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摘要!以+%3$’#KK+<"*C#%"L!C#%(b 为前体标记 了 含+MD的 环 状 多 肽 L$U"+MDAh#",U##&0.i下 反 应

%"XN5即可得到标记率和放化产 率 大 于/"F的 目 标 产 物#KK+<"*C#%$,U#)此 标 记 物 在 小 牛 血 清 及 磷 酸 缓

冲液";L\0>-#中稳定性良 好%,U#对 SK0@M细 胞 有 良 好 的 亲 和 力%半 抑 制 常 数 "’*."#为K->/5X27*B)

生物分布数据显示%#KK+<$,U#在血液内清除较快%且通过肝胆和肾代谢排出体外!在肿瘤内有一定的摄取)

关键词!#KK+<!+MD多肽!生物分布
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!!血管增生是肿瘤生长和转移的基础%没有新

生血管为肿瘤提供氧气和营养%肿瘤的大小不可

能超过##!XX)&Z!% 是细胞黏附受体整合素

家族中的一员%具有调节细胞增长+粘附的作用%
在活泼的内皮细胞及多种肿瘤细胞%特别是在由

血管内皮细胞生长因子激发的肿瘤细胞上有高

表达’#$%()已有研 究’-(表 明%&Z!% 整 合 素 在 新 生

血管细胞上的表达及其与特定细胞外基质的相

互作用对血管增生过程有重要影响)与其他整

合素一样%&Z!% 可 以 识 别 氨 基 酸 序 列 +MD"即



精$甘$天冬氨酸!"因此可以通过含+MD序列的

多肽或多肽 类 似 物 抑 制&Z!% 整 合 素"从 而 抑 制

血管增生#.$%这一思路为抗肿瘤 药 物 的 研 发 提

供了一个新的方向%目前"国内外相关的放射性

药物研究重点是选用适合的放射性核素标记含

有+MD序列的多肽"并将标记肽应用于多种肿

瘤的显像和治疗#&$#-$%
本课题组 在 放 射 性 核 素 标 记 含 +MD多 肽

方面已经做了一些尝试性研究##.$#0$%研 究 结 果

显示"以三羰基铼为前体标记末端为组氨酸的含

+MD序列多肽 的 方 法 成 熟"标 记 物 在 肿 瘤 部 位

有特异性浓集%本工作拟在此基础上采用#KK+<
标记环状 L$U&+MDAh!多肽&,U#!"并对标记物

进行体内外生物学评价"以了解标记物的生物学

特性%

!!实验部分

!A!!主要仪器与装置

层析硅 胶 M̂ !.-板’浙 江 台 州 四 青 生 化 材

料 厂(f@( [<;$,6Y 柱’_6:<49公 司(#KK _$
#KK+<发生器’中 国 科 学 院 上 海 应 用 物 理 研 究 所

放射性药物研究中心自制%(+$!"""型 放 射 性

薄层扫描仪’]N29U65公司(̂1$%/#(!型活度计’
北京核仪器厂([?$&/0型双探头"计数器’中国

科学院上海应用物理研究所日环光电仪器有限

公司(高效液相色谱仪’配(X<4NU6,D($#""紫

外检测器),&K"泵&美国戴安公司产品!"分析柱

为 @6UG<4<A$?6H<7 *#K 反 相 柱 &.$X"

