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【摘要】 　 目的　 制备９９Ｔｃｍ ⁃联肼尼克酰胺（ＨＹＮＩＣ）⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ（ ９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ）探针，并探讨

其用于 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像以预测抗程序性细胞死亡蛋白⁃１（ＰＤ⁃１）免疫治疗疗效的价值。 方法　 合成

前体 ＨＹＮＩＣ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 和 ＩＲＤｙｅ８００⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ（Ｄｙｅ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ）；以 ＳｎＣｌ２ 为还原剂，进行９９Ｔｃｍ 与前

体 ＨＹＮＩＣ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 的标记反应，制备９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 探针，分析其标记率、放化纯及稳定性，并探

究其与体外淋巴细胞结合的特异性。 建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ＣＴ２６ 结直肠肿瘤模型，通过 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像

分析９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 的体内特异性结合能力；对荷瘤小鼠行抗 ＰＤ⁃１ 治疗，然后行近红外荧光成像及

ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像，检测肿瘤 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞浸润状况，并用 ＨＥ 染色和免疫荧光检测验证；经抗 ＰＤ⁃１ 治

疗后的荷瘤小鼠尾静脉给予抗 ＣＤ８ 抗体，分析其损耗抗 ＰＤ⁃１ 治疗疗效的情况。 采用双因素方差分

析进行组间差异比较。 结果　 ９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 的标记率为 ９０％，放化纯为 ９５％，于 ＰＢＳ 和胎牛血清

（ＦＢＳ）中放置 ７２０ ｍｉｎ，放化纯仍达 ８０％以上，稳定性良好；细胞结合实验显示，９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 与小

鼠脾 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体和人外周血 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体结合值分别为（１０．３０±０．８１）和（１．７８±０．６１）百分

加入放射性剂量（％ＡＤ） ／ １０６ 个细胞，过量冷 αＣＤ８ 抗体可导致结合值降低至（１．５９±０．２５） ％ＡＤ ／ １０６ 个

细胞（Ｆ＝ １０．０７，Ｐ＜０．００１）。 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像示，９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 在小鼠 ＣＴ２６ 结直肠肿瘤模型中具有

良好的肿瘤摄取。 近红外荧光成像示，对抗 ＰＤ⁃１ 免疫治疗响应组小鼠肿瘤荧光强度为（８． ９ ±
１􀆰 １）％，明显高于非响应组的（７．１±０．８）％（Ｆ＝ ４．６９，Ｐ＝ ０．０２４），ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像同样显示响应组肿瘤

摄取较高；ＨＥ 和免疫荧光结果表明，响应组肿瘤和淋巴结组织中淋巴细胞浸润比例明显高于非响应

组。 此外，ＣＤ８＋ Ｔ 细胞损耗显著削弱了抗 ＰＤ⁃１ 治疗疗效。 结论　 成功制备了９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ，该探

针能对肿瘤浸润 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞清晰显像；ＣＤ８ 靶向 ＳＰＥＣＴ 显像对临床预测和评估免疫治疗疗效具有

潜在的应用价值。
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ａｎｔｉ⁃ＰＤ⁃１ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ ｗａｓ ｓｕｃ⁃
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ． ＣＤ８⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＳＰＥＣＴ ｉｍａｇｉｎｇ ｃｏｕｌｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｙ ｖｉｓｕａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ⁃ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ＣＤ８＋ Ｔ
ｃｅｌｌｓ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｔｔｉｎｇｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ； Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ｔｕｍｏｒ⁃ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ； ＣＤ８⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｔ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；
Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ； Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｕｔｃｏｍｅ； Ｆｏｒｅｃａｓｔｉｎｇ； Ｍｉｃｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ （ＪＱ１９０２６）
ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２１０７０５⁃００２１９

　 　 以抗程序性细胞死亡蛋白⁃１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃
１， ＰＤ⁃１） ／程序性细胞死亡蛋白配体⁃１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ⁃１， ＰＤ⁃Ｌ１）免疫检查点抑制剂为代表的

