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【摘要】   目的    探讨靶向 B细胞淋巴瘤的分子探针131I-ch4E5的制备方法及其对荷人 B细胞

淋巴瘤裸鼠的抑瘤作用。方法    采用 Iodogen法用131I标记抗 CD80的人-鼠嵌合抗体 ch4E5，采

用放射性薄层色谱扫描法测定标记率和放射化学纯度。（1）体外实验：在含细胞数为 1×108、1×109、
1×1010、5×1010、1×1011 个/L的人 B细胞淋巴瘤 Raji细胞的离心管中分别加入131I-ch4E5溶液，

同时设置非特异结合对照管，测量每管沉淀的放射性计数，计算 Raji细胞与131I-ch4E5的特异性

结合率。（2）体内实验： 3只荷瘤裸鼠尾静脉注射 7.4 MBq的131I-ch4E5，72 h后处死，分别取肿瘤、

血等 14种脏器或组织，分别计算肿瘤与正常组织的放射性比值（T/NT）；将 15只荷瘤裸鼠按随

机数字表法分为 3组，分别经尾静脉注射131I-ch4E5（131I-ch4E5组）、未标记的 ch4E5（ch4E5组）及

生理盐水（对照组），观察 3组荷瘤裸鼠的肿瘤生长情况，给药后第 15天计算肿瘤生长抑制率；

之后处死荷瘤裸鼠取肿瘤组织，采用苏木精-伊红染色法做组织病理学检查。2组间的比较采用

两独立样本 t 检验。 结果    131I-ch4E5的标记率为（84.2±2.4）%、放射化学纯度为（97.1±1.1）%。

（1）体外实验：131I-ch4E5与 Raji细胞的结合率随细胞数量的增加而升高，最大结合率为（38.2±
2.3）%。（2）体内实验：131I-ch4E5在荷人 B细胞淋巴瘤裸鼠体内的分布具有靶向性，肿瘤与肌肉

的 T/NT最大为 7.30；与 ch4E5组、对照组比较，131I-ch4E5组肿瘤生长减慢，差异均有统计学

意义（t=2.889 、6.516，均 P<0.05）；给药后第 15天，131I-ch4E5组肿瘤抑制率为 71.7%、ch4E5组

为 43.4 %。组织病理学检查结果同样显示131I-ch4E5的治疗效果更明显。结论    自制分子探针
131I-ch4E5的标记率及放射化学纯度高，且对荷人 B细胞淋巴瘤裸鼠肿瘤生长有明显的抑制作

