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【摘+ 要】目的：研究抗前列腺特异抗原（UCO）\ 抗 P<* 双特

异性单链抗体四聚体的生物活性- 方法：利用流式细胞仪和
)!P> 释放试验评价双特异性单链抗体四聚体的抗原亲和活性

和体外介导杀伤靶细胞的效果- 利用裸鼠前列腺癌模型分析

其在体内介导细胞毒 . 淋巴细胞对肿瘤细胞杀伤的能力-
结果：抗 UCO \ 抗 P<* 双特异性单链抗体四聚体可以特异性

结合表达前列腺癌细胞和 P<* 阳性的淋巴瘤细胞，阳性结合

率分别为 %"- (Z 和 ,!Z - 在体外，有细胞毒 . 淋巴细胞存在

时该四聚体可引起前列腺癌细胞的裂解，在抗体浓度固定组

和效应细胞 \ 靶细胞比例固定组，靶细胞裂解率分别随着效应

细胞 \ 靶细胞比例和抗体浓度的增加而增加，最高裂解率分别

可以达到（,"- * ] )- $）Z 和（%,- ’ ] )- )）Z - 与对照组比较，

接种前列腺癌细胞的裸鼠在体内注射激活的细胞毒 . 淋巴细

胞的同时接受该四聚体的治疗后，肿瘤生长明显受到抑制

（> _ "- """!）- 结论：抗 UCO \ 抗 P<* 双特异性单链抗体四聚

体具有良好的生物学活性，具有体外杀伤肿瘤细胞和体内抑

制肿瘤生长的作用-
【关键词】前列腺肿瘤；抗原，P<*；抗体亲和力；四聚体
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IJ 引言

免疫治疗因其可以调动机体自身的免疫力，弥补

患者免疫系统缺陷，达到治疗肿瘤的目的而成为肿瘤

治疗方法中的重要组成部分- 其中可以激活细胞毒

. 淋巴细胞并使其在肿瘤局部聚集的抗 P<* \ 抗肿瘤

特异性抗原双特异性抗体倍受研究者瞩目［!］- 人

=)* 基因表达产物以四聚体形式存在，其四价功能域

表达产物可自动装配成四聚体- 我们在成功构建了

人 Y7J* 上游铰链区 \ =)* 四价功能域融合基因［$］和

制备抗前列腺特异抗原 \ 抗 P<* 双特异性单链抗体

（[DOT）的基础之上［* a (］，将四价功能域融合基因与

双特异性单链抗体基因拼接，制备双特异性单链抗体

的四聚体［)］，明显提高了双特异性单链抗体的亲和

力，改善了其生物活性-
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!" 材料和方法

!! !" 材料" 抗 "#$ % 抗人 &’( 双特异性单链抗体四

聚体（ )*+$,）［-］由本实验室制备并保存；前列腺癌细

胞系 ./&0" 和 &’( 阳性的淋巴瘤细胞系 12340) 购买

自美国标准培养收集所（$5&&，6#$）；健康纯种雌

性 *07, % 8 裸鼠（9 : ; <4）购买自中科院上海实验动

物中心! =>5& 标记的抗 ?@8 单克隆抗体（;ABC）为第

四军医大学免疫教研室谢鑫博士惠赠；其它常规试剂

均为进口或国产分析纯!
!! #" 方法

B! D! BE 抗体亲和活性的鉴定E 前列腺癌细胞 ./&0"
和 &’( 阳性的淋巴瘤细胞 12340) 分别用含 BCC F % .
=&# 的 G"H>B9IC 调整细胞浓度为 - J BC; : B J BCBC %
.，两种细胞悬液各取 D 份，IC !. % 份，分别加入纯化

