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摘要院目的 提高抗 CEA 单抗二步法预定位放免显像的诊断效果遥方法 荷人结肠癌裸鼠经尾静脉注射生物素化抗

CEA 单抗 100 滋g袁4 8 h 后腹腔注射亲和素 80 滋g袁0 .5h再经腹腔注射 153Sm标记的 SA3.7MBq/15 滋早渊放大促排组冤遥以

二步法渊生物素化 CEA 单抗 -153Sm 标记链霉亲和素冤和 153Sm 标记的 CEA单抗作为对照组遥在注射放射性标记物后 4
和 2 4 h 进行体外 酌CT 显像和体内标记物分布测定遥结果 亲和素放大促排组 4 h 即见肿瘤部位浓聚放射性袁而对照组

无明显显影遥亲和素放大促排组瘤 / 血放射性比值在注药后 4 h 和 2 4 h 分别为 1.55依0.058 和 4.62依1.076袁高于对照组

渊二步法组和直接标记法组分别为 1.004依0.221 和 2.028依0.367 及 0.260依0.084 和 0.847依0.368冤遥结论 亲和素放大促排

能迅速降低血本底袁提高靶 / 非靶渊T/NT冤放射性比值袁缩短显像时间袁改善显像质量遥
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粤遭泽贼则葬糟贼:韵遭躁藻糟贼蚤增藻Topromote the diagnostic efficacyofradioimmunoimaging with two-steppretargetingwith anti-CEA
monoclonalantibodybytheemploymentofavidinchase. 酝藻贼澡燥凿泽Nudemicebearinghumancolonictumorandlabeledas
avidin chase group were injected with biotinylated anti-CEA monoclonalantibody (mAb-Bt), 48 h after which avidin
injectionwasperformedfollowedby 153Sm-labeledstreptavidin (SA) 30minlater. In the nudemiceservingastwo-step
pretargetinggroup, avidin injectionwas omitted andindirectlabelinggroup, neither 153Sm-SA nor avindin injectionwas
performed. Four and24haftertheinjection, emission CTimagingandbiodistributionof 153Sm-SA werestudiedinthe3
groupsandtheresultsstatisticallyanalyzed. 砸藻泽怎造贼泽Clearvisualizationofthetumorswasachieved4haftertheinjectionof
radiolabeled SA in avidin chase group and the tumor-to-blood radioactivity ratios at 4 and 24 h were 1.549依0.058 and
4.623依1.076respectivily,whilethoseoftwo-steppretargetinggroupwere1.004依0.221and2.028依0.367;indirectlabeling
group, theratioswere0.260依0.084and0.847依0.368, respectively. Thetarget-to-nontargetratiosofall organs inavidin
chase groupwere alsohigherthanthoseintheother 2 groups, inwhichthetumorswerepoorlyvisualized. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶
Avidin chasecouldincreasethetarget-to-nontargetratio, decreasethebloodbackgroundandshortentheimagingtimewith
improvedimagingquality.
运藻赠憎燥则凿泽: monoclonalantibody;radioimmunoimaging;avidin-biotin;neoplasms;nudemice

预定位技术在肿瘤放免显像和治疗中的应用袁为

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遥目前应用生

物素化单抗和放射性标记链霉亲和素渊SA冤的二步法

预定位放免显像袁在动物实验和临床研究中已取得一

定的成果[1]遥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尧2]遥亲和素渊Av冤能在肝内迅速聚集袁注射 Av 可将

血循环中的生物素化抗体迅速清除掉[1]遥为了增加标

记物在肿瘤内的摄取和血液中的清除袁本实验在荷人

结肠癌裸鼠模型中成功实现预定位二步法的基础上袁
在生物素化抗 CEA 单抗渊mAb-Bt冤预定位后袁先注射

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袁然后再注射 153Sm-SA 靶向肿

瘤作显像剂袁观 察 Av 放大促排渊chase冤对 153Sm-SA
体内分布及瘤内浓聚的影响遥

1 材料和方法

1.1 试剂

生物素活化酯 渊BNSH冤尧DTPA- 生物胞素渊DB2冤
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和 Av 均为 Sigma 公司产品曰链霉亲和素渊Strepta-
vidin,SA冤由上海市静安区医学化验所提供曰153SmCl3

