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非霍奇金淋巴瘤的CD20分子显像及靶向治疗研究

进展

查林冯世斌李前伟

【摘要】应用放射性核素标记B淋巴细胞分化抗原CD20单抗或其重组片段，在分子水平实

现对非霍奇金淋巴瘤(NHL)显像和治疗，这将成为提高患者生存率的有效手段。该文介绍了CD20

表面抗原的生物学特性及NHL抗CD20单抗的免疫治疗、放射免疫治疗以及放射免疫显像的研究

进展。
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Progress of study on the molecular imaging and targeted therapy in CD20 of non-

Hodgkin’s lymphoma
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【Abstract】The molecular imaging and targeted therapy with radiolabeled anti．CD20 monoelonal

antibody or recombinant anti—CD20 monoclonal antibody fragments is the effective methods to improve the

survival rate for non—Hod#in’s lymphoma fNHL)．This article reviews the biological characteristics ofCD20

and the immunotherapy。radioimmunotherapy，mdioimmunoimaging with anti·CD20 monoclonal antibody

fhNHL．
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淋巴瘤是原发于淋巴结及结外淋巴组织或器官

的恶性肿瘤，多发于淋巴结、扁桃体、脾脏及骨

髓。流行病学资料显示，淋巴瘤的发病率在全球呈

逐年上升趋势。我国每年新发淋巴瘤患者约5万

例，年病死数约2万；男性发病率为1．39／10万，

女性为0．84／10万，病死率约1．5／10万；在男性恶

性肿瘤中列第九位，女性中列第十位；多发于中青

年，以20—40岁多见，城市高于农村111。淋巴瘤的

发病原因多与病毒感染、免疫抑制及环境等因素有

关，当淋巴瘤细胞侵袭血液系统时可引发淋巴细胞

性白血病。病理学将淋巴瘤分为霍奇金淋巴瘤和非

霍奇金淋巴瘤(non．Hodgkin’s lymphoma。NHL)

两大类。在我国，霍奇金淋巴瘤患者仅占淋巴瘤的

8％～1l％，其中90％起源于淋巴结；NHL占89％一

92％，其中60％起源于淋巴结，且NHL所占比例
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有逐年上升的趋势。因此，如何提高NHL的疗效

是临床长期关注的焦点，其中，针对B淋巴细胞

分化抗原CD20的生物治疗和分子显像已展现出良

好的前景。

1 CD20

CD20是位于B淋巴细胞膜表面的磷酸化蛋

白，由279个氨基酸残基组成，由于磷酸化程度不

同，其分子质量为(33～37)×1矿，以四次跨膜的形式

存在(图1)t2J，其中，氨基端和羧基端以及第二次

跨膜与第三次跨膜之间的氨基酸序列均位于胞质

内，仅第三次跨膜与第四次跨膜之间的25个氨基

酸As．旧-Gin岍(NIYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIQ)

构成胞外段，是生物治疗的作用靶点131。胞外段的

Ala-70～Serm是抗CD20单克隆抗体(如利妥昔单抗

等)的主要识别结构域。CD20的生物学功能尚未完

全阐明，推测其参与了B细胞的增殖、分化、信

号转导和钙离子的跨膜传递过程。编码人CD20的



图1 CD20分子结构示意图

基因位于染色体l lql2．13，长度为16 kb，含有8

个外显子。

目前研究发现，CD20在人的前B细胞、未成

熟B细胞、成熟的B细胞以及激活的B细胞中均有

表达，但在造血干细胞、原B细胞、浆细胞、淋巴

祖细胞和其他正常组织中无表达，人血清中亦无游

离CD20的存在。研究证实，绝大多数NHL起源于

B细胞，约95％的B细胞|生淋巴瘤CD20呈阳性㈣。
CD20在NHL细胞中的特异性表达，使之成为NHL

生物治疗和分子显像研究的理想靶点。

2 NHL的免疫治疗

目前，淋巴瘤的常规治疗方法为化疗和放疗，

复发率约为30％，NHL患者完全缓解率为45％一

55％，长期无病生存率为30％～35％[61。由于化疗

药物的选择性差，对造血系统、肝肾功能的不良作

用较大，因此，针对NHL细胞表面抗原的免疫治

疗和放射免疫治疗研究日益受到临床的关注。

2．1利妥昔单抗(rituximab)

Rituximab是全球首个被批准用于临床治疗

CD20阳性淋巴瘤的单克隆抗体，目前在治疗NHL

中应用广泛，完全缓解率高达65％。Rituximab是

一种人，鼠嵌合型免疫球蛋白G单抗，含有1328个

氨基酸残基，分子质量约144 x103，由鼠抗CD20

单抗的抗原结合片段(antigen—binding fragment，Fab)

