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鼠人嵌合抗粘蛋白１ＩｇＧ１全抗体的构建及其功能初步分析
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　　［摘要］　目的　获得鼠人嵌合抗粘蛋白１（ｍｕｃｉｎ１，ＭＵＣ１）ＩｇＧ全抗体，降低鼠源抗 ＭＵＣ１单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ，ｍＡｂ）的异种免疫原性，并在哺乳动物细胞中表达制备，初步分析其特性。方法　 ＰＣＲ扩增鼠 ｍＡｂ６Ｅ３可变区
编码基因，通过特异性限制性酶切位点克隆入含有人源ＩｇＧ１抗体恒定区的哺乳动物细胞重组表达载体，获得 ＩｇＧ全抗体
表达质粒，瞬时转染２９３Ｔ哺乳动物细胞，直接免疫荧光法确定细胞内人源ＩｇＧ抗体表达，收获转染细胞培养上清，经亲和
层析纯化后，经ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、流式细胞仪检测和表面等离子共振技术等分析所制备ＩｇＧ抗体分子特
点及其与ＭＵＣ１抗原的结合活性及动力学参数。结果　 所构建鼠人嵌合ＩｇＧ表达质粒能够在哺乳动物细胞中有效表达
并分泌到细胞上清，纯化后蛋白质电泳分析与预期ＩｇＧ抗体分子大小一致，能够与变性或天然状态下的Ｔ４７Ｄ肿瘤细胞表
面ＭＵＣ１特异性结合，经表面等离子共振技术分析表明抗体的亲和力约为 ＫＤ＝２．８×１０

－７Ｍ。结论　 获得鼠人嵌合抗
ＭＵＣ１ＩｇＧ抗体，具有与ＭＵＣ１特异性结合的生物学活性。
　　［关键词］　 乳腺肿瘤；粘蛋白类；嵌合抗体
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　　粘蛋白１（ｍｕｃｉｎ１，ＭＵＣ１）是粘蛋白家族成员中的
一员，属于Ⅰ型跨膜分子，包括跨膜区、胞内尾和胞外结
构域，结构上有不同数量（３０～１００）的２０个氨基酸的串
联重复（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＶＮＴＲ）。许
多恶性肿瘤细胞存在ＭＵＣ１异常过度表达，如乳腺癌、
胃癌和前列腺癌等［１－２］，并于２０世纪８０年代确定为

肿瘤相关抗原［３］，随之成为国内外研究人员关注的热

点，有望成为相关肿瘤免疫治疗的靶标。单克隆抗体

类药物是生物制药产业中最大类别的产品，但是针对

肿瘤细胞的特异性靶标的高亲和力人源抗体，依然很

难直接获得，在一定程度上阻碍了抗体类新药在肿瘤

治疗方面的应用。一些经过传统技术获得的抗体，经

过基因工程技术的体外修饰和完善后获得了巨大的成

１７７１
第３４卷第１７期
２０１２年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１２



功，如近年来上市的抗人类表皮生长因子受体２
（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）人源
化单克隆抗体 Ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）在乳腺癌等
肿瘤的治疗方面取得良好的效果。在乳腺癌患者中仅

有约２０％存在 ＨＥＲ２的过度表达，而大约 ９０％存在
ＭＵＣ１过度表达，因此针对其他肿瘤靶标的特异性抗
体可能具有更好的效果［４］。近年来人们不断探索功

能性抗ＭＵＣ１蛋白的抗体，包括人源抗体、鼠单克隆抗
体、嵌合抗体以及人源化抗体等［５－６］，虽然遇到了各种

各样的困难，但是包括我国在内多个实验室获得了在

实验室水平具有较好抑制癌细胞的生长的抗体［５］，并

且有的进入了临床试验阶段［７］。

　　鼠人嵌合抗体，即抗体的可变区来自小（大）鼠
ＭｃＡｂ，而恒定区则来自人的抗体。这样的抗体既保持
了原来ＭｃＡｂ的特异性和亲和力，又大大减少了在人
体内的免疫原性，已被成功用于肿瘤等多种疾病的临

