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【摘要】 　 目的　 制备８９Ｚｒ 标记达雷妥尤单克隆抗体（Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ），并评价其用于多发性骨髓瘤

（ＭＭ）显像诊断的可行性。 方法　 依据８９Ｙ（ｐ，ｎ） ８９Ｚｒ 核反应原理，采用回旋加速器固体靶系统（３０ μＡ，
１．５ ｈ）和自动化纯化模块生产８９Ｚｒ，检测核纯度、半衰期和杂质金属含量。 将去铁胺（ＤＦＯ）与 Ｄａｒａｔｕ⁃
ｍｕｍａｂ 偶联后再与８９Ｚｒ 螯合制备８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ，进行连续 ３ 批产品的质量控制分析。 在正

常家兔体内进行药代动力学评价，在原位骨髓瘤小鼠模型中进行８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／
ＣＴ 显像。 采用两独立样本 ｔ 检验比较原位骨髓瘤和正常骨骼 ＳＵＶ 的差异。 结果　 获得８９Ｚｒ 纯品约

５６０ ＭＢｑ，γ 能谱仪显示只有 ２ 个８９Ｚｒ 特征能峰（９０９ ｋｅＶ 和 ５１１ ｋｅＶ），半衰期为 ７８．２ ｈ，金属杂质含量

较少。８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 的 ｐＨ 值为 ７．２ 左右，放化纯大于 ９９％，体外稳定性良好，无菌和内毒素

检测通过。 家兔体内药代动力学研究显示，随时间推移和体内代谢，８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 逐渐由血

液分布于肝、脾、肾和骨关节等。 原位骨髓瘤小鼠８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像示，８９Ｚｒ⁃
ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在原位骨髓瘤的 ＳＵＶ 高于正常骨骼（２ ｈ：０．２２±０．０２ 和 ０．０６±０ ００；１ ｄ：０．３８±０．０１
和 ０．０８±０．００；ｔ 值：８．８９、２１．９０，均 Ｐ＝ ０．００１）。 结论　 成功制备８９Ｚｒ 和８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ，并完成

相关质量控制与体内外生物学评价，验证了８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 用于 ＭＭ 显像诊断的可行性，为临

床转化打下基础。
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　 　 多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ， ＭＭ）是发病率

第 ２ 高的血液恶性肿瘤［１］。 目前ＭＭ 评估方法（血液

分析、骨髓穿刺活组织检查）的局限性以及１８Ｆ⁃ＦＤＧ
ＰＥＴ ／ ＣＴ 较高的假阳性率，严重影响了临床 ＭＭ 的

准确分期和治疗［２］。 免疫 ＰＥＴ 凭借抗体高特异性

和 ＰＥＴ 高灵敏度的独特优势，在临床肿瘤诊疗中的

重要地位日益凸显［３］。 达雷妥尤单克隆抗体（Ｄａｒａ⁃
ｔｕｍｕｍａｂ）是一种人源化单克隆抗体，可与恶性浆细

胞高表达的 ＣＤ３８ 结合［４⁃５］，并于 ２０１９ 年在中国获

批用于单药治疗复发和难治性ＭＭ 成年患者。 本研

究开展了８９Ｚｒ 标记 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 的制备、纯化与生

物学评价等研究，并通过免疫 ＰＥＴ 评价８９ Ｚｒ 标记

Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 用于 ＭＭ 显像诊断的可行性，为临床

转化奠定基础。

材料与方法

１．动物、试剂与仪器。 去铁胺（ｄｅｓｆｅｒｒｉｏｘａｍｉｎｅ，
ＤＦＯ）异硫氰酸酯（ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｏｐｈｅｎｙｌ， ＮＣＳ）购于

美国 Ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃｓ 公 司， Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 购 于 美 国

Ｊｏｈｎｓｏｎ ＆ Ｊｏｈｎｓｏｎ 公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）购于美国 Ｇｅｍｉｎｉ 公司，８９Ｙ 靶材料与８９Ｚｒ 纯化

