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·实验核医学·
抗人肝癌188Re．免疫磁性纳米微粒的生物学分布

和肿瘤细胞抑制实验

冯彦林谭家驹粱生孙静温广肇美校连夏姣云

【摘要l目的探讨抗^|扦癌t嚣Re褒!疫(Hepam静1)磁眭纳米微粒免疫学活陡、体内生物学分布、肝靶

向性及抑瘤作用。方法对比1触Reof、1鼹ReHep砌争1、蝴Re磁l生纳米微粒，研究尾静脉注射，豁R《包疫磁

性绣凑嚣黼4h、24h在琵竣／l、鼠漆蠹的分考蠡情嚣；在脬区步睦麟及葱罄黪}|隧FF，硬究豁嚣兰丈自兔
体内的肝磁靶向慷；采用溴化阴甲基唑法，研究4种t瓣Re标记物对肝癌细胞株SMMc_772l的抑制效果。

结果·冁《劬芝磁性纳米微粒在肝内摄取鬣最大；在磁区肝组织放射活性较非磁版肝组织明显增加，二者

的放射活蛙比值为137；对翳癌细躯株SMMC|772l半数抑卷4放射性活度仅为，88Re田的描发右。结论

t嚣R娟蝴米缴弑溪有越鞠鞣翰&蓝洼憝、免疫潘莲汲稠显的翳靶向性。
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结合盼放射性标记的免疫磁性纳米微粒(繇t褪e，