肿瘤免疫治疗在多种类型的肿瘤治疗中取得突破性

进展，但仍存在获益患者比例低、整体疗效不好等问

题，其总体有效率不足 ３０％，这凸显了免疫治疗的

复杂性［１］。 肿瘤特殊的免疫微环境组成以及对免

疫治疗的耐药性可明显影响治疗效果，而准确监测

和评估免疫治疗疗效仍是临床面临的一大难题。 与

现有临床诊断和评估免疫治疗疗效的手段相比，核
医学分子影像可以无创监测系统和肿瘤内免疫细胞

数量和定位的变化，并可能为预测和评估临床免疫

治疗反应提供可靠的诊断方法。
肿瘤浸润 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞在免疫治疗中的核心作

用日益明显。 肿瘤微环境中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的数量与

对免疫治疗的整体响应率有关［２］，并且其数量还可

以预测乳腺癌、肺癌、卵巢癌、黑色素瘤和结肠直肠

癌的总体生存率［３］。 本研究组选取 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞为

靶向分子，将抗 ＣＤ８／ Ｆａｂ 片段经过螯合剂联肼尼克酰

胺（ｈｙｄｒａｚｉｎｏｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ， ＨＹＮＩＣ）修饰后，进行９９ Ｔｃｍ

标记，获得靶向探针９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ，并在抗 ＰＤ⁃１ 免

疫治疗模型中评估该探针用于 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像以预

测抗 ＰＤ⁃１ 免疫治疗疗效的可行性。 现报道如下。

材料与方法

１．主要实验材料与仪器。 αＣＤ８ 抗体（即鼠源抗

ＣＤ８ 抗体；美国 ＢｉｏＸ ｃｅｌｌ 公司）；ＩＲＤｙｅ８００⁃Ｎ⁃羟基

琥珀酰亚胺（ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ， ＮＨＳ；美国 ＬＩ⁃ＣＯＲ
公司）；ＨＹＮＩＣ（上海浩元生物科技有限公司）；小鼠

结直肠癌 ＣＴ２６ 细胞（上海酶研生物科技有限公司）；
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、胎牛血清 （ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、胰酶、ＰＢＳ（北京中科迈晨生物科技有限公

司）；Ｎａ９９ ＴｃｍＯ４ （北京原子高科股份有限公司）；
ＡＲ２０００ 薄层色谱仪（美国 Ｂｉｏｓｃａｎ 公司）；Ｍａｅｓｔｒｏ
小动物荧光成像系统（美国 ＣＲＩ 公司）；ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ
仪（匈牙利 Ｍｅｄｉｓｏ 公司）。

２．实验动物。 雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ９０ 只，体质量

１８～２０ ｇ，４ ～ ６ 周龄；购自北京大学医学部实验动物

部，饲养环境无特殊病原体（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ，
ＳＰＦ）级；实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京） ２０１６⁃
００１０，伦理委员会动物实验许可批件号：ＳＹＸＫ（京）
２０１６⁃００４１。

３．荷瘤小鼠模型建立。 ＣＴ２６ 细胞培养如文献

［４］中所述。 于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠下肢接种 ＣＴ２６ 细胞

（北京大学医学同位素中心存株）２×１０６ 个，待肿瘤

平均最大体积达到 １００ ｍｍ３ 时用于实验。
４．放射性标记抗体制备。 αＣＤ８ 抗体 Ｆａｂ 片段

（αＣＤ８ ／ Ｆａｂ）的制备按说明书操作，同前期研究［５］；
Ｄｙｅ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 合成也参考该文献。９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ
合成方法简述如下：将 ２０ μｇ ＨＹＮＩＣ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 前

体、５ ｍｇ 三（羟甲基） 甲基甘氨酸（ ｔｒｉｃｉｎｅ）和 ２０ μｇ
ＳｎＣｌ２ 于离心管中混匀，向混合溶液中加入 １５０ μｌ
Ｎａ９９ＴｃｍＯ４ 溶液（约 １８５ ＭＢｑ），３７ ℃下反应 ４０ ｍｉｎ，
获得标记产物。 产物经 ＰＤ⁃１０ 脱盐柱纯化后，用薄
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层色谱仪检测其放化纯。９９ Ｔｃｍ⁃免疫球蛋白（ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ， Ｉｇ） Ｇ ／ Ｆａｂ 合成与放射性标记同９９ Ｔｃｍ⁃
αＣＤ８ ／ Ｆａｂ。

