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肿瘤细胞对多种化疗药物产生多药耐药性

（ !"#$%&’"()’*+%+$,-./0)123）是造成肿瘤化疗失败的
主要原因，据有关资料统计，约 456以上肿瘤患
者的死因或多或少与 123有关，肿瘤 123及其
逆转已成为肿瘤研究的热点之一。123的形成机
制很多，但能在临床得到验证的机制却很少，其中

对由 79糖蛋白（ 798#9.:;’:$/%-，798;）介导的耐药机
制的研究最为广泛和深入，并在临床得到了证实<=>??@A。

798;是细胞膜表面分子质量为 =B5?:=5C的糖蛋白，

它是 DE7依赖性的药物外排泵，可将各种不同的
细胞毒药物泵出到细胞外，从而降低细胞内的药物

水平，阻止药物杀伤细胞的作用。深入研究发现，

798; 不仅与耐药相关，而且还与肿瘤的侵袭、转
移等生物学特性相关。国内外相关资料表明，消化

系统肿瘤、乳腺癌等恶性肿瘤细胞的 798; 及其
1239= 基因 !3FD的水平与肿瘤细胞的侵袭、转

抗 ;9<=抗体 ;>.?"!在裸鼠体内的影像
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【摘要】 目的 研究抗 79糖蛋白（ 798;）的鼠源性单克隆抗体 7G1DH@在移植有 IJK@LD5@细
胞瘤的裸鼠体内的影像分布。方法 通过杂交瘤技术制备 7G1D5@抗体，采用十二烷基硫酸钠9聚
丙烯酰胺凝胶电泳和 M/+$/’-9N#:$技术鉴定纯度，荧光激活细胞分选术（ ODPQ）测抗体与 IJK@和
IJK@RD5@细胞的结合活性，改良氯胺 E法 =@JS 标记抗体，尾静脉注射入裸鼠，分时间点行 Q7TPE
扫描。结果 纯化所得 7G1D5@纯度较高，与 798;U 的 IJK@RD5@ 细胞特异性结合阳性率为
VWXWBY，注入 =@JS 标记的 7G1D5@后，798;UZIJK@LD5@[组第 @ 日全部裸鼠瘤区出现放射性浓聚，并
在随后数日浓集进一步增强。结论 =@JS97G1D5@抗体在 79(;UZIJK@LD5@[组和 79(;\ ]IJK@^对照组的
影像学差异可以明确区分 79(;_的肿瘤组织。
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移密切相关，肺癌、结肠癌转移淋巴节有 !9"#高
表达，白血病、淋巴瘤、神经母细胞瘤的 !9"#高
表达与疗效差高度相关。由此可见，!9"# 既可作
为肿瘤恶性进展的诊断学标志，也可作为新型的治

疗靶点。

目前，临床应用耐药逆转剂已被证实在体外具

有逆转肿瘤细胞$%&作用，此类药物不下数十种，
由于临床研究中实际用药剂量很低，患者血药水平

远远低于体外研究应用的最佳活性，因此，寻找新

的安全有效的逆转剂与开发研制对 $%&有效的抗
癌新药十分必要。单克隆抗体具有特异性强的特

点，毒副作用小，因此制备抗 !9"#的单克隆抗体
成为治疗耐药肿瘤的最新策略。’()" 等 *+,-建立
了一株人红白血病多药耐药细胞系 ./012345，
678)"等*9,:以 ./052345为抗原，制备了一株抗 !9"#
的鼠源性单克隆抗体 !;$345，我们进一步研究了
!;$345在移植有 ./052345细胞瘤的裸鼠体内的
<!=>?影像分布，结果报告如下。

! 材料和方法

@A@ 细胞系
抗 !9"#的鼠源性单克隆抗体 !;$345杂交瘤

细胞、人红白血病多药耐药细胞系 ./052345和其
亲代细胞 ./05由中国医学科学院中国协和医科大
学血液学研究所提供，培养在含 @4B小牛血清的
&!$C@094培养基中。
@D5 试剂
蛋白 E-<F#G(H8IF:9:J(IK:JL8M购于 !G(HN(O7(公

司，标记的羊抗鼠 C"E购于北京中山生物工程公
司，降植烷P#H7IK()FQ购于 <7"N(公司，@5/C 购于美国
杜邦公司。

@D+ !;$345的制备和纯化
将 /:@40杂交瘤细胞接种于预先腹腔注射降植

烷的 R(LS2O小鼠（ 由中国医学科学院中国协和医科
大学肿瘤研究所提供）腹腔，TU@4:V后取腹水，经
离心去除不溶物质及油状物，用饱和硫酸铵预处理

后，使用蛋白 E纯化系统亲和层析纯化，W54: ;分
装冻存备用。

@D9 :!;$345纯度的鉴定
采用十二烷基硫酸钠9聚丙烯酰胺凝胶电泳和

XFIKFH)9SL8K技术。
@D/ !;$345与 ./05和 ./05234细胞的结合活性

采 用 荧 光 激 活 细 胞 分 选 术（ YLZ8HFIOF)OF9
(OK7[(KFV:OFLL:I8HK7)"， J3><）
@D0 !;$345的 @5/C 标记与纯化
改良氯胺 ?法标记 !;$345，用 <F#G(VF\:E/4

