
有关癌肿放射免疫探测的若于问题
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应用抗肿瘤抗体作为载体
,

经标记放射性

核素后
,

注入人体
,

载入相应肿瘤
,

用丫相 机

进行肿瘤的阳性显像
,

G o l d e n b e r g 〔 ’
一

称之为

癌放射免 疫 探 测 ( R a d i o i m m u n o d e t e C t i o n

of c a n e e r
)

。

抗肿瘤抗体选择性浓集于产 生

相应抗原的靶癌组织内
,

是以肿瘤具有的抗原

性为先决条件
。

为探索肿瘤的特异抗原
,

肿瘤

免疫学家经过 了半个世纪的努力
,

由于未得到

肿瘤的特异性抗原
,

故进展不快
。

早在 1 9 2 9年

W i et bs k y 巳描述了肿瘤的抗原特性
,

但 是以

免疫反应的高度特异性为基础的亲肿瘤放射免

疫探测技术
,

只是近年来
,

在免疫学和核医学

发展的基础上
,

才初步具备条件去探 索 和 研

究
。 1 9 7 8年G

o l d e n b e r g 等 人首次将抗 C E A

( C a r 。 i n o e m b r y o n i e A n t i g e n
) 抗 体 作为

肿瘤体外探测的示踪剂应用于 临 床
〔 ’ 〕 ,

并于

1 9 8 0年详细报导了 14 2例癌症患 者 的
’ 3 ` I标记

抗 C E A抗体放射免疫探测的临床研 究
〔 2 。

结

果 如 表 1 所 示 乡 其 灵 敏 度 ( S e o s i t i v i t y )

_ 放免探测阳性病灶数
.

_ 、 , , 。 。
, , *

。 ,

”

截粼嚣湍蓉篇裁渝
、 100

,

对结直肠

癌为85 %
,

卵巢瘤为 88 写
,

宫颈癌 90 %
,

肺癌

7 1%
。

其特异性 ( S p e e i f i e i t y )
·

6 } 3 / 6

15 6 / 8

敏度为 10 0%
。

特异性为 80 %
。

准确性

= 放鱼邃迥丝
~

真阳
`

七肺
~

旦二数少虞鱼丝应丝数
受检病灶总数

放免探测阴性病灶数
, 八 。

、
。 。

立澎羚千筹若罕寺汗斋月望竿会头
`厂 `

1 0 0 ,

为 8 3~ 1 0 0%
。

被检的 C E A阴性病灶总数
` “ “ ’ / J “ “ ` ” ” / “ ’

作者认为放射免疫探测优于其他检查方法
。

在应用放射免疫探测进行人体 C E A 阳 性

肿瘤体外探测取得成功的基础上
,

美国肯塔基

大学医学院放射医学系核医学组的 K i m等人将

山羊抗 人 A F P ( a 一

F e t o p r o t e i n
) 抗体 经 纯

化
、

标记
` 台 `

I后分别给 12 例
、

16 例癌症 患者作

丫相机的放射免疫探测 门
、 ` ’ ,

实验证实
,

其 灵

、 1 00
,

为 8 5%
。

作者肯定了这项技术的优越性
。

虽然 A F P不是某一肿瘤的特异性标志物
,

但它

在一些类型肿瘤 ( 肝癌
、

肇丸胚胎癌
、

卵巢内胚

窦瘤 )内的含量增加
,

这就提供了一定程度的放

射免疫探测肿瘤的特异性
。

而用其他放射性核

素体外显像技术是难以达到的
〔 “ 。

x , 50年 G
o ld e n b e r g和 K i m等人又报 导 T

把
, ` ’

I标记的山羊抗 H C G ( H u m a n C h o r i o
-

n i 。 G o n a d o t r o p i n ) 抗体试用于人体
` “ ’ 。

4例

患者中 3例血
.

