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(57)摘要

本发明涉及抗CD47/抗PD‑1双特异抗体及其

制备方法和应用，所述双特异性抗体包括(a)第

一抗原结合部分，包括重链可变区(VH)和轻链可

变区(VL)，其中VH和VL形成特异性结合CD47的抗

原结合位点；以及(b)第二抗原结合部分，包含特

异性结合PD‑1的单域抗体(sdAb)；其中第一抗原

结合部分和第二抗原结合部分相互融合。本发明

涉及的双特异抗体能同时阻断两种肿瘤免疫逃

逸的方式，因此在肿瘤免疫治疗方面具有较好的

效果。
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1.  一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述双特异性抗原结

合蛋白或其片段包括（a）第一抗原结合部分，包括重链可变区（VH）和轻链可变区（VL），其中

VH和VL形成特异性结合CD47的抗原结合位点；以及（b）第二抗原结合部分，包括特异性结合

PD‑1的单域抗体（sdAb）；其中第一抗原结合部分和第二抗原结合部分相互融合；其中

所述第一抗原结合部分的VH包括重链互补决定区HCDR1、HCDR2和HCDR3，所述HCDR1、

HCDR2和HCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO:33、SEQ  ID  NO:34和SEQ  ID  NO:35所示，所

述第一抗原结合部分的VL包括轻链互补决定区LCDR1、LCDR2和LCDR3，所述LCDR1、LCDR2和

LCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO:36、SEQ  ID  NO:37和SEQ  ID  NO:38所示；和

所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区CDR1、CDR2和CDR3，其中所述CDR1

氨基酸序列如SEQ  ID  NO:39所示、所述CDR2氨基酸序列如SEQ  ID  NO:40所示、所述CDR3氨

基酸序列如SEQ  ID  NO:41所示，或所述CDR1氨基酸序列如SEQ  ID  NO:42所示、所述CDR2氨

基酸序列如SEQ  ID  NO:43所示、所述CDR3氨基酸序列如SEQ  ID  NO:44所示。

2.如权利要求1所述分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗原结合部分

是一种全长抗体，包括两条重链和两条轻链，所述重链包括VH，所述轻链包括VL。

3.如权利要求1所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第二抗原结合部

分的C端融合至第一抗原结合部分至少一条重链的N端或第一抗原结合部分至少一条轻链

的N端。

4.如权利要求1所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第二抗原结合部

分的N端融合至第一抗原结合部分至少一条重链的C端或第一抗原结合部分至少一条轻链

的C端。

5.  如权利要求1  所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗原结合

部分与第二抗原结合部分是通过肽键或肽接头融合的。

6.如权利要求5所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述肽接头选自突变

的人IgG1铰链区或GS接头。

7.  如权利要求6所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述肽接头的氨基酸

序列如SEQ  ID  NO:46或SEQ  ID  NO:48所示。

8.  如权利要求2所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗原结合部

分的重链包含SEQ  ID  NO:4所示氨基酸序列，所述第一抗原结合部分的轻链包含SEQ  ID 

NO:6所示氨基酸序列。

9.  如权利要求1所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第二抗原结合部

分包含SEQ  ID  NO:30或32所示的氨基酸序列。

10.如权利要求1所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗原结合部

分包含人、人源化或嵌合抗体或其片段，所述第二抗原结合部分的单域抗体是骆驼源的、嵌

合的、人源化的或人的。

11.  如权利要求1  所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述双特异性抗原

结合蛋白或其片段包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至

抗CD47抗体两条重链的C端，其中重链融合多肽包含SEQ  ID  NO:8、10或24所示氨基酸序列，

轻链多肽包含SEQ  ID  NO:6所示氨基酸序列。

12.  如权利要求1  所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述双特异性抗原
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结合蛋白或其片段包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至

抗CD47抗体两条重链的N端，其中重链融合多肽包含SEQ  ID  NO:12或SEQ  ID  NO:14所示氨

基酸序列，轻链多肽包含SEQ  ID  NO:6所示氨基酸序列。

13.  如权利要求1  所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述双特异性抗原

结合蛋白或其片段包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至

抗CD47抗体两条轻链的C端，其中轻链融合多肽包含SEQ  ID  NO:16或SEQ  ID  NO:18所示氨

基酸序列，重链多肽包含SEQ  ID  NO:4所示氨基酸序列。

14.  如权利要求1  所述的分离的双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述双特异性抗原

结合蛋白或其片段包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至

抗CD47抗体两条轻链的N端，其中轻链融合多肽包含SEQ  ID  NO:20或SEQ  ID  NO:22所示氨

基酸序列，重链多肽包含SEQ  ID  NO:4所示氨基酸序列。

15.一种编码权利要求1‑14中任一项所述的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或

其片段的分离的多核苷酸。

16.包含权利要求15所述分离多核苷酸的载体。

17.包含权利要求15所述分离的多核苷酸或权利要求16所述载体的宿主细胞。

18.一种生产分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段的方法，包括在适

合的条件下，培养权利要求17所述的宿主细胞，从细胞或细胞培养液中回收抗体或其片段。

19.一种药物组合物，所述药物组合物包含权利要求1‑14中任一项所述双特异性抗原

结合蛋白或其片段和药学上可接受的载体。

20.如权利要求1‑14中任一项所述抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段、权

利要求15所述多核苷酸、权利要求16所述载体以及权利要求17所述宿主细胞在制备与CD47

和/或PD‑1异常表达相关疾病的药物中的应用。

21.如权利要求20所述的应用，所述与CD47和/或PD‑1异常表达相关疾病是癌症。

22.如权利要求21所述的应用，所述癌症为实体瘤。
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抗CD47/抗PD‑1双特异抗体及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于抗体领域，具体涉及双特异性抗体及其制备方法和应用，所述双特异

