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99m T c 标 记 单 克 隆 抗 体 技 术 的 进 展

北 京协和医院核医学科 李 军综述 王世真审

摘 典
:

单克隆抗体的
9” cT 标记技术近年来进步很快

,

主要包含 两 个 方 面
:
还 原抗 体 与

。抽 cT 的直接偶联及利用化学合成的双功能联结剂进行抗体与” nZ

cT 的偶联
。

为了使标记过程能适应

临床放免显像的方便使用
,

这些标记方法都朝着能够进行一步法标记的药盒方向发展
。

由于单克隆抗体 ( 以下 简称M
c A b ) 的

” m
T 。
标记物具有对肿瘤等病灶 进行定 位 显

像的功能
,

人们一直在致力 于 寻找 一种快

速
、

简便
、

标记率高
、

产物稳定的单克隆抗

体
。 。 ` T c

标记技术
,

以便适应临床 应 用的需

要
。

单克隆抗体的
。。 m
丁c直接标记

直接标记法通常包含如下过程 ( 这些过

程也可能在同一反应管内同时 进 行 ) 〔 1 〕:

①在保持单克隆抗体原有生物学活性的前提

下
,

将抗体中二硫键还原为游离琉基 (一 S H ) ;

②保护M
c A b还原后形 成 的一 S H , ③ 还原

. 。 “
T

o O ` ; ④还原态
, ” 口

T 。
在适当 弱 结合配

体存在下
,

形成
。。 “ T 。 一

配体结合物 , ⑤通过

配体交换反应
,

由
。 。 , T c 一

配体最终形成
。 。 m

T 。

一
M

e A b标记物
。

迄今为止
,

单克隆抗体的还原主要采用

了以下两类还原 剂
:

① 用 S n C 12
溶 液还 原

M c A b或其片段
,

这 里起还原作用的为 金属

离子 ( S n “ +

) ; ②使用含一 S H的小分子有机

物 ( 如 2一琉基 乙醇 ) 或其它有机小分子 ( 如

维生素C )
、

无机盐 ( 如N a B H
;
) 等

,

这里

起还原作用的为非金属组分
。

用 S n C 12
还原蛋白质进 行

“ “ ”
T 。
标 记的

最早尝试
,

可能是 D r e y e r 和 M u n z e 于 1 9 6 9

年采用此法标记人血清白蛋白的实验
,

当时

尚不能将胶体
。。 ,

T
。
与标记产物 分 离

。

19 7 1

年
,

E c k e lm a n 等使 用 S
e p h a d e x G

一 2 5凝

胶柱层析来除去标记过程中碍的水解产物
,

但并不能完全除去少量 的胶 体二 m
T c .

P ia k

等〔 “ 〕发现了M
c A b中有高亲和部 位 与低亲

和部位之分
,

并在 D T P A存在下观察到
。 “ “ T c

由低亲和部位 向高亲和部位的 转 移〔幻
,

这

实际上就是后来所使用的配体交换法的较早

雏型
。

在
“ 日m

T 。
弱结合配体的存在

一

卜
,

可在

保证原有标记率的同时提高标 记 物 的 稳定

性
,

同时减少 了水解产物
。

S n
C I: 还 原法经

过近十年的发展
,

R h o d e s
等于 1 9 8 0年 研究

出了一种用 S n C 12与M
c A b过夜保温

,

然后

再进行
。“ m

T 。
标记的方法

,

此法后来 成 为许

多直接标记法的经典基础
。

H a w k i sn 等〔 4 〕

改进 了此法
,

其基本标记方法如下
:

s m m ol

S n C 12 , 4 o m m o l邻苯二甲酸钾
, z 3

.

4 m m o l

酒石酸钠钾
,

配制成 o
.

67 m l溶 液 (P H 5
.

