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摘要  目的: 对鼠源抗 CD34单克隆抗体的结合活性以及包被在冠状动脉支架上的抗体量和牢固度等技术指标进行评价。方

法:采用流式细胞术测定抗 CD34单克隆抗体结合 KG- 1a细胞的活性;酶联免疫显色方法测定支架上抗体包被量; 体外模拟

冲刷方法测定支架上抗体牢固度;采用显微镜计数方法测定包被抗 CD34抗体支架体外捕获 CD34( + )细胞的能力。结果:在

抗 CD34M cAb浓度为 1 Lg# mL- 1时,细胞平均阳性率为 96. 34% ;支架上抗体含量为 50. 97 ng# cm - 2, 而且体外模拟冲刷后

支架上抗体含量无显著变化;包被抗 CD34单抗的冠状动脉支架捕获细胞数为 4万个# cm- 2。结论:该方法可用于体外检测

抗 CD34单克隆抗体包被冠状动脉支架的生物学参数。
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Abstract Objec tive: To eva luate the biolog ical parameters o f ant i- CD34monoclonal antibody (M cAb) used for

coating coronary stents. Methods: KG- 1a cell b inding activ ity o f anti- CD34M cA bw as eva luated w ith flow cyto-

metricm ethods; Coated quan tity o fM cA b on coronary stents w as m easured w ith ELISA; The bind ing f irmness o f

M cAb w as evaluated w ith w ash simu lation m ethod; The CD34 ( + ) KG - 1a cell capture ability of ant i- CD34

M cAb coated on coronary stentsw as measured w ith m icroscope counting me thod. Results:W hen KG - 1a cellw as

treated w ith 1 Lg# mL
- 1

ant i- CD34M cAb, the FITC positive rat io of KG - 1a ce llw as 96. 34% ; the content o f

M cAb in coronary stent w as 50. 97 ng# cm
- 2
; the content o fM cAb in coronary stent d id not change sign if icantly

w hen the w ash simulation treatment w as applied; the coronary stents coated w ith ant i- CD34M cAb could capture

4 @ 10
4
KG- 1a ce lls each square centime ter. Conclusion: Them ethods employed above can efficiently eva luate the

biological parameters of ant i- CD34M cAb used for coating coronary sten.t
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血管腔内放置支架是治疗冠状动脉硬化性心脏

病的主要手段之一, 传统的金属裸支架通过物理学

方法扩张狭窄的冠状动脉, 但术后再狭窄的发病率

非常高, 据统计 1年内的再狭窄的发生率可达

20%。目前冠脉支架的一个重要发展方向是在金属

裸支架表面喷涂缓释药物 (如喷涂雷帕霉素 )抑制

平滑肌细胞增生,从而降低支架内再狭窄的发生,或

偶联生物学活性分子 (如偶联抗 CD34抗体, 用以捕

获内皮祖细胞 )赋予支架以生物学活性, 抑制血栓

形成,促进受损血管的再内皮化
[ 1, 2]
。内皮祖细胞

表面能够相对特异地表达 CD34分子, 在 1997年

Asahara等就在体外成功地将 CD34( + )细胞诱导

分化成内皮细胞, 并且证明了其血管生成能力
[ 3]
。

实验室研究结果表明, 与传统支架相比, 使用抗
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CD34抗体包被的冠脉支架在放置后由于可以加速