用，为进一步研究131I-ch4E5在放射免疫治疗中的应用提供了实验依据。

【关键词】    分子探针；碘放射性同位素；ch4E5；淋巴瘤，B细胞；放射免疫疗法；荷瘤裸鼠
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【Abstract】   Objective     To investigate the preparation method of a molecular probe 131I-ch4E5
for  targeting  B-cell  lymphoma  and  its  anti-tumor  effect  in  human  B-cell  lymphoma-bearing  nude
mouse model. Methods    The anti-CD80 human-mouse chimeric antibody ch4E5 was labeled with 131I
through  the  Iodogen  method,  and  its  labeling  rate  and  radiochemical  purity  were  determined  by
radioactive  thin  layer  chromatography  scanning  method.  (1)In  vitro  experiments:  131I-ch4E5  solution
was  added  to  cytocentrifuge  tubes  containing  1×108,  1×109,  1×1010,  5×1010,  and  1×1011  cells/L  of
human  B-cell  lymphoma  cells  (Raji  cells)  and  to  non-specific  binding  control  tubes.  Radioactivity
counts  per  tube  of  precipitation  were  measured  to  calculate  the  specific  binding  rate  of  Raji  cells  to
131I-ch4E5. (2) In vivo experiments: 7.4 MBq of 131I-ch4E5 was injected into three tumor-bearing nude
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mice  via  the  tail  vein.  After  72  h,  the  tumor-bearing  nude  mice  were  sacrificed.  Fourteen  organs  or
tissues,  such as tumor and blood,  were harvested and weighed,  and their  radioactivity was measured.
The  radioactivity  ratio  of  tumor  to  normal  tissue  (T/NT)  was  calculated.  In  the  treatment  study,  15
tumor-bearing nude mice were divided into three groups according to the random number table method
and  injected  with  131I-ch4E5  (131I-ch4E5  group),  unlabeled  ch4E5  (ch4E5  group),  and  normal  saline
(control group) through the tail vein. Tumor growth was observed in the three groups. After 15 days,
the  tumor  inhibition  rate  was  calculated,  and  then  the  tumor-bearing  nude  mice  were  sacrificed  to
harvest  tumor  tissues  for  histopathological  examination  by  hematoxylin-eosin  staining.  Comparisons
between the two groups were performed using two independent samples t-test. Results     The labeling
rate  of  131I-ch4E5  was  (84.2±2.4)%,  and  the  radiochemical  purity  was  (97.1±1.1)%.  (1)  In  vitro
experiments:  the  binding  rate  of  131I-ch4E5 to  Raji  cells  increased  with  increasing  cell  concentration,
and the maximum binding rate was (38.2±2.3)%. (2) In vivo experiments: the distribution of 131I-ch4E5
in human B-cell lymphoma-bearing nude mice was targeted, and the maximum T/NT ratio of tumor to
muscle  was  7.30.  Compared  with  the  ch4E5  and  control  groups,  the  131I-ch4E5  group  exhibited
decreased tumor growth, and the difference was statistically significant (t=2.889, 6.516; both P<0.05).
Fifteen days after the administration, the tumor inhibition rate was 71.7% in the 131I-ch4E5 group and
43.4% in the ch4E5 group. The histopathological examination results showed that tumor cell necrosis
was  observed  in  both  treatment  groups,  and  the  therapeutic  efficacy  of  the  131I-ch4E5  group  was
superior to that of the ch4E5 group. Conclusion     The self-made molecular probe 131I-ch4E5 has high
labeling rate  and radiochemical  purity,  and has a  significant  inhibitory effect  on the tumor growth of
human B-cell lymphoma-bearing nude mice, which provides an experimental basis for further research
on the application of 131I-ch4E5 in radioimmunotherapy.

【Key words】   Molecular  probes;  Iodine  radioisotopes;  ch4E5;  Lymphoma,  B-cell;
Radioimmunotherapy; Tumor-bearing nude mice
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基因工程抗体 ch4E5是近年来研制出的针对

