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摘要 目的  研制一种以单抗 ƒχ片段为基础的抗肿瘤导向药物 ∀方法  制备单抗  ƒχ片段及其与平阳

霉素°≠  偶联物 ƒχ2°≠  后 测定 ƒχ2°≠  与肿瘤细胞的免疫反应性 !偶联物中 °≠  的抑菌活性 !对肿瘤细

胞的杀伤作用和体内抑瘤作用 ∀结果  ƒχ及 ƒχ2°≠  保持了与靶细胞 ≤的免疫反应性 偶联物中 °≠  的抑

菌活性为游离 °≠  的   ƒχ2°≠  对 ≤细胞的杀伤作用强于 °≠  对非靶细胞 的杀伤作用与 °≠  相

似 和√给药 ƒχ2°≠  对小鼠皮下接种的肠癌 生长抑制作用均强于 2°≠  和 °≠  ∀结论  ƒχ2°≠ 

具有比 °≠  及 2°≠  更强的体内外抗肿瘤作用 ∀
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  随着两种单克隆抗体 ∏¬和 在临

床肿瘤治疗中取得令人瞩目的疗效并获得美国

ƒ⁄批准上市 单抗研究重新引起人们的重视≈  ∀

与此同时 一度陷入低谷的单抗导向药物的研究也

再度成为生物技术领域的研究热点 迄今为止 已有

数种单抗免疫偶联物试用于临床并取得了一定疗

效≈ ∗  ∀目前单抗导向药物的研究主要集中于单

抗的改造与导向药物分子小型化≈ ∀研究≈ ∗ 表

明 单抗的某些片段 如 ƒχ  ƒχ ƒ和单链

抗体ƒ√等不仅保持与抗原的选择性结合能力 

而且分子量较小 对肿瘤组织穿透力比完整抗体强 ∀

其中 ƒχ片段分子量约为完整抗体的  结构中

既含 ƒ又保留铰链区的巯基 可以选择性地在不

同位置与药物偶联 易于控制偶联分子比 ∀此外 

ƒχ片段的血浆半衰期较长 有利于发挥药物的疗

效 因此 ƒχ片段在作为导向药物载体方面可能有

独特的优点≈ ∀有关 ƒχ片段用作导向药物载体

的报道较少 ∀本室以往的工作≈ 表明 大鼠抗人

肝癌 ∞2细胞单抗 与抗肿瘤抗生素平阳

霉素°≠  的偶联物在体内外的抗肿瘤作用比游

离平阳霉素更强 有可能在肿瘤区域性导向治疗中

发挥重要作用 ∀在此基础上 本文构建了单抗 

ƒχ片段与 °≠  偶联物并观察偶联物的体内外抗

肿瘤作用 ∀
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材 料 与 方 法

  细胞株与瘤株  人口腔鳞癌 细胞和小鼠结

肠癌 ≤细胞与瘤株均由本室传代保存 ∀

主要试剂与药品  单抗 以辛酸2硫酸铵沉

淀法从大鼠杂交瘤腹水中纯化 聚丙烯酰胺凝胶电

泳≥⁄≥2°∞检测其纯度大于   ∀ °≠  由本

所许鸿章教授提供 ∀多聚赖氨酸° 牛血清白

蛋白≥ 胃蛋白酶 葡聚糖 ×2¬ ×2 

二巯基苏糖醇⁄× ×  × × 2乙基顺丁烯二酰亚

胺∞ 辣根过氧化酶标记的羊抗大鼠 抗

体和   2氯化三苯基四氮唑 × × ≤等均购自

≥公司 ∀

单抗 Φαβχ片段的制备  纯化的单抗 以生

理盐水充分透析并调整为  #   加等体积

 1 1 # 柠檬酸缓冲液稀释 以适量胃

蛋白酶  ε 消化    中和反应液 ∀反应液

