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摘 要
%

"目的# 分析抗肺癌单抗
&!,-

的靶抗原在肺癌细胞系和肺癌组织中的表达!研究单抗
&!,-

体内外生物学功能$ "方法# 细胞免疫荧光%流式细胞荧光法检测单抗
&!,-

靶抗原在
$

种肺癌细胞系
中的表达及其定位!免疫组化法检测其在人肺癌组织中表达及特异性&

./0123455

法和
667!8

法分别检
测

&!,-

体外对肺癌细胞系侵袭和增殖功能的影响$共接种模型裸鼠体内治疗实验研究
&!,-

对移植瘤
生长的抑制作用$"结果# 单抗

&!,-

的靶抗原在人肺腺癌细胞'

9(:;

%

<=6!8!

(%人肺鳞癌细胞'

<=6!>

(

的胞内及胞膜均有表达!在
$

种细胞系胞膜的表达比例分别为
$&'!?

%

&(@:?

和
&-@A?

$单抗
&!,-

在人
肺癌组织中的表达比例为

8"@-?

!较配对癌旁组织显著上调$ 单抗
&!,-

在体外能明显抑制肺癌细胞侵袭
和增殖&体内能明显抑制移植瘤生长!抑制率为

:"?

$ "结论# 单抗
&!,-

具有优良的体内外抑瘤功能!

可能为肺癌靶向治疗提供潜在的靶向治疗药物$
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d

杨治华&

a!\0G5d V01Mf`WGWP0fR/LYgV0WLL@QL\@Q1

近年来! 肺癌的发病率和死亡率一直居恶性肿 瘤的首位"

&

!

!

#

!肺癌的治疗模式也日趋多样化$ 分子

靶向治疗以其较低的不良反应和较高的治疗有效性

为肺癌的治疗提供了新的策略! 越来越成为研究热

点"

$

#

$ 现已有一些靶向治疗药物成功应用于肺癌临床

论 著 &!)



中国肿瘤
!"#$

年第
!!

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123++/413+

治疗! 如针对表皮生长因子受体
%&'(

的西妥昔单

抗 "

)

#

$针对血管内皮细胞生长因子受体
*%&'(

的

贝伐单抗 "

+

#等% 但由于肿瘤组织中癌细胞的高度异

质性!包括基因表达谱的异质性!加之肺癌病理类型

多! 目前已有的分子靶向治疗对肺癌的疗效仍然有

限!因此!需要寻找更多的新的肺癌靶向治疗剂和分

子靶点% 本室建立了一种基于功能性单克隆抗体库

和功能差异细胞模型的免疫蛋白质组学技术平台!并

利用此平台筛选获得了多个抗肺癌的功能性单克隆

抗体 "

,-.

#

!其中编号为
/!0,

的单克隆抗体初步证明

对人肺癌细胞系
&12!3

的增殖有明显的抑制作用"

,

#

%

本研究拟观察单克隆抗体
/!0,

所识别的抗原在人

肺腺癌$肺鳞癌细胞系中的表达和亚细胞定位!以及

对该单抗在患者肺癌组织中表达的特异性进行分析

研究! 进一步探讨该单抗在体内外对肺癌细胞生物

学行为的抑制和阻断作用! 从而评价该抗体作为肺

癌分子靶向治疗药物的应用潜力%

/

材料与方法

!"!

实验材料

人肺腺癌细胞系
4+).

$

&12!5!

$人肺鳞癌细胞

系
&12!3

!小鼠骨髓瘤细胞系
63!7"!4&/)

&以下简

称
63!7"

'!杂交瘤细胞
/!0,

均为本室保存% 细胞培

养基购自
&89:;

公司! 胎牛血清为北京元亨金马生

物技术公司生产! 单抗亚类
%1<64

检测试剂盒为

6;=>?@ABC8;>@:?

公司生产!生物素&

98;>8B

'$

2D$

标记

的羊抗鼠
<E& F <EGH0F1I

购自
JK:LM;B

公司!

NO>AK!

6@BM8>8P@QG 6!3

免疫组织化学试剂盒购自迈新公

司!

08>AKR <EG

疏水柱购自
4S@AM?KS C8;M:8@B:@M

公

司%

)-,

周龄
C41C72TB=7B=

'裸鼠购自北京维通利华

实验动物技术公司"动物合格证号
62UV

&京'

!"/!!

"""/

#%人肺癌组织及癌旁组织均取自中国医学科学

院肿瘤医院外科手术切除的样本%

!"#

细胞培养

&12!5!

$

&12!3

细 胞 用 含 有
/"W'C6

的
(3!

