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烧伤自体皮不足提供了一条新途径 [ 8 ] 。

摘要

本文分别以五种不同浓度的表皮细胞和四

种密度的 3 T 3 细胞饲养层做了混合培养观察。

接种前 3T 3 细胞先行 6 0Co ， 60 Gy 放射。培

养的表皮膜片均做了大体染色，组织切片和电

镜观察。不同培养时间的表皮细胞还分另IJ Jtt行

了 DNA 合成 3H-TdR 掺入标记测定。

结果证实表皮细胞与 3T3 细胞最佳混合

接种比例为 1 : 1。最适细胞接种量为 5 x 104
/ 

cm2。在此条件下表皮细胞生长最快 ， 1 5 天形

成膜片。而日饲养层培养表皮细胞接种量少，

表皮而积扩大衍数犬。为此我们认为饲养层培

养是表皮细胞培养的最好方法之一。

图版说明

图 1 培养后第 7 天表皮细胞在饲养层中形

成先蓓。剪头为 3 T 3 Mn胞条带 ( 仔U íli~ 

显微镜 x 100) 

阁 2 表皮细胞培养后 ]5 天生 跃成的表皮

胆Yf .

(倒置显微镜 x 100) 

图 3 培养第;10 天后表皮膜片组织切片 十为

基底细胞

(光镜 x 150) 

图 4 表皮细胞培养后 21 天的透视电镜。

( x 8000 ) 

A. 桥粒

B. 张力纤维

C. 粗面内M网

参考文献

[ 1 ] Rheinwala. G. et a1. , 197G, Cel l., 6: 

331-344 . 
[ 2 J Green , H. et a l., 1987 , Science. , 200: 

1385 . 
[ 3] Milo, G. E. et a l. , 1980 , ln Vitro. , 16: 

20 . 
[ 4 ] Gallico, G . G. et a l., 1984 , New Eng­

land J . Medicine ., 311: 448 . 
[5] Hag f1 ick , L. et a1. , 1973, Tissue culture 

methods and appliction. New york . PP. 

220 . 
[ 6 ] Gilchrest , B. A. ct a1., 1980 , Cell Biol 

lnter Reports. , 4: 11. 
[ 7 ] Green , H. et a l., 1979 , Proc Na tL Acad 

Sci USA. 76: 5665 . 
[ 8] Daniel, A. et a l., 1986 , J . Invest Der­

mat. , 86: 18 1. 

人肺癌免疫导向药物的研究1I .单抗和

苯丁酸氮芥结合物的研究

郭 I立，笃锡锐 张鸿良

(中国科学院上海细胞生物学研究所 ) ( 中间科学院上海药物研究所〉

早在 1905 年 Paul Ehrlich 就提出了"导向

药物"的概念，单克隆 抗体技术的问世使这一

概念得到相应的发展，特别活跃的领域之-是

单克隆抗体与药物的结合物作为有附在应用价

值的免疫导向药物，俗称"生物导部"。其次，由

于生物导师能更集中于靶细胞，因此有可能使

达到正常组织和细胞的生物导弹的量比药物单

独作用时少 ，故兼有减少副作用的可能，有希望

发展成为一种新的治疗肿瘤方法。已经结合的

"仰头"包括细菌或植物毒素 ， . 1z rl 白喉毒素， 商

本工作部分受国家"七五"肺癌攻关项目和上海市

科学技术发展基金项目 资助。 工作过程中得到本实验
室同仁和中科院药物所陈:宗光、 郭秀月同志的热情帮
助， 中fj 此致谢。
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麻毒蛋 白、相思豆毒~ 白， 安花粉~ 白等F 药

