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摘要!采用3,R,D7/法对羊抗人3Db多克隆抗体$bH?b%进行%!*3标记&并观察了%!*3$bH?b在荷?F$!’人
结肠癌裸鼠体内的生物分布和(显像&以探讨肿瘤细胞分泌的3Db作为靶点进行肿瘤放射免疫显像和治疗
的可能性(结果显示&%!*3$bH?b具有良好的体外稳定性&其血液清除符合二室模型&8%)!)和8%)!*分别为

%9%’E和V&9’’E(尾静脉给药后&与%!*3标记的正常羊3Db$%!*3$3Db%对照相比&%!*3$bH?b具有更加明显的
肿瘤摄取(瘤体内给药的实验结果显示&%!*3$bH?b在肿瘤部位具有良好的滞留(在静脉注射后#!E&肿瘤
摄取达到最大&为(9#%h!9%’U3K)D(靶与非靶组织的放射性摄取比$F):F%随着时间延长逐渐增大(
上述结果提示&%!*3$bH?b具有肿瘤特异性摄取&这为以肿瘤分泌的3Db为靶点的肿瘤放射免疫显像和靶向
治疗提供了新思路(
关键词!3Db!%!*3!肿瘤显像!生物分布
中图分类号!FiV(&9#!W)%#$&&!!文献标志码’H!!文章编号’%"""$#*%!$!"")%"!$""##$"*
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!!经典的免疫学理论认为!免疫球蛋白#3N$
N-/,D1,M-1>/!3D$基因仅在\淋巴细胞发育过
程中进行选择性重排!因此免疫球蛋白是\淋
巴细胞的特征性产物’邱晓彦等(%$!)利用多种方
法证明了上皮样肿瘤细胞以及肿瘤组织也能够

分泌产生3Db’@E7/等(&)又在此基础上进行了
详细的验证!确证了3D在肿瘤细胞中的表达’
这一新理论的提出不仅对\细胞分泌3D的经典
理论提出了置疑和挑战!同时也引起了人们的思
考!即肿瘤细胞分泌的3D是否可以作为新靶点
用于肿瘤放射免疫显像和靶向治疗’本工作即
拟以此为出发点!用%!*3标记羊抗人3Db多克隆
抗体!观察其在荷人结肠癌裸鼠中的分布!探讨
放射性核素标记的针对肿瘤细胞分泌的免疫球

蛋白的抗体作为新型肿瘤放射免疫显像和治疗

药物的可能性’

?!实验材料
?@?!主要仪器与试剂

@W@$%*W放射性活度计%美国@06>/57O公
司&%V#"$""!全自动(计数仪%芬兰C7.B>/‘1$
N7.公司&HW$!"""放射性薄层扫描仪%美国

\>,4O0/公司&3FG@$=b%美国b71N0/公司&CK$
%"脱盐柱#=76E0R7Tb$!*$%瑞典 HN7.4E0N
\>,4O>7/O7 公 司&羊 抗 人 3Db 多 克 隆 抗 体
#bH?b$*羊3Db#b3Db$%美国=>DN0公司&3,$
R,D7/#%!&!V!($四氯&!($二苯$甘脲$%美国=>D$
N0公司&:0%!*3溶液#无载体$%放射性浓度为

&9#!#9VC\g"G!美国C7.B>/‘1N7.G>27=O>$
7/O7公司&其它试剂均为国产!分析纯’
人结肠癌细胞系 ?F$!’%北京大学医学同

位素研究中心传代细胞’

?@A!实验动物

\HG\"O小白鼠%*只!=C_级!雌性!(!#
周龄!体重%)!!!D’\HG\"O裸鼠%!!只!=C_

级!雌性!V!*周龄!体重%*!%#D’实验动物
均由北京大学医学部实验动物部提供’

A!实验方法
A@?!?AD9标记羊抗人97P多克隆抗体!P;SP"
采用3,R,D7/法!在预先包被*"#D3,R,$

D7/的标记小瓶中!依次加入%*"#G"9%N,1"

G!6?#9V 磷酸#C\$缓冲液!%""#DbH?b
#%"#G$!以及&#!#V;\g:0

%!*3#%"#G$!室
温振摇反应%"N>/!然后用CK$%"脱盐柱进行
纯化’反应后样品以及纯化后的样品均点样到

3FG@$=b!在)*U的甲醇展开体系中展开!用放
射性薄层扫描仪测定其标记率和放化纯度’
用同样的方法进行羊3Db#b3Db$的标记并

测定其标记率和放化纯度!用于阴性对照实验’

