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摘　要　采用ＰｒｏｔｅｉｎＧ亲和色谱及ＤＥＡＥ阴离子交换柱色谱分离纯化精制鼠源性Ｂ７Ｈ４单克隆抗体３Ｃ８，结合流式检测
可与Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细胞株结合的目标抗体组分，获得了纯化的鼠源性Ｂ７Ｈ４单克隆抗体３Ｃ８。反相柱色谱检测其纯
度为９３％，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳鉴定证明经过两步柱色谱，目标抗体的纯度大大提高。流式细胞术检测发现３Ｃ８只与 Ｂ７
Ｈ４／２９３Ｔ转基因细胞株结合，不与Ｍｏｃｋ／２９３Ｔ细胞结合，并且３Ｃ８也不与Ｂ７家族其他成员的转基因细胞株结合。激光共
聚焦实验显示３Ｃ８可特异性染色Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验发现，以３Ｃ８作为一抗，Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细
胞有阳性条带而Ｍｏｃｋ／２９３Ｔ细胞没有条带。用３Ｃ８作为一抗进行免疫组化，结果显示，前列腺癌和肾癌组织特异性高表达
Ｂ７Ｈ４分子，而前列腺癌旁组织和肾癌癌旁组织Ｂ７Ｈ４呈阴性表达。Ｔ细胞体外实验显示，Ｂ７Ｈ４Ｉｇ可特异性与活化 Ｔ细
胞结合，但３Ｃ８可阻断这种结合作用，并可逆转Ｔ细胞增殖抑制作用及Ｔ细胞因子分泌抑制作用。
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　　Ｔ细胞的活化需要两个不同的细胞外信号的
共同刺激［１］：即由抗原递呈细胞（ＡＰＣ）表面的
ＭＨＣＡｇ肽复合物与ＴＣＲ特异性结合作为第一信
号和来自ＡＰＣ表面的共刺激分子与Ｔ细胞表面相
应受体的结合作为第二信号。第二信号包括正性

共刺激信号和负性共刺激信号，主要是由 Ｂ７家族
与其受体 ＣＤ２８家族的相互作用而产生［２］。Ｂ７家
族成员中的正性共刺激分子包括 Ｂ７１（ＣＤ８０）、
Ｂ７２（ＣＤ８６）、ＣＤ２８、Ｂ７ＲＰ１（ＩＣＯＳＬ），负性共刺激
分子包括 ＣＴＬＡ４、ＰＤ１、ＰＤｌｉｇａｎｄ（ＰＬ１）、ＰＤＬ２、
Ｂ７Ｈ３、Ｂ７Ｈ４和ＶＩＳＴＡ。正性共刺激分子与负性
共刺激分子的表达能够正性或负性调控 Ｔ细胞的
功能，造成Ｔ细胞的活化或抑制，从而在肿瘤免疫
过程中发挥着杀伤肿瘤细胞或抑制 Ｔ细胞的活性
这两种截然不同的功能。

正性共刺激分子表达缺失，或者负性共刺激分

子表达上调，均会保护肿瘤细胞避免效应 Ｔ细胞
的破坏，最终造成肿瘤细胞的免疫逃逸。因此，通

过设计针对负性共刺激分子的单克隆抗体，阻断对

Ｔ的免疫抑制作用，促进 Ｔ细胞的增殖、活化及细
胞因子分泌，从而有效地杀伤靶细胞，这也为肿瘤

的治疗提供了新的途径。因此，近年来以负性共刺

激分子家族成员为靶点的单抗类药物的研发进入

了一个快速发展期。

目前，以负性共刺激分子ＣＴＬＡ４及ＰＤ１／ＰＤ
Ｌ１为靶点的单抗类药物已成功上市，对这些分子
靶点的抑制均能显著抑制肿瘤生长。临床研究结果

显示，使用ＣＴＬＡ４以及ＰＤ１单克隆抗体药物的晚
期黑色素瘤以及其他肿瘤患者，均表现出较为积极

的结果。尤其是以ＰＤ１／ＰＤＬ１为靶点的单抗类药
物，疗效显著，开创了肿瘤免疫治疗的新纪元［３］。

Ｂ７Ｈ４分子是２００３年 Ｓｉｃａ等［４］发现的 Ｂ７家
族的一个成员，表达在专职ＡＰＣ中，并广泛分布于
非淋巴组织中。ＲＴＰＣＲ分析显示，在胎盘、肝、骨
骼肌、肾、胰腺、前列腺、睾丸、卵巢、小肠等器官，有

