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抗膀胱癌免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤特异杀伤肿瘤细胞的研究
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［摘摇 要］摇 目的：探讨免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤 特异杀伤膀胱癌细胞的体外及体内研究。方法：应用 酝栽栽 法检测不同浓度的
月阅陨鄄员鄄孕耘粤，月阅陨鄄员 和 孕耘粤的混合物（月阅陨鄄员 垣 孕耘粤），孕耘粤 对体外癌细胞的杀伤能力。接种于裸鼠背部皮下的癌细胞长至 园郾 猿
糟皂大小实体瘤时，于尾静脉隔日分别注入 月阅陨鄄员鄄孕耘粤、月阅陨鄄员、正常小鼠 陨早郧共 远 次，观察不同的药物对癌的抑制作用。结果：
免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤在体外抗膀胱癌细胞系 耘鄄允的作用明显优于 孕耘粤及 月阅陨鄄员 与 孕耘粤的混合物，在荷瘤裸鼠体内明显优于
月阅陨鄄员 及 陨早郧，与对非靶细胞的细胞毒性作用相比较差异非常显著。结论：免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤是一种很有潜力的抗癌药物，
为进一步临床研究奠定基础。
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摇 对癌细胞具有高度特异性的单克隆抗体与具有强

大杀伤作用的毒素分子，通过化学交联构建的免疫毒

素对癌具有高度特异的杀伤作用，而不损伤正常组织，

是一种治疗癌的新方法。我们用抗人膀胱癌单克隆抗

体（月阅陨鄄员）与绿脓杆菌外毒素 粤（孕耘粤）交联，成功制备
了抗人膀胱癌免疫毒素（月阅陨鄄员鄄孕耘粤），并在体外及荷
瘤裸鼠体内进行了癌细胞杀伤实验，结果报告如下。

员 材料与方法

员援 员摇 材料来源
免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤由本科构建并保存［员］。人膀

胱癌细胞株 耘鄄允及 月阅陨鄄员 由北京大学医学院免疫教研
室提供，人肾癌细胞株 苑愿远鄄园 购自上海中科院细胞研
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究所，孕耘粤购自华美生物工程公司。酝栽栽 为 孕澡葬则皂葬糟蚤葬
公司产品，二硫代苏糖醇（阅栽栽）购自北京军事医学科
学院，其它试剂均为国产分析纯。

员援 圆摇 苑圆 澡连续杀伤实验
将 耘鄄允 细胞和肾癌细胞分别加入 怨远 孔培养板（员

伊 员园源 辕孔），经 猿苑益，缘豫 悦韵圆培养箱培养至细胞贴壁，

再分别加入不同浓度的游离 孕耘粤，孕耘粤 与 月阅陨鄄员 的混
合物（孕耘粤 垣 月阅陨鄄员）及结合物 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，每一浓度做
猿个复孔，猿苑益，缘豫 悦韵圆培养箱培养 苑圆 澡，加入 酝栽栽 员园
μ造 辕孔（缘 皂早 辕 皂造），继续培养 源 澡 后弃去未反应的 酝栽栽
和培养液，加入二甲基亚砜 员园园 μ造 辕孔溶解甲瓒紫结
晶，在 缘苑园 灶皂波长下测定吸光度，计算杀伤率［圆］。

员援 猿摇 员 澡特异杀伤实验
同前将 耘鄄允细胞和肾癌细胞分别加入 怨远 孔培养

板（员 伊 员园源 辕孔），培养至细胞贴壁后分别加入不同浓度
的游离 孕耘粤，孕耘粤与 月阅陨鄄员 的混合物（孕耘粤 垣 月阅陨鄄员）及
结合物 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，每一浓度做 猿 个复孔，猿苑益，缘豫
悦韵圆培养箱培养 员 澡，加入 酝栽栽 员园 μ造 辕孔（缘 皂早 辕 皂造），继
续培养 源 澡后弃去未反应的 酝栽栽 和培养液，加入二甲
基亚砜 员园园 μ造 辕孔溶解甲瓒紫结晶，在 缘苑园 灶皂 波长下
测定吸光度，计算杀伤率。

员援 源摇 月阅陨鄄员鄄孕耘粤对裸鼠体内肿瘤抑制作用
缘 伊 员园远膀胱癌细胞（耘鄄允）接种于裸鼠背部皮下，员

周后癌长至直径约 园援 猿 糟皂 大小的癌，随机分 猿 组，每
组 员园 只裸鼠。于接种癌后的第 苑 天分别注入 月阅陨鄄员鄄
孕耘粤，月阅陨鄄员 及正常小鼠 陨早郧，以后每隔 员 天注射 员 次，
共 远 次。每天用圆规测定肿瘤大小，癌大小以其直径
和横径的平均值计算。

