抗人血小板单克隆抗体的研究
阮长耿*

 正常情况下，体内止血、凝血系统与纤溶系统处于生理性平衡，保持正常血流状态。但在一些病理情况下，如血管内膜损伤或静脉血流阻滞时，由于血小板活化并粘附到内皮下组织，进而引发一系列止血、凝血过程，最后形成了血栓。

 血小板在血栓形成，特别是动脉血栓形成过程中起着重要作用。当血管内皮损害暴露内皮下组分时，血小板就会被活化，发生血小板的粘附和聚集。血小板的“粘附”和“聚集”功能与血小板表面膜蛋白的结构密切相关。七十年代，研究人员用凝胶梯度电泳等生物化学方法发现了几十种血小板表面膜蛋白，其中一组被称为糖蛋白I（glycoprotein I, GPⅠ）复合物的膜蛋白与血小板“粘附”功能有关。这组复合物又可分为GPⅠb-Ⅸ复合物和GPⅠa-Ⅱa 复合物两类。1979年，笔者赴法进修血液学，有机会通过杂交瘤技术，鉴定出国际上第一个抗血小板膜糖蛋白I的单克隆抗体（AN51）。这株单克隆抗体（以下简称“单抗” ），与正常血小板特异性结合后，血小板就不能通过vW因子“粘附”到破损血管壁上。进一步研究表明，这株单抗“封闭”的是GPⅠb，从而证实了GPⅠb就是血小板膜表面的vW因子受体部位。这项研究表明，单抗技术有助于血小板生理功能的研究。此后，国际上又有多种血小板单抗的研究报道，如作用于GPⅡb-Ⅲa复合物的7E3等。这些抗血小板单抗的基础实验和临床研究证明，GPⅡb-Ⅲa复合物是作为纤维蛋白原的受体在血小板聚集过程中起重要作用；GPⅠa-Ⅱa复合物则是作为胶原的受体亦在血小板粘附过程中起作用。血小板膜糖蛋白在血小板止血过程中的作用如图1所示。

1981年回国后，我们在国家自然科学基金的资助下建立了一组苏州（SZ）系列单抗，分别作用于血小板膜糖蛋白以及相关的血浆蛋白，如vW因子、纤
维蛋白原等。其中主要的一些单抗及其识别的抗原决定簇列于表1。这些单抗

已在国内、外广泛应用，促进了血小板生理功能的基础研究和出血与血栓性疾病临床研究的发展。
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表1 SZ系列部分单抗

	SZ单抗
	抗原决定簇定位

	SZ-1
	GP Ⅸ

	SZ-2
	GP Ⅰbα

	SZ-21
	GP Ⅲa

	SZ-22
	GP Ⅱb

	SZ-29
	vWF

	SZ-34
	vWF

	SZ-51
	GMP-140

	SZ-58
	纤维蛋白

	SZ-63
	D-Dimer

	SZ-65
	纤维蛋白原


血栓的主要成分是由活化的血小板和纤维蛋白组成。因此，特异的抗活化血小板和抗纤维蛋白的单抗可以作为血栓导向剂[表2]。目前所研制的抗血小板抗体主要是针对活化血小板上两个主要位点而制备的：①GPIIb/IIIa ②GMP140 。其中GPIIb/IIIa是血小板膜的主要成分，同时存在于静止（循环）和活化（血栓）血小板上，而GMP140是血小板活化后暴露于血小板膜上的一种特征性蛋白，不存在于静息血小板膜上，可以作为血栓形成的标志物。

表2：抗血小板抗体

	识别抗原
	抗  体

	GPIIb/IIIa
	7E3  P256  B59.2   PAC1.1

	GMP140
	S12  SZ-51  KC4 


单抗与血栓显像

   1.
抗GPIIb/IIIa的抗体

血循环中的静止血小板表面GPIIb/IIIa数目远少于活化血小板，血小板活化时表面GPIIb/IIIa数目增加至80000以上，因此，作用于GPIIb/IIIa的抗体在血栓形成部位有较高的结合率，而与血循环中的静止血小板结合较少。

多种作用于 GPIIb/IIIa 复合物的抗体可用于血栓显像，包括7E3、P256、10E3及B59.2等等。其中7E3与P256经动物实验证明，能很好地使动静脉血栓显像，而且血栓对它们的摄取与滞留作用不受华法令及肝素的影响。Peters等用P256对8例血栓患者进行显像，诊断为DVT的3例，其中2例P256显像阳性。.