后的抗体（ )*+$,），调整抗体终浓度为 DC ?F % .，再加

-C !. BKDC（用 ’"*# 稀释）灭活正常兔血清，IL放置

(C ?MN，用洗涤液洗涤 D 次，每次加洗涤液 D ?.，离心

BCCC 3 % ?MN，- ?MN，弃上清，加入 -C !. B K B-CC 的

=>5& 标记的抗 ?@8 单克隆抗体，充分振摇，IL 放置

(C ?MN，用洗涤液洗涤 D 次，每次加洗涤液 D?.，离心

BCCC 3 % ?MN，- ?MN，弃上清，加入 B ?. 固定液，进行

流式细胞仪（=&H）检测! 用正常鼠 >FO 替代抗体，按

上述方法处理后作为阴性对照!
B! D! DE 效应细胞的制备E 利用密度梯度离心方法从

正常人肝素化血液中提取外周血单核细胞（"*H&），

加入低温 "*# 重悬浮后，离心 BCCC 3 % ?MN，BC ?MN，弃

上清，加入含有 BCC F % . =&#，D ??P. % . 谷氨酰胺、

BCC 6 % ?. 青霉素和 BCC!F % ?. 链霉素的 G"H>QB9IC
重悬浮! "*H& 悬液移入 D-C ?. 细胞培养瓶，&RD 孵

箱孵育 B S，将非贴壁细胞移入新的培养瓶，更换培养

液，并加入终浓度 B-C 6 % ?. 的 >.QD，孵育 ( S，再次

更换培养液，并将 >.QD 的终浓度调整为 BCC 6 % ?.!
之后每 ( S 更换培养液，连续培养 T <4 后做为效应

细胞!
B! D! (E 细胞毒实验E 利用-B&3 释放试验鉴定双特异

性抗体介导的效应细胞杀伤肿瘤细胞的效果! 靶细

胞的标记：将 - J BC9 ./&0" 细胞和 U ICC 4*V（DCC
!&M）/0D［

-B&3］RI 在 (UL的 -C ?. % . &RD 孵箱中孵

育 B S，G"H> B9IC 洗涤 D 次后，加入 ;9 孔培养板中

（B J BCI % 孔）! 将靶细胞分为对照组和 )*+$, 组，对

照组中应用小鼠 >FO! 每组再分为抗体浓度固定组和

效应细胞 % 靶细胞比例固定组! 另设仅含标记靶细胞

的自然释放对照孔及含有标记靶细胞和 BC ?. % .
53M)PN WQBCC 的最大释放对照孔! 抗体浓度固定组的

抗体浓度为 (C !F % .，效应细胞 % 靶细胞比例从 C! -KB

至 (CKB 不等；效应细胞 % 靶细胞（A % 5）比例固定组中

A % 5 为 DCKB，抗体浓度为 C! B : (CC !F % .，相同实验

条件重复 I 孔! -C ?. % . &RD 孵箱，(UL放置 I X! 然

后，经过离心提取培养上清（B-C !.），" 计数器测量

每份上清的 8Y? 值! 计算特异性释放率：特异性释放

率（Z）[（实验孔 8Y? \ 自然释放对照孔 8Y?）%（最

大释放对照孔 8Y? \ 实验孔 8Y?）J BCCZ !
B! D! IE 裸鼠动物模型E 四只健康裸鼠静脉注射 )*Q
+$, 和效应细胞，验证抗体及效应细胞毒副作用! 将

(9 只裸鼠随机分成 ( 组：非治疗组、对照组和 )*+$,
组，非治疗组不接受任何治疗，对照组每日仅接受静

脉注射效应细胞（B J BCU），)*+$, 组静脉注射 B J BCU

效应细胞和 DCC !F )*+$,! 分别于裸鼠腹侧皮下注

射 B J BCU ./&0" 细胞，等肿瘤体积达到约 BCC ??(

时，开始各组治疗方案并计时，肿瘤体积每周测量 B
次，体积计算：宽D J 长 J C! -D! 9 <4 后将裸鼠用 &RD

处死!
统计学处理：利用 #$# T! B 统计软件分析，统计

图利用 #"## B(! C 制作，采用重复测量方差分析!
! ] C! C-为具有统计学意义!

#" 结果

#! !" 流式细胞仪" =H& 显示双特异性抗体四聚体

可以特异性结合前列腺癌细胞 ./&0" 和 &’( 阳性的

淋巴瘤细胞 12340)，与 ./&0" 细胞和 12340) 细胞的阳

性结合率分别为 UC! IZ和 TBZ（图 B）!

