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摘要! 目的 应用 !""#$标记针对 !"#/0$%&癌基因表达蛋白 1!"-&2#/的人源化单抗 &$’($)*+,瘤内给药治疗 !"#/3$%&
过度表达的鼻咽癌裸鼠移植瘤，探讨 !""#$%&$’($)*+,作为肿瘤化疗和放免治疗双重治疗药物的可行性。方法 !""#$标记
&$’($)*+,采用直接标记法。荷人鼻咽癌裸鼠 45只，分为 -组，分别经瘤内注射 !""#$%&$’($)*+,、!""#$%鼠 678、!""#$、生理
盐水和静脉注射 !""#$9&$’($)*+,，/:;后每组各取 4 只作组织分布测定，其余连续观察 < 周，比较各组肿瘤体积及其
生长抑制率，评估其治疗效应和反应。结果 给药 /:; 后，!""#$9&$’($)*+, 瘤内注射组中肿瘤组织放射性摄取为
!!=-4>6?37，是 !""#$9&$’($)*+, 静脉注射组的 < 倍（/=5@:>6?37），而血、肝、肾等正常组织摄取均 A!>6?37，明显低
于 !""#9&$’($)*+,静脉注射组（B!=->6?37）。而 !""#$9,C678瘤内注射组和 !""#$瘤内注射组肿瘤组织和正常组织的放射
性摄取相差不大，约为 !:>6?37。放免治疗结果显示瘤内注射 !""#$9&$’($)*+,对人鼻咽癌裸鼠移植瘤具有较强抑制作
用，<周后肿瘤生长抑制率高于静脉注射组，分别为 -"=5>和 <"=">，在放射性活度为 !!=!:DEF时瘤内给药抑瘤效果优
于静脉给药。结论 采用瘤内注射 !""#$9&$’($)*+,导向治疗 !"#/’$%&过度表达的鼻咽癌可显著抑制人鼻咽癌裸鼠模型
肿瘤的生长，为临床鼻咽癌的治疗提供一种较为有效的局部治疗方法。
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近年来，!"#/0$%& 基因过表达的蛋白 1!"-&2#/

已成为肿瘤单抗靶向治疗的新靶点。&$’($)*+,是一
种针对过表达 1!"-&2#/蛋白肿瘤细胞的人源化单克

隆抗体。目前的研究已证明 &2#/0,$L蛋白在鼻咽癌

有过表达，体外实验已显示 &$’($)*+, 可以抑制
&2#/0,$L蛋白过表达的癌细胞（包括鼻咽癌细胞株）
的生长［!e4］，提示放射性标记抗 &2#/0,$L单抗有可能
用于鼻咽癌的治疗［<］。

目前放免治疗（’Q;+S+CCL,S*X$’Q)Z，#6]）通常使
用发射射线的放射性核素治疗癌灶，而 !""#$被认为
是用于 #6]较理想的一种治疗型放射性核素，其物
理半衰期为 !G=@:X，射线能量为 /=!/:D$f，同时还发
射 !--:c$f的射线，适合于体外显像［-］。本实验选择诊
治兼用的 !""#$ 标记 &$’($)*+,，研究 !""#$%&$’($)*+,
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图 !""荷瘤裸鼠各脏器放射性核素分布
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图 %""注射放射性药物后 $’"G荷瘤裸鼠 E,HE比值
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对高表达 !"#%,$%&基因的鼻咽癌荷瘤裸鼠肿瘤的
导向治疗，以探讨 !’’L8标记 ?8/D82A6;作为鼻咽癌化
疗和放免治疗双重治疗药物的可行性。

!""材料与方法
!M!""荷瘤裸鼠模型的建立
体外培养的鼻咽癌细胞株 3H4I%N 及 .O5.,3

裸鼠（$ 周龄，均为雄性）由中山大学肿瘤研究所提
供。3H4I%N在培养瓶铺满后，用 &M%K)胰蛋白酶消
化，制成 !!!&P,F:的细胞悬液。在裸鼠腋皮下接种细
胞悬液 &M%QF:，观察肿瘤的生长情况，二周后在无菌
条件下取形成的肿瘤组织，切成 !R%"FFJ的小块，经

