
体内一旦产生 HAM A,在随后的显像

中 ,将会引起标记抗体体内生物学分布的改

变。抗体进入人体后 ,迅速被 HAM A结合而

形成 CIC,随后被机体消除。标记抗体在血中

半排期缩短 ,游离抗体浓度降低 ,从而减少了

与肿瘤细胞结合机会 ,而 CIC被单核巨噬细

胞吞噬后 ,又引起肝、脾本底增加 ,不利于肿

瘤的检出
〔20, 21〕

。由此引起的临床症状虽不多

见 ,但 HAM A滴度较高者 ,可引发Ⅲ型变态

反应。

临床实践中 ,可从两方面避免或减轻

HAM A反应。 首先是避免 HAM A的产生 ,

措施主要有: ①使用抗体片段。鼠源抗体恒定

区是引起 HAM A的主要免疫原 ,可诱发人

体产生抗同种型抗体 ,这是 HAM A的主要

成份。 片段的免疫原性弱 ,但反复使用 ,亦可

诱导产生抗独特型抗体。据报道 , HAM A中

抗独特型抗体约占 20%～ 80% ,平均为

40%
〔22, 23〕

;②注射鼠源抗体的同时 ,使用免

疫抑制剂来降低免疫应答的强度 ;③研制人-

鼠嵌合抗体、改型抗体、小分子单链抗体及人

源单克隆抗体。其二是减轻 HAM A的影响 ,

目前已采用的方法有: ①由于 HAM A多为

针对 Fc上的同种型抗原决定簇 ,可在注射标

记抗体前 ,先注入同种型无关抗体结合

HAM A
〔24〕 ;②利用血浆清除术。 DeNardo

等〔 25〕利用这一方法使接受放免治疗病人的

HAM A滴度明显降低。
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鼠 -人嵌合抗体的研制及应用

上海第二医科大学附属瑞金医院 (上海 , 200025)　李　彪综述　朱承谟　林　汉①审

摘　要: 应用重组 DN A技术 ,把人免疫球蛋白的恒定区基因与小鼠免疫球蛋白可变区基因相

拼接 ,然后在真核生物细胞中进行表达 ,可生产出既能保持原有抗体的特异性 ,又能在人体内避免

排斥反应的鼠 -人嵌合抗体。 嵌合抗体因含有人抗体的 Fc段 ,所以能有效地与人效应细胞上的 Fc

受体结合 ,诱导细胞毒性效应 ,延长在人体内的半衰期。 因此 ,它将进一步有可能成为我们大量获

得新一代低成本的重要途径。
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关键词: 基因工程　嵌合抗体　单克隆抗体　杂交瘤

　　自从 1975年 Kohler和 Milstein〔1〕创立

杂交瘤技术并获得针对肿瘤标志物特异性的

单克隆抗体后 ,对人肿瘤标志物进行肿瘤的

体外诊断和体内治疗已有大量报道。但是 ,杂

交瘤技术获得的单抗还存在许多问题 ,包括:

( 1)鼠源性单抗的重复注射 ,可产生针对鼠源

抗体恒定区的人抗鼠抗体 ( HAM A)反应 ;

( 2)目前生产单抗的成本高 ,而治疗用的单抗

以毫克计算 ,难以普及应用 ; ( 3)人-人杂交瘤

技术还存在难以克服的困难 ;建株难 ,建株后

单抗产量低 ,稳定性差 ,亲和性差等 ,迄今尚

无突破性进展〔2〕。

图 1　 Ig分子的结构及其编码基因

　　为改进抗体的生物活性 ,一个构思新颖

的分子生物学技术——基因的分子克隆被运

用于制备抗体。所谓分子克隆是指在体外将
不同生物的基因或 DN A分子进行人工“剪

接”、“组合”和“拼接” ,使遗传物质重新构建 ,

然后通过载体如细菌质粒、噬菌体和病毒等

转入某些细胞内进行扩增 ,也可使目的基因

在细胞内表达产生所需要的基因片段及 /或

其蛋白产物。 该技术始于 1984年 ,而国内迄

今尚处于初步研制阶段 ,本文就该技术在嵌

合抗体研究应用现状及发展趋势作一简述。

1　免疫球蛋白 ( Ig)和抗体分子的基本结构

及其编码基因的结构

　　如图所示〔3〕 , Ig或抗体为“ Y”型分子 ,是

由两条相同的重链和两条相同的轻链所组

成。重链共有五个类型γ、α、μ、δ、ε,其中γ和

α还有不同的亚型。轻链有两个类型 ,κ、λ。重

链和轻链均由可变区 ( V )和恒定区 ( C)的结

构域所组成 , Ig的 C区主要有固定补体、与

多种细胞结合、参与变态反应、调理作用、介

导细胞毒性反应等功能 , V区是抗原结合的

部位 ,其中还存在着三个高变区 ( HV R) ,又

称互补性决定区域 ( CDR) ,直接决定着与抗

原结合的特异性。

Ig分子由三个不连续的基因家族编码 ,

两条轻链基因 Kappa (κ)和 Lam bda (λ)以及

一条重链基因。重链的 V区 ( V H)是由三个彼

此分开的基因片段编码: V H、 DH ( div ersi ty )

