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抗ＡＧＲ２单克隆抗体１８Ａ４抑制细胞外ＡＧＲ２诱导的
肿瘤细胞活性
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摘　要　在两种自身不表达肿瘤相关蛋白ＡＧＲ２的黑色素瘤细胞Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０中加入ＡＧＲ２以增强肿瘤细胞活性，观察
以ＡＧＲ２为靶点的单克隆抗体１８Ａ４对细胞外 ＡＧＲ２诱导的肿瘤细胞活性的抑制作用。用 ＭＴＴ法和克隆形成实验检测
ＡＧＲ２，１８Ａ４抗体单用和联合作用对细胞增殖能力的影响；流式细胞术检测ＡＧＲ２，１８Ａ４抗体单用和联合作用对细胞周期的影
响；划痕实验检测细胞迁移能力；鬼笔环肽染色检测细胞形态变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光染色检测细胞内ｐ５３表达量。结
果表明，单克隆抗体１８Ａ４能够抑制细胞外ＡＧＲ２诱导的肿瘤细胞增殖速度加快，Ｇ１／Ｓ细胞周期转化，迁移速度加快和细胞形
态的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光染色检测发现在化疗药物阿霉素处理的细胞中，细胞外ＡＧＲ２降低细胞内ｐ５３的表达量，
而１８Ａ４能够抑制这一现象。实验结果表明１８Ａ４能够抑制细胞外 ＡＧＲ２诱导的多种肿瘤细胞活性，是一种潜在的抗肿瘤
药物。
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　　前梯度蛋白２（ａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２，ＡＧＲ２）是蛋白
二硫键异构酶（ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＰＤＩ）家族
的成员，具有促进蝾螈断肢再生［１］、皮肤伤口愈合［２］

和在胰腺组织再生的过程中激活表皮生长因子受体

信号通路等作用［３］。ＡＧＲ２也是一种肿瘤相关蛋
白，在乳腺癌、胰腺癌、前列腺癌、肺癌、卵巢癌等肿

瘤组织中过表达［４－８］。细胞内ＡＧＲ２在肿瘤中与肿
瘤增殖、存活、迁移、黏附、不良预后、耐药等特性息

息相关［９－１２］。另外，在肿瘤组织中，ＡＧＲ２可以被分
泌至细胞外并能在肿瘤病人的血液和尿液中被检测

到［１３－１４］。细胞外的 ＡＧＲ２是肿瘤微环境中的重要
参与者，已知的功能有导致前列腺基质细胞的程序

性死亡［１５］，影响上皮细胞的极性和黏附，引起上皮
间 充 质 转 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）［１６］，与血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）结合，增强ＶＥＧＦ和ＦＧＦ形
成二聚体的能力，继而促进血管内皮细胞和成纤维

细胞向肿瘤组织迁移，引起血管生成［１７］。这些特性

都说明ＡＧＲ２是一个潜在的抗肿瘤靶点。
本课题组通过杂交瘤技术制备了以ＡＧＲ２为靶

点的单克隆抗体，命名为１８Ａ４［１８］。初步药效实验
发现，１８Ａ４能够抑制ＡＧＲ２表达阳性的乳腺癌细胞
的生长和迁移［１９］，通过抑制血管生成的功能减缓了

ＳＫＯＶ３卵巢癌细胞的裸鼠移植瘤的生长［１７，２０］。但

１８Ａ４的药理活性研究仍然存在拓展的空间。本研
究运用两种自身不表达ＡＧＲ２的黑色素瘤细胞，将
ＡＧＲ２蛋白和１８Ａ４同时作用于细胞，观察１８Ａ４抗
体能否抑制细胞外ＡＧＲ２引起的肿瘤细胞活性。
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　材　料

１１　试　剂
单克隆抗体１８Ａ４，Ｈｉｓ标签 ＡＧＲ２蛋白由本实

验室构建、表达、纯化［２，１８］。人黑色素瘤细胞Ａ３７５，
小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０购自美国 ＡＴＣＣ中心。
ＤＭＥＭ基础培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清、青

