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摘要!采用2+=+F6.法对叶酸$青霉素<酰化酶"E+0/46$L+.H,F/46=R6.ILI00I.<BKI=/36$E$R<B#和R<B进

行(!;2标记&将纯化后的标记物由尾静脉注入荷ZdY7C实 体 瘤 裸 鼠 体 内$观 察E$R<B对 叶 酸 受 体 阳 性 的

ZdY7C的靶向性&结果显示%标记产品纯化后放化纯度+’;V$且体内外稳定性较好!荷ZdY7C肿瘤的裸

鼠注射(!;2$E$R<B后)!!)J肿瘤显像较清晰$而 注 射(!;2$R<B组 所 有 时 相 均 未 见 明 显 的 肿 瘤 部 位 放 射 性

浓聚影!(!;2$E$R<B组的肿瘤与健侧肌肉的摄取比值"?’O#明显高于对照组"#X(CBC%$9X"8"()&#$且在

非靶组织中清除较快&表明E$R<B在荷瘤鼠体内 能 特 异 性 地 与 叶 酸 受 体 阳 性 的ZdY7C实 体 肿 瘤 进 行 靶

向结合$其?’9?+($有望用于靶向治疗&

关键词!(C;2!叶酸$青霉素<酰化酶"E$R<B#!叶酸受体!靶向性

中图分类号!]%(#$CC!]#C"8;!!文献标识码%B!!文章编号%("""$#;(!"!""##")$"!"’$";

ST4%(+,%#$’)*$-06"#$9%1’(8%$+#8:;+)+$6".N")’$%C2"#V-8’$%0
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!!叶酸受体是一种通过磷脂酰肌醇锚着在细

胞膜上的糖蛋白#属于肿瘤相关性抗原#在大部

分恶性肿瘤如卵巢癌’宫颈癌’肾癌’乳腺癌’结

肠癌’鼻咽癌等组织中高度表达#且其表达量与

肿 瘤 细 胞 的 耐 药 性 及 肿 瘤 的 恶 性 程 度 呈 正 相

关(($!)*近年来#叶 酸 受 体 介 导 的 药 物 靶 向 投 递

系统因 其 具 有 突 出 的 优 势 而 广 受 关 注(($#)*其

中#叶酸靶向的酶 联 合 前 药 治 疗!E+0/46SI-6L4$
6=A.iMK6R-+=-,F?J6-/5M#ESAR?"已 成 为

增加化疗药物对肿瘤细胞特异性和敏感性的新

途径(C)*它是利用叶酸与叶酸受 体 的 高 度 特 异

性亲和力#将与叶酸偶联的前药活化酶靶向于肿

瘤部位#该活化酶专一性催化前药!无活性或低

活性药物"形成高浓度的活性药物#从而抑制或

杀灭肿瘤细胞*这一研究在国际上尚处于起步

阶段#但其良好的应用前景已初见端倪%因其通

过叶酸与叶酸受体’前药活化酶与前药的双重选

择#故与叶酸直接偶联化疗药物相比#具有更强

的靶向性#在降低毒性的同时#能增强抗癌活性’
提高治疗 指 数*青 霉 素 <酰 化 酶!R6.ILI00I.<
BKI=/36#R<B"#是 一 种 非 人 类 酶#能 避 免 前 药

