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摘要!采用:$溴代琥珀酰亚胺":cI#方法对UD5-TDP0R"美罗华#进行标记$并优化标记条件%系统考察了反
应时间&:cI用量&反应温度&反应体积&6B值及h3的加入等条件对%!*3$UD5-TDP0R标记率的影响$用3=>A$
IL测定标记率和放化纯度%确定最佳条件为’反应时间!!’PD/&6B&9"&室温&反应体积V")>为反应最
优条件%在最佳条件下$*次标记实验标记物的放化纯度为)’9)Yd%9#Y%采用体外结合实验测定储存不
同时间%’%3$UD5-TDP0R的免疫活性$结果表明随着%’%3$UD5-TDP0R储存时间的增加免疫活性下降%正常小鼠静
脉注射%’%3$UD5-TDP0R后体内分布显示血液中放射性分布较高$并可持续#N$表明%’%3$UD5-TDP0R体内稳定%
异常毒性实验结果表明%’%3$UD5-TDP0R毒性低%
关键词!UD5-TDP0R!碘!标记方法!生物分布
中图分类号!=](#’9&UV%&9’!UV%&9)!!文献标识码’@!!文章编号’%"""$&*%!"!""&#"!$""&’$"(

H%/,(+),%(I%(/,),%(2%*4,)-G,’+6+(/H)2E,%/,2)3,6-),%(,(J,7"

\_H0/$.,/E$g@:LB,/E$b-0/$ABC:>D$R,$>3g0/E
"D$E&’2;$02*+!.(:$&’<$5-(-0$$F/<"G*%E-2&:$"H<9&05F/<"$I$-J-04%""&’"$")-0&#

562)3+7)’=G77227F54,2.70F5D,/5DP7$0P,-/5,25G7:cI$.70F5D,/57P67.05-.7$O,1-P7
0/N6B,/5G710R71D/E722DFD7/F<,2%!*3$UD5-TDP0R0.74<457P05DF011<45-ND7N9=G710R71D/E
722DFD7/F<D4P,.75G0/)!Y-/N7.5G7,65DP-P10R71D/EF,/ND5D,/49=G710R71D/E722DFD7/F<
0/N.0ND,FG7PDF016-.D5<0.7N757F57NR<3=>A$IL9cD/ND/E5745R75M77/U0bDF71140/N%!*3$
UD5-TDP0R0.7F0..D7N,-59=G7.74-154N7P,/45.0575G055G7RD/ND/E,2%’%3$UD5-TDP0R0/N
U0bDF7114D45DP7N767/N7/59=G7RD,ND45.DR-5D,/D/PDF7D4N757F57N9BDEGND45.DR-5D,/,2
.0ND,0F5DOD5<5G0510457N2,.#N0<4D4N757F57ND/R1,,N0257.D/b7F5D,/,2%’%3$UD5-TDP0R935
D/NDF05745G7450RD1D5<,2%’%3$UD5-TDP0RD/ODO,9=G70F-575,TDFD5<,25G7%’%3$UD5-TDP0RD4
1,M9
8"19%3/2’.5-TDP0R!D,ND/7!10R71D/EP75G,N!RD,ND45.DR-5D,/

!!非霍奇金淋巴瘤":B>#是最常见的淋巴系
统恶性肿瘤之一$其发病率和死亡率已居恶性肿
瘤第*位%大多数 :B>起源于c淋巴细胞$
)*Y以上的c细胞:B>表达A\!"抗原%UD5$

-TDP0R"美罗华#是第一个获准用于治疗 :B>
的单抗产品%它是一种以基因工程技术研制的
部分可变区"8区#为鼠源$其它部分为人源的高
纯度针对A\!"抗原的人鼠嵌合型单克隆抗体$



尽管其临床应用效果显著!但单独应用美罗华对
大约半数复发的惰性淋巴瘤和!"’的复发侵袭
性:B>患者无效#%!’$%为了增强治疗效果!采
用放射性核素标记的抗A\!"抗体的放射免疫
治疗日益受到重视%美国g\@已批准)"H标记
的 抗 A\!" 抗 体)" H$3R.D5-P,P0R =D-T750/
&K7O01D/’用于治疗难治性(复发性c细胞非霍
奇金淋巴瘤#($!但价格较贵%国内外用%’%3标记
美罗华治疗非霍奇金淋巴瘤的报道日渐增

