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摘 要!%目的& 探讨融合蛋白
2;<3!=>'$?@2AB!C>D

对
E

细胞淋巴瘤细胞株
EFGE

细胞的杀伤
作用及其机制研究'%方法& 利用流式细胞分析技术(

@G=H

$和激光共聚焦显微镜技术"检测融
合蛋白

2;<3!=>'$?@2AI!C>D

与
EFGE

细胞的结合活性'

DJJ

法检测融合蛋白
2;<3!=>'$?@2AI!

C>D

对
EFGE

细胞的体外杀伤活性' 彗星电泳实验检测融合蛋白
2;<3!=>'$ ?@2AI!C>D

对
EFGE

细胞
>KG

的损伤'

@G=H

检测不同浓度融合蛋白
2;<3!=>'$?@2AI!C>D

处理
EFGE

细胞后
细胞周期的变化' %结果&

@G=H

和激光共聚焦显微镜技术实验结果表明"融合蛋白
2;<3!=>'$

?@2AI!C>D

能与
EFGE

细胞结合'

DJJ

法实验结果表明"融合蛋白
2;<3!=>'$?@2AI!C>D

对
EFGE

细胞杀伤活性较单用力达霉素或阿霉素强"

L=

+)

值分别为
?)M'+""M"!I;1:4NC

)

O*M&%"*M*&I;1:4NC

和
?+6M#+"!M&*I;1:4NC

* 彗星电泳实验结果表明"用
+P1:4NC

的融合蛋白
2;<3!=>#$?@2AI!C>D

及
力达霉素处理

EFGE

细胞后"可引起细胞不同程度的
>KG

损伤"由于融合蛋白
2;<3!=>#$?@2AI!

C>D

具有靶向性和细胞内化的特性" 对
>KG

造成的损伤较力达霉素组明显*

@G=H

结果显
示"随着融合蛋白

2;<3!=>#$?@2AI!C>D

浓度的增加"

H

期的比例从
+&M6%Q

升高至
668!$Q

"呈
剂量依赖性* %结论 & 融合蛋白

2;<3!=>'$ O@2AB!C>D

可以靶向杀伤
E

细胞淋巴瘤细胞株
EFGE

"引起细胞周期阻滞"在
E

细胞淋巴瘤生物治疗中具有潜在的应用价值*

关键词!基因工程抗体#融合蛋白#力达霉素#

E

细胞淋巴瘤#细胞周期
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报道用
5

淋巴细胞

杂交瘤技术制备单克隆抗体 !

6+4+7-+48- 84319+:;

"

6<9

#至今
&=

多年"由于其特异性高$性质均一及毒

副作用低的特点" 单克隆抗体在疾病治疗及诊断方

面得到广泛应用%

'

&

'

5

细胞淋巴瘤表面表达多种抗

原"也为单克隆抗体治疗提供了多种靶点(虽然单克

隆抗体靶向治疗
5

细胞淋巴瘤取得一定的成效"但

是"抗体作为单一手段用于治疗也有一定的限制(单

克隆抗体能特异性结合到相关的肿瘤靶细胞" 但通

常难以杀伤靶细胞( 而单克隆抗体药物偶联物则主

要依靠)弹头*药物杀伤肿瘤靶细胞"这就克服了单

克隆抗体与化学疗法联合使用的缺点( 抗体药物偶

联物+

84319+:; :/>? 7+4@>?83.2

"

<AB2C

既保持抗体的

特异性,靶向性又具有药物的高效性"可以将抗肿瘤

药物靶向结合在肿瘤部位%

!

&

(

<AB2

一般由靶向肿瘤

的抗体$细胞毒性药物和合适的连接分子+

-14D./

#构

成%

&

"

E

&

( 目前"靶向治疗
5

细胞淋巴瘤并进入临床研究

的
<AB2

主要有
)

种-

14+3>F>689+F+?861714

+

BA!!

.

%

)G(

&

,

ABAH!$%=I

+

BA!!

#

%

%

&

,

I<J&E'$

+

BA'$

#

%

$

"

'=

&

,

0AK!

'!=&

+

BA(=

#

%

''

&和
ILM !()

+

BA(=

#

%

'!

