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【摘要】 　 目的　 制备８９Ｚｒ 标记抗人平足蛋白（ＰＤＰＮ）单克隆抗体 ＳＺ１６８，评价其用于黑色素瘤

免疫 ＰＥＴ 显像的可行性。 方法　 将 ｐ⁃异硫氰酸苄基（ＳＣＮ⁃Ｂｎ）⁃去铁胺（ＤＦＯ）与 ＳＺ１６８ 单克隆抗体

偶联，再与８９Ｚｒ 螯合制备８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８，测其标记率、放化纯、体外稳定性等。 构建黑色素瘤小鼠模

型，分别予实验组（ｎ ＝ ３）和对照组（ｎ ＝ ３）小鼠尾静脉注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 和８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃免疫球蛋白

（Ｉｇ）Ｇ 溶液 ３􀆰 ７ ＭＢｑ，实验组于注射后 １２、２４、４８ 和 ７２ ｈ 行 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像，对照组则于注射后

４８ ｈ 行 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像，并使用 ＲＯＩ 分析肿瘤及器官显像剂摄取。 于注射后 ７ ｄ 处死小鼠，分别评

估８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 和８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 离体生物分布。 ２ 组间比较采用两独立样本 ｔ 检验。 结果　 ８９Ｚｒ⁃
ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 溶液的 ｐＨ 值为 ７．０ 左右，标记率＞６０％、过 ＰＤ１０ 柱后放化纯＞９５％，体外放置 ７２ ｈ 稳定性

良好。８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 系列显像示荷瘤小鼠移植肿瘤显影明显，注射后 ４８ ｈ 肿瘤显像

剂聚集达峰值，而８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像肿瘤未见清晰显影。 离体生物分布显示８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃
ＳＺ１６８ 主要在肿瘤、肝和骨中聚集，肿瘤摄取值明显高于８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ［（２９．３６±７．２９）每克组织百分注

射剂量率（％ＩＤ ／ ｇ）与（８．７８±１．６３） ％ＩＤ ／ ｇ；ｔ＝４．７７，Ｐ＝０．００９］。 免疫组织化学检测示肿瘤组织 ＰＤＰＮ 高

表达。 结论　 成功制备可用于黑色素瘤特异性分子影像诊断的探针８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８，为黑色素瘤

ＰＤＰＮ 分子靶点免疫 ＰＥＴ 诊断及诊疗一体化研究奠定了基础。
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Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ＫＣ２１１７４）； Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｘｕｚｈｏｕ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ
（ＸＷＫＹＨＴ２０２２０１２３）

ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２４０７２５⁃００２７３

　 　 黑色素瘤是一种具有高度侵袭性的肿瘤，早期

即可通过淋巴和血液迅速转移，故被称为“癌中之

王”。 尽管治疗手段多样，但其发病率和病死率仍

在上升［１⁃３］，且预后改善有限［４］，因此迫切需要探索

新的诊断和治疗方法。
现有的分子影像技术虽然广泛应用于癌症诊

断，但在灵敏度和特异性方面存在不足，导致早期诊

断和病变良恶性区分的准确性有限。 同时，现有影

像探针对黑色素瘤缺乏特异性，且可能在体内产生

高背景信号，影响诊断效果，限制了其在黑色素瘤中

的应用。
平足蛋白（ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ， ＰＤＰＮ）在人和小鼠的黑

色素瘤细胞膜上表达，抗 ＰＤＰＮ 单克隆抗体（简称

单抗） ＳＺ１６８ 可特异性结合 ＰＤＰＮ，并抑制肿瘤转

移［５⁃６］。 本研究旨在开发基于 ＰＤＰＮ 靶向的免疫

ＰＥＴ 影像技术：通过制备８９Ｚｒ 标记的 ＳＺ１６８，评估其

在荷瘤小鼠体内的分布，并通过 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 验证

其在黑色素瘤诊断中的潜力，为未来的诊疗一体化

研究奠定基础。

材料与方法

１．试剂与仪器。 仪器：ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 仪 （德国

Ｓｉｅｍｅｎｓ 公司）、薄层色谱（ ｔｈｉｎ⁃ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＴＬＣ）扫描仪（美国 Ｂｉｏｓｃａｎ 公司）、γ 放射性探测器

（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）、放射性核素活度仪（北京

派特生物技术有限公司）。 ｐ⁃异硫氰酸苄基（ｉｓｏｔｈｉｏ⁃
ｃｙａｎａｔｏｂｅｎｚｙｌ， ＳＣＮ⁃Ｂｎ ）⁃去 铁 胺 （ ｄｅｓｆｅｒｒｉｏｘａｍｉｎｅ，
ＤＦＯ）购于上海毕得医药科技股份有限公司；８９Ｚｒ 由
中国同辐股份有限公司提供；抗人 ＰＤＰＮ 单抗 ＳＺ１６８
由江苏省血液研究所惠赠。