G<#,)X

培养基(

4+).

细胞用含
/XW'C6

的
G:2;D

)

+4

培养基( 杂交瘤细胞
/!0,

用含有
/XW'C6

的

YG%G!0

培养基% 以上细胞均培养于
+W2Z

!

!

$["

的二氧化碳孵箱中%

!"$

单克隆抗体
!#%&

上清的收集!抗体亚类的测定

及抗体纯化

将分泌单克隆抗体的
/!0,

杂交瘤细胞扩大培

养!待细胞生长至
5XW

满时!换无血清培养基培养!

+-,\

后收集培养上清% 采用
6;=>?@ABC8;>@:?

的单抗

亚类
%1<64

检测试剂盒检测单抗
/!0,

亚类! 操作

按照试剂盒说明书进行% 抗体的纯化采用
4S@A!

M?KS C8;M:8@B:@M

公司提供的
08>AKR <EG

疏水柱!纯

化后的抗体经
6Y6!34&%

鉴定其纯度%

!"'

细胞免疫荧光

固定细胞免疫荧光法!提前在
!)

孔板内放置好

合适的玻片! 按
)

万
7

孔接种肿瘤细胞于孔内玻片

上!

$["

$

+W2Z

!

培养
!\

! 待细胞长至
[XW-5XW

满

时! 用
3C6

洗涤细胞
/

次%

)W

多聚甲醛固定细胞

/+S8B

! 弃固定液 ! 再加入
X]+WQA8>;B^!/XX

通透

+S8B

!用
X]/WC64

的
3C6Q

洗涤
+S8B#+

次!每孔加

入
!XX!O

杂交瘤上清!同时设立阳性对照&

"!>=9O8B

'

和阴性对照
H3C6_

!

$["

孵育
/?

! 用含
X]/WC64

的

3C6Q

洗涤
+S8B#+

次! 每孔加入
!XX!O 2D$

标记的

羊 抗 鼠
<E& F <EG H/ $$XX

稀 释
_

!

$["

避 光 孵 育

$XS8B

!用
X]/WC64

的
3C6Q

洗涤
+S8B%+

次!

3C6

洗

涤
+S8B#!

次!最后用含
+XW

甘油的
!!E7SO

的
Y43<

封片%荧光显微镜下观察结果!荧光共聚焦显微镜拍

照%

活细胞免疫荧光法
`

在一抗加入前细胞无需固

定和通透处理! 一抗孵育洗涤后用
)W

多聚甲醛固

定细胞
/+S8B

!弃固定液!再加入
X]+WQA8>;B^!/XX

通

透
+S8B

!其他步骤同固定细胞荧光%

!"(

流式细胞荧光

消化对数生长期的肿瘤细胞!制备单细胞悬液!

分装到
/]+SO %3

管中!

/#/X

,

7

管( 离心弃上清!

3C6

洗
/

次(加入一抗
$XX!E7SO

&设
3C6

为阴性对照'室

温孵育
/ ?

(离心弃上清!

3C6

洗
$

次(加入
'<Q2

标

记的二抗! 室温避光孵育
$XS8B

! 离心弃上清!

3C6

洗
$

次(将细胞重悬于
+XX!O /W

多聚甲醛固定!

)"

保存(送检前过筛网%

!"&

免疫组化

石蜡包埋的人肺癌及癌旁组织的免疫组化检测

采用
6!3

法!杂交瘤上清
/!0,

原液&

$X!E7SO

'作为

一抗!操作程序按试剂盒说明书进行%染色结果采用

积分法计算! 即根据每张切片的染色强度和阳性细

论 著/!/
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%&'( )(** *+,(

-../,01*/02(34(,4(

5+6(7 4(** 8+9:*( 4(**

;7(,04924+,0.3 ;<=> ??? ??

@A)!B! ??? ??

CD/9.0/3 4924+.0.3 @A)!E ??? ??

胞比例计分!着色强度"不着色为
F

分#黄色为
#

分$

棕黄色为
!

分$棕褐色为
$

分%着色细胞比例"阳性

细胞数
G#HI

为
F

分$

#FI"=FI

为
#

分$

=FI"JFI

为

!

分$

!JFI

为
$

分& 染色评分
K

着色强度
L

着色细胞

比例$

H"#

分评为
MNO

$

!