&

(

BA'$

是一个

非常具有前景的治疗靶点%

'&

&

(

BA'$

不仅起源早"表

达范围广泛" 最主要的是
BA'$

可以介导细胞的快

速内化"提高药物利用度 %

'E

&

( 力达霉素+

-1:86;714

"

NA0

#是由一个烯二炔发色团+

<O

#和一个酸性辅基

蛋白+

NAP

#以非共价键结合而成"属于烯二炔类抗

肿瘤抗生素(

NA0

具有较强的杀伤肿瘤细胞的作

用"效果均强于丝裂霉素和阿霉素( 同时"

NA0

在体

内也能抑制肿瘤生长" 对小鼠移植瘤包括实体瘤和

白血病均有显著抑制作用%

#)

&

( 并且前期试验已经证

明
NA0

可以引起细胞周期的阻滞%

#Q

&

( 虽然
NA0

对

肿瘤细胞具有较强的杀伤活性" 但是缺乏肿瘤特异

性( 因此"我们通过基因工程的方法"将
8431!BA#$

RS89C

片段与
NA0

进行基因重组"形成融合蛋白
84!

31!BA'$RS89C!NA0

"探讨其对
5

细胞淋巴瘤细胞株

5T<5

的杀伤作用(

'

材料与方法

!"!

材 料

5

细胞淋巴瘤细胞系
5T<5

培养于含
'=USBI

的
JP0V 'QE=

培养基中"阿霉素+

8:/186;714

"

<AJ

#

购自
P,868/718

公司"

P/+W1:1>6 V+:1:.

+

PV

#购自
I1?68

公司"融合蛋白
8431!BA'$RS89C!NA0

的构建,表达,

纯化以及
B;)

标记的融合蛋白
8431!BA'$RS89C!NA0

均由本实验室完成并保存 %

'(

&

(

NIJ!

型流式细胞分

析仪购自美国
5A

公司"

I;4./?; XE

酶标仪购自美

国
51+H.D

公司"共聚焦显微镜购自德国
N.178

公司(

!"#

方 法

'Y!Y' S<BI

检测融合蛋白与
5T<5

细胞的结合活性

收集
'"'"

Q 对数生长期的
5T<5

细胞"

P5I

洗
&

次" 将细胞重悬于
'"""-

含有
!""?Z6- B;)

标记的

融合蛋白和
8431!BA#$RS89C

"

E#

孵育
#,

"

#===/Z614

"

离心
#=614

"弃上清"

P5I

洗
&

次"

S<BI

测定融合蛋

白与
5T<5

细胞的结合活性( 以
B;)

标记的鼠抗人

抗体为同型对照(

#Y!Y!

激光共聚焦显微镜观察融合蛋白靶向结合

5T<5

细胞表面受体
BA#$

取
)"#=

E 个对数生长期的
5T<5

细胞"冷的
P5I

洗两次" 加入
#="?Z6- B;)

标记的融合蛋白"

E$

避

光孵育
&=614

"用预冷的
P5I

洗
!

次"加入
!="?

含

有
#"?Z6- A<PV

溶液" 避光染色
#=614

" 用预冷的

P5I

洗
!

次(用无血清培养基重悬细胞"将细胞接种

于
&)66

培养皿中"

&($

,

)UB[

!

饱和湿度的培养箱

中培养"此时为
=,

"继续培养
!,

,

#Q,

后"于共聚焦

显微镜下观察"

B;)

激发光波长为
QE)46

"发射光波

长为
Q%=46

"呈红色荧光"

A<PV

为紫外激发"镜下呈

蓝色荧光(

#Y!Y&

融合蛋白对
5T<5

细胞的细胞毒作用

取对数生长期的
5T<5

细胞" 用含
#=U

血清的

JP0V#QE=

培养液配成一定浓度的细胞悬液" 每孔

#%="-

"含细胞
!%#=

E

"接种于
$Q

孔细胞培养板中(将

融合蛋白
8431!BA#$RS89C!NA0

,

<AJ

和
NA0

按照一

定的浓度"分别加入
$Q

孔板中"

!="-Z

孔"每个浓度

设置
&

个复孔"同时设对照孔"于
&($

"

)UB[

!

的培

养箱中培养(

(!,

后"每孔加入
!="-

的
0HHR)6?Z6-C

"

继续培养
E,

( 离心"弃上清"加入
#)="-A0I[

"于酶

标仪检测
)(=46

处
[A

值( 按下述公式计算半数抑

制浓度
VB

)=

值-抑制度
&

+

#\

实验组
[A

值
Z

对照组
[A

值#

%'==U

(

'Y!YE

彗星电泳实验检测融合蛋白对
5T<5

细胞

AM<

的损伤

收集经
)W6+-ZN

融合蛋白及
NA0

处理过的
)%'=

)
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个
'()'

细胞!

