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抗前蛋白转化酶枯草溶菌素抗前蛋白转化酶枯草溶菌素 99 单克隆抗体的体外活性表征单克隆抗体的体外活性表征**

朱馨婷，韩 冷，郭 澄，杨全军△

（上海交通大学医学院附属第六人民医院，上海 200233）
摘要摘要：：目的 探讨托莱西单抗、依洛尤单抗和阿利西尤单抗与前蛋白转化酶枯草溶菌素 9（PCSK9）的亲和力。方法 采用表面等离子

共振法和生物膜层干涉法检测托莱西单抗、依洛尤单抗、阿利西尤单抗 3 种 PCSK9 抑制剂对 PCSK9 的亲和力；采用免疫印迹法

（Western blot）法检测 HepG2 细胞中低密度脂蛋白受体（LDLR）的表达水平，考察不同质量浓度（0，6，60，180 μg / mL）托莱西单抗阻

断重组人 PCSK9（D374Y）与 LDLR 的结合能力。结果 表面等离子共振法和生物膜层干涉法测得托莱西单抗与 PCSK9 的平衡解离

常数分别为 2. 90 × 10 - 10 mmol / L 和 5. 05 × 10 - 10 mmol / L；托莱西单抗与重组人 PCSK9（D374Y）的亲和力是依洛尤单抗的 1. 85倍、

2. 57倍，是阿利西单抗的 5. 38倍、4. 71倍。托莱西单抗阻断重组人 PCSK9（D374Y）与 LDLR结合的半数抑制浓度（IC50）为 64. 42 nmol / L，
与重组人 PCSK9（D374Y）结合恢复低密度脂蛋白胆固醇（LDL - C）内吞作用的半数最大效应浓度（EC50）分别为（15. 03 ± 0. 63）μg / mL
和（7. 22 ± 0. 16）μg / mL；Western blot法试验结果显示，不同质量浓度（0，6，60，180 μg / mL）托莱西单抗中 HepG2细胞灰度值分别为

0. 76，0. 83，3. 21，3. 28。结论 托莱西单抗与 PCSK9的亲和力强于阿利西尤单抗和依洛尤单抗，能阻止 LDLR的降解，从而浓度依赖

性地增加肝细胞表面 LDLR的表达。

关键词关键词：：前蛋白转化酶枯草溶菌素 9；托莱西单抗；依洛尤单抗；阿利西尤单抗；抗体亲和力；体外活性

Characterization of in Vitro Activity of PCSK9 Monoclonal Antibodies
ZHU Xinting，HAN Leng，GUO Cheng，YANG Quanjun

（Shanghai Sixth People's Hospital Affiliated to Shanghai Jiao Tong University School of Medicine，Shanghai，China 200233）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the affinity of tafolecimab，evolocumab and alirocumab to proprotein convertase subtilisin / kexin
type 9 （PCSK9）. Methods The affinity of three PCSK9 monoclonal antibodies （tafolecimab，evolocumab and alirocumab） for
PCSK9 was examined by the surface plasmon resonance and biolayer interferometry methods. The expression level of low - density
lipoprotein receptor（LDLR） in HepG2 cells was detected by the Western blot，and the ability of different mass concentrations（0，
6，60，180 μg / mL） of tafolecimab to block recombinant human PCSK9（D374Y） binding to LDLR was investigated. Results The
equilibrium dissociation constants of tafolecimab with PCSK9 determined by the surface plasmon resonance and biolayer
interferometry methods were 2. 90 × 10 - 10 mmol / L and 5. 05 × 10 - 10 mmol / L，respectively. The affinity of tafolecimab to
recombinant human PCSK9（D374Y）was 1. 85 times and 2. 57 times higher than that of evolocumab，and 5. 38 times and 4. 71 times
higher than that of alirocumab. The half maximal inhibitory concentration （IC50） of tafolecimab for blocking the binding of
recombinant human PCSK9 （D374Y） to LDLR was 64. 42 nmol / L. The concentration for 50% of maximal effect （EC50） of
tafolecimab for restoring low - density lipoprotein cholesterin（LDL - C） endocytosis by binding human PCSK9 and recombinant
human PCSK9 （D374Y） was （15. 03 ± 0. 63） μg / mL and （7. 22 ± 0. 63） μg / mL，respectively. Western blot test results
showed that the grayscale values of HepG2 cells in different concentrations （0，6，60，180 μg / mL） of tafolecimab were 0. 76，
0. 83，3. 21，and 3. 28，respectively. Conclusion Tafolecimab，which has a stronger affinity for PCSK9 than alirocumab and
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evolocumab，can prevent the degradation of LDLR and increase the expression of LDLR on the surface of hepatocytes in a
concentration - dependent manner.
Key wordsKey words：：PCSK9；tafolecimab；evolocumab；alirocumab；antibody affinity；in vitro activity