%""XXa%>/XX!%

!AB!主要材料与试剂

硼 氢 化 氨’(7J4NUG 公 司"纯 度 "/0F(

)UGN9:6:N5’(7J4NUG公 司"纯 度"/"F%*C气

体’纯度"//>//F"昆山市新安工业气体有限公

司%无载体?6#!.’’宁波君安药业科技有限公司

提 供"放 化 纯 度 "/0F"放 射 性 浓 度 为

#&>&.E]Q*B(注射用 生 理 盐 水’上 海 百 特 医 疗

用品有 限 公 司(多 肽’纯 度/"F"美 国 斯 坦 福 大

学陈小元博士提供(小牛血清&*][!’特级"上海

实生细胞生 物 技 术 有 限 公 司%L,B*所 用 试 剂

在使用前均过滤(实验用水均为二次蒸馏水(其

余试剂均为分析纯"中国国药&集团!上海化学试

剂公司产品%

!AD!荷瘤鼠模型制备

荷[#K"肉瘤小鼠由上海医药工业研究院提

供%每只昆明小鼠右前肢腋下注射[#K"肉瘤细

胞!a#".#!a#"& 个"待肿瘤直径长至约#UX
时使用%

!AE!标 记 前 体!"#%!!IIG:"LM#D"NBM#D$O 的

制备

+%3$##KK+<&*C!%&L!C!%$b 的 制 备 参 考 文

献##.$略做修改’称取约.XH]L%+?L% 放入

干燥的西林瓶中"向瓶中通!"XN5*C气体"压

盖密封%向#XB?6#KK+<C- 的生理盐水淋洗液

中加入&$B质量浓度"K.F的L%,C-"混合均

匀后加入已 通 好*C的 西 林 瓶 中%将 该 西 林 瓶

置0.i水浴中反应#.XN5"反应结束后立即用

冰水冷 却 并 终 止 反 应%反 应 混 合 物 经 f@(
[<;$,6Y柱 分 离 纯 化"采 用 EB* 检 测 其 放 化

产率%

!AF!多肽标记

."$B+MD多 肽 溶 液 中 加 入-."$B纯 化

后的标 记 前 体&多 肽 的 最 终 浓 度 为#"I. X27*

B!"充分混合后 在0.i孵 育 器 上 反 应%"XN5%
用 L,B*测定标记率%

!AP!体外稳定性

取#""$B 标 记 化 合 物 &%0 M]Q*B!和

.""$B小牛 血 清 或.""$B;L0>-的 磷 酸 缓 冲

溶液&,][!"放 入#>.XB指 型 管 中"在 室 温 或

%0i下 放 置-G%分 别 在")#)-G取 样"采 用

EB*方法检测 标 记 化 合 物 的 放 化 纯 度"流 动 相

为#""F乙腈和=&丙 酮!c=&水!\#c#的 混

合溶液%

!A"!竞争结合

’2J2H<5涂管的制备’将#XH’2J2H<5溶于

.XB二氯甲烷中"取."$B溶液加到锥底小瓶

中"在 涡 旋 仪 上 充 分 均 匀 后 用 小 气 流 的 氮 气 吹

干%’2J2H<5在管壁上形成一层均匀的涂膜%

)UGN9:6:N5的#!.’标 记’取#"$B)UGN9:6:N5
&#H*B!溶 液 和!$B无 载 体 ?6#!.’"依 次 加 入

’2J2H<5涂 管 中"室 温 下"在 振 荡 器 上 反 应

#"XN5%标记率与 放 化 纯 度 用EB*测 定"展 开

剂为=&正丁醇!c=&吡啶!c=&乙酸!c=&水!

\%"c!"c&c-%体 外 竞 争 结 合 实 验 的 方 法 借

鉴以 往 文 献 并 略 有 改 动’采 用 人 恶 性 胶 质 瘤

SK0@M细 胞"以#!.’$<UGN9:6:N5作 为 放 射 性 配

基##K$%细胞 培 养 条 件 为’D@)@ 培 养 基 加 入

!0 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!%卷!



#"F牛血清!培养箱中*C! 浓度为.F!温度为

%0i"
实验前将细胞转移到/&孔 板 中!细 胞 密 度

约为每 孔!a#". 个 细 胞!过 夜!使 细 胞 完 全 贴

壁"用,][冲洗细 胞%次!每 孔 中 加 入...]Q
#!.’$<UGN9:6:N5!分 别 加 入 不 同 浓 度 的 ,U##"#
.""5X27$B%"最后 将 每 孔 中 的 溶 液 体 积 调 整

到!""$B!放置至-i环境中孵育!G"用,][
冲洗细胞!除 去 游 离 的 放 射 性"用#X27$B的

?6CL溶解细胞后!将其放入计数管中!在"计

数器 上 测 放 射 性 计 数"使 用 M46;G,6J,4N9X
#M46;G,6J[28:V64<!’5U>%软件计算此多肽对

SK0@M细胞的’*.""实验重复%次"