2..抗GMP140的单抗

血小板在受到刺激后发生活化时，GMP140由(-颗粒膜转移到血小板膜表面，成为活化血小板的标记，并且大量集中于血栓形成区域，因此活化血小板上GMP140可以作为体内血栓定位的靶位。

我所研制的国内第一株抗人单抗SZ-51，通过99mTc标记，对实验性狗股动静脉血栓模型进行了显像研究。研究表明，注射99mTc-SZ-51后2小时即显示出血栓的部位和范围，注射后4-6小时为最佳显像时间（图2）。对动脉血栓T/B比值达57.09(12.24，对静脉血栓T/B比值达6.43(4.70，因此SZ-51 更实用于动脉血栓显像。在实验性狗冠状动脉血栓显像研究中，99mTc-SZ-51能特异性显示狗冠状动脉内血栓（图3）。在初步的临床试验中，我们利用99mTc-SZ-51对8例下肢血管性病变患者进行了血栓显像，3例新鲜血栓患者99mTc-SZ-51显像为阳性（图4），其中1例经溶栓治疗后99mTc-SZ-51复查转为阴性。另外4例陈旧性血栓99mTc-SZ-51显像为阴性。上次结果表明，99mTc-SZ-51放免显像法对下肢血管新鲜血栓较敏感特异，且对溶栓疗效有检测作用。                                                  

由于鼠源单克隆抗体免疫源性较高，应用于人体会产生人抗鼠（HAMA）反应，为此本研究室通过基因工程的手段制备了鼠/人嵌合抗体SZ-51/HU，我们利用99mTc-SZ-51/Hu进行了实验性狗股动静脉血栓显像，证实该嵌合抗体保持了原SZ-51的血栓结合能力，可以获得满意的血栓显像，从而较低了免疫原性。为提高99mTc的标记率和标记产物的稳定性，我室又利用基因工程 的手段进行了小鼠金属硫蛋白基因与SZ-51/Hu基因的重组，并在小鼠骨髓瘤细胞中进行表达，获得了重组蛋白SZ-51/Hu-MT，并通过动物血栓模型显像研究证实该融合蛋白具有与亲本SZ-51相同的特异性血栓导向能力以及MT与金属离子如99mTc等的特异性 结合能力，可望将来为临床血栓性疾病的导向诊断及溶栓治疗监控提供一种使用安全、操作方便、快速且特异性好的血栓放免显像剂。
单抗与溶栓治疗

对于急性血栓性疾病如急性心肌梗死，及时给予溶栓治疗，特别是出现症状即予以治疗能明显降低致死率与致残率。纤溶系统的基本成分纤溶酶原能在纤溶酶原活化剂作用下从无活性的酶原转变为有活性的纤溶酶，溶解血栓中纤维蛋白，使血栓溶解。但是目前临床上广泛使用的溶栓剂均为第一、第二代产品，第一代溶栓剂包括链激酶（SK）和双链尿激酶（UK），主要特征是降解纤维蛋白无选择性。第二代溶栓剂包括重组组织型纤溶酶原激活剂(rt-PA)、酰化纤溶酶原链激酶激活剂复合物(APSAC)和重组单链尿激酶型纤溶酶原激活剂(rscuPA)，共同特征是具有相对选择性降解纤维蛋白的作用,其纤溶作用优于第一代溶栓剂。上述5种溶栓剂在取得肯定疗效的同时，常引起一过性低血压，SK和APSAC还可引起过敏发应。但严重威胁病人的生命或阻碍溶栓疗效进一步提高的主要问题则在于：（1）出血；（2）初始再灌注延迟和失败；（3）再梗塞。

