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胞的细胞骨架不同，因此肿瘤细胞对该药反应 

强烈0 -2]。去甲斑蝥素对体外培养的人宫颈 

癌细胞(HeLa)、人食道癌细胞(CaE~17)、人肝 

癌细胞(Hep 3B)等 15种肿瘤细胞均有 明显的 

杀伤作用，在药物剂量 4～10~g／ml下，杀伤率 

达 51．5％～100％。 

以单克隆抗体(单抗)为载体的抗肿瘤导向 

药物研究近 来随着单抗 Herceptin，Rituxan及 

Panorex等在 美国及欧洲的批 准上市，再度成 

为令 人关注的研究领 域_3]。本研究采用抗人 

肝癌大鼠单克隆抗体 3A5与NCTD偶联(简称 

3A5一NCTD)，观察偶联 物对肝癌 的实验治疗 

作 用，为推动去 甲斑蝥素在临床上的应用提供 

实验基础。 

1 材料与方法 

I．1 实验动物 BAu c(nu／nu)裸 小鼠．雌 

性．6～7周龄。购于中国医学科学院实验动物 

研究所 。 

1．2 细胞 系 人肝 癌 BEL-7402细 胞，用含 

1O％小牛血清的 RPMI 1640培 养液在含 5％ 

0 的 37℃温箱中培养。 

1．3 单 抗 抗 肝癌 大 鼠单抗 3A5为 lgG 

型，与人肝癌细胞 BEL-7402呈强阳性反应【4】。 

1．4 药物与试剂 NCTD，北京第四制药厂产 

品(批号 980210)。碳二亚胺 (EDC)，N-羟基琥 

珀酰亚胺，均为 Sigma产品。 

1．5 单抗 3A5的制备与纯化 按文献[5]方 

法进行。取 杂交瘤腹水用 MARK 3-Sepharose 

4B亲和层析柱纯化。依次用 PBS，PBs+2．5 

tool·L NaCI和 0．1 raol·LI1的甘氨酸一盐酸 

缓冲液 洗脱，将第 Ⅱ蛋 白峰 用 0．3 raol·LI1 

Tfi~HCI(pH8．0)缓冲液 中和再 用 PBS透析、 

浓缩备用。 

1．6 单抗 3A5与去甲斑蝥素偶联物的制备 

采用活泼酯法制备 3A5．NCTD偶联物，按文献 

[6]报道的方法进行。滴定透析外液测定其 中 

NCTD量，推算偶联物 中 NCTD的含量并计算 

单抗与药物连接 比。 

1．7 免疫反应性检测 采用 ELISA法测 定 

3A5对人肝癌 BEL-7402细胞的免疫反应性_7 

1．8 克隆形成测定 采用克隆生成测定法观 

察 3A5一NCTD对 BEL-7402细胞杀伤作用。取 

对数生长期的肿瘤细胞种入 96井培养板，每井 

50个细胞，培养 24小时。加入待测样品，每一 

药物浓度 用 4个平行井，各药物均 用无血 清 

RPMI 1640培养液稀释，对照组 只加无血清 

RPMI 1640培养液，每孔加液 5O l。药物与细 

胞接触 24小时，吸去培养液，用无血清 RPMI 

1640培养液洗 2次．然后加入含血清的 RPMI 

1640新鲜培养液，继续培养。接种 7天后在倒 

置显微镜下数细胞集落数(细胞数超过 30个以 

上者 )，以对照组细胞集落数 为 100％，求得不 

同药物浓度下的集落生成率。 

1．9 小鼠肝癌 H22腹水瘤的治疗试验 18～ 

22g昆 明种 小 鼠 腹 腔 接 种 肝 癌 H22腹 水 

0．2m1．各组均 为 1O只动物。次 日起开始腹腔 

注射 (ip)3A5一NC'TD或 NCTD，剂量分别 为 3 

mg／kg和 1．5 mg／kg。每天 1次，共 10次。对 

照组 注射 生理 盐水。观察 动物存 活时 间．按 

ILS[1nc~aselife span，ILS=(T／C．1)×100％， 

T：治疗组动物生存时间，c 对照组动物生存时 

间]判断疗效。实验过程 中每周两次测量动物 

体重。 

1．10 裸鼠移植人结肠癌的治疗试验 将直径 

2ram的 BEL．7402人肝癌瘤块接种于 BAuI／c 

(nu／nu)裸鼠右腋皮下。于肿瘤接种后 3天开 

始注射 3A5一NCTD偶联物。分别采用静脉注 

射给药(iv)及瘤结周围注射 (vt)给药法，NCTD 

的剂量为 3．0mg／kg，3天 1次，共 7次 。对照 

动物注射生理盐水，各组均为 6只动物。治疗 

期 间每周 2次测量肿瘤长径 a(crn)以及相垂直 

的短径 b(cm)并按下式计算瘤重 W(g)：W =(a 

×b )×1／2。于 3O天后处死动物，剥取肿瘤称 

重，计算抑瘤率。 

2 结 果 

2．1 单抗 3A5纯化及单抗偶联物制备 纯 化 

的3A5单抗经细胞 ELISA法测定免疫反应性， 

结果显示 ：纯化 3A5抗体对 BEL-7402细胞呈 
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强阳性 反 应。经 测 定 偶 联 物 中 的 3A5 与 