6 )
,

加入 l m l ( l m g / m l )的抗体
,

室温 保温 2 1 小

时
,

然后可将混合的反应液冷冻 或一 70 ℃保

存
。

使用时
,

待其融化 后 加入
“ . “

T
c
O厂洗

脱液
,

室温保存 1 小时
,

即可得到高标记率

的稳定产物
。

在此法 中
,

S n C 12
起到了 还原

M
c A b和

。 。 m
T c 0

4 一

的双重作用
,

还 原 体 系简

单
,

易于制备成药盒使用
。

但因抗体还厚时
间及标记时间较长

,

应注意避免操作过程中

S n C 12的氧化
。

运用此法制备的标记 物已成

功地用于临床显像
。

第二类还原方法 目前研究得较多
,

还原

剂种类也较多
。

R e n o
和 B

o t t i n o 〔 5 〕建 议 采

用一系列抗体还原剂
:
二硫苏糖醇 ( D T T )

、
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N a B H
` 、

硫代磷酸钠
、

二硫赤醉糖醇 ( D T E )
、

2一琉基乙醇 ( 2一 M E )
、

半胧氨酸
、

N 乙酞半胧

氨酸和谷恍甘肤
。

在标记 过 程 中
,

使用了
“ . “ T 。

弱结合配体 ( 酒石酸盐和葡庚糖酸盐 )

及还原型抗体的
一
S H 保 护 剂 ( Z n ” +

)
。

这

里
,

他们首次使用
一 S H保 护剂 Z n Z+ ,

以 防

止还原型抗体在保存过程中重新氧化形成二

硫键
,

这对于还原型抗体的长期冻存及药盒

的制备是有利的
。 一 S H的氧化可在溶解氧作

用下进行
,

并且可以为溶液中的微量金属离

子 〔C u
( l )

,
F e ( I ) 〕和碱性 p H条件所

催化
。

为防止二硫键的形成
,

可加入金属离

子络合剂或者用易于除去的
一 S H衍生化试剂

保护 游 离 一 S H
.

Z n “ 十 的 加入可与还原型抗

体的
一 S H形成中间物

,

标记时
,

Z n ” +

易于为
, g m

cT O : 一

所取代
,

而与还原抗体形彝更稳定

产物
。

在 S n C 12还原法中
,

过量的 S n Z十

也 产

生了类似 Z矿
干

的作用
。

P ak 等〔 “ 〕采用了多经基二狡 酸类化合

物作为
。。 “

T
c
的弱结合配体

,

这类 配 体 ( 代

表物是葡糖二酸 ) 与其他配体一样
,

能防止

水解产物的发生及得到高亲和位标记的稳定

产物
。

他们使用 D T T作抗体还原 剂
,

比较

了 “
单管法

” (即一步法 )药盒与
“
双管法

”

药盒的标 记产物性能
。 “

单管法
”
药盒组成

为 : 还原型抗体或片段
, 。 。 “ T c O

` 一

的还原剂

( S
n “ +

)
,

水溶性配体 ( D 一葡糖酸 )
。

使 用时
,

直接将 ” “
T

c O
` 一

洗脱液加入此管保温即可
,

方法简单
,

可一步完成
。 “

双管法
”
则将上

述配体
、

S矿
十

与还原型抗体 分 装 两 管
,
待

。 “ ,
T

o O
` 一
于第一管内还原形成配体结合物后

再加入第二管保温
。

比较的结果说明
, “
单

管法
”
标记产物的稳定性

、

标记率
、

活性等

方面均优于
“
双管法

” ,

并且单管法更适合

于 F a b `
片段 的标记

。

S e h w a r z
和 S t r e i n s -

t r a s s e r 〔 7 〕用 2一 M E作还原剂
,

以
。 , “

T
e 一
磷酸

或
“ . m

T
c 一焦磷酸来标记抗体

,

标记产物不必

进一步纯化
。

M a t h e r和 E l l i
s o n 〔 8 〕使 用 商

业化的M D P药盒
,
也成功地进行了类 似的

标记
。

G a r r o n
等〔 ” 〕用 2一氨基乙硫醇 ( A E T )

作还原剂进行了 I g G与 F a b
`

的标 记
,

结 果

较好
。

T h a k u r
等〔 ’ 。〕比较了几种还 原剂 ( 2 -

M E
,
D T T

,
D T E

,

维生素 C )的标记效 果
,

结果表明
,

用维生素 C 作还 原 剂 标 记率最

高
、

产物免疫活性最好
。

由于维生素 C 是弧

还原剂
,

可以在体内使一 S H活化酶系保持还

原状态
,

并且维生素 C 无 毒 性
,

可 直接注

射
,

不象其它还原剂需经过还原后的分离
,

过量的维生素 C ( 无论是氧化型或还原型 )

