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【摘要】 　 目的　 设计合成６８Ｇａ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸（ＤＯＴＡ）⁃半胱氨酸⁃
天冬氨酸⁃缬氨酸（ＣＤＶ）⁃Ｎｂ１０９，探讨其用于检测不同肿瘤中程序性细胞死亡蛋白配体 １（ＰＤ⁃Ｌ１）表
达水平的潜力。 方法　 采用基因工程技术将 ＣＤＶ 引入单域抗体 Ｎｂ１０９ 序列的尾部，通过马来酰亚

胺⁃半胱氨酸定点偶联策略，将马来酰亚胺⁃ＤＯＴＡ 与 ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（物质的量比 １ ∶ １）反应制备前体

ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９，随后进行６８Ｇａ 标记并用 ＰＤ⁃１０ 脱盐柱纯化。 建立人黑色素瘤 Ａ３７５、人源性 ＰＤ⁃
Ｌ１ 转染的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 及人胶质瘤 Ｕ８７ 荷瘤裸鼠模型，通过稳定性分析、细胞摄取和 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像

评价６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的诊断价值。 采用单因素方差分析和最小显著差异 ｔ 检验分析数据。
结果　 ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 放射化学产率为（６９．７９±４．６９）％，放化纯大于 ９７％，摩尔活度为（１２．８５±
１．５１） ＧＢｑ ／ μｍｏｌ。 ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 与 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞具有较强的亲和力，解离常数（Ｋｄ）为
（６６．４３±１７．８９） ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞［（３．１７±０．１５）百分加入放射性

剂量（％ＡＤ）］、Ｕ８７ 细胞［（２．０８±０．０３） ％ＡＤ］中的摄取明显高于 Ａ３７５ 细胞［（１．２１±０．１４） ％ＡＤ；Ｆ ＝
８２ ８７，ｔ 值：１５．２３、９．９８，Ｐ 值：＜０．００１、０．００３］。６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１［（５．２１±０．３５）
每毫升百分注射剂量率（％ＩＤ ／ ｍｌ）］和 Ｕ８７［（３．４４±０．６９） ％ＩＤ ／ ｍｌ］荷瘤裸鼠肿瘤中的摄取显著高于

Ａ３７５ 荷瘤裸鼠［（２．１７±０．３６） ％ＩＤ ／ ｍｌ；Ｆ＝ ２４９．７２，ｔ 值：３５．７０、３．４３，均 Ｐ＜０．００１］。 结论　 成功制得定

点标记的 ＰＥＴ 探针６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９，可无创、动态监测不同肿瘤中 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达水平的变化，在
ＰＤ⁃Ｌ１ 免疫检查点阻断治疗潜在受益患者筛选方面具有应用潜力。

【关键词】 　 程序性细胞死亡受体 １；单域抗体；同位素标记；镓放射性同位素；肿瘤细胞， 培养

的；正电子发射断层显像术；小鼠，裸
基金项目：无锡市科技发展资金项目（Ｙ２０２１２０１３）
ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２２０５０９⁃００１５１

Ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃Ｌ１ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｄｏｍａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ
Ｃｈｅｎ Ｙｉｎｆｅｉ， Ｃｈｅｎ Ｐａｎｐａｎ， Ｚｈｕ Ｓｈｉｙｕ， Ｌｉａｎｇ Ｂｅｉｂｅｉ， Ｘｉｅ Ｍｉｎｈａｏ， Ｌｉｎ Ｊｉａｎｇｕｏ， Ｑｉｕ Ｌｉｎｇ
ＮＨＣ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｎｕｃｌｅａｒ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｎｕｃｌｅａｒ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎｕｃｌｅａｒ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｗｕｘｉ ２１４０６３， Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： Ｑｉｕ Ｌｉｎｇ， Ｅｍａｉｌ： ｑｉｕｌｉｎｇ＠ ｊｓｉｎｍ．ｏｒｇ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ ａ ｎｏｖｅｌ ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｌａｂｅｌｌｅｄ ｐｒｏｂｅ ６８Ｇａ⁃１，４，７，１０⁃ｔｅｔ⁃
ｒａａｚａｃｙｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ⁃１，４，７，１０⁃ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （ＤＯＴＡ）⁃Ｃｙｓ⁃Ａｓｐ⁃Ｖａｌ （ＣＤＶ）⁃Ｎｂ１０９ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎ⁃
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　 　 程序性细胞死亡蛋白配体 １（ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ １， ＰＤ⁃Ｌ１）免疫检查点阻断治疗已在多

