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单克隆抗体T N T
一

1的纯化
、

(F ab
`

)
2

片段化

及其免疫活性的测定
刘 长 征

实验核医学教研室 )

F一M C h e n A l a n L E P s t e i n

( 美国南加州大学医学院病理系 )

提 要 T N T 一 1是一种鼠 gI G aZ 单抗
, 己用于肿瘤病人的临床试验

。

本文将介绍从腹水中进一步纯

化 T N T 一 1的方法及制备其F ( ab
z ) : 片段的条件

。

经 P or et in A 亲和柱层析从小鼠腹水中提取出的 I g G
,

再通过阳离子交换树脂柱M o n o S
,

用缓冲液 A ( 2 0 rn m o l / L M E S
,

P H 6
.

3 )和缓冲液 B ( 工m o l / I
,

N a C I )
,

在快速蛋白液相色层 ( F P L C ) 系统上进行梯度洗脱分离
,

可制得纯净的 T N T
一 1 抗体

,

其免疫活 性可达

80 % ~ 85 % , 经纯化的 T N T
一 1 ,

用胃蛋白酶消化
,

制备 F a( b
产 ) : 片段

,

其消化条件是
:
酶的川量为杭体

的 1 / 2 5 0
,

P H 3
.

8
,

温 度 3 7℃ ,

时间 4 一 5 小时
。

消化 后的混合物
,

J目 P r o t e l n A 亲和结合法 除去完

整的gI G
,

其余的F a( b ` ) 2 和 F a b,
、

F c 等片段
,

在 M o n o S 柱上
,

按前述的条件分离
。

产物 T N T
一 1或

F a( b 产 ) : 的免疫活性
,

用标记抗体和过量抗原结合的方法测定
;
分离纯化过程中的洗脱峰

,

用间接免疫荧

光技术监测其活性
。

结果衷明
,

T N T
一 1 的 F ( a b

z ) 2 片段 的制备是成功的
,

色层分离纯化的方法简便 而

有效
,

并已成功地应用 于批量生产
。

关键词 单克隆抗体 T N T 一 I F ( a
b, )么 纯化 免疫活性

单克降抗体在肿瘤检测和治疗方而
,

正在

显示出很大的潜力
〔 `

’
“ 3 。 单抗 T N T 一 1就是一个

例子
。

恶性肿瘤坏死细胞膜缺损使 得 大 分 子

物质包括抗体分子能 自山进入胞浆
,

一

单抗 T N T

一 1作为一 种能 与细胞内抗原相结合的 I g G aZ
,

就是根据这一事实
,

以坏死 细胞为靶 子
,

进入

并停留在肿瘤坏死组织中
。

当放射性核素被标

记上抗体分子而被载入肿瘤组织时
,

就可以利

用其射线的扫描照像技术
,

对所在的肿瘤进行

检测研究
。

同时
,

也可以进行肿瘤治疗学方血

的研究
。

T N T一 1在这两方而
,

已在动物实验中

取得成功
〔“

’
摇」。

近年的工作表明
,

单抗的 (F ab
`
)

:

片段
,

在

肿瘤检测研究中比完整的抗体更为优越
〔 5一 7 , 。

因为 F a( b, )
2

在骨髓
、

肝和脾中的本底明显减

少
,

在 8 小时内可获得较高的肿瘤浓集
,

并能

减少病人的抗
一
外 来 抗体反应

,

而且有可能应

用短寿命的放射性核素进行显象诊断研究
。

从

gI G 单抗制备 F ( a b
尸
)

2

的技术 已有报道
〔” 」,

不过

因利用分子扩散层析 法 来 纯 化 F ( a b’ )
2 ,

其

分辨率和容量都不高
,

更不能批量生产
。

本文

介绍从 T N T一 1 制备 F (a b’ )
2

的 消 化条件及其

应用离子交换柱层析法分离纯化 F ( ab
` )

2

片段

的程序
,

}司时
,

对 T N T一 1的进一步纯化
,

及其

免疫活性的测定方法
,

也进行了研究
。

材 朴 和 方 法

材 料 快速蛋 白液相色层仪 ( F P L C )
、

阳离子交换树脂柱 M On o S ( H R S / 5 ) 和分子

扩散色 层 柱
s u p e r o s e 1 2 ,

(瑞士 p h a r m a e i a

产 ) ; p r o t e i n A 及其缓冲液
,

购眨{ B i o P r o b。

i n t e r n a t i o n a l I n e . ;
胃蛋白 酶 ( S i s m a

)
。

从腹水中纯化单抗 T N T 一 1 将含有单抗

T N T一 1 的 B o lb / c 鼠腹水
,

在高速离心机上 以

2 0 0 0 0 又 g 的转速
,

离心 1 0分钟
,

上清液在 0
.

