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以TROP2为靶点的新型抗体偶联药物hIMB1636-MMAE
对人表皮癌A431的抗肿瘤活性研究

朱诗雨, 吴小凡, 周玉洁, 徐晓睿, 孙丽平, 高瑞娟, 李卓荣, 苗庆芳*, 周丹丹*

(中国医学科学院 北京协和医学院, 医药生物技术研究所, 北京100050)

摘要: 为评估新型抗体偶联药物 hIMB1636-MMAE对人滋养层细胞表面抗原 2 (trophoblast cell surface antigen 

2, TROP2) 高表达的人表皮癌的疗效, 本研究系统评估了其对人表皮癌细胞A431体内外抗肿瘤疗效及作用机制。

通过Western blot检测A431细胞中TROP2的表达情况; 通过流式细胞术检测 hIMB1636-MMAE与A431细胞的结

合特性及其对细胞周期和凋亡的影响; 利用激光共聚焦显微镜观察其被肿瘤细胞内吞的过程, 并利用CCK-8法评

估其体外杀细胞活性; 进一步构建A431细胞裸鼠异种移植瘤模型, 以评价 hIMB1636-MMAE的体内抗肿瘤效果。

实验结果显示, A431细胞表达高水平的TROP2, hIMB1636-MMAE能特异性结合该细胞, 能够被其有效内吞并运送

至溶酶体。hIMB1636-MMAE在体外可选择性杀伤A431细胞 (IC50为 1.49 ± 0.22 nmol·L-1), 可诱导G2/M期细胞周

期阻滞和细胞凋亡, 在体内 10 mg·kg-1对A431裸鼠移植瘤的抑制率为 93.89% (实验得到中国医学科学院医药生物

技术研究所动物护理与使用委员会批准, 编号: IMB-20220210D203)。综上所述, hIMB1636-MMAE在体内外显示出

良好的抗皮肤癌潜力, 为TROP2阳性皮肤癌患者提供了潜在候选药物。
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Antitumor efficacy of a TROP2-targeting ADC hIMB1636-MMAE 
against human epidermal carcinoma A431 cells
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Abstract: To evaluate the antitumor activity of the novel antibody-drug conjugate (ADC) hIMB1636-MMAE 

against human epidermal carcinoma, this study systematically investigated its therapeutic efficacy and mechanism 

of action in A431 cells. Trophoblast cell surface antigen 2 (TROP2) expression in A431 cells was confirmed by 

Western blot. Flow cytometry was used to analyze the binding characteristics of hIMB1636-MMAE to A431 cells 

and its effects on cell cycle arrest and apoptosis. The internalization process of the ADC was visualized using 

confocal laser scanning microscopy, while cytotoxicity in vitro was assessed via the CCK-8 assay. Moreover, an 

A431 cell-derived xenograft model was established in nude mice to evaluate the in vivo antitumor efficacy of 

hIMB1636-MMAE. Results showed that A431 cells exhibited high TROP2 expression. hIMB1636-MMAE could 

specifically bind to A431 cells, and was effectively internalized and transported to lysosomes. Furthermore, 
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hIMB1636-MMAE specifically killed cancer cells with IC50 value of 1.49 ± 0.22 nmol·L-1, and induced G2/M 

phase cell cycle arrest and apoptosis. In A431 cell-derived xenografts, hIMB1636-MMAE at 10 mg·kg-1 exhibited a 

significant antitumor effect, achieving a tumor inhibition rate of 93.89% (all animal protocols were approved by the 

Animal Care and Use Committee at the Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical 

Sciences, No. IMB-20220210D203). In conclusion, hIMB1636-MMAE demonstrates promising potential against 

skin cancer and may serve as a candidate therapeutic for TROP2-positive cutaneous malignancies.
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皮肤癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一, 其