Hepama-1一磁性纳米微粒)，即具有生物和磁性双重

导向的放射性免疫磁性纳米微粒，探讨其体外稳定

性、体内磁靶向性、体内生物学分布褥对单层培养

肿瘤细胞的抑制效应。
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l材料和方法

1．1主要试剂和仪器

ts8W一1鹋Re发生器：中国科学院上海应用物理

研究所放射性药物研究中心。昆明种小白鼠，雄

性，18。209，由上海松江松连实验动物场提供。溴

化四甲基唑：Sigma公司。二甲亚砜：Sigma公司。

Y计数器：上海日环一厂。FJ．391 A2型活度计：

北京核仪器厂。

肝癌细胞株sMMc．7721细胞株：由中国科学

院上海生命科学研究院细胞库提供。

1．2实验方法

1．2．1 M，I’I’溶液的配制

称取25 mg溴化四甲基唑，放入小烧杯中，加

入5rIll磷酸缓冲液(0．01 movL，pH 7．4)在电磁力搅

拌机上搅拌30 min，用0．22斗m微孔滤膜针头滤器

除菌，置于4℃保存备用。

1．2．2细胞培养

(1)肝癌细胞株SMMC．7721用Dulbeceo改良

的Ea西e培养基培养。

(2)细胞复苏及细胞传代培养

(3)细胞计数：将消化后的单细胞悬液稀释

10倍、20倍、50倍后置于血球计数板中计数，细

胞密度按如下公式计算：细胞密度(细胞数／m1)=(4

大格细胞数之和／4)×104×稀释倍数。

1．2．3 1嬲Re标记物的制备

1昭Re04一：新鲜的、无载体的1鼯Re04一由1站w．

瑚Re发生器用生理盐水淋洗而得。

，船Re—Hepama一1：室温条件下，在纯化的单抗

Hepama．1}；擎淘芝(2．5×10。5—5．0×10。5 mol／L)中力Ⅱ人

2．2。4．0 g／L葡萄糖酸钠溶液、0．3 mol／L sncl2溶液

和0．2～1．0 ml的1鹋Re淋洗液(185—370 MBq)，室温

条件反应2 h而得到。

璐Re标记磁性纳米微粒：将组氨酸固载到氨

基化磁性纳米微粒表面，以fac．[1鹄Re(cO)，(H：O)3]+

为放射性标记前体，对磁性纳米微粒进行标记。

爝Re标记免疫磁性纳米微粒(1疆e．Hepama一1一
磁性纳米微粒)：采用间接标记法[1】。

1．2．4体外稳定性及免疫活性测定

将·88Re标记的磁性纳米微粒和免疫磁性纳米

微粒用蒸馏水洗涤2次，然后加入1 ml小牛血清

中，37℃振荡温育，其间分别于12 h和24 h取

样，经磁场分离后，分别测定总放射性及上清液

的放射性计数，按照懈Re．磁性纳米微粒标记率测

定方法澳0量放射性的保留率。

标记物免疫活性的测定用直线外推法，通过

对标记的单克隆抗体(Hepama．1)与靶细胞的结合试

验，测定标记抗体的免疫活性分数：取20斗l(计数

率约2×106／min)标记抗体用磷酸盐缓冲液(0．02mol，

L，pH=7．4)稀释至200 pl。各管中分别加入60、

50、40、30、20斗l稀释后的抗体，再向各管中加

入2×106个癌细胞，温育2 h，其间每15 min振荡

一次。离心后测总计数，弃去上清液，用200斗l含

1％牛血清白蛋白的磷酸盐缓冲液(0．01mo儿，pH=
7．4)洗涤细胞两次，测结合于细胞上的放射性计

数。以总计数和沉淀细胞计数之比为纵坐标，各

管抗体浓度为横坐标作图，纵坐标截距的倒数即

为免疫活性分数。

12．5 小鼠体内生物学分布

取昆明小鼠80只，随机分为4组，每组20

只。各组分别于静脉注射3．7×104 Bq，100斗1的

1鹄Re04一、1昭Re．Hepama．1、1黯Re．磁性纳米微粒和

188Re．免疫磁性纳米微粒后4 h和24 h各处死动物

10只。取肝、脾、肾、肺、胃、血液、脑、股骨

和肌肉等脏器和组织，称重并测量放射性计数，

计算每克脏器摄取的放射性剂量占注入放射性总

剂量的百分比(％ID／g)。

1．2．6 家兔体内磁靶向性实验

选用40只健康新西兰大白兔，随机分为

啪Re0棚、1髂Re．Hepama．1组、1鼹Re．磁性纳米微粒
组和1鹤Re．免疫磁性纳米微粒组，每组10只，用

5％戊巴比妥钠按4．0ml／l【g麻醉后，分别按约962

MBq／l【g注射不同药物；每一组内再随机分2组，

实验组(左外叶加磁场组)和对照组(左外叶不加磁

场)。动物常规喂养1 d，实验组在左季肋部放置

磁铁30 min(磁场强度为50 koe)，然后解剖取肝

组织，称重并测定放射性计数。

1．2．7体外肝癌细胞抑制试验

采用溴化四甲基唑法测定对单层培养的肿瘤

细胞的抑制效应。分4个实验组：懈Re．免疫磁性

纳米微粒组、懈Re．Hepama一1组、188Re一磁性纳米微

粒组、1鼹ReO。一组，一个对照组：生理盐水组。各

组分别采用37、185、370、555、740kBq／ml 5个

放射性剂量级别。
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取2∞融(×103个细脆牙L)接种于96孑L板中，