多#*!V$!但%’%3标记美罗华的标记方法的研究尚
未见报道%本工作旨在用 ;@=BCU#%"$报道的
:cI法探讨UD5-TDP0R的%!*3最佳标记方法!观
察%’%3$UD5-TDP0R的免疫活性及其在正常小鼠
体内的代谢分布特征!为进一步研究 :cI法制
备的%’%3$UD5-TDP0R对肿瘤的治疗效应提供实验
依据%

:!材料和方法
:;:!主要仪器及材料
单道谱仪)北京核仪器厂产品*AUA$%*U放

射性核素活度计)美国A06D/57F公司产品*UD5$
-TDP0R&%""PE"%"P1’)瑞士罗氏公司产品*
:0%!*3(:0%’%3)原子高科股份有限公司产品*:$
溴代琥珀酰亚胺&:cI’)IDEP0公司产品*人血
清白蛋白)华兰生物制品有限公司产品*3=>A$
IL)美国?011公司产品*人U0bD细胞)本院血液
科提供*其余所有试剂均为国产!分析纯&@9U
级’%
:;<!实验动物

I?g级昆明种小鼠’"只!体重%V!!!E!随
机分为六组!每组*只!雌雄不限!由中国医学科
学院实验动物研究所提供%

<!试验方法
本试验采用:cI作为氧化剂进行碘标记%

<;:!4,)-G,’+6的:<?H标记方法
标记瓶中加入*)>UD5-TDP0R和%")>

&’9&;cJ’:0%!*3!混匀后加入一定量"9*E">
的:cI溶液!适量的"9!P,1">的磷酸缓冲液
&?c’!保持其它条件不变!分别考察反应时间(
氧化剂用量(反应体积(6B 值(温度和碘载体
&h3’的加入对%!*3$UD5-TDP0R标记率的影响%标
记完成后加入%"")>!Y BI@溶液终止反应!
取样测标记率%用3=>A$IL法测标记率和放化
纯度!展开剂为6&甲醇’i6&生理盐水’WV*i
%*%

<;<!:<?HB4,)-G,’+6标记物的体外稳定性
将标记物分成两份!一份室温放置!一份(

e冰箱放置!分别测定标记物标记后!(G内不
同时间的放化纯度%
<;=!:=:HB4,)-G,’+6的免疫活性测定
采用细胞免疫结合率测定法测定%’%3$UD5-T$

DP0R的免疫活性%将体外培养的人U0bD细胞制
备成含细胞数’9*j%"* 个")>!分别加入*")>
标记后于(e冰箱放置不同时间(放化纯度大于
)(Y的%’%3$UD5-TDP0R稀释液&放射性计数为#
j%"*"PD/’!非特异结合&:cI’管加入*)>
UD5-TDP0R!用gAI$?cI补足体积!分别于’&e
孵育!G!测定各管的总放射性计数!!"""."
PD/离心’PD/!吸出上清液!加入gAI$?cI!""

)>离心洗涤三次!测沉淀细胞的放射性计数!计
算放置不同时间的%’%3$UD5-TDP0R的体外结合
率%
<;>!安全性检查
按照中国药典!""*版二部附录方法进行无

菌(无细菌内毒素和异常毒性检查%
<;?!:=:HB4,)-G,’+6在小鼠体内生物分布
每只小鼠经尾静脉注射"9%P>’9&;cJ

放化纯度为)(Y的%’%3$UD5-TDP0R%注射后于
%(((!((’#(&!和%((G从动物眼部取血%"")>
后将其断颈处死!解剖取出各主要脏器!称重并
测定其放射性计数%计算每克脏器放射性摄取
百分比&Y"E’%

=!结!果
=;:!最佳标记条件的确定

!!对UD5-TDP0R的碘标记条件进行了研究!使
标记率")!Y!不需纯化可直接使用%
=9:9:!反应时间对标记率的影响!反应时间对
标记率的影响示于图%%由图%可知标记率在%
PD/之内随时间延长而快速提高!而!PD/以
后!标记率的提高出现平台!反应!!%"PD/标
记率都能达到)"Y以上%最终本实验确定反应
时间为!!’PD/%
=9:9<!氧化剂的用量对标记率的影响!氧化剂
的用量对标记率的影响示于图!%由图!可知!
UD5-TDP0R为*")E!:0