性抗体包含第一抗原结合部分特异性结合CD47，第二抗原结合部分特异性结合PD‑1。

背景技术

[0002] 哺乳动物的免疫系统是一套宿主防御系统，使其免受微生物感染和防止癌症发生

(Chen  et  al.，Frontiers  Immunol.9：320(2018))。免疫系统遍布全身，是一个及其复杂的

网络系统，由不同的免疫细胞，特定的组织和器官组成并发挥协同效应。当免疫系统正常发

挥功能时，宿主体内病变的细胞就会被从健康的细胞中识别出来并被清除掉，从而保证机

体内环境的稳定。因此，保持免疫系统的完整性，对于维持我们自身的健康至关重要。相反

地，免疫系统的失控会导致自身免疫疾病，炎症和癌症等 (Ribas  et  al .，Cancer 

Discovery  5：915‑9(2015)；Yao  and  Chen，Eur.J.Immunol.43：576‑9(2013))。免疫系统可

以分为两类，即体液免疫和细胞介导的免疫。抗体和其他生物大分子调控体液免疫。与之相

对，细胞免疫的调节是通过细胞层面实现的，涉及到巨噬细胞，自然杀伤细胞和抗原特异性

杀伤T细胞的活化。

[0003] 活化和抑制免疫应答主要是由两条独立的信号通路调节的(Gorentla  and 

Zhong，J.Clin.Cell.Immunol.(2012)；Huse，J.Cell  Sci.122：1269‑73(2009)；Mizota  et 

al.，J.Anesthesia  27：80‑7(2013))。第一信号是抗原介导的。当T细胞受体特异性的识别

并结合抗原呈递细胞(APC)表面MHC提呈的抗原肽时，产生第一信号。第二信号则由抗原呈

递细胞和T细胞表面表达的共刺激分子间的相互作用提供。当第一、第二信号依次被活化

后，T细胞才可以杀伤肿瘤。若缺乏第二信号，T细胞将进入无反应状态或免疫耐受，甚至引

起细胞程序性死亡。

[0004] 如上所述，第二信号通路对于活化免疫细胞非常重要。具体来讲，共刺激和共抑制

受体参与了第二信号通路，对抗原‑受体的呈递进行免疫应答和调节，在保持自身抗原免疫

耐受的同时，平衡阳性和阴性信号，最大限度地提高对入侵者的免疫反应(Chen  and 

Flies，Nat.Rev.Immunol.13：227‑42(2013)；Ewing  et  al.，Int.J  Cardiol.168：1965‑74

(2013)；Liu  et  al .，Immunol  Invest .45：813‑31(2016)；Shen  et  al .，Frontiers  in 

Biosci.24：96‑132(2019)；Zhang  and  Vignali，Immunity  44：1034‑51(2016))。

[0005] CD28是CD28家族的一员，是一种主要的T细胞共刺激受体，在初始CD4+和CD8+T细胞

上组成性表达。CD28受体的配体包括CD80、CD86、程序性死亡1配体(PD‑L1)、程序性死亡2配

体(PD‑L2)等。其中PD‑L1是一种跨膜蛋白，它与PD‑1的抑制性检查点分子结合，通过传递抑

制的“不要找到我”信号来抑制适应性免疫反应。PD‑1/PD‑L1信号通路在免疫耐受的发展中

起着至关重要的作用，防止免疫系统的过度反应，从而避免自身免疫疾病的发生。然而，这

通常在癌症进展过程中被解除管制，允许肿瘤细胞通过伪装成健康组织来绕过保护机制。

过量表达PD‑L1的肿瘤细胞通过激活PD‑1/PD‑L1抑制信号通路，可逃避T细胞介导的死亡，

抑制抗肿瘤适应性免疫反应。人类肿瘤相关巨噬细胞(TAMS)中的PD‑1过度表达也被证明能
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抑制吞噬和肿瘤免疫。目前，阻断PD‑1/PD‑L1相互作用的抗PD‑1或抗PD‑L1单克隆抗体在癌

症治疗中效果显著。尽管美国食品和药物管理局批准keytruda、opdivo和tecentriq等抗

PD‑1或抗PD‑L1单克隆抗体用于治疗晚期癌症，但这些抗肿瘤药物只对部分患者产生反应，

这暗示着单一的抑制性信号通路的阻断不足以激活免疫应答，还存在着其他机制抑制免疫

系统。

[0006] CD47，也被称为整合素相关蛋白，是由CD47基因编码的跨膜蛋白，属于免疫球蛋白

超家族。CD47广泛表达于正常细胞表面，可与信号调节蛋白α(SIRPα)、血小板反应素(TSP1)

以及整合素(integrin)相互作用，从而介导细胞凋亡、增殖、免疫等反应。CD47是一种先天

免疫检测点受体，与主要表达在巨噬细胞核树突状细胞上的SIRPα结合后，向巨噬细胞释放

出“不要吃我”的信号，抑制吞噬作用，从而避免机体免疫系统攻击。癌细胞通过上调CD47的

表达来防止吞噬作用，从而逃避免疫监视。CD47在血液和实体肿瘤中过度表达，这与临床治

疗预后差有高度相关性。因此，利用抗CD47抗体或高亲和力SIRPα变体来阻断CD47‑SIRPα信
号通路已成为促进巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的一种潜在策略。然而，鉴于CD47的广泛表达，抗

CD47抗体有很高的风险结合健康细胞，尤其是红细胞，增加血液毒性的风险。同时，越来越

多的研究表明，单独阻断CD47并不足以在免疫活性宿主中产生抗肿瘤免疫。此外，斯坦福大

学的研究人员报道，SIRPα治疗干扰CD47/SIRPα通路不会诱导吞噬作用(Sockolosky  et 

al.，PNAS  113：E2646‑2654(2016))。因此，考虑到癌症治疗的有效性和安全性，抗CD47抗体

需要进一步的优化以提高肿瘤靶向特异性。

发明内容

[0007] 一方面，本发明提供了一种分离的双特异性结合蛋白，所述蛋白包括第一抗原结

合部分特异性结合CD47和第二抗原结合部分特异性结合PD‑1。具体地，本发明提供一种分

离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述双特异性抗原结合蛋白或其片

段包括(a)第一抗原结合部分，包括重链可变区(VH)和轻链可变区(VL)，其中VH和VL形成特

异性结合CD47的抗原结合位点；以及(b)第二抗原结合部分，包括特异性结合PD‑1的单域抗

体(sdAb)；其中第一抗原结合部分和第二抗原结合部分相互融合。

[0008] 在一些实施方案中，所述第一抗原结合部分的VH包括重链互补决定区HCDR1、

HCDR2和HCDR3，所述HCDR1、HCDR2和HCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID  NO：