物如柔红霉素 ( Daunomycin) 、 氨甲 !11: 吟飞 Met­

lhotrexate ) 、 丝裂霉素 ( Mitomycin C) 、 F可母亲

(Adriamycin ) ;核素如 131 I 、 99Tc 等[ 1- 5 1 。我们

曾 制备了-些抗人非小细胞肺癌的单抗[町 ， 选

用苯丁酸氮芥 ( Chlorambucil , 简称 CBL)制成

结合物， 对结合物中的药物和抗体活性分别进

行再鉴定并在体外对肺癌靶细胞的杀{先进行了

探讨，现将结果报告于下。

材料和方法

一、抗体纯化

抗体为本组研制的抗入非小细胞肺癌的单克院抗

体(单抗) ， 分泌单抗的细胞株命名为 LAC-210 [ 6 1。经

第四次克隆化，单抗经珠脂双扩散和1酶标双夹心法鉴定

为 IgG3 型。将培养好的 LAC-210 细胞用滴管轻轻吹

下，无血清士在浓洗一次并计数后 ， 以 2.5 X 1 0 6 个细胞/

小鼠的剂量注入一星期前已用 。 .5 rnl 石醋油剌激过的

Balbjc 小鼠腹腔。 一星期JiJ收集成i水 ， 离心去除细胞。

加等体积的 PBS 子腹水中 ， 再加入 SiO， 干粉 ( 150 rn-

g/ml ) ，专阻「田茂段动放 Ï'!' 30 分 }I扎 烹心 ( 1 000 x g, 

2 0 1，汁中) Î;.1没归水 rlll'rJ I叮状物 HI ;~lißii 1. Y J 。 处理过的

ßll ìJ\f玉兰!: 牛îí- }，气 J. ProteinA-Sepharosc CL-1 B( Pharrn­

aCJa )位进行纯化[ B I 用。 . 1 rnol j LpH ~ . 。 中j斗'河发缓冲

液i井A:l:就可得到所需要的单抗。 纯化的J单抗用我脂双

扩散试验和!免疫电泳试驳鉴定。

二、结合物的制备

CBL 是一种芳香放氮芥类衍生物 ， 它能li&坏 DNA

的结构和功能而杀死细胞， 临床应用表明它比常用}lt

芥衍生物具有毒性小、 疗效显著、 抗病谱广等优点。

首先将 4 rng CBL 溶解干 600μIN ， N-二甲基甲首先胶E

(N , N- dirnethy lforrnarnide ，简称 DMF) 中，再加 4.4 rn , 

N-涯基院附献;胶 ( N-hydroxy succirimi c' f. 括军 }.-HS )

有1剧中作用下溶解， 淌力l'二环己基献工:1E胶 ( dicyclo­

hexylcarbod ii mide ， 简称 DCCI )溶液 ( 8 mg DCCI 溶

解子 <1 00μ1 DMF 1=1'1 ) , 交谊L搅拌反应一小时 ， 4 0C冰

箱过夜 。 取 60 μ1 -'二述 CBL Îi舌化国旨溶液力日至 6 rn

(4 .5 rng)单tJ'[溶液中 ， 冰浴中 反应一小时， 离心

(1000rprn , -1 匀言中) , 以 Sephadex G-2 5 柱进行纯

化[91 。 正常小鼠 IgG ( NIgG ) 与 CBL 结合物 的制备方

法同上。 CBL 纣构式及反应方程式如下:

CI-CH，一CH
')N一/豆\一CH广CH，-CH，-COOH ( CBL ) 

CI- CH, - CH
,
/ " '"一/ ~..， ~.. ， ~..， 

NHS + DCCI 

CI- CH,- CH 
2\N-/画)-CH，-CH，-CH →ÇH，COOSu ( CBLOSu ) 

