
·免疫 ＰＥＴ ／ ＳＰＥＣＴ 显像·

靶向表皮生长因子受体单克隆抗体预定位
免疫 ＰＥＴ 显像的实验研究

苑陆杰　 李慧玲　 盖永康　 张永学　 兰晓莉

华中科技大学同济医学院附属协和医院核医学科、湖北省分子影像重点实验室，武汉

４３００２２
通信作者：兰晓莉， Ｅｍａｉｌ： ｈｚｓｌｘｌ＠ １６３．ｃｏｍ

【摘要】 　 目的　 采用预定位技术在表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）阳性 ／阴性荷瘤鼠中探索西妥昔

单克隆抗体（简称单抗；Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）靶向 ＥＧＦＲ 免疫 ＰＥＴ 显像的可行性。 方法 　 以反式环辛烯

（ＴＣＯ）⁃Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）修饰 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 获得 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ。 以 ２，２′⁃（（６⁃氨基⁃１⁃（４，７⁃双
（羧甲基）⁃１，４，７⁃三氮烷⁃１⁃基）己烷⁃２⁃基）氮杂二酰基）二乙酸（Ｌ⁃ＮＥＴＡ）为螯合剂，制备６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃
四嗪（Ｔｚ）分子探针，测定其标记率、稳定性。 体外培养基底样乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８（ＥＧＦＲ＋）和
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１（ＥＧＦＲ－），进行细胞摄取及阻断实验。 用 Ｂａｌｂ ／ ｃ⁃ｎｕ 小鼠建立 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 和 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 皮下荷瘤鼠模型；将 ５０ μｇ Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 注入荷瘤鼠体内，经过不同时间（４８、３６、２４ 和 １２ ｈ）
后再注射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ，利用“ＴＣＯ⁃Ｔｚ”反应（点击化学特异性结合）实现６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 与 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＴＣＯ 的体内连接；进行小动物 ＰＥＴ 显像及生物分布实验。 数据比较采用单因素方差分析。 结果　 成

功制备６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 分子探针，标记率＞９５％，２ ｈ 放化纯＞９５％。 体外细胞摄取实验证实了预定位

技术的可行性：先后加入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 与６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 后，１ ｈ 时 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 细胞摄取率可达

（０．６９±０．０４）％。 体内 ＰＥＴ 显像及生物分布实验结果示，提前 ３６ ｈ 注射 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８
荷瘤鼠有最高的肿瘤摄取值［（０．７７±０．０５）每克组织百分注射剂量率（％ＩＤ ／ ｇ），１ ｈ］及最佳的靶 ／非
靶比值（肿瘤 ／肌肉：４．６７± ０． ４６）；给予过量 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 的阻断组、未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 组及

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 组肿瘤未见明显摄取［（０．３５±０．０１）、（０．３９±０．０５）、（０．４５±０．１０） ％ＩＤ ／ ｇ；Ｆ ＝ １５．５０，Ｐ ＝
０ ００２］。 结论　 采用预定位技术，通过先后注射 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 和６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ，在荷瘤鼠模型中

成功进行了靶向 ＥＧＦＲ 免疫 ＰＥＴ 显像，为单抗免疫 ＰＥＴ 显像提供了一种有效的方法。
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图 １　 ２，２′⁃（（６⁃氨基⁃１⁃（４，７⁃双（羧甲基）⁃１，４，７⁃三氮烷⁃１⁃基）己烷⁃２⁃基）氮杂二酰基）二乙酸（Ｌ⁃ＮＥＴＡ）⁃四嗪（Ｔｚ）结构（Ａ）及“反式环
辛烯（ＴＣＯ）⁃Ｔｚ”反应示意图（Ｂ）

