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【摘+ 要】目的：研究两种全新的抗肝癌基因工程单链抗体

AHFMO 和 F8MO#@1)0 的&&2-8 标记方法及适宜条件以应用于放

免显像, 方法：选用二乙烯三胺五乙酸环酐（8:-@V3）作为螯

合剂，沿用比较成熟的标记方法，以标记率和标记物免疫活性

为指标分别测定两种单链抗体与&&2-8 偶联的适宜条件，并测

定标记物的比活度和体外稳定性, 结果：其他理化条件不变，

8:-@V 与 AHFMO 的浓度比为 $"W! ] *"W!，&&2 -8 活度 )% ] !*0
GEX 时，AHFMO 标记率为 ’$Y ] 0*Y；8:-@V 对 F8MO#@1)0 的

浓度比为 $"W! ] !"" W!，&&2 -8 活度为 )% ] !*0 GEX 时，F8MO#
@1)0 标记率为 ’0Y ]0&Y；且两种标记单链抗体的免疫活性

均在 ’"Y以上, 结论：通过对这两种全新的单链抗体的标记

和检测，得到了尽可能保持其原有免疫活性的标记条件，为通

过放免显像在活体内检验单链抗体亲瘤性奠定了基础,
【关键词】单链抗体；&&2-8；同位素标记；金属螯合剂；肝肿瘤

【中图号】^0!%, &+ + + 【文献标识码】V

HI 引言

经基因工程改造的人源化二硫键稳定的单链抗

体 AHFMO 和在此基础上融合了绿脓杆菌外毒素 V
（@FJ.H929>3F .S9=9S4> V，@1）基因的单链抗体 F8MO#
@1)0 是两种针对肝癌细胞有特异亲和力的全新抗

体, 在体外试验中，两种单链抗体均对 0"Y以上的肝

实体癌组织表现出较高的亲和性，这使得两种单链抗

体有望成为肝癌诊疗的有效靶向工具［! Z $］, 二乙烯

三胺五乙酸（:-@V）是一种强双功能络合剂，其标记

方法比较成熟，反应时间短，在最佳条件下，很少破坏

蛋白质的构型，对蛋白质的功能影响小, 我们选用二

乙烯三胺五乙酸环酐（8:-@V3）作为螯合剂，&&2-8 作

为核素示踪剂，在文献方法的基础上，探索针对两种

单链抗体的放射活性与免疫活性之间达到优化组合

时的标记条件，并测定体外稳定性，为其能够应用于

活体内的放免显像打下基础,

JI 材料和方法

J, J I 材料 I 人源化二硫键稳定的单链抗体 AHFMO
（$0 UJ）和融合单链抗体 F8MO#@1)0（’’ UJ），均由第

四军医大学病理学教研室刘彦仿教授惠赠；8:-@V
（分析纯，D4B23 公司）；D.;A3H.S R#(" 柱（@A3<23843

公司）；\A3=23> ! 号薄层层析纸（ 英国 \A3=23> 公

司）；&&2-8 _*
Z（ && G9#&&2 -8 发生器，广州希埃核医药

中心）；D>Q/$ ·$L$_（ 优纯极，天津克米欧公司）；肝

癌株 DGGQ#%%$!（ 本实验室保存）；EQV 试剂盒（ 碧
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云天生物技术研究所）!
!! "# 方法

"! #! "$ 适宜标记条件的确定

"! #! "! " $ %&’() 与单链抗体以不同的浓度比反应

$ 依照文献［* + ,］设定的反应条件! -%./0(1*2 的

磷酸盐缓冲液浓度为 # 3 4 5（* 6 "7 +8 9:; 4 5），<=>./
的磷酸盐缓冲液浓度为 287 93 4 5（* 6 "7 +8 9:; 4 5），

?@ 2! 7；%&’() 溶于二甲基甲酰胺成不同浓度，以 7
浓度作为对照组! %&’() 和抗体反应时相应的 %&’0
()A单链抗体浓度比为 7，# A "，#7 A "，,7 A "，"77 A "，