置于37℃、5％c02的培养箱中孵育24 h，细胞贴

壁后，分别加入各组样最，每组设6个平行孔，再

孵育48 h，弃培养液，每孔加入20斗l溴化蹒甲基

唑溶液，继续孵育4 h，吸去上层培养基后，每孔

加入50越二甲亚砜，摇匀后室温放置15 mi挂，至

颗粒溶解，在酶标仪上测定492 nm处的光密度。

按下式计算相对抑制率，绘制剂量。效应曲线：硼潴捧=塑然黧慧半×t渤
1．2．8统计学方法

采用s羚S 13。0软件，薅维之闻毙较震裁对}

检验，多组之间比较用方差分析，组内之间比较用

最小显著差别法。半数抑制放射性活度(IC0值

用G硼ASlC圈螳软粹进行计算稳沈较评价。

2结果

2。l 1嗡彰酸鞠雠翰嘲镱赡掳缀蓉舌性、体乡鹾豁枣牲

1糌Re-免疫磁性纳米微粒的标记率大予82％，

经细胞结合分析法测定是1踞Re．Hepama．1的90％，

说瞒在与磁性缡米微粒结合并经t冁e标记霖，单
抗的免疫活性仅下降10％，制备出的1鼹Re．免疫磁

性纳米微粒仍保留有较高的免疫活性。标记物在小

牛蛊清中放置48 ll后仍有80％一85％的放射性保馨

在磁|生纳米微粒和免疫磁性纳米微粒上。

2．2小鼠体内生物学分布

经小鼠静脉注射不同t88Re标记物后4 h，黼R-

Hep锄a-l组、1嚣Re磁性纳米微粒组和t冁挣免疫磁陡
纳米微粒组在肝内均有较多的摄取，明显高于瑚Re0■

组(P值均《0．01)，其中，冁争免疫磁性纳米徽粒组肝内

摄取量最大(见表l')。

注射药物后24 h，懈Re．免疫磁性纳米微粒组与

1豫e04一组、1豫e。Hep黼a．1组和1冁e一磁性纳米微藏

组之间的统计学差异均具有显著意义(P值均<

0．01)，懈Re．免疫磁性纳米微粒组肝内摄取量仍然最

大(觅表2)。

4种不同瑚Re标记物在体内能清除迅速，24 h

后在血液中的放射性分布明显较低，而且注射后4 h

秘24纛均在肾悫集聚较多，可以初步认为其主要

通过肾脏排泄。注射后4 h，t鼯Re一免疫磁性纳米

微粒组在肺内有较高的摄取，但注射后24 h迅速

下降。

2．3家兔体内磁靶向性实验

左肝外叶应用磁场30 min后，1鼯R盼免疫磁性

纳米微粒的放射活性较菲磁区翳组织的放射活性明

显增加(g=10．8，熙O．000)；磁区肝组织与非磁区
肝组织放射活性比值为1．87；不论是否外加磁场，

1豫e．免疫磁性纳米微粒肝区放射活性明显高予其

他各组。糯Re．磁性纳米微粒磁区肝组织的放射活

性较非磁送肝组织鳃显增加(见表3)。

体外肝癌细胞抑制实验结果觅表4。

3讨论

多年来，人们一直试图提高药物在肿瘤部位的

表l注射不阂放射性药耪后4 h照明小鼠各脏器％ID，g(n=lo)

肝 脾 鹜 肺 鬻 麟 斑滚 骨 · 虢肉

A 1．973±o．757 1．089±1．160 1．545±0．091 O．534±O．172 1．146士O．803 0．013士0．004 O．524±0．113 O．096±O．026 0．717±1．213

B 2373±0657牛O．234±1．560 2，458±O．201牛O．635±O．271 o．918士O。712 0．01l±O．006 O．679土O．125 O．232±O。024 O．257±1．013

C l髑5±&124 O．146±1．∞．毒9+735±&25l O。217±O。l∞ &979生O。124 O。∞7毫O。妫4 l。9∞±0。3约 O．1配±O。0∞O。145±O。衢7

D抽18±o．70S瓣O．464±O。25l 6．985±1．203每精1．780±1．356率瓣o．342士O．315 O．OlO±O．053 4．615±1．986木肆O．787±O．258 O．244±O。157

注：1．A：1鸽Re0，组，B：1蹦Re-Hep锄a-1组。C：1鼹Re。磁性纳米微粒组，D：瑚R黔免疫磁性纳米微粒组。2．十：与A比较；口=6．12，
黝．∞5；赛：与B魄较：母=5．∞，脚。008；瓢与c比较：母-7．35，欺0．∞l。

表2注射不同放射性药物后24 h昆明小鼠备脏器％I珧(n=10)
肝 脾 肾 肺 臀 脑 瓶液 骨 肌肉

矗O．6l‘|±O。718 &936±1．874建255±O。l镐 ＆337生疆322 o．∞6土O．∞8 o．020士&￡}G4 0．{酷3土O．I睡l &既8±O。012 O．02§±O。￡埝5

B 1．914±O．657％O．125±1．004 1．255±O．2084 O．437土O．246 O．674士O．108 O．OlO±O．007 O．352±O．056 0，134士O．023 O．140±O．065

C 1．041±O．2834 0．141±0．038 0-301±o-126 O．099±O．109 0．275土O．188 0．024土0．009 1．369±0．4354 O．024±0．006 O．031士O．022

