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[摘  要]  目的：旨在构建Trop2-ECD与幽门螺杆菌铁蛋白（HPF）融合纳米颗粒疫苗，并评价其免疫原性与抗三阴性乳腺癌

（TNBC）活性。方法：构建Trop2-ECD_HPF纳米颗粒疫苗，并在293F细胞中表达和纯化。通过尺寸排阻色谱和透射电子显微镜

验证疫苗的纯度和均一性。使用铝佐剂配制疫苗对雌性BALB/c小鼠进行免疫，通过酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清中Trop2

特异性抗体滴度，并评估其对 4T1-Trop2肿瘤模型的抑制效果。结果：Trop2-ECD_HPF纳米颗粒粒径约 20 nm，颗粒形成率较

高，纯度较高，能够显著诱导小鼠产生高滴度的Trop2特异性抗体，疫苗组第 6周抗体滴度达 106，显著高于佐剂组（P < 0.000 1）。

在动物实验中，疫苗组小鼠的肿瘤体积显著减小（抑瘤率为38.6%），肿瘤增长速度显著减缓（P < 0.001），显示出较强的抗肿瘤效

果。结论：Trop2-ECD_HPF融合纳米颗粒疫苗可有效诱导特异性体液免疫应答，显著抑制TNBC生长，为靶向Trop2的纳米疫苗

开发提供了实验依据。
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[Abstract]  Objective: To construct a Trop2-ECD_HPF fusion nanoparticle vaccine and evaluate its immunogenicity and antitumor 

activity against triple-negative breast cancer (TNBC). Methods: The Trop2-ECD_HPF nanoparticle vaccine was constructed, and 

subsequently expressed and purified in 293F cells. The purity and homogeneity of the vaccine were verified by size exclusion 

chromatography and transmission electron microscopy. The vaccine was formulated with aluminum adjuvant and used to immunize 

female BALB/c mice. The Trop2-specific antibody titers in serum were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and 

the inhibitory effect of the vaccine on the 4T1-Trop2 tumor model was evaluated. Results: The Trop2-ECD_HPF nanoparticles had an 

average diameter of approximately 20 nm and exhibited high assembly efficiency and high purity. The vaccine effectively induced high-

titer Trop2-specific antibodies in mice, with titers reaching 10 ⁶ at week 6 in the vaccine group, significantly higher than those in the 

adjuvant control group (P < 0.000 1). In animal studies, mice in the vaccine group exhibited a significant reduction in tumor volume 

(tumor inhibition rate: 38.6%) and a marked delay in tumor growth rate (P < 0.001), demonstrating strong antitumor efficacy. 

Conclusion: The Trop2-ECD_HPF fusion nanoparticle vaccine effectively induced a specific humoral immune response and 

significantly inhibited the growth of TNBC, providing experimental evidence for the development of Trop2-targeted nanoparticle 

vaccines.
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乳腺癌是女性中最常见的恶性肿瘤，约占女性

癌症病例的四分之一[1]。其中，三阴性乳腺癌（triple-

negative breast cancer, TNBC）是乳腺癌中预后最差

的一种亚型，约占所有乳腺癌病例的15%[2]。由于缺

乏相关的有效受体标志物，目前TNBC患者的标准治

疗仍以非特异性化疗为主[3]。因此，为TNBC患者寻

找新的治疗策略和靶点仍然是一个亟待解决的重要
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问题。滋养层细胞表面抗原 2（trophoblast cell 

