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抗人 T 细胞单克隆抗体与商陆毒蛋白结

合物的制备及其杭白血病细胞活性
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摘共 将美洲商陆抗病毒蛋白通过二硫键与抗人 T 细胞单克隆抗体w u 7I 偶联制备免疫毒素
。

结合物经S D S聚丙烯酞胺凝胶电泳
、

免疫双扩散和间接荧光检测
,

表明该结合物 对 人 T 淋巴细胞
白血病C EM细胞显示很强的杀伤作用

,

在 1 0一’m ol 及浓度下可杀灭7 6
.

4肠的耙细胞
,

而 对 抗 原阴

性的SP Z

/ 。细胞杀灭作用很弱
。 1 ‘C一亮氨酸掺入蛋自质合成抑制试验显示结合物 在 1丁

’m o] /I 时

可抑制72
.

4 帕的蛋白质合成
.

这一免疫毒素有可能用于白血病自体骨髓移植时 白血病细胞的体外

清除
。

关工询 商陆抗病毒蛋白, 免疫毒素
,

白血病细胞

卜

利用高度特异性的单克隆抗体 (简称单

抗) 作为载体制备免疫毒素
,

将具有杀灭肿

瘤细胞能力的药物或毒素作为
“

弹头
”

定向

运送到靶细胞
,

这是近年来一个十分活跃 的

研究领域
。

美洲商陆抗病毒蛋白 (Po ke w
喇

的U v云a l 娜ote in fr o m see d s
,

P A p 一s ) 是从

商陆属多年生草本植物p h y tO lac Ca a m eric a n a

种子中提纯的一种植物毒素
,

国外报道在免

疚毒素的制备中是一种较好的
“

弹头
” ,

国

内尚未见报道
.

我们将抗人 T 细胞单克隆抗

体w u 71 与 P A P 一s 连接
,

观察了结合物抗白

血病细胞的活性
.

材料和方法

一
、

材朴

N 一珑拍酞胺
一3一 (2一二 硫 毗 咤) 丙 酸

‘S护D甲冗第四军医大学生化教研室 产品)
:

二硫苏糖醉 (D T T ) (美国sIG M A产品)
;

妙C一亮氮酸 (英国A m er sh a m 产品)
:
抗人

中国科学院昆明植物研究所

中国医学科学院医学生物学研究所

卫生部武汉生匆制
.
钻研究所

T 细胞单克隆抗体W u 71 和异硫帆酸荧光素

(FIT C 卜兔抗鼠 Ig G 为 卫生部武汉生物制品

研究所提供
.

w u 71 为 I药
: 亚类单抗

,

识别全

部人外周血 T 细胞及慢性 B 淋 巴细胞白血病

细胞
,

相应 的抗原分子量为66
.

5k u (67k d )
.

按国际命名为C D 。

(C D 表示抗体识别抗原的

群别)
。

细胞株采用人 T 淋 巴 细 胞 白血病

CE M细胞和小鼠骨髓瘤SP :
/0 细胞

.

二
、

PA卜 s的提取及理化
、

生物性质 浏定

提取和纯化方法见参考文献 [ ’〕
.

纯化的

P A P一s 用蚀斑抑制法检测其抗病毒活性
;
用

兔网织红细胞裂解液无细胞蛋白质合成系统

测定PA P-
s抑制无细胞蛋白质合成活性 [ ‘J

.

三
、

w u 7 1: 以P-- s免疚条素的制备

p A p 一s按sm s/ m l 溶 于 p H 7
.

6
,

含N aCI

0
.

2 m o l/ L的4 om m o l/ L 磷 酸 缓冲液 (p B S )

中
,

加入溶于 二 甲 基 亚 讽 (DMS o ) 中的

SPD
p (p A p 一s /s p D p == 1 / s ) (m o l/ L )

.

置

2 5 ,C 3 0分钟
,

过S ep ha d ex G 2 5层析柱 以除去

未反应 的 S PD P
,

收集第 l峰洗脱液
,

与终

浓度5 0 m m o l/ L的D T T在2 3℃反应 3 0 分钟
,

再过se ph a d ex G 2 5层析柱
,

第 l 峰洗脱液收
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集备用
。

W u 7 1按 sm g / m l溶于 PH 7
.

