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摘  要 

目的：探究抗AGGF1中和抗体(RDD-Ab)，RDD-Ab + 抗CTLA-4抗体联合治疗对小鼠黑色素瘤的治疗作

用。方法：合成AGGF1的GTFQRDDAPASVHSE肽并制备多克隆中和抗体(RDD-Ab)。为了评估RDD-Ab
对血管生成活性和黑色素瘤生长的影响，我们实施了小管生成实验、迁移实验、细胞增殖实验、黑色素

瘤细胞皮下移植性模型实验和免疫组化等实验。结果：实验结果显示，制备的RDD-Ab可以识别细胞中

天然的AGGF1蛋白和过表达的AGGF1蛋白。RDD-Ab可显著抑制血管内皮细胞小管形成、迁移和增殖。

与IgG对照组相比，RDD-Ab治疗显著减缓黑色素瘤生长，RDD-Ab + CTLA-4抗体联合治疗时肿瘤生长速

度最慢。免疫组化实验也表明，RDD-Ab显著减少瘤内微血管生成与肿瘤细胞增殖，同时，联合治疗可

显著增加瘤内CD4+和CD8+淋巴细胞的浸润。结论：RDD-Ab可在体外抑制血管内皮细胞的血管新生功能，

具有高效的黑色素瘤生长抑制作用，RDD-Ab + CTLA-4联合治疗黑色素瘤效果更佳(显著增加瘤内CD4+

和CD8+淋巴细胞的浸润)，这为未来黑色素瘤的临床干预提供了一种新的潜在治疗方案。 
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Abstract 
Objective: To investigate the therapeutic effect of neutralizing antibody (against AGGF1, RDD-Ab), 
RDD-Ab + CTLA-4 therapy on mouse melanoma. Methods: Synthesize GTFQRDAPASVHSE peptide 
of AGGF1 and prepare polyclonal neutralizing antibody (RDD-Ab). In order to evaluate the effects 
of RDD-Ab on angiogenesis and melanoma growth, we conducted tube formation, migration, cell 
proliferation, subcutaneous melanoma cell transplantation model and immunohistochemistry (IHC). 
Results: RDD-Ab can recognize both natural AGGF1 protein and overexpressed AGGF1 protein in 
cells. The experimental results showed that RDD-Ab significantly inhibits the formation, migration, 
and proliferation of endothelial cell tubules. Compared with the IgG control group, RDD-Ab signif-
icantly slowed down the growth of melanoma. IHC experiments showed that RDD-Ab significantly 
suppressed tumor angiogenesis and proliferation. The combination therapy of RDD-Ab + CTLA-4 
antibody has the slowest tumor growth rate, and the combination therapy increases the infiltra-
tion of CD4+ and CD8+ lymphocytes robustly in solid tumors. Conclusion: RDD-Ab can inhibit the 
angiogenesis function of endothelial cells in vitro and has a highly effective inhibitory effect on 
melanoma growth has an efficient inhibitory effect on melanoma growth, and the combined 
treatment with CTLA-4 antibody is more effective. This provides a new potential treatment option 
for clinical intervention of melanoma in the future. 
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1. 引言 

黑色素瘤是极具破坏性的皮肤癌，其发病率在全球范围内不断上升，严重危害人类健康[1]。根据全

球癌症数据流行病学评估，2020 年黑色素瘤新发病例数约为 325,000 例，因黑色素瘤死亡的人数达 57,000
人[2]。到 2040 年，全球黑色素瘤预计将达 510,000 例新发病例和 96,000 例死亡病例[3]。据估计，每年

黑色素瘤的治疗费用高达 33 亿美元[4]。早期确诊的黑色素瘤可以通过手术切除治愈。如果在早期(I 期或

II 期)未发现，由于其转移快，生存率仅为 6 个月，5 年生存率下降 81% [5]。 
涉及免疫调节检查点分子的抗体，如细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 (CTLA-4)，已被证明能强烈刺

激免疫系统。CTLA-4 是 CD28 的同源物，也是 T 细胞激活后上调的抑制性 T 细胞受体。由于 CTLA-4
是 T 细胞活性的负向调节器，阻断 CTLA-4 可以增强 T 细胞激活和增殖，包括肿瘤浸润的 T 效应细胞[6]。
Ipilimumab (2011 年获得 FDA 批准用于治疗黑色素瘤)是一种人源化 CTLA-4 阻断抗体，可增加 T 细胞的