34和SEQ  ID  NO：35所示或所示序列分别包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)突变的序列；

所述第一抗原结合部分的VL包括轻链互补决定区LCDR1、LCDR2和LCDR3，所述LCDR1、LCDR2

和LCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：36、SEQ  ID  NO：37和SEQ  ID  NO：38所示或所示序

列分别包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)突变的序列。在一些实施方案中，所述第一抗

原结合部分的VH包括重链互补决定区HCDR1、HCDR2和HCDR3，所述HCDR1、HCDR2和HCDR3的氨

基酸序列分别如SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID  NO：34和SEQ  ID  NO：35所示或所示序列分别包含至

多三个氨基酸(3个、2个或1个)取代的序列；所述第一抗原结合部分的VL包括轻链互补决定

区LCDR1、LCDR2和LCDR3，所述LCDR1、LCDR2和LCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：36、SEQ 

ID  NO：37和SEQ  ID  NO：38所示或所示序列分别包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)取代

的序列。在一些具体实施方案中，所述第一抗原结合部分的VH包括重链互补决定区HCDR1、

HCDR2和HCDR3，所述HCDR1、HCDR2和HCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：33、SEQ  ID  NO：
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34和SEQ  ID  NO：35所示；所述第一抗原结合部分的VL包括轻链互补决定区LCDR1、LCDR2和

LCDR3，所述LCDR1、LCDR2和LCDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：36、SEQ  ID  NO：37和SEQ 

ID  NO：38所示。

[0009] 在一些实施方案中，所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区CDR1、

CDR2和CDR3，所述CDR1氨基酸序列如SEQ  ID  NO：39或42所示或所示序列包含至多三个氨基

酸(3个、2个或1个)突变的序列、所述CDR2氨基酸序列如SEQ  ID  NO：40或43所示或所示序列

包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)突变的序列和所述CDR3氨基酸序列如SEQ  ID  NO：41

或44所示或所示序列包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)突变的序列。在一些实施方案

中，所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区CDR1、CDR2和CDR3，所述CDR1氨基酸

序列如SEQ  ID  NO：39或42所示或所示序列包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)取代的序

列、所述CDR2氨基酸序列如SEQ  ID  NO：40或43所示或所示序列包含至多三个氨基酸(3个、2

个或1个)取代的序列和所述CDR3氨基酸序列如SEQ  ID  NO：41或44所示或所示序列包含至

多三个氨基酸(3个、2个或1个)取代的序列。在一些具体实施方案中，所述第二抗原结合部

分的单域抗体包括互补决定区CDR1、CDR2和CDR3，所述CDR1氨基酸序列如SEQ  ID  NO：39或

42所示，所述CDR2氨基酸序列如SEQ  ID  NO：40或43所示和所述CDR3氨基酸序列如SEQ  ID 

NO：41或44所示。在一些实施方案中，所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区

CDR1、CDR2和CDR3，所述CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：39、SEQ  ID  NO：

40和SEQ  ID  NO：41所示或所示序列分别包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)取代的序列。

在一些实施方案中，所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区CDR1、CDR2和CDR3，

所述CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：42、SEQ  ID  NO：43和SEQ  ID  NO：44

所示或所示序列分别包含至多三个氨基酸(3个、2个或1个)取代的序列。在一些具体实施方

案中，所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区CDR1、CDR2和CDR3，所述CDR1、

CDR2和CDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：39、SEQ  ID  NO：40和SEQ  ID  NO：41所示。在一

些具体实施方案中，所述第二抗原结合部分的单域抗体包括互补决定区CDR1、CDR2和CDR3，

所述CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO：42、SEQ  ID  NO：43和SEQ  ID  NO：44

所示。

[0010] 在一些实施方案中，所述第一抗原结合部分是一种全长抗体，包括两条重链和两

条轻链，所述重链包括VH，所述轻链包括VL。

[0011] 在一些实施方案中，所述第一抗原结合部分和第二抗原结合部分是融合的。在一

些具体的实施方案中，所述第二抗原结合部分的C端融合至第一抗原结合部分至少一条重

链的N端或第一抗原结合部分至少一条轻链的N端。在一些实施方案中，所述第二抗原结合

部分的N端融合至第一抗原结合部分至少一条重链的C端或第一抗原结合部分至少一条轻

链的C端。

[0012] 在一些实施方案中，所述第一抗原结合部分与第二抗原结合部分是通过肽键或肽

接头融合的。在一些实施方案中，所述肽接头选自突变的人IgG1铰链区或GS接头。在一些优

选实施方案中，所述肽接头的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：46或SEQ  ID  NO：48所示。

[0013] 在一些实施方案中，所述第一抗原的结合部分的重链包含与SEQ  ID  NO：4所示氨

基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，所述第一抗原

结合部分的轻链包含与SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、
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97％、98％或99％一致性的序列。在一些实施方案中，所述第一抗原结合部分的重链包含与

SEQ  ID  NO：4所示氨基酸序列至少95％一致性的序列，所述第一抗原结合部分的轻链包含

与SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列至少95％一致性的序列。在一些具体实施方案中，所述第一

抗原结合部分的重链包含如SEQ  ID  NO：4所示氨基酸序列，所述第一抗原结合部分的轻链

包含如SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列。

[0014] 在一些实施方案中，所述第二抗原结合部分包含与SEQ  ID  NO：30或32所示的氨基

酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在一些实施方案

中，所述第二抗原结合部分包含与SEQ  ID  NO：30所示的氨基酸序列至少95％一致性的序

列。在一些实施方案中，所述第二抗原结合部分包含与SEQ  ID  NO：32所示的氨基酸序列至

少95％一致性的序列。在一些具体的实施方案中，所述第二抗原结合部分包含如SEQ  ID 

NO：30所示的氨基酸序列。在一些具体的实施方案中，所述第二抗原结合部分包含如SEQ  ID 

NO：32所示的氨基酸序列。

[0015] 在一些实施方案中，提供了一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或

其片段，所述第一抗原结合部分的重链包含与SEQ  ID  NO：4所示氨基酸序列至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，所述第一抗原结合部分的轻链包

