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摘要 目的  合成人抑制素 Α亚基 个片段和 Β 亚基两个片段 Β2 ∞≤⁄∂ ≤≤± ƒƒ ∂ ≥ƒ2

⁄ • 2⁄•  Β2 ∂ °×  °  ≥  ≠ ≠ ⁄⁄± ⁄± ∂ ∞∞≤ 并制备了相应的单克隆抗体 ∀方法

应用固相多肽合成法人工合成了 个抑制素 Α亚基片段和 个 Β亚基片段 以化学合成的片段作为半抗原 经抗原

和单抗的制备获得 株杂交瘤细胞株 ∀测定了单抗的滴度 !特异性和相对亲和力 ∀结果  单抗的鉴定及特异性分析

实验表明这些单克隆抗体具有特异性 !敏感性和实用性 ∀结论  在这些实验的基础上建立测定血清抑制素水平的

方法是可能的 ∀
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  抑制素≈是由性腺分泌的一种水溶性蛋白 它

由 Α和 Β亚基组成 Β亚基分为 Β和 Β亚基 Α和 Β

亚基通过二硫键连接 ∀抑制素有两种形式 即抑制

素 和抑制素 抑制素  由 Α亚基和 Β 亚基组

成 抑制素 由 Α亚基和 Β亚基组成 ∀两个 Β亚基

ΒΒ ΒΒΒΒ构成激活素√ 它的作

用与抑制素相反 ∀抑制素主要由卵巢颗粒细胞和睾

丸滋养细胞χ产生 在精子的发育 !卵泡

的成熟和胚胎发育过程中起着重要作用 从而调节

生殖和发育过程 ∀抑制素除抑制促卵泡释放激素

ƒ≥分泌外 还在多种组织中起旁分泌和自分泌的

作用 ∀抑制素 Α亚基的  ≈存在于大脑 !垂体 !

脾 !肾上腺等组织器官中 且有广泛的生理活性≈ ∀

抑制素在生殖系统的重要地位和它活性的广泛

性 为抑制素在临床应用开辟了广阔的前景≈ ∀由

于患有生殖系统肿瘤尤其是颗粒细胞瘤 !粘液癌和

滋养细胞瘤的患者血清抑制素水平异常增高 ∀因

此 测定血清抑制素水平有可能作为原发和复发颗

粒细胞肿瘤的一种指标≈  并可用于生殖系统肿

瘤的早期诊断以及肿瘤的原发 !复发 !转移的诊

断≈ ∀将单克隆抗体联合使用≈  优选出特异性

较好的单抗组合方式 分别组装检测抑制素及其亚

基的 ∞≥试剂盒 可用于卵巢粒细胞肿瘤 !粘液
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∞2∏ ∏