%!*3为’9&;cJ时!氧化
剂:cI的量为%!()E!标记率基本恒定%其含
量过大或过小都会使标记率下降%因此选择
:cI用量为%!()E%
=9:9=!反应体积对标记率的影响!体积对标记
率的影响示于图’%磷酸缓冲液主要作用是调
节反应体系中的6B 值%由图’可见!当?c体
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积过小时!溶液6B缓冲不够时"标记率也不高#
标记率随着反应体积增大而达到最大标记率"之
后随体积的增大而降低$这可能是由于体积增
大"反应基团的有效浓度降低"分子相互作用相
对减弱"因此标记率下降$提示在大剂量标记时
应注意将总体积控制在一定范围"体积过大时可
适当提高?c的浓度以便减小反应总体积$因
此本次实验选择体积为V")>$

=9:9>!6B 对标记率的影响!6B 对标记率的
影响示于图($由图(显示"在其它条件保持不
变时"6B为#9"!&9"时标记率随6B增大而升
高#到&9"时标记率达到最高"随后再增大6B"
标记率反而有所下降$因此本次实验确定

6B&9"为最佳反应条件$

=9:9?!温度对标记率的影响!在(e和室温条
件下"标记率有所不同"分别为&"Y和)%Y"室
温条件下标记率较高$由于反应时间较短"温度
对抗体的影响不大"室温标记效果较好$因此选

择在室温下标记$

=9:9K!碘载体%h3&的加入对标记率的影响!
碘载体%h3&的加入对标记率的影响列于表%$
表%显示加入%")>%"

XV P,1’>h3%相当于放
射性放大%"""倍&对标记率影响不大"加入

%"X#P,1’>h3的量超过%")>"标记率迅速下
降"说明此时3X已过量较多$

=;<!:<?HB4,)-G,’+6的体外稳定性
%!*3$UD5-TDP0R在室温放置或冰箱放置"稳
定性均好"冰箱放置!(G时其放化纯度基本稳
定"保持在)%Y!)’Y$室温放置放化纯度有
所下降"由)’Yd%9!Y下降到VV9*Yd"9#Y
%0W’&"!(G放化纯度下降$*Y$

=;=!质控方法

3=>A$IL法测定的标记率或放化纯度各组
分#2(%!*3$UD5-TDP0R为"!"9!":0%!*3为"9V!
%9"$

图:!反应时间对标记率的影响

图=!体积对标记率的影响

图<!氧化剂LE0用量对标记率的影响

图>!&M对标记率的影响

表:!碘载体!8H"的加入对标记率的影响!!N="

h3浓度’%P,1)>X%&
不同体积%)>&h3的标记率’Y

" * %" !" *"

%"XV )!9Vd%9% )%9%d%9! )%9!d%9( V)9*d%9& V(9*d!9%

%"X# V*9(d%9V V*9!d’9* *’9(d’9%
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=;>!:=:HB4,)-G,’+6的免疫活性测定
将%’%3$UD5-TDP0R于(e分别储存"!%!!!’

N"其结合率分别为*’9%Yd’9’Y!(!9*Yd!9
)Y!!’9’Yd%9#Y!%"9%Yd"9VY"可以看出"
标记物的免疫活性随储存时间的增加而降低#

=;?!:=:HB4,)-G,’+6的安全性检查
%’%3$UD5-TDP0R注射液普通菌和真菌培养均

为阴性"细菌内毒素检查也为阴性#给小鼠注射
相当于#"QE人体注射剂量%""倍的标记物%’%3$
UD5-TDP0R溶液"(VG内小鼠活动情况正常"无

死亡"符合药典规定#

=;O!小鼠体内生物分布
标记物%’%3$UD5-TDP0R在正常小鼠体内的分

布列于表!#表!显示"%’%3$UD5-TDP0R主要分
布在血液中"其次在血液含量丰富的器官如心脏
和肺中放射性分布也较高"#N后上述器官放射
性分布仍然较高"符合其为抗A\!"抗体的分布
特性$&!)%"血液浓度高有利于其与淋巴肿瘤细胞
表面的抗原结合#

表<!:=:HB4,)-G,’+6的小鼠体内分布!%"P#"!N?#

器官
不同时间的放射性摄取&’Y(EX%)

%G (G !(G (VG &!G %((G

血 #9(%d"9** *9&!d"9*& (9((d"9’) ’9%)d"9%’ !9##d"9!& !9!*d"9!’

心 !9!!d"9!# !9’#d"9(# %9*"d"9%’ %9"#d"9") %9%"d"9"V %9"!d"9"&

肝 %9’Vd"9%( %9’*d"9%( %9!Vd"9%" "9*’d"9"( "9("d"9") "9’!d"9"*

脾 !9"&d"9") !9%&d"9%( %9(%d"9"& "9*Vd"9"( "9#Vd"9") "9#"d"9"!

