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摘要!为 了 探 讨’!)3标 记 的 重 组 抗 人U@!!嵌 合 抗 体Sc"&的 生 物 活 性$采 用3,L,P7/法 进 行 单 克 隆 抗 体

Sc"&的’!)3标记$S76I0K.M1S$&""?Z色谱柱分离标记混合物$测定分 离 后 样 品 的 纯 度 与 浓 度&采 用 竞 争

结合法和酶联免疫吸附法"EB3S=#测定纯化后样品的活性&抗体经过放射性标记后$放化纯度"%%d$回收

率">#d&’!)3$Sc"&的生物活性与未标记抗体差异没有显著性$/W"9%"#&用’!)3$Sc"&筛选U@!!抗原表

达量最多的细胞$在Z0fJ’@0-LJ和Z0O,4细胞中$Sc"&与Z0O,4细胞的特异性结合量最多$每个细胞的结

合量为’9&6O,1&以上结果表明$3/L,P7/法可以用于单克隆抗体Sc"&的标记$标记后 不 影 响Sc"&的 生

物活性&

关键词!’!)3标记!人鼠嵌合抗U@!!单克隆抗体!Sc"&!生物活性

中图分类号!Ae>(&!Z*’#!e(%#!!文献标志码%=!!文章编号%’"""$#)’!"!""*#"’$""!"$")

S’$)(&’T’&.;55).5)6-;11*’()&’$6$/>?B8
G)9#*#-7,0)6Q$,5#:"’0#%’(;6&’F:4??Q$6$(*$6)*;6&’9$-.+QHA

BGTJ/P$6J/P’$!$cE:V‘IJ$M-/’$bGHJ/P$1J0/P!$

b=:VcJ/$N7J!$@CGV-J$20/P’

"’CP.(&E()/.’+,%"%+-,6K-,&-$%("()*’QD.&8$!"#$%$&$’()9.-"#)&#%("7’2%+%"’$

5+-2’41()7%,%$-.17’2%+-,@+%’"+’$F’%G%"8’""*)"$30%"-!

!C@0’"1-"8/0-.4-+’&$%+-,J"%K’.#%$1$@0’"1-"8’’""’($30%"-#

;95&%)(&%A,J/Q745JP0575I7<J,0K5JQJ5M0/L0661JK05J,/,2’!)310<717LI-O0/O,-47KIJO7.JK
O,/,K1,/01Sc"&$Sc"&N0410<717LNJ5I’!)3-4J/P3/L,P7/O75I,L9AI710<717LOJR5-.7
N046-.J2J7L<MS76I0K.M1S$&""?Z4760.05J,/KI.,O,467K5.M9AI76-.J5M0/LK,/K7/5.0$
5J,/,24760.057L2.0K5J,/4N7.7L757.OJ/7L<M?TBU0/LT.,57J/=440MYJ5$.7467K5JQ71M9
U,O675J5JQ7<J/LJ/PO75I,L0/LEB3S=O75I,LN7.7-47L2,.<J,0K5JQJ5M0440M49’!)3$Sc"&
N040661J7L5,4K.77/K7111J/74NIJKI7R6.7445I7O,450<-/L0/5U@!!0/5JP7/9AI76-.J5M



0/L.7K,Q7.M,2’!)3$Sc"&N7.7"%%d0/L">#d!.7467K5JQ71M9AI7<J,0K5JQJ5M,2’!)3$
Sc"&0/LSc"&I04/h54JP/J2JK0/5LJ227.7/K7J/4505J45JK49Z0O,4K7111J/7I0L5I745.,/P745
467KJ01.0LJ,0K5JQJ5MNI7/’!)3$Sc"&<,-/LNJ5IJ/Z0fJ!@0-LJ0/LZ0O,4K7111J/7493/L,$
P7/O75I,LJ40P,,LN0M5,10<71?-O0/O,-47KIJO7.JK0/5J$U@!!O,/,K1,/010/5J<,LM
Sc"&0/L5I710<71NJ11/,50227K55I70K5JQJ5M,2Sc"&9AI7’!)3$Sc"&/,5,/1MK0/<7-47L
2,.L757K50P7/5!<-5014,O0M<76-5J/5,O0.X752,.:?B5I7.06M9
<#. =$%-5" ’!)310<71J/P#I-O0/ O,-47 KIJO7.JK 0/5J$U@!! O,/,K1,/01 0/5J<,LM#

