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摘要!采用一步法从人血浆中分离血管抑素":.;I+34/4I.$:_#$并用F$FM3I.6_65N/-+36<Z作亲和层析纯

化!将提纯的:_用2+O+;6.固相法进行(%(2标记$分析(%(2$:_的标记率%比活度$并评价其体外稳定性!%!
只荷:E<&肺肿瘤的裸鼠随机分为<组$腹腔注射(%(2$:_"含((8(AZW(%(2$:_为(!8ES;&V;#%(%(2((8(

AZW%:_(!8ES;&V;和生理盐水"8%SF$(次&周$治疗<周$观察!)O内肿瘤体积的变化’结果显示$(%(2$

:_标记率为##8)C!)’8#C$比活度为(8!)!%8&’UZW&;$放化纯度为&)8’B"8!’C ’标记产物\!"Y
存放#O$放化纯度降至#!C!治疗!)O后$(%(2$:_组%(%(2组%:_组和生理盐水组小鼠肿瘤的体积分别是

"(&E’B&)#%"E!)<B(!%#%"%&<)B((E#%"#%E"B(E%#SS%’以上结果提示$(%(2$:_能较强地抑制小鼠体

内移植肿瘤的生长$其抑制作用优于单纯应用等浓度的:_及(%(2$(%(2$:_在治疗肿瘤中有潜在的应用前景’
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!!血管抑素#:.;I+34/4I.$:_%是血浆纤溶酶
原的内部片段$正常生理情况下并不产生&它是
一种肿瘤源性血管生成抑制物$最早是(&&<年

D’a6I00M等从携带F6RI3肺癌小鼠的血液和尿
液中分离得到的相对分子质量为%)"""的蛋白
多肽&:_能有效地抑制血管内皮细胞的增生
和迁移$阻止血管发生$促进实验动物肿瘤原发
灶消退$抑制转移灶的形成(()$已经成为抗肿瘤
治疗的研究热点&实验证明$:_不是由肿瘤直
接产生的$但某些肿瘤细胞可产生或激活某些蛋
白酶$从纤溶酶原前体中裂解出多肽片段***血
管抑素$在实体瘤的治疗中有重要的应用价
值(()&(%(2是放射免疫显像#a22%和放射免疫治疗
#a2U%常用的放射性核素$其标记方法很多$2+$
O+;6.法由于其对蛋白质的氧化损伤小$方法简
便$反应温和$反应时间相对较长$易于控制$标
记重复性好$而成为一种重要的标记蛋白质+多
肽+短肽+单抗等的碘标记术&本工作拟采用2+$
O+;6.法进行:_的(%(2标记$并观察(%(2$:_对
荷:E<&肺癌的裸鼠移植瘤的治疗效果&

>!材!料
>@>!生化试剂
溴化氰活化的_65N/-+36<Z亲和层析柱!

XN/-/S/QI/产品"2+O+;6.!进口分装 "胎牛血清
及碱性成纤维细胞生长因子!@IJQ+公司"医用
无还原剂碘化钠((%(2)!中国核动力研究院第一
研究所&

>@?!主要仪器设备
紫外分光光度计!X6-VI.L0S6-公司"&计

数仪!国营二六二厂"=F$(型恒流泵!上海沪西
仪器厂"AI.IX-+46I.’核酸蛋白电泳与转移装
置!ZI+$a/O公司"XN/-/S/QI/Z0+46QN核酸蛋白
检测仪!ZI+$a/O公司&

>@A!实验动物及动物模型的制备

Z:FZ,Q雄性裸鼠!’周龄$体重#!"B!%;$

_Xc级$购自第四军医大学实验动物中心&

:E<&细胞接种于裸鼠右前肢腹侧皮下$每只每
个部位接种量为E[("’ 个细胞&接种后裸鼠在
动物实验中心无菌条件下饲养&观察肿瘤体积

变化$!周后肿瘤生长至约(QS时用于实验&

?!实验方法
?@>!;9的制备
参照文献(%)制备:_&#(%取新鲜血浆<""

SF$以蒸馏水作!倍体积稀释"用 F$0M3I.6$
_65N/-+36<Z亲和层析柱作亲和层析$用恒流泵
控制流速<"SF,N"先用"8(S+0,F5=#8<的
磷酸盐缓冲溶液#XZ_%洗涤F$FM3I.6$_65N/-+36
<Z亲和层析柱$将未结合的物质洗去$再用"8%
S+0,F5=#8<的XZ_#E倍于柱床体积%洗涤至