surface antigen 2, Trop2）是一种跨膜糖蛋白，属于细

胞黏附分子家族，在正常组织中表达有限[4]。然而，

它在多种实体肿瘤如乳腺癌、肺癌、胃癌等中高表

达，与肿瘤的增殖、侵袭和转移密切相关。靶向

Trop2的抗体-药物偶联物（代表药物如TrodelvyTM，通

用名 sacituzumab govitecan）已获批准用于治疗转移

性TNBC[5]。因此，Trop2是TNBC治疗的理想备选靶

点。免疫疗法正日益成为治疗TNBC的有前景的策

略。近年来，包括肿瘤疫苗在内的免疫疗法在乳腺

癌的治疗中取得了巨大成功[6]。肿瘤疫苗通过激活

宿主免疫系统的特异性靶向功能，实现对肿瘤细胞

的选择性清除[7]。纳米颗粒疫苗在流感、新型冠状病

毒肺炎、多种癌症等疾病的预防研究中展现出较好

的应用潜力[8]。近年来，随着纳米技术的迅速发展及

对铁蛋白结构研究的深入，铁蛋白纳米载体在生物

医药领域逐渐成为研究焦点[9]。幽门螺杆菌铁蛋白

（Helicobacter pylori ferritin, HPF）能够自发组装形成

二十四聚体结构[10]，以铁蛋白为基础构建的递送系统

在病毒研究领域展现出令人鼓舞的治疗潜力。例

如，本实验室前期研究[11]发现，基于受体结合域和七

肽重复序列的铁蛋白纳米颗粒疫苗能够有效诱导针

对新型冠状病毒的中和抗体及细胞免疫反应。

KANEKIYO 等[12]设计的铁蛋白自组装纳米颗粒疫

苗，通过在铁蛋白表面展示流感病毒血凝素三聚体

蛋白，显著提升了免疫效力和广谱性。此外，已有研

究[13]将铁蛋白作为递送平台应用于肿瘤治疗领域。

铁蛋白纳米颗粒的抗原递送系统能够高效靶向淋巴

结，诱导强效抗肿瘤免疫反应，显著抑制肿瘤生长和

转移，同时具有良好的安全性[14]。本研究基于铁蛋白

自组装技术，提出一种新型纳米颗粒疫苗策略，选择

铁蛋白作为疫苗核心以提升Trop2抗原的提呈能力，

并系统评估其在TNBC治疗中的效果。

1  材料与方法

1.1  细胞与实验动物模型

4T1 细 胞 购 自 美 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心

（ATCC），高表达Trop2蛋白的4T1-Trop2细胞由本实

验室构建，FreeStyleTM 293F（293F）细胞购自美国

Gibco公司。4T1细胞和 4T1-Trop2细胞常规培养于

RPMI 1640培养基中，在 37 ℃、5% CO2条件下进行

培养，每2 d传代一次，实验选取对数生长期的细胞。

悬浮培养的 293F细胞用于蛋白表达，培养条件为在

添加了 8 mmol/L 谷氨酰胺的 SMM 293-TII 培养基

中，于37 °C、8% CO2环境下，在转速为110 r/min的带

透气盖的聚碳酸酯锥形瓶中振荡培养。

雌性 SPF 级 BALB/c 小鼠 10 只，6~8 周龄，体重

15~20 g，购自广东药康生物科技有限公司（实验动物

合格证号：44824700044754），饲养于广州医科大学

附属第一医院实验动物中心。在SPF级屏障环境中，

小鼠接受12 h光-暗循环，并可自由获取饲料和饮水。

本研究中的小鼠实验已获得广州医科大学附属第一

医院实验动物伦理委员会的批准（批准号 ：

20240755）。

1.2  主要试剂及仪器

RPMI 1640培养基、胎牛血清和青-链霉素均购

自美国Gibco公司，谷氨酰胺购自美国ThermoFisher

公司，SMM 293-TII培养基和 SMS 293-SUPI补料液

购自中国义翘神州公司，ClonExpress同源重组酶混

合物购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司，

Lipofectamine 2000 转染试剂购自美国 Invitrogen 公

司，TMB底物显色试剂盒购自上海源叶公司，重组抗

Trop2抗体购自英国Abcam公司，HRP偶联的山羊抗

小鼠 IgG（H + L）二抗购自美国 Invitrogen 公司，Ni 

Sepharose excel 镍柱亲和层析蛋白纯化填料 、

Superose 6 Increase 10/300 GL 层析柱和 AKTA pure

层析系统均购自美国思拓凡（Cytiva）公司，Tecan 

Spark酶标仪购自瑞士Tecan公司，倒置光学显微镜

购自浙江舜宇光学科技公司，二氧化碳恒温细胞培

养箱和生物安全柜购自新加坡Esco公司。

1.3  蛋白表达和纯化

将带有六组氨酸（hexahistidine, 6 × His）标签的

Trop2-ECD（TROP2蛋白的胞外段）与HPF串联表达

的DNA序列克隆至 pcDNA3.1载体中。随后，将构

建好的 Trop2-ECD_HPF 表达质粒转染至 293F 细胞

中。在转染后 24 h和 72 h加入 3.5% SMS 293-SUPI

液体补料液。转染后第 4天，收集培养基和细胞样

本，通过蛋白质印迹检测 6×His 标签以确认 Trop2-

ECD_HPF蛋白的表达情况。第 7天，收集培养上清

液，离心去除细胞碎片后，使用Ni Sepharose excel纯

化填料富集带有 6 × His标签的目标蛋白。随后，用

含咪唑的三羟甲基氨基甲烷（Tris）缓冲液洗脱目标

蛋白，并对洗脱的蛋白进行浓缩，同时用常规Tris缓

冲液置换洗脱缓冲液。接下来，通过二喹啉甲酸

（BCA）法测定Trop2-ECD_HPF的蛋白浓度，并使用

考马斯亮蓝染色评估蛋白的纯度。此外，进一步采用尺寸

排阻色谱和透射电子显微镜（transmission electron 

microscopy, TEM）分析蛋白的纯度和均一性，以确保

制备的Trop2-ECD_HPF符合疫苗接种要求。

1.4  纳米颗粒的理化性质鉴定

1.4.1  尺寸排阻色谱

HPF可形成二十四聚体纳米颗粒，并在13~15 mL
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洗脱体积范围内被洗脱。相比之下，Trop2-ECD_HPF