针对现有溶栓剂存在的主要缺陷，人们期望新一代溶栓剂能产生高效、快速、兼有防止再梗塞和减轻出血等并发症的作用。通过延长药物的半寿期和提高溶栓特异性是达到上述目的的两个有效手段。 第三代溶栓剂的研制方向概括起来主要有三个，一是寻找更优良的天然溶栓剂，如从南美吸血蝙蝠（vampire bat）唾液中分离出的纤溶酶原激活剂（DSPA-(1），具有很高的纤维蛋白特异性；二是对原有天然溶栓剂的改构；三是原有溶栓剂与另一成分形成的各种嵌合体。其中，利用对血栓组织某一特定成分有高度亲和力的抗体作为导向血栓的载体，携带溶栓剂到达血栓局部，以期实现导向高效溶栓，是研究工作的策略之一，并取得了较好的临床前研究结果。
活化血小板是构成血栓组织的重要成分，富含活化血小板的动脉血栓在溶栓治疗时显示出较强的溶栓抵抗作用，是导致溶栓效率低及溶栓成功后再梗塞的主要原因之一。因此，选择抗活化血小板单抗作为导向载体，有其独特的价值。

1991年，Bode 等报道，将特异性识别血小板膜糖蛋白GPIIb/IIIa受体的单克隆抗体7E3与尿激酶偶连，在体外溶解血栓凝块时，7E3Fab’-uPA偶连物较尿激酶或尿激酶与7E3F(ab’)2溶栓效率有显著提高。

我研究室利用抗人活化血小板GMP140单抗SZ-51研制的SZ-51 Fab片段与尿激酶（uPA）B链形成的化学偶联产物，在体外溶栓试验中显示出溶栓效率比单用uPA提高3-5倍。为了降低鼠源性抗体的免疫原性，为能够大量、长期获得稳定均一的产物，应用基因工程技术，我们完成了SZ-51的人源化工作，并构建了含有人源化抗人活化血小板单抗SZ-51Hu 和scuPA融合基因的表达载体，并在SP2/0细胞成功表达了SZ-51Hu -scuPA融合蛋白，体外溶栓试验表明该融合蛋白溶栓效率比单用uPA提高4.1-8.4倍]。在中国仓鼠肺动脉梗塞模型溶栓实验显示：在给予2000IU/kg的溶栓剂时，SZ-51Hu –scuPA溶栓率比uPA提高3.9倍，并且体内、体外实验中均无明显纤维蛋白原的降解。

单抗与抗血栓药物

 溶栓药物明显提高了心肌梗死及其它血栓性疾病病人的存活率，但仍有约30%的病人血栓不能溶解，或灌注后再发生血管闭塞。增加纤溶药物的剂量并不能相应提高溶栓效果，反而增加出血的危险性造成这种情况的原因有多种，主要是由于溶栓的同时可激活凝血因子和血小板。因此人们试图在溶栓的同时抑制血小板的活化，以期获得更有效的溶栓效果。 

    称为“抗血小板药物” 的一类药物已经作为治疗血栓性疾病的有效手段在临床广泛应用。最常用的抗血小板药物就是阿斯匹林，它是通过抑制血小板花生四烯酸的代谢，阻断血栓烷A2的产生，而具有抗血小板聚集功能的作用。第二类抗血小板药物是血小板ADP受体拮抗剂，如抵克力得（Ticlid，TP），它们能阻断ADP诱导血小板聚集、活化的功能。然而，血小板还可以通过胶原受体、凝血酶受体以及非花生四烯酸代谢途径“活化”、“聚集”而形成血栓。因此，这两类药物都不能完全阻断血小板血栓的形成。最有效的抗血小板药物是GPⅡb-Шa 拮抗剂，因为不管通过什么受体，什么代谢途径，最后必须通过GPⅡb-Шa复合物的纤维蛋白原受体，血小板才能发生“聚集”而形成血栓。这三类抗血小板药物的作用机理参见图5。


在GPⅡb-Ⅲa拮抗剂中,最成功的抗血小板药物是抗GPⅡb-Ⅲa的单抗7E3（商品名为ReoPro）。7E3对GPⅡb-Ⅲa的封闭作用与剂量相关，只要阻断约80％的GPⅡb-Ⅲa位点，就能完全抑制血小板的聚集反应。EPIC临床试验证明，7E3应用于进行“经皮穿刺冠状动脉成形术（PTCA）”的急性心肌梗死患者，取得满意的疗效。在TAMI－8临床试验中证明，急性心肌梗死患者进行溶栓治疗时，加用ReoPro，可使24小时冠脉开通率增加，溶栓后心肌缺血事件减少，而出血副作用并无增加。EPISTENT临床试验证明，在冠脉内支架上，加涂ReoPro可有效防止再狭窄的发生。7E3单抗的临床研究大大促进了单抗在疾病治疗中的应用。表3列举了近年来已在临床应用的一些单克隆抗体。

