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供 体 内 应 用 的 单 克 隆 抗 体 的 制 备

C o l n a g h i M l

摘 井
:

采用一种新颖的方法制备出供体内 应用的 单抗制剂
。

少l] 这种方法制备的单抗制剂克

服了第一代单杭的不足
,
且特异性达 100 %

,

灵敏度高于 80 %
.

适合体内应用特别是用于治疗的抗肿瘤

单克隆抗体的选择与制备是一件既复杂又耗

时的事情
。

事实上
,

这些单抗必须具备以下特点
:

①严格的肿瘤限制性 , ②合 适 的 抗 体类型

( I g G优于 I g M
,

I g G亚类的选择 取 决 于体

内的用途 ) , ③ 良好的 亲 合力
,

至少达到

1 0 om o
l
一 1 .

与这些单抗产生有关的靶抗原必须具备

以下条件
: ①局限化 ( 指抗原存在于细胞膜

的表面 ) , ②均一表达 ( 指所有的肿瘤细胞

都存在抗原分子 ) ; ③单位 细 胞 的 抗原密

度 , ④一定的化学性质
。

第③点会影响抗原

杭体复合物内在化的能力
,

而内在化又影响

治疗方法的选择
。

不幸的是
,

第一代鼠抗人肿瘤单克隆抗

体并不具备以上品质
,

它们通常是针对那些

强免疫源性的搪蛋白或糖脂分子 所 表 达 的

抗原表位
,

而一些正常细胞也拥有这些抗原

表位
。

为此
,

人们尝试用不同的方法制备更适

用于抗肿瘤的第二代单抗
。

采用鼠脾细胞免

疫制备杂交瘤的级联 免 疫 方 法 ( C as
c a

de

Im m u n i z a t i o n P r o c e d u r e ) 的结果令人满

意
。

该法的机理是从免疫的抗原物 质 中
,

除

去第一代单抗能识别的强免 疫 源 性 抗原表

位
。

通过这种方法己制备出一些适合体内使

用的抗卵巢癌单克隆抗体
,

其中的两株单克

隆抗体 ( M O v 1 8和 M O v 1 9 ) 能识 别同一抗

原 ( g p 3 8 ) 分子上的两个不 同 表 位
,

从而

满足体内使用的需要
。

用 M O v ls 对卵巢癌

病人进行的初步闪烁显像研究结果显示
,

这

类单抗能局限于肿瘤细胞上
,

特异性达 10 昭
,

灵敏度高于 80 %
.

图 1 介绍的是有关这些特

别单克隆抗体制备的进一步方法
。

当得到的

单抗是识别抗原分子上非特有的表位时
,

可

用这种方法
。

即用现有的单抗致敏鼠红细胞

( M R B C )
,

然后与来自肿瘤细胞的可溶性

提取物反应
,

这样可能把经过选择的分子暴

露给鼠免疫系统
,

非特有的抗原表位因为与

接有 M R B C的单抗相连而被遮掩起来
,

于是

其他更特有的抗原表位便可被免疫识别
。

影响体内使用鼠单抗的另一个问题是其

对人体的免疫源性
。

事实上
,

异源性蛋白质

在病人体内会诱导人抗鼠 抗 体 ( H A M A )的
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图 1 制备针对新的抗原表位的

单克隆抗体的可能方法

产生
,

这会妨碍治疗的效果
。

为了克服这种

困难
,

应使用人单抗
,

但尽管付出了许多努

力
,

至今尚未获得合适的人单抗制剂
。

最近
,

鼠单抗嵌合的蛋 白基因工程提供

了一个替代方法
,

即将鼠单抗上完整的 V 仄

转移到人抗体的 C 区
,

便能 使 鼠 抗 体转变

成
“
人

”
单抗

。

另一种方法 是 以 鼠抗体的

C p R s
代替整个鼠抗体的 V 区

,

再与人 抗体

的 C 区嵌合
。

近来发现
,

F C R ( 聚 合 酶 链

反应 ) 技术特别适合免疫球蛋白 V 区基因的

克隆和表达
,

这些人工化的单抗制剂在人体

内具有低的免疫源性
。

好的可供体内使用的单抗还需要进行一

些处理
,

此过程可能会遇到 一 些 其 他的问

题
,

比如放射性标记会减低单抗的免疫反应

性等
。

有一些方法可 以用来清除变性的单抗
,

·

2夕1
·

其中最有希望的方法是抗独 特 型 亲 和层析

法
,

即在亲和层析中
,

应用抗独特型 A bZ 单

抗回收结合部分的单抗
。

这样能使免疫反应

性从最初的 .10 %增加到 80 %
.

下表为提高单

抗免疫反应性的方法
。

表 提离单抗免痊反应性的方法

a
.

改进标记方法

b
.

