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细胞内无显著性差异，它究竟归于 l)}j~一种同工 用小鼠其白血病细胞浸润组织器官 具 在选择

酶， 本文未做详细研究， 有待进一步探讨。 性， 这与文献报道[ 5 J一致。

文献报道[句，由于肿瘤组织的'迅速生长和

旺盛的无氧酵解，肿瘤细胞 的 LDH 同工酶 M

亚基含量增加， H亚基含量减少。 本实验则发

现 L 61 5 小鼠脾淋巴 细 胞以 M2 亚 基为 主的

LDH 同工酶'出:增多和以H亚基为主 的同工酶

带减少较明显。这种变化的原因是由于肿榴细

胞基因表达发生改变所致，还是由于转录后化

学修饰发生变化所致，有待进一步研究。

有人报道[灯， 小鼠 LDH 基因突变可以导

致 LDH 同工酶等电点增高;本实验 的结果是

白血病细胞 LDH 同工酶等电点与 正常细胞相

同， 所以jfu测白血病细胞的 LDH 基因 可鼠没

有发生突变， LDH 同工酶的变化可能 是通过

其它机制。 ，

另外， 实验E发现， 白血病细胞漫润脾脏

高达 80% 以上， 而且两种小鼠同 工酶酶谱也

不同 z但胸腺几乎不被浸润(细胞形态及同工酶

酶谱在两种小鼠间基本相同)，说明本 实验所

摘 要

用高分辨力的等也更 í'" 技 术 分析 615 和

L 615 小鼠胸腺及脾淋巴细胞 LDH 同工酶 ， 表

明两种小鼠胸腺淋巴细胞同工酶酶谱相同， 具

有相同等电点的条带含量无显著性差异F 而两

种小鼠脾淋巴细胞同工酶酶谱不同，某些具有

相同等电点的同工酶带含量有显著或极显著性

差异。
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一个能封闭造血在且细胞对重组人 IL3 反应

的单克隆抗体一-HI98

陈 王章 i尤拉诚杨希峰 列、 同哲 宁钟元 ;汤 吴 华 ~:t世和j 巧: 月 未

吃、"P国医学科学院血液学研究所〉

造血， ì)i'.]节分子的研究是当前 i jtjE跃的强
域， 四种集落剌激 因子 (CSP) : IL 3 (多能

CSF) 、 GM-CSF、 G一CSF、 M-CSF 都已有重

组产品， 在临床试用亦已显示可喜的结果[I J 。

但是， 相应因子受体的研究进展缓慢'0' 由于在

造血细胞表面受体含量甚微，很难1!，lj备抗体，

而天然自己体的亲合力一般较差， 使研究受体十

分困难。目前研究比较 清楚 的 受 体 只有 M­

CSF 受体ω 找[l J 酋 :J lX .ì豆-← 个与革~[~1 耳L枝细胆分

化抗原反应的!单克隆抗体 (单抗)HI 98 ， 又利;
HIM l [2 J 。 因 其 相 应抗原分 布特殊， Lewis 

(1 989 )报道 HI 98 单抗能将异性抑制 1 251一重组

人 IL 3 与 KG 1 靶细胞的结合， 而不影响 1 251_

重组人 GM一CSF， 1 2 51一蓝组人 G-CSF 和 1 251_

IL 4 与榈应靶细胞的结合[3] ， 提示 HI 98 可能

是一种抗人 IL 3 受体相关分子 的 单 扰。 这一

设想曾引起今年维也纳第四届人类白细胞分化

抗原会议中F一些专家的重L 1;}~ u 本文报告月1生物
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学试验进一步证实 HI 9 8 能特异性 irll 制重组人 含有' IL3 条件上清的培养基巾 ， 再分别加入 HI98 单