血脂异常为动脉硬化性心血管疾病（ASCVD）的重

要危险因素。预计到 2030年，血脂异常将导致我国新增

920万例心血管事件［1］，其中低密度脂蛋白胆固醇

（LDL - C）水平升高（≥ 3. 4 mmol / L）是我国心血管疾

病死亡的第三大危险因素，仅次于高血压和高钠饮

食［2 - 3］。降低LDL - C水平可显著减少ASCVD的发病及

死亡风险。他汀类药物是治疗血脂异常的基石［4］，但部

分患者在其治疗下的 LDL - C并不能达标［5］。研究表

明，高强度他汀类药物治疗伴随着更高的肌病及肝酶

上升风险，在中国人群中更突出［6］。前蛋白转化酶枯草

溶菌素 9（PCSK9）是一种丝氨酸蛋白酶，可与肝细胞质

膜表面的低密度脂蛋白受体（LDLR）结合形成 LDLR /
PCSK9复合物，内吞进入肝细胞被溶酶体降解，导致

LDLR不能再循环至肝细胞表面，减少肝细胞表面的

LDLR［7 - 8］，从而导致通过肝细胞重摄取的 LDL - C减

少，使LDL - C清除率降低，循环中的LDL - C水平持续

升高。对于仅用他汀类药物无法达到调血脂目标的人

群，如家族性高胆固醇血症患者或有高危 /极高危心血

管疾病风险的非家族性高胆固醇血症人群，《中国血脂

管理指南》建议联用他汀类药物与依折麦布或 PCSK9
抑制剂［9］。2015年，美国食品和药物管理局（FDA）批准

PCSK9抑制剂依洛尤单抗（商品名Repatha）和阿利西尤

单抗（商品名 Praluent）上市。依洛尤单抗除能显著降低

ASCVD患者的LDL - C水平外，还能显著降低心血管事

件的风险［10］。阿利西尤单抗不仅可显著降低急性冠状

动脉综合征患者的LDL - C水平，还可降低复发性缺血

性心血管事件［11］的风险。2023年，我国国家药品监督管

理局（NMPA）批准托莱西单抗上市。托莱西单抗可显著

降低中国非家族性高胆固醇血症和杂合子家族性高胆

固醇血症患者的LDL - C水平，且安全性良好［12 - 14］。本
研究中通过体外试验定量分析 3种已上市抗 PCSK9单
克隆抗体与 PCSK9结合的强度，为其临床应用提供参