５． ９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 体外稳定性检测。 取 １００ μｌ
９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 溶液， 分别加入等体积 ＰＢＳ 和

ＦＢＳ，于室温（ＰＢＳ）和 ３７ ℃（ＦＢＳ）温育 ３０、６０、１２０、
１８０、２４０ 及 ３００ ｍｉｎ，测定各时间点的放化纯［６］。

６．体外 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体结合、阻断实验。 小鼠

脾脏淋巴细胞和人外周血淋巴细胞提取如文献［７⁃８］
中所述。 将淋巴细胞于 ６ 孔培养板铺板（１×１０６ 个细

胞 ／孔）后加入 １．１１ ｋＢｑ ９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 探针，同时

设置封闭组，封闭组每孔加入过量的冷 αＣＤ８ 抗体；
４ ℃共温育 ２ ｈ 后用 １ ｍｌ 冷的 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，５００× ｇ
离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清，收集细胞转移入放免管中，测
量其放射性计数；设 ５ 个平行孔，实验重复 ２ 次［９］。

７．体内靶向特异性实验［１０］。 取 １５ 只荷瘤小

鼠，采用简单随机抽样法分为９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８／ Ｆａｂ 组、对照

组和封闭组，每组 ５ 只；分别经尾静脉注射 １４􀆰 ８ ＭＢｑ
（１００ μｌ）９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８／ Ｆａｂ、１４．８ ＭＢｑ（１００ μｌ）９９Ｔｃｍ⁃ＩｇＧ ／
Ｆａｂ、 ５００ μｇ αＣＤ８ 抗体＋１４．８ ＭＢｑ（１００ μｌ） ９９Ｔｃｍ⁃
αＣＤ８ ／ Ｆａｂ，于注射后 ６ ｈ（实验室前期工作提示，抗
体 Ｆａｂ 片段制备的分子探针在荷瘤小鼠最佳显像时

间约为 ６ ｈ［１１］）行 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像，数据经重建后得

到融合图像。
８．抗 ＰＤ⁃１ 免疫治疗实验。 将 ２５ 只荷瘤小鼠采

用简单随机抽样法分为对照组（５ 只）、抗 ＰＤ⁃１ 组

（２０ 只）；对抗 ＰＤ⁃１ 组于 １、３、５、７ ｄ 尾静脉给予抗

ＰＤ⁃１ 抗体（αＰＤ⁃１） １５０ μｇ，对照组给予生理盐水

１００ μｌ。 参考文献［１２］，根据治疗后第 ８ 天按肿瘤

相对体积变化（第 ８ 天肿瘤体积 ／第 ０ 天肿瘤体积）
将抗 ＰＤ⁃１ 组分为响应组和非响应组（相对体积比

为 １～２ 的归入响应组），计算治疗响应率（响应组小

鼠数量 ／小鼠总数量×１００％），并进行近红外荧光成

像和 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像。 荧光成像：予响应组、非响应

组、对照组荷瘤小鼠尾静脉注射 １００ μｌ Ｄｙｅ⁃αＣＤ８ ／
Ｆａｂ（３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），注射后 ６ ｈ 使用 Ｍａｅｓｔｒｏ 小动物荧

光成像系统进行成像，并用 Ｍａｅｓｔｒｏ ２．０ 软件进行定

量处理。 荧光成像完成后第 ２ 天对响应组、非响应

组荷瘤小鼠行 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像：经小鼠尾静脉注射

１４．８ ＭＢｑ（１００ μｌ） ９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ，用体积分数 ３％
异氟烷麻醉小鼠，于注射显像剂后 ４、６ 和 １２ ｈ 进行

显像，数据经重建后得到融合图像。 显像完成后进

行肿瘤组织 ＨＥ 染色、肿瘤和淋巴结 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞免

疫荧光染色，实验操作同前期工作［５，１１］。

９． ＣＤ８＋ Ｔ 细胞耗损实验。 取 ５０ 只荷瘤小鼠，
采用简单随机抽样法分为对照组（５ 只）、抗 ＰＤ⁃１ 组

（４５ 只）；对抗 ＰＤ⁃１ 组 ４５ 只小鼠于 １、３、５、７、９、１１ ｄ
尾静脉给予 αＰＤ⁃１ １５０ μｇ，于第 ７ 天按肿瘤相对体

积变化将其分为响应组和非响应组。 随后将响应组

小鼠分为抗 ＰＤ⁃１响应组和抗 ＰＤ⁃１ 响应＋αＣＤ８ 组，对
后一组于 ７、９、１１ ｄ 经尾静脉给予 αＣＤ８ 抗体 ３００ μｇ。
所有实验小鼠均每隔 １ 天监测肿瘤体积大小（Ｖ＝长×
宽×宽 ／ ２）。 于 １３ ｄ 结束观察，进行肿瘤组织免疫荧光

