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摘　要　用蛋白酶切技术制备 M cA b JHⅢ F ab′片段, 回收率约 10%。片段活性相当于完整 M cA b

的 1 102稀释浓度。用氯胺 T法标记 M cA b JHⅢ F ab′, 对荷人肝细胞癌 BEL -7402裸鼠体内的放射

免疫显像进行了研究。腹腔注射 131 I-M cA b JHⅢ F ab′后 24～ 96 h, 肿瘤部位有放射性浓聚, 以 48～

72 h影像最为清晰;而注射 131 I-M cA b JHⅢ 肿瘤部位也有积聚现象, 但本底消除更慢。131 I-M cA b

JHⅢ F ab′注射后 72 h, 13种器官的肿瘤组织与非瘤组织的放射性比值均大于 3, 肿瘤的定位指数

为 2. 56。这表明 M cA b JHⅢ F ab′在肝细胞癌的诊断和指导治疗方面有更好的应用前景。
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Rad ioimmunoimaging of　
131

I-Labe led M onoc lonal Antibody JHⅢ Fab′ in Nude

M ice Bear ingH uman H epatoce llu lar Carc inoma　S u J inhua, Y an J ianghua, et al.

(C ance r Resea rch Cen ter, X iam en U nive rsity, X iam en 361005)

Abstract　M cA b JHⅢ F ab′fragm en t w as p repa red w ith peps in d ig es tio n. I t′s receiv ing pe rcentage

w as abou t 10% . Its titer w a s 1 102　 o f　M cA b JHⅢ . M cA b JHⅢ F ab′fragm ent w as radio la-

beled w ith　 131 I by C h-T m eth od. I ts distr ibu tion and rad io imm uno im ag ing in the nude m ice bea r-

ing hum an hepa tom a BEL -7402 w e re stud ied. Be tw een 24- 96 h a fter intrape ritonea l adm in istra-

tio n, th e im ag e o f th e concentra ting rad io acitiv ity in tum o r w a s ob ta ined by theγ cam era and it

w as the cleare st du r ing 48- 72 h; w herea s the in jection o f　 131 I-M cA b JHⅢ in to th e nude m ice re-

su lted in an equa l radio activ ity in tum o r, but it′s backg round w a s m o re slow ly c lea red.　A t 72 h

a fte r the in je ction o f　 131 I-M cA b JHⅢ F ab′, the radio activ ity r atio es o f tum o r /no rm a l tissue ( T /

N T ) fo r 13 k inds o f o rg an /tissue w e re a ll o ve r 3, and the lo caliza tion index o f tum o r w as 2. 56.

T he se resu lts show ed tha t M cA b JHⅢ F ab′m ay be usefu l in the loca lizat ion and targ e ting trea t-

m ent o f hum an hepa toce llu lar ca rcinom a.

Keywords　m o noc lo na l an tibody　　 enzym o ly sis　　hepa to cellula r car cinom a　　 nude m ice

radio imm uno im ag ing

　　M cA b JHⅢ是本中心建立的一株抗人

肝癌 M cA b, 对 BEL-7402肝癌细胞有强阳

性反应 [1 ], 在荷肝细胞癌的裸鼠体内放射免

疫显像效果较好, 在生物体内有较强的亲和

力 [2 ]。为了更深入地探讨 M cA b对肝癌导向

诊断和临床治疗的可行性, 作者采用胃蛋白

酶切技术将 M cA b制成片段, 利用氯胺 T

碘标法观察了该片段在荷瘤裸鼠体内的分布

特点和在肿瘤组织的显像效果。

1　材料和方法

1. 1　McAb JHⅢ腹水的制备与纯化　见文

献 [3 ]。

1. 2　M cAb JHⅢ Fab′片段的制备
[3 ]
、蛋白含
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量及活性的测定