清 H C G增高
,

其原发灶及转移灶

均被放射免疫探测所证实
,

而 1例 血请 H C G 阴

·
_

L海华山医院
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性患者
,

放射免疫探测时
,

肺部5个转移灶均未

显像
,

作者推断可能该例患者的肿 瘤 不 分泌

H C G
。

目前国外有关肿瘤放射免疫探测的临床试

用
,

主要局限于能产生 C E A
、

A F P和 H C G的

肿瘤
,

估计在 1 7 0例左右
〔 。 ’ ,

国内尚 未 见 报

导
。

这项技术的临床发展
,

仍处于幼年时期
。

其发展有赖于免疫血清学
、

免疫化学
、

免疫遗

传学和放射药物学
、

放射化学
、

扫描显像技术

和计算机科学的发展
7 〕 。

本文就放射免 疫 探

测的若干问题作一综述
。

一
、

关于肿油抗耳的提取和纯化

为得到抗肿瘤抗体
,

许多学者用新鲜活肿

瘤细胞直接免疫动物
〔 “ ’ ,

也有用癌组织 的 匀

浆
〔二 或粗提液作为免疫原 “ 。 ’ ,

但其抗原 纯

度均不理想
,

为了得到专一性的高滴度抗肿瘤

抗体
,

必须进一步提纯抗原
。

目前用于放射免

疫探测的 C E A抗原
,

是在常规制备的基 础 上

再用亲和层析法纯化
。

具体操作是取结肠腺癌

肝转移灶新鲜癌组织
,

剔除正常组织后
,

剪成

小块
,

在匀浆器内捣碎
,

经细筛过滤去除大部

分结缔组织
,

然后混悬在 p H S的 0
.

03 M磷酸缓

冲液中
,

再次匀浆及离心
,

取两次的上清液即

为常规制备的 C E A 提取液
` ’ ` “ 。

K r u p e y等人

“ 2 二用过抓酸分离 C E A
。

因 C E A 溶于 酸
,

而其

他大量蛋白质和不溶于酸的物质均 可 与 C E A

分离
,

多数作者采用此法
〔 ` 3 、 ` 今 “ ,

也有 人 用

二碘水杨酸铿 “ “ 〕

或用 40 %的乙醇磷酸缓冲液

提取 C E A
仁 ` . 〕 。

用过氯酸沉淀分离法得 到 的

C E A提取溶液经透析法去除过氧酸及其 他 低

分子物质
。

近来有作者不用透析法而用三倍量

的冷 〔 一 20
O

C ) 乙醇加入过氯酸提取液中
,

然

后用 N H
`
O H调 p H至 7

。

离心得到沉淀物 `经等

容量的 7 5%乙醇洗涤
,

然后 经 S e p h a r o s e 4 B

层析
“ ’ 7

,
,

用 含 o
.

1 5M N a C I的 o
.

o 5 M p H 5
.

5

磷酸钠缓冲液淋洗
。

许多作者增加一个纯化步

骤
,

即在凝胶过滤之后再经伴刀豆 球 蛋 白 A

( C o n A )
一

琼脂糖凝胶层 析一次 “ . 、 ` . ’ ,

通

过这种 亲和层析法可得到较纯的 C E A
。

N i s ll i用免疫沉淀法制备 A F P
“ “ 。

将胎

儿血清或确诊肝痛患者的血清免疫家兔
。

方法

系用 O
。

l m l的血清加等量福氏完全佐剂
,

每周

皮下往射足次
; ,

末次注射后 2周取血
,

得到抗胎

儿血清的抗血倩
。

,
一

角芷常成人血清 3m l吸 附抗

血清 l m l后
,

得到吸收后的抗血清
,

再与 肝癌

患者的血清混合
,

置 3 7
O

C下 60 m i n ,

形成抗原
一

抗休沉淀物
,

经 3 0 0 o r p m 离心 1 5m i n
后

,

再

用 O
.

1 5M N a C I冷液洗涤 3次
。

得到的沉 淀 物

溶于 15 倍的 Q
.

I M甘氨酸
一

盐酸缓冲 液 中 (P H

2
.

8
,

再经 z 0 0 0 o r p m离心 1 5m i n
,

以除去 不
·

溶

性物质
。

然后将上清液 的 p H用 0
.

4M N a :
H

-

P O
`
调至 7

.

0
,

使之再形成抗原
一

抗体沉淀物
。

溶解和沉淀重复两次
,

完全除去不纯的抗原和

抗体
。

将得到的抗原
一

抗体 复 合 物
,

溶 解 在

0
.

I M的甘氨酸
一

盐酸缓冲液 ( p H I
.

8 ) 中
,

并

经 S e P h a d e x G 1 5 0柱 (
’

2
.

6 x 9 5 e m ) 凝 胶 过

滤
。

解离的抗原和抗体在以 20 m l/ hr 速度 下淋

洗
,

每 s m l收集一管
,

每一管用。
.