含与SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致

性的序列；以及所述第二抗原结合部分包含与SEQ  ID  NO：30或32所示的氨基酸序列至少

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在一些实施方案中，提供了

一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗原结合部分的重

链包含与SEQ  ID  NO：4所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

一致性的序列，所述第一抗原结合部分的轻链包含与SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列至少

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列；以及所述第二抗原结合部分

包含与SEQ  ID  NOs：30所示的氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％一致性的序列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合

蛋白或其片段，所述第一抗原结合部分的重链包含如SEQ  ID  NO：4所示氨基酸序列，所述第

一抗原结合部分的轻链包含如SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列；以及所述第二抗原结合部分

包含如SEQ  ID  NO：30所示的氨基酸序列。在一些实施方案中，提供了一种分离的抗CD47/抗

PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗原结合部分的重链包含与SEQ  ID  NO：4

所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，所述第

一抗原结合部分的轻链包含与SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％或99％一致性的序列；以及所述第二抗原结合部分包含与SEQ  ID  NO：32所

示的氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在一些

具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，所述第一抗

原结合部分的重链包含如SEQ  ID  NO：4所示氨基酸序列，所述第一抗原结合部分的轻链包

含如SEQ  ID  NO：6所示氨基酸序列；以及所述第二抗原结合部分包含如SEQ  ID  NO：32所示

的氨基酸序列。

[0016] 在一些实施方案中，所述第一抗原结合部分包含人、人源化或嵌合抗体或其片段。

在一些实施方案中，所述第二抗原结合部分包含特异性结合PD‑1的单域抗体，所述单域抗

体是骆驼源的、嵌合的、人源化的或人的。
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[0017] 在一些实施方案中，提供了一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或

其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗CD47抗体

两条重链的C端，其中重链融合多肽包含与SEQ  ID  NO：8、10或24所示氨基酸序列至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，轻链多肽包含与SEQ  ID  NO：6所示

氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在一些具体

实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体

和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗CD47抗体两条重链的C端，其中重

链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：8、10或12所示的氨基酸序列，轻链多肽包含如SEQ  ID  NO：6

所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合

蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗

CD47抗体两条重链的C端，其中重链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：8所示的氨基酸序列，轻链

多肽包含如SEQ  ID  NO：6所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/

抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1

单域抗体的N端融合至抗CD47抗体两条重链的C端，其中重链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：10

所示的氨基酸序列，轻链多肽包含如SEQ  ID  NO：6所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案

中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1

单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗CD47抗体两条重链的C端，其中重链融合多

肽包含如SEQ  ID  NO：12所示的氨基酸序列，轻链多肽包含如SEQ  ID  NO：6所示的氨基酸序

列。

[0018] 在一些实施方案中，提供了又一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白

或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至抗CD47抗

体两条重链的N端，其中重链融合多肽包含与SEQ  ID  NO：12或SEQ  ID  NO：14所示氨基酸序

列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，轻链多肽包含与SEQ 

ID  NO：6所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序

列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，

包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至抗CD47抗体两条重

链的N端，其中重链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：12或SEQ  ID  NO：14所示的氨基酸序列，轻链

多肽包含如SEQ  ID  NO：6所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/

抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1

单域抗体的C端融合至抗CD47抗体两条重链的N端，其中重链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：12

所示的氨基酸序列，轻链多肽包含如SEQ  ID  NO：6所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案

中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1

单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至抗CD47抗体两条重链的N端，其中重链融合多

肽包含如SEQ  ID  NO：14所示的氨基酸序列，轻链多肽包含如SEQ  ID  NO：6所示的氨基酸序

列。

[0019] 在一些实施方案中，提供了一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或

其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗CD47抗体

两条轻链的C端，其中轻链融合多肽包含与SEQ  ID  NO：16或SEQ  ID  NO：18所示氨基酸序列

至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，重链多肽包含与SEQ  ID 
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NO：4所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在

一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗

CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗CD47抗体两条轻链的C

端，其中轻链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：16或SEQ  ID  NO：18所示的氨基酸序列，重链多肽

包含如SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑

1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗

体的N端融合至抗CD47抗体两条轻链的C端，其中轻链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：16所示的

氨基酸序列，重链多肽包含如SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案中，所

述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域

抗体，所述抗PD‑1单域抗体的N端融合至抗CD47抗体两条轻链的C端，其中轻链融合多肽包

含如SEQ  ID  NO：18所示的氨基酸序列，重链多肽包含如SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序列。

[0020] 在一些实施方案中，提供了又一种分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白

或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至抗CD47抗

体两条轻链的N端，其中轻链融合多肽包含与SEQ  ID  NO：20或SEQ  ID  NO：22所示氨基酸序

列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，重链多肽包含与SEQ 

ID  NO：4所示氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序

列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，

包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至抗CD47抗体两条轻

链的N端，其中轻链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：20或SEQ  ID  NO：22所示的氨基酸序列，重链

多肽包含如SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案中，所述分离的抗CD47/

抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1单域抗体，所述抗PD‑1

单域抗体的C端融合至抗CD47抗体两条轻链的N端，其中轻链融合多肽包含如SEQ  ID  NO：20

所示的氨基酸序列，重链多肽包含如SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序列。在一些具体实施方案

中，所述分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段，包括抗CD47抗体和抗PD‑1

单域抗体，所述抗PD‑1单域抗体的C端融合至抗CD47抗体两条轻链的N端，其中轻链融合多

肽包含如SEQ  ID  NO：22所示的氨基酸序列，重链多肽包含如SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序

列。

[0021] 另一方面，本发明提供了一种编码上述抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或

其片段的分离的多核苷酸。根据本领域技术人员公知的，改变(如，替换、删除等)编码蛋白

的序列不会改变蛋白的氨基酸。在一些实施方案中，编码上述抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原

结合蛋白或其片段的重链融合蛋白包含与SEQ  ID  NO：7、9、11、13或23所示核苷酸序列至少

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，编码上述抗CD47/抗PD‑1双

特异性抗原结合蛋白或其片段的轻链包含SEQ  ID  NO：5所示核苷酸序列至少80％、85％、

90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在一些具体实施方案中，编码上述抗

CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段的重链融合蛋白包含如SEQ  ID  NO：7、9、11、