IL 3 xji在血细胞的剌激作用 。 目前国际尚无类 Jic或无关单抗 HIT4( ]00μgjml ) ， 于 37 CC 、 5 ~/~ C02 培

似单抗报道。 养 24 小时巨，加入 3H-TdR 、 0 . 2μcij仇， 掺入 6 小

时， 收集测定同上。 小以 IL3 来自 WEHI-3 细胞培养

上清。

亲和层析法测 HI 98 抗原分子量 将g_:{:1:Î基磷灰

石层衍纯化的 Hl9S 单 1f[ 与澳f巳汪汪;化的 Sepharose

,1 ß (Pharmacia ) U.tl台 ， 丰L柱 、 洗!lli ìjl[离抗体。 IR'!'旦 :t.'L

白血病~f)J入的粗细胞)~蛋白挝![x液上柏:多次 ， 洗涤柱

子后用 pH 2.3 , 0.02 M 的硫酸甘氨酸缓冲液洗脱，收

集洗脱液， 透析 、 超 it!i:: (Amicon )浓缩至 40μl 左右。

并用扁桃腺和胸隙细胞经同样方 法提取作对照。开l

5一]5%梯度 SDS-PAGE 垂直板电泳 分析 H.l 98 抗原

分予量， JTJtR染法显示蛋白带。

1. HI98 单抗的生物学特征

HI ~附 属于 Ij!，M ， 与人外周 lÍl! 中 9 0 % 粒细

胞二 72%单核细胞和 56% '~i 时刻1 !i~~起反应 ，不

与淋巴细胞 、 l[ll.小板、 胸踪细胞、 启桃体和l脾

脏细胞反应。只_I_~'ld主单细胞系反应。结果见表

果结

裴 1 HI98 单抗对细胞系的反应性

细胞系 H198 + 细胞% | 细胞系 H19 3+ 细胞%
I 能细胞系 1 ß ~m ;j包系

J KG 1 '.. . 49 '1 NALM-5 

、. ll~ 60 > 90 I REH 

K吃百2 60 ßJAB 

U 937 > 90 Daudi 

T 细胞系 JIJOYE 

如fOLT-4 0 P 3HR-l 

CEM O ! 

HP已工L十一………岖，…
兔疫组化测定表明' H198 与肠和肾小管上皮细

胞及组织中的吞应细胞有交叉反应，.而与体内

其他 15 种组织无反应。 HI98 单抗能结合人和

家兔扑体[21 ， 能识另Ij粒细胞表面一个 56 KD

的多肤分子(图 1 )，而对照的扁挑腺或胸腺细

胞提取液不显示任何沉皮带。

2. HI98 栩如j胎肌漫液剌激的人CFU-GM

篇稿形成实验

1 。

HI98单抗制备与鉴定方法 Hl，98 .è在抗是用人外

周 lÚ!.半个孩细胞免疫 BALBjc 小鼠的牌细胞句 NSJ 进

行细胞融合获得的 [ ZJ 。 用注基liØ~灰石层 析出 去't化，:在

抗l410 1 间接免疫焚J乙技水与免疫自国标技术 句 J再立即i[5i o

白血病细胞均米自初 i合患者夕i、周 tin.或'自髓 ， 标本;中 1:': 1

皿ui可细1包占 70 % 以 I ~ 0 

集落形成试验 CFU-GM 实阶采用 F 罗1] :1式养体

系 z JJ巴细胞(胎儿骨髓细胞戎脐份由单个核细胞 ) 1 x 

105 个jml ，新生Jj二lÚI.洁 ( NBS)20 % ， 人 AB型lÍIU青 10% , 

琼脂 ( Difco l O.:3 %和 IMDM 地养基( Gibco) 适量， 月1

人回!ìjl浸液芳~Jf1 7-~1.人 IL :n!~ GM-CSF 作条件培养基。

实验孔中Jnv\ HI 98 小鼠 )废水:~\~ l'fl~ jj[ ~，~ 品 IgM ， 对 .~~ì

孔用培养某h~ IgM 类的二E关H' 村十1、仁、 Hl [\8 ， 旦旦在

24 孔塑料jf;养 以 (Cos îa r ) 中进行， Ü . 豆 mlj子|A j 习 - _L~

二孔， -YL凶手~I~!í~皮下 ，首 3 7 "(; 、 5 %CO z 培养和 10 天 ，

计数将孔生长的集;在数。 大于 5 0 个细阳启为-捉泣 ，

计穷三孔平均矢起数。

BFU-E 试验 在 Peiper c美 I}I Alabama 大 学 ) 协

助 F完成 ‘ 曳组入 IL3 和主I_ ~挝人 GM-CSF 1扫 Peiper

惠赠 ， 实验孔jm Hl 9 8 单抗 ， 设无二<:'1/[ f本对!但组 ;fl.l无

抗体阳 '1]: ;~J Ii罚 。 、 • ,. 

抑制率计算 :

材料与方法

。

。

。

n
‘R ‘. 

