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1.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含：重链CDR1，其由选自由SEQ  ID  NO：81、87、93、99、105、111、117、123、129和135组成的

组的氨基酸序列组成；重链CDR2，其由选自由SEQ  ID  NO：82、88、94、100、106、112、118、124、

130和136组成的组的氨基酸序列组成；重链CDR3，其由选自由SEQ  ID  NO：83、89、95、101、

107、113、119、125、131和137组成的组的氨基酸序列组成；轻链CDR1，其由选自由SEQ  ID 

NO：84、90、96、102、108、114、120、126、132和138组成的组的氨基酸序列组成；轻链CDR2，其

由选自由SEQ  IDNO：85、91、97、103、109、115、121、127、133和139组成的组的氨基酸序列组

成；以及轻链CDR3，其由选自由SEQ  ID  NO：86、92、98、104、110、116、122、128、134和140组成

的组的氨基酸序列组成。

2.如权利要求1所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段包含

重链CDR1、CDR2和CDR3和轻链CDR1、CDR2和CDR3，其中，

(1)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：81、82和83的氨基酸序列，和

所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：84、85和86的氨基酸序列；

(2)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：87、88和89的氨基酸序列，和

所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：90、91和92的氨基酸序列；

(3)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：93、94和95的氨基酸序列，和

所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：96、97和98的氨基酸序列；

(4)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：99、100和101的氨基酸序列，

和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：102、103和104的氨基酸序列；

(5)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：105、106和107的氨基酸序列，

和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：108、109、110的氨基酸序列；

(6)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：111、112和113的氨基酸序列，

和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：114、115和116的氨基酸序列；

(7)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：117、118和119的氨基酸序列，

和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：120、121和122的氨基酸序列；

(8)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：123、124和125的氨基酸序列，

和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：126、127和128的氨基酸序列；

(9)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：129、130和131的氨基酸序列，

和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：132、133和134的氨基酸序列；或

(10)所述重链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  ID  NO：135、136和137的氨基酸序

列，和所述轻链CDR1、CDR2和CDR3分别包含根据SEQ  IDNO：138、139和140的氨基酸序列。

3.如权利要求1或2所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段是

嵌合的或人源化的。

4.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含重链可变区和轻链可变区，所述重链可变区包含与选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、

22、26、30、34、38、42和46组成的组的氨基酸序列具有至少80％的同源性的氨基酸序列，所

述轻链可变区包含与选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44和48组成的组

的氨基酸序列具有至少80％的同源性的氨基酸序列。

5.如权利要求4所述的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段包含
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重链可变区和轻链可变区，所述重链可变区包含选自由SEQ  IDNO：2、6、10、14、18、22、26、

30、34、38、42和46组成的组的氨基酸序列，所述轻链可变区包含选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、

16、20、24、28、32、36、40、44和48组成的组的氨基酸序列。

6.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含根据SEQ  ID  NO：42的重链可变区和根据SEQ  ID  NO：44的轻链可变区。

7.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含根据SEQ  ID  NO：46的重链可变区和根据SEQ  ID  NO：48的轻链可变区。

8.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含根据SEQ  ID  NO：70的重链和根据SEQ  ID  NO：74的轻链。

9.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含根据SEQ  ID  NO：72的重链和根据SEQ  ID  NO：74的轻链。

10.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其抗原结合片段，其中所述抗体或其抗原结合片段

包含根据SEQ  ID  NO：76的重链和根据SEQ  ID  NO：80的轻链。
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抗PD‑L1抗体

[0001] 本申请是申请日为2015年8月5日、中国申请号为201911310366.8、发明名称为“抗

PD‑L1抗体”的发明申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2014年8月5日提交的国际申请号PCT/CN2014/083715的优先权，所述

国际申请出于所有目的以引用的方式整体并入本文。

发明领域

[0004] 本发明涉及结合PD‑L1的抗体和其抗原结合片段，并且涉及使用这类抗体和抗原

结合片段的方法。

[0005] 电子呈送的文本文件的描述

[0006] 此处电子呈送的文本文件的内容以引用的方式整体并入本文：序列表的计算机可

读格式拷贝(文件名：CRBI_007_01WO_SeqList_ST  25.txt)；记录日期：2015年8月4日；文件

大小153KB)。

背景

[0008] 程序性死亡受体配体1(PD‑L1)是程序性死亡受体1(PD‑1)的配体。PD‑1主要在淋

巴细胞上表达并且具有两个配体，PD‑L1和PD‑L2。PD‑L2不如PD‑L1常见。PD‑L1也称为分化

簇274(CD274)或B7同系物1(B7‑H1)，并且是由CD274基因编码的40kDa的1型跨膜蛋白。PD‑

L1和PD‑1两者都属于免疫球蛋白超家族并且都由两个细胞外Ig结构域，即N末端V结构域和

C末端恒定结构域组成。PD‑L1与程序性死亡1(PD‑1)和B7‑1(CD80)的结合界面是在IgV样结

构域上(Lin等(2008)PNAS  105:3011‑3016)。虽然PD‑L1含有保守的短的细胞内尾区(约30

个氨基酸)，但PD‑1含有两个基于细胞质酪氨酸的信号基序，即基于免疫受体酪氨酸的抑制

基序(ITIM)和基于免疫受体酪氨酸的转换基序(ITSM)。在T细胞刺激之后，PD‑1将酪氨酸磷

酸酶SHP‑2募集到其胞质尾区内的ITSM基序，导致参与CD3  T细胞信号传导级联的效应分子

(诸如CD3ζ、PKCθ和ZAP70)的去磷酸化(Freeman等(2000)J  Exp  Med  192:1027‑34；

Latchman等(2001)Nat  Immunol  2:261‑8；Carter等(2002)Eur  J  Immunol32:634‑43)。

[0009] PD‑L1不仅在淋巴和非淋巴组织中的白细胞和非造血细胞上广泛分布，而且还在

各种癌细胞中广泛分布。临床数据表明PD‑L1的高肿瘤表达与增加的肿瘤侵袭性和较差的

预后相关联。PD‑1/PD‑L1复合物的形成传输抑制信号并负调节T细胞免疫应答；它抑制TCR

介导的T细胞活化、细胞因子产生和T细胞增殖(Fife等(2011)Nature  Immunology  10:

1185‑1193)；诱导同源抗原特异性T细胞之中的衰竭或无反应性(Hofmeyer等(2011)

Journal  of  Biomedicine  and  Biotechnology  2011:1‑9)；促进Th1细胞分化成Foxp3+调

节性T细胞(Armanath等(2011)Science  TransMed  3:1‑13；Francisco等(2009)

J.Exp.Med.206:3015‑3029)；并诱导效应T细胞的凋亡。PD‑L1基因的破坏导致上调的T细胞

应答和自身反应性T细胞的产生(Latchman等(2004)PNAS  101:10691–10696)。PD‑1或PD‑L1

的抗体阻断导致增加的抗肿瘤免疫性(Iwai等(2002)PNAS  99:12293–12297)。
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[0010] 因此，PD‑1/PD‑L1途径在控制免疫应答中具有重要作用。PD‑1/PD‑L1信号传导的

功能障碍似乎与疾病(诸如癌症和病毒感染)的引发和发展相关。敲除动物的分析已经使得

理解了PD‑1/PD‑L1主要在诱导和调节外周耐受中起作用。因此，PD‑1/PD‑L1途径的治疗性

阻断将有助于克服免疫耐受和癌症或感染的治疗以及增强疫苗接种(预防性或治疗性)期

间的免疫性。本领域需要用于阻断PD‑1/PD‑L1途径的改进方法。

发明概述

[0012] 在一方面，本发明提供了结合程序性死亡‑1配体1(PD‑L1)的抗体和其抗原结合片

段。在一些实施方案中，抗体和其抗原结合片段结合人PD‑L1。在一些实施方案中，抗体和其

抗原结合片段结合PD‑L1并阻断PD‑1和/或CD80与PD‑L1的结合。在另外的实施方案中，抗

PD‑L1抗体和其片段结合PD‑L1并破坏PD‑L1/PD‑1或PD‑L1/CD80途径。在一个实施方案中，

抗体或其片段是鼠类抗体、嵌合抗体、人抗体或人源化抗体。在一个实施方案中，抗PD‑L1抗

体或其片段是单克隆抗体、scFv、Fab片段、Fab'片段、F(ab) '片段、双特异性抗体、免疫缀合

物或其组合

[0013] 在一个实施方案中，本发明提供了包含选自由SEQ  ID  NO：81‑140组成的组的一个

或多个CDR的分离的抗体或其片段。

[0014] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含重链CDR1序列，所述重链CDR1序列与选自

由SEQ  ID  NO：81、87、93、99、105、111、117、123、129和135组成的组的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少81％同源性、至少82％同源性、至少83％同源性、至少84％同源性、至少

85％同源性、至少86％同源性、至少87％同源性、至少88％同源性、至少89％同源性、至少

90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少

95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性。

[0015] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含重链CDR2序列，所述重链CDR2序列与选自

由SEQ  ID  NO：82、88、94、100、106、112、118、124、130和136组成的组的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少81％同源性、至少82％同源性、至少83％同源性、至少84％同源性、至少

85％同源性、至少86％同源性、至少87％同源性、至少88％同源性、至少89％同源性、至少

90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少

95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性。

[0016] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含重链CDR3序列，所述重链CDR3序列与选自

由SEQ  ID  NO：83、89、95、101、107、113、119、125、131和137组成的组的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少81％同源性、至少82％同源性、至少83％同源性、至少84％同源性、至少

85％同源性、至少86％同源性、至少87％同源性、至少88％同源性、至少89％同源性、至少

90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少

95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性。

[0017] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含轻链CDR1序列，所述轻链CDR1序列与选自

由SEQ  ID  NO：84、90、96、102、108、114、120、126、132和138组成的组的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少81％同源性、至少82％同源性、至少83％同源性、至少84％同源性、至少

85％同源性、至少86％同源性、至少87％同源性、至少88％同源性、至少89％同源性、至少

90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少
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95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性。

[0018] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含轻链CDR2序列，所述轻链CDR2序列与选自

由SEQ  ID  NO：85、91、97、103、109、115、121、127、133和139组成的组的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少81％同源性、至少82％同源性、至少83％同源性、至少84％同源性、至少

85％同源性、至少86％同源性、至少87％同源性、至少88％同源性、至少89％同源性、至少

90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少

95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性。

[0019] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含轻链CDR3序列，所述轻链CDR3序列与选自

由SEQ  ID  NO：86、92、98、104、110、116、122、128、134和140组成的组的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少81％同源性、至少82％同源性、至少83％同源性、至少84％同源性、至少

85％同源性、至少86％同源性、至少87％同源性、至少88％同源性、至少89％同源性、至少

90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少

95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性。

[0020] 在一个实施方案中，抗体或其片段包含以下项：重链CDR1，其由选自由SEQ  ID  NO：

81、87、93、99、105、111、117、123、129和135组成的组的氨基酸序列组成；重链CDR2，其由选

自由SEQ  ID  NO：82、88、94、100、106、112、118、124、130和136组成的组的氨基酸序列组成；

重链CDR3，其由选自由SEQ  ID  NO：83、89、95、101、107、113、119、125、131和137组成的组的

氨基酸序列组成；轻链CDR1，其由选自由SEQ  ID  NO：84、90、96、102、108、114、120、126、132

和138组成的组的氨基酸序列组成；轻链CDR2，其由选自由SEQ  ID  NO：85、91、97、103、109、

115、121、127、133和139组成的组的氨基酸序列组成；以及轻链CDR3，其由选自由SEQ  ID 

NO：86、92、98、104、110、116、122、128、134和140组成的组的氨基酸序列组成。

[0021] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：81、82和83的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：84、85和86的氨基酸序列具有至少80％同源性、至

少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少

94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少

99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ  ID 

NO：81、82和83的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：84、85和86的轻链CDR1、

CDR2和CDR3。

[0022] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：87、88和89的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：90、91和92的氨基酸序列具有至少80％同源性、至

少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少
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94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少

99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ  ID 

NO：87、88和89的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：90、91和92的轻链CDR1、

CDR2和CDR3。

[0023] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：93、94和95的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：96、97和98的氨基酸序列具有至少80％同源性、至

少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少

94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少

99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ  ID 

NO：93、94和95的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：96、97和98的轻链CDR1、

CDR2和CDR3。

[0024] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：99、100和101的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：102、103和104的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：99、100和101的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：102、103和104的轻

链CDR1、CDR2和CDR3。

[0025] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：105、106和107的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：108、109和110的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：105、106和107的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：108、109和110的

轻链CDR1、CDR2和CDR3。

[0026] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：111、112和113的氨基酸序列具有至少
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80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：114、115和116的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：111、112和113的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：114、115和116的

轻链CDR1、CDR2和CDR3。

[0027] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：117、118和119的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：120、121和122的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：117、118和119的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：120、121和122的

轻链CDR1、CDR2和CDR3。

[0028] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：123、124和125的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：126、127和128的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：123、124和125的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：126、127和128的

轻链CDR1、CDR2和CDR3。

[0029] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：129、130和131的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：132、133和134的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至
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少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：129、130和131的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：132、133和134的

轻链CDR1、CDR2和CDR3。

[0030] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链CDR1、CDR2和CDR3，所

述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：135、136和137的氨基酸序列具有至少

80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、

CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：138、139和140的氨基酸序列具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，抗体或其抗体片段包含分别根据SEQ 

ID  NO：135、136和137的重链CDR1、CDR2和CDR3，以及分别根据SEQ  ID  NO：138、139和140的

轻链CDR1、CDR2和CDR3。

[0031] 在一个实施方案中，抗体或其片段结合PD‑L1，并且包含重链可变区，所述重链可

变区包含与选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42和46组成的组的氨基酸

序列具有至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％

同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同

源性、至少98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链可变区，所述轻链可变区

包含与选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44和48组成的组的氨基酸序列

具有至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源

性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源

性、至少98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，分离的抗体或

其片段结合PD‑L1，并且包含重链可变区，所述重链可变区包含以下序列、基本上由以下序

列组成或由以下序列组成：选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42和46组成

的组的氨基酸序列；以及轻链可变区，所述轻链可变区包含以下序列、基本上由以下序列组

成或由以下序列组成：选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44和48组成的组

的氨基酸序列。

[0032] 在一个实施方案中，本发明提供了抗PD‑L1抗体，其包含选自由13C5、5G9、5G11、

8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和15F1组成的组的抗体的可变重链和选自由13C5、5G9、5G11、