狭窄处的再内皮化, 其术后再狭窄的发生率和严重

程度降低, 尤其是支架晚期血栓发生率极低
[ 4, 5 ]
。

目前国外 O rbus公司生产的抗 CD34抗体包被冠状

动脉支架已在欧洲和东南亚在内的 70多个国家和

地区销售, 其有效性和安全性已通过 HEALING系

列临床得到证实
[ 6]
,国内乐普公司生产的同类型支

架也已进入申报阶段。现对该类制品中抗体的生物

学质量参数进行质控研究。

1 材料

鼠源抗 CD34单克隆抗体、金属裸支架和鼠源

抗 CD34单克隆抗体包被支架由乐普公司提供; 鼠

抗 CD34抗体阳性对照购自 B io legend公司;鼠 IgG1

同型对照抗体购自 BD Pharmaingen公司; HRP标记

羊抗鼠 IgG抗体购自中杉金桥公司; KG - 1a细胞由

本室保存; 4, 6二脒基 - 2 -苯吲哚盐酸 ( DAPI)购

自 Sigma公司; F ITC标记羊抗鼠 IgG抗体购自 BD

公司; 样品稀释液为含 1% BSA的磷酸盐缓冲液

(N a2HPO 4 8. 4 mmo l# L
- 1
, NaH2 PO4 1. 9 mmo l#

L
- 1
, N aC l 150 mmo l# L

- 1
, pH 7. 4); 洗涤缓冲液为

含 0. 1% Tween 20的磷酸盐缓冲液。

2 方法

2. 1 流式细胞术检测抗 CD34单克隆抗体体外结

合 KG - 1a细胞的能力  KG - 1a细胞重悬于样品

稀释液中,调整浓度为 1 @ 10
7# mL

- 1
。将样品稀释

液、鼠抗 CD34阳性对照抗体 (终浓度 1 Lg#

mL
- 1

)、待测抗体 (终浓度 1 Lg# mL
- 1

)、鼠 IgG2a

同型对照 (终浓度 1 Lg# mL
- 1

)分别加入到 100 LL

KG - 1a细胞悬液中,并用样品稀释液将终体积调整

至 200 LL。冰浴 30m in后,使用样品稀释液洗涤细

胞 2次。第 2次洗涤结束后, 加入 1B10稀释的

FITC标记羊抗鼠 IgG抗体 50 LL重悬细胞, 冰浴避

光孵育 30m in后,洗涤细胞 2次。第 2次洗涤结束

后,用 1 mL样品稀释液重悬细胞,上机检测。

2. 2 支架上抗体含量测定

2. 2. 1 标准曲线制备  用磷酸盐缓冲液将待测抗

CD34抗体稀释至 2000, 1000, 200, 100, 40, 20, 1313,
10, 4, 2, 1 ng# mL

- 1
,微孔板中加入各浓度抗体 100

LL,每个浓度平行包被 3孔, 4 e 过夜。次日用洗涤

缓冲液洗板 3次,使用每孔 200 LL样品稀释液, 37 e
封闭 1 h,洗涤缓冲液洗板 3次。加入 1B1000稀释的

酶标二抗 (HRP标记羊抗鼠 IgG抗体 ) 100 LL, 37 e

孵育 30m in后,洗涤缓冲液洗板 3次,各反应孔中加

入 TMB底物溶液 100 LL, 37 e 显色 20 m in, 加入 2

mo l# L
- 1
硫酸 100 LL终止显色。测定各孔吸光度值

并以 4参数模式绘制标准曲线。

2. 2. 2 支架上抗体含量检测  裸支架和抗体支架样

品放置于 1. 5mL离心管中, 加入样品稀释液 1mL, 37

e 封闭 1 h。洗涤缓冲液洗涤 3次,加入 1B1000稀释的

酶标二抗 (HRP标记羊抗鼠 IgG抗体 ) 500 LL, 37 e

孵育 30 m in后, 洗涤缓冲液洗涤 3次, 各反应孔中

加入 TMB底物溶液 500 LL, 37 e 显色 20m in,加入

2mo l# L
- 1
硫酸 500 LL终止显色。从各反应管中

取 200 LL终止显色后液体,加入标准曲线微孔板的

空白孔中,每个支架平行检测 3个孔。将样品孔的

吸光度值带入 4参数曲线方程, 计算支架上抗体含

量。

2. 3 抗体支架上抗体结合牢固度测定  取抗体支

架样品,使用金属架悬置于 1 L烧杯中的生理盐水,

在 37 e 下 200 r# m in
- 1
搅拌,模拟体内冲刷,冲刷 1

h后, 取出支架。按照 / 2. 2. 20项下方法制备显色溶

液。同时取未冲刷支架制备显色溶液作为对照。读

取冲刷支架和未冲刷支架的显色溶液的吸光度, 进

行 t检验。

2. 4 显微镜记数法测定抗体支架捕获细胞能力  

KG- 1a细胞重悬于样品稀释液中,调整浓度为 1 @
10

6# mL
- 1
。将 DAPI按 50 Lg# mL

- 1
加入 KG - 1a

悬液, 37 e 避光孵育 30 m in。孵育结束后,使用样品

稀释液洗涤 2遍, 调整细胞浓度至 1 @ 10