抑削 τ学%=

」旦旦主f!(~孔集落 -l'! l 98 =，X H.&: .JL集洛数 A/ 

面;性关1!!~jf算~~在数 -_.._-千 x 100% 。

。

。HI 98 对 FDC-P 1 细胞的直接作用 将具有小鼠

IL3 受体的小鼠 1L3依赖细胞系 FDC-P 1 细胞洗三次 ，

分别与 Hl98 或 IgM 类型无关抗体 HIT4 (l OO ug j ml ) 

4 "C 启养过仪 ， 离心比 去川岛抗 体后 ， J县革; ï号子 '&~ì

川Nfs， 不合 I L:; I仙PMIlω 时剖1 ， 分利!于

96 TL'项科 !二:1 极 ( Cos tar ) 巾， 5 x 10 " 个/孔 细胞， Tf} 

直 37 0C ， 5 % C02 培养 24 小时 ， 加入 。 . 2 μcij石 JH_

TdR( 咆国原子位科学研光所) ， 6 小时 后收集，子 。

J夜体闪烁{义， Beckman ) 泱1)每分钟脉冲效(CPM ) ， 试验

均一式 3 份， 取 CPM 均数。

HI H8 对小鼠 IL3 诱导 FDC-P i 细胞增殖能力的

FjjJi上边 )J' f)~Ü(处理的 FDC-P 1 ~fll J.邸，51浮于影响
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图 I HI98 抗原 SDS-PAGE 电泳图

通过不同来源:ìf. j盐 tll细胞形哎 CFU-GM

集rt; .的实验 ， 观察纯化的 HIG8 IgM 对 ，造 lJÍl的

影响。结果显示 " 在人胎肌设好'!，~IW!t殷体系中}Ji i人

HI 98 Ig 能使 CFU-GM 集市形成数明显减少 .

当加入 100 归 gjml HI98 主o 抗时 其 平均flìJ ikJj 率

为 75 . 4 士 19. 2% (50 % - 100%) , Hl98的拥制
效 果与 其 在Ji;:养体系巾的浓}jE ~~:依赖关系。

用相同 IgM 类型抗 Jl干 二1 .:' 怯 心 抗原 Ì户.抗 HI

HBC j A 5 1'1";']' ]时 ， 未见 1月显抑制作用 (表 2 ) 。

表 2 HIÐ8 单抗对胎肌漫i夜剌激

CFU→GM袋?菩形成的抑制作用

;g; llil: 
j字数

CFU-GM 形!戎tqJl!缸年(% ) 
-JS 

51 
…Am •d

d 
BU

‘ 

[l 一
旧
ω

f1

4 

-
F'''' ←

σ
b
 

~
μ
 

-
nU 

T 
FO

VA -

-

。
o
n

nu -

v
·且

-1 -冒
r

-/ -
E
V 

-
H
F 

…
A
υ
 

…
nu'1 1

1 n 

-
00 nu

d 

v-A H 

1 100 
2 8 '1 . :1 28.5 16.7 
3 'i3 .9 65 . 2 21 . 7 
4 65 . 9 40. 9 
5 50.1 50.9 
一 一一一一一←~一一…

平均jlJI制 7 [; . 1 士 1!). 2 .tJ.(ì. 11 士 ] 5 ..5 19 . 2 士 3 . 5.
二书(% ) 

3. HI98 只能特异性拥制 IL3 诱导的

εFU....GM 和 BFU-E 集落形成

在 CFU-GM 和] BFU-E 实验体系中分别用

重组人 IL3 或重组人 GM-CSF 代曾胎肌浸液，

同时加入不同珩释度的 HlG8 胶水液， 观察集

珞形成， 结果 (图 2 和图 3 ) 明确显示 HI98 埠，

抗只能将异i尘扫J;ijlj IL 3 纯 品诱守 的 CFU-GM

和] BFU-E 集;菩萨戚 ， 而不抑制j GM-CSF 的{乍

用。 HI98 胞水对 IL3 济 导 CFU....GM 集出形 ，r.:\~~

的最高 ;111"; ;t1 !!j率为 47% ， 文.J BFU-E tJ'0最大抑自 l

率为 62% ， 氏在PfliJj效应与剂量相关 ，在 1 :1000 

稀释时仍有明显~rn flì i;作用。在与此形成鲜明对

比的 GM-CSF 诱 导的 CFU-GM 和 BFU-E 实

验中 HI98 的最大事ililjJ]率分别为 6%和 3% 。

j主一关键性生物学实验进一步证实T. HI 98 的

结合实验的结果。 证明 HI98 可能是抗人 IL3

受体相关分子的单抗。

4. HI 98 单抗对小鼠 IL3的剌激作用没有

明显影晌，褒明 I '[，3 受体可能存在种间差异

在测定小4鼠 IL3 优赖细 胞系 FDC-P 1 细

胞对 IL3 j书Jj散的反应中 !' ;Jl i 入 HI98 单抗纯品 ，

观察 FDC-P 1 细胞的反应性。 如 表 3 月r示，

HI 98(100 ugjml)对 小职 IL3 洁性 没有明显抑

" 