种恶性肿瘤治疗中显示出良好的疗效，但仅有部分

患者从中受益，其整体反应率为 １０％ ～ ４０％［１］。 肿

瘤部位 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达阳性的患者进行免疫检查点阻

断治疗的客观缓解率显著提升，患者的存活时间明

显延长［２］。 由于肿瘤的异质性及 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达的动

态变化等特性，临床常用的免疫组织化学无法准确

检测 ＰＤ⁃Ｌ１ 在病灶中的表达情况［３］。 ＰＥＴ 具有高

灵敏度、高特异性的特点，６８Ｇａ⁃１，４，７⁃三氮杂环壬

烷⁃１，４，７⁃三乙酸（１， ４， ７⁃ｔｒｉａｚａｃｙｃｌｏｎｏｎａｎｅ⁃１， ４， ７⁃
ｔｒｉａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＮＯＴＡ）⁃Ｎｂ１０９ 能够实时、无创定量检

测肿瘤中 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达，可在极短时间内获得高靶本

比的显像结果［４⁃５］。 但 Ｓ⁃２⁃［（４⁃异硫氰基苯基）甲

基］⁃ＮＯＴＡ ［ Ｓ⁃２⁃（ ４⁃ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｏｂｅｎｚｙｌ ）⁃ＮＯＴＡ， ｐ⁃
ＳＣＮ⁃Ｂｎ⁃ＮＯＴＡ］ 与单域抗体 Ｎｂ１０９ 偶联时，由于

Ｎｂ１０９ 的骨架区有 ３ 个赖氨酸残基，制备过程中无

法控制螯合剂与抗体偶联的位置、数量，故所得的放

射性探针前体为单域抗体分子结合的单、双 ＮＯＴＡ
混合物。 本研究拟在 Ｎｂ１０９ 序列尾部引入半胱氨

酸⁃天冬氨酸⁃缬氨酸（Ｃｙｓ⁃Ａｓｐ⁃Ｖａｌ， ＣＤＶ），利用半

胱氨酸裸露的巯基与马来酰亚胺⁃１，４，７，１０⁃四氮杂

环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸 （１，４，７，１０⁃ｔｅｔｒａａｚａｃｙ⁃
ｃｌｏｄｏｄｅｃａｎｅ⁃１，４，７，１０⁃ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＤＯＴＡ）按物

质的量比 １ ∶１ 反应，随后进行６８Ｇａ 标记，得到定点标

记的探针６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９，并探讨其用于检

测不同肿瘤中 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达水平的能力，有望为筛选

抗 ＰＤ⁃Ｌ１ 疗法受益患者提供更为精准的手段。

材料与方法

一、实验仪器与材料

１．主要仪器。６８Ｇａ ／ ６８Ｇｅ 发生器（ ＩＧＧ⁃１００，德国

Ｅｃｋｅｒｔ ＆ Ｚｉｅｇｌｅｒ ＡＧ 公司），高效液相色谱（ｈｉｇｈ ｐｅｒ⁃
ｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ）仪（１５２５ 型，
美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司），放射性薄层色谱扫描（ ｔｈｉｎ⁃ｌａｙｅｒ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＴＬＣ）仪（Ｍｉｎｉ⁃Ｓｃａｎ，美国 Ｂｉｏｓｃａｎ 公

司），多探头全自动 γ 计数器 （ １４７０ Ｗｉｚａｒｄ，美国

Ｐｅｒｋｉｎｓ Ｅｌｍｅｒ 公司），ｍｉｃｒｏＰＥＴ 仪（Ｉｎｖｅｏｎ Ｄｅｄｉｃａｔｅ，德国

Ｓｉｅｍｅｎｓ 公司）。
２．主要试剂。 马来酰亚胺⁃ＤＯＴＡ 购于西安齐岳

生物科技有限公司；三（２⁃羰基乙基）磷盐酸盐［ ｔｒｉｓ
（２⁃ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌ） ｐｈｏｓｐｈｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＣＥＰ］、乙
二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＥＤＴＡ）、
乙酸铵购于上海阿拉丁试剂有限公司；浓 ＨＣｌ、乙酸