其ｍＲＮＡ表达，但在脑组织和心脏未发现其表达。
研究表明，Ｂ７Ｈ４是一种负性共刺激分子，作用与
ＰＤＬ１类似，可抑制 Ｔ细胞的增殖、细胞因子分泌
及细胞周期的进行，从而下调 Ｔ细胞的免疫功
能［４－６］。虽然对Ｂ７Ｈ４分子的功能了解得还不很
全面，但其在正常组织中几乎不表达，而在一些肿

瘤细胞上异常表达，如卵巢癌、乳腺癌、直肠癌、子

宫内膜癌、肺癌、肾细胞癌等。提示其与多种肿瘤

的发生具有相关性以及在保护肿瘤细胞逃避免疫

监视的过程中起着重要作用［７－８］。

本实验室在已获得的抗 Ｂ７Ｈ４的鼠源性单抗
杂交瘤细胞３Ｃ８的前期研究工作基础上，通过亲
和色谱及ＤＥＡＥ离子交换柱色谱两步纯化法，获得
了纯化的鼠源性抗人Ｂ７Ｈ４单克隆抗体３Ｃ８，反相
柱色谱检测其纯度为９３１６％。对其应用研究发
现，该抗体可特异性与 Ｂ７Ｈ４分子结合，并可用于
流式细胞术、免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫组化。
３Ｃ８可阻断 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ介导的 Ｔ细胞增殖抑制及 Ｔ
细胞因子分泌抑制。
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　材　料

１１　药品与试剂
ＨｉｔｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＧ色谱柱（美国 ＧＥ公司）；

ＤＥＡＥＦＦ阴离子交换色谱 Ａ柱（美国 ＧＥ公司）；
Ｚｏｒｂａｘ３００ＳＢＣ１８（９４ｍｍ×２５ｍｍ）反相分析柱
（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＤＡＢ试剂盒（北京博奥森生
物科技有限公司）；ＨＲＰ偶联羊抗鼠二抗（美国
ＣＳＴ公司）；羊血清（中科晨宇北京生物科技有限
公司）；苏木素（上海索莱宝生物科技有限公司）；

中性树胶（国药集团化学有限公司）；高效切片石

蜡（上海华永石蜡有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基粉
剂（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；小牛血清（杭州四季青生物
工程材料有限公司）；胰蛋白酶（上海沃凯公司）；

Ｃｙ５标记的羊抗鼠ＩｇＧ、ＰＥ标记的羊抗鼠ＩｇＧ和鼠
ＩｇＧ同型对照（美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）；牛血清白蛋
白ＢＳＡ（上海前尘生物科技有限公司）；多聚甲醛
ＰＦＡ（上海生物工程技术有限公司）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００
（美国 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；ＤＭＳＯ细胞冻存液、多聚
赖氨酸、碘化丙叮、ＲＮＡ酶（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）；其余试剂均为市售分析纯，实验用水为纯

净水。

１２　仪　器
７６００６５０分离纯化色谱仪、ＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎＣｅｌｌ

垂直电泳槽（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；ＦＣ５００流式细胞
仪（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２激
光共聚焦显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）。
１３　动　物

取８～１０周龄的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，由昭衍公
司提供，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１３０００３。
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所有动物均符合动物伦理委员会标准。

%

　方　法

２１　抗Ｂ７Ｈ４单克隆抗体的制备及分离纯化
２１１　抗Ｂ７Ｈ４单克隆抗体的制备　本实验室
前期通过免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取小鼠脾脏细胞并与
小鼠骨髓瘤细胞ＳＰ２／０融合，再通过筛选获得的单
克隆杂交瘤细胞株３Ｃ８，该杂交瘤细胞株培养在含
１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ培养基中传代。本实验室采用
体内诱生腹水法生产单克隆抗体。每只腹腔注入

