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摘要：目的 建立CD45单抗介导的 188Re-亲和素二步法预定位方法，观察其在荷瘤小鼠体内的生物学分布特点，评价其在淋巴瘤

治疗应用中的可行性。方法 CD45单抗及亲和素的 188Re标记采用直接标记法，纸层析法测定标记率及放化纯度。取人Raji细

胞移植瘤Nod-Scid小鼠6只，随机分为2组，实验组为二步法预定位组，对照组为 188Re-CD45单抗组。注药后0.5、1、6和23 h分

别进行SPECT显像；同时于注药后24 h分别处死2组荷瘤小鼠，取脏器组织及肿瘤，称重，测量放射性计数，经放射性衰变校正

后计算各脏器%ID/g和靶/非靶（T/NT）比值。结果 188Re-CD45单抗的标记率（82.52±2.92）%，放化纯度>90%；188Re-亲和素标记

率平均为（80.83±3.48）%。荷瘤小鼠SPECT显像及体内生物分布结果示：在实验组整个显像期间血池内放射性均较低，肝脏和

脾脏内见较多放射性浓聚，注射后1 h移植肿瘤见显影，随着时间的延长瘤内放射性分布增多，1~6 h肿瘤显影渐清晰，并持续到

23 h；注射标记物后24 h，肿瘤摄取（%ID/g）为（1.34±0.52）%，肾脏和肝脏摄取（%ID/g）分别为（6.77±2.32）%和（2.81±1.25）%，其

他脏器内的%ID/g保持在较低水平，24 h肿瘤/血液比值为（4.28±0.82），肿瘤/肌肉比值为（8.00±0.88）。而对照组则可见肝脏、脾

脏和肾脏内有明显放射性聚集，肿瘤部位显影模糊，20 h血池内仍见有较多放射性分布，肿瘤部位见少量放射性集聚；注射标记

物后24 h，肿瘤/血液比值为（0.58±0.06），肿瘤/肌肉比值为（3.21±0.24）。结论 与 188Re-CD45单抗组相比较，CD45单抗介导的
188Re-亲和素二步法预定位组在淋巴瘤荷瘤小鼠体内具有较好的特异性和靶向性，明显提高肿瘤的T/NT比值，标记物注射后1 h

即可使肿瘤显影。
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Abstract: Objective To establish a two-step pretargeting approach to lymphoma radioimmunoimaging in mice using
biotinynaled CD45 monoclonal antibody (McAb) and 188Re-avidin in a tumor-bearing mouse model. Methods Six Nod-Scid
mice bearing lymphoma cell xenograft were randomized to receive either an intravenous injection of 50 μg/200 μL biotinyled
CD45 McAb followed 24 h later by an intraperitoneal injection of 3.7 MBq (50 μg/100 μL) 188Re-avidin (two-step pretargeting
group), or a single intravenous injection of 3.7 MBq (100 μg/100 μL) 188Re-CD45 McAb (control group). SPECT was performed
at 0.5, 1, 6 and 23 h post-injection to characterize 188Re isotope biodistribution. At 24 h pos-injection, the mice were sacrificed for
measurement of radioactivity uptake in the tumor and normal tissues and calculation of the tumor-to-non-tumor (T/NT) ratios.
Results SPECT showed that the two-step pretargeting method resulted in a low radioactivity in the blood pool during the
imaging and a concentrated radioactivity in the liver and spleen. The transplanted tumor began to be displayed at 1 h
post-injection and was clearly displayed at 1-6 h; the images were clear even at 23 h. With the two-step pretargeting method,
the radioactive uptake at 24 h post-injection were (1.34±0.52)%, (6.77±2.32)%, and (2.81±1.25)% in the tumor, kidney and liver,
respectively, with low radioactivity levels in other organs and high tumor/blood and tumor/muscle ratios (4.28±0.82 and 8.00±
0.88, respectively). In the control group, SPECT revealed intense radioactivity in the liver, spleen, and kidneys with obscure
display of the tumor; at 20 h, the radioactivity in the blood pool remained high but that in the tumor was low, and the tumor/
blood and tumor/muscle ratios at 24 h were only 0.58±0.06 and 3.21±0.24, respectively. Conclusion Compared with 188Re-CD45
McAb, the two-step pretargeting approach exhibits a good specificity in targeting lymphoma with an increased T/NT ratio in
mice and allows early tumor display at 1 h post-injection.
Key words: pretargeting technique; avidin; CD45 monoclonal antibody; 188Re; lymphoma