钠、柠檬酸均购于中国国药集团有限公司；小鼠血清

购于南京森贝伽生物科技有限公司；所有细胞培养

相关试剂均购于以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司和

上海碧云天生物技术有限公司；异氟烷购于深圳瑞

沃德生命科技有限公司。
３．细胞株和实验动物。 已有研究成功验证了人

黑色素瘤 Ａ３７５ 细胞为 ＰＤ⁃Ｌ１ 阴性细胞，人源性 ＰＤ⁃
Ｌ１ 转染的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞为 ＰＤ⁃Ｌ１ 高表达细胞，
人胶质瘤 Ｕ８７ 细胞为内源性 ＰＤ⁃Ｌ１ 高表达的细

胞［５⁃６］。 因此，选择这些细胞进行后续实验，其中

Ａ３７５ 和 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞由苏州智核生物医药科

技有限公司提供，Ｕ８７ 细胞购于中国科学院细胞库。
雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠 ２４ 只，４～５ 周龄，体质量约 ２０ ｇ，
购自常州卡文斯实验动物有限公司，无特殊病原体

环境中饲养［实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（苏）
２０１９⁃００２５］。 本实验方案由江苏省原子医学研究所

动物管理与伦理委员会批准（２０２００４６）。
二、实验方法

１． ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的制备及质量控制。 通

过基因工程将 ＣＤＶ 对应的 ＤＮＡ 片段引入到 Ｎｂ１０９
的 ＤＮＡ 片段尾部。 将新获得的 ＤＮＡ 片段重新克隆

到合适的哺乳动物表达载体 ｐｃＤＮＡ４ 中，参照文献

［５］ 进行扩增纯化得到定点修饰的蛋白 ＣＤＶ⁃
Ｎｂ１０９。 将 ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 与 ＴＣＥＰ 以物质的量比 １ ∶２
混合，于３７ ℃ 还原２ ｈ。随后４ ℃ 下１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
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图 １　 ６８Ｇａ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸（ＤＯＴＡ）⁃半胱氨酸⁃天冬氨酸⁃缬氨酸（ＣＤＶ）⁃Ｎｂ１０９ 的合成路线

（离心半径 １０ ｃｍ） 离心 １５ ｍｉｎ，离心 ２ 次，除去

ＴＣＥＰ，并换液为含有 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 的乙酸铵

（０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ）溶液。 将蛋白质分别与马来酰亚胺⁃
ＤＯＴＡ 以物质的量比 １ ∶ ２ 混合，于 ３７ ℃ 偶联 ２ ｈ。
随后通过超滤技术进行脱盐纯化，纯化后的 ＤＯＴＡ⁃
ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在纯水中收集，－８０ ℃保存，通过 ＨＰＬＣ
和高分辨质谱对前体进行质量控制。

２． ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的制备（图 １）、质量控

制及稳定性。 使用 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ（４ ｍｌ）从６８Ｇａ ／ ６８Ｇｅ
发生器中洗脱获得６８Ｇａ，取放射性活度较高的核心

段（１．４ ｍｌ）进行后续实验。 淋洗液加入 ０．２５ ｍｏｌ ／ Ｌ
乙酸钠溶液（约 ３８０ μｌ）至 ｐＨ ＝ ４．０，加入标记前体

ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（５０ μｇ），８０ ℃ 反应 １５ ｍｉｎ。 反

应结束后，以生理盐水为洗脱液用 ＰＤ⁃１０ 脱盐柱进行

纯化。 随后取 ３ μｌ 反应产物滴至滤纸（宽度为 １ ｃｍ）
下端 １ ｃｍ 处，置于展开体系（１０ ｍｍｏｌ 柠檬酸水溶

液）中，待产物展开至距下端 １０ ｃｍ 处时取出晾干，
进行放射性 ＴＬＣ 分析。 将探针（２００ μｌ，３７ ＧＢｑ ／ Ｌ）
溶于 ２００ μｌ ＰＢＳ 或小鼠血清中，放置在 ３７ ℃下温