!AI!体内分布实验

将#""$B约->--@]Q#KK+<$+MD溶液经

尾静脉注射到模型鼠体内"在麻醉状态下!分别

于注射后#&-&!-和-KG采 取 摘 眼 球 的 方 式 处

死!每组%只老鼠"立即解剖每组实验 用 鼠!采

集感兴趣的脏器组织!包括 肿 瘤&血&脑&肝&心&
肺&脾&肾&胃&小肠&肌肉和骨"称取组织样品的

质量!并用"计数器测量其放射性计数"进行衰

变校 正 之 后!计 算 各 组 织 样 品 的 放 射 性 摄 取 率

#F’D$H%"

B!结果与讨论

BA!!标记前体的制备结果鉴定

标记前 体 经 EB*检 测!结 果 显 示!#KK+<C!
的>8\">"#">!!+%3$’#KK+<#*C%%#L!C%%(b

的>8\">-#">&!而游离#KK+<C-I 的>8\">K#
#>""螯合率大于K"F!混合物使用 f@([<;$
,6Y柱分离!EB*检测其放化纯度"/.F"

BAB!多肽标记结果

L,B*分 析 结 果 显 示!#KK+<$,U#的 标 记 率

和放化产 率 均"/"F"分 析 条 件 为)流 动 相 (
为">#F三氟乙酸!流动相]为">#F三氟乙酸$
乙腈"采用梯度法进行淋洗)"#%"XN5/.F(!

.F]*%"#%.XN5-"F(!&"F]*%.#-"XN5
/.F(!.F]*流 速 为#XB$XN5"其 L,B*分

析谱图示于图#"由图#可知!#KK+<$,U#的保留

时间为#/>.%XN5"

BAD!!IIG:%*?!的体外稳定性

#KK+<$,U#的体 外 稳 定 性 示 于 图!"由 图!
可以看出!#KK+<$,U#在室温下#$#.i%的稳定

性好于%0i下的稳定性"另外!标记物在,][

中显示出比在小牛血清中更好的稳定性"这是

由于小牛血清中有各种蛋白的功能基团!羰基前

体标记多肽的产物中还有一个水分子没有被取

代!这个水分子可能被血清中的功能基团取代!
而形成新的配体"

BAE!竞争结合实验

#!.’$<UGN9:6:N5的EB*分 析 结 果 示 于 图%"
由图%可 见!#!.’$<UGN9:6:N5的>8\"!?6#!.’的

>8\">/##>"!由此计算得#!.’$<UGN9:6:N5的标记

率"/.F"

图!!!IIG:%*?!的N*#L分析图

图B!!IIG:%*?!的稳定性

%+++,][!室温*&+++,][!%0i*

’+++*][!室温*(+++*][!%0i

图D!标记后!BF5%:?=,/040,3的放射性(#L谱图

!!细 胞 竞 争 结 合 实 验 是 采 用 多 肽,U#和#!.’$
<UGN9:6:N5配基与SK0@M细胞表面的整合素竞

争结合的 方 法!其 结 果 示 于 图-"由 M46;G,6J
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;4N9X软件非 线 性 拟 合 数 据 计 算 得 多 肽,U#对

SK0@M细胞的’*."为K->/5X27!BI#"由 图

-可 知#多 肽 ,U# 可 以 抑 制#!.’$<UGN9:6:N5 与

SK0@M细胞的结合#抑制能力随,U#量的增加

而增加"

图E!*?!对!BF5%:?=,/040,3
与QI")H细胞体外结合的抑制作用!)\%"

BAF!在荷瘤鼠体内的分布

#KK+<$,U#在荷瘤鼠体内的生物分布列于表

#"由表#可知#标记物注入模型鼠体内后很快

分布到全身脏器组织#在肝$肾中摄取率较高#滞
留时间长#这表明放射性主要通过肝胆代谢和泌

尿系统两条途径从体内清除%胃中的放射性积累

也相对较多#可能是标记物在体内有部分分解#
游离的铼在胃部浓集"标记物在血液及主要组

织中的滞留时间较短#说明此标记物能够迅速从

实验鼠体内清除%脑中的放射性积累在各个时间

点都很低#说明标记肽不能通过血脑屏障#为亲

水性化合物"
荷[#K"肉瘤小鼠注射#KK+<$,U#后#各时间

点的靶与非靶放射性摄取比&E’?E(列 于 表!"
由表!可知#标记肽从血液$肌肉和骨等主要脏

器中清除较快#如#肿瘤与肌肉的E’?E在注药

后#G为 !>.Kb">0K#!-G时 则 上 升 到 了

&>&!b!>%-%放 射 性 标 记 肽 在 肾 脏 中 的 摄 取 较

多#所以E’?E在各个 时 间 点 一 直 小 于##这 一

结果也从侧面反映了标记肽的肾代谢途径"