发病率和死亡率持续攀升, 尤其在老年人群中构成了

严峻的公共卫生挑战[1]。根据肿瘤细胞来源及生物学

行为, 皮肤癌主要分为非黑色素瘤皮肤癌 (non-melanoma 

skin cancer, NMSC) 和黑色素瘤两大类, 其中NMSC又

包括基底细胞癌和鳞状细胞癌[2]。GLOBOCAN 2022

的数据显示, 2022年全球新发NMSC病例达1 234 533例, 

相关死亡人数约为 69 416人[3]。目前, 手术治疗作为

皮肤癌常用的治疗手段之一, 只适用于早期和局部进

展期的患者, 且术后可能伴发感染、积液等并发症, 若

肿瘤切除不彻底还可能有复发风险[4]。对于晚期或转

移性皮肤癌, 细胞毒性化疗是首选疗法, 但其毒副作用

较为显著[5], 因此, 临床亟需开发更高效且安全的治疗

策略。

抗体疗法作为生物医药领域最具革命性的突破之

一, 以其高特异性、低毒性和广泛的治疗潜力, 已成为

全球制药市场增长最迅速的细分领域[6]。目前, 该疗

法已被广泛应用到癌症、自身免疫性疾病、感染性疾病

及血液系统疾病等多种重大疾病的治疗中[7]。根据结

构与功能的不同, 抗体药物可被分为裸抗体、抗体偶联

药物 (antibody-drug conjugates, ADCs) 和小分子抗体

片段等类型[8]。其中, ADC凭借其在肿瘤治疗中展现

出的卓越潜力而备受关注。ADC是由单克隆抗体和

细胞毒性药物通过连接子共价结合而成, 这种设计巧

妙融合了抗体对靶点的特异性识别能力和细胞毒素的

强大杀伤活性, 使其与传统化疗药物相比, 系统性毒性

更低, 较常规抗体类药物具有更好的疗效[9,10]。

人滋养层细胞表面抗原 2 (trophoblast cell surface 

antigen 2, TROP2) 是一种由细胞外结构域、跨膜结构

域和胞质尾部组成的单次跨膜糖蛋。在健康组织中, 

TROP2呈低水平表达, 并在生理状态下参与调控细胞

增殖与分化、胚胎发育以及组织稳态与屏障功能的维

持[11]。然而, TROP2 在乳腺癌、胰腺癌、卵巢癌、前列

腺癌、胃癌、结直肠癌、皮肤癌等多种实体瘤中异常高

表达[12-18], 这种高表达与肿瘤的侵袭、转移和不良预后

密切相关[17,19]。基于其表达的特异性和在肿瘤发生发

展中的关键作用, TROP2已成为癌症诊断与治疗领域

的重要靶点。尽管目前已有部分研究探索了抗体干预

在皮肤癌治疗中的应用, 但针对TROP2的靶向治疗在

皮肤癌中的研究仍相对有限。

hIMB1636-MMAE是课题组与本所化学室李卓荣

教授合作研发的一种新型ADC[20], 由抗TROP2单克隆

抗体 hIMB1636与微管蛋白抑制剂单甲基澳瑞他汀 E 

(monomethyl auristatin E, MMAE) 通过 valine-citrulline

可裂解连接子 (VC 连接子) 组合而成。前期研究表

明, hIMB1636-MMAE在胰腺癌肿瘤模型中显示出显

著的抗肿瘤活性。本研究通过系统评估其与人表皮癌

细胞A431的结合能力、内吞效应、体外细胞毒性及体

内药效 , 并初步探索其作用机制 , 以揭示 hIMB1636-

MMAE在皮肤癌中的抗肿瘤潜力, 为皮肤癌的药物治

疗提供新的候选策略与实验证据。

材料与方法

细胞系 人表皮癌细胞A431由本实验室保存, 人

皮肤成纤维细胞NHDF由本所王璐璐教授惠赠。

实验动物与试剂 DMEM 高糖培养基 (1002C-

500 mL) 与胎牛血清 (U16001DC) 购自北京中生奥邦

生物科技有限公司; 胰酶 (BL512A)、4%多聚甲醛通用

型组织固定液 (BL539A) 和Cell Counting Kit-8 (CCK-8) 

