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放射免疫显像及其在胰腺癌研究中的应用

尤徐阳万卫星

【摘要】肿瘤的放射免疫显像是基于肿瘤抗原与抗体特异性结合的原理，将放射性标记抗体用

于肿瘤诊断的显像方法。基因丁程技术促进了抗体的发展，产生了多种抗体及其衍生物，推动了

放射免疫显像的深入研究。胰腺癌是一种恶性程度较高的肿瘤，其发病隐匿、进展迅速、治疗困

难，随着单克隆抗体的研究进展、预定位技术和放射免疫导向手术的应用．胰腺癌放射免疫显像

有望成为胰腺癌诊断的重要手段。
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【Abstract】Radioimmunoimaging(RID used mdiolabeled antibodies for diagnostic imaging of

neoplasms．It is based on the Spedfic binding of antibodies and tumor antigen．Genetic engineering

technology promoted the development
of avariety of antibodies and derivatives∞well a8 stimulated a in·

depth study of radioimmunoimaging．Rll phys certain role in tumor diagnosis．Pancreatic cancer hi【gh degree

of malignan，which arises hiding and progress rapidly．The treatment is difficulty．With development and

improvement of monoclonal antibody and application of pre-localization technology and radioimmunoguided

surgery，pancreatic cancer RII expected to become an important diagnostic method of the pancreatic cancer．
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胰腺癌是一种恶性程度较高的肿瘤，其发病

隐匿、进展迅速、治疗困难。胰腺癌预后不良的

原因之一是不易被早期诊断，而一个可行的方法

是利用单克隆抗体(单抗)进行放射免疫显像

(radioimmunoimaging。RII)。

1人源化抗体的制备和修饰

自1953年Perssman等首次将RII应用于荷兰

鼠移植瘤模型的定位研究以来，随着1975年杂交

瘤技术建立后高特异性单抗的成功制备，RII的研

究日益深入。单纯鼠源单抗可诱发人抗鼠抗体反应，

且生物半衰期很短；抗体分子大而难以穿透肿瘤毛

细血管，降低了其靶向特异性；抗原用量大，免疫

程序长，难以大量生产，限制了在人体内的应用。

基因工程技术的发展使得克服这些缺点成为可能。

1．1鼠．人嵌合单克隆抗体

鼠一人嵌合单抗是通过DNA重组技术将鼠单抗
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可变区与人单抗恒定区融合形成的基因工程抗

体【“。它既具有人单抗的结构和免疫特点，又有鼠

单抗的特异性抗原结合位点，其人源化程度达到

70％左右，在抗原特异性及亲和力方面都较好地保

留了亲代抗体的特征，因此有以下优点：①弱免疫

原性，免疫原性降低至12％左右；②在体内的半

衰期和效应功能更加接近于人抗体。

Nd2是一种属于Ig Gl亚类的鼠单抗，它与人

胰腺癌细胞系SWl990的表面纯化黏蛋白特异性结

合。Hirayama等121通过用125l一嵌合Nd2、125I-Nd2

与SWl990黏蛋白的竞争放射免疫测定和Scatehard

分析评估嵌合．Nd2的亲和力，发现嵌合．Nd2和

Nd2对SWl990黏蛋白有同样的亲和力，通过生物

素．抗生物素蛋白系统(biotin—avidin system，BAS)法

检测显示，嵌合Nd2和Nd2对胰腺癌组织有同样

的特异性，生物学分布几乎完全相同。IllIn．嵌合

Nd2注入荷瘤鼠模型后第3日进行闪烁显像，肿瘤

清晰显影，表明1笛I一嵌合Nd2具有胰腺癌放射免疫

探测和放射免疫治疗的临床潜力。
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1．2互补决定区(complementary determining region，