表3 临床治疗应用的单克隆抗体

	年份*
	  商品名
	  识别抗原
	适应证

	1986
	Orthoclone
	CD3
	移植排斥

	1994
	ReoPro
	GPⅡb-Ⅲa
	PTCA，心绞痛

	1997
	Rituxan
	CD20
	淋巴瘤

	1997
	Zenapax
	IL－2R
	移植排斥

	1998
	Simulect
	IL－2R
	移植排斥

	1998
	Synagis
	RSV
	婴儿RSV

	1998
	Remicade
	TNF
	Crohn氏病

	1998
	Herceptin
	HER－2
	乳腺癌

	2000
	Mylotarg
	CD33
	白血病


* 指获得FDA批准的年份

  我们研制的抗血小板膜GPIIIa单抗，如SZ-21等亦能显著抑制血小板的聚集功能。这类单抗与抗GPIIb的单抗，如Y262等组成的双功能抗体“DiMAb”

可以完全封闭GPIIb-IIIa的受体功能。初步实验结果表明这种“DiMAb”在体外对血小板功能的抑制作用强于7E3，值得进一步研究和开发。

结 语

    血栓性疾病的防治是保健事业的重要课题。近年来利用与血栓形成相关的特异性单抗，成功地进行了血栓导向显像诊断，导向溶栓治疗，以及新型抗栓和抗血小板药物的研究。这些研究结果显示了血栓导向单抗对血栓性疾病的诊断与治疗有着良好的应用前景。
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Studies on monoclonal antibodies to human platelets

Changgeng Ruan, Jiangsu Institute of Hematology, Suzhou 215007, China

Thrombotic diseases such as acute myocardial infarction, pulmonary embolism and acute ischemic stroke are a major health care problem. Many efforts to the diagnosis and the therapeutic management of such diseases have been done. A SZ-series monoclonal antibodies ( MoAbs ) are developed in Thrombosis and Hemostasis Research Unit of our institute since 1981. These MoAbs are related with the thrombus formation and have been applicated in the studies for thrombotic disorders.

Thrombus imaging Both fibrin and activated platelets are important components of thrombus, so the MoAbs specifically reacted with fibrin and activated platelets could be used as thrombus targeting agents. These antibodies are labeled with 99m Tc and provide excellent thrombus imaging. 

A murine MoAb SZ-51 specifically directed against GMP140 on activated platelets has been successfully used for thrombus imaging in canine experimental models of femoral arterial and venous thrombosis and in canine models of coronary artery thrombosis. To reduce the immunogenicity of murine mAb, we constructed and expressed a humanized antibody SZ51Hu in SP2/0.  The human/mouse chimeric antibody was also proved to enable imaging of vascular thrombi in the animal models.

Thrombolysis studies Antibody-targeted the thrombolytic agents to specific components of the thrombi is one of the new strategy to enhance the specificity and efficiency of thrombolytic agents. A recombinant plasminogen activator SZ51 Hu – scuPA has been produced in our institute. The thrombolytic property of the fusion protein was tested in an vitro system, the maximal lysis of the clots by SZ51Hu-scuPA was 4.1 to 8.4 times more potent than that by uPA. In the hamster pulmonary embolish model, the thrombolytic activity of SZ51Hu-scuPA was 3.9 times more than that of uPA.

Antithrombotic studies Thrombus targeted MoAbs were also used for the antithrombotic studies. The chemeric 7E3 antibody specifically directed against platelet GPIIb-IIIa receptor was effective in preventing both short-term and longer-term complication of coronary angioplasty.

In conclusion, many MoAbs specifically related with thrombus formation have been used for thrombus imaging, thrombolysis and antithrombotic studies. The application of these MoAbs in clinical medicine will open a new trends toward further improved the diagnosis and the therapeutic management of thrombotic diseases.
图3：99mTc-SZ51对实验性狗
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图4：99mTc-SZ51对人下肢
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图2：99mTc-SZ51对实验性狗
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              图1 血小板膜糖蛋白和VWF的作用机制


 (Fg:纤维蛋白原; Fn:纤维连接蛋白; Coll:胶原; Ec:内皮细胞)
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图5 抗血小板药物的作用机理
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