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抗人肺癌单克隆抗体 ( 3D 3 ) 的研制及其特性鉴定竺

颜 江华 杨善氏 孙亚敏 陈瑞川
‘

郑 耘 陈山 厦

(
.

厦门大 学抗癌研究中心
,

厦门 3 6 1 。。5 )

陈锦辉

( 厦门市第一医院病理科
,

厦门 3 6 1 0 0 0

摘 要 本文 用人肺膝癌 组织 兔疚的BA L B /c 小 鼠脾
,

细胞与小 鼠骨髓瘤 SPZ 加

细 胞融合
,

获得 1 林单克隆杭体 ( M c A b 3 D 3 )
。

Ig 类测定为Ig G
,

型
。

杂交瘤培养

上清液和腹水的效价分别 为 1 :

10
“

、 10
‘

和 l
:

10
“ 。

采用间接 免疫荧光法(IF 八 )

观察到M o A b 3D 3主要与肺腺癌 细 胞株A 549 和L 34 2反应
,

与其它组 织肿瘤细胞株没

有反应
。

A B C 兔疫酶染色试验 显示M c A b3 D 3主要 与肺腺癌组 织反 应
,

与正常肺 组

织 没有反应
。

关键词 肺肿瘤
;
抗体

,

单克隆

近年来
,

有关抗人肺癌单克隆抗体研制

的报道不少
,

但大多数是采用体外培养的肺

癌细胞株作免疫原
〔‘ 一 “, 。

我们用临床 手 术

切除的人肺癌组织制备抗原
,

成功地获得一

株抗肺癌单克隆抗体
,

命名为 M c A b 3 D 3
。

其初步生物学特性研究结果报告如下
。

l 材料和方法

1
.

1 抗原制备和单克隆抗体产生 取一

例新鲜的肺腺癌组织标本
,

剪 除周 围的结缔

组织和正常肺组织
。

将癌组织研 碎
。

20 。 目

铜网过滤
,

离心洗涤后调整细胞数
,

制成 单

细胞悬液
。

以2 只 1 0
7

个癌细胞直接免疫小 鼠

或冻存备用
。

部分肺癌组织按 D re w in k 。 等

法 〔咯〕提取肺癌组织膜抗原的粗提物
。

以2 欠

1 0 7

个癌细胞悬液腹腔注射首次免疫B A L B /
c
小鼠

,

每 2 周追加 1 次
,

融合前 1
、

2
.

3 d

份

本课题为福建省自然基金资助课题

各用膜抗原粗提物加强 l 次
。‘

制备脾细胞悬

液
,

3 只小鼠的
’

脾细胞混合在二起业与SPZ /

0 细胞融合 。 〕。

以膜抗原粗提物包被 微 孔

板
,

E Ll sA 法进行初筛
,

阳性孑L用 人Bc 染

色法在 甲醇固定的石蜡切片上加以证实
,

获

得二株强阳性杂交瘤
,

. .

经有限稀释法
.

3 次克

隆
、 :

阳性率 达 工00 %
。

扩大培养后
,

接种 于

B A L B / c’J
、

鼠产生腹水抗体 ; 二

」
.

2 染色体分析 秋水仙碱阻断法 〔。〕
.

1
.

3 单克隆抗体纯化和鉴定
,

腹水单克

隆抗体用 50 %硫酸胺粗提
,

经D E A
.

E 一 52 层

析柱
,

聚丙烯胺鉴定纯度
。

1. 4
一

’

单克隆抗体 19类 glJ
、

亚垫分析
‘

E L IS A 法 (Z y m e d公司试剂盒
,

方法按说明

书 )
。

1
.

5 单克隆抗体效价测定 按常规间接

E L Is A 法进行
。

1
.

6 细胞株特异性鉴定 间接免疫荧光



法 (IFA )
,

所用细胞株来自国内外有关研

究室
。

工
.

7 组织特异性初步鉴 定 所用组织切

片来自本中心病理室及厦门市第一医院病理

科
。

切片按常规脱蜡水化后
,

照A B C染色法进

行 ( Z y m ed 公司试剂盒 )
。

乳腺癌M c F
一
7

仓鼠成纤维细胞 V 7 9

小鼠成纤维细胞N IH 3 T 3

A BO 型混合红细胞

混合淋巴细胞

注 一 阴性
,

土部分细胞弱阳性
, 十 阳性

,

料强

阳性
。

以下同
。

2 结 果

2
.

1 杂交瘤细胞株的建立 本研究进行 2 次

融合
,

共获得 38 孔杂交瘤
。

3 D 3 孔经膜抗

原粗提物包板 E L 巧A 法初筛及抗原片肺腺癌

组织切片 A B C染色法验证
,

确有阳性反应
。

经 3 次克隆后阳性率达1 00 %
。

该株在 体 外

连续传代培养18 个月以及冻存后复苏
,

仍能

稳定分泌抗体
。

命名为 M c A b 3 D 3
。

镜 检

1 0 0个细胞
,

染色体数为 87 、%
,

大多 为 端

着丝点
,

少数为亚中部着丝点
。

2
.