6 的PB S

中
,

加入溶于D M SO 的 SP D P (W u 7 1 /s p D P

== 1/ 6) (mO I/L )
,

23 ℃反 应 30 分钟后对

pH 7
.

6的P B S透析
,

透析产物与经 过 D T T 还

原的琉基化PA P一s混合
,

4 ℃反应 16 小时
,

反应物浓缩后先用离子交换除去聚合物和游

离单抗
,

再过S e pha de x G 75 纯化除去游离毒

素
,

用 LKB 核酸蛋白检测仪检测
,

收集蛋白

第 l峰 洗 脱 液
,

冰栋干燥
,

贮于一70 ℃备

用
。

四
、

杭体活性浏定

采用间接免疫荧光法
,

取体外培养的人

白血病CE M细胞
,

以 W u 71
: P A P沼结合物

为第 1 抗体
,

Frr C 一兔抗鼠IsG 为第 2 抗体
,

用 吊篮式离心机洗涤细胞
,

滴片后用落射式

荧光显微镜观察
。

五
、

兔抗P AP--
s杭血清的制备及免疚双

扩散

用提纯的 PA p se s 免疫 家 兔 制备 兔 抗

PA P一抗血清
,

常规方法作 琼 脂 免 疫双扩

散试验
。

六
、

细胞毒作用浏 定

CE M细胞及对照组sP
:
/ O细胞用含 5肠

小牛血清的R PMll6 4O制成 5 x 10
弓

之细胞悬

液
,

接种于Li n be ro 别 孔培养板上
,

分别加

入不同浓度的W u7 1
、

PA P一及 w u 71
: PA p - s

结合物
,

置5肠二氧化碳培养箱37 ℃ 培养
,

2 4 ~ 72 小时用叮陡橙 / 澳化 乙陡染色
,

在荧

光显微镜下计数死
、

活细胞数 [33
.

七
、

完整细胞中蛋 白质合成抑制试验

取培养的C EM细胞用H a n k
‘s液洗 1次

,

悬于含5帕小牛血清的无亮 氨酸培养液中
,

细胞浓度为 s x lo
肠

个/ 时
,

在Lin bc ro 9 6孔培

养板中每孔加入 0
.

1而 细胞悬液
,

10 时游离

W u 7 1
、

PA卜
s
或W u 7 1

, P AP--
s 结合物

,

置

5 肠二氧化碳培养箱中37 ℃培养 1 0小时
。

取

出培养液于微孔滤膜上抽滤
,

10 肠三氯醋酸

洗培养孔 3 次
,

一并过滤
。

滤膜用10 肠三氯

醋缺洗 1 次
,

燕馏 水 洗 3 次后
,

的℃烤干

放测量瓶中加 10 m l PPO 一PO P OP二甲苯闪烁

液
,

于LK B液体闪烁器上计数
。

结 果

一
、

PA P 一s 的生物学活性

病毒蚀斑抑制结果表明PA P
一s 有很强的

抗病毒作用
,

浓度为3
.

3 x l0
“ 吕
m o l/ L时能抑

制 9 7
.

3肠的病毒增殖
.

PA P 一s 在兔网织红细

胞裂解液无细胞蛋白质合成系统中抑制50 肠

蛋白质合成的量 (ID
。。

)为8
.

6 x x o
一 ‘’

mo l/ L

(2
.

6 n g / nU )
。

游离 PA P 一s 对 完整细胞毒 性

较小
,

在 1 0
一 。
m ol / L浓度下 72 小时杀灭 10

.

0肠

的C E M细胞和 1 0
.

1肠的s P :
/ 0 细胞

.