霉素链霉素混合液；ＭＴＴ、结晶紫（索莱宝生物科技
有限公司）；细胞周期与细胞凋亡试剂盒（碧云天生

物技术研究所）；罗丹明标记鬼笔环肽、ＤＡＰＩ（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；兔抗人 ｐ５３抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司）；鼠抗 βａｃｔｉｎ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司）；ＩＲＤｙｅ６８０ＣＷ标记的羊抗兔抗体、
ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ标记的羊抗鼠抗体（美国 Ｏｄｙｓｓｅｙ公
司）；Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８，Ｄｙｌｉｇｈｔ５９４标记的羊抗兔抗体（联科
生物有限公司）。

１２　仪　器
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；酶

标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；激光共聚
焦显微镜（德国徕卡公司）；Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外激光
成像仪（美国ＬｉＣｏｒ有限公司）。

'

　方　法

２１　细胞培养
Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０细胞分别在含１０％胎牛血清，

１％青霉素链霉素混合液的ＤＭＥＭ培养基，３７℃、
含５％ ＣＯ２的培养箱中培养。取对数期生长的细
胞进行实验。细胞增殖、细胞周期、细胞迁移、细

胞形态观察实验分成空白对照组和 ＡＧＲ２组（５０，
１００ｎｇ／ｍＬ）；１８Ａ４组（２０μｇ／ｍＬ）及 ＡＧＲ２＋１８Ａ４
组（１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２＋２０μｇ／ｍＬ１８Ａ４）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和免疫荧光实验分成空白对照组和阿霉素组
（１μｍｏｌ／Ｌ）；阿霉素＋ＡＧＲ２组（１μｍｏｌ／Ｌ阿霉素＋
１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２）及阿霉素 ＋ＡＧＲ２＋１８Ａ４组
（１μｍｏｌ／Ｌ阿霉素 ＋１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２＋２０μｇ／ｍＬ
１８Ａ４）。
２２　ＭＴＴ法检测 ＡＧＲ２和１８Ａ４抗体对 Ａ３７５和
Ｂ１６Ｆ１０细胞增殖的影响

取对数生长期细胞，以每孔５×１０３个细胞接
种于９６孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ，加药，每
组设８个复孔。培养 ２４ｈ后每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ。吸去培养基，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡 １０ｍｉｎ使结晶溶解。酶标仪

９３２
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测定４９０ｎｍ下的吸收度，计算细胞生长的抑制率：
抑制率＝（对照组吸收度的平均值 －实验组吸收
度的平均值）／（对照组吸收度的平均值）×１００％。
２３　克隆形成实验测ＡＧＲ２和１８Ａ４抗体对Ａ３７５
和Ｂ１６Ｆ１０细胞增殖的影响

取对数生长期细胞，以每孔２×１０３个细胞接种
于６孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ，加药。３７℃、
５％ ＣＯ２培养１０ｄ。吸去培养基，ＰＢＳ洗涤后每孔
加入０５％结晶紫５００μＬ，染色３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗
涤，拍照，计数。

２４　流式细胞仪检测ＡＧＲ２和１８Ａ４抗体对Ａ３７５
和Ｂ１６Ｆ１０细胞周期的影响

取对数生长期细胞，以每孔５×１０５个细胞接种
于６孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ，加药。３７℃、
５％ ＣＯ２培养２４ｈ。胰酶消化收集所有细胞，７０％
乙醇固定过夜。ＰＢＳ洗涤后 ＰＩ染色，３７℃避光水
浴３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期。
２５　划痕实验检测 ＡＧＲ２和 １８Ａ４抗体对 Ａ３７５
和Ｂ１６Ｆ１０细胞迁移的影响

取对数生长期细胞，以每孔１×１０６个细胞接
种于６孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养至细胞长满。换
成０５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基刺激２４ｈ。用
２００μＬ枪头在孔内划痕，ＰＢＳ洗涤后加药，３７℃、
５％ ＣＯ２培养２４ｈ。在０ｈ和２４ｈ，每个划痕拍照
４张，分析两个时间点上划痕宽度的变化。
２６　鬼笔环肽染色检测 ＡＧＲ２和 １８Ａ４抗体对
Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０细胞形态的改变

取对数生长期细胞，以每孔２×１０５个细胞接
种于含细胞爬片的１２孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养
２４ｈ。加药，继续培养２４ｈ。ＰＢＳ洗涤后取细胞爬
片，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后加罗丹明
交联的鬼笔环肽，避光染色 ４５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤，
ＤＡＰＩ避光染色５ｍｉｎ。抗荧光淬灭剂封片，激光共
聚焦显微镜镜检，拍照。