柱分离纯化。

@DT !;$345在裸鼠体内的分布
选取 / 周龄雌性 R3]R2>裸鼠，以 9:E^2只的

! 射线全身照射以破坏小鼠免疫系统，%, 后左侧
和右侧背部皮下分别接种 <$#! 和 <$#!=>"! ?@8":
@"A=只B，至肿瘤长径约为 "8CD@8" 2E，尾静脉注射
@!$&9FG.>"! @8HC.IJ=只，注射后 !H， HC， A!，
K#， @!" L分别进行 MFNOP扫描。

" 结果

!8@ FG.>"!的鉴定
纯化得到的 FG.>"! 用 @!Q的十二烷基硫酸

钠9聚丙烯酰胺凝胶电泳分析显示，纯化产物在非
还原条件下，有一条分子质量约 @$":@"%的蛋白质

带，而在还原条件下在分子质量约 !$:@"% 和 $":
@"%处各有一条蛋白质带，R/S(/T’9U37( 证明上述蛋
白条带为抗体及其抗体的轻、重链 ?见图 @B， 其纯
度达 K"Q以上。

!8! FG.>"!与 <$#!=>"!细胞的结合活性
V>OM 结合实验测定结果显示，FG.>"! 能与

F9WX Y的 <$#!=>"! 细胞特异性结合，结合率为
KH8HAQ ，而与 F9WXZ的 <$#!细胞无结合。
!8% @!$&9FG.>"!的放化特性
标记率 CK8"Q，比活度 H"8A .I_2" W，放化纯

度 KK8!Q。

图 ! 十二烷基硫酸钠9聚丙烯酰胺凝胶电泳（ 3）及
XFIKFN‘SL8KaRQ分析纯化后的 !;$345

图中，@ 为非还原的抗 !9"# 抗体 !;$345，5 为还原
的抗 !9"#抗体 !;$345
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!89 :!$&;<=.>"!抗体在裸鼠体内的分布
注入 :!$&;<=.>"! 后行 ?<@AB，<;CDE FG$#!H>"!I

组第 ! 日全部裸鼠瘤区出现放射性浓聚，但心脏、
肾脏仍有残影，第 % 日时肿瘤周围本底下降，肿
瘤显像逐渐清晰，第 $ 日时肿瘤部位浓集进一步
增强（ 见图 !）；<;CDJ FG$#!I 对照组则未见肿瘤内
有放射性浓聚。

! 讨论

恶性肿瘤的转移灶和治疗后残留灶的复发是

肿瘤患者的主要死因之一，也是肿瘤治疗所面临

的主要困难和挑战。肿瘤的免疫疗法是激发或增

强肿瘤宿主的免疫功能，以达到控制和杀灭肿瘤

细胞的目的。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。:KKL 年，美国 MN> 批准 &N@A 公司、O/’/’;
(/2P 公司、瑞士 M8 =7QQR+’’;S+ *72P/ 公司和日本
T/’5+U1 G7C57 公司合作开发的基因工程抗 AN!"
人鼠嵌合抗体 *-(1V+’ 应用于 W 淋巴细胞非霍奇金
病临床治疗，这是单克隆抗体研究史上新的里程

碑，随后 O/’/’(/2P 公司生产的 =/X2/D(-’ 亦获
MN> 批准并应用于乳腺癌临床治疗。与传统化疗
相比，单克隆抗体具有针对性强的特点，因此避

免了对正常组织的杀伤，特别对于清除肿瘤的残

留灶、转移灶具有良好应用前景。

肿瘤的抗体疗法中特异性的靶抗原的选择是

至关重要的。我们选择 <;CD 作为靶抗原的原因主
要有以下 %点：
!目前认为肿瘤 .N* 的发生机制是多因素

的，可随诱导药物的不同、肿瘤细胞的种类和分化

阶段的不同而表现出不同耐药表型，而在诸多耐药

机制中能在临床得到验证的却很少，<;CD是目前惟
一在临床实践得到证实的耐药机制，也是逆转

.N*的主要靶点。
" 国内外众多研究表明，<;CD 不仅与肿瘤耐

药相关，而且与肿瘤的侵袭、转移等恶性行为有

关。用小鼠肝癌模型进行研究发现，<;CD的表达水
平与肝癌的恶性进展过程相关，许多侵袭性肿瘤也

高表达 <;CD。
# <;CD 为一广谱的耐药肿瘤抗原，因此针对

<;CD的单克隆抗体具有更为广泛的应用价值。实验
证实，在肝、胃、肠等消化系统的恶性肿瘤、小细

胞肺癌、乳腺癌等耐药实体瘤及耐药血液病均可检

测到 <;CD 的高表达，且肿瘤的预后与 <;CD 的表达
高度相关。

<;CD 是细胞膜表面的糖蛋白，是 >B< 依赖性
的药物外排泵，可将各种不同的细胞毒药物泵出

到细胞外，从而降低细胞内的药物浓度，阻止药

物杀伤细胞的作用，了解肿瘤细胞 <;CD 表达水平
可以指导化疗药物的选择，同时也可以作为肿瘤

恶性进展的诊断学标志。本研究利用 ?<@AB 闪烁
显像技术可以直观了解白血病多药耐药细胞系

G$#!H>"! 在裸鼠体内的分布情况，研究表明：:!$&;
<=.>"!在 <;CDE FG$#!H>"!I 组和 <;CDJ FG$#!I 对
照组的影像学差异可以明确区分 <;CDE的肿瘤组织，

对了解 <;CD 高表达的肿瘤部位、形态、大小、肿
瘤病灶的数量以及是否存在转移均有重要意义，

从而为肿瘤的诊断和治疗提供有益的帮助。
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