纳米颗粒在12~14 mL的洗脱体积范围内被洗脱。由

于 Trop2-ECD_HPF 纳米颗粒融合了 Trop2-ECD，其

形成的纳米颗粒尺寸较单独的铁蛋白纳米颗粒更

大。将纳米颗粒的洗脱液进行浓缩，并通过BCA

法测定其蛋白浓度。随后，通过 TEM 分析纳米颗

粒的纯度和均一性，以进一步验证其纯度和结构

特性。

1.4.2  SDS-PAGE

将 HPF 铁蛋白纳米颗粒、Trop2-ECD 单体和

Trop2-ECD_HPF纳米颗粒分别与SDS-PAGE蛋白上

样缓冲液混合后，在100 ℃加热10 min使蛋白充分变

性。将 4%~20% Sure-PAGETM蛋白预制胶装入电泳

槽，加入SDS电泳缓冲液，加载样品及蛋白分子量标

准品。以200 V的电压电泳30 min。电泳结束后，将

凝胶置于考马斯亮蓝染色液中染色 30 min至 1 h，随

后用脱色液脱色，直至蛋白条带清晰可见。最终通

过观察蛋白条带分析蛋白的分子量。

1.4.3  TEM

HPF 铁蛋白和 Trop2-ECD_HPF 纳米颗粒的

TEM负染色检查由水木未来（北京）科技有限公司完

成。将每种样品（5 μL，0.06 mg/mL）滴加到覆盖

有连续薄膜的辉光放电处理网格上，用2%乙酸铀酰

进行负染色。随后，在 Thermo Fisher Krios G4显微

镜上以300 kV加速电压成像，图像记录条件为放大倍数

75 000 ×和 1.5 μm散焦。最终，手动挑选颗粒并使用

Cryosmart软件进行二维分类分析。

1.5  ELISA检测血清Trop2特异性抗体滴度

将Trop2蛋白按5 μg/mL浓度配制后包被酶联免

疫吸附测定板，每孔 50 μL，室温孵育 4 h或 4 ℃过夜

完成包板。洗板 3次后加入 5%脱脂奶粉封闭液，每

孔 100 μL，37 ℃封闭 1 h，再次洗板 3 次。将血清

按1∶30初始稀释比进行10倍的梯度稀释，每孔加入

100 μL稀释血清，37 ℃孵育1 h，洗板3次。随后加入

HRP标记的二抗，每孔 100 μL，37 ℃孵育 1 h，洗

板 5次。加入 TMB 显色液，每孔 100 μL，避光显

色 5 min 后加入 100 μL 1 mol/L H2SO4 终止显色。

最后在450 nm波长下用酶标仪检测吸光值。

1.6  动物免疫与肿瘤抑制实验

在BALB/c小鼠的疫苗接种实验中，使用铝佐剂配

制的Trop2-ECD_HPF 纳米颗粒疫苗（剂量为 10 μg）

对5只雌性BALB/c小鼠进行皮下免疫。另设佐剂对

照组（5只），接种等体积铝佐剂。所有小鼠均按初次

免疫及3次加强免疫方案接种，接种时间分别为第

0周、第1周、第2周和第3周。每2周采集1次血清样

本，具体时间为第2周、第4周和第6周。在第6周对

小鼠实施安乐死。在第 2周，每只小鼠皮下接种 1 × 

10⁶个 4T1-Trop2肿瘤细胞，并从接种后开始每 3 d测

量1次肿瘤体积，以评估疫苗诱导的体液免疫应答。

1.7  统计学处理

采用 GraphPad Prism 9.0 统计软件进行数据分

析。计量资料以 x̄ ± s表示，两组间比较采用独立样

本 t检验（双尾）。以P < 0.05或P < 0.01标示差异具

有统计学意义。

2  结  果

2.1  成功制备高纯度Trop2-ECD_HPF纳米颗粒

本研究将抗原 Trop2-ECD 与 HPF 进行融合表

达，实现了融合蛋白的一步法制备，相较于传统分步

组装策略，减少了疫苗制备过程中的操作步骤（图

1A）。转染后第 7天收集目标蛋白。将纯化得到的

Trop2-ECD_HPF 纳米颗粒与铁蛋白内核和 Trop2-

ECD单体进行考马斯亮蓝染色。考马斯亮蓝染色结

果显示，铁蛋白内核、Trop2-ECD 单体和 Trop2-

ECD_HPF纳米颗粒均呈现单一清晰条带，分子量分

别约40 000、55 000和70 000（图1B）。

A：传统SpyTag/SpyCatcher策略（上）与直接融合表达（下）的流程对比图，在传统方法中，SpyCatcher-铁蛋白核心和SpyTag-

Trop2-ECD分别在大肠杆菌和293F细胞中表达并纯化，本研究则直接在293F细胞中获得Trop2-ECD_HPF纳米颗粒；B：纯化产

物考马斯亮蓝染色（M：分子量标准；泳道1-3分别为HPF、Trop2-ECD单体、Trop2-ECD_HPF）。

图1  Trop2-ECD_HPF纳米颗粒疫苗的构建策略（A）及SDS-PAGE纯度鉴定（B）
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2.2  Trop2-ECD_HPF呈现均一的二十四聚体结构及

