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肿瘤诊治的新途径一一核素标记单克隆

抗体技术及其进展

解放军总医院 隆力绿述 方永鑫 蒋彦永 夏宗勤
.

审

提 耍
:

肿瘤的放射免疫定位 ( Rad io i二 muo o d et e et io n
)和放射免痊治疗 ( Rad io i二 mu

o t 五 e rap y )

是近年来在肿瘤诊治研究中迅速发展起来的一门新技术
。

本文就放射性核素与单克隆抗体的标记在

技术上进行回顾
,

同时简单地介绍在其应用领域中的一些新进展
。

本世纪 4 0年代末到 5 0 年代
,

P r e s s m a n

及其同事首先 用放射性同位素碘标记多克隆

抗体作了定位肿瘤的尝试
,

但多克隆抗体中

对抗原特异的抗体所占的比例低
,

最多也不

过 10 %
,

而 90 % 以上为不必需的非特异物
,

因

此效果并不理想
。

直到 1 9 7 5 年单 克隆抗体

M o A b产生以后
,

本世纪初 E r l i o h等人关于

治疗肿瘤的
“
魔弹

”
设想成为可能

。

越来越

多的研究人员进行了放射性核素标记 M c A b

用于肿瘤诊断和治疗的研究
。

下面就放射性

核素标记单克隆抗体在技术上进行回顾
。

一
、

一步法标记

即放射性核素直接与抗体标记
,

化学反

应和放射标记 同时发生
,

多用于碘和锡的标

记
。

(一 )放射性碘标记抗体

在还原状态 ( I
一
)

一

卜
,

对标记抗体是不发

生反应的
,

只有在活化了的碘离子 ( I
十

)状态

下才有可能与抗体标记
。

这种碘的氧化是由

象氯胺 T
、

I o d o g e n
或乳过氧化氢酶这样的

氧化剂来完成的
。

1
.

氯胺 T 法
:

由G r e e n w 。 。 d等人建立

( 1 9 6 3年 )
。 ` “ ’

I
、

抗体和新鲜氯胺 T 在缓冲液

中充分混合一定时间后
,

加入还原剂偏重亚

硫酸钠以中止氧化
,

进而用 S e p h a
d

e x G 一 5 0

层析柱将碘标记的抗体 与未 标记 的抗 体分

开
。

此法速度快
,

易于操作
,

能获得极高的

有特异活性的标记产物
。

氯胺 T 是一种强反

应剂
,

易引起抗体免疫活性的丧失和抗体的

变性聚合等〔 .1 幻
,

但由于前述的优点
,

仍

有不少人采用
。

2
.

I o d o g e n
法

: I o d o g e n
是 1

、
3

、

4
、
6一

四氯
一
a3

,

a6
一二苯基 乙脉的商 品 名 称

。

它

难溶于水
,

所以化学反应发生在固体阶段
,

蛋白变性极少又容易纯化
,

能获得极高特异

活性的标记产物 〔幻
。

关于具体方法
,

F r a -

k e r
等人有详细描述〔 3 〕 ,

为颇受欢迎的碘化

方法
。

(二 )放射性碍标记抗体

各家报道的碍直接标记方法中
,

缓冲系

统
、

p H值及
“
孵育

”
时间均不相同

,

其共同

点是都用锡离子作还原剂
,

即抗体与碍在一

个含有氯化亚锡缓冲液的环境中进行标记
。

还原后的碍将生成三种产物
:
与抗体联结

,

形成
。” T e

胶体和非还原的
. 。 “

T 。 O 4’
。

P a i k

等人发现了抗体与
。 。 ’