由中国原子能科学研究院提供遥CEAmAb 由上海市

免疫学研究所制备遥
1.2 抗 CEA 单抗的生物素化

BNSH/DMSO 溶 液 渊20 mg/ml冤 滴 加 至 mAb
渊1mg/ml冤的碳酸氢盐缓冲液渊CBS冤中袁使生物素与单

抗物质的量之比为 15~50曰室温放置 2 h袁微量离心柱

法纯化遥间接酶联免疫吸附法渊ELISA冤鉴定生物素活

性袁SDS-PAGE 测定生物素化单抗纯度遥
1.3 153Sm 标记 DB2 及 SA

按文献[3]所述的标记方法操作遥
1.4 153Sm 直接标记 CEAmAb

取纯化的 CEAmAb-DTPA 偶联物溶液 0.1ml袁
加入约 40MBq 的 153SmCl3渊比活度为 22.2GBq/ml冤袁
室温反应 20min袁即得 153Sm-DTPA-CEAmAb 偶联

物遥用纸层析法测标记率和放化纯度袁以 30%硝酸胺

处理过的新华Ⅰ号滤纸作为支持物袁展开剂为院磷酸

三丁酯 / 丁酮 / 乙酸乙酯渊4: 10:3冤遥间接 ELISA 法鉴

定标记物的免疫活性遥
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

房提供遥癌组织块接种于 4 周龄裸鼠前肢皮下袁待肿

瘤长至 0.5~1 cm3 时袁用于体内分布和显像研究遥
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 组袁每组 6 只: 渊1冤亲和素放大促排

实验组院尾静脉注射 100 滋gmAb-Bt袁4 8 h 后腹腔注

射 Av80 滋g袁0 . 5 h 再腹腔注射 153Sm-SA 3.7MBq/15
滋g曰渊2冤二步法组院尾静脉注射 100 滋g mAb-Bt袁48 h
后腹腔注射 153Sm-SA3.7MBq/15 滋g曰渊3冤直接标记

法组院在开始实验后 4 8 h 腹腔注射 153Sm-CEAmAb
3.7MBq/20 滋g遥上述 3 组裸鼠在注射放射性标记物

后 4 h 和 2 4 h 进行 SPECT渊SiemensZLC3700冤显像袁
显像后每一时相分别处死裸鼠袁分离肿瘤及各脏器袁
计算靶 / 非靶渊T/NT冤放射性活度比值遥
1.7 统计学分析

各组间 T/NT 比值比较采用方差分析的 Student-
Newman-Keuls 法检验遥

2 结果

2.1 标记物鉴定
153Sm-CEA mAb 的 免 疫 活 性 为 50% 左 右 曰

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遥153Sm-CEAmAb尧153Sm-DB2

及 153Sm-SA 标记率分别为 56%尧大 于 80%和大于

95%遥

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袁2 4 h显像清楚渊图 1冤遥
各时相肝尧脾尧肾等部位均显像遥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遥
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 2 4 h分别为 1.549依0.058 和 4.623依1.076袁而二步法

组和直接标记法组则分别为 1.004依0.221 和 2.028依
0.367 及 0.260依0.084 和 0.847依0.368遥各组间比较均

有显著性差异渊孕<0.05冤渊表 1冤遥

3 讨论

Av 具有加快生物素化单抗从血中清除并向肝脾

聚集的作用袁即促排作用咱4暂遥Kobayashi 等咱4尧5暂对肿瘤放

免显像渊RII冤时利用注射的 Av 作为追击物渊chaser冤袁
达到核素标记生物素化单抗的促排目的遥Kobayashi
将其称为亲和素放大促排系统袁并进行了广泛深入的

研究袁获得了较理想的抗体生物学分布结果遥本研究

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袁发挥其追踪促排作

用袁即先静脉注射生物素化抗 CEA 单抗以定位于肿

瘤处袁4 8 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袁30min
后给予 153Sm-SA遥结果表明 153Sm-SA 可特异性定位

于已预定位至肿瘤的生物素化单抗上遥Av 注射可降

低血中生物素化单抗的水平袁且不影响标记 SA 在瘤

内的聚集袁Av 放大促排所得 T/NT 比值约为二步法

的 2 倍多遥因此袁Av 放大促排的引入可使血中放射性

水平降低袁T/NT 比值增加遥
在二步法预定位中袁常需等待相当长一段时间以

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 24h(B)肿瘤处见放射性浓聚(箭头示)
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Imageswereobtainedat4h(A)and 24h(B)afterradiolabel

injection(indicatedbyarrow-head)
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为确定上述指标对肝脏纤维化程度的诊断意义袁

