
抗癌胚抗原单抗与生物素及链霉亲和素偶联物的制备及性能鉴定  

    预定位系统由第一交联物和第二交联物所组成，第一交联物指预定位系统中抗肿瘤抗体与特异性标识物

的交联物。目前最常用的第一交联物是生物素标记或生物素化的抗体以及链霉亲和素标记或链霉亲和素化的抗

体。预定位药代动力学研究表明，第一交联物肿瘤摄取对于第二交联物的肿瘤摄取是一个限制因素[1]。因

此，制备理想、合适的第一交联物对成功的预定位至关重要。就亲和素-生物素系统预定位而言，重要的是要

充分保持单抗与生物素及链霉亲和素偶联物的生物活性及其结合活性。本研究选用高特异性抗癌胚抗原(CEA 

mAb)，根据生物素活化酯(BNHS)可与蛋白质分子中的氨基结合的原理进行抗体的生物素化，应用3-(2-吡啶二

巯基丙酸)-N-琥珀酰亚胺酯化学偶联法制备抗CEA单抗与链霉亲和素偶联物，并对制备的抗CEA mAb偶联物进

行鉴定CEA mAb和生物活性测定，为进一步在荷人结肠癌裸鼠模型中实施预定位放免显像和治疗的实验研究提

供理想的第一交联物。 

    

1  材料和方法 

    1.1  试剂 

    抗CEA单克隆抗体(CEA mAb)由上海市免疫学研究所制备；BNHS、四氢噻吩(2-IT)、SPDP、2-巯基乙醇

(ETSH)均为Sigma公司产品；链霉亲和素(SA)由上海市静安区医学化验所提供；凝胶Sephadex G-200为

Pharmacia 公司产品；其他化学试剂均为分析纯；实验用水为去离子水。 

    1.2  方法 

    1.2.1 CEA mAb生物素偶联物的制备方法  CEA mAb用0.1mol/L、 pH 8.5碳酸氢钠缓冲液(CBS)稀释成

浓度为：1 mg/ml， BNHS用DMSO稀释成浓度为20 mg/ml。取1 ml单抗，按生物素与单抗物质的量之比为1∶

15～1∶50加入BNSH，混匀后置于室温反应2 h，继之对4 ℃与0.1 mol/L、pH 8.5 CBS 透析即成。CEA mAb

生物素偶联物中的生物素分子数鉴定方法采用Green[2]建立的HABA滴定方法。 

    1.2.2  CEA mAb链霉亲和素偶联物的制备方法  链霉亲和素与2-IT作用，抗CEA mAb与SPDP作用，分别

导入巯基(-SH)和吡啶二巯基丙酰(PDP)，通过SA分子中引入的-SH与单抗分子中引入的PDP作用将SA与单抗偶

联在一起。 

    1.2.2.1  SPDP对单抗的化学修饰(CEA mAb-PDP)  SPDP甲醇溶液(20 mmol/L)，与浓度为5 mg/ml MAb

按物质的量之比6:1充分混合，37 ℃反应1 h；反应完毕，即刻以pH 7.5、0.2 mol/L PBS透析过夜，离心取

上清液。参照Carlsson法[3]测定MAb结合的PDP数目。1.2.2.2  链霉亲和素巯基化(SA-SH) 将pH8.2、0.2 

mol/L PBS透析过的SA加入14.3 mol/L的ETSH，使其终浓度为50 mmol/L。临时配制2-IT乙醇溶液(50 

mmol),然后按SA与2-IT物质的量之比1:10加入2-IT，室温反应2 h，反应结束后以10 mmol/L的乙酸钠透析

过夜，离心取上清液。参照Ellmen法[4]测定SA被修饰的巯基(-SH)数目。 

    1.2.2.3  CEA mAb-SA偶联物的制备  将上述CEA mAb-PDP和SA-SH按物质的量之比1:3混合，置于4 ℃

反应48 h，反应结束后，经过Sephadex G-200分离纯化。 
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    1.2.3  CEA mAb偶联物的结合活性鉴定方法  采用间接ELISA法[5]，以未修饰的CEA mAb作为阴性对

照。 

    1.2.4  CEA mAb 偶联物的免疫活性鉴定方法  采用放射免疫分析法(RIA),并与未修饰的CEA mAb进行

对照。RIA方法如下：偶联物50 μl，125I-CEA 100 μl(8 000 min－1)，和0.1%BSA 150 μl 混匀，37 ℃温
育3 h，加入25%PEG