CD80分子的人-鼠嵌合抗体[1]，其与人 B细胞淋巴瘤

Raji细胞有较高的亲和力，并能抑制该类肿瘤细胞

的生长增殖[2]。放射免疫治疗（radioimmunotherapy,
RIT）是将单克隆抗体与放射性核素连接，注入体

内后与肿瘤细胞特异性结合，并利用射线对肿瘤的

辐射生物效应而达到治疗目的，对于放射线敏感的

淋巴瘤的治疗有重要的理论意义和临床价值[3-4]。放

射性核素131I标记技术已被广泛应用于基础和临床

医学研究，但其对 ch4E5的放射性核素标记尚未见

报道。本研究采用 Iodogen法对 ch4E5进行131I标记

制备分子探针131I-ch4E5，并探索131I-ch4E5在体外

对人 B细胞淋巴瘤 Raji细胞的亲和作用，及其在荷

瘤裸鼠体内的生物学分布和对荷瘤裸鼠的抑瘤作用。

1    材料与方法

1.1    试剂与仪器

人-鼠嵌合抗体 ch4E5及人 B细胞淋巴瘤 Raji

细胞均由苏州大学医学部免疫学系提供。Iodogen
购自美国 Sigma公司，Na131I购自成都中核高通同位

素股份有限公司，PD10柱购自美国 GE Healthcare
Life SCiences 公司，RPMI 1640培养基购自美国

Gibco公司，碘化钾（分析纯）购自国药集团化学试

剂上海有限公司。CRC-15R放射性活度计购自美

国 Capintec公司，AR-2000放射性薄层色谱仪购

自美国 Bioscan公司，GC-911 γ放射免疫计数器购

自安徽中科中佳科学仪器有限公司，CR3低温离

心机和 CO2 培养箱均购自法国 Jouan公司。

1.2    实验动物

30只 CBALB/C裸鼠购自中国科学院上海实

验动物中心 [许可证号：SYXK（沪）2019-0004]，
4周龄，体重 16~20 g，雌雄不限。饲养条件：温

度（22±2）℃，湿度（50±10）%，12  h光明、12  h
黑暗交替，自由饮用无菌水和进食无特定病原

体级鼠繁殖饲料。实验期间观察动物活动及生存

状态。
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1.3    分子探针131I-ch4E5的制备

采用 Iodogen法进行 131I标记。在含有 30 μg
Iodogen的反应管中依次加入 ch4E5 80 μg、Na131I
溶液 100  μl （55.5  MBq），轻轻摇动，室温反应

10 min。反应完毕后加入 0.05 mol/L 磷酸缓冲液

250 μl，将反应液移入另一管中，静置 5 min。将

反应混合物用 PD10柱分离纯化，收集所有的流出

液，即为131I-ch4E5。采用放射性薄层色谱扫描法

测定标记率和放射化学纯度。

1.4    131I-ch4E5的稳定性

将131I-ch4E5分别加入到人血清和 PBS（pH=7.4）
中（1∶10），置 37℃ 条件下，检测放置第 1、3、
5天后131I-ch4E5的放射化学纯度。

1.5    131I-ch4E5免疫活性的检测

配制细胞数分别为 1×108、1×109、1×1010、5×
1010、1×1011 个/L的Raji细胞悬液，各取 100 μl细胞

悬液加入离心管中，每个浓度均设 3支平行管。每

管加入 20 μl的131I-ch4E5溶液（每分钟脉冲数约 5×
104），混匀，37℃ 培养 2 h；加入 0.05 mol/L的 PBS
500 μl（pH=7.4），摇匀，4℃ 低温离心（2000 r/min，
离心半径 12 cm）10 min，吸出上清液，用 PBS洗