与人免疫球蛋白G抗体的结晶片段(fragment

crystallizable，Fc)构成(图2)tn。Du等l邵l先后阐明

了rituximab和C2H7抗体与CD20特异性结合的机

制，即rituximab的抗原结合部位由轻链(L)可变区

和重链(H)可变区组成，共有Ll、L2、L3、HI、

H2及H3等6个环状互补决定区，其中L3、H1、

H2和H3共同构成一个“袋状结构”，能够特异性

地与分化群20胞外段结合。

Rituximab的治疗机理是通过抗体依赖的细胞

毒作用、补体介导的细胞毒作用以及抗原．抗体结

合后诱导的细胞凋亡，抑制NHL细胞的生长【9I。

随着对CD20研究的深入，rituximab也有应用

于慢性淋巴细胞性白血病、类风湿性关节炎及多种

自身免疫性疾病治疗的报道㈣，其治疗机制多与

rituximab结合CD20后引起B细胞数量下调有关。

图2利妥昔单克隆抗体结构示意图图中，Fv：抗

原结合部位；Fab：抗原结合片段；Fc：结晶片段；

IgG：免疫球蛋白G；V。：轻链可变区；V。：重链可

变区；CL：轻链恒定区；C⋯重链恒定区1；Cm：重

链恒定区2；Cm：重链恒定区3；SS：二硫键。

2．2重组rituximab

Hayden—Ledbetter等⋯1制备了靶向CD20的单

链二聚体重组rxituximab片段TRU．015，由单链抗

原结合部位、人免疫球蛋白G铰链区、重链恒定

区2和重链恒定区3组成，分子质量为104 xl 03。

研究显示，与全分子rituximab单抗相比，TRU．015

去除了重链恒定区1和轻链恒定区，分子质量降

低，既增强了其在肿瘤组织中的穿透力，也降低了

免疫原性。裸鼠接种瘤细胞7-8 d后，构建Ramos

细胞和Daudi细胞两种NHL移植瘤模型，分别静

脉注射相同剂量(100 Ixg)的TRU一015、fituximab及

人免疫球蛋白G，结果显示，TRU．015治疗Ramos

细胞和Daudi细胞移植瘤小鼠的平均存活时间分别

为28d和56d，rituximab分别为13d和29d，免疫

球蛋白G分别为8 d和14 d，表明TRU．015治疗

NHL移植瘤的效果明显优于rituximab和人免疫球

蛋白G。

Rossi等【121采用Dock．and．Lock方法制备了Hex．
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hA20、Tri．hA20和Tetra—hA20等3种重组抗CD20

