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摘要  目的  探讨构建程序性死亡受体-1（PD-1）分子探针，微型正电子发射断层显像/计

算机断层成像(Micro-PET/CT)无创显像小鼠 S180 肉瘤中 PD-1 蛋白的可行性。方法  通过

S180 肉瘤细胞注射成瘤方法建立转基因 PD-1 C57 S180 肉瘤小鼠模型，动物毒性试验验证

PD-1 抗体对小鼠各脏器的毒性，免疫组织化学染色（IHC）验证 S180 肉瘤中 PD-1 蛋白的

表达情况，进一步合成 124I-anti-PD-1 单克隆抗体分子探针，在转基因 PD-1 C57 小鼠尾静脉

注射 18.5 MBq 124I-anti-PD-1 探针并进行 S180 肉瘤的 Micro-PET/CT。结果  成功构建了转

基因 PD-1 C57 S180 肉瘤小鼠模型。IHC 显示 S180 肉瘤中存在 PD-1 蛋白的表达，

Micro-PET/CT 在小鼠注射探针后不同的时间点（20、48、72、120 h）均能成功显像 S180

肉瘤中 PD-1 蛋白受体。结论  124I-anti-PD-1 单克隆抗体分子探针可以成功靶向转基因 PD-1 

C57 小鼠 S180 肉瘤的 PD-1 受体，并呈现清晰的 Micro-PET/CT 免疫成像，从而有望实现无

创筛选 PD-1 阳性表达的恶性肿瘤患者的目的。 

关键词  肉瘤；PD-1；PD-L1；Micro-PET/CT；单克隆抗体；分子探针 
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To explore the feasibility of constructing a programmed death receptor-1 (PD-1) molecular probe f

or non-invasive micro-positron emission tomography/computed tomography 

(Micro-PET/CT) imaging of PD-1 protein in mouse S180 sarcoma. Methods  A transgenic 

PD-1 C57 S180 sarcoma mouse model was established using the S180 sarcoma cell injection. 

Furthermore, 124I-anti-PD-1 monoclonal antibody probe was synthesized. 18.5 MBq of the 

124I-anti-PD-1 probe was injected into the tail vein of transgenic PD-1 C57 mice. Subsequently, 

S180 sarcoma was imaged using Micro-PET/CT. Results  Study successfully established a 

transgenic PD-1 C57 S180 sarcoma mouse model. Immunohistochemical (IHC) results showed 

PD-1 protein expression in S180 sarcoma. Micro-PET/CT imaging successfully visualized the 

PD-1 protein receptor in S180 sarcoma at different time points (20, 48, 72, and 120 h) after probe 

injection. Conclusion  The 124I-anti-PD-1 monoclonal antibody molecular probe successfully 

targets the PD-1 receptor in S180 sarcoma of transgenic PD-1 C57 mice, and presents clear 

Micro-PET/CT immunoassay results, thus it potentially enables the non-invasive screening of 

patients with PD-1 positive malignant tumors. 

Key words  Sarcoma; PD-1; PD-L1; Micro-PET/CT; monoclonal antibody; molecular probe 
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程序性死亡受体-1（programmed death-1, PD-1）是一种免疫检查点分子，通过和配体程

序性死亡受体配体-1（programmed death-ligand 1, PD-L1）的结合来抑制 T 细胞的免疫功能。

基于目前临床试验的巨大成功，多种 PD-1 抗体和 PD-L1 抗体已被批准用于治疗各种类型的

癌症[1]。因此识别哪些患者群体可以从 PD-1 和 PD-L1 免疫检查点阻断疗法中获益至关重要，

这也是目前肿瘤临床工作中急需解决的问题[2]。近年来，已经报道了 111In[3]、64Cu[4]和 89Zr[5]

