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摘要 目的  观察抗 ∂ 型胶原酶单抗 与力达霉素⁄偶联物的抗肿瘤作用 ∀方法  用 ××法测定其

对肿瘤细胞的增殖抑制作用 用小鼠移植性肝癌 观察体内抗肿瘤作用 ∀结果  2⁄ 偶联物保留了单抗

与 ∂ 型胶原酶和靶细胞 细胞的结合能力 体外试验 细胞显示比游离 ⁄ 更强的细胞增殖抑制作用 ∀

体内 2⁄ 偶联物 1和 1 #对小鼠移植性肝癌 的抑瘤率分别为 1 和 1  而游离 ⁄

1 #的抑瘤率为 1  且 2⁄ 偶联物组小鼠的中位生存时间比 ⁄ 组明显延长 ∀结论  2⁄

偶联物对小鼠移植性肝癌 的抑瘤作用比 ⁄ 强 可能成为抗肿瘤靶向药物 ∀
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  以单抗作为靶向载体 与化疗药物 !放射性核

素 !毒素等/弹头0药物组成免疫偶联物 能显著提高

/弹头0药物治疗肿瘤的选择性和特异性≈ ∀
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年月 美国 ƒ⁄ 批准了第一个单抗免疫偶联物

用于治疗急性复发性粒细胞性白血病 取得

了良好效果≈ ∀最近 获得 ƒ⁄批准的放射免疫偶

联物 √的上市表明 使用鼠源性单抗研制的单

抗靶向药物可应用于临床 ∀该免疫偶联物将放射性

核素 ≠∏2标记于鼠源性的抗 ≤⁄单抗上 用

于 ∏¬治疗无效的非霍奇金淋巴瘤≈ ∀近年来 

基质金属蛋白酶 °因与恶性肿瘤的生长 !转移

和血管生成关系密切而成为引人注目的研制抗癌药

物的分子靶点≈  ∀以  °家族中与肿瘤生长和

转移关系最为密切的成员 ∂ 型胶原酶作为抗原 制

备了抗 ∂ 型胶原酶单抗 该抗体能够与 ∂ 型胶原

酶特异性结合并抑制其活性 由其衍生的抗体片段

在肿瘤治疗中显示出良好的靶向性和选择性≈  ∀

本研究使用的/弹头0药物力达霉素

⁄ 又称 ≤是从我国湖北省潜江市土壤中分

离得到的一株链霉菌中产生的 体外试验对癌细胞

的杀伤作用比阿霉素强万倍以上 ∀力达霉素的分子

结构是由一条肽链 • 1 ⁄和一个九元环烯

二炔发色团 •  ⁄组成 发色团为其活性部

分 蛋白肽链对发色团的结构和活性起稳定作

用≈  ∀在与单抗偶联时利用其蛋白部分 可减小

偶联对其活性的影响 ∀由于以上特点 力达霉素是

研制单抗靶向药物理想的高效/弹头0药物 ∀以此为

基础 本研究以单抗 作为靶向载体 制备了其

与力达霉素的偶联物 并对偶联物的体内外抗肿瘤

作用进行了研究 ∀

材料和方法

肿瘤与细胞株  肝癌细胞株 小鼠肝癌 

移植性肿瘤用 腹水细胞在小鼠体内传代∀

实验动物  体重为  ∗  的昆明种 α小鼠 

由中国医学科学院实验动物研究所提供 ∀

药品与试剂  抗 ∂ 型胶原酶单抗 为用辛

酸2硫酸铵两步沉淀法从接种杂交瘤 的Π

小鼠腹水中制备得到 以羟基磷灰石柱纯化 ∀力达

霉素⁄由本所金莲舫教授提供 ∀多聚赖氨酸 !

