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［摘要］　目的：探讨新型分子探针近红外荧光标记 ＺｎＤＰＡ（ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４）通过光学成像监测阿霉素
治疗卵巢癌疗效的可行性，并与Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ光学成像效果进行比较。方法：ＭＴＴ和流式细胞术分析阿霉
素对卵巢癌细胞株ＯＶＣＡＲ８的杀伤作用。将ＯＶＣＡＲ８种植到裸鼠皮下，成瘤后分为对照组和治疗组，每组
再分２个亚组，即ＤＰＡ组和ａｎｎｅｘｉｎＶ组。治疗组静脉注射阿霉素，２次后各组裸鼠分别进行ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４
光学显像和Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ光学显像，并进行定量分析。处死裸鼠，分离肿瘤，切片后进行ＨＥ染色，Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹检测肿瘤组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平。结果：阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的ＩＣ５０为６μｍｏｌ／Ｌ，阿霉素能体外
诱导ＯＶＣＡＲ８凋亡、坏死，总效率达 ３５％。阿霉素治疗裸鼠移植瘤 ４８ｈ后，ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４光学成像和
Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ光学成像均为阳性，而对照组２种光学成像结果均为阴性，对照组和治疗组肿瘤部位的荧光
强度差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。肿瘤组织 ＨＥ染色示肿瘤细胞核大，深染。治疗组中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白高
表达，而对照组低表达。结论：ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４光学成像能有效监测阿霉素治疗 ＯＶＣＡＲ８荷瘤裸鼠的疗效，
与Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ显像效果类似。

［关键词］　 ＺｎＤＰＡ；　ａｎｎｅｘｉｎＶ；　光学成像；　卵巢癌；　阿霉素；　疗效监测
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２７３４７．２０１１．０８．０１１

Ｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｚｉｎｃｄｉｐｉｃｏｌｙｌａｍｉｎｅ：
ａｎｅｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｍａｇｉｎｇｐｒｏｂｅｔｏｍｏｎｉｔｏｒ

ｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ

ＨＵＳｈｕｏ１，ＣＨＡＩＷｅｎｗｅｎ１，ＬＩＵＺｈｉｇｕｏ２，ＹＩＮＣｈｕｎａｎ１，ＬＥＩＭｅｎｇ１

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｕｃｌｅａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００８；
２．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇＣｅｎｔｅｒ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００７８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆａｎｏｖｅｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｏｆＺｎＤＰＡ
ＰＳＳ７９４ｔｏｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｔｏｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒａｎｄｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈＣｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｔｏＯＶＣＡＲ８ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙａｎｄ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｉｎｖｉｖｏｓｔｕｄｉｅｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａｎＯＶＣＡＲ８ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌ．Ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄａｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ２ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ，
ＤＰＡａｎｄａｎｎｅｘｉｎＶ．Ｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ２ｄｏｓｅｓ．Ａｌｌ
ｍｉｃｅｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｐｔｉｃａｌｉｍａｇｉｎｇｂｙＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４ｏｒＣｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄｔｈｅｎ
ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ．ＴｈｅｔｕｍｏｒｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｓｔａｉｎｅｄｂｙＨＥ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ

０６７



新型分子探针近红外荧光标记ＺｎＤＰＡ监测肿瘤疗效的研究　胡硕，等

ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＩＣ５０ｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｔｏＯＶＣＡＲ８ｗａｓ６μｍｏｌ／Ｌ．Ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｄｅａｄｃｅｌｌｓｗａｓ３５％ ａｆｔｅｒｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｉｎｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｉｍａｇｅ，
ｐｈｏｔｏｎｓａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｅｉｔｈｅｒｂｙＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４ｏｒＣｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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　　抗肿瘤药物对肿瘤细胞的作用大多数是诱导细
胞凋亡、坏死，因此测定肿瘤细胞凋亡、坏死成为评