试剂盒分别购于烟台东诚药业集团股份有限公司和

南京江原安迪科正电子研究发展有限公司。 主要仪

器：回旋加速器与固体靶系统（ＨＭ⁃１０，日本住友公

司）、高效液相色谱（ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａ⁃
ｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）、薄层色谱

（ ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＴＬＣ ） 放 射 性 扫 描 仪

（ＭＩＮＩ⁃ＳＣＡＮ，德国 Ｅｃｋｅｒｔ ＆ Ｚｉｅｇｌｅｒ 公司）、 ＣＲＣ⁃
５５ｔＲ 型活度计（美国 ＣＡＰＩＮＴＥＣ 公司）、γ 能谱仪

（美国 Ｃａｎｂｅｒｒａ 公司）。 人 ＭＭ 细胞株 ＭＭ．１Ｓ 购自

中国科学院细胞库。 ２ 只雌性实验家兔（１３ ～ １４ 月

龄，体质量约 ３ ｋｇ）购于上海杰思捷实验动物有限

公司［实验许可证号：ＳＣＸＫ（沪） ２０１８⁃０００４］。 ６ 只

雌性 ＮＣＧ 小鼠（４ ～ ５ 周龄，体质量约 １８ ｇ）购于和

元生物技术（上海）股份有限公司［实验许可证号：
ＳＹＸＫ（沪）２０１７⁃０００３］。 动物实验遵循上海交通大

学医学院附属仁济医院和国家有关实验动物管理和

使用的规定。
２． ８９Ｚｒ 的生产与纯化。 按照固体靶系统尺寸裁

剪８９Ｙ 靶材料，放置于固定靶片基座中。 将靶片基

座传送至固体靶照射靶位，检测固体靶系统的密封

性，开启前端氦冷却系统和后端水冷却系统。 设置

固体靶照射束流 １０ ～ ３０ μＡ，时间 １．５ ｈ，８９Ｙ 靶材料

在 １０ ＭｅＶ 能量条件下照射。 照射结束，加入溶解

液将照射后的８９Ｙ 溶解，并传输至纯化系统。 开启

自动化纯化模块，将靶水转移到羟肟酸树脂纯化柱

上，依次通过 １０ ｍｌ 盐酸（２ ｍｏｌ ／ Ｌ）、１０ ｍｌ 去离子水

冲洗，最后用 １．５ ｍｌ 草酸（１ ｍｏｌ ／ Ｌ）从柱子上淋洗得

到８９Ｚｒ 产品，记录产品的放射性活度，计算半衰期。
采用 γ 能谱仪检测放射性核纯度，测定金属杂质离

子浓度。
３． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 的制备与质量控制。

将 ＤＦＯ⁃ＮＣＳ（０．２５ ｍｇ）加入到 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ（１０ ｍｇ）
溶液中，用 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸钠溶液调节 ｐＨ 值至 ９ 左

右，室温放置反应 １ ｈ 后经 ＰＤ１０ 柱纯化得到 ＤＦＯ⁃
Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 偶联物。 取纯化后的８９ Ｚｒ 草酸溶液

（约 １１１ ＭＢｑ），调节 ｐＨ 值至 ７．０ ～ ７．５，向其中加入

标记前体 ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 溶液（３ ｍｇ），室温振荡

１ ｈ。 反应结束后经 ＰＤ１０ 柱纯化、０．２２ μｍ 滤膜（德
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）过滤后获得８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ
溶液。 连续制备 ３ 批产品，观察其性状，测定 ｐＨ 值

和放射性浓度，进行细菌和内毒素检测，以柠檬酸钠

溶液为展开剂，利用 ＴＬＣ 对产品的放化纯及体外稳

定性（３ 个物理半衰期）进行分析。
４． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在正常家兔体内的药