2 Mc A b 3 D 3 特 性 鉴定 D E A E一 5 2 柱

层析后的M o A b经聚丙烯酞胺 电泳
,

考 马 氏

亮蓝色显示为 电泳纯制品
。

E LI S A试剂盒 坛

亚型分析 M c A b 3 D 3 为 工g G I
。

杂交瘤细 胞

培养上清抗体滴度为 1
:

10
“

、10
略 ,

小鼠 腹

水抗体滴度为 1
:

1(}
“ 。

2
.

3 Mc A b 3 D 3 与各种细胞的 反 应 性 阳

性反应细胞株显示荧光抗体定 位 在 细 胞 膜

上
。

2
.

4 M c A b 3 0 3 组 织特异性鉴定 阳 性 反

应组织切片显示 M o A b 3 D 3相关抗原主要分

布在细胞膜上
。

表 2

T a b Z

A B C 染 色法 测 定 M c A b 3 D 3

的组 织特异性

D e te r m in a tio 几 o f

s Pee ifie ity b y A B C

M e A b 3D 3

s ta in in g

生且织来源 阳性数 / 例数 一 +
料

433QU123
。O”05
CO�b丹J,J// 了//‘/

了尹
z
了

////八U六U,‘一nla]O

癌癌鳞腺

肿瘤组织

胃 癌

结肠癌

食管癌

月市 癌

阳八八八阳nn�nUnUC甘

气

表 1 M cA b 3D 3 与各种 细 胞的反应性

T a b 1 R e a e t i v i ty o f M e A b 3 D 3 w i th
’

泥 a v a r i e t y o f e e lzs e u ltu r e d

i n v i tr o

细胞名称
:

M cA b3 D 3上清 Sp Z/ o上清

肺巨细胞癌 95 D
:

土 -

肺腺癌 A 549
一

卜 -

L 3 4 2 斗十 一

SP C
一

A
一
] 一 一

胃 癌 M G c8 0
一 3

- - -

A 7 9
~
1 ] 一 ’一

’

刀千 夕必 B E L
一
7 4 0 2 - -

未分化癌

肝 癌

胚胎组织

胚肺组织

胚胃组织

胚大肠组织

胚小肠组织
令

胚肝组织

正常组织

3 讨 论

本文用手术切除的新鲜肺腺
4

癌组织作为

免疫原
,

获得了一株持续
、

稳定分泌的单克隆



钊

抗体
—

M c A b3 D 3
。

经初步特异性分析
,

在

筛选的 12 种细胞中仅与肺癌细胞株有反应
,

尤以肺腺癌细胞L 342 和 A 54 9反应 为 强
;
此

外与肺巨细胞癌95 D 细胞也有反应
。

但与胃

癌细胞株 ( M G e 8 0一3
,

A 7 9一1 1 )
、

乳腺 癌

细胞株 (M CF一 7 )和肝癌细胞株 ( B E L一

7 4 0 2 )等没有反应
,

也不与人肺成纤维细胞

V 7 9
、

A B O血型混合红细胞及混合琳巴细胞

反应
。

组织特异性检测结果 显 示Mc A b 3 D

3 与正常肺
、

胃
、

肝组织及胚肺
、

胃
、

大肠

小肠
、

肝组织等没有交叉
,

对肺腺 癌组织有

较好的特异性 ( 5 / 6 )
,

但与肺未分化癌及

食管癌组织也有部分交叉
。

初步 结 果 表 明

M o A b 3 D 3 是一个新的抗人肺癌单 克 隆 抗

体
,

其相关抗原特性及导向治疗研究正在进

行之中
。
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A bs tr a e t M o n o e lo n a l a n t ib o d y (M e A b 3 D 3 ) w a s p r e P a r e d by fu s in g m i e e m y e lo m a e e lls

S Pz / 0 w ith s p le e n 。e lls f r o m B A L B /
。 m i e e im m u n iz e d w ith m e m b r a n e a n t ig e n s fr o m

lu n g a d e n o e a r e in o m a .

T h e
M e A b w a s id e n t ifie d a s Ig G

a n d i t s tit e r ili h yb r id o m a s、: Pe r -

n a t a n t s a n d a s e it e s w a s s h o w n b y E L ISA t o b e z : 1 0
一
2 0 a n d l : 1 0 , r e s p e e t iv e ly

.

In d i
-

r e e t im m u n o flu o ,
,

e s e o n e e a s s a了 (IFA ) s h o w e d tlla士 M
e A b 3D 3 r e a e to d 用 a jn ly w it h h u m a n

lu n g e a n e e r e e lls ,
th o u g h i t d id n o t r e 比e t w i th n o r m a l h u m a n e e lls .

A B C im m u n o Pe r -

o x id a se s t a in t e s t d e现 o n s t r a t e d t h a t M e A b 3 D 3 r e a e t e d w ith Pu lm o n a r y a d e n o e a r e in o m a

b u t n o t \; it li 1 1 o r 一11 a l h u rll a n t is 、u e 、
.
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