2 2

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1991. 0092



3 1 2

林m的滤膜上过滤
,

)IJ 亲和结合缓冲液按 1 : 1

的比例稀释腹水的滤液
,

混匀后在 F P L C 系统

上
,

通过 p or et ih A 层析柱
,

用此缓冲液淋洗

柱子
,

直到洗出液的蛋白含量接近本底
,

然后

改用亲和洗脱缓冲液淋洗
,

收集洗 出 峰 的 溶

液
,

令其通过
s e p h a d e x G 一 2 5柱

,

改变溶液为

缓冲液 A ( 2 0 m m o l / I
J

M E S
, p H 6

.

3 )
,

再通过

M O n O S 柱
,

用缓冲液 A 淋洗柱子
,

然后用缓

冲液 B ( l m o l / L N a C I )
,

进行梯度洗脱
,

最

后检测各个洗脱峰的活性
。

F ( a b
,

)
2

片段的制备及其分离 纯 化 「8 ,

T N T 一 1的 F ( a b `
)

2

的制备是利用 胃蛋白酶
、

eP
-

sP in ) 作 消化酶
。

胃蛋 白酶的 用 量 为 抗体的

z / 2 5 0
,

混匀后
,

用p H为 3
.

0的 l m o l / L N a c i t r a t e ,

在搅拌条件下
,

小合地将此 酶
一
抗 体 混合溶液

的 p H调到 3
.

8 ,

注意避免因局部的酸度过 高而

造成蛋白沉淀
,

然后置于 37 ℃的水浴中消化 4

一 5 小时
,

消化的程度用凝胶过滤法 su p er os e

12 柱或 sD S一聚酞胺凝胶电泳法 ( P A G E ) 测定
。

在消化后的产物中
,

除了 F ( a b’ )
,

外
,

还

有残 留的完整的抗体
,

以及 F (a b, )
2

被进一步

消化生成的 F a b
` 、

F c
等其它杂质

,

所以需妥进一

步分离纯化
。

具体方法是
:

将消化后的混合液
,

通过一个小的p r ot el n A 柱
,

尚未被消化的 gI G

被结合在亲和层析柱上
,

而 F (a b ` )
:

等片段则

被淋洗出来
。

此洗出液改变p H之后通过 M O n 。

S 柱
,

利用
.

上述的梯度洗脱法
,

将 F a( b, )
2

和其

它小片段分离
。

免疫活性的测定 T N不 1及其 F ( a b, )
2

的

免疫活性的测定有间接法和直接法
。

间接

法是利用免 疫 荧 光 技术
〔“ , ,

定性或半定量地

检测样品的活性
。

具体作法简 述 如 下
。

先将

R aj i 细胞月 2 %的聚甲醛磷酸盐溶液处理
,

然

后固定在显微 镜 玻 片 上 ( 周围有 特 氟 隆 铺

盖 )
,

每片 有 10 个直径为 s r。幻以的这样的圆
,

干燥后将固定有R aj i 细胞的玻片置入 一 20 ℃的

丙酮中
,

让细胞可渗透化 3分钟
,

取出漂洗干

净
,

保存在含有 o
.

a Z% N aN
。

的BP S 中待用
。

使

用时
,

将 30 衅 样品加到固定的 R aj i 细胞上
,

于37 ℃下 ( 或室温下 )
,

揖育40 分钟
,

然后漂

洗干净
,

再加入荧光标记的羊 抗 鼠 的 I g G 抗

体
,

又在室温反应 30 分钟
,

漂洗干净后在荧光

显微镜上检测其荧光的强弱
。

直接测定法是利用过量抗原和放射性标记

的抗体结合反应的 方 法
,

直接测定 T N T 一 1 及

其 F ( a b’ )
2

的免疫活性
。

用氯胺
一 T氧化法

〔 ’ “ ’ ,

将 I一 1 25 标记到抗体分子上
,

然后取一 定 量的标

记抗体和过量的抗原 ( 即经渗透处理过的 R aj i

细胞 )
,

在室温下结合反应 40 分钟
,

再加入分

离剂
s eP h a de x G 一 10 悬浮液

,

离心分离
,

测其

放射性的结合率
,

即为样品的免疫活性
。

结 果 和 讨 论

T N T 一 i 及其 F ( a b
`
)

:

的纯化

用 rP ot ie n A从腹水中分离 sI G 是一种简

易
、

有效的方法
, S D S一 P A G E 的 结 果表明

,

I g G 已很好地和腹水中的其它杂质 分 离
。

但

是
, T N T 一 1 的 免疫活性仅有 45 %一 50 %

,

说

明除了具有活性 的 I g G aZ 外
,

还有其它 I g G

杂质
,

需要进一步纯化
。

在本实验条件 「
,

经

rP ot ie n A 纯 化的 I g G
,

通过阳离子交换层析

柱 M o n 0 S后
,

在梯度 2 0m m o l / L M E s , 1 5%和

40 %的 l m ol / L N a C I 处
,

共 有 3 个 洗 脱 峰

(图 1 )经免疫荧光测定表明
,

峰 1及峰 2 的荧光

为阴性 (
一

)
,

峰 3为 强 阳 性 。
+ `

)
,

说明前

两个峰为无免疫活性的杂质
,

第 3 个峰才是产

品 T N T一 1
。

进一步的测定表明
,

其免疫活性在

80 % ~ 85 %之间
,

说明 T N T一 1 抗体 已得 到 很

好的纯化
。

上述 T N T一 1 的纯化方法
,

也适合于它的

(F ab
尹
)

