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ABSTR^CT An anti-gastric cancer monoclo／1aI anti- 

body M Gb2-m Jtomycin C conjugate via dextran T一7O as 

intermediate (M Gb2一PAD．MM C) was produced，and 

28— 39 g m olecules of M M C were introdueed into 1 g 

molecule of M Gb2． Ninety-six hours after ip of “ 1· 

MGb2一PAD—MMC (1．48 MBq／22 g M Gb=per mouse) 

to aude mice bearing human gastric cane r SGC·7901． 

the tomor ti$Sue#blood(T／NT)radioactivity ratio was 

2．6， very much higher than that of the control 

I-normal lgG·PAD·M MC group (T／N T = 0，29)． 

Single photo COmputed tom ography irrtaghlg confirmed 

the reaults of biodistribution study— M Gbz PAD— 

M MC exhibited selective killing aCtion on the SGC一 

7901 cells in vitro．which was considered to be medlar— 

ed by m onoclonal a~ttibody M Gb7． N ude mice inocu· 

lated with SGC．7901 xenograft in bilateral subrenal 

capsule were treated by MM C (ip)t human recombi- 

nant interfeton· (Hu—IFN—a im )，M Gb2一PAD—MM C 

(ip)and M Gb2·PAD—M MC + Hu～IFN—a dany for 5 d 

beginning 4 h after inoculation． The efficacy of the 

reageBts estim ated by the reductioo of tumor size and 

caleuJated by T／c ( )， was 28．3 ． 16．4％ ， 

47．8 ， and 83．1 ， respectively． Those results 

demonstrated  that the antitumor effect of M Gb2·PAD 

M M C was superior to free M M C． and that the Hu· 

IFN一0 misht further enhance the action of MGb2·PAD 

M M C． 
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摘要 用葡寨糖T．7O作中夼，翻成鼠抗人胃癌单克隆 

抗体 MGb：一丝裂霉索 C结合物． 该结合物的体外试 

验显示对靶细胞具选择杀伤作用，体内实验治疗结果 

表明．该结台物组的肿瘤抑制率明显地高於丝裂霉索 

C组．当 重组人干扰素与免疫结合物台井治疗时， 

重组人干扰紊对免疫结合物具有增效作用． 

关键调 单克隆抗体，磐銎要塞妄!星壅墅堕童些，旦 
! 里l重组干扰索。-肿瘤抗原；棵小鼠；肾包膜下检 
定 

抗肿瘤药物导向治疗是抗癌药物和与肿瘤 

组织有高度亲和力的单克隆抗体交联的结合 

物，选择性地浓聚于肿瘤组织，发挥特异性杀 

伤作用 ，以达到提高疗效的 目的． 国内外已有 

关于免疫药物结合物的体内外实验研究成功报 

道。 ． 本文报道以抗人胃癌单抗 MGb 通过 

多醛基葡聚糖T一7O中介，与丝裂霉素C连接， 

观察该免疫药物结合物对人胃癌裸小鼠移植瘸 

SGC一7901抑制作用 ，探讨 重组人干扰素对该 

免疫药物结合物体内实验治疗的增强作用． 

M ATERIALS AND M ETHODS 

抗^胃癌单抗 MGbt 为鼠抗人胃癌单克隆抗体 

IgG1亚型 ，由第四军医大学西京医院提供． 丝裂霉 

紊C(mitomycin C，MMC)为 日本协和发酵工业株式 

会 社生产． ct-重组人干扰索(即 human recombinant 

interferon—a．Hu—IFN—a)由第二军医大学生物技术研 

究所提供 ．效价为1 MIU·ml—t． 

免疫结合物例备 葡聚糖T·79(MW7万)溶于 

水．加高碘酸钠避光反应过夜．氧化为多醛基葡寨糖 
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(pAD)，冻干后4℃保存． 将 PAD与 MGb：在4℃反应 