和 JH ( joining ) ,重链的 C区 ( CH)是由 Cγ、 Cα、

Cμ、 Cδ和 Cε编码
〔4〕。

要获得鼠 -人嵌合抗体 ,首先 V H和 /或

V L基因必须从能分泌特异性单抗的杂交瘤

细胞中克隆出来 ,然后通过 DN A重组技术

与人类 C区基因相连接 ,从而获得所希望得

到的具有生物活性的抗体。

2　 DN A重组体的构建

为了构建 DN A重组体 ,需要制备目的
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基因、选择载体 ,将目的基因和载体相连接 ,

形成重组 DN A,然后将 DN A重组体引入受

体细胞 ,筛选阳性菌和鉴定重组体。

由于哺乳动物细胞基因组约有 109碱基

DN A,然而我们要研究的目的基因或 DN A

片段仅有数百至数千碱基 ,要从巨大的基因

组中提取所要的目的基因或 DN A,需要通过

限制酶对基因组 DN A进行部分消化 ,通过

密度梯度离心或制备型凝胶电泳进行分离 ,

以选择适于插进载体的片段〔5〕。

载体是运载外源 DN A有效地进入细胞

内的工具 ,常用的有:质粒、γ噬菌体、粘性质

粒和单链丝状噬菌体。 嵌合抗体的重组基因

主要采用哺乳动物细胞表达载体 ,最常用者

为 p SV 2-gpt
〔 6〕
和 pSVneo

〔 7〕
,其功能原件既

含有原核基因序列 ,以便在细菌中自我增殖 ,

又带有只能在真核细胞中表达的一个或多个

真核转录单位。其中 ,原核序列包括:在大肠

杆菌中能够工作的复制子 ,便于挑选带重组

质粒细菌的抗生素抗性基因 ,以及便于把真

核序列插入质粒非必需区的少数单一限制酶

切位点 ,目前采用的哺乳动物细胞表达载体

大都带有来自 PBR332衍生质粒的原核序

列。最基本的真核表达组件包含可转录外源

DN A序列的启动子原件和转录产物有效地

加上 po ly( A)所必需的信号。组件的另外一

些附加元件包括增强子 ,以及带有剪接供体

和剪接受体功能位点的内含子
〔 8〕
。

为了从杂交瘤细胞中获得 V H和 VL基

因 ,以及人类 Ig 的 C区基因 ,构建重组

DN A,大量的文献报道〔9～ 22〕是使用不同的限

制性内切酶对基因组 DN A进行酶解 ,采用

Southern印迹分析法
〔 23〕对酶解片段进行分

析 ,从而获得目的基因 ,在体外相连接 ,插入

到合适的载体中。 Nishimura等
〔 12〕使用能分

泌抗急性淋巴细胞性白血病抗原 ( cALLA)

