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Anti-CXCR4纳米抗体抑制胰腺癌新生血管的机制探索

李雅贤, 徐舒怡, 郑玥江, 彭利云, 朱建伟, 吴明媛*

(上海交通大学药学院, 上海 200240)

摘要: 肿瘤新生血管为肿瘤的发生发展提供足够氧气和营养物质, 支持肿瘤的生长和转移。胰腺癌微环境中基

质细胞衍生因子-1 (stromal cell derived factor 1, SDF-1, 又称CXCL12) 及其受体C-X-C趋化因子受体4 (C-X-C motif

chemokine receptor 4, CXCR4) 参与了肿瘤细胞的增殖、迁移和新血管生成等多个生理过程, 可作为胰腺癌治疗的靶

点。本研究利用大肠杆菌系统表达了靶向CXCR4分子的纳米抗体, 镍柱亲和层析纯化获得 anti-CXCR4纳米抗体

(CXCR4 Nb) 和 anti-PD-L1 (programmed cell death ligand 1) &CXCR4双特异性纳米抗体 (PX4 BsNb), 通过体外实验

探究CXCR4 Nb拮抗肿瘤新生血管的作用及机制, 体内验证CXCR4 Nb和PX4 BsNb对胰腺癌荷瘤小鼠的抗肿瘤活

性。人外周血单个核细胞分离实验获得上海交通大学地方伦理委员会批准, 动物福利和实验过程均遵循上海交通

大学动物伦理委员会的规定。体外实验结果表明, 0.1 μmol·L-1 CXCR4 Nb能有效抑制SDF-1诱导的人脐静脉内皮

细胞 (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) 迁移, 拮抗胰腺星状细胞对HUVEC增殖和迁移的促进作用。

在 NOD/SCID 小鼠皮下胰腺癌移植瘤模型中 , 腹腔给予 0.3 mg·kg-1 CXCR4 Nb, 抑瘤率为 28.8%, 0.3 mg·kg-1 PX4

BsNb抑瘤率为 36.1%, 且免疫荧光显示治疗组肿瘤部位血管生成均减少。CXCR4 Nb具有良好的安全性和有效性,

为胰腺癌的抗血管生成治疗和纳米抗体的应用提供了理论基础。
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Mechanism of anti-CXCR4 nanobody inhibiting angiogenesis in

pancreatic cancer
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Abstract: Tumor angiogenesis provides adequate oxygen and nutrition for tumor development and supports

tumor growth and metastasis. Stromal cell derived factor 1 (SDF-1) and its receptor C-X-C motif chemokine receptor

4 (CXCR4) in pancreatic cancer microenvironment are involved in tumor growth such as promoting tumor cell

proliferation, migration, and angiogenesis. In this study, anti-CXCR4 nanobody (CXCR4 Nb) and anti-programmed

cell death ligand 1 (PD-L1) &CXCR4 bispecific nanobody (PX4 BsNb) were expressed in Escherichia coli system

and purified by nickel column affinity chromatography. We investigated the anti-angiogenesis activity and mechanism

of CXCR4 Nb by in vivo and in vitro experiments. Ethical approval was obtained for collection of human peripheral

blood mononuclear cell (hPBMC) samples from the Local Ethics Committee of Shanghai Jiao Tong University. All

animal experiments were approved by the Animal Ethic Committee of Shanghai Jiao Tong University. The results

showed that CXCR4 Nb at 0.1 μmol·L-1 could effectively inhibit the proliferation and migration of human umbilical

vein endothelial cells (HUVEC) promoted by pancreatic stellate cells in vitro. CXCR4 Nb and PX4 BsNb at

0.3 mg·kg-1 obviously decreased tumor angiogenesis and inhibited the tumor growth in NOD/SCID mice, the inhibitory
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rates were 28.8% and 36.1%, respectively. CXCR4 Nb significantly inhibited tumor growth and angiogenesis with

great safety, which provides support for application of CXCR4 Nb and anti-angiogenesis therapy of pancreatic cancer.