考。现报道如下。

1 仪器、试药与细胞

1. 1 仪器

Biacore® T200 SPR 系统（美国 GE Healthcare 公

司）；Fortebio® Octet RED96e系统，AHC传感器（Cat#18 -
5060），均购自德国 Sartorius公司；96孔黑色微孔板（美

国 Corning公司，Cat#7007）；CytoFLEX型流式细胞仪

（美国 Beckman Coulter公司）；聚 - D - 赖氨酸涂层的

96孔板（美国 Agilent公司，Cat#204626）；SpectraMAX®

i3型酶标仪（美国Molecular Devices公司）。

1. 2 试药

pcDNA3. 1（美国Addgene公司，Cat#V790 - 20）；聚

乙烯亚胺（美国 Polysciences公司，Cat#23966）；HBS -
EP +缓冲液（美国GE Healthcare公司，Cat#BR100354）；

抗人 Fc抗体（英国 Abcam公司，Cat#ab97221）；重组人

PCSK9（D374Y）蛋白（北京百普赛斯生物科技有限公

司，Cat#PCY - H5225）；甘氨酸（Cat#15527013），磷酸盐

缓冲液（PBS，Cat#10010023），DMEM低糖培养基（Cat#
11885 - 084），BODIPY - LDL - C（Cat#L3483），均购自

美国Gibco公司；牛血清白蛋白（BSA，上海生工生物工

程技术服务有限公司，Cat#A600332）；吐温20（Tween - 20，
上海碧云天生物技术有限公司，Cat#ST825）；His -
PCSK9（北京百普赛斯生物科技有限公司，Cat#PCY -
H5223）；Anti - His tag - PE抗体（美国 Biolegend公司，

Cat#362603）；托莱西单抗（信达生物制药 <苏州 >有限

公司，Cat#DP03 - 306001BB，LOT#DP2110007）。

1. 3 细胞株

Expi293F 细胞（Cat#A14527），ExpiCHO - S 细胞

（Cat#A29127），均购自美国 Gibco公司；LDLR - Expi⁃
CHO - S细胞（ExpiCHO - S细胞过表达 LDLR，内部构

建）；HepG2细胞（中国科学院上海生命科学研究院细

胞资源中心，Cat#TCHU72）。

2 方法与结果

2. 1 单克隆抗体制备

按表 1中的抗体序列（苏州金唯智生物科技有限公

司）进行基因合成，然后装载至 pcDNA3. 1载体上，将同

一抗体的轻链质粒与重链质粒按 1︰1的摩尔比混合，经

聚乙烯亚胺转染到 Expi293F细胞，培养 5～7 d，细胞活

力低于 60%时收集上清液，并用 Protein A 亲和柱纯化

出单克隆抗体。

2. 2 抗 PCSK9 单克隆抗体亲和力测定

表面等离子共振（SPR）法：采用Biacore® T200 SPR
系统进行检测，试验温度为 25 ℃，缓冲液为 pH 7. 4的
HBS - EP溶液。首先将抗人Fc抗体偶联至芯片表面，偶

联密度约为8 000 RU；将抗体稀释至质量浓度为1 μg / mL，
以10 μL / min的流速捕获至芯片表面，捕获时间为30 s；
然后将重组人PCSK9（D374Y）蛋白按2倍浓度梯度稀释，

由低浓度到高浓度（0，12. 5，25，50，100，200，400 mmol / L）
依次注入，结合时间为 180 s，解离时间为 1 200 s；最后

用 10 mmol / L甘氨酸（pH 1. 5）注射 30 s，对芯片进行再
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A. 托莱西单抗 B. 依洛尤单抗 C. 阿利西尤单抗

图1 表面等离子共振法检测托莱西单抗、依洛尤单抗和阿利西尤单抗的响应值

A. Tafolecimab B. Evolocumab C. Alirocumab
Fig. 1 The response values of tafolecimab，evolocumab and alirocumab detected by the surface plasmon resonance method

