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摘要 选用!*)+,标记抗 -./单抗（01/2）和螯合 345/生物素（36$），利用生物素化单抗 ’亲和素

’ !*)+, ’ 36$的三步法在荷人结肠癌裸鼠模型中进行预定位放免治疗。以!*)+, ’ -./ 01/2、!*)

+, ’ ,789、!*)+, ’ 36$作为治疗对照组，!%%!: 生理盐水作为非治疗对照组，在移植瘤接种后的第
)天实施治疗，采用单次较大剂量治疗（!!;!06< =每鼠），定期测量裸鼠的体重、血白细胞计数和肿
瘤生长体积以及瘤块的组织病理学检查，观察肿瘤抑制效应及毒副作用。结果表明，预定位放免

治疗与直接标记单抗放免治疗对肿瘤有明显的抑制作用，治疗第 *周肿瘤抑制率分别达到 >%;
#&?和 &>;((?，组织病理学结果提示肿瘤组织呈坏死样改变，而正常脏器如肝、肾等未见损伤；治
疗前后白细胞计数以!*)+, ’ -./ 01/2及!*)+, ’ ,789两组降低最为显著。提示预定位放免治疗
具有低毒高效的治疗作用，较!*)+, ’ -./ 01/2具有更大的安全性。
关键词 预定位放免治疗，亲和素 ’生物素系统，!*)+,标记物
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亲和素 ’生物素系统（/ABCBD ’ 2BEFBD GHGFI,，/6+）预定位技术的研究始于 >%年代中期，其
应用方法主要有两步法和三步法［!］。其中三步法是在生物素化单抗注射后，用亲和素（/ABCBD，
/A）作为“追捕物”（-JKGIL）来清除循环中肿瘤未结合单抗，然后再给予核素标记生物素及其衍
生物。三步法预定位技术中的第二步和第三步对所有研究均是通用的，而放射性标记生物素

及其衍生物既可作为诊断用核素也可作为治疗用核素的载体。!*)+,系镧系放射性核素，对放
射免疫治疗具有极好的物理特性。它系"辐射体［ !,KM N #(%OIP（)%?），&!%OIP（*%?）和
>!%OIP（$%?）］，半衰期为 ! ;"*C，并且还发射 !%)OIP的#射线（$>?），又适宜于#显像。因此
是目前令人瞩目的治疗用核素之一［$］。本工作选用适合国内推广的既发射#射线又发射"射
线的核素!*)+,，以直接标记单抗作为对照，在荷人结肠癌裸鼠模型上实现三步法放免预定位
治疗的实验研究。

! 材料和方法

" ;" 试剂
抗 -./单抗（-./ 01/2）及正常小鼠 789（,789），由上海市免疫学研究所制备；生物素活

化酯（6Q+R）、345/ ’生物胞素（36$）和亲和素（/A），+B8,K公司产品；链霉亲和素（+FLISFKABCBD，
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!"），上海市静安区医学化验所提供；#$%!&’(%，中国原子能科学研究院产品。
! )" 标记方法和鉴定
! )" )! 抗 ’*" +,"-、正常小鼠 ./0的生物素化（’*" +,"- 1 23、&./0 1 23） 24!5 6 7+!8溶
液滴加至 +,"-或 &./0的碳酸氢盐缓冲液（’2!）中，室温放置 #9，微量离心柱法纯化。间接
*:.!"法鉴定生物素活性，!7! 1 ;"0*测定生物素化单抗纯度。
! )" )" 抗 ’*" +,"-与 7<;"偶联物（’*" +,"- 1 7<;"）的制备 用 7<;"环酐法标记单抗，
参照 5=>3?@A,9等［%］的方法。配制 #&/ 6 &:的 ,7<;">氯仿悬液于小瓶中，按 ’*" +,"- 6 7<;"
摩尔比 # BCD取 ,7<;">。用高纯度的氮气吹干，加 CDD!/的 ’*" +,"-（用 E5 F) C 的碳酸氢盐
缓冲液配制），混匀后置于室温下振荡 #&A=，反应 #$—CD&A=，用乙酸终止反应。微量离心柱法
纯化。

