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摘 要 ：目 的 研 究 抗 癌 胚 抗 原 (CEA)单 抗 与 生 物 素 及 链 霉 亲 和 素 (streptavidin,SA)偶 联 物 的 制 备 方 法 。 方 法 将 CEA 单 抗

按 抗 体 与 生 物 素 活 化 酯 物 质 的 量 之 比 为 1:15～1:50 进 行 生 物 素 化 。 抗 CEA 单 抗 与 SA 的 偶 联 采 用 3-（2- 吡 啶 二 巯 基 丙

酸 ）-N- 琥 珀 酰 亚 胺 酯 （SPDP）化 学 偶 联 法 制 备 。 抗 CEA 单 抗 偶 联 物 的 生 物 活 性 及 免 疫 活 性 分 别 采 用 间 接 ELISA 方 法

和 放 射 免 疫 分 析 法 进 行 测 定 。 结 果 生 物 素 化 单 抗 每 分 子 抗 体 中 约 偶 联 3 分 子 生 物 素 ， 具 有 良 好 的 SA 结 合 活 性 ，经

SDS-PAGE 电 泳 证 实 为 单 一 蛋 白 条 带 ，仍 保 留 95%的 免 疫 活 性 。 SA 每 分 子 中 含 有 1～2 个 巯 基 ，而 抗 CEA 单 抗 每 分 子

中 含 有 2～3 个 3- （2- 吡 啶 二 巯 基 丙 酸 ）-N- 琥 珀 酰 亚 胺 酯 间 接 ELISA 方 法 证 实 偶 联 物 具 有 良 好 的 生 物 素 结 合 活 性 ，

SDS-PAGE 电 泳 显 示 单 抗 -SA偶 联 物 相 对 分 子 质 量 为 210000 左 右 ，仍 保 留 着 原 单 抗 活 性 的 70%左 右 。 结 论 所 制 备 的

两 类 抗 CEA 单 抗 偶 联 物 基 本 保 持 完 整 的 特 异 性 结 合 肿 瘤 CEA的 性 质 ，可 为 进 一 步 的 预 定 位 显 像 和 治 疗 应 用 提 供 可 靠

的 靶 向 载 体 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Toexploretheapproachtoconjugatestreptavidinorbiotinwithcarcinoembryonicantigen (CEA)
monoclonal antibody(CEAmAb)forfuturestudiesofpretargetingtechniquewiththeavidin-biotinsystem. Ｍ ｅｔｈｏｄｓBiotin
was conjugated to CEA mAb using biotin reagent N-hydroxysuccinimido-biotin and streptavidin was conjugated via a
disulfide bondwithCEAmAbthatwaspreviouslycrosslinkedwithN-succinimidyl-3(2-pyridyl)-dithiopropionate(SPDP)to
formthe immunoconjugate (CEAmAb-SA). Theimmunoreactivityofthe immunoconjugates wasevaluatedbymeansof
radioimmunoassay,andthebiotinorstreptavidin-bindingcapacitytestedbyindirectenzyme-linkedimmunoassay. ＲｅｓｕｌｔｓOn
average, each CEAmAbmoleculeconjugateswith3biotinmolecules, andtheresultedthebiotinylatedCEAmAbretained
95%immunoreactivityofitsoriginalantibodyandthehomogeneityofapureprotein (withrelativemolecularweightof150
000)asshownbySDS-PAGEanalysis.Eachstreptavidinmoleculepossesses1or2sulfhydrylandaCEAmAbmoleculemay
conjugateapproximately2or3PDP, with thefinalCEAmAb-SAhavingarelativemolecularweightof210000andthe
CEA-bindingactivityabout70%oftheoriginal. Indirectenzyme-linkedimmunoassayshowedthatimmunoconjugateofCEA
mAb withbiotinorstreptavidinhadgoodbindingcapacitywithstreptavidinorbiotin. ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎTheimmunoconjugatesof
CEAmAbwithstreptavidinandbiotinretainspecificbindingcapacitytoCEA,whichprovidesreliablecarrierforpretargeting
radioimmunoimagingandtherapy.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ�antibody,monoclonal;carcinoembryonicantigen;biotin; streptavidin

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 CEAmAb 偶 联 物 进 行 鉴 定
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图 2 CEAmAb偶 联 物 的 CEA结 合 活 性
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图 1 生 物 素 化 CEAmAb 的 SA 结 合 活 性
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CEAmAb 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 (CEAmAb)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

1.2.1CEAmAb 生 物 素 偶 联 物 的 制 备 方 法 CEAmAb
用 0.1mol/L、pH8.5 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 1ml 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 0.1mol/L、pH 8.5CBS 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 CEAmAb 链 霉 亲 和 素 偶 联 物 的 制 备 方 法 链 霉

