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早孕因子单克隆抗体对黑色素瘤细胞 A-375增殖、凋亡的影响 *
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摘要 目的：研究早孕因子单克隆抗体（EPF-McAb）对黑色素瘤细胞 A-375 增殖、凋亡的影响。方法：体外培养黑色素瘤细胞
A-375，通过 CCK-8实验检测 EPF-McAb对 A-375细胞增殖的影响；通过流式细胞术检测 EPF-McAb对 A-375细胞凋亡的影响；
Western Blot检测 EPF-McAb对 A-375 细胞 EPF蛋白表达的影响。结果：CCK-8 结果显示 EPF-McAb 可以抑制黑色素瘤细胞
A-375的增殖，且随着作用时间延长和药物浓度的增加，对 A-375 细胞增殖的抑制作用也增强；流式细胞术实验结果显示
EPF-McAb可以促进黑色素瘤细胞 A-375的凋亡，且调亡率随着药物浓度的增加而升高，0.2、0.4、0.8 mg/mL的 EPF单抗作用于
A-375 细胞 24 h 后，细胞调亡率分别为：14.68 % (P<0.01)、19.81 % (P<0.01)、23.97 % (P<0.01)；Western Blot 实验结果显示
EPF-McAb可以降低黑色素瘤细胞 A-375 EPF蛋白的表达。结论：早孕因子单克隆抗体可以抑制黑色素瘤细胞 A-375的增殖，并

促进其凋亡。
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Effect of Monoclonal Antibody against Early Pregnancy Factor on
Proliferation and Apoptosis of Melanoma cell A-375*

To study the effect of early pregnancy factor monoclonal antibody (EPF-McAb) on proliferation and apop-
tosis of melanoma cell A-375. CCK-8 experiment, flow cytometry and Western Blot were conducted on cultured melanoma

cells A-375 in vitro to understand the effect of EPF-McAb on proliferation, apoptosis and protein expression of A-375 cells respectively.

CCK-8 results showed that EPF-McAb could inhibit the proliferation of A-375 in melanoma cells, and the effect was also en-

hanced with the prolongation of action time and the increase of drug concentration. The results of flow cytometry showed that

EPF-McAb could promote the apoptosis of A-375 in melanoma cells, and the rate of apoptosis was associated with the drug concentra-

tion. The increase of 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL EPF monoclonal antibody on A-375 cells 24 h, the cell apoptosis rate was 14.68% (P<0.01),

19.81% (P<0.01), 23.97% (P<0.01); Western Blot experimental results showed that EPF-McAb can reduce the expression of A-375 EPF

protein in melanoma cells. EPF-McAb can not only inhibit the proliferation of melanoma cell A-375, but also promote its

apoptosis.

Early pregnancy factor; Monoclonal antibody; Melanoma

*基金项目：广东省自然科学基金项目（2015A030313455）

作者简介：吴文林（1992-），硕士研究生，主要研究方向：肿瘤免疫学，E-mail: wuwenlin2020@163.com

△通讯作者：王家骥（1955-），硕士生导师，教授，主要研究方向：全科医学，E-mail: wjiaji@163.com

（收稿日期：2018-07-07 接受日期：2018-07-30）

前言

黑色素瘤，又称恶性黑色素瘤，是常见的皮肤肿瘤之一，其

恶性程度高，临床预后较差，死亡率较高[1]。恶性黑色素瘤在欧

美国家发病率较高，在亚洲地区相对较低，但是近年来，我国黑

色素瘤的发病率呈显著上升趋势[2,3]，其传统的治疗方法，手术

治疗、放疗、化疗等，治疗效果均不佳[4]，随着分子生物学的发

展，逐渐开展了对黑色素瘤的靶向治疗[5,6]，早孕因子(EPF)是在

妊娠早期哺乳动物血清中存在的一种分泌性蛋白，由澳大利亚

学者 Morton在实验中发现并命名[7]。研究报道 EPF主要是通

过纯化的方法从人 [8]、猪[9]、牛[7,10]、羊[11]、血小板[12]、胚胎培养基
[13,14]等生物标本中提取而来，随着研究深入，有学者发现黑色素

瘤患者和一些恶性生殖细胞肿瘤患者的体内也存在早孕因子
[15-17]。本研究旨在制备早孕因子单克隆抗体，然后将其作用于黑

色素瘤细胞，探讨 EPF单克隆抗体用于治疗黑色素瘤的可能性。

1 材料与方法

1.1 材料
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人恶性黑色素瘤细胞 A-375购自中国科学院上海细胞库；