癌和滋养细胞瘤的诊断 ∀

因为 Α2片段在不同种属之间比较保

守 一级结构的一致性很强 Α亚基的片段选择主要

是基于蛋白的首尾片段可能是抗原决定簇比较重要

的区域≈ ∀故本文应用固相多肽合成法人工合成

了抑制素 ΑΒ亚基的 个片段 ∀并筛选出了针对

ΑΒ亚基的 株杂交瘤细胞株 鉴定了免疫学特性 

表明这些单克隆抗体具有特异性 !敏感性和实用性 ∀

个亚基的序列如下 

 Α2 

2≥2°22∏2∏22×2∏22×22

∂2×2°2°2≥2°22°22×2≤22

22≤22∏

 Β2 

2∏2∏2≤2222∂222≤2≤2

222°2°2∂2≥2°22222

×222×
 Β2 

∂2°2×22∏22°2 2≥2 2∏2

×2×22222222222

222 22∂2∏2∏2≤2

实 验 部 分

  试剂  各种氨基酸及树脂分别购自美国

°∏ 实验室 !德国 ƒ∏ 和 日本 °

## 药学学报  °∏≥ Β  



∏∀ ƒ 保护氨基酸的侧链保护基分别如

下 ×∏ ≥∏ ∏  

° × ∏∏ ×∏ ≤× ∀

保护氨基酸的侧链保护基分别如下 

¬  ×  ≤  ×  

×  ≤2     ∏  ∀

°树脂自制 1 #    2

 ∗   • 树脂1 #   

2 ∗   ∀胎牛血清 中国医学

科学 院 血 液 研 究 所  ⁄ ∞ 培 养 基 美 国

≥≤∞×≤ƒ≤产品 次黄嘌呤 氨基喋呤和丙酮酸

钠 德国 ƒ 2氮杂鸟嘌呤 美国 ≥∞ ∂ ∞产

品 °∞ 荷兰进口分装 羊抗鼠辣根过氧化物

酶标记抗体 中国军事医学科学院 胸腺嘧啶核苷 

甲状腺球蛋白 碳二亚胺 ∞°∞≥ 秋水仙素和降植

烷 ≥∀

仪器  酶联免疫测定仪 浙江永嘉分析仪器厂 

≤ 细胞培养箱 日本岛津 • 2型 细胞培养

板 美国 ≤ ≥×   产品 ∀反向 ≤柱北京分析仪

器厂装填 !×≥°高效液相仪 2 型氨

基酸分析仪 ∏2∞× ƒ型质谱仪 ∀

1  抑制素片段肽的合成

采用固相多肽合成法 !应用 化学和 ƒ 

化学从 ≤ 端逐步合成 化学采用 ƒ 

∞⁄× 等试剂裂解 ƒ 化学采用苯酚 !

∞⁄×     ×ƒ等试剂裂解 ∀合成的

肽树脂经裂解得粗肽 再经 °≤ 分离得到纯品 ∀

产物经氨基酸分析及质谱鉴定 ∀

2  抗原的制备

用甲状腺球蛋白∏ × 作为载

体 以化学合成的半抗原与载体蛋白偶联形成完全

抗原2×  偶联剂为 ∞⁄≤ 或用 2× 与福氏佐

剂ƒ∏χ∏√混合均匀而成免疫原 以备免

疫动物 ∀

3  单抗的制备

免疫 ≤ 小鼠包括脾内注射快速免疫

法 细胞融合术 单克隆抗体的检测与杂交瘤的筛

选 克隆化培养技术包括有限稀释法 单抗鉴定及

特异性分析 ∀

4  免疫组化的研究

以抗抑制素 ΑΒ 亚基的单抗在生殖系统与非

生殖系统肿瘤中进行免疫组化的比较研究 ∀

结 果 与 讨 论

   Α2的合成见前文≈ 本文补上质

谱 数 据  ∞≥2  ≥  ∏ 1  ∏

1≈     1≈     1≈ 

    ∀两个 Β 亚基片段由于溶解度较差 在

分离纯化中损失较大 收率较低 ∀氨基酸分析数据

和 °≤ 图谱见表  图 和图  ∀  ≥ 数据∞≥2

 ≥为   Β 2  ∏ 1 

∏1≈     1≈     ∀

Ταβ 1  Αµινο αχιδ χοµ ποσιτιον αναλψσισ οφ ΙΝΗ ΒΑ ανδ ΙΝΗ ΒΑ

°  × ≥ ∏  ≤ ∂   ∏ ° ×  ×  °

 Β2                   

          

 Β2                          

             

ƒ  °≤  Β2
∏   1  ×ƒ   ∗

  1 #    

ƒ  °≤  Β2
∏   1  ×ƒ   ∗

  1 #    

##药学学报  °∏≥ Β  



   Α2片段  Β2和 Β2

片段的的单抗研究结果见表  表  表 和表  ∀

Ταβ 2  Ρεσυλτ οφ ΜχΑβ αδδιτιϖιτψτεστ

  ≤       

Α∏∏   

∂ ≤  

∂   

  ∂ ≤      

  ∂       

∂ ≤  ∂       

Β ∏∏   

∂   

  

 ∂       

       

∂         

Ταβ 3  ∆ετεχτιον οφ ΜχΑβ ρελατιϖε αφφινιτψ

≤
    ¬

 ⁄∏  ⁄∏

Α∏∏    Β   Β

∂ ≤   Β    

∂    Β   Β

Β ∏∏    Β   Β

∂    Β   Β

   Β   Β

∂≤   Β   Β

Ταβ 4  ∆ετεχτιον οφ ΜχΑβ σπεχιφιχιτψ

≤
Α

2
Β

2
Β

2
× ƒ≥  3

         

∂         

       