#77A"，室温下（#7B C #8B）反应 *7 9DE! 反应产物

过 F087 柱脱去未反应的游离螯合剂，淋洗液为 7! "
9:; 4 5 乙酸铵缓冲液（?@ G! 8），洗出液测 !#27 E9值，收

集蛋白峰，测定浓度，而后加入HH9’%I,
+ ，随即加入新

鲜配制的 " 3 4 5 的 -EJ;# 溶液 8 C "7 !5（ 溶剂为 87
99:; 4 5 盐酸），反应在室温下进行 *7 9DE! 分别设立

*K，K,，",2，#HG LMN 的活度剂量组进行对比试验!
"! #! "! #$ 纸层析法测定各成分 OP（比游移率）值、胶

体含量及标记率 $ 分别以无水丙酮和 "77 95 4 5 三

氯乙酸为展开剂，以最终反应混合物为样品，根据文

献［8］测定并计算样品 OP 值和放射性标记率! 将

Q<RS9RE T 层析纸经体积分数为 "U C #U 人血清白

蛋白预处理，以水A乙醇A8 9:; 4 5 氨水（体积比 8A#A"）

为展开剂测胶体含量!
"! #! "! *$ 纯化标记产物及放化纯度鉴定$ 锝标记反

应完成后再进行 "#! 7 %9 67! 2 %9 的 F087 凝胶柱层

析脱盐纯化，淋洗液为 7! " 9:; 4 5 磷酸盐缓冲液，?@
K! 7，洗脱液在活度计上测放射性，同时监测 !#27 E9

值! 纯化后的样品用与上述相同的纸层析方法行放

化纯度鉴定!
"! #! "! , $ 测定标记单链抗体的免疫活性 $ 肝癌株

-LLJ0KK#" 培养于含 "77 95 4 5 M-) 的 O(LT "G,7
中，重悬分离后用同等体积的 8 95 4 5 戊二醛室温下

固定 *7 9DE，洗涤后重悬于含 "7 95 4 5 M-) 的 (M-
中并细胞计数! 已纯化的标记HH9’% 的单链抗体的起

始浓度为 " 3 4 5，倍比稀释 G 个梯度，分别加入细胞悬

液管内，,B震荡 # < 进行反应! 反应后测每管放射性

（’），洗去未结合的标记单链抗体，再测每管放射性

（M），同时做封闭对照，即用未标记的单链抗体 87 !3
与标记单链抗体竞争结合抗原位点，以分析非特异性

结合的影响! 以 ’ 4 M 为纵轴，以 ’ 值倒数为横轴，直

线回归分析得到标记单链抗体的活性百分比［G］!
"! #! "! 8$ 标记物比活度的测定和适宜标记条件的确

定$ 从应用角度出发，选择活性分数和标记率均大于

G7U的实验组进行比活度测定! 在比活度测定结果

的基础上再同时对照单链抗体免疫活性分数大于

K7U、比活度大于 "28 FMN 4 3 的标记条件作为最适宜

标记条件!
"! #! #$ 体外稳定性的测定 $ 取 %&’() 与单链抗体

浓度比 #7 A"，HH9 ’% 活度 K, LMN 条件下的纯化标记

物，静置，在 #, < 内每 G < 取 * 份样本，应用凝聚柱层

析测定解离率!

"# 结果

"$ !# %&’() 与单链抗体以不同浓度比反应后的各

成分 *+ 值、胶体含量及标记率

#! "! " $ OP 值 $ 在 丙 酮 体 系 中，HH9 ’%I,
+ 的 OP 为

7! H C "! 7，单链抗体的 OP 为 7；在 "77 95 4 5 三氯乙

酸体系中，HH9’%I,
+ 的 OP 为 7! G C 7! K，单链抗体 OP

为 7；在水—乙醇—氨水系统中，胶体 OP 为 7，单链抗

体为 7! , C 7! 8，HH9’%I,
+ 为 7! G C 7! 2!

表 "$ 不同 %&’() 浓度比和不同HH9’% 活度对标记率的影响 （" V *，# $ %）

单链抗体
HH9’% 活度

（LMN）

不同 %&’() 浓度比下的标记率

7 #A" #7A" ,7A" "77A" #77A"

<=>./ *K 7! #* W 7! "# 7! ," W 7! 72 7! 27 W 7! 7" 7! 2, W 7! 7# 7! 22 W 7! 7* 7! H# W 7! 7#

K, 7! #8 W 7! "" 7! 8" W 7! "7 7! K, W 7! 7, 7! 28 W 7! 7" 7! 2G W 7! 7G 7! H" W 7! 7#

",2 7! "H W 7! ", 7! ,2 W 7! 7, 7! G# W 7! ", 7! KK W 7! 7* 7! 2* W 7! 77 7! 28 W 7! 7K

#HG 7! "G W 7! 7G 7! #8 W 7! 7K 7! *8 W 7! 7" 7! ,, W 7! "7 7! 8H W 7! "" 7! G# W 7! 7H

>%./0(1*2 *K 7! ## W 7! "" 7! ,2 W 7! 7G 7! K# W 7! 7H 7! 2G W 7! 7* 7! 2H W 7! 7" 7! 22 W 7! 7*

K, 7! "G W 7! "# 7! 88 W 7! 78 7! GH W 7! 7K 7! 27 W 7! 7, 7! 2, W 7! 7, 7! H# W 7! 78

",2 7! "" W 7! 7* 7! 8" W 7! "" 7! G2 W 7! "# 7! KK W 7! 78 7! 2# W 7! "7 7! H7 W 7! 7#

#HG 7! 7G W 7! 78 7! *G W 7! "# 7! 88 W 7! 7* 7! G8 W 7! 72 7! K7 W 7! 7H 7! 2# W 7! 77
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!" #" ! $ 胶体含量 $ 对照组的胶体含量为最高，在
%%&’(活度 !%) *+, 时达到了 --.（ /0123）和 45.

