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摘　要:【目的】探讨单克隆抗体(McAB)的 F(ab′)2片段在卵巢癌放射免疫显像诊断中的应用价值。【方法】利用胃蛋

白酶消化抗癌胚抗原单克隆抗体(C50),酶切产物经 SDS-PAGE 电泳鉴定后 , 经 Sephadex G-100 凝胶柱纯化 , 获得 F(ab′)2 片

段。分别将99mTc标记的 C50 , F(ab′)2 及正常鼠 I gG 行荷人卵巢癌裸鼠移植瘤放免显像 , 并比较其结果。【结果】①片段 F

(ab′)2的产率为 33%±3.2%,其最大理论产率的 49%。酶联免疫吸附方法和免疫细胞化学染色均证实其保留较好的免疫活

性。 ②24 h放射免疫显像可见片段组移植瘤部位有较高浓度的放射性物质聚集 , 肿瘤与非肿瘤组织放射性活度之比(T/ NT)

片段组最高。【结论】利用单克隆抗体片段进行放免显像 ,效果优于全抗体。
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Abstract:【Objective】To evaluate F(ab′)2 f ragment of monoclonal antibody C50 using radio immunoscinti-

g raphy(RIS)for ovarian carcinoma..【Methods】C50 was digested by pepsin and identified w ith SDS-PAGE.

After purified by Sephadex G-100 , C50 、F(ab′)2 , and normal mouse IgG(nMIgG)were labeled w ith
99m　Tc and

injected introperitoneally into 3 groups of nude mice bearing human ovarian carcinoma xenog raf ts respectively.

After 24 hours , RIS w as performed.【Result】①The recovery of F(ab′)2 af ter digestion and purification w as

33%±3.2%, about 49% of the maximal theo retical yield.Good immunoactivi ty of F(ab′)2 was retained and

tested by ELISA and PAP .②Higher radioactivity g athered in xenog raf ts field in fragment g roup , and T/N T is

the hightest one among three groups.【Conclusion】F(ab′)2 f ragment could be of better RIS than intact mono-

clonal antibody .
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　　卵巢癌是女性常见的高度恶性肿瘤之一 ,其

预后差 ,死亡率高。利用放射性核素标记的单克隆

抗体进行放射免疫显像(radio immunoscintigraphy

RIS)是一种特异性高的非创伤性肿瘤定性定位诊

断方法。由于完整单克隆抗体分子量较大 ,应用时

因本底高导致显像质量差 ,而且重复使用可能会引

起严重的过敏反应。利用其酶切产物-F(ab′)2 片

段 ,可减少非特异性结合 ,显像质量提高。本实验
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旨在对抗癌胚抗原单克隆抗体(C50)及其 F(ab′)2

片段在卵巢癌放射免疫显像的应用价值进行初步

探讨 。

1　材料与方法

1.1　抗癌胚抗原单克隆抗体(C50)及其 F(ab′)2 片

段的制备

C50(DAKO 公司)为 IgG1 型 ,浓度 10 g/ L ,在

0.01 mol/L 乙酸钠—乙酸缓冲液中透析 24 h 。胃

蛋白酶(Sigma公司 ,3 200 IU/mg),溶于同样的缓

冲液 ,抗体与酶按 25∶1比例混合 , 37 ℃保温 18 h 。

电泳分析消化程度 ,消化结束后加 1 mol/L Tris至

pH7.0 左右终止反应 。在 0.01 mol/L T ris-HCL

pH8.0 在 4 ℃透析 24 h 后移至 Sephadex G-100

(Pharmcia , 0.8 cm ×20 cm)凝胶柱洗脱 ,收集并经

电泳证实第 1峰为 F(ab′)2 片段。测定其在 A =

260 nm 和A=280 nm 处的吸光度 ,按公式[ 1] :蛋白

质含量 g/L =1.45 ×A280 ～ 0.74 ×A260 , 估计 F

(ab′)2 的含量 ,计算消化产率和最大理论产率
[ 2] :