CI- CH,- CH, / " '"一/ -.....2--...... :2 -......2 

十 MoAb or NIgG 

CBL-MoAb 结合物

CBL-NIgG 结合物

粗什jlJ 曰:经 Sephadex G-25 柱纯化， 收集 A ~I号经

PEG ( MW = 6000)浓缩 ， 用 Bradford 法 r 1 01测出单抗

的浓度。 根据光谱叠加原理算 H十分子比。 F!~ CBL 的最

高吸收值在 λ25SUm ' 而蛋白质的最高吸收在 λ280 11 m 0 叠

加后 ， 结合物的最高吸收机会产生位移。首先作单打L和

CBL .:tE 258 nrn (1':]紫外吸收标准 l在l线 ， 分别求出单打[

CBL 在 258 nrn 的消光系数(e~5俨 ， M , e~så% ， D) , 

然后狈Ij出结合物在 258 nrn 的吸收值， 就可求出 CBL

和单抗的分子结合比。同时也可求出结合物中 CBL 的

含量 [ II J 。

三、结合物中 CBL 活力的测定

用 Epstein 改良{.在 测定结合物中-的化学基因活

性12 J o

囚、结合物中单抗活性的检定

采用细胞的酶联免疫测定法[ 1 3 1。简述如下g 加

2-5 x 10.SPC-Aj 细胞于 96 孔或 40 孔板 ， 37'CCO, 

培养箱过夜 ， 用含 O. 1 % Tween 20 的 0 . 01 rnol j LpH 

7 . 4 PBS( j' 1下称洗涤液)洗三次细胞后 ， 月1积细胞在37 0Ç

烘干 ， 直 4 'C备用或将上述细胞用合 0 . 25%戌二百辈的

PBS固定 20-3 0 分钟， 洗涤后加入 ìWJ定样品 ， 37 'C 

温育一小时或贮存于 4 0Ç冰箱过夜， 洗涤 3 次 ， 加

臼 íij lJ 1 : 2000 的过氧化物酶标 记的二抗， 37'C~~润保存

1. 5 小时 ， 洗涤四次， 加底物溶液显色 ， 在 496 nrn 泪。

O.D. 值。

五、结合物对靶细胞的杀伤作用

以 [3H JTdR (上海原子核研究所， tt活性 30 Ci/ 
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芳} 1 2 卷坊 ，j J叫 细胞 生 物学杂志

mmol )掺入细胞旧作为细胞生长速率的指标，对比观

}','{I'(I.j;t- CBL !), {ì t~~ 、 CBL 、 LAC-210 .!'户抗 、 NIgG 、

NIgG-CBL 结合物方j ' SPC-A. l而腺癌细胞的体外杀伤

作用 。 取 生长形态好 的 SPC-A ， 细胞， 稀释成

8 X 104 j ml , 得孔i-ß利12 x 10. 细胞， 加入待视Ij样品，

何组 3 孔。 1音养 24 小时后轻轻叹去药液， 然后每孔加

入含 3H-TdR 1 ~lci 的莉 的，f: tPi液 ， 再，培养 24小时后吸

取上清液 ， 力n Jl先酶 ( Difco 生产 )m化液(0 .05% '0.02 % 

EDTA'0. 8S % NaCI ) 泊化 8 分钟，用多头细胞收集仪

收集细胞于破硝纤维膜上，用芳、情7k反复洗几次 ， 再

以 95% 乙醇洗 I 汰。 取下法条 ， 37 "C烘干 ， 置闪烁瓶

中加闪烁液测定。

六、补体依赖的溶组胞作用

收集 SPC-A，细胞 ， 计数ìfî细胞 ( > 95 % )。各反

þ\~管内置 2 X 10 6 *-A1胞 ( 0 . 1 ml) ， 分组加入 210 腹水

0. 1 ml , SPd O J!&水 0 . 1 ml , 以 PBS 作对照 1 ì昆匀

后 ， 分别加入 0 . 1 ml 新鲜~~ì东存的豚鼠l(IL ì育 、免 Ifll~育、

人 11". ì育作补休 . 以 PBS 作对照， 充分娼匀， 置~ 37 "C 

孵育 30 分钟 ， 其间 tïì\动一次。最后用台 I~j- 兰染色法汩1]

I死亡细胞水[ 14 1 。 进一步用 2 10 J血水 或纯化收抗及

1 : 20 兔 的1. 1占投 J-. il.~反复 1 - 2 次 作用 于 SPC-A ， 俐

胞 [ 15 1 0 分另 1 ]观察 21 0 悦jiL和补体 (I~J i容细胞作用。

结果

、单抗纯化结果

用正 常小鼠血清上 Protein A-Sepharose 

CL-4 B 柱， 结果如图 I 。 在 pH 6.0 能得到较

纯的 IgG 1 ， 在 pH 3.0 能得到较纯的 IgG2>而

在 pH " . 0 峰，贝Jj主要含有 IgG3 ， 但也混有少

量的 IgG 2 0 LAC-2 10 腹水的纯化结果如图 2 , 

纯化后的单抗除主要是 IgG :l 外， 还伴有痕量

的 IgG 2 。

;L已…飞-
院 IgG， _二

扭 I~___:

e民 I~

固 1 不同 pH 缓冲液洗脱图语及双扩徽试验

。 .