Key words: nanobody; stromal cell derived factor 1; C-X-C motif chemokine receptor 4; angiogenesis;

pancreatic stellate cell; pancreatic neoplasm

胰腺癌是全球范围内恶性程度极高的消化系统肿

瘤之一, 其显著特点是发现晚、治疗难、预后差, 目前5年

生存率仍不足 8%。传统的治疗方法如手术、化疗和放

疗已被广泛使用, 但在临床上没有明显改善[1]。新生

血管的形成对于包括胰腺癌在内的多种肿瘤进展具有

重要意义, 当肿瘤生长直径达到 1、2 mm时, 会建立适

合自己生长的外部组织环境, 通过与肿瘤微环境 (tumor

microenvironment, TME) 中多种细胞、细胞因子相互

作用诱导新血管形成, 构建新的营养代谢网络为肿瘤

组织提供养分, 同时作为转移通道有利于肿瘤细胞的

迁移[2]。TME是一个动态网络, 包括多种类型细胞 (肿

瘤细胞、血管内皮细胞、成纤维细胞、免疫细胞和周细

胞等) 和细胞外基质、生长因子及细胞因子等成分[3]。

TME会诱导肿瘤在原有血管基础上生成以毛细血管

为主的新生血管系统 , 因此肿瘤新生血管的形成与

TME密切相关[4]。

胰腺星状细胞 (pancreatic stellate cells, PSC) 是胰

腺癌中含量最丰富的基质细胞, 是胰腺癌细胞外基质

成分的主要来源, 通过协助肿瘤生长、转移和血管生成

为胰腺癌的发展提供有利环境[5,6]。临床数据表明, 与

血管生成相关的基因和蛋白 , 如血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)、转化生长因

子-β (transforming growth factor-β, TGF-β) 等的表达异

常均与胰腺癌恶性程度呈正相关[7,8]。PSC除了可分泌

直接促进血管生长的细胞因子 VEGF, 还可分泌基质

细胞衍生因子-1 (stromal cell derived factor 1, SDF-1),

通过激活肿瘤细胞表面 CXCR4 (C-X-C motif chemo‐

kine receptor 4) 受体, 既可刺激肿瘤的生长转移, 又可

作用于血管内皮细胞参与调控肿瘤的血管新生。

SDF-1 主要通过两种方式参与肿瘤新血管的生成调

控 : ① 促进邻近血管内皮细胞的迁移、增殖和成管 ;

② 通过动员和募集远处内皮祖细胞 (endothelial pro‐

genitor cells, EPC) 到肿瘤部位参与新血管的形成[9,10]。

SDF-1还可诱导内皮细胞表达VEGF通过自分泌方式

促进血管生成[11-13]。有研究发现, 胶质瘤中SDF-1作用

于CXCR4受体后激活PI3K/AKT (phosphatidylinositide

3-kinase/protein kinase B) 信号轴, 促进VEGF表达上调

进而促进血管生成。使用 CXCR4 小分子拮抗剂

AMD3100 或敲除 CXCR4 基因后 , VEGF 表达明显降

低, 小鼠体内新生血管数量减少, 肿瘤生长被抑制[14]。

肿瘤新生血管减少, 血管正常化可为效应免疫细胞浸

润肿瘤提供有利途径从而增强对肿瘤细胞的杀伤, 因

此抗血管治疗联合免疫检查点治疗相较于单一疗法可

以达到更好的抑瘤效果[15,16]。

基于已有基础, 本研究利用大肠杆菌系统表达靶

向CXCR4分子的纳米抗体 (nanobody, Nb) anti-CXCR4

纳米抗体 (CXCR4 Nb) 和 anti-PD-L1 (programmed cell

death ligand 1) &CXCR4双特异性纳米抗体 (PX4 BsNb)。

以人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial

cells, HUVEC) 作为研究对象, 利用 PSC与HUVEC共

培养模型, 探究CXCR4 Nb拮抗胰腺癌新血管生成的

作用及其机制, 比较CXCR4 Nb与联合靶向CXCR4和

免疫检查点PD-L1的PX4 BsNb的抑瘤效果, 为纳米药

物治疗肿瘤提供新的理论依据。

材料与方法

细胞及培养基 HUVEC、内皮细胞培养基 (endo‐

thelial cell medium, ECM) (美国 ScienCell 公司); 人胰

腺癌细胞 (AsPC-1, 中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心); 人胰腺星状细胞 (human pancreatic

stellate cells, HPSC, 宁波明州生物科技有限公司);