基础研究

收稿日期：2015-02-04

基金项目：广东省自然科学基金（S2013010014420）；广东省科技计划项目

（2012B031800391）；南方医院院长基金（2012Z008）

作者简介/通信作者：李贵平，主任医师，医学博士，博士后，硕士生导师，电

话：020-61642129，E-mail: ligp62@126.com

目前，单克隆抗体在肿瘤学中已成功地将放射性核

素传递至肿瘤细胞并用于肿瘤的诊断及治疗。放免治

疗（RIT）是最令人期待的治疗形式之一，特别是在血液

系统恶性肿瘤方面。但由于T/NT比值并非理想以及选
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择性转运至肿瘤内的辐射剂量较低，RIT并未得到满意

的临床预期效果，使得其普遍应用受到限制。而预定位

放免治疗（PRIT）［1-3］的应用可以克服上述不足，能提高

直接传递至恶性肿瘤细胞上的放射性剂量，同时减轻正

常组织细胞的非特异性辐射毒性作用。188Re（Eβmax=

2.12MeV、Eγ=155keV、T1/2=17.0 h）［4-5］是近几年出现的一

种较理想的核素，β射线能量较高，对肿瘤细胞有一定的

杀伤力，γ射线又可用于显像，便于临床上估算吸收剂量

和进行药代动力学研究，因此 188Re具有良好的核物理

与生物学特性。本文以CD45单抗作为特异性靶向载

体，根据预定位技术的原理，以生物素化CD45单抗先

定位于肿瘤，24 h后注入 188Re标记亲和素，利用亲和素

与生物素间的高亲和力以及标记亲和素体内快速清除，

达到降低本底，增大T/NT比值；以直接标记单抗作为对

照，在淋巴瘤小鼠动物模型上实现二步法预定位放免

显像的实验研究，观察相应的生物学分布，为进一步

开展淋巴瘤预定位RIT研究提供实验基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料及仪器

PD-10层析柱（GE公司），抗人CD45单抗（上海生

工生物工程有限公司），亲和素（Avidin）、生物素活化酯

和HABA/Avidin（4-羟基偶氮苯-2-羧酸/亲和素）试剂

（Sigma公司），丙酮和氯化亚锡（SnCl2）（广东光华化学

厂），2-巯基乙醇（广州达晖生物技术有限公司），BCA蛋

白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术研究所），葡庚糖酸

钠及牛血清白蛋白（上海伯奥生物科技有限公司），CO2

恒温细胞培养箱（美国Thermo公司），ZD-3回旋振荡器

（天津市欧诺仪器仪表有限公司），FA604A电子天平（上

海精天电子仪器有限公司），SN-682型放射免疫γ计数

器（上海核福光电仪器有限公司），M5多功能酶标仪（美

国Molecular Devices公司），KDC-2044低速冷冻离心

机（科大创新股份有限公司中佳分公司），Galaxy S+培

养箱（英国RS Biotech公司），倒置光学显微镜及照相系

统（日本Olympus公司），Hawkeye Millennium VH型双

探头SPECT/CT显像仪（美国GE公司）。

1.2 B细胞淋巴瘤Raji细胞株

B细胞淋巴瘤细胞株Raji细胞由南方医科大学南

方医院血液科提供。

1.3 实验动物

Nod-Scid小鼠（非肥胖糖尿病重症联合免疫缺陷

小鼠）4~6周龄（雌性），体质量为19~21 g，为T' B' NK细

胞缺陷的严重联合免疫缺陷动物模型，购于北京华阜康

生物科技股份有限公司。实验动物饲养于南方医科大

学南方医院实验动物中心SPF级实验室。所有实验操

作符合南方医科大学动物实验伦理委员会的要求。

1.4 淋巴瘤实验动物模型的构建

Raji细胞用含10% 新生小牛血清的RPMI 1640在

37 ℃、50 mL/L CO2，体积分数 5%的培养箱中常规培养

传代。将处于对数生长期的Raji淋巴瘤细胞经PBC洗

涤后，以1500 r/ min 的速度离心3 min，收集Raji细胞，

细胞计数后用无血清 RPMI 1640 培养基将细胞浓度配

成1×108/mL，0.2 mL/只，接种于4~6周龄雌性Nod-Scid

小鼠右侧腋窝处皮下。接种后于动物实验中心无菌条

件下饲养。观察肿瘤大小变化，待肿瘤长至1.0~1.5 cm3