(BS350B) 购自白鲨生物; Annexin V-FITC/PI细胞凋亡

检测试剂盒 (AP101) 和 PI 细胞周期检测试剂盒 

(CCS012) 购自联科生物; LAMP-1 抗体 (9091S) 购自

Cell Signaling Technology; Alexa Fluor® 647 标记山羊

抗人 IgG (H+L) (CSA3802) 购自佰奥瑞科技有限公

司; FITC标记羊抗人 IgG (A0556) 和Alexa Fluor® 555

标记驴抗兔 IgG (H+L) (A0453) 均购自碧云天生物技

术有限公司; PBS缓冲液 (G4202) 购自武汉塞维尔科

技有限公司; Triton X-100 (T8200) 购自北京索莱宝科

技有限公司; Sacituzumab Govitecan (IMMU-132) 购自

北京圆心新特大药房。BALB/c裸鼠 (18～20 g) 由北

京华阜康公司提供, 实验动物生产许可证号为 SCXK 

(京) 2024-0003, 动物实验批准编号: IMB-20220210D203。

hIMB1636-MMAE由本所李卓荣教授课题组合成。

仪器 流式细胞仪 (CSIM 110, 安捷伦科技公
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司); 激光共聚焦扫描显微镜 (Sunny CSIM 110, 普迈