! )" )# 抗 ’*" +,"-的#$%!&标记（#$%!& 1 ’*" +,"-） 取纯化的 ’*" +,"- 1 7<;"偶联物溶
液 D )#&:，加入约 GD+2H的#$%!&’(%（比活度为 CC ) C02H 6 &:），室温反应 CD&A=，即得#$%!& 1 7<I
;" 1 ’*" +,"-偶联物。%DJ三氯乙酸沉淀法测定标记率和放化纯度，间接 *:.!"法鉴定标记
物的免疫活性。

! ) " ) $ 72C的#$% !&标记（#$% !& 1 72C） 用#&?( 6 :醋酸钠将72C配成浓度C&/ 6 &:，加入
#$%!&，室温放置 %D&A=。薄层层析测定标记率和放化纯度，以硅胶薄层层析板作为支持物，展开
剂为 F$J甲醇溶液。
! )# 荷人结肠癌裸鼠模型的预定位放免治疗
! )# )! 肿瘤动物模型 自行建立的裸鼠皮下可移植性人结肠癌模型。将瘤块组织剪成碎片，
加入少许生理盐水，然后用针筒抽取少许（约 D ) C&:），注入 G—$周龄 2":2 6 ’裸鼠前肢皮下，
#C9伤口愈合，接种肿瘤第 %天进行治疗。
! )# )" 动物分组 采用单次较大剂量治疗。将荷瘤裸鼠随机分为 $组，每组 $只。"组为三
步预定位治疗组，尾静脉注射 #DD!/ ’*" +,"- 1 23，GF9后注射 FD!/ "K，CG9再经腹腔内注射
## )#+2H 6 #DD!:

#$%!& 1 72C。2、’、7三组为治疗对照组，2组腹腔内注射#$%!& 1 ’*" +,"- ##)
#+2H 6#DD!:，’组腹腔内注射

#$% !& 1 &./0 ##) #+2H 6 #DD!:，7 组腹腔内注射
#$% !& 1 72C ## )

#+2H 6 #DD!:。*组为非治疗对照组，腹腔内注射生理盐水 #DD!:。
! )$ 肿瘤抑制效应的观察
! )$ )! 肿瘤生长速度检测 采用双盲法，在治疗前后每周定时测量肿瘤的最长径（!）和最短
径（"），按照 # L # 6 M"!"C的公式［G］计算肿瘤体积（,&%）。并按下列公式计算肿瘤抑制率

（.N）［$］。
.NJ L［（非治疗对照组肿瘤体积 1治疗组肿瘤体积）6非治疗对照组肿瘤体积］O #DDJ

! )$ )" 组织病理学检测 治疗 %周后处死实验裸鼠，分离肿瘤及裸鼠正常器官组织，称重后
用 #DJ福尔马林溶液固定，作常规病理检查。
! )% 毒副作用的观察
! )% )! 定期测量裸鼠体重 以末体重 6初体重（P2Q6 .2Q）作评价，当 P2Q6 .2QR D)FD判断无
毒性，P2Q6 .2QS D)FD判断有毒性［$］。
! )% )" 观察治疗前后白细胞计数的变化 治疗前后每周常规取血作白细胞计数，判断辐射对
宿主造血功能的影响。
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! !" 统计学分析
实验数据采用 ! 检验处理。

" 结果

# !! 标记物
#$%&’ ( )*+ ,-+.比活度为 #$ ! $/012 3 ’45，放化纯度 6 7$8，标记单抗的免疫活性 $98左

右。#$%&’ ( :1"比活度为 %;012 3 ’’45，与 &+结合后放化纯度 6 7$8。
# !# 各组肿瘤的生长抑制情况
# !# !! 各组肿瘤体积变化（表 #） 从表 #可见，治疗第 #周内，各组肿瘤体积无明显差异。治
疗第 "周后，预定位治疗组和标记单抗治疗组肿瘤生长开始减慢；第 $周时的肿瘤体积明显小
于非治疗对照组（" < 9! 99#）。此时#$%&’ ( ’=>0治疗对照组和#$%&’ ( :1" 治疗对照组也小于

非治疗对照组（" < 9!9#）。
表 ! 各组肿瘤体积（$$%）变化

&’()* ! &+$,- .,)+$（$$%）/,- .’-0,+1 2-,+3 （ # ? $）

组别 0@4AB
鼠数

CA’.D@
给药时间 3周 EF’D GHID@ FJKD-IF4J 3 LDDM

# " % / $
预定位治疗组

N@DIG@>DIFJ> O=E
$ "P!# ? Q !7 P9 !# ? "P!##） #"/!" ? /;!/"） "$"!7 ? /;!9"） /"7!7 ? ;$!7"）

#$%&’ ( ,-+.组
#$%&’ ( ,-+.

