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CD99在尤因肉瘤中的作用及其靶向治疗

The functional roles and targeted-therapy strategies of CD99 in Ewing sarcoma

胡晓东 综述；周俊，胡嘉 审阅（武汉科技大学  生命科学与健康学院，武汉  430065）

[摘  要]  CD99是一种主要定位在细胞膜上的Ⅰ型跨膜糖蛋白，参与调控正常组织细胞的分化、黏附、迁移和蛋白运输等功能。

CD99蛋白在大多数正常组织中表达较低，但在一些恶性肿瘤，尤其是尤因肉瘤（EWS）中高表达，可作为EWS的辅助诊断和预后

标志物。高表达的CD99蛋白可通过多种机制促进EWS的发生发展，例如与配体结合、影响外泌体相关的miRNA分泌和调控下

游信号通路等。作为在EWS细胞中高特异性表达并发挥促癌作用的膜蛋白，CD99是理想的肿瘤治疗靶点，已有研究尝试开发

通过靶向CD99治疗EWS的方法，包括CD99中和抗体、小分子抑制剂和肿瘤疫苗等。尽管目前靶向CD99治疗EWS还处于临床

前研究阶段，但已展现出很好的治疗前景。因此，针对CD99的靶点干预可能为EWS治疗提供新策略。
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尤因肉瘤（Ewing sarcoma，EWS）是一种多发于