CDR)移植抗体

由于鼠抗体可变区中的框架区有一定的免疫原

性，因此鼠．人嵌合单抗还远非真正的人源化抗体。

为减少鼠源成分，利用DNA重组技术将人的框架

区替代鼠框架区形成更为完全的人源化抗体，即除

了3个CDR是鼠源的，其余全部是人源结构，称

为CDR移植抗体，它保留了鼠抗体结合抗原的能

力，同时大大保留了人抗体的可变区，其免疫原性

较嵌合单抗更低；但框架区部分对于抗体CDR的

三维结构的维持和整个抗体的亲和常数仍起着很大

作用，故人源化抗体的亲和力总比鼠源性单抗体的

亲和力弱131。近年来，发展了模板替换、表面重

塑、变换补偿、定位保留等多种第二代框架区移植

人源化抗体的构建策略，以期优化CDR抗体的亲

和力。

1．3完全人源化抗体

在临床应用时，由于嵌合抗体和CDR移植抗

体仍含有10％一30％的鼠源蛋白，或多或少地存在

一些免疫排斥反应，因此最好采用完全人源化抗体

用于临床。现有两种技术来获得完全人源化抗体，

第一种是利用构建连接基因型和表现型的分子文

库，通过噬菌体、核糖体展示技术来实现。其中，

噬菌体抗体库技术的发展使体外不经过免疫获得抗

体成为可能闱，为人源化抗体的制备提供了新途

径。第二种是利用转基因小鼠技术获得完全人源化

抗体阁。

2抗体的改造和优化靶，本底比

为了提高靶，本底比和图像分辨率，必须优化

目标脏器对放射性核素标记抗体或片段的摄取，提

高其血液清除速率以减少本底；选择合适的抗体或

其片段，使其体内动力学与放射性核素的半衰期相

匹配。为此，需要对抗体进行一定的改造131。

2．1提高抗体的亲和力

为了使用少量的抗体但能获得足够的靶向定

位，必须提高抗体的亲和力。在CDR重组时，

CDR DNA替换部分被连续选中，后经随机诱变被

淘洗选择．亲和力提高者被保留下来；在链替换

中，完整重链和轻链可变区或其片段的DNA被编

码目的CDR的基因片段顺序替换，再通过展示技

术生成的抗体库或抗体片段库评定其抗原亲和力，

高亲和力者被选择。有文献报道，通过上述方法，

抗体的亲和力可以提高400倍悯。但是，亲和力过

高也有其缺点：不利于渗透至靶组织内部而与其表

面结合依附。有研究者希望通过将靶组织表面的抗

体受体饱和，使抗体渗透至目标脏器内部，这种方

式还有待于实验结果的检验。

2．2改造抗体大小和发展单域抗体

完整IgG分子在血池和体内清除缓慢，导致

在RII时正常脏器明显显影和靶组织聚集过少。

完整lgG分子在人体内的半衰期大约为23 d，鼠

类抗体在人体内的存在时间为l～3 d，而保留人类

Fc片段抗体(嵌合抗体等人源化抗体)的半衰期在

l～5 d17-s]。造成上述抗体清除快慢的影响因子较多，

其中最主要的是因为功能性Fc片段延长了血清中

抗体的半衰期，这是因为Fc片段与肝细胞中前溶

酶体囊泡表面的Fc受体结合，还与其他含有Fc受

体细胞结合，导致抗体与非靶脏器的非特异性结合

(尤其是淋巴器官)，不利于RIll91。因此需要制备

出无Fc片段的抗体片段。

2．2．1 Fab和F(ab’)2片段抗体

Fab和F(ab’)：片段抗体由完整单抗经木瓜水

解酶、胃蛋白酶水解纯化而制得，具有分子质量

小、血浆清除速度快(2～5 h)、组织穿透能力强、

无Fc片段而免疫原性减弱等特点，这些特点有利

于体积较大肿瘤的显像，肿瘤定位速度快，有利于

‰“、呵等短半衰期核素的标记，使显像时间提
前。由于本底菲特异性结合减少，靶，本底增大，

显像更清晰。

以人胰腺癌细胞系Patu8988作抗原经腹腔免

疫BALB／c纯系小鼠，制备、纯化得到A7(又称

sz一121)，Otsuji等【lq用9‰“标记了人．鼠嵌合的
A7 Fab片段(ch．A7一Fab)，结果发现，在注射后2。

6 h，肿瘤对钾Tc=-ch．A7一Fab的摄取较9叩cⅢ-A7高，

9‰m．ch．A7．Fab在血液中的清除较印I'e'-A7更快；
呵'c皿．ch．A7．Fab除在肾脏摄取较9穸1"c-_A7低外，在

其他组织中的分布与9。q'c=_A7相似。

2．2．2单链可变区片段(single chain variable region

fragment，scFv)