分评为
M?O

$

$"=

分评为
M??O

$

<"P

分评为
M???O

&

!"# %29,3Q(**

细胞侵袭实验

用消化肿瘤细胞制备单细胞悬液$ 用无血清培

养基洗
#

次$

!#

无血清培养基重悬$ 调整细胞密度

为
BH$#H

=

R.*

$与抗体上清按体积
S%S

的比例共孵育

S&!T

$用无血清培养基稀释
U9V2+W(*

'需提前
='

过

夜融解(至
#.WR.*

$在
%29,3Q(**

上层小室加入
PH!*

的
U9V2+W(*

)冰上操作($

$J'

包被
# T

$

EXC

洗涤
!

次$

%29,3Q(**

上层小室加入
#HH!*

含抗体的细胞悬

液$

%29,3Q(**

小室下层加入
PHH!*

完全细胞培养液!

$J'

*

<Y)Z

!

条件下继续培养
!= T

% 用棉签拭去

%29,3Q(**

上层小室中的细胞$

<HI

甲醇
?<HI

丙酮固

定
#< .+,

$

EXC

洗
$

次$

[;E-

封片$荧光镜显微镜系

观察侵袭细胞数并拍照$

-EEP\H

计数细胞数!实验设

立
EXC

组作为阴性对照组$与加抗体的实验组对比

计算抗体对肿瘤细胞侵袭的抑制能力!

!"$ ))]!B

法体外增殖实验

在
>P

孔培养板中接种肺癌细胞
<$SH

$ 个$

S!T

后加入含有纯化的单克隆抗体
S!^P

的培养基$

=BT

后换含有抗体
#!^P

的新鲜培养液
#

次$

<7

后按照

))]!B

试剂盒说明书加入
))]!B

试剂$ 测定
Z[

=<H

值! 实验设立
EXC

组作为阴性对照组$与加抗体的

实验组对比计算抗体对肿瘤细胞增殖的抑制能力!

按照以下公式计算抑制率"

抑制率
KM

对照组
Z[

=<H

N

实验组
Z[

=<H

OR

对照组

Z[

=<H

$#HHY

!"%

裸鼠移植瘤抗体靶向治疗实验

利用小鼠接种杂交瘤细胞形成实体瘤后小鼠血

液中也持续存在高浓度的相应单克隆抗体的原理$

采用肿瘤细胞和产生相应单克隆抗体的杂交瘤细胞

同时接种小鼠的双接种模型$ 模拟单克隆抗体治疗

小鼠移植瘤的体内治疗实验+

B

,

& 将
X;AXR4M,/R,/O

裸

鼠分为杂交瘤细胞
#!^P

实验组和
CE!RH

细胞对照

组$每组
B

只裸鼠& 接种杂交瘤细胞
<$#H

<

R

只于左

后侧背部皮下$

=7

后在裸鼠右后侧背部皮下接种肺

癌细胞
@A)!B! #\<$#H

P

R

只$观察
!H7

后处死小鼠称

瘤重$ 按以下公式计算单克隆抗体
#!^P

对肺癌移

植瘤的抑制率"

抑制率
KM

对照组瘤重
N

实验组瘤重
OR

对照组瘤

重
$#HHY

!"!&

统计学处理

应用
CECC#$\H

软件进行统计学分析$ 数据以

!(3

形式表示$ 组间差异采用
V

检验或秩和检验$检

验水准
"KH\H<

&

!

结 果

'"!

单克隆抗体
#!^P

的抗体亚类鉴定和纯化

亚类鉴定结果显示$单克隆抗体
#!^P

为鼠
-WU

型$轻链为鼠入链&

采用
^+V29' -WU

疏水柱纯化单抗
#!^P

$用
C[C

!E;@_

电泳进行分析$重链分子量在
BH ][

$轻链分

子量在
!P ][

$ 呈现出典型的鼠
-WU

抗体特征 &

)C>$H# E)

蛋白纯度扫描仪扫描结果显示纯度

>HY

&

'"'

单克隆抗体
!'()

识别靶抗原在肺癌细胞系中

的表达

固定细胞荧光显示$单抗
#!^P

识别靶抗原在肺

腺癌细胞系
M;<=>

*

@A)!B!O

和肺鳞癌细胞系)

@A)!E

(

胞内有表达
M%9:*( #

*

5+W/2( #O

$表达强度均为)

`??

(&

活细胞免疫荧光检测结果显示)

%9:*( S

*

5+W/2( !

($

单抗
S!^P

识别的靶抗原在
$

种肺癌细胞膜表面均

有明显表达&

活细胞流式细胞荧光检测结果显示$单抗
S!^P

识别的靶抗原在
$

种肺癌细胞系
;<=>

*

@A)!B!

