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提 耍 本文报告应用杂交瘤技术
,

制备出鼠抗人胰腺癌单克隆抗体 ( m bA ) Y P C 3 。

A BC 免疫组织化学

检查结果表明
,

Y P C 3m A b 与 32 例被检胰腺癌组织中的 28 例 ( 28 / 3 2 )
,

87
.

5 %有反应
,

而与 n 例正常胰腺组

织全部无反应
.

Y P C 3 m A b 尚与 19 种其它肿瘤中的 5 种 ( 5 / 1 9
,
2 6

.

3纬 )和 17 种非肿瘤组织中的 5 种 ( 5 / 17
,

29
.

4肠 )有反应
,

但多数反应较弱
.

Y P C : m A b 结合抑制性 E LI S A 法测定 1 37 例血清相应抗原含量结果表明
,

31 例胰腺癌中的 17 例 ( 1 7 / 31
,

5 4
.

8% )结合抑制率大于 “ %
。

其它各组分别为
:

良性消化系疾病 ( 2 / 3 5
,

5
.

7 % )
、

非胰消化系癌肿 ( 8 / 4。
,
2 0

.

0 % )
、

正常人 ( 1/ 3 1
,
3

.

2% )
。

对胰腺癌诊断的敏感性
、

特异性和准确性分别

为 5 .4 8写
、
8 .9 6沁和 81

·

8%
。

结果提示 Y P C : m A b 对胰腺癌的血清学诊断有一定价值
,

并可能适用于胰腺癌

的导向定位和治疗
。
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胰腺 癌是消化道常见的恶性肿瘤
,

早期

诊断率极低
,

是预后最差的恶性肿瘤之一
。

大

量研究表明
.

,

应用抗肿瘤单克隆抗体 ( m A b)

进行免疫诊断和免疫治疗是提高恶性肿瘤早

期诊断率和治愈率的有效途径之一
。

本研究

旨在运用杂交瘤技术
,

制备具有较高敏感性

和特异性的鼠抗人胰腺癌 m A b
,

并初步进行

血清学诊断
。

1 材料和方法

1
.

1 抗人胰腺癌 m A b 研制

m A b 的制备基本上参照文献介 绍方法

进行 11[
,

略有变动
。

过程如下
:
B A L B / 。 纯 系

小 鼠经人胰腺癌细胞株 C a p a n
一

2( 从美国加

州大学 医学院引进 )裸 鼠移植物至腹腔免疫

后
,

取其脾细胞与非分泌性骨髓瘤细胞 S p 2/

o 一 A gl 4 按 10
: 1 比例 混 合

,

以 分子量 为

4 0 0 0 的 5 0 %聚乙二醇进行融合
。

以 C a p a n
一

2

细 胞作 为包被抗 原
,

取 杂 交瘤 上 清 液 作

E L I S A 初筛出抗体阳性孔
。

再用胰腺癌和正

常胰腺等组织切片
,

取抗体阳性杂交瘤上清

作 A B C 免疫组织化学染色
,

比较筛选出 目的

杂交瘤
,

并以有限稀释法克隆化
。

常规制备腹

水型 m A b
、

计算杂 交瘤染色体数
、

鉴定抗体

亚类和测定抗体效价
。

1
.

2 免疫组织化学检查

各种组织标本均以 10 %中性甲醛 固定
,

常规石蜡包埋
,

切片厚 5拼m
。

用 A B C 免疫组

织化学染色检测抗人胰腺癌 m A b 与各种人

体肿瘤
、

正常组织和 非肿瘤 良性病变的反应

性
,

确定抗原的组织细胞定位和分布状况
。

A B C 试剂盒为美国 V a e t a s t a i n 产品
。

第 一扰
体为本室制备的鼠抗人胰腺癌 m A b

,

第 2 抗

体为 iB ot o n
标记的马抗鼠 I g G

。

以骨髓瘤细

胞 S p Z / 0
一

A g l4 培养上清取代第 1 抗体为阴

性对照
。

显色底物为 D A B
。

结果判断标准如

下
:

细胞显色部位呈深棕色为强阳性 (份 )
,

棕

色为中度阳性 (一 )
,

浅棕色为弱阳性 ( + )
,

细
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胞 与背 景 一 致 不着 色 或 呈 浅黄 色 为 阴性

( 一 )
。

L 3 血清抗原测定

采用结合抑制性 ELI S A 法测定所制抗

人胰腺癌所识别的抗原在血清中的含量
,

探

讨其血清学对胰腺癌的诊断价值
。

血清标本

共 1 37 份
,

来 自我院外科及消化科确诊病人

及血库献血员
。

其中胰腺癌 31 例
、

献血员 31

例
、

非胰腺消化系统癌 40 例 (结肠癌 14 例
、

胃癌 12 例
、

肝癌 10 例
、

胆囊癌 4 例 )
、

良性消

化系疾病 35 例 (肝硬化 7 例
、

胆石症 9 例
、

消

化性溃疡 6 例
、

急性胰腺炎 3 例
、

慢性胰腺炎

10 例 )
。

测定过程如下
:

选定 C a aP
n 一

2 细胞作

为靶抗原包被
。

第 1 抗体为本室制备的鼠抗

人胰腺癌 m A b 杂交瘤培养上清
,

用 E IL S A

法测定其稀释度
,

以饱和释度的 50 %为最适

工作液浓度
。

第 2抗体为过氧化物酶标记的

羊抗鼠 l g G (上海 医科大 学产 品 )
。

底物为

T M B
。

将 1 : 2 稀释的待检血清和第 1 抗体

工作液等量混 合
,

4℃过夜
,

混 合液 (样品 ) 及

饱和稀释的第 1抗体 (标准 )分别与靶抗原反

应
,

用 E L IS A 法测定 0 D 4 5 0 n m
。

结合抑制率

( B l) 计算式如下
:

择其 中一孔进行深入研究
。

该孔杂交瘤经 2

次克隆化后
,

单克隆杂交瘤生长孔抗体阳性

率达 1 0 0 %
,

强弱一致
,

A B C 免疫组织化学染

色 分析保持原特征
。

命名该 株杂 交 瘤为

Y P C
3 。

杂交瘤 Y P C
3

经 体外连续培 养 5 个

月
,

生长良好
,

稳定分泌 m A b
。

反复冻存复苏

至今近 2 年仍保持稳定
。

染色体计数为 91
,

而 用 于 融 合 的 骨 髓 瘤 S p Z / 0
一

A g l4 和

B A L B c/ 小 鼠脾细胞 染色体数分别为 73 和

40
。

结果表明 Y P C
3

符合杂交瘤特征
。

杂交瘤

Y P C
3

所分泌的 m A b 类型为 Ig G
: 。

E L I S A 法

测定杂交瘤上清和腹水抗体效价分别为 1 :

1 6 X 1 0 4 和 l : 3
.

2 0 义 1 0 4
。

.2 2 Y P C
3
m A b 与各种人体组织的反应

各种人体肿瘤
、

正常组织和非肿瘤 良性

病变的 A B C 免疫组织化学染色结果见表 1

和表 2
。

表 1 抗胰腺癌 Y P C
3

m A b 与人体肿瘤的反应

肿瘤名称

烈
n

产
A cB 染色结果

(一 ) ( + ) (什 ) (十 )

ù拭à0160
J任0

B ,一

(
`

镖霆召豁带案鬓召豁号)
x ,。。%

正常人组 B l 值均数十 1
.

96 标准差为阳

性阑值
,

大于该值为阳性病例
。

2 结 果

2
.

1 杂交瘤细胞株的建立

在 4 次成功的融合实验 中
,

共接种 8 64

孔
,

其中有 3 91 孔 出现杂交瘤 生长
。

以 C a
-

aP n 一

2 细胞 作包被抗原进行 E IL S A 法筛选

杂交瘤培养上清
,

共获 49 个抗体阳性孔
,

占

杂交瘤孔数的 1 2
.