A@A!体外稳定性实验
取%""#G纯化后的

%!*3$bH?b分别加入到

’""#G生理盐水#:=$*胎牛血清#_\=$和裸鼠
血清#:;=$中!&#X振摇!孵育不同时间 #"*V*

!V*V)*#!E$!测放化纯度!评价其体外稳定性’

A@B!药代动力学

*只\HG\"O小白鼠!每只经尾静脉注射

%""#G
%!*3$bH?b#&#"B\g!!#D$!分别于注

射后不同时间点#**%!*&"N>/!%*!*V*)*%%*!!*

&V*V)*#!E$眼眶取血!称重并用(计数仪测量
其放射性计数!计算每克血液百分注射剂量率
#U3K"D$’采用b.06EC.>4N软件进行分析!计
算药代动力学参数’

A@C!细胞培养与荷瘤裸鼠动物模型
人结肠癌 ?F$!’细胞于含%"U胎牛血清#

_\=$的K;‘;培养基中!在&#X**U@I! 的
饱和湿度条件下常规培养’取!!只裸鼠!每只
裸鼠右侧腋窝皮下接种*f%"( 个细胞!=C_条
件下饲养!待肿瘤直径长至约%9"ON时#!!&
周$!用于显像和生物分布实验’
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A@D!!显像
取(只荷瘤裸鼠!于显像前&天开始饲以含

%U a3的无菌饮用水!封闭甲状腺"将其分为&
组!每组!只!一组用于尾静脉注射%!*3$bH?b!
另一组用于尾静脉注射%!*3$b3Db!第三组用于
肿瘤局部注射%!*3$bH?b"每只裸鼠分别注射

%&9&!;\g#%""#G!!!)#D$
%!*3$bH?b或

%!*3$b3Db!并分别于注射后V%V)%#!%%V)E将
裸鼠仰卧位固定于配有低能高分辨平行孔准直

器的双探头(相机#=>7N7/4!‘9@H;$下进行
平面显像"

A@M!?AD9RP;SP在荷瘤裸鼠中的生物分布

%(只荷瘤裸鼠随机分为V组!每组V只"
每只由尾静脉注射*(&9*B\g#%""#G!!9*

#D$
%!*3$bH?b!并于注射后!V%#!%%!"和%()E
按组将实验裸鼠断颈处死!取血液及主要脏器和
组织!称重并测量放射性计数!计算各器官或组
织的百分注射剂量率#U3K&D$"

B!结果与讨论
B@?!?AD9标记

bH?b及对照b3Db经3,R,D7/法标记后!
其标记率%)*U"反应产物经 CK$%"柱纯化
后!其放化纯度均大于’)U"在)*U的甲醇展
开体系中!游离%!*3的#2为"9#!"9)!%!*3标记
物的#2为"!"9%"
B@A!体外稳定性实验

%!*3$bH?b在&种不同体系中的放化纯度
示于图%"在观测的#!E内!%!*3$bH?b在:=%

_\=和:;=&种体系中的放化纯度基本保持
在’*U以上!无明显脱碘现象!说明标记物具有
良好的体外稳定性"

B@B!药代动力学
%!*3$bH?b在血液中的清除曲线示于图!"

采用b.06EC.>4N软件对实验数据进行分析!经
拟合符合二室模型##!A"9’)$!其分布相半衰
期 8%&!)为 %9%’E!消除 相 半 衰 期 8%&!*为
V&9’’E"

B@C!!显像
每组中的两只荷瘤裸鼠显像结果相似!其中

%只小鼠的代表性图像示于图&"由图&可以看
出!注射 %!*3$bH?b 或%!*3$b3Db 的荷瘤裸鼠!
在注射后V)E时肿瘤部位清晰可见!随着放射
性标记物在正常组织的代谢和在肿瘤部位的继

续浓聚!注射后%()E时肿瘤部位的显像更加清

晰"两种标记物的显像结果相比!注射后VE!
二者无明显差异!但随着时间的延长!%!*3$
bH?b在肿瘤部位的摄取均要明显高于%!*3$
b3Db!并且全身的本底低于%!*3$b3Db!证明了
%!*3$bH?b在肿瘤部位的特异性摄取"肿瘤内
局部注射%!*3$bH?b的荷瘤裸鼠!肿瘤部位始
终呈现很强的放射性浓聚!即使注射后%()E!
放射性物质仍基本浓聚在肿瘤部位!没有明显的
脏器趋向性!说明了肿瘤局部给药后!%!*3$
bH?b能够很好地滞留在肿瘤部位"
对于正常羊3Db#b3Db$的(显像!其肿瘤