相关的免疫成像探针，111In 半衰期约为 2.8 d，但只能用于 SPECT 成像，而 64Cu 的半衰期

（约 12.7 h）比 124I 的半衰期（约 4.2 d）相对较短，难以满足长时间观察的需要。89Zr 的半

衰期与 124I 相似，两者均适用于 PD-1 抗体评估，但由于 89Zr 的抗体标记需要双功能螯合剂，

关键的标记条件，较长的孵育时间以及在某些情况下抗体的聚集使 89Zr 标记难度加大。因

此，开发一种靶向 PD-1 受体的长时间且标记简单新型探针显得颇为重要。 

1  材料与方法 
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1.1  主要实验瘤株及实验动物  18~20 g KM 小鼠, 5~6 周龄，SPF 级，雌性，购自北京华阜

康生物科技股份有限公司）；18~20 g 人源化转基因 PD-1 C57 小鼠, 5~6 周龄，SPF 级，雌

性，购自上海君实生物医药科技有限公司。 

1.2  主要试剂  S180 鼠肉瘤细胞株购置于北京市中科质检生物技术有限公司；anti-PD-1

抗体和同位素 124I-I2 由北京市北京大学肿瘤医院核医学科提供；PD-1 抗体购置于美国

Proteintech Group 公司；山羊抗小鼠二抗购置于美国 Jackson Immuno Research 公司；DAB

显色试剂盒购置于北京市中杉金桥生物技术有限公司；EDTA（pH 8.0)抗原修复液购置于武

汉市赛维尔生物科技有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  Anti-PD-1 抗体毒性实验  anti-PD-1 组（给药组）及 PBS 组（对照组）各 4 只 KM

小鼠(随机分组)，分别通过尾静脉注射 25 μg anti-PD-1 或同体积 PBS 到 KM 小鼠体内，连续

4 周，每周 2 次。每周临床观察 2 次，动物称取体质量 2 次，观察 31 d，第 8 次给药后 6 d，

即 31 d 后处死小鼠，取心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、脑组织，行 HE 染色；组织学层面

确定以上脏器有无损伤。所有动物均摘眼球取血，分离血清后测定丙氨酸氨基转移酶（alanine 

transaminase, ALT），天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase, AST），肌酐（creatinine, 

CREA）及尿素氮（blood urea nitrogen, BUN）水平，进一步验证小鼠有无肝肾功能损害。 

1.3.2  S180 肉瘤细胞株的培养及传代  取出培养基，消毒放入安全柜，取 10 mL 培养基移

入 15 mL 离心管。待水浴箱温度稳定在 37 ℃，从液氮罐中取出 S180 肉瘤细胞，装进自封

袋，放进水浴箱，快速摇晃使其融化。融化之后，取出消毒，开盖，用 1 mL 枪将细胞移入

15 mL 管，混匀后离心。离心后用 1 mL 培养基重悬，液体移入培养瓶，补充培养基，放入

5%CO2 的 37 ℃培养箱行传代培养。 

1.3.3  皮下荷瘤鼠动物模型的建立  以特制的肿瘤细胞接种器将 S180 肉瘤细胞移植到人源

化转基因 PD-1 C57 小鼠右侧腋窝皮下，待小鼠皮下荷瘤鼠肿瘤直径达到 0.8~1.0 cm 后再进

行体内实验。所有动物实验均符合医院动物管理和使用委员会的相关指导方针（贵州省人民

医院伦理委员会批准号：第 2020384 号）。 

1.3.4  PD-1受体蛋白的免疫组织化学染色（immunohistochemistry, IHC）  取人源化转基

因PD-1 C57 S180肉瘤小鼠模型的肉瘤组织行PD-1受体蛋白的IHC。组织石蜡切片脱蜡，组

织切片置于抗原修复缓冲液的修复盒中进行抗原修复，放入3%双氧水溶液阻断内源性过氧

化物酶，在组化圈内滴加3%BSA封闭，加一抗二抗，DAB显色，苏木精复染细胞核，切片
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脱水封片，显微镜下观察苏木精染细胞核为蓝色，棕黄色为阳性表达。 