6000
和正常人血清混匀，4 ℃、3 000 r/min，20 min后测沉淀放射性计数，计算其结合

率(B%)。 

    1.2.5  CEA mAb偶联物的蛋白定量  采用改良Lowry's法测定。 

    1.2.6  SDS-PAGE测定CEA mAb偶联物蛋白的分子量  采用12%的凝胶浓度，SDS-PAGE不连续系统，考马

氏亮兰染色，根据各蛋白迁移率计算Rf值，标准蛋白作对照，求各峰蛋白的相对分子质量。 

    

2  结果 

    2.1  抗CEA mAb的生物素化 

    生物素化单抗经HABA滴定方法测得每分子抗体中约偶联3分子生物素；间接ELISA方法证实具有良好的SA

结合活性(图1)，偶联抗体与125I-CEA结合活性为原CEA mAb的95%以上(图2);在还原条件下(ETSH)SDS-PAGE

结果显示生物素化单抗仍呈现与原CEA mAb相同的单一蛋白条带(图3)。 

    图1  生物素化CEA mAb的SA结合活性 
    Fig.1  SA binding activity of CEA mAb-Bt 



    图2 CEA mAb偶联物的CEA结合活性 
    Fig.2  CEA binding activity of CEA mAb conjugate

    图3 凝胶SDS-PAGE电泳结果 
    Fig.3  Gel SDS-PAGE analysis

    Lane 1: Standard protein MW marker; Lane 2 :Purified CEA mAb;
    Lane 3 :Biotinylated CEA mAb; Lane 4: CEA mAb-SA  

    2.2  抗CECEA mAb与亲和素的化学修饰 

    链霉亲和素经2-IT修饰，通过Ellman's试剂检测引入的巯基数，每分子SA中含有1～2个巯基；而CEA 

mAb经SPDP修饰，按文献[3]方法检测引入的PDP数，每分子MAb中含有2～3个PDP。制备的CEA mAb-SA偶联物

的免疫活性为未偶联CEA mAb的70%左右(图2)，具有与生物素结合的能力(图4)。经SDS-PAGE电泳证实其相对

分子质量为210 000左右(图5)。 



    图4  CEA mAb-SA偶联物的生物素结合活性 
    Fig.4  Biotin binding activity of CEA mAb-SA

    图5 凝胶SDS-PAGE电泳结果     
    Fig.5  Gel SDS-PAGE analysis 

    Lare 1: Standard protein MW marker;
    Lare 2: Purified CEA mAb;

    Lare 3: Streptavidinylated CEA mAb

    

3  讨论 

    利用杂交瘤技术制备单克隆抗体这一新的方法，部分解决了抗癌抗体开发中所遇到的抗血清特异性差及

难于制备等技术问题。在已研制的百余种抗癌单克隆抗体中，尤以CEA mAb引人注目。许多国家已将CEA mAb

投入了临床应用[6]。本文在采用杂交瘤技术获得了高特异性、高亲和力的抗CEA mAb细胞株E7B3的基础上



[5]，对CEA mAb的生物素化以及CEA mAb与SA的偶联物进行鉴定和生物活性测定，为进一步的预定位显像和

治疗提供可靠的靶向载体。 

    单抗在碱性环境中通过BNSH易于生物素化，一般生物素偶合至单抗的赖氨酸残基上，若氨基(-NH2)修饰

过多将增加抗体免疫活性丧失的几率。因此，对单抗的生物素化条件要进行控制和最优化。一般认为，每抗体

分子上结合2～3个生物素分子不影响抗体的免疫活性及药代动力学特征[7][8]。本研究按CEA mAb与BNSH物

质的量之比1:15～1:50进行生物素化，每分子抗体中约偶联3分子生物素，且具有良好的SA结合活性，偶联后

SDS-PAGE证实为单一蛋白条带，且仍保留95%的免疫活性。当然若能使用长臂生物素活化酯与单抗交联，则可

使生物素免遭空间位阻效应而造成抗体活性下降并促进与抗体结合而发挥作用[8]。链霉亲和素由四个亚基组

成，只需其中一个亚基就可将其连接至MAb上。本实验应用SPDP化学偶联法制备抗CEA mAb与链霉亲和素偶联

物，免疫活性检测结果说明其与CEA具有特异结合反应，而仍保留着原MAb活性的70%左右。图3显示所制备的

CEA mAb-SA偶联物相对分子质量为210 000左右,单抗与SA偶联后因分子量增加了近40%，则可能具有较缓慢

的药代动力学特征[9][10]。这两类抗CEAMAb偶联物基本保持完整的特异性结合肿瘤CEA的性质，此外，抗

CEAMAb很少被肿瘤细胞内化，当与肿瘤细胞上CEA结合后可滞留相当长的时间，使得标记物引入前肿瘤未结合

的抗体得以清除。因此它们的制备为亲和素-生物素系统预定位放免显像的下一步实验研究奠定了基础。 
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