ScFv是近年来研究最多的一种基因工程抗

体[tll。它是利用人工合成天然的连接肽序列将抗

体重链可变区。和轻链可变区。基因共价连接起

来，形成ScFv基因，然后在合适的表达体系中表
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达出活性片段。

ScFv具有以下特点：①相对分子质量小，仅为

完整抗体的1／6，具有完整抗原相结合位点，较好

地保持了亲本抗体的抗原亲和性；②与完整McAb

及Fab片段相比，ScFv在非靶向组织中滞留时间

短、血液清除快、组织穿透力强而迅速渗透至靶组

织内部，其特异性能在体外用免疫学方法筛选；③

无Fc片段和抗体恒定区，较亲本抗体免疫原性低，

不与非靶细胞的Fc受体结合，提高了抗体的特异

性，易于在目标部位形成高浓聚；④避免了Fc段

的非特异性细胞毒性。放射性标记人肿瘤相关抗原

的scFv在肿瘤异种移植模型中能有效地聚集在肿

瘤局部，并克服了完整抗体在组织中清除速率低、

显像时间长、抗体的非特异结合使本底升高等缺

点，在肿瘤影像诊断方面有潜在的应用价值。但应

用于临床仍存在一些问题：①稳定性不够；②无Fc

片段，亲和力下降；③分子质量过小，在肾脏清除

快，从而影响到达肿瘤的抗体浓度。为了克服该缺

点，构建多价聚合体和多特异性的重组ScFv成为

近来的研究热点。

ScFv分子的相对分子质量约为30xl 03，血浆

清除快；双价抗体的相对分子质量约为60x103，

因而在血液中能够具有更长的半衰期而不影响其对

肿瘤的穿透力1121。通过多价聚合，抗体稳定性提

高，分子质量增加(超过肾脏清除阈水平60x103—

80x103)，在靶组织的聚集明显提高It31。

2。2。3单域抗体

抗体片段的靶向作用是通过一种支架分子。即

抗体结合域获得。上述最小的抗体结合域是ScFv

片段，这个片段包括2个Ig域(轻链可变区和重链

可变区)，与抗原的结合仅由其一个域所决定。因

此，无必要保留这种复合结构，单域抗体就此产生

了。现有两种技术生产单域抗体，一种方法是利用

综合的抗体文库成生稳定的人重链可变区和重连可

变区片段1141；另一种技术就是应用美洲驼羊抗体亚

型良好特性生产，这种抗体被称为重链抗体，仅仅

由缺少CHl段的重链组成，与抗原结合的是重链

可变区12。这两种方法所得到的片段较scFv更小，

但对抗原有同样高的亲和力。

新一代的单域抗体具有良好的抗原结合能力，

易于生产，稳定性高，血浆清除速度合适，使得其

成为RII的适合抗体。

2．2．4双特异性单抗

双特异性性单抗是通过化学耦联、细胞工程

(双杂交瘤细胞)和基因工程方法制备的一种单抗的

特殊类型。它有两个抗原结合位点，可分别结合两

种不同的抗原表位，其中一个臂可与靶细胞表面的

抗原结合，另一个则可与效应物f如药物、效应细

胞等)结合，从而直接将效应物导向靶细胞，因此该

抗体被认为是一种有潜力用于RII的抗体。

3胰腺癌RII的可用抗体及衍生物

目前，胰腺癌RII所采用的抗体均提示放射性

核素标记抗胰腺癌抗体及其片段，尤其是Fab片段

在胰腺癌荷瘤鼠模型及少数临床试验中能够快速定

位于肿瘤组织161，同时表明了一个趋向：抗体分子

越小，在组织和血液中清除速度越快，肿瘤显像时

间越早；无Fc片段或用人源性恒定区替换鼠源性

恒定区的抗体可明显降低非特异性本底，提高T，

NT比值。但是，胰腺癌的单链可变区片段、单域

抗体RII显像鲜有报道。

4放射免疫显像预定位技术

近来，实验证明利用预定位方法能够较直接标

记IgG抗体改善图像。该技术有利于提高TINT比

值，降低放射性本底；简化放射性核素标记抗体的

过程；缩短标记物在血循环中滞留时间，使显像时

间提前；降低给药剂量，减少对肝和骨髓的放射性

损伤；有利于使用％“和川In等短半衰期的核素。
目前报道了BAS和使用双特异性单抗两种预定位

方法。

4．1 BAS预定位技术

生物素与抗生物素蛋白有高度亲和性，适合于

体内和体外反应。抗生物素蛋白在组织及血中为低

浓度，基于BAS的预定位的最初吸引力是生物素

和抗生物素蛋白的高度亲和力。然而，这项技术有

一些缺陷：①抗生物素蛋白的免疫原性会不可避免

地限制患者接受这种试剂的次数；②生物素是内源

性的．它会减小后来进入的放射性标记生物素的定

位效果旧。

4．2使用双特异性单抗结构

双特异性单抗现多采用基因工程方法制备[181，

其免疫原性低。Caliceli等旧利用一种双特异性单

抗PAM4在荷人胰腺癌CaPan I细胞株无胸腺裸鼠
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模型上进行双特异性单抗PAM4预定位RII，并且