1. 2. 1　M cAb JHⅢ (ab′)2片段的制备　将

M cA b JHⅢ于 0. 1 m o l /L pH 4. 5醋酸缓冲液

透析过夜, 加入胃蛋白酶 0. 26 m g至 2. 2 m l

已透析过的 M cA b JHⅢ中 (母液 2. 934 m g /

m l)充分摇匀。置 37℃温育消化 30m in后, 用

1N N aOH 调 pH 值至 8. 0, 以终止反应。将

反应液过 Sephadex G -100柱, 用 0. 1 m o l /L

pH 8. 0硼酸缓冲液洗脱, 收集各蛋白峰。用

PEG (分子量 20 000)浓缩各蛋白峰, Du-65

紫外分光光度计测定其各自蛋白含量, 按各

收集峰的体积比例计算其实际蛋白浓度。

1. 2. 2　M cA b JHⅢ Fab′片段的制备　将 6

m lM cA b JHⅢ F ( ab′) 2于 0. 1 m o l /L pH 5. 0

醋酸缓冲液透析过夜, 加入 6μlβ-巯基乙醇,

使终浓度为 10 mm o l /L, 置 37℃温育 90m in。

再加入 50 m g碘乙酰胺, 使终浓度为 20

mm o l /L, 室温反应 30 m in后置 4℃冰箱过

夜。反应液上 S eph adex G -25柱, 用 0. 1 m o l /

L pH 5. 0醋酸缓冲液洗脱, 收集并浓缩蛋白

峰, 计算其实际浓度。

1. 2. 3　M cAb JHⅢ Fab′的纯度鉴定　参照

文献 [ 4]进行。用 SDS -PEAG电泳鉴定酶解液

各组分的纯度。

1. 2. 4　M cAb JHⅢ Fab′的活性测定　用竞

争性 EL ISA法测定。以 M cA b JHⅢ为阴性

对照, M cA b JHⅢ与 Fab′的不同比例为样

品, 计算抑制率= ( 1- 样本 OD /阴性 OD )

× 100% , 以抑制率≥ 50%判断 Fab′为阳性。

1. 3　荷瘤裸鼠模型的建立　选用 4～ 6周龄

BA LB / c裸鼠 ( SPF 级, 本中心裸鼠室提

供 ), 于右后肢跟部接种人肝癌细胞株 BEL-

7402, 细胞量为 10
6
个以上, 15 d后肿瘤体积

可达 1. 5～ 2. 0 cm
3。

1. 4　McAb JHⅢ Fab′的标记与分离　采用

氯胺 T 碘标法
[5 ]

, 将第 1峰收集, 测总放射

量后过滤除菌备用。同法标记作为对照用的

M cA b JHⅢ。

1. 5　 131
I-M cAb JHⅢ Fab′体外免疫活性鉴

定　采用 R IA法进行
[6 ]
。

1. 6　碘标记抗体片段的体内分布与显像　

将荷人肝癌 BEL-7402细胞的 BA LB /c裸鼠

10只, 随机分为实验组和对照组各 5只。实

验前 3 d任其自由饮用 0. 1% K I溶液以封闭

甲状腺。实验时腹腔注射 131
I-M cA b JHⅢ

Fab′或131 I-M cA b JHⅢ , 剂量为 5. 328× 106

Bq /只, 分别相当于加入 M cA b JHⅢ Fab′25

μg或 M cA b JHⅢ 27μg。每隔 24 h用 G z-B

型γ照相机 (中国航天航空二部产品 )进行全

身扫描和显像, 并在注射后 24、 48、 72、 96

和 120 h, 以颈椎脱位法各处死 1只鼠, 取肿

瘤、 全血及各重要脏器称重后进行γ计数。

计算各样品的放射性比度 (C Pm /g )、 T /N T

值 (瘤与非瘤组织的放射性比值 )和定位指数

L I(实验组的组织与血 CPm /g之比除以对

照组的组织与血 C Pm /g之比 )。

2　结　果

2. 1　McAb JHⅢ、 McAb JHⅢ Fab′及
131

I-

M cAb JHⅢ Fab′的鉴定　将正辛酸 -硫酸铵

沉淀法纯化的 M cA b JHⅢ经 PEAG电泳显

示为单一条带。　M cA b JHⅢ 酶切后, 经

Sephadex G -100柱层析分离出现 2个峰 (见

图 1 ), SDS -PEAG 鉴定各组分, 确定胃蛋

白

图 1　M cA b JHⅢ酶解液在 Seph adex G -100

的分离图

　F ig 1　E lu tion g raph o fM cA b JHⅢ enzym o ly sis

so lut ion o n the S ephadex G -100
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酶是有作用的。 F( ab′)2经 β -巯基乙醇处理,