4M N a :
H P

-

O
`
调至中性

,

用放免扩散法松 测 A F P含 量
,

经超过滤法浓集
,

再通过凝胶柱除去少量的残

留抗体
,

后经透析得到纯化的 A F P
。

随后作者

又报导用免疫吸附法 制 备 A F P 〔 , ”
。

K i m 和

G ol d e n b er g按此法从肝细胞癌 组 织 中 提 取

A F F , 制备抗 A F P抗血清后应用于临床
。

值得注意的是
,

在一般的 C E A提取 液中
,

含有一组与C E A 密切相关的物质
,

可 能 C E A

本身是化学的和免疫学的多聚体
` 2
产

’ 。
·

目前已

知与 C E A 起交叉反应的抗原有N C A ( 非特 异

性交叉反应抗原 ) r “ 3 “
几N G P丈正常糖蛋白 )

` : ` 〕 、

C C A七- !
’

( 结肠癌抗原 I )
〔恶。 ’ 和 C E

-

X ( C E A相关蛋白 ) 〔 2 。 `

,

等
。

用免疫学
、

分子量测定
、

氨基酸分析
、

糖

分析的方法比较原发性肝细胞癌患者血清中的

A F P和胎儿血清中的 A F P
,

两者无区别
“ 冬~

“ . , 。

但 A F P像大多数糖蛋白一样
,

有微 多相

性 ( M i c r o h e t e r o g e n e e i t y ) 的变化
,

常由于

糖结构的多相性所致
` “ “ “ 。

现已对大鼠的 A F P

的微 多相 性作了广泛的研究
,

至少存 在 9种型

式
; “ ? 、 3 ’ 。

不同种类动物的 A F P也不尽 相同
。

因此 A F P的多相性及 C E A的 多聚体在放射免
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疫探测中的影响以及如何进一步提纯
,

仍然是

~ 个值得研究的课题
。

二
、

肿瘤抗体的制奋
、

纯化和标记

给异种动物注射癌瘤抗原可产生强烈的免

疫反应
,

通常用纯化的癌瘤抗原免疫家兔或山

羊
,

一般 4周内每周注射 2~ 3次
,

每次注射 O
。

6

m l ( 含 3 m g抗原蛋白 ) 提取 液 或 胎 儿 血 清

( A F P )
,

并加等量的福氏完全佐 剂
,

将 0
。

1~

。
.

2 m l注入家兔的脚垫内
,

余下的注于后 肢两

侧肌肉内
。

.

末次注射后 12 ~ 14 天
,

即可放血提

取抗血清
〔 “ “ 〕 。

制备抗 A F P抗体的常规方 法
,

即将抗血清 10 m l
,

经 D E A E ( 二乙氨乙基 )
-

纤维素层析纯化 I g G
,

随后用 A m i c o PM
一

30 薄

膜浓集得到浓度为 4
.

2m g / m l的纯化抗体溶液
。

经放免分析
,

结合率为 50 %的最终滴度为 3 x

1 0 , 〔 , 、 ` ” 。

抗 C E A 抗体的制备需用亲和纯化法

纯化
。

纯化后的抗 C E A抗血清的滴度为 2 x l 。。

3 : ’ ,

每 m l 抗血清中含纯化 抗体 1
.

Om g 。

经

氯胺 T法标记
’ 3 `

I后
〔 “ . 〕 ,

抗体比放射性 为 10

林C i/ 卜g ,

含有 7 0% 的C E A活性
。

亲和纯 化的

, 2 .
1
一

抗 C E A抗体在大鼠移植 G M
一

39 肿瘤中的

聚集
,

比常规纯化法高 4倍
〔“ ’ J 。

用改 良氯胺 T法
L 3 ` !

标记
’ 3 ’ I

,

抗 A F P抗

体的免疫活性不降低
,

得到比放射性为每克 I g G

蛋 白5~ 10 C i
。

作 人 体 肿瘤阳性显像时
,

常用

剂量为 l ~ 2
.

s m C i 的 ` 3 ’
I
一

抗 A F P Ig G
,
蛋 白

质含量为 1 30~ 3 50 卜g 〔 . ’ 。

有的作者用量为 静

脉 内注入 1~ 4
.

魂m C i ( 1 3 0 , 5 9 0卜 g l g G )的 山羊

抗 A F P I g G 〔 毛 ’ 。

选择病人时
,

作皮肤过 敏 试

验
,

确定无过敏反应
,

方可定为放射免疫探测

的对象
。

三
、

过敏反应的问 .