　 　 放射免疫显像（ ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｉｍａｇｉｎｇ， ＲＩＩ）是将

放射性核素标记的具有靶向性的特异抗体引入体

内，并通过核医学设备进行显像的方法，其具有高灵

敏、高特异、无创及实时等优点，在肿瘤的早期诊断、
评估以及肿瘤发生发展的生物学特性研究等方面有

重要作用［１］。 但是应用核素直接标记单克隆抗体

（简称单抗）显像存在体内结合慢、代谢慢、显像效

果不佳、肝脏非特异性摄取较高等缺点，且应用短半

衰期核素难以实现［２⁃３］。
预定位技术采用分开给药的方式，先将抗体注

入体内，待其与肿瘤组织充分结合，同时未结合的抗

体在血液循环和非靶器官组织中被吞噬或代谢后，
再注射放射性核素标记的小分子化合物，使其在体

内与抗体特异性结合，达到肿瘤显像且降低本底的

目的［４⁃５］。 基于“点击化学”反应的预定位技术已逐

渐应用于 ＲＩＩ 中。 文献报道四嗪（Ｔｅｔｒａｚｉｎｅ， Ｔｚ）和

反式环辛烯（Ｔｒａｎｓ⁃ｃｙｃｌｏｏｃｔｅｎｅ， ＴＣＯ）之间的反应具

有生物正交反应、快速高效和高选择性等优点［６］，
结构示意图见图 １。 因此，本研究组以 “ＴＣＯ⁃Ｔｚ”点
击化学反应为基础，通过预定位技术，探索用短半衰

期核素６８Ｇａ 标记靶向表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）的西妥昔单抗（Ｃｅｔｕｘ⁃
ｉｍａｂ）进行免疫 ＰＥＴ 显像的可行性和特异性。

材料与方法

１．主要材料。 细胞、试剂和仪器：人基底样乳腺

癌细胞株 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１（中国科学院

典型培养物保藏委员会细胞库）；Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ（Ｍｅｒｃｋ
ＫＧａＡ，德国）； ＴＣＯ⁃聚乙二醇 （ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，
ＰＥＧ） ４⁃Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺 （Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，
ＮＨＳ）（Ｃｌｉｃｋ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｔｏｏｌｓ，美国）；６８Ｇｅ ／ ６８Ｇａ 发生

器（Ｉｓｏｔｏｐｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｇａｒｃｈｉｎｇ ＧｍｂＨ，德国）； 放

射性高效液相色谱 （ ｒａｄｉｏ⁃ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ｒａｄｉｏ⁃ＨＰＬＣ）仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）；γ
计数仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国）；小动物 ＰＥＴ（苏州瑞派

宁科技有限公司）。 雌性 Ｂａｌｂ ／ ｃ⁃ｎｕ 小鼠［７０ 只，４ 周

龄，体质量（１５±２） ｇ］购自北京华阜康生物科技股份

有限公司［许可证号：ＳＣＸＫ（京） ２０１４⁃０００８］，在华

中科技大学同济医学院实验动物中心无特殊病原体

（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ｆｒｅｅ， ＳＰＦ）系统中饲养。 动物实

验操作遵循华中科技大学实验动物管理相关规定。
２． Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 的制备和鉴定。 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 经超

滤离心去除甘氨酸等小分子，取 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ（３ ０００ μｇ，
２０ ｎｍｏｌ）加入溶于二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ）的 ＴＣＯ⁃ＰＥＧ４⁃ＮＨＳ（４１１ μｇ，８００ ｎｍｏｌ）充分混

匀，用碳酸盐缓冲液调整 ｐＨ 值 为 ８．５，置于 ４ ℃下反
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应过夜，反应混合物经 ５ 次超滤离心（４ ０００ 转 ／ ｍｉｎ，
离心半径 １５ ｃｍ，离心时间 １５ ｍｉｎ）除去过量未反应的

ＴＣＯ⁃ＰＥＧ４⁃ＮＨＳ，得到 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ，经双金鸡纳酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＢＣＡ）法测定其浓度。 根据文献

［７］中方法，测定抗体中连接 ＴＣＯ 的平均数量。
３． ６８Ｇａ⁃２，２′⁃（（６⁃氨基⁃１⁃（４，７⁃双（羟甲基）⁃１，

４，７⁃三氮烷⁃１⁃基）己烷⁃２⁃基）氮杂二酰基）二乙酸

［２，２′⁃（（６⁃ａｍｉｎｏ⁃１⁃（４，７⁃ｂｉｓ⁃（ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）⁃１，４，
７⁃ｔｒｉａｚｏｎａｎ⁃１⁃ｙｌ）ｈｅｘａｎ⁃２⁃ｙｌ） ａｚａｎｅｄｉｙｌ）⁃ｄｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ，
Ｌ⁃ＮＥＴＡ］⁃Ｔｚ 的制备和鉴定。 用 ４ ｍｌ ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐

酸淋洗６８ Ｇｅ ／ ６８ Ｇａ 发生器，加入适量醋酸钠（ ｐＨ ＝
６ ８）将淋洗所得６８ＧａＣｌ３ 的 ｐＨ 值调至 ４。 取 １８５ ＭＢｑ
６８ＧａＣｌ３，加入 ５ ｎｍｏｌ Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ，充分混匀后 １００ ℃
下反应 １０ ｍｉｎ，制得６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ，产物标记率和

血清稳定性（１、２ ｈ）经 ｒａｄｉｏ⁃ＨＰＬＣ 测定。
４．细胞培养及 ＥＧＦＲ 表达水平测定。 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃

４６８ 细胞用含有体积分数 １０％胎牛血清及体积分数

１％青霉素⁃链霉素双抗的 Ｌ１５ 培养基培养，置于 ３７ ℃
无 ＣＯ２ 培养箱中。 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞用含有体积分

数 １０％胎牛血清及体积分数 １％青霉素⁃链霉素双抗

的 ＤＭＥＭ 高糖培养基培养，置于 ３７ ℃、体积分数

５％ ＣＯ２ 培养箱中。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞的

ＥＧＦＲ 表达水平。
５．体外细胞内化及预定位实验。 将 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃

４６８ 细胞消化重悬，以 １×１０５ ／孔种植于 ２４ 孔板中，
培养过夜待细胞贴壁。 （１）细胞内化实验。 取 ６８Ｇａ⁃
Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ（３７ ＭＢｑ，１ ｎｍｏｌ）与Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ（１５０ μｇ，
１ ｎｍｏｌ）混匀后，室温下持续振荡反应 ２０ ｍｉｎ，反应

完成后标记混合物经 ＰＤ⁃１０ 纯化，得到６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃
Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ。 每孔加入 ７４ ｋＢｑ ６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｃｅｔｕｘ⁃
ｉｍａｂ，３７ ℃下温育不同时间（０．５、１、２ ｈ）后，将放射

性培养基吸出置于试管中（上清液）。 每孔加入 ８００ μｌ
醋酸钠缓冲液（ｐＨ＝ ４），３７ ℃下温育 １０ ｍｉｎ 后吸出

置于试管中（细胞膜结合部分） ［８］。 然后每孔各加

入 ８００ μｌ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ，室温下温育 ４ ｍｉｎ，待细胞

裂解后吸出液体置于试管中（细胞裂解液）。 用 γ
计数仪测量上清液、细胞膜结合部分及细胞裂解液

的放射性计数。 计算细胞摄取率、内化率及细胞膜

结合率。
（２）细胞预定位实验。 实验组每孔加入 ８００ μｌ

含有 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ（２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）的无血清 Ｌ１５ 培养

基，室温温育 １ ｈ 后弃去上清；再每孔加入 ８００ μｌ 含
有 ７４ ｋＢｑ ６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 的 Ｌ１５ 培养基，３７ ℃ 温

育 １ ｈ。 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 阻断组加入过量 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ（１００ 倍）

与 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 共温育（室温），Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 阻断

组加入过量 Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ（１００ 倍）与６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ
共温育（室温），余步骤与实验组相同。 同时，设置

只加入６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 的对照组。 温育完成后吸出

放射性上清，用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 裂解细胞，通过 γ 计

数仪测量上清液及细胞裂解液的放射性计数，计算

各组细胞摄取率。
６．荷瘤鼠模型的建立。 分别将 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 细

胞（１×１０７ 个）和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞（５×１０６ 个）重悬

于 １００ μｌ ＰＢＳ 中，皮下接种于 Ｂａｌｂ ／ ｃ⁃ｎｕ 小鼠右前

肢外侧。 待肿瘤最大径达 ８～１０ ｍｍ 时，用于在体小

动物 ＰＥＴ 显像及生物分布研究。
７．生物分布研究。 在注射 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ（５０ μｇ，

０．３３ ｎｍｏｌ）后，对不同预定位时间（４８、３６、２４、１２ ｈ）
组的 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 荷瘤鼠（每组 ５ 只）经尾静脉注