DMEM 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶 (美国 Gibco 公

司); 人外周血单个核细胞 (human peripheral blood

mononuclear cell, hPBMC) 由上海长海医院输血科提

供, 实验获得上海交通大学地方伦理委员会批准。

主要仪器 Cytoflex型流式细胞仪 (美国Beckman

Coulter 公司); 正置荧光显微镜 (日本 Olympus 公司);

多功能酶标仪 Infinite M200 PRO (瑞士Tecan公司); 振

荡培养箱 (上海知楚仪器有限公司); 全自动数码凝胶

成像分析系统 Tanon-1600 (上海天能科技有限公司);

His Trap FF层析柱、蛋白分离纯化系统AKTA Start (上

海通用电气医疗系统有限公司); 超高效液相色谱-离

子淌度-四级杆飞行时间质谱仪 (Acquity UPLC I-class/

VION IMS Q-TOF, 美国 Waters 公司); 蛋白凝胶电泳

仪 (美国Bio-Rad公司)。

材料与试剂 胰蛋白胨、酵母提取物 (英国Oxoid

公司); 咪唑、氨苄青霉素 (上海麦克林生化科技有限公

司); 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG, 上海生工生物
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工程有限公司); 人源 SDF-1 重组蛋白 (美国 R&D 公

司); 磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, PBS, 美

国Gibco公司); CCK8试剂盒 (日本Dojindo公司); 4%

多聚甲醛固定液 (北京索莱宝科技有限公司); anti-

human CXCR4兔 IgG单克隆抗体、anti-6× His-tag小鼠

IgG 单 克 隆 抗 体 [FITC (fluorescein isothiocyanate

isomer) 标记] (英国Abcam公司); anti-human PD-L1小

鼠 IgG单克隆抗体 [APC (allophycocyanin) 标记] (北京

义翘神州科技有限公司); Alexa Fluor 647标记的羊抗

兔 IgG第二抗体 (上海翊圣生物科技有限公司)。

实验动物 NOD/SCID 雌性小鼠 (浙江维通利华

公司, 6～8周龄), 动物实验方案由上海交通大学动物

伦理委员会批准, 饲养于上海交通大学动物实验中心

药学院分平台SPF级环境, 独立送风无菌笼具系统, 恒

温和12 h光照交替。

抗体的表达与纯化 实验室前期已构建 pET22b-

CXCR4 重组质粒 , CXCR4 Nb 序列从已有文献[17]获

得, 在其C端加入多组氨酸标签 (6× His标签), 可用于

CXCR4 Nb的可溶性表达。将重组质粒转化至大肠杆

菌BL21中, 涂板后挑取单菌落测序, 取测序正确的菌

液接种于 5 mL含 500 μg氨苄抗生素的LB培养基 (每

升LB培养基含 5 g酵母提取物、10 g蛋白胨、10 g氯化

钠, pH 7.0), 在 37 ℃、220 r·min-1摇床内培养 16 h, 取出

转移至 500 mL TB培养基 (每升TB培养基含 11.8 g胰

蛋白胨、23.6 g酵母提取物、9.4 g磷酸氢二钾、2.2 g磷

酸二氢钾和 4 mL 甘油) 中继续培养扩增 , 待菌液在

600 nm处的吸光度 (A600) 值达到0.6～0.8时, 加入终浓

度 0.1 mmol·L-1 IPTG诱导表达。次日, 4 500 r·min-1离

心菌液 20 min后收集菌体沉淀, 加入 50 mL PBS重悬

菌体沉淀, 混匀, 用高压均质仪破碎菌体, 收集菌液上

清, 经过0.45 μm滤膜过滤后上机纯化。

纳米抗体序列采用 His作为筛选标签, 因此选择

使用镍柱亲和层析纯化。样品上机前先用结合缓冲液

平衡 His Trap FF 柱, A280值和电导率都稳定达到平衡

状态时, 将结合缓冲液换为待纯化样品。上样结束后

再次用结合缓冲液平衡His Trap FF柱, 平衡后加入咪

唑洗脱液, 按 10%、20%、30%、50%、80%和 100%的浓

度梯度洗脱, 收集洗脱峰用于 SDS-PAGE鉴定和质谱

分析。

抗原结合能力实验 将培养至90%融合的HUVEC

用 0.5%胰蛋白酶消化, 终止消化后离心收集细胞, 加

入流式染色缓冲液 (fluorescence activated cell sorting

buffer, FACS buffer) 重悬 , 充分混匀后调整细胞浓度

至每毫升 5×106个细胞。每个 EP 管内加 200 μL 细胞

悬液, 分别在样品中加入 1 μg CXCR4 Nb或PX4 BsNb

作为一抗 , FITC 标记的 anti-6× His tag IgG 作为二抗;

anti-human CXCR4 mAb和Alexa Fluor 647标记的 anti-

rabbit IgG 分别作为 CXCR4 抗原检测的一抗和二抗;