牛血清白蛋白 !2亚氨基四氢噻吩2× !Ν2羟基琥

珀酰亚胺基2间2 Ν2马来酰亚胺基苯甲酸酯

≥ !四氮唑蓝×× !∂ 型胶原酶 !辣根过氧化

物酶标记的羊抗小鼠抗体等均购自 ≥公司 

蛋白质分子量标准购自 °公司 其他化学试

剂均为市售分析纯 ∀

仪器   2≥ 低温高速离心机 岛津

∂22 型紫外可见分光光度计 2 

型微板读数仪 ƒ≥≤ 培养箱 ∀

单抗 3 Γ11与力达霉素免疫偶联物(3Γ112Λ∆Μ)

的制备  取纯化的单抗 以1 #硼酸缓

冲液  1调整为 #
加入 #

2× 在充氮

气的条件下于室温反应 ∀反应结束后 置截留分

子量为  ⁄的离心浓缩管中 以 1 #

 1磷酸盐缓冲液°≥进行缓冲液交换 并离

心除去未反应的 2× ∀另取 ⁄ 溶解于 1

#
°≥ 1中 调整为 #

搅拌下加入

过量的 #
≥溶于 ⁄ƒ ∀室温反应 然

后置截留分子量为  ⁄的透析袋中 于 1

#
 1的 °≥中充分透析 ∀透析完毕 

立即与经 2×修饰的抗体进行偶联反应 室温过夜 ∀

反应液置截留分子量为 ⁄的超滤离心浓缩管中 

离心超滤  ∗ 次 去除未参与偶联反应的 !经 ≥修

饰的 ⁄ 得到单抗 2⁄ 偶联物 ∀

偶联物分子量的测定  以非还原型 ≥⁄≥2°∞

法进行 浓缩胶浓度为   分离胶浓度为 1  ∀

3 Γ112Λ∆ Μ偶联物的免疫反应性检测  以

∞≥方法进行测定 ∀将 ∂ 型胶原酶以 °≥缓冲

液配制成  #的溶液 按  ΛΠ井包被 井

板 然后置  ε 过夜 ∀ 细胞的固定 在 井培

养板中加入 1 多聚赖氨酸  ΛΠ井  ε 湿盒

中包被过夜 ∀弃去包被液 °≥洗 次 ∀将对数生

长期的  细胞 按每井  万细胞加至培养板 ∀

 ≅ γ 离心  后 弃去上清液 加入 ε 预冷的

1 戊二醛  ΛΠ井 固定  ∀已包被 ∂ 型

胶原酶或固定 细胞的 井板用 °≥洗 次后 

继而用   ≥  ΛΠ井 封闭过夜 ∀然后用含

1  ×2的 °≥ 缓冲液°≥×洗 次 ∀加

入倍比稀释的单抗 和 2⁄ 偶联物 Λ

Π井 每个浓度设 个平行井  ε 孵育  ∀以

°≥×洗板 次 然后加入 Β 倍稀释的辣根过

氧化物酶标记的羊抗小鼠 抗体  ΛΠ井  ε

孵育  ∀温育后 以 °≥× 洗板 次 ∀然后 加

入邻苯二胺底物反应液  ΛΠ井 室温避光反应 

∀立即以  #硫酸  ΛΠ井终止反应 在

酶标仪上测定   吸光值 Α  ∀观察单抗

及 2⁄ 偶联物对 ∂ 型胶原酶和 细

胞的免疫反应性 ∀

细胞增殖抑制实验  用 ××法检测 ∀取对数生

长期的  细胞按 Π井加于  井培养板中 

 ΛΠ井 ∀在 ε   ≤ 的孵箱中培养 后 加
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入用无血清 培养液稀释的药物 ΛΠ井 阴性