育 １２０ ｍｉｎ，采用放射性 ＴＬＣ 进行放化纯分析。
３．解离常数（Ｋｄ）的测定。 将 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞接

种于 １２ 孔板（３×１０５ 个细胞 ／孔），培养过夜。 为了进行

饱和结合分析，将细胞与浓度递增（０ ～ １２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
的６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 单独（总结合）或与额外

１００ 倍的 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（非特异性结合）在 ３７ ℃
温育 １ ｈ，然后用 ５００ μｌ 冷 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次，将细

胞收集后使用 γ 计数器测量放射性。 通过总结合与

非特异性结合曲线相减拟合得到特异性结合曲线。
４．竞争抑制实验。 将 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞接种于

１２ 孔板（３×１０５ 个细胞 ／孔），培养过夜。 依次加入６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（３．７×１０４ Ｂｑ）、ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９
（浓度为 １０－３ ～１０３ ｎｍｏｌ ／ Ｌ），在 ３７ ℃温育 １ ｈ；然后

用 ５００ μｌ 冷 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次，将细胞收集后用 γ
计数器测量放射性。 以 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 浓度为

横坐标绘制竞争抑制曲线。
５．细胞摄取实验。 将 Ａ３７５、 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和

Ｕ８７ 细胞分别以 １×１０６ 个细胞 ／ ２００ μｌ 新鲜无血清

培养基的浓度转移到试管中，随后加入含探针６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（３．７×１０４ Ｂｑ）的新鲜无血清培养

基（ １００ μｌ）。 阻断组使用 ５００ 倍的 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃
Ｎｂ１０９ 预处理 ３０ ｍｉｎ，然后在 ３７ ℃分别温育 １５、３０、
６０ 和 １２０ ｍｉｎ。 去除培养基后用 ５００ μｌ 冷 ＰＢＳ 洗涤

２ 次，收集细胞后用 γ 计数器测量放射性，计算细胞

百分加入放射性剂量（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｄｄｅｄ ｒａｄｉｏ⁃
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｏｓｅ， ％ＡＤ；％ＡＤ＝样本放射性计数 ／标记化

合物的空白参比放射性计数×１００％）。
６．荷瘤裸鼠模型的建立。 （１） ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像（均

ｎ＝７）：将 ５×１０６ 个 Ａ３７５ 和 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞分别接

种于同 １ 只裸鼠的左、右上肢腋窝皮下；将 ５×１０６ 个

Ｕ８７ 细胞接种于裸鼠右上肢腋窝皮下。 （２）生物分

布研究（均 ｎ ＝ ５）：将 ５×１０６ 个 Ａ３７５ 或 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃
Ｌ１ 细胞接种于裸鼠的右上肢腋窝皮下。 监测肿瘤

体积（Ｖ＝π ／ ６×Ｌ×Ｗ×Ｈ；其中 Ｌ 代表肿瘤长径、Ｗ 代

表与长径垂直的横径、Ｈ 代表肿瘤高度），待长至

１５０～２５０ ｍｍ３ 时即可用于实验。
７． ＭｉｃｒｏＰＥＴ 显像。 荷瘤裸鼠尾静脉注射６８Ｇａ⁃

ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（５×１０６ Ｂｑ）后，采用体积分数 ２％
异氟烷麻醉，通过 １ ｈ 动态扫描和 １０ ｍｉｎ 静态扫描

获得全身 ＰＥＴ 显像。 利用三维有序子集最大期望

值迭代法重构图像，勾画 ＲＯＩ 来估算放射性探针在

肿瘤病灶和肌肉的摄取值，并以每毫升百分注射剂

量率（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｄｏｓｅ ｐｅｒ ｍｌ， ％ＩＤ ／ ｍｌ）表
示［％ＩＤ ／ ｍｌ ＝ＲＯＩ 残留的放射性浓度（Ｂｑ ／ ｍｌ） ／注射

的总放射性活度（Ｂｑ）×１００％］。
８．体内生物分布研究。 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ａ３７５

