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131 Ⅰ-KDR单克隆抗体抑制荷人膀胱癌 SCID小鼠瘤体生长的实验研究

王　源 ,程绍钧　　(第三军医大学西南医院核医学科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨 131 Ⅰ标记抗 KDR单抗对 SCID小鼠人膀胱癌皮下移植瘤模型瘤体生长的抑制作用。方法　在复

制SCID小鼠人膀胱癌皮下移植瘤模型的基础上 ,用131 Ⅰ标记抗KDR单抗 3G9 , 尾静脉注射荷瘤 SCID 小鼠作为实验组 , 以

非标记抗KDR单抗 3G9 及生理盐水尾静脉注射荷瘤 SCID小鼠作为对照组及空白组 , 观察 131 Ⅰ 标记抗 KDR单抗对 SCID

小鼠人膀胱癌皮下移植瘤模型瘤体生长的抑制作用。结果　131 Ⅰ-3G9 尾静脉注射荷瘤 SCID 小鼠后 3 周 , 移植瘤瘤体内

癌组织可见大片坏死 ,对照组移植瘤瘤体内癌组织也可见部分坏死 , 与空白组相比实验组与对照组对瘤体生长大小的抑

制率分别为 96.8%和 87.7%。结论　131 Ⅰ-抗 KDR单抗对肿瘤的抗血管生成治疗有潜在的临床应用前景。

　　关键词:单克隆抗体;放射免疫疗法;血管生成;膀胱癌
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Growth suppression effect of
131
I-labeled anti-KDR monoclonal antibody on tumor tissue

of human bladder cancer subcutaneously implanted in SCID mice
WANG Yuan , CHENG Shao-jun (Department of Nuclear Medicine , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the growth suppression effect of
131

I-labeled anti-KDR monoclonal antibody on

the tumor tissue of human bladder cancer subcutaneously implanted in SCID mice.Methods　The SCID murine

model was established by subcutaneous implantation of human bladder cancer in mice.The
131

I-labeled anti-KDR

monoclonal antibody (3G9)was injected into the caudal vein of mice (experimental group).The anti-KDR mono-

clonal antibodies and saline were injected into the caudal vein of the mice (control group and blank group , respec-

tively).The growth suppression effect of
131

I-labeled anti-KDR monoclonal antibody on the tumor tissue of SCID mice

bearing human bladder cancer was observed.Results　Tumor tissue necrosis was found in the mice of the experi-

mental group and the control group at 3 weeks after the injection.Compared with that in the blank group , the growth

suppression ratio in the experimental group and the control group were 96.8% and 87.7%, respectively.Conclu-

sion　
131

I-labeled anti-KDR monoclonal antibody may be of potential clinical significance in the anti-angiogenesis

therapy for human cancer.
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　　1971年 ,Folkman首次提出了“肿瘤生长依赖于血

管生成”的观点以来 ,肿瘤血管生成在恶性肿瘤发病过

程中的作用以及抗肿瘤血管生成对恶性肿瘤的治疗作

用的研究引起了越来越多的学者的兴趣 ,并取得了很

大的进展 。

　　血管生成是指从原有的血管网通过芽生方式形成
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新的血管的过程 。肿瘤生长过程中存在两个阶段 —血

管前期和血管期
[ 1]
。血管前期是指在肿瘤发生的早

期 ,局部几乎无新生血管形成的阶段。此时肿瘤细胞

的增殖率和死亡率相近 , 肿瘤体积难以超过 1 ～ 2

mm
3
,也极少发生转移 。血管期的特点是肿瘤局部有

大量的新生血管形成。此期肿瘤呈指数性生长 ,并向

周围组织浸润。

　　在促进肿瘤血管生成的多种细胞因子中 ,血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor , VEGF)发

挥了重要作用。VEGF 的特异性受体 Flt-1 和 KDR均

特异性表达于肿瘤血管内皮细胞 ,二者激活后的生物
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效应不尽相同 ,通过不同的途径对血管生成过程起正

性调节作用。VEGF 及其受体在包括乳腺癌 、消化道

肿瘤 、泌尿生殖系统肿瘤 、脑肿瘤以及头颈部肿瘤在内

的多数肿瘤中的表达明显增高
[ 2～ 8]

。

　　本研究通过建立荷人膀胱癌移植瘤 SCID小鼠模

型 ,以
131

I标记抗KDR单克隆抗体(3G9),观察
131

I-3G9

对荷瘤小鼠移植瘤瘤体生长的抑制作用 ,探讨将放射

免疫方法引入抗肿瘤血管生成治疗的可能性 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器
　　抗KDR单抗(3G9)由北京肿瘤防治研究所提供 , Na 131 I 由