反应性[7]，是用于治疗黑色素瘤的免疫检查点药物[8]。 
血管生成因子 1 (AGGF1)是 2004 年克隆的一种新型血管生成因子基因。AGGF1 蛋白具有类似 VEGF

的促血管生成能力[9]。Aggf1 +/− (纯合子胚胎致死)敲除小鼠来源的血管内皮的血管生成能力显著低于野生
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型小鼠的血管内皮细胞[10]。AGGF1 也是骨骼肌萎缩发病机制的新调节因子，AGGF1 蛋白治疗可显著抑

制骨骼肌萎缩[11]。在基于血管生成的抗肿瘤研究方面，靶向 VEGF/VEGFR 的药物已被开发并用于癌症

治疗[12]。 
在本研究中，我们制备了抗 AGGF1 核心区短肽(GTFQRDDAPASVHSE) [13]的中和抗体 RDD-Ab，

并初步探究了其对血管新生功能和黑色素瘤生长的影响。在黑色素瘤移植模型中进行了 RDD-Ab 和

CTLA-4 抗体的联合治疗，结果表明 RDD-Ab 可显著抑制小鼠体内的黑色素瘤生长和肿瘤血管新生，这

为未来临床治疗黑色素瘤提供了新的方案。 

2. 材料与方法 

2.1. 一般资料 

小鼠细胞 B16F10 (C57BL/6J)、人脐静脉内皮细胞(HUVEC)、细胞 Hela 均购自中国典型培养物保藏

中心，并在高糖Dulbecco改良的Eagle培养基(DMEM)中培养，培养基中添加 10% (V/V)的胎牛血清(Gibico 
Life Technologies)。C57BL/6 小鼠 (雄性，6~8 周龄 )购自广东维通利华实验动物技术有限公司。

GTFQRDAPASVHSE 合成由南京斯拜科生物科技完成，多抗制备由武汉三鹰生物技术有限公司

(Proteintech)完成。  

2.2. 仪器与试剂 

DMEM 培养基、胎牛血清、细胞培养用双抗(青链霉素混合液)均购于赛默飞世尔科技公司。实验所

需的主要仪器包括超净工作台(上海博迅医疗生物仪器股份有限公司)、台式离心机(赛默飞世尔科技公

司)、CO2 培养箱(赛默飞世尔科技公司)、低温冷冻离心机(赛默飞世尔科技公司)、切片机(赛默飞世尔科

技公司)、摊烤片机(赛默飞世尔科技公司)、显微镜(尼康株式会社)等。  

2.3. 细胞增殖测定 

为明确 RDD-Ab 对 HUVECs 细胞生长的影响，将 HUVECs 细胞接种在 96 孔板中，过夜培养后按

Cell Counting Kit-8 说明书检测细胞增殖。简单来说，对细胞进行预处理后每孔加入 1/10 体积的 CCK-8
试剂，在加入 CCK-8 试剂后，继续培养箱内避光孵育 1 小时，之后进行酶标仪检测(450 nm 波长处测定

吸光度值)。 

2.4. 内皮细胞迁移测定 

HUVECs 细胞经胰蛋白酶消化后重悬，生长至 90%汇合度后用无血清生长培养基对 HUVECs 细胞进

行 6 小时的饥饿处理。然后用 200 μL 枪头轻轻地垂直划过细胞层以去除一些细胞并制造伤口，PBS 洗涤

两次以清除细胞碎片且使划痕伤口的边缘变平滑。HUVECs 在 37℃、5% CO2 培养箱中继续培养 24 小时，

然后使用倒置显微镜捕获图像。对于 Transwell 迁移实验，我们使用 Transwell 小室系统(3422, BD Bio-
sciences)，擦掉上层多余未迁移的细胞后再利用结晶紫等染色剂去染膜下方的细胞(已迁移过去的细胞，

