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·实验研究·
１３１Ｉ抗ＶＥＧＦ单克隆抗体在荷人骨肉瘤裸鼠体内生物学分布系
统给药与局部给药之比较

熊伟，陈瞡，饶耀剑，潘艾玲，吴华

【摘要】　目的：研究１３１Ｉ抗ＶＥＧＦ单克隆抗体（Ｓｃ７２６９）在荷人骨肉瘤裸鼠体内生物分布，探讨１３１ＩＳｃ７２６９用于骨肉

瘤放射免疫治疗的可行性，并比较系统给药与局部给药在生物学分布上的差异。方法：Ｉｏｄｏｇｅｎ法
１３１Ｉ标记Ｓｃ７２６９。２４

只荷人骨肉瘤裸鼠各１２只分别瘤内注射和静脉注射 １３１ＩＳｃ７２６９，进行生物分布研究。结果：２种给药方式中，１３１ＩＳｃ

７２６９均可在肿瘤组织内特异性聚集。局部给药后肿瘤组织的放射性摄取在各个时间点明显高于系统给药，而其他组织的

放射性摄取明显低于系统给药组。结论：１３１ＩＳｃ７２６９具有靶向骨肉瘤的特性，且局部给药较系统给药在体内生物学分布

上具有明显优越性。
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　　肿瘤新生血管的形成是肿瘤生长的必备条件
［１］，

在调节肿瘤新生血管形成的诸多细胞因子中，血管内

皮生 长 因 子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）发挥核心作用
［２］。抗肿瘤血管生成已成为继

化疗和放疗之后最有前途的肿瘤治疗策略。一系列实

验表明［３］，许多肿瘤细胞（包括骨肉瘤）及肿瘤组织血

管中ＶＥＧＦ存在过量表达。这为利用抗ＶＥＧＦ单克

隆抗体作为载体运载放射性核素进行靶向治疗提供了

可能。本文旨在研究１３１Ｉ抗 ＶＥＧＦ单克隆抗体（Ｓｃ

７２６９）在荷人骨肉瘤裸鼠体内生物学分布，并比较系统

给药与局部给药在生物学分布上的区别，为进一步运

用１３１ＩＳｃ７２６９放射免疫治疗荷人骨肉瘤裸鼠模型的

实验研究奠定基础。

材料与方法

１．细胞系、实验动物及主要试剂和仪器

ＭＧ６３为人骨肉瘤细胞系（武汉大学中国典型培

养物保藏中心提供）。ＢＬＡＢ／ｃ裸小鼠２４只，由华中

科技大学同济医学院动物学部提供，鼠龄４～５周，体

重１８～２０ｇ，雌性。鼠抗人血管内皮生长因子单克隆

抗体（Ｓｃ－７２６９）为Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司产品。Ｎａ１３１Ｉ（无还

原剂、无载体）由中国原子能研究院提供。Ｉｏｄｏｇｅｎ（四

氯二苯基甘脲）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。ＪＨＳ７井型

测量仪由合肥众成机电技术开发有限责任公司提供。

使用ＧＥ公司 ＭｉｌｌｅｎｎｉｕｍＴＭＶＧ型双探头ＳＰＥＣＴ仪

显像。

２．荷人骨肉瘤裸鼠动物模型的建立

将对数生长期的 ＭＧ６３细胞经胰酶消化、洗涤后

用不含血清的培养液制备成５×１０６ ｍｌ个细胞悬液，

９３５放射学实践２００５年６月第２０卷第６期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｊｕｎ２００５，Ｖｏｌ２０，Ｎｏ．６