*'+

洗
!

遍" 加入
#,"!-

低熔点凝

胶!在
&.!

下混匀!迅速滴在铺有
#/

正常熔点胶的

载玻片上!加盖玻片!放入
0!

!

1"234

!使其硬化!小

心取下盖玻片" 在低熔点凝胶上加入
&.! 1,,!-

的

正常熔点胶"将载玻片浸入预冷的裂解液!

0!

!避光

15

" 取出玻片!吸取液体!置于水平电泳槽中!加入

6'7

电泳缓冲液! 静置
!,234

"

!,8

!

&,,2)

! 电泳

!,234

" 电泳完毕后!载玻片放于
*'+

中冲洗" 加入

!,!-

浓度为
#!9:2-

的
;)*<

溶液! 染色
="1,234

!

荧光显微镜下观察"

1>!>=

融合蛋白对
'()'

细胞周期的影响

取对数生长期的
'()'

细胞!

1#1,

? 个细胞
:

孔!

接种于
?

孔细胞培养板中" 分别加入
!>=

#

=

#

1,@2A-:B

的融合蛋白或
B;C

处理
%5

" 收集处理后的细胞!以

未处理的细胞作对照!用预冷的
*'+

洗
!

次!加入

12-

预冷的
.,/

乙醇!混匀!于
0!

固定!离心收集细

胞!以预冷的
*'+

洗细胞
!

次!加入
1,,!-

工作液

浓度为
1,,!9:2-

的
DEFGH

溶液!

0!

孵育
&,234

!加

入
!,,!-

浓度为
=,!9:2-

的
*<

溶液!

0!

避光孵育

#5

!用预冷
*'+

洗
!

次!加入
0,,!-*'+

重悬细胞!

!,,

目尼龙网过滤后!

I)J+

上机检测"

!"#

统计学处理

数据采用
+*++#&>,

软件进行分析!

*$,>,=

或
*

$,>,#

为具有统计学差异!采用
KLF@5*FM *L3G2 =

软

件进行作图分析"

!

结 果

$"!

融合蛋白与
'()'

细胞的结合活性

I)J+

结果$

I39NLH 1

%显示!

JO=

标记的融合蛋

白与
J;1$

表达阳性的
'()'

细胞具有较强的结合

活性!阳性率
%$"/

!并且与
F4P3&J;1$QIFRS

抗体的结

合活性相一致" 由此说明了融合蛋白对于
J;1$

阳

性的
'()'

细胞有较强的靶向性"

$"$

激光共聚焦显微镜观察融合蛋白靶向结合

'()'

细胞

激光共聚焦显微镜观察结果表明
QI39NLH !S

!融

合蛋白可以靶向结合到
'()'

细胞膜表面! 并且随

着时间的延长!融合蛋白逐渐进入到细胞的内部"说

明融合蛋白可以与
'()'

细胞表面受体
J;1$

相结

合!可以引起受体介导的细胞内化!从而使更多的抗

肿瘤药物在细胞内释放! 增加肿瘤部位的有效药物

浓度!最终可以使抗肿瘤药物发挥更强的作用"

$"#

融合蛋白对
'()'

细胞的细胞毒作用

C66

实验结果表明!使用不同浓度梯度的融合

蛋白
F4P3&J;1$QIFRS&B;C

#

);D

和
B;C

处理
'()'

细

胞
.!5

后!细胞增殖受到不同程度的抑制
QI39NLH &S

"

%&'()* $ +,-./0&0 12 -,3&!45!6%7-89!:5; 8&,<&,' -=3&>&3/ &, ?@+? =*..0 8/ =1,21=-. A&=)10=1B/

,5 !5 1?5

%&'()* ! CD* 2(0&1, B)13*&, 8&,<&,' -=3&>&3/ <*3*=3*<

8/ %+4E

EAPHG

&

DHM TNLUH LH@LHGH4PHM TA4PLA- 9LAN@G

'

OH--AV TNLUH LH@LH&

GH4PHM F4P3&J;#$QIFRS 9LAN@

'

R-NH TNLUH LH@LHGH4PHM F4P3&J;#$

QIFRS&B;C 9LAN@>

)*JW)

1,

!

1,

&

1,

0

1,

=

,

'()'

J
A
N
4
P

论 著 !!!
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'(

)"

值分别为
*"+#)!,+,!-./0123

!

