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摘 要
: 【目的】应用抗人 T 淋巴细胞单抗 (抗 CD 3 和抗 口 ) 7 )

,

分别与商陆抗病毒蛋白 ( 1
〕
A p

s

)偶联构成两种

免疫毒素
,

并探讨这两种免疫毒素在体外联合对 T 淋巴细胞和 T 淋巴母细胞 (CE M 细胞 )的杀伤效应
。

【方法】选

用抗 C 3D 和抗 C 7D 杂交瘤细胞制备单克隆抗体腹水
,

经纯化后以 5刃平D P 为交联剂
,

将两种单抗分别与商陆抗病毒

蛋白偶联构建成抗 C】〕3 和抗 C7D 单抗免疫毒素
,

分别以及联合后对 T 淋巴细胞和 CE M 细胞进行体外细胞毒试

验
。

[结果 ] 构建的两种单抗
一

PAP
S

免疫毒素活性良好
,

其特异性杀伤 T 淋巴细胞和 T 淋巴母细胞 CE M 细胞的效

应比单一抗 口 〕3
一

P A I
〕 S
和抗 C I〕7

一

PAP
S

更强
,

对照组仅有轻微的杀伤效应
。

[结论 1 成功地构建了抗 C l〕3 和抗 C I〕7

单抗
一

PAP
S

免疫毒素
,

及其不同扩嚎决定簇的单抗免疫结合物
,

并证明联合应用抗 C L )3
一

PAP
。
和抗 C7D

一

p A I
〕 s

免疫

毒素有相加的杀伤效果
。
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近年来研究发现商陆抗病毒蛋白 ( op ke w ee d

a n t iv i r a l p or t e i n f
orm

: e e d s ,

pAP
s
)等植物有丝分裂

原类的单链毒素作为
“

弹头
”

制备的单链免疫毒素

( im m u n o t o x i n
,

xT )
,

能够避免完整植物毒素 B 链

结合细胞的非特异性细胞毒性
。

本实验应用两种

抗人 T 淋巴细胞单克隆抗体 (抗 口 〕3 和抗 (刃7 单

抗 )和马抗人胸腺淋巴细胞球蛋白 (
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( I T )
,

进行不同抗原决定簇的单抗
一

IT 联合杀伤 T

淋巴细胞效应的研究
,

以期为骨髓或器官移植 〔̀ 一 3 }

以及淋巴细胞白血病和淋巴瘤等临床治疗研究提

供基础资料
。

照
。

计算着色的死 细胞
,

并 以下式计算细胞毒效

应 :

细胞毒效应 二
实验组死亡细胞数 一对照组死亡细胞数

10 0 一对照组死亡细胞数
X 10 0 %

1 材料与方法

1
.

1 试 剂

商陆抗病毒蛋白( P A 】
〕S
)由中科院昆明植物研

究所提供
。

3
一

( 2
一

毗陡二琉基 )丙酸
一

N
一

墟拍酞亚胺

醋 ( S PDP )购于 iS g m a
公司

。

1
.

2 两种抗人 T 淋巴细胞单抗的制备和鉴定

抗 口〕 3 和抗 C I〕 7 杂交瘤细胞的复苏培养
,

含

单抗腹水的制备及鉴定按文献〔4 一 6] 进行
。

1
.

3 两种抗人 T 淋巴细胞单克隆抗体与 P A P S
的

交联和鉴定

PAP
S
用 40

~
1几 p

7H
.

6 磷酸缓冲盐溶液

( PBS ) (含 15 0

mmo
lL/ N a C I)溶解为 5 9-I/

,

与溶于

二甲亚矾 ( D M (S 〕 )大于 P A P S 3 倍浓度的 S P」〕】〕
,

置

2 3 ℃ 反应 30 m in ;过葡聚糖凝胶
一

25 F 柱除去游离

的 SP D P
,

在紫外 ( 2 80
n m )监测下收集第一峰洗脱

液
,

经超滤浓缩后置 4 ℃冰箱备用
。

分别将两种单

克隆抗体纯品用 P邵 按 5 9几 稀释及透析后
,

与

S p l 〕P 反应 30 m in ;过葡聚糖凝胶
一

25 F 柱除去游离

的 S P D P
,

收集第 一 峰洗脱 液 ; 浓缩后加人 50

~
1几 的二硫苏糖醇 (阴 ) r )进行还原 反应 30

m in ;再过葡聚糖凝胶
一

25 F 柱除去游离的 D I
丫

r
,

收

集第一峰洗脱液浓缩备用
。

将上述制备的 PAP
s 一 SDP P 分别与还原的 Ig -G

S P D P 按 3 : 1 浓度之比混合
,

置 4 ℃搅拌下反应 24

h ;过葡聚糖凝胶
一

1 50 柱
,

按每管 3 m L 分步收集
,

第一峰洗脱液经浓缩后获得 I T
,

测定含量和过滤

除菌后置 一 20 ℃贮存备用
。

同法制备马抗人胸腺

淋巴细胞球蛋白 ( A H T G )和正常鼠 Ig G 与 P A p S 的

偶联物作为对照
。

1
.