时，用于下一步体内分布和显像研究。

1.5 CD45单抗的生物素化及活性测定

将CD45单抗与生物素活化酯的摩尔比为1∶30~1

∶50取样，生物素活化酯/二甲基亚砜（DMSO）溶液滴加

至CD45单抗的碳酸氢钠溶液中，室温振荡反应 1h，

PD-10柱离心纯化，采用ELISA法鉴定生物素化活性；

采用HABA/Avidin试剂进行CD45单抗生物素化程度

测定。

1.6 CD45单抗及Avidin的188Re标记方法和鉴定

1.6.1 CD45单抗及Avidin的还原 取一定量的CD45

单抗及Avidin溶液，分别加入2-ME（2-巯基乙醇），混合

均匀后室温避光振荡反应30 min，混合物经PD-10柱离

心纯化，收集反应液体。

1.6.2 188Re标记CD45单抗及Avidin 取充满氮气的已封

闭的玻璃小瓶1支，依次加入Na188ReO4
-溶液（59.2 MBq）

及 2 mol/L 葡庚糖酸钠（GH）溶液，然后加入一定的

133 mol/L含酒石酸的氯化亚锡溶液，反应15 min。最

后加入还原的CD45单抗或Avidin溶液，混合均匀，室

温放置2 h。纸层析法测定其标记率，固定相为新华1号

滤纸，展开剂为混合物溶液（氨水∶乙醇∶水=1∶2∶5）和生

理盐水。

1.7 淋巴瘤荷瘤小鼠二步法预定位SPECT显像及体内

生物分布

1.7.1 动物分组 取淋巴瘤荷瘤小鼠随机分为2 组，每

组 3 只。①实验组：先经小鼠尾静脉注射生物素化

CD45 单抗（7.5 mg/100 μL），24 h 后经腹腔注射
188Re-Avidin（3.7 MBq/100 μL）；②对照组：188Re-CD45

单抗静脉注药组（3.7 MBq/100 μL）。

1.7.2 SPECT显像和体内生物分布 各组荷瘤小鼠经尾

静脉注射标记物，分别于注药后30 min、1 h、6 h和23 h

用SPECT仪进行γ显像，并于注药后24 h处死2组小鼠，

收集血液、分离肿瘤和主要脏器，称重后并测量其放射

性计数，经放射性衰变校正后计算各脏器每克组织百分

注射剂量率（%ID∕g）和T/NT比值。所有荷瘤小鼠处死

后，取小块移植肿瘤于10%福尔马林溶液中固定，低温

石蜡包埋，5 mm连续切片，组织切片常规苏木精-伊红

（HE）染色。

J South Med Univ, 2015, 35(8): 1175-1179 http://www.j-smu.com·· 1176



1.8 统计学方法

应用SPSS 13.0软件进行统计学分析，数据采用均

数±标准差表示，两独立样本比较采用 t检验，若P<0.05

则表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 标记化合物的质量控制

采用HABA/Avidin试剂测定，平均每个CD45单

抗分子可结合40个生物素分子；ELISA法测定生物素

化 CD45 单抗（鼠源性）的免疫活性平均为（90.57±

8.13）%。188Re-CD45单抗标记率平均为（82.52±2.92）%，
188Re-Avidin标记率平均为（80.83±3.48）%，经PD-10柱

纯化后，放化纯度均大于 90%。

2.2 Raji细胞移植瘤小鼠动物模型的构建

淋巴瘤小鼠模型采用Raji细胞系建立，Raji细胞是

由人B细胞淋巴瘤筛选、传代得来，24只Nod-Scid小鼠

有24只移植瘤成活，移植瘤成活率为100%。成瘤组织

HE病理切片示：瘤细胞弥漫浸润成分单一，大小形态一

致，瘤细胞呈圆形，细胞核卵圆形或不规则形，核仁明显

较大，核分离相多见，胞浆少或中等量（图1）。

2.3 淋巴瘤荷瘤小鼠二步法预定位放免显像

二步法预定位组荷瘤小鼠于注药后0.5、1、6和23 h

的SPECT显像结果见图2。如图所示，在整个显像期间

血池内放射性均较低，肝脏和脾脏内见较多放射性浓

聚；注药1 h后肿瘤见显影，随时间延长肿瘤内的放射性

摄取逐渐增多，1~6 h肿瘤显影渐清晰，并持续到23 h。

图1 Raji细胞移植瘤苏木精-伊红染色
Fig.1 HE staining of tumor tissue in nod-scid mice
bearing human Raji cell xenograft (Original
magnification: ×400).