价肿瘤疗效的一项新指标。传统的流式细胞测定、

免疫组织化学、原位细胞凋亡检测分析等方法虽然

是评估凋亡水平的主要手段，但有创的检测方法不

能在临床推广应用。随着分子影像的发展，在活体

内显示细胞凋亡的发生发展过程越来越受到研究者

的青睐［１３］，因它是一种非创伤性显像，且可以在活

体内实时、连续地观察细胞凋亡、坏死的过程，所以

细胞凋亡、坏死显像对评价肿瘤化疗、放疗疗效，预

测肿瘤对化疗药物的反应有重要的意义。

在分子影像中，新近发展起来的光学显像因其

具有较高的空间分辨率、显像剂无辐射、标记后化合

物稳定、适合在同一活体内一次注射后反复显像等

优点，已受到广泛关注［４］。近红外线荧光（ＮＩＲＦ）被
证实具有被组织吸收少、穿透力强的优点，是较好的

荧光显像剂［５］。本研究拟探讨一种新型的分子显像

剂近红外荧光标记ｚｉｎｃ（ＩＩ）ｄｉｐｉｃｏｌｙｌａｍｉｎｅ（ＺｎＤＰＡ
ＰＳＳ７９４）能否通过近红外线荧光显像，在活体内显示
阿霉素治疗卵巢癌荷瘤裸鼠后，肿瘤细胞凋亡、坏死

的情况，从而对肿瘤化疗的疗效进行评价。

１　材料与方法

１．１　材料
卵巢癌细胞株 ＯＶＣＡＲ８由中南大学湘雅医院

中心实验室提供，ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４由美国国立卫生
研究院分子影像中心陈小元教授惠赠，Ｃｙ５．５由美
国Ａｍｓｈｅｒｓｈａｍ公司提供。膜联蛋白（ａｎｎｅｘｉｎＶ）由
美国ＢＤ公司提供。裸鼠由中南大学动物中心提
供。ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产
品，ＭＴＴ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，流式细胞仪为美国
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｅｒ产品，ａｎｎｅｘｉｎＶ、碘化丙啶（ＰＩ）和

ｃａｓｐａｓｅ３抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。其他常规
试剂和仪器均为国产。

１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ检测阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的毒性

将对数生长期的细胞接种到９６孔板，２４ｈ后加
入不同浓度阿霉素（０，０．１，０．５，１，５，１０，５０，１００，
５００，１０００μｍｏｌ／Ｌ），３７℃，５％ ＣＯ２培养箱内培养
４８ｈ后加入３（４，５二甲基２噻唑）２，５二苯基溴化
四唑（ＭＴＴ）（１０ｍｇ／ｍＬ）１０μＬ，继续培养４ｈ，去上
清液，加入二甲基亚砜１５０μＬ，摇床上轻摇１０ｍｉｎ，
用酶标仪检测细胞活性光密度值，并计算细胞活性

百分比，用ＧｒａｐｈＰａｄ３．０计算ＩＣ５０。
１．２．２　流式细胞仪检测阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的作用

将对数生长期的细胞接种到６孔板，２４ｈ后加
入ＩＣ５０浓度的阿霉素，４８ｈ后消化、离心、重悬，加
入ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（１０ｍｇ／ｍＬ）１０μＬ，室温避光孵育
２０ｍｉｎ，离心去上清，用 Ｂｕｆｆｅｒ重悬，加１０ｍｇ／ｍＬＰＩ
１０μＬ，避光孵育５ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。
１．２．３　建立ＯＶＣＡＲ８荷瘤模型

２０只８周龄雌性裸鼠，分为对照组和治疗组，每
组再分为２个亚组（ｎ＝５），即 ＤＰＡ组和 ａｎｎｅｘｉｎＶ
组，分别用 ＤＰＡ和 ａｎｎｅｘｉｎＶ作显像剂进行光学显
像。将对数生长期的 ＯＶＣＡＲ８细胞 ５×１０６个，
１００μＬ注射到荷瘤裸鼠背部近右肩的皮下，观察肿
瘤生长情况，测量肿瘤直径。

１．２．４　阿霉素治疗后光学显像
治疗组荷瘤裸鼠静脉注射 ５ｍｇ／ｋｇ阿霉素溶

液，间隔 １ｄ后再次给药，剂量同前。第 ２次给药
２４ｈ后，与对照组裸鼠一起进行 ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４或
Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ光学显像。根据参考文献［６］用
Ｃｙ５．５标记 ａｎｎｅｘｉｎＶ，按照试剂盒说明书合成 Ｚｎ
ＤＰＡＰＳＳ７９４，置于４℃保存备用。显像前，将裸鼠用
１．５％的乙醚吸入麻醉后，尾静脉注射 Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎ
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Ｖ１５０ｎｍｏｌ／ｋｇ，或ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４３～４ｍｇ／ｋｇ［７］，分
别于１，２，４，２４ｈ后通过小动物荧光显像仪进行显
像，采集时间为３０ｓ，Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ显像的激发波
长为６４０ｎｍ，发射波长为８２０ｎｍ；ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４
显像的激发波长为 ７５０ｎｍ，发射波长为８３０ｎｍ。计
算机软件画出每个肿瘤的感兴趣区（ＲＯＩ）并计算单
位时间内ＲＯＩ内的荧光强度，减去本底的荧光强度，
获得肿瘤的荧光强度。