8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和15F1组成的组的抗体的可变轻链。因此，在一个实施方案中，

本发明提供了抗体或其片段，其包含含有SEQ  ID  NO：2的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：4的

轻链可变区；含有SEQ  ID  NO：6的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：8的轻链可变区；含有SEQ 

ID  NO：10的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：12的轻链可变区；含有SEQ  ID  NO：14的重链可变

区和含有SEQ  ID  NO：16的轻链可变区；含有SEQ  ID  NO：18的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：

20的轻链可变区；含有SEQ  ID  NO：22的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：24的轻链可变区；含

有SEQ  ID  NO：26的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：28的轻链可变区；含有SEQ  ID  NO：30的重

链可变区和含有SEQ  ID  NO：32的轻链可变区；含有SEQ  ID  NO：34的重链可变区和含有SEQ 

ID  NO：36的轻链可变区；或含有SEQ  ID  NO：38的重链可变区和含有SEQ  ID  NO：40的轻链可
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变区。

[0033] 在一个实施方案中，本发明提供嵌合抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含重链，所述

重链具有与选自由SEQ  ID  NO：50、54、58、60、64和66组成的组的氨基酸序列具有至少80％

同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同

源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源

性或至少99％同源性的氨基酸序列；以及轻链，所述轻链具有与选自由SEQ  ID  NO：52、56、

62和68组成的组的氨基酸序列具有至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至

少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少

96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列。

[0034] 在一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含重链可

变区，其具有与选自由SEQ  ID  NO：42和46组成的组的氨基酸序列具有至少80％同源性、至

少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少

94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少

99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中

所述抗体包含轻链可变区，其具有与选自由SEQ  ID  NO：44和48组成的组的氨基酸序列具有

至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至

少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列。

[0035] 在另一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含重链

可变区，其与SEQ  ID  NO：42具有至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少

91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少

96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性；以及轻链可变区，其与

SEQ  ID  NO：44具有至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、

至少92％同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至

少97％同源性、至少98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，本

发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含重链可变区，其与SEQ  ID  NO：46具有至

少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少

93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少

98％同源性或至少99％同源性；以及轻链可变区，其与SEQ  ID  NO：48具有至少80％同源性、

至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源性、至

少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性或至

少99％同源性的氨基酸序列。

[0036] 在一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含完整的

重链，其具有与选自由SEQ  ID  NO：70、72、76和78组成的组的氨基酸序列具有至少80％同源

性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％同源性、至少93％同源

性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同源性、至少98％同源性

或至少99％同源性的氨基酸序列。在另一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗

体，其中所述抗体包含完整的轻链，其具有与选自由SEQ  ID  NO：74和80组成的组的氨基酸

序列具有至少80％同源性、至少85％同源性、至少90％同源性、至少91％同源性、至少92％
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同源性、至少93％同源性、至少94％同源性、至少95％同源性、至少96％同源性、至少97％同

源性、至少98％同源性或至少99％同源性的氨基酸序列。

[0037] 在一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含根据

SEQ  ID  NO：70的重链和根据SEQ  ID  NO：74的轻链。在另一个实施方案中，本发明提供了人

源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含根据SEQ  ID  NO：72的重链和根据SEQ  ID  NO：74的轻

链。在另一个实施方案中，本发明提供了人源化抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含根据SEQ 

ID  NO：76的重链和根据SEQ  ID  NO：80的轻链。在另一个实施方案中，本发明提供了人源化

抗PD‑L1抗体，其中所述抗体包含根据SEQ  ID  NO：78的重链和根据SEQ  ID  NO：80的轻链。

[0038] 在一个实施方案中，本发明提供了与本文提供的任何示例性抗体结合PD‑L1上的

相同表位的抗PD‑L1抗体或其片段。在一个实施方案中，抗体或其片段与本文提供的用于结

合PD‑L1的任何示例性抗体竞争。可以通过ELISA、流式细胞术、表面等离子体共振(SPR)测

定或本领域已知的任何其他方法测量与PD‑L1的结合。

[0039] 在一个实施方案中，本发明提供以约10nM至约0.01nM的结合亲和力kD与PD‑L1结

合的抗PD‑L1抗体和其片段。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约

10nM至约0.05nM的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1

抗体和其片段以约8nM至约0.1nM的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文

提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约5nM至约0.2nM的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实

施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约10nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结

合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约6nM或更小的结合亲和力

kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约4nM或更小的

结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约

2nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和

其片段以约1nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗

PD‑L1抗体和其片段以约0.75nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案

中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.5nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另

一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.25nM或更小的结合亲和力kD与

PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.2nM或更小的结

合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约

0.15nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗

体和其片段以约0.1nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提

供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.075nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实

施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.05nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结

合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.025nM或更小的结合亲

和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段以约0.02nM

或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其

片段以约0.015nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在另一个实施方案中，本文提供的

抗PD‑L1抗体和其片段以约0.01nM或更小的结合亲和力kD与PD‑L1结合。在一个实施方案

中，通过Biacore测定来测量本文提供的抗PD‑L1抗体和片段的结合亲和力kD。

[0040] 在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段对PD‑L1具有约1ng/mL至约
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2000ng/mL的结合EC50。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段对PD‑L1具

有约1ng/mL至约1500ng/mL的结合EC50。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和

其片段对PD‑L1具有约1ng/mL至约1000ng/mL的结合EC50。在另一个实施方案中，本文提供

的抗PD‑L1抗体和其片段对PD‑L1具有约2ng/mL至约500ng/mL的结合EC50。在另一个实施方

案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段对PD‑L1具有约2ng/mL至约250ng/mL的结合EC50。

在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段对PD‑L1具有约5ng/mL至约200ng/

mL的结合EC50。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段对PD‑L1具有约

5ng/mL至约50ng/mL的结合EC50。在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段对

PD‑L1具有约500ng/mL或更小、约400ng/mL或更小、约300ng/mL或更小、约250ng/mL或更小、

约200ng/mL或更小、约150ng/mL或更小、约100ng/mL或更小、约75ng/mL或更小、约60ng/mL

或更小、约50ng/mL或更小、约40ng/mL或更小或约30ng/mL或更小的结合EC50。在一个实施

方案中，通过ELISA或FACS来测量本文提供的抗PD‑L1抗体和片段的EC50。

[0041] 在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段抑制PDL1/PD‑1结合，其中

IC50为约1ng/mL至约1500ng/mL。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段

抑制PDL1/PD‑1结合，其中IC50为约2ng/mL至约1200ng/mL。在另一个实施方案中，本文提供

的抗PD‑L1抗体和其片段抑制PDL1/PD‑1结合，其中IC50为约5ng/mL至约500ng/mL。在另一

个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段抑制PDL1/PD‑1结合，其中IC50为约5ng/

mL至约100ng/mL。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段抑制PDL1/PD‑1

结合，其中IC50为约10ng/mL至约50ng/mL。在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和

其片段抑制PDL1/PD‑1结合，其中IC50为约1200ng/mL或更小、约1000ng/mL或更小、约

800ng/mL或更小、约400ng/mL或更小、约300ng/mL或更小、约250ng/mL或更小、约200ng/mL

或更小、约150ng/mL或更小、约100ng/mL或更小、约75ng/mL或更小、约60ng/mL或更小、约

50ng/mL或更小、约40ng/mL或更小、约30ng/mL或更小、约20ng/mL或更小、或约10ng/mL或更

小。在一个实施方案中，通过ELISA或FACS来测量本文提供的抗PD‑L1抗体和片段的IC50。

[0042] 在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体是人源化抗体，其具有根据SEQ  ID 

NO：42的重链可变区氨基酸序列和根据SEQ  ID  NO：44的轻链可变区氨基酸；或具有根据SEQ 

ID  NO：46的重链可变区氨基酸序列和根据SEQ  ID  NO：48的轻链可变区氨基酸序列；其中所

述抗PD‑L1抗体具有如通过ELISA或FACS所测量的下述PD‑L1结合EC50：约200ng/mL或更小、

或约150ng/mL或更小、或约100ng/mL或更小、或约80ng/mL或更小、或约60ng/mL或更小、或

约50ng/mL或更小。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体是人源化抗体，其具有根

据SEQ  ID  NO：42的重链可变区氨基酸序列和根据SEQ  ID  NO：44的轻链可变区氨基酸；或具

有根据SEQ  ID  NO：46的重链可变区氨基酸序列和根据SEQ  ID  NO：48的轻链可变区氨基酸

序列；其中所述抗PD‑L1抗体具有如通过ELISA或FACS所测量的下述PDL1/PD‑1阻断IC50：约

1200ng/mL或更小、约1000ng/mL或更小、约800ng/mL或更小、约600ng/mL或更小、约500ng/

mL或更小、或约400ng/mL或更小、或约300ng/mL或更小、或约200ng/mL或更小、或约100ng/

mL或更小、或约60ng/mL或更小、或约30ng/mL或更小、或约25ng/mL或更小、或约20ng/mL或

更小、或约10ng/mL或更小。在另一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体是人源化抗体，

其具有根据SEQ  ID  NO：42的重链可变区氨基酸序列和根据SEQ  ID  NO：44的轻链可变区氨

基酸；或具有根据SEQ  ID  NO：46的重链可变区氨基酸序列和根据SEQ  ID  NO：48的轻链可变
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区氨基酸序列；其中所述抗PD‑L1抗体对PD‑L1具有如通过Biacore测定所测量的下述结合

亲和力kD：约10nM或更小、或约5nM或更小、或约2nM或更小、或约1nM或更小、或约0.5nM或更

小、或约0.1nM或更小、或约0.05nM或更小。在一个实施方案中，人源化抗PD‑L1抗体对PD‑L1

具有约2nM的结合亲和力kD。在另一个实施方案中，人源化抗PD‑L1抗体对PD‑L1具有约1nM

的结合亲和力kD。在另一个实施方案中，人源化抗PD‑L1抗体对PD‑L1具有约0.5nM的结合亲

和力kD。在另一个实施方案中，人源化抗PD‑L1抗体对PD‑L1具有约0.1nM的结合亲和力kD。

[0043] 在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段结合PD‑L1，从而破坏了PD‑

1/PD‑L1相互作用并使得T细胞活化增加。在另一个实施方案中，抗体和其片段结合PD‑L1并

且使得T细胞增殖和/或细胞因子产生增加。在另一个实施方案中，抗体和其片段结合PD‑L1

并且使得选自由以下组成的组的一种或多种细胞因子增加：IL‑2、IFN γ 、TNF、IL‑1、IL‑4、
IL‑5、IL‑6、IL‑12、IL‑13、IL‑17和GM‑CSF。因此，在一方面，本发明提供了用于调节免疫应

答的方法，其包括使T细胞和抗原呈递细胞与抗PD‑L1抗体或其片段接触。在一个实施方案

中，可以在混合淋巴细胞(MLR)反应中测量本文提供的抗PD‑L1抗体和片段对免疫应答的调

节。在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体增加MLR中淋巴细胞的细胞因子产生的水

平。在另一个实施方案中，抗PD‑L1抗体增加MLR中IL‑2产生和/或IFN γ 产生的水平。在另一

个实施方案中，抗PD‑L1抗体增加MLR中IL‑2产生和IFN γ 产生的水平。在一个实施方案中，

抗PD‑L1抗体增强记忆T细胞应答。在另一个实施方案中，如通过记忆T细胞的IFN γ 产生的

增加所测量的，抗PD‑L1抗体增强记忆T细胞应答。

[0044] 在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段抑制调节T细胞功能。在另

一个实施方案中，抗PD‑L1抗体和其片段抑制调节T细胞对效应T细胞的遏制。在另一个实施

方案中，抗PD‑L1抗体和其片段在调节T细胞的存在下恢复T细胞的效应子功能。在另一个实

施方案中，抗PD‑L1抗体和其片段在调节T细胞的存在下恢复效应T细胞增殖和/或产生细胞

因子的能力。因此，在一个实施方案中，本发明提供了在体外或在有需要的受试者中抑制调

节T细胞的阻遏作用的方法。

[0045] 在一方面，提供了结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体由杂交瘤产

生，所述杂交瘤选自由本文称为13C5、5G9、5G11、8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和15F1的杂交

瘤组成的组。因此，本发明还包括杂交瘤13C5、5G9、5G11、8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和

15F1，以及产生本文公开的抗体的任何杂交瘤。本发明还提供了编码本文提供的抗体和其

片段的分离的多核苷酸。本发明还包括包含分离的多核苷酸的表达载体，和包含所述表达

载体的宿主细胞。

[0046] 在一个实施方案中，本发明提供了抗PD‑L1抗体免疫缀合物。因此，本发明提供了

结合PD‑L1并与治疗剂连接或缀合的抗体或其片段。可以与抗PD‑L1抗体连接或缀合的治疗

剂可以包括但不限于细胞毒性药物、放射性同位素、免疫调节剂或抗体。

[0047] 在一方面，本发明提供了包含本文提供的一种或多种抗PD‑L1抗体或其片段和药

学上可接受的载体的组合物。

[0048] 在一方面，本发明提供了用于在受试者中调节免疫应答的方法，所述方法包括向

受试者施用治疗有效量的本文提供的抗PD‑L1抗体或其片段。在一个实施方案中，本发明提

供了用于在有需要的受试者中治疗或预防疾病或病症的方法，所述方法包括向受试者施用

治疗有效量的本文提供的抗PD‑L1抗体或其片段。
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[0049] 在一个实施方案中，本发明提供了用于在有需要的受试者中增强抗肿瘤应答的方