D 2．192±1322枣档O。26l±O．168 2。882±1．382章嚣O。190土O．155 O。859生9．8330 O。03l士o．Ol l 3。15l主O。843日浦O。l∞±O。079 O。∞2±O．∞7

注：1．A：‘瓣Re04-缱，B：1勰Re．Hep躺a．1组，c：t鼹Re．磁纳米微粒缱，D：t鼯Re．免痰磁性纳米微粒组。2．％：与A比较：

g=8．05，P<0．001；#：与B比较：口=4．98，肚O．009；$：匈C比较：口=6．84，P<O．005。
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表3磁场状态下不同1鹅Re标记物在兔肝内的分布(％ID儋，n=5)

女：与1“Re0_4、1髓ReHep锄a-1、1“Re磁性纳米微粒组比较，
q值分别为lQ78、535、65 8，P值分别为删、Q006、Q002。
祭与1髓Re04、1鞠R棚印锄争1、1“Re磁性纳米微粒组比较，g值
分别为11．19、608、4Dl，P值分别为Q000、删、0．009。
表4不同放射性药物对体外培养肝癌细胞的

半数抑制放射性活度(Ic∞)

}：与18Re04-、1船Re．Hep锄a-1、188Re-磁性纳米微粒组比
较，g值分别为10．78、4．59、8．46，P值为O．000、0．012、

0．002。

．浓度，消除化疗药物对全身的毒副作用，尽管已经

作出了很多的努力，但并不十分成功刚。利用1鹄Re

标记免疫磁性纳米材料，就是利用该药物的免疫靶

向性、磁靶向性结合放射性药物的治疗作用和单克

隆抗体的治疗作用，从而提高肿瘤组织中的药物浓

度，最大限度地降低正常组织的药物浓度。

1勰Re直接标记Hep砌a．1不会影响单克隆抗体的
免疫活性，那么船Re标记磁性纳米材料与Hepama．1

结合后是否会影响其免疫活性呢?本实验发现，免

疫磁性纳米微粒的免疫活性较直接标记H印砌a一1
的免疫活性仅下降10％左右，依然具有较强的免

疫活性。分析其原因可能由于磁纳米颗粒与单克隆

抗体的结合部位不是单克隆抗体的抗原特异性结合

位点，于是不会影响单克隆抗体的抗原特异性结合

位点，即Hep锄a．1保留了特异性免疫活性。
靶向给药希望把药物集中导向目的组织以增强

药物的治疗效果，减少药物对其他非靶组织的毒副

作用，而放射性免疫纳米药物是人们研究解决肝脏

肿瘤治疗的有效途径之一刚，本研究制备的1鼯Re一免

疫磁性纳米微粒就是利用抗体的免疫靶向作用和磁

靶向作用。在正常小鼠体内的组织分布研究表明，

1黯Re．Hep锄a．1、1鼹Re．磁性纳米微粒和1鼹Re．免疫磁

性纳米微粒在肝内均有较多的摄取，明显高于

1髓Re04-；瑚Re．Hep锄a．1在肝内放射活性明显高于

1黯Re04_和1勰Re一磁性纳米微粒，1船Re．免疫磁性纳米

微粒和1鼹Re．Hep锄a．1均具有明显的肝靶向性，即
二者在肝中的分布增加而在其他非靶器官的分布减

少。分析其原因，可能是Hepama．1是一种对人肝

癌细胞有高度选择性的单克隆抗体，也是一种目前

世界上少有的无内源性免疫球蛋白的单克隆抗体。

1鹧Re．免疫磁性纳米微粒和懈Re．Hep锄a．1抵达肝脏

后可较长时间停留，特异性地富集于肿瘤局部，发

挥更理想的抗肿瘤效应。

从实验中可以发现，1鼹Re．免疫磁性纳米微粒

和1黯Re一磁性纳米微粒在脾和肺的放射活性较高。

肺的放射活性增高的部分原因是纳米微粒经过血液

循环后，经右心房进入肺，造成部分纳米微粒在肺

内滞留。脾脏的放射活性增高主要是由于脾系吞噬

细胞丰富的器官，其内的网状内皮细胞具有较强吞

噬作用，在纳米微粒通过这些器官时会有非特异性

的摄取。