1.3.5  制备124I-anti-PD-1单克隆分子探针  在1.5 mL EP管中依次加入10 μL anti-PD-1（20 

mg/ mL）、200 μL磷酸缓冲液（0.1 mol/L、pH 7.0）溶液和250 μL含74 MBq 124I-I2的溶液，

然后加入10 μL（1 mg/mL）N-溴代琥珀酰亚胺（N-Bromosuccinimide，NBS）反应60 s，后

在其中加入200 μL 10% 人血清白蛋白终止反应，最终产物经PD-10脱盐柱纯化。 

1.3.6  转基因PD-1 C57小鼠S180肉瘤的微型正电子发射断层显像/计算机断层成像(micro 

positron emission tomography/ computed tomography, Micro-PET/CT)  通过喂食0.5% KI

溶液阻断荷S180肉瘤的转基因PD-1 C57小鼠甲状腺对碘的摄取，时间点为注射单克隆分子

探针前3 d。实验组4只荷瘤鼠的尾静脉分别注射18.5 MBq 124I-anti-PD-1分子探针，并在注射

后的不同时间点（注射探针后20、48、72、120 h）进行小动物PET/CT活体影像系统

Micro-PET/CT[型号：西门子Inveon PET/CT；图像分辨率：1 .4 mm；时间分辨率：1.5 ns；

采集速度：0.3 s/帧]S180肉瘤PD-1免疫显像。设立阻断组，4只荷瘤鼠的尾静脉分别共注射

18.5 MBq 124I-anti-PD-1分子探针和500 μg Anti-PD-1前体，并在注射后的不同时间点（注射探

针后48、72 h）进行免疫显像。 

1.4  统计学处理  采用 GraphPad Prism 5.0 软件作图，IBM SPSS 23.0 统计学软件进行数据

的统计学分析，结果以 sx  表示，其中 KM 小鼠各指标变化情况、124I-anti-PD-1 组和阻断

组注射探针后 48、72 h 的 ROI（肿瘤/肌肉）比值采用 t 检验，124I-anti-PD-1 组分子探针注

射后在不同时间点肿瘤与各器官的 SUV 比值采用单因素方差分析，P<0.05 为差异有统计学

意义。 

2  结果 

2.1  Anti-PD-1单克隆抗体毒性检测 

2.1.1  小鼠体质量变化  所有KM小鼠在给药期间精神状态良好，体质量均有一定程度的上

升。首次给药当天记为D0，第8次给药后6 d，即D31，与anti-PD-1组相比，PBS组的体质量

差异无统计学意义（t=1.017, P=0.356）。所有KM小鼠体质量变化趋势见图1。 
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图1  给药后KM小鼠体质量变化趋势图 

Fig.1  Trend of body weight change in KM mice after drug administration 

2.1.2  S180 肉瘤细胞传代和 S180 肉瘤小鼠模型建立  倒置显微镜观察，小鼠 S180 肉瘤细

胞形态学特征：细胞为典型的圆球形，细胞膜完整，细胞核比较大，胞浆丰富。原代 S180

细胞在培养板中生长 24 h 后，S180 细胞之间形成较密集的细胞团簇（图 2A、2B）。S180

细胞 HE 染色显示：细胞核被苏木精染成蓝色，伊红将细胞质染成粉红色，可见细胞呈典型

的圆球形，且细胞核异质性明显(图 2C、2D)。最后，将传代后的小鼠 S180 肉瘤细胞，接种

于人源化转基因 PD-1 C57 小鼠右侧腋下（5×106/只）建立 S180 肉瘤小鼠模型。 

 

图 2  S180 肉瘤细胞形态及 HE 染色 

Fig.2  Morphology and HE staining images of S180 sarcoma cells 

 A, B: Morphology of primary mouse S180 sarcoma cells observed under an inverted microscope; 

C, D: HE staining images of S180 sarcoma cells. 