13或23所示核苷酸序列，编码上述抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段的轻链

包含如SEQ  ID  NO：5所示核苷酸序列。在一些实施方案中，编码上述抗CD47/抗PD‑1双特异

性抗原结合蛋白或其片段的轻链融合蛋白包含与SEQ  ID  NO：15、17、19或21所示核苷酸序

列至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列，编码上述抗CD47/抗
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PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段的重链包含SEQ  ID  NO：3所示核苷酸序列至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％一致性的序列。在一些具体实施方案中，编码上述

抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段的轻链融合蛋白包含如SEQ  ID  NOs：15、

17、19或21所示核苷酸序列，编码上述抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段的重

链包含如SEQ  ID  NO：3所示核苷酸序列。

[0022] 进一步，提供了包含上述编码分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其

片段的分离多核苷酸的载体。本领域技术人员公知的载体，如质粒、噬菌体载体或病毒载

体。在一些具体实施方案中，所述载体是重组表达载体，如质粒。这些载体包括任意元件以

支撑其常规表达载体的功能，如，包括启动子、核糖体结合元件、终止子、增强子、选择性标

记以及复制起点。其中启动子可以是常规启动子、诱导启动子或可抑制启动子。本领域公知

许多表达载体能够将核酸传递至细胞内，并且能用于在细胞内产生抗体或其抗原结合片

段。根据本发明实施例中的方法，常规的克隆技术或人工基因合成均可用于产生重组表达

载体。

[0023] 进一步，提供了包含上述分离的多核苷酸或载体的宿主细胞。在本发明从任何本

领域常规的宿主细胞均可用于抗体或其抗原结合片段的表达。在一些实施方案中，所述宿

主细胞是E.coli  TG1或BL21(用于表达如scFv或Fab抗体)，CHO‑DG44、CHO‑3E7、CHO‑K1或者

HEK293。按照特定实施例，通过常规方法(如化学转染、热转染或电转染等方法)将重组表达

载体转染入宿主细胞，稳定整合到宿主细胞基因组，因此能有效表达重组的核酸。

[0024] 另一方面，本发明提供了一种生产分离的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白

或其片段的方法，包括在适合的条件下，培养包含编码本发明双特异性抗原结合蛋白或其

片段的多核酸的宿主细胞，从细胞或细胞培养液中回收抗体或其片段。表达抗体或其片段

的可以细胞中获取或者本领域常规的方法进行提取纯化。

[0025] 另一方面，本发明提供了一种药物组合物，所述药物组合物包含上述分离的抗

CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段和药学上可接受的载体。所述“药学上可接受

的载体”指可以安全地进行施用的固体或液体稀释剂、填充剂、抗氧化剂、稳定剂等物质，这

些物质适合于人和/或动物给药而无过度的不良副反应，同时适合于维持位于其中的药物

或活性剂的活力。依照给药途径，可以施用本领域众所周知的各种不同的载体，包括，但不

限于糖类、淀粉、纤维素及其衍生物、麦芽糖、明胶、滑石、琉酸钙、植物油、合成油、多元醇、

藻酸、磷酸缓冲液、乳化剂、等渗盐水、和/或无热原水等。本发明所提供的药物组合物可以

制成粉末、注射剂等临床可接受的剂型。可以使用任何适当的途径向受试者施用本发明的

药物组合物，例如可通过口服、静脉内输注、肌肉内注射、皮下注射、腹膜下、直肠、舌下，或

经吸入、透皮等途径给药。

[0026] 另一方面，本发明提供了一种治疗患有或有风险患有与CD47和/或PD‑1异常表达

相关疾病的受试者的方法，包括给受试者施用有效量的任何上述的药物组合物。

[0027] 另一方面，本发明提供了所述抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白或其片段、多

核苷酸、载体、宿主细胞在制备与CD47和/或PD‑1异常表达相关疾病的药物中的应用。

[0028] 在一些实施方案中，所述与CD47和/或PD‑1相关的疾病是癌症。在一些实施方案

中，所述癌症是实体瘤，例如结直肠癌、非小细胞肺癌、小细胞肺癌、肾细胞癌、卵巢癌、乳腺

癌、胰腺癌、胃癌、膀胱癌、食管癌、间皮瘤、黑色素瘤、头颈癌、霍奇金淋巴瘤、肝细胞癌、晚
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期肾癌、尿路上皮癌和宫颈癌等。在优选地实施方案中，所述癌症是实体瘤，例如胰腺癌、非

小细胞肺癌、黑色素瘤、乳腺癌、胃癌、结直肠癌、头颈癌、霍奇金淋巴瘤、肝细胞癌、晚期肾

癌、尿路上皮癌和宫颈癌。

[0029] 在一些实施方案中，上述方法进一步包括给个体施用额外的肿瘤治疗，例如手术、

放射治疗、化疗、免疫疗法、激素疗法或其组合。

[0030] 本发明中，PD‑1单域抗体以特定的连接方式连接至抗CD47单克隆抗体的重链或轻

链的末端，所产生的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗原结合蛋白对PD‑1抗原的亲和力明显增加，

同时，这种双特异抗体对PD‑1阻断的生物活性也明显增强，这说明双特异抗体对PD‑1抗原

亲和力的增加能增强相应的生物活性。同时，这种双特异抗体也能阻断CD47信号通路，所以

能同时阻断两种肿瘤免疫逃逸方式。

[0031] 术语解释

[0032] “抗原结合蛋白片段”意即抗体的片段及抗体类似物，其通常包括至少部分母体抗

体(parental  antibody)的抗原结合区或可变区(例如一个或多个CDR)。抗体片段保留母体

抗体的至少某些结合特异性。例如，能够结合CD47或其部分的抗原结合蛋白片段，包括但不

限于sdAb(单域抗体)、Fab(例如，抗体经木瓜蛋白酶消化而得到)、F(ab’)2(例如，通过胃蛋

白酶消化得到)、Fv或scFv(例如通过分子生物学技术得到)。

[0033] “单域抗体(sdAb)”是指具有三个互补决定区(CDRs)的单抗原结合多肽。这些单域

抗体单独能够结合抗原而不用配对相应包含CDR的多肽。在一些情况下，单域抗体是从骆驼

的重链抗体中人造工程制作出来的，称为“VHH区段”。软骨鱼也有重链抗体(IgNAR，免疫球

蛋白新抗原感受器Immunoglobulin  new  antigen  receptor的缩写)，从该类抗体也可以制

作出称为“VNAR区段”的单域抗体。骆驼科sdAb是公知的一种最小的抗原结合抗体片段(参见

e.g .，Hamers‑Casterman  et  al.，Nature  363：446‑8(1993)；Greenberg  et  al.，Nature 