Alexa Fluor APC 标记的 anti-human PD-L1 IgG 作为

PD-L1抗原检测的抗体。将一抗加入HUVEC于 4 ℃

避光孵育 30 min, 取出加入 FACS buffer 洗涤 2 次; 加

入相应二抗 , 4 ℃避光孵育 30 min, FACS buffer 洗涤

2 次, 用 100 μL FACS buffer重悬细胞, 流式细胞仪上

进行荧光强度的检测。

细胞增殖抑制实验 用 0.5%胰蛋白酶消化处于

对数生长期的HUVEC, 加入ECM培养基重悬, 以每孔

5 000个细胞接种于 96孔板中过夜培养。待细胞贴壁

后, 按ECM培养基和HPSC条件培养基 (HPSC condi‐

tioned medium, HPSC-CM) 1∶1比例换液, 加入CXCR4

Nb和 PX4 BsNb, 同时设 3个复孔, 37 ℃、5% CO2培养

箱中分别孵育 48 和 72 h。孵育结束后 , 按 10∶1 比例

(孔内培养基∶CCK8溶液) 加入CCK8溶剂, 置于 37 ℃

避光孵育 0.5～1 h, 用酶标仪检测各孔A450值。根据公

式 (1) 计算细胞存活百分比, 利用GraphPad Prism进行

统计学分析和作图。

细胞存活百分比 = [(A − C)/(B − C)] × 100% (1)

其中, A为实验组吸光值; B为对照组吸光值; C为

空白组吸光值 (仅含有培养基和CCK8试剂)。

细胞划痕愈合实验 选择处于对数生长期的

HUVEC用 0.5%胰蛋白酶消化, 加ECM培养基重悬调

整细胞密度至每毫升 2.5×105 个细胞, 铺至 6孔细胞培

养板过夜培养。次日用 200 μL无菌枪头在垂直于 6孔

板横轴中心处划一条直线, 吸弃孔内上清液, 加PBS轻

柔洗涤 2 次。实验组分别加入含 40 ng·mL-1 SDF-1 的

ECM 培养基、HPSC-CM 与 ECM 培养基 (1∶1) 的混合

物 , 对照组分别加入 PBS 和 ECM 培养基。继续在

37 ℃、5%CO2 培养箱培养 2 h, 分别加入终浓度为

0.1 μmol·L-1的 CXCR4 Nb和 PX4 BsNb。该时间点计

为 0 h, 继续培养并在 8和 24 h将 6孔板置于倒置显微

镜下拍照。每组取 3 个视野, 用 Image J和 SPSS 软件

进行统计分析, 根据公式 (2) 计算细胞迁移速率。

细胞迁移速率 (%) = (0 h划痕面积 −观察时间划

痕面积)/0 h划痕面积 × 100% (2)

体内移植瘤抑制实验 选择 6～8周龄雌性NOD/

SCID小鼠构建皮下胰腺癌移植瘤模型, 小鼠随机分为

4组, 每组 3只。空白组每只小鼠注射 1.5×106 AsPC-1

细胞, 对照组和实验组将AsPC-1与HPSC按 1∶1混合

均匀, 每只注射3×106细胞混合悬液。将接种日定为第

0天, 待肿瘤长至 50～100 mm3, 每只小鼠尾静脉注射

2×106 hPBMC细胞, 为小鼠重构部分免疫系统。次日
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腹腔给药 , 给药组分别注射 0.3 mg·kg-1的 CXCR4 Nb