Sc"&#<J,0K5JQJ5M

!!非霍奇 金 氏 淋 巴 瘤$:?B%形 态 多 样!具 有

不同的分子特点&临床表征&生物学特征&治疗的

反应率和存活率’在过去的几十年中!其主要治

疗方法为放疗和化疗’单克隆抗体治疗药物的

开发为其提供了新的治疗手段!可以使病人有效

地避免放疗或化疗的毒副作用!并减少对这些方

法的依赖’抗U@!!抗 体 成 为 其 中 引 人 注 目 的

一员!因为它特异性表达于("d!*"d:?B细

胞表面(’)’Sc"&是人鼠嵌合单克隆抗体!特异

性识 别 人 U@!!抗 原’文 献(!)的 研 究 表 明!
Sc"&有可能成为治疗:?B的有效药物’本工

作拟对Sc"&进 行’!)3标 记!研 究’!)3的 标 记 是

否影响其生 物 活 性#并 观 察 其 在 @0-LJ&Z0fJ和

Z0O,4非霍奇 金 氏 淋 巴 瘤 细 胞 中 的 表 达!以 期

为放射性标记Sc"&的临床和非 临 床 应 用 提 供

参考’

>!材料与方法

>@>!主要试剂

人鼠嵌合抗U@!!单克隆抗体Sc"&$批号"
ST$"">$"&"(’($""&!浓 度%9’P*B[’%"深 圳 龙

瑞公 司 产 品#3,L,P7/"SJPO0公 司 产 品#:0’!)3
$放化纯度"%%d%"=O7.4I0O公司产品#U@!!
抗原"T76.,57KI公司 产 品#生 物 素 标 记 试 剂 盒"
美国TE3ZUE公司产品#蛋白定量试剂盒$FU=
T.,57J/ =440M YJ5!B,5) E’("%#*%"美 国

TE3ZUE公司产品#U@!!抗原EB3S=竞争结合

试剂 盒"晶 美 公 司 定 制#荧 光 异 硫 氰$Sc"&$
;3AU$Sc"&%"SJ/0c0<3/K公 司 产 品#Sc"&标

准蛋白"深圳龙瑞公司提供’
@0-LJ&Z0fJ和Z0O,4非霍奇金氏淋巴瘤细

胞"美 国 =AUU公 司 产 品!培 养 于 ZTc3’(>"
完全培养基中!置&#j&)dUC! 培养箱中’
>@?!主要仪器

=PJ17/5’’""高 效 液 相 色 谱 分 析 仪"美 国

=PJ17/5A7KI/,1,PJ74公 司!配 有 V’&’’=四 元

泵&V’&’>= 可 调 波 长 G8 检 测 器&V’&’(= 恒

温 箱&真 空 脱 气 机 及 =PJ17/5化 学 工 作 站#
S76I0K.M1S$&""?Z$’KOg)"KO%凝 胶 制 备

柱" 美 国 TI0.O0KJ0 公 司# ASY$VEB
V&"""SbDBK,1-O/ $)&O!!)" OOg#9*
OO%色谱柱"日本ACSC?公司#"放射性检测

仪"美国T=UY=Z@公 司#EBD$*’"型 酶 联 仪"
美国FJ,$57X公 司#UC! 细 胞 培 养 箱"上 海 力 申

科学仪器有限公司#b0110KbJa0.L’>#"自动"
计数器"美国T7.XJ/E1O7.公司’