A B C

生。用Biacore® T200 SPR系统自带分析软件（3. 1版）分

析采集的试验数据，采用 1∶1结合模型对数据进行拟

合。结果托莱西单抗与重组人 PCSK9的亲和力是依洛

尤单抗的 1. 85倍，是阿利西尤单抗的 5. 38倍。详见图 1
和表2。

生 物 膜 层 干 涉（BLI）法 ：采 用 Fortebio® Octet
RED96e系统进行检测，试验温度为 25 ℃。用配制好的

试验缓冲液（1 × PBS，0. 1% BSA，0. 05% Tween - 20）
提前将AHC传感器预湿 20 min；将待测抗体和重组人

PCSK9蛋白样品稀释至 100 nmol / L，按排布加入 96孔
黑色微孔板中；设置试验采集顺序，平衡时间为 120 s，
固化时间为 120 s，结合时间为 100 s，解离时间为 120 s。
用 Fortebio® octer RED96e系统自带分析软件（10. 0版）

表1 抗体序列

Tab. 1 Antibody sequences

抗体

托莱西单抗

依洛尤单抗

阿利西尤单抗

重链

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSASYYWSWIRQPPGKGLEWIGSINYRGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLS
SVTAADTAVYYCARENSGVVPAAGPNWFGPWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYK
CKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTLTSYGISWVRQAPGQGLEWMGWVSFYNGNTNYAQKLQGRGTMTTDPSTSTA
YMELRSLRSDDTAVYYCARGYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNNYAMNWVRQAPGKGLDWVSTISGSGGTTNYADSVKGRFIISRDSSKHTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKDSNWGNFDLWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

轻链

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKP
GQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEP
EDFAVYYCQQRRNWFTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY ⁃
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

ESALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNSVSWYQQH
PGKAPKLMIYEVSNRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGL
QAEDEADYYCNSYTSTSMVFGGGTKLTVLGQPKAAPS
VTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADS
SPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHR ⁃
SYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYRSNNRNFLG
WYQQKPGQPPNLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFT
LTISSLQAEDVAVYYCQQYYTTPYTFGQGTKLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

表2 表面等离子共振法检测托莱西单抗、依洛尤单抗和阿利

西尤单抗与重组人PCSK9的亲和力

Tab. 2 Affinities of tafolecimab，evolocumab and alirocumab to
recombinant human PCSK9 detected by the surface plasmon

resonance method

抗体

托莱西单抗

依洛尤单抗

阿利西尤单抗

Ka［mmol /（L·s）］
2. 47 × 105
5. 81 × 104
5. 23 × 105

Kd（s - 1）
7. 15 × 10 - 5
3. 12 × 10 - 5
8. 16 × 10 - 4

KD（mmol / L）
2. 90 × 10 - 10
5. 37 × 10 - 10
1. 56 × 10 - 9

注：Ka为结合速率常数，Kd为解离速率常数，KD为解离常数，

KD = Kd / Ka。表3同。

Note：Ka refers to the binding rate constant，Kd refers to the disso⁃
ciation rate constant，KD refers to the dissociation constant，and KD =
Kd / Ka（for Tab. 2 - 3）.
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分析采集的试验数据，采用 1∶1结合模型对数据进行拟

合，得动力学及亲和力参数。结果托莱西单抗与重组人

PCSK9的亲和力是依洛尤单抗的 2. 57倍，是阿利西尤

单抗的4. 71倍。详见图2和表3。
0. 90. 80. 70. 60. 50. 40. 30. 20. 10
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图2 生物膜层干涉法检测托莱西单抗、依洛尤单抗和阿利西尤

单抗的响应值

Fig. 2 The response values of tafolecimab，evolocumab and
alirocumab detected by the biolayer interferometry method