２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＧＲ２和 １８Ａ４抗体对
Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０细胞中ｐ５３表达量的影响

取对数生长期细胞，以每孔１×１０６个细胞接
种于６孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ。加药，继
续培养２４ｈ。胰酶消化收集所有细胞，ＰＢＳ洗涤
后加入预冷、含蛋白酶抑制剂的 ＮＰ４０细胞裂解
液裂解，每个样品中加入等体积的５×上样缓冲
液，混匀，９５℃水浴５ｍｉｎ，－２０℃储存备用。样

品经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离，将分离的蛋白电转移
至硝酸纤维素膜上，恒流 ３００ｍＡ转膜 １ｈ。在
５％ 脱脂奶中室温振荡封闭１ｈ。加１∶１０００稀释
的兔抗人ｐ５３抗体，鼠抗 βａｃｔｉｎ抗体，４℃孵育过
夜，ＴＮＥＴ溶液洗膜１０ｍｉｎ×３次。加１∶５０００稀释
的 ＩＲＤｙｅ６８０ＣＷ 标记的羊抗兔抗体或 ＩＲＤｙｅ
８００ＣＷ标记的羊抗鼠抗体，室温孵育１ｈ，ＴＮＥＴ溶
液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅ，２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ２Ｎａ，
５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０１％ Ｔｗｅｅｎ２０）洗膜 １０ｍｉｎ×３
次。双色红外激光成像仪扫膜，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件分析蛋白条带的深浅。

２８　免疫荧光分析 ＡＧＲ２和 １８Ａ４抗体对 Ａ３７５
和Ｂ１６Ｆ１０细胞中ｐ５３表达量的影响

取对数生长期细胞，以每孔２×１０５个细胞接
种于含细胞爬片的１２孔板。３７℃、５％ ＣＯ２培养
２４ｈ。加药，继续培养２４ｈ。ＰＢＳ洗涤后取细胞爬
片，４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
通透１５ｍｉｎ，５％羊血清封闭１ｈ。加１∶２００稀释
的兔抗人 ｐ５３抗体，室温孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤。加
１∶５００稀释的 Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８或 Ｄｙｌｉｇｈｔ５９４标记的羊
抗兔抗体，室温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤。ＤＡＰＩ避
光染色５ｍｉｎ，抗荧光淬灭剂封片，激光共聚焦显
微镜镜检，拍照。

２９　数据分析
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行数据统计学分

析，对两组样本采用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓＴｔｅｓｔ比较差异显著
性。Ｐ＜００５表示有显著性差异。

!

　结　果

３１　１８Ａ４抗体对胞外 ＡＧＲ２引起的细胞增殖加
快的抑制作用

运用ＭＴＴ实验测定细胞外 ＡＧＲ２和１８Ａ４对
两种黑色素瘤细胞 Ａ３７５和 Ｂ１６Ｆ１０增殖的影响。
结果发现，加入５０ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２刺激２４ｈ仅显著
加快Ｂ１６Ｆ１０的增殖，而１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２能同时
显著提高Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０细胞的增殖，分别高于
对照组生长率（３４７４±７６９）％和（２９８７±
５０２）％。而在加入１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２的基础上加
入２０μｇ／ｍＬ１８Ａ４，与 ＡＧＲ２组相比，两种细胞的
生长率均有显著的降低，分别降低了（４３９９±
５９３）％和（３３６３±６４８）％，如图１所示。

用克隆形成实验再次验证 ＭＴＴ实验的现象。

０４２
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与对照组相比，１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２单独作用后，
Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０细胞形成克隆的数量分别显著增
加了（４９００±７１２）％和（３６６７±７７７）％。而在
１００ｎｇ／ｍＬＡＧＲ２和２０μｇ／ｍＬ１８Ａ４同时作用的条
件下，Ａ３７５和 Ｂ１６Ｆ１０细胞形成克隆的数量与