亲 和 素 与 2-IT 作 用 ， 抗 CEAmAb 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 (20mmol/L)，与 浓 度 为 5mg/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、0.2mol/LPBS 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、0.2mol/L
PBS 透 析 过 的 SA 加 入 14.3mol/L 的 ETSH， 使 其 终

浓 度 为 50mmol/L。 临 时 配 制 2-IT 乙 醇 溶 液 (50mmol),
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 10mmol/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 4 8 h，反 应 结 束 后 ，经 过 SephadexG-200 分

离 纯 化 。

1.2.3 CEAmAb 偶 联 物 的 结 合 活 性 鉴 定 方 法 采 用 间

接 ELISA 法 ［5］ ， 以 未 修 饰 的 CEAmAb 作 为 阴 性 对

照 。

1.2.4 CEAmAb 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 CEAmAb 进 行

对 照 。RIA 方 法 如 下 ：偶 联 物 50 μl，125I-CEA 100 μl
(8000min－1)，和 0.1%BSA150μl 混 匀 ，37 ℃ 温 育 3 h，
加 入 25%PEG6000 和 正 常 人 血 清 混 匀 ，4 ℃ 、3000r/min，

20min 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 CEAmAb 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 CEAmAb 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 CEAmAb 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 CEAmAb 相 同 的 单 一 蛋 白 条 带 （图 3）。
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图 3 凝 胶 SDS-PAGE 电 泳 结 果
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Lane1:StandardproteinMWmarker;Lane2:PurifiedCEAmAb;

Lane3:BiotinylatedCEAmAb;Lane4:CEAmAb-SA

图 5 凝 胶 SDS-PAGE 电 泳 结 果
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Lare1:StandardproteinMWmarker;

Lare 2: PurifiedCEAmAb;
Lare 3: Streptavidinylated CEAmAb

1 2 3

图 4 CEAmAb-SA 偶 联 物 的 生 物 素 结 合 活 性
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2.2 抗 CECEAmAb 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

CEAmAb 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

210000 左 右 (图 5)。

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 CEAmAb 引 人 注 目 。 许 多

国 家 已 将 CEAmAb 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 CEAmAb 的 生 物

素 化 以 及 CEAmAb 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 CEAmAb 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 CEAmAb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 CEAmAb-SA 偶 联 物 相 对 分 子 质 量 为

210000 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 。

参 考 文 献 ：

［1］ OsdolWW, SungC, DedrickRL, ｅｔａｌ. A distributed pharmaco-
kinetic model of two-step imaging and treatment protocols:

Application to streptavidin-conjugated monoclonal antibodiesand
radiolabeledbiotin［J］.JNucl Med,1993,34(9):1552-64.

［2］ GreenN.Aspectrophotometricassayforavidinandbiotin basedon

bindingofdyesbyavidin［J］.BiochemJ, 1965,94:23c-24c.
［3］ CarlssonJ, DrevinH, AxenR. Proteinthiolationand reversible

protein-proteinconjugation. N-Succinimidyl-3- (2-pyridyldithio)
propionate,anew heterobifunctionalreagent［J］. BiochemJ,1987,

584· ·



2001;21(8):585 第 一 军 医 大 学 学 报 (JFirstMilMedUniv)