和PX4 BsNb, 空白组和对照组注射等体积PBS, 每3天

给药 1次, 共 6次给药。每 3天测量 1次小鼠肿瘤的长

径 (a) 和短径 (b), 按 V = 0.5 × a × b2计算肿瘤体积。

第 28天处死所有小鼠, 剥取肿瘤拍照, 用 4%多聚甲醛

溶液固定、切片后进行免疫荧光染色。

统计学分析 采用GraphPad Prism 8软件进行分

析, 数据用 x̄ ± s表示, 组间比较用独立样本 t检验, P <

0.05认为有统计学差异。

结果

1 CXCR4 Nb的表达、纯化与鉴定

收集大肠杆菌表达的菌液上清, 选用镍柱亲和层

析法纯化获取 CXCR4 Nb。用缓冲液平衡上样结束

后, 采用咪唑洗脱液进行分部梯度洗脱, 收集洗脱峰,

可见 6个不同的紫外吸收峰, 说明不同的咪唑浓度均

能洗脱CXCR4 Nb (图1A)。收集20%、30%、50%、80%

和100%咪唑浓度的洗脱蛋白, 经SDS-PAGE鉴定均含

有分子质量 29 kDa 的目的蛋白 (图 1B)。其中 20%、

30%和 50%咪唑浓度洗脱所得样品中含较多杂蛋白,

而 80% 和 100% 咪唑浓度洗脱所得蛋白纯度较高, 收

集100%咪唑洗脱所得目的蛋白用于质谱分析。

选择 100% 咪唑浓度洗脱所得目的蛋白 , 用 PBS

缓冲液透析去除蛋白中的咪唑, 超滤浓缩后得到质量

浓度为 1 mg·mL-1 的 CXCR4 Nb, 通过超高效液相色

谱-离子淌度-四级杆飞行时间质谱仪分析, 检测到单

一碎片峰分子质量 29 kDa, 与CXCR4 Nb的理论分子

质量相一致 (图2), 说明利用大肠杆菌系统表达纯化后

获得的CXCR4 Nb, 分子质量正确且纯度较高, 可用于

后续实验。

2 流式细胞术检测人脐静脉内皮细胞上 CXCR4 的

表达

为验证HUVEC可作为CXCR4 Nb体外抗血管生

成研究的实验细胞, 应用流式细胞术检测 HUVEC细

胞膜上 CXCR4 的表达水平及与 CXCR4 Nb 和 PX4

BsNb的结合能力。结果显示, HUVEC均表达CXCR4

和 PD-L1, 而通过大肠杆菌系统表达纯化的 CXCR4

Nb和PX4 BsNb均能与HUVEC结合 (图3)。

3 CXCR4 Nb在HUVEC迁移中的作用

血管内皮细胞迁移是血管形成的关键步骤, 通过

细胞划痕实验观察CXCR4 Nb和PX4 BsNb在HUVEC

迁移中的作用。实验分为空白组、对照组和纳米抗体

实验组, 分别在 0、8和 24 h时拍照记录划痕愈合情况。

结果显示 , 重组蛋白 SDF-1 能诱导 HUVEC 不断向划

Figure 1 Purification and identification of anti-C-X-C motif chemokine receptor 4 nanobody (CXCR4 Nb). A: Purification process chro‐

matogram of CXCR4 Nb using His-tag affinity chromatography column; B: 10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE) analysis of CXCR4 Nb. M: Protein marker; 1: Bacteria liquid; 2: Phosphate buffered saline (PBS) resuspended bacteria liquid;

3: Bacteria liquid after crushing; 4: Pre-purified supernatant; 5-9: The elution peaks of imidazole concentration at 20% (5), 30% (6),

50% (7), 80% (8) and 100% (9), respectively

Figure 2 Ultra performance liquid chromatography-quadrupole-

time of flight-mass spectrometry (UPLC Q-TOF MS) to identify

the molecular weight of CXCR4 Nb
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痕中心迁移, 培养24 h后划痕几乎全部愈合; 而纳米抗