圆摇 结摇 果

圆援 员摇 苑圆 澡连续杀伤作用
月阅陨鄄员鄄孕耘粤对靶细胞 耘鄄允 的半细胞致死剂量

（ 陨阅缘园）为（园援 怨远 依 园援 园愿）伊 员园 原 怨 皂燥造 辕 蕴，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤 及
游离 孕耘粤对 耘鄄允 细胞的 陨阅缘园分别为（园援 苑苑 依 园援 员园）伊
员园 原 苑 皂燥造 辕 蕴，（园援 愿员 依 园援 员员）伊 员园 原 苑 皂燥造 辕 蕴。月阅陨鄄员鄄孕耘粤
对靶细胞的杀伤作用明显优于 孕耘粤与 月阅陨鄄员 的混合物
及游离 孕耘粤（孕 约 园援 园员，图 员）。
摇 摇 不同浓度的 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤 ，孕耘粤对非
靶细胞肾肿瘤细胞系 苑愿远鄄园 苑圆 澡 连续杀伤实验表明，
月阅陨鄄员鄄孕耘粤，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤，孕耘粤 对非靶细胞的杀伤作
用差异无显著性（孕 跃 园援 园缘，图 圆）。
圆援 圆摇 员 澡特异杀伤实验

月阅陨鄄员鄄孕耘粤对 耘鄄允细胞的 陨阅缘园为（园援 缘远 依 园援 园愿）伊
员园 原 苑 皂燥造 辕 蕴，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤 及游离 孕耘粤 对 耘鄄允 细胞的
陨阅缘园分别为（园援 愿缘 依 园援 员圆）伊 员园鄄缘 皂燥造 辕 蕴，（园援 怨猿 依 园援 圆员）

伊 员园 原 缘 皂燥造 辕 蕴。月阅陨鄄员鄄孕耘粤 对靶细胞的杀伤作用明显
优于 孕耘粤与 月阅陨鄄员 的混合物及游离 孕耘粤（孕 约 园援 园员，图
猿）。

图 员摇 不同浓度的 月阅陨鄄员鄄孕耘粤、月阅陨鄄员 垣 孕耘粤、
游离 孕耘粤对靶细胞 耘鄄允的 苑圆 澡连续杀伤率

云蚤早援 员摇 栽澡藻 糟燥灶贼蚤灶怎燥怎泽 噪蚤造造蚤灶早 则葬贼蚤燥 燥枣 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，
月阅陨鄄员 垣 孕耘粤 葬灶凿 枣则藻藻 孕耘粤 葬早葬蚤灶泽贼 贼葬则早藻贼 糟藻造造泽 耘鄄允

憎蚤贼澡 苑圆 澡 葬贼 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽

图 圆摇 不同浓度的游离 孕耘粤，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤，月阅陨鄄员鄄孕耘粤
对非靶细胞肾癌细胞株 苑愿远鄄园 苑圆 澡连续杀伤率

云蚤早援 圆摇 栽澡藻糟燥灶贼蚤灶怎燥怎泽 噪蚤造造蚤灶早 则葬贼蚤燥 燥枣 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，
月阅陨鄄员 垣 孕耘粤 葬灶凿 枣则藻藻 孕耘粤 葬早葬蚤灶泽贼 灶燥灶鄄贼葬则早藻贼 糟藻造造泽

苑愿远鄄园 憎蚤贼澡 苑圆 澡 葬贼 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽

圆援 猿摇 抑制人膀胱癌在裸鼠体内的生长
注射免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤的裸鼠共 员园 只，在观察

期 圆员 凿内，圆 只裸鼠体内肿瘤基本消失，缘 只裸鼠体内
肿瘤明显缩小，猿 只裸鼠体内肿瘤缓慢生长，平均直径
园援 远 糟皂。单用 月阅陨鄄员 的裸鼠，体内癌有较明显的生长，
观察期末癌平均直径 员援 猿 糟皂。而注射正常小鼠 陨早郧对
照组肿瘤生长更加明显，肿瘤平均直径 圆援 园 糟皂。其中
有 圆 只裸鼠于尾静脉注射免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤后发生
寒战、萎靡、食欲差等反应。猿 耀 源 澡后症状消失。