E!)"+"8""E$将非特异性的杂质蛋白洗去"然后
加入一倍于柱床体积的含弹性蛋白酶和 9/9%
的XZ_溶液$室温$过夜$即得:_&#!%:_的纯
化!(先用5=#8<的"8(S+0,FXZ_液洗涤至

E!)"+"8""E$再用"8%S+0,FXZ_液洗涤去杂
蛋白$而后用5=#8<的"8(S+0,FXZ_液平衡
柱床&)用5=#8<的"8!S+0,F’$氨基己酸洗
脱$收集洗脱液&以(EC_?_$X:@L电泳检测
纯化蛋白$以Z-/1+IO’3法进行定量$产品\#"
Y冰冻保存&

?@?!;9的>A>J标记
采用2+O+;6.固相法进行标记&
涂管!称取"8ES;2+O+;6.溶于"8!ESF

二氯甲烷内$分别取上述溶液%"$F#约含E"$;
2+O+;6.%分装在各反应试管内$室温下自然干
燥$使管底部形成一层2+O+;6.薄膜$\!"Y避
光保存&

(%(2标记!取(""$F#含E",;%待标记:_
样品$加入含有2+O+;6.膜的反应管内$再加入

()8E!#<UZW,F无载体(%(2$混匀$在!"Y下
反应(ESI.&在此期间温和混匀$振荡数次&
加入(E"$F5=#8<的"8ES+0,FXZ_液终止
反应$此反应液在室温静置("SI.后移入装有

%""$FECZ_:溶液的试管内$混匀$立即上柱
纯化&
标记物的纯化!采用_65N/O6e$@E"柱凝胶

过滤法对标记物进行纯化&将全部反应液滴加
于@E"柱上$分别用(S+0,F醋酸溶液和含EC
Z_:的"8"ES+0,FXZ_液淋洗$流速"8ESF,
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SI.!每分钟收集(管!共(’管"测各管的计数率
#SI.\($!分别绘制淋洗曲线!计算标记率%用

KN/4S/.%号滤纸作纸层析!以生理盐水为展
开剂!测定放化纯度%

(%(2$:_的体外稳定性检测&取 \!"Y存放
的(%(2$:_测放化纯度!每天一次!共#次%

?@A!>A>JN;9对血管内皮细胞的抑制作用
制备牛主动脉血管内皮细胞!利用*因子的

抗体进行免疫组化鉴定%
将细胞培养(!!代后!以![("%!%[

("%’孔将细胞接种于&’孔板!%#Y下!E"SF’F
TD! 培养<N!分别向各孔中加入不同剂量的

:_或者(%(2$:_!继续孵育#!N!每孔加入(""

$;二甲基硫唑二苯基四唑溴酚#AUU$!温育<
N!吸去上清液!加入(E"$F二甲基亚砜!振荡

("SI.!酶联免疫检测仪检测E<&"!将处理组与
对照组#同体积磷酸盐缓冲液$比较求抑制率&抑
制率#2a$̂ #E<&"!对照组\E<&"!处理组$’E<&"!对照组[
(""C
?@C!标记物抑瘤作用观察

%!只荷:E<&肺肿瘤的裸鼠随机分为<组!
实验前%O给予含("C‘2的饮用水!封闭甲状
腺!腹腔注射(%(2$:_#含(%(2((8(AZW!:_(!8E
S;’V;$((%(2#((8(AZW$(:_#(!8ES;’V;$和
生理盐水"8%SF!(次’周!治疗<周!观察!)O
内肿瘤体积的变化%观察期间用游标卡尺测量
肿瘤大小#长[宽$!肿瘤体积计算公式&C ^>!

[I’!!式中> 为宽度!I为长度%
以生理盐水组为对照!计算各组抑瘤率!抑

瘤率^#对照组肿瘤体积\实验组肿瘤体积$’对
照组肿瘤体积[(""C%

?@T!统计学分析
采用第四军医大学统计学教研室_XFA%8"

中文统计软件包对结果行方差分析和样本均数

两两比较检验#J值法$%

A!结果与讨论
A@>!;9的制备
血浆稀释后通过F$FM3I.6_65N/-+36<Z亲

和层析柱!使含有赖氨酸结合位点的纤溶酶原蛋
白特异性结合于柱上!加入弹性蛋白酶使纤溶酶
原在柱上发生水解反应!再用不同洗脱液洗涤!
除去各种杂蛋白!最后用’$氨基己酸洗脱F$0M$
3I.6_65N/-+36<Z!得到纤溶酶原的弹性蛋白酶