代动力学研究。 取 ２ 只正常家兔，予肌内注射质量

分数 ２％戊巴比妥钠（１．５ ｍｌ ／ ｋｇ）进行麻醉，并建立

耳缘静脉通路。 其中 １ 只（封闭组）在注射放射性药

物前 ０．５ ｈ 静脉注射 １．２ ｍｇ Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ，另外 １ 只

（对照组）静脉注射等体积生理盐水。 随后，分别经

耳缘静脉注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 溶液（１８．５ ＭＢｑ），
利用全身 ＰＥＴ ／ ＣＴ（上海联影医疗科技股份有限公

司）进行 １ ｈ 动态扫描，并在注射药物后的第 １、３、７
和 １４ 天进行静态采集。 最后，对采集图像进行重建，
分别勾画心脏、肝、脾、肾、骨骼和肌肉等组织的 ＲＯＩ，
计算动态 １ ｈ 以及静态不同时间点上述 ＲＯＩ 的 ＳＵＶ。

５． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在荷瘤小鼠模型的

ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像。 将ＭＭ．１Ｓ 细胞（约 ０．５×１０６ 个）配
制成 ＰＢＳ 混悬液（１００ μｌ），经尾静脉注射入 ＮＣＧ 小
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鼠体内以构建原位骨髓瘤小鼠模型［６］，约 ２～３ 周后

用于体内显像实验。 将模型鼠和正常小鼠各 ３ 只分别

经尾静脉注射８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 溶液（１．８５ ＭＢｑ），
并于注射药物 ２ ｈ 和 １ ｄ 后利用 ｍｉｒｃｏＰＥＴ ／ ＣＴ（法国

Ｉｎｖｉｓｃａｎ 公司）进行静态扫描，利用 Ｏｓｉｒｉｘ 软件对图

像进行重建处理，并分别勾画原位骨髓瘤和正常骨

骼的摄取值。 将原位骨髓瘤模型小鼠处死后，取后

肢胫骨组织切片进行 ＨＥ 染色和免疫组织化学

ＣＤ３８ 染色。
６．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 检验比较原位骨髓瘤和正常骨骼

ＳＵＶ 的差异。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ８９Ｚｒ 的生产与纯化。８９Ｚｒ 产量约为 ５６０ ＭＢｑ，
自动化纯化模块纯化效率约为 ８５％，纯化后８９Ｚｒ 产

品为无色透明液体，放射性浓度约为 ３．７×１０５ ＭＢｑ ／ Ｌ。
γ 能谱仪显示 ２ 个８９Ｚｒ 特征能峰（９０９ ｋｅＶ 和 ５１１ ｋｅＶ），
无其他放射性核素杂质能峰。 产品半衰期约为 ７８．２ ｈ，
测定杂质金属离子浓度（μｇ ／ ｇ）低于国际（药品注

册）协调会议（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｈａｒｍｏｎｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ，ＩＣＨ）对元素杂质指导原则（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｔａｂａｓｅ．
ｉｃｈ． ｏｒｇ ／ ｓｉｔｅｓ ／ ｄｅｆａｕｌｔ ／ ｆｉｌｅｓ ／ Ｑ３Ｄ⁃Ｒ１ＥＷＧ ＿ Ｄｏｃｕｍｅｎｔ ＿
Ｓｔｅｐ４＿Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ＿２０１９＿０３２２．ｐｄｆ）的要求限值。

２． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 的 制 备 与 质 量 控

制。８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 的合成路线如图 １ 所示，
将 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 与 ＤＦＯ 偶联后再与８９Ｚｒ 进行螯合，
标记率大于 ９５％，产品经纯化后为无色透明液体，
ｐＨ 值为 ７．２ 左右。 产品比活度约为 ２５ ＭＢｑ ／ ｍｇ，放化