Ｐｒｉｓｔａｎｅ０５ｍＬ。１周后每只腹腔注射３Ｃ８杂交瘤
细胞１×１０７个，同时另一侧腹腔再次注入 Ｐｒｉｓｔａｎｅ
和ＩＦＡ的等体积混合物０２ｍＬ，轻轻按摩小鼠腹
部，使杂交瘤细胞分散于腹腔中。观察小鼠的腹部

变化并及时收集腹水。一般在７～１０ｄ后收集腹
水，离心取上清液分装与－８０℃保存。
２１２　ＰｒｏｔｅｉｎＧ免疫亲和色谱纯化单克隆抗体　
将腹水解冻，离心去除凝块，每 １０ｍＬ腹水加入
１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２ １ｍＬ，５％ Ｓｕｌｆａｔｅｄｅｘｔｒａｎ溶液
０１ｍＬ，室温搅拌１５ｍｉｎ，４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，
２０ｍｉｎ）去除纤维蛋白。取上清液按５０％饱和度缓
慢加入等体积饱和（ＮＨ４）２ＳＯ４，混匀后置 ４℃，
４～６ｈ，离心弃上清液。取沉淀加００１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
７０的ＰＢＳ复溶。透析去除（ＮＨ４）２ＳＯ４，上样。色
谱条件：结合缓冲液———ｐＨ７０，００２ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠
缓冲液；洗脱缓冲液———ｐＨ３０，０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸
钠缓冲液。样品经 ＦＰＬＣ系统上 ＨｉｔｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＧ
亲和色谱柱，采用洗脱液洗脱，收集蛋白峰流出

液，及时用 ｐＨ９０的 Ｔｒｉｓ溶液矫正 ｐＨ至 ７０，
ＰＢＳ透析后用紫外分光光度计测定抗体蛋白的含
量，其浓度的计算公式为：抗体蛋白含量（ｍｇ／ｍＬ）＝
Ａ２８０×１５５－Ａ２６０×０７６。产品过滤除菌后分装与
－８０℃保存。
２１３　ＤＥＡＥ离子交换柱色谱精制单克隆抗体　
ＤＥＡＥＦＦ阴离子交换色谱柱，以００３ｍｏｌ／Ｌ的 ｐＨ
７０的磷酸纳缓冲液为Ａ液，在Ａ液中加入１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ配制成的溶液为 Ｂ液，设置洗脱梯度为０～
０５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ（２０柱体积），进行梯度洗脱，
收集目标峰。

２２　反相柱色谱进行纯度鉴定
采用 Ｚｏｒｂａｘ３００ＳＢＣ１９（９４ｍｍ×２５ｍｍ）反

相色谱柱，以含 ０１％三氟乙酸的纯水溶液为 Ａ

液，以纯乙腈为Ｂ液，设置洗脱梯度为０％～５０％Ｂ
液（２５０ｍＬ），进行梯度洗脱，峰面积回归。
２３　流式细胞仪检测

离心收集细胞，加入 ＰＢＳ洗涤液 ３０ｍＬ，
１８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，小心吸弃上清液，并重复
洗涤１次，吸去上清液；加入适当稀释度的小鼠抗
人Ｂ７Ｈ４单克隆抗体３Ｃ８５０μＬ，小心混匀，对照
管中加入鼠ＩｇＧ同型对照稀释液，于４℃冰箱放置
３０ｍｉｎ，加入 ＰＢＳ洗涤两次，１８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，收集细胞沉淀，加入１∶１００稀释的 ＰＥ标记
的羊抗鼠 ＩｇＧ１５μＬ，吹打混匀，４℃冰箱放置
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤两次，收集细胞沉淀，加入 ＰＢＳ吹
打混匀，上流式细胞仪检测荧光表达量，鼠 ＩｇＧ同
型对照管调零。