收集并浓缩所获得的 F ab′总量为 0. 6 m g。氯

胺 T 碘标法对 M cA b JHⅢ和 M cA b JHⅢ

Fab′的标记率分别为 71. 8%和 40% 。E L ISA

法显示, M cA b JHⅢ F ab′收集液的活性相当

于 M cA b JHⅢ的 1 102稀释浓度。 R IA法结

果表明, 131 I-M cA b JHⅢ Fab′的 ( B /T )%为

48. 6% , 而
131

I-M cA b JHⅢ为 51. 6%。

2. 2　 131
I-M cAb JHⅢ Fab′在荷瘤裸鼠体内

的生物学分布

2. 2. 1　T /N T 值的变化　在裸鼠腹腔注射

标记物后 24 h, 除实验组和对照组和脑组织

(T /N T 分别为 14. 50和 14. 86)外, 其他组织

的 T /N T 均值分别为 3. 76( 1. 96～ 10. 36)和

4. 28( 2. 46～ 8. 11); 而注射后 72 h, 则分别

为 6. 32 ( 3. 62～ 12. 92 )和 14. 29 ( 5. 31～

56. 16) (表 1)。

表 1　荷人肝癌细胞 BEL -7402裸鼠腹腔注射 131
I-M cAb JHⅢF ab′

或M cAb JHⅢ后 24 h与 72 h各器官的 T /N T 值

T ab 1　The T /N T values in various organ s of nud em ice bearing hum an hepa toma

BEL -7402 at 24 h and 72 h af ter intrap eritonea l injection of　
131

I-M cAb

JHⅢ Fab′or　 131
I-M cAb JHⅢ

脏　器 24h 72h
或

组　织 M cA b JHⅢ F ab′ M cA b JHⅢ M cA b JHⅢ F ab′ M cA b JHⅢ
血　液 3. 98 2. 28 4. 72 6. 08

皮　肤 3. 62 2. 90 3. 80 13. 73

肌　肉 6. 58 4. 44 10. 48 10. 75

骨　骼 5. 52 3. 37 12. 92 56. 16

脑 14. 50 14. 86 23. 20 41. 66

胃 1. 96 3. 42 3. 62 8. 20

肠 2. 08 3. 84 7. 12 18. 19

肺　脏 2. 04 7. 24 4. 68 11. 28

肝　脏 2. 70 2. 46 5. 06 10. 43

脾　脏 2. 16 3. 88 6. 48 14. 94

肾　脏 10. 36 6. 68 6. 24 5. 84

心　脏 2. 12 2. 63 5. 34 5. 31

甲状腺 2. 00 8. 11 5. 30 12. 51

2. 2. 2　 L I的变化　荷肝癌裸鼠注射
131

I-

M cA b JHⅢ F ab′或 131 I-M cA b JHⅢ后 24 h,

肿瘤的 L I为 1. 15, 非瘤组织为 0. 61( 0. 16～

1. 00); 注射后 72 h, 肿瘤的 L I为 2. 56, 非瘤

组织为 0. 79( 0. 16～ 1. 38) (表 2)。

2. 2. 3　放射免疫显像　
131

I-M cA b JHⅢ

Fab′组在 24～ 96 h之间肿瘤部位均出现放

射性浓聚显像, 随时间延长, 本底逐渐减

弱, 及至 96 h本底已没有, 肿瘤部位则越来

越清晰, 尤以 48～ 72 h的影像最为清晰 (图

2) 。
131 I-M cA b JHⅢ组在肿瘤部位同样有放射性

浓聚现象, 在 72～ 96 h肿瘤部位的影像最为

清晰。
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表 2　荷肝癌裸鼠注射
131

I-M cAb JHⅢ Fab′或
131

I-M cAb JHⅢ后 24 h和 72 h的 L I值

T ab 2　The L I va lues at 24 h and 72 h af ter in trap eritonea l injection of　
131