稳定理化特性

通过尺寸排阻色谱法和TEM验证纳米颗粒的纯度

和均匀性。在尺寸排阻色谱法纯化Trop2-ECD_HPF纳

米颗粒的过程中，Trop2-ECD_HPF纳米颗粒主要在12~

14 mL洗脱体积范围内被洗脱。这一结果表明，该纳米

颗粒的粒径与Superose 6 Increase 10/300 GL层析柱的

分离特性相匹配，符合其预期的约 1 × 106的分子量

（图2A）。TEM进一步观察Trop2-ECD_HPF纳米颗粒

的纯度和均匀性，结果显示，融合 Trop2-ECD后，

Trop2-ECD_HPF纳米颗粒呈球形，粒径分布均一，未观

察到聚集或降解现象，粒径约20 nm（图2B）。

A：Trop2纳米颗粒的尺寸排阻色谱图（洗脱体积12~14 mL）；B：TEM原始图像（上，负染电镜）及Trop2-ECD_HPF

纳米颗粒的代表性二维类平均图（下，显示二十四聚体结构）。

图2  Trop2-ECD_HPF纳米颗粒的尺寸排阻色谱分析（A）及透射电镜形态观察（B）

2.3  疫苗诱导产生持久高效价Trop2特异性体液免

疫应答

为评估纳米颗粒疫苗的免疫原性，按图 3A所示

免疫方案，于第 2、6周采集血清检测抗体滴度，以评

估疫苗的抗肿瘤效果。第 2周时，疫苗组Trop2特异

性抗体几何平均滴度（GMT）为10⁵~10⁶，显著高于对

照组（P < 0.000 1，图3B）；第6周时GMT升至10⁶，仍

显著高于对照组（10⁴~10⁵，P < 0.000 1，图 3C）。第 6

周对照组抗体产生可能源于高表达 Trop2 的 4T1-

Trop2肿瘤细胞的刺激。

A：BALB/c小鼠于第0~3周接种疫苗（W0：首次免疫；W1–W3：加强免疫），第2周接种4T1-Trop2细胞，第2、4、6周采血，第6周处

死小鼠；B、C：第2周和第6周Trop2特异性抗体滴度。****P < 0.000 1。

图3  Trop2纳米颗粒疫苗小鼠免疫接种方案（A）及血清Trop2特异性抗体滴度（B、C）
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2.4  Trop2纳米颗粒疫苗显著抑制4T1-Trop2乳腺癌