12 小时)，每个孔选取 5 个不同视野拍摄并计数迁移细胞数。 

2.5. 内皮细胞小管形成实验 

内皮细胞小管形成实验为评估 AGGF1 和 RDD-Ab 对 HUVECs 小管形成能力的影响。小管形成实验

使用 Matrigel 作为基底膜基质(356234, BD Biosciences)。在实验前，将 48 孔板和相关的移液枪头在 4℃
下过夜预冷，4℃下过夜解冻 Matrigel，用预冷移液枪头向 48 孔板中加入 200 μL Matrigel，室温下 1500 rpm
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离心 15 分钟使表面平整，37℃孵育 30 分钟使基质完全凝胶化。HUVECs 在 37℃下培养 6 小时后，使用

倒置显微镜捕获小管形成图像并进行定量分析，每个孔捕获 5 个小管图像并计算封闭小管的数量。  

2.6. 黑色素瘤移植模型实验  

所有涉及动物的实验程序均获得桂林医学院伦理委员会的批准。收集处于对数生长期的大约 5 × 106 
B16F10 细胞，经过生理盐水洗涤后重悬于 100 μL 生理盐水中。将细胞悬液注射到 C56/BL6J 小鼠的背部

皮下，注射细胞的小鼠随机分为对照组、RDD-Ab 组、CTLA4 (BioXCell)组和 RDD-Ab + CTLA 组。第二

天，将 100 μg RDD-抗体和 100 μg CTLA4 稀释在预冷的 PBS 中，通过皮下注射注入肿瘤附近，注射等量

IgG 的小鼠作为对照组。从第 6 天开始，每 2 天测量一次肿瘤体积(共测量 14 天)。肿瘤体积(V) = 0.5 × 
(L × W2)计算，L 代表长度，W 代表宽度[14]。到达实验终点后用手术剪和镊子小心地从小鼠背部剥离实

体瘤，称重后将其保存在 4%多聚甲醛中，之后将进行相关免疫组织化学分析。 

2.7. 免疫组化(IHC)分析 

简而言之，免疫组化主要包括样本固定、包埋、切片、抗原修复、封闭、一抗孵育、二抗孵育、酶

底物显色、封片观察。肿瘤组织在 4%多聚甲醛中固定过夜，石蜡包埋并切片。石蜡包埋肿瘤切片(5 μM)，
切片后进行脱蜡、脱水和复水化处理。微波抗原修复后，室温下用内源性过氧化物酶封闭液在黑暗中封

闭 15 分钟并在平衡缓冲液中用正常山羊血清封闭(50 μL/片)后，之后进行一抗二抗孵育。DAB (3,3'-二氨

基联苯)用作显色底物。所有准备好的切片用透明指甲油或中性香脂(封片介质)封片。图片捕捉采用倒置

显微镜，使用 Image-Pro Plus 6.0 版软件(Media Cybernetics Inc，美国)计算每个切片 6 个不同视野的免疫

组化染色强度。 

2.8. 统计学分析 

数据以平均值 ± 标准差(SD)的形式呈现。比较两个以上组的均值，对于正态分布的数据使用单因素

方差分析(ANOVA)或广义线性回归方法，两组间差异分析采用 t 检验。P < 0.05 被认为具有统计学意义，

NS 表示无统计学意义。 

3. 结果与分析 

3.1. RDD-Ab 逆转 AGGF1 蛋白对 HUVECs 功能的促进作用。 

AGGF1 是一种非常强的血管生成因子[9]，我们推测，靶向 AGGF1 的中和抗体可能具有抑制血管新

生的功能，从而抑制肿瘤生长。因此，我们首先制备了 AGGF1 的中和抗体(RDD-Ab)，并初步探究其对

血管新生相关功能的影响。Western Blot 实验与免疫荧光结果显示，RDD-Ab 具有类似商品化 AGGF1 抗

体(Proteintech 11889-1-AP)的功能(图 1(A)，1(B))，RDD-Ab 可以识别 Hela 细胞内本底水平与过表达的

AGGF1 蛋白。CCK-8 细胞增殖实验显示，纯化的 AGGF1 蛋白可显著增加 HUVECs 的增殖，RDD-Ab
可有效逆转 AGGF1 对 HUVECs 增殖的促进(图 1(C))。在 HUVECs 小管形成实验中，当培养液中添加