*

@A)!E

细胞膜上阳性表达的比例分别为
$S\!Y

*

S<\=Y

和
SP\JY

&

'"*

单克隆抗体
S!^P

抗原在肺癌组织中表达的

研究

采用免疫组化方法检测了
>B

例肺癌患者的癌

+,-./ ! 0123/44567 68 9,3:/9/; ,795:/7 68 !'()

<=- 57 * .>7: ?,7?/3 ?/.. .57/4

论 著 S!!
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组织及其配对的癌旁组织! 其中肺腺癌组织
$$

例!

肺鳞癌组织
%&

例" 结果表明!单抗
'!()

的靶抗原

在癌组织的表达较癌旁组织明显上调#

*+,-. !

$#

/!

"01'

$!但鳞癌和腺癌间无明显差别%

!"#

单克隆抗体
$!%&

体外对肺癌细胞系侵袭功能

的影响

在肺腺癌细胞系
234"5!

的
*6+789.--

侵袭实

验中! 实验组每视野侵袭的细胞数是
:%;&<#':0&:

!

对照组每视野侵袭细胞数为
'<%0&<#$!0&5

! 前者明

显少于后者
=/!1;1<>

!表明
'!()

对
2-4"5!

细胞系侵

袭有抑制作用&

?@AB6. $

$!其抑制率为
!1;!#C

'在对

肺鳞癌细胞系
234"/

的
*6+789.--

侵袭实验中!实

验组每视野侵袭的细胞数是
'D!;<"#!:;$)

! 对照组

每视野侵袭细胞数为
')5;&<#!!;!)

! 前者明显少于

后者
=/!";"<>

&

?@AB6. $

$!表明
'!()

对
2-4"/

细胞系

侵袭有抑制作用!抑制率为
%)C

%

!"'

单克隆抗体
(!%&

体外对肺癌细胞系增殖功能

的影响

44E"5

法增殖抑制实验结果显示! 单抗
'!()

能够显著性抑制人肺腺癌细胞系
234"5!

的增殖!

抑制率为
'<;:C

&

?@AB6. %F

$% 而在人肺鳞

癌 细 胞 系
234"/

中 的 抑 制 率 为
'';%C

&

?@AB6. %G

$% 前者的增殖抑制作用高于后

者% 因此!下一步研究选择
234"5!

细胞用

于
'!()

的体内功能研究%

!"&

单克隆抗体
'!()

对裸鼠体内人肺腺

癌
234"5!

移植瘤生长的影响

为进一步探讨单抗
'!()

对裸鼠体内

人肺癌移植瘤生长的作用! 我们采用共接

种模型! 进行单克隆抗体对裸鼠移植瘤的

体内治疗实验% 接种
'!()

杂交瘤细胞
!1H

后!治疗组平均瘤重为
1;'$<#1;1)&A

!而对

照组平均瘤重为
1;!!<#1;1&!A

! 抑制率达

%1C

&

/!1;1<

$&

?@AB6. <

$!表明单抗
'!()

能

'!() IF/J K.6A.

F<%:

234"5!

234"/

F<%:

234"5!

234"/

)*+,-. ( /01-.22*34 35 67-+.6.8 746*+.4 35 (!%&

9*6: 5*0.8 ;.<<2 *==,435<,3-.2;.4;. 8.6.;6*34

*4 > <,4+ ;74;.- ;.<< <*4.2

)*+,-. ! /01-.22*34 748 <3;7<*?76*34 35 67-+.6.8

746*+.4 35 (!%& 9*6: @*7A<. ;.<<2 *==,435<,3-.2;.4;.

8.6.;6*34 *4 > <,4+ ;74;.- ;.<< <*4.2

#!() IF/J K.6A.

B7A<. ! /01-.22*34 35 67-+.6.8 746*+.4 35 (!%& =CA *4 <,4+ ;74;.-

748 17-7;74;.-*3,2 6*22,.2

LM/!D;D'

&

N+7N.6 O8 P+6+N+7N.6@QB8 R@88B.

$

*SP. T

UVP6.88@Q76+R@QQW+7R@A.7

O@+'!()@H.7R@W@N+R@Q7

X Y$YY

3B7A N+7N.6 R@88B.8

Z[B+\QB8 N+6N@7Q\+ %& ) $D

FH.7QN+6N@7Q\+ $$ #D !#

FH.7Q8[B+\QB8 N+6N@7Q\+ #D ! )

Z\+-- N.-- N+7N.6 5 # <

*QR+- :5 #: )!

/+6+N+7N.6@QB8 R@88B.8

Z[B+\QB8 N+6N@7Q\8 %& %< !