SUNNY 公 司); CO2 细 胞 培 养 箱 (HERAce11150i, 

Thermo公司); 酶标仪 [Spectramax i3x, 美谷分子仪器 

(上海) 公司]; 化学发光成像仪 (ChemiDoc, Bio-Rad

公司)。

细胞复苏和培养 将冻存的 A431细胞和 NHDF

细胞从液氮中取出后快速置于 37 ℃恒温水浴锅中解

冻 , 随后转移至含 2 mL DMEM 培养基的离心管中 , 

1 000 r·min-1离心 3 min。弃去上清液, 将细胞沉淀重

悬于含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中 , 置于 5% 

CO2恒温细胞培养箱中培养, 每2～3天传代一次。

Western blot 检测 TROP2 表达情况 A431 细胞

与NHDF细胞胰酶消化并收集至1.5 mL离心管, 加入含

PMSF的裂解液, 冰上裂解 20 min后, 在 12 000 r·min-1、

4 ℃条件下离心 20 min。吸取含蛋白的上清液至新的

离心管中, BCA法检测蛋白浓度后, 每管样品加入 5×

loading buffer煮沸 10 min。通过 SDS-PAGE对蛋白进

行电泳分离并采用“湿转法”将蛋白转移至 PVDF 膜

上。将膜用 5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h 后 , 用靶向

TROP2的兔抗在 4 ℃孵育过夜。次日PBST洗膜 3次, 

每次 10 min, 用HRP标记的抗兔 IgG二抗稀释液室温

孵育 2 h。PBST洗涤 3次后, 用 ECL发光液在化学发

光成像仪中采集图像。

流式细胞术检测亲和活性 A431 细胞和 NHDF

细胞经胰酶消化后收集于1.5 mL离心管中, 1 000 r·min-1

离心3 min, 弃去上清液。细胞用PBS重悬后3 000 r·min-1

离心 3 min进行洗涤, 重复 3次。将细胞分别重悬于稀

释至 0.01、0.1、1 μg·mL-1 hIMB1636-MMAE溶液中 (对

照组细胞不作处理), 室温条件下孵育 2 h。随后采用

相同的操作流程, 用 PBS洗涤细胞 3次。将细胞重悬

于 1∶200 稀释的 Alexa Fluor 647 标记的山羊抗人 IgG 

(H+L) 二抗溶液中, 室温避光孵育 1 h。PBS洗涤 3次

后将细胞重悬, 并过 300目筛网以得到单细胞悬液, 最

后使用流式细胞仪检测细胞表面荧光强度。

共聚焦显微镜检测内吞活性 将圆形玻片用 75%

乙醇浸泡 10 min灭菌, 晾干后放置于六孔板中。收集

对数生长期的A431细胞, 按 4×105个/孔的密度接种至

含爬片的六孔板内 , 在 37 ℃、5% CO2条件下过夜培

养。次日, 细胞用浓度为 10 μg·mL-1 hIMB1636-MMAE

分别于 37和 4 ℃条件下孵育 0和 4 h。孵育结束后, 弃

去培养基, 用 PBS洗涤 3次, 随后加入 4%多聚甲醛室

温固定 10 min。弃去固定液, PBS洗涤 3次, 每孔加入

500 μL 0.5% Triton X-100溶液透化 10 min。PBS洗涤

3次, 接着用 2% BSA室温封闭 2 h, 之后将 1∶200稀释

的兔抗溶酶体相关膜蛋白 1 (LAMP1) 抗体滴加在细

胞表面, 4 ℃孵育过夜。次日用 PBS洗涤 3次后, 加入

1∶200 稀释的 Alexa Fluor 555 标记的驴抗兔 IgG 

(H+L) 抗体和 Alexa Fluor 488 标记的羊抗人 IgG (H+

L) 抗体的混合液, 室温避光孵育 1 h。PBS洗去多余二

抗后, 用含DAPI的封片剂对细胞核进行染色, 最后通

过激光共聚焦显微镜观察捕获荧光图像。

CCK-8检测ADC的杀伤活性 取对数生长期的

A431和 NHDF细胞以 3 000个/孔的密度接种至 96孔

板, 放于 37 ℃、5% CO2孵箱培养 24 h。待细胞完全贴

壁后 , 弃去原培养液 , 替换为含系列浓度 hIMB1636-

MMAE、MMAE、hIMB1636 和 IMMU-132 (浓度梯度

设置为 300、100、30、10、3、1、0.3、0.1、0.03 nmol·L-1) 的

DMEM完全培养基。继续培养 48 h后, 96孔板每孔加

入 10 μL CCK-8 检测试剂 , 于 37 ℃避光孵育。每隔

30 min将板子放于酶标仪中, 在 450 nm波长处检测吸

光度并绘制细胞增殖抑制曲线。

流式细胞术测定细胞周期和细胞凋亡 在细胞周

期实验中, 将A431细胞以 3×105个/孔的密度接种至六

孔板中 , 培养过夜。细胞贴壁后 , 分别用 0、5、10、

20 nmol·L-1 hIMB1636-MMAE处理24 h, 之后收集细胞

于1.5 mL离心管中。细胞用PBS洗涤3次 (3 000 r·min-1, 

3 min), 每管加入 500 μL含破膜剂的碘化丙啶 (PI) 染

色液, 室温避光染色 30 min。将细胞重悬并过 300目

筛网后, 用流式细胞仪检测并分析细胞周期分布。在

细胞凋亡实验中, 将每毫升细胞数为 2×105个的A431

细胞接种至六孔板中, 培养过夜。用浓度为 0、5、10、

30 nmol·L-1 hIMB1636-MMAE 处理 48 h 后, 收集细胞

至 1.5 mL离心管, PBS洗涤 3次 (3 000 r·min-1 3 min)。

随后用 1×binding buffer重悬细胞, 每管依次加入 5 μL 

Annexin V-FITC 和 10 μL 的 PI染色液, 混匀后室温避

光孵育 10 min。反应结束后将细胞重悬并过 300目筛

网, 立即通过流式细胞仪检测凋亡细胞百分比。

体内抗肿瘤药效评价 收集生长状态良好的

A431细胞, 经 PBS洗涤 2次后重悬, 调整每毫升细胞

数至 5×107个。取 100 μL 细胞悬液 (含 5×106个细胞) 

接种于 6～8周龄雌性BALB/c裸鼠右侧腋下。待肿瘤

体积生长至 100～200 mm3时, 将荷瘤小鼠随机分为对

照组和实验组 (每组 6只)。实验组小鼠通过尾静脉给

予10 mg·kg-1 hIMB1636-MMAE, 对照组尾静脉注射等

体积的PBS。给药频率为每 4天一次, 共给药 5次。期

间每 4天测量并记录一次小鼠体重和肿瘤体积, 肿瘤

体积按公式V = 0.5×长×宽 2计算。当小鼠肿瘤体积达

到2 000 mm3时, 采用CO2吸入法对小鼠实施安乐死。

统计学方法 实验数据采用 GraphPad Prism 10

和Adobe Illustrator分析并作图, 实验数据以平均数 ± 
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标准差 (x ± s) 表示。组间比较采用 t检验, P < 0.05具