$ ";!P ? #"!Q ;" !% ? #Q!;#） #$P!Q ? "Q!%"） "Q"!# ? %/!;"） /;7!; ? $%!/"）

#$%&’ ( ’=>0组
#$%&’ ( ’=>0

$ %P!Q ? "/!9 ##9 !7 ? "/!$ %"/ !$ ? PQ !/ Q"% !P ? %9% !/ #$P" !9 ? /"/!/

#$%&’ ( :1"组

#$%&’ ( :1"
$ $# !$ ? "$!7 ### !7 ? #%!/ %P/ !Q ? P" !$ 7"" !; ? "$; !# #P79 !7 ? %#;!9

对照组

)4JI@45
$ $7 !P ? %9!# #/# !/ ? //!P /97 !Q ? ;7 !/ #97; !" ? "Q9!P """/ !P ? $;%!;

#）与对照组相比 " < 9!9$，"）与对照组相比 " < 9!9#
#）" < 9!9$ -4’BG@DR LFIS -4JI@45 >@4AB，"）" < 9!9# -4’BG@DR LFIS -4JI@45 >@4AB

# !# !# 各组肿瘤生长抑制率（表 "） 从表 "可见，预定位治疗组和标记单抗治疗组对肿瘤的
生长有明显抑制作用，治疗后第 $ 周肿瘤平均抑制率分别为 Q9 ! P;8和 ;Q ! //8，而#$% &’ (
’=>0和#$%&’ ( :1"治疗对照组对肿瘤的抑制率分别为 "7 !;Q8和 "% ! 778。经统计学处理，前
两组与后两组差异有非常显著性（" < 9!9#）。

表 # 各治疗组肿瘤生长抑制率
&’()* # 4560(07,-8 -’7* ,/ 7+$,- 2-,976 /,- .’-0,+1 2-,+3 （8）

组别 0@4AB
治疗后时间 3周 EF’D GHID@ FJKD-IF4J 3 LDDM

# " % / $
预定位治疗组 N@DIG@>DIFJ> O=E $P!%Q $; !$9 P7 !P7 ;P !7$ Q9 !P;

#$%&’ ( ,-+.组 #$%&’ ( ,-+. $%!P7 /Q !Q; P# !;/ ;/ !"7 ;Q !//
#$%&’ ( ’=>0组 #$%&’ ( ’=>0 %Q!"$ "# !$; "9 !Q# "/ !7/ "7 !;Q
#$%&’ ( :1"组

#$%&’ ( :1" #% !$7 "9 !QP #9 !7Q #$ !79 "% !77
注：前两组与后两组相比 "均 < 9!9#
C4ID：)4’BG@FTF4J ( .DILDDJ HF@TI IL4 >@4ABT GJR ISD IL4 H4554LFJ> >@4ABT " < 9!9#
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! !! !" 治疗后组织病理学检查（图 "—#） 从图 "—#可见，取接受"$#%& ’ ()* +,*-及三步预
定位治疗后裸鼠的肿瘤组织，其组织病理学检查可见肿瘤组织呈坏死样改变，而正常脏器如

肝、肾等未见损伤。

图 # 荷瘤裸鼠接受"$#%& ’ ()* +,*-治疗后
肿瘤组织石蜡切片 .)染色

$%&’# .) /0123234 56 07&58 02//79 23 37:9 &2,9
-918234 .(( 89,92;9: "$#%& ’ ()* +,*- <=>

图 ! 荷瘤裸鼠接受三步法预定位治疗后
肿瘤组织石蜡切片 .)染色

$%&’! .) /0123234 56 07&58 02//79 23 37:9 &2,9
-918234 .(( 89,92;9: ?89018490234 <=>