一 临床应用的抗肿瘤免疫球蛋白
,

均来源于

动物
,

如家兔和山羊
。

这种异种蛋白用于放射

免疫探测
,

给人体作静脉注射
,

小剂量应用对

人是安全的 ` 飞9肠年D a y 给患者颈动脉注入家

兔抗人脑瘤的免疫球蛋白 不 超 过 5叩 g 〔协’ 。

x o 7 s年 B e l i t s k y等人报导用山羊抗人肾细胞癌

抗体给 20 例病人作静脉注射
,

由于其抗血清中

特异性抗肿瘤抗体的含量不超过 1%
,

因 而 所

用的剂量较大
,

为1 00 m g的抗肿瘤 球蛋白抗体
,

病人也无不良反应
〔 . ’ 。

i , 5 0年 G
o l d e n b e r g等

人
〔 “ 〕

将山羊抗 C E A抗体 用于 14 2例病人
,

抗

体用量为每 K g体重 2~ 3协g 免疫球 蛋 白
。

应

用山羊抗人 A F P免疫球蛋 白 童 为 1 30 一 3 5。林g

〔 毛’ ,

含放射性最为 1~ 2
.

s m C i
,

均无不 良反

应
,

并成功地进行了肿瘤阳性定位
。

随着抗体纯化技术的发展及标记方法的改

进
,

可望降低标记抗瘤抗体的使用量
,

因而异

种蛋白的过敏反应将有
一

可能减少到最小限度
。

四
、

单细胞株杭休的应用

以常规的或亲和纯化方法制备抗体
,

不仅

操作较为复杂
,

且纯度不够理想
。

免疫学新发

展 的杂交瘤引导 的单细胞株抗体可提供更好的

抗体
“ ` J ,

避免在应用常规免疫学方法制备抗

血清时所遇到 的许多问题
〔 恶 2 ; 。

生长在组织培养中的骨髓瘤细胞与经过免

疫的小鼠脾脏淋巴细胞 的融合
,

可得到杂交瘤

细胞系
,

它可产生所希望的特异性抗体
。

这种

融合是以聚乙二醇 ( M 1 5 0 O ) 为融合剂
,

在高

速离心下
,

使两者融合
。

在培养液中
,

仅融合于

杂交瘤细胞中的脾淋巴细胞才能存活
,

未融合

的脾淋巴细胞不久死亡
。

未经融合的骨髓瘤细

胞也可用特殊试剂杀死
。

进一步将杂交瘤细胞

分离成单个细胞
。

这些细胞在培养液中
,

通过

细胞分裂
,

进行无性增殖
,

直到形成几百万个

或几亿个相同的特异性抗体细胞
。

为了得到仅

产生特异性抗体的杂交瘤
,

需将癌瘤细胞配对

融合
,

瘤细胞本身不产生 I g G
,

但与脾细胞 融

合而得到的杂交细胞能专一地分泌特 异 性 抗

体
〔
二

’ 。

如果以小鼠作为杂交细胞的宿主
,

也

可 获得几乎纯系的抗血清
,

体内培养所得到的

抗体产量比体外法约高一千倍
〔 . 7 ) 。

, t

单细胞株抗体的应用
,

是一种令人鼓舞的

进展
,

为抗体 的制备开辟了一个新途径
,

对于

肿瘤放射免疫探测 的应用提供了良好的基础
。

五
、

妞环抗原的影晌

将标记抗肿瘤抗体给人体静注时
,

必然会

考虑到体内循环抗原可能会与相应 的标记杭体

结合 ( 中和作用 )
,

而妨碍抗瘤抗体在癌瘤巾
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的浓集和定位
。

临床实践已证 明抗体被循环抗

原部分中和并不阻止抗体的定位
。

Ki m等人报

导 的16 例患癌病人中
,

2例血清 A F P值不增 高

的患者
,

其癌瘤得到阳性定位
,

而血清 A F P值

增高到 1 5 0 o 0 n g / m l和 x s 0 0 0 n g / m l ( 正常为 5 0

~ 4 o n g /m l
「 ’ . ~

` ’
以下 ) 的两例癌症病人

,

用抗 A F P抗体作放射免疫探测时也得 到 阳 性

显像
’ 。

G o l d e n b e r g也证 实
「

` ’
即 使 血 清

C E A 增高到 3 5 o n g / m l (正常为 2
.

s n g / m l
` ’ 飞 )

以上或 5 5 0 On g / m l . : ’ ,

也不妨碍标记抗 C E A

抗体定位于癌瘤病灶
。

作者认为瘤组织与非瘤

组织 的计数率比值和血浆内相应抗原含量的高

低无明显关系
。

血浆内肿瘤抗原 的水平不直接

影响放射免疫探测
。

循环抗原的中和作用虽然不完全妨碍庙肿

的放射免疫探测
,

但难以估计循环抗元和抗体

反应实际发生的程度
。

而且免疫复合物的大量

形成
,

不仅可以干扰诊断
,

特别将大最抗体用

于治疗时的过度免疫可导致 免 疫 复 合 物 疾

病
「 2 名 ’ 。

因此有必要作进一步的探索
。

P
r i m us 等人

〔 “ ’

