL−1）和

ATE（0.063 μg⋅mL−1），表明 463在未来的应用中可能会

改变PD-1与PD-L1的结合[图3（a）]。如图3（b）所示，

463以剂量依赖性方式与人PD-L2结合，EC50值为0.63μg⋅
mL−1，远低于野生型 PD-1（> 6 μg ⋅mL−1）；463 还与鼠

图2. 利用细胞表面展示方法开展高亲和力PD-1突变体体外筛选进化。（a）高亲和力PD-1（HA-PD-1）诱骗分子设计示意图，野生型PD-1分子不能有

效阻断PD-1与PD-L1之间的免疫抑制信号，而提高PD-1与PD-L1之间的亲和力可有效阻断PD-1与PD-L1之间的亲和力，进而解除免疫细胞的抑制状

态，提升其肿瘤杀伤活性。（b）PD-1分子库三轮筛选。每一轮筛选之后，细胞克隆群均表现与PD-L1更强的结合活性。SSC-A：侧向角散射；APC-
A：别藻蓝蛋白；HA：高亲和力。
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PD-L1结合，EC50值为0.970 μg⋅mL−1，远低于野生型PD-1

（132.5 μg⋅mL−1）[图3（c）]。

3.3. PD-1突变体 463阻断 PD-1/PD-L1复合物以抑制体内

肿瘤生长及增殖

PD-1 突变体 463 抑制野生型人 PD-1 与 PD-L1（图

S7）、PD-L2（图S8）、CD80（图S9）的结合，因此以剂

量依赖性方式逆转由CD3/CD28途径触发T细胞细胞因子

释放（如 IFN-γ）。PD-L1抑制T细胞活化，然而抗 PD-1

抗体 Opdivo 可逆转这种抑制。463 与 Opdivo 效果接近，

但比野生型 PD-1 好得多，因为后者几乎没有逆转效果

[图4（a）]。

在体内 MC38 异种移植小鼠模型（每组 n = 5）中，

463 以剂量依赖性方式抑制肿瘤生长，这与相同剂量

（10 mg⋅kg−1）ATE的作用相似。在 10 mg⋅kg−1 463的治疗

组中，肿瘤平均体积约为 600 mm3，而野生型 PD-1治疗

组的肿瘤体积接近 2000 mm3，与同型对照组相似

（MIL50 组）。更有趣的是，2 mg⋅kg−1的 463 也比 10 mg⋅
kg−1的野生型 PD-1具有更好的抗肿瘤能力，平均肿瘤体

积约为 1100 mm3（10 mg ⋅kg−1 463 vs 10 mg ⋅kg−1 野生型

PD-1，p < 0.05）。第20天，处死小鼠，剥离肿瘤并称重。

发现 10 mg⋅kg−1的 463以及 2 mg⋅kg−1的 463都显示出良好

的抗肿瘤效果，肿瘤重量分别约为(0.6±0.31) g、(1.06±

0.45) g。与野生型PD-1相比，10 mg⋅kg−1 463在相同剂量

下优于 10 mg⋅kg−1野生型PD-1 [(1.53±0.81) g] [图 4（b）~

（d），p < 0.05]。

4. 讨论

免疫检查点分子PD-1是存在于T细胞表面并能够调

节T细胞活化的 I型跨膜受体。T细胞活化后会分泌过量

的炎症细胞因子；然而，作为T细胞过度激活的免疫检查

点分子，PD-1与其配体 PD-L1和 PD-L2结合后会限制 T

细胞的活化。在肿瘤环境中，癌细胞表面过表达PD-L1分

子；因此，PD-1/PD-L1信号能够通过抑制T细胞抗肿瘤

免疫应答，从而导致癌症进展[28]。用抗PD-1或抗PD-L1

抗体阻断 PD-1与 PD-L1之间的信号通路，在黑色素瘤、

非小细胞肺癌和其他实体瘤的临床试验中观察到了客观肿

瘤反应，并表现出显著的治疗效果[29]。该方法在转移性

尿路上膀胱癌的 I期临床试验中治疗效果显著，其中43％

表3 使用Biacore分析确定五个PD-1突变体与PD-L1、PD-L2之间的亲

和力

Mutant

408

410

446

463

506

408

410

446

463

506

Simple No.