3%
。

此抗体阳性杂交瘤再

在胰腺癌
、

正常胰腺
、

淋巴结
、

肾脏和肝脏组

织各 2 例进行 A B C 免疫组织化学染色 比较

筛选
,

凡对非胰腺癌组织反应者
,

一律剔除
。

结果共获 3 孔仅对胰腺癌反应的杂交瘤
。

选

胰腺腺癌

胰岛细胞瘤

脂神经纤维瘤

胰腺囊腺瘤

食道癌

胃 癌

结肠腺瘤

结肠癌

肝 癌

胆囊癌

甲状腺癌

涎腺癌

鼻咽癌

乳腺癌

3 2

2

1

1

l 0

1 0

8

l 0

6

3

2

2

2

5

5

4

2

l

0

1 0

5

7

l 0

6

3

2

2

2

5

3癌肺肾 癌

膀胧癌

卵巢癌

子宫平滑肌瘤

子宫平滑肌肉瘤

6 0 0 0

1 0 0 0

注
:
(一 )阴性 ; ( + )弱阳性

; ( ++ )中度阳性
; (柑 )强阳性
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特 异 性和准 确性分别为 54
.

8%
、

89
.

6 %和

8 1
.

8 %
。

3 讨 论

一般制备抗 人体肿瘤 m A b 的程序大致

相同
。

但筛选方案的不同
,

对所获 目的杂交瘤

的价值具有重大的影响
。

迄今文献报告的抗

人胰腺癌 m A b 的筛选方案一般都是使用与

免疫原相同的癌 细胞株用 E IL S A 法初筛出

抗体阳性杂交瘤
,

进而剔除其中与淋 巴细胞
、

纤维母细胞株反应者
,

最后再选出与多株胰

腺癌反应
,

而少与其它肿瘤细胞株反应 的杂

交瘤作为 目的杂交瘤
。

这种筛选方案的最大

缺点是
,

由于 目前尚没有正常胰腺细胞株可

作 比较筛选
,

结果无法保证所获 m A b 不与

正常胰腺反应而影响其使用价值
。

事实上
,

迄

今文献报道的 10 余种抗人胰腺癌 m A b 多数

与正常胰腺存在交叉反应
〔 ,一 `〕 。

而作者采用

的方法则有所不同
,

在用 E IL S A 法初筛出抗

体阳性杂交瘤后
,

随即改用 A B C 免疫组织化

学染色在胰腺癌和正常胰腺等正常组织中比

较筛选
,

剔除与正常胰腺等正常组织反应者
。

结果所选出的杂交瘤 Y P C
:

经大量 A B C 免

疫 组织 化 学 分 析 表 明
,

Y P C
3
m A b 与高 达

87
.

5%的被检胰腺癌组织反应
,

而 与正常胰

腺无反应
,

与其它组织的交叉反应并不高于

同类研究报告
,

且多数为弱阳性
。

这不但说明

作者所选用的筛选方案可行
,

同时也郑重提

示
,

Y P C
3
m A b 将十分适用于胰腺癌的导向

诊断和导向治疗
。

事实上
,

本室最近以
’ 9“
T 。 -

Y P C
3
m A b 用于荷人胰腺癌裸 鼠的放射免疫

定位显像 已获成功
。

同时
,

体内外实验均证 明

Y P C
3
m A b 能明显增加 L A K 细胞

、

巨噬细胞

杀伤胰腺癌细胞的作用 (材料见另文 )
。

A B C 免疫组织化学染色结果分析还表

明
,

Y P C
3
m A b 识别的胰腺 癌相关抗原位于

胰腺癌的胞浆和胞膜
。

与迄今报道的胰腺癌

相关抗原在组织器官分布上存在 明显 的差

异
。

后者多在正常胰腺
、

各种消化道癌中有表

达
,

未 见皮肤表达 l[ 一` 〕
。

而本抗原恰恰相反
。

推测是一种新发现的胰腺癌相关抗原
。

为了

区别
,

暂将此抗原依本室 习惯命名为 Y P C
3

抗原
。

从血清 Y P C
:

抗原含量测定结果来看
,

正常人血清 Y P C
:

抗原含量甚微
,

因为血清

作 1 : 2 稀 释 时
,

平 均 结合 抑 制率即达

31
·

85 %
。

血清 Y P C
3

抗原在非胰消化系癌肿

也有一定阳性病例
,

但不高
,

表明本抗原测定

对这些肿瘤的诊断价值不大
。

胰腺癌病人阳

性率最高
,

达 54
.

8 %
。

与同类研究相比
,

其对

胰腺癌诊断的敏感性相仿或偏低
,

但特异性

较高 t71
。

与 A B C 免疫组织化染色结果比较
,

血清测 定阳性率远低 于后者 87
.

5%的 阳性

结果
。

其原因可能与抗原未纯化
、

测定方法等

有关
。

但结果仍能看出其在胰腺癌诊断中的

价值
。

有必要 进行抗原分离
,

改进测定方法

等
,

进一步深入研究
。

参 考 文 献

Y
u a n 5 2

,

C t e s t 1 C

n 1 U f i n e

乙
,

H o J J
,

Y
u a n

M
, e t a l

.

e a n e e r 一 a s s o e ia t e d a n t ig e n s

m o n o e lo n a l a n t i b o d ie s
.

H u m a n P a n
-

d
e t e e t e d b y

C a n e e r R e s ,

1 9 8 5
,
4 5 :

M
e t z g a r

6 1 7 9

R S
,

G a il l
a r
d M T

, e t a
l

.

h
u m a n P a n e r e a t ie a

d
e n o c a r e in o m a

b y m u r i n e m o n o c lo n a l a n t ib o d ie s
.

1 9 82
,

4 2 : 6 0 1

A n t ig e n s o
f

e e
l l
s d e f i n e d

C
a n e e r

R
e s ,

C h in J
,

M il le r
F

.

Id
e n t if ie a t io n a n d lo e a li z a t io n

o
f h

u m a n p a n e r e a t ie t u m o r 一 a s s o e ia t e d
a n t ig e n s

b y m o n o e l o n a l a n t ib o d i e s t o RW P
一
1 a n d R W P

一
2

e e
l l s

.

C
a n e e r

R
e s ,

1 9 8 5
,

4 5 : 1 7 2 3

G
r a n t A G

,

H a r r is PM
,

H
e y d e r m a n B

, e t a
l

.

T h
e g e n e r a t io n o

f m o n e l
o n a

l
a n t ib o d ie s a g a in s t

h u m a n P a n e r e a t ie e x o e r in e e a n e e r : a s t u d y
o f s

i x

d i f f e r e n t im m u n i
z a t i o n r e g im e s

.

B
r J C a n e e r ,

1 9 8 5
,
5 2 : 5 4 3

C h in JK
,

R
o n g G H

,

cS h
a r f f JB

, e t a l
.

G
a s -

t r o i n t
e s t in a l e a r e i n o m a 一 a s s o e ia t e d a n t ig

e n d e
-

f i
n e d b y a m u r in e m o n o e l o n a l a n t ib o d y

.

JN C I
,

1 9 8 7
,
4 7 : 1 3 6 7

D ip卯 ld W G
,

K l in g
e
l R

,

eB
r n h a r d H

, e t a
l

.



中 LIJ 医科大学学报 ( A e a
d J S U M S ) 1 9 9 5

,
1 6 ( l )40

eS
e e er t o r y e p it h

e lia l e e l l m a r
k
e r o n g a s t r o in

-

t e s t in
a l t u m o r s a n d in h

u m a n s e r e t io n
s d e f in e d

b y a m o n o e l o n a l a n t ib o d y
.

C a n e e r R e s ,
1 9 8 7

,

4 7

: 2 0 9 2

7 W
a r s

h
a w A L

,

G a s t i l lo C F D
.