荷瘤裸鼠（均 ｎ＝ ５）分别称体质量，尾静脉注射６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９（５×１０６ Ｂｑ）。 探针注射后 １ ｈ，将
裸鼠处死后取出相应器官（心脏、肺、肝、脾、肾、胃、
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图 ２　 ６８Ｇａ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸（ＤＯＴＡ）⁃半胱氨酸⁃天冬氨酸⁃缬氨酸（ＣＤＶ）⁃Ｎｂ１０９ 对程序性细胞死亡蛋白配体 １

（ＰＤ⁃Ｌ１）特异性的体外研究。 Ａ． ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的结合亲和力实验结果；Ｂ． ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的竞争抑制实验结果；Ｃ． ６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在不同细胞中不同时间点的细胞摄取实验结果。 Ｕ８７ 为人胶质瘤细胞、Ａ３７５ 为人黑色素瘤细胞、Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 为人源

性 ＰＤ⁃Ｌ１ 转染的 Ａ３７５ 细胞、Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１⁃ｂｌｏｃｋ 为经 ５００ 倍 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 预处理后的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞；％ＡＤ 为百分加入放射性剂

量，ＩＣ５０为半抑制浓度，Ｋｄ 为解离常数；ＮＳ 为差异无统计学意义，ａＰ＜０．００１，ｂＰ＜０．０１

肠、骨骼、肌肉）和肿瘤组织，洗涤、称质量并测量放

射性计数，计算每克组织百分注射剂量率（ｐｅｒｃｅｎｔ⁃
ａｇｅ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｄｏｓｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ， ％ＩＤ ／ ｇ）。

９．统计学处理。 使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ １７．０ 软件进行

统计学分析，使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 进行数据和图像处

理。 Ｋｄ 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进行拟合计算得出。
符合正态分布的定量资料以 ｘ±ｓ 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用最小显著

差异 ｔ 检验。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１．前体及探针的制备和质量控制。 ＨＰＬＣ 分析显

示，前体纯度为 ９５．０９％；高分辨质谱显示，前体相对

分子质量为 １４ ４５５．７９，验证其结构正确，为单个抗体

分子与单个 ＤＯＴＡ 偶联的均一结构的产物。 放射性

ＴＬＣ 分析显示，６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 放射化学产率

为（６９．７９±４．６９）％；经 ＰＤ⁃１０ 脱盐柱纯化后，其放化纯

大于 ９７％，摩尔活度为（１２．８５±１．５１） ＧＢｑ ／ μｍｏｌ，整个

标记纯化可在 ２０ ｍｉｎ 内完成；其在 ＰＢＳ 和小鼠血清

中温育 １２０ ｍｉｎ 后的放化纯分别为 ９５％和 ９３％。
２． Ｋｄ 的测定及竞争抑制实验。 如图 ２Ａ 所示，

Ｋｄ 为（６６．４３±１７．８９） ｎｍｏｌ ／ Ｌ，表明６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃
Ｎｂ１０９ 与 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞具有较强的亲和力。 随

着反应体系中 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的浓度逐渐增

加，６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 结合率逐渐降低，ＤＯＴＡ⁃
ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的半抑制浓度为（２５．４３±２．８５） ｎｍｏｌ ／ Ｌ
（图 ２Ｂ），表明 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 能够有效阻断６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 与 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞的结合。

３．细胞摄取实验。 如图 ２Ｃ 所示，温育 ３０ ｍｉｎ
后，６８ Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ｕ８７、Ａ３７５ 和 Ａ３７５⁃
ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞中的摄取值达到平衡，分别为（２．０８±
０ ０３）、（１．２１±０．１４）和（３．１７±０．１５） ％ＡＤ，探针在

Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞、 Ｕ８７ 细胞中的摄取明显高于

Ａ３７５ 细胞 （ Ｆ ＝ ８２． ８７， ｔ 值： １５． ２３、 ９． ９８， Ｐ 值： ＜
０ ００１、０． ００３）。 与 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ｕ８７ 细胞相

比，６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５ 细胞中在所有

时间点均表现为低摄取。 经 ５００ 倍的前体预处理

３０ ｍｉｎ 后，６８ Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１
细胞中的最大细胞摄取下降至（１．５７±０．０９） ％ＡＤ，
与 Ａ３７５ 细胞的差异无统计学意义 （ ｔ ＝ １． ４９，Ｐ ＝
０ １３５）。 以上结果表明，６８ Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 具