20 h后，再加入MMC．于4C反应20 h，反应混合物再 

经 硼 氢 化 钠 在 4℃还 原 2 h，4000 x 离 心 后 经 

sephadex G一50柱层析 ，收集首峰． 依此方法 非特异 

性单抗(NIgG)代替MGbz，制备非特异性结合物． 结 

合物中MMC含量根据其在363 nm的克分子消光系数 

为23 090计算，抗体浓度采用 Bradford蛋白定量法“ 

测定． 

结合物中MGbt活性测定 用 ELISA。 方法，胃 

癌细胞 SGC-7901加入 O孔培养板中(1×10 ／孔)，待 

细胞充分附壁生长后，加入0．25 虎 二 醛，在37"C作 

用10 min·用磷酸缓冲液(PBS)诜去戊二醛后，加入不 

同稀释度的结合物和游离 MGb。，37V温育1 h，用 

pBS冲洗 ，加入兔抗 鼠酶标抗体，37"C温育1 h，再用 

pBS冲洗 ．加底物，测 absorbanc~，A． 

并小■ 远交 Swiss或近交 BALB／Ĉ 裸小鼠， 

由中国科学院上海药物研究所提供． 鼠龄为6—7 wk， 

饲养条件和实验条件同前文m报道． 

人胃癌并小■移擅■ SGC。70Dl SGC一7901系 

未分化型胃腺癌，潜伏期3—4 d，皮下接种后2 wk，瘤 

径可达1 cm． 

免疫药物结合物对肿■靶细胞和非靶细胞的杀伤 

试验 人喉癌细胞 Hep I为非靶细胞，人胃癌细胞 

SGC一7901为靶 细胞． 将细胞加至96孔培养板 ，每孔 

o．1 ml，1×i0 cell，同时加入不同药物浓度的 MGb 2一 

PAD-MMC，MMC及 N G PAD-MMC，每孔0．1 ml， 

每一浓度有 3个平 型孔 ，于 37℃ CO：培养箱 内孵育 48 

h． 加噻唑篮 PBS溶液(5 mg·ml )，每孔20 l，37"C 

反应4 h，弃培液及束反应的噻唑篮．每孔加入0．1 ml 

二甲基亚砜，测 ．“值，取平均值，计算杀伤率． 

免疫结合物的体内定位及分布 BALB／CA裸小 

鼠8只，皮下荷人 胃癌 SGC-790t移植瘤 ，瘤径均约为1 

cm，随机分为二组 ，d只 ip I MGb 一PAD—MMC，每 

只 1 48 MBq／22 g蛋 白，4只 ip I-NlgG—PAD— 

MMC(1·蚰 MBq／22 gg蛋白)， 于96 h进行单光子发 

射型计算机断层仪(single photo emission computed to 

mography，SPECT)显像后括杀 ，取瘤组织．全血及 

各组织器官，称重测 dpm值，计算肿瘤、全血及各组 

织器官的放射性比度(dpm／kg)，并计算T，NT比值． 

接种方法及联合治疗试验 以肾包膜下接种移植 

瘤的方法。 进行药敏试验 MMC及 MGbrPAD MMC 

治疗组於接种后4 h开始治疗．每天 ip 1次，联合给药 

组和单用 Hu—IFN—a组於接种前4 h先给每其小鼠im 

Hu-IFN一Ⅱ0．25 MIU，於接种后4 h再 ip MGb2-PAD— 

MMC． 后每天均于 MGb2一PAD—MMC给药前4 h， 

im Hu—IFN．a，各给药组连续给药5 d， 停药2 d后解 

剖 ， 测量瘤径 ． 评价各给药组的肿瘤抑制率。 ． 全 

程共8 d． 

RESULTS 

结合物制备 过量 的 PAD与 MGb：(或 

NIgG)发生氨醛缩台 ．余下的 PAD 上醛基再 

与过量 MMC进一步发生氨醛缩合，形 成了 

MGb2(或 NIgG)一PAD—MMC三元结合物． 结 

合物 中每克分子的 MGb z(或 NIgG)可 r入28 
—

3O克分子的 MMC． 

结合物中的 MOb：活性测定 由 Tab I可 

以看出，在结合物制备过程中，抗体活性保持 

良好，在 0．2 nmol浓度时，结合物中抗体仍能 

与靶细胞保持较好的结合活力． 

Tab I． Enzym e-linked lmm ~m ceorbent assay of anti 

gastrlc c_n0er monoclonal antibody M Gbt-PAD-M M C 

and free M Gbt to human gu tric cancer cell I】me SGC· 

7g01． n= 3 wells，i土 s． 

c0ncentratj0n／ Absorbancc at 495 nm 

I~mol·L～ M Gb 一PAD-M M C MG b2 

免疫药物结合物对肿瘤靶细胞和非靶细胞 

的杀伤试验 不同浓度(指MMC浓度)MGb - 

PAD-MMC，MMC及 NIgG—PAD—MMC对 肿 

瘤靶细胞和非 靶细 胞的杀伤 作用见 Tab 2． 

MMC与 MGbz连接后对靶细胞的杀伤作用与 

游离MMC相似，而对非靶细胞的杀伤作用也 

显著降低． 
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Tab 2． Effects of anti-gastric cancer monoc|onal anti． 

body MGbi。mltom~cLn C (MM C)conjugate dex- 

tran T-70 (MGb1·P̂ D—M MC )， normal mouse 18G- 

MMC coujugate via dextran T一70(N[gG．PAD—MMC) 

and free M M C on human iaryngocarelnom a cells 

(Hep·I1)and human gastric cancer celts(SGC．7901)． 

4b h later． 3 wells． 

结合物体内定位和生物学分布 ” I。MGb：一 

PAD—MMC ip后96 h的 SFECT显像结果(Fig 

1)显示：肿瘤成像明显，显像轮廓与肿瘤外形 

相 符一 ” I-MGb 2一PAD—MMC、 I-NIgG— 

PAD—MMC在荷瘤裸小鼠体内分布(见 Tab 3) 

