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抗CD47单克隆抗体对卵巢癌细胞靶向治疗的

体外研究*

鞠宝辉① 黄宇婷① 田 菁① 冯 慧① 胡林萍② 袁卫平② 郝 权①

摘要 目的：探讨抗CD47单克隆抗体在体外对巨噬细胞吞噬卵巢癌细胞作用的影响。方法：收集天津医科大学附属肿瘤医院

2011年6月至2011年12月手术切除的卵巢组织样本45例（包含卵巢癌组织样本39例，正常卵巢组织样本6例），获得的组织细胞通

过流式细胞术分析CD47的表达水平，通过细胞功能学实验观察抗CD47单克隆抗体在体外对小鼠巨噬细胞吞噬卵巢癌细胞的靶向

治疗作用。结果：流式细胞术分析显示，卵巢癌细胞系SKOV-3细胞和卵巢癌组织细胞中CD47表达水平均明显高于正常人卵巢上

皮细胞，差异具有统计学意义（P<0.01），且与疾病的分化程度相关（P<0.05）。细胞功能学实验结果显示，抗CD47单克隆抗体在体外

可促进巨噬细胞对卵巢癌细胞的吞噬作用，各实验组（1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL）分别较空白对照组吞噬指数显著增加，

并且随抗体浓度的增加吞噬指数呈浓度依赖性，差异均具有统计学意义（P<0.01）。统计学分析显示，10 μg/mL浓度组吞噬指数达

到峰值，同20 μg/mL浓度组吞噬指数无显著性差异（P>0.05）。结论：CD47高表达于卵巢癌组织细胞，且与组织分化程度相关。抗

CD47单克隆抗体在体外可促进巨噬细胞对卵巢癌肿瘤细胞的吞噬作用，为卵巢癌的靶向治疗提供了实验依据。
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Abstract Objective: CD47 is highly expressed on human ovarian cancer cell surface and is a ligand for signal-regulatory pro-

tein alpha (SIRPα). The CD47-SIRPα pathway has been found to negatively regulate macrophage phagocytosis. We hypothesize that

this pathway enables ovarian cancer cells to escape during tumor immunosurveillance. CD47 is highly expressed in various malignant

diseases. This study aimed to explore whether CD47 can serve as a potential therapeutic target for ovarian cancer. Methods: Tissue sam-

ples were obtained from 39 epithelial ovarian cancer patients. Six patients underwent other operations during which normal ovarian tis-

sue samples were obtained. The expression of CD47 in the ovary cancer cell line SKOV-3 in normal ovarian tissues and ovarian cancer

cells were analyzed by quantitative fluorescence-activated cell sorting. Macrophages and CFSE-labeled SKOV-3 cells were co-cultured

with the indicated antibodies through in vitro phagocytosis assay, and phagocytic index was calculated. Results: Flow cytometry

showed that the expression levels of CD47 in the ovarian cancer cell line SKOV-3 and ovarian cancer cells were significantly higher

than in normal ovarian epithelial cells (P<0.01). This result is associated with the grade of differentiation of the disease (P<0.05). Block-

ing a monoclonal antibody against CD47 promotes in vitro phagocytosis of ovarian cancer cells by macrophages. The phagocytic index

of the experimental groups (1, 5, 10, and 20 μg/ml) increased significantly (P<0.01) compared with the control group. The occurrence

was found to be concentration-dependent (P<0.01). Statistical analysis showed that the maximum phagocytic index was found in the
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卵巢癌是女性生殖器官常见的肿瘤之一，其发