表!!!IIG:%*?!在荷8!IR鼠体内的生物分布!#?‘-#)\-"

器官
不同时间的放射性摄取率’&F’D!HI#(

#G -G !-G -KG

肿瘤 &>#&b">K& ->K0b#>/0 !>#.b#>#- #>""b">-#

血液 .>/"b#>.- %>/%b#>#0 ">/.b">%K ">!Kb">"-

肾脏 K>&.b">-. &>K-b#>%# &>&Kb">KK .>%/b!>""

脾脏 K>""b">/K .>#/b#>%& #>0%b">%# #>#/b">%0

肠 ->-"b#>K& &>#!b->#- #>"!b">!0 ">."b">!&

胃 !>K-b">K# !>-/b">!0 %>%0b#>%! ">.0b">!!

肝脏 #!>-"b#>.- #">"-b#>"- K>-0b#>0- ->/%b">K.

肺 0>0"b!>K! .>"0b#>%% #>#0b">00 ">/-b">&.

心脏 !>0.b">-. #>K0b">.. #>-/b">#% ">-%b">!.

肌肉 !>./b#>"" #>%#b">." ">%-b">#" ">-#b">!"

脑 ">-#b">#! ">!0b">#- ">#"b">"! ">#"b">"-

骨 ->%0b">.0 !>&&b">&0 ">K%b">#. #>""b">"#

表B!!IIG:%*?!在荷8!IR鼠体内各时间点肿瘤与主要脏器的($S(!#?‘-#)\-"

时间’G
E’?E

肿瘤与血 肿瘤与肌肉 肿瘤与骨 肿瘤与心脏 肿瘤与脾 肿瘤与肠 肿瘤与肾

# #>#!b">-! !>.Kb">0K #>-#b">#% !>!Kb">-% ">0Kb">"K #>.0b">.& ">0!b">#!

- #>!/b">-0 %>/!b#>-0 #>KKb">!0 !>&Kb">0# ">/.b">%# #>""b">&- ">0%b">%"

!- !>%-b#>%/ &>&!b!>%- %>!&b">!% .>.%b#>-" #>.!b">#- !>"#b">/! ">%!b">#0

-K #>-0b">00 %>K.b">.% #>"%b">!. %>--b#>"# ">K/b">%0 ">K%b">-K ">#/b">"#

-0 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!%卷!



D!结!论

用#KK+<标记了含+MD序列的环肽,U#!标

记率"/"F"标记后的多肽在,][及*][中稳

定情况良好#室温下!在*][中稳定存放-G!放
化纯度"/"F"体外细胞竞争结合实验 结 果 表

明!多肽,U#能够抑制#!.’$<UGN9:6:N5在体外结合

SK0@M细胞!且抑制效果随着所用多肽量的增

加而增加"荷瘤鼠的生物分布实验表明!标记肽

通过泌尿及肝胆系统代谢"标记肽在其他组织

器官及血液中浓集较少!放射性能够快速清除!
在肿瘤中有一定的浓集!但滞留时间还需要进一

步延长"此外标记肽在胃肠中的摄取也较多!可
能是标记肽在小鼠体内发生部分分解!游离的铼

在胃肠组织积累!其确切原因还需要进一步实验

验证"从本研究得到的数据来分析!,U#能够与

肿瘤细胞表 面 的 整 合 素&Z!% 受 体 结 合!能 够 起

到靶向肿瘤的作用"
总之!放射性铼标记多肽,U#具有发展成为

肿瘤 治 疗 药 物 的 潜 力!但 还 有 大 量 的 改 进 工 作

要做"
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