60 

J飞 回 2 HI98 单抗对 CFU-GM 集落

形成的抑制作用

一一一一_..... ‘ 
、

回重l组L，的人 91:;重M组-的C人SF 
pf1dm锡 1 : 500 

飞往

岛ft 。

20 

U1., J 

图 5 日198 单抗对 BFU-E 集落

形成的抑制作用
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制作用。因而 HI98 对人和小鼠 IL3 作用于相

应靶细胞的影响明显不同，提示 IL3 受体可能

与 IL3 因子一样有明确的种间差异。

集 3 H198 单抗对小鼠 lL3 依赖细胞系

t FDC-pl 增瘦的影响 1 

一…一Y_"-_.. -白叩----…-----………呵←--【、.-
体系 ~~I 单抗í)Í!处J平

加入 H198 HIT4 

H198 一 14.0 土 4.9 - 23.0土 1.1 - 23.6土 5.3

HIT4 " + 25.8土 12.0 + 32.8 士 18.5 .让 2 1. 5:\:11.1 ，

1. 试验中 H198 和1 HIT4单抗均为 IEr纯品， 终浓
度为 100μg/ml。

, 2 . 结果显 示为单 tfL对 5% WEHI-3 上清剌激

FDC-Pl 细胞增殖影响的百分半( %) ， " 一 "主~7kITP~iV

t, +"表示剌激。 公 I-I~数据为二次实验的平均敛。

5. HI98 对 FDC~Pl细胞的 ，直接剌激悻用

富含 小 鼠 IL3 受 体的 FDC--\ 1 细胞在与

HI98 单抗在:1 oC培育过夜后经洗涤， 除去游

离 HI98，再培养在不含 IL3 的培养基中 ，观察

细胞增殖与 DNA 合成。 与未经 H198 处 ，理的

实验孔相比， 在t 8 次实验中 6 次显示 FDC-P 1 

细胞咀-TdR 掺入明显增加，但无关抗体对照

也有一定剌激作用(因 L1 )。表明小鼠 IgM 可能

有非特异性刺激 FDC-P1 细胞挡璋阳作用，但

7 1 1: ; 白15 

.. 
《
军h
U
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O
-
x eo

a-
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吨
矗
耳
目
唱
L
F
1
Z
"

用 4 阳8 !肇抗对 FDC一Pl细拉
地殖的直接作用 飞抖」

口对照
• HI93 J1'~ 7]<( 1: 50)刊i欠七月!
回 HI9S1g .. fiI!品 100 μg/ml i贝虫1到i

HI98 阳性病例 咀

图 5 H198 单抗对淋系和黯系自血病反应性

A 慢粒急、j件、变辛慢粒急、粒变

也不排除 HI 拥有特异性直按剌 激 FDC-Pl 细

胞的作用。 各次实验间的差异可能与柯:细胞所

处的生活周期有关。

6. HI9佣8 抗原在臼 i血u祸绍期i 胞表商的分市

不同类12坠l旦旦时1旦凶正凶d白ifA白i〈切bL山血O归j 商病i !细圳目则月胞包萃表~ J达l: 1 .. 旧I江1 0妇8 抗原原、u自的阳i叼川V引川?hV山If山!iJ
况{图图 5 )λ。 7刊6%急非淋白!lIIJ办炳队耐i 居崽、者 白血病细胞
可与 HI 9驰运 E反是应， i!1性细胞j.{;:在 20-90% ，个
体差异很大。而 37 例淋巴细胞白血病无一例

表达 HI98 抗原。几乎全部慢性粒细胞臼血病

(慢粒)患者的白血病细 胞与 HI 9 8 反应， 近

60-90%细胞呈但1 98 荧光染色强阳性。 在: '1受

粒急粒变时， 表达: HI 98 抗原 1)1-1 '1主自由病细胞
'减少，而在怎，l f林变时白血病细胞转为 IHI 98 阴

性。

讨 1 1 论

我们获得了一种抗;植单细胞分化抗原的单

克隆抗体， I命各为 HI 98 (又白 HIM1 ) ， 属于
Ig!\1 类 ， 识别粒细胞 表 D1 í 56 KD 分子 ， 与

90%以上校细胞、 7?%驴技细胞和1 56% 'I'HM 

细胞反应，与一些上皮细Hi'i有交叉反应。 白色 ~rp

ii;i) H台肌注浓的斗的人 GM-CFU JiUí} J[; .戚 ， 最

大抑制卒可达 75%。由 ~"H台肌t j至1 ;:ic i丰I jJlJ lj'J牛

l也因子复杂 ， 进一步 改n才 基 比i m纯的 IL3 租
GM-CSF 纯品 诱导 GM-CFU 和 BFU-E a-二落
形成试验，观察 HI 08 的作mq非异险。结果明