射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ（４．４４ ～ ６．６６ ＭＢｑ），１ ｈ 后麻醉并

断颈处死，取出感兴趣组织和器官（血液、脑、心、
肺、肝、脾、肾、胃、小肠、大肠、肌肉、骨和肿瘤），用 γ
计数仪测量放射性计数，经衰减校正后计算每克组

织百分注射剂量率 （ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｄｏｓｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ， ％ＩＤ ／ ｇ）。 同时，设置阻断组

［在注射 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 前 １ ｈ 给予过量（５０ 倍）
Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ］、阴性对照组（ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 荷瘤鼠）和

未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 对照组（只给予６８Ｇａ⁃Ｌ⁃
ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ），每组 ５ 只，生物分布研究方法同前。

８．荷瘤鼠的预定位小动物 ＰＥＴ 显像。 提前不同

的时间（４８、３６、２４、１２ ｈ）将 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ（５０ μｇ，
０ ３３ ｎｍｏｌ）经尾静脉注射入 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 荷瘤鼠体

内（每个时间组 ５ 只），经过各预定位时间后每只小

鼠再注射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ（５．５５ ＭＢｑ），１ ｈ 后用小动

物 ＰＥＴ 显像系统进行静态显像。 小鼠显像前给予异

氟烷诱导麻醉，显像全程给予异氟烷维持麻醉。 阻断

组、阴性对照组和未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 对照组

的设置同生物分布研究，显像方法同上述步骤。
９．肿瘤免疫组织化学检测。 ＰＥＴ 显像结束后，

将荷瘤鼠处死并取出肿瘤组织，用体积分数 ４％多

聚甲醛溶液固定，于 ４ ℃ 放置 ２４ ｈ 以制备冷冻切

片。 切片用 ＰＢＳ 冲洗并用体积分数 ３％ 牛血清白

蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）封闭 ３０ ｍｉｎ，然后

与一抗（兔抗人 ＥＧＦＲ 抗体）在 ４ ℃温育过夜，再与

二抗 ［ 辣 根 过 氧 化 物 酶 （ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记］室温下温育 ５０ ｍｉｎ。 切片滴加新鲜配

制的二氨基联苯胺 （ ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ， ＤＡＢ） 显色

液，用苏木素复染１ ｍｉｎ，返蓝液返蓝。切片脱水后
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图 ２　 肿瘤细胞和组织中表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）表达鉴定。 Ａ．人基底样乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果示前者 ＥＧＦＲ 表达高［β⁃肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）为内参］；Ｂ．肿瘤组织免疫组织化学图像［二氨基联苯胺（ＤＡＢ） ×２００］示 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
４６８ 肿瘤组织中 ＥＧＦＲ 表达较高

晾干，中性树胶封片。 显微镜下随机挑选多个视野

拍照采集图像。
１０．统计学处理。 使用 Ｐｒｉｓｍ ６．０ 软件进行统计

分析，符合正态分布的定量资料以 ｘ±ｓ 表示，采用单

因素方差分析对多组数据进行比较，Ｐ＜０．０５ 表示差

异有统计学意义。

结　 　 果

１． Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 鉴定和肿瘤细胞、组织 ＥＧＦＲ
表达鉴定。 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 中平均每单位 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ
中连接 ＴＣＯ 的数量为 １０ 个。 细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分
析显示 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 细胞高表达 ＥＧＦＲ，而 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞 ＥＧＦＲ 表达阴性。 肿瘤免疫组织化学检

测结果与细胞分析一致：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 肿瘤组织中

ＥＧＦＲ 表达明显高于 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 肿瘤组织（图 ２）。
２． ６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 的标记率和稳定性。 经 ｒａ⁃

ｄｉｏ⁃ＨＰＬＣ 分析，６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 标记率＞９５％，无需

进一步纯化，比活度为 ３７ ＭＢｑ ／ ｎｍｏｌ，总合成时间约

为 １５ ｍｉｎ。 将产物置于血清中 ２ ｈ 后，放化纯仍＞
９５％，表明其在体外具有较高的稳定性。

３．体外细胞实验结果。 图 ３ 示，随温育时间延

长，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 细胞对６８ Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 的

总摄取率逐渐增加，与之伴随的抗体内化率也在逐渐

升高，但细胞表面仍有部分结合位点。 将 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＴＣＯ 与 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 细胞共温育 １ ｈ 后给予６８Ｇａ⁃Ｌ⁃
ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ，通过 ＴＣＯ 和 Ｔｚ 之间的点击化学反应，可将