涤沉淀 2次，测量沉淀的放射性计数，计算细胞结

合率。同时设置非特异结合对照管：分别取各浓度

细胞悬液 100 μl加入离心管中，均设 3支平行管，

先加入 2 μl ch4E5（1 g/L），然后加入 20 μl的131I-ch4E5
溶液，其余步骤同上。特异性结合率（%）=总细胞

结合率（%）−非特异性细胞结合率（%）。
1.6    荷人淋巴瘤裸鼠模型的建立

采用皮下种植的方法，将处于对数生长期的

Raji 细胞悬液按每只 1×107 个/L（0.1 ml）接种于裸

鼠右侧腋窝皮下。待肿瘤生长至长径 1 cm左右时

用于实验。

1.7    131I-ch4E5在荷瘤裸鼠体内的生物学分布

3只荷瘤裸鼠于给药前 3天，每天用 10%碘

化钾溶液 200 μl灌胃。每只荷瘤裸鼠均经尾静脉

注射131I-ch4E5 7.4 MBq（0.2 ml），72 h后处死裸鼠，

分别取血液、心脏、肝、脾、肺、肾、胃、肠、胰

腺、肌肉、骨、甲状腺、脑和肿瘤组织，称重并用

γ放射免疫计数器测量放射性计数，计算 T/NT。
1.8    131I-ch4E5对荷瘤裸鼠的抑瘤作用

将 15只荷瘤裸鼠按随机数字表法分为 3组，

每组 5只，给药前 3天各组小鼠持续用 0.1%碘化

钾溶液作为饮用水至实验结束。131I-ch4E5组：尾

静脉注射131I-ch4E5 11.1 MBq/只；ch4E5组：尾静

脉注射 ch4E5 20 μg/只；对照组：尾静脉注射生理

盐水 0.2 ml/只。

观察肿瘤体积变化：每隔 3天测量肿瘤的长径

和短径，计算肿瘤体积，肿瘤体积 V=a×b2/2（a
为长径、b为短径，单位：mm），将用药前的各组

体积归 1，计算体积变化，持续观察 15 d。计算肿

瘤生长抑制率，抑制率（%）=（V0−Vn）/V0×100%（V0

为对照组的肿瘤体积，Vn 为治疗组的肿瘤体积）。

组织病理学检查： 用药后第 15天处死荷瘤裸

鼠，分离肿瘤，用 10 %甲醛固定，采用苏木精-伊
红染色法做组织病理学检查。

1.9    统计学分析

x̄± s

应用 SPSS17.0软件对数据进行统计学分析。

符合正态分布的数据以 表示，2组间的比较采

用两独立样本 t 检验（方差齐）。P<0.05为差异有统

计学意义。

2    结果

2.1    分子探针131I-ch4E5的制备
131I-ch4E5的标记率为（84.2±2.4）%、放射化学

纯度为（97.1±1.1）%、比活度为 584.1 MBq/mg。
2.2    131I-ch4E5的稳定性

131I-ch4E5分别在血清和 PBS中第 5天后的放

射化学纯度均大于 90%（表 1），这说明标记抗体有

较好的稳定性。

2.3    131I-ch4E5的免疫活性
131I-ch4E5与 Raji细胞的结合率如图 1所示，随

着 Raji细胞数量的增加其结合率逐渐升高，当细

胞数达到 5×106 以后则升高不明显，其最大结合率

为（38.2±2.3）%。

2.4    131I-ch4E5在荷瘤裸鼠体内的生物学分布

荷瘤裸鼠注射131I-ch4E5 72 h后，肿瘤与血液、

x̄± s

表 1    131I-ch4E5在血清和 PBS中不同时间点的放射化学纯

度（ ，%）

x̄± s

Table 1    Radiochemical  purity  of  131I-ch4E5  at  different  time
points in serum and PBS ( , %)

类别 0 d 1 d 3 d 5 d

血清 97.10±1.07 96.88±1.51 96.14±0.33 94.76±0.28
PBS 97.10±1.07 95.23±1.09 93.03±1.91 91.32±1.27

　注：PBS为磷酸盐缓冲液
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心脏、肝、脾、肺、肾、胃、肠、胰腺、肌肉、骨、

甲状腺、脑组织的 T/NT分别为 1.01±0.15、2.55±
0.85、1.31±0.38、1.69±0.54、2.05±0.17、2.14±0.57、
5.16±0.96、3.84±0.93、2.18±0.35、6.05±1.20、3.46±
1.27、1.25±0.06、18.99±4.18，肿瘤与肌肉的 T/NT
最大为 7.30，这表明131I-ch4E5在荷瘤裸鼠体内的