6 # mL

- 1
。

将剪开铺平的裸支架、抗体支架置于 DAPI染色细胞

悬液中, 37 e 避光孵育 60m in。孵育结束后,使用磷

酸盐缓冲液涮洗支架 3次。荧光显微镜下,使用紫外

激发光观察抗体支架和裸支架上的细胞分布情况,并

拍照。采用图像分析软件,用绘图软件随机选取支架

丝上的 5个范围,计算所选面积和所选范围内的细胞

数量,计算单位面积捕获细胞数 (个# cm
- 2

)。

3 结果
3. 1 流式细胞术检测抗 CD34单克隆抗体结合 KG

- 1a细胞的能力  以 FITC荧光强度为 X 轴, 细胞

数为 Y轴, 做直方图。设定 FITC荧光强度 1~ 10为

Marker 1, FITC荧光强度 10~ 10
4
为 M arker 2, 位于

Marker 1中的细胞为抗 CD34抗体结合阴性细胞,

M arker 2中的细胞为抗 CD34抗体结合阳性细胞。

阳性对照样品的细胞平均阳性率为 96. 54% , 细胞

表面荧光强度几何均值为 407. 86 (图 1 - A ); 抗

CD34M cAb浓度为 1 Lg# mL
- 1
时,细胞平均阳性率

为 96. 34%,细胞表面荧光强度几何均值为 362. 38

(图 1- B ) ;鼠 IgG1同型对照样品的细胞平均阳性
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率为 0. 565%,细胞表面荧光强度几何均值为 14. 41

(图 1- C ); 阴性对照样品的细胞平均阳性率为

1129%, 细胞表面荧光强度几何均值为 13. 71(图 1

- D)。抗 CD34M cAb样品的细胞阳性率同阳性对

照样品的细胞阳性率相当, 均大于 95%。同型对照

样品和阴性对照样品的细胞平均阳性率均低于

2%。结果表明, 检测的抗 CD34 M cAb可同 CD34

( + ) KG- 1a细胞特异性结合。

图 1 流式细胞术检测抗 CD34M cAb体外结合 KG - 1a细胞的结果

Fig 1 KG- 1a cell b ind ing ab ility test of an ti- CD34M cAb by FACS

A.阳性对照 ( positive control)  B.检测样品 ( tested sam p le)  C.同型对照 ( allotyp e con trol)  D.阴性对照 ( negative contro l)

3. 2 抗体支架上抗体含量测定  按 / 2. 20项下方

法检测,绘制的标准曲线见图 2,使用 so ftmax 5. 0软

件拟合的 4参数曲线方程为:

y =
0. 005 - 0. 884

[ 1 + (
x

22. 55
)
1. 357

]

+ 0. 884  R
2
= 0. 989

3个检测的抗体支架样品孔的平均吸光度为 0. 205;

3个裸支架对照样品孔平均吸光度为 0. 008。抗

CD34M cAb支架上抗体的平均含量为 4. 588 ng,支

架表面积为 0. 09 cm
2
, 则支架上单位面积 ( cm

2
)的

包被抗体量为 50. 97 ng# cm
- 2
。

3. 3 抗体支架上抗体结合牢固度测定  按照

/ 212120项下方法,对各 3个未冲刷和体外模拟冲刷

1 h的抗 CD34M cAb包被支架进行检测。未冲刷支

架的吸光度分别为 0. 203, 0. 207, 0. 231, 均值为

0121367, 方差为 0. 015144; 冲刷后支架的吸光度分

别为 0. 201, 0. 212, 0. 203, 均值为 0. 20533,方差为

0. 0058595。以是否经过冲刷为变量,对 2组支架的吸

光度进行成对 t检验, P = 0. 49, 结果表明, 经体外模

图 2 支架上抗体含量检测中绘制的 4参数标准曲线

F ig 2 Standard cu rve in coatedM cAb con tent test

拟冲刷 1 h后,支架上抗体含量无明显变化。

3. 4 抗体支架捕获细胞能力测定  按 / 2. 40项下

方法测定,对捕获细胞后支架照像,结果见图 3~ 6。

由图 3~ 6可见, 抗 CD34M cAb包被支架上捕获的

KG- 1a细胞分布均匀 (图 3),支架的连接和支撑结

构处均可有效结合细胞 (图 4、图 5), 同时未包被支

架不能结合 KG- 1a细胞 (图 6)。使用图像分析软
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件对随机选定区域内捕获细胞数计数, 并计算支架