-~ , . 
a 
，飞，

J ' 

• , 

图 2 LAC-210 单抗纯化图谱

结合物的制备与鉴定

1.光谱叠加]洁求算分子比
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图 3 求 f ~5~% ' M标准曲线
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固 4 求 f gss%, D标准曲线

结合物的几次制备纣果见表 1 0 
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l 、 飞 、

280 n !1'l 2S8 Pl m 

, 

回 5 MoAb 和CBL 全波长扫描圈谱

的
国
〈

回 6 MoAb-CBL 及 NIgG-CBL 结合物全波

长归描图

2. 结合物中 CBL 活性的测定

由于最后一步碱化形成的颜色很不稳定，

事 1 鱼擅臻蛋白写 CßL 结合物的制备

及分析

制备物 | 投料比!去白囚收割分子比

MoAb-CBL I 1 : 48 I 则 I 1: 17 

卫些?巳_1 ~兰一一」旦与 1 :20 

N明-CBL I 1 :~5 I 川 I 1 : 2~ 

尤其在光照下极易消失 ，所以以收值变化很快 ，

无法定值。 进行了-些改进的尝试， 如碱化在

冰浴中进行、 避光， 结果虽好 ， 但重复性较差 ，

故此实验只能定性观察。图 7 1 、 I 为两次重

复结果。

。， 06

E 
Z O 恤
2 

理'是#
'liI 0, 02 

固 7 Epstein 改良法测 CBL 活性基因标准曲线

3. 结合物中抗体活性的测定

结果见表 2 0 

MoAb-CBL 结合物 具有较好的 ELlSA 阳

性结果，表明抗体亲和力依然很高，在制备过

程中没有造成失活。

三、体外毒性试验

1. 补体依赖的溶细胞试验

表 3 结果表明 LAC…2 10 单抗在不同来源 ，

包括兔、人、 豚鼠补体参与下， 未能破坏靶细

胞 SPC-A 10 甚至重复二次或二次处理也均未

能破坏靶细胞。

襄 2 单抗与 CBL 结合物中抗体活性的分析

二石二;王一一门jz一l-丁;二b-C叫 : 20 ) 丁一飞;J一广-zuz;:不--……

浓 度 10.15 mg/ ml I 0.1 2 mg/ ml- O. 0032 mg/ ml I 0.33 mg/ m1 1 0 . 01川g/ml一O .川g/ml

队720 I ω7 I 0.030 I 0.124 ODJ95nm 
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表 3 抗人肺癌单抗 LAC-210 对人肺癌靶细

胞 SPC-A - l 的依赖补体的细胞毒试验

1EI 育物 l细胞死亡率( % ) 

人补体(1 :20) I 7. 1 

210 !以水 ! 兔补休(1 : 20) ! L 7 

(1:1000 ) 川忡(1 :20 ) I 8. 2 

I PBS I 4.8 

人忡(1 :20 ) I 4.1 

PßS 此 ;: 1、休 ( 1 : 20) 1 5.8 

j叫补休(1 : 20) I 4 . 6 

人忡( 1 : 2 0) I 8.1 

SP 2叫J 民川~-G-~
(1:川 ) 1 川忡(1 : 2 0) I 7 .0 

m I 9. 5 

! 3 . 6(一 次) • 

5 . 0(二次 )
210 JJ且水

兔 (;1、休 (1 : 20) 
(1 : 1000 ) 

5. 0 ( 三次)

I I 7.4(一次 )
2 10 单JjL|

| 兔 j<l、 (1( (1 : 2 0 ) 1 9 . 0 ( 二次 )
(0 . 33 mgj ml )1 

I I 1l . 0(三次 )

e 主豆左王作)1J!k主'x.

~ oo r' 