均不必从反应液中除去
。

另外
, 。日 m

T c 一维生

素 C 中间配 合物的生成
,

可防 止
。 “ m

T c
胶 体

的形成
,

因此不必使用其他配体
。

总之
,

使

用维生素 C 制备药盒具有制备过程简单
、

标

记快速
、

产物稳定
、

标记率高等诸多优点
,

可能成为制备药盒的最佳还 啄剂
。

目前
,

采用这类还原剂的动物实验与临

床显像研究都取得了令人满意的结果
。

药盒

的使用方面
,

D e a n
等〔“ 〕以D T T还 原抗休

,

用
。“ ` T c 一

葡糖酸标记抗纤维蛋白抗体
。

H a n -

s e n
等 〔 , 2〕以药盒法标记抗体片段 并 进行临

床显像
,

但未提供标记细节
。

此外
,

还有一种还原方法
,

采用 2一亚氨

基一 4一琉基丁烷作抗体还原剂 〔 ’ ” 〕 ,

即将该试

剂与 I g G 以 50 :1 的摩尔比混合
,

30 分 钟后
,

加入M D P或葡庚糖酸盐配制的还 原
。。 m

T c 洗

脱液
,
可得到 94 %的放化产率

。

oJ ir is 等〔 ’ 4〕

研究了同一标记过程
,

发现这种还原剂在标

记 F (
a b产 )

2
时不会产生 F a b

/

单价片段
,

而前

述的琉基类还原剂 ( 如 D T T等 ) 则会有部分

F a b, 形成
,

因 此
,

此 还 原 剂 较适 合 于

F (
a b声 )

2
与 I g G的标 记

。

间接标记法及其与直接标记法的比较

最早用于
。 。 ,

T c
抗体标记的双 功 能联结

剂是 D T P A
,

然而
,

人们不久就发现 D T P A

即使在高浓度时也不能防止
。 “ m T o O Z一

与抗休

非特异的结合
,

因而易于 解离
。

T ol m a n
等

〔 ’ “ 〕首先采用金属硫蛋白 ( M e t a
l l

o t h i o n e i n ,
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简称M T )作为双功能联结剂
。

B r o w n 等 〔` “ 〕

的结果证明
,

M o A b一 M T用
“ “ “ T 。一

葡庚糖酸

标记时
,
仅有极少量非特异结合

,

标记产物

稳定
,

不需标记后纯化
。

他们后来的实验〔 ’ 7〕

则表明
, F ( a b

’
)

: 一M T因能快速 定位
,

T /

N T 比值较高
,

更适于 临 床 显 像 的要求
。

A r a n 。
等〔 ’ ”

, ` ” 〕使用半卡巴腺作双功能联结

剂标记
。“ ` T c ,

但有 20 %的非特 异 结合
,

标

记过程需 3小时
,

且胃
、

肝内本底较高
。

应

用较为成功的合成类双功能联结剂是 F r it z -

b e r g等〔 2 0 , 2 , 〕研制的二 硫 二 氮 ( N Z S : ) 配

体
。

起初采用先偶联 M c A b
,

再标 记
。 。“

T
c
的

过程
,

结果发现非特异结合量大
,

产物易于

解离
。

后来所采用的将
。 ’ ”

T 。
与N Z S :

配体结

合
,

或与大环胺类配体结合 〔“ 2〕后再偶联 M
。

A b的过程
,

解决了这一问题
,

但步骤较多
,

需纯化除去未偶联的配体 〔“ “ 〕 。

此法的药盒化标记产物〔“ ` , “ ` 一 , “ 〕 已 用

于许多抗体的临床显像
,

取得了良好结 果
。

D e a n
等〔 ` ’ 〕采用先偶联抗体再 标 记

。 。 ,

T
c
的

方法对 F a b 产进行了标记
,

F a b `
的游离

一 S H

通过顺丁烯二酞亚胺联结一硫三氮 ( N 3 S )

配体
,

再以
。” “

T
c 一葡糖酸进行

。 。 m T “
的标记

。

N
3 S配体结合了抗体的

一 S H
,

排 除了
。 日口

T
。

直接标记抗体的位点
,

也使
。日 m

T
c
结合位置远

离抗原结合部位
,

因而较 适 合于 F a b
产

片段

的标记
。

另外
,

N a i a f i等 〔 2了〕 合 成 了 N ZS
;