２４　激光共聚焦显微镜进行免疫荧光观察
细胞爬片，４％ＰＦＡ固定１０ｍｉｎ，０５％ＴｒｉｔｏｎＸ

１００穿孔 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗两次，每次 ５ｍｉｎ，１％
ＢＳＡ封闭 ３０ｍｉｎ，加入 １％ＢＳＡ稀释的 ３Ｃ８，于
３７℃杂交２ｈ，ＰＢＳ漂洗２次，每次５ｍｉｎ，加入１％
ＢＳＡ稀释的二抗，于３７℃杂交２ｈ，ＰＢＳ漂洗２次，
每次５ｍｉｎ，１０μｇ／ｍＬＲＮＡ酶作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗１次，５０μｇ／ｍＬＰＩ作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗１次，
激光共聚焦显微镜观察３Ｃ８染色情况。
２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

采用化学发光显色的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，具体
实验操作参考试剂盒说明书进行。简述如下：分

别取１×１０７细胞，用预冷的 ＲＩＰＡ细胞裂解液
０５ｍＬ，同时加入蛋白酶抑制剂，裂解细胞。取
细胞裂解液３０μＬ，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，并电
转移（０６５ｍＡ／ｃｍ２）至硝酸纤维素膜上，用５％脱
脂奶粉封闭液４℃封闭过夜。第２天分别加入纯
化的３Ｃ８抗体室温孵育１ｈ，用 ＴＢＳＴ洗去未结合
的抗体，加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗，
继续孵育１ｈ，洗涤后加入ＥＣＬ曝光显色。
２６　免疫组织化学染色（ＳＡＢＣ法）

所有标本经４％甲醛液固定，常规脱水石蜡包
埋。将石蜡组织块做厚度４μｍ连续切片。脱蜡
前将组织芯片及对照组织切片放在６０℃恒温箱中
烘烤１～２ｈ；置于新鲜二甲苯Ⅰ和Ⅱ中分别浸泡
１５ｍｉｎ；无水乙醇Ⅰ，Ⅱ中各浸泡５ｍｉｎ；９５％乙醇
中浸泡５ｍｉｎ；８５％乙醇中浸泡５ｍｉｎ；７５％乙醇中
浸泡５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ。３７℃ ３％
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的过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）封闭１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次
５ｍｉｎ。取适量的００１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ
６０）于压力锅中大火加热至沸腾，进行抗原热修
复。１０％羊血清封闭液３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。一抗
３７℃孵育 １ｈ，ＰＢＳ洗涤 ３次。二抗 ３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次。ＤＡＢ显色３～５ｍｉｎ，在显
微镜下掌控染色程度；自来水流水冲洗１０ｍｉｎ，终
止染色。苏木精复染，自来水冲洗。５０～６０℃温
水复蓝，０５％盐酸酒精分化，流水冲洗。芯片依
次放入７５％乙醇、８５％乙醇、９５％乙醇、无水乙醇、
二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ，每次１ｍｉｎ。中性树胶封片，
待其自然干燥后镜下观察结果及分析。

２７　外周血淋巴细胞（Ｔ细胞）的制备
取正常志愿者外周血用 Ｈａｎｋ′ｓ缓冲液１∶１稀

释后，缓慢加于 Ｆｉｃｏｌｌ分离液上，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
收集单核细胞层（ＰＢＭＣｓ），洗涤 ２次后用 ＲＰＭＩ
１６４０培养基置于６孔培养板中培养４ｈ（３７℃，５％
ＣＯ２），轻轻吸出悬浮细胞，用３７℃培养基轻洗依
次，富集Ｔ细胞用于后续实验。
２８　淋巴细胞增殖实验
２８１　ＣＦＳＥ染色检测淋巴细胞增殖　磁珠分选
ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ细胞，ＣＦＳＥ染色 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗，激发型鼠抗人 ＣＤ３单抗包被２４孔板，４℃过
夜，吸去上清液，ＰＢＳ洗涤３遍。用含１０％ＦＣＳ的
ＲＰＭＩ１６４０培养基将 Ｔ细胞调整为每毫升１×１０６