收 稿 日 期 ：2000-09-20
作 者 简 介 ：齐 桓 （1972-），男 ，吉 林 人 ，1996 年 毕 业 于 第 一 军 医 大 学 ，本

科 ，医 师 ，电 话 ：020-85142217

肾 周 脂 肪 肉 瘤 2 例 报 告

齐 桓 ，郑 少 斌 （第 一 军 医 大 学 南 方 医 院 泌 尿 外 科 ，广 东 广 州 510515）

关 键 词 ：脂 肪 肉 瘤 ；手 术 治 疗

中 图 分 类 号 ：R735.4 文 献 标 识 码 ：B 文 章 编 号 ：1000-2588(2001)08-0585-01

1 临 床 资 料

例 1，男 ，67 岁 。 因 左 腰 部 隐 痛 不 适 1 年 余 入 院 。 体 检 ：左

侧 肋 下 可 扪 及 一 6.0cm×5.0cm 肿 块 ，质 中 等 偏 硬 ，表 面 光 滑 ，

上 极 不 能 触 清 ，活 动 度 差 ，轻 压 痛 。 B 超 示 脾 肾 间 隙 混 合 性 占

位 ，以 实 性 为 主 。 CT 示 左 侧 肾 上 腺 区 巨 大 呈 分 叶 状 肿 块 影 ，大

小 约 13.0 ｃｍ×9.0 cm，内 部 密 度 不 均 匀 强 化 ，与 左 肾 界 线 较 清 ，

将 左 肾 向 内 下 方 推 移 。 肾 动 脉 插 管 造 影 示 左 肾 血 管 及 分 支 未

见 明 显 异 常 ，左 肾 上 方 肿 块 未 见 明 显 供 血 动 脉 。 术 前 诊 断 左 肾

上 腺 占 位 病 变 ， 行 剖 腹 探 查 术 ， 肿 物 位 于 左 肾 上 方 ， 大 小 约

15.0 cm×12.0cm×10.0cm，包 膜 完 整 ，将 左 肾 向 内 下 方 压 迫 、

移 位 ，与 周 围 组 织 无 粘 连 。 完 整 切 除 肿 物 。 在 取 出 的 肿 物 内 上

方 又 发 现 两 个 鸡 蛋 大 小 包 膜 完 整 的 肿 块 ，将 肿 块 切 除 。 肿 物 切

面 为 胶 冻 样 黄 色 组 织 ，质 量 为 3.5kg。 病 理 报 告 为 粘 液 性 脂 肪

肉 瘤 （多 发 性 ）。 术 后 4 个 月 无 复 发 。

例 2，女 ，47 岁 。 因 腹 胀 、左 腹 部 肿 块 3 个 月 入 院 。 体 检 ：左

侧 腹 部 可 扪 及 肿 物 ，质 中 等 ，边 界 不 清 。 B 超 示 腹 腔 左 侧 11.0

cm×8.0cm 肿 块 。CT 示 左 侧 腹 部 不 规 则 混 合 密 度 灶 ，10.0 cm×

8.0cm，增 强 后 肿 物 周 边 为 高 密 度 ，中 心 无 强 化 。 剖 腹 探 查 见 肿

物 来 源 于 肾 周 脂 肪 囊 ，大 小 约 12.0 cm×10.0 cm×8.0 cm，包 膜

完 整 ，将 左 肾 向 下 推 移 ，侵 犯 肾 周 筋 膜 、腰 大 肌 、腹 膜 等 。 行 左

肾 及 肿 物 完 全 切 除 术 。 病 理 诊 断 为 粘 液 性 脂 肪 肉 瘤 。 术 后 1 年

无 复 发 。

2 讨 论

肾 周 脂 肪 肉 瘤 指 起 源 于 肾 周 脂 肪 囊 间 隙 内 的 脂 肪 肉 瘤 ，

本 病 不 易 早 期 发 现 ，出 现 症 状 时 肿 瘤 多 已 较 大 。 表 现 为 腰 背 疼

痛 、腹 胀 、腹 部 肿 块 、乏 力 、消 瘦 等 ，压 迫 周 围 组 织 器 官 可 引 起

肾 积 水 、精 索 静 脉 曲 张 等 相 应 症 状 ［1］。 肿 瘤 恶 性 度 低 ，膨 胀 性 生

长 ，有 完 整 包 膜 ，多 不 具 浸 润 性 ，一 般 不 侵 犯 肾 脏 集 合 系 统 ，血

尿 少 见 ，罕 见 转 移 。 CT 的 诊 断 价 值 较 大 ，CT 能 清 楚 地 显 示 肿

瘤 边 界 ，密 度 较 低 ，有 类 似 脂 肪 样 组 织 密 度 为 其 基 本 特 征 ，有

些 可 见 有 液 化 、坏 死 、囊 性 变 及 钙 化 等 改 变 ，并 能 发 现 肿 瘤 与

肾 脂 肪 囊 或 肾 脏 关 系 ， 显 示 肿 物 致 周 围 脏 器 和 大 血 管 的 受 压

与 移 位 情 况 。 肾 动 脉 插 管 造 影 可 了 解 肿 瘤 血 供 来 源 ，对 明 确 诊

断 帮 助 不 大 。

一 般 采 取 手 术 治 疗 ， 单 纯 切 除 肿 瘤 术 后 容 易 出 现 局 部 复

发 ，在 确 认 对 侧 肾 功 能 正 常 情 况 下 ，行 患 侧 肾 脏 、肾 周 脂 肪 组

织 的 根 治 性 切 除 ，可 减 少 肿 瘤 复 发 ，提 高 生 存 率 。 目 前 国 内 外

腹 膜 后 脂 肪 肉 瘤 5 年 生 存 率 为 32.3%［2］。 Casper 等 ［3］认 为 脂 肪

肉 瘤 的 化 疗 效 果 不 肯 定 ，复 发 肿 瘤 应 争 取 再 次 切 除 。 本 组 1 例

肿 瘤 来 源 于 肾 上 腺 区 ，文 献 未 见 报 道 。 因 两 例 病 人 随 访 时 间 尚

短 ，远 期 疗 效 有 待 进 一 步 观 察 。
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