的抗体杂交瘤 ( N L-1 ) ,通过酶 解获得

Eco RI-Bam HI片段即重链可变区基因 ;轻链

可变区基因是经 HindⅢ 单酶切后 ,再经

Bam HI、 Eco RI双酶切而得到 的 Eco RI-

Bam HI片段 ,人类 Ig的 C区基因来源于人

浆细胞性白血病细胞 ARH77〔24〕 ,经酶解获

得的 21-KbEco RI和 2. 6-Kb Eco RI片段分

别为人重链恒定区和轻链恒定区基因 ,重链

可变区与人重链恒定区基因 ,以及轻链可变

区与人轻链恒定区基因相连接 ,分别插入到

pSV2g pt和 pSV 2neo载体中去 ,这些目的

基因均已经放射性标记探针加以鉴定。

由于分子生物学技术的发展 ,一些学

者
〔25～ 31〕

采用 PCR技术克隆 V H或 VL基因 ,

Orla ndi等〔 26〕使用能分泌抗乳腺癌抗体的杂

交瘤 M Br L,通过抽提其 m RN A,合成可变

区两个引物 V H1 FO R〔 5′-d ( TG AGGAG-

ACGGTGACCGTGGTCCCT TGGCCCC A-

G)〕 或 Vk1 FO R〔 5′-d ( GTT AGATCT-

CCAGC TTGGTCCC)〕 , V H1 BACK 〔 5′-d

( AGGT SM ARC TGC AGSAGTCW GG)〕或

Vk 1 FO R〔 5′-d ( GACAT TCAGC TGACC-

CAGTCTCC A)〕 ,而合成 cDN A。此 c DN A

经 PCR扩增 ,用限制性内切酶 PstI和 Bst E

Ⅱ以及 PvuⅡ和 Bg lⅡ酶解获得 V H和 Vκ基

因。此外 ,吴文书〔30〕、刘健〔 31〕等在以上方法基

础上进一步改进 ,使用抗人小细胞肺癌杂交

瘤细胞 2F7的染色体总 DN A,合成可变区基

因 FRl骨架区和 FR4骨架区的通用引物

V FR1、 JFR4,利用 PCR技术直接扩增出可

变区基因 ,直接克隆到装有人免疫球蛋白重

链 恒定区 和轻 链恒 定区 的质 粒载 体

PSV 2AHg pt Hur3和 PGEM -7Zf中 ,从而更

进一步加快了嵌合抗体基因的构建进程。

3　 DNA重组体基因在受体细胞中的表达

一些真核蛋白在原核宿主细胞中表达不

但行之有效 ,而且成本低廉。然而 ,许多在细

菌中合成的真核蛋白或因折叠的方式不正

确 ,或因折叠的效率低下 ,结果活性都很

低〔8〕。此外 ,要通过 DN A重组体基因生产名

符其实的真核生物活性蛋白 (如嵌合抗体 ) ,
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往往需要进行翻译后加工 ,例如二硫键的精