通过抗独特型单克隆抗 体的亲 和层析法
、

或纯化抗

原柱 的亲和层析法除去变性的单克 隆抗体

抗独特型单抗用于提纯供体内使用的单

抗
,

包括单价和杂交的杂交瘤产生的双功能

单抗
。

这些单抗可将未知特异性的一些 T 细

胞重新聚集到肿瘤处
,

以便于 T 细胞特异地

杀死肿瘤细胞
。

产生 M O v1 8的杂交瘤己被开

发出一个双功能单抗制剂
,

能特异地再识别

一个 C D 3 / T C R复合物
。 。

双功能单价之单抗桥

接 C D 3 / T C R 复合物与 g p 3 8分子
,

激活 T
·

细胞
,

且M O v1 8识别 g p 3 8分子等
,

结果 T 细

胞便特异地杀死M O vl s阳性的卵巢癌细胞
。

杂交的杂交瘤不仅能产生合适的双功能

单抗
,

而且还能分泌其他种类的抗体包括双

价亲代抗体
。

为了避免出现下列效应
,

即①

有反应活力的单抗分子被稀释 , ②对靶细胞

的结合反应受到竟争 ; ③相关的肿瘤抗原被

覆盖
, ④效应细胞的互相残杀

,

特别是存在

亲代抗 C D 3的相关分子时
,

必须从免疫球蛋

白中分离出功能性的杂交单抗分子
。

使用抗M O v 18 独特型单抗对 杂 交的杂

交瘤分泌产物在抗独特型柱 上 进 行 亲和层

析
,

能分出双价抗
一 C D 3抗体的未结合部分

。

此外
,

如果该法和 H C A 一H P L C相结合
,

不

仅可从抗体复合物中清除 与亲 代 相关的分

子
,

而且还可清除无反应能力的重组分子
。

经抗独特型亲和层析后
,

滞 留 时 间 与双价

M O v1 8或双特异性杂交分子等相应 的 抗体

分子
,

在非结合部分得到回收
。

经两次纯化步

骤后 的杂交单抗 分子 比仅仅 经过 亲和层析

的单抗分子活力提高 10 倍 ; 另外
,

与粗制品
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,

一次纯化过的抗体已表现出非常好的

效果
。

在对荷人卵巢癌裸鼠的临床前研究中
,

抗卵巢癌 /抗 C D 3双功能单抗
,

无论 体 内还

是体外
,

都能特异地介导对肿瘤的攻击
。

〔N u e
l M

e
d B io l 2 9 , 1 , 1 8 ( 1 ) : 15 ~ 1 8 (英文 )

秦秋平节译 林 汉校〕

肿瘤定位中的单克隆抗体预着靶技术
:

亲和素
一
生物素系统

P a g a n e l l i G e t a l

摘 典
:
亲和素与生物素之间具有极高的亲和力

,

而且一分子亲和素上 有四个生物素 结 合位

点
,

生物素在血液中又 能迅速清除
。

两步法与三步法预着靶技术都是利用单克隆抗体的 肿 瘤特异

性与亲和素和生物素的上述特点相结合
,

为肿瘤定位研究中如何迅速降低本底
,

获得瘤 /非瘤 高比

值提出了新的希望
。

如何降低血液孕正常组织中的高本底
,

·

已成为单克隆抗体导向探测及治疗肿瘤的主

要问题
。

预着靶技术利用单克隆抗体的高度

特异性
,

预先注射抗体
,

使之在肿瘤部位聚

集后再注射一种既能快速 自血中清除又能被

前述抗体捕获的标记 ( 放射性核素或药物 )

物质
,

以达到迅速降低本底
、

增大靶 / 非 靶

比值的目的
。

顶 , 靶的生物学和化学

亲和素
一
生物素系统 ( A一 B系统 )

亲和素是一族对生物素具有高亲和力和

高特异性的蛋白质
。

它由四个亚基组成
,

分

子量约为 6 5 0 0 0 ( 每个亚基的 分 子 量 约 为

16 0 0 0 )
,

每个亚基上都有一个生物素 结合

位点
,

故每分子亲和素能与四分子生物素结

合
。

二者的亲和力非常高 ( K D达到 10
一 ” m ol

数量级 ) 矛在实际应用中这种结合被视为不

可逆过程
。

亲和素存在于两栖类
、

爬行虫类和鸟类

动物的卵白中
,

近又发现链霉菌能产生 一种

链霉菌亲和素
。

它与鸟亲和素具有相同的结

合生物素特性
,

但又有如下不同
: ①鸟亲和

素属于糖蛋 白
,

每个亚单位上都有一个寡聚

糖单位单一分支 ( 由甘露糖和 葡 萄 糖 胺组

成 )
。

链霉菌亲和素不属糖蛋 白
; ②鸟亲和

素为强碱性蛋白
,

其等电点为 10
.

5
,

链霉菌

亲和素的等电点为 5 ~ 8
.

用化学 修 饰法可

使鸟亲和素变成等电点近中性的衍生物
,

而

不影响其结合特性
。

研究表明
,

亲和素的每个亚单位山两个

互相垂直的卜片层构成
,

扭曲 后 形 成一个
“
袋穴

”
结构

,

此处为生物素结合位点
。

由于亲和素分子上成对的生物素结合位

点相距较述
,

在与生物素化分子结合时会存

在空间位阻
,

所以每分子亲和素在与生物素

化大分子结合时
,

难 以表现其四价的结合特

性
。

生物素结合位点富含非极性氮墓酸
,

而

生物素分子表面也 是非极性的
。

用化学修饰

的方法已证实结合位点的四个色氮酸残基对

于结合生物素起极亚要的作用
。 “

袋穴
”
的

底部为肤链分子的氮从末端
。

结合部位的入

口位于分子表而稍下的位置
。

生物素又称维生素 H
,

山含有一个脉丛

的脂杂环
“ 头 ”

部和末端为竣 恭 的脂 肪链

“ 尾 ”
部组成

。

G er e n
等的研究表明

, “

头
”