我们以肝脏活检取得的肝组织病理学状态为标准袁研

究肝纤维化指标与肝组织炎症及纤维化程度的相关

性遥结果表明袁肝纤维化程度与炎症活动度呈正相关遥
为排除肝脏炎症对纤维化指标的影响袁我们分别观察

了纤维化指标与肝脏炎症及纤维化程度的相对独立

关系遥结果表明袁HA 水平在中度以上慢性肝炎患者

血清中高于正常对照袁与肝纤维化程度和肝脏炎症呈

正相关曰当肝组织存在肝硬化或肝硬化趋势时袁血清

HA 水平显著高于正常对照值袁因而血清 HA 升高可

反映肝组织纤维化程度袁尤其提示肝硬化发展征象曰
当存在肝纤维化时血清 LN 水平即可升高袁且与肝纤

维化程度相关曰慢性肝炎患者 PCIII尧IV-C 升高与肝

组织炎症活动度有关遥由于肝纤维化程度与肝组织炎

症相关袁因而 HA尧PCIII尧LN 及 IV-C 均可不同程度地

反映肝纤维化程度遥轻度慢性肝炎时血清透明质酸与

肝组织炎症活动度及肝纤维化程度均无相关性袁提示

血清透明质酸对于中尧重度慢性肝炎或肝硬化纤维化

更具诊断意义遥
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表 1 各组荷瘤裸鼠体内生物分布的 T/NT 比值渊曾軈依泽冤
贼葬遭援员栽怎皂燥则贼燥灶燥则皂葬造贼蚤泽泽怎藻则葬贼蚤燥泽燥枣遭蚤燥凿蚤泽贼则蚤遭怎贼蚤燥灶蚤灶增葬则蚤燥怎泽早则燥怎责泽燥枣灶怎凿藻皂蚤糟藻

遭藻葬则蚤灶早澡怎皂葬灶糟燥造燥灶糟葬灶糟藻则曾藻灶燥早则葬枣贼泽穴酝藻葬灶依杂阅雪

觹孕<0.05,***孕<0.01增泽theratiosat4h,24hafter 153Sm-SAinjectionintheother2groupsrespevtively

4 h 2 4 h 4 h 2 4 h 4 h 2 4 h
Liver 0.542依0.098 1.169依0.089 0.444依0.082 1.055依0.154 0.274依0.115 0.650依0.112
Spleen 0.737依0.075 1.552依0.017 0.596依0.098 1.158依0.073 0.296依0.118 1.006依0.234
Kidney 0.428依0.070 0.603依0.090 0.402依0.078 0.465依0.083 0.173依0.068 0.413依0.087
Bone 4.186依0.891 9.346依1.323 2.185依0.599 6.479依1.305 0.564依0.106 1.624依0.269
Lung 4.580依0.237 11.295依2.480 2.715依0.596 5.783依0.823 1.057依0.158 2.312依0.572
Muscle 5.284依0.442 12.717依1.333 3.865依1.133 8.146依0.998 1.057依0.155 3.282依0.400
Heart 5.805依0.575 17.116依1.733 5.037依1.257 11.686依2.298 1.441依0.255 3.212依0.481
Blood 1.549依0.058* 4.623依1.076** 1.004依0.221* 2.028依0.367** 0.260依0.084 0.847依0.368

Organs
Tumortonormaltissueratio

Avdinchase Two-steppretargeting 153Sm-CEAMcAb

使血中单抗浓度得以降低袁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遥因此为了

确保游离的标记分子渗透到肿瘤内并经肾脏过滤和

排泄袁循环中的单抗必须被饱和或清除掉遥通过引入

四价的 Av 放大促排系统可有效降低单抗血浓度遥为

最大限度地提高靶位信息量同时又加快清除血本底袁
应对不同的注射途径所用 Av 剂量尧Av 放大促排系

统每抗体分子上结合的生物素分子数目尧生物素化抗

体的使用剂量及预定位的时间等进行优化咱4尧6暂遥此外袁
本实验中 Av 放大促排对二步法 T/NT 比值的提高作

用较文献报道低袁可能与生物素化单抗的生物素化水

平较低有关袁因为 Av 的促排作用取决于单抗的生物

素化程度咱6尧7暂遥
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