经 ≥¬ 2 纯化 浓缩后以  #  

⁄× × 还原 ⁄∞2进一步纯化得单抗 ƒχ片段 ∀

偶联物制备  取适量 ¬ ×2与高碘酸钠

混合 室温避光反应  去离子水充分透析 冷冻干

燥 得多醛基葡聚糖°⁄ ∀ °⁄  与 °≠ 

 混合  ε 避光反应  加入 ƒχ或 

 继续搅拌反应  以硼氢化钠终止反应 ∀

反应物经 ¬ 25 1  ≅  纯化

得偶联物 ƒχ2°≠  和 2°≠  ∀

偶联物中单抗 3 Α5 或 Φαβχ片段及 ΠΨΜ的含量
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测定  测定偶联物在  处的吸光度 并以考

马氏亮蓝染色后测定  处的吸光度 ∀按

以下公式计算偶联物中各组分含量 ƒχ或 

#   1 ≅    1 °≠  #

   1   1  1 ∀偶联

物中 ƒχ与 °≠  的分子比为 ƒχ°≠   ƒχ

# °≠  #  ≅  ∀

偶联物免疫活性检测  以细胞 ∞≥法进行 ∀

在 孔培养板中每孔加入 1 多聚赖氨酸 

Λ ε 湿盒中包被过夜 ∀弃去包被液 磷酸盐缓冲

液°≥洗 次 ∀将对数生长期的 ≤细胞以生理

盐水调整为  ≅   并加至培养板 每孔 

Λ∀ ≅ 离心  ∀加  ε 预冷的 1 每孔

戊二醛  Λ ε 固定细胞  ∀ °≥洗 次 

  ε 保存备用 ∀用时先以   ≥  Λ ε

封闭过夜 °≥2×  °≥2×缓冲液洗  次 ∀

加入倍比稀释的待测样品  Λ∀ ε 反应  

°≥2× 缓冲液洗 次 ∀加入辣根过氧化酶标记的羊

抗大鼠 抗体  Λ ε 反应  °≥2× 缓冲

液洗 次 ∀加入酶反应底物  Λ室温避光反应

 ∀以  #硫酸终止反应 ∀立即在酶标

仪上测定  吸光度 ∀抗体与 细胞的免疫

反应性测定 无需以 °预先包被 将细胞按每孔 

≅ 接种于 孔培养板 培养  后 °≥缓冲液

洗 次 其余操作同 ≤细胞 ∀

偶联物中 ΠΨΜ 的抑菌活性测定  分别将

°≠  ƒχ2°≠  倍比稀释 并将各浓度样品加于

井  形培养板 每井  Λ每浓度 井 ∀每井加入  Λ枯草杆菌培养液 其中含  蛋白胨 

 酵母浸膏   葡萄糖   枯草杆菌芽孢液和

1  × × ≤ ∀设无菌对照组和无药对照组 ∀ ε

培养至无药对照组变红色时终止培养 ∀在酶标仪上

测定  吸光度 ∀以 °≠  抑菌效价为参照 计

算 ƒχ2°≠  中 °≠  的有效量 ∀

偶联物的细胞毒性测定  按  × × 法进行 ∀取

对数生长期的 和 ≤细胞按每孔 加于 

孔培养板  ε 二氧化碳孵箱培养  ∀加入 

Λ无血清 培养液倍比稀释的药物 对照孔加

 Λ无血清 培养液 继续培养  后每孔加

1 无血清 培养液配制的  × ×  ε 继续

培养  轻轻吸去培养液 加入 ⁄ ≥  Λ振

摇  在酶标仪上测定  吸光度 ∀

偶联物对小鼠移植性结肠癌 Χ26 的治疗作用

第 批实验 剥取皮下接种传代的结肠癌 ≤ 瘤

块 以生理盐水制成匀浆 接种于 小鼠腋窝

皮下 次日起°≠  或偶联物 隔日给药 次 共 

次 ∀处死动物 称瘤重 计算抑瘤率 ∀并取心 !