2.1.3  小鼠各组织 HE 染色结果  第 8 次给药后 6 d，即 D31，每组取 3 只 KM 小鼠的肝、

脑、肺、肾、脾、心 6 个组织，HE 染色检测组织的病变情况。结果显示，PBS 组与 anti-PD-1

组均无明显病变，典型 HE 染色结果见图 3。其中，肝组织方面（图 3A、3B），两组肝细

胞索排列整齐，肝小叶结构清晰，肝小窦结构正常，两组均未见炎性细胞浸润及肝细胞变性
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坏死；脑组织方面（图 3C、3D）：两组神经元染色成椭圆形或圆形，排列规则致密，数量

及基质均丰富，染色均匀；肺组织方面 (图 3E、3F)：两组肺泡结构正常，大小均匀，两组

均未见肉芽肿等增生，两组肺内均未见炎性细胞浸润及细胞变性坏死；肾组织方面（图 3G、

3H），两组皮质内肾小球均匀分散，结构完整，细胞均未见明显病变，两组髓质内小管均

亦未见明显病变；脾组织方面 (图 3I、3J)，两组脾脏红髓、白髓结构均清晰，脾索及血窦

均分布均匀，淋巴细胞均排列有序，均无炎症、坏死或异常增生；心组织方面 (图 3K、3L)，

两组心肌纤维均排列规则，间质无水肿及纤维化，均未见炎症、坏死或血栓形成。 

 

 

 

 

 

PBS group       anti-PD-1 group         PBS group     anti-PD-1 group 

 

图 3  小鼠不同组织 HE 染色结果图 ×100 

Fig.3  HE staining results of different tissues of mice  ×100 

A, B: liver; C, D: brain; E, F: lung; G, H: kidney; I, J: spleen; K, L: heart. 

2.1.4  生化指标检测结果  第 8 次给药后 6 d，即 D31，分别取 PBS 组与 anti-PD-1 组 KM

小鼠眼球取血并分离血清，检测血清中 ALT、AST、CREA 及 BUN 的含量。结果显示，

anti-PD-1 组中各指标与 PBS 组差异无统计学意义。见表 1。 
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表 1  anti-PD-1 给药后 KM 小鼠各指标的变化情况（n=4,x±s） 

Tab.1  Changes in multiple indicators of KM mice post anti-PD-1 Administration 

(n=4,x±s) 

 

 

 

 

 

 