图2 二步法预定位组在Raji细胞移植瘤小鼠的放免显像
Fig.2 Radioimmunoimaging with two-step pretargeting of xenografted tumor in mice at different time points post-injection.

ANT 0.5 h ANT 1 h ANT 6 h ANT 23 h

而 188Re-CD45单抗对照组荷瘤小鼠的SPECT显像

示：于肝脏和肾脏内见明显放射性聚集，肿瘤部位显影

模糊，20 h血池内仍见较多放射性分布，肿瘤部位见有

少量放射性集聚。如图3所示。

2.4 淋巴瘤荷瘤小鼠二步法预定位体内生物分布

二步法预定位组荷瘤小鼠体内的生物分布测定结

果：注药后24 h肾脏和肝脏的摄取%ID/g分别为（6.77±

2.32）%和（2.81±1.25）%，其他脏器内的摄取%ID/g保持

在较低水平，而肿瘤的摄取%ID/g为（1.34±0.52）%；肿

瘤/血液比值为（4.28±0.82），肿瘤/肌肉比值为（8.00±

0.88）。而 188Re-CD45单抗对照组荷瘤小鼠则在注药后

24 h 肾脏、肝脏和血液的摄取%ID/g 分别为（4.30±

5.92）%、（0.74±0.84）%和（1.14±1.47）%，肿瘤的摄取%

ID/g为（0.62±0.79）%；肿瘤/血液比值为（0.58±0.06），肿

瘤/肌肉比值为（3.21±0.24）。注药后24 h肿瘤/血液比

值在二步法预定位组和 188Re-CD45单抗对照组两组间

有显著的统计学差异（t=6.331，P=0.024）。二步法预定

位组及 188Re-CD45单抗对照组注药后24 h的T/NT比

值比较见图4。

3 讨论

1987年Hnatowich等［6］把生物素-亲和素系统用于
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放免显像，预定位技术的应用使放免显像有了快速发