确显示 HI98 只能抑制i人 IL3 的剌激作用， 对
GM，-CSF 的 fr二月1没有任何彩响。 GM-CFU 和

BFU- E 试验表明 HI 918 f'乍月3 于十分原始的造
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血祖细胞。因此，生物学试验进一步检证了今

年维也纳会议上 Lewis 报告的结果z 他们在筛

选国际 157 个抗位细胞单抗中发现仅有一个编

号为 M 14 1 ( 即 HI98) 单抗有明显封闭 IL3 与相

应靶细胞 KG 1 表而 IL3 ，y:.体的结合反应。而

对重组人 GM-CSF、 G-CSF 和 IL4 与相应靶细

胞的结合没有影响。 提示 HI 98 单抗的特异性

可能是针对人类 IL3 受体。HI 9 8 对小鼠 IL3 反

应体系没有明显抑制作用 ， 表明人和小鼠 IL3

受体亦存在种间差异。

众所周知 IL3 在调节选血中起着十分重要

的作用，它调节着从多能干细胞到位单系统细

胞的分化、 成熟和功能表 达。在 EPO 等其他

因子参与下又可调节其他造血细胞的分化与成

熟。因此研究 IL3 的反应性是十分重要的。目

前已知 M-CSF 受体是 c-fms 癌基因产物，各种

因子受体与细胞癌变的关系是当前极具竞争性

的研究领域。因此 HI 98 单抗为研究人类 IL3

受体提供了重要的工具，为研究一些造血系统

疾病的发病机制提供了新的可能性。

我们还初步对 103 例白血病患者细胞表面

HI98 抗原表达情况进行了研究，发现 76%急

二I ~ j，林 、 100% 慢拉患者'白 白病细胞表达 HI 98 

T~ IL3 受体， 为今后深入比较研究正常与恶变

造血细胞表达 IL::. 受体的质与量及其与细胞恶

变的关系打丁基础。 对 IL3 受体在E :ì盐血 肉节中

的作用将有新的认识。

-一二一一一→一-一一一←L一一一一一一

摘要

本文报道一种抗髓系细胞分化抗原单抗

HI98， 属于 IgM ， 与 90% 以上人外周血粒细

胞， 72%单核细胞和 56%骨髓细胞反应。与

一些上皮细胞有交叉反应。 HI98 单抗能抑制

胎肌浸液诱导的人 GM-CFU 集落形成， 最 大

抑制率达 75% 。用基因重组的 IL3 和 GM-CSF

纯品研究证实 HI98 单抗只能特异性地抑制

IL3 诱导的 GM一CFU 和 BFU-E 集蓓形成，而

对 GM-CSF 诱导 的 GM-CFU 和 BFU-E 集落

形成没有影响。 因而生物学试验的结果与

Lewis 在今年维也纳会议上报告的 IL3 结合抑

制试验结果完全→致， 表明 HI98 单抗的特异

性是针对人类 IL3 受体，是一个抗 IL3 受体抗

体，在国内外尚未见报道。为研究人 IL3 受体

的基L因调控及其与造血细胞增殖、分化、 癌变

之间的关系和造血因子间的相互作用提供了一

个重要的工具。
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电离辐射对内皮细胞分泌 TXA2 和 PGI2 的影响

盛氏立 朱涵能 ?尤立刚 季小蓉金慰芳

(上海医科大学放射医学研究所〉

出血是电离南射后的主要症状之一，也是

主要致死原因之一(1)。血管壁特性的改变和血

液凝固系统的变化对于病理性出 JÜl起着重要作

用。内皮细胞作为分隔血液和内皮下结构的屏

障， 是防止出血的第一道防线， 在研究辐射损

伤造成的出.lÎn 机理上是具有重大意义的。

本实验通过血管内皮细胞的培养( 5，的 直接

测定培养细胞中 PGIz 和 TXAz 的含量， 并观

察辐射前后的差别， 以探求辐射损伤出血的原

因。
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