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摘要 研究不同偶联方法制备的力达霉素 ⁄ 与抗 ∂型胶原酶单抗 免疫偶联物的选择性抗肿瘤作用 ∀

采用 ≥°⁄°和 ≥ ≥作为偶联剂 将 ⁄ 辅基蛋白 位赖氨酸与 2亚氨基四氢噻吩修饰的单抗 连接 制备免

疫偶联物 ∞≥法测定偶联物的免疫活性 克隆形成法及人  ×2细胞免疫缺陷小鼠移植模型观察两种偶联物

的抗肿瘤作用 ∀偶联物保留了单抗 对 ∂型胶原酶的免疫活性 2≥ ≥2⁄ 对体外培养的  ×2细胞

的杀伤作用强于 ⁄ 和 2≥°⁄°2⁄ ∀动物实验显示  ⁄ 在等摩尔剂量条件下 2≥ ≥2⁄ 的抑瘤率为

1 游离的 ⁄ 组为 1  2≥°⁄°2⁄ 组为 1  2≥ ≥2⁄ 的抑制作用显著增强 ∀ 2

≥ ≥2⁄ 组动物的平均生存时间延长为 1  2≥°⁄°2⁄ 组为 1  ⁄ 组为 1  2≥ ≥2

⁄ 能显著延长荷瘤鼠的生存期 两个偶联物之间有显著性差异 ∀ 2≥ ≥2⁄ 偶联物更具有选择性抗肿瘤作

用 疗效显著提高 荷瘤动物生存期延长 毒性明显降低 可能成为新的肿瘤治疗药物 ∀

关键词 免疫偶联物 力达霉素  ∂型胶原酶 单克隆抗体 靶向治疗
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Κεψ ωορδσ: ∏∏  ∂   

  肿瘤靶向治疗是提高肿瘤治疗效果的一条重要

途径 ∀以单抗作为靶向载体与化疗药物 !放射性核

素 !毒素等弹头药物组成免疫偶联物 可以提高肿瘤

治疗的选择性 ∀基质金属蛋白酶   °参与肿瘤

的生长和扩散过程 在多种肿瘤中过度表达 是向肿

瘤运载高效细胞毒药物的重要靶标 ≈ ∀   °家族

的重要成员 ∂型胶原酶可以降解基底膜中作为其

他组分构建支架的 ∂型胶原 从而有利于肿瘤细胞

破坏和穿透基底膜进行侵袭和转移 并在肿瘤的新

生血管形成过程中发挥重要的作用 ≈ ∀本研究室

制备的抗 ∂型胶原酶单抗 可以与 ∂型胶原酶特

异结合并抑制其活性 ∀

抗肿瘤抗生素力达霉素 ⁄ 又称

≤ 2对肿瘤细胞有较强的杀伤力 是研制单抗导

向药物的高效 /弹头 0药物 ≈
其偶联物在小鼠肿

瘤模型中显示了确切的疗效 ≈ ∀偶联方法在偶联

物活性物质的释放中发挥重要作用 抗 ≤⁄抗体

与加里奇霉素偶联物连接方法的不同导致了偶联物

活性的显著性差异 ≈ ∀偶联物连接键的不同直接

影响偶联物在体内的清除速度 不可断裂的硫醚键

连接的免疫毒素比可切割的二硫键连接的免疫毒素

稳定 体内代谢明显变慢 ≈ ∀本研究以此为基础 

定向制备了由两种交联剂连接的抗 ∂型胶原酶单

抗 与 ⁄ 辅基蛋白赖氨酸 2位偶联的新型

免疫偶联物 并观察其体内外的抗肿瘤作用 ∀

材料与方法

药物与试剂  ⁄ 由本所金莲舫教授提供 ∀

单抗 为本室制备 ∀ ∂型胶原酶 !辣根过氧化

物酶标记的羊抗小鼠 抗体 !四氮唑蓝  ××等

购自 ≥公司 2亚氨基四氢噻吩 !Ν2琥珀酰亚胺 2

22吡啶二巯基 丙酸酯 Ν2∏ 22

 ≥°⁄°和间 2马来酰亚胺苯

甲酸 2Ν2羟基磺酸琥珀酰亚胺酯  µ 22

2Ν2¬∏∏≥ ≥均购

自 °公司 ≥ ≥2   丙烯葡聚糖凝

胶 !°⁄2脱盐柱购自 °公司  °  

干粉为 公司产品 ∀其他常规生化试剂均为

分析纯 ∀

肿瘤细胞株与动物  人纤维肉瘤 ×2细

胞由本室传代保存 ∀实验用 裸小鼠  ∗ 

周龄 体重  ∗  由中国医学科学院实验动物研

究所提供 ∀

单抗 3Γ 11与 Λ∆Μ免疫偶联物 (3Γ 112Λ∆Μ )