（1(2367859），加入螯合剂后，胶体量明显减少，随着

螯合剂反应量的增加，胶体含量呈下降趋势" 在 (:’6
7; 浓度比 !<<=#，%%&’( 活度在 5> *+, 时，两种单链

抗体的标记混合物中的胶体含量均小于 #. "
!" #" 5$ 标记率$ 不同 (:’7; 浓度比和%%&’( 活度的

不同对标记率的影响见表 #" 试验中未加螯合剂的对

照组标记率最低，加入螯合剂后标记率明显上升，并

且随着螯合剂浓度比的增加标记率也随之上升；另一

方面随着投入%%&’( 的活度增加，标记率却随之递降"
!" !" 标记物的纯化及放化纯鉴定" 标记物的纯化洗

脱结果见图 #" 洗脱曲线 !!9< ?& 为单峰，放射性洗脱

曲线呈现两个峰，其第一峰与 !!9< ?& 峰吻合，证明放

射性第一峰即标记的单链抗体峰" 经柱层析后的标记

物再用纸层析测得放化纯在 %5. @%9.，胶体含量未

能测出"
!" #" 不同标记率的单链抗体免疫活性" 不同 (:’6
7; 浓度比和%%& ’( 活度的不同对单链抗体活性的影

响见表 !" 在 ’ A + 对 ’ 的点图上用直线回归分析，利

用回归方程求出直线在 " 轴上的截距，该截距的倒

数即是单链抗体的活性分数" 方程的检验 # B <" <-，

相关性显著"

图 #$ 标记物的凝胶色谱层析洗脱曲线

表 !$ 不同 (:’7; 浓度比和不同%%&’( 活度对单链抗体活性的影响 （$ C 5，% & ’）

单链抗体
%%&’( 活度

（*+,）

不同 (:’7; 浓度比下的单链抗体活性分数

< !=# !<=# 4<=# #<<=# !<<=#

/0123 5> <" -4 D <" #4 <" %< D <" <# <" 94 D <" <! <" >! D <" <5 <" -% D <" !# <" 55 D <" !-

>4 <" -- D <" #% <" 9- D <" <) <" 9< D <" <- <" >5 D <" <> <" -5 D <" #! <" !> D <" #9

#49 <" 4# D <" <- <" 9) D <" <# <" >- D <" << <" )< D <" #5 <" -) D <" <5 <" #9 D <" <9

!%) <" !< D <" #! <" >! D <" <! <" )) D <" <9 <" -- D <" #! <" 4% D <" #4 <" #) D <" <%

1(2367859 5> <" 5% D <" !# <" 9- D <" <4 <" 9! D <" <# <" 9! D <" <- <" ># D <" #! <" -9 D <" #-

>4 <" 5< D <" <5 <" 99 D <" <# <" >> D <" <5 <" >9 D <" <4 <" )! D <" <> <" -) D <" #%

#49 <" !! D <" #< <" 9! D <" <! <" >> D <" <) <" >< D <" <! <" )< D <" <> <" 4# D <" <)

!%) <" ## D <" <5 <" )% D <" #4 <" )4 D <" <4 <" )- D <" ## <" 4) D <" #5 <" 5% D <" #4

!" $" 标记物比活度的测定和最适宜标记条件的确定

!" 4" #$ 标记单链抗体比活度测定$ 从表 #，! 中选择

活性分数和标记率均大于 )<. 的实验组" 对于 /016
23，选择螯合剂的浓度比在 !<=# @ 4<=# 之间，%%&’( 的

活度从 5> @ #49 *+, 标记条件下的标记物进行比活

度测定；1(2367859 则选择螯合剂浓度比在 !< = # @
#<<=#，%%&’( 活度 5> @ #49 *+, 条件下的标记物进行

比活度测定（表 5）"
!" 4" !$ 单链抗体免疫活性分数大于 ><.，比活度大

于 #9- E+, A F 的标记条件$ /0123 的标记条件：(:’6
7;= /0123 为 !< =# 时，标记锝活度为 >4 @ #49 *+,，

(:’7;=/0123 为 4<=# 时，标记锝活度为 >4 *+,；1(236
7859 的标记条件：(:’7;=1(2367859 在 !<=# 到 4<=#
范围内，标记锝活度为 #49 *+,"
!" %" 体外稳定性的测定 " #! / 内两种单链抗体的