摄取也高于其它正常组织!分析认为!由于大分
子物质在实体瘤中具有增强的渗透和滞留效应

#‘/E0/O7RC7.N70M>1>5<0/RW757/5>,/!‘CW$’V(!
使得其在透过高通透性血管后不易返回而滞留

在肿瘤部位"对于这种阴性抗体在肿瘤部位的
浓聚!也有文献’*$((报道"%!*3$bH?b在肿瘤部位
的浓聚不仅有特异性摄取!也存在‘CW效应"
肿瘤局部注射的显像结果表明!抗体在肿瘤部位
滞留较好!不易向正常组织扩散!这对于核素标
记抗体用于肿瘤局部注射治疗非常重要"

图?!?AD9RP;SP在B种体系中的
体外稳定性!2Nh%"+A&#

0)))生理盐水*-)))胎牛血清*+)))裸鼠血清

图A!?AD9RP;SP在Q;JQ$=
小鼠体内的血液清除曲线!2Nh%"+A*#
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图B!?AD9RP;SP和?AD9RP97P在荷瘤裸鼠中的!显像
!尾静脉注射"箭头指示肿瘤部位#

图C!?AD9RP;SP在荷瘤裸鼠中的!显像
!瘤体内注射"箭头指示肿瘤部位#

B@D!生物分布
%!*3$bH?b在荷瘤裸鼠体内的生物分布示

于图*"靶组织$非靶组织的放射性比!F$:F#示
于图(%
由图*可以看出"尾静脉注射%!*3$bH?b

后"其在荷瘤裸鼠血液中的清除较慢"注射后

%()E"血液的放射性摄取仍高达’9VVh!9)#
U3K$D"高于其它组织%这可能与bH?b为全
抗分子"具有较高的相对分子质量!%*""""#有
关&另外"bH?b在血液中与血浆蛋白的非特异
性结合也可能影响其在血液中的清除%这对于
肿瘤的快速显像是不利的"因为增加了病人的额
外辐射剂量"但是对于放射免疫治疗来说"能够
增加肿瘤的摄取"提高治疗效率%两种已经上市
的放射免疫治疗药物 7̂Q01>/和\7TT0.均为治
疗性核素标记的全抗分子’#(%

!!由图*还可以看出"随着时间延长"非靶组
织的放射性摄取基本呈逐渐降低趋势"而肿瘤组
织的放射性摄取在注射后第&天出现峰值"为

(9#%h!9%’U3K$D"并始终保持较高的摄取
值%相对于其它高特异性的抗体显像剂来说"这
一肿瘤绝对摄取值并不是很高"这可能与肿瘤细
胞中人3Db的表达水平"以及3Db在 ?F$!’细
胞中)"U以上表达在胞浆内"细胞膜3Db的表
达只占3Db表达总量的!"U’!("而大分子抗体
很难透过细胞膜进入胞浆有关%
由图(则可以看出"注射后!VE"除了肿瘤

与血液及肺的 F$:F小于%外"其它组织均大
于%"并且随着时间延长"F$:F基本呈逐渐增
大的趋势%注射后%()E"肿瘤与肌肉的F$:F
达到最大"为#9&&h%9"#%提示抗体在正常组
织的清除比在肿瘤中快得多"随着正常组织内抗
体的清除以及肿瘤部位抗体的逐渐浓聚"肿瘤部
位的显像更加明显%

C!小!结
以上结果显示"%!*3$bH?b在荷 ?F$!’结

肠癌裸鼠中具有特异性的肿瘤摄取%尽管其血
液清除慢"肿瘤绝对摄取不高"不是一种理想的
肿瘤显像剂或治疗剂"但是这种以人3Db等肿
瘤分泌物质为靶点的研究可能会为肿瘤显像和

治疗提供新的思路%
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图D!?AD9RP;SP在荷瘤裸鼠体内的生物分布!2Nh%"+AV#
!!!!VE"0!!!#!E" !!!%!"E"&!!!%()E

图M!?AD9RP;SP在荷瘤裸鼠体内L$HL比值!2Nh%"+AV#
!!!!VE"0!!!#!E" !!!%!"E"&!!!%()E
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