法，所述方法包括向受试者施用治疗有效量的本发明的抗PD‑L1抗体或片段。在另一个实施

方案中，本发明提供了用于在有需要的受试者中减少肿瘤或抑制肿瘤细胞的生长的方法，

所述方法包括向受试者施用治疗有效量的本发明的抗PD‑L1抗体或片段。在另一个实施方

案中，本发明提供了用于在有需要的受试者中治疗癌症的方法，所述方法包括向受试者施

用治疗有效量的本发明的抗PD‑L1抗体或片段。在另一个实施方案中，所述癌症选自由以下

组成的组：淋巴瘤、白血病、黑色素瘤、神经胶质瘤、乳腺癌、肺癌、结肠癌、骨癌、卵巢癌、膀

胱癌、肾癌、肝癌、胃癌(stomach  cancer)、直肠癌、睾丸癌、唾液腺癌、甲状腺癌、胸腺癌、上

皮癌、头或颈癌、胃癌(gastric  cancer)、胰腺癌或其组合。

[0050] 在一个实施方案中，本发明提供了用于在有需要的受试者中治疗传染病的方法，

所述方法包括向受试者施用治疗有效量的本发明的抗PD‑L1抗体或片段。在另一个实施方

案中，所述传染病选自由以下组成的组：念珠菌病、念珠菌血症、曲霉菌病、链球菌性肺炎、

链球菌性皮肤和口咽病状、革兰氏阴性脓毒症、结核病、单核细胞增多症、流行性感冒、由呼

吸道合胞病毒引起的呼吸道疾病、疟疾、血吸虫病和锥虫病。

[0051] 具体地，本发明涉及如下各项：

[0052] 1.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含以下项：重

链CDR1序列，其与选自由SEQ  ID  NO：81、87、93、99、105、111、117、123、129和135组成的组的

氨基酸序列具有至少80％同源性；重链CDR2序列，其与选自由SEQ  ID  NO：82、88、94、100、

106、112、118、124、130和136组成的组的氨基酸序列具有至少80％同源性；重链CDR3序列，

其与选自由SEQ  ID  NO：83、89、95、101、107、113、119、125、131和137组成的组的氨基酸序列

具有至少80％同源性；轻链CDR1序列，其与选自由SEQ  ID  NO：84、90、96、102、108、114、120、

126、132和138组成的组的氨基酸序列具有至少80％同源性；轻链CDR2序列，其与选自由SEQ 

ID  NO：85、91、97、103、109、115、121、127、133和139组成的组的氨基酸序列具有至少80％同

源性；以及轻链CDR3序列，其与选自由SEQ  ID  NO：86、92、98、104、110、116、122、128、134和

140组成的组的氨基酸序列具有至少80％同源性。

[0053] 2.如项1所述的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含以下项：重链CDR1，其

由选自由SEQ  ID  NO：81、87、93、99、105、111、117、123、129和135组成的组的氨基酸序列组

成；重链CDR2，其由选自由SEQ  ID  NO：82、88、94、100、106、112、118、124、130和136组成的组

的氨基酸序列组成；重链CDR3，其由选自由SEQ  ID  NO：83、89、95、101、107、113、119、125、

131和137组成的组的氨基酸序列组成；轻链CDR1，其由选自由SEQ  ID  NO：84、90、96、102、

108、114、120、126、132和138组成的组的氨基酸序列组成；轻链CDR2，其由选自由SEQ  ID 

NO：85、91、97、103、109、115、121、127、133和139组成的组的氨基酸序列组成；以及轻链

CDR3，其由选自由SEQ  ID  NO：86、92、98、104、110、116、122、128、134和140组成的组的氨基

酸序列组成。

[0054] 3.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：81、82和83的氨基酸序列具有至少

80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含与

分别根据SEQ  ID  NO：84、85和86的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0055] 4.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，
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所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：87、88和89的氨基酸序列具有至少

80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含与

分别根据SEQ  ID  NO：90、91和92的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0056] 5.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：93、94和95的氨基酸序列具有至少

80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含与

分别根据SEQ  ID  NO：96、97和98的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0057] 6.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：99、100和101的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：102、103和104的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0058] 7.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：105、106和107的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：108、109、110的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0059] 8.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：111、112和113的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：114、115和116的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0060] 9.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：117、118和119的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：120、121和122的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0061] 10.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：123、124和125的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：126、127和128的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0062] 11.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：129、130和131的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：132、133和134的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0063] 12.如项1所述的抗体或片段，其中所述抗体或其片段包含重链CDR1、CDR2和CDR3，

所述重链CDR1、CDR2和CDR3包含与分别根据SEQ  ID  NO：135、136和137的氨基酸序列具有至

少80％同源性的氨基酸序列；以及轻链CDR1、CDR2和CDR3，所述轻链CDR1、CDR2和CDR3包含

与分别根据SEQ  ID  NO：138、139和140的氨基酸序列具有至少80％同源性的氨基酸序列。

[0064] 13.如项1‑12中任一项所述的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段是嵌

合的或人源化的。

[0065] 14.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含重链可变

区，所述重链可变区包含与选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42和46组成

说　明　书 12/39 页

15

CN 118388646 A

15



的组的氨基酸序列具有至少80％的同源性的氨基酸序列；以及轻链可变区，所述轻链可变

区包含与选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44和48组成的组的氨基酸序

列具有至少80％的同源性的氨基酸序列。

[0066] 15.如项14所述的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含重链可变区，

所述重链可变区包含选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42和46组成的组

的氨基酸序列；以及轻链可变区，所述轻链可变区包含选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、

24、28、32、36、40、44和48组成的组的氨基酸序列。

[0067] 16.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含根据SEQ 

ID  NO：42的重链可变区和根据SEQ  ID  NO：44的轻链可变区。

[0068] 17.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含根据SEQ 

ID  NO：46的重链可变区和根据SEQ  ID  NO：48的轻链可变区。

[0069] 18.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含根据SEQ 

ID  NO：70的重链和根据SEQ  ID  NO：74的轻链。

[0070] 19.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含根据SEQ 

ID  NO：72的重链和根据SEQ  ID  NO：74的轻链。

[0071] 20.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含根据SEQ 

ID  NO：76的重链和根据SEQ  ID  NO：80的轻链。

[0072] 21 .一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段包含根据SEQ 

ID  NO：78的重链和根据SEQ  ID  NO：80的轻链。

[0073] 22.一种分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段与如项1至21中任一项所述

的抗体或其片段结合相同表位。

[0074] 23.一种分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段与如项1至21中任一项所述

的抗体或其片段竞争结合PD‑L1，其中所述竞争通过ELISA、流式细胞术或表面等离子体共

振(SPR)测定进行测量。

[0075] 24.如项1‑21中任一项的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段选自由单

克隆抗体、scFv、Fab片段、Fab'片段和F(ab) '片段组成的组。

[0076] 25.根据项1‑21中任一项所述的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段与治疗剂

连接或缀合。

[0077] 26.根据项25所述的抗体或其片段，其中所述治疗剂是细胞毒性药物、放射性同位

素、免疫调节剂或抗体。

[0078] 27.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段对PD‑L1具有

约10nM至约0.01nM的亲和力。

[0079] 28.根据项27所述的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段对PD‑L1具有约

10nM或更小的亲和力。

[0080] 29.根据项27所述的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段对PD‑L1具有约

1.0nM或更小的亲和力。

[0081] 30 .一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体具有约5ng/mL至约

1000ng/mL的结合EC50。

[0082] 31一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体阻断PD‑L1与PD‑1的结
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合。

[0083] 32.如项31所述的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段以约5ng/mL至约

1000ng/mL的IC50阻断PD‑L1与PD‑1的结合。

[0084] 33.一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或片段增加T细胞活化，

如通过炎性细胞因子产生所测量的。

[0085] 34 .根据项28所述的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段增加T细胞的

IL‑2和IFN γ 产生。

[0086] 35 .一种结合PD‑L1的分离的抗体或其片段，其中所述抗体或其片段由杂交瘤产

生，所述杂交瘤选自由13C5、5G9、5G11、8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和/或15F1组成的组。

[0087] 36.一种组合物，其包含根据项1‑35中任一项所述的抗体或其片段以及药学上可

接受的载体。

[0088] 37.一种分离的多核苷酸，其编码根据项1‑35中任一项所述的抗体或其片段。

[0089] 38.一种表达载体，其包含根据项37所述的分离的多核苷酸。

[0090] 39.一种宿主细胞，其包含根据项38所述的表达载体。

[0091] 40.一种分离的杂交瘤细胞系，其选自由13C5、5G9、5G11、8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、

8H3和15F1组成的组。

[0092] 41 .一种用于增加T细胞活化的方法，所述方法包括使T细胞与根据项1‑35中任一

项所述的抗体或其片段接触。

[0093] 42.一种用于在受试者中减少肿瘤或抑制肿瘤细胞生长的方法，所述方法包括向

所述受试者施用治疗有效量的根据项1‑35中任一项所述的分离的抗体或其片段。

[0094] 43一种用于在有需要的受试者中治疗癌症的方法，所述方法包括向所述受试者施

用治疗有效量的根据项1‑35中任一项所述的分离的抗体或其片段。

[0095] 44根据项43所述的方法，其中所述癌症选自由以下组成的组：淋巴瘤、白血病、黑

色素瘤、神经胶质瘤、乳腺癌、肺癌、结肠癌、骨癌、卵巢癌、膀胱癌、肾癌、肝癌、胃癌、直肠

癌、睾丸癌、唾液腺癌、甲状腺癌、胸腺癌、上皮癌、头或颈癌、胃癌、胰腺癌或其组合。

[0096] 45.一种用于在有需要的受试者中治疗传染病的方法，所述方法包括向所述受试

者施用治疗有效量的根据项1‑35中任一项所述的分离的抗体或其片段。

[0097] 46.根据项45所述的方法，其中所述传染病选自由以下组成的组：念珠菌病、念珠

菌血症、曲霉菌病、链球菌性肺炎、链球菌性皮肤和口咽病状、革兰氏阴性脓毒症、结核病、

单核细胞增多症、流行性感冒、由呼吸道合胞病毒引起的呼吸道疾病、疟疾、血吸虫病和锥

虫病。

附图简述

[0099] 图1a‑d是示出如通过ELISA测量的在一定抗体浓度内鼠类杂交瘤抗PD‑L1抗体与

PD‑L1的结合的一组图。图1a示出杂交瘤抗体8H3‑mIgG(m8H3)、15F1‑mIgG(m15F1)、5G9‑

mIgG(m5G9)和4A8‑mIgG(m4A8)的结合。图1b示出杂交瘤抗体5G11‑mIgG(m5G11)、7B4‑mIgG

(m7B4)、4D1‑mIgG(m4D1)和8H4‑mIgG(m8H4)的结合。图1c示出杂交瘤抗体8C6‑mIgG(m8C6)

的结合。图1d示出杂交瘤抗体13C5‑mIgG(m13C5)的结合。在图1a‑1d的每一个中，mIgG1的结

合作为阴性对照示出。
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[0100] 图2a‑c是示出如通过ELISA测量的在一定浓度范围内嵌合抗PD‑L1抗体与PD‑L1的

结合的一组图。图2a示出嵌合抗体ch5G11‑hIgG4和ch5G11‑hIgG1的结合。图2b示出嵌合抗

体ch13C5‑hIgG4、ch13C5‑hIgG1和ch8H4‑hIgG4的结合。图2c示出嵌合抗体ch8C6‑hIgG4的

结合。在图2a‑2c的每一个中，hIgG4的结合作为阴性对照示出。

[0101] 图3a‑b是示出如通过ELISA测量的在一定抗体浓度范围内人源化抗PD‑L1抗体与

PD‑L1的结合的一组图。图3a示出对照hIgG4以及人源化抗体hu5G11‑hIgG1和hu5G11‑hIgG4

的结合。图3b示出对照hIgG4以及人源化抗体hu13C5‑hIgG1和hu13C5‑hIgG4的结合。

[0102] .图4a‑c是示出如通过ELISA测量的在一定抗体浓度范围内杂交瘤抗PD‑L1抗体对

PD‑1/PD‑L1相互作用的阻断的一组图。图4a示出与对照mIgG1相比，杂交瘤抗体13C5‑mIgG

(m13C5)、8C6‑mIgG(m8C6)、5G9‑mIgG(m5G9)和4A8‑mIgG(m4A8)对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。

图4b示出与对照mIgG1相比，杂交瘤抗体5G11‑mIgG(m5G11)、7B4‑mIgG(m7B4)、4D1‑mIgG

(m4D1)和8H4‑mIgG(m8H4)对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。图4c示出与对照mIgG1相比，杂交瘤抗

体8H3‑mIgG(m8H3)和15F1‑mIgG(m15F1)对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。

[0103] 图5a‑c是示出如通过ELISA测量的在一定抗体浓度范围内嵌合抗PD‑L1抗体对PD‑

1/PD‑L1相互作用的阻断的一组图。图5a示出与对照hIgG4相比，嵌合抗体ch5G11  hIgG4和

ch5G11  hIgG1对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。图5b示出与对照hIgG4相比，嵌合抗体ch8C6‑

hIgG4对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。图5c示出与对照hIgG4相比，嵌合抗体ch8H4‑hIgG4、

ch13C5‑hIgG1和ch13C5‑hIgG4对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。

[0104] 图6a‑b是示出如通过ELISA测量的在一定抗体浓度范围内人源化抗PD‑L1抗体对

PD‑1/PD‑L1相互作用的阻断的一组图。图6a示出对照hIgG4以及人源化抗体5G11‑hIgG1和

5G11‑hIgG4对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。图6b示出对照hIgG4以及人源化抗体13C5‑hIgG1和