取０．２ｍｌ（１×１０６ 个细胞）在无菌条件下注射于裸鼠

的右后肢根部皮下（在注射前２４ｈ裸鼠接受５Ｇｙ的全

身照射）。待肿瘤长至１．０ｃｍ×１．５ｃｍ时将其处死，

无菌条件下摘取皮下瘤体并剪成０．１ｃｍ×０．１ｃｍ×

０．１ｃｍ 大小的瘤块。用含２０％胎牛血清的ＰＲＭＩ

１６４０液清洗后，将瘤块塞入套管针头部腔内，然后让

塞有瘤块的套管针穿刺至裸鼠右后肢根部皮下，并潜

行一小段后用针芯将针腔内的瘤块推至皮下（在种植

前２４ｈ裸鼠接受５Ｇｙ的全身照射）。待肿块生长至

０．８～１．０ｃｍ时备用。

３．Ｓｃ７２６９的１３１Ｉ标记

采用Ｉｏｄｏｇｅｎ法标记Ｓｃ７２６９：将１００μｌＩｏｄｏｇｅｎ

溶解于１００μｌ氯仿溶液中制成Ｉｏｄｏｇｅｎ溶液；取１０μｌ

Ｉｏｄｏｇｅｎ溶液置于反应管中，旋转蒸发后在试管底部

内壁形成一层均匀的氯甘脲膜，涂管在－２０℃下保存。

在涂有Ｉｏｄｏｇｅｎ１０μｌ的试管中依次加入０．５ｍｏｌ／ｌ、

ｐＨ７．６的磷酸盐缓冲液１５０μｌ，Ｓｃ７２６９４０μｇ，Ｎａ
１３１Ｉ

１１１ＭＢｑ。充分混匀后在室温下反应１５ｍｉｎ。其间温

和地震荡数次，加入１％ＫＩ５０μｌ终止反应。反应液滴

加于预先经ＰＢＳ（１０ｍｏｌ／ｌ、ｐＨ７．４）平衡、２％牛血清

白蛋白液淋洗饱和的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５层析柱上，用

１０ｍｍｏｌ／ｌ、ｐＨ７．４的ＰＢＳ洗脱层析柱，通过自动部

分收集器收集洗脱液，流速每管１．０ｍｌ／５ｍｉｎ。共收

集４０管，每管取１０μｌ，在井型γ测量仪上分别进行放

射性测量（ｃＰｍ值）。以试管编号为横坐标，对应试管

的ｃＰｍ值为纵坐标，绘制洗脱曲线。标记产物的标记

率、放射浓度按下列公式计算：

标记率＝
蛋白峰各管放射性计数的总和
蛋白峰加游离峰放射性计数之和×１００％

放射浓度＝
投入的１３１Ｉ总量×标记率
蛋白峰收集液总ｍｌ数

采用直接薄层层析（ＩＴＬＣ）法测定该标记产物的

放射化学纯度：取分离纯化后的标记产物（１３１ＩＳｃ

７２６９）５．０μｌ，在ＩＴＬＣＳＧ层析条（１．５ｃｍ×１０．０ｃｍ）

距一端１．５ｃｍ 的原点处点样，点样直径不能超过

０．５ｃｍ，用正丁醇∶醋酸∶水＝４∶１∶５的展开剂进

行上行层析至层析条顶部１ｃｍ处，将层析条于室温下

晾干。自原点起将层析条剪成１ｃｍ长的单个条带，按

顺序分别置于井型γ测量仪上测放射性计数，绘制条

带编号计数曲线。

４．１３１ＩＳｃ７２６９免疫活性的鉴定
［４］

首先用含１０μｇ／ｍｌ人源ＶＥＧＦ（Ｓｃ４５７０）的碳酸

盐缓冲液（１５ｍＭＮａ２ＣＯ３，３５ｍＭＮａＨＣＯ３，ｐＨ９．６）

于４℃下包备ＥＬＩＳＡ板过夜。之后每孔加入１００μｌ

含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ封闭，然后用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ８０