１．２．５　ＨＥ染色
光学显像完成后，处死动物，分离肿瘤组织，用

冷ＰＢＳ溶液冲洗３遍，部分肿瘤组织用４％甲醛溶液
浸泡，然后用石蜡包埋，再切片，每片厚５μｍ，脱蜡，
水化，苏木精染色５ｍｉｎ后伊红染色２ｍｉｎ，在光学
显微镜下观察肿瘤细胞形态，并拍照。

１．２．６　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平检测
组织裂解提取肿瘤组织总蛋白，每泳道上样

４０μｇ蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转膜至硝酸纤维
膜，封闭３ｈ后加入相应的ｃａｓｐａｓｅ３一抗，室温摇床
孵育２ｈ，加入二抗孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，照片。
１．３　统计学处理

实验数据均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用
ＧｒａｐｈＰａｄ３．０软件进行统计分析，组间计量资料的
差异采用ｔ检验分析，检验水准为α＝０．０５，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ检测阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的毒性
阿霉素能有效抑制ＯＶＣＡＲ８的生长，其４８ｈ对

ＯＶＣＡＲ８的 ＩＣ５０为 ６μｍｏｌ／Ｌ。阿霉素的浓度为
１～５００μｍｏｌ／Ｌ时，对 ＯＶＣＡＲ８的抑制率呈对数剂
量依赖性（图１）。
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　　 图１　ＭＴＴ检测阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的毒性。
　　 Ｆｉｇ．１　ＴｏｘｉｃｉｔｙｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｔｏＯＶＣＡＲ８．

２．２　流式细胞仪检测阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的作用
流式细胞仪检测阿霉素能有效诱导 ＯＶＣＡＲ８

凋亡、坏死，阿霉素作用 ４８ｈ，ＯＶＣＡＲ８凋亡率为
１５％，坏死率为２０％，总效率达３５％（图２）。
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图２　流式细胞仪检测阿霉素对ＯＶＣＡＲ８的作用。Ａ：阴

性对照细胞；Ｂ：阿霉素治疗后４８ｈ，ＯＶＣＡＲ８凋亡

率为１５％，坏死率为２０％，总效率达３５％。ＬＬ：正

常活细胞区；ＬＲ：早期凋亡细胞区；ＵＲ：晚期凋亡

和坏死细胞区。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｔｏＯＶＣＡＲ８ｍｅａｓｕｒｅｄ

ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｆｏｒ４８ｈ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｅｒ

ｃｅｎｔａｇｅｉｓ１５％，ｔｈｅｄｅａｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｓ２０％，ａｎｄ

ｔｈｅｔｏｔａｌｅｆｆｉｃｉｅｎｔｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｓ３５％．ＬＬ：Ｎｏｒｍａｌ

ｃｅｌｌｓ；ＬＲ：Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ．ＵＲ：Ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｃｅｌｌｓａｎｄｄｅａｄｃｅｌｌｓ．

２．３　光学显像
注射显像剂后１～２４ｈ，治疗组肿瘤均显影较清

晰，但早期本底相对较高，肿瘤的平均荧光强度在

２４ｈ最高。Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ显像中，治疗组肿瘤的
平均荧光强度为１．４×１０６ｐｈｏｔｏｎ／（ｃｍ２·ｓ），对照组
为０．９８×１０６ｐｈｏｔｏｎ／（ｃｍ２·ｓ），治疗组肿瘤的荧光强
度高于对照组（Ｐ＜０．００１，图３）；ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４显
像中，治疗组的平均荧光强度为 ２．３×１０６ｐｈｏｔｏｎ／
（ｃｍ２·ｓ），对照组为１．３×１０６ｐｈｏｔｏｎ／（ｃｍ２·ｓ），治疗
组肿瘤的荧光强度高于对照组（Ｐ＜０．００１，图 ４）。
因此选择注射显像剂后２４ｈ作为最佳显像时间。
２．４　ＨＥ染色