NCTD分子 比约为 3A5：NCTD=1：82。 

2．2 偶联物中 3A5抗体反应性 测定 将游离 

3A5单抗与 3A5一NCTD偶联物分别 以 PBS倍 

比稀释成一系列浓度，用 ELISA法测定它们对 

靶细胞 BEL一7402的反应性。结果显示偶联物 

中3A5反应性未 见明显改变(见图 1)。 

图 1 3A5-NCTD偶联 物及 3A5单抗对人肝癌 

BELT402细胞的免疫反应性 

ELISA ．—争 NCTD：．| 3A5．NCTD 

2．3 对靶细胞的杀伤作用 克隆形成测定结 

果，药物 与细 胞作用 24小时，偶联物 及游离 

NCTD 对 BEL-7402细 胞 的 半 数 抑 制 浓 度 

(I 0)分别为 2．3和 4．2~g／ml。偶联物对靶细 

胞的杀伤力稍强于游离 NCTD(见图 2)。 

N6"1"0( E／mj) 

图 2 3A5．NCTD偶联物对人肝癌 BELT402 

细胞的抑制作用 

克隆生成法测定，药物与细胞怍用 24小时， 

甘 NCTD；．| 3A5·NCTD 

2．4 小鼠肝癌 H22腹水瘤的治疗试验 3A5． 

NCTD显示出比游离 NCTD更强的治疗作用 

(见表 1)。 

表 1 NCTD及 3A5．NCTD偶联 物对小鼠 

肝癌 H22腹水瘤的治疗作用 

药物 
m g／kg 喜 LS (耥60 

其中 3A5一NCTD(3mg／kg)组至实验结束 

时(60天)尚有 2只动物存活，经勰剖未发现腹 

腔内肿瘤及腹水。 

2．5 裸 鼠移植 人乳腺癌 的 实验治疗 3A5一 

NCTD对移植人乳腺癌的 BEL一7402肿瘤生长 

有显著抑制作用(见图 3)。 

图 3 3A5一Nm 儡联物对裸鼠移植人肝癌 

的生长抑制作用 

剂量 ：NCTD：3．0mg／kg．iv或 pt，给药 7次 

* Contro[；日 NCTD．D1；t  3A5 NCTD．p1： 

e NCTD．iv；_'L 3A5一NCTD，iv 

其抑制率高于等剂量游离去 甲斑蟊素．其 

中又以瘤结周围给药的治疗效果更强。实验结 

束时，游离 NCTD(3mg／kg)静脉给药组肿瘤抑 

制率为15％(P>0．05)，3A5一NCTD(3mg／kg) 

表 2 NCTD及 3A5．NCTD偶联物对裸鼠移植 

^肝癌 BEL．7402的治疗作用 

药物 给药 塑墼 体重改 瘤重(mg) 撺瘤率 
(mg／kg) 方式 开始 结束 变(g) 均值 标准差 (％) 

Control 6 6 +4 06 1．84±0 7l 

N( TD 眦 6 6 +6．73 0．97±0 45 47 

3A5一NCTD pr 6 6 +7．09 0．41±l_12 78” 

CTD Iv 6 6 +5 94 1．56±0 40 15 

3A5 NCrD Lv 6 6 +4．0 0 70±0．27 62” 
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静脉给药组肿瘤抑制率为 62％(P<O．01)；而 

