
滴度的方法。

　　从实验结果看 , -20 ℃尽管也是一种低温 ,但对
噬菌体的保存效果是最差的。文献报道-20 ℃保存

噬菌体活性时间不超过 1个月 ,我们这里虽然保存达
6个月之久 ,但其活性滴度下降了 104个数量级 ,与其

它几种方法比较仍然是最不可取的方法。 -20 ℃保
存具有原生质的生物细胞效果不好是可以理解的 ,因
为在-20 ℃条件下容易使原生质内形成冰晶 ,损害原

生质体 。但噬菌体是非细胞形态的生物 ,并不具有原
生质 ,为何这种低温对其保存是有害的 , 原因尚不清

楚。
　　传统的低温冻干法仍然是噬菌体的最佳保存方法

之一。但值得一提的是将噬菌体悬液加甘油至 30%
浓度后置室温或4 ℃保存噬菌体有着非常好的保存效

果 ,其活性滴度可与经典的低温冻干后 4 ℃保存或液
氮保存相妣美。室温或 4 ℃保存显然违背了“低温保

存生物细胞”的一般原则 ,即使是一般细菌 ,放置室温
半年之后也常常难以复苏 。对于这种现象的可能解释

是:①噬菌体是一种胞内寄生的非细胞型微生物 ,不
能离开宿主细胞独立地进行新陈代谢 ,它们只要离开
宿主细胞后 ,其代谢也就基本停止了 ,对它们的保存不

象其它生物细胞 ,有赖于使用低温来降低新陈代谢;②
噬菌体只要具有完整的核酸分子存在即具有感染性;

③噬菌体的核酸是包裹在蛋白质外壳内的。我们已有
实验证明 ,在蛋白质衣壳完整情况下 ,即使向试管中加

入核酸酶 ,酶也不能进入衣壳内破坏核酸分子 。因此 ,

只要噬菌体保存在一种蛋白质不被降解的条件下 ,就

可能较长时间的保存 。以上 3点解释如果成立 ,那么
室温或4 ℃保存方法就不应该仅仅适用于噬菌体 ,也

应该同样适用于保存所有非细胞型微生物 ,如病毒 。
　　由于室温及 4 ℃保存两种方法都不需要特殊仪

器 ,且条件最简单 ,操作最方便 ,是最值得采用的噬菌
体保存方法。这两种方法到底能保持噬菌体活性多长
时间 ,我们将继续观察下去。
　　关键词:噬菌体;保存;滴度

　　中图法分类号:Q93-335　　　文献标识码:B
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131I-抗 VEGF McAb 的制备及其体外免疫结合活性鉴定

Preparation of
131
I-anti-VEGF McAb(sc-7269)and identification of its immune activity

in vitro

李忠俊1 ,程绍钧2 ,滕本秀1　　(第三军医大学:1附属新桥医院输血科 , 重庆 400037;2医学检验系核医学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　制备131I-抗-VEGF McAb(131I-sc-7269),并探讨其作为肿瘤放射免疫显像剂的可能性。方法　采用 Iodogen 法碘化

标记制备131I-sc-7269。SephadexG50 分离纯化标记产物 , 三氯醋酸法测定标记产物的放射化学纯度 , 体外细胞结合分析法鉴定
131I-sc-7269的免疫结合活性。结果　①131I 标记率为 27.46%, 标记产物的放射性比活度为 1.02 MBq/μg , 平均放射性化学纯度为
96.20%。平均放射性浓度为 18.30 MBq/ml。 ②体外结合分析显示 , 131I-sc-7269与人膀胱癌 T24 细胞结合率达 59.12%, 而与人脐静

脉血管内皮细胞结合率仅为 7.16%(P <0.001)。131I-sc-7269 4 ℃保存 7 d 后与T24 细胞的结合率仍为56.31%。结论　本实验制备

的131I-sc-7269 , 其放射性化学纯度>95%,有良好的免疫活性和稳定性 ,具备作为放射性显像剂的条件。

　　肿瘤血管生成为肿瘤提供血 、氧 ,是肿瘤生长 、浸
润 、转移的重要一环 。血管内皮生长因子/血管通透性

　　作者简介:李忠俊(1974-),男 ,湖南省隆回县人 ,硕士 ,医师 ,主要从事肿瘤

血管生成相关研究 ,发表论文 5篇。电话:(023)68755794

　　收稿日期:2000-12-05;修回日期:2001-01-27

因子(Vascular endothelial growth factor/vascular perme-
ability factor , VEGF/VPF)是血管生成过程中的中心环
节。VEGF以旁分泌方式作用于血管内皮细胞 ,促进
血管内皮细胞增殖 、迁徙 ,诱导新生血管的形成。以抗
血管生成进行实体瘤的诊断与治疗是一种肿瘤诊治新
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思路。应用抗 VEGF McAb 针对瘤体内 VEGF 诱导的