?!实验方法

?@>!>?B8F+QHA的标记及放化纯度测定

利用3,L,P7/法进行Sc"&的’!)3标记’标

记反应混合物经S76I0K.M1S$&""?Z凝胶柱分

离纯化!洗脱液为"9"!O,1+B6?#9>磷酸缓冲

液$TFS%!流 速("OB+I’分 部 收 集 洗 脱 液!
b0110K’>#""计数仪测定其"放射性!在放射性

峰处同时监测蛋白浓度’用凝胶高效液相色谱

$S?TBU%法测定标记物的放化纯度’
?@?!>?B8F+QHA与+QHA竞争实验

取!)OB培 养 瓶 中 培 养 的 对 数 生 长 期 的

Z0O,4淋巴瘤细胞!用ZTc3’(>"无血清培养

基调细胞浓度 为’")+OB!加 入’9)OB离 心 管

中!每管’""&B’将Sc"&稀释成’"个浓度的

样品!依 次 为&9’)&’&"9)&"9’&"9")&"9"’&"9
"")&"9""’&"9"""’&"9""""’P+B!各取’""&B
加入到 前 述 离 心 管 中!每 个 浓 度 设 两 个 复 管’
’!)3$Sc"&的 稀 释 终 浓 度 为"9"’")P+B!各 取

’""&B也分别加入到前述离心管中’所有样品

混匀后!将离心管置于&#j&)dUC! 培养箱中

培养&I后取出’每管加"9"’O,1+B6?#9>的

TFS洗涤!用"计数器计数’
用酶联板包被U@!!抗原!取Sc"&!OP+

B!依次!倍 梯 度 稀 释 至 终 浓 度 为"9’)(OP+
B#’!)3$Sc"&稀释至与Sc"&相同系列浓度#生

物素 标 记Sc"&稀 释 为!9)OP+B’各 取!""

&BSc"&和’!)3$Sc"&分别与稀释后的 生 物 素$
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Sc"&按体积比’_’混合!混合后的样品按每

孔’""&B加至%(孔酶联板!每个浓度设!个复

孔!空白孔加样品稀释液"酶联板在&#j下孵

育!I后洗板!按每孔’""&B加亲和素$辣根过

氧化酶!&#j下孵育’I"洗板!显色!终止"用

酶标仪在>)"/O处测定每孔的C@"
?@A!>?B8F+QHA的初步应用

取适量对数生长期的Z0fJ#@0-LJ和Z0O,4
细胞!离心去 除 培 养 液!用TFS溶 液 洗 涤 后!加

入无血清ZTc3$’(>"培养液调细胞浓度至’g
’")$OB"取%支"9)OB离心管!分别在各管加

’""&BZ0fJ#@0-LJ和Z0O,4细胞溶液!每种细

胞设&个 平 行 样 品"与’!)3$Sc"&和TFS共 孵

育 的 细 胞 组 作 为 总 结 合 组!与’!)3$Sc"& 和

Sc"&共孵 育 的 细 胞 组 作 为 非 特 异 性 结 合 组"
总结合组加入’"OP$B’!)3$Sc"&和TFS%非特

异性 结 合 组 加 入 未 标 记 的Sc"&和’!)3$Sc"&!
未标记Sc"&最终浓度为’!)3$Sc"&浓度的&""
倍"每组设&个平行样品"将样品在&#j#)d
UC!#饱和湿度下培养&I!然后于>j放置"9)
I"离心!弃 上 清"洗 涤 未 结 合 的’!)3$Sc"&""
计数仪测定与细胞结合的"计数"

每个细胞结合的Sc"&量的计算方法&
每个细胞 结 合Sc"&的 量W’每 管 细 胞 结

合’!)3$Sc"&的 总 放 射 性[非 特 异 性 结 合 放 射

性(g’!)3$Sc"&的放射性$每管加入细胞的数量

?@K!P8!:F+QHA与淋巴瘤细胞表面抗原的结合

取适量对数生长期Z0fJ#@0-LJ和Z0O,4细

胞!离心去除培养液"用含’d叠氮钠的TFS溶

液洗涤两 次!用 含’dFS=的TFS调 细 胞 密 度

至>g’"($OB!加入’9)OB离心管中!每管"9)
OB"每管加入>&B;3AU$Sc"&!以##!’细胞

作阴性对照"将加有淋巴瘤细胞的离心管置于

冰上孵育&"OJ/!离 心!用TFS洗 涤"细 胞 用

>d多聚甲醛固定’)OJ/!离心!弃上清!细胞用

TFS洗涤!然后用"9)OBTFS重悬"样品直接

送检或放置>j冰箱’周内检测"