4 染料排斥法测定 IT 的靶细胞毒性效应〔6〕

将新鲜分离的外周血 T 细胞用 KP M I 1 6 4 0 培

养液调整细胞数为 1 大 10 6

m/ L
,

分别于小试管内用

不 同浓度 的抗 CD 3
一

PAP
S 、

抗 CD 7
一

PAP
S 、

多 抗

A H压
、

G PAP
s 和 正 常 鼠 Ig G

一

P好
S
等 处 理

,

在

N氏 1C 20
~

1几 条件下孵育 1
.

5 h
,

离心洗涤 2

次后重悬于 R l
〕
M l 1 640 培养液 (含 200

1l l L几 小牛

血清 )中备用
。

采用台酚蓝染料排斥法测定不同浓度 IT 处理

的 T 细胞活力
,

以未处理的细胞 (只加培养液 )作对

1
.

5 改进的唾哇蓝 (M l l
,

)法测定免疫毒素的联合

杀伤率

无菌取新鲜分离外周血 T 淋巴细胞
,

用含 200

m L几小牛血清的即M l 16 40 培养液将细胞数调

整为 3 x 1 0“ m/ L
,

分别加人 % 孔培养板中
,

每孔

100 ha
,

37 ℃
、

5 % Cq 培养 24 h
,

再分别加人 5 组

不同浓度的试验物
,

分别为抗 CD 3
一

P AP
s 、

抗 CD 7
-

P A P s 、

抗 口 〕3
一

P A P S
加抗 C l〕7

一

P A P S 、

多抗 A H I
,

G
-

PAP
S 、

正常鼠 Ig G
一

PAP
S ,

每孔 10 拼L
,

各设 3 个复

孔
,

3 7 ℃
、

5 % Cq 培养 4 8 h ; 1 0 0 0 r

m/
i n 离心 一O

m in
,

小心吸弃上清
,

每孔加 50 拼L 用培养液配制的

M ,门
,

( 5 9几 )
,

继续培养 4 h ; 2 0 0 0 :

翻i n 离心 1 0

im
n ,

弃上清
,

每孔加人 1 : 1混合的乙醇和二甲亚矾

1 5 0 拜L
,

振荡 2 0 m in 使结晶溶解 ;用 D y n a t e e h M R

50 00 型酶标仪测定 A 57。 、

A 63。
值

。

上述实验重复 3

次
,

取其均值
,

按下式计算杀伤率
:

_
,
_
_

_

实验孔 A 5 7o 一 实验孔 A 630
、

示伪毕 一 叉̀ 一又于丽乳仄骊丁万丽乳
一

五而) x ` 00 %

2 结 果

2
.

1 两种抗人 T 细胞 M cA b 腹水的特性

当抗 C O 3 及抗 C I〕7 单抗腹水稀释至 1 : 6 4 00

时
,

活细胞免疫荧光测定
,

CE M 和外周血 T 淋巴细

胞荧光阳性率均达 90 % 以上 ; R iaj
、

K 56 : 和 B 细胞

呈阴性反应
。

腹水稀释至 1 : 1护 时
,

淋巴结悬液涂

片细胞阳性率仍在 50 % 以上
。

C E IL SA 法测定抗

C D 3 和抗 口…〕7 腹水的效价均在 1 : 10 5 以上
。

2
,

2 免疫毒素的抗体活性

免疫荧光结果显示
,

当 I T 中的单抗浓度稀释

至 10
“ “

mo l几 时
,

CE M 细 胞 阳 性 率 > 80 % ;

CE L ISA 测定
,

IT 中单抗的效价均在 10
“ 9

二 l几

以上
。

结果表明
,

经偶联法获得的 IT 仍保持较好

的抗体活性
。

2
.

3 免疫毒素特异性杀伤效应的比较5[]

台盼蓝染色计数结果显示
,

两种抗人 T 细胞单

抗 IT 和多抗 A H T -G P A P S
对 T 细胞产生 50 % 细

胞毒效应的浓度 ( E铸
。
值 )均在 10

“ 9 一 10
一 ’ 0 m ol /

;L 而正常鼠 Ig G
-

PA尸。 和游离 PAP
S
对 T 细胞的杀

伤率
,

在 10
“ 7 一 10

一 ` ’

mo l几 浓度范围内均未超过
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,

等
.