肾 !9"#d"9%" %9)(d"9"# %9*!d"9"V "9)!d"9%% "9)"d"9"& "9#’d"9")

肺 ’9#!d"9!& !9(&d"9(# %9)Vd"9"# %9*&d"9%* %9*%d"9%& %9!’d"9%)

胃 %9)Vd"9%! !9%%d"9!" "9*’d"9%" "9**d"9%’ "9#)d"9"# "9((d"9%"

脑 "9!&d"9"! "9!!d"9"’ "9%#d"9"% "9%’d"9"% "9%(d"9"! "9")d"9"%

骨 %9’Vd"9!! "9)&d"9"* "9&&d"9"( "9#%d"9"V "9#!d"9"& "9*!d"9"(

小肠 %9!"d"9!# %9’(d"9%) %9%#d"9"V "9V&d"9%% "9*(d"9") "9’!d"9"’

肌肉 "9’)d"9%" "9(!d"9"* "9’Vd"9"! "9’Vd"9"( "9’&d"9"* "9’(d"9"’

>!讨!论
在碘标记单抗的众多方法中"以氨胺$= 法

和3,N,E7/法最为常用"但这两种方法标记率不
高"而且不适于大量标记#;05G7.等$%"%报道的

:cI法具有标记率高"标记量大等优点"是一种
理想的标记方法"近年来逐渐被人们采用#但对
不同的单抗"标记的条件可能会有所不同"因此
我们对UD5-TDP0R的碘标记条件进行了研究"使
标记率达到)!Y以上"不需纯化可直接使用"在
进行大剂量标记时"可大大减少对操作者的辐
射#
本实验选择用放射活度小!半衰期长的%!*3

代替放射活度大!半衰期短的%’%3"研究%’%3与

UD5-TDP0R的最佳标记条件"是基于它们的化学
性质相同"所以 %!*3和%’%3与抗体结合的最佳标
记条件基本相同"且%!*3易于个人防护#找出最
佳配比条件后"用%’%3与UD5-TDP0R重复标记了

三次"标记率与用%!*3标UD5-TDP0R的标记率基
本相同#
由本实验确定"反应时间!!’PD/!6B

&9"!室温!反应体积V")>为最优条件#本实验
中%!*3$UD5-TDP0R为*")E"’9&;cJ"加入相当
于放射性碘离子%"""倍的碘化钾"对标记率影
响不大"但实际操作中为了确保较高标记率"标
记大剂量放射性碘时仍需将单抗及其它试剂剂

量按比例放大#
虽然标记物在(e冰箱储存时放化纯度变

化不大"但体外结合实验证明"随着储存时间延
长"%’%3$UD5-TDP0R的免疫活性下降"提示标记物
在标记完成后应尽快使用#正常小鼠血中放射
性分布较高"且#N后仍较高"说明%’%3$UD5-T$
DP0R体内稳定性好"有利于其在肿瘤组织停留#
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!!"!a3=K3L=C#8_ĥ 8 @;#B@cCU;@::=

;#75019UD5-TDP0R=G7.06<2,.?05D7/54aD5G
:7M1< \D0E/,47N# @NO0/F7N$450E7# g,11DF-10.
L.0N73:,/$B,NEQD/f4><P6G,P0&@?G04733
=.D01D/5G7 :,.5G A7/5.01A0/F7. =.705P7/5
L.,-6!+"9+A1D/ /̂F,1#!""*#!’$#%&%%"’$
%%"V9

!’"!;A>@_LB>3:?#LU3>>̂ $>̂ ?CK@+#>D/Q
ch#75019UD5-TDP0RAGDP7.DF@/5D$A\!";,/,$
F1,/01@/5DR,N<=G7.06<2,.U710647N3/N,17/5
><P6G,P0&B012,2?05D7/54U746,/N5,0g,-.$
N,47=.705P7/5?.,E.0P!+"9+A1D/ /̂F,1#%))V#
%#$V%&!V!*$!V’’9

!("!\@U>C:C;#g3:h$cC::C==#h@=BH=9
)"H$3R.D5-P,P0R=D-T750/D/5G7 =.705P7/5,2
U710647N,. U72.0F5,.< c$A711:,/$B,NEQD/’4
><P6G,P0!+"9+:-F1;7N=7FG#!""’#’%$!%&
#%$#V9
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