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摘要!目的 以针对 !"#$-%&’( 癌基因表达蛋白为靶点的人源性单克隆抗体 &$’($)*+, 作为靶向载体!制备 !""#$ 标记的

放射免疫治疗剂"!""#$%&$’($)*+,#!观察其在体外对 !"#$-%&’( 癌基因高表达的 234#%. 乳腺癌细胞株的靶向结合性

及抗癌作用$ 方法 !""#$ 对 &$’($)*+, 的标记采用直接标记法!取不同放射性活度的 !""#$%&$’($)*+, 与 234#%. 乳腺癌细

胞共同培养!以 566 法测定其对单层培养的肿瘤细胞生长的抑制作用!并计算相对抑制率"7801%$ 结果 !""#$%&$’($)*+,
在体外可明显抑制 234#%. 细胞!且其杀伤作用呈剂量依赖性&而 !""#$ 标记的正常鼠 79:’,;79:%和 !""#$<=

% 的抑制作

用较弱$ !""#$%&$’($)*+, 组的 7801">?@!!!1=/4ABC%明显低于 !""#$%,;79: 组"!.D@-!!1=/4ABC%和 !""#$<=
% 组 !>0!!1=/4ABC$

结论 !""#$%&$’($)*+, 具有明显的抑制体外培养 234#%. 乳腺癌细胞生长增殖的作用! 可进一步用于乳腺癌的放射免疫

导向治疗$

关键词!放射免疫治疗&&$’($)*+,&铼&乳腺肿瘤&肿瘤细胞
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针对癌基因 !"#%-B&’( 基因表达蛋白产物 ]!"0
的单克隆抗体"&$’($)*+,%是第一个分子靶点药物!已

用于治疗晚期乳腺癌! 并取得一定的疗效 (!)$ 虽然

&$’($)*+, 单药应用在体外可以一定程度上抑制肿瘤

细胞的增长!但其作用有限$ 而且目前使用的单抗多

数属于鼠源性! 当应用于人体时会产生人抗鼠抗体

*&E5E%!从而降低疗效!甚至还会引起过敏反应等

毒副反应 (-M.)+ 为此!本文选择人源性单抗 &$’($)*+,

作为靶向载体! 以诊治兼用的放射性核素 !""#$ 对其

进行直接标记! 制备出针对 !"#%-B&’( 癌基因特异

性结 合 的 放 射 免 疫 治 疗 剂"!""#$%&$’($)*+,%!并 在 体

外观察对 !"#%-B&’( 癌基因高表达的乳腺癌细胞株

的靶向结合性及抗癌作用$
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限责任公司!铝箔"上海克林莱塑料有限公司!!" 孔

培养板 #平底型$%#$%%&!’ 微孔滤膜"()*+,+- 公

司!.#&/ 消毒用汞灯&
0$%&细胞株及单克隆抗体

乳腺癌细胞株 123*4. 为高表达 !"#5%6$%& 蛋

白的细胞株"由中科院上海细胞所提供& 人源性单克

隆抗体 789:8;<=> 由 *?:@8 公司提供&
0$.&&ABB 溶液的配制

称取 %C&’D&ABB"放入小烧杯中"加入 C&’E&F31
##$#0&’?E6G";7H$I’ 在电磁力搅拌机上搅拌 .#&’=>"
用 #$%%&!’ 微孔滤膜针头滤器除菌"置于 I&!保存备

用&
0$I&&0JJ*8 标记物的制备

新鲜的% 无载体的 0JJ*8)I
5 用 0JJ/50JJ*8 发生器

#上海安盛科兴药业公司提供’以生理盐水淋洗而得&
0JJ*8 标记 789:8;<=> 采用直接标记法"标记方法及标

记物的免疫活性分数的测定参照文献(I)进行& 标记

率和放化纯度的测定采用生理盐水与新华 0 号层析

滤纸以及乙醇"氨水"水*配比为 %"0"C’溶液与 C!!D6G&
71K 浸泡过的新华 0 号层析滤纸两种体系" 具体方

法参见文献LIM进行&
0$C 体外稳定性

将 0JJ*85789:8;<=> 用蒸馏水洗涤 % 次"然后加入

0&’E 小牛血清中".H!!振荡温育" 其间分别于 0%%%I
和 IJ&@ 取样"采用纸层析法测定放化纯度&
0$"&对体外培养的 123*5. 细胞的抑制效果试验

