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　　 Abstract　Objective: To investiga te th e ther apeutic effects o f superselective int racrania l ar teria l infusion

of VM 26 in combina tion with intrav enous dr opping o f BCNU on brain malignant tumor. Methods: Af ter the

excision o f brain malignant tumo r , 57 patients we re t reated with superselec tive intrac ranial ar terial infusion

of VM26 in combina tion with intrav enous dropping of BCNU . Then the changes of the size and clinica l symp-

tom s of the tumor a fter the chemo therapy w ere observ ed. Results: The average size o f the tumo r was signifi-

cantly smalle r afte r the chemo therapy ( 8. 17± 8. 80 cm3 ) than befo re it ( 14. 6± 7. 63 cm3 , P < 0. 01) . The

to tal effec tiv e rate was 66. 7% and the complete r emissiv e ra te 21. 1% . The one-year surviva l rate was

73. 2% and the tw o-yea r one 41. 1% . None of the patients w ere found to exhibit v ision dec rease and serious

neural intoxication. Conclusion: The superselectiv e int racrania l ar teria l infusion o f VM 26 in combination with

intr av enous dr opping o f BCNU is be tter than caro tid internal a rterial infusion o r intrav enous chemo the rapy

alone in tr eating the brain malignant tumor.
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　　为探索出一条制备人源性抗肿瘤抗体的有效途径 ,本课题

研究了以噬菌体抗体库技术制备人源性抗肿瘤抗体 Fab段的

可行性。

　　以硫氰酸胍 /酸酚一步法提取肺癌患者淋巴结总 RNA,以

此为模板 ,经逆转录 -聚合酶链反应扩增人免疫球蛋白重链 Fd

段 ( V H+ CHI)和 κ轻链基因 ,以噬菌粒 pComb3H为载体 ,构

建人源性噬菌体抗体库。用 2株肺癌细胞交替作为抗原对噬菌

体抗体库进行 6轮亲和筛选 ,以捕获能与肺癌细胞膜表面抗原

结合的噬菌体抗体 ,再以人成纤维细胞对筛选后的噬菌体抗体

库进行 2轮吸附 ,以尽可能除去既能与肺癌细胞结合又能与成

纤维细胞结合的噬菌体抗体。将经过筛选和吸附后的噬菌体抗

体库 DNA中的 gⅢ基因切除 ,进行可溶性抗肺癌抗体的表达。

以蛋白质变性电泳和斑点免疫印迹试验检测可溶性 Fab段的

表达情况 ,以细胞酶联免疫吸附试验对抗肺癌抗体 Fab段的活

性作出初步鉴定。对 3个克隆的抗肺癌抗体可变区基因进行核

苷酸序列分析 ,并进行基因同源性检索。

　　提取了 3例肺癌患者淋巴结总 RN A,经变性电泳证明

RN A无明显降解。以 3例患者淋巴结总 RN A为模板 ,均成功地

扩增出免疫球蛋白轻链基因 ,有 2例扩增出重链 Fd段基因 , 1例

未扩增出 Fd段基因。选择其中 1例 Fd段和轻链基因扩增效果

均较好的免疫球蛋白基因 ,构建成人源性噬菌体抗体库 ,库容

达到 7. 5× 107个克隆 ,重链 Fd段和轻链基因与载体 DN A的重

组率分别为 90% ( 9 /10)和 100% ( 10 /10)。以 2株肺癌细胞进行 6

轮亲和筛选 ,再以人成纤维细胞进行 2轮吸附后 ,切除噬菌体抗
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Effects of hypoxia on secretion of vascular activated peptide by cultured

endocardial endothel ial cells
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Pa th oph ysio lo gy , Third M ilita ry Medical Univ er sity , Ch ongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the effects o f hypoxia on secretion of va scula r activ ated peptide by cul-

tured endocardial endo th elia l cells ( EECs) . Methods: Afte r EECs w ere ex tracted from the right v entricule

with scraping and cultur ed, the content of v ascular activ ated peptides in the cultur e liquid was dete rmined.