纯大于 ９９％；在体外 ＦＢＳ 中放置 ３ 个半衰期（约 ９ ｄ）
依然保持原型不分解，体外稳定性良好；无菌检测合

格，内毒素水平低于 ＦＤＧ 注射液标准［＜１５ 内毒素单

位（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｕｎｉｔ， ＥＵ） ／ ｍｌ］。

图 １　 ８９Ｚｒ 标记达雷妥尤单克隆抗体（Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ）的合成路

线示意图。 ＤＦＯ 为去铁胺

３． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在正常家兔体内的药

代动力学研究。 ＰＥＴ ／ ＣＴ 显像（图 ２Ａ）示，８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃
Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 进入家兔体内后早期（３ ｄ 前）主要分

布在血液中，这是因为抗体具有较慢的血液清除速

率；随着时间推移和药物清除（７ ｄ 后），全身背景降

低，８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 主要分布在肝、脾和肾；
骨关节在整个显像过程中均有摄取，可能是示踪剂

在体内复杂环境中脱８９ Ｚｒ 所致。８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕ⁃
ｍｕｍａｂ 在封闭组与对照组家兔体内分布无明显差

异。 动态摄取曲线 （ １ ｈ；图 ２Ｂ） 表明，８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃
Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在家兔体内主要器官摄取值高低依次

为心脏（血液）、肝、脾、肾、骨骼、肌肉，并随着时间

推移缓慢下降；与对照组相比，封闭组家兔的脾和肾

摄取稍有波动和不同，其他器官组织基本一致。
所有器官的摄取值随着时间推移和药物体内代

谢呈下降趋势（图 ３），对照组和封闭组家兔的心脏、
肝、脾和骨骼注射８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 后 １ ｄ 的

摄取基本一致，而封闭组８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在

肾和肌肉中的摄取始终略高于对照组，结果表明，提
前注射一定剂量未标记 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 对于８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃
Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在家兔体内主要器官的封闭作用不明显。

４． ８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在荷瘤小鼠模型的显

像研究。 ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像（图 ４Ａ）示，８９ Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃
Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在小鼠体内的早期（１ ｄ 内）分布与家

兔基本一致，主要分布于心脏、肝和骨关节等组织。
在药物注射后的 ２ ｈ 和 １ ｄ，模型鼠原位骨髓瘤显像

效果明显，８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 的摄取高于正常小

鼠骨骼（２ ｈ：０．２２±０．０２ 和 ０．０６±０．００， ｔ ＝ ８ ８９，Ｐ ＝
０ ００１；１ ｄ：０．３８±０．０１ 和 ０．０８±０．００， ｔ ＝ ２１ ９０，Ｐ ＝
０ ００１）。 将原位骨髓瘤模型鼠后肢胫骨切片进行

ＨＥ 染色和免疫组织化学 ＣＤ３８ 染色，结果表明模型

鼠骨髓高表达 ＣＤ３８（图 ４Ｂ），与免疫 ＰＥＴ 显像结果

相符。

讨　 　 论

ＣＤ３８ 是一种单链Ⅱ型跨膜糖蛋白，其在终末分

化的浆细胞以及淋巴样肿瘤（如 ＭＭ、艾滋病相关淋

巴瘤、移植后淋巴增生性疾病）细胞表面高表达，而
在大多数静息自然杀伤细胞、单核细胞和骨髓细胞

中表达水平相对较低［７］。 ＣＤ３８ 在恶性浆细胞上的

相对高表达及调节细胞内信号的作用使其成为非常

有吸引力的 ＭＭ 治疗性抗体靶点［８］。 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ
于 ２０１５ 年底首次被美国食品与药品监督管理局批

准上市，其可与肿瘤细胞表达的ＣＤ３８结合，通过补
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图 ２　 ８９Ｚｒ 标记达雷妥尤单克隆抗体（Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ）在对照组与封闭组家兔体内不同时间点的静态显像图（Ａ）和不同器官的 １ ｈ 动态摄