:..0 I 

铃 t
理‘
~ :，沪
-< 
晕
目
吨3

•-
z 

~ ， 0 、" lÏl !. 
( 1 . l Î ) ( , . 20) { 1 : 22 > 

图 8 LAC-210 单抗和 CßL 结合物对把细胞
3H-Tòn 掺入的影响

2. 3H-TdR 掺入试验

在近似浓度下， 各检测物对靶细胞 SPC-A 1

的抑制J TdR 摄取结果见图 8 。与结合前的单

抗或 CBL 单独作用对比， 可见 MoAb-CBL 结

结合物对靶细胞有明 显的杀伤和抑制作用，

10- 5moljL浓度对咀-TdR 掺入细胞的量即有影

响， CPM 相 当于单抗 对照的 15.7% (1 :17 结

合物) 、 12.0% (1 :20 结合物) ， 10 -5mo1jL CBL的

相对掺入率为 123% 。 正常 IgG 和 NIgG一CBL

合物的相对掺入率分别为 115 . 5% ， 57.5% ， 但

是 NIgG-CBL 结合 物中 CBL 的浓度约为 10- 3

moljL ， 比 MoAb-CBL结合物中的 CBL 浓度高

100 倍以上。从图 9可知 10 - 3mol jL CBL 的相对

掺入率为 90. 4%，显示有一定的抑制作用。但

为什么 NIgG-CBL 结合物有较高的抑制作用 ，

而且经重复试验也如此，现在还无法解释。

运e

哑
'
董
事
豆 呐
Z
宅
LF
l

ι HL ('1 11. C BL 

'" 
、，、

D 
>

x . x , 
军 o 主 o z 

z 革

图 9 不同浓度的 CßL 对艳细胞 3HTdR 掺入

的影响

讨论

我们采用ProteinA-Sepharose CL- 4 B 来分

离单抗 IgG 的亚类，小鼠 IgG 亚类对 ProteinA

的结合力为 IgG 2 b > IgG 3> IgG 2' > IgG 3 ' 选用

不同 pH 值的缓冲液即可分别洗脱下来[16 ， 1 7 J 。

从正常小鼠血 清纯化 IgG 的结果可知，选用

pH 4 的缓冲液即可得到 IgGμ 但在 多次分离
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纯化 Ig03 中常 i旦有一定量的 IgGz &，由于对照

组这种情况也有， 故而这种结合物只能认为是

IgG 类和药物的结合物，而不是某种亚类与药

物的结合物。 在纯化 LAC-210 与 CBL 的结合

物时，洗脱缓冲液浓度不能太低， 否则易生沉

淀[ 17] 。 其次， 葡聚糖凝胶含有少量1麦基，可

能与蛋白质的碱性基团相互吸引，从而吸附了

部分蛋白质。为了避免这种现象的发生， 必须

提高洗脱剂的离子强度。 我 们最初边用 0.0 2

molj L 的阶硫缓冲液， 蛋白回 收 率只有 20-

30%。以后换用 O. l moljL 的 PBS ， 得率可

达 80-90% 。

用光谱法测分子比的所有操作中， 要尽量

避免用塑料 制品 ， 以用玻璃制品为佳。 因为我

们在扫描中发现， 塑料市IJ品 的使用会在 258 nm 

区域产生 3 个峰，且在 25 8 nm 处为最大吸收

峰。 这可能元由于从塑料中分解下来的某种物

质或基因所引起的， 这物质的积聚会严重影响

分子比的测定。

细胞毒试验也受的多因素的影响， 其中除

培养细胞的质量外， 另一重要因素是单抗和靶

细胞结合的比例。通常结合比愈 i句 ， 杀伤率也

愈大。 我们国 m LAC-2 1 0 单抗作 FACS 测定，

与靶细胞的结合车为 11 7 . 75% ， 当这部分能结

合单抗的细胞遇到单抗和 CBL 的结合物时，有

可能抑制胸腺 l]if l庄核昔掺入靶细胞。从表 3 结

果可以看出 ， 在 剧、体存在时，单抗本身并无杀

伤靶细胞 的作rIJ 0 Bernal 等人 l J 5 ] 凶在兔补体

参与下将抗人肺癌单打L与靶细胞作用，未见明

显杀伤效用，但重复作用两次后几乎所有细

胞被杀死。而本文实验 中在兔仲体参与下

作用]，-3 次 ， 均未见牙、 伤作用。由此可见，

这种抑制作用乃是由 结合 物中的药物所引起

的。

在本 工作过程中 ， 我们首先后用过 咱一

Leucine 和 3H-Thymide 1'1"示踪 ， ω3H-Thymide

的结果较为稳应; 也凶探索i{ MTT 无法 ， l[~ 

到此法简便 ， 如果:测定的珩复ttq l，}到改善的话 ，

似可替代同位亲证。

摘要

本文报道采用 A 蛋 白-琼脂糖凝胶 CL-4 B 

亲和层析柱，从小鼠腹水中纯化针对人肺癌细

胞表面抗原的单克隆抗体。继而用苯丁酸氮芥

与 N一瓷基玻甜酸胶反应产生→活性醋 ， 然后

此化合物与单克隆抗体反应得到单抗与药物的

共价结合物。平均每个抗体分子上结合约 20 个

CBL 分子 。 结合物 中的 CBL 活性及单抗活性

基本均无损失。 在兔、 人和豚鼠等不同来源的

补体参与下， LAC-~lO 单抗未能杀伤靶细胞

SPC .... A J 。以 3H-TdR 掺入人肺癌 SPO....A j 细胞

为标志，表明此结合物具有明显抑制J TdR 掺

入肿瘤细胞的作用 。
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