的制备  单抗 用 1 # 
硼酸盐缓冲液

 1调整至  # 

用  # 


2亚

氨基四氢噻吩在充氮气的条件下于室温反应 

反应结束后交换缓冲液并离心浓缩 ∀另取

⁄溶解于转胺缓冲液中室温搅拌反应  用磷

酸盐缓冲液平衡的 °⁄2脱盐柱交换缓冲液 经浓

缩离心后得到 端 位丙氨酸 Α2氨基转变为酮基

的 ⁄ ∀ 2≥°⁄°2⁄ 的制备 将修饰后的

⁄加入二甲基甲酰胺 ⁄ ƒ溶解的 ≥°⁄°室温

反应  °⁄2柱脱盐除去未反应的 ≥°⁄°浓

缩离心后立即与 2×修饰的抗体反应 室温过夜 ∀

2≥ ≥2⁄的制备 将上述修饰后的 ⁄ 加

入二甲基甲酰胺溶解的小分子交联剂 ≥ ≥将两

者混合室温反应 ∀ °⁄2脱盐柱除去未反应的

≥ ≥浓缩离心后立即与 2×修饰的抗体混合反

应  ∀反应产物分别经过凝胶 ≥≥2

  柱除去未反应的修饰后的 ⁄ 得到纯化的偶

联物 ∀

偶联物中各组分的分子比计算  根据 ⁄ 在

 附近有特征吸收的肩峰 将 2⁄ 稀释

至一定浓度后检测  吸收度值 扣除相应浓度

的吸收度值 其差值对应 ⁄在  的标

准曲线即可得到偶联物中 ⁄的含量 进一步得到

相应的辅基蛋白的含量 再根据 ⁄辅基蛋白的含

量推算出其在  的吸收度值 ∀根据光吸收的

加合性 ≈
用偶联物在  的吸收度值减去

⁄辅基蛋白在  的吸收度值计算出单抗

在  的吸收度值 进而得到 的含

量 再计算出 和 ⁄的分子比 ∀

2⁄偶联物在  和  的吸收

度分别为 

 Α  Ε #  Χ  Ε⁄  #  Χ⁄ 

 Α  Ε #  Χ  Ε⁄  #  Χ⁄ 
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将 除以 得到 