表3 生物膜层干涉法检测托莱西单抗、依洛尤单抗和阿利西尤

单抗与重组人PCSK9（D374Y）的亲和力

Tab. 3 Affinities of tafolecimab，evolocumab and alirocumab for
recombinant human PCSK9（D374Y） detected by the biolayer

interferometry method

抗体

托莱西单抗

依洛尤单抗

阿利西尤单抗

响应值（nm）
0. 676
0. 493
0. 835

Ka［mol /（L·s）］
3. 96 × 105
1. 54 × 105
4. 14 × 105

Kd（s - 1）
2. 00 × 10 - 4
2. 00 × 10 - 4
9. 83 × 10 - 4

KD（mol / L）
5. 05 × 10 - 10
1. 30 × 10 - 9
2. 38 × 10 - 9

2. 3 托莱西单抗在 CHO 细胞中阻断重组人 PCSK9
与 LDLR 结合试验

用 PBS将配体蛋白His - PCSK9稀释至终浓度为

200 nmol / L，再将待测抗体稀释至终浓度为300 nmol / L，
并依次 2倍梯度稀释，加入新的 96孔板，每孔 50 μL，置
4 ℃冰箱中孵育 30 min。收集 LDLR - CHO - S细胞，

离心，去上清液，用 PBS重悬，并调整靶细胞密度至

4 × 106个 / mL，接种至 96孔板，每孔 100 μL。取预先稀

释好抗体的 96孔板，加入 50 μL靶细胞，吹打，混匀，置

4 ℃冰箱中孵育30 min。处理后的细胞在400 g条件下离

心5 min，轻弃上清液，加 200 μL PBS，400 g条件下离心

5 min，轻弃上清液，重复 3次。加入 1∶200稀释好的

anti - His tag - PE抗体溶液 100 μL重悬细胞，置 4 ℃冰

箱中避光孵育 30 min。400 g条件下离心 5 min，轻弃上

清液；加 200 μL PBS，400 g条件下离心 5 min，轻弃上清

液，重复 3次。加 80 μL PBS重悬细胞。用 CytoFLEX型

流式细胞仪检测细胞的荧光信号值。结果非线性拟合后

托莱西单抗和依洛尤单抗阻断重组人 PCSK9与CHO -
LDLR细胞结合的半数抑制浓度（IC50）分别为 64. 42，
90. 89 nmol / L。详见图 3。可见，在浓度最高点时，免疫

球蛋白G2（IgG2）对阻断重组人 PCSK9与 LDLR结合无

作用，托莱西单抗阻断重组人PCSK9与LDLR的结合能

力比依洛尤单抗强。

1. 8 × 105
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0

荧光信号值 / EL1 - A

1. 0 1. 5 2. 0 2. 5 3. 0 3. 5C / log（nmol / L）

依洛尤单抗
托莱西单抗
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图3 非线性拟合后托莱西单抗和依洛尤单抗阻断重组人PCSK9
与CHO - LDLR细胞结合的 IC50

Fig. 3 IC50 values of tafolecimab and evolocumab for blocking of
PCSK9 binding to CHO - LDLR cells by non - linear fit

2. 4 托莱西单抗阻断野生型 PCSK9 与 LDLR 结合

促进 LDL - C 内吞试验

收集HepG2细胞，离心，去上清液，用分析培养基

（1%非必需氨基酸 + DMEM低糖培养基）重悬，并调整细

胞密度至2 × 105个 / mL，接种于黑色底部透明的聚 - D -
赖氨酸涂层的96孔板中，每孔100 μL，置37 ℃培养箱中

孵育过夜。将待测抗体稀释为终浓度为 1 000 nmol / L，
并依次 2倍梯度稀释，与稀释至终浓度为 1 200 nmol / L
的配体蛋白His - PCSK9等体积混匀，置室温孵育 1 h。
取孵育好的抗体，加入接种好靶细胞的 96孔板中，每孔