374：168‑73(1995)；Hassanzadeh‑Ghassabeh  et  al.，Nanomedicine(Lond)，8：1013‑26

(2013))。基本的VHH从N端到C端具有如下结构：FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4，其中

FR1到FR4分别是框架区1到4，和CDR1到CDR3是指互补决定区1到3。本发明中涉及的抗PD‑1

单域抗体是指能特异性结合PD‑1的单域抗体，特别是结合人PD‑1的单域抗体。本发明所述

的抗PD‑1单域抗体可选自专利申请PCT/CN2019/071691中具体描述的抗PD‑1单域抗体。本

发明所述抗PD‑1单域抗体的构建、表达、提取及纯化方法可参考专利申请PCT/CN2019/

071691。

[0034] “全长抗体”是指具有四条全长链的抗体，包括包含Fc区的重链和轻链。本发明中

涉及的抗CD47抗体是指能特异性结合CD47的抗体，特别是结合人CD47的抗体。本发明所述

抗CD47抗体可选自PCT/CN2019/072929中具体描述的抗CD47抗体。本发明所述抗CD47抗体

的构建、表达、提取及纯化方法可参考专利申请PCT/CN2019/072929。

[0035] “突变”是指抗原结合蛋白或蛋白片段包含一个或多个(数个)位置的一个或多个

(数个)氨基酸残基的变更，即取代、插入和/或缺失的多肽。取代是指用不同的氨基酸替代

占据某位置的氨基酸；缺失是指除去占据某位置的氨基酸；而插入是指在占据某位置的氨

基酸邻接处且在之后添加1‑5个氨基酸。

[0036] “氨基酸序列一致性”定义为对比序列并在必要时引入缺口以获取最大百分比序

列同一性后，且不将任何保守替代视为序列同一性的一部分，候选序列中与特定肽或多肽
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序列中的氨基酸残基相同的氨基酸残基的百分率。可以本领域技术范围内的多种方式进行

序列对比以测定百分比氨基酸序列同一性，例如使用公众可得到的计算机软件，诸如

BLAST、BLAST‑2、ALIGN或Megalign(DNASTAR)软件。本领域技术人员可决定测量对比的适宜

参数，包括对所比较的序列全长获得最大对比所需的任何算法。

[0037] “GS接头”是指甘氨酸(G)和丝氨酸(S)的GS组合，用于将多个蛋白连接在一起形成

融合蛋白。常用的GS组合是(GGGGS)n，通过改变n的大小来改变接头序列的长度，其中，大部

分GS组合采用(GGGGS)3。同时，甘氨酸和丝氨酸还可以通过其他组合产生不同的接头序列，

比如在本发明中使用的G15‑linker，GS组合为GGGGSGGGSGGGGS。

附图说明

[0038] 图1显示了流式细胞仪测定样品与表达人PD‑1的CHO‑K1细胞之间的亲和力；

[0039] 图2显示了流式细胞仪测定样品与表达CD47的CHO‑K1细胞之间的亲和力；

[0040] 图3显示了PD‑1/PD‑L1阻断生物测定系统测定样品的PD‑1阻断活性；

[0041] 图4显示了PD‑1/PD‑L1阻断生物测定系统测定样品的PD‑1阻断活性；

[0042] 图5显示了抗CD47抗体的细胞吞噬实验测试双特异抗体PD1a‑E‑HN的活性。

具体实施方式

[0043] 下面结合具体实施方式，详细描述本发明。应理解，这些实施方式仅用于说明本发

明而不用于限制本发明的范围。此外应理解，在阅读了本发明讲授的内容之后，本领域技术

人员可以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限

定的范围。除非另有说明，下文描述的实施例的方法和材料均为可以通过市场购买获得的

常规产品。

[0044] 实施例1构建和表达抗CD47/抗PD‑1双特异性抗体

[0045] 我们使用抗CD47单克隆抗体(mAb)(抗体的CDR区及全长的核苷酸及氨基酸序列见

表1)和2个PD‑1单域抗体(sdAb)(抗体的CDR区及全长的核苷酸及氨基酸序列见表2)，设计

了一系列抗CD47/抗PD‑1双特异性抗体，其中PD‑1单域抗体通过两种接头序列(E‑linker：

EPKSSDKTHTSPPSP或G15‑linker：GGGGSGGGGSGGGGS)分别融合到抗CD47单克隆抗体重链或

轻链的N或C端。每个双特异抗体结构由两条相同的融合多肽链和两条相同的天然多肽链组

成，表达每个多肽链的DNA序列插入EcoRI和HindIII限制位点之间的pTT5载体上。每个质粒

还包括分泌到生长培养基的蛋白质的分泌信号序列。将PD‑1单域抗体融合到具有位点突变

(S28P和L235E)的IGg4‑Fc部分的N端，作为体外生物活性测定的对照。表达双特异抗体蛋白

的质粒如表3所示。

[0046] 表1：抗CD47单克隆抗体的DNA和氨基酸序列
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[0047]
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[0048]

[0049] 表2：PD‑1单域抗体的DNA和氨基酸序列

[0050]