有动态定量不同肿瘤细胞中 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达水平的潜力。
４． ＭｉｃｒｏＰＥＴ 显像结果。 注射后 １５ ｍｉｎ，６８ Ｇａ⁃

ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 ＰＤ⁃Ｌ１ 高表达的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１
模型中快速、高摄取，肿瘤内的显像剂摄取可持续 １ ｈ
以上；相反，阴性的 Ａ３７５ 模型在整个显像过程中未

观察到明显的显像剂浓聚（图 ３Ａ）；此外，探针在内

源性 ＰＤ⁃Ｌ１ 高表达的 Ｕ８７ 荷瘤裸鼠体内不同时间点

均有良好的肿瘤摄取（图 ３Ｂ）。 ＲＯＩ 分析显示，６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 肿瘤中的最大

摄取为（５．２１±０．３５） ％ＩＤ ／ ｍｌ，显著高于 Ａ３７５ 肿瘤

［（２．１７±０．３６） ％ＩＤ／ ｍｌ）］和肌肉［（１．９３±０．１９） ％ＩＤ ／ ｍｌ；
Ｆ＝ ６７５．１３， ｔ 值：３５．７０、４３．５８，均 Ｐ＜０．００１；图 ３Ｃ］；
探针注射后 １０ ｍｉｎ，在 Ｕ８７ 肿瘤中达到最大摄取

［（３．４４±０．６９） ％ＩＤ／ ｍｌ］，显著高于 Ａ３７５ 肿瘤［（２．１７±
０．３６） ％ＩＤ ／ ｍｌ］和肌肉［（１．６９±０．３４） ％ＩＤ ／ ｍｌ；Ｆ ＝
３５．９６，ｔ 值：３．４３、６．２９，均 Ｐ＜０．００１］，随后逐渐降低，
６０ ｍｉｎ 时肿瘤摄取值降低至（１．８１±０．４６） ％ＩＤ ／ ｍｌ
（图 ３Ｄ）；探针在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ｕ８７ 荷瘤裸鼠肿

瘤中的摄取显著高于 Ａ３７５ 荷瘤裸鼠（Ｆ ＝ ２４９．７２，ｔ
值：３５．７０、３．４３，均 Ｐ＜０．００１）。 探针能够迅速识别

ＰＤ⁃Ｌ１ 阳性组织并从非靶组织中快速清除， 在

Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 荷瘤裸鼠中显示出良好的靶本比，
注射后１０ ｍｉｎ的肿瘤 ／ 肌肉摄取比（ ｔｕｍｏｒ⁃ｔｏ⁃ｍｕｓｃｌｅ
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图 ３　 人黑色素瘤细胞 Ａ３７５（左）和人源性程序性细胞死亡蛋白配体 １（ＰＤ⁃Ｌ１）转染的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞（右）双侧荷瘤裸鼠及人胶质

瘤细胞 Ｕ８７ 荷瘤裸鼠尾静脉注射６８Ｇａ⁃１，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，４，７，１０⁃四乙酸（ＤＯＴＡ）⁃半胱氨酸⁃天冬氨酸⁃缬氨酸（ＣＤＶ）⁃Ｎｂ１０９

（５×１０６ Ｂｑ）后各时间点的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像图（圆圈示肿瘤）及肿瘤（Ｔｕｍｏｒ）与肌肉（Ｍｕｓｃｌｅ）摄取结果。 Ａ． Ａ３７５（左）和 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１
（右）双侧荷瘤裸鼠的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像图；Ｂ． Ｕ８７ 荷瘤裸鼠的 ｍｉｃｒｏＰＥＴ 显像图；Ｃ． Ａ３７５（左）和 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１（右）双侧荷瘤裸鼠各时间点

肿瘤与肌肉的摄取值；Ｄ． Ｕ８７ 荷瘤裸鼠各时间点肿瘤与肌肉的摄取值；Ｅ． Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１、Ａ３７５ 以及 Ｕ８７ 荷瘤裸鼠各时间点肿瘤 ／ 肌肉摄