单抗，它们的组成分别为6个Fab结合1个Fc、3

个Fab聚合及4个Fab聚合，并构建了重症联合免

疫缺陷小鼠淋巴瘤模型，经竞争性酶联免疫吸附测

定证实，Hex—hA20对CD20的亲和力是人源化抗

CD20单抗veltuzumab的3倍；Hex．hA20对Raji、

Ramos、Daudi等3种NHL细胞的半效应浓度分别

为0．064 nmol／L、0．15 nmol／L、0．15 nmo儿，而
Veltuzumab均>10 nmol／L；检测Raji细胞的24 h

凋亡率，3种重组单抗为12％一16％，vehuzumab为

6％～9％，而未经处理的对照组为3％。此外，3种

重组单抗还能介导同型分子的聚集及抑制细胞的钙

动员，从而有效抑制NHL细胞的生长。

3 NHL的放射免疫治疗

放射免疫治疗(radioimmunotherapy，RIT)是指

用能发射B或a粒子的放射性核素标记抗体，然

后引入体内，通过抗原一抗体的特异性结合反应，

实现放射性核素对靶组织的高选择性内照射治疗。

淋巴瘤细胞对射线有较高的敏感性，这为应用RIT

方法开展针对NHL细胞CD20的治疗奠定了理论

基础。

3．1治疗用放射性核素

目前，用于RIT的放射性核素主要有峙1I、9叮、

l。丌Lu、211At、213Bi、1钾Tb等。131I主要发射13射线，

半衰期为8．04 d，射线平均能量为183 keV，最大

能量为807 MeV，在组织内平均射程为O．4 mm，由

于其射线能量较低，故多用于体积较小或转移病

灶；但是，131I还发射364 keV的高能^y射线，给

辐射防护带来一定困难，因此”1I并非理想的治疗

用核素。唧发射单纯6射线，半衰期为2．7 d，其

射线平均能量为935 keV，最大能量为2．280 MeV，

组织内平均射程为2．5 mm，由于射线能量较高，

∞Y多用于体积较大的病灶。177Lu的半衰期为6．7 d，

发射的B射线平均能量为133 keV，最大能量为

497 keV，组织内最大射程<0．2 mm，适用于体积小

或转移病灶；177Lu还发射113。208 keY的叮射线，

适用于SPECT。

211At、213Bi和14吼均为o【衰变核素(表1)，q
粒子的线性能量转移约为B粒子的400倍，因此，

Ⅸ衰变核素是靶向内照射治疗效率最高的核素。由

于Ot粒子的电离辐射作用极强，因此，如何提高q

衰变核素在靶组织的特异性高浓聚结合，同时有效

避免对正常组织的损伤，是Ot衰变核素内照射治

疗研究亟待解决的问题。

表1 a衰变核素z”At、213Bi、1静丁h的物理特性

注：表中，LET为传能线密度。

3．2 针对CD20的放射免疫治疗

Leahy等【1目评价了啪I-rituximab对91例NHL

患者的疗效：静脉注射n1I-rituximab 1．36—5．34 GBq，

全身吸收剂量0．75 Gy。90 d后采用Kaplan—Meier法

评价疗效，结果显示：总缓解率约76％，其中完全

缓解和未经证实完全缓解约53％；总体中位无进展

生存期约13个月，完全缓解患者与部分缓解患者的

中位无进展生存期分别约20个月和7个月；平均随

访23个月，总体中位生存期约50个月，4年生存

率约59％，其中完全缓解患者的生存时间明显长于

药物无反应者；不良反应以血小板和中性粒细胞减

少常见。

Hainsworth等fId】评价了90Y．替伊莫单抗(唧．
ibritumomab tiuxetan)对4l例NHL患者的疗效：患

者在0~4周静脉注射Rituximab，剂量为375mg／m2，5—

13周行Rituximab联合化疗(CHOP方案：环磷酰

胺、阿霉素、长春新碱、泼尼松，或COP方案：

环磷酰胺、长春新碱、泼尼松或)，第14周完全缓

解率为30％；第15周静脉注射90y。ibritumomab

tiuxetan，剂量为(1．11．148)×104 Bq／kg，第28周完

全缓解率为72％。该组患者平均随访67个月，5

年无进展生存率和存活率分别为64％和96％，不良

反应仍以血小板和中性粒细胞减少为常见。

Forrer等115l用177Lu标记1,4，7，10．四氮杂环十二

烷．N，N7，N“，N⋯一四乙酸(1，4，7，10-tetraazacyclodode-

cane—N，N，，N7，，N“"-tetraacetic Acid，DOTA)一rituximab，

制备得到177Lu．(DOTA)4-rituximab。在pH 5．0—6．0、

37℃条件下，标记率>99％，室温放置7 d后，用

高效液相色谱法测定标记物放化纯>97％；将人

CD20 eDNA转染至小鼠L-VBl细胞，流式细胞仪

测定研Lu一(DOTA)4-rituximab与CD20阳性的L-VBI

细胞的免疫结合率>70％；对NHL患者静脉注射



1 1 10～1480 MBq 1VLu一(DOTA)4-rituximab前及注射后

4 d分别行1SF—FDG PET，结果显示，治疗后肿瘤部

位-8F—FDG浓聚减低。与-，tI和吖相比，-nLu发

射B射线的能量适中、射程较短、线性能量转移

较高，因此，177Lu一(DOTA)4．rituximab治疗NHL具

有效率高、对正常组织损伤小等优点。此外，还可

同时应用SPECT监测其在体内的分布。

Beyer等[161在pH为5．5条件下制备14叩b．环己

基-二亚乙基三胺五乙酸．rituximab，薄层色谱法测

定其标记率>99％；对重症联合免疫缺陷小鼠静脉

注射5×106 Daudi细胞构建淋巴瘤模型，2 d后，实

验组静脉注射5．5 MBq 149Tb．rituximab(5斗曲，对照组

l和对照组2分别静脉注射5斗g和300 I．Lg rituxi．

mab，对照组3不给予治疗，结果显示：①89％的

实验组小鼠存活时间>120 d，处死后组织切片未发

现病理改变，其余11％小鼠于48 d内死亡，解剖

发现有腹部肿瘤生长；②对照组1的小鼠最长存活

时间为43 d，17％小鼠肉眼发现肿瘤生长，83％出

现瘫痪或体质量明显减轻；③对照组2的小鼠最长

存活时间为I 16 d，全部有肿瘤生长；④未经治疗组

小鼠37 d全部死亡，50％肉眼发现肿瘤生长，50％

出现瘫痪或体质量明显减轻。结果表明，-％．环
己基一二亚乙基三胺五乙酸．fituximab对NHL的疗

效优于rituximabo

针对NHL细胞膜表面CD20的免疫治疗及RIT

均属生物分子治疗范畴，应遵循个体化治疗原则。

然而，临床上仍有部分NHL患者肿瘤细胞表面不

表达或低表达CD20，因此，在体显示和评价NHL

患者瘤细胞CD20的表达有助于预测针对其进行的

免疫治疗和RIT疗效，为个体化治疗提供依据。

4 NHL的CD20放射免疫显像(radioimmuno

imaging。R11)