体组划痕仍有间隙存在 (图 4A); 划痕面积定量分析结

果显示 (图4B), 0.1 μmol·L-1的CXCR4 Nb和PX4 BsNb

均能抑制 HUVEC 的迁移, 24 h 内皮细胞迁移率明显

低于 SDF-1 对照组, 说明 CXCR4 Nb 可拮抗 SDF-1 诱

导的HUVEC迁移。

4 CXCR4 Nb在PSC介导HUVEC迁移中的作用

PSC是胰腺癌患者体内 SDF-1的主要来源[18]。为

更好地模拟体内HUVEC的迁移情况, 使用HPSC条件

培养基代替外源 SDF-1 与 HUVEC 共培养 , 通过划痕

实验观察CXCR4 Nb的抑制作用。结果显示, HPSC-CM

组迁移结果类似外源重组蛋白SDF-1, 能促进HUVEC

向划痕区域移动, 而纳米抗体均可抑制HPSC-CM诱导的

HUVEC细胞迁移 (图5A);定量结果显示,与HPSC-CM对

照组相比, 0.1 μmol·L-1的CXCR4 Nb和 PX4 BsNb在 8

和 24 h的拮抗迁移作用均有显著性差异 (图 5B), 说明

HPSC 可能通过 SDF-1/CXCR4 轴促使 HUVEC 迁移 ,

CXCR4 Nb能拮抗HPSC的促迁移作用。

5 CXCR4 Nb在PSC介导HUVEC增殖中的作用

PSC通过诱导HUVEC的增殖和迁移, 促进HUVEC

到达肿瘤部位形成新生血管, 利用CCK8实验可检测

CXCR4 Nb对HPSC促细胞增殖的抑制作用。结果显

Figure 3 Fluorescence activated cell sorting (FACS) analysis of nanobody binding to human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)

and the expression of CXCR4 and programmed cell death ligand 1 (PD-L1). A: FACS analysis expression of CXCR4 in HUVEC; B: FACS

analysis expression of PD-L1 in HUVEC; C: FACS analysis of nanobody binding to HUVEC. mAb: Monoclonal antibody; PX4 BsNb: Anti

PD-L1&CXCR4 bispecific nanobody

Figure 4 Migration of stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), CXCR4 Nb and PX4 BsNb treated HUVEC by scratch assay. A: Representative

images of the control, SDF-1, CXCR4 Nb and PX4 BsNb groups of HUVEC at 0, 8 and 24 h. Scale bar: 50 μm; B: Quantitative analysis of

scratch assay. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1

Figure 5 Effects of human pancreatic stellate cells (HPSC) conditioned medium (HPSC-CM), CXCR4 Nb and PX4 BsNb on wound

healing of HUVEC. A: The migration of HUVEC after CXCR4 Nb and PX4 BsNb treatment in the presence of HPSC-CM at 0, 8 and 24 h.

Scale bar: 100 μm; B: Quantitative analysis of scratch assay. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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示, HPSC条件培养基明显促进 HUVEC的增殖, 与对

照组相比有显著性差别; 0.01、0.1和 1 μmol·L-1浓度的

CXCR4 Nb和 PX4 BsNb都可抑制HPSC对HUVEC的

促增殖作用, 且呈现一定的浓度依赖性 (图6)。由于纳

米抗体没有 Fc结构, 不会对细胞产生直接毒性作用,

因此CXCR4 Nb抑制HPSC促增殖的效果轻微[19]。

6 CXCR4 Nb对体内肿瘤和血管生成的影响

利用胰腺癌皮下移植瘤小鼠模型可直接观察纳米

抗体的体内药效学作用。肿瘤生长曲线提示, HPSC

能促进胰腺癌细胞 AsPC-1 体内的快速生长 , 说明

HPSC在胰腺癌的发生发展中发挥重要作用。CXCR4

Nb和 PX4 BsNb联合 hPBMC能明显抑制肿瘤细胞生

长, 0.3 mg·kg-1的CXCR4 Nb和 PX4 BsNb的给药组抑

瘤率分别为28.8%和36.1% (图7A)。给药期间小鼠未出

现死亡情况, 且体重平稳增加 (图7B), 说明CXCR4 Nb在

体内给药时有较好的安全性。光镜下观察 PX4 BsNb

组的抑瘤效果略优于CXCR4 Nb (图 7C), 与肿瘤生长

曲线结果一致, 说明通过阻断SDF-1/CXCR4途径可有

效抑制体内肿瘤生长, 联合拮抗负向调控信号 PD-L1

靶点能进一步增加体内抗肿瘤免疫应答。通过CD31

标记肿瘤组织内新生血管, 免疫荧光结果显示, HPSC

能促进肿瘤内新血管的形成, 给予CXCR4 Nb和 PX4

Figure 6 Anti-proliferation effects of CXCR4 Nb and PX4 BsNb on HUVEC for 48 h (A) and 72 h (B). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001