ＡＧＲ２组相比分别减少了（３２００±８６４）％和
（２７３３±８５０）％，如图１Ｃ，１Ｄ所示。两项实验均
表明１８Ａ４抗体能抑制胞外ＡＧＲ２引起的肿瘤细胞
增殖加快。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ１８Ａ４ｂｌｏｃｋｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＧＲ２ｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＭＴＴａｓｓａｙｏｆＡＧＲ２ａｎｄｍａｂ１８Ａ４ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＭＴＴａｓｓａｙｏｆＡＧＲ２ａｎｄｍａｂ１８Ａ４ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓ；
Ｃ：ＣｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｏｆＡ３７５ａｎｄＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＧＲ２，１８Ａ４ｏｒａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍ；Ｄ：Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｙｎｕｍｂｅｒｓｉｎｈｉｓｔｏ
ｇｒａｍｓ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＡＧＲ２ｇｒｏｕｐ

３２　１８Ａ４抗体对胞外 ＡＧＲ２引起的细胞周期改
变的抑制作用

细胞增殖与细胞周期调控密切相关，故通过流

式细胞仪检测胞外ＡＧＲ２与１８Ａ４抗体对两种黑色
素瘤细胞周期的影响。与对照组相比，ＡＧＲ２组细
胞的 Ｇ１期比例分别减少了（１００２±１９２）％和
（７７３±１７０）％，Ｓ期比例分别增加了（９０９±
１８５）％和（８０１±１２３）％，统计结果表明 ＡＧＲ２

组与对照组存在显著性差异。所以胞外 ＡＧＲ２能
引起肿瘤细胞Ｇ１／Ｓ细胞周期转化。而与ＡＧＲ２组
相比，ＡＧＲ２＋１８Ａ４组细胞的 Ｇ１期比例分别增加
了（７３９±１３７）％和（７６０±１４０）％，Ｓ期比例分
别减少了（６７８±１１２）％和（６７６±０７８）％，统
计结果表明 ＡＧＲ２＋１８Ａ４组与 ＡＧＲ２组存在显著
性差异，如图２所示。所以１８Ａ４抗体能抑制胞外
ＡＧＲ２引起的Ｇ１／Ｓ细胞周期转化。

１４２
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Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ１８Ａ４ｈｉｎｄｅｒｅｄｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＧＲ２ｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＧＲ２ａｎｄｍａｂ１８Ａ４ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＡ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＧＲ２ａｎｄｍａｂ１８Ａ４ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ｏｆＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧ１ａｎｄＳｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｉｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＡＧＲ２ｇｒｏｕｐ

３３　１８Ａ４抗体对胞外 ＡＧＲ２引起的细胞迁移加
快和细胞形态变化的抑制作用

通过细胞划痕实验分析胞外 ＡＧＲ２和１８Ａ４抗
体对细胞迁移的影响。结果表明，ＡＧＲ２组细胞的
迁移速度分别比对照组细胞提高了（２７８８±
８６１）％和（４９８１±１０６４）％，两组间有显著性差
异。而ＡＧＲ２＋１８Ａ４组细胞的迁移速度分别比
ＡＧＲ２组细胞降低了（２１２１±８３６）％和（４０２１±
１０２２）％，两组间有显著性差异，如图 ３Ａ～３Ｄ
所示。

细胞迁移与细胞形态的变化相关，进一步用鬼

笔环肽染色法观察ＡＧＲ２和１８Ａ４抗体对两种黑色
素瘤细胞形态的影响。研究发现与对照组上皮细

胞形态相比，ＡＧＲ２组的细胞均呈现成纤维细胞的
形态，而ＡＧＲ２＋１８Ａ４组的细胞仍然维持上皮细胞
的形态（图３Ｅ，３Ｆ），说明胞外ＡＧＲ２能够改变肿瘤
细胞的形态，而 １８Ａ４抗体能抑制 ＡＧＲ２的这一
作用。

