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【摘+ 要】目的：制备抗 P>* R 抗 PC<269>! 双功能抗体，探讨

子宫内膜癌主动免疫治疗的可行性/ 方法：以化学交联方法

将抗 P>* 单克隆抗体与抗 PC<269>! 单克隆抗体交联为双功

能抗体，进行介导对子宫内膜癌细胞的杀伤作用/ 结果：该双

功能抗体介导效应细胞对靶细胞的杀伤率为 )!/ $* S，高于

单抗 P>*（’$/ !.S）的介导作用（% T "/ "!），并随着效靶比的

提高杀伤率也升高（%(/ &)S）/ 结论：采用化学交联法制备

的抗 P>* R 抗 PC<269>! 双功能抗体具有主动免疫治疗宫颈癌

的临床可行性/
【关键词】子宫内膜肿瘤；抗原，P>*；抗体，单克隆；抗 PC#

<269>!，抗体，双特异性
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HI 引言

肿瘤生物治疗是目前研究的热点，研制特异性高

效免疫制剂是生物治疗的关键/ 双功能抗体具有导

向抑制肿瘤细胞生长的活性，可以同时结合靶细胞

（肿瘤细胞）和效应细胞（淋巴细胞），在两者之间架

起桥梁，增加对肿瘤细胞的杀伤活性/ 0 细胞是人体

内最重要的一类免疫细胞，基于激活 0 细胞来选择

性杀伤肿瘤细胞的抗 P>* R 抗肿瘤的双功能抗体的研

制在目 前 最 为 常 见，在 临 床 上 具 有 较 好 的 应 用 前

景［!］/ 我们以化学方法制备抗 P>* R 抗 PC<269>! 双功

能抗体，，探讨其在子宫内膜癌免疫治疗中的可行性/

*I 材料和方法

*/ * I 材料 I UWXY!)’" 为 -6G<= R ZU[ 公司产品，二

巯基苏糖醇（>00）、\#琥珀亚胺#*#（$# 吡啶二硫基）

丙酸盐（;W>W）、小牛血清为均为美国 ;6D45 公司产

品，X00 为 W@=41D5 公司产品，>X;F 为西安化学试

剂厂产品/ 鼠抗 PC<269>! 单克隆抗体为 ;59A5 P@8]
公司产品，抗 P>* 单克隆抗体购于北京中山生物工

程公司/ 子宫内膜癌细胞株 J3P#!V 本室冻存/ 靶细

胞 J3P#!V 细胞，在 *%^ ." 4[ R [ PF$ 条件下，培养

于含 !"" 4[ R [ 小牛血清的 UWXY!)’" 培养基中，约

$ _ * I 传代 ! 次，保持细胞在对数生长期/ 人外周血

淋巴细胞（WZ[;）来自健康献血者/

*/ JI 方法

!/ $/ !+ 双特异性抗体（ZHVG）制备 + 按文献［$］方

法进行，略加改进/ 将纯化的抗 PC<269>! 单抗和抗

P>* 单抗各 ! D R [，在 ’^下，?J %/ . WZ; 透析过夜，

用无水乙醇将 ;W>W 完全溶解，取 ;W>W 按 ( 倍的体

积比，分别加入浓度均为 "/ . D R [ 的 PC<269>! 单抗和

抗 P>* 单抗的透析袋中，轻轻混匀，置室温下反应 *"
469，’^下分别以 "/ ! 4=2 R [ ?J ’/ . 醋酸盐缓冲和

"/ ! 4=2 R [ ?J %/ . 磷酸盐缓冲透析，每 * Q 换透析液

! 次，共 * 次，将抗 PC<269>! 单抗和抗 P>* 单抗混合，

加入终浓度为 ." 44=2 R [ 的 >00，摇匀 $.^ 反应 *"
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!"#，再于 $%下对 &’( 透析过夜，间隔 $ ) 换透析液