13C5‑hIgG4对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。

[0105] 图7a和7b示出如通过FACS测量的在一定抗体浓度范围内杂交瘤抗PD‑L1抗体与

PD‑L1的结合。图7a示出与对照抗体mIgG1相比，杂交瘤抗体4A8、15F1、4D1、13C5、8H4和8H3

的结合(如通过平均荧光强度测量的)。图7b示出与对照抗体mIgG1相比，杂交瘤抗体5G11、

8C6、5G9或7B4的结合(如通过平均荧光强度测量的)。

[0106] 图8示出如通过FACS测量的在一定抗体浓度范围内嵌合抗PD‑L1抗体与PD‑L1的结

合。示出对照抗体hIgG4以及嵌合抗体ch13C5‑hIgG1、ch5G11‑hIgG1和ch5G11‑hIgG4的结

合。

[0107] 图9示出如通过FACS测量的在一定抗体浓度范围内人源化抗PD‑L1抗体与PD‑L1的

结合。示出对照抗体hIgG4以及人源化抗体hu13C5‑hIgG1、hu13C5‑hIgG4、hu5G11‑hIgG1和

hu5G11‑hIgG4的结合。

[0108] .图10a和10b示出如通过FACS测量的在一定抗体浓度范围内杂交瘤抗PD‑L1抗体

对PD‑1/PD‑L1相互作用的阻断。图10a示出对照抗体mIgG1以及杂交瘤抗体m4D1、m5G11、

m13C5、m7B4和m8H4对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。图10b示出对照抗体mIgG1以及杂交瘤抗体

m4A8、m5G9、m8C6、m8H3和m15F1对PD‑1/PD‑L1结合的阻断。

[0109] 图11示出如通过FACS测量的在对照抗体hIgG4或嵌合抗PD‑L1抗体ch8C6‑hIgG4、

ch5G11‑hIgG1、ch5G11‑hIgG4、ch13C5‑hIgG1、ch13C5‑hIgG4或ch8H4‑hIgG4的一定浓度范

围内对PD‑1/PD‑L1相互作用的阻断。
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[0110] 图12示出如通过FACS测量的在对照抗体hIgG4或人源化抗体hu  13C5‑hIgG1、

hu13C5‑hIgG4、hu5G11‑hIgG1或hu5G11‑hIgG4的一定浓度范围内对PD‑1/PD‑L1相互作用的

阻断。

[0111] 图13a是示出在MLR中响应于不同浓度的杂交瘤抗PD‑L1抗体的IL‑2(pg/mL)产生

的图。图13b是示出在MLR中响应于不同浓度的杂交瘤抗PD‑L1抗体的IFN γ (pg/mL)产生的

图。对于图13a和13b，测试的抗体从左到右是对照mIgG1、m8C6、m4D1、m5G11、m7B4、m8H4、

m5G9、m13C5、m8H3和m15F1。也包括仅T细胞和/或仅DC的孔作为阴性对照。如图13a和13b的x

轴所示，每种抗体在20μg/mL、2μg/mL、0.2μg/mL、0.02μg/mL和0.002μg/mL下进行测试。

[0112] 图14a是示出在MLR中响应于不同浓度的嵌合抗PD‑L1抗体的IL‑2(pg/mL)产生的

图。图14b是示出在MLR中响应于不同浓度的嵌合抗PD‑L1抗体的IFN γ (pg/mL)产生的图。对

于图14a和14b，测试的抗体从左到右是对照hIgG4、嵌合8C6‑hIgG4、嵌合8H4‑hIgG4、嵌合

5G11‑hIgG4和嵌合13C5‑hIgG1。如图14a和14b的x轴所示，每种抗体在20μg/mL、2μg/mL、0.2
μg/mL、0.02μg/mL和0.002μg/mL下进行测试。

[0113] 图15a是示出在MLR中响应于不同浓度的嵌合人源化抗PD‑L1抗体的IL‑2(pg/mL)

产生的图。图15b是示出在MLR中响应于不同浓度的嵌合人源化抗PD‑L1抗体的IFN γ (pg/

mL)产生的图。对于图15a和15b，测试的抗体从左到右是对照hIgG4、hu13C5‑hIgG1、hu13C5‑

hIgG4、hu5G11‑hIgG1和hu5G11‑hIgG4。如图15a和15b的x轴所示，每种抗体在20μg/mL、2μg/
mL、0.2μg/mL、0.02μg/mL和0.002μg/mL下进行测试。

[0114] 图16示出在具有CD4+CD25+Treg细胞、CD4+CD25‑T细胞和树突细胞的同种异体MLR

中嵌合(ch)或人源化(hu)抗PD‑L1抗体对Treg介导的IFN γ 产生(pg/mL)抑制的影响。测试

的抗体从左到右是对照hIgG4、ch13C5‑hIgG1、ch13C5‑hIgG4、hu13C5‑hIgG1、hu13C5‑

hIgG4、ch5G11‑hIgG1、ch5G11‑hIgG4、hu5G11‑hIgG1和hu5G11‑hIgG4。

[0115] 图17示出在人源化抗PD‑L1抗体(hu13C5‑hIgG1、hu13C5‑hIgG4、hu5G11‑hIgG1或

hu5G11‑hIgG4)、同种型对照(hIgG4)抗体存在下或在无抗体存在下响应于用自体DC和抗

CD3抗体的共刺激的T细胞的IFN‑ γ 产生(pg/mL)。

[0116] 图18a和18b示出如通过IFN‑ γ 产生(pg/mL)测量的人源化抗PD‑L1抗体对由破伤

风毒素召回的记忆T细胞应答的影响。在以下浓度下测试阴性对照hIgG4或人源化抗体

hu13C5‑hIgG1、hu13C5‑hIgG4、hu5G11‑hIgG1或hu5G11‑hIgG4：20μg/mL、2μg/mL、0.2μg/mL、
0.02μg/mL和0.002μg/mL。
[0117] 详述

[0118] PD1/PDL1相互作用通过募集干扰TCR信号传导的SHP1和SHP2磷酸酶来抑制T细胞

受体信号传导(Chemnitz等(2004)J.Immunol.17:945–954)。PD‑L1不仅可以通过抑制PD1表

达免疫效应子来促进肿瘤进展，而且还可以调节一些传染病中的细胞介导的免疫(Mueller

等(2010)J.Clin.Invest.120:2508–2515)。此外，同种异体效应T细胞应答易受移植物排斥

中的PD‑1途径调节的影响(Lee等(2003)J.Immunol.171:6929–6935)。因此，PD‑1与PD‑L1的

相互作用在T细胞活化、耐受和免疫介导的组织损伤中发挥重要且各种各样的免疫调节作

用。然而，通过阻断PD‑1与PD‑L1的局部结合可以逆转相互作用(Iwai等(2002)Proc.Nat’

l.Acad  Sci.USA  99：12293‑7；Brown等(2003)J.Immunol.170:1257‑66)。

[0119] 已经发现PD‑1由于其在保护肿瘤细胞免受有效的免疫破坏方面的作用而与癌症
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生长和发展相关。已经揭示PD‑1的配体PD‑L1在许多小鼠和人肿瘤上具有显著表达，假定所

述配体介导免疫逃避(Iwai，Y .等，Proc .Natl .Acad .Sci .USA .99：12293‑12297(2002)；

Strome  S.E.等，Cancer  Res.，63:6501‑6505(2003)；Dong等(2002)Nat.Med .8:787‑9)。在

人中，在如通过免疫组织化学评估的许多原发性肿瘤活组织检查中发现了PD‑1(在肿瘤浸

润淋巴细胞上)和/或PD‑L1(在肿瘤细胞上)的表达。此类组织包括肺、肝、卵巢、子宫颈、皮

肤、结肠、神经胶质瘤、膀胱、乳腺、肾、食道、胃、口腔鳞状细胞、膀胱上皮细胞和胰腺的癌症

以及头颈部的肿瘤(Brown  J .A .等，J .Immunol .170：1257‑1266(2003)；Dong  H .等，

Nat.Med.8：793‑800(2002)；Wintterle等，Cancer  Res.63:7462‑7467(2003)；Strome  S.E.

等，Cancer  Res.，63：6501‑6505(2003)；Thompson  R.H.等，Cancer  Res.66：3381‑5(2006)；

Thompson等，Clin .Cancer  Res .13：1757‑61(2007)；Nomi  T .等，Clin .Cancer  Res .13：

2151‑7.(2007))。更显著地，肿瘤细胞上的PD‑1配体表达与跨越多种肿瘤类型的癌症患者

的不良预后相关(综述于OkaZaki和Honjo，Int.Immunol.19：813‑824(2007))。

[0120] 尽管PD‑1和PD‑L1之间的相互作用导致肿瘤浸润淋巴细胞的减少、T细胞受体介导

的增殖的减少以及癌性细胞的免疫逃避(Dong等(2003)J .Mol .Med .81:281‑7；Blank等

(2005)Cancer  Immunol .Immunother .54：3  07‑3  14；Konishi等(2004)Clin .Cancer 

Res.10:5094‑100)，但是阻断PD‑1/PD‑L1相互作用因此显示出增强肿瘤特异性T细胞免疫

性并有助于免疫系统对肿瘤细胞的清除。在侵袭性胰腺癌的鼠类模型中，例如，Nomi  T.等

(Clin.Cancer  Res.13：2151‑2157，2007)证明了PD‑1/PD‑L1阻断的治疗功效。施用PD‑1或

针对PD‑L1的抗体显著抑制肿瘤生长。抗体阻断有效地促进肿瘤反应性CD8+T细胞浸润到肿

瘤中，从而使得抗肿瘤效应子(包括IFN‑ γ 、粒酶B和穿孔素)上调。另外，作者表明PDL1/PD‑

1阻断可以有效地与化学疗法组合以产生协同效应。在另一研究中，使用小鼠中的鳞状细胞

癌的模型，PD‑1或PD‑L1的抗体阻断显著抑制肿瘤生长(Tsushima  F.等，Oral  Oncol.42:

268‑274(2006))。

[0121] 此外，当与肿瘤特异性CTL克隆共培养时，用PD‑L1转染鼠类肥大细胞瘤系导致肿

瘤 细 胞 裂 解 减 少 。当 添 加 抗 P D ‑ L 1  m A b 时 ，裂 解 恢 复 ( I w a i  Y .等 ，

Proc.Natl.Acad.Sci.USA.99：12293‑12297(2002))。在体内，阻断PD1/PD‑L1相互作用显示

增加过继性T细胞转移疗法在小鼠肿瘤模型中的功效(Strome  S .E .等，Cancer  Res .63:

6501‑6505(2003))。对于PD‑1在癌症治疗中的作用的另外证据来自用PD‑1敲除小鼠进行的

实验。表达PD‑L1的骨髓瘤细胞仅在野生型动物中生长(导致肿瘤生长和相关动物死亡)，而

不在PD‑1缺陷小鼠中生长(Iwai  Y .,等，Proc .Natl .Acad .Sci .USA .99：12293‑12297

(2002))。在人的研究中，R.M.Wong等(Int.Immunol.19:1223‑1234(2007))表明在使用疫苗

抗原和来自疫苗接种个体的细胞的离体刺激测定中使用完整的人抗PD‑1抗体的PD‑1阻断

增加了肿瘤特异性CD8+T细胞(CTL)的绝对数目。在类似的研究中，PD‑L1的抗体阻断使得肿

瘤相关抗原特异性细胞毒性T细胞的细胞溶解活性增强并使得肿瘤特异性TH细胞的细胞因

子产生增加(Blank  C.等，Int.J.Cancer  119：317‑327(2006))同一作者表明，当与抗CTLA‑

4阻断组合使用时，PD‑L1阻断增加体外的肿瘤特异性T细胞应答。总之，PD‑1/PD‑L1途径是

开发用于癌症治疗的抗体治疗剂的靶标。抗PD‑L1抗体也可用于慢性病毒感染中。急性病毒

感染后产生的记忆CD8+T细胞是高度功能性的，并且构成保护性免疫的重要组分。相反，慢

性感染通常以病毒特异性T细胞应答的不同程度的功能损伤(衰竭)为特征，并且此缺陷是
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宿主不能消除继续存在的病原体的主要原因。尽管功能性效应T细胞最初在感染的早期阶

段产生，但是它们在慢性感染过程中逐渐失去功能。Barber等(Barber等，Nature  439：682‑

687(2006))表明用LCMV的实验室品系感染的小鼠患有慢性感染，导致血液和其他组织中产

生高水平的病毒。这些小鼠最初产生了强烈的T细胞应答，但是最终在T细胞衰竭后死于感

染。作者发现，通过注射阻断PD‑1与PD‑L1之间的相互作用的抗体，可以逆转慢性感染小鼠

中效应T细胞的数量下降和功能衰退。

[0122] 在一方面，本发明提供了结合程序性死亡配体1(PD‑L1)的抗体或其抗原结合片

段。在一个实施方案中，抗体或其片段结合人PD‑L1。在另一个实施方案中，抗体或其片段结

合人PD‑L1并结合食蟹猴(cynomolgous)PD‑L1。在另一个实施方案中，抗体或其片段阻断

PD‑L1与其在T细胞上的受体PD‑1的相互作用。在一方面，本发明提供了制备和使用抗PD‑L1

抗体或其片段的方法，以及包含抗PD‑L1抗体或其片段的组合物，所述组合物包括药物组合

物。

[0123] 如本文所用，术语“抗体”是指具有至少一个抗原结合结构域的结合蛋白。本发明

的抗体和其片段可以是整个抗体或其任何片段。因此，本发明的抗体和片段包括单克隆抗

体或其片段和抗体变体或其片段，以及免疫缀合物。抗体片段的实例包括Fab片段、Fab'片

段、F(ab) '片段、Fv片段、分离的CDR区、单链Fv分子(scFv)和本领域已知的其他抗体片段。

抗体和其片段还可以包括重组多肽、融合蛋白和双特异性抗体。本文公开的抗PD‑L1抗体和

其片段可以是IgG1、IgG2、IgG3或IgG4同种型。术语“同种型”是指由重链恒定区基因编码的

抗体种类。在一个实施方案中，本文公开的抗PD‑L1抗体和其片段是IgG1或IgG4同种型。本

发明的PD‑L1抗体和其片段可以衍生自任何物种，其包括但不限于小鼠、大鼠、兔、灵长类动

物、美洲驼和人。PD‑L1抗体和其片段可以是嵌合抗体、人源化抗体或完整的人抗体。在一个

实施方案中，抗PD‑L1抗体是由源自小鼠的杂交瘤细胞系产生的抗体。因此，在一个实施方

案中，抗PD‑L1抗体是鼠类抗体。在另一个实施方案中，抗PD‑L1抗体是嵌合抗体。在另一个

实施方案中，嵌合抗体是小鼠‑人嵌合抗体。在另一个实施方案中，抗体是人源化抗体。在另

一个实施方案中，抗体衍生自鼠类抗体并且是人源化的。

[0124] “嵌合抗体”是下述抗体：所述抗体具有衍生自一种物种的重链可变区的至少一部

分和轻链可变区的至少一部分；以及衍生自另一物种的恒定区的至少一部分。例如，在一个

实施方案中，嵌合抗体可以包含鼠类可变区和人恒定区。

[0125] “人源化抗体”是下述抗体：所述抗体含有衍生自非人抗体的互补决定区(CDR)；和

衍生自人抗体的框架区以及恒定区。例如，本文提供的抗PD‑L1抗体可以包含衍生自一种或

多种鼠类抗体的CDR以及人框架区和恒定区。因此，在一个实施方案中，本文提供的人源化

抗体与所述抗体的CDR所衍生自的鼠类抗体结合PD‑L1上的相同表位。本文提供了示例性人

源化抗体。包含本文提供的重链CDR和轻链CDR的另外的抗PD‑L1抗体或其变体可以使用任

何人框架序列产生，并且也包括在本发明中。在一个实施方案中，适用于在本发明中使用的

框架序列包括在结构上与本文提供的框架序列类似的那些框架序列。可以在框架区中进行

另外修饰以改进本文提供的抗体的特性。此类另外的框架修饰可以包括化学修饰；点突变

以降低免疫原性或去除T细胞表位；或使突变回复为原始种系序列中的残基。在一些实施方

案中，此类修饰包括对应于本文示例的突变的那些修饰，包括对种系序列的回复突变。例

如，在一个实施方案中，本文提供的人源化抗体的VH和/或VL的人框架区中的一个或多个氨
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基酸被回复突变为亲本鼠类抗体中对应的氨基酸。例如，对于人源化5G11和人源化13C5的