[0051] CHO‑3E7宿主细胞在转染了表达质粒后，在37℃和100rpm的培养箱中培养6天。采

用离心法提取上清液，用Protein  A柱纯化双特异抗体蛋白。

[0052] 如上所述，抗CD47单克隆抗体由重链H0和轻链L0组成。PD‑1单域抗体通过两种接

头序列(E‑linker：EPKSSDKTHTSPPSP或G15‑linker：GGGGSGGGGSGGGGS)连接到抗CD47单克

隆抗体重链或轻链的N或C端，从而产生一系列不同的双特异抗体。首先使用E‑linker接头

序列构建产生以下融合蛋白：(1)将两个单域抗体PD1a和PD1b分别与H0重链的C端融合，产

生新的多肽，分别称为H1和H2；(2) .将两个单域抗体PD1a和PD1b分别与H0重链的N端融合，

形成新的多肽，分别称为H3和H4；(3) .将两个单域抗体PD1a和PD1b分别与L0轻链的C端融

合，形成新的多肽，分别称为L1和L2；(4) .将两个单域抗体PD1a和PD1b分别与L0轻链的N端

融合，形成新的多肽，分别称为L3和L4。类似地，接着使用G15‑linker接头序列构建产生以

下融合蛋白：将单域抗体PD1a与H0重链的C端融合，产生新的多肽，称为H5。
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[0053] 将这些构建的重链融合蛋白H1，H2，H3，H4和H5，分别与未经改造的亲本轻链多肽

链L0组合，或者将这些构建的轻链融合蛋白L1，L2，L3和L4，分别与未经改造的重链多肽链

H0组合从而产生一系列双特异抗体。将重链融合蛋白H1与亲本轻链L0组合产生双特异抗体

PD1a‑E‑HC，将重链融合蛋白H2与亲本轻链L0组合产生双特异抗体PD1b‑E‑HC，将重链融合

蛋白H3与亲本轻链L0组合产生双特异抗体PD1a‑E‑HN，将重链融合蛋白H4与亲本轻链L0组

合产生双特异抗体PD1b‑E‑HN，将重链融合蛋白H5与亲本轻链L0组合产生双特异抗体PD1a‑

G15‑HC，将轻链融合蛋白L1与亲本重链H0组合产生双特异抗体PD1a‑E‑LC，将轻链融合蛋白

L2与亲本重链H0组合产生双特异抗体PD1b‑E‑LC，将轻链融合蛋白L3与亲本重链H0组合产

生双特异抗体PD1a‑E‑LN，将轻链融合蛋白L4与亲本重链H0组合产生双特异抗体PD1b‑E‑

LN。

[0054] 通过位点突变(S228P和L235E)将人的IgG4的Fc改造，然后将两个单域抗体PD1a和

PD1b分别与人的IgG4的Fc部分的N端连接，产生了新的融合蛋白H6和H7，从而构建了Fc融合

蛋白sdAb‑PD1a‑IgG4PE和sdAb‑PD1b‑IgG4PE。

[0055] 表3：构建双特异抗体的质粒和蛋白

[0056]

[0057] 分泌信号肽的DNA序列(SEQ  ID  NO：1)

[0058]

[0059] 分泌信号肽的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：2)

[0060]

[0061] 多肽链H0的DNA序列(SEQ  ID  NO：3)
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[0062]

[0063] 多肽链H0的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：4)

[0064]

[0065] 多肽链L0的DNA序列(SEQ  ID  NO：5)

[0066]

[0067] 多肽链L0的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：6)

[0068]

[0069] 多肽链H1的DNA序列(SEQ  ID  NO：7)

[0070]
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[0071]

[0072] 多肽链H1的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：8)

[0073]

[0074] 多肽链H2的DNA序列(SEQ  ID  NO：9)

[0075]

[0076] 多肽链H2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：10)

[0077]
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[0078]

[0079] 多肽链H3的DNA序列(SEQ  ID  NO：11)

[0080]

[0081] 多肽链H3的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：12)

[0082]

[0083] 多肽链H4的DNA序列(SEQ  ID  NO：13)

[0084]
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[0085]

[0086] 多肽链H4的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：14)

[0087]

[0088] 多肽链L1的DNA序列(SEQ  ID  NO：15)

[0089]

[0090] 多肽链L1的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：16)

[0091]

[0092] 多肽链L2的DNA序列(SEQ  ID  NO：17)

[0093]
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[0094]

[0095] 多肽链L2的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：18)

[0096]

[0097] 多肽链L3的DNA序列(SEQ  ID  NO：19)

[0098]

[0099] 多肽链L3的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：20)

[0100]

[0101] 多肽链L4的DNA序列(SEQ  ID  NO：21)

[0102]

[0103] 多肽链L4的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：22)

[0104]
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[0105]

[0106] 多肽链H5的DNA序列(SEQ  ID  NO：23)

[0107]

[0108] 多肽链H5的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：24)

[0109]

[0110] 多肽链H6的DNA序列(SEQ  ID  NO：25)

[0111]

[0112] 多肽链H6的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：26)
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[0113]

[0114] 多肽链H7的DNA序列(SEQ  ID  NO：27)

[0115]

[0116] 多肽链H7的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：28)

[0117]

[0118] 表4：接头序列和IgG4‑Fc序列

[0119]
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[0120]