３４　１８Ａ４抗体对胞外ＡＧＲ２引起的ｐ５３表达量变
化的抑制作用

选择检测抑癌基因 ｐ５３的表达量来观察胞外
ＡＧＲ２和１８Ａ４抗体对细胞信号的影响。为了更清
晰地观察 ｐ５３表达量的变化，加入１μｍｏｌ／Ｌ阿霉
素来增加ｐ５３的表达量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，阿
霉素组Ａ３７５和Ｂ１６Ｆ１０细胞的ｐ５３表达量分别达
到对照组表达量的（８４１±１９１）倍和（５９０±
０９４）倍，上调明显。与阿霉素组相比，阿霉素 ＋
ＡＧＲ２组细胞的ｐ５３表达量又明显降低，分别是阿
霉素组ｐ５３表达量的（２７３３±４１５）％和（２５５０±
７３９）％，两组间有显著性差异，说明胞外 ＡＧＲ２降
低了ｐ５３的表达量。而阿霉素＋ＡＧＲ２＋１８Ａ４组细
胞ｐ５３表达量与阿霉素＋ＡＧＲ２组相比有明显的回
升，分别是阿霉素＋ＡＧＲ２组ｐ５３表达量的（３２２±
０５７）倍和（３８５±１０９）倍，两组间有显著性差异，
说明胞外 ＡＧＲ２对 ｐ５３表达量的影响被１８Ａ４抗体
中和，如图４Ａ～４Ｄ所示。
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为了再次验证 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果，进一步用
免疫荧光染色法检测各组细胞的 ｐ５３表达量。实
验结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果类似，同时在两种细
胞内发现，阿霉素明显提升了荧光强度，即 ｐ５３表
达量。阿霉素 ＋ＡＧＲ２组细胞的荧光强度与阿霉

素组相比明显回落，而阿霉素 ＋ＡＧＲ２＋１８Ａ４组
细胞的荧光强度又明显回升，如图 ４Ｅ，４Ｆ所示。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光的结果均说明胞外 ＡＧＲ２
引起肿瘤细胞 ｐ５３表达量降低的现象能被 １８Ａ４
抗体所抑制。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ１８Ａ４ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＧＲ２ｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＷｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｏｆＡＧＲ２ａｎｄｍａｂ１８Ａ４ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＡ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡ３７５ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ；Ｃ：Ｗｏｕｎｄ
ｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｏｆＡＧＲ２ａｎｄｍａｂ１８Ａ４ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡ３７５ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ；Ｅ：Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡ３７５ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ；Ｆ：ＣｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＡＧＲ２ｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ１８Ａ４ｍａｓｋｅｄｔｈｅｄｅｃｌｉｎｅｏｆｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｘｔｅｒｎａｌＡＧＲ２（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ３７５ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓβａｃｔｉｎｗａｓｓｅｒｖｅｄａｓａｎｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｂａｎｄｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ
βａｃｔｉｎｂａｎｄｓｉｎＡ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｂａｎｄｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏβａｃｔｉｎｂａｎｄｓｉｎＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓ；Ｅ：Ｉｍｍｕｎｏ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ３７５ｃｅｌｌｓ；Ｆ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆｐ５３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢ１６Ｆ１０ｃｅｌｌｓ
 Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡＧＲ２ｇｒｏｕｐ

%

　讨　论

ＡＧＲ２在多种肿瘤组织中过表达，细胞内和细
胞外ＡＧＲ２均与肿瘤增殖、转移、耐药等有关，所以
ＡＧＲ２是一个潜在的抗肿瘤靶点。虽然科学家们
已经提出了若干种抑制ＡＧＲ２功能的策略，但是针
对ＡＧＲ２的药物至今尚未出现［２１］。故本研究探究

了以 ＡＧＲ２为靶点 １８Ａ４抗体能否抑制细胞外
ＡＧＲ２引起的肿瘤细胞活性。

首先通过 ＭＴＴ实验和克隆形成实验发现了

１８Ａ４抗体能够抑制细胞外ＡＧＲ２引起的肿瘤细胞
增殖加快，并进一步检测胞外 ＡＧＲ２与１８Ａ４对细
胞周期的影响。敲降细胞内 ＡＧＲ２能够让乳腺癌
和前列腺癌细胞阻滞在 Ｇ１期

［２２－２３］，但胞外 ＡＧＲ２
能否影响细胞周期还是未知的。本研究中细胞周

期检测结果说明胞外ＡＧＲ２的刺激能够减少Ｇ１期
细胞，增加Ｓ期细胞。更重要的，胞外 ＡＧＲ２对肿
瘤细胞周期的调控能被１８Ａ４抗体抑制。

ＡＧＲ２与肿瘤细胞的迁移有着紧密的联系。
敲降胞内ＡＧＲ２可减慢肿瘤细胞的侵袭性，反之，

４４２
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将ＡＧＲ２转染入肿瘤细胞，细胞的迁移能力明显增
强［８，２４－２５］。同样的，胞外ＡＧＲ２促进了上皮细胞的
迁移，引起 ＥＭＴ，加快伤口愈合［２，１６］。所以本研究