其结合至细胞表面，１ ｈ 的细胞摄取率可达（０．６９±
０ ０４）％。 而只给予６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 对照组、Ｃｅｔｕｘ⁃
ｉｍａｂ 阻断组、Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 阻断组的细胞摄取率显著

下降 ［（ ０． ２４ ± ０． ０５）％、 （ ０． ２４ ± ０． ０３）％、 （ ０． ４０ ±
０ ０４）％；Ｆ＝ １１．８１，Ｐ＜０．００１］。

４．生物分布研究结果。 从图 ４ 可知，在６８Ｇａ⁃Ｌ⁃
ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 注射入 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 荷瘤鼠体内后 １ ｈ，
肿瘤达到较高的摄取值，以预定位 ３６ ｈ 组最高

［（０ ７７±０．０５） ％ＩＤ ／ ｇ］；阻断组、未提前注入 Ｃｅｔｕｘ⁃
ｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 对照组和阴性对照组肿瘤摄取值明显降

低［（０．３５±０．０１）、（０．３９±０．０５）、（０．４５±０．１０） ％ＩＤ ／ ｇ；
Ｆ＝ １５．５０，Ｐ＝ ０．００２］。 预定位 １２、２４、３６、４８ ｈ 组肿

瘤 ／肌肉比值分别为 ３．００±０．８５、４．４０±０．７０、４．６７±
０ ４６ 和 ３．７９±０．９０；阻断组、未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃
ＴＣＯ 对照组和阴性对照组肿瘤 ／肌肉比值分别为 １ ９４±
０．６５、１．６６±０．２２、２．２０±０．７０，预定位 ３６ ｈ 组最高，明显高

于阻断组和 ２ 个对照组（Ｆ＝ ６２．０９，Ｐ＜０ ００１）。

图 ３　 人基底样乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 的６８Ｇａ⁃２，２′⁃（（６⁃氨
基⁃１⁃（４，７⁃双（羧甲基）⁃１，４，７⁃三氮烷⁃１⁃基）己烷⁃２⁃基）氮杂二

酰基）二乙酸（Ｌ⁃ＮＥＴＡ）⁃西妥昔单克隆抗体（Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）细胞

内化实验结果

５．小动物 ＰＥＴ 静态显像。 经不同预定位时间后

的 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 荷瘤鼠经尾静脉注射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃
Ｔｚ 后 １ ｈ 行小动物 ＰＥＴ 静态显像示，各组均可看到

肿瘤显影，以预定位 ３６ ｈ 组的肿瘤显影最为清晰；
同时，肾和膀胱可见明显探针浓聚，而肝未见明显摄

取（图 ５Ａ）。 阻断组、未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 对

照组和阴性对照组的小鼠肿瘤部位未见明显探针摄

取（图 ５Ｂ）。

讨　 　 论

本研究应用了基于“ＴＣＯ⁃Ｔｚ”点击化学反应的
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图 ４　 各组荷瘤鼠（ｎ＝ ５）注射６８Ｇａ⁃２，２′⁃（（６⁃氨基⁃１⁃（４，７⁃双（羧甲基）⁃１，４，７⁃三氮烷⁃１⁃基）己烷⁃２⁃基）氮杂二酰基）二乙酸（Ｌ⁃

ＮＥＴＡ）⁃四嗪（Ｔｚ）后 １ ｈ 的放射性生物分布（％ＩＤ·ｇ－１为每克组织百分注射剂量率）。 Ａ． 预定位（ｐｒｅ）１２、２４、３６、４８ ｈ 组人基底样

乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 荷瘤鼠的生物分布；Ｂ．阻断组［Ｂｌｏｃｋｉｎｇ；过量注射西妥昔单克隆抗体（Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）］、未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃反

式环辛烯（ＴＣＯ）对照组（ ６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ）、阴性对照组（ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１）的生物分布

图 ５　 荷瘤鼠小动物 ＰＥＴ 静态显像图（箭头示肿瘤部位）。 Ａ． ｐｒｅ１２、２４、３６、４８ ｈ 组人基底样乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 荷瘤鼠注射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃
Ｔｚ 后 １ ｈ 显像示，肿瘤均显影，ｐｒｅ ３６ ｈ 显影最清晰；Ｂ．阻断组（过量注射 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ；左图）、未提前注入 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 对照组（中图）、阴