* 次，共 $ 次，转入离心管内离心 *+ !"#（,+++ - .
!"#），收集上清，紫外分光光度计下测量蛋白浓度，

用 +/ 01 !! 的滤膜过滤除菌备用/
*/ 0/ 02 ’345 对淋巴细胞增殖活性的影响2 分离外

周血淋巴细胞，调整至细胞数 0 6 *+, . 7，于 89 孔板

中，每孔加入 *++ !7 细胞悬液，分别加入各种相应抗

体，总体积 0++ !7，各做 1 个平行样，将加好样的 89
孔板于 :+ !7 . 7 ;<0 培养箱中 1=% 培养 =0 )，每个

样孔加入 : !7［ 1>］?@A（*/ ,: 6 *+$ ’B），1=%继续培

养 *9 )/ 用多头细胞收集器收集各孔细胞悬液至玻

璃纤维滤纸上，$0%烘干，每孔收集物浸入 0 !7 闪烁

液，液闪计数/
*/ 0/ 12 细胞毒试验2 采用 C?? 法［1］/ 活细胞，特别

是增殖期的细胞可通过线粒体代谢过程中的琥珀酸

脱氢酶的作用，使淡黄色的四甲基偶氮唑盐（C??）

还原为蓝紫色结晶/ 结晶的形成量与活细胞数呈正

相关/ C?? 法可间接测定 ;?7 细胞对靶细胞的杀伤

能力/ 以 >D;E*4 细胞作为靶细胞，;?7 细胞作为效

应细胞/ 效应细胞与靶细胞的比例为 $+F*，,+F*/ 将

两者混合后放于 1=% :+ !7 . 7 ;<0 孵箱中 *9 )，加

入 C?? 作用 $ )，以 GC(< 显色，振荡 *+ !"#，酶联检

测仪测 !:=+ #!值/ 对靶细胞的杀伤百分率 H（ 靶细胞

对照孔 ! 值 I 实验孔 ! 值）. 靶细胞对照孔 ! 值 6
*++J

统计学处理：采用单因素方差分析，所有数据均

经 (&((*+/ + 统计软件处理/

!" 结果

!/ #" 不同抗体对淋巴细胞增殖活性的影响 " ’345
组和抗 ;G1 组对淋巴细胞增殖均有促进作用，但抗

;G1单抗对淋巴细胞增值作用更明显/ 两组与抗 ;KLM"#G*
单抗及对照组相比均有显著差异（" N+/ +*，?O5 *）/

表 *2 1 种抗体对淋巴细胞增殖活性的影响

?O5 *2 P#QMRS#LS TQ U)-SS O#U"5T@"S3 UT MK!V) LSMM V-TM"QS-"#W LOE
VO5"M"UK （# $ 1，% & ’，’B . )TMS）

( . @ ;G1CL45 ;KLM"#G* CL45 ’345 ;T#U-TM

+ 180$ X $*0 *890 X 1$0 1*+0 X 10$ 1$,9 X $9=

+/ : 9+,01 X 1905 08$1 X :0$ $90,1 X 0,*5 19$0 X :$1

* 998,* X 0*$5 1+0* X $81 $8$*0 X $015 1=:1 X 180

5" N +/ +* )’ ;KLM"#G* CL45 O#@ LT#U-TM/

!$ !" %&’( 介导免疫活性细胞对子宫内膜癌细胞的

杀伤效应" 当效靶比为 ,+ F* 时，淋巴细胞在不同抗

体作用下对癌细胞毒性作用较 $+ F * 时明显增强；

’345 与抗 ;KLM"#G* 和 ;G1 单抗相比均有显著差异

（" N +/ +*，" N +/ +:，?O5 0）/

表 02 ’345 介导免疫活性细胞对子宫内膜癌细胞的杀伤效应

?O5 02 Y"MM"#W SQQSLU TQ ’345 "#@RLS@ "!!R#SOLU"ZS LSMM T# U)S
S#@T!SU-"OM LO-L"#T!O （# $ 1，% & ’，J ）

4#U"5T@"3S
DQQSLUEUO-WSU -O@"T

$+F* ,+F*

;KLM"#G* CL45 $/ +0 X 1/ $ ,/ =: X 0/ *

;G1 CL45 $0/ *: X 0/ 0 :8/ $0 X 1/ 9

’345 9*/ 01 X $/ 9O5 =,/ 89 X 1/ $O5

O" N +/ +: )’ ;G1 CL45；5" N +/ +* )’ ;KLM"#G* CL45/

)" 讨论

子宫内膜癌发病率在我国妇科恶性肿瘤中居第

0 位［$］，手术后复发患者是子宫内膜癌治疗中的棘手

问题/ 若采取手术，放疗并辅助以生物治疗，可能会

有更好的治疗效果/ 细胞周期调节失控，是肿瘤发生

的重要机制/ 近年研究认为，细胞周期素 G*（ ;KE
LM"#G*）基因参与肿瘤的发生、发展，;KLM"#G* 基因扩

增和高表达能导致细胞调控机制平衡紊乱和细胞增