VH和VL，上述模板人抗体的框架氨基酸的几个位点被回复突变为小鼠5G11和13C5抗体中对

应的氨基酸序列。在一个实施方案中，轻链可变区的位置53和/或60和/或67处的氨基酸被

回复突变为在小鼠5G11或13C5轻链可变区中的所述位置处发现的对应的氨基酸。在另一个

实施方案中，重链可变区的位置24和/或28和/或30和/或49和/或73和/或83和/或94处的氨

基酸被回复突变为在小鼠5G11或13C5重链可变区中的所述位置处发现的对应的氨基酸。在

一个实施方案中，人源化5G11抗体包含轻链可变区，其中在位置60处的氨基酸从Ser(S)突

变为Asp(D)，并且在位置67处的氨基酸从Ser(S)突变为Tyr(Y)；以及重链可变区，其中在位

置24处的氨基酸从Phe(F)突变为Val(V)，在位置49处的氨基酸从Ala(A)突变为Gly(G)，在

位置73处的氨基酸从Thr(T)突变为Asn(N)，并且在位置83处的氨基酸从Thr(T)突变为Asn

(N)。在一个实施方案中，人源化13C5抗体包含轻链可变区，其中在位置53处的氨基酸从Tyr

(Y)突变为Lys(K)；以及重链可变区，其中在位置28处的氨基酸从Thr(T)突变为Ile(I)，在

位置30处的氨基酸从Ser(S)突变为Arg(R)，在位置49处的氨基酸从Ser(S)突变为Ala(A)，

并且在位置94处的氨基酸从Tyr(Y)突变为Asp(D)。另外的或另选的回复突变可以在本文提

供的人源化抗体的框架区中进行以改进抗体的特性。本发明还包括下述人源化抗体，所述

人源化抗体结合PD‑L1并且包含对应于本文所述的相对于任何合适的框架序列的示例性修

饰的框架修饰，以及以其他方式改进抗体特性的其他框架修饰。

[0126] 如本文所用，术语“衍生的”当用于指相对于参考抗体或其他结合蛋白的分子或多

肽时，意指能够与参考抗体或其他结合蛋白特异性地结合相同表位的分子或多肽。

[0127] 本文公开的抗体和其抗原结合片段对PD‑L1是特异性的。在一个实施方案中，抗体

或和其片段对PD‑L1是特异性的。在一个实施方案中，本文提供的抗体和片段结合人或灵长

类动物PD‑L1，但不结合来自任何其他哺乳动物的PD‑L1。在另一个实施方案中，抗体或和其

片段不结合小鼠PD‑L1。术语“人PD‑L1”、“hPD‑L1”和“huPD‑L1”等在本文中可互换使用，并

且是指人PD‑L1和人PD‑L1的变体或同种型。“特异于”意指抗体和其片段以比任何其他靶标

更大的亲和力结合PD‑L1。如本文所用，术语“EC50”是指有效浓度，抗体的50％最大应答。如

本文所用，术语“IC50”是指抑制浓度，抗体的50％最大应答。EC50和IC50两者均可以通过

ELISA或FACS分析或本领域已知的任何其他方法进行测量。

[0128] 在一个实施方案中，抗PD1抗体和其片段或变体对PD‑L1具有下述结合亲和力

(KD)：在约0.001nM至约100nM、约0.002nM至约50nM、约0.005nM至约5nM、约0.01nM至约1nM

或约0.05nM至约0.1nM的范围内。在一个实施方案中，抗体和其片段对PD‑L1具有下述结合

亲和力(KD)：约50nM或更小、约25nM或更小、约20nM或更小、约15nM或更小、约10nM或更小、

约8nM或更小、约6nM或更小、约5nM或更小、约4nM或更小、约3nM或更小、约2nM或更小、约1nM

或更小、约0.9nM或更小、约0.8nM或更小、约0.7nM或更小、约0.6nM或更小、约0.5nM或更小、

约0 .4nM或更小、约0 .3nM或更小、约0 .2nM或更小、约0 .1nM或更小、约0 .09nM或更小、约

0.08nM或更小、约0.07nM或更小、约0.06nM或更小、约0.05nM或更小、约0.04nM或更小、约

0.03nM或更小、约0.02nM或更小、约0.01nM或更小、约0.009nM或更小、约0.008nM或更小、约

0.007nM或更小、约0.006nM或更小、约0.005nM或更小、约0.004nM或更小、约0.003nM或更

小、约0.002nM或更小、或约0.001nM或更小。在一个实施方案中，抗体和其片段对PD‑L1具有

下述结合亲和力(KD)：约10nM、约9nM、约8nM、约7nM、约6nM、约5nM、约4nM、约3nM、约2nM、约
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1nM、约0.9nM、约0.8nM、约0.7nM、约0.6nM、约0.5nM、约0.4nM、约0.3nM、约0.2nM、约0.1nM、

约0 .09nM、约0 .08nM、约0 .07nM、约0 .06nM、约0 .05nM、约0 .04nM、约0 .03nM、约0 .02nM、约

0.01nM、约0.009nM、约0.008nM、约0.007nM、约0.006nM、约0.005nM、约0.004nM、约0.003nM、

约0.002nM、或约0.001nM。

[0129] 在一个实施方案中，本文提供的抗体和片段包含轻链和重链，所述轻链和重链的

每个包含三个CDR区。本发明的PD‑L1抗体的示例性重链CDR序列(HCDR1、HCDR2和HCDR3)提

供于下表1中。本发明的PD‑L1抗体的示例性轻链CDR序列(LCDR1、LCDR2和LCDR3)提供于下

表2中。本发明的PD‑L1抗体的示例性可变区以及全长重链序列和轻链序列提供于下表3中。

[0130] 表1.重链CDR序列

[0131]

[0132] 表2.轻链CDR序列
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[0133]

[0134]

[0135] 表3.重链可变区和轻链可变区以及全长重链氨基酸序列和全长轻链氨基酸序列
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[0136]
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[0137]

说　明　书 23/39 页

26

CN 118388646 A

26



[0138]
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[0139]
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[0140]
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[0141]

[0142] 在一个实施方案中，本发明提供了包含抗体13C5、5G9、5G11、8C6、7B4、4D1、4A8、

8H4、8H3和/或15F1的轻链CDR和重链CDR的抗PD‑L1抗体。本领域技术人员将理解，本文提供

的抗体的重链CDR和轻链CDR可以独立地进行选择或混合和匹配，以形成包含来自本文提供

的抗体的任何重链CDR1、CDR2和CDR3；以及任何轻链CDR1、CDR2和CDR3的抗体或其结合片

段。因此，本发明提供了包含以下项的抗PD‑L1抗体：重链CDR1，其包含选自由SEQ  ID  NO：

81、87、93、99、105、111、117、123、129和135组成的组的氨基酸序列；重链CDR2，其包含选自

由SEQ  ID  NO：82、88、94、100、106、112、118、124、130和136组成的组的氨基酸序列；重链

CDR3，其包含选自由SEQ  ID  NO：83、89、95、101、107、113、119、125、131和137组成的组的氨

基酸序列；轻链CDR1，其包含选自由SEQ  IDNO：84、90、96、102、108、114、120、126、132和138

组成的组的氨基酸序列；轻链CDR2，其包含选自由SEQ  ID  NO：85、91、97、103、109、115、121、

127、133和139组成的组的氨基酸序列；以及轻链CDR3，其包含选自由SEQ  ID  NO：86、92、98、

104、110、116、122、128、134和140组成的组的氨基酸序列。在一个实施方案中，本发明提供

了包含重链CDR区和轻链CDR区的抗PD‑L1抗体，所述重链CDR区和轻链CDR区包含与本文提

供的对应的轻链CDR1、CDR2或CDR3或重链CDR1、CDR2或CDR3具有至少75％、至少80％、至少

81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、

至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少
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98％或至少99％的同源性的氨基酸序列。在一个实施方案中，本发明提供了包含重链CDR区

和轻链CDR区的抗PD‑L1抗体，所述重链CDR区和轻链CDR区包含相对于本文提供的对应的轻

链CDR1、CDR2或CDR3或重链CDR1、CDR2或CDR3具有1、2、3、4、5或6个氨基酸取代、缺失或插入

的氨基酸序列。

[0143] 在一个实施方案中，本发明提供了抗PD‑L1抗体，其包含选自由13C5、5G9、5G11、

8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和/或15F1组成的组的抗体的可变重链和选自由13C5、5G9、

5G11、8C6、7B4、4D1、4A8、8H4、8H3和/或15F1组成的组的的抗体的可变轻链。在一个实施方

案中，本文提供的抗体和片段包含含有下述氨基酸序列的重链可变区：所述氨基酸序列与

选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42和46组成的组的重链可变区具有至

少75％、至少80％、至少81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少

87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、

至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的同源性。在一个实施方案中，本文提供的抗体

和片段包含含有根据SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46或其变体的氨基酸

序列的重链可变区，其中所述变体包含1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个氨基酸取代或缺失或其

组合。在另一个实施方案中，氨基酸取代为保守取代。

[0144] 在一个实施方案中，本文提供的抗体和片段包含含有下述氨基酸序列的轻链可变

区：所述氨基酸序列与选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44或48组成的组

的轻链可变区具有至少75％、至少80％、至少81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少

85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、

至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的同源性。在一个实施方案

中，本文提供的抗体和片段包含含有根据SEQ  ID  NO：4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、

48或其变体的氨基酸序列的轻链可变区，其中所述变体包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多

个氨基酸取代、插入或缺失或其组合。在另一个实施方案中，氨基酸取代为保守取代。

[0145] 本文公开的在CDR或可变轻链区或可变重链区具有一个或多个氨基酸取代、插入、

缺失或其组合的抗PD‑L1抗体保留了不具有氨基酸取代、插入或缺失的对应的抗PD‑L1抗体

的生物活性。因此，本文提供的变体抗PD‑L1抗体保留与PD‑L1的结合。如本文所用，同源性

百分比是指两个参考序列共有的相同氨基酸序列的数目除以氨基酸位置的总数，乘以100。

[0146] 在一些实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体包含保守的氨基酸取代。本领域技术

人员将认识到，保守的氨基酸取代是用具有类似结构或化学特性(例如像类似的侧链)的另

一氨基酸取代一个氨基酸。示例性保守取代在本领域中例如，在Watson等，Molecular 

Biology  of  the  Gene，The  Bengamin/Cummings  Publication  Company，第4版(1987)中进

行了描述。

[0147] 技术人员将理解，可变轻链和可变重链可以独立地选自本文提供的抗体或与本文

提供的抗体混合和匹配。因此，本发明提供了抗PD‑L1抗体，其包含重链可变区，所述重链可

变区与选自由SEQ  ID  NO：2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42和46组成的组的氨基酸序列

具有至少80％的同源性；以及轻链可变区，所述轻链可变区与选自由SEQ  ID  NO：4、8、12、

16、20、24、28、32、36、40、44和48组成的组的氨基酸序列具有至少80％的同源性。

[0148] 在一个实施方案中，本发明提供与本文公开的任何示例性抗体结合相同表位的抗

体。因此，在一个实施方案中，本发明提供了与本文提供的示例性抗体竞争结合PD‑L1的抗
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体。

[0149] 本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段还可以包含Fc区修饰以改变效应子功能。Fc修

饰可以是氨基酸插入、缺失或取代，或者可以是化学修饰。例如，可以进行Fc区修饰以增加

或减少补体结合、增加或减少抗体依赖性细胞毒性，或者增加或减少抗体的半衰期。一些Fc

修饰增加或减少抗体对Fc γ 受体(诸如Fc γ RI、Fc γ RII、Fc γ RIII或FcRn)的亲和力。各种

Fc修饰已经在本领域中，例如，在Shields等，J  Biol .Chem276；6591(2001)；Tai等Blood 

119；2074(2012)；Spiekermann等J  Exp .Med  196；303(2002)；Moore等mAbs  2:2；181

(2010)；Medzihradsky  Methods  in  Molecular  Biology  446；293(2008)；Mannan等Drug 

Metabolism  and  Disposition35；86(2007)；和Idusogie等J  Immunol  164；4178(2000)中

描述。在一些实施方案中，改变了Fc区糖基化模式。在其他实施方案中，通过聚乙二醇化(例

如，通过使抗体或其片段与聚乙二醇(PEG)反应来修饰Fc区。

[0150] 在一个实施方案中，本文提供的抗体或其片段是免疫缀合物，所述免疫缀合物包

含抗PD‑L1抗体或其片段，并且还包含选自包括另外的治疗剂、细胞毒性剂、免疫粘附分子

和显像剂的组的试剂。在一些实施方案中，显像剂选自由放射性标记、酶、荧光标记、发光标

记、生物发光标记、磁性标记和生物素组成的组。在一些实施方案中，显像剂是选自由以下

组成的组的放射性标记：
3H、14C、35S、62Cu、64Cu、89Zr、90Y、99Tc、111In、125I、131I、177Lu、166Ho和

153Sm。在一些实施方案中，治疗剂或细胞毒性剂选自包括以下的组：化学治疗剂、免疫抑制

剂、免疫刺激剂、抗代谢物、烷化剂、抗生素、生长因子、细胞因子、抗血管生成剂、抗有丝分

裂剂、蒽环霉素、毒素和细胞凋亡剂。在一些实施方案中，结合蛋白直接与试剂缀合。在其他

实施方案中，结合蛋白通过接头与试剂缀合。合适的接头包括但不限于本文公开的氨基酸

和多肽接头。接头可以是可裂解的或不可裂解的。

[0151] 在一个实施方案中，本发明提供对PD‑L1和至少一种其他抗原或表位具有特异性

的双特异性或多特异性抗体。可以使用本文提供的结合测定或本领域已知的任何其他结合

测定来测试本文提供的抗PD‑L1抗体和其片段与PD‑L1的结合。

[0152] 除非另外说明，否则本发明的实践采用本领域熟知的并且在以下中描述的常规分

子生物学、细胞生物学、生物化学和免疫学技术：例如，Methods  in  Molecular  Biology，

Humana  Press；Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual,第二版(Sambrook等，1989)；