A!结果与讨论

A@>!>?B8F+QHA的放化纯度测定

Sc"&和 ’!)3$Sc"&的 液 相 色 谱 图 示 于 图

’"S?TBU法&次 重 复 测 定’!)3$Sc"&的 放 化

纯度为%%9!d "̂9)d"对比图’=与图’F!可
以看出!Sc"&和 ’!)3$Sc"&的保留时间相同!均
为#9*OJ/"这表明标记后的Sc"&没有裂解或

集聚"
’!)3$Sc"&纯化后的放射性和蛋白浓度曲线

示 于 图!"由 图!可 以 看 出!标 记 混 合 物 经

S76I0K.M1S$&""?Z凝胶过滤层析后!放射性主

峰与 蛋 白 质 主 峰 重 叠!洗 脱 保 留 体 积 为’!9"
OB"蛋白FU=法定量测试结果表明!洗脱出的

放射 性 主 峰 为’!)3$Sc"&"S76I0K.M1S$&""?Z
层析蛋白质 回 收 率 为(%9*d%"计 数 器 检 测 放

射性!放射性回收率为>#9"d"

图>!+QHA!;"和 >?B8F+QHA!S"的液相色谱图

图?!>?B8F+QHA纯化后的放射性和蛋白浓度曲线

*)))放射性%,)))蛋白浓度

A@?!>?B8F+QHA标记前后生物活性的鉴定
’!)3$Sc"&与Sc"&竞 争 结 合 Z0O,4细 胞

表面上U@!!的S型曲线图示于图&"由图&可

见!Sc"&浓度是’!)3$Sc"&浓度"9""’!&""倍

时!Sc"&对’!)3$Sc"&有 竞 争 结 合 作 用!Sc"&
和’!)3$Sc"&与U@!!抗原结合的竞争呈剂量依

赖性!说明’!)3$Sc"&和Sc"&与Z0O,4细胞结

合是同一位点!’!)3$Sc"&对U@!!抗 原 的 高 亲

和 力 没 有 因 为’!)3标 记 而 破 坏"’!)3$Sc"& 和

Sc"&与U@!!抗 原 的 结 合 活 性 比 较 示 于 图>"
图>显示!标记前后Sc"&对U@!!包被板浓度$
吸光 度 曲 线 的 半 数 最 大 结 合 浓 度 相 近!分 别 为

!! 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!’卷!



"9!""OP!B和"9!"&OP!B"单因 素 方 差 分 析

结果表明标 记 前 后Sc"&与U@!!的 结 合 性 质

差异无统计学意义#/W"9%"#$"

图A!>?B8F+QHA与+QHA竞争结合

U)0$5细胞表面上:4??的+型曲线

图K!>?B8F+QHA和+QHA
与:4??抗原的结合活性比较

(%%%’!)3$Sc"&&-%%%Sc"&

A@A!不同淋巴瘤细胞表面:4??抗原的表达量

标记前后Sc"&与U@!!抗 原 结 合 实 验 结

果示于图)"由图)可见’Z0fJ(@0-LJ与Z0O,4
细胞株均属于高表达U@!!的 人 非 霍 奇 金 氏 淋

巴瘤细胞’存在与’!)3$Sc"&的特异性结合"根

据总结合量与非特异性结合量的差值计算特异

性结合)>$)*’并比较&株细胞的特异性结合量’结
果表明’Z0fJ(@0-LJ细 胞 对’!)3$Sc"&的 结 合 量

远少于Z0O,4细胞"根据’!)3$Sc"&的活度’可

以得出每个Z0O,4细胞结合’!)3$Sc"&量为!"
6P#"9’&2O,1$’与@0-LJ和Z0fJ细 胞 结 合 量 为

*9*6P#"9"(2O,1$和’"9!6P#"9"#2O,1$"