病率居第3位，但死亡率却高居首位。尽管在现有的

治疗中，经过肿瘤细胞减灭术和化疗等治疗手段在

短期中得到有效缓解，但80%～85%患者会出现耐药

及复发，最终导致临床治疗的失败［1-2］。而其治疗的

最大障碍是肿瘤细胞耐药性的产生，深入研究卵巢

癌肿瘤细胞的生物学行为及发现新的靶向药物对卵

巢癌的治疗具有重要意义。CD47是抑制性受体信号

调节蛋白α（SIRPα）的胞外配体，二者结合通过产生

抑制性信号降低巨噬细胞的吞噬活性，从而产生肿

瘤的免疫逃逸。既往在白血病、乳腺癌、膀胱癌、非

霍奇金淋巴瘤等恶性肿瘤的研究中发现CD47呈高

表达状态，应用抗CD47单克隆抗体能够特异性的作

用于肿瘤细胞促进巨噬细胞的吞噬作用。然而，应

用抗CD47单克隆抗体对卵巢癌是否具有靶向治疗

作用目前尚处于初步研究，因此本研究从体外实验

为卵巢癌的靶向治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

收集天津医科大学附属肿瘤医院 2011年 6月至

2011年12月手术切除的卵巢组织标本45例，均经病

理检查确诊，其中卵巢癌组织 39例，正常卵巢组织 6
例。按卵巢癌组织分化程度：高分化 8例，中分化 8
例，低分化 23例；按FIGO标本临床分期：Ⅰ～Ⅱ期 7
例，Ⅲ～Ⅳ期32例。所有病例经患者知情同意，签署

知情同意书。

昆明品系小鼠、人卵巢癌细胞系SKOV-3均由天

津市肿瘤防治重点实验室提供。鼠抗人CD47单克

隆抗体、鼠抗人HLA单克隆抗体、鼠 IgG1同型对照抗

体（BD Pharmingen，美国），CFSE（eBioscience，美国），

胶原酶Ⅱ、透明质酸酶（Sigma，美国），红细胞裂解液

（Stem cell，加拿大），胎牛血清（Hyclone，美国），

DMEM培养基（Gibco，美国），24孔板（Costar，美国）。

荧光倒置显微镜及照相系统（Nikon，日本），流式细胞

仪（BD ARIRⅡ，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞获得/培养 人卵巢组织细胞的获得：临

床手术取得的正常卵巢组织和卵巢癌组织于超净台

中，将组织剪成碎片后加入 300 U/mL的胶原酶Ⅱ和

透明质酸酶，于 37℃水浴箱中消化 30～60 min，经
PBS缓冲液冲洗、通过70 μm滤器获得单细胞悬液备

流式分析用。小鼠巨噬细胞的获得/培养：脱颈处死

6～8周龄昆明品系小鼠，经 75%酒精浸泡后向腹腔

注入无血清DMEM培养液，静置 5～7 min后无菌条

件下切开小鼠腹腔，用注射器抽取腹腔液经离心洗

涤后显微镜下计数，调整细胞密度至 5×104个/mL接

种于含完全培养基的24孔板内，置于37℃、5%CO2培

养箱中培养2 h后备实验用。

1.2.2 流式细胞术检测CD47的表达 将上述获得

的卵巢组织单细胞细胞悬液经 PBS-EDTA缓冲液

（PBE）清洗去除上清，用 100 μL PBE重悬细胞制成

两份标本。一份标本（空白管）不加抗体用作空白对

照；另一份标本（样品管）加入鼠抗人CD47-FITC单

克隆抗体5 μL，混匀，4℃孵育30 min；PBE清洗1次，

重悬于 0.5 mL PBE中用于流式分析检测（计数 105个

细胞用于分析）。

1.2.3 细胞功能实验 制备人卵巢癌细胞系SKOV-3
单细胞悬液，将显示绿色荧光的CFSE（1 μm/mL，严格

按照说明书避光操作）标记于SKOV-3细胞上，调整细

胞密度至2×105个/mL接种于上述备实验用的巨噬细胞

中。加入功能实验用鼠抗人CD47单克隆抗体、鼠抗人

HLA单克隆抗体、鼠 IgG1同型对照抗体于孵箱中与小

鼠巨噬细胞共培养2 h，吸弃上清液，PBS清洗2次，于荧

光显微镜下计数被吞噬的肿瘤细胞。结果判断：吞噬

指数=被吞噬的CFSE标记的卵巢癌细胞/100个巨噬细胞。

1.3 统计学方法

应用SPSS 17.0软件进行统计分析。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，两样本均数的比较采用 t检
验，多样本均数采用方差分析。检验水准α=0.05。
2 结果