配体
,

此配体含
一 S H较多

,

易 于 与抗体偶

联
,

余下的一 S H可用 于 络 合
。。 川

T o O Z 一 ,

但

因其易于氧化
,

因而给合成和贮存增加了困

难
。

间接法中因双功能联结剂与M o A b 的氨

基洁合
,

其中有些氮基位于抗体可变区
,

从

而可能影响其免疫活性
;
双功能联结剂合成

的高价格
、

步骤复杂
、

需标记后的纯化处理

等弱点都影响了它的推广应用 ;
,

另外
,

经化

学修饰后的杭体可能成为免 疫 原
。

与之相

比
,

直接标记法具有经济
、

方便
、

产 物稳

定
、

活性高等诸多优点
,

因而作为临床放免

2 6 9

显像药盒的制备方法可望得到迅速推广
。
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供 体 内 应 用 的 单 克 隆 抗 体 的 制 备

C o l n a g h i M l

摘 井
:

采用一种新颖的方法制备出供体内 应用的 单抗制剂
。

少l] 这种方法制备的单抗制剂克

服了第一代单杭的不足
,
且特异性达 100 %

,

灵敏度高于 80 %
.

适合体内应用特别是用于治疗的抗肿瘤

单克隆抗体的选择与制备是一件既复杂又耗

时的事情
。

事实上
,

这些单抗必须具备以下特点
:

①严格的肿瘤限制性 , ②合 适 的 抗 体类型

( I g G优于 I g M
,

I g G亚类的选择 取 决 于体

内的用途 ) , ③ 良好的 亲 合力
,

至少达到

1 0 om o
l
一 1 .

与这些单抗产生有关的靶抗原必须具备

以下条件
: ①局限化 ( 指抗原存在于细胞膜

的表面 ) , ②均一表达 ( 指所有的肿瘤细胞

都存在抗原分子 ) ; ③单位 细 胞 的 抗原密

度 , ④一定的化学性质
。

第③点会影响抗原

杭体复合物内在化的能力
,

而内在化又影响

治疗方法的选择
。

不幸的是
,

第一代鼠抗人肿瘤单克隆抗

体并不具备以上品质
,

它们通常是针对那些

强免疫源性的搪蛋白或糖脂分子 所 表 达 的

抗原表位
,

而一些正常细胞也拥有这些抗原

表位
。

为此
,

人们尝试用不同的方法制备更适

用于抗肿瘤的第二代单抗
。

采用鼠脾细胞免

疫制备杂交瘤的级联 免 疫 方 法 ( C as
c a

de

Im m u n i z a t i o n P r o c e d u r e ) 的结果令人满

意
。

该法的机理是从免疫的抗原物 质 中
,

除

去第一代单抗能识别的强免 疫 源 性 抗原表

位
。

通过这种方法己制备出一些适合体内使

用的抗卵巢癌单克隆抗体
,

其中的两株单克

隆抗体 ( M O v 1 8和 M O v 1 9 ) 能识 别同一抗

原 ( g p 3 8 ) 分子上的两个不 同 表 位
,

从而

满足体内使用的需要
。

用 M O v ls 对卵巢癌

病人进行的初步闪烁显像研究结果显示
,

这

类单抗能局限于肿瘤细胞上
,

特异性达 10 昭
,

灵敏度高于 80 %
.

图 1 介绍的是有关这些特

别单克隆抗体制备的进一步方法
。

当得到的

单抗是识别抗原分子上非特有的表位时
,

可

用这种方法
。

即用现有的单抗致敏鼠红细胞

( M R B C )
,

然后与来自肿瘤细胞的可溶性

提取物反应
,

这样可能把经过选择的分子暴

露给鼠免疫系统
,

非特有的抗原表位因为与

接有 M R B C的单抗相连而被遮掩起来
,

于是

其他更特有的抗原表位便可被免疫识别
。

影响体内使用鼠单抗的另一个问题是其

对人体的免疫源性
。

事实上
,

异源性蛋白质

在病人体内会诱导人抗鼠 抗 体 ( H A M A )的