Current  Protocols  in  Immunology(J .E .Coligan等编，1991)；Immunobiology

(C.A.Janeway和P.Travers，1997)；Antibodies(P.Finch，1997)；Antibodies：a  practical 

approach(D.Catty .编，IRL  Press，1988‑1989)；Monoclonal  antibodies：a  practical 

approach(P.Shepherd和C.Dean编，Oxford  University  Press，2000)；Phage  display：a 

laboratory  manual(C.Barbas  III等Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，2001)；以

及Using  antibodies：a  laboratory  manual(E.Harlow  and  D.Lane(Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press，1999)。

[0153] 在一方面，本发明提供了用于治疗受试者的响应于增强、刺激或引发免疫应答的

疾病或病状的方法。如本文所用，术语“治疗(treatment或treating)”是指治疗性治疗以及

防范性或预防性措施。需要治疗的受试者包括那些已经患有疾病或病状的受试者，以及可

能患疾病或病状并且其目的是预防、延迟或减弱疾病或病状的受试者。如本文所用，术语

“受试者”表示哺乳动物，诸如啮齿动物、猫科动物、犬科动物和灵长类动物。优选地，根据本
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发明的受试者是人。

[0154] 如本文所用，术语“治疗有效量”是指向受试者提供治疗性和/或预防性益处所必

需的化合物或组合物的量。

[0155] 在一方面，抗体和其抗原结合片段可用于治疗实体肿瘤或非实体肿瘤。因此，在一

方面，本发明提供了用于治疗癌症的方法。如本文所用，“癌症”是指哺乳动物中特征通常在

于不受调控的细胞生长的生理病状。癌症的实例包括但不限于癌、淋巴瘤、胚细胞瘤、肉瘤

(包括脂肪肉瘤、骨原性肉瘤、血管肉瘤、内皮肉瘤、平滑肌肉瘤、脊索瘤、淋巴管肉瘤、淋巴

管内皮肉瘤、横纹肌肉瘤、纤维肉瘤、粘液肉瘤、软骨肉瘤)、神经内分泌肿瘤、间皮瘤、滑膜

瘤、神经鞘瘤(schwanoma)、脑膜瘤、腺癌、黑色素瘤和白血病或淋巴恶性肿瘤。此类癌症的

更具体的实例包括鳞状细胞癌(例如上皮鳞状细胞癌)、霍奇金淋巴瘤；非霍奇金淋巴瘤(伯

基特淋巴瘤、小淋巴细胞性淋巴瘤/慢性淋巴细胞性白血病、蕈样真菌病、套细胞淋巴瘤、滤

泡性淋巴瘤、弥漫性大B细胞性淋巴瘤、边缘区淋巴瘤、毛细胞白血病和淋巴浆细胞性白血

病)、淋巴细胞前体细胞的肿瘤(包括B细胞急性淋巴母细胞性白血病/淋巴瘤和T细胞急性

淋巴母细胞性白血病/淋巴瘤)、胸腺瘤、成熟T细胞和NK细胞的肿瘤(包括外周T细胞性白血

病、成人T细胞性白血病/T细胞性淋巴瘤和大颗粒淋巴细胞性白血病)、朗格汉斯细胞组织

细胞增生症、骨髓瘤诸如急性骨髓性白血病(包括成熟的AML、未分化的AML、急性早幼粒细

胞性白血病、急性髓单核细胞性白血病和急性单核细胞性白血病)、骨髓增生异常综合征和

慢性骨髓增生性病症(包括慢性骨髓性白血病、B细胞急性淋巴细胞性白血病/淋巴瘤、T细

胞急性淋巴细胞性白血病/淋巴瘤)、肺癌(lung  cancer)(包括小细胞肺癌、非小细胞肺癌、

肺腺癌和肺鳞状细胞癌小细胞肺癌)、腹膜癌、肝细胞癌、胃癌(gastric  or  stomach 

cancer)(包括胃肠癌)、胰腺癌、成胶质细胞瘤、宫颈癌、卵巢癌、肝癌、膀胱癌、肝细胞瘤、乳

腺癌、结肠癌、直肠癌、结直肠癌、子宫内膜癌或子宫癌、唾液腺癌、肾癌(kidney  or  renal 

cancer)、前列腺癌、外阴癌、甲状腺癌、肝癌(hepatic  carcinoma)、肛门癌、阴茎癌、睾丸

癌、食道癌、胆道肿瘤、尤因氏肿瘤、基底细胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳头状癌、乳头状

腺癌、囊腺癌、髓样癌、支气管癌、肾细胞癌、肝癌(hepatoma)、胆管癌、绒膜癌、精原细胞瘤、

胚胎性癌、维尔姆斯瘤、睾丸肿瘤、肺癌(lung  carcinoma)、膀胱癌、上皮癌、神经胶质瘤、星

形细胞瘤、成神经管细胞瘤、颅咽管瘤、室管膜瘤、松果体瘤、成血管细胞瘤、听神经瘤、少突

神经胶质瘤、脑膜瘤、黑色素瘤、成神经细胞瘤、成视网膜细胞瘤、白血病、淋巴瘤、多发性骨

髓瘤、瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症、骨髓增生异常疾病、重链疾病、神经内分泌肿瘤、神经鞘

瘤和其他癌，以及头颈癌。

[0156] 在一个实施方案中，本文提供的抗体和其片段可用于治疗由传染性病原体引起的

疾病。传染性病原体包括但不限于细菌、真菌、寄生物和病毒病原体。此类传染性病原体的

实例包括以下：葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、链球菌科、奈瑟氏菌科、

球菌、肠杆菌科、肠球菌、耐万古霉素肠球菌、隐球菌、组织胞浆菌病、曲霉菌、假单胞菌科、

弧菌科、弯曲杆菌、巴斯德氏菌科、博代氏杆菌、弗朗西斯氏菌、布鲁氏菌、军团菌科、拟杆菌

科、革兰氏阴性菌、梭菌、棒状杆菌、丙酸杆菌、革兰氏阳性菌、炭疽、放线菌、诺卡氏菌、分枝

杆菌、密螺旋体、疏螺旋体、钩端螺旋体、支原体、尿素原体、立克次体、衣原体、念珠菌、系统

性真菌病、机会性真菌病、原生动物、线虫、吸虫、绦虫、腺病毒、疱疹病毒(包括、例如、单纯

性疱疹病毒和EB病毒以及带状疱疹病毒)、痘病毒、乳多空病毒、肝炎病毒(包括、例如、乙型

说　明　书 30/39 页

33

CN 118388646 A

33



肝炎病毒和丙型肝炎病毒)、乳头瘤病毒、正粘病毒(包括、例如、甲型流感、乙型流感和丙型

流感)、副粘病毒、冠状病毒、小核糖核酸病毒、呼肠孤病毒、披膜病毒、虫媒病毒、布尼亚病

毒、弹状病毒、轮状病毒、呼吸道合胞病毒、人类免疫缺陷病毒和逆转录病毒。示例性传染病

包括但不限于念珠菌病、念珠菌血症、曲霉菌病、链球菌性肺炎、链球菌性皮肤和口咽病状、

革兰氏阴性脓毒症、结核病、单核细胞增多症、流行性感冒、由呼吸道合胞病毒引起的呼吸

道疾病、疟疾、血吸虫病和锥虫病。

[0157] 在一个实施方案中，本文提供的抗体和其片段可用于治疗由T辅助型2(Th2)T细胞

介导的疾病，例如像哮喘、过敏反应或移植物抗宿主病。

[0158] 在一个实施方案中，本文提供的抗体和其片段可用于在有需要的受试者中刺激免

疫应答。例如，在一个实施方案中，抗PD‑L1抗体和其片段可以与目标抗原一起施用，以便用

于引发对所述抗原的免疫应答。目标抗原可以是与病原体(诸如病毒或细菌)相关联的抗

原。因此，在一个实施方案中，本发明提供了包含抗PD‑L1抗体和抗原的疫苗，其中所述疫苗

引发抗原特异性免疫应答。

[0159] 在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体调节调节T细胞功能。CD4+CD25+调节

T细胞是抑制或降低效应T细胞功能的作用的淋巴细胞。术语“调节T细胞”和“Treg”在本文

中可互换使用。在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体阻止或逆转调节T细胞对效应T

细胞细胞因子产生的抑制作用。例如，在一个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体恢复与

调节T细胞接触的效应T细胞产生IFN γ 的能力。

[0160] 在一个实施方案中，本文公开的抗体和其片段可以通过选自以下的至少一种路径

施用至受试者：胃肠外、皮下、肌肉内、静脉内、关节内、支气管内、腹内、囊内、软骨内、腔内、

体腔内、小脑内、脑室内、结肠内、宫颈内、胃内、肝内、心肌内、骨内、骨盆内、心包内、腹膜

内、胸膜内、前列腺内、肺内、直肠内、肾内、视网膜内、脊柱内、滑膜内、胸腔内、鼓室内、子宫

内、膀胱内、玻璃体内、快速注射、结膜下、经阴道、经直肠、经颊、舌下、鼻内、肿瘤内和经皮

肤。

[0161] 在一个实施方案中，本文公开的抗体和其片段可以与一种或多种另外的治疗剂组

合施用至有需要的受试者。在一个实施方案中，可以在向受试者施用另外的治疗剂之前、期

间和/或之后将抗体和其片段施用至受试者。在一个实施方案中，另外的治疗剂是化学治疗

剂、放射治疗剂、细胞因子、抗体或其片段或指示待治疗的疾病的任何其他另外的治疗剂。

在一个实施方案中，当一起施用时，无论是同时施用还是依序施用，抗PD‑L1抗体和另外的

治疗剂均显示出治疗性协同作用。在一个实施方案中，抗PD‑L1抗体和另外的治疗剂以单独

的制剂施用。在另一个实施方案中，抗PD‑L1抗体和另外的治疗剂以相同的制剂施用。在一

个实施方案中，本文提供的抗PD‑L1抗体和片段增强一种或多种另外的治疗剂的免疫调节

作用。在另一个实施方案中，一种或多种另外的治疗剂增强抗PD‑L1抗体或其片段的作用。

[0162] 本发明提供分离的抗体和其抗原结合片段，以及编码所述抗体和片段的核酸，以

及包含所述分离的抗体、片段和核酸的组合物。术语“分离的”是指已经从其天然环境中分

离的目标化合物(例如，抗体或核酸)。本发明还提供了药物组合物，所述药物组合物包含分

离的抗体或其片段，或编码所述抗体或片段的核酸，并且还包含一种或多种药学上可接受

的载体。药学上可接受的载体包括，例如，赋形剂、稀释剂、包封材料、填充剂、缓冲剂或其他

试剂。
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[0163] 除非另外特别说明，否则单数的使用包括复数。除非另外特别说明，否则词语“一

个(a)”或“一个(an)”意指“至少一个”。除非另外说明，否则“或”的使用意指“和/或”。短语

“至少一个”的含义等同于短语“一个或多个”的含义。此外，术语“包括(including)”以及其

他形式诸如“包括(includes)”和“包括(included)”的使用不是限制性的。此外，除非另外

特别说明，否则术语诸如“要素”或“组分”包括包含一个单元的元素或组分以及包含多于一

个单元的元素和组分。

[0164] 尽管为了清楚理解的目的，已经通过举例说明和实施例相当详细地描述了前述发

明，但是根据本发明的教义，本领域的普通技术人员将显而易见的是，可另外对本发明进行

某些改变和修改而不背离所附权利要求的精神和范围。以下实施例仅以说明方式提供，而

并不起限制作用。本领域的技术人员将容易地识别多种非关键性参数，所述参数可发生改

变或修改以产生基本上类似的结果。

实施例

[0165] 实施例1：hPD‑L1单克隆抗体的产生

[0166] 使用hPD‑L1‑HisTag和hPD‑L1‑mFc对小鼠的免疫

[0167] 为了产生针对人PD‑L1的抗体，编码与组氨酸标签(hPD‑L1‑HisTag，SEQ  ID  NO：

143和144)、小鼠Fc(hPD‑L1‑mFc，SEQ  ID  NO：145和146)和人Fc标签(hPD‑L1‑hFc，SEQ  ID 

NO：147和148)融合的hPD‑L1的细胞外结构域的开放阅读框的cDNA通过PCR获得，并且分别

被亚克隆到表达载体pcDNA3.1(Invitrogen目录号：V‑790)中。在freestyle  293细胞中瞬

时表达后，用NTA柱(GE  healthcare)纯化hPD‑L1‑HisTag，用蛋白G柱(GE  healthcare)纯化

hPD‑L1‑mFc和hPD‑L1‑hFc。

[0168] 使用用等体积的弗氏完全/不完全佐剂乳化的重组体hPD‑L1‑HisTag蛋白(100μg/
小鼠)或hPD‑L1‑mFc每2周皮下免疫BALB/cJ小鼠，持续6周。融合前3天，通过静脉内注射不

