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摘 要：【目的】观察放射性核素标记针对癌蛋白为靶点的单克隆抗体载体外对卵巢癌细胞的抑制作用。

【方法】应用氯胺 @法将 )#)B和抗 E$F7G!单克隆抗体标记，取不同浓度的 )#)B$’HIJ$E$F7G!与 >K90#细胞共同培养，

5@@法检测其对 >K90# 细胞生长的抑制作用。【结果】体外单抗浓度为 !!3 !" LM N <时O )#)B$’HIJ$E$F7G!的相对抑
制率为 */3 +.P O 可以明显抑制 >K90#细胞，未标记的抗 E$F7G! 单抗的相对抑制率为 #3 /"P O 对 >K90# 细胞的
生长几乎没有抑制作用。【结论】)#)B$’HIJ$E$F7G! 能够有效抑制肿瘤细胞的生长，适合应用于卵巢癌的免疫导向治
疗。
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卵巢癌是妇科肿瘤中死亡率最高的疾病O 由于
多种客观因素的存在导致卵巢癌的治疗效果欠

佳。近年来许多新的化疗药物的出现，一定程度上

提高了化疗的效果，但是卵巢癌总的 .年生存率仍
然徘徊在 !"P h #"P e) g。因此，探讨其他治疗方法

的意义就显得尤为突出。本研究以癌基因 E$F7G!表
达的蛋白 \)+.蛋白作为治疗的靶点，选用放射性
同位素 )#)B标记针对 \)+.蛋白的单抗，观察其在体

外对卵巢癌细胞的杀伤作用。

) 材料和方法

)3 ) 卵巢癌细胞株
在 !""!年 .月 h !""#年 .月O 选取我院库存

的 >K90#细胞株为靶细胞，来源于卵巢黏液性囊
腺癌，每个细胞表面有大约有 )"*个 SA;!受体表
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!段放射线计数 -本底

!段放射线计数 . "段放射线计数 - + /本底
标记率 0 / !112

/ !112
!段放射线计数 -本底

!段放射线计数 . "段放射线计数 - + /本底
放射化学纯度

放射性浓度 0

0

放射性活度 ) "# *
样品体积 )34*

达 5 + 6。培养液为 789:!#;1完全培养液。
!< + 抗 !"#$%&单抗

8!=,蛋白，购自 >?@3A公司。小鼠免疫球蛋白
购自北京鼎国生物技术发展中心。氯胺 B 购自
>?@3A公司。
!< " 实验方法
!< "< ! 抗体的 !"!:标记采用氯胺 B法 纸层析法
计算标记率、放化学纯度以及放射性浓度，公式如

下：

!< "< + 标记物免疫活性的测定 >CDE" 细胞繁
殖到对数生长期，制成 ! / !1=个细胞 F 4的细胞悬
液。取 ! 34细胞悬液加入试管，再加入 ! / !1,G(3
的 !"!:H )IJB:HGHK%LMH+ *9IL或 !"!:HN3:@$，混匀。测
放射线计数 ) B *。在 "O P细胞培养箱中孵育 # Q。
将细胞悬液离心 ! 111 % F 3?N / !1 3?N) $ 0 !, G3*，
弃去上清R 测沉淀物的放射性计数 ) M *。标记抗体
的免疫结合率S
!< "< " 对体外培养的 >CDE"细胞的抑制效果
9BB 法，设 " 组： !"!:H )IJB:HGHK%LMH+ * 9IL 组、
!"!:HN3:@$组、)IJB:HGHK%LMH+ *9IL组，按倍比稀释

设 ,个浓度梯度，分别为 +< ++ / !1T MU F 4、!< !! /
!1T MU F 4、 1< ,# / !1T MU F 4、 1< += / !1T MU F 4、
1< !; / !1T MU F 4。设 "个空白对照孔。每个浓度设
"个重复孔。取 !O1 !4的细胞悬液（+ / !1;）接种于