有统计学意义。

结果

1　TROP2在A431细胞中高表达

Western blot 的分析结果显示 , 在人表皮癌 A431

细胞中可明确检测到TROP2蛋白的表达, 在约 36 kDa

处有清晰的免疫反应条带。而作为阴性对照的正常人

皮肤成纤维细胞 NHDF 则未观察到相应条带 (图 1)。

该结果证明TROP2在A431细胞中呈高表达状态。

2　hIMB1636-MMAE与A431细胞表面的TROP2抗

原特异性结合

ADC与靶点阳性肿瘤细胞的特异性结合是其发

挥药效的基础, 因此, 本研究首先通过流式细胞术评估

了 hIMB1636-MMAE 与高表达 TROP2 的人表皮癌细

胞 A431 的亲和活性。结果显示使用浓度为 0、0.01、

0.1、1 μg·mL-1 hMB1636-MMAE 对 A431 细胞进行孵

育, 细胞群的荧光强度呈现明显的浓度依赖性右移, 表

明该ADC以浓度依赖性的方式与A431细胞结合 (图

2)。作为对照 , 使用不同浓度 hMB1636-MMAE 孵育

并未引起TROP2阴性细胞NHDF的荧光信号偏移, 进

一 步 证 明 了 hIMB1636-MMAE 能 够 与 细 胞 表 面

TROP2抗原特异性结合。

3　hIMB1636-MMAE在A431细胞中的内吞活性

ADC被肿瘤细胞内化并转运至溶酶体是有效载

荷释放的前提, 通过共聚焦显微镜可以直接观察抗体

偶联物被细胞内化的过程。如图 3A所示, 在 4 ℃条件

下 (膜转运被抑制), 绿色荧光标记的hMB1636-MMAE

初加入时 (即第 0 h), 视野中只观察到细胞核与溶酶体

染色; 孵育 4 h后, 绿色荧光聚集在A431细胞表面, 证

明 ADC 能与膜上的 TROP2 抗原结合。在 37 ℃条件

下 (图 3B), 第 0 h仅有溶酶体与细胞核染色, 孵育 4 h

后, 绿色荧光信号进入细胞内, 并且与红色荧光标记的

溶酶体存在共定位 (黄色荧光), 说明在生理条件下

ADC 能被 TROP2 阳性的 A431 细胞内吞并运输至溶

酶体。

4　hIMB1636-MMAE对A431细胞的杀伤作用

为评估 hIMB1636-MMAE 的抗肿瘤效果和靶向

能 力 , 本 研 究 采 用 CCK-8 法 比 较 了 不 同 浓 度

hIMB1636-MMAE、裸 抗 体 hIMB1636 和 游 离 毒 素

MMAE在TROP2高表达细胞系A431和低表达细胞系

NHDF中的体外杀伤活性。结果如图 4所示, 在阳性

细胞A431中, hIMB1636-MMAE表现出浓度依赖性的

杀伤作用, 基于 3次独立重复实验数据拟合的增殖抑

制曲线, 计算得到该ADC对A431细胞的半数抑制浓

度 (IC50) 为 1.49 ± 0.22 nmol·L-1, 说 明 hIMB1636-

MMAE 对 A431 细胞保留了 MMAE 的强效细胞毒性 

(IC50 = 0.26 ± 0.09 nmol·L-1)。而在阴性细胞NHDF中, 

hIMB1636-MMAE未引起明显的细胞活性下降, 相比

之下, 游离MMAE的 IC50值为 0.77 ± 0.15 nmol·L-1, 这

是由于其可通过扩散作用直接穿透细胞膜进入肿瘤细

胞所致。以上结果说明, hIMB1636-MMAE可通过靶抗

原介导的内吞作用进入A431细胞, 然后释放游离MMAE, 

从而发挥高特异性的杀伤作用。裸抗体 hIMB1636对

A431和NHDF细胞的 IC50均大于 100 nmol·L-1, 说明在

该浓度范围内其对肿瘤细胞活性的影响不明显。同

时, 本研究还比较了 hIMB1636-MMAE与已上市靶向

TROP2的ADC IMMU-132在A431细胞中的体外抗肿

瘤作用。结果显示, hIMB1636-MMAE的拟合曲线与

IMMU-132 (IC50 = 5.45 ± 1.10 nmol·L-1) 相近, 但 IC50更

低 , 表明 hIMB1636-MMAE 对 A431 细胞可能具有更

好的体外抗增殖活性。

5　hIMB1636-MMAE 诱导 A431 细胞周期阻滞并促

进细胞凋亡

ADC的药效主要源于其携带的有效载荷。鉴于

MMAE主要通过阻断微管蛋白聚合从而抑制有丝分

裂发挥细胞毒作用 , 本研究通过流式细胞术分析了