取比（Ｔ ／ Ｍ）值。％ＩＤ ／ ｍｌ 为每毫升百分注射剂量率；ＮＳ 为差异无统计学意义，ａＰ＜０．００１，ｂ＜０．０１

ｕｐｔａｋｅ ｒａｔｉｏ， Ｔ ／ Ｍ）值为 ２．９０，并逐渐增加，最大 Ｔ ／ Ｍ
值可达 ６．９０；而在 Ａ３７５ 荷瘤裸鼠中的 Ｔ ／ Ｍ 值均较

低，且在整个显像过程无显著变化；探针在 Ｕ８７ 荷瘤裸

鼠体内的 Ｔ ／ Ｍ 值相对稳定，注射后 ３０ ｍｉｎ 达到最高

值约为 ２．７４（图 ３Ｅ）。 此外，所有 ＰＥＴ 图像均清晰

显示探针在肾脏和膀胱有较高的摄取，提示探针主

要通过肾脏和膀胱代谢。
５．体内生物分布 （表 １）。 探针注射后 １ ｈ，

Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ａ３７５ 荷瘤裸鼠肾脏均显示较高的

显像剂浓聚，表明６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 主要从泌

尿系统排出。 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ａ３７５ 荷瘤裸鼠的心脏、
肺和肝中的显像剂聚集相对较高。 注射后 １ ｈ，探针在

Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 肿瘤中的摄取值为（３．３５±０．１６） ％ＩＤ／ ｇ，
显著高于 Ａ３７５ 肿瘤［（１．２２±０．１４） ％ＩＤ ／ ｇ；ｔ ＝ １１．５８，
Ｐ＜０．００１］，与 ＰＥＴ 显像结果相一致。

讨　 　 论

近年来，免疫治疗在癌症治疗中表现出了显著

的疗效，ＰＤ⁃Ｌ１ 表达对免疫治疗的预测价值引起了

广泛关注［７⁃８］。 由于免疫组织化学的有创性以及肿

瘤的异质性，其结果只能代表小部分范围内 ＰＤ⁃Ｌ１
的表达水平，不能有效反映整个肿瘤组织和转移病

灶的情况［３］。 此外，在肿瘤的发生发展中，ＰＤ⁃Ｌ１ 的

表达是一个复杂的动态过程，因此有必要发展能够

全面、实时、精确检测 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达水平的显像技术。
目前，已有多个放射性核素标记的抗 ＰＤ⁃Ｌ１ 单

克隆抗体（简称单抗）被报道，这些单抗与 ＰＤ⁃Ｌ１ 具

有较强的结合亲和力，并成功应用于肺癌等多种肿

瘤中 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达的动态监测［９⁃１０］。 然而，由于单抗

对肿瘤的穿透能力较弱，需要用长半衰期的放射性
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表 １　 ６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ａ３７５
荷瘤裸鼠中注射后 １ ｈ 的生物分布（％ＩＤ ／ ｇ；ｘ±ｓ）

器官 Ａ３７５ 模型 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 模型

心脏 １．４９±０．２５ １．５５±０．１６
肺　 １．８０±０．０７ １．５２±０．１５
肝　 １．５３±０．０９ １．６７±０．３３
脾　 ０．５６±０．２０ ０．５３±０．２５
肾　 ４４．２２±１．２３　 ４２．０７±４．５２　
胃　 １．３９±０．１１ １．１７±０．０８
肠　 ０．７９±０．０４ ０．７３±０．１４
骨骼 １．０６±０．１２ １．１５±０．０７
肌肉 ０．４６±０．０７ ０．３８±０．０３
肿瘤 １．２１±０．１４ ３．３５±０．１６

　 　 注：每组小鼠 ５ 只；％ＩＤ ／ ｇ 为每克组织百分注射剂量率，ＣＤＶ 为

半胱氨酸⁃天冬氨酸⁃缬氨酸，ＤＯＴＡ 为 １，４，７，１０⁃四氮杂环十二烷⁃１，
４，７，１０⁃四乙酸，ＰＤ⁃Ｌ１ 为程序性细胞死亡蛋白配体 １

核素进行标记；注射后需要较长时间才能获得高对

比度的图像，且长期辐射照射可能在一定程度上对

患者的正常组织器官造成损害。 因此，有必要开发

能够从非靶器官和血液中快速清除的 ＰＤ⁃Ｌ１ 靶向

探针，实现 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达的动态监测［１１⁃１２］。
基于马来酰亚胺⁃半胱氨酸（ｍａｌｅｉｍｉｄｅ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ，