T#孔板上，"O P 体积分数 ,2 VD+培养 +; Q。将
!"!:H )IJB:HGHK%LMH+ *9IL与 !"!:HN3:@$过滤消毒后
给药，每孔加入 !11 !4。培养 # Q，吸出药物，再加
入培养基 +11 !4R 继续培养 ;= Q。然后加入 9BB
溶液 !1 !4，培养 ; Q。吸去上层培养液，加入 !11
!4 W9>D液，振荡 !1 3?N，使结晶物充分溶解。全
自动酶标仪测定各孔 !;T+，计算相对抑制率：

并根据每次的相对抑制率求出半数抑制浓度

（BQK ,12 ?NQ?L?X?&N Y&ZKZR :V,1）。

+ 结 果

抗体的 !"!:标记率：OT< #2 [ ="< +2；放化纯
度：T"< !2 [ T#< #2；放射性浓度：+< ++ / !1T [
1< !; / !1T MU F 4。!"!:H )IJB:HGHK%LMH+ *9IL的免疫
结合率为 ;!< O2 [ ;T< =2，!"!:HN3:@$免疫结合率
为 "< ,2 [ O< ;2。不同浓度各组药物对 >CDE"细
胞的抑制作用见表 !，各组药物的 :V,1的比较结果

见表 +。

V&NGKNX%AX?&N &\ %AY?&AGX?]?X^ ) / !1TMU F 4 *

表 ! 不同浓度下各组药物对 >CDE"细胞的抑制效果

BQK ?NQ?L?X?&N K\\KGX &N >CDE" GK__Z A3&N@ KAGQ @%&’( ?N Y?\\K%KNX G&NGKNX%AX?&N

5 G&NGKNX%AX?&N &\ ANX?L&Y^ ) 3@ F 4 * 67K_AX?]K ?NQ?L?X?&N %AXK
（2）

!"!:H )IJB:HGHK%LMH+ *9IL
!"!:HN3:@$
)IJB:HGHK%LMH+ *9IL

+< ++ 5!11 6

#;< = ‘ +< ,
+,< 1 ‘ !< =
"< ; ‘ "< 1

!< !! 5,1 6

,"< ! ‘ !< O
!,< = ‘ !< O
+< ; ‘ !< #

1< ,# 5+, 6

;"< O ‘ !< ,
!1< 1 ‘ +< #
!< T ‘ !< "

1< += 5!+< , 6

";< O ‘ !< #
,< " ‘ !< ;

1< =T ‘ !< +

1< !; 5#< ", 6

+T< ; ‘ !< ;
1< = ‘ 1< ;

!1< !; ‘ 1< T,

" 讨 论

ab7+ F NK’基因（又名 GHK%LM+基因）是位于人

第 !O号染色体 U!!H++位的原癌基因，癌基因的产
物为 (!=,蛋白，属 :类受体酪氨酸激酶 )7BC*超家
族，且在结构上与 b$c7非常相似，被认为可能是
一种未明确的生长因子受体。正常组织上皮细胞可

表 + 各组药物 :V,1的比较

G&3(A%?Z&N &\ :V,1 A3&N@ KAGQ @%&’(

:V,1

!"!:H )IJB:HGHK%LMH+ *9IL
（ / !1TMU F 4）

1< =O; ‘ 1< !1!

!"!:HN3:@$
（ / !1TMU F 4）

dNAL_K X& %KAGQ

)IJB:HGHK%LMH+ *9IL
)3@ F 4 *

dNAL_K X& %KAGQ

/ !112相对抑制率 0
对照组 !;T+均值 -实验组 !;T+

对照组 !;T+均值
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低水平表达 012/ 3 (,4基因，有助于信号细胞正常
生长增殖。当 012/ 3 (,4基因过度表达时，胞膜上
5!67蛋白数量增加，异质二聚体形成增加，细胞信
号传递系统会过度活化，从而导致细胞增殖失控，