2.2  转基因 PD-1 C57 S180 肉瘤 PD-1 的 IHC 染色  转基因 PD-1 C57 S180 肉瘤小鼠模型

成功构建（图 4A），进一步 IHC 证实 S180 肉瘤组织中的 PD-1 受体蛋白表达为阳性，即

PD-1 受体 IHC 为棕色（图 4G），证实肉瘤组织存在 PD-1 受体的高表达。 

2.3  PD-1 受体蛋白的 Micro-PET/CT 显像  在转基因 PD-1 C57 S180 肉瘤小鼠尾静脉注射

18.5 MBq 124I-anti-PD-1 单克隆分子探针 20 h 后开始进行 Micro-PET/CT 肿瘤显像。根据肿瘤

成像，可以看到在 S180 肉瘤部位没有明显的探针摄取，肿瘤区域未出现明显显像，分子探

针主要聚集在小鼠的心脏中（图 4B）。当 Micro-PET/CT 成像在注射后 48 h 时，在 S180 肉

瘤部位可以观察到明显的 124I-anti-PD-1 分子探针摄取（图 4C），72 h 时肿瘤区域已经出现

清晰的成像（图 4D）。探针注射 120 h 即 5 d 后，S180 肉瘤部位仍然存在明显的探针高摄

取（图 4E），肿瘤部位成像清晰。 S180 肉瘤小鼠注射 124I-anti-PD-1 探针后的靶/非靶的 SUV

比值随时间的延长而逐渐增加（图 4F, Fheart =165.869, Fliver =184.763, Fmuscle=40.422, Fthyroid 

=87.918, Fbrain =68.995；均 P < 0.01）。研究使用前体经典阻断（共注射探针和前体）作为对

照，在注射 18.5 MBq 124I-anti-PD-1（实验组）、18.5 MBq 124I-anti-PD-1 和 500 μg Anti-PD-1

（阻断组）探针后的 48、72 h 进行了免疫 PET 成像。阻断组肿瘤部位的 124I-anti-PD-1 探针

摄取明显低于实验组的摄取（图 4H、4I）。注射 124I-anti-PD-1（实验组）、124I-anti-PD-1

和 500 μg Anti-PD-1（阻断组）后，实验组每个时间点的肿瘤/肌肉比值均高于阻断组(t48 h 

=3.015, P < 0.05; t72 h =4.632, P < 0.01)（图 4J）。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Group ALT (U/L) AST (U/L) CREA (μmol/L) BUN (mmol/L) 

PBS 56.2±17.7 242.2±165.6 15.6±1.0 4.0±0.5 

anti-PD-1 59.2±12.8 219.7±76.6 16.9±2.7 4.2±0.0 

t value -0.254 0.215 -1.112 -0.745 

P value 0.810 0.838 0.380 0.509 
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图 4  转基因 PD-1 C57 小鼠 S180 肉瘤的 Micro-PET/CT 显像及染色 

Fig.4  Micro-PET/CT imaging and staining of S180 sarcoma in transgenic PD-1 C57 mice 

A: Transgenic PD-1 C57 mouse model of S180 sarcoma (tumor located in the right axilla); B: 

Image of mouse collected 20 h after PD-1 molecular probe injection via tail vein (white arrow 

points to S180 sarcoma); C: Image of mouse collected 48 h after PD-1 molecular probe injection; 
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D: Image of mouse collected 72 h after PD-1 molecular probe injection; E: Image of mouse 

collected 120 h after PD-1 molecular probe injection; 

F: SUV ratio of tumor to various organs at different time points after PD-1 molecular probe 

injection; *P < 0.01, **P < 0.01，***P < 0.01 vs 20 h; G: IHC staining of PD-1 receptor in S180 

sarcoma tissue; H, I: Images of mice collected 48 h and 72 h after co-injection of 18.5 MBq 

124I-anti-PD-1 probe and 500 μg anti-PD-1 precursor in the blocking group; J: ROI (tumor/muscle) 

ratio 48 h and 72 h after probe injection in the 124I-anti-PD-1 group and the blocking group; K: 

Schematic diagram showing the binding of 124I-anti-PD-1 monoclonal antibody with molecular 

probe; *P < 0.05, **P < 0.01 vs 124I-anti-PD-1 group. 