T 。
的两个结合点

,

一个

具有高容量但亲合力低
,

而另一个为低容量

高亲合力点〔 4 〕
。 “ 。 “

T c
与抗体低亲合力点的

结合是脆弱的
,

易因氧化和反整合而裂解
。

对此
,

R h o
de

s
等人认 为可用包括抗体与锡

离子长时间
“
孵育

”
的P r e it in n g 法或通过

鳌合剂的间接标记方法解决
,

从而减少低亲

合力点的标记〔 6 〕。
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二
、

用益合荆间接标记

鳌合剂是包含一个 可与金属离子紧密结

合的赘合基和一个可与氨基酸残基反应的功

能基的分子
,

因此也称为双功能赘合剂
。

利

用鳌合剂的间接标记是将赘 合剂 先与抗体

(或核素 )联结
,

然后再将核素 (或抗体 )结合

到鳌合剂上
。

这种方法在选择化学反应和核

素种类上有很大的灵活性
。

目前所用的赘合剂有 D T P A ( d i e t h y l 。 -

n e 一 t r i a m i n e 一 P e n t a a e e t i e a e i d ) 〔 6 〕 ,
E D一

T A ( e t h y l e n e 一 d i a m i n e 一 t e t r a a e i t i e a e i一

d ) 〔 7 〕 ,
D F ( d

e f e r o x a m i n e ) 〔 8 〕 ,
B A B E

( b
r o m o a e e t a m i d o b e n z y l e t h y l e n e d i a m 一

i n e 一 t e t r a a c e t i C a e i d ) 〔 9 〕等
。

下面 J叹报道

较多的D T P A 为例加以说明
。

(一 )抗体与鳌合剂的联结

常用环 D T P A 醉与抗体氨基之间的酞化

反应进行 〔 6 〕
。

联结时
,

将适当比例的环 D -

T P A 醉与抗体放入 p H 值为 7 的缓冲液中
,

在室温中振荡 5 分种即可完成
。

有人研究了

不同的 D T P A /抗体比值 ( 5 0
、

1 0 0
、

1 5 0 )对

抗体联结的影响
,

发现高比值易导致集合物

的形成
,

但后者可用连续凝胶过滤法使之显

著减少〔 2 〕。

除环 D T P A 醉法外
,

还有D T P A 淡基炭

醉法〔’ 。〕 , 0 一酞基异脉 D T P A 法等〔” 〕。

(二 )金属离子的鳌合

以 “ ` I n
为例

.

将无载体的氯化川 nI 在醋

酸钠溶液中与抗体一 D T P A 复合物混合
,

保

持反应 p H值在 5~ 6〔 6 〕。

之所 以在酸性环境
,
一

卜进行
,

是因为很多金属离子在中性或微碱

性环境中脱水沉淀
。

常用的是醋酸盐或拘椽

酸盘〔 2 〕

g o m
T e
的标记与川 I n类似〔 , 2〕 。

先将 D T -

P A 一抗体复合物与氯化亚锡在醋酸盐缓冲液
,

卜( p H 4 ` 5 ) a
孵育

,, 3 0分钟
,

温 J变保持在 2 3

℃
。

再加入
。 。 m

T e O
一 ` "