在其它非 靶 组 织 中 被 人 体 的 酶 活 化(C#%)*因 此

本工作拟选 择 青 霉 素 <酰 化 酶 为 前 药 活 化 酶#
并对其进行(!;2标记#将其用于 荷ZdY7C肿 瘤

的裸 鼠#观 察 其 对 叶 酸 受 体 阳 性 肿 瘤 的 靶 向

性(;)*

>!实验材料

>@>!主要仪器

<P$(!""’放射免疫计数器%中国科技大学

中佳光电仪 器 公 司&]O$’";活 度 计%中 国 计 量

科学研究所&>A]BPY! 培养箱%德国d6=-+公

司&2]2bC 型 三 探 头 符 合 线 路 ZRAP?%美 国

R>2@2RZ公司#配以低能平行孔准直器*

>@?!主要试剂

卵巢癌ZdY7C细胞株%购于上海中科院细

胞库&无叶酸的]RO2$(&)"培养基和小牛血清%

<INL+公 司 产 品&2+=+F6.和 青 霉 素 < 酰 化 酶

!R<B"%ZIFK/公司产品&E$R<B%华中科技大学

合成(’)&(!;2$9/2%!8;’U("(!Te$@#放 化 纯 度+
’’V#原子高科股份有限公司分装&其余 试 剂 均

为分析纯*

>@A!实验动物

TB@T$L裸鼠%!"只#体质量(’!!!F#ZRE
级#&周龄#雌 性#其 中)只 作 为 第 一 代 接 种 鼠#

(&只作为第 二 代 接 种 鼠#中 国 科 学 院 上 海 实 验

动物中心提供*

?!实验方法

?@>!荷*<KUA肿瘤裸鼠模型的建立

取)只第一代接种裸鼠#在 无 菌 条 件 下#将

对数生长期 的ZdY7C肿 瘤 细 胞 接 种 于 裸 鼠 右

腋皮下!(U("#$只"*待肿瘤长至约(LK时#取
出瘤块#匀浆并用生理盐水稀释后#接种于第二

代裸鼠右腋皮下!"8!K@$只"#C!)周后待肿瘤

生长至 约!LK 时#挑 取 瘤 体 积 相 仿’(!只 荷

ZdY7C肿 瘤 的 裸 鼠#在 实 验 前C天 开 始 用 含

(V d2的 复 方 碘 溶 液 给 裸 鼠 灌 胃#以 封 闭 甲 状

腺*
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?@?!NCL/:和L/:的>?EM标记及鉴定!>W"

采用2+=+F6.法进行E$R<B和R<B的(!;2
标记!在含(;")F2+=+F6.涂管内依次加入;&

)FE$R<B"R<B 和()%OTe(!;2$9/2#用"8";
K+0"@5>#8)的磷酸缓冲液将其调至(!")@#
在旋涡 混 合 器 上 轻 轻 振 荡 反 应(;KI.#立 即 将

反应物用预先以小牛血清白蛋白饱和的Z65J/$
=6̂ <;"柱纯化#磷酸缓冲液淋洗#收集产品峰#
用纸层析法和高效液相法测定产品的标记率和

放化纯度#用三氯醋酸沉淀法检测标记物的稳定

性!标记物在)j下贮存备用!

?@A!荷瘤裸鼠的*LS&1显像

将&只荷ZdY7C肿瘤裸鼠随机分成!组#
每组C只#分 别 经 尾 静 脉 注 射#8)OTe(!;2$E$
R<B和(!;2$R<B#于 注 射 后($!$)$&$%和!)J
分别行’显像#平面采集#能峰为C#c67#窗 宽

为&"V!!)J显像后#立即摘眼球放血致死#取
血$心$肝$脾$肺$肾$脑$胃$小 肠%距 胃 约(LK
处&$胰腺$股骨$肌肉和肿瘤等组织或器官#用生

理盐水漂洗#晾干称重#并测放射性计数!

?@B!>?EMCNCL/:和>?EMCL/:的体内分布测定

另取&只 荷ZdY7C肿 瘤 裸 鼠 随 机 分 成!
组#每组C只#分别经尾静脉注射#)"OTe(!;2$
E$R<B和(!;2$R<B#%J后#立 即 摘 眼 球 放 血 致

死#取血$心$肝$脾$肺$肾$脑$胃$小 肠%距 胃 约

(LK处&$胰 腺$股 骨$肌 肉 和 肿 瘤 等 组 织 或 器

官#用生理 盐 水 漂 洗#晾 干 称 重#并 测 放 射 性 计

数!

?@E!统计学处理

用ZBZ&8(!统 计 软 件 对 实 验 各 组 的 肿 瘤

放射性计数与对侧肌肉放射性计数比值%?"O&
作随 机 区 组 方 差 分 析#对 体 内 分 布 数 据 作(检

验!

A!结!果

A@>!>?EMCNCL/:和>?EMCL/:的制备

标记 物 的 标 记 率 约 为’"V’经 Z65J/=6̂
<;"柱纯化#放化纯度均+’;V’标 记 物 贮 存 于

)j下#)%J内#其 放 化 纯 度 可 维 持 在’"V以

上’在血浆体系中#C#j保温!)J#其 放 化 纯 度

基本保 持 不 变#+’;V#说 明(!;2$E$R<B 和(!;2$
R<B的稳定性较好!

A@?!荷*<KUA肿瘤裸鼠*LS&1显像

荷ZdY7C肿瘤裸鼠显像结果示于图(!由

图(可以看出#荷ZdY7C肿瘤的裸鼠注射(!;2$
E$R<B后!J即可见肿瘤部位有较多的放射性

浓聚#)!!)J时瘤体影明显突出于正常轮廓之

外#且除肝$肾$膀胱部位有较多摄取外#其余组

织放射性呈均匀弥漫性分布’而注射(!;2$R<B的

裸鼠#所 有 时 相 均 未 见 肿 瘤 部 位 的 放 射 性 浓 聚

影!