RII是指用放射性核素标记特定的单克隆抗

体，注入体内后能与相关抗原特异性结合而使其显

影，对病变进行定位和定性诊断，并为免疫治疗和

放射免疫治疗提供客观依据。

传统的酊Ga肿瘤显像诊断NHL特异性差、敏

感性低、显像时间长，已逐步被1 sF’．FDG PET所取

代。18F．FDG PET检测淋巴瘤敏感性高，可实现早

期诊断、准确的临床分期、探测复发与转移灶、鉴

别肿瘤复发与瘢痕、早期评价放化疗效果、指导骨

髓穿刺活检等，此外，IsF．FDG PET对小淋巴结及

结外病变的检出率优于CT，对指导临床治疗NHL

具有重要意义117-阍。然而，1SF—FDG是非特异性显像

剂，炎症、感染及活动性结核等良性病变也能摄取
t

8F’．FDG，易造成假阳性；一些低度恶性淋巴瘤代谢

活性低(如小B细胞性淋巴瘤)，摄取18F—FDG不明

显，易造成假阴性【19-201。应用放射性核素标记抗

CD20单抗。制备高选择性的NHL显像剂。不仅有

助于提高NHL诊断的特异性，同时也为NHL的免

疫治疗及放免治疗提供客观依据。目前，用于NHL

放免显像的核素主要有归rcm和，研等。弦rc2发射单

纯^y射线，能量为141 keV，半衰期为6．02h；124I是

正电子核素，半衰期为4．2 d。

Stopar等【211将fituximab与亚甲基二膦酸盐、

氟化亚锡、氨基苯甲酸的溶液混合，用302 nm紫

外线照射20 min，室温下加入高锝酸盐，温育l h，

得到9妒l'c"-rituximab，其标记率>95％，免疫活性>

93．3％。对NHL患者静脉注射500—600 MBq 9‰m．
rituximab，分别于注射后3 h、6 h、20h显像，结

果显示：血池、肝、肾、脾显影，肿瘤部位显像剂

浓聚随时间逐渐增多，为评估NHL患者肿瘤细胞

表面CD20的表达提供了一种无创性影像诊断方法昀。

但该显像剂存在肿瘤清晰显影的时间长、软组织本

底高等不足，这与rituximab分子质量大、肿瘤组

织穿透能力弱等有关。

Olafsen等【∞1设计、制备了单链抗原结合部位．

重链恒定区3(single．chain Fv—CH3，scFv．CH3)二聚

体(分子质量为80x103)和单链抗原结合部位．结晶

片段(single—chain Fv—Fc，scFv—Fc)二聚体(分子质量

为105 x103)两种rituximab的重组片段，通过

Iodogen碘化法进行124I标记，标记率分别为84．9％

和80．9％；小鼠淋巴瘤模型PET显示，这两种标记

的重组片段均能快速、特异性浓聚于CD20阳性肿

瘤组织；静脉注射124I．scFv—CH3 21 h后，肿瘤与肝、

脾、肾、肺及血池的例T值为4．8—14．3，明显优
于1uI—scFv—Fc的3．3—4．7，这是因为：①scFv．CH3

可与巨噬细胞、中性粒细胞及嗜酸性粒细胞的Fc

受体相互作用，血液中半清除期较长、肿瘤摄取较

高，而scFv—Fc的Fc区域有两个突变区，不能与

Fc受体相互作用，血清半衰期短；(窑)scFv-CH，的

分子质量小。组织穿透能力强，血液清除快。

Olafsen等闭合成了仅由轻链可变区、重链可变区、

连接肽及C端的一个半胱氨酸组成的抗CD20 scFv
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二聚体(分子质量约50x103)，同样采用Iodogen法

进行11标记，标记率为78．9％一85．6％；对B细胞

淋巴瘤小鼠静脉注射后8 h PET显示，肿瘤可清晰

显影，肿瘤与各主要脏器的T／NT值为1．2～3．7。T／

NT值不高的原因可能与重组片段分子结构改变后

引起亲和力的下降有关。

目前，针对CD20的，‰m标记的RII存在显像

时间过长，而-24I标记需分离纯化且难以推广应用

等不足。因此，针对CD20胞外段筛选特异结合的

多肽作为核医学分子显像探针，通过降低分子质

量、加快血液清除速度、提高穿透力、缩短显像时

间、提高T／NT值，是未来NHL患者个体化诊疗的

关键和发展方向。
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[4]

[5]
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