肝 !脾 !肺 !肾 !胃 !小肠及股骨 常规病理学切片 观

察药物对主要器官的影响 ∀第 批实验 接种方法

同前 接种次日起 √ °≠  或偶联物 隔日给药 

次 共 次 ∀处死动物 称瘤重计算抑瘤率 ∀

结 果

1  Φαβχ与 ΠΨΜ的偶联

ƒχ与 °≠  的偶联物经 ≥¬ 2分离 

可获 个峰图  峰 既有抗体活性 又有 °≠ 

的抑菌活性 为 ƒχ2°≠  偶联物 ∀其中 ƒχ与

°≠  的分子比为 Β 计算偶联物的平均分子量

约为  ⁄∀峰 仅有抑菌活性 为未与抗体偶

联的 °≠  ∀

ƒ   ≥  ƒχ2°≠  ∏ 

¬ 2  ≤∏ ≥¬ 2 1  ≅
   ∞∏ 1 #  

 ∏

 1 1 # ≤°  

ƒχ2°≠  °  ƒ°≠ 

2  Φαβχ的免疫学活性

细胞 ∞≥ 法检测抗体及其片段与抗原的免

疫反应性 单抗 及 ƒχ片段均与结肠癌 ≤细

胞具有较强免疫反应性 ƒχ与 °≠  偶联后与抗

原的免疫反应性略有降低 完整单抗   ƒχ

片段及其与 °≠  偶联物与非靶抗原 细胞均无

反应图  表明偶联物保持了与靶抗原的选择性

反应 ∀

3  偶联物中各组分的含量及 ΠΨΜ的抑菌活性

°≠  偶联后生物学活性有所下降 抑菌活性约

为游离平阳霉素的   ∀
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ƒ   ∏√     

ƒχ  ƒχ2°≠  ∏  

  ∞≥  π ) π 

≤  ω ) ω ƒχ≤  τ ) τ ƒχ2°≠  ≤ 
ϖ ) ϖ   ο ) ο ƒχ  υ ) υ ƒχ2°≠ 



4  偶联物的细胞毒作用

 × × 法检测偶联物与游离药物的细胞毒作用 

ƒχ2°≠  和游离平阳霉素对靶细胞 ≤的 ≤分

别为 1 Λ# 和 1 Λ# 图  对非

靶细胞 的 ≤分别为 1 Λ#  和 1

Λ# 图  ∀表明偶联物对靶细胞 ≤的杀伤

作用强于游离 °≠  ∀

5  偶联物对 ΒΑΛΒ/ χ小鼠移植性肠癌 26 模型的治

疗作用

剂量在  #  ƒχ2°≠  及 °≠  抑瘤率

分别为  和   表  偶联物的抑瘤作用强于

游离药物 Π  1 ∀√  #  ƒχ2°≠  

2°≠  及 °≠  抑瘤率分别为     和

  ƒχ2°≠  的抑瘤作用明显强于 2°≠  和

°≠   Π  1 √  #
   ƒχ2°≠  和

°≠  抑瘤率分别为  和   二者有显著性差

异 Π 1表  ∀表明 ƒχ2°≠  具有比游离

药物及完整抗体与平阳霉素偶联物更高的体内抑瘤

效果 ∀

ƒ   ≤¬  ƒχ2°≠  

 ×≤ √∏ƒχ2°≠  

°≠   1 Λ#    1 Λ#   

√ ⁄   ν    π ) π °≠  
ο ) ο ƒχ2°≠ 

ƒ  ≤¬  ƒχ2°≠   °≠  

  ×  

ƒχ2°≠  °≠   ×≤ √∏ ƒχ2°≠ 

°≠   1 Λ#   1 Λ#   

√ ⁄   ν    π ) π °≠  
ο ) ο ƒχ2°≠ 

Ταβ 1  Ινηιβιτορψεφφεχτσ οφ πινγψανγ µψχιν(ΠΨΜ) ανδ Φαβχ2ΠΨΜ ον τηε γροωτη οφ

χολον χαρχινοµα 26 ιν ΒΑΛΒ/ χ µιχε(ξ ? σ)

×
⁄

# 

 

 ∞

 

 

×∏








°≥       ? 