性对照组［ｐｒｅ ３６ ｈ（ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１）；右图］ 注射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 后 １ ｈ 显像示，肿瘤部位未见明显摄取

预定位技术，将具有生物长半衰期的单抗用短半衰

期核素６８Ｇａ 标记后进行荷瘤鼠免疫 ＰＥＴ 显像。 预

定位技术由 ２ 个要素组成：放射性配体和能够同时

结合肿瘤抗原和放射性配体的抗体［４，９］。 其主要步

骤如下：（１）注射抗体；（２）抗体识别肿瘤表面特异

性抗原并在血液及非靶组织中清除；（３）注射小分

子放射性配体；（４）抗体和放射性配体在体内特异

性结合，未结合的小分子放射性配体在体内快速清

除。 研究表明，通过预定位技术可增加 ＲＩＩ 中放射

性药物在肿瘤部位的浓聚，提高肿瘤靶 ／非靶比

值［１０⁃１１］。 本 研 究 中 先 给 予 Ｃｅｔｕｘｉａｍａｂ⁃ＴＣＯ， 待

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 特异性结合至肿瘤表面 ＥＧＦＲ 抗原及其

在血液和肝等非靶组织中清除后，再给予小分子放

射性配体６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ。 后者可迅速到达肿瘤部

位并通过 ＴＣＯ 和 Ｔｚ 之间特异、高速的点击化学反

应，使６８Ｇａ 结合至肿瘤组织。 细胞体外实验证实了

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 与 ＥＧＦＲ 的结合特异性和“ＴＣＯ⁃Ｔｚ”反应

的特异性，表明预定位技术可行；小动物 ＰＥＴ 显像

和生物分布研究结果示，在 ＥＧＦＲ 阳性 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃
４６８ 荷瘤鼠中可看到肿瘤清晰显影，而阻断组、阴性

对照组（ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１）中肿瘤摄取明显降低，也表

明探针对 ＥＧＦＲ 有高度靶向特异性。 另外，荷瘤鼠

血液和肾放射性摄取值较高，显像示肾和膀胱有明

显探针浓聚，肝中未见明显摄取，说明该探针主要经

肾代谢。
本研究结果示，当提前 ３６ ｈ 给予 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃

ＴＣＯ 时可达到最佳肿瘤摄取和靶 ／非靶比值。 可能

原因为：与较短的预定位时间（１２、２４ ｈ）相比，经过

更长时间（３６ ｈ）后，血液循环中游离、未结合至肿瘤

组织的抗体水平较低，使更多的放射性配体结合至

肿瘤组织；为提高肿瘤对药物的摄取，嵌合抗体

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 在与细胞表面 ＥＧＦＲ 的抗原结合域结合

后可内化至细胞膜内［１２］，而预定位时间进一步延长

后（４８ ｈ），Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ 的内化增加，细胞表面可结合

的 Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 相应减少。 通过细胞内化实验可

知，随着时间延长，虽然细胞摄取率和抗体内化率逐
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渐增高，但细胞膜表面仍有部分结合位点。 细胞实验

和在体动物实验均表明，当仅给予放射性配体６８Ｇａ⁃Ｌ⁃
ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ 时，细胞和肿瘤组织的摄取极低，提示放射

性配体无法进入细胞膜内，主要通过结合细胞膜表

面抗体而达到肿瘤显像的目的。 Ｈｏｕｇｈｔｏｎ 等［１３］ 的

研究也表明，利用可内化的抗体和无法进入细胞内

的放射性配体进行预定位显像可行。
在未来的研究中，对于预定位中的可内化抗体，

可以通过化学修饰改变放射性配体的亲脂性，使其

进入细胞膜内，与已内化的抗体结合。 由于 ＴＣＯ 亲

脂性优于 Ｔｚ，已有研究使用“反向”方法，即在预定位

技术中将 Ｔｚ 与抗体连接，而 ＴＣＯ 连接到放射性配体

中［１４］。 另外，本研究中注射６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ １ ｈ 后，
荷瘤鼠血液中放射性摄取较高，这种高血液本底水