分布具有靶向性。

2.5    131I-ch4E5对荷瘤裸鼠的抑瘤作用

由图 2可见，对照组肿瘤生长较快，ch4E5组

肿瘤生长慢于对照组，2组比较差异有统计学意义

（t=3.309，P=0.030）； 131I-ch4E5组肿瘤生长明显

缓慢，与 ch4E5组、对照组比较差异均有统计学意

义（t=2.889 、6.516，P=0.044、0.003）。治疗后第

15天，131I-ch4E5组肿瘤抑制率为 71.7%，ch4E5组

肿瘤抑制率为 43.4%。

各组荷瘤裸鼠肿瘤的组织病理学检查结果如

图 3所示，对照组肿瘤细胞增生活跃，见较多的病

理性核分裂像。与对照组比较，ch4E5组病理性核

分裂像相对较少，肿瘤细胞稀疏、个别核染色质浓

缩、碎裂；131I-ch4E5组肿瘤细胞显著减少，大片

肿瘤细胞凝固性坏死。

3    讨论

近年来，RIT在淋巴瘤治疗的基础研究和临

床应用方面取得了较大的进展，目前对淋巴瘤以

CD20为靶点的 RIT研究已有报道[5-8]，而针对 CD80
为靶点的 RIT研究国内外报道较少。CD80在 B淋

巴瘤细胞表面有较高的表达，据文献报道，其阳性

表达率可达 92.7%，且该分子介导的信号与肿瘤细

胞的恶性增殖及转移相关[9]。本研究用131I标记针

对 CD80的人-鼠嵌合抗体 ch4E5，制备了分子探

针131I-ch4E5，通过体内外实验为B细胞淋巴瘤CD80
为靶点的 RIT研究提供实验依据。

人-鼠嵌合抗体是常见的基因工程抗体，即采

用 DNA重组技术将鼠源性抗体的重、轻链可变区

基因插入到含有人抗体恒定区的表达载体中，转染

哺乳动物细胞表达，其人源化程度达到 70%左

右。嵌合抗体能完整地保留鼠源性抗体的可变区，

最大限度保持其亲和活性[10-11]。采用基因工程技术

构建的人-鼠嵌合抗体 ch4E5既保留了其结构中天

然结合抗原的完整 Fab段，同时又可通过人 Fc段
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图 1    131I-ch4E5与人 B细胞淋巴瘤 Raji细胞的结合率

Figure 1    131I-ch4E5  binding  rate  to  human  B-cell  lymphoma
Raji cells
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图 2    对照组、ch4E5组、131I-ch4E5组荷人 B细胞淋巴瘤裸

鼠的肿瘤生长曲线

Figure 2    Tumor growth curves of the human B-cell lymphoma-
bearing  nude  mice  in  the  control  group,  ch4E5  group,  and
131I-ch4E5 group

Ⓐ Ⓑ Ⓒ

图 3    对照组（A）、ch4E5组（B）、131I-ch4E5组（C）荷人 B细胞淋巴瘤裸鼠肿瘤的组织病理学检查图（苏木精-伊红染色法，×400）

Figure 3    Histopathological  examination diagram of the tumors of  the human B-cell  lymphoma-bearing nude mice in the control  group (A),
ch4E5 group (B), and 131I-ch4E5 group (C) (hematoxylin-eosin staining method, × 400)
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发挥高效的抗体依赖细胞介导的细胞毒作用及调节