解离率相近而且均小于 -.，说明两种单链抗体在

%%&’(的半衰期内都是很稳定的" !4 / 1(2367859 的解

离率高于 /0123 的 ! 倍，表明前者的稳定性较后者差

（表 4）"

表 5$ 标记单链抗体比活度测定 （$ C 5，% & ’）

单链抗体
%%&’( 活度

（*+,）

比活度（E+, A F）

!<=#! 4<=# #<<=#

/0123 5> #9- D 5 #>5 D - —

>4 !99 D - -!4 D ) —

#49 ->5 D ##4 )>< D 5< —

1(2367859 5> >4 D % #!> D 4 #<5 D #

>4 #>) D #> #>% D 9 !5% D ##

#49 !9> D -- 5)9 D !4 5)4 D 4-

!(:’7; 和单链抗体的浓度比"
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表 !" 标记单链抗体体外解离率（# ） （! $ %，" # $）

标记单链抗体 & ’ () ’ (* ’ )! ’

’+,-./00123 (4 5 6 74 % !4 % 6 74 ! *4 ! 6 74 ) ((4 8 6 (4 7

,3-./9:%*/00123 )4 ! 6 74 5 !4 ( 6 74 ) ((4 7 6 )4 ) )!4 ) 6 84 %

!" 讨论

由于 3;29< 螯合蛋白的方法在国内外都比较成

熟，故在标记试验中，取影响抗体免疫活性的主要因

素来进行对比，同时对还原剂 =>?@) 的量和反应中的

AB 值 这 两 个 非 常 关 键 的 影 响 因 素 进 行 了 摸 索4
=>?@) 用量与锝的量有一定关系，且成平台效应，即锝

量固定时，=>?@) 用量低于某个最小值时标记率大幅

度下降，高于某个最大值时反应溶液出现混浊，凝胶

过滤不能得到 %)*7 >1 峰；锝量增加时，平台也相应改

变4 最终以标记率为标准，将 =>?@) 溶液定为 ( C D E，

该浓度既避免了稀释溶液引起副反应，又不至于影响

AB 值4 理论上在中性和碱性溶液中，00123 易于形成

不溶性氧化物，故实验中第一次凝胶层析使用 AB 为

&4 5 的缓冲液，锝标记反应即是在该 AB 值下进行，在

其他步 骤 中 AB 偏 中 性，对 于 已 标 记 的 抗 体 影 响

较小4
理论上，在其他理化条件固定且001 23 比活度不

变时，螯合于抗体上的螯合剂数量决定了放射性核素

的标记率4 由于不能直接测定每个抗体上接合的

3;29< 分子数，所以最终以001 23 的标记率来间接反

映 3;29< 螯合于抗体上的数量4 由于标记率与00123
的活度有直接关系，故需要设立不同的001 23 活度水

平来进行对比试验4 标记物的比活度过高会增加非

靶组织的本底，导致 2 D F2 下降，过低又会延长显像

时间，得不到清晰的图像，或消耗过多昂贵的抗体，所

以测定标记物的比活度可用于进一步选择标记方案4
两种单链抗体尽管分子质量差别 )4 %5 倍，但在

标记过 程 中 的 理 化 性 质 与 检 测 结 果 却 非 常 相 似4
EG>HIJC>I 等［8］认为 ;29< 与蛋白质的结合在一级结

构上依赖于与赖氨酸残基的 !/氨基酰化，在空间结

构上依赖于蛋白质的 " 螺旋的数量，所以依据该理

论可以推断两种单链抗体的空间结构大体相似4 单

链抗体 ,3-./9:%* 是包涵体变性后再复性得到的可

溶性产物，其功能集团比 ’+,-. 多，分子形态比 ’+,-.
复杂，这有可能是其标记物体外解离率高于 ’+,-. 的

原因4
试验中设立对照组是由于单链抗体在不用螯合

剂的情况下依然有 57# 的标记率，过程简单快速，但

活性实验中发现直接标记的单链抗体活性很低4 在

凝胶电泳中发现，直接标记的两种单链抗体电泳条带

中多出两条大小不等的染色带，这表示在直接标记过

程中单链抗体被破坏，造成单链抗体的不稳定和活性

丧失，证明了直接标记的方法不适用于这两种抗体4
试验中用以选择最适宜标记条件的标准，是在考虑了

单链抗体试验用量、应用于放免显像的用量以及预期

的显像质量和效果后确定的4 这些标准下的标记条

件最终对显像是否有最优化的作用，还有待于进一步

的放免显像试验4
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