3  讨论 

本研究通过小鼠 S180 肉瘤细胞成功构建了转基因 PD-1 C57 S180 肉瘤小鼠模型，并通

过 Anti-PD-1 抗体毒性实验验证了该单克隆抗体对 KM 小鼠无明显毒性，进一步 IHC 实验

验证了 PD-1 受体蛋白在 S180 肉瘤组织中的高表达，并为之后的 Micro-PET/CT 成像准备了

可靠的动物模型。S180 肉瘤小鼠通过尾静脉注射 124I-anti-PD-1 单克隆抗体分子探针 48 h 后，

肿瘤成像较为清晰，同时肿瘤部位的 124I-anti-PD-1 分子探针摄取能被前体所阻断，实验组

在注射探针后 5 d 后免疫显像依旧清晰，实现了对恶性肿瘤的 PD-1 受体的长时间无创实时

监测，为 PD-1/PD-L1 信号通路的无创筛查提供了新的探针。另外，124I 标记方法是原位标

记，不需要双功能螯合剂，PD-1 分子探针标记简单方便，更易获得临床推广，本实验研究

证实新型 124I-anti-PD-1 单克隆抗体分子探针成像效果显著，免疫显像时间长，有望在临床

获得进一步推广。  

癌细胞上的 PD-L1 与免疫细胞上的 PD-1 相互作用，从而参与癌症的免疫逃逸。对于多

种癌症类型而言，PD-1/PD-L1 轴是抗癌免疫反应的主要限速步骤。阻断 PD-1/PD-L1 可以恢

复 T 细胞衰竭状态并清除癌细胞，然而，只有一小部分 PD-1/PD-L1 受体阳性患者能够从

α-PD-1/PD-L1 免疫疗法中获益[6]，这可能与部分患者体内 PD-1/PD-L1 受体蛋白表达量少有

关。同时也有研究指出抗 PD-1/PD-L1 与免疫调节药物[例如 C-X-C 趋化因子受体 4 型 

(CXCR4)、聚 ADP-核糖聚合酶 (PARP) 或转化生长因子 (TGF)-β 抑制剂]的联合应用有着

显著的临床效果[7]。 

在骨和软组织恶性肿瘤中，临床上主要以肉瘤多见。软组织肉瘤是指由包括血管、肌肉、

肌腱、皮下组织、结缔组织间隙以及空腔器官支柱基质等来源的恶性肿瘤。Kim et al[8]学者
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证实 PD-L1 受体存在于多种软组织肉瘤中，而 PD-1 受体则是主要表达在肿瘤浸润的淋巴细

胞中，他们研究指出 PD-1 受体表达情况可作为肉瘤新的预后指标。近几十年来，免疫疗法

已经完全改变了恶性肿瘤患者的常规治疗相关标准。例如，免疫治疗方法如免疫检查点阻断

被广泛的用于恶性肿瘤的免疫治疗，这种方法可能单独或与化放疗联用[9]。PD-1/PD-L1 和

CTLA-4 检查点抑制剂等免疫疗法显示出了良好的抗肿瘤活性，加速了部分恶性肿瘤免疫治

疗发展进程。如在小细胞肺癌（small cell lung cancer，SCLC）中，它具有高突变负荷，高

免疫原性和具备部分对免疫治疗有利的免疫因子。因此，上述抑制剂可能成为 SCLC 治疗上

的重要突破[10]。另外，PD-1 抑制剂（帕博利珠单抗和纳武利尤单抗）已被批准用于治疗无

法切除的转移性黑色素瘤患者，并已被证实可提高患者总的生存期[11]。可见，PD-1/PD-L1

信号通路在恶性肿瘤的免疫治疗中至关重要。本研究通过无创的方法检测恶性肿瘤中 PD-1

受体的表达，可以极大地提高 PD-1 免疫治疗的疗效，可能改变恶性肿瘤患者的常规治疗方

式。 

本团队既往研究[12]已经证实，PD-L1 的非侵入性成像可以无创筛查 PD-L1 受体蛋白表

达阳性的恶性肿瘤，该方法有望提高恶性肿瘤患者对 PD-L1 免疫治疗的反应率。本研究进

一步证实了 124I-anti-PD-1 单克隆分子探针可以靶向恶性肿瘤中 PD-1 受体蛋白。 

 综上所述，PD-1/PD-L1 轴作为 T 细胞免疫逃逸的关键信号通路，无创地检测及评估该

通路上下游表达水平对恶性肿瘤的免疫治疗疗效有着重大价值。该研究制备的新型单克隆分

子探针 124I-anti-PD-1 获取简单，动物实验证实该探针未表现体内明显毒性，可以特异性靶

向小鼠 S180 肉瘤中 PD-1 受体蛋白，研究实现了时间长达 120 h 清晰的肿瘤免疫显像，且显

像效果明显优于阻断组。研究成果有望为筛选 PD-1 阳性表达的恶性肿瘤患者提供新的思路

和策略。 
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