血管生成进行肿瘤免疫治疗 ,国内外多有报道 。但以
放射性核素标记抗 VEGF McAb作为显像剂进行肿瘤

放射免疫显像诊断的相关研究尚未见报道。本实验应
用核 医学 技术 , 在 体外 合成131 I-抗-VEGF McAb

(sc-7269)并鉴定其免疫学活性 ,探讨将其应用于放射
免疫显像(Radioimmunoimaging ,RII)的可行性 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　细胞　　T24 细胞为浸润性人膀胱癌细胞系 , 胞浆内高

水平表达VEGF[ 1] 。人脐静脉血管内皮细胞。

1.1.2　主要试剂　　鼠抗人 、鼠 VEGF McAb(sc-7269):Santa

Cruz公司;Na131 I:中国原子能研究院(无还原剂 、无载体);

Iodogen(四氯二苯基甘脲):美国 Sigma公司;Sephadex G-50:瑞士

Pharmacia公司。

1.1.3　主要仪器　　CO2 培养箱:美国 Shel 、Lab 公司生产;

FH463A自动定标器:北京核仪器厂;RM905 放射性活度计:中

国计量科学研究所。

1.2　方法
1.2.1　131I-sc-7269的制备

1.2.1.1　sc-7269 的131I标记　　采用 Iodogen 法标记sc-7269[ 2] :

将100μg Iodogen 溶解于 100 μl氯仿溶液中制成 Iodogen 溶液;

取15μl Iodogen 溶液置于乙烯子弹头离心管中 , 旋转蒸发后在

试管底部内壁形成一层均匀的氯甘脲膜;在涂有 Iodogen

15.0μg 的试管中依次加入 0.5 mol/L、pH 7.6 的磷酸盐缓冲液

100 μl , sc-7269 35.0μg , Na131I 92.5 M Bq ,充分混匀后在室温下反

应15 min , 其间温和地震荡数次 ,加入 1% KI 50.0μl终止反应。

反应液滴加于预先经 PBS(10 mmol/ L、pH 7.4)平衡 、2%牛血清

白蛋白液淋洗饱和的 Sephadex G-50 层析柱上 , 用 10 mmol/L、

pH 7.4的 PBS 洗脱层析柱 , 通过自动部分收集器收集洗脱液 ,

流速每管 1.0 ml/ 3 min ,共收集 60 管 ,每管取 10.0μl ,在 FH463A

自动定标器上分别进行放射性测量(cpm 值), 以试管编号为横

坐标 ,对应各管的 cpm 值为纵坐标 , 绘制洗脱曲线。标记产物

的标记率 、放射浓度按下列公式计算:

　　标记率%=
蛋白峰各管放射性计数的总和
蛋白峰加游离峰放射性计数之和

×100%

　　放射浓度=
投入的131I 总量×标记率
蛋白峰收集液总 ml数

　　标记物的纸层析:取分离纯化后标记产物(131 I-sc-7269)

5.0μl , 在层析滤纸距一端 0.5 cm 处中央点样(新华 3#滤纸 ,

长 20 cm , 宽 3.0 cm), 点样时要求点样范围直径不能超过 0.5

cm , 用正丁醇∶醋酸∶水=4∶1∶5的展开剂进行上行层析 15.0 cm

左右 , 层析时间约为 3 h , 层析完毕后将层析滤纸于室温下晾

干 ,自原点起将层析滤纸剪成长各 0.5 cm 的 30 张纸片。将纸

片按顺序分别置于 FH463A自动定标器上测放射性计数 , 绘制

纸片编号—计数曲线。

1.2.1.2　标记物的理化性质鉴定　　标记产物131 I-sc-7269 放

射化学纯度的测定:三氯醋酸法从蛋白峰(标记产物131 I-sc-

7269)收集液中 , 取 10.0 μl 标记产物于试管内 , 加入 100 μl

2%牛血清白蛋白液充分混匀 ,加入 15%三氯醋酸液三滴混匀 ,

立即测总放射性(A), 离心1 500 r/min×5 min 后弃上清液 , 测沉

淀放射性(B),按下列公式计算标记产物的放射化学纯度及游

离碘率:

　　放射化学纯度(%)=B/A×100%

　　游离碘率(%)=1-放射化学纯度

　　131I-sc-7269比活度的测定:蛋白峰收集液应用 RM905 放射

性活度计测量标记产物的活度 ,根据投入的抗体的总化学量计

算比活度或按下列公式计算:

　　放射性比活度=
投入131I 总量×标记率
投入抗VEGF McAb

　　蛋白峰收集液过滤除菌后用于下一步实验。

1.2.2　体外细胞结合实验鉴定131 I-sc-7269 免疫活性[ 3] 　　以

脐静脉血管内皮细胞作为对照进行131 I-sc-7269 的免疫活性鉴

定。常规培养的 T24 细胞 、脐静脉血管内皮细胞 , 用 DMEM 完

全培养液制备细胞悬液 ,调至细胞浓度 1×106/ml ,两种细胞各

分装入 6 孔培养板中的 3 孔(每孔 1×10
6
/ml)。每组细胞中分

别加入
131

I-sc-7269(105 cpm), 摇匀后常规培养 , 每 2 h 振荡一

次 , 12 h 后将每孔的上清液移入试管 , 0.25%胰蛋白酶消化 T24

细胞与脐静脉血管内皮细胞 ,将细胞移入装有相应上清液的试

管 ,在 FH463A 自动定标器上测定每管的总放射性。 1 000 r/min

离心 5 min , 去上清液 , 沉淀用 PBS 洗涤 3 次 , 最后测沉淀放射

性。按下式计算131I-sc-7269与细胞结合率:

　　结合率(%)=沉淀部分放射性计数(cpm)
总放射性计数(cpm)
×100%

2　结果

2.1　抗体标记的结果
　　Iodogen法碘化标记 McAb(sc-7269), 经 Sephadex G-50 柱层

析分离纯化 , 131I-sc-7269 蛋白峰出现在第 4 管 ,游离碘峰出现在

第 10～ 14管。

　　131 I分两次用 Iodogen法标记总量为 35.0 μg 的 sc-7269。 标

记产物采用新华滤纸行纸层析 , 根据公式计算其标记率为

27.46%, 比活度为 1.02 MBq/μg。三氯醋酸法测定平均放化纯
度为 96.20%。两次标记的蛋白峰收集液共 2.0 ml , 其平均放

射浓度为 18.30 MBq/ml。

2.2　标记抗体的免疫结合活性及稳定性
　　经体外结合分析 , 131 I-sc-7269 与 T24 细胞结合率达

59.12%, 而与对照细胞人脐静脉血管内皮细胞结合率仅为

7.16%(P <0.001)。标记物在 4 ℃保存 7 d 后与 T24 和人脐

静脉血管内皮细胞体外结合率分别为 56.31%、7.42%, 与标记

后即时比较二者差异无显著性(P>0.05)。 说明:①本实验标
记的131 I-sc-7269 保持有良好的免疫结合活性;②131I-sc-7269 于

4 ℃保存具有较好的稳定性;③131 I-sc-7269 与 T24 细胞呈特异

性结合。

3　讨论

　　蛋白质多肽的碘化标记可分为直接法和间接法 ,
在实际工作中多采用前者:以 NaI 形式提供的 I-在氧

化剂的作用下被氧化形成中间活性形式 ,然后再标记

到蛋白质多肽分子的酪氨酸残基的苯环上(酚羟基的
部位)[ 2] 。鼠抗人 、鼠VEGF McAb(sc-7269)系免疫球蛋
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白 IgG2α,本实验采用 1 ,3 ,4 ,6-四氯 3α, 6α-二苯苷脲即

Iodogen 法对其进行碘化标记。 Iodogen 氧化
131

I 使

sc-7269分 子发 生碘 化 反应 , 碘 化反 应 以后 用

SephadexG-50分离纯化 ,除去游离碘与其它放射性杂
质 ,收集标记产物蛋白峰洗脱液。碘标记率为 27.