的ＰＢＳ冲洗３次。将放射性标记的Ｓｃ７２６９稀释至

１０ｎｇ／ｍｌ加入每孔中，室温下反应２ｈ。孵育后弃去

未结合的抗体用含０．１％Ｔｗｅｅｎ８０的ＰＢＳ冲洗３次，

结合的抗体溶解于０．２Ｍ ＮａＯＨ 中，γ测量仪检测加

入每孔中的总放射性计数及每孔结合标记抗体的放射

性计数。１３１Ｉ抗ＶＥＧＦＭｃＡｂ免疫活性按下列公式计

算（实验重复３次）

标记抗体的免疫活性＝
结合标记抗体的放射性计数
加入的总放射性计数

５．１３１ＩＳｃ７２６９在荷人骨肉瘤裸鼠体内生物学分布

２４只荷瘤裸鼠在接种细胞２周以后进行实验，在

实验前４ｄ在裸鼠饮水中加入１％碘化钾以封闭甲状

腺。２４只裸鼠随机分为２组：系统给药组和局部给药

组。分别自尾静脉注射（１２只）或瘤体内均匀注射

（１２只）１３１ＩＳｃ７２６９约０．７４ＭＢｑ，定期观察裸鼠生长

情况。在注射后２４、４８、７２、９６ｈ各时相点各组分别随

机取３只裸鼠戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉。摘眼球取

血，取肿瘤、肝、肺、心、肾、肠、脾、膀胱、甲状腺及对侧

大腿肌肉等组织。电子天平称重并在井型γ测量仪测

量各组织每分钟的放射性计数。同时将同等注射剂量

的放射性标记物按不同浓度稀释，于同等条件下测定

其放射性计数，获得注射剂量的总放射性计数。

统计学分析：数据统计分析采用ＳＰＳＳ１１．０，计量

资料均用（狓±狊）表示，并采用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ方差

分析。

结　果

Ｉｏｄｏｇｅｎ法标记Ｓｃ７２６９，经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５层析

柱分离纯化后，采用ＩＴＬＣ法测定放射化学纯度为

９０．５％±３．０３（ｎ＝３）。
１３１ＩＳｃ７２６９的免疫活性：ＥＬＩＳＡ 法检测１３１ＩＳｃ

７２６９免疫活性２４、４８、７２ｈ分别为９２．４％、９０．８％和

９０．２％。

系统给药后１３１ＩＳｃ７２６９在荷人骨肉瘤裸鼠体内

生物学分布：系统给药后２４ｈ各组织的放射性为最高，

随着时间的推移而逐渐降低。除了２４ｈ肾脏的％ＩＤ／

ｇ高于肿瘤外，其余组织在各个时间点％ＩＤ／ｇ均较肿

瘤低。

局部给药后１３１ＩＳｃ７２６９在荷人骨肉瘤裸鼠体内

生物学分布：局部给药后肿瘤组织的放射性摄取明显

较其他组织多，其他组织的放射性摄取均低于

５％ＩＤ／ｇ，而且随着时间的延长逐渐减少。

讨　论

放射免疫治疗是利用单克隆抗体或抗体源性试剂
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运载治疗用核素到达肿瘤局部而对肿瘤进行内照射，