PD-L1

PD-L1

PD-L1

PD-L1

PD-L1

PD-L2

PD-L2

PD-L2

PD-L2

PD-L2

Ka ((mol∙L−1∙s)−1)

9.84 × 107

1.08 × 105

5.05 × 106

9.99 × 105

4.25 × 109

3.40 × 106

3.47 × 1010

2.31 × 106

2.80 × 106

7.70 × 106

Kd (s−1)

0.572

0.137

0.178

2.060 × 10‒3

23.600

9.070 × 10‒2

4.240 × 102

2.070 × 10‒2

1.950 × 10‒2

0.128

KD (mol∙L−1)

5.81 × 10‒9

1.28 × 10‒6

3.53 × 10‒8

2.06 × 10‒9

5.54 × 10‒9

2.67 × 10‒8

1.22 × 10‒8

8.96 × 10‒9

6.95 × 10‒9

1.66 × 10‒8

Ka: association rate constant; Kd: disassociation rate constant; KD: the equilib‐

rium disassociation constant; KD = Kd/Ka.

图3. PD-1突变体463以剂量依赖的关系结合鼠/人PD-L1或PD-L2。（a）463以剂量依赖的关系结合人PD-L1，其中，Atezolizumab (ATE)和野生型PD-
1作为阳性对照。对应的EC50值分别为0.031 μg·mL−1（463）、2.571 μg·mL−1（野生型PD-1）以及0.063 μg·mL−1（ATE），表明463能够有效地逆转PD-
1/PD-L1产生的免疫抑制效应。（b）463以剂量依赖的方式结合人PD-L2，以野生型PD-1作为阳性对照，463组的EC50值是0.63 μg·mL−1，而PD-1野生

型组的EC50值大于100 μg·mL−1，表明463可有效逆转PD-1/PD-L2产生的免疫抑制效应。（c）463以剂量依赖的方式结合鼠PD-L1，野生型PD-1作为

阳性对照。对应的EC50值分别是0.970 μg·mL−1（463）和132.5 μg·mL−1（野生型PD-1）。
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的患者肿瘤明显减小；因此，美国FDA授予该抗体突破

性疗法认证[30‒31]。在全球范围内，抗PD-1/PD-L1治疗

性抗体药物正在扩大对癌症治疗的适应症。然而，抗PD-

1和抗PD-L1抗体治疗仍处于临床开发的早期阶段，并且

更多的检查点抗体和抗体样蛋白在临床前或临床试验中起

了更进一步的作用。由于抗体的固有局限性，包括恶性肿

瘤/组织渗透和耗尽免疫细胞的有害Fc-效应器功能，PD-

1/PD-L1的定向免疫疗法可以通过更小的蛋白质分子（如

诱饵PD-1）来改善治疗。本文中高亲和力诱饵PD-1突变

体具有广泛扩散到肿瘤中的潜力，并且已经发现大多数抗

PD-L1抗体能够靠近血管和（或）肿瘤的周边。此外，在

肿瘤治疗中高亲和力诱饵PD-1突变体比PD-L1抗体更有

效，这可能是因为融合了Fc的高亲和力诱饵PD-1突变体

的蛋白质分子量减半，能够更有效地进入肿瘤内部[32]。

事实上，鼠 PD-1与 PD-L1 [33]或 PD-L2 [34‒35]结合

的晶体结构在很早之前就已经被报道，人PD-1与PD-L1

复合物的X射线晶体结构也已发表（PDB: 3RRQ）。考虑

天然PD-1与PD-L1的亲和力为1×106，其亲和力过低不能

有效与PD-1/PD-L1的复合物竞争。为了找到更高亲和力

诱饵PD-1突变体，基于已报道的结构，我们首先构建并

图4. PD-1诱骗分子463体内外生物学功能。（a）通过检测 IFN-γ释放可知463可以剂量依赖性关系有效逆转PD-L1对活化的T细胞（由CD3/CD28抗
体诱导）的抑制作用。Opdivo和野生型PD-1作为阳性对照。463表现出与Opdivo相似的功能。463能够有效抑制移植瘤增殖。（b）移植瘤小鼠肿瘤体