含青链霉素的 ?@;SC液洗 $次，用眼科剪剪碎，按等
体积接种于裸小鼠腋皮下。

!M%""单克隆抗体的标记及其免疫活性的测定
?8/D82A6;（由 L0DG8公司提供）系一种针对细胞

膜外区 ?4L%,;81 受体的人源性抗 T!’K?4L% 单抗。
?8/D82A6;的 !’’L8的标记方法采用直接还原法［(］，方法
如下：室温条件下，&M%"F:单抗醋酸缓冲液（2?KM%）中
加入 K"&&&倍（摩尔比）过量的 %I巯基乙醇（%IB4）处
理 &MK"G，982G@=8U"VIK&柱分离，测 +%’&，收集预处理

后的抗体。在纯化的还原抗体溶液中加入溶解于葡

萄糖酸钠溶液的 9;3:%和 &M%R!M&"F:的 !’’L8 淋洗液
（中国原子能研究院提供，!’KIJP&"B.W），室温条件反
应 %"G，完成标记。标记抗体经 982G@=8U"VIK&柱纯化，
经 &M%%"!F的微孔滤过器过滤除菌。!’’L8I?8/D82A6;
比活度为 JJK"B.W,F-，纸层析法测标记率 XY&)，放
化纯度 XYK)，经体外细胞结合分析法测定 !’’L8标记
?8/D82A6;的免疫活性分数为 (J)。
!MJ""荷瘤裸鼠的分组及给药

JP只荷瘤裸鼠随机分为 K组，除非治疗对照组
为 K只外，其余各组均为 ’只。具体分组如下：ZO
组：非治疗对照组，瘤内注射生理盐水 K&"!:；[.组：
单纯核素组，瘤内注射 !’’L8"!!M!"B.W,K&"!:；\3组：
标记正常小鼠 *-V 组（!’’L8I;F*-V），瘤内注射
!’’L8I;F*-V"!!M!"B.W,K&"!:；]+组：!’’L8I?8/D82A6;
静脉给药组，静脉注射 !’’L8I?8/D82A6;"!!M!"B.W,K&"
!:；^4 组：!’’L8I?8/D82A6; 瘤内注射组，瘤内注射
!’’L8I?8/D82A6;Q!!M!QB.W,K&Q!:。
!M$QQ标记抗体在荷瘤裸鼠体内的分布
给药 %Q=后，除非治疗对照组外，每组处死裸鼠 J
只，分离肿瘤组织，取血及各主要脏器，称重，用 "计
数仪测量放射性计数，校正后结果以每克组织放射性

占总注入放射性的百分比（)*+,-）表示，计算肿瘤与
非肿瘤组织放射性之比（E,HE）。
!MKQQ荷瘤裸鼠的放免治疗

上述各组于实验开始时连续观察各组肿瘤的体

积变化，并且定期测量裸鼠的体质量。以精密卡尺每

周定时测量肿瘤的最长径（@）和最短径（_），连续观察
$周。肿瘤体积按公式 ‘a（!,(）#@_%算出，肿瘤生长
抑制率计算公式为 Lbc非治疗对照组体积 I治疗组
体积de非治疗对照组体积!!&&)。
治疗观察期结束后处死实验裸鼠，分离肿瘤及裸

鼠肝、脾、肾等脏器，称重后用 !&)福尔马林溶液固
定，石蜡常规包埋、切片，$Q"保存备用，供作常规病
理检查。

%QQ结果
%M!QQ放射性标记物组织放射性分布
如图 !、%所示，给药 %Q=后，!’’L8I?8/D82A6;瘤内

注射组中肿瘤组织放射性摄取为 !!MKJ)*+,-，是
!’’L8I?8/D82A6;静脉注射组的 $倍（%MPY)*+,-），而血、
肝、肾等正常组织摄取均f!)*+,-，明显低于 !’’LI?8/D82A6;
静脉注射组（X!MK)*+,-）。而 !’’L8I;F*-V瘤内注射组
和 !’’L8瘤内注射组肿瘤组织和正常组织的放射性摄
取相差不大，约为 !)*+,-。
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!"!##$%%&’()’*+’,-./对鼻咽癌裸鼠动物模型的作用
在治疗期间观察到各组裸鼠体重呈逐渐增长；与