46%,G-50分离纯化后标记产物的放化纯度 >95%。
标记产物的比活度为 1.02 MBq/μg 。我们的实验结果
与文献[ 4]报道基本一致。

　　抗体的同位素标记技术中最重要的是要保持标记
复合物的生物 、免疫学活性 ,否则即使标记工作做得再

好也无法将标记抗体应用于下一步的实验或临床领

域。在蛋白质 、多肽的几种碘化标记法中 Iodogen法的

标记反应比较温和。本实验结果表明抗-VEGF McAb

(sc-7269)经碘化标记以后基本保持了原有的免疫学活

性 ,
131

I-sc-7269与人膀胱癌 T24 细胞结合率明显高于

人脐静脉血管内皮细胞(59.12% vs 7.16%, P <

0.001)。标记产物在 4 ℃保存 1周后其免疫学活性无

明显改变 ,其与 T24细胞结合率为 56.31%,与标记后

即时比较差异无显著性(P >0.05)。
　　总之 ,McAb(sc-7269)在 Iodogen 法碘化标记后能

较好地保留其免疫学活性 。VEGF 在新生血管的形成

过程发挥着举足轻重的作用 ,膀胱癌的发生以及转移

过程中都有 VEGF诱导的新生血管的形成 ,针对 VEGF

阻断新生血管形成来抑制膀胱癌的生长及其转移将成

为一种新的研究手段 。我们的实验研究结果为将来应

用抗-VEGF McAb 进行膀胱癌 RII 的实验和临床研究

奠定了基础 。提示值得进一步探讨抗-VEGF McAb用

于VEGF 表达阳性的膀胱癌放射免疫显像(RII)的可
行性 。
　　关键词:VEGF;M cAb;放射性核素;放射免疫显像

　　中图法分类号:R817　　　文献标识码:B
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乙肝病毒 DNA荧光定量 PCR检测及其意义

Detection of HBV DNA with fluorescence quantitative PCR and its clinical significance

曹红卫 ,卫　国 ,冯文曦 ,龚小云 ,郑　江　　(第三军医大学附属西南医院中心实验室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨荧光定量 PCR法检测的乙肝病毒 DNA与乙肝病毒标志物之间的关系。方法　362例血清标本同时进行乙

肝病毒标志物和HBV DNA的检测 , 按照不同的乙肝病毒标志阳性情况分组后 , 进行乙肝病毒 DNA 与乙肝病毒标志物的分析研究。
结果　乙肝病毒标志物HBsAg HBeAg HBcAb 阳性组 HBV DNA 阳性率 97.7%,拷贝数在 104 ～ 108之间;HBsAg HBeAb HBcAb 阳性组

阳性率 56%,拷贝数在102 ～ 107 之间;HBsAg HBcAb 阳性组阳性率 54%, 拷贝数在102 ～ 107之间;HBsAg HBeAg组阳性率 100%, 拷贝
数在 107之间;HBeAb HBcAb 组 3例 , 有 1例阳性 , 拷贝数 102;HBsAb 组阳性率 14.3%,拷贝数在 103～ 107之间;189 例全阴性有 2 例

阳性(1.06%), 拷贝数在 104～ 105 之间。结论　HBV DNA在各种模式的 HBV标志阳性血清甚至全阴性的血清中均可检出 ,但检出
率相差甚大 ,从 1.06%～ 100%;HBV DNA乙肝病毒标志中 HBeAg 阳性者其 HBV DNA阳性率及拷贝数较高;HBsAg 及其抗体阳性者

仍可检出HBV DNA ,说明仅仅依靠乙肝病毒标志进行早期诊断以及判断病人是否具有传染性是不够的。

　　乙肝病毒血清标志物(HBV-M)检测是目前诊断乙
型肝炎最常用的指标 , 主要反映人体对乙肝病毒
(HBV)的免疫反应状态 ,由于不同血清标志模式反映
不同的临床意义 ,非传染病专业的医师很难准确掌握。
因此采用简单快捷的诊断指标对乙肝早期诊断 、准确

　　作者简介:曹红卫(1970-),女 ,湖南省长沙市人 , 主管技师。电话:(023)

68754437

　　收稿日期:2001-04-18;修回日期:2001-06-04

判断乙肝患者的带毒状态具有重要意义 。许多研究证
明 ,定量检测HBV DNA是衡量乙肝传染性的最精确的

指标 ,是确定HBV感染不同复制状态的非常有价值的

检测手段[ 1 ,2] 。HBV DNA阳性即反映有完整的病毒颗

粒复制即具有传染性[ 3] 。荧光定量 PCR(FQ-PCR)克
服了常规 PCR假阳性的缺点 ,其对 HBV DNA 的定量

检测 ,可为乙型肝炎提供准确的病原学诊断 ,并能为乙
型肝炎的抗病毒治疗提供可靠的疗效评估 。我室对
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