ＤＰＡ组和ａｎｎｅｘｉｎＶ组的肿瘤组织 ＨＥ染色后，
光镜下观察，可见癌细胞紧密排列，有不规则腺样结

构，核大，有分裂相，系腺上皮肿瘤来源（图５）。
２．５　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平检测

各组肿瘤组织经 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析，治疗组中，
ＤＰＡ组和 ａｎｎｅｘｉｎＶ组的 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白均高表达；
对照组中，ＤＰＡ组和 ａｎｎｅｘｉｎＶ组的 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
均低表达（图６）。

２６７



新型分子探针近红外荧光标记ＺｎＤＰＡ监测肿瘤疗效的研究　胡硕，等
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图３　Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ显像。Ａ：Ｃｙ５．５ＡｎｎｅｘｉｎＶ光学成
像图，裸鼠尾静脉注射显像剂后２４ｈ，治疗组的肿瘤
显影清晰，对照组肿瘤显影很淡（箭头所示）；Ｂ：肿瘤
部位的荧光强度直方图，与对照组比较，Ｐ＜
０．００１。

Ｆｉｇ．３　ＯｐｔｉｃａｌｉｍａｇｉｎｇｗｉｔｈＣｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ．Ａ：Ｐｈｏ
ｔｏｎｓａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒａｆｔｅｒＣｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ
ｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｖｉａｔａｉｌｖｅｓｓｅｌｏｆｔｈｅｎｕｄｅｍｉｃｅｆｏｒ２４ｈ
ｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｔｈａｔｉｓｎｅｇａｔｉｖｅｉｍａｇｉｎｇｉｎ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａｒｒｏｗｓ）；Ｂ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０．００１．

图４　ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４显像。Ａ：ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４光学成像
图，裸鼠尾静脉注射显像剂后２４ｈ，治疗组的肿瘤显
影清晰，对照组肿瘤显影很淡（箭头所示）；Ｂ：肿瘤部
位的荧光强度直方图。与对照组比较，Ｐ＜
０．００１。

Ｆｉｇ．４　ＯｐｔｉｃａｌｉｍａｇｉｎｇｗｉｔｈＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４．Ａ：Ｐｈｏｔｏｎｓ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒａｆｔｅｒＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４ｗａｓｉｎ
ｊｅｃｔｅｄｖｉａｔａｉｌｖｅｓｓｅｌｏｆｔｈｅｎｕｄｅｍｉｃｅｆｏｒ２４ｈｉｎｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｔｈａｔｉｓｎｅｇａｔｉｖｅｉｍａｇｉｎｇｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ａｒｒｏｗｓ）；Ｂ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎ
ｓｉｔｙｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０．００１．

图５　ＨＥ染色（×２００）。Ａ：ＤＰＡ组；Ｂ：ＡｎｎｅｘｉｎＶ组。肿瘤组织中癌细胞排列紧密，核大，深染，并有分裂相。
Ｆｉｇ．５　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）．Ａ：ＤＰＡｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡｎｎｅｘｉｎＶｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｒｒａｎｇｅｔｉｇｈｔｌｙ．Ｔｈｅｎｕｃｌｅｉａｒｅ

ｂｉｇｗｉｔｈｄｅｅｐｃｏｌｏｒ．
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图６　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平检测。Ａ：ＤＰＡ治疗组；Ｂ：ＤＰＡ对
照组；Ｃ：ＡｎｎｅｘｉｎＶ对照组；Ｄ：ＡｎｎｅｘｉｎＶ治疗组。

Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎ．Ａ：ＤＰＡｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＤＰＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＡｎｎｅｘｉｎＶｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．

３　讨　　论

在分子影像学飞速发展的今天，实时监测肿瘤

细胞凋亡、坏死的显像技术能改变肿瘤的临床治疗

方案，提高疗效、减少治疗过程中毒副作用对机体的

影响；而合适探针或显像剂的选择应用是分子影像

技术发展的关键，凋亡显像剂主要的特异性靶目标

是外翻磷脂酰丝氨酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ，ＰＳ）、半胱
氨酸天冬氨酸蛋白水解酶（ｃａｓｐａｓｅ）活化、线粒体通
透性改变、死亡因子受体表达及肿瘤坏死因子 α介
导的细胞死亡［８］。