积-时间曲线。（c）实验终点剥离小鼠肿瘤体重。（d）实验终点小鼠肿瘤拍照。设置ATE和PD-1作为阳性对照，抗蓖麻毒素抗体MIL50作为无关抗体

同型对照。463 (10 mg·kg−1)表现出与同等剂量ATE (10 mg·kg−1)相似的抗肿瘤活性，然而，10 mg·kg−1野生型PD-1表现出非常弱的抗肿瘤活性，而更

有趣的是，低剂量的463 (2 mg·kg−1)表现出比高剂量野生型PD-1 (10 mg·kg−1)更强的抗肿瘤活性。* p < 0.05。
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优化人PD-1/PD-L1复合物的结构（溶剂，柔性结构）模

型。已经表明人PD-1/人PD-L1与受体PD-1内的显著塑性

相关，并且 PD-L1能被小分子靶向，以抑制 PD-1/PD-L1

通路[36]。根据我们的模型，预测了关键残基，丙氨酸扫

描实验进一步修订了理论预测结构。此外，基于与PD-L1

结合的PD-1的关键残基，我们设计并建立了包含数百万

种PD-1突变体特异性细胞表面展示文库，从中筛选出亲

和力较高的PD-1突变体 463，其显示出与野生型PD-1相

比更好的功能。

肿瘤相关的PD-L1表达水平可以预测PD-1免疫疗法

的临床效果；然而，PD-L1阴性的患者对抗PD-1检查点

治疗仍可获益，这表明存在其他PD-1相关配体或途径参

与治疗。PD-L2是另一种已知的PD-1配体，肿瘤组织中

PD-L2的表达水平与PD-1单抗pembrolizumab治疗头颈部

鳞状细胞癌（head and neck squamous cell carcinoma, HN‐

SCC）的临床疗效密切相关。已经发现，PD-L2与PD-L1

的表达均与PD-1单抗治疗效果相关，而在缺乏PD-L1的

某些肿瘤中检测到了PD-L2表达。PD-L1和PD-L2都可以

预测帕博利珠单抗的治疗效应。PD-L1和PD-L2双阳性的

患者比PD-L1单阳性的患者具有更好的治疗效果。PD-L2

也可用于无进展的存活（PFS）的帕博利珠单抗治疗的独

立预测因子。与PD-L2阴性患者相比，PD-L2阳性患者具

有更长的无进展生存期和较长的总生存期。

总结来说，对于PD-L1和PD-L2阳性的肿瘤患者，靶

向PD-1的药物可能比靶向PD-L1的药物具有更好的临床

效果[37]。本研究表明，亲和成熟的 PD-1 突变体 463 与

PD-L1和 PD-L2结合具有高亲和力（图 3）。与上述 PD-1

抗体或PD-L1抗体不同，高亲和力诱饵分子463阻断了三

种信号通路：PD-1/PD-L1（图S7）、PD-1/PD-L2（图S8）

和PD-L1/CD80（图S9）。这进一步阐明了463作为抗肿瘤

候选分子的理论基础。此外，463可有效逆转T细胞经抗

CD3/CD28抗体激活状态下，PD-L1对T细胞的免疫抑制

作用（如 IFN-γ表达水平）。在体内异种移植小鼠模型中，

463 抑制肿瘤生长，其效果与同等剂量下 ATE 的效果相

当，并且优于野生型 PD-1（图 4）。我们的数据显示了

PD-1诱饵突变体蛋白 463的抗肿瘤活性，并表明它具有

PD-1相关癌症治疗的可能性，尤其是 PD-L1和 PD-L2阳

性癌症。
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