水解产物 :_!其_?_$X:@L电泳结果示于图

(%图(中的电泳条即为:_%

图>!纯化的血管抑素电泳结果

A)))蛋白质分子量标准"

:_)))经F$FM3I.6$_65N/-+36<Z亲和层析柱纯化的血管抑素"

:$X)))部分纯化的血管抑素

A@?!;9的>A>J标记

A8?8>!(%(2$:_的标记率!(%(2$:_的洗脱曲线
示于图!%图!中!种淋洗溶液所得洗脱曲线
均呈双峰!第一个峰为标记物峰!第二个峰为游
离碘峰%其标记率分别为&醋酸淋洗时为’#8!C
!#<8%C!磷酸缓冲液淋洗时为 ##8)C !
)’8#C%

图?!J*3*K"(法标记的 >A>JN;9洗脱曲线

()))"8ES+0’FXZ_淋洗曲线"

!)))(S+0’F醋酸淋洗曲线

A8?8?!(%(2用量对标记率和比活度的影响!(%(2
分别为()8E(%#8"(#<8"AZW时!用(S+0’F醋
酸淋洗!(%(2$:_的标记率分别为’#8!C(#%8’C
和#<8%C!比活度分别为 "8&<((8)E(!8%’
UZW’;"用含ECZ_:的XZ_液#"8"ES+0’F!

5=#8E$淋洗!(%(2$:_的标记率分别为##8)C!

)<8&C和)’8#C!比活度分别为 (8!)(!8!<(

%8&’UZW’;!而继续增加(%(2用量!标记率和比
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活度则无明显变化!

A8?8A!(%(2$:_的体外稳定性!(%(2$:_的放化
纯度随时间的延长呈下降趋势"\!"Y存放(!
#O后放化纯度分别为&)8’%B"8!’C#&E8)"B
"8EEC#&%8("B"8E(C#&"8#"B"8E’C#)!8&"
B"8%)C###8E"B"8!(C 和#(8"!B"8%<C!
表明(%(2$:_\!"Y存放<O"仍然具有较高的放
化纯度"体外稳定性较好!

A@A!>A>JN;9增殖抑制作用

A@A@>!血管内皮细胞的分离培养!除去血管内
皮细胞中部分成纤维细胞后"继续培养<!E
O"细胞长满瓶底"呈典型的铺路石样外型特征!
以抗*因子抗体对细胞进行免疫学鉴定"结果示
于图%!图%显示血管内皮细胞有强而特异的
着色"表明(%(2$:_\!"Y存放<O仍然具有较
高的放化纯度"体外稳定性较好!

A8A8?!血管内皮细胞增殖抑制分析!:_#(%(2$
:_对血管内皮细胞的增殖抑制作用示于图<!
由图<可以看出"(%(2$:_对血管内皮细胞的生
长有很强的抑制作用"且该作用呈剂量依赖性$
(%(2$:_对血管内皮细胞的增殖抑制作用明显强
于:_的单独作用!

图A!抗"因子染色的牛主动脉血管
内皮细胞!W>GG"

图C!;9和 >A>JN;9对血管
内皮细胞的增殖抑制作用

A@C!>A>JN;9抑瘤作用
荷瘤裸鼠治疗期间肿瘤的体积变化示于图

E!由图E可以看出"治疗!周后"(%(2$:_组#(%(2
组#:_组小鼠肿瘤的体积随着时间延长都在逐
渐长大"但(%(2$:_组肿瘤生长明显缓慢"与生理
盐水组比较"有显著差异"D+"8"(!治疗结束
后"(%(2$:_组的抑瘤率为#"8&EC!本研究小组
已有研究%E&证实!血管抑素与G射线外照射联
合治疗的研究显示"两者之间有明显的协同作
用%’&"提示"血管抑素的抗血管治疗与传统的抗
肿瘤治疗联合应用"能发挥更有效的治疗作用!

图T!荷瘤裸鼠治疗期间肿瘤的平均体积

C!结!论
(%(2$:_对小鼠体内移植瘤具有明显的抑制
作用"且其抑制作用强于单纯使用:_和(%(2!(%(2
与血管抑素的联合应用"有望克服血管抑素单纯
应用的某些不足"为实体瘤治疗提供新策略!
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