平与血液循环中仍存在未结合至肿瘤组织的 Ｃｅｔｕｘ⁃
ｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 有关［１５］。 针对长血液半衰期的单抗，可
在预定位中使用“清除剂” ［１６⁃１７］，即在注射放射性配

体之前，注射“清除剂”清除血液中游离抗体以提高

肿瘤部位 ＴＣＯ 和 Ｔｚ 之间的反应产率，以及减少抗

体和放射性配体间的注射间隔时间，使更多的抗体

存在于肿瘤细胞表面。 但目前有效的 ＴＣＯ“清除

剂”仍处于合成研发阶段，开发“清除剂”和亲脂性

更强的放射性配体将成为未来重要的研究方向。
综上，本研究成功应用基于“ＴＣＯ⁃Ｔｚ”点击化学

反应的预定位技术，通过先后给予荷瘤鼠注射

Ｃｅｔｕｘｉｍａｂ⁃ＴＣＯ 和６８Ｇａ⁃Ｌ⁃ＮＥＴＡ⁃Ｔｚ，使其在适合的时

间充分地特异性结合，成功使肿瘤显影，肿瘤组织摄

取明显增高，同时非靶器官摄取降低。 这为免疫

ＰＥＴ 显像提供了一种有效的方法。
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２０９５⁃２８４８．２０１５．０５．００６．

［４］ Ｒｅａｒｄａｎ ＤＴ， Ｍｅａｒｅｓ ＣＦ， Ｇｏｏｄｗｉｎ ＤＡ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｍｅｔａｌ ｃｈｅｌａｔｅｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， １９８５， ３１６（６０２５）： ２６５⁃２６８． ＤＯＩ：１０．
１０３８ ／ ３１６２６５ａ０．

［５］ Ｈｎａｔｏｗｉｃｈ ＤＪ， Ｖｉｒｚｉ Ｆ， Ｒｕｓｃｋｏｗｓｋｉ Ｍ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｖｉｄｉｎ ａｎｄ
ｂｉｏｔｉｎ ｆｏｒ ｉｍａｇｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ， １９８７， ２８（８）：
１２９４⁃１３０２．

［６］ Ｍｅｙｅｒ ＪＰ， Ａｄｕｍｅａｕ Ｐ， Ｌｅｗｉｓ ＪＳ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｒａｄｉｏ⁃
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ： ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ １０ ｙｅａｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ２７
（１２）： ２７９１⁃２８０７． ＤＯＩ：１０．１０２１ ／ ａｃｓ．ｂｉｏｃｏｎｊｃｈｅｍ．６ｂ００５６１．

［７］ Ａｄｕｍｅａｕ Ｐ， Ｃａｒｎａｚｚａ ＫＥ， Ｂｒａｎｄ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｐｒｅｔａｒｇｅｔｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌ ＰＥＴ ／ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ．
Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０１６， ６（１２）： ２２６７⁃２２７７． ＤＯＩ：１０．７１５０／ ｔｈｎｏ．１６７４４．

［８］ Ｇａｉ Ｙ， Ｓｕｎ Ｌ， Ｈｕｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈｅｌａｔｏｒ ｐ⁃ＳＣＮ⁃ＰｈＰｒ⁃
ＮＥ３ＴＡ ｆｏｒ Ｃｏｐｐｅｒ⁃６４： ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ， ｒａｄｉｏｌａ⁃
ｂｅｌｉｎｇ， ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＰＥＴ ｉｍａｇｉｎｇ［Ｊ］． Ｉｎｏｒｇ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ５５
（１４）： ６８９２⁃６９０１． ＤＯＩ：１０．１０２１／ ａｃｓ．ｉｎｏｒｇｃｈｅｍ．６ｂ００３９５．

［９］ Ｒｏｎｄｏｎ Ａ， Ｄｅｇｏｕｌ Ｆ． Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｏｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒａｄｉｏｎｕｃｌｉｄｅ ｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ Ｃｈｅｍ， ２０２０， ３１（２）： １５９⁃１７３． ＤＯＩ：１０． １０２１ ／
ａｃｓ．ｂｉｏｃｏｎｊｃｈｅｍ．９ｂ００７６１．