含佐剂的抗原来加强小鼠。使用PEG  Hybri‑Max(Sigma  Inc.，目录号：7181)将来自免疫小

鼠的脾细胞(1×108)与SP2/0骨髓瘤细胞(1.5×107)融合。融合后，将细胞以0.1ml/孔分配

到96孔板中，并且在37℃、5％CO2的培养箱中进行孵育。在第1天，通过向每孔添加另外的

0.1ml含有血清和HAT加2×甲氨蝶呤的培养基来饲养细胞。在第3天和第7天，用0.1ml新鲜

的HT培养基替换来自每个孔的0 .1ml培养基。通常在第9‑14天之间进行筛选，并且通过

ELISA针对与hPD‑L1‑hFc反应的抗体测试培养物上清液。

[0169] 为了克隆所选择的杂交瘤细胞，进行四次有限稀释。将杂交瘤细胞培养在含有

10％胎牛血清、1％青霉素/链霉素、2％  L‑谷氨酰胺和1％调整的NaHC03溶液的杜尔贝科氏

改良伊格尔培养基(Dulbecco 'sModified  Eagle 's  medium) (GIBCO；Invitrogen 

Corporation，Carlsbad，Calif .)中。然后将所选择的杂交瘤细胞适应于无血清培养基中，

并且使用蛋白G柱(GE  healthcare)从上清液中纯化抗体。用PBS洗涤后，使用0.1M甘氨酸pH 

3.0洗脱结合的抗体，然后使用2.0M  Tris进行pH中和。将Ultra‑15离心浓缩器(Amicon)用

于缓冲液交换和抗体浓缩。

[0170] 实施例2：抗PD‑L1抗体cDNA序列克隆和人源化

[0171] 免疫球蛋白cDNA的克隆

[0172] 使用通过RNeasy微型试剂盒(Qiagen，目录号：74104)从产生hPD‑L1抗体的杂交瘤
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细胞系中分离的总RNA作为模板来根据制造商的说明书、用 II逆转录酶

(Life  Technology，目录号：18064‑14)合成第一链cDNA。然后使用简并小鼠IgG引物在50μl
体积的反应混合物中使cDNA产物经受PCR(Kettleborough  CA等，European  Journal  of 

Immunology  23：206‑211(1993)，Strebe  N等，Antibody  Engineering  1:3‑14(2010))。反

应在S1000TM热循环仪(Bio‑Rad，目录号：184‑2000)中进行，进行如下的循环30次：94℃，变

性1.5分钟；50℃，退火1分钟；以及72℃，合成1分钟。在第30个循环结束时，将反应混合物在

72℃下再温育7分钟以进行延伸。

[0173] 将PCR混合物在含有0.5μg/ml溴化乙锭的1％琼脂糖/Tris‑硼酸盐凝胶中经受电

泳。从凝胶上切下具有预期大小(重链和轻链大约450bp)的DNA片段并且对其进行纯化。将3

μl纯化的PCR产物克隆到pMD‑18T载体(Takara，目录号：D101A)中，并且转化到One 

TOP10化学感受态大肠杆菌(Invitrogen，目录号：C4040‑03)中。通过菌落PCR使用通用M13

正向引物和反向引物筛选克隆，并从每个反应中选择10个阳性克隆用于使用M13正向引物

和M13反向引物在两个方向上进行DNA测序。

[0174] 从对应的杂交瘤克隆扩增抗体的重链可变区序列和轻链可变区序列m4A8(SEQ  ID 

NO：25‑28)、m4D1(SEQ  ID  NO：21‑24)、m5G9(SEQ  ID  NO：5‑8)、m5G11(SEQ  ID  NO：9‑12)、

m8C6(SEQ  ID  NO：13‑16)、m8H3(SEQ  ID  NO：33‑36)、m8H4(SEQ  ID  NO：29‑32)、m7B4(SEQ  ID 

NO：17‑20)、m13C5(SEQ  ID  NO：1‑4)和m15F1(SEQ  ID  NO：37‑40)。这些抗体显示出所需的功

能，诸如阻断PD‑L1与PD‑1的结合，以及增强T细胞活化和细胞因子释放。

[0175] 嵌合5G11和13C5抗体的构建和表达

[0176] 通过将小鼠VL区的PCR克隆的cDNA分别连接到人κ链恒定区来构建8C6、8H4、5G11

和13C5嵌合轻链(分别为SEQ  ID  NO：52、56、62和68)。通过将小鼠VH区的PCR克隆的cDNA连

接到人IgG1和IgG4恒定区来构建8C6、8H4、5G11和13C5嵌合重链(SEQ  ID  NO：50(8C6‑

IgG4)、54(8H4‑IgG4)、58(5G11‑IgG1)、60(5G11‑IgG4)、64(13C5‑IgG1))。使用设计为向轻

链和重链两者添加前导序列的PCR引物修饰小鼠cDNA序列的5'端。

[0177] 将Freestyle  293细胞(200mL，在106/mL下)用100μg的每种嵌合重链表达质粒和

轻链表达质粒进行转染并且将其培养6天。然后用蛋白G柱(GE  healthcare)纯化上清液中

的嵌合抗体。通过ELISA和Biacore测量嵌合抗体与PD‑L1的结合，并且表明嵌合抗体以与鼠

类亲本抗体的亲和力相当的亲和力结合PD‑L1。

[0178] 抗体人源化设计

[0179] 5G11和13C5抗体使用CDR移植方法进行人源化(参见，例如，美国专利号5 ,225 ,

539)。将鼠类抗体5G11和13C5的轻链可变链序列和重链可变链序列与结构生物信息学研究

合作实验室(RCSB)蛋白质数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/igblast.cgi)

中可获得的那些相比。基于具有最高序列同源性的VH结构和VL结构分别产生5G11和13C5的

模型。

[0180] 通过搜索国际免疫遗传信息系统网站(http://www.imgt.org/3Dstructure‑DB/

cgi/DomainGapAlign.cgi)从与小鼠5G11和13C5抗体具有高序列同源性的人抗体种系中选

择用小鼠5G11和13C5抗体的VH和VL中的互补决定区(CDR)嫁接的模板人抗体。对于5G11，所

选择的模板人VH是IGHV2‑5*10和IGHJ4*01的组合，并且所选择的模板人VL是IGKV1‑33*01和
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IGKJ2*01的组合。对于13C5，所选择的模板人VH是IGHV3‑21*04和IGHJ4*01的组合，并且所选

择的模板人VL是IGKV7‑3*01和IGKJ2*01的组合。

[0181] 上述模板人抗体的CDR氨基酸序列被杂交瘤(小鼠)5G11(SEQ  ID  NO：93‑98)和

13C5(SEQ  ID  NO：81‑86)抗体的CDR取代。用来自小鼠5G11和13C5抗体的VH和VL的必需氨基

酸序列嫁接上述模板人抗体VH和VL的框架，以得到功能性人源化抗体。对于5G11和13C5的

VH和VL，上述模板人抗体的框架氨基酸的几个位点被回复突变为小鼠5G11和13C5抗体中对

应的氨基酸序列。对于人源化5G11抗体的轻链可变区，在位置60处的氨基酸从Ser(S)突变

为Asp(D)，并且在位置67处的氨基酸从Ser(S)突变为Tyr(Y)；并且对于人源化5G11抗体的

重链可变区，在位置24处的氨基酸从Phe(F)突变为Val(V)，在位置49处的氨基酸从Ala(A)

突变为Gly(G)，在位置73处的氨基酸从Thr(T)突变为Asn(N)，并且在位置83处的氨基酸从

Thr(T)突变为Asn(N)。对于人源化13C5的轻链可变区，在位置53处的氨基酸从Tyr(Y)突变

为Lys(K)；并且对于人源化13C5的重链可变区，在位置28处的氨基酸从Thr(T)突变为Ile

(I)，在位置30处的氨基酸从Ser(S)突变为Arg(R)，在位置49处的氨基酸从Ser(S)突变为

Ala(A)，并且在位置94处的氨基酸从Tyr(Y)突变为Asp(D)。人源化5G11的VH和VL的氨基酸

序列分别作为SEQ  ID  NO：42和44提供；编码人源化5G11的VH和VL的DNA序列分别作为SEQ 

ID  NO：41和43提供。人源化13C5的VH和VL的氨基酸序列分别作为SEQ  ID  NO：46和48提供)；

编码人源化13C5的VH和VL的DNA序列分别作为SEQ  ID  NO：45和47提供。

[0182] 人源化抗体5G11和13C5的完整轻链的氨基酸序列分别作为SEQ  ID  NO：74和80提

供。编码全长人源化5G11和13C5的DNA序列分别作为SEQ  ID  NO：73和79提供。产生了人源化

5G11和13C5抗体的IgG1和IgG4型式。IgG1恒定区携带D265A突变(Clynes  R等，Nature 

Medicine  6：443‑446(2000))，而IgG4恒定区具有F234A和L235A双突变(Xu  D等，Cellular 

Immunology  200：16‑26(2000))。人源化抗体5G11‑hIgG1的全长IgG1重链的DNA序列和氨基

酸序列分别作为SEQ  ID  NO：69和70提供。人源化抗体5G11‑hIgG4的全长IgG4重链的DNA序

列和氨基酸序列分别作为SEQ  ID  NO：71和72提供。人源化抗体13C5‑hIgG1的全长IgG1重链

的DNA序列和氨基酸序列分别作为SEQ  ID  NO：75和76提供。人源化抗体13C5‑hIgG4的全长

IgG4重链的DNA序列和氨基酸序列分别作为SEQ  ID  NO：77和78提供。

[0183] 人源化5G11和13C5抗体的构建和表达

[0184] 合成编码人源化5G11和13C5抗体轻链和重链的DNA并且将所述DNA克隆到表达载

体pcDNA3.1(Invitrogen，目录号：V‑790)中。将Freestyle  293细胞(200mL，在106/mL下)用

100μg的每种人源化重链表达质粒和轻链表达质粒进行转染并且将其培养6天。然后用蛋白

G柱(GE  healthcare)纯化上清液中的人源化抗体。

[0185] 通过Biacore分析测量PD‑L1与PD‑L1抗体之间的结合动力学，所述Biacore分析在

25℃下在Biacore  3000仪器上进行并且以1Hz的数据收集速率进行记录。将多克隆兔抗小

鼠IgG(GE，BR‑1008‑38)用10mM  pH  5 .0的乙酸钠进行稀释，并且使用胺偶联试剂盒(GE，

BR10050)固定到CM5生物传感器芯片的参考流动池和实验流动池上达到约15000RU。在每个

循环的开始，将稀释的测试抗体(1.5μg/mL)注射在实验流动池上，持续1分钟以被捕获。PD‑

L1分析物系列通过以下方式制备：用运行缓冲液将母液稀释至100nM，然后在相同缓冲液中

进行2X系列稀释以降至0.78nM。将分析物以30μL/分钟的流速在参考流动池和实验流动池

上连续注射3分钟。使运行缓冲液(含有0.05％  P20的PBS)以30μL/分钟的流速流过10分钟。
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在每个循环结束时，以10μL/分钟的流速用10mM  pH1.7甘氨酸‑HCl缓冲液的3分钟注射来再

生生物传感器表面。对于每个分析物样品注射(即每个循环)，通过减去同时记录的来自参

考表面的响应，然后另外减去来自单一参考的运行缓冲液样品的响应来双重参考从实验生

物传感器表面获得的结合响应。通过使用Biaevaluation  4.0软件将整个滴定系列的双重

参考的传感图(sensorgram)拟合至Langmuir模型(1:1)来同时测定缔合速率常数和解离速

率常数(ka和kd)。通过KD＝kd/ka的关系由所确定的速率常数来计算解离常数KD。抗PD‑L1

抗体与人PD‑L1和食蟹猴PD‑L1(cyno‑PD‑L1)的结合亲和力总结在表4中。

[0186] 表4.抗PD‑L1抗体的PD‑L1结合亲和力

[0187]

[0188]

[0189] 实施例3：抗PD‑L1抗体的基于ELISA的结合分析

[0190] ELISA结合分析基于人PD‑L1‑mFc(用于嵌合抗体和人源化抗体检测)和PD‑L1‑hFc

蛋白(用于杂交瘤抗体检测)进行。将96孔板(Costar，目录号：9018)在4℃下用100μL的2μg/
ml  PD‑L1‑mFc(Crownbio)的包被缓冲液PBS(Hyclone，目录号：SH30256.01B)包被过夜。抽

吸孔，并且通过添加200μL阻断缓冲液(具有1％(w/v)牛血清白蛋白(BSA，Roche，目录号：

738328)的PBS)并且在37℃下孵育1小时来封闭非特异性结合位点。用洗涤缓冲液(具有

0.05％(v/v)吐温20(Sigma，目录号：P1379)的PBS)洗涤平板三次后，添加100μL/孔的杂交

瘤抗PD‑L1抗体(图1)、嵌合抗PD‑L1抗体(图2)或人源化抗PD‑L1抗体(图3)在阻断缓冲液中

的1:10连续稀释液(从20μg/mL开始)并且在室温下孵育1小时。洗涤所述平板并用100μL/孔
的在阻断缓冲液中的山羊抗小鼠IgG(H+L)(Thermo，目录号：31432)孵育60分钟。洗涤所述
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平板后，添加100μL/孔的底物溶液TMB(eBioscience，目录号：00‑4201‑56)并将所述平板在

室温下温育2min。添加100μL/孔的停止溶液(2N  H2SO4)以停止反应。产生比色信号并且使用

Auto  Plate  SpectraMax  Plus(供应商：Moleculer  Devices；型号：MNR0643；软件：SoftMax 

Pro  v5.4)在450nm处读取所述比色信号。使用GraphPad  Prism  5分析数据，并计算EC50(图

1‑3；表5‑7)。这些数据表明，如通过ELISA测量的，抗PD‑L1抗体(杂交瘤、嵌合的和人源化

的)结合PD‑L1。

[0191] 表5.抗PD‑L1杂交瘤单克隆抗体与PD‑L1的基于ELISA的结合EC50

[0192] 杂交瘤抗体 m5G11 m7B4 m4D1 m8H4 m13C5

EC50  ng/ml 45.9 31.42 7.14 29.04 65.1

杂交瘤抗体 m8C6 m5G9 m4A8 m8H3 m15F1

EC50ng/ml 18.2 31.2 57.6 48.7 48.7

[0193] 表6.抗PD‑L1嵌合抗体与PD‑L1的基于ELISA的结合EC50

[0194]