中国原子能科学研究院同位素所提供 , Iodogen为上海试剂一厂

产品 , SephadexG25 为 Pharmacia公司产品 , SN682γ计数器为中国

科学院上海原子核研究所日环仪器厂产品。

1.2　细胞和动物
　　人膀胱癌 T24 细胞由重庆市超声研究所提供 , SCID 小鼠 ,

由第三军医大学实验动物中心提供。

1.3　荷人膀胱癌移植瘤 SCID小鼠模型的复制

　　按照李忠俊等[ 9] 的方法取 15只 4 ～ 6 周龄的 SCID小鼠 , 雌

雄不拘 ,体质量 15 ～ 20 g , 于 SPF条件下层流架中饲养。每周在

无菌条件下定期更换无菌笼具 、饮用水 、垫料等。常规方法培

养T24 细胞 ,制备细胞悬液 , 调整细胞浓度为 1×107 ml , 每只

SCID小鼠在无菌条件下于背部注射细胞悬液 0.2 ml , 整个注射

过程在 3 min 内完成。小鼠分为 3组 , 每组 5 只 , 继续在 SPF 条

件下饲养 ,定期观察小鼠生长 、成瘤情况 ,测量瘤体大小 。

1.4　鼠抗人 、鼠 KDR McAb(3G9)的
131

I 标记及标记抗

体体外活性检测

　　按 Iodogen 法常规标记鼠抗人 、鼠 KDR McAb(3G9)计算标

记率 、放射化学纯度 、放射性比活度 、放射性浓度。

　　常规培养膀胱癌细胞系(T24)、正常人体膀胱细胞 , 用

DMEM完全培养基制备细胞悬液 , 调整细胞浓度为 1×106 ml ,

两种细胞悬液分别装入 6 支以消毒灭菌的γ射线定标仪专用

试管内(1 ml 支 ,共 12 支), 12 支试管分为 A、B(T24 细胞), C、D

(正常膀胱细胞)4 组。A 、C两组每试管加入 131 Ⅰ-3G9 20 μl;B、

D两组每试管加入 131Ⅰ-3G9 20μl以及等质量的非标记 3G9 , 摇

匀 ,常规培养 12 h ,每隔 2 h 轻微振荡一次 , 培养 12 h 后测量每

试管总 CPM 计数 , 所有试管 1 000 r min 离心 5 min , 去上清 , 沉

淀用 PBS 洗涤 3次 , 最后测沉淀物 CPM 计数。按如下公式计算

体外细胞结合率 ,每组分别计算出 3 支试管的平均值。

　　体外细胞结合率(%)=沉淀物 CPM计数 各支试管总 CPM

计数×100%

1.5　
131

I-3G9抑制荷瘤SCID小鼠瘤体生长的实验观察
　　当移植瘤体积生长至 1～ 1.5 cm3 , 将随机分为 3 组的 SCID

小鼠设定为实验组 、非标记抗体对照组及空白对照组 , 实验前 3

d 用 1%无菌碘化钾代替饮水 , 以封闭甲状腺对131 I的吸收。用

非标记抗体(1 mg ml)调整标记抗体的浓度为 500μg ml ,实验组

各只小鼠分别从尾静脉注射 200μl标记抗体;对照组注射等浓

度等体积的非标记抗体;空白对照组注射等体积的生理盐水。

小鼠继续在SPF条件下饲养 ,每隔 3 d 测量瘤体大小。 4 周后取

小鼠肝 、脾 、肾等重要脏器以及瘤体部位组织行病理切片观察。

1.6　统计学方法
　　采用方差分析。

2　结果

2.1　荷人膀胱癌移植瘤SCID小鼠模型的建立及瘤体

生长情况

　　15 只 SCID小鼠皮下接种 T24 细胞后均成功长出移植瘤 ,

小鼠饮食 、精神等状况良好 , 瘤体生长较快 , 每两天用游标卡尺

测量瘤体长径(a)、短径(b), 以公式 V=1 2ab2 计算瘤体包块的

体积(V)大小 , 以时间(d)为横坐标 , 体积(V)为纵坐标 , 绘制 V

～ d曲线图。

图 1　SCID小鼠移植瘤生长曲线(5只小鼠平均值)

Fig 1　Growth curve of transplanted tumor in SCID(average

of 5 mice)