生失控［:］/ 人类 ;KLM"#G* 基因定位于 ** 号染色体

上，有 080 个氨基酸组成，在哺乳动物正常细胞 [* . (
期转变的起始阶段起着重要作用，已成为比较肯定的

原癌基因［9］/ 众多实验表明 ;KLM"#G* 在子宫内膜癌

中高表达［=，,］/ 推测 ;KLM"#G* 是子宫内膜癌的肿瘤

基因蛋白，并且具有抗原的理化特性/ 由于大多数肿

瘤的抗原呈机制缺陷，以及肿瘤抗原的个体差异和弱

免疫原性，加之肿瘤的抗原调变，很难做到用特异性

抗原肽刺激 ? 细胞活化，以治疗肿瘤/ ? 细胞是人体

内主要免疫活性细胞，抗 ;G1 单抗能激活 ? 淋巴细

胞，使杀伤性 ? 细胞 P7E0 受体表达增多，刺激 ;?7 对

肿瘤细胞发挥细胞毒作用，而对正常细胞安全无毒，

从而使 ? 细胞分裂增殖及细胞毒性增强/ 应用针对

特异肿瘤抗原的单克隆抗体对肿瘤进行治疗是肿瘤

免疫疗法的重要组成部分，尽管单抗的针对性强，半

衰期也长且能介导 ;G; 及 4G;; 作用，但很难穿透

肿瘤发挥杀伤作用/ 双功能抗体其作用机制在于以

双特异性抗体作为连接桥，将肿瘤细胞和免疫效应细

胞连接在一起，使免疫效应细胞能导向性地、更有效

地杀伤肿瘤细胞/ 双功能抗体将单克隆抗体的高度

特异性和细胞毒细胞杀伤效应结合起来，提高了细胞

毒细胞的特异性杀伤作用［8］/ 我们采用化学方法成

功得到抗 ;G1 . 抗 ;KLM"#G* 双功能抗体，此抗体对淋
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巴细胞有较强的增殖活性，并能显著提高对癌细胞的

杀伤作用，其介导效应细胞对靶细胞的杀伤率高于抗

!"# 单抗的介导作用，并随着效靶比的提高而升高$
提示所制备的抗 !"# % 抗 !&’()*"+ 双功能抗体同时

具有效应性和特异性导向肿瘤细胞的的双重功能，既

可与子宫内膜癌细胞（ 靶细胞）结合，又可与激活效

应细胞（淋巴细胞）结合，激活效应细胞，最终表现为

肿瘤坏死和生长抑制$
我们应用化学方法，制备抗 !"# % 抗 !&’()*"+ 双

功能抗体，具有制备周期短、易于分离等特点，并具有

使效应细胞靶向杀伤肿瘤细胞的可能性$ 本实验为

进一步的研究打下了基础$
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!# 临床资料# +3/#C-+ % ,--#C+, 分娩总数 ,+ /R# 例，剖宫产

0+/# 例，子宫切除 +/ 例，占 -$ -/,‘ $ 其中围产期子宫切除

+R 例，产后 # aU 子宫切除 , 例$ 年龄 ,# b #0（ 平均 ,/）岁，初

产妇 +# 例，经产妇 0 例，孕 #1 b L- aU +, 例，孕 L- b L, aU
R 例$ 子宫切除指征：子宫收缩乏力 ++ 例，前置胎盘 # 例，胎

盘植入 , 例，剖宫产子宫切口感染 , 例$ 子宫切除术式及出血

量：+1 例子宫次全切除，+ 例子宫全切除，出血量 +R-- b #+--
（平均 +3--）F8$ 剖宫产子宫切除 +# 例，占 -$ -03‘，阴道分

娩子宫切除 0 例，占 -$ -,,‘ $ 发生失血性休克 +- 例，经输

血、补液，及时行子宫切除，无一例发生死亡$ 围产儿总数

,- 例，, 例为双胎，巨大儿 # 例，轻度窒息 , 例，重度窒息 #

例$ 经抢救全部存活$ 伤口感染者 R（##$ #‘），可能与手术时

间过长，再次进腹切除子宫有关$

$# 讨论# 产科子宫切除术是抢救产妇生命的有效措施［+］$
产后出 血 宫 缩 乏 力 较 为 常 见，占 1-‘ b /-‘［,］（ 本 文 占

00$ 0R‘），本文剖宫产子宫切除发生率高于阴道分娩子宫切

除发生率，为 ,$ R 倍，与国外报道的 , b # 倍基本一致［#］$ 由

于剖宫产较阴道分娩出血量多 + 倍，容易发生产后出血，本文

晚期产后出血切除子宫 , 例均为子宫切口感染造成，所以应

严格掌握剖宫产指征$ 子宫切除术式首选子宫次全切除术，

此术式不仅简单、快速、出血少，且由于保留了一部分子宫组

织有月经功能，有利于康复后妇女的内分泌及身心健康$ 产

科子宫切除术是抢救产科出血、防止产科 "O! 安全有效的措

施，因发病年龄的妇女均在生育期，术后可使患者丧失生育功

能$ 所以应严格掌握时机及指征，降低孕产妇死亡率的发生$
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