Figure 7 Tumor inhibition efficiency of CXCR4 Nb and PX4 BsNb in vivo. A: Relative tumor volume-time curve. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05;

B: Body weight changes over time; C: Image of all stripped tumor masses; D: Tumor sections stained with anti-CD31 mAb. Scale bar: 100 μm
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BsNb治疗后, 肿瘤部位血管生成相对减少 (图7D)。

讨论

新血管生成是肿瘤生长转移的重要因素之一, 针

对血管生成的靶向药物已成为临床肿瘤治疗的有效方

案, 如靶向VEGF分子的贝伐珠单抗可显著延长结直

肠癌患者的生存期, 但这些药物在胰腺癌治疗中收效

甚微[20,21]。因此, 本研究选择TME中与细胞增殖迁移、

血管生成和基质降解等肿瘤生长过程相关的 SDF-1/

CXCR4轴, 构建表达靶向CXCR4分子的纳米抗体, 探

究其对胰腺癌微环境中新血管生成的作用及其机制,

并使用PX4 BsNb探究联合靶向CXCR4与免疫检查点

和单独靶向CXCR4在体内抑瘤效果的区别。

肿瘤血管生成是一个复杂过程, 包括血管内皮基

质降解、内皮细胞增殖和迁移、内皮细胞管道化形成血

管环和新的基底膜等步骤[22]。本研究主要观察了纳米

抗体对内皮细胞增殖迁移及对新血管生成的抑制作

用。体外实验证明趋化因子 SDF-1可促进HUVEC迁

移, HPSC同样能加速HUVEC迁移和增殖。HPSC是

胰腺癌中重要的基质细胞, 推测HPSC可能分泌SDF-1,

通过 SDF-1/CXCR4轴吸引HUVEC迁移到肿瘤部位。

CXCR4 Nb 和 PX4 BsNb 具有很好靶向性 , 且体积小 ,

能渗透到肿瘤部位, 通过拮抗SDF-1/CXCR4信号途径

可抑制HPSC对HUVEC的促增殖和迁移作用。大部

分肿瘤细胞高表达负向调控分子 PD-L1, 通过与 T细

胞表面PD-1结合, 逃避特异性T细胞介导的抗肿瘤效

应[23]。而 PX4 BsNb通过靶向肿瘤新血管生成 SDF-1/

CXCR4和负向调控信号PD-1/PD-L1信号途径, 联合T

细胞在体内增加胰腺肿瘤免疫应答, 发挥双效的肿瘤

杀伤作用, 与目前已有研究结果一致[24]。

与正常组织中的血管相比, 肿瘤血管通常呈不规

则样, 表现出扭曲回旋和分支过多, 血液比正常血管中

的黏稠且阻力变大等特征[25,26]。同时, TME中的基质

细胞, 如癌相关成纤维细胞 (CAF) 产生趋化因子SDF-1,

刺激胰腺癌细胞增殖, 募集调节性T细胞产生免疫抑

制, 通过SDF-1/CXCR4轴促使肿瘤周围结缔组织增生

性改变, 导致大分子药物难以进入肿瘤内部发挥肿瘤

杀伤效应[27-29]。针对肿瘤新生血管的靶向药物不但使

肿瘤内血管结构和血流趋近于正常组织, 同时改善部

分营养物质和药物的输送, 有利于化疗药物和免疫细

胞对肿瘤的杀伤作用[30]。PSC在调控肿瘤细胞的生长

周期、增殖转移及血管生成中都发挥重要作用。皮下

移植瘤小鼠模型也证实 , HPSC 能促进胰腺癌细胞

AsPC-1 在体内的生长 , 而 CXCR4 Nb 和 PX4 BsNb 能

减少肿瘤内新生血管, 可能对肿瘤基质细胞的类型也

产生影响, 从而抑制肿瘤的生长和进展。

综上, PSC会促进胰腺癌中新血管的生成和肿瘤

进展, 而阻断SDF-1/CXCR4通路能够抑制血管内皮细

胞的增殖和迁移, 联合阻断免疫检查点能达到更好的

抗肿瘤效果。纳米抗体可有效渗透到肿瘤组织内部,

抑制新血管形成, 改善 TME, 在肿瘤治疗中具有巨大

的应用潜力。
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