抗 C O 3
、

C D 7 单抗
一

PA I
〕S
免疫毒素的构建及其联合杀伤效应

2 0 %
。

在台盼蓝染料排斥试验的基础上采用改进

的 M T T 法测定免疫毒素的特异性杀伤效应
,

表明

抗 C D 3
一

P A P S 和抗 C 7D
一

P A P S
两种单抗 I T 均具有

特异性杀伤 T 淋巴细胞和 C EM 细胞的作用
。

结

果见表 1
。

表 1 人们江 法测定免疫毒素对 T 淋巴细胞的杀伤率

aT b le 1 C y l o tox ie i t y
o f i
mnr

u n o ot x
in

s

on T I” 二p hco y t e t es t de b y M l
,

丁 ( 厉 士 、
) %

C yt o t o x ie it y r a t es fo r
d

l ff e r
en t C o n e

en t ra t io n
(m ol L/ )

o f i

rnm
u

no t o x in

G r o u P

1 0
一 `

10
一 酉1 0

一 7 10
一 8 10

一 9 10
一 10 1 0

一 1 1

八n t i
~

CD 7
一

P A P
s

八n
it

-

C l )7
一

1
〕
A P

s

nA it
一

C l 〕3
一

P A I
〕。 +

nA it
一

( ! 0 7
一

P
丫、P s( 1

:

1)

1〕。 ly d on al bA A H T -G P A I
〕s

N
~

al
~

se 1g( 弓
~

P A 尸
s

98
.

9 士 0
.

6

96
.

7 士 1
.

4

99
.

2 士 0
.

5

97
.

4 士 1
.

3

15
.

6 士 2
.

2

90
.

9 士 1
.

6

87
.

4 士 1
.

5

96
.

1 士 1
.

2

88
.

1 士 1
.

8

13
.

5 士 3
.

2

58
.

1 士 3
.

0

5 6
.

3 土 2
.

6

75
.

6 士 4
,

8

6 9
.

4 土 2
.

7

10
.

1 士 2
.

7

36
.

5 士 3
.

4

31
.

7 士 1
.

7

4 8
.

8 士 1
.

9

46
.

1 士 3
.

5

7
.

5 土 2
.

5

2 1
.

1 士 3
.

9

19
.

8 士 3
.

5

29
.

5 士 3
.

3

2 7
.

6士 3
.

7

3
.

8土 1
.

4

3 讨 论

目前用于构建 IT 的毒素多为植物毒素和细菌

毒素
。

它们可分别以酶样作用方式使真核细胞核

糖体 60
5
亚基和肤链延长因子 E R Z 失活

,

从而抑

制蛋白合成
,

导致细胞死亡
。

研究最多的是蓖麻毒

素 ( ir ic n)
,

用完整毒素
r iic n( 含 A

、

B 链 )制备的 IT

毒性强烈
,

但存在 B 链结合细胞的非特异毒性川
。

P妙
S
是一种天然无 B 链的植物单链毒素

,

不仅其

杀伤力可与
r i ic n A 相媲美

,

而且有易于提取
、

稳定

性好和非特异毒性小等优点
。

本实验也证实
,

在有

效浓度范围 内 P A P S
对细 胞的非特异 杀伤率 <

2 0 %
。

因此
,

PAP
:
是一种较好的 I T 弹头物质

。

我们在台盼蓝法直接观察死活细胞的基础上
,

采用改进的 M丁3
、

法测定 IT 杀伤率
。

由于将酸性

异丙醇改为用 乙醇加二甲亚矾 ( 1
: 1 )

,

oF mr az an 结

晶溶解完全
,

溶液较稳定
,

而且避免了酸性溶剂引

起蛋白沉淀对光密度读数的干扰
,

使结果更为准

确
。

本实验证实
,

多克隆抗体 A H I
,

G PAP
s
杀伤 T

细胞及 T 淋巴母细胞 C EM 的作用较强
,

但多克隆

抗体是对多种抗原决定簇起反应
,

而单克隆抗体只

针对一种抗原决定簇起反应
,

故多克隆抗体的特异

性不及单克隆抗体
。

本实验单克隆抗体 IT 混合组

对 T 细胞的特异杀伤作用与多抗 I T 组相近
,

明显

较单独应用单克隆抗体 IT 组增强
,

与正常鼠 Ig G

相 比
,

差异有显著性 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

从而提示
,

应用

不同单克隆抗体 IT 合剂使之在一定程度上多克隆

化
,

既可提高杀伤效率
,

又能保持其特异性
。

由于外周血 T 淋巴细胞和 T 淋巴母细胞 CE M

细胞表面有 C l ) 3 和 (刀7 共同抗原决定簇
,

因此我

们应用这两种细胞进行免疫荧光实验
,

均获得较接

近的结果
。

本研究结果表明
,

抗 C I〕3
一

p户J
〕 S 和抗

CD 7
一

PAP
S
两种单克隆抗体 IT 联合应用

,

可能对

异体骨髓刁济血移植清除 T 细胞
,

或 自体骨髓移植

净化 r 淋巴白血病细胞以及在器官移植抗排异治

疗等有一定的应用前景
。
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