非治疗对照组比较，治疗结束时各治疗组裸鼠体质量

经统计学分析无显著差异，治疗期间各组裸鼠均无死

亡，表明投入 $$"$#012的 $%%&’3)’*+’,-./用于导向
放免治疗时无明显毒性作用。

!"4#$%%&’3)’*+’,-./对鼻咽癌裸鼠动物模型的放免治
疗效果

各组裸鼠的移植瘤体积生长动态变化和肿瘤生

长抑制率结果见图 4、5。如图 4所示，给药后 6组（生
理盐水瘤内注射组）生长最快，1组（$%%&’瘤内注射
组）及 7 组（$%%&’3/89:; 瘤内注射组）次之，<组
（$%%&’3)’*+’,-./静脉给药组）及 =组（$%%&’3)’*+’,-./
瘤内注射组）最慢。统计学分析表明第 $周各组肿瘤
体积无显著差异，自第 !周开始 <组及 =组肿瘤体
积显著小于前 4组，此 !组各时期肿瘤体积与前 4组
相比均有显著差异（!>?"?@）。自第 !周开始 =组肿瘤
体积还显著小于 <组（!>?"?@）。给药后 6、1、7#4组
间各时期肿瘤体积无明显差异。图 5显示，自第 !周
起 <、=两组抑制率明显高于 1、7两组（!>?"?@），其
中 =组又明显高于 <组（!>?"?@）。

!"5##组织病理学检查结果
苏木精 3伊红染色，可见在 1、7两组肿瘤细胞

生长良好，镜下呈典型的癌细胞形态。而在 <、=两组
则出现肿瘤细胞核固缩、核碎裂等退变、坏死现象，部

分区域肿瘤组织全部坏死、溶解形成液化囊腔。在实

验治疗结束时处死裸鼠检查其他脏器，未发现明显的

辐射损伤。

4##讨论
肿瘤的 &9A导向治疗成功与否取决于肿瘤靶抗

原及相应单抗的选择、放射性核素的选择以及肿瘤病

灶的大小。单抗的选择主要是考察该单抗与肿瘤靶抗

原结合的特异性和亲和力，而且应选择本身就具有抗

肿瘤作用的单抗。)=&!B/’C受体是表皮生长因子受
体（=;D&）家族的第 !号成员，在许多上皮肿瘤中过
度表达，尤其是乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、非小细胞

肺癌和鼻咽癌等［!E#FE#%］。)=&!B/’C介导的癌形成作用
和在肿瘤组织中的高水平表达及它的细胞表面定位

使得这个癌蛋白成为一个理想的抗肿瘤治疗靶点，而

)’*+’,-./ 则是针对 "#$!B%&’ 癌基因表达蛋白
G$%@)=&!的人源化单抗，因此选择放射性标记的抗

)=&!B/’C抗体可以用于肿瘤的治疗［FHI］。治疗用放射
性核素应选择射程短的 !或 "辐射体，这样可保持
单抗对抗原的特异性，杀伤抗原表达阳性的肿瘤细

胞，同时对周围远处的正常细胞无损害作用。$%%&’具
有优良的核物理性能，它发射 $@@#J’K的 #射线适于
放免显像，同时还发射 !"$!#0’K的 !射线用于放免
治疗，因而是当前较理想的治疗用放射性核素［@E$?］。生

