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摘要!采用’2J2H<5氧化法对胃癌单克隆抗体%L##进行了#!%’标记%用,D$#"层析柱分离纯化标记物%纸层

析法测定标记物的标记率和放化纯度%评 价 标 记 物 的 体 外 稳 定 性%并 观 察 了 标 记 物 在 正 常 小 鼠 体 内 的 生 物

分布’标记 结 果 显 示%#!%’$%L##的 优 化 标 记 条 件 为&’2J2H<5#"$H(%L##%"$H(?6
#!%’溶 液!"$B

"#%>%@]Q$(磷酸盐缓冲溶 液#""$B";L0>-(">!X27)B$(常 温 下 反 应KXN5%#!%’$%L##标 记 率0"F#
K"F!稳定性结果显示%标记物在-i人血清中的体外稳定性较好%放置-KG后 放 化 纯 度"/!F!正 常 昆 明

鼠体内生物学分布显示%全抗%L##血 液 半 清 除 时 间 为#!>!.‘">!.G%胃 组 织 有 明 显 摄 取’以 上 结 果 提

示%#!%’$%L##是一种很有前景的肿瘤放射免疫显像剂’

关键词!#!%’!单克隆抗体%L##!标记!生物分布
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!!#!%’由于 其 优 良 的 核 素 性 质%发 射#./Y<=
的单能"射 线"适 于[,)*E显 像&半 衰 期 只 有

#%>!G"可 以 降 低 对 患 者 与 工 作 人 员 的 辐 射 损

害’#("而成为 放 射 性 药 物 研 制 中 理 想 的 核 素 之

一)#!%’系高 能 加 速 器 生 产 核 素"以 前 在 国 内 应

用受 到 一 定 限 制"但 随 着 高 能 加 速 器 的 市 场

化"#!%’的获取更方便"使#!%’系列药物逐渐成为

当今前瞻性诊断药物研究的重要发展方向之一)
单克隆抗体能识别特异抗原并与之结合"尤其能

识别肿瘤抗原"单抗%L##与胃癌组织具有高阳

性反应率*高选择性及高亲和力的特点"受到很

多学者的广泛关注)
目前 用 于%L##标 记 的 核 素 主 要 有#!.’*

#%#’*!##(:*#KK+<*/"T等"标 记 物 主 要 用 于 胃 癌

显像或治疗评价’!$/()国内用#!%’标记单 克 隆 抗

体显像的报道很少"也没有用#!%’标记胃癌抗克

隆抗体%L##的报道)本研究拟以#!%’作为显像

核素标记单克隆抗体%L##!@U(W%L##$"并对

#!%’$%L##在正 常 鼠 体 内 的 生 物 分 布 进 行 观 察"
探讨该标记物作为诊断胃癌及胃癌转移灶显像

剂的可能性)

!!主要实验材料

!A!!主要仪器

Ê$&"%井 型"闪 烁 探 头$̂ L-&%( 智 能 定

标仪%北京核仪器厂产品&(+!#%"型电子天平%
美国CL(S[公司产品&单道可调移液器%美国

);;<5J248公 司 产 品&,D$#" 柱%瑞 典 M)
L<67:GU64<公司 产 品&_G6:X65?2>#试 纸%英

国 _G6:X65公司产品)

!AB!主要试剂

小鼠单克隆抗体%L##%北京肿瘤研究所惠

赠&牛 血 清 白 蛋 白 !]2ZN5<[<43X (7W3XN5"

][($%北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 产 品&

?6#!%’溶液%放 射 性 浓 度 为&&.M]Q#B"原 子 高

科股份有限公司产品)其余试剂均为分析纯"购
自北京化学试剂公司)

!AD!实验动物

正常昆明小鼠%#.只"雌性"&#K周龄"体重

#K#!!H"[,̂ 级"购自北京维科利华公司)

B!实验方法

BA!!!BD5%DN!!标记

采用’2J2H<5法 对%L##抗 体 进 行#!%’标

记)在底部涂敷#"$H’2J2H<5的塑料小管中加

入#""$B">!X27#B磷 酸 盐 缓 冲 溶 液!,][$*

%"$B%L##!#H#B溶于;L0>-,][中$*!"$B
约#%>%@]Q的?6#!%’"以;L0>-,][控制反应

总体积为#."$B"室温下不间断匀速震荡反应K
XN5)将液体取 出 终 止 反 应"加 入#""$B">"#
X27#B,][荡 洗 反 应 管"并 将 洗 涤 液 合 并 入 反

应液中)

BAB!标记率的测定

采用薄层层析法分析标记率)以 _G6:X65
?2>#试 纸 为 支 持 体"用=!甲 醇$c=!水$\
K.c#.为展开剂)根据所得>8 计算标记率)

BAD!!BD5%DN!!的纯化

标记产物采用,D$#"柱纯化"用">"#X27#

B,][!;L0>-$淋洗),D$#"柱流速要求#XB
!!"滴$#XN5"每分钟接一管"测量各管放射性活

度)采用B>B节测标记率的方法测#!%’$%L##放

化纯度)