表明：特异性结合物到达肿瘤部位较多，T／ 

NT 比值也高，瘤血比为2．6士0．9． 而非特异 

性结合物到达肿瘤部位较少，T／NT比值也降 

低 ，瘤血比为0．20~0．18． 

F I· Single photo em ission computed tomography of 

a Swiss nude mouse bearing human gastric carcinoma 

SGC·7901 injected with ‘“1 labeled anti·gastric cancer 

monoclonal antibody M Gbffi·mitomyeln C eonJuAate via 

T·70 B h later)． 

TabI· Tissued~trtbutlonof ‘” 1。M Gb，·PAD ·M M C and ‘”1·NIgG ．PAD ．M M C InSwissnudemice beLrIng 

human gastric carcinoma xenografts(SGC·7901)12 d after Ip． n= 4 mice， ± & 
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MGb，一PAD-MMC对荷人 胃癌移植瘤 

SGC一7901裸 小鼠的疗效 及 Hu-IFN— 的体 内 

增效作用 由Tab 4可见，单用MMC(1mg 
·kg )治疗组的肿瘤生长抑制率为28．3 ，单 

用结合物(含 MMC l mg·kg～，含MGb215 

mB·kg )治疗组的肿瘤生长抑制率为47．8 ， 

而 重组人干扰索 (0．25 MIU／鼠)和 结合物 

(含 MMC 1 mB·kg～，含 MGb 215mg·kg ) 

联合甩药组的肿瘤生长抑制率为83．1 ． 单 

用 重组人干扰紊(0．25 MIU／鼠)组，其肿瘤 

生长抑制率仅为1 6．4 ． 经 ￡检验证明结合 

物组明显高于 MMC组 ，联合用药组又明显高 

于结合物组． 

DISCUSSION 

本文 所 用 的 鼠抗 人 胃癌单 抗 MGb 对 

SGC-7901具有高度的亲和力，由它制备的免 

疫药物结合物的细胞毒结果表明，MMC与 

MGb z连接后，对靶细胞的杀伤作用与游离 

MMC相似，而对非靶细胞的杀伤作用则显著 

降低，这可说明 MGb2 AD—MMC对靶细胞 

有选择杀伤作用． 我们用 MGb 2一PAD—MMC 

在皮下型裸小鼠移植瘤模型体内定位观察结果 

显示，结合物能较好地集中于肿瘤组织． 进 
一 步的体内实验治疗结果表明，MGb：-PAD- 

MMC组的疗效显著地优於 MMC组，这表 明 

该结合物具导向治疗作用， 

近年来，很多研究结果表明，用不同交联 

方法制备的结合物经体内试验存在明显差异。 

如以人血清白蛋白(HSA)作为中介体 ，制备的 

结合物体内试验时，结合物被肝、脾等脏器的 

非特异性摄取 明显增加，而用葡聚糖作为中介 

体则有成功的报道。 ，用dextran T-40作中介 

制备的结合物的抗体与药物克分子比为1—20． 

本文报道用 dextran T-70作中介，制备 MGb - 

PAD—MMC结合物 ，一分子 MGb 引入了28— 

30个分子的MMC，不仅抗体活性保持鼓好， 

而且节省了单抗的用量． 

肿瘤相关抗原表达异质性是导向治疗中另 
一 个有待解决的问题，许多学者倾向于应用合 

株抗体克服这一不足． 然而如能提高肿瘤细 

胞单抗相应抗原的表达将可进一步提高疗效． 

近年来 ，相继有学者证实 IFN一。有提高肿瘤相 

关抗原表达的作用 ． 我们曾以 Hu-IFN-a 

Tab ●． Effects of monoclonal antibody-drug conjugate~ on nude mice Inoculated with SGC-7101 under subrenal 

capsule and enhancement of e／fect of M Gbi-PAI~M M C con|ugate by human recombinant in~e／eron-口 (Hu-IFI~- 

a)- Hu-IFN-a by tm ，etse by lp— n；●一 0 capsules，茸士 5． 。P< O．O5·‘P< O．Ol镐 control group． ‘P< O．Ol髑  

MM C．‘P< O．OOl嘴 MGbJ-PAD-M MC． 
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作用于荷人 胃癌 SGC一7901裸小鼠，观察到胃 

癌单抗(MGb：)一药物交联物结合至肿瘤组织也 

显著增加． 本文用 Hu—IFN—n进行增敏试验结 

果说明：用 Hu—IFN— 对免疫结合物导 向治疗 

有增强作用，这既证实了 Hu—IFN—n具有增加 

MGb：相关抗原的表达能力，同时也为导 向治 

疗的临床研究展现出诱人的前景． 
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