物学分布研究表明，其高铼酸盐在各脏器吸收较少并

很快地通过尿排泄，在人体内的生物半衰期小于 $?#
L，不会对人体造成严重的辐射损伤，因而有可能在肿
瘤的治疗方面起到很好的作用［@］。

目前，放疗是治疗鼻咽癌最有效的方法，但患者

@年生存率一直徘徊在 @?MHN?M之间［$$］。因此，寻找
一种能明显提高鼻咽癌治疗效果的方法成为目前研

究鼻咽癌的工作重点。目前，放免治疗已用于淋巴瘤、

黑色素瘤、肝癌、结肠癌等实体瘤方面的治疗，并取得

了较好的疗效［$!H$5］。但有关鼻咽癌放免治疗的研究报

道较少，在当前缺乏适宜的鼻咽癌单抗的情况下，

作者选用基因工程技术制备人源化单抗 )’*+’,-./，
结果显示 $%%&’3)’*+’,-./ 具有良好的导向性，
$%%&’3)’*+’,-./瘤内给药组瘤 B血比值达 $4"@F（图!），
提示 $%%&’3)’*+’,-./是 "#$!B%&’癌基因过表达鼻咽
癌治疗的理想导向药物载体。在上述分布实验的基础

上，我们又采用单次较大剂量的 $%%&’3)’*+’,-./对鼻
咽癌进行 &9A治疗，结果表明 $%%&’3)’*+’,-./对鼻咽

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4
4.5

5

0 1 2 3 4
Weeks after therapy

Tu
m

or
 si

ze
(c

m
3 )

A group
B group
C group
D group
E group

6O:*PC,
1#:*PC,
7#:*PC,
<#:*PC,
=#:*PC,

@"?
5"@
5"?
4"@
4"?
!"@
!"?
$"@
$"?
?"@

AC
8
P*
#Q.
R’
#S+

8
4 T

图 4##各组给药前后荷瘤裸鼠模型肿瘤生长情况比较
!"#$% &’()*+,()- -./0’ 1’02-3 4.’56* 7890’8 (): (9-6’

-36’(+;

?####################$###################!####################4###################5

0

10

20

30

40

50

60

0 1 2 3 4
Weeks after therapy

Tu
m

or
 in

hi
bi

tio
n 

ra
te

! !!! (
%
) B group

C group
D group
E group

1#:*PC,
7#:*PC,
<#:*PC,
=#:*PC,

N?

@?

5?

4?

!?

$?AC
8
P*
#./

L.
U.
-.P

/#
*V
-’
#SM

T

?#####################$#####################!#####################4####################5
W’’JQ#VX-’*#-L’*V,Y

图 5##各治疗组给药后荷瘤裸鼠模型肿瘤生长抑制率比较
<"1$= &’()*+,()- -./0’ 1’02-3 ")3"7"-"0) ’(-8 >.’58*

7890’8 (): (9-8’ -38’(+;

W’’JQ#VX-’*#-L’*V,Y

第 5期 李贵平E等"$%%&’3)’*+’,-./放免导向治疗鼻咽癌裸鼠模型的实验研究 5N$· ·



癌裸鼠移植瘤有较强抑制作用，在 !!"!#$%&的剂量
下，瘤内给药对鼻咽癌裸鼠移植物抑瘤效果优于静脉

给药，分析可能有如下原因：’!(#!))*+标记抗体直接与
肿瘤细胞结合，减少了吸收及血液循环对其放射活性

及免疫活性的影响；’,( 高浓度抗体标记物直接进入
肿瘤组织，可增加标记单抗肿瘤内的浓聚，增强肿瘤

细胞受照射的剂量，使更多的肿瘤细胞被杀伤，提高

肿瘤的导向治疗效果，从而更大量地接受核素内照

射；’-( 瘤内给药能避免血中游离抗原的封闭作用及
网状内皮系统对标记抗体的非特异吸附。

本研究结果表明，采用瘤内注射 !))*+./+01+2345
导向治疗 /6*,75+8过度表达的鼻咽癌具有很好的
放免导向性，具有高效低毒的治疗效应，为临床鼻咽

癌的导向诊断与治疗的临床应用提供了可靠的理论

依据，并提示了瘤内注射给药途径的优越性。
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