床治疗。本研究采用分子生物学技术将抗ＭＵＣ１特异
性单克隆抗体的可变区编码基因克隆入含有人源

ＩｇＧ１抗体恒定区基因的表达载体，在哺乳动物细胞中
表达制备，并对抗体的特异性结合活性进行定性分析，

旨在获得具有较高亲和力的嵌合抗体，为进一步的功

能研究准备条件。

１　材料与方法

１．１　材料
　　质粒构建用 ＤＨ５α大肠杆菌（美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司），Ｔ４７Ｄ
细胞（ＥＣＡＣＣＮｒ．８５１０２２０１）、Ｊｕｒｋａｔ细胞（ＥＣＡＣＣＮｒ．８８０４２８０３）、
２９３Ｔ细胞（ＡＴＣＣＮｒ．ＣＲＬ１１２６８）等按照常规细胞培养方法进
行培养，所用培养试剂参考相关说明书。６Ｅ３抗 ＭＵＣ１鼠源单
链抗体表达质粒由本室构建［８］，ＩｇＧ哺乳动物细胞表达载体由
中国疾病预防控制中心李建东教授馈赠［９］。

１．２　方法
１．２．１　哺乳动物细胞表达载体的构建　　参照６Ｅ３单链抗体
中抗体可变区基因序列，设计引物扩增抗体轻重链可变区基因

片段，轻链可变区扩增引物为５′ＡＡＴＴＧＡＧＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣＴＣ
ＣＡＣＴＣＴＣＣＣＴＧ３′和 ５′ＴＧＡＣＡＡＧＣＴＴＧＧＡＴＡＣＡＧＴＴＧＧＴＧ
ＣＡＧＣＡＴＣ３′，在轻链５′和３′端引入ＳａｃⅠ／ＨｉｎｄⅢ酶切位点，重
链可变区扩增引物为 ５′ＡＡＴＴＧＣＧＣＧＣＧＡＧＧＴＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧ
ＧＡＧＴＣＴＧＧ３′和 ５′ＧＡＴＡＧＣＴＡＧＣＴＧＧＧＧＧＴＧＴＣＧＴＴＴＴＧＧＣ
３′，在基因５′和３′端分别引入ＢｓｓＨⅡ／ＮｈｅⅠ酶切位点。以单链
抗体表达质粒为模板，采用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶进
行扩增，ＰＣＲ条件为９４℃预变性２ｍｉｎ，然后９４℃ ３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，扩增３５个循环。经１％琼脂糖凝胶电泳纯化
后，将轻链可变区基因和重链可变区基因分别用ＳａｃⅠ／ＨｉｎｄⅢ
和ＢｓｓＨⅡ／ＮｈｅⅠ进行双酶切，经ＤＮＡ核酸回收试剂盒纯化后，
经两步法分别将轻、重链可变区基因克隆到经相应限制性内切

酶消化的ＩｇＧ表达载体 ｐＤＬ１载体中［９］，经限制性内切酶消化

和序列分析鉴定所构建表达质粒并命名为ｐＤＬ１６Ｅ３。
１．２．２　抗体瞬时表达与检验　　为确定 ＩｇＧ抗体能够分泌表

达，采用瞬时转染的方法进行检验，将２９３Ｔ细胞传代至 ６孔
板，待细胞长至约 ９０％时，用含 １％ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ／ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ
（１００μｇ／ｍｌ）的 ＤＭＥＭ无血清培养基将细胞洗 ２遍，然后将
３μｇ表达质粒ｐＤＬ１６Ｅ３与１ｍｇ／ｍｌ聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉ
ｍｉｎｅ，ＰＥＩ）溶液１∶２（质量体积比）混合后，室温孵育２０ｍｉｎ，轻
轻加入２９３Ｔ细胞表面，３７℃孵育６ｈ，去掉上清，加入完全培养
基，４８ｈ后收获上清和细胞。上清中 ＩｇＧ表达水平采用 ＩｇＧ捕
获ＥＬＩＳＡ法进行初步定量分析，具体为用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３
（ｐＨ９．６）的溶液包被抗人ＩｇＧ抗体（Ｓｉｇｍａ，１∶１０００稀释使用）
于酶标板，４℃过夜；４％脱脂奶封闭，３７℃ １ｈ，加入经系列稀
释的瞬时转染的细胞上清（１∶１００起２倍系列稀释），３７℃１ｈ；
加入酶标抗人Ｆｃ二抗（美国 Ｓｉｇｍａ，１∶２０００稀释使用），３７℃
１ｈ；显色液显色，２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ。终止反应，酶标仪检测吸光度
值。细胞内抗体表达水平采用直接免疫荧光法（ＦＡ）进行检
测，具体为将转染的细胞经１×ＰＢＳ洗涤后，采用冷丙酮固定法
固定在８孔抗原片表面，加入 ＦＩＴＣ荧光标记抗人 Ｆｃ二抗（美
国Ｓｉｇｍａ，１∶１００稀释使用），室温温育３０ｍｉｎ，冲洗，晾干，显微
镜下观察。

