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抗人肺癌单克隆抗体LC-l

对荷人肺腺癌裸鼠的放射免疫定位
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张素 j自L 事 马 寄 l设" 笃锡锐

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

近年来，一些学者采用同位素标记单克隆

抗体(单抗 ) ， 在荷瘤裸鼠体内进行放射免设定

位试验取得了明显进展，为|临床进行放射免疫

定位诊断提供了依据。 许多研究结果表明 ， 单

抗的特异性和亲和性是成功地进行放射免疫定

位的重要因素之一 -。为此， 我们采用 131 1 标记

自己制备的抗人自li j画单抗 LC-l [1 1 ， 在荷人肺

腺癌 ( LAX-83 ) 裸鼠体内进行放射免疫定位试

验， 以探讨单抗 LC-l 缸临床上用于放射免性

定位诊断的可能性。

材 料 和 方法

-、 抗人肺癌单抗 LC斗 的纯化 含 IgM 型单抗

LC-1 的小鼠腹水先后采用低渗透析[ JI 和 Sepha dex

G-200 分子筛层析法进行纯化。纯 化 后 的单抗 LC-l

用免疫也泳和双向免疫扩[技法鉴定纯度 ， 用 ELISA

沱 [31 测í.E免疫活性g 校 1 x 10 ' 个细胞/孔 的浓度将人

)JrIí腺癌 ( SPC-A，)细胞加入 96 孔板中 ; 37 "C 、 CO2 培

养箱中过夜 3 甩干 96 孔板申的培液; 37"C过夜烘干 3

用。 . 25%戊二隆 I~i庄， 用含 1%小牛血清军口 0 . 1 %的

Tween 20 的 pH 7.4 0 . 01 moJ /L的 PBS 洗涤 3 次后 ，

以含2%小牛血清的pH 7 . 4 0 . 01 mol/ L PBS、 37 "C 、

封闭 1. 5 小时，洗涤 3 次，以后测定步骤同文献[ 3 ) 0 

二、 荷'摞鼠 根据生快速度先后取裸鼠移植性

人肺腺癌(LAX-83) [ . 1 和人胃癌 (SGC-79 0 1 ) [5 1 组织 ，

分别接种于裸鼠右前肢和;左后肢背部皮下， 使它们在

实验时长成大小相仿的肿瘤E图 门。

三、山I 标记单抗 LC-l 采 用氯胶 T标记法用

131l标 记单抗 LC-l[61 。 用 Sepha dexG-25 去除游

离 131 1。用三氯甜酸沉淀法测定单抗 LC-l 的标 i己率 、

比放射性和放化纯度。实验中所用标记样品的纯度大

于 80 % ， 达到l基本要求[71 。

图 1 衔'摞鼠模型
A . 人肺腺癌(LAX-83 )

B . 人胃癌 (SGC-790 1)

四 、 臂'银鼠的放射免疫定位 4 只接种了人肺

腺癌 (LAX-83)和人胃癌 (SGC-7901 ) 的裸鼠模型， 经

j蚓主?划才 14 . 8 moJ / L ßq山I-LC-l / 只。注 射前三天

饮水中加腆化仰(最终浓度为 1 %), 以封闭甲状腺对

放射性腆的 摄取。注 射后 24 、 48、 72 、 96 小时进行

Y 照f象。

五 、 山I-LC-l 在椅'德鼠体内的 分布 经 96 小

时 y 照像后的裸鼠经眼H匡放血、 脱颈处死。解剖后取

出部分人肺腺癌、 人胃癌和各主要脏器。各组织块用

生理盐水洗涤后二吸干、 称豆， 在井型探头 γ-计数器

中测定放射性强度 ， 计算每克人肺腺癌与人胃癌的放

本文受上海市自然科学发展基金资助。
单 中国科学院上海药物研究所
• . 上海市第六人民医院
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射性比值 (Lca /Sca)及与各主要脏器的放射性比值(T / 

NT) 。

六、人肺腺癌细胞与人胃癌、 膊脏细胞放射性的

比较 在上述体内分布实验中， 将部分人lii\î腺癌、 人

胃 )&5和脾j应分别在 12 0 Þl}t!.龙阳七剪碎 、 j叶!洗过论:.~jU

备成细胞运;液，用血球计数板 ~ I-数 ， 在井型探头 γ-H'