Resul ts: A t the 24th h a fter hypoxia, th e secr etion o f endo thelin-1 ( ET-1) and at rial natriure tic peptide

( AN P) by EECs w as significantly incr ea sed ( P < 0. 01) to lev els which w ere r espectiv ely 1. 9 and 1. 6 fo ld of

those under normox ia. The secr etion o f endogenous dig ita lis-like facto r ( EDLF) by EECs was also markedly

increased ( P < 0. 01) to a lev el which was 1. 7 fold o f tha t under no rmoxia but the secr etion o f angio tensin II

( AT II) was dec reased by 12% . Conclusion: Hypoxia r esults in changes o f the sec retion of v arious va scula r

activ ated fa ctor s by EECs.

　　 Key words　 hypoxia; endoca rdial endo thelial cell; at rial nat riur etic peptide; endo thelin-1; angio tensin

II; endogenous digitalis-like facto r
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体基因中的 gⅢ基因 ,随机取 10个克隆进行可溶性抗肺癌抗体

Fab段的表达和鉴定。细胞 ELISA结果显示 , 10个克隆表达的

Fab段均能与 2株肺癌细胞结合 ,而不与人淋巴细胞结合 ,其中

仅 2个克隆表达的 Fab段与人成纤维细胞和 1株肝癌细胞也能

结合 ,表明大多数克隆表达的 Fab段有较好的特异性。对此 10

个克隆中的 9个克隆表达的 Fab段进行了蛋白质变性电泳和斑

点免疫印迹试验 ,结果显示 8个克隆可见新增的蛋白带 ,分子量

约 50 kDa,与 Fab段分子量相符。同时这 8个克隆斑点免疫印迹

试验显示较强的阳性结果。有 1个克隆未见明显的新增蛋白带 ,

可能为 Fab段表达量不足或表达的 Fd段和轻链未在细菌周质

腔中组装成 Fab段。对上述 10个克隆中的 Clone 2、 Clone 5、和

Clone 7等 3个克隆进行抗体可变区基因序列分析 ,结果显示 3个

克隆的重链可变区基因和轻链可变区基因均不相同 ,以各互补

决定区 ( CDR区 )差异最大 ,其中以 CDR 3区的核苷酸序列差

异最大。基因同源性检索结果显示 , 3个克隆的抗体可变区基因

序列均与人免疫球蛋白可变区基因同源 ,其中 , Clone 2和

Clone 7的重链可变区基因属 V H 1基因家族 ,轻链可变区基因

属 V K 1基因家族。Clone 5的重链可变区基因属 V H 3基因家

族 ,轻链可变区基因属 VK4基因家族。

　　以噬菌体抗体库技术制备人源性抗肿瘤抗体是可行的。尽

管淋巴结中的结缔组织难以被裂解 ,以硫氰酸胍 /酸酚一步法

提取淋巴结总 RN A,可以保证 RN A的完整性。且经逆转录 -聚

合酶链反应从肿瘤患者局部引流淋巴结总 RNA扩增 Fd段和

轻链基因是完全可行的。以活肿瘤细胞为抗原对噬菌体抗体库

进行亲和筛选 ,再以人成纤维细胞进行吸附 ,可筛选出抗肿瘤

抗体。在目前尚未发现肿瘤特异性抗原和令人满意的肿瘤相关

抗原的情况下 ,以这种方法筛选抗肿瘤抗体很有价值。不同克

隆抗肺癌抗体可变区基因序列的差异主要存在于各 CDR区 ,

以 CDR 3区差异最明显。本研究通过基因序列分析鉴定的 3个

克隆抗肺癌抗体中 ,有 2个克隆的重链可变区基因属 V H 1基因

家族 ,轻链可变区基因属 VK 1基因家族 ;另 1个克隆的重链可

变区基因属 V H3基因家族 ,轻链可变区基因属 VK 4基因家族。

本研究结果再次证明 ,肿瘤患者局部引流淋巴结内存在着抗肿

瘤体液免疫。
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