I-M cAb

JHⅢ Fab′or　 131
I-M cAb JHⅢ in nud em ice bearing hep atocel lu lar carcinom a

　　　　　　　　　　　　有　关　脏　器、　组　织
时间
( h) 血液 皮肤 肌肉 骨骼 胃 肠 肺 肝 脾 肾 脑 心 甲状腺 肿瘤

24 1. 00 0. 72 0. 85 0. 94 0. 33 0. 31 0. 16 0. 63 0. 32 0. 89 0. 56 0. 46 0. 14 1. 15

72 1. 00 0. 36 1. 25 0. 16 0. 57 0. 51 0. 53 0. 62 0. 57 1. 38 0. 72 1. 30 0. 54 2. 56

图 2　腹腔注射　 131 I-M cA b JHⅢ F ab′于荷肝癌裸鼠后 24、 48与 72 h的 γ显像

F ig 2　T heγ im ag e o f nude m ice bea r ing hepa to cellu ar ca rcinom a a t 24 h, 48h and 72 h af te r intaper-

itonea l in jection o f　 131 I-M cA b JHⅢ F ab′

3　讨　论

随着 M cA b技术的发展, 应用放射性核

素标记抗肿瘤 M cA b,为肿瘤的影像诊断和

导向治疗开辟了一条新的途径。1959年

Po rter首先对 Ig的活性片段进行酶切, 深

入地阐明了结构与功能之间的对应关系。而

对 M cA b活性片段的研究同样具有重大的

应用价值。由于片段的分子小于完整的

M cA b, 在体内显像诊断及治疗时更易进入

实体组织深处, 可以明显提高诊断的敏感性

及治疗的有效性。同时 M cA b失去了 F c段,

也就失去了主要的抗原决定簇, 这样就可以

降低体内显像诊断时的本底, 避免体外检测

时的假阳性或减轻异种 M cA b体内引起的

过敏反应。本文结果表明, 给荷瘤裸鼠注

射
131

I-M cA b JHⅢ Fab′后 72 h, 13种器官组

织的 T /N T 值均大于 3( 3. 62～ 23. 20), 肿瘤

的定位指数为 2. 58, 均与放射免疫显像结果

相符。影像显示肿瘤的部位、 大小和形状也

与活体完全一致。提示 M cA b JHⅢ F ab′在生

物体内更能识别肿瘤和正常组织, 对肝癌组

织有更好的定向选择性。在 24～ 96 h, 肿瘤

部位始终有放射性浓聚, 随着时间延长, 周

围本底基本消除 ( 72～ 96 h)。提示 M cA b JH

Ⅲ F ab′在生物体内有更好的亲和力, 为临床

应用提供了重要的生物参数, 其潜在的应用

价值值得深入研究。 (下转第 27页 )
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3　讨　论

E 6是我校免疫学教研室制备的一株分泌

鼠抗 hTNF -α单克隆抗体的杂交瘤细胞株,

它所分泌的单克隆抗体具有较强的体内中和

活性 [6 ]。近年来, 由于 hTN F在多种炎症、组

织损伤、 感染性休克和自身免疫性疾病的发

生发展过程中所起的重要作用和这些疾病症

状凶险、 治疗困难的特点, 已使 hTN F拮抗

物的临床基础研究受到了较广泛的重视。因

而这株具有较强的 hTN F-α体内中和活性的

鼠单克隆抗体 E 6, 有可能在预防和治疗因

hTN F-α产生过量而致的炎症和感染性休

克、抑制免疫排斥反应及促进组织损伤修复

等方面具有临床应用价值。由于鼠源单克隆

抗体存在的突出缺陷, 获取其可变区基因并

做进一步基因工程改造, 已成为其走向应用

的重要步骤。

我们分别采用两对不同位置的引物—针

对小鼠 Ig重链恒定区基因 (Cγ1)序列的锚

PCR引物和针对其重链可变区基因序列的

PCR引物, 从 E 6杂交瘤细胞中扩增出自 5′

非翻译区至 Cγ1近 3′端的重链基因片段和重

链可变区基因片段, 并测定了其核苷酸序

列。两对引物扩增出完全相同的抗体重链可

变区基因, 经计算机分析表明是新的重排的

鼠 Ig重链基因序列。这将为 E 6单克隆抗体

的改造和应用打下基础。

(感谢本校免疫学教研室金伯泉教授惠赠杂交瘤细

胞株, 朱勇博士承担杂交瘤细胞培养工作。 )
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