数苦苦上分别测'七百们的放射性强度 。 用含 2 %小牛血

泊的 pH 7. 4 0 . 05 mol/ L PBS 将细胞洗涤三次 ， 再测

立各细胞的放射性强度 ， :1 算 l X 1. 0 6 个细胞洗涤前及

洗涤后的放射性强度。

实验结 果

提纯后的单抗 LC-l 的鉴定 提纯后

的单抗 LC-l 在免疫电泳中与兔抗小鼠全JÍll 洁

抗体只产生一条沉淀线(图 2 ) 。 在双向免疫扩

散中只与抗小鼠 IgM抗体产生沉淀线(图 3 ) 。

这说明所提纯的单抗 LC-l 达到了免疫纯。 经

ELISA 法测定提纯的 2 mgjml 单抗 LC-l 与人

JJ市腺癌细胞(SPC-A 1 )反应的效价为10. 0

二、 131 1 标记单抗 LC-l 1311 标记后的单

抗 LC-l ， 经测定，它的标记率为 63.96% f 比

放射活性为 222 kBqj阅。

图 2 纯化的单抗 LC-l 兔疲电泳结果
上. 正省小鼠血泊下. 纯化的单扩L LC-l 申间

槽。兔抗小鼠全血清抗体

感

‘共 5 .2 飞 耳;

j 主 A 等]3 B 丹:
町' 唱_.，时，曲幅"阳~..os.... ~.~. ."，~山阳、峙 ' .由副.~

图 3 纯化的单抗 LC-l 双向免瘦扩徽试验结果
中间孔 A. 抗小鼠 IgM 抗体

B . 抗小鼠 IgG 抗体

外周礼 1 . 正常小鼠血清0/ 10)
2-6.纯化的{单抗 LC- l(不同浓度)

图 4 注射 J 3 JI-LC-1 48 小时 y 照像结果

图 5 注射 lJ1I-LC-l 72 小时 γ 照像结果

亵 1 J31I-LC-l 注入荷瘤裸鼠后 96 小时 T/

NT 值及 Lca/Sca 值

组织 T/NT 值及 Lca/Sca 值 (主土 SO)

Jtll 托运 1. 64 土 0 . 67

J]ì二 1. 22土 0.54

'{i[f 1.8 ，1 士 0.60

』毕 1 .44 土 0 . 57

商 2 . 70 土 0 .90

心 I 3.10 士。 .69

肺 I 1. 1 2 土 0 . 35

甲 状腺 I 3.07 土 1.41

肌肉 I 2 .6ω.9 1 

j扬 I 2 .4 7 土 0 . 57

膀脱 I 1.78土 0 .81

本 胃舟 I 3 . 0 3 土 1. 02

• J1, = 4 

三、荷瘤棵鼠的政射兔瘟定位 荷瘤保鼠

经腹腔注射 131 1-LC-l 后， 在不同时间 Y 照

像结果显示 : 24 小时人肺腺癌、人胃癌及

裸鼠身体各部分放射 性分布均匀 I 48 小时人

JI市腺癌的放射性高于人胃痛和备主要脏揣 ， 照
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亵 2 人肺腺癌、 人胃癌及膊脏细胞洗涤前后放射性比较

气\、
飞\

\ 
1l'1: 牌1画同人人 肺 )J泉!&j组织细胞

(CPM/ 106 细胞)(CPM/ 1 0 6 细胞)(CPM/ 10 6 细胞)
鼠i!l! 
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0. 00 

35 . 41 

295. 33 0. 00 
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对人肺腺癌有良好的特异性和亲和性。 Y 照像

结果表明 ， 在 24 小时至U 96 小时 中人Jlrli腺癌的

图像逐渐清晰， 72 小时可看到清楚的人肺腺

癌的显像;而人胃癌及其它脏器的图像则由明

显至不明显， 最后到不显像。 这说明13lI-LC...;