取曲线（Ｂ）。 药物注射后主要分布在肝、脾、心脏、骨骼等器官，各器官摄取值随时间推移逐渐降低

图 ３　 ８９Ｚｒ 标记 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 在对照组与封闭组家兔体内不同器官的摄取值随时间变化曲线

体依赖的细胞毒作用、抗体依赖性细胞介导的细胞

毒作用和抗体依赖性细胞吞噬作用以及免疫球蛋白

受体等多种免疫相关机制诱导肿瘤细胞凋亡［４⁃５］。
高特异性、高灵敏度的免疫 ＰＥＴ 显像在临床肿

瘤诊疗中的作用日益显著，其通过实时、在体的伴随

诊断显像，实现患者的准确分型和疗效的动态监

测［３］。 正电子金属核素８９Ｚｒ 的物理半衰期为 ７８．４ ｈ，
平均正电子能量为 ０．３８９ ＭｅＶ，通常被用于抗体等

具有较长生物半衰期物质的标记［９⁃１１］。８９ Ｚｒ 标记的

抗体分子探针为药物体内药代动力学分析、患者筛

选和疗效评价提供了强有力的工具。 国外已有研究

利用８９Ｚｒ 标记 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 对淋巴瘤和 ＭＭ 动物模

型进行免疫 ＰＥＴ 显像［１２⁃１４］，并开展了相关临床试

验，而国内在８９Ｚｒ 标记药物的制备以及体内外评价

方面的报道相对较少［１５⁃１９］。 本文是在文献报道的基

础上，对８９Ｚｒ 标记 Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 药物的生产、制备与

质量控制进行了系统性研究，着重评价该药物在正常

家兔体内代谢随时间变化情况，并探索其用于免疫

ＰＥＴ 早期显像的可行性，为临床实施提供依据。
本研究利用低能回旋加速器（ＨＭ⁃１０）固体靶系

统成功制备了８９Ｚｒ 金属核素，通过自动化纯化模块

获得了高纯度的８９Ｚｒ，并进行了质量控制分析。随后，
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图 ４　 ８９Ｚｒ 标记达雷妥尤单克隆抗体（Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ）在正常小鼠（对照组）和原位骨髓瘤模型鼠（ＭＭ．１Ｓ 组）的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像图和病

理检查图。 Ａ． ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 显像示药物在原位骨髓瘤模型鼠骨骼摄取高于正常鼠骨骼，红色椭圆为小鼠骨骼 ＲＯＩ；Ｂ．正常小鼠（上排）和
原位骨髓瘤模型鼠（下排）后肢胫骨 ＨＥ 染色（×４２）与免疫组织化学 ＣＤ３８ 染色（×４２）示，原位骨髓瘤模型鼠骨骼 ＣＤ３８ 表达水平高于正常

鼠骨骼

经偶联与放射性标记制备８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ，３
批产品均通过了 ｐＨ 值、放化纯、稳定性、无菌、内毒

素等检测，整个制备过程快速、简便。 在正常家兔体

内进行的体内药代动力学研究表明，前期８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃
Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 主要在血液中，随着时间推移和药物

体内清除，后期主要分布在肝、脾、肾和骨骼中。 家

兔封闭实验结果未达到文献报道的人的封闭效

果［２０］，可能是由于种属差异所致。 另外，本研究中

家兔药代动力学研究数量不足，导致数据统计需要

的样本量不足，存在一定的局限性。 在原位骨髓瘤

小鼠模型的免疫 ＰＥＴ 显像实验中，８９Ｚｒ⁃ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕ⁃
ｍｕｍａｂ 在早期（１ ｄ 内）即可对原位骨髓瘤清晰显

像，其在原位骨肿瘤处摄取显著高于对照组小鼠正

常骨骼。
综上，本研究从核素生产到免疫 ＰＥＴ 显像对８９Ｚｒ⁃

ＤＦＯ⁃Ｄａｒａｔｕｍｕｍａｂ 进行了初步的系统研究，为后续

的临床应用奠定了坚实的基础。
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