50 μL，轻柔吹打，混匀，置 37 ℃培养箱中孵育 6 h。同时

设置阳性对照和阴性对照，每孔加入 25 μL质量浓度为

30 μg / mL的 BODIPY - LDL - C，继续孵育 22 h，轻弃

上清液，每孔加入 200 μL PBS，轻弃上清液，重复 3次。

每孔再加入 100 μL PBS。用 SpectraMAX® i3型酶标仪

检测，以 488 nm为激发光波长，以 540 nm为发射光波

长，读取荧光值，计算托莱西单抗和依洛尤单抗的 LDL
恢复率。LDL恢复率（%）=（样本荧光值 -阴性对照荧

光值）/（阳性对照荧光值 -阴性对照荧光值）× 100%。

结果托莱西单抗和依洛尤单抗与野生型 PCSK9结合恢

复 LDL - C内吞作用的半数最大效应浓度（EC50）分别

为（15. 03 ± 0. 63）μg / mL和（16. 47 ± 0. 23）μg / mL，二
者的作用效果相当。详见图4。
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图4 托莱西单抗和依洛尤单抗与野生型PCSK9结合恢复

LDL - C内吞作用的EC50

Fig. 4 EC50 values of tafolecimab and evolocumab for restoring
LDL - C endocytosis by binding wild PCSK9
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2. 5 托莱西单抗阻断重组人 PCSK9（D374Y）与 LDLR
结合促进 LDL - C 内吞试验

收集HepG2细胞，离心，去上清液，用分析培养基

（1%非必需氨基酸 + DMEM培养基）重悬，并调整细胞

密度至 2 × 105个 / mL，接种于黑色底部透明的聚 - D -
赖氨酸涂层的 96孔板中，每孔 100 μL，置 37 ℃培养箱

中孵育过夜。将待测抗体稀释至终浓度为1 000 nmol / L，
并依次 2倍梯度稀释，与稀释至终浓度为 1 200 nmol / L
的配体蛋白His - PCSK9（D374Y）等体积混匀，置室温

孵育 1 h。取孵育好的抗体，每孔 50 μL加入接种好靶细

胞的 96孔板中，轻柔吹打，混匀，置 37 ℃培养箱中孵育

6 h。同时设置阳性对照和阴性对照，每孔加入 25 μL质
量浓度为 30 μg / mL的 BODIPY - LDL - C，继续孵育

22 h。轻弃上清液，每孔加入 200 μL PBS，轻弃上清液，

重复 3次。每孔再加入 100 μL PBS。用 SpectraMAX® i3
型酶标仪检测，以 488 nm为激发光波长，以 540 nm为

发射光波长，读取荧光值，计算托莱西单抗和依洛尤单

抗的 LDL恢复率。结果托莱西单抗和依洛尤单抗与重

组人 PCSK9（D374Y）结合恢复 LDL - C内吞作用的

EC50分别为（7. 22 ± 0. 16）μg / mL和（5. 54 ± 0. 12）μg / mL，
二者的作用效果相当。详见图5。
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图5 托莱西单抗和依洛尤单抗与重组人PCSK9（D374Y）结合

恢复LDL - C内吞作用的EC50

Fig. 5 EC50 values of tafolecimab and evolocumab for restoring
LDL - C endocytosis by binding recombinant human PCSK9（D374Y）