[0195] 表7.人源化抗PD‑L1抗体与PD‑L1的基于ELISA的结合EC50

[0196]

[0197] 通过阻断生物素化的人PD‑L1‑mFc与人PD‑1‑hFc的结合进行基于ELISA的配体阻

断分析。将PD‑1‑hFc抗原(Crownbio)悬浮于PBS缓冲液(2ug/ml，100ul/孔)中并在96孔板

(Costar，目录号：9018)上在4℃下包被过夜。抽吸孔，并且通过添加200μL阻断缓冲液(具有

1％(w/v)牛血清白蛋白(BSA，Roche，目录号：738328)的PBS)并且在37℃下孵育1小时来封

闭非特异性结合位点。用洗涤缓冲液(具有0.05％(v/v)吐温20(Sigma，目录号：P1379)的

PBS)洗涤平板三次后，添加100μL/孔的杂交瘤抗PD‑L1抗体(图4)、嵌合抗PD‑L1抗体(图5)

或人源化抗PD‑L1抗体(图6)在阻断缓冲液中的1:3连续稀释液(从20μg/mL开始)并且在37

℃下孵育1小时。然后向每个孔添加100μl  PDL‑1‑mFc‑生物素(0.1μg/ml)，并在37℃下孵育

2h。将所述平板洗涤3次后，添加第二抗体(Avidin  HRP  eBioscience目录号：E07418‑1632，

1:500，100μl/孔)，并在37℃下孵育0.5小时。洗涤所述平板后，添加100μL/孔的底物溶液

TMB(eBioscience，目录号：00‑4201‑56)，并将所述平板在室温下温育3min。添加100μL/孔
的停止溶液(2N  H2SO4)以停止反应。产生比色信号并且使用Auto  Plate  SpectraMax  Plus

(供应商：Moleculer  Devices；型号：MNR0643；软件：SoftMax  Pro  v5.4)在450nm处读取所

述比色信号。使用GraphPad  Prism  5分析数据，并计算IC50(图4‑6；表8‑10)。这些数据表

明，如通过ELISA测量的，抗PD‑L1抗体(杂交瘤、嵌合的和人源化的)可以阻断PD‑1与细胞表

面上的PD‑L1的结合。

[0198] 表8.抗PD‑L1杂交瘤单克隆抗体抑制PD‑1与固体表面上的PD‑L1的结合的IC50
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[0199]

[0200] 表9.抗PD‑L1嵌合抗体抑制PD‑1与固体表面上的PD‑L1的结合的IC50

[0201]

[0202] 表10.人源化抗PD‑L1抗体抑制PD‑1与固体表面上的PD‑L1的结合的IC50

[0203] 人源化抗体 hu5G11‑hIgG1 hu5G11‑hIgG4 hu13C5‑hIgG1 hu13C5‑hIgG4

IC50(ng/ml) 793.6 822.5 1202.6 1192.4

[0204] 实施例4：抗PD‑L1抗体的基于细胞的结合分析

[0205] 基于与稳定表达PD‑L1的293T细胞系(PD‑L1‑293T)的结合进行抗PD‑L1抗体的细

胞结合分析。将2x105个293T‑PD‑L1细胞添加到96孔培养板的各孔中，并与指示抗体(20μg/
ml，1:5的稀释度)在4℃下孵育1h。将细胞用FACS缓冲液洗涤三次后，以100μl/孔将第二抗

体(PE山羊抗小鼠：1:200；PE小鼠抗人：1:10)添加到细胞，并在4℃下孵育40min。将细胞用

FACS缓冲液洗涤三次并通过FACS阵列进行分析。杂交瘤抗体的结合在图7a和7b中示出。嵌

合抗体的结合在图8中示出。人源化抗体的结合在图9中示出。针对杂交瘤抗体、嵌合抗体和

人源化抗体的计算的EC50分别示于下表11、12和13中。这些数据表明，如通过FACS分析测量

的，抗PD‑L1抗体(杂交瘤、嵌合的和人源化的)结合PD‑L1。

[0206] 表11.抗PD‑L1杂交瘤单克隆抗体与细胞表面上的PD‑L1的EC50

[0207] 杂交瘤抗体 m4D1 m4A8 m5G11 m8H4 m8H3

EC50  ng/ml 36.07 67.83 35.94 43.49 50.81

           

杂交瘤抗体 m8C6 m9G9 m7B4 m13C5 m15F1

EC50ng/ml 40.97 33.7 47.41 45.29 47.8

[0208] 表12.抗PD‑L1嵌合抗体与细胞表面上的PD‑L1的EC50

[0209] 嵌合抗体 ch13C5  hIgG1 ch5G11  hIgG1 ch5G11  hIgG4

EC50  ng/ml 75.75 58.26 89.68

[0210] 表13.人源化抗PD‑L1抗体与细胞表面上的PD‑L1的EC50

[0211] 人源化抗体 hu5G11‑hIgG1 hu5G11‑hIgG4 hu13C5‑hIgG1 hu13C5‑hIgG4

EC50  ng/ml 47.93 54.33 80.01 80.39

[0212] 也研究了抗PD‑L1抗体对PD‑1与细胞表面上的PD‑L1的结合的影响。简言之，将PD‑

L1‑293T细胞悬浮于FACS缓冲液(具有3％胎牛血清的PBS)中。将不同浓度的杂交瘤抗PD‑L1

抗体(图10)、嵌合抗PD‑L1抗体(图11)或人源化抗PD‑L1抗体(图12)添加到细胞悬浮液中，

并在96孔板中在4℃下孵育60分钟。然后将生物素标记的PD‑L1蛋白添加到孔并在4℃下孵
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育60分钟。将细胞用PBS洗涤3次，并与小鼠抗生物素PE(Biolegend，目录号409004)一起孵

育。然后通过使用FACS阵列的流式细胞术分析检测细胞相关的荧光。通过染色的平均荧光

强度(MFI)来测量抗PD‑L1抗体对PD‑1与PD‑L1‑293T的结合的影响。抗PD‑L1杂交瘤抗体对

PD‑1结合的抑制在图10a和10b中示出。抗PD‑L1嵌合抗体对PD‑1结合的抑制在图11中示出。

抗PD‑L1人源化抗体对PD‑1结合的抑制在图12中示出。针对杂交瘤抗体(表14)、嵌合抗体

(表15)和人源化抗体(表16)计算的IC50在下表中示出。这些数据表明，如通过FACS分析测

量的，抗PD‑L1抗体(杂交瘤、嵌合的和人源化的)可以阻断PD‑1与细胞表面上的PD‑L1的结

合。

[0213] 表14.抗PD‑L1杂交瘤单克隆抗体抑制PD‑1与细胞表面上的PD‑L1的结合的IC50

[0214] 杂交瘤抗体 mIgG1 m4D1 m5G11 m13C5 m7B4 m8H4

IC50  ng/ml NA 27.3 16.3 28.9 38.1 30.6

             

杂交瘤抗体 m4A8 m5G9 m8C6 m8H3 m15F1  

IC50ng/ml 29.1 49.1 8.2 33.6 21.1  

[0215] 表15.抗PD‑L1嵌合抗体抑制PD‑1与细胞表面上的PD‑L1的结合的IC50

[0216]

[0217] 表16.人源化抗PD‑L1抗体抑制PD‑1与细胞表面上的PD‑L1的结合的IC50

[0218]

[0219] 实施例5：抗PD‑L1抗体对混合淋巴细胞反应中T细胞活化的影响

[0220] 采用混合淋巴细胞反应来证明鼠类抗PD‑L1抗体(图13a、13b)、嵌合抗PD‑L1抗体

(图14a、14b)或人源化抗PD‑L1抗体(图15a、15b)在阻断淋巴细胞效应细胞中的PD‑L1/PD‑1

途径中的作用。在存在或不存在人源化抗PD‑L1抗体的情况下测试测定中的T细胞的IFN‑ γ
和IL‑2分泌。

[0221] 使用CD4+阴性选择分离试剂盒(Mitenyi  Biotech，目录号130‑091‑155)从人PBMC

中纯化人CD4+T细胞。未成熟的树突细胞(DC)衍生自使用Mo‑DC产生工具盒(Miltenyi，目录

号130‑093‑568)从人PBMC分离的单核细胞。将细胞用Mo‑DC分化培养基培养7天，然后用Mo‑

Dc成熟培养基诱导2天成为成熟DC。为了建立MLR，对于每个反应，添加105个纯化的T细胞和

104个同种异体成熟DC细胞，总体积为200μl。测试抗体在如图13a、13b、14a、14b、15a和15b

中所示的不同浓度(即20μg/mL、2μg/mL、0.2μg/mL、0.02μg/mL和0.002μg/mL)下进行测定。

无抗体或同种型对照抗体被用作阴性对照。将细胞在37℃下培养5天。在第6天，使用IL‑

2ELISA试剂盒(eBioscience)和hIFN‑ γ ELISA试剂盒(R&D，目录号DY285)测量培养基中

IFN‑ γ 和IL‑2的水平。IL‑2分泌的结果在图13a、14a和15a中示出，并且IFN‑ γ 分泌的结果

在图13b、14b和15b中示出。研究结果表明，杂交瘤抗PD‑L1抗体、嵌合抗PD‑L1抗体和人源化
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抗PD‑L1抗体以浓度依赖性方式促进T细胞IFN‑ γ 和IL‑2分泌。相反，含有同种型对照抗体

的培养物不显示IFN‑ γ 和IL‑2分泌的增加。

[0222] 实施例6：抗PD‑L1抗体对T调节细胞的功能的影响

[0223] T调节细胞(CD4+、CD25+)是抑制免疫应答的淋巴细胞。在存在或不存在嵌合抗PD‑

L1抗体或人源化抗PD‑L1抗体的情况下测试T调节细胞对MLR中T效应细胞的细胞因子分泌

的影响。使用调节T细胞分离试剂盒(Miltenyi  Biotec，目录号130‑091‑301)从PBMC中纯化

T调节细胞(CD4+CD25+)。未成熟的树突细胞(DC)衍生自使用Mo‑DC产生工具盒(Miltenyi，

目录号130‑093‑568)从人PBMC分离的单核细胞。将细胞用Mo‑DC分化培养基培养7天，然后

用Mo‑Dc成熟培养基诱导2天成为成熟DC。以4:1的CD4+CD25‑与T调节细胞比率将T调节细胞

添加到含有纯化的CD4+CD25‑T细胞和同种异体树突细胞的混合淋巴细胞反应中。例如：向反

应添加1x10^5个细胞/孔的CD4+CD25‑细胞、1x10^4个细胞/孔的mDC以及0.25x10^5个细胞/

孔的CD4+CD25+细胞。将抗体以10μg/ml的浓度添加至每个反应。无抗体或同种型对照抗体被

用作阴性对照。将细胞在37℃下培养5天。在第5天，取50μl培养基以检测IL‑2和IFN‑ γ 浓

度。在用50μl培养基增补每个孔后，将细胞再培养2天，然后通过CTG(Promega，G7573)分析

细胞增殖。使用hIFN‑ γ ELISA试剂盒 (R&D，目录号DY285)和IL‑2ELISA试剂盒

(eBioscience)测量培养基中IFN‑ γ 和IL‑2的水平。如图16所示，嵌合抗PD‑L1抗体和人源

化抗PD‑L1抗体ch‑13C5‑hIgG1、ch‑13C5‑hIgG4、hu‑13C5‑IgG1、hu‑13C5‑IgG4、ch‑5G11‑

IgG1、ch‑5G11‑IgG4、hu‑5G11‑IgG1和hu‑5G11‑IgG4可以降低Treg细胞对CD4+CD25‑T效应细

胞的IFN‑ γ 分泌的抑制作用，这表明抗PD‑L1抗体可以调节T调节细胞的免疫遏制功能。

[0224] 实施例7：人源化抗PD‑L1抗体对自体T细胞活化的影响

[0225] 在本实施例中，检查了通过抗PD‑L1抗体阻断PD‑1/PD‑L1途径对T细胞活化的影

响。在存在自体单核细胞衍生的树突细胞(DC)的情况下，用1μg/ml可溶性抗CD3抗体(R&D，

目录号MAB100)活化纯化的人CD4+T细胞(Mitenyi  Biotech，目录号130‑091‑155)。在存在

或不存在滴定的抗PD‑L1抗体的情况下活化三天后，收获培养基并且用ELISA测量IFN γ 的

浓度。结果在图17中示出，并且表明通过人源化抗PD‑L1抗体进行的PD‑L1阻断增强了T细胞

的IFN‑ γ 分泌。

[0226] 实施例8：通过人源化抗PD‑L1抗体增强对破伤风类毒素激发的人T细胞召回应答

[0227] 为了研究通过用抗PD‑L1抗体阻断PD‑1/PD‑L1途径是否调节抗原特异性T细胞受

体触发，采用人T细胞召回测定，使用破伤风类毒素(TT)抗原刺激健康TT免疫的供体血液中

预先存在的记忆T细胞。为此，将来自最近[<1年]TT免疫的供体的新鲜PBMC以4x  10^5个细

胞/孔接种到使用RPMI1640(Invitrogen，cat#A10491‑01)的96孔圆底板(costar，目录号

3799)中，所述RPMI1640增补有80U/ml青霉素、80g/ml链霉素和30％自体血清，添加有各种

浓度的人源化5G11或13C5，并且用0.1ug/ml  SEB和1μg/ml  TT(Astarte  Biologies)刺激所

述新鲜PBMC。在37℃、5％CO2下共培养7天后，收获上清液并测量IFN‑ γ 的浓度。图18a和18b

提供了使用来自两个单独供体的PBMC的测定结果。研究结果表明，与单独TT抗原相比，用抗

PD‑L1抗体的PD‑L1阻断使得记忆性T细胞的IFN‑ γ 分泌增强。

[0228] 总之，人源化5G11和13C5抗体在人源化过程中保留了其亲本抗体的功能活性。
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