  
Χ⁄

Χ


ΡΕ #   Ε # 

Ε⁄  #   ΡΕ⁄  # 



其中 Ρ  Α Α ∀根据 式可计算出 ⁄

和 的分子比 ∀

偶联物的免疫活性分析  以 法进行蛋

白定量 蛋白浓度调整为一致后 用间接 ∞≥法

测定 和 2⁄对 ∂型胶原酶和 ×2

细胞的免疫活性 计算亲和力常数 考察偶联前后

单抗对 ∂ 型胶原酶以及 ∂ 型胶原酶高表达的

×2细胞的免疫活性的变化 ∀

体外细胞增殖抑制实验  取对数生长期的

×2细胞以细胞数 孔接种于 孔培养板 

 ε  ≤ 细胞培养箱培养  ∀加入无血清

 ° 培养液  Λ稀释的药物 每浓度 

孔 无药对照孔加入无血清  ° 培养液 

Λ继续培养  ∀轻轻吸去培养液 每孔加入无血

清  ° 培养液  Λ轻轻洗涤 次 然后每

孔加入新鲜的  ° 培养液  在 ≤细胞

培养箱内继续培养  在倒置显微镜下计数每孔克

隆数 大于 个细胞计为 个克隆 计算克隆形

成百分率 ≈ ∀

3Γ 112Λ∆Μ偶联物对免疫缺陷小鼠移植性人

纤维肉瘤 ΗΤ21080的治疗作用  将 ×2细胞

接种至 裸小鼠右侧腋窝 ∀传代后取新鲜肿

瘤组织接种于裸小鼠右侧腋窝皮下 接种后  和

 静脉注射给药 次 ∀实验期间每  称体重 

次并测定肿瘤大小 根据公式 ς  αβ

计算瘤块

的体积  α为长径  β为短径 ∀同时每天观察动物

的死亡情况 ∀

统计学处理  皮下肿瘤体积以 ξ ? σ表示 采

用 τ检验进行差异显著性分析  Π  1为差异有

显著性意义 ∀

结果

1  3Γ 112Λ∆Μ偶联物的制备

⁄辅基蛋白 端 位丙氨酸 Α伯氨基和转

胺缓冲液中的乙醛酸钠反应转变为羰基 其 位

赖氨酸的 Ε伯氨基和交联剂 ≥°⁄°反应 在辅基蛋

白上引入吡啶二硫基 °⁄°2⁄ 或者  ⁄ 发生

上述转变后和 ≥ ≥反应 在辅基蛋白上引入马来

酰亚胺基  2⁄ 单抗经 2×的修饰引入了巯

基 巯基化的单抗 2≥与 °⁄°2⁄ 反应或者

与  2⁄反应 最终通过二硫键将 和 ⁄

连接起来 ∀两种方法偶联的 2⁄偶联物的结

构见图 所示 ∀

偶联物过 ≥≥2凝胶柱纯化 得洗脱

曲线见图 其中第 峰为偶联物 第 峰为 ⁄ ∀

通过分光光度法测定的偶联物 Α和 Α值 计算

⁄和 的比例 结果 在  几乎无

吸收 所以 Ε #  Υ ∀绘制 ⁄和 在

 及  处光吸收的标准曲线 求出吸光

系数 Ε# 
 # 


分别为 Ε⁄  #  

1 Ε⁄  #   1 Ε #   1∀

Φιγυρε 2  ≥  2⁄ ∏ 

≥ ≥2  ¬∏ 

≤∏ ≥ ≥2 1  ≅   °

 2⁄ ∏ ° ∏⁄

Φιγυρε 1  ≥∏∏2≥°⁄°2⁄ 2≥ ≥2⁄ ∏∏
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根据公式得到偶联物分子中 ⁄ 和 的分子