胎牛血清、DMEM及 0.25 %胰酶购自 Gibco公司；EPF单克隆
抗体是由本实验室前期通过杂交瘤细胞技术制备而来；CCK-8

试剂盒购自日本同仁化学研究所；细胞凋亡检测试剂盒购自江

苏凯基生物技术股份有限公司；细胞裂解液及 PMSF购自上海

碧云天生物技术有限公司；辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG购自北

京鼎国生物技术有限责任公司；ECL发光液购自美国 millipore

公司；倒置显微镜购自德国 Leica公司；流式细胞仪购自美国
Beckman公司；凝胶成像分析系统购自美国 Azure公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 配制含 15 %胎牛血清（FBS）+DMEM培养

基 +1 %PS的培养液。从液氮罐中取出 A-375冻存管，迅速转

移至 37℃水浴锅中，快速晃动冻存管，使得细胞快速融化。待

冻存管内液体有融化迹象时，取出冻存管，进入细胞房，吸出液

体至 15 mL离心管中，加 10 mL细胞培养液到离心管并轻轻

吹打混匀，1000 rpm离心 5 min。弃去上清液，加入 1 mL细胞

培养液重悬细胞，将细胞悬液移至培养瓶内，加入 4 mL细胞培

养液，放置 37℃，5 % CO2培养箱中培养。当细胞长满细胞瓶

时，用 PBS洗涤三遍，再用 0.25 %胰酶消化传代。
1.2.2 CCK-8 法检测 A-375 细胞活性 常规培养 A-375 细

胞，待其长至对数生长期时候，用胰酶进行消化，调整细胞浓度

为 1× 105个 /mL，将 A-375细胞接种于 96孔细胞培养板中，每

孔 100 L，置于 37℃，5 % CO2培养箱中培养 24 h，将培养液更

换为含 EPF抗体的培养液悬液，共设置 6个药物浓度，每个浓

度设置个 3复孔，每孔加入含 EPF抗体的培养悬液 100 L，药

物浓度分别为：0，0.05，0.1，0.2，0.4，0.8 mg/mL，分别继续培养
24 h，48 h，72 h，吸去孔内旧培养液，每孔分别加入培养液 90 l

和 CCK-8 10 L，置于细胞培养箱中孵育 2 h，酶标仪 450 nm处

测定吸光值（OD值）。计算细胞生长抑制率。

细胞生长抑制率 =1-（实验组OD值 /对照组OD值）× 100%

1.2.3 流式细胞术检测 A-375细胞凋亡情况 将 A-375细胞

接种于培养瓶中，培养箱培养 24 h后，将培养液更换为含 EPF

抗体的培养液，EPF抗体浓度分别为：0，0.2，0.4，0.8 mg/mL，24

h后，倒掉培养液，用不含 EDTA的胰酶消化收集细胞，PBS洗

涤细胞 2 次，1000 rpm 离心 5 min，弃上清，加入 500 L 的
Binding Buffer重悬细胞，充分混匀后移至流式管中，然后再加

入 5 L Annexin V-FITC，充分混匀，加入 5 L Propidium Iodide ,

充分混匀后室温避光反应 15 min，于 1 h内进行流式细胞仪检

测 A-375细胞凋亡率。
1.2.4 Western Blot检测 EPF蛋白的表达 （1）细胞总蛋白提
取：将 A-375细胞以相同密度种植于 2个培养瓶中，细胞培养
箱内培养 24 h后，分别加入普通培养液和含 0.8 mg/mL EPF抗
体的培养液。24 h后，倒掉培养液，PBS洗涤三次，按 1 mL裂解
液加 10 滋L PMSF配制裂解工作液，每瓶细胞加 500 滋L工作
液，于冰上裂解 30 min，期间需要经常晃动培养瓶，使细胞充分
裂解。裂解完成之后，用干净的细胞刮将细胞刮到培养瓶的侧