与不相干无预定位作用的抗CD20抗体、双特异性

利妥昔单抗比较肿瘤摄取、硎T比值，结果，注
射后30 min即可看到肿瘤显像。试验表明，应用

预定位双特异性单抗进行胰腺癌核素显像是可行

的，预定位的双特异性单抗PAM4显像的优点是对

胰腺癌的高敏感性。

5放射免疫导向手术

20世纪80年代后，在RII定位诊断的基础

上，又发展了放射免疫导向手术(radioimmunogui．

ded surgery，RIGS)。这项技术是在注射放射性核

素标记的单抗后，以手持式1探测仪于术中探测

肿瘤病灶，指导对肿瘤的手术清除。

LaValle等㈣开展了一项早期临床研究，比较

了常规剖腹探查术与放射免疫导向手术在评估弥散

性胰腺癌中的作用：10例胰腺癌患者静脉注射74

MBg 125I．CC49，所有患者都在进行常规剖腹探查的

同时采用RIGS，每种方式所鉴别肿瘤的结果被分

类为内脏弥散灶和淋巴系统弥散灶，结果：常规探

查发现了在胰腺、网膜、小肠、盆腔、肝脏及其他

部位共25个内脏病灶，RIGS发现了29个病灶

(其中包括全部常规探查发现的25个病灶，还发现

了另外4个内脏病灶)；常规探查发现了6个淋巴

结转移灶，而RIGS发现了44个淋巴结转移灶(P<

0．001)；对9个常规探查及常规病理阴性而RIGS

阳性的淋巴结进行了细胞角蛋白和MOC3l免疫组

化分析，则9个淋巴结中的6个淋巴结细胞角蛋白

免疫组化阳性，该6个淋巴结中的5个淋巴结

MOC3l阳性。这些数据表明，RIGS技术较常规探

查术能显著发现更多内脏弥散病灶，能较常规探查

术发现更多淋巴结转移病灶。

综上所述，基因工程技术带来了抗体的快速发

展，推动了RII技术的应用。目前，虽然胰腺癌

RII有了一些新的发展，但仍存在诸多问题而未广

泛用于临床诊断，如：①缺乏高特异性的肿瘤单

抗，目前尚无一种抗体可以与胰腺癌细胞100％的

结合；②抗胰腺癌的CDR抗体、scFv、单域抗体

的研究尚未深入；③放射性标记物的稳定性不高，

且可损伤抗体的生物活性。目前主要着眼于研究胰

腺癌特异性单抗及人源性单抗及其衍生物的制备、

改造和快速简便％“标记方法的建立。一旦这些

问题得以解决，胰腺癌RII将成为一种安全无创

伤、高敏感性、高特异性早期诊断和监测胰腺癌的

方法。
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转移的SLN不能显示而造成SLN假阴性；②对

SLN识别技术上失误；③肿瘤或机体自身的局部淋

巴管解剖变异等。有I例患者在淋巴显像中SLN

显影，但^y探测仪未探测到，这可能与手术医师

使用7探测仪的熟练程度有关，因为使用^y探测

仪也是一个逐步学习的过程，一般经过一定数量病

例的实践后，成功率明显提高。本研究中前5例患

者1探测仪检测SLN的成功率为80％，后25例为

100％。因此，手术医师操作^r探测仪的熟练程度

也是一个重要的影响因素。

理论上，如果SLN呈阳性，则预示该淋巴区

域已发生肿瘤转移，需行淋巴结清扫术；若SLN

呈阴性，则可视为该淋巴区域无肿瘤转移，可免行

淋巴结清扫术。SLN在喉癌的治疗中尚处在研究阶

段，临床上还未用于指导手术。本研究表明，术前

通过SPECT．CT淋巴显像定位SLN、术中结合Y探

测仪检测SLN，可进一步准确定位SLN。如果在术

中对SLN行快速冰冻，根据病理结果，决定手术

方案更加理想，这样可以辨别cN。期有转移和无转

移的患者：前者行颈淋巴结清扫术，可以从手术中

受益；大部分后者不行颈淋巴结清扫术，可以避免

过度治疗带来的残障和痛苦。

本研究显示的淋巴结转移率为20．0％，低于文

献报道的30％闭。其原因可能是由于本研究对SLN

和非SLN只进行了常规染色，该方法将每个淋巴

结仅取l一2张切片，常难以发现单个癌细胞或一

小簇癌细胞构成的微小转移灶，明显低估淋巴结中

的微转移，因而对于SLN阳性病例，应行颈淋巴

结清扫术；而对于SLN阴性病例，则需对SLN进