∂≤       

3  ƒ°  × ≤∞   °  ∞ 

≥  ∏√    

   ∏     √

Ταβ 5  ∆ετερµινατιον οφ τηετιτερ οφ ΜχΑβ

≤

×

≤∏∏

∏



∏

°

∏

Α∏∏   Β  Β  Β

∂ ≤ Β Β Β

∂  Β Β Β

Β2  Β Β Β

∂  Β Β Β

 Β Β Β

Β2 ∂≤ Β Β Β

  抗体特异性实验 !相对亲和力测定 !抗原竞争抑

制实验 !抗体的效价测定等证明了作者制备的单克

隆抗体特异性强 亲和性好 ∀同时进行的免疫组化

研究进一步证实了所得单抗的实用性 ∀抑制素 Α

Β亚基的免疫组化结果见表 及表  ∀

Ταβ 6  Ιµ µ υνοηιστοχηεµιστρψ οφ ΜχΑβσ οφ Ινηιβιν Ασυβυνιτ

≥  ≥¬
 

∏√
≥∏

 χ      

×  

≥  

≥  

√ ∏  ƒ    

×  

∏  ƒ  

     

×      

√   ƒ  

√  ƒ  

√   ƒ  

√    ƒ  

√ ∏∏  ƒ    

      

   ƒ   

∞  ƒ  

°    

≥      

## 药学学报  °∏≥ Β  



Ταβ 7  Ιµ µ υνοηιστοχηεµιστρψ οφ ΜχΑβσ οφ ινηιβιν ΒΑ συβυνιτ

  ≥ ∏ °≥ ∏ Β
Β  

Β
 ε  

≥χ   3   

χ    

≥    

≥    

≥    

×      

×     

√ ∏       

√ ∏∏      

√      

√      

≤√¬ ∏∏     

∏     

3 ≥  ∏√        ∏   

 √

  从表 和表 的结果可见 相关生殖系统肿瘤

阳性 对照组将同样浓度的抗体与猪卵泡液中提取

的抑制素共孵后再作为免疫组化的一抗 染色为阴

性 说明反应是针对抗体的 这些结果进一步证实了

人抑制素 ΑΒ 亚基的单克隆抗体的特异性 !敏感

性和实用性 为建立抑制素  的特异性的检测方法

打下了基础 ∀
致谢  氨基酸分析和质谱测定由本所分析室完成 ∀
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≤  122Β 

≈ ∏  ∏ ≈  Χλιν Εν2
δοχρινολ 41Β 

≈ ≤ χ  ≤ ƒ   ετ αλ 

√ ≈  Βρ ϑ Χανχερ 71Β

 

≈ ∏ ≤   ∏≈ 

ϑ Χλιν Ενδοχρινολ Μεταβ  76Β 

≈  ⁄  ⁄∞ ∏   ετ αλ

⁄√√22
∏ ∏2
 ∏≈  Ενδοχρινολ 132Β 

≈  °   ° χ    ετ αλ

⁄    ∏∏  ∏

∏   2  ∏≈ 

Χλιν Ενδοχρινολ 40Β 

≈ ≥ ≥    °≤  ≤ ⁄ ετ αλ ≥

 Α2 Β2∏∏
     ≈  

Ενδοχρινολ 125Β 

≈ 孙颖 鲁桂琛 王德心 等 人抑制素 Α亚基片段的合

成及活性研究≈ 药学学报  31Β 

##药学学报  °∏≥ Β  



ΣΨΝΤΗΕΣΙΣ ΟΦ ΗΥΜΑΝΙΝΗΙΒΙΝ ΒΑ ΦΡΑΓΜΕΝΤΣ , ΠΡΕΠΑΡΑΤΙΟΝ ΑΝ∆

ΓΕΝΕΡΑΤΙΟΝ ΟΦ ΜΟΝΟΧΛΟΝΑΛ ΑΝΤΙΒΟ∆ΙΕΣ ΑΓΑΙΝΣΤ

ΗΥΜΑΝΙΝΗΙΒΙΝ Α ΑΝ∆ ΒΑ ΣΥΒΥΝΙΤΣ

≥≠

 ∏2≥ ∞ °2≥ ÷ ∏2  ÷2⁄  ÷



(1 . Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα ;

2 . Πατηοπηψσιολογψ ∆επαρτµεντ οφ Ηεναν Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Ζηενγζηου 450052 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ: ΑΙΜ  ×  ∏∏Β 2 ∞≤⁄∂ ≤≤2
±ƒƒ∂≥ƒ⁄• ⁄• Β2 ∂ °× °≥≠ ≠⁄⁄±⁄±∂ ∞∞≤ 

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ×∏∏Α2Β2 Β2
 √∏2∏×∏∏

× ΑΒ ∏∏∏∏

∏√  √

ΡΕΣΥΛΤΣ  ×  √∏∏ 

∏√∏ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  
×∏√ 

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : ∏

## 药学学报  °∏≥ Β  