展。由于1个单抗分子可结合多个生物素（Biotin, Bt）

分子，而每个亲和素（Avidin, Av）又可结合4个生物素，

从而产生放大效应［7-8］。Paganelli等［9］首先于荷瘤裸鼠

腹腔注射生物素化单抗，24 h后再腹腔注射 131I-SA，4 h

后处死动物，结果T/NT及肿瘤组织内的放射性活度均

明显增高，但在肝脏、肾脏内也有明显的浓聚。二步法［4］

在人体实验中也收到了很好的效果。Goodwin等［10］报

道与直接标记单抗相比，采用抗CD45单抗-SA复合物

及放射性标记生物素的二步法预定位实验结果表明，放

射性选择性聚集于小鼠白血病组织，靶/非靶比值增加，

预定位RIT显著地提高了治疗效果，降低了毒副反应，

延长了小鼠生存时间。

目前国内报道的肿瘤预定位放免显像和治疗主要

为实体瘤动物模型，而在血液系统恶性肿瘤动物模型中

的研究报道很少［11-12］。本文选择人Raji细胞株以建立人

B细胞淋巴瘤裸鼠皮下移植瘤模型。根据文献报道皮

下接种的Raji细胞总数宜控制在106~108，细胞

数目过少则建模成功率较低。因此，本实验增

加了注射至裸鼠皮下的细胞总数，收集对数期

生长的Raji细胞，用不含血清培养基制成Raji

细胞悬液（>1×108/mL），每只裸鼠注射0.2 mL。

另外，实验动物种类的选择也至关重要，普通

二联免疫裸鼠成瘤率较低且生存期短，预实验

中在二联免疫裸鼠双侧臀部皮下均注入等量

的Raji细胞，移植瘤成活率为67%。为了提高

移植瘤成活率选用了Nod-Scid小鼠，又称为非

肥胖糖尿病重症联合免疫缺陷小鼠，4~6周龄

（雌性），是T' B' NK细胞缺陷的严重联合免疫

缺陷动物模型，是建立移植瘤较好的实验动

物。实验中为避免注射标记物后膀胱放射性

明显浓聚而影响接种于裸鼠后肢肿瘤显像的

效果，本实验选择在Nod-Scid小鼠前肢腋窝皮下接种

Raji细胞，移植瘤成活率为100%。将Raji细胞接种于

Nod-Scid小鼠前肢皮下方法简便，因为移植瘤具有来源

细胞本身所固有的生物学特性，构建的肿瘤模型适合于

人类肿瘤实验研究需要。

目前有关血液系统恶性肿瘤的放免显像和RIT的

研究国内文献报道较少，尤其是淋巴瘤。国外有关淋巴

瘤的RIT研究成果表明针对CD20单抗的放射性靶向

药物在临床试验中已证实其治疗的有效性［13］。本研究

旨在通过预定位技术来提高肿瘤的T/NT比值，以达到

更好的肿瘤显像与治疗。由于生物素化单抗的血管穿

透和组织扩散能力较强以及标记亲和素在血中清除率

较快的特点，预定位放免显像研究已证实它可有效地降低

正常组织中放射性的聚集，使肿瘤/血比值明显提高［14］。

本实验以CD45单抗作为特异性靶向淋巴瘤细胞的靶

向载体［15］，根据二步法预定位技术的原理，先经静脉注

入生物素化CD45单抗先预定位于肿瘤，24 h后当生物

图3 188Re-CD45单抗在Raji细胞移植瘤小鼠的放免显像
Fig.3 Radioimmunoimaging with 188Re-CD45 McAb in mice bearing xenografted tumors at different time points post-injection.

ANT 0.5 h ANT 1 h ANT 6 h ANT 20 h

图4 二步法预定位组及188Re-CD45单抗组注药后24 h的T/NT比值比较
Fig.4 Comparison of target-to-normal tissue ratios in two-step
pretargeting group and 188Re-CD45 McAb group at 24 h post-injection.
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化单抗在肿瘤内达到最大聚集时，腹腔注入 188Re-亲和

素，淋巴瘤动物模型体内的生物分布结果表明，注药后

24 h肿瘤/血液比值平均为4.28；而188Re-CD45单抗组注

药后24 h肿瘤/血液比值平均为0.58，两组间有显著的

统计学差异，提示二步法预定位放射性血清除快，预定

位的应用能够显著降低本底，提高肿瘤的T/NT比值，这

样即可减少放射性对全身其它正常脏器的照射剂量，又

可使放射性有效地聚集于肿瘤组织内，以利于达到更好

的肿瘤显像与治疗。同时生物分布实验结果表明二步

法的肾脏及肝脏内也有较多的放射性分布，其中肝脏的

摄取考虑可能与标记亲和素和肝脏细胞表面的甘露糖

受体结合有关，有研究证实当生物素化单抗引入动物体

内后，标记的亲和素可与生物素结合，引起亲和素的结

构发生改变，使其甘露糖侧链暴露而易与肝脏的相应受

体结合，从而使 188Re-Avidin聚集于肝脏内；而肾脏内的

高摄取则可能与Avidin带有较多正电荷有关，可与肾细

胞及肾小球基底膜上的负电荷相互作用而使
188Re-Avidin聚集于肾脏。因此有必要对亲和素的结构

进行改造，以减少在肝肾等部位的非特异摄取，提高亲

和素-生物素系统预定位的诊断和治疗效能。初步研究

结果表明CD45单抗介导的 188Re-亲和素二步法预定位

放免显像可特异性靶向于Raji细胞的淋巴瘤移植瘤中，

有望成为一种新的肿瘤显像和治疗方法，但亲和素-生

物素系统预定位在临床放免显像和RIT中的应用还存

在许多需要解决的问题，诸如反复注射引起Avdin或链

霉亲和素（SA）相关的免疫反应和序贯给药的最佳剂量

和给药时相，以及对放射性标记的亲和素或生物素的改

造，获得具有较优化的体内药代动力学，以提高肿瘤的

T/NT比值，且延长放射性在肿瘤组织内的滞留时间，从

而进一步提高预定位显像及治疗效果。
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