１．２．３　抗体表达、纯化及电泳分析　　将２９３Ｔ细胞传代至
Ｔ７５细胞培养瓶，当达到约９０％单层时，按照１．２．２方法，每瓶
转染３０μｇ表达质粒 ｐＤＬ１６Ｅ３，用无血清 ＤＭＥＭ培养基维持
转染细胞，隔日收获上清，共收集３～４次后，弃掉细胞。将所
收集上清４０００×ｇ４℃离心３０ｍｉｎ去除细胞残渣，然后采用
Ａｍｅｒｓｈａｍ公司的 ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析柱纯化所收集上清，应用
ｐＨ２．７的甘氨酸盐酸缓冲液洗脱，将洗脱液用灭菌的 ＰＢＳ缓
冲液透析过夜，分装保存于－８０℃冰箱。取５μｌ纯化鼠人嵌
合ＩｇＧ抗体在还原与非还原条件下用１２％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝
胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）进行电泳分析。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　取约１０６乳腺癌细胞系Ｔ４７Ｄ和Ｔ
细胞瘤 Ｊｕｒｋａｔ细胞，ＰＢＳ洗涤 １次，沉淀加 ２００μｌ裂解液
（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ＝７．６，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１％ ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０），使用前加蛋白酶抑制剂（１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，
Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ５μｇ／ｍｌ，Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ５μｇ／ｍｌ，Ｐｅｐｓｔａｔｉｎ５μｇ／ｍｌ），
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清，经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，半干
电转到硝酸纤维素膜，经封闭后加一抗纯化鼠人嵌合 ＩｇＧ１抗
体，二抗ＨＲＰ标记羊抗人ＩｇＧＦｃ特异性抗体（Ｓｉｇｍａ公司），各
孵育１ｈ，每步骤之间用ＰＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，最后ＤＡＢ（四
氨１萘酚）显色成像观察。
１．２．５　流式细胞仪分析　　取 Ｔ４７Ｄ和 Ｊｕｒｋａｔ细胞悬液（约
１０６／ｍｌ），分别加入１０μｇ表达纯化的６Ｅ３ＩｇＧ抗体，冰上孵育
３０ｍｉｎ，洗涤后加入１∶１００稀释的荧光标记羊抗人多克隆抗体
（Ｓｉｇｍａ公司），冰上孵育３０ｍｉｎ，反应完全后洗去未结合抗体，
细胞重悬于０．５ｍｌ１％ ＰＢＳＢＳＡ溶液中，保存在冰上直到检
测，流式细胞仪检测中收集５０００～１００００个信号，资料通过仪
器内置程序ＣｅｌｌＱｕｅｓｔＴＭＰｒｏ或ＷｉｎＭＤＩ软件进行收集并分析。
１．２．６　表面等离子共振技术（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）
分析ＩｇＧ抗体亲和力　　采用 ＢＩＡｃｏｒｅ３０００系统检测所制备
ＩｇＧ抗体和多肽抗原的亲和力，将１０ｎｇ／ｍｌ化学合成标记生物
素的多肽抗原ＢｉｏｔｉｎＲＰＡＰＧＳＴＡＰＰＡＣＣＯＯＨ以１０μｌ／ｍｉｎ速度
流过预包被有链亲和素（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ，ＳＡ）的传感芯片，然后分
别将注入５０μｌ一系列不同浓度 （２５、５０、１００、１５０、２００、２５０、
４００、８００、１０００、１２５０、１５００、１７５０、２０００ｎｍｏｌ／Ｌ）的鼠人嵌合
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ＩｇＧ抗体使之以１０μｌ／ｍｉｎ的速度流过固定有多肽抗原的 ＳＡ
芯片，每个浓度解离５ｍｉｎ。每次样品注入之前通过注入０．５％
ＳＤＳ使芯片获得再生。获得的资料通过仪器自带ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
软件按照１∶１模式进行模拟分析饱和浓度，结合和解离等情况，
分析并计算平衡结合常数（ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔ，ＫＡ）
和平衡解离常数 （ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔ，ＫＤ）值。