2.1 不同卵巢组织细胞中CD47的表达水平及其与

临床病理参数的关系

流式细胞仪结果分析显示，正常人卵巢上皮细

胞中CD47呈低表达，卵巢癌组织细胞和 SKOV-3中

CD47呈高表达，均高于正常人卵巢上皮细胞，差异具

有统计学意义（P<0.01，表 1，图 1）。分析CD47表达

水平与临床病理参数的关系可见其与患者的年龄、

病理类型、临床分期无统计学意义，与分化程度相

10 μg/ml concentration group; the same was observed in the 20 μg/ml group. However, no significant difference was found between the

two groups (P>0.05). Conclusion: CD47 is expressed in epithelial ovarian cancer cells at a higher level compared with normal ovarian

cells. The level of expression is associated with tissue differentiation grade. Our study indicates that the anti-CD47 monoclonal anti-

body can significantly promote in vitro phagocytosis, indicating that the anti-CD47 monoclonal antibody might be a potential target in

targeted cancer therapy.

Keywords: ovarian cancer, targeting therapy, macrophage, CD47, monoclonal antibody
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关，差异具有统计学意义（P=0.046，表2）。
表1 不同卵巢细胞中CD47表达水平的差异

Table 1 Expression of CD47 in different kinds of ovarian cells

图1 正常卵巢组织与卵巢癌组织细胞中CD47的表达水平

Figure 1 Expression of CD47 in normal ovarian cells and ovarian cancer
cells

表2 卵巢癌组织细胞CD47表达水平与临床病理参数的关系

Table 2 Relationship of the expression of CD47 in ovarian cancer cells
with clinicopathologic features

2.2 抗CD47单克隆抗体对巨噬细胞的促进吞噬作用

小鼠巨噬细胞与卵巢癌肿瘤细胞共培养的体外

实验表明，抗CD47单克隆抗体可明显促进巨噬细胞

对卵巢癌肿瘤细胞的吞噬作用，同抗体本身的作用

及HLA抗体机制介导的免疫作用无关。随着所用抗

体浓度的改变，其吞噬指数呈明显的剂量依赖关系

（图 2）。5 μg/mL抗 CD47组巨噬细胞的吞噬指数

（0.28±0.02）较对照组增加，明显强于 1 μg/mL抗

CD47组 0.17±0.02，差异具有统计学意义（P<0.01）。

同样，10 μg/mL 抗 CD47 组巨噬细胞的吞噬指数

（0.39±0.02）较对照组增加，明显强于 5 μg/mL 抗

CD47组，差异具有统计学意义（P<0.01）。20 μg/mL
抗CD47组巨噬细胞的吞噬指数（0.40±0.01）较对照

组增加，与10 μg/mL抗CD47组对巨噬细胞的促吞噬

作用比较无显著性差异（P=0.235）。荧光显微镜下清

晰的看出CFSE标记的卵巢癌细胞系SKOV-3细胞被

小鼠巨噬细胞吞噬（图3）。

图2 不同浓度下抗CD47单克隆抗体对小鼠巨噬细胞吞噬作用的影响

Figure 2 Relationship between anti-CD47 monoclonal antibody concen⁃
tration and the phagocytosis index

Figure 3 Phagocytosis of CFSE-labeled ovarian cancer cells by mouse
macrophages（×200，as indicated by the red arrowhead）