面，然后将细胞碎片和裂解液用枪转移到 1.5 mL EP管中，4℃
12000 rpm 离心 5 min，收集上清，测定浓度后保存。（2）
SDS-PAGE 电泳：选用 4~20%蛋白预制胶，每孔上样蛋白
30~50 g，对照孔加入 4 L预染的 Marker，恒压 140 V电泳至溴

酚兰到达凝胶底部上方约 0.5 cm，关闭电源。（3）转膜、封闭：转
膜结束后，用 TBST洗涤膜 3次，参考蛋白预染 Marker，分别剪
取 42 kD和 12 kD 条带的膜，加入配制好的 5 %脱脂奶粉溶
液，放在摇床上封闭 1 h；（4）孵育一抗：将 EPF单克隆抗体用
TBST稀释至适当浓度，将 42 kD和 12 kD条带的膜分别放入
含有 beta-actin和 EPF抗体的孵育盒中，放入 4℃冰箱过夜。
（5）孵育二抗：第二天取出膜，用 TBST 清洗膜 3次，放入含有
辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG的孵育盒中，室温下置于摇床中孵
育 2 h。（6）ECL显影：将 A液和 B液两种试剂在 5 mL EP管中
等体积避光混合，用滤纸吸去膜上的液体，将混合液均匀滴在

膜上，将膜放入仪器中曝光，保存结果。

1.3 统计学分析
采用 SPSS 16.0软件对结果进行统计学分析，均数比较采

用 t检验，以 P＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EPF单克隆抗体抑制黑色素瘤细胞 A-375的增殖
应用 CCK8检测不同浓度的 EPF单克隆抗体在不同时间

点对黑色素瘤细胞 A-375的作用。实验结果如图 1所示，EPF

单克隆抗体能抑制黑色素瘤细胞 A-375的增殖，特别是当抗体
浓度增加至 0.2 mg/mL以后，抑制 A-375细胞增殖作用更加明
显（P<0.01），另外我们还发现 EPF单克隆抗体抑制 A-375细胞
的增殖呈时间和浓度依赖性，即随着作用时间延长和药物浓度

的增加，对 A-375细胞增殖的抑制作用也增强。
2.2 EPF单克隆抗体促进黑色素瘤细胞 A-375的凋亡

应用流式细胞术检测 EPF 单克隆抗体对黑色素瘤细胞
A-375凋亡的影响。实验中，EPF单克隆抗体预处理细胞 24 h
后，再收集 A-375细胞进行 Annexin V-FITC和 Propidium Io-
dide双标记染色后，上流式细胞仪进行调亡检测。研究发现，与
空白对照组相比，EPF单克隆抗体可明显促进 A-375细胞的调
亡，且调亡率随着药物浓度的增加而升高。0.2、0.4、0.8 mg/mL
的 EPF抗体作用于 A-375 细胞 24 h 后，A-375 细胞调亡率逐
渐增加，分别为：14.68 %(P<0.01)、19.81 %(P<0.01)、23.97 %

(P<0.01)，如图 2所示。
2.3 Western Blotting检测 EPF蛋白的表达

图 1 EPF单克隆抗体对 A-375细胞增殖的影响

Fig.1 Effect of EPF monoclonal antibody on the proliferation of A-375

cells

Note: Compared with the control group, * indicated P<0.05, **P<0.01.
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为了进一步证实 EPF单克隆抗体对黑色素瘤细胞 A-375