二
、

兔疫毒素的性质测定

抗人 T 细胞单抗W u 7 1与p A P一s用S p D p

连接后
,

经离子交换后再用Se p had ex G 75 层

析柱纯化
,

用S H IMA D Z U C O R PO R A T IO N

U V ~ 2 6 0紫外分光光度计检 测
,

第 l峰为蛋

白质
,

即免疫毒素
。

用 10 呱分离胶之 S D S

一聚丙烯酞胺凝胶电泳鉴定
,

w 让 71
: PA p - s结

合物经2一琉基乙醇还原后的区带上既可看到

w u 71 的区带
,

也可看到 PA P一s的区带 (图 l)
.

以W u 7 1: P A P一“为第 l抗体
,

FI Tc-- 兔抗鼠

口 i W u 7 1 : PA p 一结合物的 S D S 一聚丙烯酸

胶电泳图诺

1
.

W u 7 1 2
.

W u 7 1 : p A p 弓结合物
3

.

标准蛋自 4
.

PA P浦
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lg G 为第 2 抗体的间接荧光检测可见 C E M细

胞上有清晰的膜荧光
,

S P Z

/0 细 胞 则无荧

光
,

示 w u 71 与P A P一s 连 接后仍保持与 T 细

胞结合的特性
。

用羊抗鼠 Ig G 抗血清和兔抗

PA P、抗血清对 W u7 1 , PA P一s 结合 物 进行

琼脂免疫双扩散
,

表明结合物中含有 w u7 1

和PA p se s
,

与sD s一聚 丙 烯 酞胺凝胶电泳结

果一致 (图 2 )
.

而 1 0
一 。

mo l/ L的W u 7 1
: P A P--

s
结合物7 2小时

可杀灭76
.

4肠的C E M细胞
,

抗原阴性的SP :
/0

细胞仅有 7 肠被杀灭 (图 3 )
.

完榷细胞中

“C 一亮氨酸掺入蛋 白 质 合成抑制试验显示

W u 7 1: P AP--
s结 合 物 在 10

“ .
m ol / L 时对蛋

白质合成抑制率为72
.

40 肠 (图 4 )
。

口 2 免疫毒素的免疫双扩散

A :

W u 7 1 : P A p昭结合物
B .

免抗PA P书抗血清
C :

羊抗鼠ISG 抗血清

幼60胡

(伙�铃尺卑截喊狱
·

二口

限
”
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免疚稀素

10
一
1
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-

口 4 W u 71
: PA P一对完整细胞蛋白质合

成的抑制作用

. ~ , 咭 CE M
。·

一S巧 / O
砂尹尹 -

的40即
(城)锌仁月橄璐

拳
·

泞一件泞
一

:宁
一

犷二
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免疫毒素 ( m o l/ L )

. 名 W
u 7 1 , PA P一对靶细胞的杀灭作用

三
、

W u 71
, P A P一 s 结 合物的特异杀伤

‘

作用

在10
“ “m OI / L 浓度下

,

游离 PA P一 s
和

W u7 1对C E M (或s P : /0 ) 细胞的杀伤力量均

较弱( 72小时死亡细胞分别为 10
,

l肠和4肠 )
,

讨 论

免疫毒素最常使用的弹头是蓖麻毒素
。

蓖麻毒素是由 A
、

B 两条肤链构成的植物毒

素
.

B 链可以特异地连接到细胞表面糖蛋白

或糖脂的半乳糖上
,

促进 A 链进入细胞膜而

阻止蛋白质合成
t幻

.

蓖麻毒素的主要缺点在

于 A 链必须与 B 链分离
,

以避免毒素与细胞

表面的非特异结合
,

而A
、

B 链的分离十分

困难
。

植物界中存在的单链核糖体失活蛋白

在结构和作用机制等方面都与蓖麻毒素 A 链

相似
,

P A P一s即其中之一 它在无细胞系统

中有很强的抑制蛋白质 合 成 能 力
,

以灭活

60 5 核 糖体亚丛的方式作用
,

但对完整细胞

蛋 白质合成的抑制作用小 得多
,

故对动物毒

性很低
。

国外学者注意到PA P‘ 较蓖麻毒素

A 稳定闭
,

尤其在体内
,

P A P唱
:

单抗偶合

物注射到兔子体内后 4 ~ 8 小时内血流中浓
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度垫本恒定
,

半衰期17 ~ 24 小时
,

且保持免疫

原和抑制蛋白质合成的功能
,

因此人们认为

P A卜s 在免疫毒素制备中是更好的选择 [21
.