儿童和青少年的恶性肿瘤，包括骨 EWS、骨骼外

EWS、阿斯金肿瘤和基于软组织的原始神经外胚层

肿瘤等[1]。尽管EWS发病率相对其他常见恶性肿瘤

低（约 6/100万人）[2]，但是该病恶性程度高、病程短、

转移快、目前缺乏有效的治疗手段。CD99蛋白高表

达是EWS重要的分子特征[3]，研究表明CD99在EWS

中发挥促癌作用，与肿瘤细胞的增殖、分化和转移等

恶性特征密切相关。CD99促癌的分子机制涉及与

配体结合、影响肿瘤细胞外泌体中miRNA的分泌水

平和调控下游信号通路等。鉴于CD99蛋白是EWS

发生发展的重要驱动分子，其在EWS细胞膜上具有

特征性高表达，因此 CD99 是一个极具前景的治疗

EWS的靶点。目前已经开展了多个靶向CD99治疗

EWS的临床前研究，取得了令人振奋的抑瘤效果。

本文将对CD99在EWS发生发展中的作用、分子机

制以及CD99相关的靶向治疗进行综述。

1    CD99分子结构与生物学功能

1979年科学家在人类胸腺白血病细胞中发现一

种高度糖基化的 I 型跨膜蛋白，命名为 CD99 蛋白。

CD99蛋白由CD99基因（又称MIC2基因）编码，在高

尔基体组装形成二聚体后在细胞膜上表达[4]。根据

CD99 蛋白胞内区域可变剪切的不同可分为 2 种亚

型：第一种是包含 185 个氨基酸的全长 CD99 蛋白

（CD99wt或CD99Ⅰ型），另一种是包含161个氨基酸

的CD99蛋白亚型（CD99sh或CD99Ⅱ型）[5]，CD99wt

是 CD99 蛋白的主要表达形式。值得注意的是，

CD99蛋白的2种亚型有不同的生物学功能，CD99sh

可发挥拮抗CD99wt功能的作用[6-7]。

CD99蛋白在大多数正常组织中表达较低，但在

一些特定的组织细胞中高表达，例如胸腺细胞、卵巢

颗粒细胞、睾丸支持细胞、表皮细胞以及未成熟的淋

巴细胞等[8-10]。CD99蛋白在正常组织细胞中发挥调

控细胞分化、影响细胞黏附与迁移，参与胞内膜蛋白

运输等功能[11-13]。CD99蛋白在不同类型肿瘤中的表

达有差异，作用也不相同，其发挥抑癌或者促癌作用

与肿瘤类型相关。例如，CD99蛋白在急性髓系白血

病[14-15]和胶质瘤细胞[16]中高表达并发挥促癌作用，而

在霍奇金淋巴瘤[17]、骨肉瘤[18]、乳腺癌[11]、胃癌[19]中高

表达则抑制肿瘤进展。

2    CD99在EWS中的表达及调控

CD99蛋白高表达是EWS的重要分子特征，临床

上已经将CD99蛋白作为EWS的辅助诊断指标。研

究认为EWS中高表达的CD99主要受EWS-FLI1融

合基因调控。

2.1  CD99在EWS中的表达

CD99蛋白高表达是EWS的一个重要分子特征。

有研究[20]采用免疫组织化学染色法检测 244个EWS

样本中CD99蛋白的表达情况，结果显示全部样本均

为CD99蛋白表达阳性，其中221个样本（91%）CD99

蛋白表达强阳性，且主要定位在细胞膜。CD99蛋白

在临床上已经用于EWS的辅助诊断，利用CD99蛋

白表达差异可以区别EWS和其他形态类似的小圆细

胞肿瘤，如中枢原始神经外胚层肿瘤等[21]。循环肿瘤
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细胞（circulating tumor cell，CTC）是癌症患者转移的