移植瘤生长

剥离肿瘤后测量体积，纳米疫苗组肿瘤体积显

著小于佐剂组（图 4A）。肿瘤生长曲线显示，接种后

第6~21天，疫苗组肿瘤生长速度显著慢于佐剂组，第

21 天体积分别为（909.0 ± 143.6）mm³和（1480.1 ± 

109.1）mm³（P < 0.001，图4B）。

A：第21天剥离的实体肿瘤外观；B：肿瘤生长曲线（左、中：单只小鼠；右：两组比较，***P < 0.001，第21天）。

图4  Trop2纳米颗粒疫苗接种对4T1-Trop2移植瘤生长的抑制作用

3  讨  论

TNBC因缺乏雌激素受体（ER）、孕激素受体（PR）

和人表皮生长因子受体2（HER2）的表达，无法从内分

泌治疗或HER2靶向治疗中获益，这使得其治疗选择相

对有限[15]。TNBC具有高度侵袭性，肿瘤细胞增殖快、

分化差，且易于发生淋巴结转移和远处转移，尤其是肺、

脑和肝等部位的转移风险显著增加[16]。此外，TNBC患

者的复发时间通常较早，复发高峰集中在确诊后的2~

3年内，与其他乳腺癌亚型相比，复发后生存期更短[17]。

由于TNBC的异质性较高，不同患者的分子特征和治疗

反应差异显著，这进一步增加了治疗的复杂性和挑战

性[18]。近年来，尽管在化疗、免疫治疗和靶向治疗方面

取得了一定进展，但TNBC的总体预后仍较差，5年生

存率低于其他乳腺癌亚型[17]。因此，如何针对TNBC的

独特生物学特性开发更有效的治疗策略，仍是当前乳

腺癌研究领域的重点和难点。

本研究开发了一种基于HPF的Trop2纳米颗粒

疫苗，并系统评估了其在TNBC免疫治疗中的潜力。

Trop2-ECD_HPF纳米颗粒疫苗通过靶向Trop2胞外

段激活体液免疫，实现对TNBC的特异性清除。通过

设计针对Trop2-ECD的疫苗，激活宿主免疫系统，从

而有效清除表达Trop2的肿瘤细胞。

HPF纳米颗粒，因其独特的结构和功能特性，已

被成功应用于疫苗研发领域。本研究提出了一种利

用铁蛋白自组装技术的新型纳米颗粒疫苗策略。以

铁蛋白作为抗原递送平台，通过将 Trop2-ECD与铁

蛋白融合表达，并在 293F细胞中进行蛋白表达。以

往的纳米颗粒疫苗系统中，为了增强同时展示两个

或更多不同蛋白质亚基的能力并提高亚基的产量，

通常会引入源自化脓性链球菌的SpyTag/SpyCatcher

系统[19]。直接融合表达不仅简化了构建流程，还可降

低由外源连接系统引入的额外免疫原性，有利于聚

焦于Trop2的免疫应答。

该疫苗的二十四聚体结构确保了抗原高密度展

示，这可能是其诱导高效价抗体的关键结构基础。

这些结果表明，基于铁蛋白的纳米颗粒疫苗是一种

有效的抗原递送平台，能够通过激活宿主免疫系统

实现对TNBC的靶向治疗。

与传统化疗及ADC相比，该疫苗策略通过诱导

体液免疫反应，展现了不同的作用机制及潜在安全

性优势。当前TNBC的标准治疗主要依赖非特异性

的化疗，疗效有限且伴随较大的不良反应。而Trop2-

ECD_HPF纳米颗粒疫苗通过靶向Trop2抗原，诱导

体液免疫反应，展现出更高的特异性。此外，与已获