图>!荷*<KUA肿瘤裸鼠*LS&1显像

/(((注射(!;2$E$R<B后)J时的ZRAP?显像’

N(((注射(!;2$R<B后)J时的荷瘤鼠俯卧位’

箭头所指处为肿瘤生长部位

!!利用感兴趣区%]6FI+.+12.46-634#]Y2&技

术及其分析软件测得肿瘤与健侧肌肉的平均每

个像素的放射 性 计 数#并 由 此 计 算($!$)$&$%$

!)J时 的(!;2$E$R<B和(!;2$R<B的?"O#分 别

为(8!(_"8(&$(8)C_"8!;$!8(%_"8&%$!8"’
_"8&($!8);_"8%"$!8’&_(8"C和(8";_
"8("$(8!"_"8!)$(8C’_"8()$(8)C_"8()$

(8);_"8!&$(8;)_"8C#!荷瘤裸鼠注射(!;2$E$
R<B后?"O 的 最 高 值 为!8’&_(8"C#而 对 照

组?"O仅为(8;)_"8C##两组间有显著差异%#
X(CBC%#9X"8"()&&!

A@A!>?EMCNCL/:和>?EMCL/:的体内生物分布

(!;2$E$R<B 和(!;2$R<B 分 别 在 荷 ZdY7C
肿瘤裸鼠体内的分布及肿瘤与非肿瘤放射性摄

取比%?"9?&列 于 表(和 表!!由 表($表!可

见#%!!)J后(!;2$E$R<B和(!;2$R<B在 荷Zd$
Y7C肿瘤 裸 鼠 体 内 主 要 聚 集 于 血$肝$肾#其 次

为脾$肺等脏器#脑的放射性最低#其每克肿瘤组

织的百分 注 入 剂 量 分 别 为"8C%!"8!&V2S"F
和"8(;!"8((V2S"F%9("8";&#?"9?分别为

C8!)!)8!!和(8((!(8!!%9("8";&!而%J
与!)J两组间无明显差异%9+"8";&!
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表>!>?EMCNCL/:和>?EMCL/:分别在荷*<KUA肿瘤裸鼠体内的分布!"XC" V2S#F

组织或器官

(!;2$E$R<B

%J !)J

(!;2$R<B

%J !)J

血 (8;(_"8%% "8!%_"8"& !8";_"8!) "8;#_"8(%

心 "8C;_"8(" "8"%_"8"! "8)%_"8(C "8(!_"8")

肝 (8#&_"8)% "8C(_"8(& (8!%_"8(& "8C’_"8C"

脾 "8%)_"8(’ "8(’_"8"% "8##_"8(; "8!%_"8("

肺 "8%"_"8C( "8!!_"8"’ "8’"_"8!( "8!’_"8"%

肾 )8!#_"8C’ "8!%_"8(" (8&;_"8(% "8C(_"8("

脑 "8";_"8"( "8"!_"8"( "8);_"8"" "8"C_"8"C

胃 "8!(_"8"# "8(&_"8"% "8!"_"8"! "8(;_"8"!

小肠 "8!&_"8(C "8"’_"8"& "8!(_"8"% "8("_"8"!

胰腺 "8!!_"8"C "8"#_"8") "8!)_"8(& "8("_"8"C

股骨 "8CC_"8"’ "8(C_"8") "8C"_"8() "8(;_"8"#

肌肉 "8(!_"8"! "8"&_"8"! "8(C_"8"& "8("_"8";

肿瘤 "8C%_"8"; "8!&_"8(! "8(;_"8"( "8((_"8"#

表?!>?EMCNCL/:和>?EMCL/:分别在荷*<KUA肿瘤裸鼠体内的1#31

组织或器官

(!;2$E$R<B

%J !)J

(!;2$R<B

%J !)J

血 "8C"_"8(( "8%%_"8!; "8"&_"8"( "8!(_"8(;

心 (8(!_"8!" C8!;_"8;; "8C!_"8"& "8’"_"8!#

肝 "8!!_"8") "8’#_"8)% "8(!_"8"( "8C&_"8!;

脾 "8)#_"8"& (8C’_"8)) "8!"_"8"C "8C%_"8("

肺 "8;!_"8(; (8(%_"8(! "8(#_"8"! "8C#_"8(!