比约为 Β∀由于两种方法得到的偶联物的凝胶过

滤纯化情况以及全波长扫描图谱均相似 以下仅列

出其中的一个批次偶联物的分离情况 ∀

2  3Γ 112Λ∆Μ偶联物的免疫活性

因为两种偶联方法对于抗体的改变是相同的 

所以两种偶联物的免疫活性相似 在此共同表示为

2⁄ ∀ ∞≥ 结果表明  两种偶联物对

×2细胞的免疫活性与 相比有所降低

图 ∀亲和常数测定表明  和 2⁄对

于 ∂ 型胶原酶的亲和常数分别为 1 ≅ 
及

1 ≅ 


# 

对于 ×2细胞的亲和常

数分别为 1 ≅ 
及 1 ≅ 


# 


偶联

物保留了单抗对抗原和抗原高表达细胞的免疫反应

性 但偶联物结合能力与 相比略有降低 偶联

物对 ∂型胶原酶的亲和力约为偶联前的 对

×2肿瘤组织的亲和力约为偶联前的 ∀

Φιγυρε 3  ×∏√  2
⁄ ∏ ×2  ∞≥

3  3Γ 112Λ∆Μ偶联物对体外培养细胞的增殖抑制

作用

比较 2⁄偶联物和游离 ⁄ 对靶细胞

×2的细胞集落生成的抑制作用 结果表明 

2≥°⁄°2⁄  2≥ ≥2⁄ 和 ⁄ 抑制

集落生成的浓度 ≤ 分别为 11和

1 # 

偶联物的作用强于 ⁄ 其中以

≥ ≥为交联剂的偶联物对靶细胞的克隆形成抑制

作用最强 为游离 ⁄的 1倍 图 ∀

4  3Γ 112Λ∆Μ偶联物对免疫缺陷小鼠移植性肿瘤

ΗΤ 21080的抑制作用

裸鼠皮下接种 ×2瘤块  后 静脉注射

⁄及偶联物 次 第 天再给药 次 ∀在实验第

天 各组的抑瘤率分别为 ⁄ 组 1  

组 1  2≥°⁄°2⁄组 1  2≥ ≥2

⁄组 1 ∀结果表明 偶联物与 ⁄ 以及对

照相比 对 ×2移植瘤的生长均具有显著抑制

作用 其中 2≥ ≥2⁄ 偶联物的抑瘤率高于

2≥°⁄°2⁄组 两组之间有显著性差异 图 

表 ∀

Φιγυρε 4     ⁄  2
⁄ ∏     ×2  



Φιγυρε 5  2⁄ 1 # 

  ⁄

1 # 

  ×2 

∏ ⁄∏√ ≅    

 ∏ ν 

生存期观察提示 2⁄ 偶联物和 ⁄ 均

能明显延长生存期 ⁄组的平均生存时间延长为

1  2≥°⁄°2⁄ 组 为 1  2

≥ ≥2⁄组为 1 其中 2⁄偶联物对

×2肿瘤移植裸鼠的生存期延长作用与 ⁄

相比有显著性差异 2≥ ≥2⁄组的生存期延

长作用高于 2≥°⁄°2⁄组 两组之间有显著性

差异 图 表 ∀实验期间各组动物一般状况良

好 可耐受所用剂量 ∀
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Ταβλε 1    ∏∏

  ∏

∏
⁄

#  • ≤ 
×∏√∏







≤ 1  1 1 ? 1 1  

 1  1 1 ? 1 1

⁄ 1  1 1 ? 1 1ϖ ϖ

2≥°⁄°2⁄ 1  1 1 ? 1 1ϖ ϖ 3

2≥ ≥2⁄ 1  1 1 ? 1 1ϖ ϖ 3 σ

⁄∏  √ ≅       ∏

  ∏   • ≤ √

  ν   ξ ? σ ϖ ϖ Π  1 ϖσ∏
3 Π  1 ϖσ ⁄ ∏

σ Π  1 ϖσ 2≥°⁄°2⁄

∏

Φιγυρε 6  2⁄ ∏  

∏√√∏  ×2

¬ ⁄∏√ ≅    

 ∏

Ταβλε 2  ∞  2⁄  ⁄  

∏√√∏×2

∏
⁄

# 

 

∏√√
≥ 



∏√√

≤  1  

 1 1 1 

⁄ 1 1 1 

2≥°⁄°2⁄ 1 1 13 

2≥ ≥2⁄ 1 1 13 3 ϖ 


≥   (Τ  Χ) /Χ Χ   ∏√√

 Τ   ∏√√∏



∏√√√  ∏√√ ν 


3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ ⁄ ∏

ϖ Π  1 ϖσ

2≥°⁄°2⁄ ∏

讨论

本研究表明 单抗 对 ∂型胶原酶高表达

的 ×2细胞和肿瘤组织均体现了良好的免疫

反应性 ∀用新方法定向制备的 2⁄偶联物保

留了单抗 对抗原的结合活性 ∀烯二炔类抗肿

瘤抗生素 ⁄ 具备高效的特点 本研究免去中间

载体 而按照 Β分子比通过小分子交联剂将 ⁄

与单抗连接 这有助于偶联物的小型化 ≈ ∀体外

细胞毒研究表明 以小分子交联剂连接单抗和 ⁄

制备的免疫偶联物显示了较强的细胞毒作用 这可

能是由于偶联物通过单抗和肿瘤细胞表面高表达

的抗原相结合而浓集继而杀伤细胞导致的 ∀偶联

物对裸鼠体内移植的 ×2的生长有显著抑制

作用 与游离 ⁄相比抗肿瘤作用明显增强 同时

偶联物显著延长动物的生存期  2≥°⁄°2⁄

组延长 1  2≥ ≥2⁄组延长 1 

提示偶联物具有更强的选择性作用 以及更低的毒

性 ∀

偶联方法的选择可能对偶联物中活性物质的释

放起至关重要的作用 ≈
本研究表明不同的交联剂

和交联方法制备的免疫偶联物的体内抗肿瘤活性不

同 在抗肿瘤作用以及对荷瘤动物的生存期的延长

方面 以小分子交联剂 ≥ ≥为中介得到的硫醚键

连接的免疫偶联物与以 ≥°⁄°为中介得到的可切割

的二硫键连接的偶联物相比 两者有显著性差异 前

者的抗肿瘤作用更强 显示了其更强的选择性作用 

提示硫醚键连接的偶联物更适合在体内应用 ∀这种

更强的选择性作用可能和连接键的稳定性有关 因

为连接键在体内是否容易断裂是影响其在体内清除

的重要因素 以 ≥ ≥连接得到的不可断裂的硫醚

键连接的偶联物比以 ≥°⁄°连接得到的可切割的二

硫键连接的偶联物稳定并且在体内代谢相对较

慢 ≈ ∀

上述研究结果提示 新制备的 2≥ ≥2⁄

偶联物具有比游离 ⁄以及 2≥°⁄°2⁄偶联

物更高的疗效 ∀动物实验结果显示 硫醚键偶联物

更适合在体内应用 表明了此偶联方法的可行性 
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