BAE!!BD5%DN!!的体外稳定性

取."$B 纯 化 后 的 标 记 物 分 别 加 入 到

#""$B以 下%种 体 系 中%生 理 盐 水*,][ !;L
0j-"">"# X27#B$*人 血 清)以 下 三 种 环 境%

-i*室温*水浴%0i下贮存"分别于!*!-*-KG
取样"纸 色 层 测 定 放 化 纯 度"观 察 标 记 物 的 稳

定性)

BAF!!BD5%DN!!在小鼠体内的生物学分布

选用雌性昆明小白鼠#.只"随机分为%组"
每组.只)经尾静脉注射">#XB#!%’$%L##!约

#>##@]Q"比活度-"M]Q#H$"于注射后!*!-*

-KG眼球 取 血"颈 椎 脱 臼 处 死 小 鼠)取 心*肝*
脾*肺*肾*胃*肠*肌肉*骨*甲状腺等组织称重并

测量其放射性计数)经衰变校正后"计算每克脏
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器 的 放 射 性 摄 取 占 总 注 射 剂 量 的 百 分

数!F’D"H#$

D!结果与讨论

DA!!!BD5%DN!!标记条件的优化

DA!A!!?6#!%’活 度 对 标 记 率 的 影 响!B>!节

中%仅 改 变 反 应 体 系 中 ?6#!%’活 度%观 察 其 对

#!%’$%L##标记率的影响%结果示于图#$由图#
可以看出%随?6#!%’放射性浓度的增大%标记率

呈下降 趋 势%!>%@]Q时 最 大%为/!F&/>.和

#%>%@]Q时%标 记 率 约K"F$为 保 证 所 合 成

的#!%’$%L##能 达 到 一 定 的 比 活 度%参 与 反 应 的

?6#!%’ 放 射 性 活 度 不 应 太 小$本 实 验 选

用#%>%@]Q$

图!!反应体系中S4!BD5
放射性浓度对标记率的影响

图B!5-.-7:3用量对标记率的影响

D>!>B!氧化剂’2J2H<5用量对标记率的影响!
仅改变B>!节中氧化剂用量%观察其对标记率的

影响%结果示于图!$图!表明%氧化剂’2J2H<5
量小于#"$H时%标记率随’2J2H<5量的增加而

增大%但’2J2H<5用量太少%其氧化能力不够%不

能使’I 被充分 氧 化 成’b&而 在’2J2H<5用 量 大

于-"$H后%标记率随’2J2H<5用量的增加而降

低%这主要是 由 于’2J2H<5量 太 多%氧 化 能 力 过

强%产生高价态的碘%导致标记率减小$因此%选
择’2J2H<5用量为#"$H$

D>!>D!缓冲溶液;L对标记率的影响!B>!节

中%改变缓冲溶液;L%其它条件保持不变%观察

;L对标记率的 影 响%结 果 示 于 图%$由 图%可

知%;L对标记率有一定的影响%缓冲溶液;L为

0>-#0>&时标记率最高%约为K"F$因此%选择

缓冲液的;L为0>-$

图D!缓冲溶液;N对标记率的影响

D>!>E!标记反应时间的选择!按B>!节方法制

备#!%’$%L##%在不同时间点测标 记 率%结 果 示 于

图-$由 图-可 知%反 应.XN5%标 记 率 达 到

0!F&继续 反 应 到KXN5时%标 记 率 达 到0&F&
此后随时间延长%标记率不再有明显变化$反应

时间延长对标记率有一定的贡献%但会使单抗的

活性降低$因此%选择标记时间KXN5$

图E!反应时间对标记率的影响

D>!>F!反应体积对标记率的影响!改变B>!节

中反应液的体积%观察其对标记率的影响%结果

示于 图.$由 图.可 知%反 应 体 积 为."’#."’

#"""$B时%标 记 率 分 别 为 /.>#F’K/>%F’

-!>#F$该结果表明%碘化反应标记率与反应体

积有关%增大反应体积%标记率呈下降 趋 势$这

是由 于 反 应 体 积 小 时%被 氧 化 的#!%’I 与 单 克 隆

抗体结合的概率大%标记率高$但反应体积小时

K0 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!%卷!