对照井加无血清 培养液 Λ∀每浓度设 个平

行井 ∀继续培养 ∗  后 每井加入无血清 培

养液配制的 ××  #
  Λ ε 继续培养 

轻轻吸去培养液 加入 ⁄≥  Λ振摇 在

酶标仪上测定 吸光值Α ∀每次实验均设无

药对照井和无细胞对照井各 个 按公式计算细胞存

活率和≤ ∀

3 Γ112Λ∆Μ偶联物对小鼠移植性肝癌 Η22 的治

疗作用  取小鼠肝癌 腹水 常规接种于昆明小鼠

腋窝皮下 随机分组 每组 只动物 ∀接种肿瘤后

 开始治疗 重复给药 次 ∀对照组√生

理盐水1 Π只 其余各组分别√单抗 1

#
 ⁄1 #

 和 ⁄ 的混合

物1 #
以及 2⁄ 偶联物1 1

和 1 #
个剂量组 每只动物 √ 量均为

1 ∀实验期间 每  ∗  测量一次肿瘤的长径

α及与之垂直的短径β 并记录动物体重 ∀以公

式 ς Παβ 计算瘤体积 绘制肿瘤生长曲线 并计

算抑瘤率 ∀实验期间 观察动物死亡情况 计算各组

动物的中位生存时间 ∀

统计学处理  各组数据均用 ξ ? σ表示 组间分

析用 τ检验进行统计学处理 ∀

结果

1  3 Γ112Λ∆Μ偶联物的制备与分子质量

纯化的单抗 与巯基引入试剂 2×反应 可

在其分子中的氨基部位引入巯基 利用该巯基与经过

≥修饰的 ⁄ 反应 可以通过形成硫醚键将两者

偶联起来 ∀≥⁄≥2°∞电泳结果显示 偶联物的分子

量为 ⁄左右 恰好在抗体分子 ⁄基础上

增加了一个 ⁄ 的分子大小 推测偶联产物中单抗

与 ⁄ 的分子比为 Β图  ∀

2  3 Γ112Λ∆Μ偶联物与 Ις 型胶原酶和肝癌 Η22 细

胞的免疫反应性

以 ∞≥方法测定 单抗 2⁄ 偶联物保留

了单抗 与∂ 型胶原酶以及表达 ∂ 型胶原酶的

细胞的免疫结合活性 但偶联后抗体与抗原的结

合能力约降低  ∗ 倍图   ∀

3  3 Γ112Λ∆Μ偶联物及 Λ∆Μ对体外培养的肝癌

Η22细胞的增殖抑制作用

以 ××法测定 2⁄ 偶联物及 ⁄ 对体外

培养的 细胞的细胞毒作用 ∀结果显示 按单抗

与 ⁄ 的偶联分子比为 Β计算 相当浓度的

2⁄ 偶联物与游离 ⁄ 相比 对肝癌 细胞

的增殖抑制作用显著增强 ⁄ 和 2⁄ 偶联物

对肝癌 细胞的增殖抑制的 ≤分别为 1 ≅


和 1 ≅ 


#

图  ∀

     2⁄ ∏∏⁄ 

ƒ∏   2⁄ ∏∏1 
≥⁄≥2°∞ 

π ) π   ο ) ο 2⁄

ƒ∏  ∏√   2

⁄ ∏∂ 

ω ) ω   ϖ ) ϖ 2⁄

ƒ∏  ∏√   2

⁄ ∏  
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ω ) ω ⁄  ϖ ) ϖ 2⁄

ƒ∏      2⁄
∏⁄     ιν ϖιτρο 

×× 

4  3 Γ112Λ∆Μ偶联物对小鼠皮下移植性肝癌 Η22的

治疗作用

昆明小鼠皮下接种肿瘤 接种后 和 √给

药 共 次 ∀观察小鼠皮下移植性肝癌 的肿瘤生

长曲线 ∀结果显示 2⁄ 偶联物 1 1和

1 #
个剂量均能显著地抑制或延迟小鼠移

植性肝癌 的生长 其中 1和 1 #两个

剂量的偶联物的抑瘤作用比 1 #的游离