2

片段的纯化
,

在M O n O S 柱上的洗脱曲

线
,

也有 3 个洗脱峰 ( 图 2 )
,

它们的 DS s -

P A G E谱带表明
,

峰
a 应该是 F “

及一些小分子

肤 ( 已泳出凝胶之外
,

故无谱带显 示 )
,

峰 b

是aF b’
,

峰 c 是产品 (F ab 勺
, 。

实践表明
,

完整

的 I g G 和它的 F ( a b ,
)

2

片段在M o n o S 柱上的

行为完全一致
,

难于分离
,

所以采用 p r ot ie n A

亲和层析法除去完整的 I g G
,

因此在 它 们 的
S D S~ p A G E图谱上 已无完整的 ls G 存在

。

钾爱白醉消化制备 F ( “ b, ) :
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G r e e n w o o d

立名几I一 la b e le d

F G
, e t a l

.

T h e P r e P a r a t io n o f

hu m a n g r o w t h h o r m o n e o f

h i g h s Pe e i f i e r a d i o a e t iv i t y
.

B i o e h e m J

1 9 6 3 ; 8 9 : 1 1 4

C H R O M A T O G R A P H I C M E T H O D S F O R

P U R I IF C A T I O N O F T N T 一 1 A N D P R E P A R A T IO N

O F I T S F ( a b ￡)
.

F R A G M E N T S
、 ,

`

L i u C ha n g z h e n g

( D e Pa r t m e n t o f N u e le a r M e d i e访 e )

F 一M C h e n A l a n L
.

E P s t e i n

( D e P a r t m e n t o f P a t h o l o g y
,

U n i v e r s i t y o f S o u th e r n C a li f o r n 坛 S e h o o l o
f M e d i e i n e )

T N T 一 1 15 a m u r i n e I g G Z a m o n o e l o n a l a n t i b o d y w h i e h h a s b e e n u s e d f o r e l i n i e a l p a t i e n t s

t r i a l s i n P a t i e n t s
.

T h i s P a P e r d e s e r i be s m e t h o d s f o r f u r t h e r p u r i f i e a t i o n o f T N T一 1 f r o m

P a t i e n t s a s e i t e a n d P r e P a r a t i o n o f F ( a b
’
)

2 f r a g m e n t s o f T N T 一 1
·

T h e I g G w a s s e P a r a t e d f r o m

t h e i r a s e i t e b y P r o t e l n A a f f i n i t y e h r o m a t o g r a P h y
, a n d t h e n f u r th e r s e P a r a t e d b y e a t i o n

e x c h a n g e e h r o m a t o g r a P h y ( M O n o 5 c o l u m n ) o n F P L C S y s t e m
·

D i g e s t i o n o f T N T 一 2 w i t h

p e P s i n w a s o P t im i z e d a n d P e r f o r m e d a t P H 3
.

8
,

p e P s i n /
a n t ib o d y r a t i o o f l / 2 5 0

, a n d 4一

5 h o u r s o f i n e u b a t i o n a t 3 7 oC
·

T h e F ( a b ,
)

2 f r a g m e n t W a s p u r i f i ed b y P r o t e i n A a n d

M o n o 5 e o l u m n s P r o e e d u r e s u s i n g F P L C s y s t e m
·

K i n e t i c s o f d i g e s t i o n a n d P or t e i n P u r
-

i t y w e r e s tdn i e d b y u s i n g s u P e r o s e 1 2 F P L C a n d S D S一 P A G E
·

I m m u n o r e a c t i v i t i e s w e r e

d e t e r m i n e d b y b o t h m e t h o d s o f i n d i r e e t i m m u n o f l u o r e s e e n e e a n d d i r e e t r a d i o im m u n o a s
-

s a y
.

T五e r e s u l t s r e v e a l e d t h a t t h e e h r o m a t o g r a P h i e p r o e ed u r e s a r e P r a e t i a l
, s im P l e

, a n d

e f f e e t i v e
,

a n d h a v e b ee n s u c e e s s f u l l y u s e d t o P r o d u e e g r a m q u a n t i t i e s o f e l i n i e a l g r a d e

F ( a b ’
)

2 f r a g m e n t f o r t h e d i a g n o s i s O f c a n c e r i n p a t i e n t s
·

K e y w o r d s M o n o e l o n a l a n t ib od y T N T 一 I F ( a b
,
)
。 p u r i f i e a t i o n

I m m u n o r e a e t i v i t y