染色（肿瘤细胞增殖核抗原 Ｋｉ⁃６７ 染色），方法同前。
１０．统计学处理。 采用 Ｐｒｉｓｍ ８．０ 软件进行数据分

析，符合正态分布的定量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示，采用双因素

方差分析比较组间差异，Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 体外稳定性评价。９９ Ｔｃｍ⁃
αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 探针的标记率为 ９０％，放化纯为 ９５％，在
ＰＢＳ 和 ＦＢＳ 中放置 ７２０ ｍｉｎ 放化纯仍保持 ８０％以

上，稳定性良好。
２．体外 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体结合、阻断实验。９９Ｔｃｍ⁃

αＣＤ８／ Ｆａｂ 探针与小鼠脾 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体结合值为

（１０．３０±０．８１）百分加入放射性剂量（ｐｅｒｃｅｎｔ ａｄｄｅｄ ｒａｄｉ⁃
ｏａｃｔｉｖｅ ｄｏｓｅ， ％ＡＤ） ／ １０６ 个细胞，而探针与人外周血

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体结合值仅为（１．７８±０．６１） ％ＡＤ／ １０６ 个

细胞；过量的冷 αＣＤ８ 抗体可导致探针与小鼠脾

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞受体结合值降低至（１．５９±０．２５） ％ＡＤ ／
１０６ 个细胞（Ｆ＝ １０．０７，Ｐ＜０．００１）。

３．体内特异性结合实验。 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像结果

示，在给药后 ６ ｈ，９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 在荷瘤小鼠肿瘤

组织有明显摄取，且小鼠脾及淋巴结有一定摄取

（图 １Ａ），而对照组肿瘤未见明显摄取（图 １Ｂ），过
量 αＣＤ８ 冷抗体共注射可明显降低肿瘤对探针的摄

取（图 １Ｃ）。
４．抗 ＰＤ⁃１ 免疫治疗实验。 （１）抗 ＰＤ⁃１ 组 ２０ 只

荷瘤小鼠中，４ 只小鼠第 ８ 天肿瘤相对体积被明显

抑制（Ｆ ＝ １１．９３， Ｐ＜０．００１），荷瘤小鼠对抗 ＰＤ⁃１ 免

疫治疗的响应率为 ２０％（４ ／ ２０）；对照组肿瘤持续增

长（图 ２）。
（２）近红外成像图见图 ３Ａ。 在注射 Ｄｙｅ⁃αＣＤ８ ／

Ｆａｂ 后 ６ ｈ，抗 ＰＤ⁃１ 响应组荷瘤小鼠肿瘤荧光强度

为（８．９±１．１）％，高于非响应组的（７．１±０．８）％，对照

组相应值为 （７．３±０．５）％（Ｆ ＝ ４．６９，Ｐ ＝ ０．０２４）；各组

肿瘤 ／肌肉荧光强度比依次为 ２．９±０．２、２．１±０．１ 和

２ 􀆰 ０±０．１，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ６．４４，Ｐ＜０．００１）。
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图 ３　 不同组小鼠结直肠癌 ＣＴ２６ 细胞荷瘤小鼠影像学检查图（红箭头示颈部淋巴结，白箭头示腋下淋巴结，黄箭头示腹股沟淋巴结，红色

虚线圈示肿瘤部位）。 Ａ．抗 ＰＤ⁃１ 响应组、非响应组及生理盐水对照组近红外成像图，注射 Ｄｙｅ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 后 ６ ｈ，响应组荧光强度最高；Ｂ．

ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像示，注射９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 后 ４ ｈ，响应组肿瘤即显影，注射后 ６ ｈ，非响应组肿瘤摄取不明显