3 讨论

CD47又称整合素相关蛋白，广泛表达于机体各

类细胞表面，是抑制性受体人信号调节蛋白α（sig⁃
nal-regulatory protein alpha，SIRPα）的胞外配体，而

SIRPα主要表达于巨噬细胞、树突状细胞和神经细胞

表面，CD47与 SIRPα结合引起 SIRPα中酪氨酸磷酸

化，传导抑制性信号即“别吃我”信号而降低巨噬细

胞的吞噬活性，从而对固有免疫系统产生抑制作

用［3-5］。本研究结果不但证实CD47在卵巢癌组织细

胞呈现高表达状态，与已研究的结果相一致［6］，并且

进一步证实其与卵巢癌的分化程度相关。流式细胞
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图 3 荧光显微镜观察小鼠巨噬

细胞对 CFSE标记的卵巢癌肿瘤

细胞的吞噬作用（×200，红色箭头

所示）
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仪结果分析显示，CD47 在卵巢癌组织细胞和

SKOV-3细胞中的表达，均高于正常人卵巢上皮细

胞，差异具有统计学意义（P<0.01），并且同卵巢癌的

分化程度相关（P<0.05），提示CD47的表达水平与肿

瘤的恶性程度具有相关性。然而统计分析表明CD47
的表达水平同卵巢癌的临床分期无显著关系（P>
0.05），可能与本实验样本量尚不充足有关，后续需扩

大样本量行进一步分析。而进一步体外细胞功能学

实验结果表明，应用抗CD47单克隆抗体在荧光显微

镜下可清晰的看出经 CFSE 标记的卵巢癌细胞系

SKOV-3肿瘤细胞被小鼠巨噬细胞吞噬。通过计算

吞噬指数，与对照组相比，实验组应用抗CD47单克

隆抗体后巨噬细胞的吞噬作用得到显著增强，差异

具有统计学意义（P<0.01）。并且随着所用抗体浓度

的改变，其吞噬指数呈明显的剂量依赖关系，即抗体

浓度越高，吞噬指数越大，吞噬功能越强，当抗体浓

度为10μg/mL时吞噬功能达到峰值，这可能与抗体浓

度达到饱和的状态有关。

因此，本研究结果证实CD47与卵巢癌肿瘤细胞

的抗巨噬细胞吞噬作用有着显著的关系，应用抗

CD47单克隆抗体能够显著增强巨噬细胞的吞噬作

用，同抗体本身的作用及HLA抗体机制介导的免疫

作用无关（P<0.01），由此可见在卵巢癌中肿瘤细胞逃

避机体免疫系统的杀伤也是通过CD47-SIRPα这一

通路的介导实现的。既往在白血病［7］、膀胱癌［8］、乳

腺癌［9］、非霍奇金淋巴瘤［10］等恶性肿瘤的研究中表明

CD47的高表达状态同疾病的预后呈负相关，而应用

抗CD47单克隆抗体能够特异性的作用于肿瘤细胞

促进巨噬细胞的吞噬作用从而获得了可喜的成果。

应用抗CD47单克隆抗体可明显增强巨噬细胞对人

白血病干细胞的吞噬作用［7，11-12］；在膀胱癌的体外实

验中，应用CD47单克隆抗体可明显促进巨噬细胞的

吞噬活性［8］；在移植人非霍奇金淋巴瘤的免疫缺陷小

鼠上，应用抗CD47单克隆抗体可显著降低淋巴瘤的

负荷并延长总的存活期，而联合应用利妥昔单抗治

疗时甚至能够使淋巴瘤消失而获得治愈［10，13］。由此

可见应用CD47单克隆抗体在肿瘤的靶向治疗中显

示了强大的治疗作用，为肿瘤治疗的发展带来了新

的曙光［14-15］。

本研究于体外实验证实，应用抗CD47单克隆抗

体可显著增强巨噬细胞对卵巢癌肿瘤细胞的吞噬作

用，而在体内实验中应用抗CD47单克隆抗体是否能

够同样取得显著的效果尚需要进一步的研究证实。

因此本研究结果为后续的实验研究提供了的实验依

据和基础。

期待抗CD47单克隆抗体的应用给卵巢癌的治

疗带来新的转折点，为卵巢癌的靶向治疗提供新的

探索方向。
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