hIMB1636-MMAE 对 A431细胞周期的影响。结果表

明, hIMB1636-MMAE能浓度依赖性地将细胞周期阻

滞于 G2/M 期 (图 5A)。与对照组相比, 用 10 nmol·L-1 

hIMB1636-MMAE处理 24 h后, G2期细胞比例显著增

Figure 1　Western blot was performed to detect the expression of 

trophoblast cell surface antigen 2 (TROP2) in A431 cells

Figure 2　 The specific binding of hIMB1636-MMAE to A431 

cells was detected by flow cytometry
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加 , G1 期细胞比例相应减少 (图 5C)。此外 , Annexin 

V-FITC/PI 双 染 实 验 表 明 , 经 5、10 和 30 nmol·L-1 

hIMB1636-MMAE处理 48 h后, A431细胞出现明显的

凋亡 (图 5B), 凋亡率分别为 38.51% ± 2.24%、47.96% 

± 1.19% 和 54.23% ± 1.56%, 均显著高于对照组, 且呈

现明显的剂量效应关系 (图 5D)。以上结果表明 , 

hIMB1636-MMAE可通过引起G2/M期阻滞进而诱导

A431细胞凋亡。

6　hIMB1636-MMAE 在 A431 异种移植瘤模型中的

抗肿瘤活性

为了评估 hIMB1636-MMAE 的体内抗肿瘤作用 , 

本研究构建了A431细胞的裸鼠异种移植瘤模型。经

尾静脉注射 10 mg·kg-1 hIMB1636-MMAE (每 4 天一

次, 共 5次) 治疗后, 实验组小鼠的肿瘤体积较 PBS对

照组明显缩小 (图 6)。截至实验第 30 天 , hIMB1636-

MMAE 对肿瘤生长抑制率达到了 93.89%, 证明该

Figure 3　Analysis of binding and internalization of hIMB1636-MMAE in A431 cells by confocal laser scanning microscopy. A: The 

binding affinity of hIMB1636-MMAE to TROP2 antigen on the cell membrane was assessed at 4 ℃; B: The internalization of hIMB1636-

MMAE by A431 cells was evaluated at 37 ℃. Scare bar, 10 μm

Figure 4　The inhibitory effect of hIMB1636-MMAE on A431 and NHDF cell proliferation was detected by CCK-8 assay

·· 2483



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(7): 2479−2486

ADC 能有效抑制 TROP2 阳性皮肤癌移植瘤的生长。

同时在整个治疗期间, 小鼠体重较对照组没有明显差

别 , 且未观察到其他明显不良反应 , 说明 hIMB1636-

MMAE在荷瘤小鼠体内具有强烈的抗肿瘤活性。

讨论

TROP2作为重要的肿瘤治疗靶点, 自 2020年首个

靶向TROP2的ADC药物sacituzumab govitecan (IMMU-

132) 被 FDA 批准以来 , 又相继出现德达博妥单抗 

(Dato-DXd)、sacituzumab tirumotecan (SKB264), 分别

获得 FDA和NMPA批准[21,22], 主要用于三阴性乳腺癌

和非小细胞肺癌的治疗。值得注意的是, 这些ADC均

采用拓扑异构酶抑制剂作为有效载荷, 但随着拓扑异

构酶抑制剂类药物在临床上的广泛应用, 肿瘤细胞通

Figure 6　The in vivo antitumor activity of hIMB1636-MMAE in A431 xenograft models. n = 6, x ± s