*)4+#)!!+&,-./0123

和
*,+&%!,+,&-./0123

" 由于融合蛋白具有靶向性#故

杀伤效果较
356

组明显$

78,+,!%

%#并且抑制作用

呈剂量依赖性"

!"#

融合蛋白对
9:;9

细胞
5<;

的损伤

彗星电泳结果表明# 使用相同摩尔剂量的融合

蛋白
=.>?"(5#$*@=A-"356

和
356

处理细胞#与对照

组比#可见明显的
5<;

损伤"此外#由于融合蛋白具

有特异靶向性和细胞内化的特性#对
5<;

造成的损

伤较
356

组明显$

@?BCDE F;

%" 应用
(0/E> GH0DE

软

件分析实验结果中的尾矩$

IJ6

%和慧尾中
5<;

的

密度$

J'

%#可直接反应出
5<;

损伤的程度" 数据分

析结果表明# 融合蛋白的
IJ6

为 $

#%+&,!,+&F

%#

J'

为 $

4#K,4+!$ !#)))+F$

%&

356

的
IJ6

为 $

%+F) !

,+&%

%#

J'

为$

!!F)$+4$!$,4+#F

%#与对照
IJ6

$

,+F&!

,+,#

%和
J'

$

F$K+&!#%+&#

%相比#具有显著性差异$

7 8

,+,,K4

%$

@?BCDE F9

%"

!"$

融合蛋白对
9:;9

细胞周期的影响

流式细胞仪分析细胞周期的变化# 结果显示

$

@?BCDE );

%#当融合蛋白
=.>?"(5#$*@=A-"356

浓度

为
!+)

!

)

和
#,L/0123

时 #

G

期的细胞占比分别为

$

)&+4%M!!+"KM

%! $

)4+%"M!F+&$M

% 和 $

44+!$M!

N+&4M

%#说明融合蛋白
=.>?"(5N$*@=A-"356

可以明

显地引起细胞
G

期的阻滞# 并且随着融合蛋白浓度

的升高#

G

期的比例显著增高#并呈剂量依赖性" 在
%&'()* + ,-././0&1&.- &23(1*3 4- 5(6&/2 7)/.*&2

82.&!,9:;<%84=!>9? /2 @AB@ 1*CC6

O) OF O& O! ON " N

3BPH0.HE.>D=>?0.Q*!/0123-

N""

$"

%"

4"

K"

)"

F"

&"

!"

N"

"

(
E
1
1
L
D
0
1
?
R
E
D
=
>
?
0
.
?
.
S
?
A
?
>
?
0
.
D
=
>
E
*
M
-

%&'()* # D*7)*6*2.8.&E* &F8'*6 /5 1/F*. 8668-

<0>ET

'

;

'

5<; U=/=BE V=T /E=TCDEU AW H0/E> =TT=W =R>ED EXL0TCDE 0R 9:;9 HE11T

&

9

'

=.=1WT?T 0R H0/E> =TT=W L=D=/E>EDT 0. 9:;9 HE11T

&

Y

'

H0/L=DEU V?>S H0.>D01 BD0CL

#

7Z,+,N+

;.>?"(5N$*@=A-"356356(0.>D01T

;

(0.>D01T 356 ;.>?"(5N$*@=A-"356 (0.>D01T 356 ;.>?"(5N$*@=A-"356

9

[D0CLT [D0CLT

!,

N)

N,
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,
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1
?
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E
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=
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1
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.
>
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.
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相同摩尔浓度下!

'()

组
*

期的细胞比例分别为

"

+!,!-.!-,+&.

#$"

+%,&+.!&,!$.

%和"

+%,+/.!&,0%.

%!

并且融合蛋白
1234"5(-$67189"'()

组与
'()

组
*

期的变化较对照组"

:-,0$;!-,%0.

%明显"

<=",":-

%

>74?@AB +C9

&

&

讨 论

近二十多年来!单克隆抗体药物不断上市!引发

了药物新一轮的技术革命!这也在治疗
C

细胞淋巴

瘤患者中发挥着重要的作用'

-%

!

-$

(

&

C

淋巴细胞表面

有多种抗原的表达 ! 包括
5(-$

$

5(!!

$

5(&0

和

5(:D

等 '

!"

(

!这为抗体治疗
C

细胞淋巴瘤提供了潜

在的靶点&靶向抗原首先要具备的条件就是!必须在

靶细胞表面大量表达并且抗体容易与之接近! 仅在

靶细胞表面特异$稳定的表达!而在其它组织中没有

表达'

!-

(

& 另外!抗体在体内循环的时候!应避免被其

它细胞吞噬$消化或者溶解!这样才能有效地到达肿

瘤部位& 除此之外!如果受体可以介导细胞的内化!