行连续多层切片、免疫组化、逆转录聚合酶链反应

等技术进一步检查是否存在微转移，以排除假阴
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综上所述，术前SPECT-CT淋巴显像能有效检

测喉癌患者的SLN，准确预测颈部淋巴结转移情

况。尽管头颈部淋巴系统较复杂，但喉癌的SLN

术前显像也显示出良好的应用前景。

参考 文 献

[1]Alex jc，Sasaki CT,Krag DN，et a1．Sentinel lymph node

radiolocalization in head and neck squamous cell carcinoma们．

Laryngoscope，2000，l 10(2 pt 1)：198-203．

[2]Relic A，Aletsee C，Brors D，et a1．Sentinel node mapping in head

and neck squamous cell carcinomMJ]．Laryngorhinootologie，2006，

85(121：897-902．

[3]Dequantdr D。Lothaire P，Bourgeois E et a1．Sentinel lymph node

evaluation in squamous cell carcinoma of the head and neck

cancer：．preliminary results[J1．Aeta Chir Belg,2006，106(5)：5 19-

522．

[4]Cabanas RM．An approach for the treatment of penile carcinoma[J]．

Cancer,1977。39(2)：456--466．

[5]刘明波，祁永发，唐平章。等．前哨淋巴结检测在头颈部鳞状

细胞癌中的应用UJ．中华耳鼻咽喉科杂志，2004，39(6)：360—

363．

【6]张雯杰，郑容，吴令英，等．前哨淋巴结检测在早期宫颈癌中的

临床应用【J】．癌症，2006。25(2)：2潍228．
[7]李凤歧．李现军．冯志徐，等．9rc—-右旋糖酐头颈部淋巴显像

的临床价值【J】．中华核医学杂志，2008。280)：22—23．

[8]Ferds RL’ⅪL，叫a S．et a1．Molecular staging of cervical lymph
nodes in squamous cell carcinoma of the head and neck．叨．Cancer

Ros，20015，65(6)：2147—2156．

[9]Garrd R，Dromard M，Costes V。et a1．The diagnostic accuracy of

reVe雠transcription-PCB quantification of eytokeratin mBNA in

the detection of sentinel lymph node invasion in oral and

oropha删ageal squamous cell caI℃ino眦： a comparison with

immunohistochemistry lJl．Clin Cancer Res，2006。12(8)：2498—

2505．

(收稿日期：2008埘埘)

进展m．中国实用妇科与产科杂志，2006．22(4)：309—312．

[19]LaValle GJ，Maxtinez DA，Sobel D，et a1．Assessment ofdisseminat-

ed pancreatic canceE丑comparison of traditional exploratory lapar-

otomy and radioimmunoguided surgery[J]．Surgery，1997，122(5)：

867—871．

(收稿日期：2008--02—22)