采用 ABB 法测定对单层培养的肿瘤细胞的抑

制 效 应 & 设 . 个 实 验 组 +0JJ*85789:8;<=> 组 %
0JJ*85>’,D- 组%0JJ*8)I5 组"对照组采用生理盐水"设

C 个放 射 性 剂 量 级 别" 分 别 为 .$H#0#I&3N%0J$C#0#IO
3N%.H#0#I&3N%CC$C#0#I&3N%HI#0#I&3N6’E& 123*5.
细胞用含 0CP胎牛血清的 QARA 制成约 %$C#0#H 个

6G 的细胞悬液"取 %##&!E*C### 细胞 6 孔’接种于 !"
孔板中"置于 .H!!%CP&()% 的培养箱中孵育 %I&@&细

胞 贴 壁 后" 将 每 孔 中 原 培 养 液 吸 净 后" 分 别 加 入
0JJ*85789:8;<=>%0JJ*85>’,D-%0JJ*8)I

5 和生理盐水& 每

个放射性剂量设 " 个复孔" 然后将 !" 孔板置于 CP&
()% 培养箱".H!!孵育 "&@"吸出药液"再加入培养液

%##&!E& 培养 IJ&@ 后"弃培养液"每孔加入 %#!!E&ABB
溶液"继续孵育 I&@"吸去上层培养液后"将 !" 孔板倒

置在草纸上"使其中 ABB 溶液尽可能流出"然后每

孔加入 QA1)&C#&!E"摇匀后室温放置 0C&’=>"至 颗

粒溶解"在酶标仪上测定 I!%&>’ 处的吸光度&按下式

计算相对抑制率" 绘制剂量 5 效应曲线& 相对抑制

率SL*对照组 Q*"’均值$实验组 Q*"’均值’!对照

组 Q*"’均值M#0##P"并根据每次的相对抑制率求出

半数抑制浓度*,(C#’值"并进行比较评价&

%&结果

%$0&0JJ*85789:8;<=> 的标记及其体外稳定性
0JJ*85789:8;<=> 和 0JJ*85>’,D- 的 标 记 率 均 !

!#P"放化纯度均大于 !CP"经细胞结合分析法测定
0JJ*85789:8;<=> 的免疫活性分数为 "CP& 体外稳定性

检测结果表明"0JJ*85789:8;<=> 在小牛血清中放置 IJ&
@后仍有 J#P5JCP的放射性保留在抗体上&
%$%&&0JJ*85789:8;<=> 对 123*5. 细胞的抑制作用!图 0"

可 见"0JJ*85789:8;<=> 组 对 123*5. 细 胞 有 较 强

的杀伤作用" 且呈剂量依赖性& 而 0JJ*85>’,D- 组和
0JJ*8)I

5 组的杀伤作用较弱&
%$.&&0JJ*85789:8;<=> 和 0JJ*85>’,D- 的 ,(C# 的比较

结果 0JJ*85789:8;<=> 组的 ,(C#*H"$0#0#I&3N6G’明

显低于 0JJ*85>’,D- 组*0.!$%#0#I&3N6G’和 0JJ*8)I
5 组

*0HC#0#I&3N6G’" 提示 0JJ*85789:8;<=> 具有特异性杀

伤 123*5. 乳腺癌细胞株作用&

.&讨论

目前"以抗体为导向载体的肿瘤导向治疗则因抗

体的鼠源性易产生 7KAK" 从而降低疗效甚至可引

起过敏反应等毒副作用(%T.)& 而 789:8;<=> 是一种针对

!"#5%6$%& 基因蛋白胞外区的人源化单抗"其作用于

!"#5%6$%& 基 因 胞 外 区 的 部 分 为 鼠 源 性 的 " 名 为

IQC"其余部分均为人的 ,D-"它通过影响肿瘤细胞胞

内信号传导" 下调 !"#5%6$%& 基因的表达以及介导

机体免疫机制发挥抗肿瘤作用(0)& 基础研究和临床应

用 表 明"789:8;<=> 或 IQC 均 已 显 示 出 对 !"#5%6$%&
基 因 蛋 白 高 表 达 的 多 种 肿 瘤 细 胞 株 生 长 的 抑 制 作

用 (CT")"表明它是一种有较广抗瘤活性的单抗& 然而

789:8;<=> 是 7R*5% 高表达细胞的生长抑制剂而不是

0JJ*8)I
5
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图 ! 放射性剂量与 "#$%5& 细胞抑制率关系图
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杀细胞剂! 目前有关以 !"#$"%&’( 作为放射性核素靶