消化产率=F(ab′)2 片段的产量/ IgG的投入量

最大理论产率=F(ab′)2 片段的产量/F(ab′)2

片段的最大理论产量 。

1.2　F(ab′)2片段免疫活性测定

酶联免疫吸附法(ELISA):取相同浓度的 C50

及其 F(ab′)2片段各 0.1 mL ,倍比稀释后滴至铺有

3AO卵巢癌细胞的 96 孔板中 ,按 Gray 法
[ 3]
反应

后 ,用酶标仪测反应颜色深度 。

免疫细胞化学染色法(PAP 法):将培养的

3AO细胞制成细胞悬液并涂片 ,将 C50 , F(ab′)2 及

正常鼠 IgG(nM IgG , IgG1 型 ,重庆医科大学提供)

按 1∶50稀释后行免疫细胞化学染色。

1.3　99m
Tc标记方法和活性测定

采用 2-巯基乙醇(2-ME)还原免疫球蛋白及99m

Tc直接标记法[ 4] 。纸层析法测定标记率 ,展开剂

为生理盐水 ,定标器测定放射性强度。细胞结合分

析法测定标记后活性:取各约 50 000cpm 的99m Tc-

C50 ,
99mTc-F(ab′)2 以及

99m Tc-nM IgG ,分别加入 5

×106 个 3AO细胞 ,在含 10% FCS 的 RPM I-1640

(Sigma公司)培养基中 37 ℃振荡培养 2 h ,探测放

射性总数 ,以 1 000 r/min离心 5 min ,弃去上清液 ,

用0.1 mol/L PBS 冲洗 3 次 ,测定其放射性计数 ,

两者相比 ,计算细胞结合率。

1.4　裸鼠荷人卵巢癌移植瘤模型

裸鼠为出生 4 ～ 6周雌性裸鼠(第一军医大学

提供),卵巢癌细胞株为 3AO 细胞(上海医科大学

提供),在含10%FCS RPM I 1640培养基中培养至

5×10
9
/L 时接种于裸鼠颈背部皮下 ,待肿瘤长到

直径 1 cm 左右进行显像 。

1.5　裸鼠放射免疫显像

将荷瘤裸鼠随机分成 3组 ,每组 3只 ,经腹腔

注射 18.5 mBq(每只约 0.5 mCi)的
99m

Tc-F(ab′)2

为片段组;
99m

Tc-C50为全抗体组;
99m

Tc-nM IgG 为

对照组 。注入后 3 、6 、12 h及 24 h 分别行 ECT 显

像(counts∶500)[ 5] 。显像后断颈处死裸鼠 ,取各组

织器官称重 ,FT603型井型探测仪探测肿瘤和单个

组织器官放射性计数 ,计算单位重量放射性计数。

公式如下:

单位重量放射性活度 =肿瘤(或某组织)放射

性活度/肿瘤(或某组织)的重量。

肿瘤与非肿瘤组织之比(T/NT)=肿瘤组织单

位重量放射性活度/非肿瘤组织单位重量放射性活

度。

2　结　果

2.1　单抗片段的鉴定 、纯化及产率

用酶消化后 ,产物经 SDS-PAGE 电泳证明完

全消化 ,可见相对分子量约 100 kd的 F(ab′)2 条带

及分子量小于 50 kd的多个条带。经 Sephadex G-

100柱纯化后收集 F(ab′)2 ,计算消化产率为 33%

±3.2%,为最大理论产率的 49%。

2.2　F(ab′)2片段活性检测

2.2.1　ELISA法　相同浓度的 C50 , F(ab′)2 经倍

比稀释后酶标仪监测反映孔颜色深度结果提示:

F(ab′)2与 C50相比仅绝对值减少 ,免疫活性无明显

下降 ,如图 1 。

图 1　ELISA检测 F(ab′)2 及 C50免疫活性

Fig.1　Immune activity of F(ab′)2 and C50 tested by ELISA
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2.2.2 　免疫细胞化学染色(PAP)法 　C50及 F

