
亲和素放大促排在抗CEA单抗二步法预定位放免显像中的实验研究  

    预定位技术在肿瘤放免显像和治疗中的应用，为解决抗体在瘤内缓慢的低摄取和从血液及其它正常组织中的

慢清除等问题提供了新的方法。目前应用生物素化单抗和放射性标记链霉亲和素(SA)的二步法预定位放免显像，

在动物实验和临床研究中已取得一定的成果[1]。但是血循环中游离的生物素化单抗和内源性生物素可干扰随后

注入的标记SA与肿瘤的结合[1][2]。亲和素(Av)能在肝内迅速聚集，注射Av可将血循环中的生物素化抗体迅速

清除掉[1]。为了增加标记物在肿瘤内的摄取和血液中的清除，本实验在荷人结肠癌裸鼠模型中成功实现预定位

二步法的基础上，在生物素化抗CEA单抗(mAb-Bt)预定位后，先注射Av来追踪循环中的生物素化单抗和内源性生

物素并与其结合而将其清除，然后再注射153Sm-SA靶向肿瘤作显像剂，观察Av放大促排(chase)对153Sm-SA体内

分布及瘤内浓聚的影响。 

    

1  材料和方法 

    1.1  试剂 

    生物素活化酯(BNSH)、DTPA-生物胞素(DB2)和Av均为Sigma公司产品；链霉亲和素(Streptavidin, SA)由

上海市静安区医学化验所提供；153SmCl
3
 由中国原子能科学研究院提供。CEA mAb由上海市免疫学研究所制备。 

    1.2  抗CEA单抗的生物素化 

    BNSH/DMSO溶液(20 mg/ml)滴加至mAb(1mg/ml)的碳酸氢盐缓冲液(CBS)中，使生物素与单抗物质的量之比

为15~50；室温放置2 h，微量离心柱法纯化。间接酶联免疫吸附法(ELISA)鉴定生物素活性，SDS-PAGE测定生物

素化单抗纯度。 

    1.3  153Sm标记DB
2
及SA 

    按文献[3]所述的标记方法操作。 

    1.4  153Sm直接标记CEA mAb 

    取纯化的CEA mAb-DTPA偶联物溶液0.1 ml，加入约40 MBq的153SmCl
3
(比活度为22.2 GBq /ml)，室温反应

20 min，即得153Sm-DTPA-CEA mAb偶联物。用纸层析法测标记率和放化纯度，以30%硝酸胺处理过的新华Ⅰ号滤

纸作为支持物，展开剂为：磷酸三丁酯/丁酮/乙酸乙酯(4: 10: 3)。间接ELISA法鉴定标记物的免疫活性。 

    1.5  荷人结肠癌裸鼠模型 

    荷人结肠癌裸鼠由中科院上海药物所裸鼠动物房提供。癌组织块接种于4周龄裸鼠前肢皮下，待肿瘤长至

0.5~1 cm3时，用于体内分布和显像研究。 

    1.6  荷人结肠癌裸鼠模型的体内分布和定位显像  

    荷瘤裸鼠分3组，每组6只: (1)亲和素放大促排实验组：尾静脉注射100 μg mAb-Bt，48 h后腹腔注射Av 

80 μg，0.5 h再腹腔注射153Sm-SA 3.7 MBq/15 μg；(2)二步法组：尾静脉注射100 μg mAb-Bt，48 h后腹腔注

射153Sm-SA 3.7 MBq /15 μg；(3)直接标记法组：在开始实验后48 h腹腔注射153Sm-CEA mAb 3.7 MBq/20 μ

g。上述3组裸鼠在注射放射性标记物后4 h和24 h进行SPECT(Siemens ZLC3700)显像，显像后每一时相分别处

死裸鼠，分离肿瘤及各脏器，计算靶/非靶(T/NT)放射性活度比值。 

    1.7  统计学分析 
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    各组间T/NT比值比较采用方差分析的Student- Newman-Keuls法检验。 

    

2  结果 

    2.1  标记物鉴定 

    153Sm-CEA mAb的免疫活性为50%左右；SDS-PAGE示生物素化单抗仍呈现与未生物素化单抗相同的单一蛋白

条带。153Sm-CEA mAb、153Sm-DB
2
及153Sm-SA标记率分别为56%、大于80%和大于95%。 

    2.2  裸鼠显像 

    亲和素放大促排实验组在注射153Sm-SA后的4 h即见肿瘤部位有放射性浓聚，24 h显像清楚(图1)。各/时相

肝、脾、肾等部位均显像。而二步法组和直接标记法组4 h肿瘤部位未见明显放射性浓聚。 

    图1 荷人结肠癌裸鼠亲和素追击的二步法预定位RII 注射放射性标记物后4 h (A)和24 h (B)肿瘤处
见放射性浓聚(箭头示) 

    Fig.1 Two－step pretargeting radioimmunoimaging of a mouse bearing human colon 
cancer     

    Images were obtained at 4 h (A)and 24 h (B) after radiolabel injection (indicated by 
arrow-head)

    2.3  生物学分布测定 

    亲和素放大促排实验组瘤/血比值在注药后4 h和24 h分别为1.549±0.058和4.623±1.076，而二步法组和

直接标记法组则分别为1.004±0.221和2.028±0.367及0.260±0.084和0.847±0.368。各组间比较均有显著性

差异(P<0.05)(表1)。 



    

3  讨论 

    Av具有加快生物素化单抗从血中清除并向肝脾聚集的作用，即促排作用[4] 。Kobayashi等[4][5]对肿瘤放

免显像(RII)时利用注射的Av作为追击物(chaser)，达到核素标记生物素化单抗的促排目的。Kobayashi将其称

为亲和素放大促排系统，并进行了广泛深入的研究，获得了较理想的抗体生物学分布结果。本研究在进行皮下荷

人结肠癌裸鼠模型预定位RII时将亲和素放大促排系统引入二步法中，发挥其追踪促排作用，即先静脉注射生物

素化抗CEA单抗以定位于肿瘤处，48 h后经腹腔注射Av以追踪血液中游离的生物素化单抗并促进血中生物素化单

抗的清除，30 min后给予153Sm-SA。结果表明153Sm-SA可特异性定位于已预定位至肿瘤的生物素化单抗上。Av注

射可降低血中生物素化单抗的水平，且不影响标记SA在瘤内的聚集，Av 放大促排所得T/NT比值约为二步法的2倍

多。因此，Av 放大促排的引入可使血中放射性水平降低，T/NT比值增加。 

    在二步法预定位中，常需等待相当长一段时间以使血中单抗浓度得以降低，因为即使少量单抗滞留在血中仍

可迅速与随后注入的标记分子结合。因此为了确保游离的标记分子渗透到肿瘤内并经肾脏过滤和排泄，循环中的

单抗必须被饱和或清除掉。通过引入四价的Av 放大促排系统可有效降低单抗血浓度。为最大限度地提高靶位信

息量同时又加快清除血本底，应对不同的注射途径所用Av剂量、Av放大促排系统每抗体分子上结合的生物素分子

数目、生物素化抗体的使用剂量及预定位的时间等进行优化[4][6]。此外，本实验中Av 放大促排对二步法T/NT

比值的提高作用较文献报道低，可能与生物素化单抗的生物素化水平较低有关，因为Av的促排作用取决于单抗的

生物素化程度[6][7]。 
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