批的抗体-药物偶联物相比，该疫苗避免了化疗药物

相关的毒性问题[20]，同时通过铁蛋白的自组装特性提

高了疫苗的稳定性和免疫原性。铁蛋白的二十四聚

体结构确保了抗原在纳米颗粒表面的均匀展示，从

而显著增强了免疫系统的识别能力和免疫原性。

Trop2-ECD与铁蛋白的直接融合表达确保了抗原在

纳米颗粒表面的均匀排列，有助于更高效地激活免

疫系统，诱导更强的免疫应答。

本研究还通过多种方法验证了疫苗的纯度和均一

性。尺寸排阻色谱和 TEM 的结果均表明，Trop2-

ECD_HPF纳米颗粒具有较高的纯度和良好的组装状态，

颗粒形态均匀，未见明显的聚集或降解现象。这些特

性为疫苗的稳定性和免疫效果提供了保障。此外，实

验结果显示，疫苗组小鼠的肿瘤体积显著减小，肿瘤增

长速度明显减缓，进一步验证了该疫苗的抗肿瘤效果。

需要指出的是，本研究的免疫程序与肿瘤接种

时间安排不同于经典的完全预防性或治疗性模型，

而是设计为一种处于免疫应答启动阶段的早期干预

模型。第 2周的实验操作按照“先采血、后接种肿瘤

细胞、最后进行第二次加强免疫”的顺序依次完成，

从而在时间上尽可能减少肿瘤抗原对当次血清学检
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测的直接干扰。在完成初次免疫及一次加强免疫

后，小鼠体内已建立初步免疫基础，并在第二次加强

免疫后处于体液免疫应答快速上升阶段。本研究采

用该时间窗口，旨在模拟机体尚未形成稳态免疫记

忆但已被免疫激活的状态，以评估疫苗对肿瘤早期

生长的干预能力。尽管该阶段接种肿瘤细胞可能引

入额外的Trop2抗原来源，但由于疫苗组与佐剂对照

组接受相同处理，肿瘤来源抗原的影响在组间具有

可比性。本研究结果显示，第2周疫苗组已产生显著

高于对照组的Trop2特异性抗体水平，且该时间点采

血发生于肿瘤接种之前，提示抗体应答主要来源于

疫苗免疫而非肿瘤抗原刺激。此外，第2周采血主要

用于反映疫苗诱导体液免疫反应的早期动力学变

化，尽管时间间隔较短，但第 6周的检测显示抗体滴

度持续升高，在一定程度上弥补了早期时间点的局

限性。总体而言，第 2周多项操作时间相对集中，仍

可能对抗体来源的精确区分带来一定影响，未来研

究中将进一步优化免疫程序与肿瘤接种时间间隔，

以提高实验设计的严谨性。

本研究的局限性包括：疫苗在不同动物模型中

的免疫效果、个体间一致性、安全性及长期免疫记忆

仍需验证；同时需评估Trop2潜在脱靶风险，并深入

研究其抗转移作用。

综上所述，本研究为TNBC的免疫治疗提供了一种

新型的潜在策略，基于铁蛋白的Trop2纳米颗粒疫苗展

现出良好的应用前景。未来的研究应进一步优化疫苗

的设计和佐剂配方，探索其在其他实体瘤中的应用潜

力，并通过临床试验验证其安全性和有效性，从而推动

该疫苗的临床转化。本研究不仅为TNBC的治疗提供

了新的思路，也为基于铁蛋白的纳米颗粒疫苗在肿瘤

免疫治疗中的应用奠定了基础。
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