(ab′)2 片段经 1∶50 稀释后细胞化学染色均为阳

性 ,而 nM IgG 均为阴性 ,说明消化后的单抗片段

仍保留了较好的免疫活性 。

2.3　99m
Tc标记 C50 , F(ab′)2及其活性测定

99m　Tc 标记 C50 、F(ab′)2 及 nM IgG 的标记率

分别为68%、61.4%及 45%,放射化学纯度在90%

以上。体外细胞结合分析:C50 、F(ab′)2 及 nM IgG

与99mTc标记后 ,与 3AO 细胞结合率分别 30.5%、

24.3%及小于 5%。

2.4　荷人卵巢癌裸鼠放免显像

各组裸鼠注入99m Tc 标记的 C50 、F(ab′)2 及

nM IgG 后行 ECT 显像 ,可见 3 、6及 12 h均见放射

性全身均匀分布。24 h 片段组肿瘤部位有较高放

射性浓聚 ,肝脏 、脾脏 、肾脏等处亦有少量放射性浓

聚;全抗体组则显示除肿瘤部位外 ,腹腔肝脏 、脾

脏 、肾脏都有较高放射性浓聚;而对照组肿瘤部位

无高放射性物质浓聚 。显像后断颈处死裸鼠 ,各组

织器官放免显像情况 ,见表 1。

3　讨　论

卵巢癌预后极差 ,这与癌的生长部位 、肿瘤细

胞的生物学特性及缺乏特异性早期诊断方法有关。

目前 ,临床应用的 B 超 、CT 、MR均不能够对直径

1 cm以下的病灶做出诊断[ 6] ,有学者比较几种诊断

表 1　各器官组织不同时间段的 T/ NT 值

Table 1　Radioactivity and T/ NT of o rgans in different perrod ( x ± s)

Organ
Fragment g roup

Cpm/g t/ nt

Intact group

Cpm/ g t/ nt

Control group

Cpm/g t/ nt

3 h Liver 11.2×107 0.75±0.48 12.1×107 0.68±0.45 11.4×107 0.65±0.34
Spleen 10.4×107 0.81±0.52 10.4×107 0.79±0.62 7.83×107 0.95±0.71
K idney 13.3×107 0.63±0.34 13.3×107 0.61±0.37 12.5×107 0.60±0.40
Bone 9.33×107 0.90±0.62 8.07×107 1.02±0.92 6.50×107 1.12±0.71
Intestine 8.08×107 1.04±0.81 8.15×107 1.01±0.83 7.41×107 0.99±0.51
Muscle 7.43×107 1.13±0.74 8.31×107 0.99±0.55 8.01×107 0.92±0.87
Brain 7.12×107 1.18±0.76 6.64×107 1.24±0.78 7.03×107 1.05±0.69
Tumor 8.4×107 - 8.23×107 - 7.38×107 -

6 h Liver 7.87×107 0.88±0.70 5.55×107 0.94±0.52 6.17×107 0.84±0.41
Spleen 7.05×107 0.92±0.48 5.74×107 0.91±0.49 6.91×107 0.75±0.50
K idney 10.6×107 0.61±0.41 9.01×107 0.58±0.40 9.96×107 0.52±0.39
Bone 5.85×107 1.11±1.02 4.83×107 1.08±0.71 5.63×107 0.92±0.80
Intestine 5.41×107 1.20±0.98 4.58×107 1.14±0.68 5.45×107 0.95±0.74
Muscle 6.01×107 1.08±0.74 4.70×107 1.11±0.51 7.01×107 0.74±0.61
Brain 4.99×10

7 1.30±0.68 3.73×10
7 1.40±0.91 4.98×10

7 1.04±0.69
Tumor 6.49×10

7 - 5.22×10
7 - 5.18×10

7 -
12 h Liver 3.01×107 1.02±0.70 2.29×107 1.12±1.02 2.53×106 0.85±0.47

Spleen 3.44×107 0.89±0.65 2.54×107 1.01±0.90 2.36×106 0.91±0.66
K idney 4.14×107 0.74±0.64 3.32×107 0.77±0.49 2.65×106 0.81±0.63
Bone 1.62×107 1.89±1.12 2.17×107 1.18±0.95 2.08×106 1.03±0.41
Intestine 2.14×107 1.43±0.92 2.06×107 1.24±0.86 1.95×106 1.10±0.71
Muscle 2.11×107 1.45±1.03 1.78×107 1.43±0.79 2.13×106 1.01±0.89
Brain 1.77×107 1.73±1.02 1.42×107 1.80±1.05 1..78×106 1.21±1.04
Tumor 3.06×107 - 2.56×107 - 2.15×106 -