2.2　
131
碘标记抗 KDR单抗及标记抗体免疫活性检测

　　同期标记的两批抗体标记率分别为 87.4%、89.1%;放射

性比活度分别为 1.62×106 、16.5×106 Bq μg , 两批标记抗体蛋

白峰管合并后共计 1.5 ml , 三氯醋酸法测定其放化纯度为:

96.25%,纸层析法测的其放化纯度为:95.70%, 放射性比活度

为1.63×106 Bq μg ,放射性浓度为 6.51×108 Bq ml;通过体外竞

争结合试验测得体外细胞结合率分别为 60.4%、26.9%(竞争

结合组), 该结果表明 Iodogen 法 131 Ⅰ标记 3G9 保持有良好的免

疫结合特性 ,标记抗体与 KDR受体呈特异性结合。

2.3　
131

I-3G9抑制荷瘤SCID小鼠瘤体生长的实验观察
　　标记抗体经非标记抗体稀释 , 以及通过体外免疫活性检

测 ,按照 131 Ⅰ的半衰期 T1 2=8 d 换算 , 实际注入实验组 SCID

小鼠标记抗体的量为 55 MBq·100 μg-1·只-1 。实验组 SCID 小

鼠在注射标记抗体后第 2天移植瘤停止生长 ,第 4 天瘤体体积

有明显减小 , 3周后移植瘤瘤体体积为 0.14 cm3 ,按照公式:抑

制率=(空白组瘤体体积-实验组瘤体体积) 空白组瘤体体

积 ,(以上体积均为各组 5 只小鼠均值)计算出实验组小鼠瘤体

抑制率为 96.5%;非标记抗体对照组在注射后第 4 天后瘤体体

积开始减小 , 3周后移植瘤瘤体体积为 0.52 cm3 , 瘤体抑制率为
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82.5%。瘤体生长抑制曲线见图 2。

　　由图 2可看出实验组及非标记抗体对照组相对于空白对

照组均表现出明显的抑制瘤体生长的作用(3 周后以瘤体体积

作统计学分析 F =338.98 , P <0.001);实验组瘤体抑制效果优

于非标记抗体对照组(P <0.05), 且实验组较早表现出抑制瘤

体生长作用。

　　组织学观察:肿瘤标本切片经 HE 染色 , 用 131 I-3G9 治疗后

的肿瘤切片见瘤巢少 ,松散 ,广泛机化坏死灶(见图 3A 箭头所

示);非标记抗体对照组的肿瘤切片瘤巢较少 , 排列不紧密 , 可

见部分机化坏死灶(见图 3B 箭头所示);空白对照组的肿瘤切

片瘤巢丰富 ,排列紧密 , 少见坏死灶(见图 3C 箭头所示)。各组

小鼠肝 、脾 、肾等重要脏器病理切片均未见异常。

图 2　瘤体生长抑制曲线

Fig 2　Repression curve of tumor growth

A:Experimental group　　Extensive organized necrotic foci;B:Cont rol group　　Partial organized necrotic foci (←);C:Blank group　　Large number of

closely arranged tumor nests closely arranged(←)

图 3　瘤体的病理学改变　(HE×400)

Fig 3　Histopathological changes of the tumor　(HE×400)