２　结果

２．１　质粒构建
　　应用常规分子生物学技术，构建了以 ＣＭＶ为启动子经核
糖体内部进入位点（ＩＲＥＳ）介导的双顺返子的鼠人嵌合 ＩｇＧ表
达质粒（图１Ａ），质粒大小约为７７００ｂｐ，经单个限制性内切酶
消化后质粒的大小与预期相同（图１Ｂ），分别经 ＳａｃⅠ／ＨｉｎｄⅢ
以及ＢｓｓＨⅡ／ＮｈｅⅠ双酶切轻链和重链可变区基因，可以获得与
预期３５０ｂｐ大小一致的核酸片段（图１Ｂ），克隆最终均通过核
酸序列分析确认，证明获得正确的表达质粒。
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Ａ：表达质粒 ｐＤＬ１６Ｅ３；Ｂ：表达质粒限制性酶切鉴定　Ｍ：标准；
１～４：分别用ＳａｃⅠ、ＳａｃⅠ／ＨｉｎｄⅢ、ＮｈｅⅠ以及 ＢｓｓＨⅡ／ＮｈｅⅠ进行
限制酶切鉴定

图１　鼠人嵌合ＩｇＧ表达质粒示意图和限制性酶切鉴定

２．２　嵌合ＩｇＧ抗体瞬时表达
　　为了验证所构建表达质粒能否表达并有效分泌嵌合 ＩｇＧ
抗体，将３μｇ表达质粒转染至６孔板中的２９３Ｔ细胞中，４８ｈ后
收获细胞，用免疫荧光法检测细胞内ＩｇＧ表达情况。２９３Ｔ细胞
内呈现特异性绿色荧光，而转染空质粒的对照细胞没有荧光，

显示细胞内ＩｇＧ抗体能够有效表达（图２）。瞬时转染的细胞上
清系列稀释后经 ＩｇＧ抗体捕获 ＥＬＩＳＡ法检测，抗体滴度可达
１∶３２００，显示ＩｇＧ抗体能够有效分泌。
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Ａ：转染表达质粒 ｐＤＬ１６Ｅ３的２９３Ｔ细胞；Ｂ：转染空质粒 ｐＤＬ１的
２９３Ｔ细胞

图２　直接免疫荧光法检测２９３Ｔ细胞内ＩｇＧ表达情况

２．３　抗ＭＵＣ１嵌合抗体的表达和纯化
　　收获瞬时转染的２９３Ｔ细胞上清，经 ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析纯

化后，嵌合ＩｇＧ抗体经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析，在非还原状态下，
在大于２５０×１０３处观察到单一条带，比预期１５０×１０３左右大
（图３Ａ）。在还原状态下ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分别在５２×１０３和２５×
１０３相对分子质量大小处观察到单一的条带（图３Ｂ），与预期
ＩｇＧ抗体重链和轻链分子量大小相符。
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Ｍ：标准，１：表达纯化的嵌合ＩｇＧ抗体；Ａ：非还原状态；Ｂ：还原状态
图３　哺乳动物细胞表达纯化的嵌合ＩｇＧ抗体ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　通过免疫印迹实验对所制备的嵌合ＩｇＧ抗体结合特异性进
行分析，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离表达ＭＵＣ１的Ｔ４７Ｄ细胞裂解液在
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测中显示为较为弥散的条带，而不表达ＭＵＣ１抗
原的Ｊｕｒｋａｔ细胞裂解液样品未见相应条带（图４）。可能与Ｔ４７Ｄ
细胞是源于乳腺癌的细胞系，表面过度表达ＭＵＣ１，细胞内不同
ＭＵＣ１之间所含ＶＮＴＲ区的数目和糖基化程度不同有关。
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１：标准；２：Ｔ４７Ｄ细胞裂解液；３：Ｊｕｒｋａｔ细胞裂解液
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＩｇＧ结合特异性

２．５　流式细胞仪分析
　　为检测抗体对活细胞表面ＭＵＣ１抗原的结合情况，将纯化
的鼠人嵌合ＩｇＧ抗体分别对Ｔ４７Ｄ和Ｊｕｒｋａｔ活细胞进行荧光染
色检测并用流式细胞仪进行分析，嵌合抗体仅与 Ｔ４７Ｄ细胞结
合，而与Ｊｕｒｋａｔ细胞没有明显结合，与预期结果一致，表明所构
建嵌合抗体具有特异性识别靶抗原的活性，与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分
析结果一致。