有一个缺点!即重现性差"原因可能是!每 支 反

应管中涂层’2J2H<5位置有差异!反应液体积过

小!不能全部盖过涂层!使得每次反应中实际参

加的氧化剂量不同!氧化的#!%’I 的量也不同!导

致标记率重现性差"但反应体积过大!使单克隆

抗体的浓度被稀释!氧化后#!%’与抗体的取代反

应机率变小!标记率低"综合考虑后!选 择 反 应

体积为#."$B"

图F!反应体积对标记率的影响

D>!>P!反应温度对标记率的影响!在B>!节方

法中!改变反应温度!其它条件不变!观察反应温

度对标记率的影响!结果示于图&"从图&中可

以看出!反应温度为"i时!标 记 率 为0"F#反

应温度为#"#!"i时!标记率为0%F‘!F#反

应温度升高到%"i!标记率增加到0KF"温度

较高易使单克隆抗体的活性下降!因此!选择标

记反应在室温下进行"

图P!温度对标记率的影响

DAB!最佳条件下的标记

根据上述条件实验!选择最 佳 标 记 条 件 为$

’2J2H<5#"$H%,][ 的 ;L 0>-%单 抗 %L##
%"$H%

#!%’活度#%>%@]Q%反 应 时 间KXN5%室

温%总反应体 积#."$B"在 最 佳 条 件 下 制 备 标

记物!采用薄层层析法分析标记物!#!%’$%L##的

>8 为">"#">##游离碘的>8 为">0#">/#标记

率0K>/F#,D$#"柱纯化后放化纯度为/&>-F"

DAD!!BD5%DN!!的体外稳定性

#!%’$%L##在 不 同 体 系 中%不 同 温 度 下 的 稳

定性分别示于图0和图K"由图0可以看出!标

记物在人血清%生理盐水和;L0>-的,][三种

体系中!-i下放置-KG!标记物的放化纯度仍

大于/!F!降低小于.F!表明标记物在-i环

境下体外稳定性较好"从图K可以看出!同样在

上述三种体系中!%0i下放置-KG!标记物的放

化纯度小于/"F!降低大于.F"这说明低温适

宜此标记物的保存"

图"!!BD5%DN!!在D种介质中

EU贮存时的体外稳定性

&&&&人血清#%&&&生理盐水#’&&&;L0>-的,][

图I!!BD5%DN!!在D种介质中

D"U贮存时的体外稳定性

&&&&人血清#%&&&生理盐水#’&&&;L0>-的,][

DAE!正常鼠体内的生物学分布

#!%’$%L##在昆明小鼠体内的血液清除时间

曲线示于图/!主要脏器的放射性摄取率列于表

#"由图/可 以 看 出!#!%’$%L##血 液 清 除 较 快!
半清除时间为#!>!.‘">!.G"由表#数据可以

看出!#!%’$%L##注 入 初 期!血 液 的 初 始 摄 取 较

高!但清除较快#标记物主要通过肝%肾排泄##!%’
有亲甲状腺的性质"#!%’I 从#!%’标记物脱落的结

果 必 然 导 致#!%’I 在 甲 状 腺 富 聚"实 验 数 据 表
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明!甲状 腺 中 放 射 性 摄 取 较 其 它 组 织 偏 高!说

明#!%’$%L##在 体 内 有 脱 碘 现 象!脱 落 的#!%’I 在

动物体内广泛分布"文献##"$报道!-G后#!%’I

大部分经尿排泄!剩下的主要定位于甲状腺!所

以游离#!%’I 不会影响模型动物显像"胃组织 中

有明显的浓聚!这一结果与文献###$报道的#%#’$
%L##动物 实 验 数 据 一 致"由 于 胃 组 织 中 有 一

定的靶细胞]M*K!%!全抗%L##进入动物体内!
与靶细胞结合!一旦与肿瘤细胞结合!抗体即可

停留在肿瘤组织内!而其他组织内的抗体或肿瘤

组织 内 的 无 关 蛋 白 则 很 快 排 泄!这 样 可 降 低 本

底!有利于模型动物显像研究"全抗%L##相对

分子质量较大!在体内的动力学速度较慢!药物

在组织浓 集 的 时 间 较 长!一 般 大 于!-G!而#!%’
半衰期与全 抗%L##的 代 谢 时 间 不 相 匹 配"考

虑可 采 用#!%’标 记%L## 6̂W片 段 做 进 一 步

研究"

图C!!BD5%DN!!在

正常昆明小鼠中的血液清除曲线

表!!!BD5%DN!!在正常昆明小鼠

体内的生物分布!#?b-")\.#

组织或器官
不同时间的放射性摄取率%&F’D’HI#(

!G !-G -KG

血 #!>&-‘#>-. %>.0‘#>". ">/K‘">-%
甲状腺 ->/.‘!>%# />%-‘->0/ %>"/‘!>#%

肝 0>!%‘!>%# !>/0‘#>"# ">&K‘">%!
肾 &>/K‘!>%. !>"#‘#>"% ">0&‘">%0
肺 ->/&‘#>-% #>!.‘">&0 ">.0‘">!#
胃 ->0!‘">/K !>##‘">.0 #>".‘">%!
脾 ->-#‘#>%! !>-#‘">K0 ">0K‘">%#
心 %>%/‘#>"- #>".‘">.& ">&/‘">!#
肠 !>K/‘">&K #>".‘">%- ">KK‘">##
骨 #>.#‘">/K #>#%‘">&- ">0!‘">!#
肉 ">//‘">#! ">0%‘">#% ">./‘">"/

E!结!论
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