Ｍａｌ⁃Ｃｙｓ）可进行非金属催化迈克尔加成反应，具有

反应快速、条件温和的特性，且蛋白质中巯基的修饰

易于引入，使得精准合成单一分子量的放射性标记

前体成为可能。 Ｍａｌ⁃Ｃｙｓ 定点标记策略既不会影响

蛋白质良好的生物相容性，又可保持单域抗体与 ＰＤ⁃
Ｌ１ 的高亲和力，最大限度地减少免疫反应性的损

失［１３⁃１４］。 因此，本研究成功利用 Ｍａｌ⁃Ｃｙｓ 策略制得

均一结构的标记前体 ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９，经６８Ｇａ 一

步标记得到定点标记的探针６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９，标
记步骤简单、放化纯高、具有良好的稳定性。６８ Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 的 Ｋｄ 为（６６．４３±１７．８９） ｎｍｏｌ ／ Ｌ，表
明探针与 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞具有较强的亲和力。
探针与细胞温育 ３０ ｍｉｎ 后，细胞摄取均达到峰值，
探针在 ＰＤ⁃Ｌ１ 阳性表达的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 细胞和

Ｕ８７ 细胞中摄取明显高于 ＰＤ⁃Ｌ１ 阴性表达的 Ａ３７５
细胞。 ＭｉｒｃｏＰＥＴ 显像与细胞摄取一致，探针能够迅

速识别 ＰＤ⁃Ｌ１ 阳性表达的 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 及 Ｕ８７ 肿

瘤，而在 ＰＤ⁃Ｌ１ 阴性表达的 Ａ３７５ 肿瘤中未观察到

明显的显像剂浓聚。 因而，定点标记的探针６８ Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 能够无创对活体内 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达

水平进行量化。
与之前报道的随机标记探针６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｎｂ１０９ 相

比，６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 同样具有较高的放化纯以

及良好的体外稳定性。 定点标记的探针６８Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃

ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ｕ８７ 肿瘤中的最大摄取

值为（５．２１±０．３５）和（３．４４±０．６９） ％ＩＤ／ ｍｌ，与６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃
Ｎｂ１０９［（５．３２±０．４７）和（２．８４±０．３２） ％ＩＤ ／ ｍｌ］相似，
但其在心脏以及腹部摄取明显增高，信噪比降低。
与６８Ｇａ⁃ＮＯＴＡ⁃Ｎｂ１０９（１１．０３ 和 ９．１２）相比［５⁃６］，６８Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在 Ａ３７５⁃ｈＰＤ⁃Ｌ１ 和 Ｕ８７ 肿瘤中

的最大 Ｔ ／ Ｍ 值明显降低（６．９０ 和 ２．７４），这可能是由

于 ８０ ℃加热标记反应会对蛋白质的活性造成一定

的影响，从而导致蛋白质靶向能力有一定程度的降低。
另一方面，因 Ｇａ３＋ 离子半径较小，可能会降低６８ Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ 配合物的体内稳定性，从而造成 ＰＥＴ 显像背

景值的增加。
本研究存在一些不足：（１）需要筛选出更多内

源性 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达的肿瘤模型，定点标记的６８ Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在其他内源性 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达的肿

瘤模型中的有效性有待进一步研究； （ ２） ６８ Ｇａ⁃
ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９ 在人源性模型鼠中的显像效果以

及剂量优化还有待进一步探讨。
综上，定点标记的探针６８ Ｇａ⁃ＤＯＴＡ⁃ＣＤＶ⁃Ｎｂ１０９

具有较强的 ＰＤ⁃Ｌ１ 靶向特异性，可无创、动态检测

不同肿瘤中 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达水平，为抗 ＰＤ⁃Ｌ１ 疗法受

益患者的筛选提供了更为精确的手段。 此外，标记

长半衰期的诊疗一体化核素（如１７７Ｌｕ）值得进一步

研究，其在开发定点标记的诊疗一体化的放射性药

物方面具有巨大的应用潜力。
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