$：12340) 细胞阴性对照组；*：)*+$, 与 12340) 细胞的结合；&：./&0"

细胞阴性对照组；’：)*+$, 与 ./&0" 细胞的结合!

图 BE =&H 分析 )*+$, 分别与 ./&0" 和 12340) 的结合活性

#! #" 体外介导的细胞毒作用" )*+$, 可以有效的介

导效应细胞（5 细胞）对靶细胞（./&0" 细胞）的杀

伤，靶细胞裂解百分比在实验组（ 效应细胞 % 靶细胞

比例固定组和抗体浓度固定组）和对照组之间的差

异均具有统计学意义（! ] C! CCCB）! 在效应细胞 % 靶
细胞比例固定组，随着 )*+$, 浓度的不断增加，特异
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性释放率显著增加（! ! "# """$）；同样，在抗体浓度

固定组，随着效应细胞 % 靶细胞比例的逐渐增加，特异

性释放率显著增加 ! ! "# """$，图 &）#

’：效应细胞与靶细胞比例固定组；(：抗体浓度固定组#

图 &) *(+’, 介导的特异性杀伤

!# "# 裸鼠动物模型# - 只接受静脉注射 *(+’, 和效

应细胞的健康裸鼠无明显异常表现，证实 *(+’, 和效

应细胞无明显毒副作用，裸鼠可以耐受# ./ 只入组

裸鼠中，共 .. 只完成 / 01 治疗，. 只死亡，其中 $ 只

死于感染，& 只死亡原因不明，将死亡裸鼠实验资料

剔除，最终每组实验裸鼠数目为非治疗组（" 2 $&），

对照组（" 2 $$）和 *(+’, 组（" 2 $"）# 重复测量方差

分析结果显示：非治疗组和对照组肿瘤体积逐渐增

大，*(+’, 组肿瘤生长明显受到抑制，三组之间差异

具有统计学意义（! ! "# """$，图 .）#

图 .) *(+’, 的治疗作用

"# 讨论

免疫治疗因其可以调动机体自身的免疫力，弥补

患者免疫系统缺陷，达到治疗肿瘤的目的而成为肿瘤

治疗方法中的重要组成部分# 近年来，越来越多的研

究结果显示：肿瘤免疫治疗是一种具有广阔应用前景

的治疗方法# 由于抗免疫效应细胞表面标志物，如

34.，34&，34$/ 和 34/- 等抗体可以有效激活效应

细胞，因此利用同时能识别免疫效应细胞及肿瘤相关

抗原的双特异性抗体可以增加肿瘤部位效应细胞的

数量并激活效应细胞，使其发挥细胞毒功能#
本实验室利用分子克隆的方法成功构建了抗

56’ % 抗人 34. 双特异性单链抗体，试图增加并活化

前列腺癌组织周围的细胞毒 7 淋巴细胞，介导 7 淋

巴细胞对前列腺癌细胞的杀伤，达到治疗前列腺癌的

目的# 但是，其亲和力和肿瘤杀伤活性不理想［-］# 之

后我们利用 89. 四价功能域可以将 59. 分子自动组

装成四聚体的特性，构建了人 :;<. 上游铰链区 % 89.
四价功能域融合基因［&］，将其融合在 (+’, 基因的 .=
端，构建了抗 56’ % 抗人 34. 双特异性单链抗体的四

聚体基因，并获得真核表达，明显提高了原双特异性

单链抗体的亲和力［9］#
我们研究表明，*(+’, 可以特异性识别靶细胞，

与靶细胞的亲和力明显高于原双特异性单链抗体

（(+’,）# 体外杀伤实验结果显示 *(+’, 可以介导细

胞毒 7 淋巴细胞对靶细胞的杀伤，介导杀伤效率明

显优于 (+’,［-］# 同时，这一结果在裸鼠前列腺癌模

型体内实验中得到进一步证实：*(+’, 基本可以达到

抑制肿瘤生长的目的# 当然从实验结果中还可以看

出：只有当效应细胞成倍于靶细胞，并且抗体浓度达

到一定水平时，抗体介导细胞毒 7 淋巴细胞杀伤肿

瘤细胞的能力才能得到发挥，并且这种能力的大小与

效应细胞 % 靶细胞比例和抗体浓度程正相关#
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