孵育
” r s分钟

。

此法

对完整抗体
、

F (
a b

`
)
2
片段和 F a b 片段均适

用
。

有人报道过用这种方法在D T P A和 gI G

的溶液中
。 g m

T e
与抗体的直接标记〔 ` 3 〕。

三
、

关于用盆合荆与抗体特殊

部位的联结

发生在抗原结合点上的任何化学变化
,

都可能导致抗原体对抗原亲合力和特异性的

改变
,

因此从理论上讲
,

应该将鳌合剂有选

择地联结在远离抗原 结合 点的 恒定 部位
。

S a o c a vi in 等人认为可用 F 。
段的含糖部位和

F (
a b产 ) 2

片段的琉基进行 〔 2 〕
。

但用此法标记
“ ` nI 后发现

,

抗体在裸鼠体内的免疫学活性

和生物学分布与D T F A 和抗体随意联结的产

物比较
,

没有什么区别
。

经分析发现
,

所谓

的含糖部位是随意分散在抗体上的
,

而并非

特异地集中在 F 。段
。

看来用鳌合剂与抗体特

殊部位的联结须另辟途径
。

四
、

抗原
、

抗体及核紊的选择

(一 )抗原的选择

已发现的肿瘤抗原均为肿瘤相关抗原
,

绝大多数属于肿瘤失控增殖过程中异常增多

的物质 (分化性抗原 )或胚胎性抗原
。

目前应

用较多的是分泌型抗原
,

如 C E A
、

a F P
、

F e r r i n t i n
、

C A 1 9一 9
、

H C G 等
。

因为它

们能出现于血液中
,

故可用于对病人进行定

期的观测
,

但却因其也能与一部分标记的抗

体结合
,

从而降低靶 /非靶比 值
,

影响 了放

射免疫显像的效果
。

最近有人研究用非分泌

型抗原 S S E A 定位和治疗消化道肿瘤
,

能获

得较好效果 〔’ 4〕
。

但因其不存在于血液中
,

故

不能用于监测
,

须与分泌型抗原或其它监测

手段结合起来
。

(二 )抗体的选择

目前临床使用的抗体为动物抗体 (鼠 )
,

注射后会产生抗这种抗体的抗体— 人抗鼠

抗体 ( H A M A )
,

其中一些抗体可以直接和抗

原结合点起反应
,

也可 以引起过敏反应
,

尤

其在反复使用后
。

因此人们开始探索人
一
人杂



交瘤技术
,

以便制备出人单克隆抗体
。

就动

物抗体而言
,

易引起过敏反应的是 F
c
段

。

因

此有人考虑用除去了 F c
段的 F

a b 片段或 F

(
“
b
产 ) 2
片段

,

以减少或避免过娜反应的发生
〔 ’ “ 〕

。

其方法是利用蛋白水解酶— 胃蛋白酶

作用于邻近重链的双硫键部位
,

用它裂解大

部分 F c
片段

,

留下两个连在一起的 F (
a b尹 )

: ;

而木瓜酶则可除去更大部分的重链
,

生成两

个单价的 F a b片段和一个完整的 F
c
段

。

完整抗体 I g G 是在肝脏和网状 内 皮 系

统中代谢的
,

而 F
a b片段则主 要 在 肾 脏 清

除〔 ’ “ 〕 。

因此
,

从理论上讲
,

F a b片段可以减

少非靶性的肝脾放射强度
,

但 F
a
b片段为单

价
,

与抗原的结合弱于双价的完 整 抗 体
,

而 F ( a b
`
) 2既具有二价活性的结合点

,

又没

有免疫原性的 F c段
,

因此被证明优于完整抗

体和 F a b片段〔 7 : 〕
o

( 三 )核素的选择

对于诊断定位来说
,

要求核素的半衰期

要相对地短
,

其衰变类型是准直效率高的低

能的丫辐射
,

最好不发射日射线
,

以尽量减少

病人吸收的辐射剂量
。

对内照射来说
,

则以

短半衰期的释放日或 /和 a 射线的核素为宜
。

, “ ` I是最早也是到目前为 止使用最多的

核素
。

它容易与抗体标记
,

不易导致对抗体

的损伤
,

生物半衰期较短
,

其 Y 射线可以极

容易地为 Y相机探测到
,

日射线可用于治疗
。

但碘标记抗体的最大弱点是其在体内的不稳

定
,

产生的脱卤作用导致示踪剂自器官尤其

是肝脏的迅速清除
,

使肿瘤部位的放射性碘

水平降低
。

另外
,

由于体内某些器官 ( 如甲

状腺 ) 对碘的高摄取性
,

因此在给病人注射

碘标记的抗体前
,

要先给病人碘化钾或氯化

碘溶液
,

以封闭这些器官对放射性碘的摄取
。

目前人们多寻求用金属核素标记抗体
。

H
a l p e r n

等人对比了
’ “ I n和 ’ 3 ’ I 在放射免疫

显像和它们标记抗体的体内行为
,

发现 ” ` nI

除了在肝脏滞留和价格较贵以外
,

其它指标

均优于
’ 3 ’ I C̀ 妞〕

。 。 “ m
T e ,

由于其理想的核素性

质
,

是另一种广泛应用的诊断核素〔 ’ , 〕。

在治疗上
,

除了用
’ “ ` I以外

,

也选用纯日

射线的金属核素
。

例如
,

选用
。 ” Y作为最好的

放射核素之一标记单克隆抗体用于治疗
,

这

是基于其适宜的半衰期 ( 6 4小时 )
,

无丫射线
,

与抗体结合牢固
,

中度能量的日射线
,

以及

化学 性质适 合于与 D T P A 形成 赘合物〔 2。
、

2 4〕
。

此外
,

还有用
2 ` Z B i

、 ` 7
S e
和

` QO
P d标记抗

体用于治疗的〔2卜
2 3〕。

人们用放射性核素标记肿瘤抗体作为定

位诊断和治疗肿瘤的新途径
,

至 今已有四十

余年了
,

目前大多仍处于探索阶段
。

尽管如

此
,

由于肿瘤研究中的核素标记抗体用于定

位和治疗是一种既能定位又能定性的方式
,

有着其它手段所不能比拟的优越性
,

因此多

数学者的态度是积极乐观的
。

近来有的研究

人员探索用小型手提式丫 探测仪
,

在手术中

探测肿瘤及其转移灶的位置
,

可以发现体积

更小更隐蔽的病灶
,

使肿瘤定位技术又向前

迈进了一步 〔“ 4一 2 “ 〕
。

可以预料
,

随着人们对

肿瘤认识的深入和标记技术的提高
,

这项技

术会逐步完善
,

成为人们诊治肿瘤的新手段
。
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