本实验证实PA卜
s
有很强的抑制无细胞

蛋白质合成的作用
,

其与单抗结合后
,

可以

选择性杀灭白血病细胞
.

由于结合物是借助

单抗进入细胞膜后才发挥作用的
,

因此对非

靶细胞影响不大
.

因此
,

P A P ~ s 有可能成为

免疫毒素临床应用的一个 良好弹头
.

我们在免疫毒素制备的纯化中先使用文

献中常用的se pha de x G 巧0 层析柱
,

但纯化

效果并不好
,

这 是 由 于 游离 w u7 1分子量

1 5 0 0 0 0与W u 7 1
, P A p ee s 的 分子量 1 8 0 0 0 0

较接近的原因
.

我们用 D E A E 一Se p ha de x 柱作

离子交换除去游离 W u 71 和聚合物
,

再采用

将 w u 7 1
, P A P--

s 结合物放在排阻范围外的

S eP ba dex G 7 5层析柱进一步纯化
,

取得了较

好的分离效果
.

本文所用的单抗 W u7 1 性质类似C D
。 ,

由于靶细胞C E M 并非全部表达相应抗原闭
,

(约8 0~ 8 7肠)
,

故影 响 靶细 胞的全部杀

灭
。

这类肿瘤细胞异质性的问题在临床应用

时会更明显
,

即一种单抗不可能与全部肿瘤

细胞反应
,

这也许可通过棍合使用多种单抗

制备的免疫毒素 (Co
c k ta 动 来 解 决

。

本研

究提示
,

W u 71
, P A卜

s 可 能用于 T 淋 巴细

胞白血病人自体骨盈移植前的体外清除白血

病细胞
.

另一方面
,

由于 W u 71 为抗人 T 细

胞单抗
,

W u 71
, PA P--

s
偶 合物也可用来在

异体骨髓移植中清除供体骨髓中的 T 淋巴细

胞以避免移植物抗宿主反应的发生
,

有关的

研究正在进行中
。
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,

中 国医学
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阻断胃动脉对胃壁静脉压影响的

动 物 实 验 和 临 床 研 究

卜 〔王 义
,

戴植 本
.

中华外科杂志 19 5 5 : 2 6(8 ) : 4 7 1〕

目前
,

断流手术 已是治疗食管静脉曲张破裂出血的主要术式之一
。

以往主要离断食管贵门周围的血管
,

而胃壁肌层和粘膜下层的静脉未予处理
.

因此
,

门静脉高压患者除门一奇静脉返流外
,

胃壁静脉也有反常血

流存在
。

作者为消除胃壁静脉反常血流
,

研究了另一种途径
,

即分别阻断胃的 4 条供血动脉
:

胃左
、

胃右
、

胃网膜左和胃网膜右动脉
.

并以 7 条狗为实验动物
,

观察结扎胃的 4 条动脉对胃壁静脉压的影响
。

结果
:
以

胃左动脉对胃壁静脉压影响最大
,

阻断后胃壁静脉压平均下降 。
.

57 士。
.
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.

。。1)
.

其次是胃网

旗左
、

右动脉
,

影响最小的是胃右动脉
.

在此基础 上
,

作者对 16 例门静脉高压患者(男10 例
,

女 6 例
,

年龄

拍‘幼岁)进行临床研究
,

发现在结扎胃左和胃网膜左
、

右动脉后
,

再阻断胃体
,

近端胃壁静脉压力基本无

改努
。

根据胃壁静脉压侧定结果
,

发现远端胃壁静脉压高于近端
,

这可能是胃壁静脉血返流的原因
。

由此作

者认为
,

应在普通离断术基础上
,

离断 胃网膜右动脉
,

必然减少胃壁静脉反常血流
,

增加断流术的彻底性
,

体资术后再出血率
.