°≠         ?   3 3

ƒχ2°≠         ?   3 3 3

 ∏      × 2∏ ∏

∏∏ √°≠   #   ƒχ2°≠ 

 #  ∏∏ °≥ √     
×

∏∏    3 Π 1 ϖσ °≠   3 3 Π 1 ϖσ °≥

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



Ταβ 2  Ινηιβιτορψεφφεχτσ οφ ΠΨΜ ανδ Φαβχ2ΠΨΜ ον τηε γροωτη οφ

χολον χαρχινοµα 26 ιν ΒΑΛΒ/ χ µιχε(ξ ? σ)

×
⁄

# 

 

 ∞

 

 

×∏








°≥       ? 

°≠         ?   3 3

       ?   3 3

ƒχ2°≠         ?   3 3 ϖ ϖ

       ?   3 3 ϖ ϖ

2°≠         ?   3 3

 ∏      × 2∏ ∏

∏ ∏ √√°≠    #  ƒχ2
°≠    #  2°≠   #  ∏∏ °≥ √ 

  
×∏ ∏    3 3 Π 1 ϖσ °≥ 

ϖ ϖ Π 1 ϖσ∏√°≠ 

6  病理组织学观察

组织学切片检查表明  # 剂量下 动物

心 !肝 !脾 !肺 !肾 !胃 !小肠及股骨均无明显变化 提

示在治疗剂量下所观察的器官无病理性改变 ∀

讨 论

  以单抗为载体的免疫偶联物可以增强化疗药物

的靶向性而提高疗效或降低毒性 ∀抗体片段在作为

导向药物载体方面具有比完整单抗更多的优点 ∀单

抗片段及其与毒素的偶联物的体内分布更具特异

性 肿瘤组织对抗体片段与毒素偶联物的摄取量明

显提高≈  ∀ ƒχ片段结构与 ƒ片段相似 具备

对肿瘤组织穿透力较强 血浆半衰期长的优点 同时

ƒχ片段还保留了铰链区的巯基 可以选择性地在

不同部位偶联药物 ∀此外 由于去除了抗体的 ƒ

段 不仅有利于减少鼠源性抗体在人体应用时诱发

的人抗鼠抗体反应 也可降低网状内皮系统对抗体

的摄取 从而增强药物的靶向性 提高药物疗效和降

低药物毒性 ∀

平阳霉素是临床常用的抗肿瘤抗生素 完整抗

体 与平阳霉素的偶联物在体外对靶细胞的杀

伤作用明显强于游离平阳霉素≈ ∀小鼠抗人肺腺

癌 2细胞单抗 ⁄与平阳霉素的免疫偶联物

在体外对 2细胞的杀伤作用也强于游离平阳霉

素≈ ∀据报道≈ 单抗 与平阳霉素的偶联物

瘤旁给药具有良好的抗肿瘤作用 提示该偶联物用

于肿瘤区域性导向治疗的可能性 ∀由于 ƒχ片段

分子量仅为完整抗体的  本实验构建的单抗

的 ƒχ片段与平阳霉素的偶联物分子明显小于

完整抗体与平阳霉素的偶联物 将有助于提高偶联

物在肿瘤组织中的穿透力 体内实验结果表明 

ƒχ2°≠  偶联物腹腔注射和静脉注射给药 均有

较游离药物更高的疗效 同时也优于完整抗体与平

阳霉素的偶联物 预计将有较好的应用前景 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ⁄ ≥       

≈  Σχιενχε  280    

≈ ⁄ ≥      ετ αλ √

∏ ≈  Ι µ µ υνολ Τοδαψ 20

    