[0121] 实施例2  FACS亲和力分析

[0122] 对于构建的一系列双特异抗体，使用流式细胞仪测定这些样品和抗原的亲和力。

样品起始浓度为300nM，进行3倍的梯度稀释，然后分别测试不同浓度的样品与CHO‑K1细胞

上表达的PD‑1抗原或者CD47抗原的亲和力。接着用几何平均值生成抗体‑抗原结合曲线，并

利用GRAPHPAD  Prism  V6.02软件绘制四个参数的原始数据，并编制最佳拟合值程序对EC50
进行分析。

[0123] 对于PD‑1抗原的亲和力分析，PD‑1单域抗体融合到抗CD47单克隆抗体(mAb)的重

链或者轻链的N端或C端时产生的双特异抗体与表达PD‑1抗原的CHO‑K1细胞上孵育后，通过

FACS检测发现，与融合到IgG4  Fc上的PD‑1单域抗体对照(sdAb‑PD1a‑IgG4PE和sdAb‑PD1b‑

IgG4PE)相比，当单域抗体PD1a或PD1b融合到抗CD47单克隆抗体(mAb)的重链或者轻链的N

端时产生的双特异抗体与PD‑1抗原的亲和力显著高于单域抗体对照。而当单域抗体PD1a或

PD1b融合到抗CD47单克隆抗体(mAb)的重链或者轻链的C端时产生的双特异抗体与PD‑1抗

原的亲和力则低于单域抗体对照或与单域抗体对照相当(图1)。所以，PD‑1单域抗体连接到

抗CD47单克隆抗体的N端时，会增强PD‑1单域抗体与PD‑1抗原的结合，而当PD‑1单域抗体连

接到抗CD47单克隆抗体的C端时，则可能会降低PD‑1单域抗体与PD‑1抗原的亲和力。

[0124] 对于CD47抗原的亲和力分析，PD‑1单域抗体融合到抗CD47单克隆抗体(mAb)的重

链或者轻链的末端时产生的双特异抗体与表达CD47抗原的CHO‑K1细胞上孵育后，通过FACS

检测发现，与CD47单克隆抗体对照相比，当单域抗体PD1a或PD1b融合到CD47单克隆抗体

(mAb)的重链或者轻链的C端时产生的双特异抗体与CD47抗原的亲和力显著高于CD47单克

隆抗体对照。而当单域抗体PD1a或PD1b融合到CD47单克隆抗体(mAb)的重链或者轻链的N端

时产生的双特异抗体与CD47抗原的亲和力则低于CD47单克隆抗体对照(图2)。所以，PD‑1单

域抗体连接到CD47单克隆抗体的C端时，会增强CD47抗体与CD47抗原的结合，而当PD‑1单域

抗体连接到CD47单克隆抗体的N端时，则会降低CD47抗体与CD47抗原的亲和力。

[0125] 实施例3体外生物活性测定

[0126] 对于抗CD47/抗PD‑1双特异性抗体的体外生物活性测定，由于没有一种能同时检

测CD47和PD‑1两种阻断剂的分析系统，因此使用Promega检测试剂盒进行PD‑1阻断剂的生
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物测定，然后使用抗CD47的细胞吞噬实验测试双特异抗体的活性。

[0127] 检测抗CD47/抗PD‑1双特异性抗体体外功能的实验使用的是普洛麦格(Promega)

的PD‑1/PD‑L1阻断功能报告基因试剂盒(PD‑1/PD‑L1  Blockade  Bioassay，普洛麦格试剂

盒产品编号为J1250)。该试剂盒检测系统由两种经基因工程改造的细胞系组成。刺激细胞

系为PD‑L1  aAPC/CHO‑K1细胞，该细胞稳定表达人源PD‑L1和一种能以不依赖于抗原方式激

活同源TCR的细胞表面蛋白。效应细胞系是一个Jurkat  T细胞系，该细胞系稳定表达人源

PD‑1和NFAT诱导的荧光素酶报告基因。当把两种类型的细胞共同培养时，PD‑1/PD‑L1相互

作用抑制TCR信号转导以及NFAT介导的荧光素酶活性。加入抗PD‑1/PD‑L1抗体可以阻断PD‑

1和PD‑L1的结合，从而使TCR信号通路激活以及NFAT介导的荧光素酶活性增强并产生化学

发光(Luminescence)。

[0128] 首先将效应细胞系Jurkat  T细胞铺在96孔板内，随后加入抗CD47/抗PD‑1双特异

性抗体和刺激细胞系PD‑L1  aAPC/CHO‑K1细胞。将该体系在37℃下孵育6个小时。然后加入

Bio‑GloTM荧光检测试剂，并在室温下孵育5‑10分钟。最后使用化学荧光信号读板机读取96

孔板中的荧光信号。该实验使用8浓度三复孔的形式，相对荧光值作为y‑轴，抗体样品的浓

度作为x‑轴，画出四参数曲线。使用GraphPad  Prism软件分析该曲线并得出抗CD47/抗PD‑1

双特异性抗体样品的EC50值。

[0129] 对于抗CD47抗体的细胞吞噬实验，首先使用浓度梯度的方法从人体外周血中提取

PBMC。再使用全单核细胞分离试剂盒(Miltenyi  Biotech)从PBMC中分离出单核细胞。这些

单核细胞在14天的时间内使用GM‑CSF刺激成巨噬细胞。在第14天，将HL60细胞用PKH26染料

染色并种在96孔培养板中，使用Accutase将MDM从培养皿上消化下来，然后把MDM加入到种

有PKH26染过的HL60的培养板中，另外再加入梯度稀释的抗CD47/抗PD‑1双特异性抗体样

品，并在37℃孵育1个小时，让细胞吞噬反应进行。一个小时后，将MDM从细胞培养皿上消化

下来并使用荧光标记的抗CD11b的抗体去染MDM。然后使用BD  FACSCalibur流式细胞系分析

细胞板中的细胞。吞噬百分比由PKH26和CD11b双阳的细胞数量除以PKH26单阳的细胞数量

计算而来。量效曲线图使用吞噬百分比做y轴，抗CD47/抗PD‑1双特异性抗体的浓度作为x

轴，并使用GraphPadPrism软件分析得出EC50值以及其他曲线参数。

[0130] 基于PD‑1/PD‑L1阻断剂的生物活性测定结果显示，双特异抗体PD1a‑E‑HN比PD‑1

单克隆抗体对照(Keytruda)的生物活性要高(图3)。构建这个双特异抗体的单域抗体PD1a，

同时也被融合到IgG4的Fc上，产生融合蛋白sdAb‑PD1a‑IgG4PE并用于PD‑1单域抗体对照。

图4结果显示，sdAb‑PD1a‑IgG4PE比PD‑1单克隆抗体对照(Keytruda)的生物活性要低。但

是，双特异抗体PD1a‑E‑HN比PD‑1单克隆抗体对照(Keytruda)的生物活性要高，，这说明双

特异抗体PD1a‑E‑HN中的PD‑1单域抗体融合在抗CD47单克隆抗体(mAb)的重链N端，可以提

升PD‑1单域抗体的生物活性。而FACS亲和力分析结果也显示这个双特异抗体与PD‑1抗原的

亲和力明显高于PD‑1单域抗体对照，亲和力和体外生物活性的一致性，进一步证实了这个

双特异抗体增强了PD‑1单域抗体的活性。

[0131] 抗CD47抗体的细胞吞噬实验结果显示，双特异抗体PD1a‑E‑HN的EC50值略低于CD47

对照抗体(图5)。而FACS亲和力分析结果显示它的亲和力低于抗CD47单克隆抗体对照，这说

明亲和力的降低对于这个双特异抗体的抗CD47抗体活性有一定影响，但是也在一定程度上

降低了抗CD47抗体的红细胞毒性。
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图3

图4
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图5
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