重要危险因素。有研究[22]通过 CD99+CD45–抗原组

合在化疗前和化疗期间检测EWS患者血液中的循环

肿瘤细胞，并据此预测患者预后，这种方法快速、微

创且成本较低。CD99蛋白与NGFR联合使用也可作

为 EWS 来源的小细胞外囊泡（small extracellular 

vesicle，sEV）的检测标志物，用于EWS的微创预后诊

断[23-24]。CD99 基因多态性与 EWS 的发生及预后相

关，有研究[25]表明，CD99等位基因 rs311059-T与14岁

之前罹患EWS的风险呈正相关，携带CD99等位基

因 rs312257-T的EWS患者肿瘤复发率较低，无事件

生存率延长。

2.2  CD99在EWS中的调控机制

虽然CD99蛋白在 EWS中特征性高表达，但对

CD99在EWS中的确切调控机制目前仍然了解甚少。

EWS和FLI1基因融合及EWS-FLI1融合蛋白表达是

EWS最显著的分子生物学特征，EWS-FLI1融合蛋白

作为一种异常的转录因子，可以通过调控下游基因

表达影响肿瘤细胞的生长、凋亡和分化等过程[26-27]。

关于EWS-FLI1融合基因是否调控CD99的表达目前

仍然有不同见解。研究发现[28-29]，EWS-FLI1融合基

因对CD99表达具有促进作用，EWS-FLI1融合基因

的过表达可以诱导人间充质祖细胞、横纹肌肉瘤和

神经母细胞瘤中 CD99 的表达。进一步研究发现，

EWS-FLI1 融合基因转录因子可以结合 miR-30a-5p

的启动子抑制 miRNA-30a-5p 转录，CD99 基因是

miRNA-30a-5p 的下游靶基因，因此 EWS-FLI1 融合

基因可以通过miR-30a-5p调控CD99基因表达[30-31]。

ROCCHI等[32]通过染色质免疫沉淀实验发现，EWS-FLI1

融合蛋白能够与CD99基因的启动子结合，提示其可

能直接影响 CD99 基因转录。但 EWSR1-FLI1 基因

敲降后CD99转录组水平没有明显变化，与生物信息

学预测的结果相符[33]。因此，EWS-FLI1融合基因对

CD99的调控机制还需要进一步深入研究。

3  CD99在EWS中的促癌作用机制

CD99能够促进EWS细胞的生长、转移和恶性分

化。其促进 EWS恶性转化的分子机制可能是通过

配/受体结合、调控外泌体中相关 miRNA 的分泌水

平，以及调控下游信号通路等来实现的。

3.1  CD99蛋白与配体GDF6蛋白相互作用

生长与分化因子6（growth differentiation factor 6，

GDF6）是 一 种 属 于 骨 形 态 发 生 蛋 白（bone 

morphogenetic protein，BMP）家族的细胞因子，与骨

骼和眼睛发育有关[34]。GDF6蛋白的N端为前体结构

域，在C端有一个BMP结构域，高尔基体中的蛋白水

解可以将两个结构域分开。CD99蛋白作为膜受体，

可以与GDF6蛋白的前体结构域结合，然后募集Src

激酶（CSK）磷酸化 Src 蛋白 C 末端的第 530 位酪氨

酸，使其丧失活性，维持肿瘤细胞的生长[35]。有意思

的是，GDF6基因也是EWS-FLI1融合蛋白的直接转

录激活靶点[36]，关于CD99蛋白、GDF6蛋白和EWS-

FLI1分子三者之间是否形成一个环路促进EWS的恶

性转化仍然需要进一步深入研究。

3.2  CD99调控外泌体中miRNA的分泌水平

CD99能够通过调控外泌体中miRNA的分泌水

平，影响EWS细胞的生长、分化和凋亡过程。外泌体

是一种特殊的细胞外囊泡，可以在细胞间发挥通讯

作用[37]。EWS细胞可以释放表达CD99蛋白的外泌

体，而CD99基因沉默的EWS细胞则传递具有抑癌

功能的外泌体，这些CD99表达缺陷的外泌体可以调

节受体肿瘤细胞的基因表达，减少增殖和迁移能力

并诱导其向更分化的低恶性表型转变。有研究[38]分

析了敲除 CD99 基因对 EWS 细胞释放外泌体中

miRNA分泌水平的影响，共鉴定出56种miRNA发生

改变，其中miR-199a-3p是逆转EWS恶性表型的关键

驱动因素。CD99基因敲除的EWS细胞释放的外泌

体中miR-199a-3p含量明显提高，它能够减少受体细

胞中AP-1蛋白活性及靶基因表达，抑制肿瘤细胞

迁移并诱导肿瘤细胞向神经类型细胞分化[39]。

“CD99-miR-34a-Notch-NF-κB”通路在EWS细胞分化

中发挥重要作用。敲减CD99基因能够提高miR-34a

的表达，抑制Notch信号通路，进而影响NF-κB转录

因子的活性，促进EWS细胞向神经类型细胞分化；还

可以释放含有高水平miR-34a的外泌体，这些外泌体

与周围EWS细胞结合后，能使受体肿瘤细胞向神经

类型细胞分化。因此，即使给部分肿瘤细胞敲除

CD99基因也可以对整个EWS细胞群产生影响，这为

EWS的治疗提供了新的思路[40]。

3.3  CD99其他促癌机制

CD99还可以通过其他分子机制促进EWS的进

展。研究[41]发现，敲减CD99基因或者使用CD99中

和抗体处理可以诱导EWS细胞发生Caspase非依赖

的细胞死亡，这种细胞死亡方式与肌动蛋白/细胞骨

架信号通路相关。同时有研究[42]表明 zyxin蛋白在其

中发挥重要作用，CD99基因可以调控zyxin基因表达

并诱导其核转位；研究提示可以通过CD99介导的非

凋亡途径杀伤EWS。此外，CD99蛋白在EWS细胞

中与钾通道调节蛋白KCMF1表达呈负相关，CD99

与KCMF1之间相互作用可能抑制EWS细胞迁移，但

具体分子机制还需要进一步研究[43]。CD99蛋白还能

够抑制 MAPK-ERK1/2 通路，阻止 EWS细胞向神经
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类型细胞分化，促进EWS的进展[32]。还有研究[44]发

现，CD99基因还可通过抑制miR-214-3p的表达促进

EWS细胞的生长和迁移。

综上，CD99在EWS中是一个原癌基因，对于维

持EWS恶性程度是必需的。抑制EWS细胞中CD99

的表达可使EWS细胞生长、迁移能力明显降低，并倾

向于向神经类型细胞分化。

4  靶向CD99治疗EWS

由于CD99是 EWS进展的重要驱动分子，结合

它在EWS细胞膜上的特异性表达，可作为EWS潜在

的治疗靶点，目前已经开展了多个针对CD99靶点治

疗EWS的临床前研究（表1）。

表1  靶向CD99治疗EWS的方法

药物类型

单克隆抗体

双特异性抗体

小分子药物

CD99 靶向的纳米

颗粒

其他 CD99 相关的

靶向治疗策略

药物名称

0662mAb

scFvC7

64Cu-DN16

dAbd C7

氯法拉滨、克拉屈滨

氯法拉滨和克拉屈滨嘌呤核苷

类似物 BK5016、BK60106

聚合物脂质杂化纳米颗粒

SPC/Chol脂质体

CD99靶向聚合免疫纳米颗粒

CD99 CAR-T细胞

TRXtr-mCD99

作用机制

诱导 zyxin蛋白积累，抑制GLI1基因转录，抑制EWS生长[42]；

诱导肿瘤细胞巨泡式死亡[45]

利用噬菌体展示技术筛选得到高亲和力的靶向EWS CD99蛋

白的抗体[46]

与CD99结合，对小鼠EWS原发灶及转移灶检测具有高敏感

性[47]

诱导zyxin蛋白核聚积，抑制GLI1基因转录，抑制肿瘤细胞生

长[42]；激活p53信号通路，诱导EWS细胞凋亡，与多柔比星组

成抗体偶联药物[48]