个，接种于 ２４孔板，并加入 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ，或再加入
３Ｃ８，将ＣＦＳＥ染色的Ｔ淋巴细胞放置２４孔板培养
７２ｈ，收集细胞，流式检测。
２８２　ＣＣＫ８法检测淋巴细胞增殖　处理９６孔板
的方法同上，收集的Ｔ淋巴细胞置于９６孔板培养
２４，４８，７２ｈ后加入ＣＣＫ８，检测４９５ｎｍ处吸收度。
２８３　Ｔ细胞分泌细胞因子的检测　取 Ｔ细胞培
养上清液，ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＦＮγ和 ＩＬ２的分泌量，
按试剂盒说明书操作。

&

　结　果

３１　鼠抗人Ｂ７Ｈ４单克隆抗体３Ｃ８的纯化制备
首先用杂交瘤细胞３Ｃ８注射小鼠腹腔，获得

腹水，然后进行抗体的纯化。抗体纯化的第１步是
ＨｉｔｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＧ亲和色谱，色谱条件及结果见图１
Ａ，收集两个峰，流式细胞仪检测与Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转
基因细胞株的结合（图１Ａ），发现峰Ⅱ可特异性地

与Ｂ７Ｈ４转基因细胞株结合，说明峰Ⅱ是目标抗
体。接下来对亲和色谱获得的峰Ⅱ进行精制。采
用离子交换柱，色谱条件及结果见图 １Ｂ，收集
５个峰，流式细胞仪检测与 Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细
胞株的结合（图１Ｂ），发现峰Ⅳ可特异性地与 Ｂ７
Ｈ４转基因细胞株结合，说明峰Ⅳ是目标抗体。接
着对两步纯化法制备获得的样品进行纯度检测。

首先对第２步离子交换柱色谱获得的收集峰Ⅳ用
反相柱色谱进行纯度检测，色谱条件及结果见图

１Ｃ，软件分析其纯度为９３１６％ 。接着采用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分析小鼠腹水、亲和色谱获得的抗体组
分及离子交换柱精制获得的抗体组分，结果显示通

过两步色谱纯化，抗体的纯度越来越高，最后获得

的抗体电泳结果显示含有重链和轻链，轻链相对分

子质量约为２５ｋＤ，重链相对分子质量约为５５ｋＤ
（图１Ｄ）。
３２　单克隆抗体３Ｃ８结合特异性

将纯化精制的３Ｃ８单克隆抗体与 Ｍｏｃｋ／２９３Ｔ
和Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细胞结合，结果显示３Ｃ８可
特异性与 Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细胞结合，而不与
Ｍｏｃｋ／２９３Ｔ转基因细胞结合（图２Ａ），说明３Ｃ８可
特异性识别 Ｂ７Ｈ４分子。由于 Ｂ７家族成员一级
序列及空间结构有高度相似性，为进一步确认３Ｃ８
识别Ｂ７Ｈ４分子的特异性，又检测了３Ｃ８与Ｂ７家
族其他成员的转基因细胞的结合情况，结果显示

３Ｃ８不和Ｂ７家族其他成员的转基因细胞结合（图
２Ｂ）。
３３　单克隆抗体３Ｃ８的应用范围

３Ｃ８抗体是通过流式筛选获得的，因此该抗体
明确可用于流式检测，但是否能用于其他实验方法

的检测尚未知，因此通过一系列实验方法验证其用

途。首先进行免疫荧光实验，结果显示 ３Ｃ８可成
功染色Ｂ７Ｈ４／２９３Ｔ转基因细胞株，而 Ｍｏｃｋ／２９３Ｔ
细胞３Ｃ８不染色（图３Ａ），说明该单抗可用于免疫
荧光试验。接着又进行免疫印迹，发现 Ｂ７Ｈ４／
２９３Ｔ细胞提取液用３Ｃ８进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ呈阳性
结果，Ｍｏｃｋ／２９３Ｔ则呈阴性结果（图 ３Ｂ），说明
３Ｃ８抗体也可用于免疫印迹实验。根据文献报道，
人正常组织基本不表达Ｂ７Ｈ４，而肿瘤组织往往特
异性高表达Ｂ７Ｈ４［９］，因此收集了临床肾癌组织标
本和癌旁正常组织，前列腺癌组织标本及癌旁正常