２．６　表面等离子共振技术分析
　　嵌合抗体与抗原结合的动态学参数经 ＢＩＡｃｏｒｅ３０００仪器
分析，抗原偶联到 ＳＡ芯片的值为３３ＲＵ，共１３个不同浓度的
ＩｇＧ抗体分别与所偶联抗原进行分析（图 ５Ａ），相关系数为
０９９８。资料经１∶１反应模式分析显示嵌合抗体能够与所偶联
抗原达到饱和反应（图 ５Ｂ），抗体结合参数 ＫＡ ＝３．５５×１０

６

Ｍ－１，ＫＤ＝２．８２×１０
－７Ｍ（Ｃｈｉ２＝０．２８５）。
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选取１３个不同浓度ＩｇＧ抗体；Ａ：嵌合 ＩｇＧ抗体流过偶联有 ＭＵＣ１
抗原多肽的芯片表面过程的动态曲线；Ｂ：嵌合 ＩｇＧ抗体与偶联抗
原１∶１反应模式饱和浓度曲线

图５　ＳＰＲ技术分析嵌合ＩｇＧ抗体与ＭＵＣ１多肽的结合

３　讨论

　　ＭＵＣ１是上皮粘蛋白家族中的一员，大约９０％的
乳腺癌患者存在ＭＵＣ１过度表达、糖基化不完全和糖
基化异常等，并且肿瘤细胞中ＭＵＣ１结构异常，肽段骨
架或表位多异常暴露，成为乳腺癌的诊断和治疗中的

重要靶标［１０］。研究显示 ＭＵＣ１可诱导抗体介导的免
疫反应，能够产生明显的抗瘤效果［１１］。针对 ＨＥＲ２靶
标的Ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）人源化抗体在乳腺癌
等肿瘤的治疗方面取得良好的效果［４］，激发了国内外

研究人员对肿瘤其他靶标特异性抗体的研究［６，８］，但

是很难直接获得符合临床需要的具有较高亲和力的结

合肿瘤细胞特异性抗原的抗体。有实验室利用噬菌体

表面呈现技术获得人源抗 ＭＵＣ１抗体，但是往往亲和
力较低，经抗体亲和力体外成熟技术提高了亲和力后，

抗体却又失去了应有的免疫保护效果［６］。这可能是

由于抗体与抗原结合发挥免疫保护功能除了与决定抗

原结合特性的高可变区及决定功能效应的恒定区有关

外，抗体可变区结构中框架结构也发挥着重要的作用，

当利用抗体亲和力体外成熟技术提高抗体亲和力的同

时往往破坏可变区中框架区的结构，从而影响抗体功

能的发挥。因此在开展特异性抗体免疫效果评价时，

尽量保持抗体的天然结构也是至关重要的。

　　本研究利用分子生物学技术将以前分离的鼠源性
单克隆抗体可变区编码基因［８］，克隆到含有人源 ＩｇＧ１
抗体恒定区的哺乳动物细胞表达载体，并在２９３Ｔ细胞
中瞬时表达制备了嵌合抗体。抗体在非还原状态下电

泳分析显示在大于２５０×１０３的位置呈现条带比预期
大，但是在还原状态下电泳分析获得了与预期大小一

致的抗体轻、重链条带。可能是在非还原状态下蛋白

质的多聚体电泳情况比较复杂，与蛋白溶解缓冲液、电

泳凝胶以及氨基酸组成等多种因素有关，影响电泳迁

移速度，造成非还原状态下蛋白电泳结果偏大。纯化

后的ＩｇＧ分别对源于乳腺癌的 Ｔ４７Ｄ细胞系和源于 Ｔ
淋巴细胞瘤的Ｊｕｒｋａｔ细胞系细胞表面抗原在变性状态
下和天然状态下进行检测。在变性状态下 Ｔ４７Ｄ细胞
表面ＭＵＣ１过度表达，检测出的抗原呈一定区域的弥
散分布，推测可能与不同 ＭＵＣ１分子胞外区 ＶＮＴＲ数
量不同和糖基化程度不同有关。流式细胞仪分析抗原

抗体结合时，表达纯化的嵌合抗体能够结合天然的

ＭＵＣ１抗原，显示了与其母抗体６Ｅ３ｓｃＦｖ具有相同的结
合特异性［８］。抗原抗体结合亲和力分析显示抗体亲和

力约为ＫＤ＝２．８×１０
－７Ｍ，虽然本嵌合抗体亲和力仍有

待进一步提高，但是人源ＩｇＧ抗体恒定区的存在为其增
加了可能的效应功能，同时还在一定程度上减少了异种

免疫反应，为进一步效应功能评价奠定了基础。
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