发生癌变。抗 +&,-.8/ 单抗与 5!67 蛋白亲和力较
高，可以抑制 5!67蛋白与 29:超家族的其他成员
发生交联形成二聚体，减弱细胞生长信号的传递；

通过诱导 5/#:%5%和 28相关蛋白 ;!"<= 大量减少 >
期的细胞，下调细胞表面 5!67蛋白；减少血管内皮
生长因子的产生；介导对过度表达 012/ 3 (,4基因
的肿瘤细胞的抗体依赖性细胞毒作用等 ? "&@ A。

本实验选用氯胺 9 法把 !"!% 标记到 B’C9%&
+&,-.8&/ D E’.上。 !"!% 因为标记方法简单，在 2%9
中使用最为广泛。!"!% 可发射 !、"两种射线，!射
线可造成细胞 FC’的损伤，阻碍 FC’的复制及其
重要生命功能的完成，最终导致细胞生长抑制和死

亡。"射线可以以后被用来观察标记单抗与卵巢癌
移植瘤结合情况。本实验的标记率为 #@G HI J
6"G /I，标记物稳定，经纯化后放射化学纯度可达
@"G !I J @HG HI。证明氯胺 9法有很强的实用性。
(K%LM是正常鼠 %LM，对 >:NO"细胞的结合没有特
异 性 。 本 实 验 免 疫 活 性 测 定 显 示 ： !"!%&
B’C9%&+&,-.8&/ DE’.与 >:NO"细胞的免疫结合率
明显高于 !"!%&(K%LM。证明 !"!%& B’C9%&+&,-.8&/ DE’.
能以较高的结合率与 >:NO"细胞特异性结合，!"!%
的氯胺 9标记法对抗体活性影响不大。

E99实验，本实验在给药后设定了 H P的孵育
时间，让抗体与 >:NO"细胞上的抗原充分结合，再
将未结合的药物吸去，排除未结合的 !"!%标记物对
结果的干扰。实验表明：!"!%& B’C9%&+&,-.8&/ D E’.
和 !"!%&(K%LM均有抑制 >:NO"细胞生长的作用，而
且 !"!%& B’C9%&+&,-.8&/ D E’.的抑癌作用远远大于
!"!%&(K%LM，随着放射性浓度的升高，这种抑制作用
逐渐加强，而 ’C9%&+&,-.8&/ E’.对肿瘤细胞几乎
没有抑制作用。实验结果提示：采用以癌基因表达

的蛋白作为作用靶点的单克隆抗体在体外可以一

定程度上抑制肿瘤细胞的增长，但效果不好。分析

原因可能有以下几点：!这种鼠源单抗不能阻止
5!67 蛋白与其它 29:超家族成员形成异二聚体，
下调 5!67蛋白的表达，因此不能抑制癌细胞生长
信号传递系统的过度激活。"抗体对肿瘤的杀伤作
用部分是通过抗体依赖性细胞毒作用或引起补体

介导的细胞溶解作用达到。在体外培养状态下缺乏

效应细胞和补体，使抗体无法发挥作用。同样的抗

体标记了 !"!%以后= 在实验中观察到抑制肿瘤细胞
增长的效果良好，其原因除了与免疫结合有关以

外，放射性同位素也起了一定的作用。实验中，各组

药物是以相同的放射性剂量按一定的浓度梯度给

药，它们对肿瘤细胞生长抑制率的不同，事实上就

是由于不同抗体和 >:NO" 细胞免疫结合力的差
异，导致结合到肿瘤细胞上的 !"!%的量不同所造成
的结果。

总之，!"!%& B’C9%&+&,-.8&/D E’.可与 >:NO"细
胞表面抗原 5!67蛋白特异性结合，能够将 !"!%固定
到肿瘤部位，杀伤肿瘤细胞，适合以后作为免疫导向

治疗的药物。针对癌基因的表达产物癌蛋白为作用

靶点的免疫导向治疗有乐观的应用前景。
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