其技术的关键在于选择合适的载体及治疗用核素，其

实施的基础为核素能与载体稳定的结合及放射免疫复

合物能在体内生物学分布中具有靶向性。本研究中所

用载体抗 ＶＥＧＦ单克隆抗体（Ｓｃ７２６９）是一种针对

ＶＥＧＦＡ的人鼠嵌合型ＩｇＧ型单克隆抗体。Ｌｅｅ等
［３］

对３０例骨肉瘤标本的研究表明，ＶＥＧＦ（主要是

ＶＥＧＦ１６５、ＶＥＧＦ１８９、ＶＥＧＦ１２１）在骨肉瘤组织中过

量表达，而且表达强度与肿瘤血管的丰富程度及预后

有密切联系，这说明 ＶＥＧＦ在骨肉瘤的形成、发展及

转移中发挥巨大作用。上述事实从理论上提示将Ｓｃ

７２６９应用于骨肉瘤的放射免疫治疗是可行的。目前

国内外利用ＶＥＧＦ或抗ＶＥＧＦ抗体做载体进行放射

免疫显像的研究亦刚刚起步。本研究结果证实系统和

局部给药后，肿瘤部位的放射性滞留均较其它脏器高，

这说明１３１ＩＳｃ７２６９无论哪种给药方式均能在肿瘤组

织中特异性聚集。

本研究所用的核素为一种能发射β射线的非金属

核素１３１Ｉ，１３１Ｉ常用的标记抗体的方法
［５］有氯胺 Ｔ法、

Ｉｏｄｏｇｅｎ法等。本研究中采用Ｉｏｄｏｇｅｎ法有如下优点：

①使碘化反应更为简便；②只在固相表明进行氧化反

应，减少了氧化剂对标记物的损伤程度，从而达到较高

的标记率。在本研究中经纯化后标记率为９０．５％±

３．０３，体外免疫活性检测１３１ＩＳｃ７２６９免疫活性２４、４８

和７２ｈ为９２．４％、９０．８％、９０．２％，说明利用Ｉｏｄｏｇｅｎ

法标记的１３１ＩＳｃ７２６９在体外有较高的标记率及较好

的稳定性。

目前放射免疫治疗采用的给药方式有系统给药和

非系统给药（如瘤内注射、鞘内注射等）。由于系统给

药存在给药方便，无需定位技术、简便等优点，故已被

大多数研究者所采用。然而系统给药后由于①肿瘤抗

原表达的异质性；②肿瘤组织内异常的组织间压成为

阻止放射免疫复合物（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，ＲＩＣｓ）

与肿瘤细胞结合的生理屏障，因而ＲＩＣｓ更多积聚在

肿瘤周围；③肿瘤抗原表达不充分；④抗原从肿瘤细胞

上脱落，进入血循环中和注入体内的ＲＩＣｓ结合从而

减少到达肿瘤组织的ＲＩＣｓ量；⑤抗体亲合力低等导

致肿瘤对ＲＩＣｓ的摄取较少、Ｔ／ＮＴ值低，只有０．０１％

的剂量能被每克肿瘤组织所摄取［６］。也因此伴随着放

射免疫复合物的Ｔ／ＮＴ值低、对正常组织及造血系统

有较大不良反应［７］。本研究系统给药组肿瘤组织对放

射免疫复合物的摄取在２４ｈ达高峰，同时肝、脾、肾、

血液等血流灌注丰富的器官中放射免疫复合物的摄取

也较高，也充分反映出系统给药的前述缺点。为了克

服系统给药的上述缺点，人们进行了局部给药的实验

研究，结果发现局部给药能显著提高肿瘤组织对放射

免疫复合物的摄取，有效提高 Ｔ／ＮＴ值，减少对正常

组织及造血系统有较大不良反应，在有效时间内对肿

瘤组织投射更多的放射性剂量，发挥更大杀瘤效应［８］。

本次生物学分布实验表明，局部给药后肿瘤的％ＩＤ／ｇ

在各个时间点明显高于系统给药后肿瘤的放射性摄

取，而其他组织对放射性的摄取明显低于系统给药组，

肝、脾、肾、血液等血流灌注丰富的器官的％ＩＤ／ｇ各个

时间点均＜４％，证实了局部给药较系统给药能对肿瘤

组织投射更多的放射性剂量，发挥治疗作用时间更长，

而且对正常组织的不良反应更小。但其显著效果还需

动物实验进一步证实。同时需要指出的是局部给药需

特殊的技术进行准确定位，此外放射免疫复合物能否

在肿瘤组织内达到均匀分布，局部注射后核素会否从

针道泄漏及如何根据肿瘤大小、性质选择合适载体和

核素等问题还需更深入研究。
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