２．细胞株与实验动物。 小鼠皮肤黑色素瘤细胞

Ｂ１６Ｆ１０ 细胞购自江苏凯基生物技术股份有限公司；
６ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠购自杭州子源实验动物科技有限

公司，４～６ 周龄，雌性，体质量 （２０±２） ｇ。 动物实验

遵循南京市第一医院和国家有关实验动物管理和使

用规定，动物实验许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２０２１⁃０００７。
本项目实施得到徐州医科大学第二附属医院生物医

学研究伦理委员会审批同意（伦理批件编号：ＸＺＫ⁃
ＷＪＴＺＹＹ⁃ＡＦ⁃０６０ ／ ０２．０）。

３． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 的制备与质量控制。 将 ｐ⁃
ＳＣＮ⁃Ｂｎ⁃ＤＦＯ（３０ μｇ）加入到 ＳＺ１６８（２ ｍｇ）溶液中，
用 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸钠溶液调节 ｐＨ 值至 ９． ０ 左右，
３７ ℃摇晃反应 １ ｈ 后，经 ＰＤ１０ 柱（瑞典 Ｃｙｔｉｖａ 公

司）纯化得到 ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 偶联物。 向其中加入８９Ｚｒ
草酸溶液（６３ ＭＢｑ），调节 ｐＨ 值至 ７．０，反应 １ ｈ。 反

应结束后经 ＰＤ１０ 柱纯化后得到８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８。
用纸 层 析 法 测 定８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 的 标 记 率； 以

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸钠缓冲液为展开剂，使用 ＴＬＣ 扫

描仪分析８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 放化纯及其在体外生理盐

水和胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ；美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）中放置 ７２ ｈ 后的放化纯稳定性。 阴性对照

组８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃免疫球蛋白（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ， Ｉｇ） Ｇ 的

制备方法同８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８。
４．荷瘤小鼠８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像

及生物分 布。 用 ＰＢＳ 重 悬 Ｂ１６Ｆ１０ 细 胞， 制 备

Ｂ１６Ｆ１０ 细胞悬液，浓度为 ５×１０６ 个 ／ ｍｌ，将 １００ μｌ 细
胞悬液接种在小鼠右侧肩胛下方皮下以构建黑色素

瘤小鼠模型，常规饲养一定时间至移植瘤最大径约

１ ｃｍ，用于体内 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像实验。 实验组和

阴性对照组各取３只黑色素瘤模型小鼠，分别经尾
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图 １　 ８９Ｚｒ⁃去铁胺（ＤＦＯ）⁃ＳＺ１６８ 的合成路线图（左）及标记后抗体探针显像原理模式图（右）。 ＳＣＮ⁃Ｂｎ 为异硫氰酸苄基，ＰＤＰＮ 为平足蛋白

静脉注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 和８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 溶液 ３．７ ＭＢｑ，
实验组荷瘤小鼠于注射后 １２、２４、４８ 和 ７２ ｈ 行 ｍｉｃｒｏ⁃
ＰＥＴ ／ ＣＴ 显像，阴性对照组荷瘤小鼠则于注射后 ４８ ｈ
行 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像。 图像重建后，勾画肿瘤区及

各器官组织 ＲＯＩ（包括肿瘤、心脏、肌肉、肝、肾和

脾），并计算其摄取值。 ７ ｄ 后处死荷瘤小鼠，解剖

获取各器官或组织标本，包括肿瘤、血、心、肝、脾、
肺、肾、胃、肠、胰、肌肉、脑、骨等，测质量后用 γ 计

数仪测每分钟放射性计数，经衰减校正后，以每克组

织百分注射剂量率 （ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｄｏｓｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ， ％ＩＤ ／ ｇ）表示各器官组织放

射性摄取量，进行８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 在黑色素瘤小鼠

体内的生物分布研究。 另取肿瘤组织标本于质量分

数 ４％多聚甲醛溶液中固定，制作组织切片，行 ＨＥ
染色和免疫组织化学染色。

５．统计学处理。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件分

析数据。 符合正态分布的定量资料用 􀭰ｘ±ｓ 表示，采用

两独立样本 ｔ 检验比较 ７ ｄ 后８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 和８９Ｚｒ⁃
ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 的离体生物学分布。 Ｐ＜０．０５（双侧检验）
为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 的制备与质量控制。８９ Ｚｒ⁃
ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 的合成路线见图 １。 将 ＤＦＯ 与 ＳＺ１６８ 偶

联后再与８９Ｚｒ 进行螯合，标记率大于 ６０％，产品 ｐＨ
值为 ７．０ 左右，比活度为 １．２９５×１０４ ＭＢｑ ／ ｇ，纯化后

产品为无色透明液体，放化纯大于 ９５％。 在体外生

理盐水及 ＦＢＳ 中放置 ７２ ｈ 后的放化纯仍超过 ９０％，
表明８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 体外稳定性良好。

２． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 在荷瘤小鼠模型的 ｍｉｃｒｏ⁃
ＰＥＴ ／ ＣＴ 显像及生物分布。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 荷瘤小鼠注

射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 后 １２、２４、４８ 和 ７２ ｈ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／
ＣＴ 显像示瘤体显影明显，注射后 １２ ｈ 肿瘤即开始

显影，４８ ｈ 肿瘤显像剂聚集达到高峰，其他器官各时

相摄取值均呈较低水平，但其中肝脏和骨的摄取较

其他器官高（图 ２）。８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 注射后 ４８ ｈ 阴性

对照组荷瘤小鼠 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像示肿瘤未能清

晰显影（图 ２）。 注射 ７ ｄ 后处死荷瘤小鼠，生物分

布实验示８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 主要聚集在肿瘤、肝和骨

中，肿瘤摄取值明显高于８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ（ ｔ ＝ ４．７７，Ｐ ＝
０．００９；表 １）。 肿瘤标本切片病理结果（图３）示黑色素

瘤特异指标高表达，包括 ＣＤ１１７、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｍｅｌａｎ⁃Ａ、
Ｐ１６；瘤组织 ＰＤＰＮ 高表达（ＳＺ１６８ 结合阳性），与荷瘤

小鼠移植肿瘤的免疫 ＰＥＴ 显像结果相符，表明８９Ｚｒ⁃
ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 在活体内黑色素瘤细胞膜 ＰＤＰＮ 分子靶

点的靶向聚集。

讨　 　 论

放射免疫 ＰＥＴ ／ ＣＴ 分子影像诊断，是将针对肿

瘤相关抗原的特异性抗体用正电子放射性核素标记

后注入体内，随血液流达肿瘤组织，并与肿瘤的相关

抗原结合，从而使肿瘤组织局部放射性浓度超过正

常组织，基于此用体外 ＰＥＴ ／ ＣＴ 显像技术获得肿瘤

的阳性显像图［７］。 这种显像方法把抗体的特异性与

ＰＥＴ ／ ＣＴ 的高灵敏度、高分辨率和定量分析的特点相

结合。 通常选择放射性物理半衰期和血清廓清半衰

期与抗体相匹配的正电子放射性核素用于标记。８９Ｚｒ
通过电子俘获和正电子衰变生成稳定核素８９Ｙ，其物

理半衰期为７８．４１ ｈ，能够匹配具有相似生物半衰期
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图 ２　 荷瘤小鼠尾静脉注射８９Ｚｒ⁃去铁胺（ＤＦＯ）⁃ＳＺ１６８ 或８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃免疫球蛋白（ Ｉｇ）Ｇ 后 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像图（虚线圈示移植肿瘤；％ＩＤ ／ ｇ

为每克组织百分注射剂量率）。 Ａ．注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 后 １２ ｈ 肿瘤即显影，４８ ｈ 肿瘤显像剂聚集达到高峰；Ｂ．注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 后 ４８ ｈ 肿

瘤未能清晰显影

表 １　 注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 和８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 后 ７ ｄ 荷瘤小鼠的离体生物分布比较（％ＩＤ ／ ｇ； 􀭰ｘ±ｓ）

组别 血 心 肝 脾 肺 肾 胃
８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ １．６５±０．９１ ６．０８±０．５８ ２７．６３±３．１７ １１．８１±１．６６ ５．９６±１．５３ ９．０１±３．３３ ４．１９±０．３５
８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ １．６２±０．８１ ６．３１±１．３６ １８．４６±５．０６ １２．４９±１．３９ ６．１８±３．２３ ８．２３±４．２４ ３．６６±０．９３
ｔ 值 ０．０４ －０．２７ ２．６７ －０．５５ －０．１１ ０．２５ ０．９２
Ｐ 值 ０．９７２ 　 ０．８０１ ０．０５６ 　 ０．６１４ 　 ０．９１９ ０．８１５ ０．４３８

组别 肠 胰 肌肉 脑 肿瘤 骨
８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ ２．４５±１．４９ ３．９０±２．１４ ２．６９±１．９１ ０．２７±０．０５ ２９．３６±７．２９ ３６．８２±８．６６
８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ １．６６±０．５２ ３．２０±１．８０ １．９３±０．８７ ０．４６±０．２２ ８．７８±１．６３ ２０．８９±４．００
ｔ 值 ０．８７ ０．４３ ０．６３ －１．５１ ４．７７ ４．２０
Ｐ 值 ０．４３４ ０．６８７ ０．５６２ 　 ０．２５８ ０．００９ ０．０１４