通过划痕实验和细胞形态染色检测１８Ａ４能否缓
解胞外ＡＧＲ２导致的肿瘤细胞迁移加快和细胞形
态变化。本研究结果证实１８Ａ４抗体具有减缓胞
外ＡＧＲ２引起的细胞迁移加快和形态变化。

ｐ５３是经典的抑癌基因，超过半数的肿瘤组织
中存在ｐ５３的突变和缺失［２６］。Ｈｒｓｔｋａ等［２７］发现胞

内 ＡＧＲ２通过双特异性磷酸酶 １０（ＤＵＳＰ１０，ｄｕａｌ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１０）的调控降低 ｐ５３
的活性，但胞外ＡＧＲ２能否影响ｐ５３的表达还是未
知的。本研究用阿霉素处理肿瘤细胞以增加 ｐ５３
的表达量，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光染色说明
胞外 ＡＧＲ２的刺激能够降低 ｐ５３的表达量，而
１８Ａ４抗体能够稳定 ｐ５３的表达量，抑制 ＡＧＲ２对
ｐ５３表达量的影响。

综上所述，１８Ａ４抗体能够抑制胞外 ＡＧＲ２引
起的肿瘤细胞活性，包括增殖速度加快、Ｇ１／Ｓ细胞
周期转变、迁移速度加快、细胞形态的改变和 ｐ５３
表达量的降低，这些结果不仅延伸了１８Ａ４的药理
作用，也说明１８Ａ４是一种潜在的抗肿瘤药物。
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ｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａｔｈａｔｅｎｈａｎｃｅｓＣｏＣｌ２ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，
２０１５，１０６（８）：１０４１－１０４９

［１２］ＬｉＺ，ＺｈｕＱ，ＣｈｅｎＨ，ｅｔａｌ．Ｂｉｎｄｉｎｇｏｆａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２ａｎｄ
ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ：ｄｕａｌｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｓｉｎｅｎｈａｎｃｉｎｇｆｕｌｖｅｓ
ｔｒａｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄＩＧＦ１ｉｎｄｕｃｅｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃ
ｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１６，３７７（１）：３２－４３

［１３］ ＢｕＨ，ＢｏｒｍａｎｎＳ，ＳｃｈａｆｅｒＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２
（ＡＧＲ２）ｇｅｎｅｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒａｎｄｍａｙｂｅ
ｕｓｅｆｕｌａｓａｕｒｉｎｅｓｅｄｉｍｅｎｔｍａｒｋｅｒｆｏｒｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｐｒｏｓｔａｔｅ，２０１１，７１（６）：５７５－５８７

［１４］ＥｄｇｅｌｌＴＡ，ＢａｒｒａｃｌｏｕｇｈＤＬ，ＲａｊｉｃＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｌａｓｍａｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２ｐｒｏｔｅｉｎａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＳｃｉ（Ｌｏｎｄ），２０１０，１１８（１２）：７１７
－７２５

［１５］ＶｉｔｅｌｌｏＥＡ，ＱｕｅｋＳＩ，ＫｉｎｃａｉｄＨ，ｅｔａｌ．ＣａｎｃｅｒｓｅｃｒｅｔｅｄＡＧＲ２
ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，
２０１６，７（３１）：４９４２５－４９４３４

［１６］ＦｅｓｓａｒｔＤ，ＤｏｍｂｌｉｄｅｓＣ，ＡｖｒｉｌＴ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌ
ｐｈｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅＡＧＲ２ｃｏｎｆｅｒｓｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｅｌｉｆｅ，
２０１６，５：ｅ１３８８７

［１７］ＧｕｏＨ，ＺｈｕＱ，ＹｕＸ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｓｅｃｒｅｔｅｄａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２
ｂｉｎｄｓｔｏＶＥＧＦａｎｄＦＧＦ２ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｉｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｂｙｐｒｏ
ｍｏｔｉｎｇｔｈｅｉｒｈｏｍｏｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１７，３６（３６）：
５０９８－５１０９