确形成、糖基、磷酸化、寡聚体的形成或者由

特异性蛋白酶进行的裂解等等 ,而这些加工 ,

细菌都不能进行〔 3〕。因此 ,大多数学者都采用

哺乳动物培养细胞进行鼠 -人嵌合抗体的

DN A重组体基因的表达。最常用的培养细胞

为杂交瘤 J558L,其优点是使转入的嵌合免

疫球蛋白重链基因在骨髓瘤中表达后能与其

内源免疫球蛋白λ轻链装配成完整的抗体分

子 ,经糖基化等加工过程 ,分泌到细胞外 ,如

选择载体合 适 ,转染的效率最 高可达

10- 3〔32〕 ,有许多方法可将 DN A重组体基因

导入细胞 ,主要包括: ①磷酸钙或 DEAE-葡

萄糖介导的转染 ;②聚季铵盐 ;③原生质体融

合 ;④电穿孔 ;⑤脂质体 ;⑥细胞核的直接微

注射。具体应用过程 ,则因外源基因特性和细

胞类型等因素影响 ,转移效率存在明显差异 ,

但大多数学者都采用电穿孔 ,因其转染效率

较高 ,效果比较理想〔 33〕。

4　 DNA重组体基因所表达产物的检测与分

析

4. 1　表达产物——嵌合抗体的纯化

尽管已发展了许多纯化抗体分子的技

术 ,但首选的方案仍是以 A蛋白包被的小珠

通过吸附和解吸过程来纯化抗体 ,这种 A蛋

白可牢固地结合于免疫球蛋白重链 Fc段第

二和第三恒定区。 在纯化嵌合抗体时大多数

学者采用此法。但是 ,并非所有免疫球蛋白对

A蛋白的亲和力都相同。由于嵌 合抗体的

Fc段均来源于人 Ig,因此在纯化抗体前 ,必

须采用商品化的抗 Fc段同种型免疫学试剂

先行测定其重链所属的类型 ,如抗体属于对

A蛋白亲和力弱的一类 (如人的 Ig G3) ,就必

须使用其他方法 (如硫酸铵沉淀后再用

DEAE纤维素层析 )加以纯化〔 7〕。纯化后取适

量样品进行 SDS-PAGE。

4. 2　嵌合抗体检测

最常用的方法为 ELLS A。 Arakawa

等
〔19〕
报道 ,嵌合抗体 Ch F1l-35和 Ch F1l-39

分别用 CEA及 CE A相关抗原包被与各自

的亲本单抗 F11-35和 F11-39比较 ,结果两

种嵌合抗体和亲本单抗一样能与 CEA发生

特异性结合反应 ,而不与任何 CEA相关抗

原发生反应 ,并且竞争抑制曲线显示两种嵌

合抗体与其亲本单抗相似。

此外 , Western印迹法也是检测抗体的

常用方法。 此种技术是把电泳分离的蛋白组

分从凝胶转移至一种固相支持体 ,并以针对

特定的氨基酸序列的特异性试剂检测之。 对

于嵌 合抗体来说 ,通常使用的探针为抗体。

Ya rnold等
〔 22〕
用 W estern印迹法对嵌 合抗

体 BR96 Ig G1 /κ进行检测 ,显示其只能与羊

抗人的抗体发生特异性免疫反应 ,而与羊抗

鼠 Ig G3或羊抗鼠 Cκ的抗体不发生反应。

除了以上二种方法外 , RIA以及间接荧

光免疫分析法等也在某些报道〔10, 16, 18, 19, 29〕中

使用。

4. 3　嵌合抗体免疫学作用

通常通过测定嵌 合抗体 CDC和 ADCC

以及体内抗肿瘤的作用而获得。 嵌合抗体的

CDC和 ADCC活性与相应亲本单抗比较各

家 报道 并不 一致 , Mulligan〔 6〕、 Liu〔 11〕和

Nishim ura
〔12〕
报道嵌合抗体的 CDC和 AD-

CC活性高于亲本单抗 ,而 Nakamura
〔28〕报道

使用不同浓度 ,嵌合抗体可影响 CDC和 AD-

CC的活性。因此 ,在今后嵌合抗体用于治疗

肿瘤病人时 ,必须探索嵌合抗体的用量以获

得理想的 CDC和 ADCC活性。

5　嵌合抗体的生物学分布以及在荷人肿瘤

裸鼠模型中的显像

　　纯化后的嵌合抗体和单抗用氯胺-T或

Iodog en法标记
131　 I或

125　 I,尾静脉注射 ,观察

其在荷人肿瘤裸鼠模型体内分布情况。 Batra

等〔21〕报道 ,标记嵌合抗体 chM e1-14在肿

瘤% ID /g随时间有增加趋势 , 4小时为 11. 7

± 1. 87% ID /g ,至 24小时达 38. 3± 9. 9%

ID /g ,并保持到注射后 7天 ,而亲本单抗
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m Me1-14在肿瘤积累 ,至 12小时达 19. 4±

15. 4% ID /g ,以后迅速下降 ,放射性标记的

嵌合抗体 chM el-14注射后 72小时在肝脏中

的积聚明显低于放射性标记的单抗 mM e1-

14。至 24小时 ,标记单抗 mM e1-14在甲状腺

积聚为标记嵌合抗体 chM e1-14的 2倍 ,并

随时间推移达到 2～ 3倍 ,标记 chM e1-14和

m Me1-14的血液动力学也并不相同 ,注射后

24小时 , chMe1-14在血液中水平 高于

m Me1-14,并随时间推移达到 2～ 3倍 ,因此

chMe1-14在血中清除低于 mM e1-14。Kanda

等
〔 20〕
报道 ,

125
　 I标记嵌合抗体 196-14和亲本

单抗注入荷人卵巢癌裸鼠模型 , 4天后处死 ,

对正常组织和肿瘤称重 ,计算放射性活力 ,从

每克湿重% ID /g中得到肿瘤 /正常组织的放

射性活力之比 ,结果显示嵌合抗体和亲本单

抗没有明显差异。 用 131　 I标记嵌合抗体 196-

14,于 96小时进行显像 ,可见在肿瘤部位有

明显的放射性浓聚。

6　小结

随着分子生物学技术的不断发展 ,以及

与免疫学科的相互渗透 ,嵌合抗体技术为肿

瘤疾病的免疫治疗展现了新的前景。

由于嵌合抗体保留了完整的鼠抗体的 V

区结构 ,所以同时也就保留了一定程度的抗

原性〔34〕。任何单抗的可变区都有超变区或称

互补决定区 ( CDRs) ,这是抗体分子与抗原分

子结合的关键部位 ,而可变区中其它部分变

化较小 ,称为框架区 ,框架区不与抗原分子直

接结合 ,仅对维持 CDRs空间构型起着重要

作用〔 35〕。由此 ,我们需要进一步研究鼠源单

抗的 CDRs区 ,并将 CDRs区移植到人抗体

框架上 ;建立嵌合抗体的基因库 ;探索嵌合抗

体使用的最佳剂量 ,以达到最大的 CDC、

ADCC活力 ;解决嵌合抗体的大量制备问题

……。 所有这些 ,都是我们将要做的复杂工

作。
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