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人源化 YKL-40中和抗体（Rosazumab）体外阻断血管再生 *
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摘要目的：血管再生是实体肿瘤的生长和恶性转移的一个必须病理过程，阻断这一过程能够有效阻止恶性肿瘤的发生发展。

YKL-40是血管再生因子，能刺激肿瘤的血管再生。本文探讨了一个原创性人源化抗 YKL-40单克隆抗体（Rosazumab,命名为洛

沙单抗）阻断 YKL-40血管生成的体外功能。方法：Western Blot检测洛沙单抗对分泌和重组 YKL-40蛋白的特异性结合；Western

Blot 及考马斯亮蓝染色检测该抗体的抗体特异性和纯度；Live/Dead 染色试验检测抗体的细胞毒性。以人微血管内皮细胞

（Human microvascular endothelial cells, HMVECs）为研究对象，引入重组 YKL-40 蛋白或脑胶质瘤细胞（Glioblastoma

serum-differentiated cells, GSDCs）的条件培养基进行培养。Transwell试验检测该抗体对 HMVECs迁移力的影响，并用Matrigel试

验检测对微管形成的作用。结果：洛沙单抗可特异性结合 YKL-40，考马斯亮蓝染色进一步证明其纯度及特异性。体外血管再生试

验包括细胞迁移力和微管形成证明该抗体可以有效中和重组 YKL-40蛋白及肿瘤细胞条件培养基中的 YKL-40，抑制 HMVECs

的迁移和血管形成。结论：洛沙单抗是首创的人源化中和 YKL-40的抗体，其特异性高，细胞毒性低，能显著抑制 YKL-40血管再

生功能，为下一步体内试验奠定基础。本研究可为 YKL-40诱导的肿瘤血管生成及恶性肿瘤转移提供一种新的治疗手段。
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Inhibition of a Humanized YKL-40 Neutralizing
Antibody（Rosazumab）on Angiogenesis in Vitro*

Angiogenesis is a key pathologic process for the development and metastasis of solid tumors. Blocking this

event can effectively prevent tumor development and malignant transformation. A secreted protein YKL-40 is an angiogenic factor. In

this study, we created a new humanized anti-YKL-40 monoclonal antibody, named Rosazumab, and investigated its effects on

angiogenesis induced by YKL-40 in vitro. Western blot was engaged to define the specific binding of Rosazumab to YKL-40.

The specificity and purity of Rosazumab were also analyze by Western blot and Coomassie blue staining. Live/Dead staining was used to

determine cytotoxicity of this antibody. Rosazumab was introduced to human microvascular endothelial cells（HMVECs）in Transwell to

detect the effect on the cell migration, and in Matrigel to detect the effect on microtubule formation in the presence of recombinant

protein YKL-40 or conditioned medium from brain tumor cell line GSDC. Western blot showed that Rosazumab specifically

recognized YKL-40, Coomassie brilliant blue staining further confirmed its purity and specificity. Live/dead study did not exhibit the

cytotoxicity of different doses of Rosazumab to the cells. Transwell assay showed that the antibody effectively blocked HMVEC

migration and tube formation by neutralizing recombinant protein YKL-40 and the YKL-40 in the conditioned medium of GSDC.

Rosazumab, the first humanized YKL-40 monoclonal antibody has high specificity to bind to YKL-40 and low cytotoxicity.

The antibody can effectively inhibit angiogenesis induced by YKL-40 in vitro, which lays the foundation for the following studies in
vitro. Therefore, our study may provide a new therapeutic tool targeting YKL-40-induced tumor angiogenesis and subsequent metastasis

of malignant tumors in the future.
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前言