AGGF1 蛋白时，形成的闭环小管数量较添加 BSA (牛血清白蛋白)时显著增加，RDD-Ab 处理则显著逆转

了 AGGF1 蛋白对 HUVECs 小管形成的促进作用(图 1(D))。HUVECs 划痕实验和 Transwell 实验可检测

RDD-Ab 对 HUVECs 运动能力的影响。类似地，在划痕实验与 Transwell 实验中，RDD-Ab 均可有效逆转

AGGF1对HUVECs运动能力的促进作用(图 1(E)，1(F))。这些结果表明中和抗体RDD-Ab可以识别AGGF1
蛋白并减弱 AGGF1 蛋白对 HUVECs 功能的促进，这也暗示 RDD-Ab 可能具有通过靶向 AGGF1 抑制肿

瘤内血管新生，从而抑制肿瘤生长的功能。 
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(A) Hela 细胞中本底水平 AGGF1 与过表达 AGGF1 的 Western Blot 检测。EV (empty vector)空载体，pCMV-3xFLAG
空载体，OV (over-expression vector)，pCMV-3xFLAG-AGGF1 过表达载体，Proteintech 11889-1-AP 为 Proteintech 公

司商品化 AGGF1 抗体。(B) Hela 细胞中 AGGF1 的免疫荧光染色。(C) HUVECs 增殖实验(CCK-8)。NS，无显著性差

异，**P < 0.01。(D) HUVECs 小管形成实验(tube formation assay，6 小时)。NS，无显著性差异，**P < 0.01。(E) HUVECs
划痕实验(24 小时)。NS，无显著性差异，**P < 0.01。(F)HUVECs Transwell 实验(12 小时)。NS，无显著性差异，

**P < 0.01。 

Figure 1. RDD-Ab reversed the promoting effect of AGGF1 protein on the angiogenesis function of HUVECs 
图 1. RDD-Ab 逆转 AGGF1 蛋白对 HUVECs 血管新生功能的促进作用 
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3.2. RDD-Ab + CTLA-4 抗体协同抑制小鼠黑色素瘤生长 

为了进一步证明 RDD-Ab 是否能够在体内抑制肿瘤生长，我们利用小鼠皮肤黑色素瘤细胞系 B16F10
建立了 C57BL/6 小鼠黑色素瘤移植模型。将 B16F10 细胞皮下注射至 C57BL/6 小鼠背部，随机分为 IgG
组、RDD-Ab 组、CTLA-4 组和 RDD-Ab + CTLA-4 组。从肿瘤接种后第 1 天开始，此后每隔 2 天腹腔注

射 IgG、RDD-Ab、CTLA-4 和 RDD-Ab + CTLA-4。每隔一天测量肿瘤生长情况。在实验截止日将实体瘤

剥离并称重。肿瘤生长曲线显示，RDD-Ab 组实体瘤生长速度显著慢于 IgG 对照组，RDD-Ab 组肿瘤大

小与重量均显著轻于 IgG 对照组；当 RDD-Ab 与传统的 CTLA-4 抗体联合使用时，肿瘤的生长最为缓慢

(图 2(A))。之后我们对肿瘤微血管密度(CD31)与肿瘤细胞增殖能力(Ki67)进行了检测，结果显示，与 IgG
组相比，RDD-Ab 给药组肿瘤中 CD31 阳性血管密度显著降低，类似地，与 IgG 组相比，RDD-Ab 给药

组肿瘤中 Ki67 阳性细胞密度显著降低(图 2(B)，2(C))。由于 CTLA-4 参与免疫系统应答，因此，我们进

一步评估了实体瘤中 CD4 阳性(CD4+)、CD8 阳性(CD8+)淋巴细胞浸润。与和 IgG 对照组相比，RDD-Ab
组和 CTLA-4 组中小鼠瘤内 CD4+、CD8+淋巴细胞浸润均有增加，RDD-Ab + CTLA-4 组肿瘤中 CD4+与 CD8+

淋巴细胞浸润最多(图 2(D)，2(E))。上述结果表明，抗 AGGF1/CTLA-4 联合治疗具有协同抑制肿瘤作用，

这种协同抑制作用可能是通过降低瘤内微血管密度，抑制肿瘤细胞增殖，增加 CD4+与 CD8+淋巴细胞浸润

实现的。 
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(A) RDD-Ab+CTLA-4 联合治疗抑制 C56/BL6J 小鼠黑色素瘤生长，左上：皮下移植瘤剥离后照片(n = 6)；左下，皮