⁄强图  ∀按肿瘤体积进行比较 实验  

2⁄ 偶联物 1 1和 1 #的抑瘤

率分别为 1  1 和 1  组均无动物死

亡 平均体重增长 1 ∗ 1  而 1 #的游

τ ) τ ≤ υ ) υ  1 #  ω ) ω ⁄

1 #  ϖ ) ϖ 2⁄ 1 #  π ) π 2⁄

1 #  ο ) ο 2⁄ 1 #

ƒ∏    

⁄ 2⁄ ∏ 

  ∏ ∏∏∏  ⁄ 

2⁄ √∏   

 √∏ ν  

离 ⁄ 的抑瘤率为 1  无动物死亡 平均体重增

长 1  单抗 组的抑瘤率为 1  无动物死

亡 平均体重增长 1  单抗 与⁄ 混合组的

抑瘤率为 1  ∀2⁄ 偶联物 1 #与

同等剂量的游离 ⁄ 相比较 抑瘤作用显著增强

Π 1 ∀

各组动物的中位生存时间表明 对照组为  

⁄ 1 #剂量组为 1 2⁄ 偶联物

1 1和 1 #
个剂量组分别为 1 

1 和  图  ∀与等剂量的游离 ⁄ 相比 

2⁄ 偶联物显著延长荷瘤动物的生存时间

Π 1 ∀

ƒ∏  2
⁄ 2⁄ ∏

∏∏∏∏⁄ 2
⁄   √∏     

√∏ ν 

讨论

力达霉素的分子结构由蛋白肽链和发色团两个

部分组成 其蛋白部分本身没有细胞毒性 而是对发

色团的结构和活性起稳定作用 ∀根据这一特点 可

采用力达霉素蛋白部分中的氨基和羧基等活性基团

与抗体进行偶联 ∀本研究以 2× 和 ≥作为交联

剂 将单抗 与力达霉素的蛋白部分通过形成稳

定的硫醚键进行偶联 获得了以 Β分子比连接产

物为主的单抗 2⁄ 偶联物 由于硫醚键在血

浆中非常稳定 可在进入细胞后经溶酶体降解释放

出药物 易于发挥导向作用 ∀

研究表明 2⁄ 偶联物与 ∂ 型胶原酶或

细胞的结合能力均比游离的单抗 有所降

低 但仍保留了抗原结合活性 ∀以静脉给药两次的
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方式 体内治疗小鼠移植性肝癌  2⁄ 偶

联物1 #与游离 ⁄ 1 #剂量比

较 体内的抗肿瘤作用显著增强 ∀而且 2⁄

偶联物1 #可达到与 ⁄ 1 #

相当的肿瘤生长抑制作用 ∀上述结果提示 单抗

与 ⁄ 构成的偶联物提高了肿瘤治疗的选择

性 具有比 ⁄ 更高的疗效 ∀

肝癌 细胞具有较强的分泌和表达 ∂ 型胶

原酶的能力 单抗  及 2⁄ 偶联物均与

细胞呈现出良好的免疫结合活性 ∀因此 2

⁄ 偶联物的抗肿瘤作用的增强可能取决于以下

两个因素 ∀一是通过抗 ∂ 型胶原酶单抗 携带

⁄ 到达肿瘤部位实现特异性结合 提高了在肿瘤

部位释放的力达霉素的浓度 从而发挥更强的抑瘤

作用 ∀二是偶联物的抗体部分对 ∂ 型胶原酶的结

合导致了对 ∂ 型胶原酶活性的抑制 从而影响肿瘤

细胞穿透基底膜的能力和肿瘤的新血管生成 与具

有血管生成抑制作用及较强细胞毒作用的抗肿瘤抗

生素力达霉素共同显示对肿瘤生长的抑制作用≈ ∀

2⁄ 偶联物在动物实验中取得的良好疗效 为

进一步研究和开发以力达霉素作为/弹头0的单抗靶

向药物提供依据 ∀
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