　 　 注：各组小鼠数均为 ３ 只；ＤＦＯ 为去铁胺，Ｉｇ 为免疫球蛋白，％ＩＤ ／ ｇ 为每克组织百分注射剂量率

抗体在体内的代谢过程，且８９Ｚｒ 还具有较低的正电

子能量，正电子自由行程距离短，能够提供较高的

ＰＥＴ 显像空间分辨率，因此，单抗分子免疫 ＰＥＴ 多

采用８９Ｚｒ 标记［８］。８９Ｚｒ 标记抗体的过程是将８９Ｚｒ 与抗

体进行连接，最常用的标记方法是间接标记，即通过

螯合剂将８９Ｚｒ 标记到抗体上，目前唯一在临床使用

的８９Ｚｒ 标记抗体螯合剂仍然是 ＤＦＯ［９］。 本研究将

ＤＦＯ 与单抗 ＳＺ１６８ 偶联后再与８９Ｚｒ 进行螯合，标记产

物８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 通过 ｐＨ 值、放化纯、体外稳定性

等质量控制检测，整个制备过程快速、简便。
ＰＤＰＮ 是一种相对分子质量为 ３８×１０３ 的Ⅰ型

唾液酸跨膜糖蛋白，在多种肿瘤细胞膜上高表达，其
中包括人和小鼠的黑色素瘤［１０］。 迄今为止，ＰＤＰＮ
是血小板表面 Ｃ 型凝集素受体 ２（ Ｃ⁃ｔｙｐｅ ｌｅｃｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃２， ＣＬＥＣ⁃２）唯一的内源性配体，肿瘤细胞

膜 ＰＤＰＮ 通过与血小板表面 ＣＬＥＣ⁃２ 结合激活血小

板活化和聚集，在肿瘤侵润和转移中发挥重要作

用［１１⁃１３］。 黑色素瘤细胞株 Ｂ１６Ｆ１０ 高表达 ＰＤＰＮ，抗
人 ＰＤＰＮ 单抗 ＳＺ１６８ 可特异性识别 ＰＤＰＮ，且呈浓

度依赖性抑制 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞对血小板的诱导活化和

聚集作用。 因此，ＳＺ１６８ 具有分子靶向诊断和治疗

ＰＤＰＮ 阳性表达的黑色素瘤的潜力。
本研究用８９Ｚｒ 标记 ＳＺ１６８，利用８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８

进入体内后能与黑色素瘤细胞膜 ＰＤＰＮ 发生抗原⁃
抗体靶向特异结合的特性，进行黑色素瘤小鼠模型

的分子靶点免疫 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像。 显像结果示，
肿瘤于注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 后 １２ ｈ 开始显影，４８ ｈ
达到高峰，肿瘤显影最为清晰，而８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ 注射

后 ４８ ｈ 却未见荷瘤小鼠肿瘤显影；注射后 ７ ｄ 荷瘤小

鼠的离体生物学分布结果也示肿瘤标本高摄取８９Ｚｒ⁃
ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８，其摄取值明显高于８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＩｇＧ（ ｔ ＝ ４．７７，
Ｐ＝ ０．００９），均证实了８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 的 ＰＤＰＮ 分子

靶向特异性免疫 ＰＥＴ 显像诊断特征。
本研究有一些不足之处，例如骨骼摄取较高，需
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图 ３　 荷瘤小鼠肿瘤组织病理结果。 Ａ． ＨＥ 染色（ ×１００）图示

真皮内上皮样黑色素瘤细胞呈片状生长，局部可见黑色素沉着

（箭头示）；Ｂ～Ｆ．免疫组织化学［链霉菌抗生物素蛋白⁃过氧化

物酶连结（ＳＰ）法 ×１００］示 ＣＤ１１７ 细胞质染色阳性（Ｂ；箭头

示）、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 细胞核染色阳性（Ｃ）、Ｍｅｌａｎ⁃Ａ 细胞质染色阳性

（Ｄ）、Ｐ１６ 细胞核及细胞质染色阳性（Ｅ；箭头示），细胞核染色

阳性，瘤组织平足蛋白（ＰＤＰＮ）高表达（ＳＺ１６８ 结合阳性；Ｆ）

要进一步研究探讨其原因；８９Ｚｒ 标记 ＳＺ１６８ 的标记

率略低，需要进一步探讨和改进标记反应条件，如温

度、ｐＨ 值、缓冲体系选择等，提高标记率。
综上，本研究从对８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃ＳＺ１６８ 抗体标记到

显像进行了初步的实验研究，结果表明 ＰＤＰＮ 表达

阳性的黑色素瘤小鼠模型 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像阳性，
为后续进一步探讨１７７Ｌｕ 标记 ＳＺ１６８ 的诊疗一体化

提供了依据。
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