图 " 荷瘤裸鼠接受三步法预定位治疗后肝脏组织石蜡切片 .)染色
$%&’" .) /0123234 56 @2;98 02//79 23 37:9 &2,9 -918234 .(( 89,92;9: ?89018490234 <=>

! !" 标记物的毒副作用评价
! !" !# 裸鼠白细胞计数 治疗前后每周检测外周血白细胞数，与非治疗对照组比较，"$#%&各
治疗组在治疗后 A周内血白细胞总数均有不同程度的下降，并在第 $周后渐恢复正常，其中尤
以"$#%& ’ &=4B治疗对照组和标记单抗治疗组血白细胞总数降低更甚，且恢复正常所需的时间
更长。提示在该辐射剂量下对宿主的造血功能有抑制作用。

! !" !! 裸鼠体重测量 预定位治疗组及治疗对照组在治疗期间 CDEF =DE均大于 G ! HG，说明
所采用的剂量无毒性反应。

# 讨论

肿瘤放射免疫治疗（<=>）临床应用的最大障碍是肿瘤与标记抗体的结合率（I=J F 4）低［K］。
药代动力学研究还表明，标记抗体在肿瘤内定位和从正常组织脏器（本底）清除相对缓慢，需要

AL—LHM才能在肿瘤部位达到最大聚集，此时血循环中的抗体尚未完全清除，故 <=>对放射性
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敏感的骨髓具有剂量依赖性毒性作用，使治疗时投入的有效剂量受到限制［!］。因此，提高肿瘤

导向治疗效果的措施之一，是寻找能够降低周围血本底、提高肿瘤 " # $"比值的方法，以减轻
对周围造血系统的抑制，提高疗效。而亲和素 %生物素系统（&’(）预定位技术的原理是将抗
体和放射性核素分开给药，延长抗体在肿瘤细胞上的滞留时间，使肿瘤结合抗体与未结合抗体

之比达最大值。目前该项技术已在临床上用于多种类型肿瘤的 )**诊断，而且扩大到 )*"，并
取得了一定成效［+，,，-］。

本实验选用诊治兼用的放射性核素+./(0，利用+./(0标记生物素的三步法预定位对裸鼠载
人结肠癌进行实验性预定位放免治疗，治疗实施的时间选择在接种肿瘤的第 /天，以直接标记
单抗作为对照，结果显示，三步法预定位治疗与直接标记单抗同样具有肿瘤抑制作用，应用

++ 1+2’3 #鼠观察到肿瘤处于明显受抑状态，治疗第 .周肿瘤的抑制率分别达到 ,4 1 5!6和 !, 1
776。这提示三步法预定位 )*"具有较好的选择性，原因可能与早期肿瘤细胞数量较少，肿瘤
抗原的异质性还不明显，对放射性比较敏感等。此外，+./(0 % 0*89和+./(0 % :’; 也具有一定
的杀肿瘤效应，治疗第 .周其肿瘤抑制率分别为 ;- 1!,6和 ;/ 1--6，这可能系非特异性杀伤作
用。

采用单次较大剂量投入治疗，预定位治疗在产生抑瘤效应的同时未产生明显的毒副作用，

裸鼠体重及外周血白细胞计数未见明显下降；而+./(0 % <=& 2>&?和+./(0 % 0*89则观察到外
周血白细胞计数下降。这是因为 <=& 2>&?和 0*89的+./(0标记物自腹腔注入后首先入血，循
环中的+./(0标记物不能立即与瘤细胞结合，不但其免疫活性和放射性活度会随着时间的推移
而较快降低，而且对非肿瘤组织的照射必然较强。而预定位技术则因不需要采用+./(0标记抗
体，避免了抗体的免疫活性的损伤；标记物+./(0 % :’; 在血循环中滞留时间短，对肝和骨髓的
损伤小；同时+./(0 % :’;的快速清除有助于降低血本底，提高 " # $"比值。与 )*"比较，预定位

)*"在产生明显肿瘤抑制效应的同时未产生造血系统抑制等明显的毒副作用，较+./(0 % <=&
2>&?的 )*"具有更大的安全性。因此，从文献报道和本研究的资料来看，预定位三步法 )*"
有可能发展成为一种有前景的肿瘤治疗方法。
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