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抗肺癌免疫光敏剂的制备及其杀伤作用
¹

陈瑞川 颜 江华 扬 栋
(抗 痛 研 究 中 心)

摘要 以碳二亚胺 (E Dc l) 为连接剂将抗肺庙单克隆抗体 ( M cA b 3D 3 与血叶啦衍生物

( H p D )共价连接
.

制备成免疫光敏剂
.

经 E Ll s A 法测定及溶血试验
.

结果表明偶联物保留了 M c A b

的反应性及 H p D 的光敬活性
.

偶联物经紫外光谱及荧光光谱扫描分析表明
,

偶联 H p D 与非偶联

H pD 的光谱恃性有所差别
.

体外杀伤试验表明
,

偶联物的杀伤效串提高了 10
.

5 倍
,

且对非耙细胞

的杀伤作用微弱
.

证 明 H p D 与 M c A b 偶联后
,

对靶细胞具有特异杀伤作用
,

可为肿瘤的治疗提供

一种新的药物
.

关键词 抗体
一

药物交联物
,

McA b , H p D ,

免疫光橄荆

近年来
,

光辐照疗法 (P D T ) 已逐渐发展成为一种治疗和诊断恶性肿瘤的手段
,

但由于光

敏剂 血外啡衍生物 (H p D )对肿瘤组 织的选择性不够高
,

杀伤效果不够理想「, 〕,

以及做 PD T 治

疗的病人有皮肤光敏副反应的缺点
,

致使其临床应用受到限制〔2 ]
.

因此更优良的光敏剂研制巫

待解决
.

随着单克隆抗体 (M c A b) 的问世
,

已有多种药物与之交联以提高药物对肿瘤的杀伤效

果
.

将 H p D 与抗肿瘤 M c A b 偶联制备成“
免疫光敏剂

” ,

就可借助 M c A b 的导向作用增强 H p D

对肿瘤细胞的特异性
,

从而提高其诊疗效果 仁’].

本文以碳二亚胶 ( E IX二I )为连接剂将抗肺癌 M o A b3D 3 与 H p D 偶联
,

研究了偶联物对肺

癌靶细胞的特异杀伤作用
.

1 材料与方法
抗肺癌

’

M c A 卜H p D 偶联物的制备川及纯度鉴定 取 H p D 溶液 (8
.

3x 10
一 ’m o l/I

,

美国

p r o p h o r in p r o d u e t s I n e
产品 ) 0

.

7 m l
,

加 E DC I ( 6
.

1 x 20 一 ’m o l/ l
, S ig m a

公司产品 ) o
,

3 o x
,

避

光反应 30 m in
,

再加入 3
.

5 0 9 的抗肺癌 M c A b 3D 3( 本单位细胞室提供 ) , “室温避光反应 6 h

后
,

加 10 拌l氨基乙醇
,

4
’

C过夜
,

反应产物过 S e p h a d e : G 一

25 层析柱 (甲1又 25 e 。 ) ,

以 0
.

0 1

m ol /I
, p H 了

.

2 的 P BS 洗脱
,

去除游离的 H p D
,

收集第一洗脱峰
,

无菌过滤后分装
,

于 一20 ℃贮

存
.

以 B ec k m a n D U 一

65 紫外/可见分光光度计分别测定偶联物 M c A b 及 H p D 的含量
,

求出分

子比
.

以薄层硅胶色谱( T C L )鉴定偶联物的纯度 ; 点样量为 0
.

5 川
,

展开剂系统为
: 乙醉

: 乙酸

一 9 5 : 5 , /v .

偶联物 M c A b 活性的测定 以 E [J S A 法 rs1 测定偶联物中 M c A b 3D 3 的活性
,

用同系列

浓度的M c A b 3D 3 作平行对照
,

以正常小鼠 坛G 为阴性对照
.

溶血试验测定偶联物 H p D 的光敏活性
,

取绵羊红细胞稀释到 1x l。‘ ce ll / 。l ,

每支管 l

m !,

加入不同浓度的偶联物
,

以 H p D 作平行对照
,

37 ℃ 温育 Z h ,

以 6 30 n m 波长的氢离子激
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光照射
,

能量密度为 Z J/c m , ,

然后取上清测 540
n m O D 值

,

以溶血程度为指标
,

观察偶联物

H pD 的活性
.

偶联 H p D 与非偶联 H pD 的紫外及荧光光谱比较
,

将 H pD 及偶联物分别以生理盐水稀释

后
,

测定 紫外吸收光谱及荧光光谱
.

荧光激发光波长为 40 2 n m
,

发射光波长为 6 17
.

5 h m
,

分别

测定发射光潜及激发光谱
.

体外杀伤试验 将肺癌靶细胞 (3 4 2) 或非靶细胞胃癌细胞 (G c 7 9 1 1 )及肝癌细胞 (7 4 0 2)

(均由本单位细胞室提供 )以 R PM ll6 4O 稀释到 5 X 1 0
‘ 。e ll/ m l

,

每支管加 1 tn l细胞
,

然后加人

不狂浓度的 H p D 或偶联物
,

并以正常小鼠抗体
一

H p D 偶联物作对照
.

37 ℃温育 Z h 后撤药
,

再

加 1 m l R PM I 1 6 40 继续温育 z h
,

然后照光
,

光原为 6 30
n m 波长的氨离子激光

,

能量密度为

一o J/ e m 2
.

照光后继续温育 Z h
,

然后加入 M T T 〔屯〕(1
.