肾 "8"’_"8"! "8’!_"8!" "8"’_"8"" "8C)_"8("

脑 %8C)_"8#% (C8(%_(8#! C8CC_"8!! C8#&_"8&’

胃 (8’)_"8C’ (8%;_"8%& "8##_"8"# "8#!_"8C)

小肠 (8#C_"8#) C8;)_(8#C "8#;_"8(; (8"#_"8)&

胰腺 (8#C_"8!’ C8%#_(8C! "8&#_"8!" (8"!_"8CC

股骨 (8!)_"8)( (8’"_"8CC "8;C_"8() "8#!_"8(!

肌肉 C8!)_"8’C )8!!_"8%% (8!!_"8!) (8((_"8()

B!讨!论

显像结 果 显 示!荷ZdY7C肿 瘤 的 裸 鼠 注

射(!;2$E$R<B后?"O 明显高于(!;2$R<B#这说

明E$R<B在荷瘤鼠体内有良好的靶向作用!即

能特异性地被肿瘤组织摄取#体外细胞实验$((%

也阐明了E$R<B是 通 过 叶 酸 受 体 介 导 机 制 靶

向于叶酸受体阳性肿瘤细胞的#此外!荷瘤裸鼠

在注射(!;2$E$R<B后)!!)J!其 ?"O 大 致 处

于峰值水平!这与E$R<B在体内通过叶酸的靶

向作用运载到靶器官并与叶酸受体进行特异性

结合的过程有关#
(!;2$E$R<B和(!;2$R<B的 体 内 生 物 分 布 结

果与ZRAP?显 像 结 果 大 致 相 符!且 前 者 测 得

的(!;2$E$R<B组的?"O 更高!笔者认为此值更

可靠!这是由于显像的方法相对粗略些!其受图

像质量&器官的重叠’骨骼&皮肤&血液等(和人为

选择等因素 的 影 响 较 大#但 本 实 验 中 只 做 了%
J和!)J的分布!若单凭此数据尚不能确定?"

O 的 高 峰 时 间!而 显 像 采 用 了 多 个 时 间 点 进 行

动态观察!不失为一种较好的测量手段!同时也

!(! 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!"卷!



为临床进行叶酸受体阳性肿瘤的显像提供了佐

证!(!;2$E$R<B在肿瘤中的分布亦高于许多其它

正常组织"?#9?+($%体现了一定的靶向性!
(!;2$E$R<B和(!;2$R<B注入荷瘤鼠体内后%

肝&肾等脏器的摄取率相对较高%但!)J时均低

于;V2S#F%说明该靶向酶在体内非靶部位清除

较快%这与@G*f等’C(报 道 的(!;2标 记 的 叶 酸$
青霉素7酰化酶偶联物"(!;2$E$R7B$在正常小

鼠 体 内 分 布 结 果 以 及 本 实 验 小 组 另 外 研 究 的

(!;2$E$R<B和(!;2$R<B在正常小鼠体内"数据尚

未报道$的代谢情况一致!
(!;2$E$R<B在荷 瘤 鼠 体 内)!!)J时 在 靶

部位达到最 大 摄 取 率""8!&!"8C%V2S#F$%这

就保证了有相对较长的时间使酶与靶器官或组

织充分作用%且!)J时 在 非 靶 部 位 已 得 到 基 本

清除%因此可利用该特点进行叶酸靶向酶前药治

疗"ESAR?$’(%%(研 究%即 先 将 叶 酸 靶 向 酶 注 入

体内%待靶向酶与靶组织充分作用并在血液循环

中被清除后"一般为!)J$%再投入前药%这样可

避免前药在非靶部位被激活’C%;(%而主要在叶酸

受体阳性的肿瘤部位活化%从而起到最大程度地

杀伤肿瘤组织%保护 正 常 组 织 的 作 用’;(!此 外%
现已有大量研究表明%叶酸受体在正常组织中的

表达高度保守%只在肾&肺&脉络膜和胎盘组织中

有低到中等水平的表达%且这种表达呈高度极化

方式’;(%即只在上皮细胞的顶膜 上 有 叶 酸 受 体%
这与其摄取叶酸并维持相应组织的叶酸水平有

关%而肿瘤组织失去这种极化分布%且表达量比

正 常 组 织 高 (""!C"" 倍!因 此%在 前 期 的

ESAR?治疗 中 尚 未 发 现 叶 酸 偶 联 物 对 肾 脏 或

其它正常组织的毒副作用’(%;(!

E!结!论
(!;2$E$R<B与(!;2$R<B相比%经静脉注入荷

瘤裸鼠体内后能特异地靶向于肿瘤组织%且在非

靶组织中清除较快%亦即靶与非靶的特性较好%
初步体现了其作为靶向治疗的可能性!
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