3　讨论

　　本研究以肿瘤细胞及瘤体组织的血管内皮细胞表

面KDR受体作为靶点 。人 VEGFR-Ⅱ即 KDR仅特异

地表达于肿瘤血管内皮细胞及肿瘤细胞的表面 ,与

VEGF有很高的亲和力 ,二者结合后能促进新生血管

的形成及肿瘤细胞的生长 、转移
[ 10]
。KDR属于细胞表

面酪氨酸激酶受体 , cDNA全长4 230 bp ,编码 1 354个

氨基酸 ,含有胞外 7个免疫球蛋白样区域 ,跨膜区和胞

内激酶区
[ 11]
,其中Ⅰ ～ Ⅳ免疫球蛋白样区为 VEGF 与

KDR结合的位点 ,本研究使用的KDR单抗 3G9是以原

核表达的 KDRⅠ ～ Ⅳ区融合蛋白免疫 BALB c 小鼠 ,

用杂交瘤技术制备抗 KDRⅠ ～ Ⅳ的McAb
[ 12]
,分子量

较小 ,与KDR受体结合特异性高 ,能较好的竞争抑制

VEGF 与KDR的结合。

　　有研究表明 ,多种肿瘤细胞表面均表达 KDR受

体 ,使得肿瘤细胞的生长繁殖受到 VEGF 的自分泌调

节 ,其中以膀胱癌 T24细胞的表达强度最高
[ 13]
,本研

究选用 T24细胞建立荷人膀胱癌移植瘤 SCID小鼠动

物模型 ,以
131
Ⅰ标记KDR单抗 ,利用单抗与 KDR受体

特异性结合特性 ,一方面 KDR单抗与 VEGF 竞争结合

KDR受体 ,抑制肿瘤血管生成的信号传递;另一方面

单抗将
131
Ⅰ带到肿瘤细胞及瘤体组织的血管内皮细

胞表面 ,利用
131
Ⅰ的 γ射线可对瘤体进行分布定位

(另文发表),同时
131
Ⅰ的 β射线对瘤体细胞及瘤体组织

血管内皮细胞造成辐射损伤。将抗肿瘤血管生成治疗

与肿瘤放射免疫治疗结合 ,有效地抑制了瘤体的生长 。
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氨茶碱对幼猪空运高原 1周后氧动力学的影响

Effects of aminophylline on oxygen dynamics of young pigs at 1 week after transporta-
tion by air to high-altitude area
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　　急性高原病的主要原因是高原缺氧 , 所以在高原缺氧的治

疗中 ,纠正氧供需失衡非常重要。氨茶碱在急性高原病的治疗

中虽然已是常规用药 ,但其对急性缺氧患者的氧动力学的影响

少见报道。为了了解氨茶碱对急性缺氧患者氧动力学的影响 ,

我们对幼猪空运高原 1 周后应用氨茶碱氧动力学的变化进行

了研究 ,现报告如下。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　长白幼猪 8 只(由四川医学实验动物繁育场提供), 雄性 ,

体质量(11.44±1.55)kg , 身长(75.13±4.88)cm , 月龄 2 个月。

由成都(海拔 400 m)经飞机空运至拉萨(海拔 3 658 m , 大气氧

分压 97 mmHg), 实验幼猪空运高原 1周后开始实验。

1.2　实验方法
1.2.1　动物准备　　幼猪于麻醉状态下行气管切开插管 , 于

右侧股动脉及股静脉插入动脉导管及四腔漂浮导管 , 并经传感

器接 8导生理仪。连接心电监护。经气管插管吸入正压空气 ,

3 L min。

1.2.2　实验步骤　　应用氨茶碱前测定 HR、CO、PAP、AWP 及

动脉血 Hb 、PH 、HCO3 、SaO2 、PaO2 及 PaCO2 作为基础值 , 供应用

氨茶碱后对比。测定结束后 , 经四腔漂浮导管静脉注入氨茶

碱 ,剂量按 25 mg kg 计算 ,加入 5%葡萄糖稀释到 20 ml , 5 min 静

推完毕 ,将药物推完后 5 、15 、30、60、90 min 设为观察时相点 , 并

测定上述各指标。

1.3　统计学处理
　　应用 SPSS11.0 软件包进行统计学处理 , 组间指标用均

 x±s 表示 ,经单因素方差分析(SNK法)。

2　结果

　　空运高原幼猪应用氨茶碱后氧动力学各参数的变化见表 1。

表 1　空运高原幼猪 1周后应用氨茶碱动力学的变化情况( x±s)

用药后(min)
项目 用药前

5 15 30 60 90

MPAP(mmHg) 30.36±4.25 23.18±4.65＊＊ 25.75±2.93＊＊ 26.33±3.93＊＊ 26.69±2.77＊＊ 24.23±1.66＊＊

PVR(mmHg) 637.17±110.68 459.25±83.88＊ 509.99±95.61＊ 473.96±107.08＊ 517.95±52.04＊ 596.23±162.66

CO(L min) 2.12±0.47 2.18±0.28 2.40±0.35＊ 2.46±0.48＊ 2.25±0.21 2.13±0.52
DO2(L·min-1·m-2) 267.64±43.98 334.17±25.28＊＊ 371.44±37.57＊＊ 409.09±64.36＊＊ 365.50±76.5＊＊ 332.76±49.07＊＊

VO2(L·min-1·m-2) 118.31±21.00 128.60±33.57 153.32±44.04＊ 181.77±65.29＊ 149.90±44.19 129.03±28.38
O2Ext(%) 0.44±0.07 0.39±0.11 0.42±0.12 0.45±0.13 0.40±0.11 0.42±0.12
Qs Qt 0.240±0.017 0.234±0.007 0.229±0.016＊ 0.223±0.01＊ 0.242±0.043 0.236±0.011

与用药前比较 , ＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01
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