图 １　 ３ 组小鼠结直肠癌 ＣＴ２６ 细胞荷瘤小鼠 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像

图（红箭头示颈部淋巴结，白箭头示腋下淋巴结，黄箭头示腹

股沟淋巴结，红色虚线圈示肿瘤部位）。 Ａ． ９９Ｔｃｍ ⁃联肼尼克酰

胺（ＨＹＮＩＣ）⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ（ ９９Ｔｃｍ ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ）组小鼠肿瘤显像剂

摄取明显，脾及淋巴结有一定摄取；Ｂ． ９９Ｔｃｍ⁃免疫球蛋白（Ｉｇ）Ｇ／
Ｆａｂ 对照组肿瘤部位未见明显显像剂摄取；Ｃ．过量抗 ＣＤ８ 冷抗

体共注射阻断组肿瘤摄取明显降低

ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像结果证实， 响应组肿瘤对９９ Ｔｃｍ⁃
αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 探针的摄取高于非响应组；探针注射后 ４
ｈ，肿瘤部位即显影，随后肿瘤摄取持续增加，６ ｈ 时

肿瘤显影清晰， １２ ｈ 仍有明显显影，且探针在脾脏

及淋巴结也有较高摄取（３Ｂ）。 ＨＥ 染色和免疫荧光

检测结果显示，相比于非响应组，响应组肿瘤和淋巴

结组织有明显 Ｔ 淋巴细胞浸润（图 ４）。
５． ＣＤ８＋ Ｔ 细胞耗损实验。 ４５ 只抗 ＰＤ⁃１ 组中，

响应组 １０ 只，非响应组 ３５ 只。 响应组 １０ 只小鼠

中，抗 ＰＤ⁃１ 响应组和抗 ＰＤ⁃１ 响应＋ αＣＤ８ 组各 ５ 只。
经 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞损耗后，抗 ＰＤ⁃１ 免疫治疗疗效明显

降低（图 ５Ａ）。 Ｋｉ⁃６７ 增殖免疫荧光检测同样发现，
ＣＤ８＋ Ｔ 细胞损耗显著增加了肿瘤细胞增殖 （图

５Ｂ）。 对照组与抗 ＰＤ⁃１ 非响应组、响应组的 Ｋｉ⁃６７
阳性细胞百分比分别为 （ １９． ９ ± ３． ５）％、 （ １５． １ ±
２􀆰 ０）％、（３．４±１．４）％，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２．０６，
Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ２　 ３ 组小鼠结直肠癌 ＣＴ２６ 细胞荷瘤小鼠经相应处理后肿

瘤体积变化曲线。 可见处理后第 ８ 天响应组肿瘤相对体积变

化明显大于非响应组。 ＰＤ⁃１ 为程序性细胞死亡蛋白⁃１

讨　 　 论

准确监测和评估免疫治疗疗效仍是临床面临的

一大难题。 由于肿瘤内部和周围免疫微环境的复杂

性，很难找到广泛的生物标志物，而 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细

胞，特别是肿瘤浸润 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞在抗肿瘤免疫

中发挥着重要的作用。 有研究者运用８９Ｚｒ 和６４Ｃｕ 分

别标记抗 ＣＤ８ 双特异抗体 （ ｄｉａｂｏｄｙ） 和微抗体

（ ｍｉｎｉｂｏｄｙ）并进行ＰＥＴ显像，成功评估了免疫治疗
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图 ４　 抗程序性细胞死亡蛋白⁃１（ＰＤ⁃１）响应组和非响应组小鼠结直肠癌 ＣＴ２６ 细胞荷瘤小鼠组织染色图（ × ４０）。 Ａ．肿瘤组织 ＨＥ 染色

图；Ｂ．肿瘤组织 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞免疫荧光染色图；Ｃ．淋巴结组织 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞免疫荧光染色图。 可见响应组肿瘤和淋巴结组织有明显 Ｔ 淋巴

细胞浸润

图 ５　 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞耗损实验 ３ 组小鼠结直肠癌 ＣＴ２６ 细胞荷瘤小鼠的肿瘤体积变化及免疫荧光染色结果。 Ａ．对照组与抗 ＰＤ⁃１ 响应＋