上捕获细胞密度为 4万个# cm
- 2
。

图 3 抗 CD34 M cAb包被支架上捕获 KG- 1a细胞的概览

Fig 3 General view ofKG- 1 a cell cap tu red by ant i- CD34M cAb coa-

ted coronary sten t

图 4 抗 CD34 M cAb支架上连接结构处的 KG- 1a细胞捕获情况

Fig 4 KG- 1a cell captu red on the join t s tructure ofM cAb coated coro-

nary sten t

图 5 抗 CD34 M cAb支架上支撑结构处的 KG- 1a细胞捕获情况

Fig 5 KG- 1a cel l captured on the b race structu re ofM cAb coated coro-

nary sten t

4 讨论

流式细胞术检测方法是目前较常用的检测抗体

同细胞表面对应抗原结合能力的方法, 一定浓度的

图 6 裸支架上的 KG- 1a细胞捕获情况

F ig 6 KG- 1a cell captured on the nud ecoronary stent

抗体同位于细胞表面的靶分子结合后, 使用荧光

标记的二抗染色, 并通过流式细胞仪检测染色阳

性细胞。若一抗在一定浓度下使染色阳性细胞达

到一定比例, 则说明抗体结合细胞表面抗原的能

力达到要求水平, 如: 本文中设定抗 CD34抗体浓

度为 1 Lg# mL
- 1
时, 染色阳性细胞应达到 95%。

如前所述, 内皮祖细胞表面特异性表达 CD34分

子,检测中使用表面表达 CD34分子的 KG - 1a细

胞代替内皮祖细胞, 使用流式细胞术方法对包被

用抗 CD34单克隆抗体捕获内皮祖细胞的能力进

行评价, 结果表明, 在浓度为 1 Lg# mL
- 1
时, 抗体

可结合 95%以上的 KG - 1a细胞
[ 7 ~ 9 ]

, 抗 CD34单

克隆抗体同细胞表面的 CD34分子的结合能力达

到所要求的水平。

抗体支架上抗体含量测定的结果 50. 97 ng#

cm
- 2
,单克隆抗体相对分子质量约为 16万 ~ 18万,

对应的支架上抗体分子密度约为 2 @ 10
11
个 # cm

- 2
。

免疫球蛋白的直径为 20~ 25 nm, 单个抗体分子所占

面积约为 1. 5 @ 10
3
nm

2
,而 2 @ 10

11
个 # cm

- 2
的支架

上单位面积抗体含量对应的每个抗体分子所占面积

为 500 nm
2
,检测结果代表的抗体含量对于抗体在支

架上的分布来说略显 /拥挤0,但是该方法简单、快速,

并不将该检测项目的结果作为对支架上抗体绝对含

量进行质控的考察参数,而是作为考察生产过程一致

性和批间一致性的一个参数。作为一个代表性参数,

可以将该方法的检测结果同支架上抗体的绝对含量

进行换算,得出支架上抗体的绝对含量。

目前有多种方法可以将生物大分子偶联于冠状

动脉支架,目前研究中常采用的生物大分子同支架偶

联的方法为先将支架上喷涂偶联剂和胶原的混和涂

层,然后采用 SPDP偶联方法将生物大分子同喷涂的

偶联剂偶联的方法,无论采用何种偶联方法, 偶联物
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结合牢固性都是重点考虑的问题
[ 2, 10 ]
。抗体结合牢

固性检测中, 采用模拟体外冲刷环境冲刷 1 h后, 支

架上抗体含量并没有显著改变。说明抗体支架制备

中采用的偶联技术的牢固性还是令人满意的。

在检测上述项目后, 对包被了鼠源抗 CD34

M cAb的冠状动脉支架进行捕获 CD34( + ) KG - 1a

细胞的能力进行检测,结果表明,抗体支架在体外模

拟状态下可有效捕获靶细胞,支架上捕获细胞密度

为 4万个# cm
- 2
。

上述几种体外检测方法结合,可对鼠源抗 CD34

单克隆抗体包被冠状动脉支架的生物学质控参数进

行全面有效的检测, 而且对该制品的质控检测经验

也可用于新型的赋予生物学特性的治疗用医疗器械

的质控。
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5药物分析杂志 6继续被评为 2011年度中国科协精品科技期刊示范项目

  按照 5中国科协精品科技期刊工程项目管理办法 (试行 ) 6的有关规定, 5药物分析杂志 6参与了
2010年度精品科技期刊示范项目和英文版期刊国际推广项目总结验收及 2011年度精品科技期刊新增

示范项目评审工作。根据中国科协的评审结果, 5药物分析杂志6继续成为 2011年度精品科技期刊示

范项目 C类项目。评选分 A、B、C三类, 各类项目资助额度分别为每项 25万、15万、5万元 /年。中国科

协从 2006年开始评选精品期刊项目至今, 5药物分析杂志 6已连续 6年被评为中国科协精品科技期刊

示范项目 ( C类 )。
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