P
a n e r e a t ie

.

Ca r C I一

n o m a ,

T h
e N e

w E n g J M
e d

,
1 9 9 2

,
3 2 6 , 4 5 5

“ 9 9 5
一
1 0

一
0 8 收稿 1 9 9 4

一
0 8

一
0 7 修回 )

G E N E R A T I O N A N D A P P L I C A T I O N O F

M O N O C L O N A L A N T I B O D Y A G A I N S T

H U M A N P A N C R E A T I C C A R C I N O M A

Zh a n g H o u d e Y u a n S h i z h e n

( G a s t r o in t
e s t i

n a l R e s e a r e
h L

a b o r a t o r y
,

S
u n Y

a t一 eS n M
e m o r ia l H o s p i t a l

S u n Y a t一 S
e n

U
n iv e r s

it y
o
f M

e d ie a l cS i
e n e e s ; G u a n g z h o u

,
5 1 0 1 2 0 )

U s i n g h y b r id o m a t e e h n i g u e , a m u r i n e m o n o e l o n a l a n t ib o d y ( m A b ) Y P C
3 a g a i n s t h u m a n

p a n e r e a t i e e a r e i n o m a w a s g e n e r a t e d
.

W h e n h u m a n t i s s u e s e t i o n s w e r e e x a m i n e d w i t h A B C

im m u n o h i s t o e h e m i s t r y
,

Y P C
3
m A b r e a e t e d w i t h 2 8 o f 3 2 ( 8 7

.

5 % ) p a n e r e a t i e e a r e i n o m a t i s
-

s u e s ,

w h i l e i t f a i l e d t o r e a e t w i t h a l l 1 1 n o r m a l p a n e r e a t ie t i s s u e s e e t io n s
.

T h e m A b a l s o r e -

a e t e d w i t h 5 o f 1 9 ( 2 6
.

3% ) n o n p a n e r e a t i e t u m o r t i s s u e s a n d 5 o f 1 7 ( 2 9
.

4% ) n o n t u m o r t i s
-

s u e s ,

b u t t h e s t a i n i n g w a s w e a k i n m o s t e a s e s
.

W h e n t h e l e v e l o f s e r u m a n t ig e n d e f i n e d b y

Y P C
:
m A b w a s m e a s u r e d b y b i n d i n g i n h ib i t io n E L IS A i n 1 3 7 P e r s o n s ,

t h e b i n d i n g i n h ib i t io n

r a t e g r e a t e r t h a n 6 5 % w a s f o u n d i n 1 7 o f 3 1 ( 5 4
,

8% ) p a t i e n t s w i t h p a n e r e a t i e e a r e i n o m a ,

i n

2 o f 3 5 ( 5
.

7% ) p a t i e n t s w i t h b e n i g n g a s t r o i n t e s t i n a l d i s e a s e s
,

8 o f 4 0 ( 2 0
·

0 % ) p a t ie n t s w i t h

n o n P a n e r e a t i e e a r e i n o m a a n d 1 o f 3 1 ( 3
.

2% ) n o r m a l s u b je e t s
.

T h e d i a g n o s t i e s e n s i t i v i t y
,

s p e e if i e i t y a n d a e e u r a e y f o r p a n e r e a t ie e a r e in o m a w e r e 5 4
.

8%
,

8 9
.

6 % a n d 8 1
.

8%
, r e s p e e t i v e -

l y
.

T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t Y P C
:
m A b m i g h t b e p o t e n t ia l l y u s e f u l f o r t h e im m u n o l o e a l

-

iz a t i o n a n d t a r g e t i n g t h e r a P y o f p a n e r e a t ie e a r e i n o m a
.

S u b j e e t h e a d i n g s h y b r id o m a s ; a n t ib o d i e s
,

m o n o e l o n a l ; p a n e r e o t i e n e o p l a s m s ; a n t ib o d
-

ie s
, n e o P l a s m