抑制 CD99 蛋白二聚化，抑制 ROCK2 的表达和肿瘤细胞迁

移[49]、诱导肿瘤细胞凋亡[50]

直接与CD99分子结合，诱导肿瘤细胞死亡[51]

携带伊立替康药物，靶向CD99+ EWS细胞进行特异性杀伤[52]

利用CD99抗体特异性与CD99+ EWS细胞结合，将 siRNA或

金属离子递送至肿瘤细胞[53]

携带 siRNA，抑制EWS皮下植入模型中相关基因的表达[54]

与AML细胞中的CD99特异性结合，杀伤肿瘤细胞，后续可

能用于EWS治疗[55]

免疫EWS小鼠后会产生高水平CD99抗体，该抗体可以靶向

肿瘤的血管系统，抑制肿瘤生长[56]

4.1  靶向CD99蛋白的单克隆抗体

目前研究最多的是利用靶向CD99蛋白的抗体

治疗 EWS。用 CD99 的单克隆抗 0662 mAb 处理

EWS细胞可诱导细胞发生非Caspase依赖的细胞巨

泡式死亡。巨泡式死亡的细胞会出现大量单层膜结

构的空泡，但是缺乏典型的细胞凋亡特征（如细胞收

缩、染色质凝结、DNA碎片等）。其作用机制可能是

由于CD99蛋白和抗体结合后诱导 IGF-1R/RAS/Rac1

复合体形成，CD99蛋白与 IGF-1R/RAS/Rac1复合体

内化后发生解离，IGF-1R循环到细胞膜，而CD99蛋

白和RAS/Rac1被送至未成熟的溶酶体相关膜蛋白1

（lysosome-associated membrane protein 1，LAMP-1）

阳性的液泡中，这种液泡过度积累引发细胞巨泡式

死亡。而上述现象在表达CD99蛋白的正常间充质

细胞中不会发生，提示 0662 mAb 可用于 EWS 的治

疗[45]。此外，有研究[46]还通过噬菌体文库筛选得到一

种CD99单链抗体（scFvC7），该抗体对 EWS细胞有

良好的亲和力，而在其他肿瘤和正常细胞中没有观

察到该抗体结合或者仅有微弱结合。除了用于EWS

治疗外，CD99抗体还可以用于 EWS的肿瘤成像检

测，用 64Cu 标记的抗 CD99 抗体（64Cu-DN16）对小鼠

EWS 原发灶及转移灶的成像检测具有很高的敏感

性，在临床前研究中优于 18-氟脱氧葡萄糖正电子发

射计算机断层显像（FDG-PET）。这种靶向放射性示

踪剂可能对 EWS 的诊断、监测和治疗具有重要

意义[47]。

4.2  双特异性抗体

有研究[48]设计了一种针对CD99蛋白两个不同表

位的双特异性抗体dAbd C7。与单链抗体相比，双特

异性抗体具有更高的亲和力与稳定性[57]。dAbd C7
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与CD99蛋白结合后促进MDM2蛋白泛素化降解，激