Folkman J.在 1971年首次提出实体肿瘤直径超过 1-2 mm

时，必须需要新生微血液循环，肿瘤组织才能发展,这个新生血

液的病理过程称之为血管再生（Angiogenesis），即指由宿主原

有血管内皮细胞（Endothelial cells）的繁殖、迁移，在肿瘤中形成

新型微循环结构[1]。血管再生能保障肿瘤细胞生长所需的营养

物质和氧气，同时清除代谢废物。长期以来，血管再生已被确认

是肿瘤发展和转移的必要途径[2，3]。因此，多种抗血管再生药相

继诞生问世。抗血管再生药主要分为小分子化学合成药和免疫

性人源化单克隆抗体的二类靶向药。由于前者有多靶向的非特

异性，细胞毒性大，副作用明显，因而临床应用十分谨慎；而人

源化抗体有较强的特异靶向性，副作用小，因此有较好的疗效。

但是，后者研发周期长，需利用基因工程和细胞培养等技术；另

外，抗体的分离、纯化及特异性要求高而复杂，研制难度大，因

而药物有限。后者典型的药物有人源化抗 VEGF抗体（Beva-

cizumab，贝伐单抗）和 VEGFR 抗体（Ramucirumab，雷莫芦单

抗）[4-6]。小分子拮抗剂包括 VEGF受体（Sunitinib）、EGF受体

（Gefitinib）、PDGF受体（Imatinib）等阻断剂[7]。虽然这二类药在

肿瘤治疗中均取得了显著疗效；但是，不难发现反复使用或单

个使用，肿瘤会快速产生耐药，甚至肿瘤的血管增生再次出现

反弹，导致肿瘤迅速发展恶化，危及生命[8，9]。由此，目前临床已

建议多个血管再生阻断剂的联合用药。

YKL-40是一种分泌型糖蛋白，其分子量为 40KDa。正常

生理状态时，人体多种细胞表达 YKL-40，如软骨细胞、滑膜细

胞、血管平滑肌细胞、巨噬细胞和嗜中性粒细胞；其生理功能是

调节结缔组织的细胞生长和血管内皮细胞的迁移[10，11]。但其正

常生理表达的水平是明显低于病理情况时 YKL-40的分泌量，

因此，病人血液浓度 YKL-40的升高引起了研究人员的极大关

注，尤其是肿瘤转移的晚期病人；这时段的肿瘤通常含有丰富

血管再生的病理特征。十多年来，临床研究已报道 YKL-40的

表达与肿瘤恶变有显著的相关性。例如乳腺癌，大肠癌，肺癌等

转移性癌症以及恶性脑肿瘤患者均被发现 YKL-40血浓度显

著升高[12-16]；而且，高浓度的 YKL-40与肿瘤的转移和患者的低

存活率是密切相关的，这提示 YKL-40可作为晚期癌症的标志

物[17]。然而，YKL-40在肿瘤发展中的病理机制的研究却十分有

限。我们首次报道了 YKL-40是肿瘤血管再生因子，能促进乳

腺癌、直肠癌、脑肿瘤的内皮细胞产生新生血管，导致肿瘤发

展[18]。在此基础上，我们研发了鼠源性抗 YKL-40抗体（mAY），

发现 mAY能特异结合 YKL-40并阻断 YKL-40的抗血管再生

和抗肿瘤生长的功能[10]，提示研发人源化抗 YKL-40抗体是一

个前景广的抗肿瘤血管再生靶向药，这可能对晚期癌症病人有

潜在的疗效。因此，在 mAY的基础上，通过美国 Creative lab抗

体制造公司我们研发了人源化抗 YKL-40 抗体（命名为

Rosazumab，洛沙单抗）。本文我们研究了洛沙单抗在体外对

YKL-40血管再生的阻断作用，研究结果对下一步进入体内功

能检测奠定了重要的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

胶质母细胞瘤 U87购自 ATCC（美国），胶质母细胞瘤 GS-

DC和血管内皮细胞株 HMVEC 由本课题组自己构建 [19]。

DMEM、FBS购自美国 Themorfisher公司；内皮细胞基础培养

基 EBM2购自澳洲 Lonsa公司，BSA和皮质醇购自德国 Sigma

公司，胰酶购自美国 HyClone公司；Live/Dead检测试剂 Cal-

cein AM和 Ethidium homodimer购自美国 Themor fisher公司；

YKL-40蛋白由本实验室自行纯化[18]。基质胶（Matrigel）购自于

美国 BD公司；Transwell小室及细胞培养皿、细胞培养孔板购

自美国 Corning公司。蛋白浓缩装置MinimateTM TFF System购

自美国 Life Sciences公司。EGF和 1 伊青霉素 /链霉素购自于

Sigma公司。 Protein A MAPS II kit购自于美国 BioRad公司，

PD-10脱盐柱购自美国 Amersham公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞的培养 HMVECs 是采用内皮细胞培养基