［１０］ Ｐａｔｒａ Ｍ， Ｚａｒｓｃｈｌｅｒ Ｋ， Ｐｉｅｔｚｓｃｈ ＨＪ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｉｍａｇｅ ａｎｄ ｔｒｅａｔ ｔｕｍｏｕｒｓ［ Ｊ］ ． Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ
Ｒｅｖ， ２０１６， ４５（２３）： ６４１５⁃６４３１． ＤＯＩ：１０．１０３９ ／ ｃ５ｃｓ００７８４ｄ．

［１１］ Ｂａｉｌｌｙ Ｃ， Ｂｏｄｅｔ⁃Ｍｉｌｉｎ Ｃ， Ｒｏｕｓｓｅａｕ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｆｏｒ ｉｍａｇｉｎｇ
ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｏｎｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］． ＥＪＮＭＭＩ Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ
Ｃｈｅｍ， ２０１７， ２（１）： ６． ＤＯＩ：１０．１１８６／ ｓ４１１８１⁃０１７⁃００２６⁃８．

［１２］ Ｇöｓｔｒｉｎｇ Ｌ， Ｃｈｅｗ ＭＴ， Ｏｒｌｏｖａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ－ｂｉｎｄｉｎｇ ａｆｆｉｂｏｄｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ： ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｐｅｃｔｓ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ， ２０１０， ３６ （ ４）： ７５７⁃７６３． ＤＯＩ：１０． ３８９２ ／ ｉｊｏ ＿
０００００５５１．

［１３］ Ｈｏｕｇｈｔｏｎ ＪＬ， Ｚｅｇｌｉｓ ＢＭ， Ａｂｄｅｌ⁃Ａｔｔｉ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｍｍｕｎｏ⁃
ＰＥＴ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ： ｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ，
２０１６， ５７（３）： ４５３⁃４５９． ＤＯＩ：１０．２９６７ ／ ｊｎｕｍｅｄ．１１５．１６３８２４．

［１４］ Ｌｉ Ｚ， Ｃａｉ Ｈ， Ｈａｓｓｉｎｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｅｔｒａｚｉｎｅ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｃｙｃｌｏｏｃｔｅｎｅ ｌｉｇａｔｉｏｎ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ １８Ｆ ｌａｂｅｌｅｄ ｐｒｏｂｅｓ［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍ Ｃｏｍｍｕｎ
（Ｃａｍｂ）， ２０１０， ４６（４２）： ８０４３⁃８０４５． ＤＯＩ：１０．１０３９ ／ ｃ０ｃｃ０３０７８ｃ．

［１５］ Ｅｖａｎｓ ＨＬ， Ｎｇｕｙｅｎ ＱＤ， Ｃａｒｒｏｌｌ ＬＳ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｂｉｏｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ６８Ｇａ⁃
ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｅｍ Ｃｏｍｍｕｎ
（Ｃａｍｂ）， ２０１４， ５０（６７）： ９５５７⁃９５６０． ＤＯＩ：１０．１０３９ ／ ｃ４ｃｃ０３９０３ｃ．

［１６］ Ｒｏｓｓｉｎ Ｒ， Ｌäｐｐｃｈｅｎ Ｔ， ｖａｎ ｄｅｎ Ｂｏｓｃｈ ＳＭ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｅｌｓ⁃Ａｌｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ： ｉｎ ｖｉｖｏ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｃａｎ ｂｏｏｓｔ ｔｕｍｏｒ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ， ２０１３， ５４
（１１）： １９８９⁃１９９５． ＤＯＩ：１０．２９６７／ ｊｎｕｍｅｄ．１１３．１２３７４５．

［１７］ Ｒｏｓｓｉｎ Ｒ， ｖａｎ Ｄｕｉｊｎｈｏｖｅｎ ＳＭ， Ｌäｐｐｃｈｅｎ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓ⁃ｃｙ⁃
ｃｌｏｏｃｔｅｎｅ ｔａｇ ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｐｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｄｉｅｌｓ⁃ａｌｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｐｈａｒｍ， ２０１４， １１（９）： ３０９０⁃
３０９６． ＤＯＩ：１０．１０２１ ／ ｍｐ５００２７５ａ．

（收稿日期：２０２１⁃１１⁃２４） 　 　

·９７·中华核医学与分子影像杂志 ２０２２ 年 ２ 月第 ４２ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， Ｆｅｂ． ２０２２， Ｖｏｌ． ４２， Ｎｏ． ２