αＣＤ８ 组、抗 ＰＤ⁃１ 响应组（各组 ５ 只荷瘤小鼠）肿瘤相对体积变化；Ｂ．各组肿瘤细胞增殖核抗原 Ｋｉ⁃６７ 免疫荧光染色图，可见 ＣＤ８＋ Ｔ 细

胞损耗显著增加了肿瘤细胞增殖，图中蓝色为 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染色的细胞核 ，红色为 Ｋｉ⁃６７ 阳性细胞

中肿瘤浸润 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞变化［１３⁃１４］。 Ｇｒｉｅｓｓｉｎｇｅｒ
等［１５］的研究示，８９Ｚｒ 标记的人特异性 ＣＤ８ 微抗体８９Ｚｒ⁃
Ｄｆ⁃ＩＡＢ２２Ｍ２Ｃ 能特异地对免疫治疗后肿瘤浸润 ＣＤ８＋

Ｔ 细胞以及淋巴结 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的活化状态显像，而
且抗 ＣＤ８ 微抗体的药代动力学有利于 ＰＥＴ 显像，并
克服了全长抗体如 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ２５ 或 ＣＤ４５ 等 Ｔ 细

胞表位显像的局限性［１６］。 本研究成功制备了放化

纯高和稳定性良好的９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ，后续实验发

现，９９Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 能有效靶向 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞组织，
ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像示， 注射９９ Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 后 ６ ｈ
ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤组织有明显显像剂摄取；近红外

荧光成像及 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像显示，对抗 ＰＤ⁃１ 免疫

治疗响应组小鼠肿瘤摄取较高，ＨＥ 和免疫荧光染

色证实响应组肿瘤组织中淋巴细胞浸润比例高于非

响应组，而 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞损耗显著削弱了抗 ＰＤ⁃１ 治

疗疗效，这些结果表明９９ Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／ Ｆａｂ 能预测抗

ＰＤ⁃１ 免疫治疗的响应性；另外，此探针还能靶向淋

巴结和脾脏中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞，提示抗 ＰＤ⁃１ 免疫疗法

一方面可以蓄积肿瘤内浸润 Ｔ 淋巴细胞起杀伤作

用，另一方面能调动全身效应 Ｔ 淋巴细胞增加其抗

肿瘤作用。
肿瘤免疫微环境中存在许多免疫细胞亚群，虽

然多种免疫细胞表型，包括 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 和 ＣＤ２０
等的显像已被证实能够准确量化免疫细胞类型及其

体内分布［１３，１７］，但大多数情况下，这些显像途径无

法预测早期免疫治疗反应。 对于早期预测免疫反应
疗效，免疫细胞活化的生物标志物是必不可少的，Ｔ
细胞共刺激受体 ＣＤ２７８ 即其中之一。 研究表明，８９Ｚｒ⁃
去铁敏⁃诱导性 Ｔ 细胞共刺激分子（ｄｅｆｅｔｏｘａｍｉｎｅ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｉｂｌｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ， ＤＦＯ⁃ＩＣＯＳ）显像能无创

量化激活的 ＣＤ４＋ Ｔ 和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞，用于监测免疫

治疗反应下 Ｔ 细胞活化［１８］。 本课题组最近也报道了
肿瘤细胞间黏附分子⁃１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅ⁃
ｃｕｌｅ⁃１， ＩＣＡＭ⁃１）靶向显像可检测 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞活化，预
测肿瘤放疗引发的远隔效应（ａｂｓｃｏｐａｌ ｅｆｆｅｃｔ）［１１］。 因
此，在后续的研究中，有必要深入探讨细胞毒性 Ｔ
细胞激活后相关生物标志物的核医学显像方法，为
免疫治疗疗效的早期预测提供有效手段。

需指出的是，由于肿瘤微环境的复杂性，对单一
的生物标志物显像可能不足以反映免疫治疗的时效
性，后续可针对多靶点进行联合显像，为免疫治疗疗
效的预测提供更可靠的方法。 总之，本研究制备了

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞特异性 ＳＰＥＣＴ 显像探针９９ Ｔｃｍ⁃αＣＤ８ ／
Ｆａｂ，并采用该探针成功监测了肿瘤浸润 ＣＤ８＋ Ｔ 细
胞的动态变化，可以开展进一步的研究。
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