的促进调亡作用，我们应用Western Blotting来检测 EPF蛋白
的表达。分别用 0、0.8 mg/mL EPF单克隆抗体预处理 A-375细

胞 24 h后，提取收集细胞总蛋白，然后进行Western Blotting检

测 EPF蛋白的表达情况，结果如图 3 所示，0.8 mg/mL 组的
EPF蛋白的表达量明显低于不加 EPF抗体组，差异有统计学意

义（P<0.01）。

3 讨论

黑色素瘤恶性程度极高，临床预后较差，死亡率较高，其传

统的治疗方法有手术治疗、放疗、化疗等。黑色素瘤是一种转移

率高、病情发展迅速的肿瘤疾病，很多患者发现时已到晚期，或

发病后迅速发展到晚期，这使得手术切除的治疗方法非常局限
[18]。黑色素瘤对于化疗和放疗都不敏感，达卡巴嗪是美国 FDA

批准的晚期黑色素瘤的首选药物，然而其客观有效率还不足

15 %[19,20]。由于这些治疗手段的肿瘤反应率低，对于恶性黑色素

瘤的治疗仍然需要寻找新的治疗策略。

随着分子生物学的发展，逐渐开展了对黑色素瘤的靶向治

疗[5]，研究发现恶性黑色素瘤患者血清中能检到 EPF，组织中
EPF高表达。研究显示，EPF具有免疫抑制的功能，EPF通过与

淋巴细胞结合而抑制淋巴细胞功能[21]；EPF还可以降低某些粘
附分子的活性，而这些粘附分子是淋巴细胞活化的必需因素[22]。

EPF还具有生长调节作用，对体内 DNA的合成和细胞分裂有

重要的支持作用，抗 EPF抗体处理小鼠后其对胸腺嘧啶的摄取

量明显下降[23]。这些提示黑色素瘤中 EPF高表达，一方面可以

使得其逃避机体免疫，另一方面可以促进自身肿瘤细胞的生

长。制备出抗 EPF抗体并将其应用于黑色素瘤，是一种很好的

靶向治疗方法，且 EPF单克隆抗体在肿瘤治疗方向的探索已取

得一些成果，如 Quinn 等 [24]发现 EPF-McAb 可以抑制 MCA-2

瘤细胞的增殖。本研究利用 EPF-McAb特异性结合 EPF蛋白的

特性，从体外层面研究 EPF对黑色素瘤细胞增殖和凋亡的影响。

细胞癌化主要是因为抑癌基因的突变，或者是细胞过度增

殖、调亡调节机制紊乱引起的细胞永久繁殖，其中细胞增殖是

衡量肿瘤生长的一个重要指标，同时也可以衡量抗癌药物的抑

癌率[25,26]。本研究运用 CCK-8检测 EPF-McAb对 A-375黑色素

瘤细胞增殖的作用，研究结果显示，EPF-McAb能抑制黑色素

瘤细胞 A-375的增殖，且其抑制作用呈时间和浓度依赖性，随

着作用时间延长和药物浓度的增加，对 A-375细胞的抑制作用

也增强。细胞凋亡不同于细胞坏死，它是机体为了维护自身稳

定，由基因控制的细胞程序性死亡，细胞凋亡是肿瘤治疗的有

效路径。本研究流式细胞术结果显示，EPF-McAb能促进 A-375

细胞的凋亡，且调亡率随着药物浓度的增加而升高，细胞调亡

率分别为：14.68 %、19.81 %、23.97 %。研究结果提示，EPF-McAb

抑制黑色素瘤细胞 A-375的增殖，可能是通过促进 A-375的凋

亡来实现。Western Blot实验结果显示 EPF-McAb可以降低黑

色素瘤细胞 A-375 EPF蛋白的表达，EPF-McAb使肿瘤细胞体

外生长受到限制，可能是由于 EPF-McAb干扰了维持肿瘤细胞
增殖活性阶段的机制[24]。EPF具有免疫抑制作用，主要抑制淋

巴细胞功能，而且 EPF与肿瘤生长有关[27,28]，用 EPF-McAb去中

和 EPF蛋白，可能能减轻 EPF对免疫系统的抑制作用，从而抑

制 A-375黑色素瘤细胞的增殖。

综上所述，本研究结果表明 EPF单克隆抗体可以抑制黑色
素瘤细胞 A-375的增殖、促进 A-375的凋亡，其作用机制可能

与抑制 EPF蛋白的表达有关。本研究为 EPF单克隆抗体在黑
色素瘤方面的应用提供了一定的理论依据。
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