免疫等功能[12]。由于嵌合抗体中鼠源蛋白含量减少

65%~70%，故应用人体后免疫原性将大大降低[13]，

从而减少人抗鼠抗体的产生。本研究中，131I标记

ch4E5采用 Iodogen法，Iodogen是一种温和的氧

化剂，利用其化合物不溶于水的特性，可将碘化反

应置于液相与固相之间，因此只将反应后的液相与

固相分离即可自行终止反应，无需加入还原剂，故

蛋白质在碘化反应过程中的损伤较小。Iodogen法

操作简便，反应温度和反应时间易于控制，标记产

物易于分离。本方法制备的分子探针131I-ch4E5具

有较高的标记率和放射化学纯度，其分别在血清

和 PBS中显示了较好的稳定性，符合体内外示踪

技术的要求。在体外131I-ch4E5与人 B细胞淋巴瘤

Raji细胞的结合率较高，这说明其与人 B细胞淋

巴瘤细胞有较好的亲和力。

在淋巴瘤治疗方面，RIT具有诸多独特的优

势[14-15]：放射性核素释放的 β射线能穿透多个细胞

直径的距离，发挥“交叉火力作用”；淋巴瘤细胞

对射线高度敏感；在机体免疫缺陷、抗原表达不良

或肿瘤免疫逃避等因素导致抗体及免疫毒素无效

时，内照射仍可发挥杀伤作用；标记抗体保留了抗

体本身所固有的抗肿瘤效应；淋巴瘤患者缺乏正常

淋巴细胞及免疫力，产生人抗鼠抗体的概率较其他

肿瘤低等等。本研究结果表明，131I-ch4E5对荷人 B
细胞淋巴瘤裸鼠的抑瘤作用明显，治疗后第 15天

对肿瘤的抑制率达到最高；组织病理学检查结果同

样提示了131I-ch4E5治疗作用更为明显。这些结果

说明131I-ch4E5结合到肿瘤细胞表面，利用抗体及

射线对肿瘤的双效作用达到了更显著的治疗效果。

综上所述，本研究制备的分子探针131I-ch4E5
标记率和放射化学纯度高，体内外实验结果均显示

与人 B细胞淋巴瘤有较好的亲和力，靶向性好，

对荷人 B细胞淋巴瘤裸鼠的肿瘤生长有明显的抑

制作用，为进一步研究131I-ch4E5在 RIT中的应用

提供了实验依据。
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论文中有效数字的确定及数字使用的注意事项

¹x

1. 有效数字的确定：有效数字是在测量中所能得到的有实际意义的数字。一个由有效数字构成的数值，只有末位数字

是估计数字，其余各位数字都是准确的。有效数字与测量仪器的灵敏度有关，以天平称重为例，如果天平的灵敏度为

0.1 mg，那么称重结果 12.34 mg中，12.3 mg为准确数字，0.04 mg为估计数字，2项合在一起组成有效数字。（1）计量资

料：平均值±标准差（ ±s）的位数，除了取决于测量仪器的精密度外，还取决于样本内个体的变异，一般按标准差的 1/3来

确定。例如：（3.61±0.42） kg，标准差的 1/3为 0.14，标准差波动在百克位，即小数点后第 1位上，故应取到小数点后第

1位，即 3.6±0.4，过多的位数并无意义。但是在一系列数值并列时，小数点后的位数应一致。例如在 3.61±0.42、

5.86±0.73、2.34±0.15这样一组数据中，第 3组数据标准差 0.15的 1/3为 0.05，在小数点后第 2位，则这组数据的有效位数

均可取到第 2位。（2）计数资料：以相对数表示时，其有效位数要以分母确定，分母<10时，一般不用百分数表示，如

5/8；分母 10~99，百分数到个位，如 68%；分母 100~999，百分数到小数点后 1位，如 34.5%；余类推。

2. 数字使用中的注意事项：（1）尾数“0”多的 5位以上数字，可以改写为以万和亿为单位的数。一般情况下不得以十、

百、千、十万、百万、千万、十亿、百亿、千亿等作单位（百、千、兆等词头除外）。例如：1 800 000可写成 180万；

142 500可写成 14.25万，不能写成 14万 2千 5百；5000字不能写成 5千字。（2）纯小数必须写出小数点前用以定位的

“0”。数值有效位数末尾的“0”也不能省略，应全部写出。例如：1.500、1.750、2.000不能写作 1.5、1.75、2。（3）数值的修

约按照 GB 8170-1987《数值修约规则》进行，其简明口诀为“4舍 6入 5看右，5后有数进上去，尾数为 0向左看，左数奇

进偶舍弃”。例如：修约到 1位小数，12.149修约为 12.1；12.169修约为 12.2；12.150修约为 12.2；12.250修约为 12.2。

（4）附带长度单位的数值相乘，每个数值后单位不能省略。例如：5 cm×8 cm×10 cm，不能写成 5×8×10 cm或 5×8×10 cm3。

（5）一系列数值的计量单位相同时，可以仅在最末 1个数字后写出单位符号，例如：60、80、100 mol/L，不必写作

60 mol/L、80 mol/L、100 mol/L。（6）用数字作分层或分组标志时，要注意避免含混不清或数值不连续。
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