猿摇 讨摇 论

孕耘粤是由绿脓杆菌分泌的细菌类毒素蛋白，它能
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使细胞蛋白质合成延长因子鄄圆（耘云鄄圆）核糖基化而失
活，进而抑制蛋白质的合成，达到杀伤细胞的目的［猿］。

匀葬灶泽泽燥灶等［源］的动物实验提示，肠毒素（杂耘粤）在注入小
鼠腹腔后，能够激活大量的 悦栽蕴 细胞不仅杀伤 酝匀悦鄄
Ⅱ类分子阳性的肿瘤细胞，同时也可杀伤表达 酝匀悦鄄Ⅱ
类分子的正常细胞，且毒性较大。因而像绿脓杆菌外

毒素等毒素的这种非特异杀伤细胞作用，使之很难单

独用于抗肿瘤治疗。

图 猿摇 不同浓度的 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤，孕耘粤
对靶细胞 耘鄄允的 员 澡连续杀伤率

云蚤早援 猿摇 栽澡藻 噪蚤造造蚤灶早 则葬贼蚤燥 燥枣 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，月阅陨鄄员 垣 孕耘粤，
葬灶凿 枣则藻藻 孕耘粤 葬早葬蚤灶泽贼 贼葬则早藻贼 糟藻造造泽 耘鄄允 憎蚤贼澡 员 澡 葬贼

凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽

摇 摇 单克隆抗体的出现，有效地解决了毒素作用的靶
向性问题，为毒素提供了载体，减少了毒素的非特异性

作用，最大限度地减少了毒素的非特异杀伤作用。

月阅陨鄄员 由北京医科大学泌尿外科研究所构建并经实验
证实具有高度特异性［缘］。免疫毒素是对肿瘤细胞具有

高度特异性的单克隆抗体与强大杀伤作用的毒素分

子，通过化学交联构建而成，它既具有单抗的识别功

能，又具有毒素的杀伤功能，并且能特异杀伤肿瘤细

胞，而不损伤正常的组织细胞，为肿瘤治疗开辟了全新

的途径。

我们将 孕耘粤与 月阅陨鄄员 结合，成功构建了免疫毒素
月阅陨鄄员鄄孕耘粤，间接免疫荧光证实，结合物保留了特异结
合肿瘤细胞的特性，结合物的活性无明显减低［员］。体

外抗膀胱肿瘤细胞 耘鄄允 证实，结合物 月阅陨鄄员鄄孕耘粤 杀伤
肿瘤细胞的活性明显增强。苑圆 澡 连续杀伤实验中，其
陨阅缘园是游离 孕耘粤的 员 辕 愿园，同时也是 孕耘粤 与 月阅陨鄄员 混合
物的 员 辕 苑园，这说明结合物对靶细胞的细胞毒作用不是

毒素和单抗的细胞毒作用简单相加。这也验证了我们

构建的新型免疫毒素有高效靶细胞杀伤能力。另外，员
澡杀伤实验也同样证明了上述结果，与对照组相比较
差异显著。

我们在 员园 只荷膀胱肿瘤裸鼠体内经尾静脉注射
免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤，在观察期 圆员 凿 内，圆 只肿瘤基本
消失，缘 只肿瘤明显缩小，猿 只肿瘤缓慢生长，平均直径
园援 远 糟皂。而单用 月阅陨鄄员 对照组肿瘤平均直径 员援 猿 糟皂，
正常小鼠 陨早郧对照组肿瘤平均直径 圆援 园 糟皂，差异均非
常显著（孕 约 园援 园员）。这同样说明，免疫毒素 月阅陨鄄员鄄孕耘粤
不仅在体外有良好的杀伤膀胱肿瘤的特性，而且在荷

瘤动物模型体内有良好的抑制肿瘤生长的特性。其中

圆 只小鼠静脉注射免疫毒素后数分钟内出现轻微的中
毒症状，如轻度的寒战及萎靡，观察数小时后上述症状

及活动、进食等恢复正常。实验结束后病理检查证实，

小鼠肝脏未见明显器质性改变。

经过体内、外研究，我们构建的免疫毒素表现出较

高的靶向抗肿瘤作用。当然，通过化学偶联的免疫毒

素仍有它固有的缺点，如易分解、制备过程复杂、成本

较高等。随着基因工程技术的进步、成熟，制备基因重

组免疫毒素已成为可能，重组免疫毒素不仅在一定程

度上克服了上述问题，而且还显示出诸如组织穿透性

强有利于肿瘤治疗的优点。这也是我们进一步研究的

方向。
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