EBM2+10%FBS+1 滋g/mL皮质醇 +10 ng/mLEGF+ 1 伊青霉素 /

链霉素培养。GSDCs和 U87使用 DMEM+10%FBS+1 伊青霉素
/链霉素培养。

1.2.2 洛沙单抗的研制 在我们的授权下，美国 Creative Bio-

lab进行了洛沙单抗的制备。简述如下：表达鼠源性抗 YKL-40

抗体（mAY）的杂交瘤 B淋巴细胞被收集和分离细胞 RNA。抗

体的重链和轻链 DNA序列包含 CDRs（Complementarity deter-

mining regions）区域通过 RT-PCR被反转录和扩增；然后，利用

silico CDR-grafting技术就该鼠源 CDR的 DNA序列引入于人

源型重链和轻链的 DNA质粒中，随之这些重链和轻链的不同

组合最后引入到 pFuse-hIgG1-Fc2 vector，并转入于 293F细胞。

在 15 个不同组合的 Fc 片段的侯选者中，筛选出一个与

YKL-40亲和力最强的侯选者，最终将该 DNA引入 hIgG1质

粒，就形成整个完整类似于人源抗体 IgG的嵌合抗体 DNA。该

DNA转入于 CHO-S细胞，细胞培养液含有分泌的洛沙单抗即

被收集。

浓缩和分离洛沙单抗：使用 MinimateTM TFF System将收集

的 2.5 L CHO-S上清液浓缩至 30 mL。使用 protein A MAPS II

kit将浓缩的抗体进行人源 IgG的纯化。之后用 PD-10脱盐柱

将纯化后的抗体从含高盐的洗脱液置换入 PBS中，分装后放

入 -80℃冻存。

1.2.3 Western blot 检测洛沙单抗的特异性 将 5 滋g 重组
YKL-40 蛋白和 30 滋L 的胶质瘤细胞 U87 上清（含分泌

YKL-40）进行 SDS-PAGE。转膜、封闭后，用洛沙单抗（20

滋g/mL）过夜，之后使用抗人源性 HRP-conjugated的二抗在室

温孵育 2小时，最后使用化学发光试剂进行曝光。为了确认洛

沙单抗的分子大小，我们将 1 滋g人 IgG和洛沙单抗（0.5 滋g、
1 滋g）在有或无还原剂（DDT）的上样缓冲液中进行 SDS-PAGE

电泳检测，以及后续的转膜、封闭。之后使用上述抗人源二抗室

温孵育 2小时，使用化学发光液进行显影。

1.2.4 考马斯亮蓝染色法检测抗体纯度和浓度 为了检测分

离后洛沙单抗的纯度和浓度，我们将 BSA（1 滋g、10 滋g、100
滋g）为标准蛋白以及洛沙单抗（15 滋L、30 滋L）进行常规
SDS-PAGE电泳，电泳完毕后加入考马斯亮蓝染色液染色过

夜，然后加入脱色液（甲醇:乙酸:水 4.5: 0.5: 5）缓慢进行脱色和
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图 1人源化 YKL-40抗体与 YKL-40的特异性结合