当采用瘤结周 围给药时，二者分别 为 47％和 

78％(见表 2)。 

4 讨 论 

去甲斑蝥素是我 国 自行研制的抗肿瘤药 

物，可通过多种途径 破坏、抑制癌细胞。此外， 

可缩短白细胞在骨髓 内的成熟 、释放时间；并有 

促进骨髓造备干细胞(CFU—S)向粒——单核系 

祖细胞(CFU—GM)分化的作用，从而导致 白细 

咆升高 j。临床应用证明其对多种肿瘤具有 

良好的治疗效果，单 独应用 可治疗肝癌、食管 

癌 、胃癌、贲门癌及 白血球低下症 ，亦可作 为术 

前用药或用于联合化疗中。与其它药物合用可 

拮抗骨髓抑制及进一步提高疗效。在治疗剂量 

范围内，对免疫功能无不良影响lq 。 

作为小分子抗肿瘤药物，去甲斑蝥素在药 

代动力学上具有起散快，代谢快的特点。体 内 

显像结果表明，给 小 鼠灌 目 H一去甲斑蝥素， 

吸收较快。15分钟 至 2小时在肾、肝、瘤体、 

胃、肠、心、肺中有较高的浓度。静脉给药在胆、 

肝 、肾、心、肺中亦有较高的分布。灌胃给药．药 

物浓度在肝脏及瘤组织中 15分钟即可达到高 

峰值，6小时后显著降低。去甲斑 蝥素在肿 瘤 

局部滞留时间不足及其在体内分布的非特异性 

有可能成为限制其最佳疗效发挥的主要因素。 

已有许多文献证 明【10--13]，单抗 导向药物经 区 

域性给药后(包括动脉灌注，腔 内给药，瘤内或 

瘤劳给药)，由于其具有大分子的药代动力学性 

质，使得偶联物在肿瘤部位滞留时间延长，局部 

浓度高，且减少了非肿瘤组织对导向药物的摄 

取，从而具有独特的应用价值．在临床应用中已 

取得一定的治疗效果，成 为导向治疗 中值得重 

视的方法 。 

本研究将去 甲斑 蝥素与抗 肝癌大 鼠单抗 

3A5偶联，观察其经静脉给药和肿瘤局部给药 

对肿瘤的治疗作用。结果表明，3A5+NCTD保 

持 3A5单抗对 BEL．7402细胞的免疫 反应性， 

与 3A5单抗 相比活性相当。克隆生成法测定 

结果显示：3A5一NCTD保持了 NCTD的细胞毒 

性 。对，J、鼠睃水型肝癌 H22的治疗结果表明： 

3A5 NCTD显示出 比游离 NCTD更强的治疗 

作用。其 中 3A5一NCTD(3mg／kg)组至实验 结 

束时(6O天)尚有 2只动物存活，经解剖未发现 

腹腔 内肿瘤及腹水。对裸 鼠移植人肝癌 BEL一 

7402的治疗结果表明：iv组 NCTD的肿瘤抑制 

率为 15％，3A5一NCTD的肿 瘤抑制率 为 62％ 

(P<0．01)；pt组 NCTD肿瘤抑制率为 47％， 

3A5 NCTD为 78％(P<0．01)。结果均显示， 

与 NCTD相比，3A5一NCTD对裸鼠移植人肝癌 

BEL-7402具有更强的治疗作用。局部给予偶 

联物 比经静脉给药具有更高疗效。 

以上结果提示单抗 3A5与 去 甲斑 螯素偶 

联物在肿瘤的导向治疗中有较好的疗效。 
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USE 0F M0N0CL0NAL ANTIBoDY N0RCANTHARIDIN CONJUGATE IN 

EXPERIM ENTAL TARGETING THERAPY oF TUM oR 

LIANG Fu-You① zHANG Sheng．Hu PAN Ying0 xu Lin-Na0 

QIAO Jian．Hua@ LU Zhi．Da③ wANG Wei．Gang~' 

(① Capital Uni~ dty of．tvledicaI Stlences．Department ofCellBiology，Beijing 100054．China) 

(0Institute of．tvledicinalBiot~-hnology．Chine~Academy ofMadical Sciences 

and Peking Unmn Medical College．Beijing 100050，ĉ t加 ) 

(@Beijing Tm~gren Hospital，lkoing 1000l0， l加 ) 

ABSTRACT McAb 3A5，a rat monoclona1 antibody，was 1inked to noreantharidin(NCTD)，an anti． 

tumor drug currently in clinical use．by active ester method．The 3A5一NCTD conjugate retained com— 

plete immunoreactivity of M cAb 3A5．Determined by clonogenic assay with human hepatoma BEL- 

7402 cells，the IC50 values for 3A5一NCTD conjugate and free NCTD were 2，3 vg／ml and 4．2 vg／m1． 

respectively． 

Hepatoma H22 ascites was transplanted into the peritoneal of mice．On the next day，3A5．NCTD 

or NCTD，was injected intraperitonealy Therapeutic effect was evaluated with the survival time of 

mice．The ILS(％)values were 111％ f0r 3A5．NCTD and 37％ for NCTD．Tumor fragments 0f hu． 

iTtan hepatoma BEL-7402 were transplanted sc into nude mice．Then 3A5．NCTD or NCTD was in ect． 

ed iv，or pt(peritumorally)3 days after inoculation，twice a week，with a total of 7 injections．Tumor 

growth inhibition was evaluated 4 weeks later The inhibition rates on the growth of hepatoma BEL． 

7402 xenografts were as follows(1)for iv route，15％ by NCTD，62％ by 3A5．NCTD；(2)for pt 

route．47％ by NCTD，78％ by 3A5一NCTD．These results indicate that 3A5一NCTD conjugate is 

highly effective against targeted  human cance r xenograft and mouse tumor when administered peritu． 

morlly or intracavitarily． 

KEY WORDS Monoclonal antibody Norcantharidin Targeting tumor therapy Immunoconjugate 
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