向载体治疗肿瘤的临床应用报道不多" 为此!本文采

用通过基因工程技术将鼠源抗体人源化改造而获得

的单抗 !"#)"%&’(!以此抗体作为放射性核素 *++," 的

导向载体则可降低 -./." *++0" 是目前较理想的放

免治疗用放射性核素!它可同时放射 !#" 两种射线!
! 射线的电离作用可造成细胞 12. 的损伤! 阻碍

12. 的复制及其重要生命功能的完成! 最终引起细

胞生长受抑制甚至死亡!此外!由于 *++0" 的 ! 射线的

射程短!既可杀伤抗原表达阳性的肿瘤细胞!还可利

用$交叉火力%的作用杀伤抗原表达阴性的肿瘤细胞!
以及因 -"#)"%&’( 结合量不够而产生的 $治疗逃逸%!
同时对周围远处的正常细胞无损害作用" *++0" 发射

的 " 射线还可用于放免显像! 可被用来观察 *++0" 标

记的单抗在体内与肿瘤的结合情况以及生物学分布

和肿瘤的定位显像! 并有利于对治疗辐射剂量的评

估" 为此!本文选择诊治兼用的放射性核素 *++0"!采

用直接标记法对 -"#)"%&’( 进行标记!结果表明!标记

率高 &!345’!*++,"6-"#$"%&’( 具 有 良 好 的 体 外 稳 定

性!并且保持了较高的免疫活性!提示 *++," 的直接标

记法对 -"#$"%&’( 抗体活性的影响不明显" *++," 的直

接标记方法操作简单#方便!具有很强的实用性"
目前检测抗癌药物对肿瘤细胞生长#增值影响的

方法有多种!其中 /778法是较常用的方法" 其原理

是利用活细胞内线粒体中的琥珀脱氢酶能使黄色可

溶的 /77 还原为难溶性的蓝紫色的结晶而死细胞

没有此功能来检测活细胞数目"这种结晶物能溶解于

1/9:&二甲亚砜’中!并能用酶联免疫检测仪测定溶

液在 ;348(< 处的吸光度! 这个吸光度值在一定范围

内和细胞数量成正比!其意义反映抗肿瘤药物对肿瘤

的杀伤性"本实验采用 /==8法研究 *++," 标记物对体

外细胞培养的 9>?,6@ 细胞的抑制作用! 结果表明!
*++,"6-"#)"%&’( 在体外可明显抑制 A>?,6@ 细胞!且

其杀伤作用呈剂量依赖性!而 *++,"6(<BCD 和 *++,":;
6

的 抑 制 作 用 较 弱(*++,"6-"#)"%&’( 组 的 BEF4 为 GHI*!
*4;8?JKL!明 显 低 于 *++,"6(<BCD 组&*@3IM!*4;8?JKL’
和 *++,":;

6 组&*GF!*4;8?JKL’!提示 *++,"68-"#)"%&’( 具

有特异性杀伤 9>?,6@ 乳腺癌细胞株作用"其原因可

能与人源性单抗 -"#)"%&’( 对 !"#6MK$%& 癌基因高表

达 的 9>?,6@8 细 胞 有 特 异 性 的 结 合 作 用 有 关 !
*++,"6-"#)"%&’( 可与 9>?,6@ 细 胞 表 面 抗 原 N*+F 蛋

白特异性结合!可将 *++," 固定至肿瘤细胞!从而利用

放 射 性 核 素 的 辐 射 作 用 直 接 杀 伤 肿 瘤 细 胞 " 而
*++,"O(<BCD 和 *++,":;

O 对肿瘤细胞的杀灭作用较弱!
可能与两类标记物均不会与肿瘤细胞发生特异性结

合有关! 而且在培养换液过程中大多数 *++," 以及未

被肿瘤细胞固定的标记物可被洗去!肿瘤细胞从而得

以继续生长"
总之!*++,"O-"#)"%&’( 作为一种放射免疫治疗剂!

即可保留单抗本身所固有的抗肿瘤活性! 又可发挥
*++," 的内照射产生的放射生物学效应! 因而提高了

杀伤癌细胞的功效"本实验的研究结果将为以后放射

免疫靶向治疗荷瘤动物实验奠定了基础"
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