2 火 10 一 2 tn o l/ l
,

Flu K a
公司产品) 10 0 拼1

,

温育 4 h 后
,

离心去上清
,

沉淀的细胞中加入 2 m lD M s O 及 2 5 0 产1 0
.

5 m o l,‘1 T r is
一

G ly 缓冲液

(p H 10
.

5 )
,

于 B ec k m a n D u
一

65 紫外 /可见分光光度计读取 57 0 n m 处 o D 值
,

求杀伤率
.

每个

样品三个数据
,

求平均值
.

2 结 果

偶联物的鉴定 薄层 硅胶色谱分析结果 显示
,

偶联物仍位于原点
,

而 H p D 的 R f 值为

。
.

8 7
,

表明偶联物中游离的 H p D 已基本去除
.

紫外 / 可见分光光度计测定偶联物的 M
c A b 与

H p D 的分子比为 1 : 3 0 ELI S A 法测定偶联后的 M
c A b 活性为原 M oA b 活性的 95 %左右

.

而

偶联后的 H pD 的溶血值与原 H p D 近似
,

表明 H p D 与 M
c A b 偶联后 二者基本上保持原有活

性
.

偶联 H pD 与非偶联 H pD 的紫外吸收光谱及

荧光光谱比较见图 1
,

H p D 在生理盐水中的最大吸

收峰为 3 76
.

0 n m
,

而偶联 H pD 的最大吸峰为 383
.

5

n m
,

即 H p D 与M c A b 偶联后其吸收峰发生了红移
,

图 2 所示
,

发射光波长定为 6 17
.

5 n m 时
,

H pD (b) 及

偶联 H p D (a )的激发光潜
,

H p D 及偶联 H p D 的四个

激发峰位置相近
,

但 H pD 的后三个激发峰均比第一

个 (4 0 2 n m )高
,

而偶联 H p D 的第一个激发峰比后三

个高
,

即偶联后 H p D 的最大激发波长兰移
.

图 3 示
,

激发光波长定为 4 0 2 , 、m 时 H p D (b )及偶联 H p D (a )

的发射光谱
,

偶联 H PD 的第一个发射峰(5 7 8 m m )

较高
,

与 H p D 的第一个发射峰形成明显的差别
.

偶联物及非偶联 H p D 对肺癌靶细胞的杀伤效

果比较 见图 4
,

当 H p D 浓度为 1 7 火 10
一 s

m o i/ 1时

(终浓度 )
,

偶联物对肺癌靶细胞的杀伤效果比单纯

H PD 高 1 0
.

5 倍
.

1
.

50

1
、

2 0

0
.

夕O

0
.

6 0

5 00

之/ n m

图 1 紫外吸收光谱

F ig 1 U V a b s o r卜a n e e s p e c tr a

a
.

单抗
一

月p D 偶联物 卜
.

非偶联 H p D

偶联物的特异性杀伤作用 由图 5 可见
,

在 I如 D 浓度为 1
,

7 x lo
“ s m o

l/l 时
,

偶联物对胃

癌细胞 (G C 7 9 ll) 及肝癌细胞( 7 4 0 2 )的杀伤作用微弱
,

而对肺癌靶细胞的杀伤作用是这两者的

近 10 倍
.

表明 M 。八b 与 矛如D 偶联后
,

仍保待其原有的特异结合性
.
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Fi g
.

4 K illin g r a r e o f d r
雌

to r a

呀
e t c e ll

A. 单抗
一

饰D 偶联物 (不照光 )

B
.

非偶联 H p D

C
,

单抗
一

HPI , 偶联物

D
.

正常小鼠抗体
一

H pD 偶联物

图 5 偶联物对不种癌细胞株的杀伤作用

F ig
.

5 K illin g r a t e o f dr u g to d i ffe
r e n t e e lls

A
.

靶细胞

B
.

胃疡细胞(G C z91 1 )

C
.

肝癌细胞( 7一0 2)



第 l期 陈瑞 }}}等
:

抗肺癌免疫光敏剂的制备及其杀伤作用 1 9 7

一
一

,

一一一

一
- - -

一
-

一
~

.

- -
-

一
- 一- - - - - - -一 ~ . ~ ~

.

- . ~ ~ ~

一 - - ~
.

3 讨 论
M o w 等

r

’ ]将 H p 与抗小鼠横纹肌肉瘤 M
o A b 制备成交联物

.

许树旭〔2 1等将 H p D 与抗胃癌

M o A b 制备成免疫光敏剂
.

两者均证明 H p 或 H pD 经与 M c A b 偶联后对靶细胞的杀伤作用有

显著的提高
.

我们将 H p D 与抗肺癌 M c A b 3D 3 偶联
,

并对偶联物进行了一系列的分析鉴定
,

结果表明偶联是成功的
,

偶联物 对靶细胞的杀伤效果较单纯 H pD 提高了 1 0
.

5 倍
,

且对非靶细

胞的杀伤效果微弱
,

说明 H pD 经与 M c A b 俩联后具有显著的特异杀伤作用
.

我们还对偶联物

及 H p D 进行了紫外吸收光谱及荧光光谱分析
,

发现 H pD 与 Mo A b 交联后
,

两种光谱特性均有

改 芝
,

特别是其激发光谱的改变
,

即最大激发波长兰移
,

这是否意 味着在临床应用及实验研究

时应选择短波段光源
,

有待进一步研究
.
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