对循环免疫复合物作 了

分析
。

给癌症病人静注 1~ Zm C i ( 1 5 0~ 3 0 0卜g

I g G ) 抗 C E A 抗体之前及注后 1
、

2 4
、
魂8小时

取血浆样品
。

血浆中 C E A含量经放免 测 定
,

并将血浆样品经分子筛层析法及固相免疫吸附

法分析
,

证明一部分循环抗原可与静注的抗体

形成复合物
,

但这种免疫复合物不影响窟肿的

放免探测
。

另外也应指出循环抗原对注入的标

记抗体的竞争作用
,

一方面在某种程度上降低

了肿瘤的定位
,

但也可以增强肝
、

肾对标记物

的清除速度
〔心 盆 J ,

这种净化作用是否有利于肿

瘤定位也尚待研究
。

六
、

肿 . 组妞 /非肿 , 组级 ( T /N T )

比位与显像技术

标记抗肿瘤抗体在癌肿中特异性 的浓集与

周围非瘤区的放射性比值
,

即 T / N T
,

是体外

显像的主要因素
。

用常规 的平面放射性核素脏

器显像
,

要求 T /N T为 8比 1 〔 ` 吕 ` ,

但多数情 况

下这个卜仁值 是达不到的
。

K i m用抗 A F P 抗 体

定位显像时
,

含A F F癌肿的
’

r / N T为 3
。

2 0
,

而

不产生 A F P的癌肿的 T /N T为 1
.

9 6
厂 ,

、 。

G o l
-

d e n b e r g 等人对 14 2例癌症患者 作 放 免 探 测

时
,

T / N T值平均为 1
.

42
么 , 。

用标记抗 H C G

抗体注入癌症患者后 T / N T值约 1
.

6左右
” ’ 。

以上这些 T / N T值均不够大
,

用线性扫描仪 不

能发现肿瘤病灶
,

即使用丫相机也不能很 好解

决
。

为了提高 T / N T值
,

采用延迟扫描时 间
,

以降低非肿瘤区的放射性
。

一般在注射标记抗

瘤抗体后 24
、

48 小时才作丫相机显像
3 ” ` j 。

为了早期发现癌肿
,

对小病灶的发现是放

免探测的重点
。

但以目前来看
,

肿瘤组织与非

肿瘤组织间的对比度仍偏低
,

因而必须对所用

的显像方法作进一步改进
。

显像装置与计算机

系统连接
,

允许做包括本底扣除的数据处理
,

增强对比度
。

为此发展了第二示踪技术
,

去消

除病灶周围非瘤组织的活性
。

这种应用不同放

射性示踪物清除非瘤组织 的活性
,

增加瘤组织

活性的方法称之为 扣 除 技 术 ( S u bt r
ac t i o n

T
e e h n i q u e ) 〔` 3 丁 。

在体内
, ’ . ’ I

一

C E A抗体有一定程度 的脱
, 3 ’ I存在

。

这种
` . ’

I经循环而分布到非瘤组织

中
,

并转移结合到其他蛋白质上
,

形成非瘤组

织本底
。

为了减去这种非瘤本底
,

采用注射第

二标记物
,

使其分布在非瘤组织中
,

所用核素

的物理特性应是 Y射线
,

能 t 要低于肿 瘤示踪

物的核素
,

而且要有足够大的差异
,

能被 Y 照

相机二道脉冲高度分析器鉴别出来
。

当用 ’ 3 ’ I

标记 的抗瘤抗体时
,

第二示踪剂一般用
. “ m T 。 -

人血清白蛋白 ( O
.

s m C i ) 作为血管内 成 分
,

, . m T c 一高褥敌钠 ( 。
.

s m iC ) 作为 血 管 外 成

分
,

分别在显像前 5
、

30 m in 给病 人 静 注
。

同

时可得到二种核 素 ( ’ . ’
I和二 T c) 显像

,

通过

计算机处理
,

扣除低能
. O m T c 的图象

,

降低非

肿瘤区的计数
,

增加 T / N T 值 2
。

5倍 左 右
,

能

得到较好的阳性病灶图象
,

改进病变 的 检 出

率
` 3 ’ 。

目前用此法能探测肿瘤病灶 的最小直

径为 Z e m
〔 “ 〕 。

综合上述各种技术的发展
,

标记抗肿瘤抗

体有可能成为诊断肿瘤的新途径
。

尽管肿瘤放

射免疫探侧 目前仅是得到非特异性的肿瘤相关
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,

抗原
,

而这种可能性也还是存在的
。

相信随着

肿瘤免疫理论研究日益深入
,

在免疫和显象技

术不断改进 的条件下
,

癌肿的放射免疫探测技

术将会得到进一步完善和得到临床实践更多的

验证
。
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