Figure 5　 Flow cytometry analysis of hIMB1636-MMAE effects in A431 cells. A: Treatment with different concentrations of drugs 

induced cell cycle arrest; B: Apoptosis was induced by exposure to varying drug concentrations; C: Bar graph quantifying cell cycle phase 

distribution (G0/G1, S, and G2/M) from A; D: Bar graph illustrating total apoptosis from B. n = 3, x ± s. ***P < 0.001, ****P < 0.000 1
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过过表达外排蛋白、增强药物代谢酶和 DNA 损伤修

复能力等方式进化出多种复杂的耐药机制[23], 可能会

导致对该类 ADC 药物耐药。因此 , 有必要研发具有

新型载荷的抗 TROP2 ADC 药物, 其作用机制应不同

于现有的拓扑异构酶抑制剂。MMAE为微管蛋白抑

制剂类载荷, 其不易被转运蛋白泵出, 有助于维持细胞

内药物浓度, 提高治疗指数[24]。此外, 本实验室前期的

研究结果显示 , hIMB1636 (KD = 0.295 nmol·L-1) 与

sacituzumab (KD = 0.398 nmol·L-1, IMMU-132和SKB264

采用的抗体) 的亲和活性相近, 但 hIMB1636在诱导抗

体依赖性细胞毒性效应和直接抗肿瘤活性方面具有更

显著的优势。同时 , hIMB1636 与 sacituzumab 有着不

同的结合表位, 将其与 MMAE偶联得到的 ADC 可能

为克服现有治疗策略的耐药问题提供新思路[25]。基于

以上背景, 课题组在前期工作中制备了 hIMB1636 与

MMAE的ADC, 本研究系统评估了 hIMB1636-MMAE

在皮肤癌A431细胞模型中的体外与体内抗肿瘤活性, 

以验证其作为新一代TROP2靶向治疗药物的潜力。

通过Western blot检测, 本研究首先验证了TROP2

在A431细胞中呈显著高表达, 而在正常人皮肤成纤维

细胞 NHDF中几乎不表达。抗体部分赋予 ADC药物

肿瘤靶向性, 因此通过流式细胞术检测了 hIMB1636-

MMAE对TROP2阳性细胞的特异性结合能力。结果

显示, hIMB1636-MMAE能剂量依赖性地与A431细胞

结合, 但不结合阴性细胞 NHDF, 证明该 ADC 能选择

性地结合TROP2阳性细胞, 为精准杀伤肿瘤细胞奠定

基础。

抗体的内吞活性对ADC作用的发挥也至关重要。

在这个过程中, ADC首先与靶抗原结合并被内吞运送

到溶酶体。在溶酶体内的酸性环境中, ADC中的 VC

连接子被组织蛋白酶B识别并切割, 进而释放出毒性

载荷 , 引发细胞毒性反应。激光共聚焦实验证明了

hIMB1636-MMAE不仅能与 A431细胞膜上的 TROP2

抗原结合, 还能被细胞内吞并转运至溶酶体, 从而发挥

杀伤作用。

随后 , 在 CCK-8 实验中观察到经 hIMB1636-

MMAE处理48 h后, A431细胞的存活率呈浓度依赖性

下降 , 其 IC50为 1.49 ± 0.22 nmol·L-1, 优于同类已上市

药物 IMMU-132 (IC50=5.45 ± 1.10 nmol·L-1)。同时, 该

ADC对阴性细胞NHDF未表现出明显的杀伤作用, 进

一步证明其对 TROP2阳性肿瘤细胞的选择性杀伤活

性。此外 , 本研究还通过流式细胞术对 hIMB1636-

MMAE的作用机制进行了初步探索, 发现其可将细胞

周期阻滞于G2/M期, 并诱导肿瘤细胞凋亡。最后, 体

内实验中 hIMB1636-MMAE 展现出优秀的抗肿瘤疗

效, 给药组小鼠的瘤体积较对照组明显缩小, 且体重较

对照组没有明显变化, 亦未发现其他不良反应。以上

结果说明, hIMB1636-MMAE具有治疗TROP2阳性皮

肤癌的潜能, 可作为该肿瘤治疗的潜在候选药物。
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