图B!U)V’!4),-’和U)0$5细胞

与>?B8F+QHA的结合

%%%总结合量& %%%特异性结合量&
%%%非特异性结合量

A@K!P8!:F+QHA与淋巴瘤细胞表面抗原结合

用流式细胞仪测定了;3AU$Sc"&与##!’(
Z0fJ(@0-LJ与Z0O,4细 胞 株 的 结 合 能 力’结 果

示于图(’由 图(可 知’’!)3$Sc"&与Z0fJ(@0-LJ
与Z0O,4细胞株的结合特点与;3AU$Sc"&相

似"Z0O,4细 胞 结 合 量 最 多’其 次 为 @0-LJ和

Z0fJ细胞"阴性对照##!’细胞与Sc"&没有结

合"以上 结 果 表 明’Z0O,4表 达 U@!!的 量 较

多"样品中;3AU荧 光 标 记 细 胞 大 于 总 细 胞 数

的%!d’显示绝大多数的淋巴瘤细胞表达U@!!
抗原"荧光抗体标记实验证明Z0O,4细胞表面

U@!!抗原表达量最丰富’这与’!)3$Sc"&标记后

测定淋巴瘤细胞表面U@!!抗原量的结果相同"

图M!P8!:F+QHA与淋巴细胞表面抗厚的结合

0%%%##!’细胞&<%%%@0-LJ细胞&K%%%Z0fJ细胞&L%%%Z0O,4细胞&c’%%%与U@!!结合的细胞范围
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K!结!论

在本实验中!采用3/L,P7/方法对嵌合抗体

Sc"&进行 了’!)3标 记!标 记 后Sc"&活 性 与 未

标记抗体的活性没有统计学差异!即’!)3与抗体

结合没有影响它与抗原的结合能力!说明3/L,$
P7/方法 可 以 用 于Sc"&的’!)3标 记!并 且 不 会

影响抗体生物活性"Z0O,4细胞为U@!!抗 原

表达量最 多 的 细 胞!但 并 不 意 味 着Sc"&对 与

Z0O,4具有相似细胞结构和生物特性的淋巴瘤

有更好的杀伤作用!已有文献#&$证 明!抗 体 的 治

疗作用与抗原的表达量无必然相关性!只能作为

参考"有研究#($表明!U@!!抗原的表达量 要 远

低于U@!"抗 原"但 表 达 量 低 并 不 意 味 着 治 疗

效果差!因为不同抗体作为靶点的治疗机理是不

同的"U@!"抗 原 主 要 作 用 机 理 是 对 靶 细 胞 的

杀伤作用!而U@!!抗原主要作用机理是对靶细

胞的调理 作 用"本 研 究 小 组 正 在 申 请 将Sc"&
用于治疗非霍奇金氏淋巴瘤和自身免疫性疾病

%如红斑狼疮&的临床实验"
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专利简讯!

将铀""#与锕系元素"##和$或锕系元素""#分离的方法及其应用

)公开日*!""#9’’9!’!!!)分类号*V!’U’%(>(
)公开号*U:’"’"#(*(* )申请日*!"">9’’9’#!!!)申请号*!"">*""!")>>9%
)申请人*原子能委员会+通用核材料公司

)文摘*本发明涉及一种从选自除铀%*&以外的锕系元素%+&和锕系元素 %*&的一种或多种锕

系元素分离铀%*&的方法!其特征在于该方法包括以下步骤’0&使不与水混溶,含有所述铀和一种或

多种所述锕系元素的有机相与含有至少一种缺位杂多阴离子的酸性水溶液接触!如果所述锕系元素

或至少一种所述锕系元素为锕系元素%*&!则该有机相还要与可以选择性还原该锕系元素%*&的还

原剂接触+<&从 所 述 水 溶 液 中 分 离 所 述 有 机 相"应 用’乏 核 燃 料 再 处 理!稀 土,钍 和(或 铀 矿 石 的

处理"

>! 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!’卷!