［１８］ＷｕＺＨ，ＺｈｕＱ，ＧａｏＧＷ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ１８Ａ４ａｇａｉｎｓｔＡＧＲ２
［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｅｌｌＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ（细胞与分子免疫学杂志），
２０１０，２６（１）：４９－５１

［１９］李坤．ＡＧＲ２单克隆抗体１８Ａ４抑制乳腺癌细胞的生长和迁
移［Ｄ］．上海：上海交通大学，２０１１

［２０］ＧｕｏＨ，ＣｈｅｎＨ，ＺｈｕＱ，ｅｔａｌ．Ａｈｕｍａｎｉｚｅｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｅｃｒｅｔｅｄａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｘｅｎｏ
ｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１６，４７５
（１）：５７－６３

［２１］ＬｉＫ．Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ１８Ａ４ａｇａｉｎｓｔＡＧＲ２ｉｎｈｉｂｉｔｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔａｄｅ
ｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：Ｓｈａｎｇｈａｉ
ＪｉａｏＴｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１１．

［２２］ＶａｎｄｅｒｌａａｇＫＥ，ＨｕｄａｋＳ，ＢａｌｄＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｅｒｉｏｒｇｒａｄｉｅｎｔ２ｐｌａｙｓ

５４２
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ａｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｂｙｍｏｄｕ
ｌａｔｉｎｇｃｙｃｌｉｎＤ１，ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎ［Ｊ］．Ｂｒｅａｓｔ
ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，１２（３）：Ｒ３２

［２３］ＨｕＺ，ＧｕＹ，ＨａｎＢ，ｅｔａｌ．ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＡＧＲ２ｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１２，３３
（６）：１１７８－１１８６

［２４］ＭａＳＲ，ＭａｏＬ，ＤｅｎｇＷＷ，ｅｔａｌ．ＡＧＲ２ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎ
ｓａｌｉｖａｒｙａｄｅｎｏｉｄｃｙｓｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１７，９

（２）：５０７－５１９
［２５］ＷａｎｇＺ，ＨａｏＹ，ＬｏｗｅＡＷ．Ｔｈｅａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉ

ｇｅｎ，ＡＧＲ２，ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ，ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，６８（２）：４９２－４９７

［２６］ＨｏｌｌｓｔｅｉｎＭ，ＳｉｄｒａｎｓｋｙＤ，ＶｏｇｅｌｓｔｅｉｎＢ，ｅｔａｌ．ｐ５３ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ
ｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９１，２５３（５０１５）：４９－５３

［２７］ＨｒｓｔｋａＲ，ＢｏｕｃｈａｌｏｖａＰ，ＭｉｃｈａｌｏｖａＥ，ｅｔａｌ．ＡＧＲ２ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｓｐ３８ＭＡＰＫａｎｄｐ５３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａＤＵＳＰ１０ｍｅｄｉａ
ｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＯｎｃｏｌ，２０１６，１０（５）：６５２－６６２