≈ ≥√ ∞ ∏ ƒ   ≥  ×  ετ αλ

≥√   √  ∏ ∏

2     ∏  

2≤⁄  ∏∏ ≈  Βλοοδ 

 93    

≈ ∏  ∞    ≥ ≤  ετ αλ ° 

   2  2 ƒ   2
     

  ∏   ≈  

Χανχερ 85    

≈ ×  •  ≥∏ ≥     ετ αλ

    ∏   2¬∏
∏  ≈  ϑ

Χλιν Ονχολ 17    

≈ ⁄ ≥⁄ ∏⁄ ετ αλ≤∏2×2
×22    

¬ ∏   

≈  ϑ Νυχλ Μεδ  40    

≈  ≠≥  ∏∏ ≤∏∏

≈  Αχτα Πηαρµ Σιν ≤  

29    

≈ ∏ • ∞  ⁄     ετ αλ

∏   22
ƒ  ∏  ¬≈ 

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



Νυχλ Μεδ Βιολ 25    

≈ ≤ ⁄ °√√      ετ αλ

°  ∏  2
≈  Θ ϑ Νυχλ Μεδ  42 

   

≈  ×      ≥    ετ αλ 2
   ∞×   √∏ 2∞× 

  ∏   ∏

∏  2¬  2
√∏≠2 ≤2 ƒχ   ∏

  ≈  Χανχερ Ρεσ  59  

   

≈    ∏ ÷∏ •  ετ αλ ≤ 

     

¬    ∏ 

  ≈  Χηιν ϑ Μιχροβιολ Ι µ µ υνολ 

≤  11    

≈ •  •   ÷∏   ≥  ετ αλ  

 2 ∏ 

¬    ∏ ≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤  32    

≈  ×   ∏ ≥  ≥    ετ αλ

∞¬∏ 

2∏ ∏ 

¬ 2∏ ≈  Ιντ

ϑ Χανχερ 77    

≈   ∞≥  ≥  ετ αλ≥

∏  2 2× 2
∏2 ƒ√  2× ∏2
 ƒ√ ≈  Νυχλ Μεδ Βιολ  25

    

≈ ≥∏   ≠      ετ αλ ° 

¬ ∏ 

  ∏ ∏  ≈ 

Χηιν ϑ Χλιν Ονχολ  ≤   23   

 

ΑΝΤΙΤΥΜΟΡ ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦΠΙΝΓΨΑΝΓΜΨΧΙΝ ΧΟΝϑΥΓΑΤΕ∆ ΩΙΤΗ

Φαβχ ΦΡΑΓΜΕΝΤ ΟΦ ΜΟΝΟΧΛΟΝΑΛ ΑΝΤΙΒΟ∆Ψ

 ÷2∏ ÷∏2∏ ≠ •  • 2∞≠2∏

(Ινστιτυτε οφ Μεδιχιναλ Βιοτεχηνολογψ, Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ ×√∏∏∏ƒχ
 °≠ ΜΕΤΗΟ∆Σ    ƒχ
 ƒχ  °≠    ¬ ×2∏√  ƒχ 

 ∞≥ √∏ ××≤ ≤¬

  ××  ∏ιν ϖιϖο  

≤ΡΕΣΥΛΤΣ  ×ƒχ2°≠  ∏∏√

≤×≤ √∏ƒχ2°≠  °≠   ≤1 Λ#  

1 Λ#  √ƒχ2°≠  °≠  ¬ 2
 #  ≅ ƒχ2°≠  °≠  ∏

    √√∏ #  ≅ ƒχ2°≠  2°≠  °≠ 

     √ƒχ2°≠  ∏

√∏ 2°≠  °≠  Π 1 •

#  ≅ √ ∏ ƒχ2°≠   ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ƒχ2°≠ 
∏  ∏∏ 2°≠  

°≠  

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ :   ƒχ   ∏∏ ∏

√

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