l 是随血流在人肺腺癌部位与癌细胞结合，产

生积聚，从而呈圳清晰的轮廓。 131I_LC_l 注

射后 96 小时在视鼠体内的 分布显示 Lca/Sca

值 、 T/NT 值均大于 1 ， 其中瘤血比为1. 64 士

0 . 67; 也与其他作者所报道的不同单抗的瘤血

比大多在 1. 5-2.0 之间的 结呆相似[6 ， 9 ， 10 ] , 

说明单抗 LC- 1 在人 jj市腺癌处的积聚并非完全

由血供造成的。从洗涤前后的人)Jdi腺癌、 人胃癌

及脾脏细胞放射性比较的结果来看，人胃癌和l

脾脏细胞经洗涤后测不出放射性， 而洗涤后的

人肺腺癌细胞仍保揣一定的放射性，进一步说

明了单抗 LC- 1 在体内确能与人肺腺癌细胞产

生特异性结合。至于造成人jjdî腺癌细胞放射性

降低的原因，可能由于部分同位京标记在抗体

的可变区内致使抗体与抗原结合的空间位阻增

加，抗体直接与轼化剂 、 还原剂接触使敏感的

氨基酸残基受损伤，射线对抗体的损伤……此

外，我们所采用的抗体纯化方法， 很难去除脏

水中含有的正常小鼠 IgM 型抗体， 这部分 非

特异抗体虽然对肿瘤细胞没有活性， 1且可能会

形成非特异性吸附， 这种非特异性吸附的抗体

0% 

)jJ'上可以舌到人肺腺癌的 轮 廓(图 4 ); 72 小

时裸鼠j向腹部有不完全显像，人肺腺癌显像已

十分情楚(1到 5) ; 96 小时除人肺腺癌夕|、裸鼠

身体其余部分基本不显像。

四、 131 I_LC_l 在 荷瘤棵鼠体内的分布

:(nJ榴棵鼠经腹腔注射 131 I_LC_1 后 96 小时，

Lca /Sca 、 T/NT 值均大于 1 (表 1 )。其中较』

为革耍的如人肺腺摇与血液 、 正常肺的 T/NT

分别为L. 64 丰11 1. 42; 而 Lca/Sca 为 3 . 03。

五、人肺腺癌细胞与人胃癌细胞、脾细胞

放射性的比较 洗涤后的人肺腺癌细胞 、 人胃

也细胞和脾细胞放射性都有 下降， 其中人胃癌

细胞和1脾细胞在井型探头y-计数器上已测不出

放射机，耐人Ildi版;也细胞放射性虽有下降，但

1J !J1:呆r~j原有的放射性的12 %一20 % (表 2 )。

20 % 

我们于 1 989 年建立了一株分泌抗人肺癌

单抗的杂交癌细胞株(LC-1 )， 其分 挫的单抗

经 ABC 酶标染色检测显示在体外有较强的特

异性和亲和1性[l]，不过 Mc Cready 等人 发现，

体外培养的不Jl体内生长的肿瘤细胞表面的抗原

表达有所不|司，体外结合指标并不能预示体内

的结果[句。因此，单抗 LC-l 能否在 临床上用于

放射免疫定位诊断必须用体内实验加以研究。

本工作结果丧啊，时.抗 LC-1 在荷瘤裸鼠体内

论讨
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)经洗涤就可能从细胞上洗脱下来。

人胃癌 γ 照像结果显示，从 48 小 H才起t!iJ

未见显像， 96 小时的 LcajSca 为 3.03 ， 洗涤

后的胃癌细胞不能再测出放射性，所有这些结

果都反映了在人胃癌部位的少量同位素的存在

主要是由于血流及非特异吸附所造成的 ， 不是

单抗 LC-l 与人胃癌细胞特异性结 合的积聚。

我们在这方面的工作与李明采用 1 251 标记单抗

LC-l 丰11 正市小鼠 IgM 分别经腹』空注入荷人肺

腺癌 ( SPC-A 1 )裸 鼠体内， 72 小时的定位系数

为 1. 38 的结果相似(11J。这说明采用试验和别

照肿瘤接种同一裸鼠进行放射免疫试验是值得

采用的方法。同时这样的方法或可减少因个体

差异造成的误差，也可避免裸鼠价格昂贵、 正

常小鼠 IgM 来源困难等因京的限制。
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MTT 法快速测定 TNF 活性

I主冠华龙挪施凤霞 许样裕 7树标 罗丽 华

(南京军区军事医学研究所 2J0002) 

肿瘤坏死因子 ( TNF)能特异地杀伤肿瘤细

胞， 对正常组织无明显的毒性作用，因而受到

人们的普遍关注。近年来的研究发现， TNF 

还具有抗病毒、 免疫调节、 伤口愈合( 1 - 3J 等作

用 ， l~òlH 临床研究也表明 ， 体内 TNF 缸异常

与肿瘤 [ 4 J 、感染 I町、自身免 疫(6 J 等均有关系。

因此，建立一个简易 、 快 速、 稳定的 TNF 检

测方法对基础理论的研究，尤其是临床上的普

及应用是非常必须的。

TNF 的定量测定是基于 TNF 对 L 929 细

胞的细胞毒性作用。根据示踪方法的不同分为

同位索释放法(7J 、 形态学法[町 、 染色法[町等。

同位素j去有客观指标，微量 、 灵敏 ，应用较多。

但设备要求高 ， 需要酶消化， 程序长， 容易造

成同位素污染。形态学法用肉眼判断结果， 受

人为因素影响较大。染色法根据染料不同有结

晶紫法、 MTT 法等。本文用 MTT 进行染色

示踪，并改进了加细胞和样品的时间 ， 使整个

测定在 30 小时内完成，操作简单方便， 结果

稳定。

材料 和方法

-、材料

i 、 L 929 细胞 : 引 自上海第_:_ 'i，，: 医大学 ， 10 % 

FCS 1 640 条件下陆应培养。

2 、 TNF 标准品 : 美国 Biogene 公斤']r""品。

3 、 ill组 TNF 样品 : 牛;室1fiU 备 f~IE 化。

4 、 放线菌豆豆:. D : Fluka Biochemika 公司产品，用

10%FCS 1640 配成 2 μgj时 ， 滤菌 ， 4 C .ì!注光保存。

5 、 MTT : Fluka Biochemika 公司产品， 用

O. Ol molj L PBS pH 7 . 2- 0. 14molj L NaCJ 配成 5

mgjml ， 滤菌 ， 'J oC避光保存， 两周内使用 。

6 、 3H-TdR : 上海原子能研究所。

7 、 晦标仪 : Tilertek Multiskan plus MKlI 型，英

国 Flow 公司。

8 、 液体闪烁计数器: LS 6000 SE 型， 美国 Bac

kem 公司。

二、方法

1 、 靶细胞处理s 传代培养 3 - 4 天、处子对数

生妖期的 L 929 细胞， 用 0.25 %膜蛋白 酶消 化后，
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