·校园信息·

中国药科大学２０１７年获授权专利情况（２）
序号 标题 发明人

４７ 氨基甲酸酯桥环種吨酮衍生物、其制备方法和医药用途 张晓进；尤启冬；胡明阳；李想；孙昊鹏

４８ 一种Ｎ－甲基－４－氨基－５－硝基靛红的制备方法 孙丽萍；杨圣伟；亓晨晓；王春萌

４９ 一种从广陈皮中快速制备３，５，６，７，８，３′，４′－七甲氧基黄酮的方法 刘鄂湖；李萍；肖娉婷；段莉；窦莉莉

５０ 岩白菜素类衍生物及其制备方法和应用 曲玮；张冬萍；冯锋；闫德彪；叶峰；解娅；张仲涛

５１ 共递送药物和基因的纳米载体及其制备方法和用途 姜虎林；张兵锋；邢磊

５２ 一种具有抗血栓活性多肽的制备方法及应用 孔毅；陈梅梅；叶小惠

５３ 酒石酸唑吡坦口服脉冲控释给药系统及其制备方法 李娟；王广基；朱正辉

５４ 香豆雌酚开环类似物及其医药用途 向华；唐郑普；骆国顺；牛绍雄；王文宾；郭静沫；陈明琪；尤启冬

５５ 多功能主动靶向透明质酸聚乳酸载体合成及其抗肿瘤药物胶束制备方法 李娟；王广基；陈芳；张经纬；周芳

５６ 一类邻萘醌化合物、其制备方法和医药用途 张晓进；尤启冬；卞金磊；钱雪；王楠

５７ 千层纸素苷在制备抗肿瘤转移药中的应用 郭青龙；魏立彬；卢娜；赵丽；周煜新；李志裕

５８ 一种区分乳腺癌亚型生物标志物的组合物 齐炼文；李进；朱伟；范勇

５９ 一种高效萃取动物源性食品中磺胺类药物残留的方法 陈蓉；曲斌；沈卫阳；杨盈盈；李悦；陆勇；刘晓楠

６０ 嘧啶类化合物、其制备方法及医药用途 赖宜生；杨凤娇；马骏；罗明昊；张姗；张奕华

６１ 一种萘普生结肠定位释药微丸及其制备方法 刘建平；张文丽；王霖；阚淑玲

６２ 一种禽流感病毒Ｈ７Ｎ９神经氨酸酶抑制剂的用途 周长林；窦洁；王婷婷；郁洁；王慧；靳京

６３ 苯丙烯酰化１，５－二芳基－１，２，４－三氮唑衍生物、其制备方法及医药用途 徐进宜；蔡浩；徐盛涛；吴晓明；江波；裘杨溢；张朋飞；沈昊；姚和权；

谢唯佳

６４ 诊断区分冠状动脉粥样硬化和稳定型心绞痛的标志物群 齐炼文；李萍；朱伟；陈彦；范勇

６５ 一类可抑制表皮生长因子受体的哌啶基乙酰胺类化合物及其应用 林森森；顾铭；袁胜涛；孙立；严明；张陆勇；吴亮；高鹏；练进

６６ 具有催化活性的人源尿酸氧化酶 陈建华；谢光蓉；赵百学

６７ 新型甾体类选择性雌激素受体调节剂、其制备方法及其医药用途 向华；王叶俊；唐智超；吴成?；陈明琪；尤启冬

６８ 九种人肝ＣＹＰ４５０酶体外抑制效应快速筛选方法 王广基；彭英；孙建国；吴慧；张雪媛；冯冬；祁欢欢；张凤逸；仲云熙；肖

亚楠；尤国皎

６９ ＶＥＧＦＲ２单链抗体与ＭＩＣＡ融合蛋白的制备方法及用途 张娟；王；戴斯蒙德·奥马内·阿奇姆彭；唐铭英；王佑富；赵欣；袁

锡彬

７０ 一种去氧鬼臼毒素长循环脂质体冻干制剂 周建平；王舒；丁杨

７１ 一种氟苯尼考固体自乳化制剂 肖衍宇；余艾玲；徐郁蕊；宋珏；穆勇

７２ 三氮唑－Ｎ－乙基四氢异喹啉类化合物及其制备方法和应用 黄文龙；钱海；焦磊；刘保民；邱倩倩；赵天笑；黄文娟；葛元丽

７３ 利用电气石回收水体中磷霉素的磷资源 史静；陈建秋；张斯路；方梦媛；余梦琳；周璇；张梦芸

７４ Ｗｉｔｈａｐｈｙｓａｌｉｎ型化合物及其用途 孔令义；罗俊；高彩云；罗建光

７５ ｐＨ响应性一体双能纳米载体及其制备方法和用途 姜虎林；崔朋飞；邢磊

７６ 用于诊断急性冠脉综合征的代谢标志物 李萍；刘丽伟；范勇；齐炼文

７７ 一种银杏内酯Ｌ的制备方法 李萍；杨华；郭汝洲；楼凤昌；刘新光

７８ 一种便于拆卸的生物制药实验器械清洗头 李仁杰；单思明

７９ 一组用于诊断冠心病的代谢标志物群 齐炼文；来茂德；朱伟；范勇

８０ 一种具有降血糖兼调脂作用的表位组合肽及其用途 李泰明；焦琳方；顾小骞；王岐信；孟凯特；魏晓敏；张婷婷；何恬；王

全逸；诸晓燕；陈斯睿；金亮
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