24 h Liver 6.71×106 1.67±0.59 6.02×106 1.52±0.48 2.04×106 0.48±0.21
Spleen 5.71×106 1.96±1.04 4.89×106 1.87±0.82 1.24×106 0.79±0.43
K idney 8.96×106 1.25±0.74 7.57×106 1.21±0.52 1.12×106 0.88±0.43
Bone 4.97×106 2.49±0.72 3.72×106 2.46±0.38 1.35×106 0.72±0.41
Intestine 5.28×106 2.12±0.45 4.63×106 1.98±0.32 1.13×106 0.87±0.37

Muscle 4.57×106 2.45±0.83 4.07×106 2.25±0.79 1.48×106 0.66±0.43
Brain 5.21×106 2.15±1.04 4.53×106 2.02±0.76 1.27×106 0.77±0.38
Tumor 11.2×106 - 9.16×106 - 9.79×105 -
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方法后认为 ,CT 、MR和 RIS 在诊断卵巢癌的准确

性依次递增[ 7] 。放免显像是特异性较高的肿瘤定

位诊断方法。由于完整抗体分子量较大 ,且异源性

问题难以克服 ,使它在临床上的应用受到一定限

制。F(ab′)2 则部分克服了单抗的不足之处 ,有如

下优点:①分子量较小 ,易进入组织间隙 ,达到肿瘤

细胞表面与之亲和。 ②减少抗体与周围组织的非

特异性结合 ,使 T/N T 增加。 ③血池中清除加快 ,

显像时本底减弱 ,显像质量提高 ,减少了射线对机

体正常组织的损伤。 ④异源性减弱 ,增加了重复应

用的可行性 。本研究表明 ,片段组的 T/NT 比值最

高 ,显像优于全抗体组和对照组。

T/NT 反映抗体特异性与肿瘤相结合的能力。

T/NT 比值高 ,说明抗体与肿瘤组织特异性结合多

而与非肿瘤组织随机结合少 ,同时也说明抗体的特

异性高 ,反之亦然 。实验说明 , T/N T 比值与相应

脏器的血流丰富程度有一定关系。肝 、肾 、脾等脏

器血流丰富 , T/NT 比值低;骨骼 、小肠 、肌肉 、大脑

等脏器的血流丰富程度较低 , T/NT 比值则高 ,这

与显像结果相一致。

关于放射性核素的选用 ,现在多选用锝 ,这是

因为99mTc不发射 β射线 ,仅发射γ射线 ,且能量适

中 ,半衰期短 ,可立即显像 ,无须特殊防护;电离密

度低 ,在体内引起电离辐射的损伤小。本实验在注

射24小时后即可显像 ,便于及早得出结论 。锝的

化合价比较多 ,给标记带来一定困难。近来通过还

原抗体中的二硫键直接标记 ,使标记技术有了迅速

提高
[ 8]
,国内多数学者报道标记率在 80%～ 90%

之间[ 9] ,亦有高达 95%以上者[ 10] 。本实验的标记

率较低 ,可能和抗体冷冻时间过长有关(冷冻时间

4个月)。

实验说明:腹腔注射途径行 RIS会受到肝 、脾 、

肾等脏器的影响。无论全抗体组 、对照组或片段

组 ,24 h显像均表明以上脏器部位有较高浓度的放

射性物质积聚 ,这与文献报道相一致
[ 11]
。其原因

除了与 T/NT 外 ,还可能与肝脏 、脾脏的网状内皮

吞噬系统有关 ,而肾脏的高放射性活性的另一个原

因是因为它是锝排出的主要器官。提示临床应用

RIS诊断腹腔内肿瘤是否发生转移要慎重 。

通过实验还可以看出 ,应用 RIS时仍有不足需

要改进:①单克隆抗体的特异性仍不够高 ,距离理

想的标准仍有一定的差距。 ②胃蛋白酶消化产出

率低 ,需要筛选高效的消化酶 。 ③从根本上说 , F

(ab′)2片段仍未克服异源性的问题 ,须进一步研

究 ,探讨基因工程技术协助解决。
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