活 p53信号通路，诱导EWS细胞凋亡。进一步研究

发现，EWS特征性表达的EWS-FLI1融合蛋白介导了

dAbd C7诱导的细胞凋亡，因此dAbd C7对正常造血

干细胞和间充质干细胞没有影响，且其具有良好的

特异性和安全性。多柔比星是治疗EWS患者的一线

化疗药物[58]，将dAbd C7与多柔比星偶联可以显著增

强多柔比星的细胞毒性作用[48]，提示CD99靶向联合

化疗可能可以应用于EWS的治疗。

4.3 小分子药物

研究人员[49]对FDA批准的小分子药物库进行筛

选后发现，氯法拉滨（clofarabine）和克拉屈滨

（cladribine）可以靶向CD99蛋白抑制EWS的生长。

氯法拉滨是一种嘌呤类似物，临床用于治疗复发或

难治性急性淋巴细胞白血病[59]。克拉屈滨用于经干

扰素治疗失败后的毛细胞白血病的治疗[60]。这两种

药物可以直接与CD99蛋白结合抑制EWS的生长，

并且抑瘤效率与肿瘤细胞CD99蛋白表达量呈正相

关。氯法拉滨和克拉屈滨能够抑制CD99蛋白二聚

化，阻断CD99与亲环素A（CyPA）和 PKA-RIIα的相

互作用，从而抑制下游信号通路。氯法拉滨和克拉

屈滨还可以抑制ROCK2蛋白的表达，影响EWS细胞

的细胞迁移能力，这个过程也是由CD99介导 [49]。此

外，氯法拉滨与CD99蛋白结合后可以激活ERK1/2

通路，促进丝裂原和应激激活蛋白激酶1/2（MSK1/2）

和 cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）磷酸化，诱导

EWS细胞死亡[50]。有研究[51]对氯法拉滨和克拉屈滨

嘌呤核苷类似物脱氧核糖 5'末端位点的初级醇部分

进行修饰，得到了两种化合物BK50164和BK60106，

由于C末端被修饰，它们主要通过抑制CD99蛋白功

能而不是通过抑制DNA合成来诱导EWS细胞死亡。

这些研究为未来开发选择性CD99抑制剂靶向治疗

EWS提供了方向。

4.4  CD99蛋白靶向的纳米颗粒

基于CD99蛋白在 EWS中特异性高表达，有研

究[52]将CD99蛋白靶向与纳米药物联用杀伤肿瘤细

胞。将CD99抗体与伊立替康制成聚合物脂质杂化

纳米颗粒（PLN）能够有效靶向EWS小鼠模型中的肿

瘤细胞，抑制肿瘤生长。此外，将CD99抗体与常规

磷脂/胆固醇（SPC/Chol）脂质体偶联可以特异性地将

siRNA或金属离子递送至EWS细胞中，该方案可用

于肿瘤治疗或者示踪[53]。聚氰基丙烯酸异丁酯

（PIBCA）/壳聚糖核/冠状纳米颗粒制成的聚合物载

体可以在体内传递 siRNA。RAMON 等[54]设计具有

生物素化配体的CD99蛋白靶向聚合免疫纳米颗粒，

经静脉注射后，纳米颗粒携带的 siRNA能够有效抑

制EWS皮下植入模型中相关基因的表达。

4.5  其他CD99相关的靶向治疗策略

CAR-T是经基因修饰表达嵌合受体的T淋巴细

胞，它是将抗体的可变区与T细胞受体的恒定区结

合，在共刺激分子的协同作用下，使T细胞同时具有

特异性识别和细胞杀伤功能，可以特异性识别和消

除肿瘤[61-62]。有研究[55]发现，CD99 CAR-T 细胞对

CD99+ T-ALL细胞系和原代肿瘤细胞表现出强大的

肿瘤细胞杀伤能力，并显著延长肿瘤负荷小鼠的生

存期。由于CD99蛋白在EWS细胞膜表面高特异性

表达，为CD99 CAR-T细胞治疗EWS提供了可行性，

本实验室已经针对CD99 CAR-T细胞治疗EWS开展

了研究。

此外，还有研究[56]利用CD99蛋白抗原制备肿瘤

疫苗，将小鼠CD99蛋白的细胞外结构域（mCD99ex）

与部分截取的细菌硫氧还原蛋白58aa融合制备抗原

（TRXtr-mCD99），对免疫肉瘤小鼠制模后会在血清

中产生高水平的CD99抗体，该抗体可以靶向肿瘤的

血管系统，抑制肿瘤生长，而正常小鼠免疫后体重和

健康状况良好。

5  小  结

CD99蛋白高表达是EWS的标志性特征，临床上

已用于EWS的辅助诊断[63]。CD99在EWS的发生发

展过程中发挥重要作用，深入研究CD99在EWS中

的表达调控和促癌机制，可为EWS的治疗提供新的

策略和潜在靶点。作为一个在EWS细胞高特异性表

达并发挥促癌作用的膜蛋白，CD99是一个理想的肿

瘤治疗靶点，然而目前还有许多问题有待研究推进。

首先，CD99的临床应用仍然匮乏，目前全球尚未开

展针对利用 CD99 治疗 EWS 的临床试验，只作为

EWS的辅助诊断指标，该靶点的临床安全性和有效

性仍需要进一步验证。其次，靶向CD99治疗 EWS

的临床前研究仍需要进一步扩展，目前开展的研究

主要局限于CD99抗体，CD99靶向的小分子药物及

其他免疫疗法有待开展。此外，CD99在EWS中的调

控机制尚未完全明了，EWS-FLI1融合基因对CD99

的调控存在争议，是否有其他的调控机制仍然需要

进一步探索。
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