组织，免疫组化染色结果显示前列腺癌旁正常组织
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及肾癌旁正常组织 Ｂ７Ｈ４都呈阴性表达（图 ３Ｃ
Ⅰ，Ⅲ），而肿瘤组织都特异性高表达 Ｂ７Ｈ４（图３
ＣⅡ，Ⅳ）。说明 Ｂ７Ｈ４可作为肿瘤诊断和治疗的
一个靶分子，３Ｃ８可作为特异性识别肿瘤组织 Ｂ７
Ｈ４的一个抗体。
３４　３Ｃ８抗体可阻断 Ｂ７Ｈ４分子的负性共刺激
活性

由于已知Ｂ７Ｈ４通过与活化 Ｔ细胞表面未知
受体结合而抑制 Ｔ细胞功能，为进一步研究 ３Ｃ８
抗体对 Ｂ７Ｈ４功能的影响，采集健康人外周血，
Ｆｉｃｏｌｌ分离获得人单核细胞，贴壁培养收集人淋巴

细胞，ａｎｔｉＣＤ３单克隆抗体刺激 Ｔ细胞使其激活，
用购买的Ｂ７Ｈ４Ｉｇ分子与Ｔ细胞结合，ＰＥ二抗染
色，流式细胞仪观察 Ｔ细胞与 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ的结合情
况，结果显示Ｂ７Ｈ４Ｉｇ不与未活化的 Ｔ细胞结合，
但可特异性与活化 Ｔ细胞结合，当加入３Ｃ８抗体
时，由于３Ｃ８与 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ的竞争结合，阻断了 Ｂ７
Ｈ４Ｉｇ与活化Ｔ细胞的结合（图４Ａ）。当用 ＣＦＳＥ
对活化 Ｔ细胞染色后流式细胞仪观察 ＣＤ４＋和
ＣＤ８＋Ｔ细胞的增殖分裂，发现未激活的 Ｔ细胞基
本不增殖分裂，而被 ａｎｔｉＣＤ３单克隆抗体激活后
的Ｔ细胞分裂增殖旺盛，当加入Ｂ７Ｈ４Ｉｇ时Ｔ细
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胞的增殖受到抑制，但如果再加入３Ｃ８抗体，则可
阻断 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ抑制 Ｔ细胞的增殖作用（图４Ｂ）。
除了使用ＣＦＳＥ染色外，又采用 ＣＣＫ８检测了活化
Ｔ细胞的增殖作用，结果显示Ｂ７Ｈ４Ｉｇ可抑制Ｔ细
胞的增殖，而３Ｃ８可阻断 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ的抑制，使 Ｔ细
胞恢复正常的增殖作用（图４Ｃ）。

３５　３Ｃ８阻断Ｂ７Ｈ４Ｉｇ对Ｔ细胞因子分泌的抑制
作用

除了检测 Ｔ细胞增殖的相关参数，又采用
ＥＬＩＳＡ法检测了Ｔ细胞因子ＩＦＮγ（图５Ａ）和ＩＬ２
（图５Ｂ）的分泌，发现Ｂ７Ｈ４Ｉｇ可抑制活化Ｔ细胞
分泌细胞因子，但３Ｃ８可阻断这种抑制作用。

６６４



第４８卷第４期 陈亚莉，等：Ｂ７Ｈ４单抗３Ｃ８的纯化及对肿瘤免疫逃逸的阻断作用研究

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｂ７Ｈ４ＩｇｉｎｈｉｂｉｔｅｄＴｃｅｌｌｃｙｔｏｋｉｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄ３Ｃ８ａｂｒｏｇａｔｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
Ａ：ＩｎｔｅｒｆｅｒｏｎγａｎｄＩＬ２；Ｂ：ＳｅｃｒｅｔｅｄｂｙＴｃｅｌｌｓｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙＥＬＩＳＡＢ７Ｈ４Ｉｇｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｃｙｔｏｋｉｎｅｓｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄ３Ｃ８ａｂｒｏｇａｔｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