研究［９］表明：在正常细胞膜上，ＰＳ基团位于细
胞质侧，而细胞凋亡早期，细胞膜表面的改变之一是

ＰＳ从细胞膜内转移并暴露在细胞膜外表面，给出可
被吞噬信号。ＰＳ基团位置的改变成为早期细胞凋
亡、直至坏死的一个重要标志。因此选择对ＰＳ的高
亲和性的显像剂，检测暴露在细胞膜外的 ＰＳ，从而
建立一种早期凋亡指标的检测方法是研究者努力的

目标。近年来，ａｎｎｅｘｉｎＶ蛋白因能与凋亡细胞表面
的ＰＳ特异性结合而显像，受到广大研究者们的广泛
关注。ＡｎｎｅｘｉｎＶ含有３１９个氨基酸，有与钙离子和
磷脂特异性结合位点。研究者们将放射性核素标记

３６７



中南大学学报（医学版），２０１１，３６（８）　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｕｍｅｄ．ｏｒｇ；ｈｔｔｐ：／／ｘｂｙｘ．ｘｙｓｍ．ｎｅｔ

ａｎｎｅｘｉｎＶ，通过 ＰＥＴ或ＳＰＥＣＴ显像监测肿瘤治疗后
细胞凋亡、坏死情况［１０］，也有用 ａｎｎｅｘｉｎＶ与发射红
外线的荧光素（Ｃｙ５．５）结合，建立一种无创性探测细
胞凋亡的近红外线光学检查手段［１１］，或将２种探针同
时标记在ａｎｎｅｘｉｎＶ上进行双模式显像［１２］，均获得较

满意的结果；但ａｎｎｅｘｉｎＶ首先是一种蛋白，作为显像
剂进入体内有可能产生免疫源性反应，而其稳定性不

够也使其不能长期储存［１３］。另外 ａｎｎｅｘｉｎＶ的蛋白
结构上有２３个有活性的氨基残基，在与多重报告基
团进行生物螯合时，会降低其与细胞膜上 ＰＳ的亲
和力［１４］。

ＺｎＤＰＡ是一种小分子化合物，能选择性地与细
胞凋亡或坏死时细胞膜外翻的ＰＳ结合［１５］。研究［１６］

发现：当光的波长在６５０～９００ｎｍ时，其对组织的穿
透力达到最强，因此本研究利用近红外线荧光素标

记ＺｎＤＰＡ，通过光学显像仪探测卵巢癌化疗后肿瘤
细胞凋亡、坏死情况，并与 Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ光学显
像进行比较。结果显示：在体外阿霉素能有效诱导

ＯＶＣＡＲ８细胞凋亡、坏死；阿霉素治疗 ＯＶＣＡＲ８荷
瘤裸鼠２次后，ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４光学显像即可见肿
瘤部位有很强的荧光信号，其荧光强度高于未治疗

的肿瘤（Ｐ＜０．００１），肿瘤组织经 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测，
显示ｃａｓｐａｓｅ３蛋白高表达，而ｃａｓｐａｓｅ３是一个重要
的凋亡诱导者，在细胞凋亡中扮演中心角色，它的活

性高进一步证实细胞凋亡的发生。在本研究中，

ＺｎＤＰＡＰＳＳ７９４与Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ均能在凋亡、坏
死的肿瘤细胞中显影，与文献［１７］报道类似，而且Ｚｎ
ＤＰＡＰＳＳ７９４在凋亡坏死肿瘤组织中聚集的荧光强
度明显高于 Ｃｙ５．５ａｎｎｅｘｉｎＶ，提示 ＤＰＡ可能较 ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ更敏感地显示肿瘤细胞的凋亡、坏死，因此
可推测小分子显像剂 ＺｎＤＰＡ有可能取代 ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ，成为有发展应用前景的检测肿瘤细胞凋亡、坏死
的显像剂。

由于荧光素的高度稳定性，荧光显像可反复进

行，便于动态观察肿瘤治疗后凋亡情况，有利于快速

判断和确定疾病进展程度和疗效；但可见光包括荧

光很难穿透体表到达深层的生物组织，荧光标记的

组织对比剂不适合体内深部组织的显像，这是目前

光学显像的不足之处。放射性核素穿透性强，灵敏

度高，利用放射性核素标记 ＺｎＤＰＡ将是笔者下一
步研究的方向。

志谢：感谢美国国立卫生研究院（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉ
ｔｕｔｅｏｆＨｅａｌｔｈ，ＮＩＨ）分子影像中心主任陈小元教授
给予本研究的大力支持与帮助！
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