下移植瘤剥离后重量统计分析；右：皮下移植瘤生长曲线(体积，mm3)。NS，无显著性差异，*P < 0.05，**P < 0.01。
(B) 皮下移植瘤内 CD31 (微血管标志蛋白)的免疫组化分析。NS，无显著性差异，*P < 0.05，**P < 0.01。(C) 皮下

移植瘤内 Ki67 (增殖标志蛋白)的免疫组化分析。NS，无显著性差异，*P < 0.05，**P < 0.01。(D)~(E)皮下移植瘤内

CD4/CD8 (T 淋巴细胞标志蛋白)的免疫组化分析。NS，无显著性差异，**P < 0.01。 

Figure 2. RDD-Ab + CTLA-4 therapeutic antibody synergistically inhibits melanoma growth in mice 
图 2. RDD-Ab + CTLA-4 治疗抗体协同抑制小鼠黑色素瘤生长 

4. 讨论 

据报道，我国黑色素瘤以每年 3%~5%的比例激增，2017 年中国黑色素瘤年龄标准化发病率为每 10
万人年 0.9 例[15]。黑色素瘤可以通过手术治疗，但更重要的是，通过阻断共抑制受体 CTLA-4 或 PD-1
已显示出广泛的抗肿瘤效果[16]。 

血管生成因子在血管生成的启动中起着关键作用，是维持体内血管系统所必需的[17]。它们也被认为

是治疗癌症的潜在临床和治疗靶点[18]。在临床上，抗 VEGF 单克隆抗体(贝伐珠单抗)，阿瓦斯汀(Avastin)
已获得美国食品药品监督管理局批准，并改善了总生存期[19]-[21]。在本研究中，基于 Matrigel 的 HUVECs
小管形成实验、迁移实验和增殖实验表明，RDD-Ab 在体外显著抑制内皮细胞的血管新生功能。免疫组

织化学分析表明，RDD-Ab 可显著减弱肿瘤血管新生和肿瘤细胞增殖。在免疫反应方面，观察到 RDD-Ab
与 CTLA 联合治疗组 CD4、CD8 阳性 T 细胞浸润增加，这与其他研究团队观察结果类似[6] [22]。已发表

的数据还表明，抗 CTLA-4 治疗可通过减少肿瘤内调节性 T 细胞来促进抗肿瘤活性[23]，RDD-Ab + 
CTLA-4 联合治疗对调节性 T 细胞的影响可在我们后续的深究中继续开展。  

本文对 AGGF1 中和抗体联合抗 CTLA-4 抗体治疗小鼠色素瘤进行了初步探究，本研究仍存在一些局

限性。(1) 本研究采用瘤旁注射法向小鼠进行 RDD-Ab 治疗，并没有对抗体进行其他加工修饰，后期可

开发纳米包裹技术等对抗体进行包裹以增加其稳定性，从而增加其对肿瘤抑制的效率，减少抗体的注射

量。(2) 血管新生，即在原有血管基础上生成新血管的过程，在促进肿瘤生长、进展和转移中起着至关重

要的作用[24]，本文并未对 RDD-Ab 在肿瘤转移中的作用进行探究。(3) 我们采用免疫组化分析来评价

CD4、CD8 阳性细胞在瘤内的浸润，这仍不够精准反映体内的免疫应答，在后续的研究中，可用流式细

胞术来评估免疫系统的微妙变化。(4) 临床上阻断 CTLA-4 治疗晚期实体瘤已显示出良好的潜力，但相关

免疫不良事件也相当严重[25]。本文中，我们没有检测 RDD-Ab 治疗和联合治疗引起的不良反应，后续

研究需进一步评估 RDD-Ab 治疗和联合治疗对肝毒性、肾毒性、甲状腺功能亢进等的影响。   
综上所述，AGGF1 的中和抗体治疗和联合 CTLA-4 治疗均具有显著的黑色素瘤抑制效果，且 RDD-Ab

联合 CTLA-4 治疗具有协同抑制效果，这为未来临床治疗黑色素瘤提供了新的方案。 
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