可以增强在肿瘤部位药物的释放!提高治疗效果&

5(-$

作为治疗
C

细胞淋巴瘤的靶点! 除了因

为其具有与抗体结合的特异性和高亲和性! 还由于

可以介导细胞的内化'

!!

!

!&

(

& 具体来说!

5(-$

可以通

过介导抗体的内化!增加肿瘤部位药物的浓度!从

而更有利于杀伤肿瘤细胞& 这一特性较其他靶点

如
5(!"

来说! 体现了选取
5(-$

作为靶点的优越

性 '

!:

(

& 此外!

5(-$

在
C

细胞的各分化阶段上!较其

他表面抗原如
5(!"

!有更加持续稳定的表达!且具

EF3BG

)

H

)

IJFK LM3FNB3A4L 121JMG4G FI COHC LBJJG LMLJB

*

C

)

LBJJ LMLJB P4G3A48@34F2 FI COHC LBJJG 3AB13BP K43Q P4IIBAB23 LF2LB23A134F2G FI 1234"5(-$

>7189"'() FA '()

*

R

)

LFNS1ABP K43Q LF23AFJ ?AF@S

!

<TD,D+,

!"#$%& ' ()* "+,-$&+.& /, ,$0"/+ 1%/2*"+ /+ 3*-- 343-* /, 5678 .*--0

H234"5(#$>7189"'()

!,+SNU'

H234"5(-$>7189"'()

+SNU'

H234"5(-$>7189"'()

-DSNU'

'() !,+SNU' '() +SNU' '() -DSNU'

5F23AFJ

5F23AFJ

H234"5(-$>7189"'() !,+SNU'

H234"5(-$>7189"'() +SNU'

H234"5(-$>7189"'() -DSNU'

'() !,+SNU'

'() +SNU'

'() -DSNU'

V

#

* V

!

W
1
3
B
F
I
3
Q
B
S
Q
1
G
B
G
>
.
9

#DD

%D

/D

:D

!D

D

H

C

5BJJ LMLJBG

(B8A4G

H??AB?13BG

(4S V

#

(4S V

!

(4S *
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有更宽更均一的反应谱!

!'

"

# 这些特性均为
()*$

成

为靶向治疗的优良靶点提供了有力的依据#

融合蛋白
+,-.!()*$/0+12!3)4

对
()*$

阳性细

胞系
5675

有较强的结合活性# 此外$ 融合蛋白对

5675

细胞具有细胞毒作用$ 且较单用
3)4

组效果

更强%其主要机制是对
)87

的损伤#对此&彗星电泳

实验很好地验证了这一点% 进一步来说& 融合蛋白

+,-.!()#$ 90+1:!3)4

和
3)4

组都能引起细胞
;

期

的阻滞&但由于融合蛋白
+,-.!()*$/0+1:!3)4

具有

特异靶向性和细胞内化的特性&避免了单用
3)4

时

在体内的损伤& 还提高了肿瘤部位的药物浓度和生

物利用度&使得较低浓度的融合蛋白
+,-.!()*$/0+1:

!3)4

就可以达到较强的抗肿瘤效果% 综上&融合蛋

白
+,-.!()*$ /0+1:!3)4

体内的治疗效果比
3)4

更

强!

!<

"

%

通过基因工程方法获得融合蛋白
+,-.!()*$

/0+1:!3)4

&在体内外实验中均证明了对
()*$

阳性

的
5

淋巴瘤细胞具有较强的抗肿瘤活性% 实验表

明& 融合蛋白
+,-.!()*$ /0+1:!3)4

不仅保留了抗

()*$

抗体的靶向性和
3)4

的肿瘤杀伤活性&还具

有较强的肿瘤抑制效果& 并且可减少对其它组织的

损伤% 由于单抗靶向药物的小型化' 高效化以及具

有特异性肿瘤靶标& 所以其一直是解决当前单抗治

疗存在问题的主要途径!

!=

"

# 应用基因工程技术获得

的融合蛋白
+,-.!()*$/0+1:!3)4

&具有分子量小'活

性强的特点&且是人鼠嵌合抗体&免疫原性低&具有

较好的临床价值&在肿瘤治疗中可以改善患者预后#

因此&其具有很好的应用前景&该研究为临床应用奠

定了坚实的基础#
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