磁性载体纳米微粒作为药物治疗恶性肿瘤，除

具有一般的纳米粒子的优点外，还可以在磁场作用

下，使载体靶向作用进一步提高闱。墙8Re．免疫磁性纳

米微粒是一种非常独特的药物载体，其平均直径在

100 nm左右。Gupt水和Widder等即的实验证实，纳

米微粒在给药后10 min即被内皮细胞吞噬，30 min

时便可在血管外间隙见到，24 h时则大部分纳米微

粒被肿瘤细胞吞噬。本实验结果表明，左外叶应用

磁场30 min后，瑚Re．免疫磁性纳米微粒的放射活

性较非磁区肝组织的放射活性明显增加，磁区肝组

织与非磁区肝组织的放射活性比值为1．87，说明

1踞Re一免疫磁性纳米微粒在磁场的作用下具有良好

的靶向性。

通过对体外细胞培养的SMMC．7721细胞的抑

制实验，发现含有单抗Hepama一1的实验组(1鹤Re一

免疫磁性纳米微粒组和1韶Re．Hepama组)对肿瘤细

胞的抑制率明显高于不含有单抗Hep锄a一1的1鼯Re一
磁性纳米微粒组和·鼹Re0。一组，前二者的半数抑制

放射性活度基本上比后二者少2倍左右，其中

瑚Re．免疫磁性纳米微粒组的半数抑制放射性活度

仅为1船ReO。一组的1／4左右，其原因主要是由于单

抗Hepama．1对SMMC一7721细胞有特异性结合作

用，从而发挥其免疫治疗作用，所以对肿瘤细胞的

抑制明显高于单纯射线组。
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分子，抗原性强，人、鼠种属差异大，从而导致

TsH结构差异，抗原性不同，因此使用人用鸭H试

剂盒时，测得大鼠弱H低于人类正常参考值。

给予稳定性碘干预的大鼠甲状腺损伤较其他两

组严重，表现为TSK值升高和每高倍镜视野下甲

状腺细胞计数增加更明显，这与国外报道∞蠲暴嚣

于b·I前后给予稳定性碘均能保护甲状腺细胞免受

射线损伤的结论及公认的甲充患者服用略1l后进食

寓碘食物影响疗效的观点不一致，其原因可能有两

点：①国外给予稳定性碘时间早，且剂量大，即患

者暴露于搀tl后立郄绘予稳定性狭，影响了甲状朦

24h吸珏tI率，而本实验中给予大鼠稳定性碘的时

间相对较晚，剂量也较小；②甲亢患者甲状腺转运

碘的速度较正常者大大搬抉，阂就接受搏1l治疗的

患者进食富碘食物后会加快甲状腺内131I代谢，缩

短有效半衰期，从而降低疗效，而本实验中大鼠甲

状腺功能蔗常，合成分泌甲状腺素的功髓稳定，给

予B·I后再给予稳定性碘不会加快坞·I从甲状腺排

除，而是贮存在甲状腺内，因此结果可能不同。

临床上，季亢患者B’l治疗后3个胃仍有许多

患者发生甲减，甲状腺功能要到6至12个月才趋

于稳定。本实验时间相对较短，因此优甲乐和稳

定性碘的最终干预效果，郄对晚发泽减的影响尚

不能肯定，需要进一步延长实验时间、加大样本

数量才能确切阐明甲状腺素和稳定性碘对站tl治

疗的影响。
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另外发现，懈Re，免疫磁性纳米微粒对肿瘤细

胞的抑制率瞧睨显蒜于1冁e．}差ep锄a．1，其lD窝仅

为1蠲Re—Hep锄a．1的2，3左右；而1铭Re．磁性纳米微

粒对肿瘤细胞的抑制率也高于188ReO。-：组。分析上

述骧因，可能是因力纳米颗羧对艟瘤缨胞也具有一

定的杀伤作用，与纳米颗粒的一些特性有关。国内

已有报道证实，纳米颗粒具有直接杀伤肿瘤细胞的作

耀瓣，缡米颗粒选择撩地聚集予舞孛癯组织哥提高抗肿

瘤效果。

本研究结果为免疫靶向性磁性纳米放射微粒的

舔床开发酝究奠定了基础。
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