FH.7QN+6N@7Q\+ $$ !: %

FH.7Q8[B+\QB8 N+6N@7Q\+ #D : #

Z\+-- N.-- N+7N.6 5 & #

*QR+- :5 :D 5

YYY

##

!

!

!

#&

D

D

D

D

D

/Q8@R@O.
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!"#$%& ' ()*"+",-%. &//&0, -/ 1234 567 -) 8$)9

:;):<% :<88 8")< ") ="=-

够抑制肺癌细胞的体内生长!

$

讨 论

肿瘤的靶向治疗近年来在肿瘤治疗领

域发展迅速"为肺癌的治疗提供了新的治疗

手段! 然而目前已有的分子靶向治疗肺癌的

疗效依然有限"需要寻找更多的新的肺癌靶

向治疗剂和分子靶点!

本实验室成功建立了一种基于功能性

单抗库和功能差异细胞模型的免疫蛋白质

组学技术平台"并通过此平台成功筛选出多

个体内外抑制肿瘤生物学特性的功能性单

抗"并鉴定与肺癌生物学特性相关的功能性

基因!

本研究应用固定免疫荧光技术发现单

克隆抗体
#!%&

识别的靶抗原表达于多种人

肺癌细胞系的胞内
'

根据活细胞免疫荧光亚细胞定

位的方法证实该单抗识别的靶抗原可以表达于肺癌

细胞膜表面# 并通过流式细胞荧光法检测了
(!%&

的抗原在人肺癌细胞系
)*+,

$

-./!0!

$

-./!1

胞膜

的阳性表达比例"分别为
$(2!3

$

(*2+3

和
(&243

#免

疫组化结果显示其识别的抗原在人肺癌组织中表达

/567859 :85;<

#!%& :85;<

!==
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=
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?
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5
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(*=

(==
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=

(!%& :85;</567859 :85;<

-./!0!

-./!1

>"9$%< ? ()*"7",-%. <@@<:, -@ 1A34 567 -) ")=BC"-) -@ 8$)9

:B):<% :<88 8")<C 7. D%B)CE<88 F<,<:,"-)

!2=

(2*

(2=

=2*

=

/567859 :85;<

*=!:EF9 #==!:EF9 !==!:EF9 +==!:EF9

-./!0!

-./!1

G
H
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*
=

!2=

#2*
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=

*=!:EF9 #==!:EF9 !==!:EF9 +==!:EF9
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H

+
*
=

>"9$%< G H)*"7",-%. <@@<:, -@ 1A34 567 -) I%-8"@<%B,"-)

-@ 8$)9 :B):<% :<88 8")<C

I1!E= :85;<
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=
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比例为
%&'()

! 相对于配对的癌旁组织显著上调表

达" 体外功能实验证明了单克隆抗体
*!+(

能够显

著性抑制肺腺癌细胞
,-.!%!

和肺鳞癌细胞
,-.!/

的侵袭和增殖#应用裸鼠共接种模型检测单抗
#!+(

体内对
,-.!%!

细胞系移植瘤的抑制效果! 证明了

单抗
#!+(

在体内对
,-.!%!

细胞系的生长具有较

为理想的抑制效果! 并且这种体内抑制效应大于体

外抑制效应" 推测其原因! 可能与以下两个因素有

关
0 !

肿瘤血管生成$体外实验证明
#!+(

有抑制肺

癌细胞侵袭的作用" 而一般认为抑制侵袭经常通过

抑制肿瘤血管生成来实现"在体内抑制实验中!肿瘤

细胞可能缺乏足够的血液供应! 从而使生长更加受

到抑制#

"

细胞微环境
0

体内实验和体外实验细胞的

微环境不同!体内实验过程中!移植瘤细胞和单克隆

抗体存在于较完整的肿瘤微环境中! 更有利于单抗

#!+(

发挥其生物学特性"

以上结果提示! 单克隆抗体
#!+(

识别的靶抗

原在肺癌的发生和发展中可能具有重要的作用!继

续研究该抗原具有潜在的应用价值" 为此! 我们计

划下一步对
#!+(

单抗的靶抗原进行亲和纯化和

12-34!567!/17

质谱技术鉴定! 并回证该基因是

*!+(

单抗的靶抗原!研究该基因的组织表达谱以及

作用机制! 从而明确该基因作为肺癌靶向治疗分子

靶标的潜力"

总之! 本研究检测了抗肺癌功能性单克隆抗体

*!+(

的抗原在肺癌细胞系和肺癌组织中的表达!并证

实了该单抗体内外抑制肺癌生长的活性! 为肺癌的靶

向治疗提供了一种新的候选靶向治疗剂和靶分子"
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