Fig.1 Specific binding of humanized YKL-40 antibody to YKL-40

A. The specific binding of Rosazumab to YKL-40 was detected by Western blot.

B. The purity of Rosazumab was analyzed byWestern blot. C. Coomassie blue staining was used to quantify the antibody.

拍照。

1.2.5 Live/Dead染色检测抗体对 HMVECs 的细胞毒性 将

HMVECs细胞在呈对数期生长时，种入于 96孔板进行常规培

养，待细胞长至 80%时，改用无血清培养基，分别加入 0、5、10、

20、40 滋g/mL 的 hIgG 或洛沙单抗，培养 72 小时后，加入

Live/Dead检测试剂 Calcein AM（1:2000）及 Ethidium homod-

imer（1:500），37℃培育 30分钟后，用荧光显微镜拍照。分析活

细胞（绿色）和死细胞（红色）的荧光图像并计数。

1.2.6 Transwell细胞迁移实验 当 HMVECs细胞呈对数期生

长时，用胰蛋白酶消化，用无血清培养基重悬。按照每孔 4伊104

个细胞接种在 Transwell 24孔板上室，在下室中加入 600 滋L
含 10%FBS常规培养基。18小时后用多聚甲醛固定 20分钟，

结晶紫染色 2小时，PBS清洗三次后，随机选取视野进行拍照

计数。

1.2.7 Matrigel基质胶微管形成实验 当 HMVECs细胞呈对

数期生长时，用胰蛋白酶消化离心并计数。将Matrigel基质胶

（10 mg/mL）置于冰上融化。在 96孔板中每孔加入 50 滋L基质
胶，37度下放置 30分钟。当基质胶凝固后，在 hIgG或洛沙单

抗处理的肿瘤细胞 GSDC条件培养基（Conditioned medium）存

在下，将 HMVECs（1伊104细胞）转移到基质胶上。温育 16小时

后，分析管形成结构。从每个样品随机选取三个视野，计算生成

微管的平均值。

1.3 统计学分析

试验结果用 SPSS 22.0 进行统计，统计图用 GraphPad

Prism 8.0软件制作，采用 t检验进行两组间比较，单因素方差

分析（One-way ANOVA）进行多组间比较，P＜0.05时即视为具

有统计学差异。

2 结果

2.1 洛沙单抗与 YKL-40特异性结合

为了检测洛沙单抗能与 YKL-40蛋白特异性结合，我们首

先采用Western Blot鉴定此抗体能否辨认 YKL-40。结果显示

洛沙单抗不仅能辨认纯化的重组 YKL-40蛋白，而且也能辨认

肿瘤细胞 U87 分泌的 YKL-40 （图 1A）。与单一体外重组

YKL-40蛋白相比，肿瘤细胞分泌的 YKL-40出现两条带，下面

条带是非修饰的 YKL-40，而上面可能为糖基化修饰的

YKL-40。在对洛沙单抗进行Western Blot后，该抗体在用 DTT

还原剂处理后，抗体的重链 IgG显示在 50 KDa位置；而在非

DTT 处理时，重链与轻链结合的整个抗体分子位置在 150

KDa,与正常人源 IgG完全一致（图 1B），证明洛沙单抗是高度

纯化的人源化抗体。在对洛沙单抗进行定量时，我们采用考马

斯亮蓝染色，发现 15 滋L的抗体含量相当于 10 滋g的 BSA蛋

白（图 1C），因此，纯化后洛沙单抗的浓度为 0.67 滋g/ L。

2.2 洛沙单抗对 HMVEC无细胞毒性

为了确认洛沙单抗是否对 HMVEC具有细胞毒性，我们采

用不同浓度的抗体，加入于 HMVEC（图 2A）。参照以往我们使

用中和抗体进行体外实验的相关研究，抗体阻断作用的剂量是

10-20 g/mL，时间是 24-48小时[10]。因此，我们采用 0-40 g/mL

的梯度，由结果可知，与加入相同浓度 hIgG的对照组相比，洛

沙单抗各种剂量对细胞死亡数目无显著性差异（图 2A）。图 2B

显示了当浓度为最高浓度 40 g/mL时洛沙单抗和对照 hIgG的

作用。结果表明该人源化 YKL-40抗体对 HMVEC无细胞毒性。
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图 2不同浓度洛沙单抗条件下的细胞毒性比较

Fig.2 Comparison of cytotoxicity under different concentrations of Rosazumab.

A. Comparison of the cytotoxicity with different concentrations of Rosazumab, n=3. B. Effects of hIgG or Rosazumab（40 mg/mL）on HMVEC viability

for 72h in SF, n=3.

图 3对照组和 Rosazumab处理组 HMVEC迁移能力的比较

Fig.3 Comparison of the motile capability of HMVEC treated with Rosazumab group and control group.

A. The inhibition of Rosazumab on endothelial cell migration induced by YKL-40 recombinant protein. B. The inhibition of Rosazumab on endothelial

cell migration induced by YKL-40 in GSDC conditioned medium.

Note: hIgG was compared. n=5, **** means P<0.0001.

2.3 洛沙单抗抑制 HMVEC的迁移

为了探究洛沙单抗对 HMVEC迁移能力的影响，我们在用

重组 YKL-40蛋白刺激细胞的条件下，同时加入洛沙单抗或

hIgG（20 g/mL）。结果显示加入洛沙单抗能显著抑制 YKL-40

诱导的内皮细胞迁移（图 3A）。同样，在用 GSDCs条件培养基

（含有高表达 YKL-40）刺激的条件下，洛沙单抗能降低内皮细

胞的迁移能力（图 3B），试验证明洛沙单抗能阻断肿瘤细胞分

泌 YKL-40和重组 YKL-40蛋白的促内皮细胞迁移力。

2.4 洛沙单抗阻断 HMVEC的微管形成

为了进一步阐明洛沙单抗是否具有抑制 YKL-40血管再

生的重要功能，我们用Matrigel来检测血管形成。当加入洛沙

单抗后，YKL-40诱导的 HMVEC微管生成能力明显受阻，抑制

约 89%的血管再生（图 4A）。类似于上面的结果，洛沙单抗能

阻断 GSDC条件培养基中 YKL-40所产的微管形成（图 4B）。

3 讨论

本研究首次报道人源化抗 YKL-40抗体洛沙单抗的研制

工作和体外抗 YKL-40的血管再生功能，结果显示洛沙单抗能

有效抑制 YKL-40诱导的血管再生功能，这为后续的体内动物

肿瘤血管再生的阻断实验奠定了基础；同时为今后临床应用提

供了重要理论依据。洛沙单抗是个嵌合抗体，其中近 80%的

IgG重链和轻链 CDR区域是保留了人源 IgG的 CDR序列，其

余 20%是来源于鼠源 CDR，后者是真正与 YKL-40结合的部

位。洛沙单抗的异源 CDR区域占 20%，该比例与其它目前临床

使用的人源化抗体药物一致，符合嵌合抗体的基本要求。理论
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图 4对照组和 Rosazumab处理组 HMVEC微管形成能力的比较

Fig.4 Comparison of the tube formation ability of HMVEC treated with Rosazumab group and control group（hIgG）

A. The inhibition of Rosazumab on endothelial tube formation induced by YKL-40 recombinant protein. B. The inhibition of Rosazumab on endothelial

cell migration induced by YKL-40 in GSDC conditioned medium.