)

　讨　论

Ｂ７Ｈ４与ＰＤＬ１和ＣＴＬＡ４同属于 Ｂ７家族分
子，作为免疫卡控点之一，已被免疫学列入干预肿

瘤免疫逃逸的靶点之一［１０－１１］。由于Ｂ７Ｈ４在肿瘤
免疫逃逸中的作用机制与 ＰＤＬ１高度相似，所以
开发单克隆抗体干预肿瘤免疫逃逸的临床疗效预

期性很高。通常认为，干预 Ｂ７Ｈ４的作用，可以
提高肿瘤浸润 Ｔ淋巴细胞的作用，提高免疫治疗
的效果［１１］。有研究者将 Ｂ７Ｈ４的单克隆抗体
１Ｈ３和１２Ｄ１１给小鼠注射，发现它们可以显著抑
制肿瘤生长，增加 Ｔ细胞和 ＮＫ细胞的浸润，降低
ＭＤＳＣ的浸润，延长生命［１２］。此外，将幸存的小

鼠给予１Ｈ３处理，则发现这些小鼠能够抵抗肿瘤
的再次侵袭［１２］。由实验结果可以推测 Ｂ７Ｈ４的
单抗药物在肿瘤的免疫治疗中具有远大的前景，

并且１Ｈ３可能对其他的肿瘤的免疫治疗同样有
效。在卵巢癌小鼠肿瘤模型中，Ｂ７Ｈ４单克隆抗
体单链可变区片段（ｓｃＦｖ）能够延缓肿瘤的生长，
并且能够解除体外 Ｂ７Ｈ４＋ＡＰＣ细胞对肿瘤特异
性 Ｔ细胞活性的抑制［１３－１４］。最近有学者研究发

现，将 Ｂ７Ｈ４单抗与抗有丝分裂药物偶联能够治
疗乳腺癌［１５］。

本研究发现，３Ｃ８作为识别Ｂ７Ｈ４的特异性单
抗，可阻断 Ｂ７Ｈ４Ｉｇ对 Ｔ细胞的增殖抑制及 Ｔ细
胞因子分泌的抑制作用，具有潜在的应用价值。

３Ｃ８对肿瘤免疫逃逸的阻断作用的体内试验及其
在肿瘤诊断和肿瘤治疗中的应用有待进一步

研究。
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·征订启事·

欢迎订阅２０１８年《中国药科大学学报》

《中国药科大学学报》是由国家教育部主管、中国药科大学主办的药学中文核心期刊，主要刊登合成药物化学、天

然药物化学、生药学、中药学、药剂学、药物分析、药代动力学、药物生物技术、药理学、药事管理等学科的原创研究

论著。

《中国药科大学学报》在药学界享有较高的学术声誉，目前已被国际上多家著名权威数据库（ＣＡ，ＩＰＡ，ＳＣＯＰＵＳ，
ＪＳＴ，ＩＣ，ＥＭＢＡＳＥ／ＥｘｃｅｒｐｔａＭｅｄｉｃａ，ＣＡＳ）等所收录，被国内权威数据库：中国科学引文核心数据库（ＣＳＣＤ核心）、《中
文核心期刊要目总览》（２０１４年版）、中国科技论文统计源数据库等列为药学类核心期刊，屡获原国家新闻出版总署、
教育部、科技部等各种优秀期刊奖。

２００８年，《中国药科大学学报》被评为中国精品科技期刊，２００６、２００８、２０１０年连续３次被教育部评为中国高校精
品科技期刊。据中国知网，中国学术期刊（光盘版）电子杂志社《中国学术期刊影响因子年报（２０１０版）》公布的最新
数据，《中国药科大学学报》复合影响因子为１１７１，位居中国药学学术期刊第４位。学术影响力极高，在高等院校、
科研机构、制药企业、医院等单位拥有众多读者。
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