2. 6 托莱西单抗阻断重组人 PCSK9（D374Y）与 LDLR
结合上调 LDLR 表达试验

采用免疫印迹（Western blot）法检测HepG2细胞中

LDLR的表达水平，考察托莱西单抗阻断重组人 PCSK9
（D374Y）结合 LDLR及上调 LDLR表达水平的作用。结

果只加重组人 PCSK9（D374Y）蛋白（0. 75 μg / mL）时，

LDLR蛋白表达的灰度值为 0. 76；而随着共孵育托莱西

单抗质量浓度（0，6，60，180 μg / mL）的升高，灰度值逐渐

增大，LDLR蛋白表达量也逐渐增加，表明托莱西单抗能

浓度依赖性地上调HepG2细胞LDLR的表达。详见图6。
3 讨论

抗体的亲和力是指抗体与抗原表位或抗原决定簇

间的结合力，其大小可用平衡解离常数表示。平衡解

离常数越小，表示抗体结合抗原的能力越强。高亲和

力的抗体能更有效地结合靶标抗原，使其肿瘤靶向性

得到增强，从而发挥更好的疗效［15 - 17］。同时，亲和力

会影响抗体在体内的药物代谢动力学［18］，高亲和力的

单克隆抗体可更有效地与靶点抗原结合，减缓单克隆

抗体的清除，从而延长单克隆抗体在体内的循环

时间［19 - 21］。
目前已上市的 PCSK9单克隆抗体有托莱西单抗、

依洛尤单抗和阿利西尤单抗，均可显著降低高胆固醇

血症患者的LDL - C水平，对心血管疾病的预防和治疗

有重要意义。鉴于此，本研究中首先通过 SPR法和 BLI
法 验 证 3 种 PCSK9 单 克 隆 抗 体 与 重 组 人 PCSK9
（D374Y）的亲和力，结果托莱西单抗与PCSK9的亲和力

强于依洛尤单抗和阿利西尤单抗。这可能与产品的生

产方式不同相关，托莱西单抗采用酵母展示库技术，依

洛尤单抗和阿利西尤单抗采用转基因动物技术。转基

因动物技术具有稳定性、无需人源化、体内亲和力成

熟、克隆选择多样性等优点，但成本较高，且生产周期

较长［22］。酵母展示库技术是利用流式细胞术进行筛选，

免去了纯化步骤，使亲和力筛选过程更高效、便捷，且

能实现高灵敏度的定量筛选，提高展示抗体的稳定性

和抗原结合能力［22 - 23］。故利用酵母展示库技术筛选出

的单抗亲和力一般高于转基因动物技术。

重组人 PCSK9（D374Y）突变体对 LDLR的降解能

力比野生型蛋白强 10倍，更增加高胆固醇患者高胆固

醇血症的风险［24］。本研究还在细胞水平上比较了托莱

西单抗与依洛尤单抗增加肝细胞LDLR表达的能力，结

果托莱西单抗阻断野生型 PCSK9和重组人 PCSK9
（D374Y）突变型与 LDL - R的结合能力强于依洛尤单

抗，且能浓度依赖性地增加肝细胞 LDLR的表达，恢复

肝细胞对 LDL - C的内吞作用。作为首款、原研创新全

人源 PCSK9单克隆抗体，托莱西单抗得益于与 PCSK9
较高的亲和力，可显著降低中国非家族性高胆固醇血

LDLR

Actin
LDLR / Actin 0. 76 0. 83 3. 21 3. 28

1 2 3 4

1 - 4. 0. 75 μg / mL重组人PCSK9（D374Y） + 托莱西单抗

（质量浓度分别为0，6，60，180 μg / mL）
图6 Western blot法检测LDLR蛋白表达水平

1 - 4. 0. 75 μg / mL recombinant human PCSK9（D374Y） + tafoleci⁃
mab（mass concentrations of 0，6，60，180 μg / mL，respectively）

Fig. 6 Expression levels of LDLR protein determined by the
Western blot
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症和杂合子家族性高胆固醇血症患者的LDL - C水平，

其LDL - C的降幅较基线高 68. 9%［12 - 14］。此外，有Ⅰ期

临床试验显示，托莱西单抗降低LDL - C的持续时间比

依洛尤单抗更长［25 - 27］，可能源于本研究观察到的亲和

力差异。

综上所述，本研究首次通过体外试验对比了 3种
PCSK9单克隆抗体与 PCSK9的亲和力，托莱西单抗与

PCSK9的亲和力强于阿利西尤单抗和依洛尤单抗，能

阻止 LDLR的降解，从而浓度依赖性地增加肝细胞表

面 LDLR的表达，恢复肝细胞对 LDL - C的内吞作用，

在非家族性高胆固醇血症和杂合子家族性高胆固醇血

症患者中具有应用价值。但未来还需进一步的动物实

验和临床试验去验证 3种 PCSK9单克隆抗体的疗效

差异。
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