Note: hIgG was compared, n=6, **** means P<0.0001.

上 20%的异源性 CDR对人体产生的排异反应甚微，但考虑到

安全性，我们今后仍将会进行这方面的测试。我们目前正在鉴

定 YKL-40氨基酸序列中哪个或哪些序列是真正与洛沙单抗

相结合，这将有助于阐明洛沙单抗的分子作用机制。

自 90年代初发现 YKL-40以来，临床研究报导 YKL-40

高表达于各种癌症患者的血液和肿瘤组织 [17]；但是近年来对

YKL-40的人源化抗体的研发还从未见报道。其滞后的原因主

要是缺乏其它非人类种系的中和性抗 YKL-40抗体的前期研

发。我们创建的鼠源 mAY是首例中和 YKL-40抗体[10]。因此，

利用这优势我们研发的洛沙单抗将是世界首例抗 YKL-40的

抗体靶向药。另外，值得我们关注的是 YKL-40不仅是肿瘤发

展的标记物，它又是其它疾病的标记物，如糖尿病、心血管疾

病、肝纤维性硬化、骨关节炎、肠道炎等[20]。因此，我们期待洛沙

单抗不仅能对肿瘤患者产生有效的治疗效果，也能为其它多种

疾病的患者带来佳音。

YKL-40产生的血管作用是通过结合胞膜上的受体或蛋白

而发挥作用，包括 IL-13R2a 和 syndecan-1，诱导胞内

FAK-MAPK，PI3K/AKT，-catenin/Actin 的信息传导系统 [21-23]。

洛沙单抗阻断 YKL-40是否通过胞内的一个或多个传导系统

而产生效应，这还有待于进一步探讨。我们目前正在探索洛沙

单抗对肿瘤细胞的阻断作用和机制，YKL-40对不同的肿瘤细

胞所产生的细胞反应和机制各不相同[21-23]，因此，阐明这些阻断

机制对于澄清洛沙单抗的作用范围及临床应用将有着深远的

意义。

目前我们采用 YKL-40 高表达的脑肿瘤细胞株 U87 和

GSDC的条件培养基阐述脑肿瘤 YKL-40的作用，今后我们将

会延伸到其它一些表达 YKL-40 的肿瘤细胞系如乳腺癌

HCC1395和胆囊癌 OCUG-1，来说明该抗体作用的广泛性。在

分析洛沙单抗阻断细胞分泌 YKL-40的作用中，我们不难发现

该单抗抑制 GSDC细胞条件培养基所诱导的内皮细胞迁移及

微管形成的效应优越于重组 YKL-40蛋白的作用（图 4），这提

示源自肿瘤细胞的其他潜在血管生成因子也可能参与肿瘤血

管生成，而且它们可能受 YKL-40调控。

在当前的癌症治疗中，已有多种抗血管生成药物被 FDA

批准，如抗 VEGF抗体贝伐单抗和 VEGF受体酪氨酸激酶抑制

剂（索拉非尼和舒尼替尼）等[24，25]。但是这些抗血管生成药对多

类晚期癌症的治疗效果较为短暂，机体会快速产生耐药。一旦

终止治疗，肿瘤血管生成随即意外迅速发展[26-28]。此外，最近一

些研究表明，这些抗血管生成药对异种移植的肿瘤模型的血管

生成和肿瘤转移起到相反的作用。例如，用抗 VEGFR2抗体治

疗肿瘤模型出乎意料地导致了肿瘤的广泛增殖和迅速扩散[29]。

使用舒尼替尼和 SU11248（VEGF和血小板衍生的生长因子受

体激酶抑制剂）反而加速局部肿瘤的侵袭和多处肿瘤转移[30]。

这些现象是否由于 YKL-40的上调而导致肿瘤血管再生和肿

瘤转移，还有待于探讨。总之，本研究在体外初步证明了一种人

源化 YKL-40中和抗体对血管生成的阻断作用，提示该抗体可

以作为一种潜在的抗血管生成药，或将可以与抗 VEGF抗体等

进行联合用药。
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